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多西他赛长循环脂质体的制备与大鼠体内药动学评价
崔强1 侯明明2

( 1． 大连市妇女儿童医疗中心药剂科 辽宁大连 116037; 2． 大连市旅顺口区人民医院药剂科)

摘 要 目的: 制备多西他赛长循环脂质体，并评价大鼠尾静脉给药的药动学特性。方法: 采用薄膜分散-挤出法制备多西他

赛长循环脂质体，并对其粒径分布、Zeta 电位和微观形态进行表征。将 12 只 Wistar 大鼠随机分为多西他赛注射液组和多西他

赛长循环脂质体组，尾静脉给药剂量均为7． 5 mg·kg －1，采用 HPLC 法测定大鼠血中多西他赛的药物浓度，采用 3P97 程序计

算多西他赛大鼠体内药动学参数。结果: 多西他赛长循环脂质体平均粒径为( 109． 2 ± 28． 6) nm，Zeta 电位为( － 15． 8 ± 2． 7)

mV。多西他赛注射液和多西他赛长循环脂质体在大鼠体内的 t1 /2( α) 分别为( 0． 19 ± 0． 05) h 和( 0． 36 ± 0． 07) h; t1 /2( β) 分别为

( 1． 82 ± 0． 33) h 和( 17． 93 ± 1． 37) h; AUC0-t分别为( 4． 42 ± 0． 76) μg·ml －1·h －1 和( 33． 73 ± 3． 52) μg·ml －1·h －1。结论: 多

西他赛长循环脂质体与市售多西他赛注射液相比，延长了药物在血浆中的滞留时间，能达到长循环目的。
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Preparation and Pharmacokinetics in Ｒats of Docetaxel Long-circulating Liposomes
Cui Qiang1，Hou Mingming2 ( 1． Department of Pharmacy，Dalian Municipal Women and Children’s Medical Center，Liaoning Dalian
116037，China; 2． Department of Pharmacy，Lvshunkou People＇s Hospital of Dalian)
ABSTＲACT Objective: To prepare docetaxel long-circulating liposomes and evaluate pharmacokinetics in rats after tail-vein injec-
tion administration． Methods: The membrane dispersion followed by extrusion method was used to prepare docetaxel long-circulating
liposomes． The liposomes were characterized by particle size，zeta potential and morphology． Totally 12 Wistar rats were randomly di-
vided into docetaxel injection group and docetaxel long-circulating liposomes group，and the drug dose of tail-vein injection was 7． 5 mg
·kg －1 ． The docetaxel concentration in plasma was determined by HPLC． The pharmacokinetic parameters of docetaxel in rats were
obtained by using 3P97 software． Ｒesults: The particle size and zeta potential was ( 109． 2 ± 28． 6) nm and ( － 15． 8 ± 2． 7) mV，re-
spectively． The t1 /2( α) of docetaxel injection and docetaxel long-circulating liposomes was ( 0． 19 ± 0． 05 ) h and ( 0． 36 ± 0． 07 ) h，

t1 /2( β) was ( 1． 82 ± 0． 33) h and ( 17． 93 ± 1． 37) h，and AUC0-t was ( 4． 42 ± 0． 76) μg·ml －1·h －1 and ( 33． 73 ± 3． 52) μg·ml －1

·h －1，respectively． Conclusion: Compared with that of docetaxel injection，the residence time of docetaxel long-circulating liposomes
in plasma is prolonged resulting in improved bioavailability of docetaxel．
KEY WOＲDS Docetaxel; Long-circulating liposomes; Membrane dispersion followed by extrusion method; Pharmacokinetics

