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多肽、蛋白类药物脂质体研究进展
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摘要  脂质体做为多肽、蛋白类药物一种新型给药载体有控制药物释放、降低药物的毒性、提高

药物的靶向性等突出优点,具有广阔的应用前景。通过查阅近 10年来多肽和蛋白类药物脂质体

研究的相关资料,总结论述了脂质体作为多肽、蛋白类药物载体在新的制备方法、新型脂质体、产

业化进展三个方面的最新研究动向, 指出了多肽、蛋白类药物脂质体在研究应用中存在的不足,

并展望了多肽、蛋白类药物脂质体未来发展方向。

关键词  多肽  蛋白质  药物  脂质体

中图分类号  Q816

收稿日期: 2007-01-08 修回日期: 2007-04-01

* 广东省科技攻关计划 ( 2004A10902006) ( 2004B10410109)资助项目

** 通讯作者,电子信箱: ydhuang2004@ 126. com

  多肽、蛋白类药物与传统药物相比, 不仅具有用药

剂量小、疗效好、毒副作用低等突出优点,而且还具有

不同于传统药物的一些特性 ( 1 )蛋白质分子的化学结

构决定其活性,影响活性的结构因素主要为氨基酸及

其排序、末端基团、肽链和二硫键位置等。此外,药物

的空间结构即二维、三维结构也同样影响生物活性。

( 2)蛋白质药物体内外不稳定性。蛋白质药物在体内

外环境可能经受多种复杂的化学降解和物理变化而失

活,如凝聚、沉淀、消旋化、水解、脱酰氨基等。 ( 3)蛋白

质药物半衰期短、清除率高、分子量大、易受体内酶和

细菌以及体液的破坏、非注射给药生物利用度低, 一般

都仅为百分之几
[ 1]
。因此, 如何设计出安全、有效和稳

定的转运多肽、蛋白类药物的新型给药系统是当今制

剂工作者和制药业面临的一个重大难题。

多肽、蛋白类药物脂质体的研究是当前一个十分

活跃的领域。脂质体用做多肽、蛋白类药物载体具有

众多优点和用途: ( 1)根据脂质体类似生物膜的结构,

脂质体可以用来测定多肽、蛋白类药物通过膜的渗透

性能及药物在膜和水相之间的分配性能等; ( 2)根据脂

质体具有细胞亲和性,适合体内降解、无毒性和无免疫

原性的特点,脂质体被广泛制药和化妆品中的多肽、蛋

白类药物载体; ( 3)脂质体做为药物载体可控制药物的

释放和具有器官靶向性,可用于药物的可控释放和体

内的靶向给药; ( 4 )利用脂质体可与细胞融合的特性,

脂质体还可用作将目的基因
[2 ]
和其它多肽、蛋白类物

质向细胞内传递的工具, 介导转染作用; ( 5)利用特异

性修饰脂质体表面物质的特殊性质如免疫原性等, 脂

质体可用于免疫检测和亲和层析,高效检测和筛选目

的蛋白 [3 ],菌落及噬菌体群等。本文将着重论述新型

脂质体、脂质体作为多肽、蛋白类药物载体的新型制备

方法、产业化三个方面的最新研究动向,并根据文献探

讨多肽、蛋白类药物脂质体在研究中存在的不足及未

来可能的发展方向。

1 新型脂质体

1. 1 PEG修饰长循环脂质体

PEG修饰长循环脂质体是近年来研究较多的一种

多肽、蛋白类药物载体,其具有许多优点, PEG修饰长

循环脂质体可以通过所谓 /被动靶向0或代偿滤过机制

有效地达到病变部位 (如肿瘤、感染、心肌梗塞等区

域 ),提高对靶向组织的选择性,另外 PEG修饰长循环

脂质体的组成中含有亲水性聚合物如聚乙二醇 ( PEG)

的二硬脂酸磷酯酰胺 (DSPE) 的衍生物 ( PEG - DSPE)

