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摘要 脂质体作为一种药物基因载体已得到广泛应用，然而其仍然具有物理化学稳定性差、易发生团聚、难以多功能化等缺

点．通过使用合成的双亲性高分子共轭亚油酸修饰聚赖氨酸(PC)代替小分子磷脂制备的高分子脂质体(PLs)，不仅保留了脂质
体的优势，并且克服了上述缺点；通过对高分子进行聚乙二醇(PEG)修饰，可使制备的高分子脂质体具有长循环性．结果表
明，高分子脂质体粒径为纳米级，具有药物缓释性能、较低的细胞毒性及较高的细胞内吞效率．
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脂质体是由胆固醇和双亲性小分子磷脂组成的

双分子层所形成的囊泡包裹药物而形成的制剂，可

作为载体包载亲水性或疏水性药物．由于其具有生

物相容性好、制备工艺简单、药物包封率高等优

点，受到研究者的广泛关注[1-2]．但是由于其自身

存在无法克服的缺陷，如粒径偏大、稳定性差、药

物易渗漏、难以功能化等，从而严重限制了脂质体

技术的进一步应用．目前，针对传统脂质体稳定性

差的缺点，国内外学者已采用多种方法加以改善，

如采用二氧化硅分子层包壳[3]、采用高分子物质替

代小分子磷脂[4]等．

聚赖氨酸(PLL)是由赖氨酸单体聚合而形成的
一种阳离子聚合物，由于其具有生物降解性、降解

产物无毒、多官能团等优点，广泛应用于药物载体

系统[5-8]．然而，由于聚赖氨酸具有优异的亲水性，

使其自身难以单独用于制备载体，并且由于其高密

度的氨基造成较高的正电性，对细胞毒性较大．共

轭亚油酸(CLA)是一种疏水性的天然不饱和脂肪
酸，广泛存在于各种食物及人体组织中，对人体无

任何毒副作用．并且，一些研究表明，快速生长的

肿瘤细胞需要大量的营养物质，比如脂肪酸，因此

共轭亚油酸会在一定程度上起到靶向肿瘤细胞的作

用[9]．另外，研究表明共轭亚油酸会对肿瘤区域新

血管的生成起抑制作用，从而可间接地抑制肿瘤细

胞的快速生长与扩散[10-13]．

为改进传统脂质体的粒径大、稳定性差、难以

多功能化等缺陷，采用自主合成的双亲性高分子共

轭亚油酸修饰聚赖氨酸(PC)代替小分子磷脂，通过
脂质体制备技术制备出高分子脂质体(PLs)．这种
高分子脂质体保留了脂质体的特性，如囊泡结构、

高包封率等，并且充分利用了聚赖氨酸与共轭亚油

酸的优点．聚赖氨酸主链为大分子，具有亲水性，

并且提供大量的官能团，易于改性．共轭亚油酸的

引入使高分子具有双亲性，可通过脂质体制备技术

制备成高分子脂质体，并且消耗了聚赖氨酸主链上

的部分氨基，进而降低了由正电性造成的细胞毒

性．另外，将亲水性长链聚乙二醇(PEG)接在高分
子上，可使制备的高分子脂质体不易被人体网状内

皮系统捕捉，增加了其体内长循环性[14]．
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1援3 PPC的理化特性表征
1援3援1 核磁共振光谱分析．使用 JEOLGX 400 D光
谱仪在 400 MHz条件下室温测试．
1援3援2 临界聚集浓度(CAC)的测定．采用芘探针
法进行测定，测试步骤如下 [16]：将芘溶于四氢呋

喃，取一定量溶液加入到离心管中，并使四氢呋

喃挥发干净，加入 3 ml 不同浓度的 PPC 水溶液
(0～2.0 g/L)，使芘的最终浓度为 6伊10-7 mol/L；将
溶液在室温条件下保存 24 h，然后采用荧光分光光
度计测量其荧光光谱．测试条件如下：激发波长

339 nm，激发狭缝 5 nm，发射狭缝 2.5 nm，扫描
速度 240 nm/min，扫描范围 360～500 nm．
1援4 高分子脂质体的制备

采用反相蒸发法制备高分子脂质体，制备步骤

如下：取 8 mg PPC与 2 mg胆固醇，溶于 2 ml二
氯甲烷中，形成油相，在探头式超声波粉碎仪 200 W
超声功率下，加入到 4 ml去离子水中，继续超声
2 min．然后使用旋转蒸发仪于 37℃下将二氯甲烷
蒸发出，即得高分子脂质体溶液．

对于包载表阿霉素的高分子脂质体的制备，先

Fig. 1 Synthetic route of PC (a) and PPC (b)

1 材料与方法

1援1 材料

聚赖氨酸盐酸盐 (PLL，分子质量 10 000～
15 000)购自桂林多肽技术有限公司；共轭亚油酸
(CLA)购自青岛澳海生物技术有限公司；端羟基聚
乙二醇(mPEG，分子质量 2000)、芘、三乙胺购自
Sigma公司；1-(3-二甲基氨丙基)-3-乙基碳二酰亚
胺盐酸盐(EDC·HCl)与 N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)购
自上海吉尔生化公司．LN229细胞由天津医科大学
总医院神经外科研究所馈赠．

