异长春花碱脂质体的制备及体外释放度考察
(李学涛，程 岚*，贾天柱)

（辽宁中医药大学 药学院，辽宁 大连，116600）
[摘要]目的：制备异长春花碱脂质体，并考察其体外释放特性。方法：采用薄膜分散法制备异长春花碱脂质体，考察脂质体形态、粒径分布，透析法测定异长春花碱注射液和异长春花碱脂质体释药的差异。结果: 异长春花碱脂质体平均粒径149.2 nm，透射电镜可以明显观察出脂质体的双分子层结构。异长春花碱脂质体和注射液的体外释放规律均符合Higuchi方程, 脂质体在24 h内累积释放完而异长春花碱溶液在10 h内累积释放完全。结论：制备的VRB脂质体粒径均匀，外观良好，具有一定的缓释效果。
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Preparation and its release in vitro of Vinorelbine encapsulated in liposomes
(Li Xue-tao,Cheng Lan*,Jia Tian-zhu ) 
（School of Pharmacy, Liaoning University of Traditional Chinese Medicine, Dalian 116600 )
Abstract  Objective: To prepare the Vinorelbine liposomes and investigate its release characteristics in vitro．Methods：Vinorelbine liposomes were prepared by thin-film ultrasonication method, the morphology and particle size were investigate. The difference of release characteristics from Vinorelbine liposome to Vinorelbine solution was measured by dialysis method. Results：The particle size of the liposome was149.2 nm, the bilayer of the liposome was observed obviously．The release rule of liposome in vitro was subject to the Higuchi model, completely released within 24 h, and the release of solution accorded to Higuchi model, completely released within 10 h. Conclusion：The VRB liposomes with fine-looking have sustained releasing effect. 
Key words: Vinorelbine；Liposome；Release in vitro
异长春花碱（Vinorelbine ,VRB）通过作用于肿瘤细胞微管蛋白而干扰肿瘤细胞代谢，临床主要用于治疗急性淋巴细胞白血病、何杰金及非何杰金淋巴瘤，也用于乳腺癌、支气管肺癌、软组织肉瘤及神经母细胞瘤等[1]。研究表明：将药物以脂质体为载体进行包裹，可以
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把药物靶向到机体的病变组织，同时减少药物对机体其他组织及外周血管的不良反应[2]。脂质体血浆释放度作为体外检测手段可以为体内释放度的预测提供依据。本研究以薄膜分散法制备VRB脂质体，并对脂质体的粒径分布及微观形态进行了考察，同时以HPLC测定释放介质中VRB的浓度，对VRB脂质体的体外释放度进行研究。
1.试剂与仪器
安捷伦LC－1100液相色谱仪（G21771AA-UV检测器、安捷伦色谱工作站），KQ3200超声波清洗器(江苏昆山)，AY220电子分析天平（SHTMADZU）， RE-52AA旋转蒸发器（上海亚荣生化仪器厂），DF2101S集热式恒温加热磁力搅拌器(河南巩义市予华仪器厂)，mastersizer2000粒径分析仪（Malvern Instruments Ltd.），JEM-2000EX透射电子显微镜（日本电子公司）。
VRB对照品（美国Sigma公司，含C45H54N8不少于99.0％，批号FOC242）；VRB（海南国栋药业有限公司，20080512），注射用大豆卵磷脂（上海太伟磷脂有限公司，20080126），胆固醇（上海惠兴生化试剂有限公司，20080113），乙腈（色谱纯），其他试剂均为分析纯。　 

