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(57)摘要

本发明属医药技术和纳米医学技术领域，涉

及一种装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体组合及

其制备方法和应用。本发明的装载紫杉醇的脂质

体载体为无胆固醇脂质体，由磷脂和科罗索酸制

成，具有高细胞融合功能，并兼具抗炎和抗肿瘤

的功能。该功能性脂质体包载紫杉醇后，与传统

胆固醇脂质体相比，具有更强的肿瘤细胞穿膜摄

取能力，抗多药耐药、增效减毒和协同抗肿瘤作

用，显著提升肿瘤治疗效果。
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1.一种装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体组合，其特征在于，所述脂质体的膜材由磷脂

和科罗索酸组成，该脂质体装载抗肿瘤药物紫杉醇，其组成通式为：

PTX/CALP

其中，PTX为紫杉醇(Paclitaxel)；CA为科罗索酸(Corosolic  Acid)，LP为脂质体。

2.按权利要求1所述的装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体组合，其特征在于，所述的磷脂

包括天然磷脂、半合成磷脂和合成磷脂，选自大豆卵磷脂、蛋黄卵磷脂、氢化大豆卵磷脂

(HSPC)、磷脂酰胆碱(PC)类、磷脂酰甘油(PG)类、磷脂酰乙醇胺(PE)类或PEG化磷脂类中的

一种或多种。

3.按权利要求1所述的装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体组合，其特征在于，所述的PTX/

CALP通过薄膜分散法或注入法或冷冻干燥法制备；其中，

所述的薄膜分散法包括：将磷脂、科罗索酸与紫杉醇溶于有机溶剂中，获得的含药脂质

溶液在40℃～80℃下减压旋转蒸发，除去有机溶剂后成膜，加入水性介质，于20℃～80℃水

浴中旋转或震摇水化，得粗制的脂质体悬液，经高压均质、超声或挤压法制得小单室脂质

体，再采用超滤法、离心法、透析法或体积排阻色谱法，去除游离药物，得粒径均匀的纳米脂

质体悬液；

所述的注入法包括：将磷脂、科罗索酸与紫杉醇溶于有机溶剂中，获得的含药脂质溶液

缓慢注入到30℃～80℃的水性介质中，搅拌，挥去有机溶剂，得粗制的脂质体悬液，经高压

均质、超声或挤压法制得小单室脂质体，再采用超滤法、离心法、透析法或体积排阻色谱法，

去除游离药物，得粒径均匀的纳米脂质体悬液；

所述的冷冻干燥法包括：将磷脂、科罗索酸、紫杉醇溶于有机溶剂中，获得的含药脂质

溶液缓慢注入到30℃～80℃的含二糖和/或氨基酸的水性介质中，搅拌，挥去有机溶剂，得

粗制的脂质体悬液，经高压均质、超声或挤压法制得小单室脂质体，再采用超滤法、离心法、

透析法或体积排阻色谱法，去除游离药物，经冷冻干燥，制得脂质体冻干粉末；使用前用水

性介质重悬脂质体冻干粉末，得粒径均匀的纳米脂质体悬液。

4.按权利要求3所述的装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体组合，其特征在于，所述的磷脂

与科罗索酸的质量比为1:0.1～1:1。

5.按权利要求3所述的装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体组合，其特征在于，所述的磷脂

与科罗索酸的质量比为1:0.2～1:0.5。

6.按权利要求3所述的装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体组合，其特征在于，所述的磷脂

与紫杉醇的质量比为1:0.02～1:0.5。

7.按权利要求3所述的装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体组合，其特征在于，所述的磷脂

与紫杉醇的质量比为1:0.05～1:0.1。

8.按权利要求3所述的装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体组合，其特征在于，所述的有机

溶剂为醇类、烷烃、酮类、醚类、卤代烃中的一种或多种；所述的水性介质为纯水、磷酸盐缓

冲液、枸橼酸缓冲液、酒石酸缓冲液、硫酸铵溶液、生理盐水、葡萄糖溶液中的一种；所述的

二糖为蔗糖、乳糖、海藻糖中的一种或多种；所述的氨基酸为色氨酸、甘氨酸、赖氨酸的一种

或多种；所述的超声操作为水浴超声或探头超声，超声功率为80W～200W，超声时间为5～20

分钟。
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一种装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体组合及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于医药技术和纳米医学技术领域，涉及一种装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂

质体组合及其制备方法。

背景技术

[0002] 现有技术公开了紫杉醇(Paclitaxel,PTX)是从红豆杉属植物中提取的一种四环

二萜类化合物，具有广谱抗肿瘤作用。研究显示，紫杉醇主要作用于细胞微管/微管蛋白系

统，通过诱导和促进微管蛋白的聚合，稳定微管并阻碍微管的解聚，破坏微管与微管蛋白之

间的动态平衡，使细胞的有丝分裂受到阻断从而抑细胞的分裂和增殖，引起细胞死亡。紫杉

醇作为抗癌的一线药物，被广泛用于临床治疗多种恶性肿瘤，包括乳腺癌、卵巢癌、非小细

胞癌和头颈癌等，然而，紫杉醇几乎不溶于水，因此临床使用时紫杉醇采用聚氧乙烯蓖麻油

和无水乙醇(50/50，v/v)的混合液作为载体，静脉注射给药 虽然 显著增加

了紫杉醇的溶解度，但是其体内半衰期短，清除速率快，并且会引起过敏反应、神经毒性、肾

毒性等毒副作用。另外，紫杉醇作为一种广谱抗肿瘤药物，由于缺乏靶向性，在杀伤肿瘤细

胞的同时，会对正常细胞造成损伤。 的诸多缺点大大限制了其在临床上的应用，因此

为了克服上述缺陷，研制紫杉醇的新型制剂，如注射用微乳、聚合物微粒(微囊、微球等)、纳

米胶束、白蛋白结合物、环糊精包合、脂质体等已成为现代医学的研究热点。

[0003] 脂质体是由磷脂和胆固醇为膜材制备的具有脂质双分子层结构的纳米尺度或微

米尺度的封闭囊泡。脂质体可同时包载亲水性药物和亲脂性药物，提高药物体内外稳定性；

降低药物体内清除速度，延长药物作用时间；改善药物生物利用度；使药物具有定向分布的

靶向性，进而增强药理作用，降低药物毒性等诸多优点，被广泛运用于药物递送系统中，可

作为紫杉醇的较理想载体。目前，国产的 是唯一获批上市的紫杉醇脂质体，此外还

有处于临床试验阶段的紫杉醇脂质体 和 其中 是由蛋黄卵磷

脂和胆固醇处方制备而成的脂质体制剂； 由二油酰基卵磷脂(DOPC)、心磷脂和胆

固醇脂质体处方制备而成； 则是由阳离子磷脂(2,3-二油酰基-丙基)-三甲胺

(DOTAP)、DOPC和胆固醇脂质体处方制备而成。相比于 脂质体载体能显著提高紫杉

醇的体内滞留时间，并降低紫杉醇的毒副作用，然而，临床实践年显示，由于紫杉醇脂质体

注射剂存在一定过敏反应的副作用，患者用药前需进行脱敏处理，明显限制了紫杉醇脂质

体的用药剂量。

[0004] 科罗索酸(corosolicacid，CA)，即2α-羟基熊果酸，是存在于大叶紫薇、枇杷、金莲

花等植物中的三萜类化合物，大量研究发现，CA具有降血糖、抗炎、抗肿瘤、抗病毒和抗心血

管疾病等作用。在抗炎方面，CA通过抑制剂STAT3细胞通路对多种炎症具有显著的抑制作

用；在抗肿瘤方面，CA具有诱导肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤组织的炎症反应、抑制肿瘤相关巨

噬细胞的募集、改善肿瘤微环境等作用；特别是，当CA与化疗药物如阿霉素、5-氟尿嘧啶、顺

铂、紫杉醇、喜树碱等联用时，能够显著提高抗肿瘤疗效，表现出增效减毒和抗多药耐药的
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协同治疗作用。

[0005] 基于现有技术的现状，本申请的发明人拟提供一种装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质

体组合及其制备方法。本发明以磷脂和科罗索酸为膜材，包载紫杉醇的抗肿瘤脂质体，该脂

质体具有肿瘤高渗透性，在肿瘤部位可充分发挥CA和紫杉醇的协同抗肿瘤作用，疗效显著

优于传统的紫杉醇脂质体，并能显著降低药物的副作用。

发明内容

[0006] 本发明的目的是基于现有技术的现状，提供一种装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体

