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聚乙二醇修饰的阳离子脂质体作为ｓｉＲＮＡ传递系统的处方优化

李颖寰，宗　莉，朱家壁

（中国药科大学药剂学教研室，南京 ２１０００９）

摘　要　研究摩尔分数为０％～５％的聚乙二醇（ＰＥＧ）修饰的阳离子脂质体作为ｓｉＲＮＡ传递系统的优劣。制备了两组
高低电荷的空白阳离子脂质体，分别含有摩尔分数为４０％和２０％的１，２二油酰基３三甲氨基丙烷（ＤＯＴＡＰ），以人胰腺癌
细胞株Ｈｓ７６６Ｔ作为细胞模型，比较了细胞膜表面结合量及内吞量分别随时间和细胞外给药浓度变化的动力学曲线；结果
显示４ｈ时细胞表面结合达到稳态，高电荷脂质体组与细胞的结合量明显高于低电荷脂质体组，ＰＥＧ的加入使脂质体与细
胞表面的不饱和型结合转变为可饱和型。采用共聚焦显微镜定性观察载ｓｉＲＮＡ的阳离子脂质体在６ｈ的细胞内分布情况，
结果表明摩尔分数为４０％ＤＯＴＡＰ与０％～２％ＰＥＧ组合有效地将ｓｉＲＮＡ转运至细胞质，而４０％ＤＡＴＡＰ与５％ ＰＥＧ组合对
转运无效。
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中图分类号　Ｒ９４４．１　　文献标识码　Ａ　　文章编号　１０００－５０４８（２０１１）０５－０４１２－０６

ＦｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＰＥＧｙｌａｔｅｄｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅｓａｓｓｉＲＮＡｄｅｌｉｖｅｒｙ
ｓｙｓｔｅｍ
ＬＩＹｉｎｇｈｕａｎ牞ＺＯＮＧＬｉ牞ＺＨＵＪｉａｂｉ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ牞ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ牞Ｎａｎｊｉｎｇ２１０００９牞Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ　ＰＥＧｙｌａｔｅｄｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０％５％ 牗ｍｏｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ牘１牞２ｄｉｓｔｅａｒｏｙｌｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓ
ｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅＮ犤ｍｅｔｈｏｘｙ牗ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ牘２０００犦牗ＰＥＧ牘ｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄａｓｓｉＲＮＡｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍ．Ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓｏｆｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１牞２ｄｉｏｌｅｏｙｌ３ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｐｒｏｐａｎｅ牗ＤＯＴＡＰ牘ｗｉｔｈｍｏｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ
ｏｆ２０％ ａｎｄ４０％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄ．Ｔｈｅｋｉｎｅｔｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｕｌａｒｍｅｍｂｒａｎｅｂｉｎｄｉｎｇａｎｄｉｎｔｅｒ
ｎａｌｉｚａｔｉｏｎｖｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｉｐｏｓｏｍａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄ．Ｂｉｎｄｉｎｇｒｅａｃｈｅｄｔｈｅ
ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍａｔ４ｈｆｏｒａｌｌｔｅｓｔｅｄｌｉｐｏｓｏｍｅｓ．Ｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ４０％ 牗ｍｏｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ牘ｏｆＤＯＴＡＰｓｈｏｗｅｄ
ｈｉｇｈｅｒｃｅｌｌａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｔｈａｎｔｈｏｓｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２０％ 牗ｍｏｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ牘ｏｆＤＯＴＡＰ．Ｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｂｉｎｄｉｎｇ
ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｗａｓｃｈａｎｇｅｄｆｒｏｍｎｏｎｓａｔｕｒａｂｌｅｔｏｓａｔｕｒａｂｌｅｋｉｎｅｔｉｃｓａｆｔｅｒＰＥＧｙｌａｔｉｏｎ．Ｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
４０％ 牗ｍｏｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ牘ｏｆＤＯＴＡＰａｎｄ０％２％ 牗ｍｏｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ牘ｏｆＰＥＧｗｅｒｅｓｈｏｗｎｔｏｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｔｒａｎｓｆｅｒｓｉＲＮＡ
ｔｏｃｙｔｏｓｏｌｕｎｄｅｒｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ牞ｗｈｉｌｅｔｈｏｓｅｗｉｔｈ５％ 牗ｍｏｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ牘ＰＥＧｆａｉｌｅｄ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅｓ牷ＰＥＧｙｌａｔｉｏｎ牷ｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｂｉｎｄｉｎｇ牷ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ牷ｇｅｎｅｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍ

