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盐酸米托蒽醌聚乙二醇化脂质体的制备及包封率考察
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摘要 目的：制备盐酸米托蒽醌聚乙二醇化(PEG化)脂质体，建立包封率测定方法。方法：采用乙醇注入结合高压均质法制备空白
PEG化脂质体；以铵根离子梯度法进行主动载药制备盐酸米托蒽醌 PEG化脂质体；采用 G-25葡聚糖凝胶色谱分离脂质体和游
离药物；使用紫外 -可见分光光度法测定脂质体的包封率。结果：空白脂质体平均粒径为 88.7nm，载药后粒径为 95.3nm；在所建
立色谱条件下，脂质体与游离米托蒽醌分离良好；盐酸米托蒽醌在 0.5~10μg·ml-1范围内线性关系良好(R2=0.9997)，精密度高；脂
质体的平均包封率大于 96 %。结论：乙醇注入 -高压均质法结合铵根离子主动载药法适用于制备盐酸米托蒽醌 PEG化脂质体；
所建立分析方法简单快捷、准确可靠，可用于盐酸米托蒽醌长循环脂质体包封率的测定。
关键词：盐酸米托蒽醌；PEG化脂质体；葡聚糖凝胶柱色谱；紫外 -可见分光光度法；包封率
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ABSTRACT Objective: To prepare mitoxantrone hydrochloride PEGylated liposomes and to develop a method for determining its

entrapment efficiency. Methods: Blank PEGylated liposomes was prepared by ethanol injection and high-pressure homogenization.

Mitoxantrone was encapsulated in the liposomes using the ammonium sulfate ion gradient technique. liposomes and free Mitoxantrone

were separated by Sephadex G25 column chromatography. Using UV absorption spectroscopy to determine the entrapment efficiency.

Results: The average diameter of blank liposomes was 88.7nm, while the drug-encapsulated liposomes was 95.3nm. liposomes and free

Mitoxantrone were well separated with the chromatography condition. The standard curve was linear in the concentration range

0.5~10μg·ml-1 (R2=0.9997).The entrapment efficiency was above 95 %. Conclusion: Ethanol injection-high pressure homogenization and

ammonium sulfate ion gradient technique are suitable for preparing Mitoxantrone Hydrochloride PEGylated Liposomes, the method for

determining the entrapment efficiency of Mitoxantrone Hydrochloride PEGylated Liposomes is simple, rapid and accrate.

Key words: Mitoxantrone hydrochloride; PEGylated liposomes; Sephadex G25 column chromatography; UV absorption Spectroscopy;

Entrapment efficiency

Chinese Library Classification(CLC): R927, R918 Document code: A

Article ID: 1673-6273（2012）34-6637-06

作者简介：凌云（1988-），男，药剂学硕士研究生，专业方向：药物制

剂新技术与新工艺；E-mail: jixily@126.com

△通讯作者：宋礼华，男，研究员，博士生导师，从事生物制药研究，

电话：86-551-5317751；E-mail: songlh@ankebio.com

（收稿日期：2012-06-11 接受日期：2012-07-05）

前言

盐酸米托蒽醌(Mitoxantrone, DHAD)是一种人工合成的蒽

环类广谱抗肿瘤抗生素，可用于乳腺癌、肝癌、淋巴瘤等恶性肿

瘤的治疗，尤其对急性白血病具有显著疗效[1]；最新研究表明，

米托蒽醌可提高儿童白血病复发存活率，其效果明显优于过去

使用的药物[2]。但是，与大多数蒽醌类抗癌药物一样，盐酸米托

蒽醌有着较为严重的毒副作用。由于其血浆蛋白结合率高(大

于 95 %)，静脉注射后，血药浓度下降显著，广泛分布于各组织[3]。
因此，病灶部位药物浓度相对较小，对癌细胞杀伤能力受限，对

正常组织器官毒性较大。为达到治疗目的，临床上通常予以大

剂量治疗，毒性反应表现随之明显。目前，国内外研究机构较为

热衷于运用微粒给药技术对抗癌药物进行开发。其中，PEG 化

脂质体制剂因其良好的药动学特性和临床的实践效果[4~6]，成为

了一种技术相对成熟、可靠的药物二次开发手段。目前国内外

对盐酸米托蒽醌脂质体的研究开展的虽较早，但绝大多数仅局

限于实验室阶段的理论探索，极少数企业的产业化进程处于起

步阶段[7~9]，未来市场潜能巨大。为将盐酸米托蒽醌开发成毒副

作用低，治疗指数高的 PEG 化脂质体药物，本课题以全氢化豆

磷脂(HSPC)、PEG 化磷脂酰乙醇胺(mPEG2000-PE)及胆固醇为

原料，结合国内外前期研究和企业生产实际，运用工业可行的
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乙醇注入 - 高压均质法结合硫酸铵主动载药技术，对盐酸米托