等,可阻止血浆蛋白吸附于脂质体表面能够逃避网状

内皮系统的捕获, 特别是在体内能阻止吞噬细胞对脂

质体的识别和摄取,而极大延长脂质体在血液中循环

时间,从而提高治疗指数和疗效, 减轻了不良反应, 具
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有极好的产业化前景。AmitKumar等 [ 4]
以胰岛素为模

型药物研究了不同类型脂质体的药物释放行为,结果

发现:未经任何处理的胰岛素直接给小鼠口服给药, 小

鼠其因低血糖而死亡,相反, 口服给药由脂质体包裹的

胰岛素的小鼠血糖浓度得到了有效控制,又不致引起

大的副作用,尤其是表面经 PEG改性后的脂质体胰岛

素体系,其突释现象较小且药效时间较长。这显然是

由于 PEG的引入使得消化系统酶类对药物的破坏作用

和 RES系统对药物的吞噬作用减弱,体系在血液中循

环时间延长导致的。 Tatsuh iro Ish ida等 [5 ]
通过进一步

研究证实, PEG修饰脂质体可增加脂质体膜表面稳定

性,当大鼠注射给药一次后, 脂质体被单核巨噬细胞识

别的机会明显减少, 可延长脂质体在循环系统中停留

的时间,起到缓释的效果。但重复注射给药时可能出

现 PEG修饰的长循环脂质体迅速从血液中消除的 /加

速血液清除率 0的现象。机理性研究表明该现象是由

于 PEG修饰脂质体诱导产生 PEG特异性 IgM所致。

PEG修饰长循环脂质体以其突出优点,有望成为未来

多肽、蛋白类药物的理想载体。

1. 2 免疫脂质体

免疫脂质体是机体修饰脂质体的简称, 其作用机

理是:将单克隆抗体 (也称为单抗或配基 ) 与特定脂质

体藕联可构建成免疫脂质体, 该脂质体经单抗与靶细

胞抗原 -抗体特异性结合, 可将脂质体靶向到特定细胞

和器官。

  免疫脂质体结合热敏和 pH敏感可制得免疫热敏

脂质体和 pH敏感脂质体。如将 RDM4细胞的单抗连

接到尿嘧啶核苷热敏脂质体上制备免疫热敏脂质体,

将其与细胞共育 1 m in后,热敏脂质体和游离药物在细

胞内基本无分布, 而应用免疫热敏脂质体后, 在细胞

中已经有一定浓度的药物存在。 5m in后, 细胞对免疫

热敏脂质体中尿嘧啶的摄取量是热敏脂质体的 4倍,

是游离药物的近 7倍。B riscoe等人将 su rfactan t p rotein

A ( SP-A)插入 pH敏脂质体表面,可获得表达 SP-A高

亲和性受体的肺上皮细胞的特异靶向性。由此携带

SOD与肺上皮细胞孵育,可使细胞的 SOD活性增加。

  为了延长免疫脂质体在血液中的循环时间,在免

疫脂质体表面引入 PEG脂质体复合物可得到兼有主动

靶向性和长循环的空间稳定免疫脂质体。 Kentaro

Furumoto等 [6]
用小鼠白蛋白藕联的 PEG-脂质体进行药

效学和组织分布试验,试验结果显示: 小鼠白蛋白藕联

的 PEG-脂质体具有良好的组织靶向性,且循环系统清

除率和肝脏首过消除率明显低于 PEG-脂质体, 进一步

实验确证:小鼠白蛋白藕联的 PEG-脂质体能显著降低

与调理作用相关的血浆蛋白的黏附,从而延长在循环

系统中的停留时间,发挥 /长循环0作用。

  近来,有人利用免疫脂质体的纳米级的微结构特

点和抗原抗体反应原理,尝试开发新的免疫测定方法,

用于筛选目的蛋白、菌落和噬菌体群
[7 ]
等,获得较好的

效果。如 Yoich iKumada等 [ 8]
用免疫脂质体包裹辣根

过氧化酶,免疫检测菌落转移。实验结果显示:该方法

灵敏度比传统方法高 3倍,而本底空白值与传统方法

相当。

1. 3 柔性脂质体