1援2 PC与聚乙二醇修饰 PC(PPC)的合成
PC的合成路线如图 1a所示．首先将 160 mg

CLA溶解在 20 ml乙醇中，加入 EDC·HCl 200 mg,
NHS 200 mg，室温搅拌 30 min．然后加入 2 ml溶
解有 200 mg PLL的水溶液与 0.5 ml三乙胺，在氩
气保护下室温避光反应 6 h．反应结束后，将反应
液加入到 500 ml乙醚中沉淀，抽滤收集产物，真
空干燥保存．

对于 PPC的合成，首先依照参考文献将mPEG
进行羧基化改性，使其一端带有羧基[15]，并用 NHS
活化．然后按图 1b的路线进行合成．20 mg PC溶
于 10 ml去离子水，100 mg PEG-NHS溶于 5 ml二
甲基亚砜，氩气保护下室温避光反应 24 h．反应结
束后以截留分子质量 3500的透析袋放在去离子水
中透析 48 h，之后冻干并真空保存．
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将 0.5 mg表阿霉素溶于 0.5 ml去离子水中，在超
声条件下加入到油相中形成初乳液，然后将初乳液

加入到外水相中超声，其他条件同上．

1援5 高分子脂质体理化性能表征

1援5援1 粒径与 Zeta 电位测试．采用动态光散射对
高分子脂质体的粒径、多分散指数、Zeta电位进行
测试，每个样品重复测试 3次．
1援5援2 形貌表征．采用透射电镜对高分子脂质体的

形貌进行表征．样品经 2%磷钨酸进行负染后观测.
1援5援3 包封率与载药率的测定．通过过柱分离的方

法将载药高分子脂质体与未包载的游离药物分离，

通过紫外分光光度计于 480 nm处测定吸光度，计
算高分子脂质体的包封率与载药率．

1援6 体外药物释放

取 2 ml包载表阿霉素的高分子脂质体放置于
截留分子质量为 3500的透析袋中，并将透析袋封
口后放置于 10 ml 的 PBS 缓冲液(pH 7.4)中，在
37℃条件下置于摇床震荡．在特定时间取出 5 ml
PBS缓冲液，于 480 nm波长测试其吸光度，并补
加相同体积的 PBS缓冲液．根据所测吸光度与标
准曲线计算得到药物释放率．本实验采用相同浓度

的表阿霉素与聚赖氨酸混合溶液作为对照组．

1援7 高分子脂质体细胞毒性测试

采用MTT比色法对高分子脂质体的细胞毒性
进行测试．步骤如下：取人胶质瘤细胞 LN229，经
胰蛋白酶消化后形成单细胞悬浮液，调整细胞浓度

为 40 000个 /ml；向 96 孔板每孔加入 100 滋l，在
37℃、5%二氧化碳培养箱中培养 24 h；加入 100 滋l
含有不同浓度待测物质的培养基，继续培养 48 h；
每孔加入 20 滋l浓度为 0.5 g/L的噻唑蓝(MTT)水溶
液，孵育 4 h；吸除孔内培养基，并向每孔加入
200 滋l二甲基亚砜，置于摇床震荡 20 min；用酶联
免疫检测仪在 570 nm波长处，以空白管调零，测
定各孔的吸光值，以空白细胞为 100%存活计算存
活率．

1援8 细胞内吞实验

取 LN229 细胞培养于 24 孔板，细胞密度为
30 000个 /孔，在 37℃、5%二氧化碳条件下培养
24 h．然后将样品加入到培养体系中，通过载药率
测试结果调节表阿霉素浓度均为 5 mg/L．培养 2 h
后，除去培养基，用 PBS洗 2次，用荧光显微镜
观测细胞内红色荧光，红色荧光越强，表明越多的

药物被投递进入细胞；将细胞消化下来，离心，用

PBS洗 2次，用流式细胞仪测试．

2 结果与分析

2援1 PC与 PPC的结构表征
通过核磁共振光谱分析来表征所合成高分子的

结构，PLL、CLA、PC与 PPC的核磁共振谱图如
图 2所示．对比图 2a, b, c可发现合成的 PC同时
出现了 啄 = 1.22～1.72、0.96、5.30～6.50的峰，证
明合成成功，通过核磁积分面积计算可知 CLA的

Fig. 2 1H鄄NMR spectra of PLL (a), CLA (b), PC (c) and PPC (d)

1065· ·
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Fig. 4 Synthesis and characterizations of PLs
(a) Schematic representation of the PPC and the self-assembled PLs. (b) A TEM image of the PLs. (c) The effective diameter and size distribution of the

PLs. (d) The zeta potential of the PLs.