　　基因治疗肿瘤的目标靶点通常位于细胞内，例
如，小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）的靶点在细胞质［１］，ＤＮＡ
的靶点在细胞核［２］。裸核酸分子具有相对分子质

量大、亲水性及表面电荷呈负性等性质，使其易于

被网状内皮系统（ＲＥＳ）所清除，难以进入细胞。阳
离子脂质体通过电荷作用使带负电的 ｓｉＲＮＡ与脂
质体有效地结合，保护 ｓｉＲＮＡ免受核酶降解，并且
易于与带负电的细胞表面结合，触发细胞内吞

摄取［３］。

聚乙二醇（ＰＥＧ）修饰阳离子脂质体表面，赋予
了脂质体“隐形”的性质，降低了脂质体被ＲＥＳ清除
的概率，提高了脂质体在血液系统的循环时间，从而

使更多的脂质体通过增强的透过和滞留（ＥＰＲ）作用
进入肿瘤组织；另一方面，ＰＥＧ增加了脂质体表面的
亲水性和位阻，不易被细胞表面受体所识别，从而降

低了脂质体在肿瘤间质中的转运和细胞摄取量，因
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此有必要研究阳离子脂质体中优化的ＰＥＧ含量，同
时兼顾ＥＰＲ作用和细胞内生物利用度。

ｓｉＧＬＯＴＭｓｉＲＮＡ荧光标记对照产品（简称ｓｉＧＬＯ）
是一种特异性修饰的、荧光标记的、无靶点的双链

ＲＮＡ分子，自身带有核定位信号，当到达细胞质
后，可自动实现细胞质到细胞核的转运，荧光信号

定位于细胞核，方便转染效率的评价。因此本研究

选择ｓｉＧＬＯ来考察测试脂质体的细胞内递送能力。
本实验考察了摩尔分数为０％，１％，２％，５％

ＰＥＧ对于阳离子脂质体转运 ｓｉＧＬＯ的影响，以人
胰腺癌Ｈｓ７６６Ｔ细胞作为研究对象，比较了细胞水
平的药动学和细胞内转运能力的优劣，优化阳离子

脂质体的处方组成。

!

　材　料

１１　试剂与细胞
１，２二油酰基３三甲氨基丙烷（ＤＯＴＡＰ）、１，

２二油酰ｓｎ甘油３磷脂酰乙醇胺（ＤＯＰＥ）、１，２二
棕榈酰ｓｎ甘油３磷脂酰胆碱（ＤＰＰＣ）、Ｎ甲氧基
聚乙二醇２０００１，２二硬脂酰ｓｎ甘油３磷脂酰乙
醇胺（ｍＰＥＧＤＳＰＥ）、１，２二油酰ｓｎ甘油３磷脂酰
乙醇胺Ｎ丽丝胺罗丹明Ｂ磺酰铵盐（ＲｈｏｄＤＯＰＥ）
和胆固醇（美国 ＡｖａｎｔｉＰｏｌａｒＬｉｐｉｄｓ公司）；ｓｉＧＬＯＴＭ

ｓｉＲＮＡ荧光标记对照产品（ｓｉＧＬＯ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＤｈａｒｍａｃｏｎ公司）；４′，６二脒基２苯基吲哚
（ＤＡＰＩ，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；其余常用试剂均为市
售分析纯。Ｈｓ７６６Ｔ细胞（美国 ＡＴＣＣ菌种保藏中
心），细胞培养液为 ＤＭＥＭ培养液，辅以９０μｇ／ｍＬ
庆大霉素、９０μｇ／ｍＬ头孢噻肟钠、１％非必需氨基酸
和１０％小牛血清（美国Ｆｉｓｈｅｒ公司）。
１２　仪　器

旋转蒸发器（上海申生科技有限公司）；脂质

体挤出机（美国Ａｖａｎｔｉ公司）；Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ激光粒径测
定仪（英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；Ｈ７６５０型透射电子显
微镜（日本日立公司）；ＲＦ５３０１ＰＣ荧光分光光度
计（日本岛津公司）；激光共聚焦显微镜（德国奥林