蒽醌 PEG 化脂质体的制备工艺进行研究，探索并建立简捷高

效的包封率测定方法。

1 材料与方法

1.1 仪器与试药

JN-3000Plus 低温超高压连续流细胞破碎仪 （广州聚能生

物科技有限公司）；JEM-2100 型高分辨透射电子显微镜 （日本

电子）；HH-1 型数控恒温水浴 （金坛市江南仪器厂）；UV-1800

型紫外 - 可见分光光度仪 （日本岛津公司）；Sephadex G-25 葡

聚糖凝胶、1.5×20cm 玻璃色谱柱 （美国 Pharmacia 公司）；

DF-101S 集热式恒温磁力搅拌器（河南予华仪器公司）；数显紫

外检测器（上海琪特分析仪器公司），LM17 型记录仪（永

清示波器厂）；Nicomp380 Z3000粒度分析仪（苏州微流纳

米生物技术有限公司）； 超纯水系统（美国 Merck-Millipore 

公司）；水浴式超声清洗机（宁波科生仪器厂）

盐酸米托蒽醌原料药（湖北健源医药化工有限公司）；全氢

化豆磷脂（HSPC）和 PEG 化磷脂酰乙醇胺（mPEG2000-PE），购

自美国 Avanti Polar Lipids 公司，纯度 >99 %；胆固醇（Sigma 公

司，纯度 >99 %）；硫酸铵（国药集团，分析纯）；无水乙醇（国药

集团，分析纯）；聚乙二醇辛基苯基醚 TritonX100（化学纯，国药

集团）；高纯氮气（合肥恒兴气体公司）；其余药品、试剂均为国

产分析纯。
1.2 实验方法

1.2.1 空白 PEG 化脂质体的制备 称取 16.52 g 硫酸铵固体，加

去离子水溶解，定容至 500 mL，得浓度为 0.25 mol·L-1 的硫酸

铵溶液；使用 0.22μm 滤膜过滤、分装；量取 80mL 硫酸铵水相

溶液，于恒温磁力搅拌器中预热至 65℃保温，调节转速高速稳

定。以质量比 3:1:1 分别精密称取 HSPC、胆固醇和 mPEG-PE，

氮气流保护下，使用约 10mL 65℃的无水乙醇充分搅拌溶解制

得油相并保温。使用预热过的玻璃注射器吸取油相，针头探入

液面，同时氮气流保护，匀速注入高速搅拌的水相中。继续

65℃搅拌，氮气吹扫挥除乙醇。1 小时后，使用水浴超声分散 30

分钟，得空白 PEG 化脂质体粗品。
将空白脂质体粗品装于透析袋中，4℃下，使用 0.25 mol·L-1

的硫酸铵溶液透析过夜，除去残留的乙醇。使用超高压连续流

细胞破碎仪以 2000 Bar 压力在 4℃低温循环水浴中对脂质体

粗品进行高压均质，乳匀 6 次后依次减压通过 0.6、0.45 μm 微

孔滤膜，并在无菌环境中使用一次性 0.22 μm 滤器除菌，即得

空白 PEG 化脂质体成品，分装，4℃避光冷藏保存备用。
1.2.2 空白脂质体的载药 移取适量空白 PEG 化脂质体至透析

袋中，扎紧；4℃下，以 5 L 生理盐水透析过夜，临用前，再使用

pH 值为 7.4(使用 1 mol·L-1NaOH 溶液调节)的生理盐水透析 1

h 调节外相 pH 值。透析完成后，精密 pH 试纸检测空白脂质体

外水相溶液 pH 值应为 6.5~7.5 范围内。分别精密移取 4.5 mL

空白脂质体和 0.5 mL 盐酸米托蒽醌储备液 (10 mg·mL-1)至

10mL 玻璃试管中，混匀后以保鲜膜覆盖管口，置于 60℃水浴

中保温孵育 30 分钟，期间需不时轻轻震摇试管。孵育完成后立

即将试管置于 4℃流水中冷却 10 分钟，即得盐酸米托蒽醌

PEG 化脂质体；分装后于 4℃冰箱中冷藏保存。

1.2.3 脂质体的形态、粒径及 ζ 电位表征 外观形态：吸取适量样