Fig. 3 The change of intensity ratio (I372/I383)
versus the concentration of PPC values

接枝率大概为 34.2%，而图 2d中 啄 =3.56处峰的出
现证明成功将 PEG 接到了 PC分子链上，且接枝
率约为 15.7%．
2援2 CAC的测定

PPC在水中的自聚集行为通过芘荧光探针法测
定．芘的荧光发射光谱在 360～460 nm之间呈现五
重峰，通常以第一发射峰和第三发射峰的比值

(I1/I3)变化来描述溶液中的自聚集行为．图 3为不
同高分子浓度时的比值变化，其中两条直线交点所

对应的浓度值即为 PPC的 CAC值，由图中可得测
定的 CAC值为 1.82 mg/L．结果表明，合成的高分
子具有双亲性，可在水中发生自组装行为．

2援3 高分子脂质体性能表征

图 4a示高分子脂质体的组装过程示意图，图 4b
示所制备的高分子脂质体的透射电镜照片，由图中

可以看到制备的高分子脂质体呈球形，具有类似于

传统脂质体的核壳层状结构，粒径在 50 nm左右，
较均匀．通过动态光散射测得的高分子脂质体的粒

径与 Zeta电位如图 4c, d所示，结果显示高分子脂
质体的水合粒径为(202.6依2.5) nm, 多分散指数为
0.196，Zeta电位为(14.54依0.44) mV.包封率与载药
率测试结果显示，制备的高分子脂质体对药物的包

封率高达 81.35%，载药率为 4.07%，可用作药物
载体．

2援4 体外药物释放

可控的药物释放可提高药物利用率并降低药物

毒副作用．高分子脂质体的药物释放行为在 37℃
恒温条件下的 PBS缓冲液中测得，释放曲线如图 5
所示．由图中可得，表阿霉素与聚赖氨酸混合溶液

在 8 h内几乎释放完全，而高分子脂质体在前 8 h
内的药物释放率仅为 58.9%，总体释放时间可达
30 h，证明高分子脂质体包载药物可实现药物缓释.
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Fig. 7 Fluorescent microscopic images of LN229 cells
incubated with the samples

(a) Untreated group, (b) EPI-PLL group, (c) EPI-PLs group and flow

cytometry of the samples, (d) Untreated group, (e) EPI-PLL group, (f)

EPI-PLs group.

2援5 细胞毒性分析

用MTT比色法测定高分子脂质体对 LN229细
胞的细胞毒性，高分子脂质体的浓度范围设定为

250～1250 mg/L，本实验采用 PLL作为对照组．
测定结果如图 6所示，在浓度低于 750 mg/L时，
高分子脂质体未表现出明显的细胞毒性，证明所制

备的高分子脂质体具有较高的生物安全性；当浓度

介于 750～1250 mg/L时，随着浓度增大，细胞毒
性升高，但高分子脂质体的细胞毒性仍显著低于

PLL的毒性，是由于接枝反应消耗了 PLL分子链
上的部分氨基，进而降低了正电性，从而使其具有

更低的细胞毒性．

2援6 高分子脂质体的细胞内吞实验

使用荧光显微镜及流式细胞仪观测了包载表阿

霉素的高分子脂质体的细胞内吞行为．图 7示空白
对照、表阿霉素 -PLL混合溶液与包载药物的高分
子脂质体的荧光显微镜和流式细胞仪的观测结果．

结果表明，包载表阿霉素的高分子脂质体具有较高

的细胞内吞效率，可能是由于高分子脂质体表面带

有较低的正电性，使其通过静电作用更易于通过细

胞内吞作用包载药物进入细胞．

3 讨 论

实验结果表明，成功地将共轭亚油酸及聚乙二

醇接到了聚赖氨酸主链上，合成的高分子具有双亲

性，可通过脂质体制备技术制备成高分子脂质体．

高分子脂质体具有类似于传统脂质体的结构，且粒

径在 50 nm左右，粒径均匀，因此可充分利用肿瘤
组织的增强渗透和保留(EPR)效应，达到被动靶向
肿瘤组织的目的．高分子脂质体表面带有微弱的正
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电性，在不造成较高细胞毒性的同时，可通过静电

吸附使其更易被细胞内吞，细胞毒性实验与细胞内

吞实验的结果也都证明了上述结论．

上述结果表明，所制备的高分子脂质体在保留

了传统脂质体特性的基础上，在一定程度上改善了

传统脂质体的缺点，且具有药物缓释性能、低细胞

毒性和较高的细胞内吞效率，有望作为一种药物载

体应用于肿瘤治疗领域．
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Abstract Recently, liposomes have gained attention as a promising tool for drug and gene delivery. However,
their applications have been constrained by their poor stability, aggregation and difficult to functional. Using
amphiphilc conjugated linoleic acid modified polylysine (PC) and cholesterol, we developed a novel polymeric
liposomes (PLs). These PLs retained the advantages of conventional liposomes (CLs), and overcome the above
disadvantages of CLs. In addition, PEG chains coated on the PLs surface can prolong their circulation time in the
blood. These results suggest that the PLs were nano-sized, achieved a sustained release of drugs, showed limited
cytotoxicity and increased uptake in LN229 glioblastoma cells.
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