巴斯公司）

"

　方　法

２１空白阳离子脂质体制备
按表１中处方制备罗丹明标记的阳离子脂质

体，采用经典的薄膜水化聚碳酸酯膜挤出法［４］。简

单来说，所有脂质材料溶于氯仿中，旋转蒸发成膜，

进一步在真空下干燥过夜；用１０％蔗糖溶液水合，
通过１００ｎｍ聚碳酸酯膜１１次，得到粒径大小在
１００ｎｍ左右的脂质体混悬液，终浓度为１０ｍｇ／ｍＬ。

Ｔａｂｌｅ１　Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｄｅｓｉｇｎｏｆｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

ＦｏｒｍｕｌａｔｉｏｎＡｂｂｒａ ｎ（ＤＯＴＡＰ）／％ ｎ（ＤＰＰＣ）／％ ｎ（ＤＯＰＥ）／％ ｎ（ＲｈｏｄＤＯＰＥ）／％ ｎ（ｍＰＥＧＤＳＰＥ）／％ ｎ（Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ）／％
Ｃ２００ ２０ １０ １９ １  ５０
Ｃ２０１ ２０ ９ １９ １ １ ５０
Ｃ２０２ ２０ ８ １９ １ ２ ５０
Ｃ２０５ ２０ ５ １９ １ ５ ５０
Ｃ４００ ４０  １９ １  ４０
Ｃ４０１ ４０  １９ １ １ ３９
Ｃ４０２ ４０  １９ １ ２ ３８
Ｃ４０５ ４０  １９ １ ５ ３５

ＤＯＴＡＰ：１，２ｄｉｏｌｅｏｙｌ３ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｐｒｏｐａｎｅ；ＤＰＰＣ：１，２ｄｉｐａｌｍｉｔｏｙｌｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ；ＤＯＰＥ：１，２ｄｉｏｌｅｏｙｌｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏ
ｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ；ＲｈｏｄＤＯＰＥ：１，２ｄｉｏｌｅｏｙｌｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅＮ（ｌｉｓｓａｍｉｎｅｒｈｏｄａｍｉｎｅＢｓｕｌｆｏｎｙｌ）ａｍｍｏｎｉｕｍｓａｌｔ；ｍＰＥＧＤＳＰＥ：１，２
ｄｉｓｔｅａｒｏｙｌｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅＮ［ｍｅｔｈｏｘｙ（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ）２０００］；ａＸａｎｄＹｉｎｔｈｅｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ‘ＣＸＹ’ｗｅｒｅｍｏｌｅ
ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆＤＯＴＰＡａｎｄＰＥＧ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２２　细胞膜表面结合及内吞动力学———时间动力
学研究

于６孔板中种植Ｈｓ７６６Ｔ细胞，待贴壁形成细
胞单层且密度达每孔１×１０６个（约９０％密集）时
开始实验，替换培养液为罗丹明标记的空白阳离子

脂质体，用无血清 ＤＭＥＭ培养液稀释脂质体至
５０μｇ／ｍＬ或１００μｇ／ｍＬ，在３７℃和４℃下分别作

用０，０１７，０５，１，２，４，６ｈ；在预定时间点，弃去含
脂质体的细胞外 ＤＭＥＭ培养液，用冰磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）润洗细胞 ３次，加入 ０５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００
ＰＢＳ溶液０５ｍＬ在３７℃下作用３０ｍｉｎ，待细胞全
部发生渗漏并脱离底壁后，加入ＰＢＳ０５ｍＬ混匀，
测定罗丹明荧光强度，激发／发射波长为５５７ｎｍ／
５７１ｎｍ。通过自制标准曲线将罗丹明荧光强度转
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化成细胞结合的脂质体量。观察细胞表面结合量

达稳态的时间（ｔｓｓ）。
２３　细胞膜表面结合及内吞动力学———稳态浓度
研究

用无血清ＤＭＥＭ培养液分别稀释脂质体至５，
１０，２０，５０，１００，２００μｇ／ｍＬ，在３７℃ 和４℃下分别
按ｔｓｓ作用于Ｈｓ７６６Ｔ细胞单层；在预定时间点，弃
去含脂质体的细胞外 ＤＭＥＭ培养液，用冰 ＰＢＳ润
洗细胞 ３次，加入 ０５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００ＰＢＳ溶液
０５ｍＬ在３７℃下作用３０ｍｉｎ，待细胞全部发生渗
漏并脱离底壁后，加入ＰＢＳ０５ｍＬ混匀，测定罗丹
明荧光强度并转化为细胞结合的脂质体量，实验方