类脂聚集体加入表面活性剂,如磷脂与胆酸钠制

备的脂质体,具有较大的柔性, 在一定压力作用下, 发

生自身形变, 主要用于透皮给药, 在透皮水合力作用

下,可穿过比其粒径小几倍的皮肤孔道;这种脂质体亦

称传递体 ( transfersome),柔性脂质体用于多肽、蛋白类

药物的主要有两种:纳米柔性脂质体和含醇脂质体。

1. 3. 1 纳米柔性脂质体  近来,纳米柔性脂质体用于

多肽、蛋白类物非注射给药系统具有安全可靠的优点,

引起了研究者的普遍关注。S im�es等 [9]
通过构建大鼠

关节炎模型,经静脉注射给药 SOD纳米柔性脂质体,给

药剂量 1mg SOD /kg和 0. 66mg SOD /kg.放射影像实验

结果显示:给药超氧化物歧化酶 ( SOD)纳米柔性脂质

体组的关节损伤度明显小于控制组和安慰剂组; 给药

剂量 1mg SOD /kg组的损伤度明显小于 0. 66mg

SOD /kg组。 Prem NGupta等 [10 ]
以破伤风毒素 ( TT)为

模型蛋白疫苗, 经大鼠皮肤给药 (给药剂量 6. 25Lg /

cm2 )后,系统的比较了纳米柔性脂质体、纳米脂质体和

普通脂质体应用于非注射疫苗给药系统的作用效果。

结果表明:纳米柔性脂质体、纳米脂质体和普通脂质体

被抗原识别捕获激发产生抗破伤风毒素 IgG的比例分

别为: 72. 7 ? 3. 4%、42. 5 ? 2. 4%、41. 3 ? 2. 2%。进一

步体内实验证实, 纳米柔性脂质体再次免疫动物后能

迅速产生抗破伤风毒素 IgG,免疫应答反应强烈持久。

由此反应出纳米柔性脂质体用于非注射性疫苗给药系

统的巨大潜力。

1. 3. 2  含醇脂质体  含醇脂质体是指含醇量高的一

类柔性脂质体。Touitou等 [11]
的一系列研究表明,卵磷

脂在高浓度的醇溶液中能形成脂质囊泡, 电子显微镜

观察证实,其为多室囊泡。该脂质体制备方法简便,只

需将水与含卵磷脂的醇溶液逐步混合即可得到。进一
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步的透皮实验表明, 含醇脂质体具有良好的促进药物

透皮扩散作用,为多肽、蛋白类药物新型脂质体的开发

打开了思路。如 Godin等 [12]
将枯草杆菌肽制成含醇脂

质体,观察枯草杆菌肽的透皮吸收及细胞内扩散原理。

实验采用异硫氰酸荧光素 ( F ITC)标记目的蛋白,结果

表明,含醇脂质体能促进枯草杆菌肽和磷脂与培养的

成纤维细胞融合,实验结果证实含醇脂质体是通过与

细胞膜融合后释放药物进入细胞的释药原理。另外,

透皮吸收实验表明, 含醇脂质体携带的枯草杆菌肽能

穿透位于角质层的冠突间的脂膜达到真皮层。该研究

为含醇脂质体载药系统用于抗皮肤感染类药物的细胞

内或真皮层给药的研究提供了新的思路。

2 多肽、蛋白类药物脂质体的新型制备方法

  基于多肽、蛋白类药物本身的特点, 在脂质体的制

备中需尽量避免高温、有机溶剂、表面活性剂、剧烈超

声等条件的使用。传统的脂质体制备方法包括薄膜

法、反相蒸发法、钙融合法、表面活性剂处理法及挤出

器法等,其共同之处都是先用有机溶剂或表面活性剂

溶解磷脂,得到粗制的磷脂双层膜, 然后将膜进行水化

处理,再通过适当方法得到大小不同的脂质体。主要

存在的问题是: ( 1 )脂质体包封率低。 ( 2)工艺自身的

缺陷、残留的有机溶剂或表面活性剂都会导致蛋白质

药物的生物活性降低。 ( 3 )很难实现产业化。为了克

服多肽、蛋白类药物脂质体的众多缺点, 新的脂质体制

备方法近来已成为脂质体研究的热点。

2. 1 主动载药法 ( pH梯度法 )

