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眼镜蛇神经毒素（α-Cobrotoxin，αCT）是从中华眼镜蛇蛇

毒中分离出的一种蛋白，由 62个氨基酸通过 4个二硫键连接

组成。现代药理学研究表明，αCT主要通过中枢神经系统发挥

强大的镇痛作用，其镇痛强度比吗啡高数十倍，但无成瘾性，

尤其适用于控制癌性疼痛、神经病理性疼痛等[1-2]。但是，αCT

肌肉注射不易通过血脑屏障（Brain blood barrier，BBB），故难

以到达镇痛部位以充分发挥药效。

转铁蛋白受体（Transferrin receptor，TFR）高度表达于BBB

的脑毛细血管内皮细胞膜上，TFR的单克隆抗体OX26可通过
TFR介导内吞，透过BBB转运入脑，以OX26为靶向功能基可
以介导与其连接的载药系统入脑[3]。笔者制备了OX26修饰的
αCT 脂质体（OX26-αCT-LP），其可通过主动靶向作用，增大
αCT的入脑量。药物鼻黏膜给药除可通过体循环透过BBB进
入脑组织外，还可通过嗅神经通路及嗅黏膜上皮通路而直接
吸收入脑[4]，使药物更好地入脑发挥疗效，并且可以避免胃肠
道降解和肝脏首关效应，故本实验选择小鼠鼻黏膜滴注给药
研究OX26-αCT-LP的镇痛作用。

1 材料
1.1 仪器

Nano-ZS型粒径分析仪（英国Malvern公司）；Optima型超

转铁蛋白受体单克隆抗体OX26修饰的眼镜蛇神经毒素脂质体
的制备及其对小鼠的镇痛作用研究

肖 瑶 1＊，柳 琳 2，朱潇冉 1，杨 慧 1，张幸国 2 #（1.浙江中医药大学药学院，杭州 310053；2.浙江大学医学院附
属第一医院药剂科，杭州 310003）

中图分类号 R943；R965 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2015）13-1827-04

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2015.13.31

摘 要 目的：制备转铁蛋白受体单克隆抗体OX26修饰的眼镜蛇神经毒素（αCT）脂质体（OX26-αCT-LP），考察其理化性质、体外

释放行为，并研究其镇痛作用。方法：采用薄膜分散-挤出法制备αCT-LP，巯基化后的OX26再与脂质体相连制得OX26-αCT-LP。

考察所制脂质体的形态、粒径、Zeta电位；采用透析袋法考察OX26-αCT-LP和αCT-LP在pH 7.4的磷酸盐缓冲液中60 h内的释放特

性；采用小鼠热板法考察鼻黏膜滴注生理盐水、αCT原料药、αCT-LP和OX26-αCT-LP对小鼠舔后足反应潜伏期的影响。结果：所

制OX26-αCT-LP形态呈球形，均匀圆整，平均粒径为（106.3±5.36）nm，Zeta电位为（－23.17±1.14）mV，药物包封率为（56.82±

1.18）％；OX26-αCT-LP 和αCT-LP 的体外释药行为均符合 Weibull 方程（r＝0.986 7、0.981 0）；与生理盐水比较，αCT-LP 和 OX26-

αCT-LP给药后60～480 min内能明显延长小鼠舔后足反应的潜伏期（P＜0.01或P＜0.05），且OX26-αCT-LP效果强于αCT-LP（P＜

0.01）。结论：成功制得对小鼠有一定镇痛作用的OX26-αCT-LP。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare the α-cobrotoxin（αCT）loaded liposome modified with transferrin receptor monoclonal an-

tibody OX26（OX26-αCT-LP），detect the physicochemical properties and release feature in vitro and study the analgesic effects.

METHODS：Film dispersion-extrusion was conducted to prepare the αCT-LP and OX26-αCT-LP was prepared by thiolated OX26

and liposomes. The morphology，particle size and Zeta potential were determined；dialysis bag method was used to determine the

release characteristics of OX26-αCT-LP and αCT-LP in pH 7.4 phosphate buffer solution within 60 h；mice hot plate method was

used to determine the effects of infusion saline of nasal mucosa，αCT raw material medicine，αCT-LP and OX26-αCT-LP on the in-

cubation period of the response of mice licking hind foot. RESULTS：The prepared OX26-αCT-LP was spherical，uniform and com-

plete，with the average particle size of（106.3±5.36）nm，the Zeta potential of（－23.17±1.14）mV and the encapsulation efficien-

cy of（56.82±1.18）％. The releases in vitro of OX26-αCT-LP and αCT-LP were all conformed to Weibull equation（r＝0.986 7，