法同“２２”项。
２４　载ｓｉＧＬＯ阳离子脂质体制备

采用常规的基因脂质体制备方法［５］，将“２１”
项中得到的罗丹明标记的空白阳离子脂质体与含

ｓｉＧＬＯ的缓冲液按 ４∶１正负电荷比混匀，放置
２０ｍｉｎ，形成载ｓｉＧＬＯ的阳离子脂质体。全程采用
ｓｉＲＮＡ专用缓冲液及无酯酶水稀释，避免 ｓｉＧＬＯ的
降解。

２５　载ｓｉＧＬＯ脂质体细胞内分布的定性观察
于６孔板中放置的盖玻片上种植 Ｈｓ７６６Ｔ细

胞，待贴壁后形成细胞单层且盖玻片上细胞密度

达每孔６×１０５个（约６０％密集）时开始实验，替
换培养液为载 ｓｉＧＬＯ的空白阳离子脂质体，用无
血清 ＤＭＥＭ培养液稀释脂质体浓度至５０μｇ／ｍＬ
（ｓｉＧＬＯ浓度为２００ｎｍｏｌ／Ｌ），在３７℃作用６ｈ，弃去
含脂质体的细胞外ＤＭＥＭ培养液，用冰ＰＢＳ润洗细
胞３次后，用１０％福尔马林固定细胞２０ｍｉｎ，再用
１７μｍｏｌ／Ｌ的 ＤＡＰＩＰＢＳ溶液染色细胞核２０ｍｉｎ，
水洗３次后，将盖玻片小心取出，转移至载玻片上，
并用指甲油密封边缘，于共聚焦显微镜下观察不同

阳离子脂质体转运 ｓｉＧＬＯ至细胞质的能力差异。
ＤＡＰＩ、ｓｉＧＬＯ和罗丹明的激发／发射波长分别为
４０１ｎｍ／４２１ｎｍ，４９５ｎｍ／５１９ｎｍ和５４３ｎｍ／５９４ｎｍ。
２６　统计学分析

多组分间的统计学显著性差异分析采用 ＳＰＳＳ
１００统计软件中ＡＮＯＶＡ的Ｔｕｋｅｙ分析。

#

　结　果

３１　空白阳离子脂质体性质
罗丹明标记的阳离子脂质体，以 ＤＯＴＡＰ作为

主要脂质材料，辅以中性磷脂（ＤＰＰＣ、ＤＯＰＥ）和胆
固醇，采用 ＰＥＧ２０００修饰的磷脂酰化合物（ｍＰＥＧ
ＤＳＰＥ）调节ＰＥＧ含量。据报道 ＤＯＰＥ可增加脂质
体双分子层的弹性，促进脂质体与细胞膜及内涵体

膜的融合，有利于脂质体从内涵体逃逸进入细

胞质［６］。

空白脂质体以 ＣＸＹ表示，其中 Ｘ，Ｙ分别代
表ＤＯＴＡＰ和ＰＥＧ的摩尔分数，设计了２组高低电
荷的阳离子脂质体 Ｃ４０Ｙ和 Ｃ２０Ｙ，分别含有
４０％和２０％的ＤＯＴＡＰ，考察不同 ＰＥＧ含量对２组
阳离子脂质体细胞运送的作用。图１显示了测试
脂质体的粒径和电位分布，增加ＰＥＧ的含量，粒径
略有增大，但粒径均在１００～１５０ｎｍ之间；表面电
荷略有降低，这是由于 ｍＰＥＧＤＳＰＥ的负性磷酸基
团部分中和了脂质体的正性电荷［７］。

—□— Ｃ２０Ｙ；—△— Ｃ４０Ｙ
Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｏｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ（％）ｏｆＰＥＧｏｎ（Ａ）ｌｉｐｏｓｏｍｅｓｉｚｅ
ａｎｄ（Ｂ）ｓｕｒｆａｃｅｃｈａｒｇｅ（ＺＰ）