品，经生理盐水稀释后，使用磷钨酸负染 4 h；滴于电镜专用铜

网上自然晾干后，使用透射电镜进行拍照。
粒径及 ζ 电位：取适量样品，经生理盐水稀释后，使用粒度

及电位分析仪进行测定。
1.2.4 脂质体包封率考察 分光光度法检测波长的确定: 使用生

理盐水 / 破膜剂（无水乙醇：Triton:水 28:0.2:72）混合溶液（V/V

1:1）将盐酸米托蒽醌溶液精密稀释至 10.0、7.5、5.0、2.5、0.5 μg·
mL-1 系列浓度（各三份）。取浓度为 10.0 μg·mL-1 的样品，用分

光光度计进行光谱扫描，波长范围 800-200 nm，步长 0.5 nm。
标准曲线的绘制：分别测定系列标准浓度样品的 OD610nm

值，进行三次平行试验，以浓度为横坐标，吸光度算数平均值为

纵坐标绘制标准曲线。
精密度试验：取 10.0、5.0、2.5 μg·mL-1（高、中、低）三个浓

度的 MIT 溶液，于当天 8、10、12、14、16 时测定其 OD610nm 值，计

算浓度，求得日内精密度；于第 1、2、3、4、5 天测定 OD610nm 值，

计算浓度，求得日间精密度。
脂质体微粒与游离药物的分离：移取适量空白脂质体与盐

酸米托蒽醌，混匀后上柱，使用生理盐水进行洗脱，控制流速约

为 1.0 mL·min-1。使用紫外检测仪 220 nm 和记录仪监测脂质体

微粒和游离药物的分离情况。分离完成后，以生理盐水平衡至

基线。获得脂质体微粒与游离药物分离曲线。
柱分离法回收率的考察：移取适量载药脂质体上柱，洗脱

并收集脂质体最大吸收峰附近洗脱液 2 mL，即得包封率可视

为 100 %的载药脂质体对照品 A100 %。精密移 A100 %对照品

200μL 上柱，洗脱并收集脂质体洗脱峰 15 mL，混匀后移取 2

mL 加入至等体积破膜剂，稀释后水浴超声 1 min， 测 定

OD610nm 值，由标准曲线计算浓度，求算 A100 %过柱后脂质

体中包封的药物含量。另精密移取 A100 %对照品 200μL，以生

理盐水 75 倍稀释后，同法测定 OD610 nm 值，计算浓度，求算

A100 %过柱前脂质体中包封的药物含量；并分别测定上样量

分别为 400 μL 和 100 μL 时的回收率，按下式计算回收率。

回收率 = 过柱后对照脂质体中的药物总量
过柱前对照脂质体中的药物总量

×100%

脂质体包封率测定 由上述已建立的柱分离法分离脂质体

与游离药物，收集脂质体洗脱峰进行破膜处理，测定 OD610nm

值，由标准曲线计算浓度，求算过柱后脂质体包封药物含量。另

精密移取同上样量的载药脂质体，以生理盐水稀释相应倍数后

（洗脱峰体积与上样量体积之比），同法破膜处理，求算过柱前

脂质体分散系中包封与未包封的药物总量。参照中国药典

2010 版第二部附录ⅩⅨ中关于微囊、微球与脂质体制剂指导

原则所规定包封率计算方法计算包封率[10]，公式如下：

回收率 = 过柱后脂质体中包封的药量
过柱前系统中包封与未包封的总药量

×100%

2 结果

2.1 脂质体的形态、粒径及 ζ 电位

2.1.1 外观形态 电镜下可观察到，制备所得空白脂质体粒子呈

圆整球形、分布均一。而包封有米托蒽醌的脂质体部分呈现针

状或棒状亮芯结构，电镜下形态有少许改变。
2.1.2 粒径及分布 粒度分析仪测得空白脂质体平均粒径（光强
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径）为 88.7 nm，载药脂质体的平均粒径为 95.3 nm，粒度分布均