一般脂溶性药物能分布在脂质双分子层中。脂质

体对这些药物的包封率和载药量一般都较高。而水溶

性药物和双层膜作用较小,按一般方法只能少量包裹

在脂质体的内水相中,这类药物制成脂质体, 包封率往

往达不到要求,运用主动载药的方法能较好地解决亲

水性药物的载药问题。

主动载药是利用一些两亲性的弱酸、弱碱能够以

电中性的形式跨越脂质双层,但其电离形式却不能跨

越脂质双层的原理来实现的。主动载药法已被广泛用

于包封多肽、蛋白类药物, H wang Sung Hee等 [ 13 ]
制备

出具有内外 pH 梯度的脂质体, 内相 pH为 4. 0, 外相

pH为 7. 5。采用 pH梯度法使被荧光素异硫氰酸盐标

记的胰岛素 ( F ITC-insu lin)的包封率最高达到 50%, 而

用传统逆相蒸发法制备的胰岛素脂质体的最高包封率

仅为 20%。由此反映主动载药法在制备多肽、蛋白类

药物脂质体上的巨大优势。

2. 2 冰冻熔融法

可避免使用加热、超声等剧烈条件是冰冻熔融法

的突出特点。实验操作首先制备未包封药物的小单室

脂质体,在冻干前将待包封的药物加入,在快速冷冻过

程中,由于冰晶的形成,使形成的脂质体膜破裂, 形成

冰晶的片层与破碎的膜同时存在。此状态不稳定,在缓

慢融化过程中, 暴露出的脂膜互相融合重新形成脂质

体。毛孙忠等
[14 ]
分别采用薄膜法、逆相蒸发法、复乳法

和冰冻融熔法制备 L-精氨酸脂质体对四种方法制备的

脂质体进行包封率测定,试验结果表明:采用冰冻融熔

法制备 L-精氨酸脂质体的包封率为 24. 45% ? 2. 09% ,

分别比薄膜法、逆相蒸发法、复乳法分别高出 78. 19%、

52. 97%、42. 04% ;胥传来等 [15 ]
采用该法制备生长激素

脂质体包封率达 29% ,且稳定性良好。应用该方法制

备多肽、蛋白类药物脂质体,操作简便、反应条件较温

和,有较大规模工业化生产的前景。缺点是反复冻融

会造成多肽、蛋白类药物不同程度的结构改变和活性

丧生,影响药效。

2. 3 CO 2超临界法

传统脂质体制备方法, 制备过程均会不同程度的

引入有机溶剂, 并且伴有加热, 超声等剧烈过程, 这些

过程都可能对多肽、蛋白类药物的稳定性及活性造成

影响,临界二氧化碳是一种无毒、惰性、不燃、价廉易得

而又对环境友好的反应介质, 二氧化碳可循环使用,

因此可减少污染, 节约资源, 绿色环保.采用 CO2超临

界法制备脂质体,以超临界状态下的 CO2代替有机溶

剂,可以克服传统方法制备脂质体方法中接触有机溶

剂的缺点,并能保证制备过程在低温下进行 ,是多肽、

蛋白类药物脂质体较理想的制备方法, 预计将成为未

来多肽、蛋白类药物脂质体制备方法研究新的热点。

Tomohiro Imura等 [16]
改进了传统的超临界 CO2 制备脂

质体的方法,将一定量的卵磷脂溶解于乙醇中配得卵

磷脂乙醇溶液. 移取一定量的小分子肝素溶液加入高

压釜中,然后移取定量的卵磷脂乙醇溶液到高压釜中,

密闭高压釜. 将高压釜放入恒温水浴中, 通入 CO2使

压力达到 20MPa( CO2超临界态 ), 在 3. 2K孵化 30m in

制备脂质体和包封药物, 然后释放 CO2, 在高压釜内获

得脂质体溶液.获得较好的包封效果。
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2. 4 前体脂质体法