0.981 0）. Compared with normal saline，αCT-LP and OX26-αCT-LP administration could obviously prolong the incubation period

of the response of mice licking hind foot within 60-480 min（P＜0.01 or P＜0.05）and OX26-αCT-LP was better than αCT-LP（P＜

0.01）. CONCLUSIONS：OX26-αCT-LP that has analgesic effect on mice is successfully prepared.
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速低温离心机（美国 Beckman 公司）；pH 酸度计（瑞士 Met-

tler-Toledo公司）；RF-5301PC型荧光分光光度计（日本Shimad-

zu 公司）；TGL-16B 型高速台式离心机（上海安亭科学仪器

厂）。

1.2 药品与试剂

αCT 原料药（云南龙凤谷生物药业有限公司，批号：

2014-3-10，纯度：97％，相对分子质量：6 930）；异硫氰酸荧光素

标记的αCT（FITC-αCT，浙江中医药大学中药制剂实验室自

制，批号：2014-5-24）；蛋黄卵磷脂（EPC）、二硬脂酰磷脂酰乙

醇胺-聚乙二醇（DSPE-PEG2000）、二硬脂酰磷脂酰乙醇胺-聚

乙二醇-马来酰亚胺（DSPE-PEG2000-MAL）、胆固醇（上海艾

韦特医药科技有限公司）；OX26（英国 AbDSerotec 公司）；10

nm胶体金标记羊抗小鼠免疫球蛋白G（IgG）、2-亚氨基硫烷盐

酸盐（美国Sigma公司）。

1.3 动物

ICR小鼠，♀，体质量（20±2）g，由浙江省实验动物中心

提供，使用许可证号为SCXK（浙）2014-0001。

2 方法与结果
2.1 OX26-αCT-LP的制备

采用薄膜分散-挤出法，按摩尔比 3 ∶ 2 ∶ 0.04 ∶ 0.002精密称

取 EPC、胆固醇、DSPE-PEG2000、DSPE-PEG2000-MAL，加 4

ml氯仿-甲醇（2 ∶1，V/V）使充分溶解，置入圆底烧瓶中，于45 ℃

恒温水浴中减压旋转蒸发去除有机溶剂，形成均匀薄膜，加入

0.5 g/L 的FITC-αCT 100 μl，然后加入 6 ml pH 7.4的磷酸盐缓

冲液（PBS）至圆底烧瓶中，旋转洗膜1 h，使脂质膜充分溶胀水

化，得到脂质体混悬液，连续依次通过100 nm、50 nm聚碳酸酯

膜各2次，即得αCT-LP。

采用 2-亚氨基硫烷盐酸盐巯基化OX26。用马来酰亚胺

法将巯基化的OX26与脂质体相连，即将αCT-LP与巯基化的

OX26按马来酰亚胺基-巯基（3 ∶1，物质的量之比）混合，避光磁

力低速搅拌反应 8 h，反应后的溶液过Sepharose CL-4B 柱（20

cm×1.5 cm）除去未结合的OX26，洗脱液为0.01 mol/L PBS，收

集脂质体混悬液，即得OX26-αCT-LP。

2.2 FITC-αCT含量测定方法的建立

2.2.1 测定条件 采用荧光分光光度法测定 FITC-αCT的荧

光强度[5]。选择激发波长λex为492 nm，发射波长λem为525 nm。

2.2.2 标准曲线的绘制 精密量取FITC-αCT溶液适量，置于

10 ml量瓶中，加蒸馏水定容，稀释成0.019 5、0.039 1、0.078 1、

0.156 3、0.312 5、0.625、1.25、2.5 μg/ml 的系列标准液，荧光分

光光度法测定荧光强度（F）。以F对质量浓度（c）进行线性回

归，得回归方程为 F＝323.39c+7.173 8（r＝0.999 9）。结果表

明，FITC-αCT在0.019 5～2.5 μg/ml质量浓度范围内与其荧光

强度呈良好的线性关系。

2.2.3 精密度试验 制备质量浓度分别为 0.2、1.0、2.0 μg/ml