较为集中且呈单峰正态分布，与电镜观察结果基本一致。
2.1.3 ζ 电位 电位测定结果表明，空白脂质体的平均 ζ 电位大

小为 -9.65 mV，载药脂质体的平均 ζ 电位大小为 -12.0 mV。

A B

图 1 空白 PEG 化脂质体的透射电镜图（A 10000 倍，B 100000 倍）

Fig.1 TEM photography of blank PEGylated liposomes(A for Magnification 10000 , B for Magnification 100000)

A B

图 2 载药 PEG 化脂质体的透射电镜图（A 20000 倍，B 40000 倍）

Fig.2 TEM photography of drug-loaded PEGylated liposomes(A for Magnification 20000 , B for Magnification 40000)

A B

图 3 空白 PEG 化脂质体的粒径及 ζ 电位分布图（A 粒径分布，B 电位分布）

Fig.3 Size and ζ potential distribution of blank PEGylated liposomes(A for size , B for ζ potential)

A B

图 4 载药 PEG 化脂质体的粒径及 ζ 电位分布图（A 粒径分布，B 电位分布）

Fig.4 Size and ζ potential distribution of drug-loaded PEGylated liposomes(A for size , B for ζ potential)

2.2 包封率考察

2.2.1 检测波长 光谱显示，在该混合溶液中，MIT 在可见光区

610 nm 和 661 nm 附近有较大吸收值，结合文献报道 [11]，选择

610 nm 作为检测波长。且在该波长下脂质体处方成分无吸收，

对测定无干扰。

2.2.2 标 准 曲 线 由 Excel 2010 软 件 求 得 线 性 方 程 为 y =

0.0295x - 0.0064，R2 = 0.9997，显示盐酸米托蒽醌的生理盐水 /

破膜剂混合溶液在 0.5~10 μg·ml-1 浓度范围内线性关系良好。
2.2.3 精密度考察 测得日内精密度分别为 0.74 %、1.04 %、1.28

%；测得日间精密度分别为 0.92 %、2.63 %、3.81 %。

6639· ·

www.willnano.cn
www.willnano.cn


现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.34 DEC.2012

2.2.3 洗脱及分离曲线 在本文建立的色谱条件下，脂质体微粒

与游离药物能够实现良好的分离；分离界限明显且脂质体微粒

分布窄，吸收强，易于准确收集。

图 5 盐酸米托蒽醌在生理盐水 / 破膜剂混合溶液中的光谱吸收图

Fig.5 VIS-UV absorption of mitoxantrone hydrochloride in the mixed

solution of 0.9 %NaCl/membrane dissolution agent

图 6 盐酸米托蒽醌标准曲线

Fig.6 Standard curve of mitoxantrone hydrochloride

Item
Concentration Group (μg·mL-1)

10.0 5.0 2.5

Inner day mean± SD 10.01±0.074 4.98±0.052 2.49±0.032

Inner day RSD 0.74 % 1.04 % 1.28 %

Inter day mean± SD 9.99±0.092 4.98±0.131 2.54±0.097

Inter day RSD 0.92 % 2.63 % 3.81 %

表 1 盐酸米托蒽醌浓度测定的精密度试验结果

Table 1 Precision result for determination of the concentration of mitoxantrone hydrochloride

图 7 空白脂质体与盐酸米托蒽醌游离药物的 G25 葡聚糖凝胶分离曲线

Fig.7 Dissociation curve of blank PEGylated liposomes and mitoxantrone hydrochloride using Sephadex G25

表 2 柱分离法的回收率结果

Table 2 Recovery result of Sephadex G25 column chromatography

Item
Sample volume group(μL)

100 200 400

Before column purification(μg) 33.7 65.4 132.2

After column purification(μg) 33.4 64.4 130.5

Recovery 99.2 % 98.5 % 98.7 %

表 3 盐酸米托蒽醌聚乙二醇化脂质体的包封率

Table 3 Entrapment efficiency of Mitoxantrone Hydrochloride PEGylated Liposomes

Item
Lot number

20120315 20120326 20120406

Entrapment efficiency 96.6 % 96.5 % 97.3 %

Mean 96.8 %
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2.2.4 柱分离法回收率 计算得上样体积为 100、200、400 μL 时