多西他赛( docetaxel) 是在紫杉醇( paclitaxel) 结

构基础上改造合成出来的新型紫杉醇类似物，其作

用机制与紫杉醇相同，都是通过抑制微管蛋白解聚，

促进微管双聚体装配成微管，阻滞细胞进入 G 和 M
期，从而破坏肿瘤细胞的有丝分裂［1］，临床上主要

用于治疗晚期乳腺癌、卵巢癌、非小细胞肺癌。多西

他赛抗癌效果明显，其产品多西他赛注射液 ( 商品

名: 艾素 ) 已上市多年。但是，由于多西他赛溶解

度较低［2］，对体内正常组织毒性较大，严重影响了

其应用范围和临床疗效，因此开发新的高效、低毒制

剂一直是多西他赛研究的热点［3 ～ 5］。本研究将多西

他赛制备成聚乙二醇( PEG) 衍生物修饰的长循环脂

质体，并考察大鼠尾静脉给药的药动学行为，为后续

临床应用奠定理论基础。现报道如下。
1 仪器与材料

LF-1 脂质体挤出器( 加拿大 ATS 工业系统有限

公司) ; Waters 2695 型高效液相色谱仪 ( 沃特世公

司) ; Mastersizer 2000 激光粒度分析仪( 英国马尔文

公司) ; Zetasizer Nano 电位分析仪 ( 英国马尔文公

司) ; JEM-2100 透射电镜( 日本电子公司) ; GL-22M
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高速冷冻离心机( 南京莱步科技实业有限公司) ; 聚

偏二氟乙烯膜 ( PVDF 膜，规格: 0． 1 μm/0． 22 μm，

密理博中国公司) ; DF2101S 集热式恒温加热磁力

搅拌器( 河南巩义英峪予华仪器厂) ; DS-7510DT 超

声波清洗仪( 上海生析超声仪器有限公司) 。
多西他赛原料药 ( 上海新亚药业有限公司，批

号: 20150916，含量: 99． 0% ) ; 多西他赛对照品 ( 中

国食品药品检定研究院，批号: 100666-201403，含

量: 99． 5% ) ; 多西他赛注射液( 法国赛诺菲-艾万特

制药公司，规格: 0． 5 ml ∶ 20 mg，批号: 20150012 ) ;

蛋黄卵磷脂( PL-100M，上海艾韦特医药有限公司，

批号: E54144002 ) ; 胆固醇 ( 日本油脂公司，批号:

29810) ; 二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇 2000
( DSPE-PEG 2000，德 国 Lipoid 公 司，批 号:

P39482B1001) ; 无水乙醇 ( 国药集团化学试剂有限

公司，批号: 20150617) 。
Wistar 大鼠，清洁级，雌雄各半，体质量 200 ～

220 g，由大连医科大学动物中心提供，动物合格证

号: DCXK( 辽) 2014-006) 。
2 方法与结果

2． 1 多西他赛长循环脂质体的制备［6］

依次称取处方量的多西他赛、蛋黄卵磷脂、胆固

醇、DSPE-PEG 2000 加入到 250 ml 梨形瓶中，再加

入适量氯仿，轻轻振摇溶解; 梨形瓶按转到旋转蒸发

仪上，50 ℃水浴温度下减压除去氯仿，在瓶内形成

一层透明状均匀薄膜，继续抽真空 4 h，完全除尽氯

仿; 向瓶中加入 pH 为6． 8的磷酸盐缓冲液，50 ℃水

浴温度下搅拌水化磷脂膜一定时间即形成乳白色的

长循环脂质体混悬液; 使用带有0． 1 μm PVDF 膜的

脂质体挤出器将脂质体混悬液挤出即可得到带有淡

蓝色乳光的多西他赛长循环脂质体混悬液; 采用

0． 22 μm PVDF 膜过滤除菌，充氮、轧盖密封，即得

多西他赛长循环脂质体。
2． 2 包封率的测定

色谱柱: 岛津 Shim VP-ODS C18 柱 ( 250 mm ×

4． 6 mm，5 μm) ; 流动相: 乙腈-水 ( 50 ∶ 50 ) ; 流速:

1． 0 ml·min －1 ; 检测波长: 232 nm; 柱温: 25 ℃ ; 进样

量: 20 μl。
称取 10 mg 多西他赛对照品置于 100 ml 量瓶

中，加乙腈相适量，水浴超声( 400 W，50 kHz) 溶解，

冷却至环境温度，加入流动相稀释至刻度，摇匀，作

为多西他赛对照品贮备液( 100 mg·L －1 ) 。精密量

取多西他赛对照品贮备液定量稀释成含多西他赛为

0． 5，1． 0，2． 0，5． 0，10． 0，20． 0 mg·L －1 的系列标准

溶液，分别精密量取溶液按上述色谱条件进样测定，

以多西他赛峰面积( A) 对其浓度( C，mg·L －1 ) 进行

加权最小二乘法回归拟合，所得标准曲线方程为: A
= 43 291C + 2 793 ( r = 0． 999 9 ) ，表明多西他赛在

0． 5 ～ 20． 0 mg·L －1 范围内峰面积与浓度呈良好的

线性关系。高、中、低 3 个浓度的平均回收率为 99．
8%，ＲSD = 0． 92% ( n = 9 ) ; 日内精密度 ＲSD 为 0．
74% ( n = 6) ; 日间精密度 ＲSD 为1． 41% ( n = 6) 。

多西他赛长循环脂质体的包封率采用低温超速

离心法［7］进行测定，具体操作如下: 取2． 0 ml多西他

赛长 循 环 脂 质 体 溶 液 加 入 到 超 速 离 心 管 中，在

50 000 r·min －1 的条件下离心 1 h，离心温度为 4
℃，上层为含有游离药物的澄清溶液，下层为脂质体

沉积液，仔细吸取上层上清液转移到 10 ml 量瓶中，

加入流动相定容至刻度; 另外，同时精密移取多西他

赛长循环脂质体0． 5 ml于 10 ml 量瓶中，用乙腈破

坏脂质体并定容至刻度。分别取上述两种溶液的续

滤液采用 HPLC 法进行测定。多西他赛长循环脂质

体的包 封 率 计 算 公 式 为: EE ( % ) = ( 1 － W游离 /
W总 ) × 100%。其中: W游离 代表脂质体溶液中未被

包封多西他赛的浓度; W总 代表脂质体溶液中多西

他赛的总浓度。经测定多西他赛长循环脂质体中药

物的包封率为( 95． 4 ± 1． 5) %。
2． 3 脂质体粒径及 Zeta 电位的测定

取多西他赛长循环脂质体溶液适量，加入适量

蒸馏水稀释后用 Malvern 激光粒度测定仪测定脂质

体的粒径分布和 Zeta 电位。由图 1 可知，多西他赛

长循环脂质体的平均粒径为( 109． 2 ± 28． 6 ) nm，Ze-
ta 电位为( － 15． 8 ± 2． 7) mV。
2． 4 透射电镜观察

取多西他赛长循环脂质体溶液少量均匀铺展在

铜网上，滴加 2%的磷钨酸水溶液负染 10 min，自然

干燥后，取出铜网，在透射电镜下观察多西他赛长循

环脂质体的表面形态与结构，并拍摄照片。由图 2
可知，多西他赛长循环脂质体大小较为均匀，呈圆

整、规则球形，未见多西他赛结晶出现。
2． 5 多西他赛长循环脂质体的体外释放考察

采用透析法考察多西他赛长循环脂质体的体外

释放行为，释放介质选择 pH 6． 8磷酸盐缓冲液( 含

0． 2%吐温 80 ) ，释放介质体积为 100 ml，释放介质

温度( 37 ± 0． 5) ℃，桨速 50 r·min －1。操作方法: 精

密移取2． 0 ml多西他赛长循环脂质体置于经预先处

理的透析袋( 截留相对分子质量: 12 000 Da) 中，挤

出空气并扎紧袋口，缚于溶出仪的浆叶底部，平行 6
份。分别于0． 5，l，2，3，4，6，8，12，24 h 吸取 3 ml 释

放介质( 同时补加等温释放介质 3 ml) 经0． 45 μm微
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图 1 多西他赛长循环脂质体粒径分布和 Zeta 电位图

