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靶向脂质体的药理学评价
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  [摘 要] 与传统制剂相比,靶向脂质体成为新药研发的热点,其可提高药物的选择性,提高疗效同时减

少不良反应,改善患者的顺应性。针对靶向脂质体进行科学规范的药理学评价,对保证药物制剂的安全、有效

及质量可控具有重要意义。本文综述了靶向脂质体临床前的药理评价,以靶向脂质体质量研究与控制为参考,
着重阐述靶向脂质体药理学评价的技术和方法。
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[Abstract] Compared

 

with
 

traditional
 

preparations,the
 

targeted
 

liposomes
 

have
 

become
 

a
 

hot
 

spot
 

in
 

the
 

development
 

of
 

new
 

drugs,which
 

can
 

improve
 

the
 

drug
 

selectivity,increase
 

the
 

efficacy,reduce
 

the
 

adverse
 

re-
actions

 

and
 

improve
 

the
 

patient
 

compliance.Conducting
 

the
 

scientific
 

and
 

standardized
 

pharmacological
 

evalua-
tion

 

on
 

targeted
 

liposomes
 

is
 

of
 

great
 

significance
 

to
 

ensure
 

the
 

safety,efficacy
 

and
 

quality
 

control
 

of
 

pharma-
ceutical

 

preparations.This
 

paper
 

reviews
 

the
 

preclinical
 

pharmacological
 

evaluation
 

of
 

targeted
 

liposomes.
Taking

 

the
 

quality
 

research
 

and
 

control
 

of
 

targeted
 

liposomes
 

as
 

reference,it
 

focuses
 

on
 

the
 

technology
 

and
 

method
 

of
 

pharmacological
 

evaluation
 

of
 

targeted
 

liposomes.
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  靶向给药系统是指通过局部给药或经全身血液循

环,由载体对目标组织、细胞或细胞内结构进行选择性

浓集和定位的给药系统。靶向给药能使药物浓度富集

于靶标,从而减少用药剂量,同时提高药物疗效,减少不

良反应,还能控制释药速率和方式,最终达到高效低毒

的效应。靶向给药系统可分为脂质体、微囊、微球、纳米

粒等,目前应用最为广泛的为靶向脂质体[1]。
临床前的药理评价可以为临床研究提供可靠的

实验支持,为临床研究提供有关药物有效性或安全性

的重要参数。临床前药理学研究的主要内容包括:
(1)主要药效学研究,内容包括客观评价受试药的优

劣,并与已上市的、公认的有效药物进行比较后,经过

科学严格的实验设计,确定取舍;(2)一般药理学研

究,指对受试药主要药效之外的药物效应进行研究;
(3)作用机制的研究;(4)临床前药动学的研究,是研

究药物吸收、分布、转化和排泄,并根据数学模型得出

重要的药物动力学参数[2]。本文首先简要介绍靶向

脂质体的分类及理化性质评价,再从药效学、靶向性、

体外及体内实验评价等全面综述靶向脂质体的药理

学评价。

1 靶向脂质体的分类及特点

  根据作用机制的不同,靶向脂质体可分为物理化

学靶向、主动及被动脂质体。物理化学靶向脂质体是

在脂质体中加入一些特殊的磁性材料,使脂质体对

光、热、pH、磁场等刺激产生反应,从而使药物直接作

用于目标组织,如磁性、温度敏感型、pH 敏感型靶向

脂质体等均属此类[3]。主动靶向脂质体是指在脂质

体表面连接能够与靶蛋白结合的一些糖残基、抗体、
激素和受体配体等,使脂质体主动到达特定的靶器

官、靶组织和细胞系后释放药物而发挥药效。被动靶

向脂质体是指脂质体通过静脉注射进入机体后易被

体内的吞噬细胞吞噬,形成了天然倾向的富集作用,
其与主动靶向脂质体最大的区别是脂质双分子层没

有修饰,具有特定功能的配体、抗体等[4]。
此外,脂质体的关键质量属性包括形态、粒径、包

封率、释放度、靶向性等,其表征方法包括理化性质评
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价和药理学评价[5]。