的 FITC-αCT 溶液，每个浓度测定 6次，连续测定 6 d，考察日

内、日间精密度。结果日内、日间RSD均小于2％（n＝6）。

2.2.4 回收率试验 取已知浓度的同一供试品，分别加入质

量浓度分别为 0.2、1.0、2.0 μg/ml的FITC-αCT溶液，每个浓度

连续测定3次，计算回收率。结果平均回收率分别为97.63％、

97.80％、96.98％，RSD分别为1.21％、1.08％、0.95％（n＝3）。

2.2.5 稳定性考察 移取FITC-αCT溶液，分别于 0、4、8、12、

16、24 h测定其荧光强度。结果24 h内FITC-αCT荧光强度的

RSD为1.89％（n＝6）。

2.3 OX26-αCT-LP的理化性质考察

2.3.1 形态观察 所制得的OX26-αCT-LP为半透明有蓝色乳

光的混悬液。取适量OX26-αCT-LP混悬液滴于铜网上，2.0％

（m/V，pH 7.0）磷钨酸溶液负染3 min，自然挥干，用透射电镜观

察。结果可见多数粒子形态圆整，为球形或近球形，详见图1（A）。

2.3.2 粒度和Zeta电位测定 取适量超纯水稀释OX26-αCT-

LP，用 Nano-ZS 型粒径分析仪测定其粒径、多分散系数以及

Zeta 电位。结果 OX26-αCT-LP 的平均粒径为（106.3±5.36）

nm，多分散系数为 0.094±0.006，Zeta电位为（－23.17±1.14）

mV。

2.3.3 包封率测定 采用超滤离心法，精密量取 OX26-αCT-

LP适量加入超滤离心管（30 kD）中离心超滤（15 093×g），将脂

质体与未包封的游离药物分离。通过测定游离药物的荧光强

度代入回归方程，求得游离药物质量浓度 c 游；按投料量计算

OX26-αCT- LP中总药物质量浓度 c 总；按公式计算包封率，包

封率（％）＝（1－c 游/c 总）×100％。结果OX26-αCT-LP的包封率

为（56.82±1.18）％。

2.3.4 表面共价连接OX26的鉴定[6] 采用免疫胶体金染色透

射电镜，将OX26-αCT-LP（含10～30 μg）与未稀释的胶体金标

记羊抗小鼠 IgG（5×1011～15×1011个金微粒）溶液于 37 ℃孵育

1 h，孵育液为 0.018 mol/L的Tris缓冲液（pH 8.0，含 0.5％牛血

清白蛋白和 12％甘油），过 Sepharose CL-4B 柱除去未结合的

胶体金标记羊抗小鼠 IgG，收集脂质体混悬液，2％磷钨酸负染

后，透射电镜观察。结果显示，OX26-αCT-LP与胶体金标记羊

抗小鼠 IgG孵育后表面标记有黑色的胶体金微粒，证实该脂质

体表面连有 OX26，且 OX26仍保持免疫活性，透射电镜图见

图1（B）。

2.4 体外释药特性研究

采用透析袋法对脂质体的释药特性进行研究。精密量取

OX26-αCT-LP和αCT-LP各 2.0 ml至透析袋中，两端夹紧后置

于 150 ml pH 7.4的PBS中，于 37 ℃恒温水浴振荡（75 r/min），

分别在 0、1、2、4、6、8、12、24、48、60 h 取样，同时补加等量介

质。所取样品参照“2.2”项下的方法测定荧光强度，计算药物

累积释放度，绘制累积释药曲线，见图2。

由图 2可知，OX26-αCT-LP和αCT-LP的释药行为主要分

为突释和缓释两相，前 6 h 属于突释阶段，OX26-αCT-LP 和

图1 OX26-αCT-LP的透射电镜图
A. OX26-αCT-LP（×150 000）；B.胶体金标记后的 OX26-αCT-LP（×

50 000）

Fig 1 TEM photograph of OX26-αCT-LP
A. OX26-αCT-LP（×150 000）；B. OX26-αCT-LP labeled with colloidal

gold（×50 000）

A B
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αCT-LP 在 6 h 内累积释放度均不足 50％。OX26-αCT-LP 和