组合及其制备方法。本发明的装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体组合(PTX/CALP)能实现增效

减毒的高效抗肿瘤疗效。

[0007] 基于研究发现，CA具有胆固醇样的结构，具有稳定和调节脂质体膜流动性的作用，

可取代脂质体中的胆固醇；本发明提供了一种新型紫杉醇脂质体PTX/CALP及其制备方法，

所述CA与不同类型的磷脂组合均可制得稳定脂质体(CALP)，CALP不仅仍保持CA的生物学活

性，而且具有高效穿生物膜作用，该PTX/CALP具有稳定、缓释、肿瘤高渗透和安全的特性。

[0008] 具体地，本发明提供了一种装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体组合，所述脂质体的

膜材由磷脂和科罗索酸组成，该脂质体装载抗肿瘤药物紫杉醇，其组成通式为：

[0009] PTX/CALP

[0010] 其中，PTX为紫杉醇(Paclitaxel)；CA为科罗索酸(CorosolicAcid)，LP为脂质体。

该脂质体一方面具有肿瘤高渗透性，另一方面在肿瘤部位能充分发挥CA和紫杉醇的协同抗

肿瘤作用，疗效显著优于传统的紫杉醇脂质体，并显著降低药物的副作用，具有极为广阔的

应用前景。

[0011] 本发明所涉及的PTX/CALP，其结构为：脂质体的膜材由磷脂和CA组成，脂溶性抗肿

瘤活性药物紫杉醇被包封于脂质双分子层中(如图1所示)。本发明中，所述的PTX/CALP，其

特征在于，构成脂质体膜的磷脂为天然磷脂、半合成磷脂和全合成磷脂中的一种或多种；其

中，所述的天然磷脂为大豆磷脂和蛋黄卵磷脂中的一种或多种；所述的半合成或全合成磷

脂包括磷脂酰胆碱类(PC)、磷脂酰甘油类(PG)、磷脂酰乙醇胺类(PE)或PEG化磷脂类中的一

种或多种。其中，较佳的有大豆卵磷脂(SPC/EPC)、氢化大豆卵磷脂(HSPC)，二硬脂酰磷脂酰

胆碱(DSPC)、二油酰基卵磷脂(DOPC)、二硬脂酰磷脂酰甘油(DSPG)、二硬脂酰磷脂酰乙醇胺

(DSPE)、二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇(DSPE-MPEG)中的一种或多种。

[0012] 本发明中，所述PTX/CALP中磷脂与科罗索酸的质量比为1:0.05～1:1，较佳地为1:

0.2～1:0.5。

[0013] 本发明中，所述PTX/CALP中磷脂与紫杉醇的质量比为1:0.02～1:0.5，较佳的为1:

0.05～1:0.1

[0014] 本发明中，所述PTX/CALP的制备方法可为薄膜分散法、注入法、冷冻干燥法中的任

意一种。

[0015] 本发明中，按上市制剂 处方同法制备PTX/LP；体外稳定性与释放实验测定

结果表明，PTX/CALP与PTX/LP的粒径和包封率无显著区别，并且两者具有相似的缓慢释药

特性，在血清中均能保持稳定；体外细胞实验结果表明，与PTX/LP相比，PTX/CALP更易被细

胞摄取，抗肿瘤细胞的活性更大；体内实验表明，PTX/CALP具有与PTX/LP相一致的药动学性
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质，呈现显著的长循环特征；抗肿瘤药效研究证明，与PTX/LP相比，PTX/CALP抑制肿瘤生长