2.实验与结果
2.1 VRB脂质体的制备
取VRB10 mg、卵磷脂80 mg、胆固醇39 mg溶于10 mL氯仿中，39.5 ℃下减压旋转蒸发60 min除去氯仿，保持水浴温度39.5 ℃，将10 mL pH7.6磷酸盐缓冲液加至上述所形成的均匀白色薄膜中，水化30 min，超声20 min（50 KHz），过0.45 μm微孔滤膜，取滤液，即得[3]。
2.2VRB脂质体的粒径分布
精密移取VRB脂质体0.5 mL，以5％葡萄糖注射液稀释至20 mL，用马尔文激光粒度仪进行测定，以乳滴的个数作为基准，测定其粒径并绘制粒径分布图，所测得乳剂微粒的平均粒径为149.2 nm，粒径分布图见图1。
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图1 VRB脂质体粒径分布图          图2VRB脂质体透射电镜图（×50000）
2.3 VRB脂质体的微观形态观察
精密吸取VRB脂质体0.1 mL，加蒸馏水稀释至5.0 mL，混匀。取1滴稀释后的脂质体溶液置特制铜网上，静置5 min，滴加1%磷钨酸负染色，用滤纸吸去多余染色液，在电镜下观察脂质体微粒的形态和大小，并照相，电镜观察照片见图2。
2.4 VRB分析方法的建立
2.4.1色谱条件的选择
色谱柱：Kromasil C18柱（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相：乙腈-0.06 mol·L–1磷酸二氢钾（38︰62）；柱温30 ℃；检测波长：215 nm；流速：1.0 mL·min–1；进样量：10 µL，理论踏板数不低于3000[4]。
2.4.2溶液的制备
2.4.2.1 对照品溶液的制备
精密称取VRB对照品5.2 mg至100 mL容量瓶内，用流动相使其溶解，加流动相至刻度，精密吸取上述溶液1 mL，至10 mL容量瓶内，加流动相至刻度，制备成浓度为5.2 mg·L–1的VRB标准液，即得。
2.4.2.2供试品溶液的制备
取VRB脂质体溶液5.0 mL，按照“2.5.1体外释放度试验”项下的方法操作，经微孔滤膜过滤后，即得。
2.4.2.3阴性对照品溶液的制备
按照“2.1”项下方法制备空白脂质体，精密移取5.0 mL装于透析袋内, 按 “2.4.2.2”项下方法操作，即得。
2.4.3线性关系的考察
精密吸取上述标准液0.1，0.5，1.0，5.0，10.0 mL至10 mL容量瓶中，用流动相稀释成浓度分别为0.052，0.26，0.52，2.6，5.2 mg·L–1的系列溶液，按照“2.4.1”项下色谱条件进行操作，测定色谱峰面积，以进样浓度（mg·L–1）为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，得到回归方程为 Y=4012 5X+25.32 4 ( r = 0. 999 2)，结果表明：VRB在0.052～5.2 mg·L–1内线性关系良好。
2.4.4精密度试验  　
取VRB供试品溶液，按照“2.4.1”项下色谱条件，连续进样6次，记录峰面积。结果RSD＝0.98%，表明仪器的精密度良好。
2.4.5重复性试验　
移取同一批VRB脂质体6份，按“2.4.2.2”项下制备方法平行操作，于10 h后取样，按照“2.4.1”项下色谱条件进样分析, 记录峰面积。结果RSD＝1.59%，表明方法重复性良好。
2.4.6稳定性试验　
取VRB供试品溶液，按“2.4.1”项下色谱条件，分别在0，2，4，6，8，12 h进行测定，记录峰面积。结果RSD＝1.89%，表明样品溶液在12 h内是稳定的。
2.4.7回收率试验
精密移取已知含量的溶出介质溶液1.0 mL（10.2 mg·L–1），再分别加入1.0 mL的VRB对照品溶液（10.4 mg·L–1），按照“2.4.1”项下色谱条件进行测定，计算回收率。结果平均加样回收率为99.02%，RSD=1.66%( n = 6)，见表1。
表1 回收率试验结果 

	样品号
	样品溶液        

含量/μg
	对照品溶液含量/μg
	 总含量/μg
	 回收率/%
	平均加样回收率/%
	RSD/%

	1
	10.2
	10.4
	20.4
	98.04
	99.02
	1.66

	2
	10.2
	10.4
	20.7
	100.9
	
	