图 2 多西他赛长循环脂质体透射电镜图

孔滤膜过滤，弃去初滤液，采用 HPLC 法测定多西他

赛含量。另取多西他赛注射液置于透析袋内，同上

进行释放试验，计算多西他赛注射液的累计释放度。

图 3 多西他赛长循环脂质体体外释放曲线( n = 6)

由图 3 可知，多西他赛长循环脂质体释放缓慢，

原因可能是由于脂质双分子层中的胆固醇对磷脂膜

起到了稳定的作用［8］，可减缓药物从膜内向膜外释

放。

2． 6 药动学研究

2． 6． 1 血浆中多西他赛的含量测定方法

2． 6． 1． 1 血浆样品的处理与测定 取大鼠全血约

0． 5 ml置肝素化的1． 5 ml试管中，4 000 r·min －1 离

心 10 min，取血浆 200 μl 置5． 0 ml的具塞玻璃管中，

加入 10 μl 内标地西泮溶液( 15． 0 μg·ml －1 ) ，涡旋

振 荡 2 min 混 匀，然 后 加 提 取 溶 剂 叔 丁 基 甲 醚

2． 5 ml涡旋 2 min，4 000 r·min －1离心 10 min，取上

层溶液 2 ml 置离心试管中，40 ℃氮气吹干。残余物

加 100 μl 流动相，涡旋 1 min 溶解，4 000 r·min －1

离心 10 min，移取上清液 20 μl 按“2． 2． 2”项下色谱

条件进样分析，记录多西他赛峰面积( As) 和内标峰

面积( Ai) ，计算 As 与 Ai 的比值，根据标准曲线计算

血药浓度。
2． 6． 1． 2 标准曲线 取大鼠空白血浆 200 μl 共 6
份，分别加入多西他赛系列对照品溶液 20 μl，配制

成浓度为0． 02，0． 05，0． 20，1． 0，5． 0，10． 0 μg·ml －1

的系列血浆标准溶液，药物浓度按“2． 2． 2”项下色

谱条件测定，记录多西他赛峰面积( As) 和内标峰面

积( Ai ) ，计 算 As 与 Ai 的 比 值，以 浓 度 ( C，μg·
ml －1 ) 为横坐标，以( As /Ai) 的比值为纵坐标，采用加

权最小二乘法进行回归，所得回归方程为: As /Ai =
0． 221 5C － 0． 012 4 ( r = 0． 995 3) 。结果表明: 血浆

中多西他赛在0． 02 ～ 10． 0 μg·ml －1浓度范围内 As /
Ai 与 C 呈良好的线性关系。
2． 6． 1． 3 精密度和提取回收率 取大鼠大鼠空白

血浆 200 μl，配 制 多 西 他 赛 低、中、高 3 个 浓 度

( 0． 02，1． 0，10． 0 μg · ml －1 ) 的 血 浆 样 品，按

“2． 6． 1． 1”项下方法处理，将血浆样品中药物测定

浓度与配制浓度相对照，考察方法的日内、间精密度

及提取回收率。结果显示，测定方法日内精密度

ＲSD≤4． 01%，日间精密度 ＲSD≤3． 65%，能够满足

方法学的要求; 低、中、高 3 个浓度多西他赛血浆样

品的提取回收率分别为93． 3%、92． 7%、94． 6%，同

法考察内标的提取回收率为94． 1%，均达到了 90%
以上，符合生物样品分析方法指导原则的有关规定，

该法可用于大鼠血浆中多西他赛含量的测定。
2． 6． 2 大鼠体内药动学试验 取 12 只 Wistar 大

鼠，随机分为 A、B 组，每组 6 只，实验前禁食一夜。
A 组大鼠为对照组，尾静脉注射市售多西他赛注射

液( 临用前用生理盐水稀释至1． 0 mg·ml －1 ) 1． 5 ml
( 给药剂量均为7． 5 mg·kg －1 ) ，B 组大鼠为实验组，

尾静脉注射多西他赛长循环脂质体注射液( 1． 0 mg
·ml －1 ) 1． 5 ml( 给药剂量均为7． 5 mg·kg －1 ) ，分别

在给药后 0，0． 25，0． 5，1，2，4，6，8，12，24 h 由大鼠
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眼眶 后 静 脉 丛 取 血 0． 5 ml，置 于 预 先 肝 素 化 的