的作用更强，荷瘤小鼠的生存期显著延长，说明其疗效较PTX/LP有显著提升。

[0016] 本发明所提供的一种装载紫杉醇的抗肿瘤穿膜脂质体组合具有以下显著优点：

[0017] (1)以具有明确药理活性的科罗索酸替代胆固醇作为脂质体膜材，可制成稳定性

良好的CA脂质体载体，其中CA同时兼具了脂质体膜材和治疗药物的双重作用。作为药物载

体，CALP具有高效穿膜、肿瘤渗透、抗炎和抗肿瘤等多种功能(如图1所示)，而由胆固醇制备

的常规脂质体载体无上述功能。

[0018] (2)由于CA与PTX联用时能显著提高抗肿瘤疗效，将PTX装载于CALP内，所制备的

PTX/CALP具有增效减毒、避免多药耐药及协同抗肿瘤的优势，其抗癌效果和安全性显著优

于市售的紫杉醇脂质体。

附图说明

[0019] 图1为CALP和装载紫杉醇的PTX/CALP的结构示意图。

[0020] 图2为PTX/CALP、PTX/LP的血清稳定性考察，72小时内，PTX/CALP、PTX/LP在血清中

的粒径无明显变化，表明其血清稳定性良好。

[0021] 图3为PTX/CALP、PTX/LP的体外释放曲线，表明PTX/CALP与PTX/LP具有相似的释放

行为，呈现缓慢释放特征，药物泄露率较低。

[0022] 图4为PTX、PTX/CALP与PTX/LP的细胞摄取程度，分别考察MCF-7和SK-OV-2细胞摄

取，表明两种细胞对PTX/CALP的摄取最高。

[0023] 图5.1和5.2为PTX/CALP和PTX/LP分别对MCF-7细胞和SK-OV-3细胞的体外毒性考

察，横坐标轴所示药物浓度为PTX的浓度，结果表明，PTX/CALP相比PTX/LP具有更强的抗肿

瘤作用。

[0024] 图6为PTX、PTX/LP和PTX/CALP的体内药动学曲线，结果表明本发明的PTX/CALP与

PTX/LP相似的药动学行为，具有体内长循环的特性。

[0025] 图7为PTX、PTX/LP和PTX/CALP的体内抗肿瘤考察，结果表明PTX/CALP具有最强的

肿瘤抑制作用，能够显著抑制肿瘤的生长。

[0026] 图8为PTX、PTX/LP和PTX/CALP的体内生存期考察，结果表明经PTX/CALP治疗的荷

瘤小鼠具有最长的生存期。

具体实施方式

[0027] 下面结合具体实例对本发明加以进一步的说明，但是不限制本发明的内容。下列

实施实例中未注明具体条件的实验方法，按常规方法和条件操作。

[0028] 实施例1薄膜分散法制备PTX/CALP

[0029] 称取96mgDPPC，48mg科罗索酸，8mg紫杉醇，溶于氯仿/甲醇(4/1，v/v)中，得一澄清

溶液；40℃水浴中旋转蒸发，去除有机溶剂，成膜，加入生理盐水，50℃旋转水化2小时，冰水

浴中120W超声20分钟，得到PTX/CALP的脂质体悬液。脂质体粒径为130～145nm，电位为-4mV

～-8mV，紫杉醇含药量为4.36％，CA含量为23.2％，(wt/wt)。

[0030] 实施例2注入法制备PTX/CALP

[0031] 称取12mgDSPG，6mg科罗索酸，1mg紫杉醇，溶于乙醇中，得一澄清溶液；将乙醇匀速
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缓慢注入60℃的生理盐水中，1000rpm转速下不断搅拌除去乙醇，随后冰水浴中120W超声20

分钟，10000rpm离心，得到PTX/CALP的脂质体悬液。粒径、电位、紫杉醇含药量及CA含量同实

施例1。

[0032] 实施例4冷冻干燥法制备PTX/CALP

[0033] 称取48mgEPC，24mg科罗索酸，4mg紫杉醇，溶于乙醇中，得一澄清溶液，然后加入到

100mL含甘氨酸的5％海藻糖水溶液中，通过减压蒸发除去乙醇，得到粗脂质体悬液。脂质体

悬液置于高压均质机内高压(1.5kPa)5次，随后置于-80℃冰箱冷冻10小时，冷冻干燥机干

燥48小时，得到白色脂质体粉末。将脂质体粉末用生理盐水重悬后，得到PTX/CALP的脂质体

悬液。粒径、电位、紫杉醇含药量及CA含量同实施例1。

[0034] 实施例5冷冻干燥法制备常规紫杉醇脂质体(PTX/LP)