当ＤＯＴＡＰ的摩尔分数大于４０％时，细胞毒性
明显增大，例如 Ｃ５００（ＤＯＴＡＰ摩尔分数为５０％，
其余成分同Ｃ４００）作用于 Ｈｓ７６６Ｔ细胞６ｈ后表
现为部分细胞萎缩，从培养皿底部脱落（图２）；当
ＤＯＴＡＰ摩尔分数小于２０％时，表现为脂质体与细
胞的结合甚少（数据略）。因此本研究以摩尔分数

２０％～４０％的ＤＯＴＡＰ作为安全有效的阳离子脂质
体处方组成。

３２　细胞膜表面结合及内吞动力学———时间动
力学

３７℃实验测得的细胞结合脂质体量代表细胞
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膜结合的脂质体和细胞内脂质体的总量（ＴＣ）；４
℃实验测得的细胞结合脂质体量代表细胞膜表面
结合的脂质体量（Ｂ）；细胞内吞的脂质体量（Ｉ）为
两者差值［８］。图３显示了测试脂质体与细胞膜表
面结合和被细胞内吞量的经时变化曲线，可见，与

细胞膜表面结合和细胞内吞的脂质体量随着 ＰＥＧ
含量的增加而减少，所有测试脂质体的Ｂ和Ｉ在４
ｈ左右达到平台值；Ｃ２０Ｙ和 Ｃ４０２，Ｃ４０５的 Ｉ～ｔ
曲线变化类似于相应的Ｂ～ｔ曲线，平台值也接近；
Ｃ４００和Ｃ４０１的Ｉ～ｔ曲线明显高于相应的 Ｂ～ｔ
曲线，暗示这两种脂质体与其他测试脂质体有着不

同的细胞内吞动力学。
Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｈｓ７６６Ｔｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅｓ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＤＯＴＡＰｗｉｔｈｍｏｌｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｆ２０％ （Ｃ２００，Ａ），４０％（Ｃ４０
０，Ｂ）ａｎｄ５０％ （Ｃ５００，Ｃ）ｆｏｒ６ｈ（×２０）

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ａｍｏｕｎｔｏｆｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｂｉｎｄｉｎｇ（Ｂ）ａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ（Ｉ）ｗｉｔｈｉｎｉｔｉａｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｉｐｏｓｏｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１００μｇ／ｍＬ（Ａ，Ｂ）ａｎｄ
５０μｇ／ｍＬ（Ｃ，Ｄ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｃ２０Ｙ和Ｃ４０Ｙ选用不同的起始浓度作用于
细胞，分别为１００μｇ／ｍＬ和５０μｇ／ｍＬ，目的是期望
得到相似的细胞结合量，消除由于浓度依赖性产生

的数据差异，便于２组数据间的平行比较。采用梯
形法进一步计算各条时间曲线的曲线下面积

（ＡＵＣ），并进行统计学分析，结果见图４。Ｃ４００和
Ｃ４０１的Ｂｔ和 Ｉｔ曲线的 ＡＵＣ无显著性差异，说
明１％ ＰＥＧ的加入对于 Ｃ４００影响甚微；Ｃ４００起
始投放剂量是 Ｃ２００的 ５０％，其 Ｂｔ曲线的 ＡＵＣ
显著低于后者（Ｐ＜００１），但两者的 Ｉｔ曲线却无
差异，由于Ｉ与Ｂ直接相关，暗示Ｃ４００优于Ｃ２００
的细胞内吞能力。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＡＵＣｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｍｅｍｂｒａｎｅｂｉｎｄｉｎｇ（Ｂ）ａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ
（Ｉ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）．ＩｎｉｔｉａｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｉｐｏｓｏｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒＣ２０
ＹａｎｄＣ４０Ｙｉｓ１００μｇ／ｍＬａｎｄ５０μｇ／ｍＬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
Ｐ＜０．０１ｆｏｒＡＵＣＢｂｅｔｗｅｅｎＣ４００ａｎｄＣ４０５，ｆｏｒＡＵＣＢｂｅｔｗｅｅｎ
Ｃ２００ａｎｄＣ４００；Ｐ＜０．００１ｆｏｒＡＵＣＢａｎｄＡＵＣＩｂｅｔｗｅｅｎＣ２００
ａｎｄＣ２０Ｙ（Ｙ＝１，２，５），ｆｏｒＡＵＣＩｂｅｔｗｅｅｎＣ４００ａｎｄＣ４０Ｙ（Ｙ＝２，５）
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３３　细胞膜表面结合及内吞动力学———稳态浓度
曲线