	3
	10.2
	10.4
	20.5
	99.02
	
	

	4
	10.2
	10.4
	20.7
	100.9
	
	

	5
	10.2
	10.4
	20.3
	97.06
	
	

	6
	10.2
	10.4
	20.4
	98.04
	
	


2.4.8 系统适应性　
取对照品溶液，供试品溶液和阴性对照溶液各10 µL进样分析，VRB的保留时间约为19.87 min，阴性对照对VRB测定无干扰。
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图3 HPLC图
(A) VRB对照品； (B) 供试品； (C) 阴性对照品；1. VRB
2.5VRB脂质体体外释放度的测定
2.5.1体外释放度试验
精密移取浓度为1.0 g·L–1VRB脂质体溶液5.0 mL，分别装于透析袋内，两端扎牢，捆绑于溶出仪搅拌桨上，置于500 mL释放介质(脱气)中，按照2005年版《中国药典》规定的溶出度测定法测定释放度，溶出介质温度为(37±0.5) ℃,转速为50 r·min-1。定时取样2.0 mL并及时补充等温的相同体积空白介质。经微孔滤膜过滤后，HPLC测定释放介质中VRB浓度。
2.5.2累积释放曲线的测定
    按照下面公式计算各时间点累积释放量，并对时间做累积释放曲线。
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其中，V0释放介质体积，Cn第n次取样时浓度，V取样体积。
2.5.3释放度数据拟合
    对VRB注射液、VRB脂质体溶液累积释放量与时间分别按照零级、一级和Higuchi方程进行拟合，根据2005年版《中国药典》二部附录XIX D规定，拟合时以相关系数(r)最大而均方误差(MSE)最小的为最好拟合结果。
2.5.4释放度影响因素考察
2.5.4.1释放介质的种类对释放度的影响
    分别采用生理盐水和pH7.4的磷酸缓冲液作为释放介质，按照“2.5.1”项下的方法进行操作，考察释放介质种类对脂质体释放度的影响，结果见图4。将数据按照“2.5.3”项下方法进行拟合，最佳拟合方程为：pH7.6缓冲液：Q=0.227 9t1/2-0.088 7 (r=0.989 2)；生理盐水：Q=0.225 7t1/2-0.090 3 (r=0.990 5)。结果：脂质体在两种不同释放介质中释药的动力学过程一致。
2.5.4.2释放介质的pH值对释放度的影响
    分别采用pH7.4、5.6、2.5的磷酸缓冲液作为释放介质，按照“2.5.1”项下的方法进行操作，考察释放介质pH值对脂质体释放度的影响，结果见图4。将数据按照“2.5.3”项下方法进行拟合，最佳拟合方程为：pH2.5：ln(1-Q)=-0.132 2t-0.043 2 (r=0.989 4)；pH 5.8：Q=0.213 7t1/2-0.054 (r=0.989 2)；pH7.6：Q=0.227 9t1/2-0.088 7 (r=0.989 2)。结果：在一定范围内，药物在不同pH的PBS中释放度基本相同。释放介质的酸碱度对脂质体释放度的影响不显著。
2.5.4.3血浆对释放度的影响
    为了考察血浆对脂质体释放度的影响，在透析袋中加入2.5mL新鲜大鼠血浆和2.5mL VRB脂质体, 按照“2.5.1”项下的方法进行操作，考察血浆对释放度的影响，结果见图4。将数据按照“2.5.3”项下方法进行拟合，最佳拟合方程为：未加入血浆的脂质体：Q=0.227 9t1/2-0.088 7 (r=0.989 2)；加入血浆的脂质体Q=0.229 4t1/2-0.119 (r=0.996 5)。结果：脂质体在两种释放介质中释药的动力学过程一致，血浆对脂质体的释放影响不明显。
2.5.4VRB注射液与VRB脂质体释放度的比较
    精密移取VRB注射液、VRB脂质体2.5 mL，分别置储有2.5 mL新鲜大鼠血浆的透析袋中，采用pH7.4的磷酸缓冲液作为释放介质，按照“2.5.1”项下的方法进行操作，比较VRB注射液与VRB脂质体释放度的差异。结果见图4。将数据按照“2.5.3”项下方法进行拟合，结果见表2。由表可知：VRB脂质体和VRB注射液的体外释放规律均符合Higuchi方程。VRB注射液在10 h内全部释放，而VRB脂质体溶液在24 h内累积释放完全。将药物制备成脂质体后具有明显的缓释效果，有望提高药物在体内循环时间，从而增加药物的抗肿瘤活性，减少药物的副作用。