αCT-LP的释药情况无明显差异，说明OX26的修饰不影响脂

质体体外释药。分别用零级动力学方程、一级动力学方程、Hi-

guchi方程和Weibull方程对OX26-αCT-LP和αCT-LP在pH 7.4

的PBS中的体外释药动力学进行拟合，结果释药行为均符合

Weibull 方程，拟合方程分别为 lnln[1/（1－Q）]＝0.534 5lnt－

1.452（r＝0.986 7）及 lnln[1/（1－Q）]＝0.517lnt－1.308 9（r＝

0.981 0）。

2.5 药效学研究

小鼠热板法参照药理实验方法学[7]。实验前测定小鼠舔

后足反应的潜伏期，筛选出舔后足反应的潜伏期在5～30 s的

小鼠40只。将小鼠随机分为正常对照组、αCT原料药组、αCT-

LP组和OX26-αCT-LP组，每组10只。正常对照组小鼠鼻黏膜

滴注等容积的生理盐水，其余各组按20 μg/kg αCT鼻黏膜滴注

相应的药物。实验时，将小鼠放在已加热到（55.0±0.5）℃的

热板上，记录小鼠舔后足反应的潜伏期。在给药前，每隔5 min

连续记录3次舔后足反应的潜伏期，取平均值。给药后15、30、

45、60、120、180、240、300、360、480 min分别记录小鼠舔后足反

应的潜伏期。采用 SPSS 16.0软件处理，各组数据以x±s 表

示，样本比较采用 t检验，P＜0.05为差异有统计学意义。各组

小鼠舔后足反应潜伏期比较见表1。

由表 1显示，与正常对照组比较，αCT原料药组小鼠仅给

药后 60、120 min 时舔后足反应潜伏期延长，αCT-LP 组、

表1 各组小鼠舔后足反应潜伏期比较（x±±s，n＝10，s）

Tab 1 Comparison of the incubation period of the response of mice licking hind foot in all groups（x±±s，n＝10，s）

组别

正常对照组
αCT原料药组
αCT-LP组
OX26-αCT-LP组

给药后不同时间
0 min

12.89±3.24

13.07±1.87

12.47±2.17

12.83±2.32

15 min

13.04±3.81

13.68±2.23

13.28±2.31

14.30±1.77

30 min

13.09±1.27

14.62±2.95

14.71±2.14

14.79±2.07

45 min

12.87±1.71

15.56±3.68

14.64±2.33

15.04±2.86

60 min

13.34±2.27

16.49±3.98＊

17.68±3.33＊

18.15±2.20＊＊

120 min

13.40±2.16

16.95±3.65＊

19.05±3.09＊＊

20.34±1.97＊＊

180 min

12.91±3.35

16.32±3.80

20.22±3.71＊＊

22.04±2.10＊＊

240 min

13.21±2.71

16.12±3.62

19.82±4.32＊＊

24.98±3.12＊＊#

300 min

13.08±2.52

15.53±2.73

19.33±3.88＊＊

25.25±2.55＊＊#

360 min

13.23±3.29

15.01±3.50

17.71±2.57＊＊

21.93±2.57＊＊#

480 min

13.43±3.83

15.32±1.97

16.92±2.92＊

19.33±2.33＊＊

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与αCT-LP组比较，#P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. αCT-LP group，#P＜0.01

图2 αCT-LP和OX26-αCT-LP的体外释药曲线

Fig 2 Release curves in vitro of αCT-LP and OX26-αCT-LP
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OX26-αCT-LP组小鼠给药后 60～480 min内舔后足反应潜伏