图３清晰地显示了测试脂质体的 Ｂ值在４ｈ
达到稳态，因此 ｔｓｓ为 ４ｈ。图５给出了４ｈ时脂质
体细胞表面结合量（Ｂｓｓ）及内吞量（Ｉｓｓ）与细胞外
脂质体浓度（ｃ）的关系。不难看出，不含 ＰＥＧ的
Ｃ２００和 Ｃ４００的 Ｂｓｓｃ曲线线性关系良好（ｒ

２＞
０９９），表明细胞表面结合是不饱和的；随着 ＰＥＧ
含量的增加，线性关系越来越差（当含有５％ＰＥＧ

时，ｒ２＜０９），表明细胞表面结合由不饱和型转变
为饱和型；同时发现，在低细胞外浓度范围，ＰＥＧ
的作用并不显著，暗示细胞表面存在高亲和力和低

亲和力两种结合位点，脂质体与细胞表面的结合先

占用高亲和力的结合位点，待其饱和后再占用低亲

和力的结合位点［９］；ＰＥＧ鲜少影响脂质体与高亲
和力的结合位点，主要作用于低亲和力的结合位

点，因此表现为低细胞外浓度下各条曲线差别小，

高浓度下曲线间距加大。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｂｉｎｄｉｎｇ（Ｂｓｓ）ａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ（Ｉｓｓ）ｖｓｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｉｐｏｓｏｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｃ）ｃｕｒｖｅｓａｔ４ｈ（ｔｓｓ）

　　采用线性回归计算不同脂质体的 Ｉｓｓ与 Ｂｓｓ相

关性的直线斜率Ｓ（ｒ２＞０９），Ｓ代表了脂质体在细
胞内累积的总比例常数。进一步分析 Ｓ（图６）发
现ＰＥＧ的摩尔分数和从０％增加到２％时，Ｓ急剧
下降；从２％变化到５％，Ｓ变化缓慢。表明脂质体
细胞内累积的变化虽然依赖于它们在细胞表面结

合量的增加，但并非总与细胞表面结合的量变曲线

同步。Ｃ４０Ｙ组的斜率Ｓ高于相应的Ｃ２０Ｙ组，说
明Ｃ４０Ｙ组的内吞速率快于Ｃ２０Ｙ组。
３４　载ｓｉＧＬＯ阳离子脂质体６ｈ细胞内分布

采用共聚焦显微镜下观察载 ｓｉＧＬＯ阳离子脂
质体Ｃ４０Ｙ给药后６ｈ细胞表面结合及内吞的分
布情况（图略）。实验结果显示，载 ｓｉＧＬＯ的 Ｃ４０５
在细胞核内无绿色的ｓｉＧＬＯ荧光，而其余３种脂质
体Ｃ４００，Ｃ４０１和 Ｃ４０２在细胞核内均有强烈的
ｓｉＧＬＯ荧光。由于ｓｉＧＬＯ无靶点，到达细胞质的所
有ｓｉＧＬＯ将自动进入细胞核；说明Ｃ４０５不能有效

的将ｓｉＧＬＯ转运至细胞质，大量的ｓｉＧＬＯ进入内涵
体溶酶体路径被降解。Ｃ４００、Ｃ４０１和 Ｃ４０２均
成功的将部分ｓｉＧＬＯ转运至细胞质。

—□— Ｃ２０Ｙ；—△— Ｃ４０Ｙ
Ｆｉｇｕｒｅ６　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｒａｔｉｏｃｏｎｓｔａｎｔＳ（Ｉｓｓ／Ｂｓｓ）ａｎｄｔｈｅ
ｍｏｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ（％）ｏｆＰＥＧ

$

　讨　论

本研究比较了不同ＰＥＧ含量对两组阳离子脂
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质体细胞内转运的影响。空白脂质体的细胞动力