[0035] 称取48mgSPC，24mg胆固醇，4mg紫杉醇，溶于异丙醇中，得一澄清溶液，然后加入到

100mL含赖氨酸的5％蔗糖水溶液中。通过减压蒸发除去叔丁醇，得到粗脂质体悬液。脂质体

悬液置于高压均质机内高压(1.5kPa)5次，随后置于-80℃冰箱冷冻10小时，冷冻干燥机干

燥48小时，得到白色脂质体粉末。将脂质体粉末用5％葡萄糖溶液重悬后，得到PTX/LP的脂

质体悬液。脂质体粒径为120～140nm，电位为-1mV～-3mV，紫杉醇的载药量为4.23％(wt/

wt)。

[0036] 实施例6PTX/CALP的血清稳定性考察

[0037] 取PTX/LP与PTX/CALP，置于含10％胎牛血清与10％青霉素-链霉素的PBS溶液中

(pH7.4)，37℃恒温震荡孵育。于固定时间点测量粒径，考察其血清稳定性。结果如附图2所

示，96小时内，PTX/LP和PTX/CALP在血清中的粒径均无明显变化，表明其血清稳定性良好。

[0038] 实施例7脂质体的体外释放测定

[0039] 取PTX/LP、PTX/CALP于透析袋中，以pH7.4的PBS缓冲溶液作为透析袋外液，37℃恒

温振荡。于固定时间点，取透析袋外液，HPLC测定阿霉素的含量，计算累计释放百分率。结果

如附图3所示，表明PTX/CALP具有与PTX/LP相似的缓释性质，药物泄露率低于30％。

[0040] 实施例8PTX/CALP的体外摄取考察

[0041] 取处于对数生长期的MCF-7与SK-OV-3细胞，以40000个/孔接种于24孔板，待细胞

生长至约80％汇合度时，分别加入50μg/mL的PTX以及含有50μg/mLPTX的PTX/CALP与PTX/

LP，继续孵育4小时后用4℃的PBS(pH7.4)清洗并消化，超声粉碎细胞，用有机溶剂萃取被细

胞摄取的PTX，在乙腈:水(60:40，v/v)；紫外检测波长227nm条件下HPLC检测PTX含量。考察

结果如附图4所示，PTX/CALP组中摄取细胞的百分率比PTX/LP组高出约2-3倍，比游离PTX高

出约17-20％，表明PTX/CALP更易被细胞摄取。

[0042] 实施例9PTX/CALP的体外毒性考察

[0043] 取处于对数生长期的MCF-7细胞和SK-OV-3细胞，1000个/孔接种于96孔板，37℃培

养24小时后，分别加入不同浓度的游离PTX、PTX/LP以及PTX/CALP。继续培养48小时后每孔

加入0.2mL含0.5mg/mLMTT的无血清培养液，继续孵育4小时后吸去培养液，加入0.2mLDMSO，

待溶解均匀后用酶标仪测定吸光度值(λ＝570nm)，计算细胞活力的抑制情况。考察结果如

附图5.1和5.2所示，表明了PTX/CALP较游离PTX和PTX/LP对肿瘤细胞具有更高的毒性及协

同作用。

[0044] 实施例10PTX/CALP的药动学考察
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[0045] 取SD大鼠随机分组，每组6只，分别经尾静脉注射PTX、PTX/LP与PTX/CALP，药物剂

量相当于5mgPTX/kg体重，分别于以下时间点眼部取血：PTX组的取样时间点为5min、0.25h、

0.5h、1h、2h、3h、6h、12h和24h；脂质体组的取样时间为0.5h、3h、6h、12h、24h、48h和72h。处

理血浆样品后，测定PTX的浓度。结果如附图6所示。实验表明PTX/CALP具有与PTX/LP相似的

药动学性质。相比游离药物，表现出肿瘤组织的靶向性以及体内长循环的特性。

[0046] 实施例11PTX/CALP的体内药效学考察

[0047] 取BABL/c雌性小鼠随机分组，每组8只，建立4T1原位乳腺癌模型，当肿瘤长至

100mm3时开始给药。分别经尾静脉注射PTX、PTX/LP和PTX/CALP，药物剂量相当于2mgPTX/kg

体重，每隔三天注射一次，记录肿瘤体积的变化，绘制生存曲线；结果如附图7和附图8所示，

显示PTX/CALP具有最强的肿瘤抑制效果，并显著延长荷瘤小鼠的生存期。
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图1

图2
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图3

图4
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图5

图6
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图7

图8
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