分为载药前体脂质体法和空白前体脂质体法, 该

法先制得加药或空白脂质体悬液加入适当的冻干支持

剂,然后冷冻干燥,即制得相应前体脂质体, 前体脂质

体为干燥、具有良好流动性能的颗粒状产品, 加水水合

后,即可分散或溶解成等张的多层脂质体混悬液。该

方法反应条件温和且可用于脂质体的长期保存,适用

于制备多肽、蛋白类药物脂质体。Nagam i等 [17 ]
用前体

脂质体法制备 SOD 脂质体获得 39% ~ 65%的良好

收率。

2. 5 其它方法

其它新型的脂质体制备方法主要有: glass-filter

法
[18 ]
、可控自组装法

[19]
、粉末床研磨法等, 都能不同程

度地改善有机溶剂对药物活性的影响。浙江大学叶志

伟等
[20]
采用粉末床研磨法制备干扰素 -A脂质体, 该方

法以前体脂质体为固态贮存形式, 解决了溶液状态脂

质体不稳定的问题; 另外用该方法制备前体脂质体工

艺简单、质量容易控制、无需冷冻干燥,较适合于工业

生产。实验证明,对同一种药物来说, 不同的制备方法

可得到不同的包封率, 但在适当的条件下采用两种不

同制备方法相结合的手段,可能获得更好的效果。石

丽萍等
[21]
用机械分散法、钙融合法、反相蒸发法、反相

蒸发结合钙融合法包裹 I125 - IL-8得到的包封率分别为

10. 3%、20. 3%、28. 6%、50%。 Li Yang等 [22]
采用一种

新型方法制备高包封率的干扰素 -A-2b脂质体用于肌

内注射的长效释药, 取得较好的效果: 干扰素 -A-2b脂

质体包封率超过 80% ,大鼠肌内注射干扰素 -A-2b脂质

体和干扰素 -A-2b后比较药物消除速度: 单独注射干扰

素 -A-2b,给药 0. 33h后, 药物残留量仅为原来的 4.