2 靶向脂质体的理化性质评价

  理化性质评价通常包括粒径大小及分布均匀程

度、稳定性及包封率等方面。粒径大小及分布除与其

包封率及稳定性有关外,同时对载药脂质体的治疗效

果有直接的影响。因物理和生理作用,机体能够选择

性地在肝、脾、肺、淋巴等部位聚集不同大小的载药脂

质体,从而使其释放药物发挥药效。脂质体形态与粒

径的检测主要通过3种途径:(1)光学显微镜,是最常

规的镜检方式,其适于检测粒径较大的脂质体。(2)
电子显微镜,是最通用的镜检方式,也是直接测定粒

径最准确的方法。(3)激光散射法,又称动态光散射

法,能够测定出脂质体样品的平均粒径[6]。
稳定性是通过检测Zeta电位来评价的。Zeta电

位越高,粒子间的斥力越大,体系因不易聚集从而稳

定性越强。此外,Zeta电位高时进入扩散层的反离子

较多,吸附层的反离子较少,在胶粒周围会产生水化

膜从而稳定性好,因为离子在双电层中具有较强的水

化作用[7]。
包封率一般采用重量包封率表示,其测定时须分

离载药脂质体和游离药物。包封率受药物的性质、粒
径、药脂比、制备方法等多种因素影响。测定方法包括

紫外分光光度法、电子顺磁波谱法、核磁共振波谱、高效

液相色谱法及液相色谱-质谱联用等方法[8]。新药研发

中,要求脂质体对药物的包封率一般不得低于80%。

3 靶向脂质体的药理学评价

3.1 靶向脂质体的药效学评价 靶向脂质体的药效

学评价是指经过科学、严格的实验,并经过与已上市

及公认的经典药物比较,至少在体内及体外2种以上

的模型上进行实验,从而客观评价新制剂的优劣。脂

质体所荷载的药物主要包括抗肿瘤药物、抗生素及抗

病毒药物等。近年来,在抗肝损伤、抗动脉粥样硬化、
抗类风湿性关节炎、抗脑卒中、抗血栓及抗肿瘤等体

内实验研究中,承载常规药物或基因药物的靶向脂质

体得到了广泛应用,并表现出了明显的高效、低毒等

优良特性。
抗肿瘤药物脂质体是近年来研究的热点之一。

抗肿瘤靶向脂质体的体外药效学评价包括MTT等方

法检测肿瘤细胞的增殖,TUNEL法检测细胞的凋

亡,划痕法检测细胞的迁移,Transwell法检测细胞的

侵袭等。体内药效学评价一般以荷瘤鼠为研究对象,
观察实验鼠的生存状态(包括精神状态、自主活动、毛
发状态等),记录动物的体重,测量肿瘤的大小及计算肿

瘤抑制率,检测血清中的氧化炎症因子及肿瘤标志物,
分子生物学手段检测目的基因及目的蛋白的表达等[9]。

抗生素靶向脂质体的体外药效学评价一般通过

LPS刺激RAW264.7细胞致炎症模型进行,实验检

测体系包括肿瘤坏死因子、白细胞介素、一氧化氮等

炎症因子水平的检测及活性氧水平的检测等。体内

药效学评价一般采用肝损伤、肺损伤、关节炎等动物