1． 5 ml离心试管中，4 000 r·min －1 离心 10 min，精

密吸取上层血浆 200 μl，置另一离心试管中，冰箱中

冷冻保存，测定前按“2． 6． 1． 1”项下方法处理后，取

20 μl 进样，以当日的标准曲线计算各时间点样品中

多西他赛的浓度。
2． 6． 3 结果 将得到的血药浓度-时间数据结果采

用 3P97 拟合分析并计算其药动学参数，根据 AIC
和拟合度判断两者的模型归属。实验数据经 SPSS
18． 0统计软件处理分析，样本间比较，采用 t 检验，

以 P ＜ 0． 05为差异有统计学意义。结果表明，多西

他赛两种制剂在大鼠体内的药动学过程符合双隔室

模型。多西他赛注射液和多西他赛长循环脂质体注

射液的药动学参数见表 1。
表 1 多西他赛注射液与多西他赛长循环脂质体

大鼠尾静脉注射给药后药动学参数( 珋x ± s，n =6)

参数 单位 多西他赛注射液 多西他赛长循环
脂质体注射液

t1 /2( α) h 0． 19 ± 0． 05 0． 36 ± 0． 07

t1 /2( β) h 1． 82 ± 0． 33 17． 93 ± 1． 37a

AUC0-t μg·ml －1·h －1 4． 42 ± 0． 76 33． 73 ± 3． 52a

AUC0-∞ μg·ml －1·h －1 4． 56 ± 0． 63 34． 16 ± 2． 41a

CL ml·h －1 1． 78 ± 0． 32 0． 21 ± 0． 04a

V — 0． 72 ± 0． 10 0． 35 ± 0． 05a

注: 与多西他赛注射液相比较，aP ＜ 0． 05。

图 4 多西他赛注射液与多西他赛长循环脂质体

大鼠尾静脉注射平均血药浓度-时间曲线( n = 6)

3 讨论

脂质体不稳定的主要表现为粒径的增加，这主

要是因为脂质体在制备和储存过程中不稳定的脂质

体发生融合或聚集，或从脂质体中渗漏出来的难溶

性药物发生自我聚集。脂质体平均粒径的增加通常

会导致其被网状内皮系统摄取量相应增加，从而引

起脂质体的快速消除，产生较短的体内半衰期。因

而，控制并维持小而均匀的粒径对于脂质体产品的

临床应用非常重要。
从大鼠的药代动力学研究结果来看，多西他赛

注射液经大鼠尾静脉注射后快速从大鼠体内清除，

显示出双相模式，包括快速的分布相 t1 /2( α) 为0． 19 h
和快速的消除相 t1 /2( β) 为1． 82 h，给药 6 h 后血浆中

基本检测不到多西他赛; 然而，多西他赛长循环脂质

体显著改变了多西他赛在大鼠体内的药物动力学行

为，其 t1 /2( β) 和 AUC 值比多西他赛注射液显著提高，

分别为9． 8倍和7． 6倍，体内清除率比多西他赛注射

液降低了8． 5倍。这是由于多西他赛长循环脂质体

的 DSPE-PEG 2000 极性长链，可以增加脂质体膜的

柔性和表面的空间位阻，避免被体内网状内皮系统

( ＲES) 吞噬和破坏，从而增加了脂质体的稳定性，延

长了药物在血液中的循环时间［9］。
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