15% ,而注射干扰素 -A-2b脂质体后, 注射部位能较长

时间使药物浓度维持在较高水平,给药 24h后,药物残

留量仍有原来的 27. 8%。

3 多肽、蛋白类药物脂质体产业化进程

随着脂质体研究的不断深入,国外许多知名企业

纷纷以不同方式介入脂质体药物的市场开发。并涌现

了一批专门从事脂质体研究开发的公司如: INEX公

司、Biom ira公司等,它们均拥有自己的脂质体专利技术

和产品 (表 1) [23, 24]
。与此同时, 各类脂质体新药纷纷

上市,并迅速扩大国际医药市场。近年来,伴随生物技

术的蓬勃发展,多肽、蛋白类药物脂质体产品的开发也

取得了巨大的进步,如 BernaBiotech公司采用 V irosome

技术,在脂质体的磷脂双分子层上嵌入病毒膜蛋白,制

备脂质体疫苗
[25 ]
。已经成功开发 Inflexal V流感疫苗

和 Epaxal甲肝疫苗两个产品。 Polymun是奥地利的一

家公司
[26]
。它的主要成就就是发明了一种可以放大的

脂质体制备技术 )) ) 交叉流注射 ( cross-flow in jection)。

目前该公司正在研发的产品有人 Cu-Zn超氧化物歧化

酶。

  在我国,多肽蛋白类药物脂质体的开发也取得了

可喜的成就, 到 2006年为止,我国已经先后批准口服

尿激酶脂质体冻干品、人降钙素基因相关肽脂质体注

射液、重组干扰素 A2b脂质体乳膏和注射用尿激酶脂

质体冻干品等四个多肽、蛋白类药物脂质体产品进入

临床研究阶段 (表 2)。另外,中药和天然药物脂质体制

品成为我国脂质体开发的突出特色。

表 1 国外多肽、蛋白类药物脂质体产业化研究状况

Tab le 1 Indu stry r esea r ch progress of liposom es in the wor ld

药物名称 药物活性成份 生产厂家 (研究单位 ) 脂质体包埋技术 在研状况

In flexa.l V 流感疫苗 BernaBiotech公司 V irosomes技术 批准上市

E paxa.l 甲肝疫苗 BernaBiotech公司 V irosomes技术 批准上市

BLP25 肿瘤相关抗原 mucinMUC1疫苗 Biomira公司 人工抗原技术 临床试验

TRP-2脂质体 黑色素瘤相关抗原 INEX公司 O ligovax技术 前期基础研究

Cu-Zn超氧化物歧化酶脂质体 Cu-Zn超氧化物歧化酶 Polymun公司 交叉流注射技术 临床研究

表 2 我国多肽、蛋白类药物脂质体产业化研究状况

Tab le 2 Indu stry r esea r ch progress of liposom es in Ch ina

药物名称 药物活性成份 生产厂家 (研究单位 ) 脂质体包埋技术 在研状况

口服尿激酶脂质体冻干品 尿激酶 北京沃华生物大分子应用开发有限公司 脂质体嵌入技术 临床试验

注射用尿激酶脂质体冻干品 尿激酶 北京沃华生物大分子应用开发有限公司 脂质体嵌入技术 临床试验

人降钙素基因相关肽脂质体注射液 人降钙素基因相关肽 北京沃华生物大分子应用开发有限公司 脂质体嵌入技术 临床试验

重组干扰素 A2b脂质体乳膏 重组干扰素 A2b 深圳市海王英特龙生物技术股份有限公司 ――― 临床试验

(资料来源:中国食品药品监督管理局数据库 )
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  但是,由于脂质体的表面特性如大小、双层膜流动

性、表面电荷等与体内行为有着密切的关系, 给制备技

术特别是工业化生产带来了一定的难度。而且脂质体

靶向性不明显、对多肽、蛋白类药物包封率较低,且易

渗漏、稳定性差等都是脂质体商品化过程亟待解决的

问题。

4 讨论与展望

  当今生物技术飞速发展的同时,脂质体做为药物

载体,无论在制备方法, 制备工艺、给药途径等方面正

逐步走向完善,脂质体稳定性差, 包封率低的问题正逐

步被克服,其应用日趋广泛。但仍存在一定的局限性,

如对器官的靶向性不明显, 但这也是以微颗粒

( particle)为基础的药物释放系统的普遍问题。因此,

今后研究的方向仍然是对脂质体表面进行各种修饰,

制备能应用于各种器官的靶向性脂质体。就多肽、蛋

白类药物脂质体而言,能广泛适用于制备多肽、蛋白类

药物脂质体的方法仍相对较少, 各种新型的、条件温和

的制备方法的开发预计仍然是未来的一个方向;随着

新型脂质体的不断出现,各种新型脂质体如何广泛用

作多肽、蛋白类药物的载体, 仍然是当今脂质体研究中

普遍面临的重大难题, 预计该领域可能成为今后研究

的方向;此外,多肽蛋白类药物脂质体的局部给药途径

的开发仍有较大前景;多肽、蛋白类药物还存在生物活

性及稳定性的问题, 对脂质体理化性质及生物学相关

的基础性研究仍很重要, 以便脂质体作为多肽、蛋白类

药物的载体,能早日应用于实践。
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 Ab str act Liposomes are artific ialmembrane vesic les wh ich can be used as e ither passive or active ta rgeted

drug ca rrie r systems. In polypep tide and protein drug- delive ry systems, liposomes have some unique the rapeu tic

advan tages, such as the ability to delive r drugs to specific sites, to protect polypep tide and prote in from

degrada tion in the digestion track , and to increase the system ic circulation time of the drug when PEGylated

liposomes are used. In this article, the latest deve lopments including the nove lme thods of liposomal preparation,

new forms of liposomes and the progress in industria lized production of liposomes, are summarized. In addition,

some p rob lems existing in this drug-delive ry system are put forward and some possible developments of

polypep tide and protein liposomes in the fu ture is prospected. A lthough liposomes have beenm ademuch progress

in b iological area, there still existmany tough p rob lems having not been se ttled.

K ey word s Polypeptide P rote in Drug Liposome
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