图4 不同释放介质中药物的累积释放曲线

表2释放曲线结果拟合表
	
	VRB注射液
	VRB脂质体溶液

	
	拟合方程
	r
	拟合方程
	r

	零级方程
	Q=0.089 2t+0.184
	0.975 1
	Q=0.039 6t+0.129 8
	0.967 4

	一级方程
	ln(1-Q)=-0.5839 t+0.684 8
	0.939 1
	ln(1-Q)=-0.146 2t+0.194 2
	0.969 3

	Higuchi方程
	Q=0.353 1t1/2-0.098 2
	0.991 1
	Q=0.229 4t1/2-0.119
	0.996 5


3.讨论
3.1 VRB属于二吲哚类生物碱，作者曾分别对VRB脂质体制备方法进行了考察，结果采用薄膜分散法所制备脂质体的包封率较高，采用葡聚糖凝胶法测得VRB脂质体的包封率为86.3％。激光粒度分析仪测定了脂质体的平均粒径为149.2 nm，采用磷钨酸负染色法观察脂质体的微观形态，透射电镜观察结果显示所制备的脂质体外观圆整，大小均匀，可以明显观察出脂质体的双分子层结构（图2）。
3.2在药物体外释放度的测定过程中，对于难溶性药物常在释放介质中加入少量表面活性剂来增溶，从而使药物在释放介质中的释放应满足漏槽条件。但是由于表面活性剂易进入透析袋与游离药物形成胶束，限制游离药物的透析。所以本实验考察了VRB在pH7.4的PBS溶液中的饱和浓度，结果：药物在pH7.4的PBS中溶液中的饱和浓度为56.3 mg·L–1，脂质体完全释放时浓度为10 mg·L–1，表明药物在pH7.4的PBS中释放符合漏槽条件，药物的释放不会受到VRB溶解度的限制。
3.3由于血浆蛋白与脂质体之间存在脂交换作用，所以在脂质体的体外释放度的测定过程中，血浆的加入往往会破坏脂质体的稳定性从而加速药物的释放。但本研究的结果却与之相反，在VRB脂质体溶液中加入新鲜的大鼠血浆后，药物的释放度较未加入血浆的释放度减慢，该结果可能与透析袋中游离的VRB结合血浆蛋白后减缓了药物的透析速度有关[5]。
3.4在VRB分析方法学建立过程中，VRB线性关系的范围为0.052～5.2 mg·L–1 ( r = 0. 999 2)，其中VRB的最低线性浓度为0.052 mg·L–1，为确定结果的可靠性，在实验中对VRB的定量限进行了检查，结果VRB的定量限为0.019 mg·L–1，VRB的最低线性浓度高于定量限，故VRB线性关系的范围准确可靠。
3.5脂质体血浆释放度作为体外检测手段可以间接的反应制剂在体内的释放情况。采用加入血浆的方式考察脂质体中药物的释放，可更好地模拟制剂在体内的释药情况 [6]。本实验通过比较得出：VRB脂质体和VRB溶液的体外释放规律均符合Higuchi方程, VRB脂质体溶液药物在24 h内累积释放完全，而VRB溶液药物在10 h内全部释放。所以将药物制备成脂质体后具有明显的缓释效果，有望提高药物在体内循环时间，从而增加药物的抗肿瘤活性，减少药物的副作用。
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