学研究结果显示摩尔分数为１％、２％、５％的 ＰＥＧ
逐渐降低细胞表面的结合量和细胞内吞量；在低表

面电荷Ｃ２０Ｙ（３５ｍＶ）组，１％ＰＥＧ的加入就导致
了Ｂ和Ｉ极显著性降低；在高表面电荷 Ｃ４０Ｙ（４６
ｍＶ）组，２％ＰＥＧ的加入才产生Ｉ的显著性减少；预
示着提高电荷可部分抵消 ＰＥＧ的消极作用。Ｓ值
（Ｉｓｓ／Ｂｓｓ）的分析结果也显示Ｃ４０Ｙ组比Ｃ２０Ｙ组优
越。由于该实验测量的是细胞内吞的脂质体总量，

不能反映载基因脂质体从细胞内涵体逃逸进入细胞

质的能力，因此无法预测基因递送的效果。进一步

采用共聚焦显微镜观察Ｃ４０Ｙ组转运ｓｉＧＬＯ的结果
显示０％～２％的 ＰＥＧ与４０％ ＤＯＴＡＰ组合可以有
效地将 ｓｉＧＬＯ转运至细胞质，而５％ ＰＥＧ与４０％
ＤＯＴＡＰ组合对转运无效。５％ ＰＥＧ被广泛用于各
种给药系统，然而其对于细胞膜表面结合和内吞的

负性作用导致无效的细胞内基因递送未有认识。上

述结果表明０％ ～２％ ＰＥＧ与４０％ ＤＯＴＡＰ组合可
以有较好的平衡ＥＰＲ作用和较高的细胞内生物利
用度。这一发现为阳离子脂质体作为ｓｉＲＮＡ递送系
统的后续研究建立了良好的处方优化基础。
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·新药信息·

具有开发潜力的抗帕金森病药

全球患帕金森病人数超过１５０万，开发具有较好疗效的药物成为市场迫切需要。以下为全球正在开发的并且具
有潜力的抗帕金森病药。

表１　处于晚期开发阶段的帕金森病用药
药物 商品名／代码 作用机制 开发公司 合作者 研究阶段

卡比多巴／左旋多马 ＩＰＸ０６６ 多巴胺前体 ＩｍｐａｘＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ 葛兰素史克 Ⅲ
Ｐａｒｄｏｐｒｕｎｏｘ ＳＬＶ３０８ 多巴胺激动剂 雅培 ＮＡ Ⅲ
Ｓａｆｉｎａｍｉｄｅ ＮＷ１０５ 单胺氧化酶抑制剂 默克雪兰诺 纽隆制药公司 Ⅲ
Ｉｓｔｒａｄｅｆｙｌｌｉｎｅ ＫＷ６５００ 腺苷Ａ２Ａ受体拮抗剂 ＫｙｏｗａＨａｋｋｏＫｉｒｉｎ ＮＡ Ⅲ
Ｐｒｅｌａｄｅｎａｎｔ ＳＣＨ４２０８１４ 腺苷Ａ２Ａ受体拮抗剂 默沙东 ＮＡ Ⅱ
Ｆｉｐａｍｅｚｏｌｅ ＪＰ１７３０ α２肾上腺素受体拮抗剂 ＳａｎｔｈｅｒａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ＮＡ Ⅱ
ＡＡＶ２ｎｅｕｒｔｕｒｉｎ ＣＥＲＥ１２０ 基因治疗病毒载体 Ｃｅｒｅｇｅｎｅ ＮＡ Ⅱ
ＧＡＤ ＮＬＸＰ１０１ 基因治疗病毒载体 Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｘ ＮＡ Ⅱ
ＡＡＤＣ，ＴＨａｎｄＧＣＨ１ Ｐｒｏｓａｖｉｎ 基因治疗病毒载体 ＯｘｆｏｒｄＢｉｏＭｅｄｉｃａ ＮＡ Ⅱ

ＡＡＤＣ：芳（香）族Ｌ氨基酸脱羧酶；ＡＡＶ２：腺伴随病毒血清型２；ＧＡＤ：谷氨酸脱羧酶；ＧＣＨ１：ＧＴＰ环化水解酶１；ＮＡ：无（不适用）；ＴＨ：
酪氨酸羟化酶。

（医药经济报，本刊有删改）
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