模型,肝或肺损伤模型的检测指标包括靶组织损伤特

异性标志物的检测、血清炎症及氧化应激因子水平的

测定,靶组织病理学检测、目的基因及目的蛋白的表

达检测等;关节炎动物模型的检测指标包括关节肿胀

度的测定,关节炎症指数的测定、血清及关节组织炎

症因子水平的测定,关节组织病理学检测等[10]。

3.2 靶向脂质体的靶向性评价 在靶向制剂的研究

过程中,建立良好的靶向评价体系是必不可少的。首

先,需要建立可视化的数据或图表支持制剂靶向、并
能够精准客观反映靶向性的评价体系;其次,需要为

制剂的条件优化提供实验依据。体外实验通常采用

细胞摄取实验,将靶向脂质体接上荧光素,再与选定

的细胞进行共孵育,一定时间后检测细胞内荧光强

度,从而表明制剂的细胞靶向性。体内实验通常采用

具体的动物模型,仍然是将靶向脂质体接上荧光素,
再将其静脉注射入动物体内,一定时间后检测动物全

身各处荧光强度的差异,表明制剂的组织靶向性。

3.2.1 体外评价方法 体外评价内容包括粒径大

小、电位、体外释放特性、载药量检测、包封率、体外细

胞研究、组织切片技术等。不同类型的靶向制剂最佳

的体外评价标准需要根据其本身及靶标的特性以及

采用的靶向策略而定。

3.2.1.1 粒径大小 例如,脂质体粒径小于50
 

nm
时一般都能够靶向至脾组织;在50~100

 

nm时能靶

向至肝组织;在0.1~0.2
 

μm时能够靶向至肝组织肝

巨噬细胞的溶酶体;在7~12
 

μm时可被肺组织细胞

摄取;>12
 

μm时能够被毛细血管上皮细胞摄取进而

到达荷瘤组织内;>15
 

μm时能被肠系膜动脉等血管

上皮细胞摄取[11]。因此,针对制剂不同大小颗粒的阻

留性,可根据机体不同组织的生理学特性构建靶向释

药制剂,通过观察颗粒大小,可对该类制剂的靶向进

行评价。

3.2.1.2 释放度测定 释放度指在一定时间内药物

从制剂溶入特定介质中的累计百分率。针对靶向脂

质体的释放度测定除了选用常规释放介质外,还需要

根据不同疾病特点选用特定介质。某些病变组织常

伴有一些物理化学性质的改变,研究指出,肿瘤细胞

内通常伴有高热、高酸性、特殊微菌群产生多种酶等

特性,因此针对肿瘤通常需要设计出pH、温度或酶敏

感的靶向制剂。此外,物理化学因素敏感的靶向脂质

体主要是通过在不同组织有不同的释放度这一特点

而实现靶向行为;同时还应考虑到,理化因素除了会

影响 药 物 扩 散 速 度,还 会 影 响 基 质 材 料 的 降 解

速度[4]。
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3.2.1.3 体外实验评价 评价靶向脂质体将药物递