期均延长，差异均有统计学意义（P＜0.01或 P＜0.05）。与

αCT-LP组比较，OX26-αCT-LP组小鼠给药后 240～360 min的

舔后足反应潜伏期延长，差异有统计学意义（P＜0.01）。以上

结果表明，OX26-αCT-LP 在一定时间范围内镇痛作用强于

αCT-LP。

3 讨论
脑内靶向递药系统的研究为药物的脑内传递带来新的希

望，其中尤以通过受体介导转运入脑的微粒递药系统的研究

最为成功，代表性的研究为OX26介导入脑的空间稳定免疫脂

质体[8]。本文的研究结果初步表明，通过耦联抗体OX26可以

介导脂质体携载药物入脑发挥疗效，其具有诸多优点，但也存

在某些不足，如载药系统脂质体以液体剂型存在时，其体内外

稳定性相对较差[9]。本实验已成功制备OX26-αCT-LP混悬液，

有文献报道，选择适宜的冻干保护剂将脂质体制成冻干制剂

可以显著提高其贮存稳定性[10-11]。所以今后考虑将OX26-αCT-

LP制成冻干脂质体，以期提高制剂的长期贮存稳定性。

将 OX26与纳米粒或脂质体相连多采用马来酰亚胺法。

该法利用脂质体表面含有的马来酰亚胺基功能团能够与蛋白

的巯基相连的特点实现脂质体与 OX26相连。马来酰亚胺法

反应条件温和可控，得到脂质体或纳米粒表面连接的OX26可

以保持其生物活性，但蛋白连接效率不高，仅为 10％。由于

OX26试剂昂贵，有必要进一步优化试验，提高其与脂质体的

连接效率。采用马来酰亚胺法将蛋白与脂质体连接，连接效

率可随PEG链长的增加而增加。因此今后的试验可考虑优化

PEG链长以提高OX26与脂质体的连接效率，从而增大其介导

的药物载体入脑量。

本次镇痛作用研究结果表明，耦联抗体OX26的脂质体鼻

黏膜给药后镇痛效果要显著高于未经 OX26修饰的脂质体。

这提示OX26修饰后αCT-LP与BBB上的转铁蛋白受体结合，

易透过BBB，从而发挥更好的镇痛药效。OX26免疫脂质体有

望成为无法通过BBB的中枢性药物的高效载体，OX26-αCT-

LP的成功制备为αCT脑靶向制剂的开发及临床应用奠定了基

础，同时为蛋白多肽类药物鼻黏膜给药系统的开发提供了重

要的理论依据和实验参考。
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碘化钾在临床上主要用于补碘、祛痰、防治单纯性甲状腺

肿及甲状腺功能亢进症手术前准备等。近年来碘化钾在临床

应用不断扩大，广泛用于皮肤科、眼科、关节炎、铅性肾病及乳

腺增生等疾病的治疗，取得了满意效果[1]。碘化钾是极易溶于

水的无机盐，具有引湿性，在空气中易氧化，有光敏性及湿不

稳定性[2]。其溶液剂和普通片剂由于药物溶出快、黏膜刺激性

碘化钾微乳的制备及其体外透皮吸收作用考察

易 蕾＊，赵 瑛（武汉科技大学附属天佑医院，武汉 430064）
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摘 要 目的：制备碘化钾微乳并考察其透皮吸收的效果。方法：以伪三元相图为基础，依据微乳区域大小，确定微乳的油相、乳

化剂、助乳化剂和后二者的比例（Km），初步筛选微乳处方；采用改进的Franz扩散池和离体小鼠皮肤进行体外经皮渗透试验，比较

所制5％、10％碘化钾微乳与5％碘化钾溶液单位面积的累积渗透量（Qn），并对微乳进行加速稳定性试验。结果：碘化钾微乳的最

优处方为碘化钾10％（m/V）、水23％、混合乳化剂（月桂山梨坦-乙醇Km值为1 ∶ 1）61.6％、油相（丙二醇单辛酸酯）15.4％；所制微乳

的渗透过程符合一级速率方程，3种样品的Q24 h分别为（5.40±0.28）、（8.75±0.42）、（2.12±0.20）mg/cm2；40 ℃下贮存4周后所制

微乳与贮存前比较pH、含量、外观均未见明显变化。结论：成功制得具有透皮吸收作用的碘化钾微乳。

关键词 碘化钾微乳；透皮吸收；制备；质量评价

Study on the Preparation of KI Microemulsion and Its Percutaneous Absorption in vitro

YI Lei，ZHAO Ying（Tianyou Hospital Affiliated to Wuhan University of Science and Technology，Wuhan

430064，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare KI microemulsion and study its percutaneous absorption in vitro. METHODS：Based on

the pseudo-ternary phase diagram and according to the area of microemulsion，the oil phase，emulsifier，co-emulsifier and the ratio

of the latter two（Km value）were determined and the microemulsion formulation was preliminary screened. Improved Franz diffu-

sion cell and isolated mice skin were used for the percutaneous penetration test in vitro，and the cumulative penetration amount

（Qn）of unit area in prepared 5％ and 10％ KI microemulsion and 5％ KI solution was compared. Accelerated stability test was

used for microemulsion. RESULTS：The optimal formulation of KI microemulsion was KI 10％（m/V），water 23％，mix-emulsifi-

er（laurel sorbitan-ethanol，Km＝1 ∶ 1）61.6％ and oil phase（propylene glycol monocaprylate）15.4％ . The permeation process of

microemulsion was in line with the first-order rate equation and the Q24 h of 3 kinds of samples were respectively（5.40±0.28），

（8.75±0.42），（2.12±0.20）mg/cm2. There were no obvious changes of pH，content and appearance of microemulsion after 4

weeks storing in 40 ℃ and before storing. CONCLUSIONS：The KI microemulsion with permeation effects is successfully prepared.

KEYWORDS KI microemulsion；Percutaneous absorption；Preparation；Quality evaluation
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