回收率分别为 99.2 %，98.5 %，98.7 %。
2.2.5 脂质体包封率 测得本课题所制得三批次的盐酸米托蒽

醌聚乙二醇化脂质体的平均包封率为 96.8 %。

3 讨论

3.1 制备方法的选择

本实验以乙醇注入联用高压均质法制备空白 PEG 化脂质

体，工业化前景良好，可较大限度地减少毒性试剂的使用；所采

用的铵根离子主动载药法，在中性介质中进行包封且条件较为

温和，可以较好地维持脂质体粒径并对多数弱碱性药物进行高

效包封，包封率大于 80 %，符合药典要求。近年来，又相继有基

于离子载体 A23187 及 EDTA 铵盐载药法等新技术理论提出，

所得包封率均十分理想（EE＞98 %）[12-15]。但笔者考虑到大量的

离子载体及螯合剂在人体内的安全性评价暂未明确，注射剂产

品中 EDTA 限量要求严格，因此运用于产业化的开发前景有待

考察，但不可否认其重大的理论创新意义。在工艺过程中，选用

透析法去除脂质体分散系外相的硫酸铵，具有操作简便、去除

效率高、单次取样量少等优点，且基本不会造成脂质体的稀释，

从而可准确按照最佳药脂比进行投料。本课题组曾尝试使用过

超滤机及柱层析脱盐法进行外相置换，但由于超滤和柱层析脱

盐需较多的空白脂质体样品，且置换后浓度发生明显改变，不

便用于实验室小批量样品的探索和试制，但这两种方法对于脂

质体药物的工业化生产具有重要意义。
3.2 包封率测定法的建立

脂质体的包封率测定法主要有超滤离心法、微柱分离联合

HPLC 法及分光光度法联合凝胶色谱法等[16]。本实验尝试建立

了以 Sephadex G-25 葡聚糖凝胶为介质的色谱法进行脂质体和

游离药物的分离，并使用在线监测的方式准确收集脂质体峰，

运用紫外 - 可见分光光度法进行包封率的测定，具有操作省时

高效，数据准确可靠且设备要求较低等优点。针对脂质体与游

离药物的分离，国内外同类研究一般使用 G-50 葡聚糖凝胶进

行分离，并收集游离药物进行检测计算包封率[17]。但结合本课

题的具体实践发现，米托蒽醌具有很强的吸附性，加样后，游离

药物的洗脱速度非常缓慢，且药物在凝胶柱中扩散较快，导致

洗脱峰过宽或不明显，加之游离药物量较少、难以准确判定收

集终点从而影响包封率测定结果。药典规定关于包封率的测定

有两种方法可通行，因此采取收集脂质体峰进行包封率测定。
基于游离药物的上述属性，我们以 G-25 葡聚糖凝胶作为色谱

介质，以 1.5×20 cm 玻璃色谱柱即可实现良好分离。采用其他

型号（如 G-50、G-75 等）凝胶，对脂质体微粒的洗脱时间基本无

影响，但却显著增加了游离药物冲柱后进行再检测的循环周

期。
3.3 脂质体的表面荷电性

脂质体的 ζ 电位值是衡量脂质体微粒稳定性的重要参数，

具有一定 ζ 电位值的脂质体能因电荷间的斥力而减少微粒间

的聚集、融合，增加稳定性。对于水相中分散的普通微粒，当

|ζ|≥30 mV 时，带电微粒不易聚集，比较稳定[18]。本实验制备获

得的 PEG 化脂质体虽含有带电荷的磷脂酰乙醇胺，但实测 |ζ|

值偏低，可能原因在于表面覆盖的 PEG 柔性线团状分子链对

表面电荷造成了遮蔽，造成电位测定读数偏低。但有文献报道，

对于经 PEG 或同类高分子材料修饰的脂质体微粒，当 |ζ|≥10

mV 时，即可使微粒稳定[19]。因此可认为本实验制备的 PEG 化

脂质体药物具有较理想的表面 ζ 电位值。
3.4 载药后外观形态

载药脂质体呈现针状或棒状亮芯结构，主要因米托蒽醌在

脂质体内相形成硫酸多价盐胶状沉积有关。值得注意的是，大

多蒽环类抗肿瘤抗生素的盐酸盐（如盐酸多柔比星）使用硫酸

铵法进行脂质体药物制备时，都会以硫酸多价盐胶体的形式沉

积于脂质体内相。文献报道，若使用冷冻 - 透射电镜观察，可使

载药脂质体呈现“咖啡豆”样夹心，并使得实际载药量超出了理

论预测值[20]。因此，该机制对增加脂质体制剂载药量、增强脂质

体药物稳定性、减少药物贮存期渗漏等具有重要意义，值得以

此为出发点对脂质体内相的选择和开发进行深入研究。
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