送至靶细胞,主要是通过检测制剂的细胞摄取率来实

现。(1)细胞成像技术是将荧光素与磷脂等进行结

合,制备具有荧光标记的靶向脂质体,利用细胞成像

等方法检测靶向效果[12]。(2)激光扫描共聚焦显微镜

(confocallaserscanningmicroscope,CLSM)可用于实

时观察细胞水平的药物制剂释放行为。CLSM 原理

是对药物在细胞内的相对荧光值进行动态比较。细

胞将大分子物质以质膜的方式摄入细胞内,并由此引

发一系列连续的过程,如膜小泡的产生、融合及转运

等,这是基本且重要的靶向给药系统内化相应靶细胞

作用的模式,正因为这种模式,通过CLSM 可精准地

检测靶向脂质体进行细胞的过程,包括方式、速率及

程度等[13-14]。(3)流式细胞术(flow
 

cytometry,FCM)
是一种在快速直线流动状态下进行检测或分选单列

细胞或生物颗粒的技术,通过流式细胞仪可测定载药

靶向脂质体细胞内化相对量[15]。有研究将配体树枝

状聚合物与表柔比星复合,将复合物在MCF-7和C16
细胞(目标细胞)中进行细胞摄取实验,FCM 发现复

合物在细胞中的荧光强度显著大于游离多柔比星在

细胞中的荧光强度,同时发现复合物在 MCF-7细胞

中的荧光强度要明显低于其在C16细胞中的光强,表
明通过FCM 检测靶向制剂可鉴别靶细胞和非靶细

胞[16]。(4)邻位连接技术(proximity
 

ligation
 

assay,

PLA)常用来检测肿瘤标志物,灵敏度高、特异性强。

PLA是将寡核苷酸单链分别标记在单克隆抗体等试

剂上作为邻位探针,当探针在空间上因识别同一靶蛋

白而接近时,寡核苷酸的自由端点被拉近,在一个附

加连接寡核苷酸的作用下进行杂交实现邻位连接,连
接酶再以连接探针为模板连接探针的辅助核酸序列,
从而实现邻位连接。MIRZAVI等[17]在体外实验中

通过PLA检测 HSP90
 

的抑制剂TAS-116对其选择

性,结果显示,TAS-116对 HSP90具有极高的选择

性,能够对HSP90发挥明显抑制作用。

3.2.2 体内实验评价 体内评价主要是采用动物实

验分析药物在体内的药动学和药效学,方法包括药动

学/药效学模型(PK/PD模型)、成像技术分析等。

3.2.2.1 PK/PD模型 靶向脂质体的靶向性可通

过体内分布直观地评价。一般以小鼠或荷瘤裸鼠为

受试对象,按预定的给药途径将靶向脂质体给药后,
于不同的时间点处死动物,取血,分离主要组织并匀

浆,测定血清或组织中的药物水平,据此绘制血液及

不同组织中的药物浓度-时间曲线,进行动力学处理,
以同剂量非靶向制剂做对照,评价靶向制剂在动物体

内的分布[18]。通过PK/PD模型检测制剂的靶向性

可由以下3个参数体现:(1)相对摄取率(re),其表示

不同制剂对同一组织或细胞的选择性。re越大(一般

大于1)代表该制剂对靶组织或细胞的靶向性越好。
(2)靶向效率(te),te越大(一般大于1)表示该制剂对

靶组织或细胞的选择性越好。(3)峰浓度比(Ce),也
反映了不同制剂对同一组织或器官的选择性。Ce越

大表示该制剂改变药物分布的能力越强[19-20]。

3.2.2.2 放射性同位素技术 放射性同位素标记靶

向脂质体后,通过实验动物整体自显影或活体动态显

影的方式,观察动物体内不同组织、不同时间的药物

分布,优点是直观方便,缺点是不宜定量评价分布情

况;也可标记载体后制备微粒,给药后,用新制剂的体

内变化间接描述药物的体内过程,不同时间处死动物后

检测靶组织放射性强度以评价体内过程。此外,还可用

放射性同位素标记药物,测定给药后不同时间各靶器官

放射强度,优点是灵敏度和重现性均较好[21-23]。

3.2.2.3 活体荧光成像(Biofluores-CenceImaging,

BFI)技术 BFI技术多采用近红外荧光,可用来评估

靶向脂质体在体内的靶向性,特点是穿透能力强及图

像分辨率高。将靶向制剂上接上荧光标记物后注射

到动物体内,再进行实时及原位荧光强度测定。BFI
常用染料包括AlexaFluor、CY7、DIR等。研究表明,
在关节炎大鼠模型上,通过BFI可表征多种肿瘤坏死

因子α抑制剂(赛妥珠单抗、阿达木单抗等)在其正常

组织和炎症组织中的分布[24]。此外,粒径相同但标记

的不同荧光染料的脂质体在动物体内的分布也不同

相同,可通过BFI进行荧光强度定量,以此对纳米载

体驱动药物在体内的分布进行进一步的确证[25]。

4 结  论

  近年来,主动靶向脂质体研究最为广泛,其不仅

能够将药物主动靶向到靶组织从而提高药物的生物

利用度,还能够负载诊断试剂在肿瘤等疾病诊断领域

发挥独特优势[26]。但主动靶向脂质体药物与其他脂

质体药物一样同样存在着部分缺点,如稳定性不够、
包被不同药物的理化性质差别较大、制备工艺难以工

业化、包封率及载药量低下等。但目前,主动靶向脂

质体种类日益繁多,且新设计的主动靶向脂质体可以

同时利用多种靶向功能,如单克隆抗体与长循环脂质

体相结合,能够明显增强长循环脂质体的靶向性。靶

向脂质体存在很多优点,但目前大部分相关研究仍局

限于动物体内药效学及药动学研究,且通过动物模型

得到的研究结果并不能完全代表人体的临床实际情

况。虽然靶向脂质体应用于临床还有待深入研究,但
药理学评价方法的发展和利用将为创制出更多更好

的新型靶向脂质体提供有力的技术支撑,使其作为载

体在疾病的治疗和诊断中具有更广阔的应用前景。
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