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三磷酸腺苷二钠脂质体的制备及其对心肌缺血小鼠 
组织能量状态的影响 

皮凤梅, 屠锡德*, 吴  悦 

(中国药科大学, 江苏 南京 210009) 

摘要: 采用离子对复合物方法制备三磷酸腺苷二钠 (ATP-2Na) 脂质体以提高包封率, 并考察其对心肌缺血

小鼠组织能量状态的影响。ATP-2Na 与十六烷基三甲基溴化铵 (hexadecyl trimethyl ammonium bromide, HTAB)

形成离子对复合物后用乙醇注入法制备脂质体, 测定载药脂质体的粒径、表面电位等理化参数; 以 ATP-2Na 溶

液为对照, 测定给药后心肌缺血小鼠血液及各组织中 ATP 浓度, 评价脂质体对提高心肌缺血小鼠组织能量状态  

的作用。结果表明, ATP-2Na 脂质体的平均粒径为 (144.0 ± 2.7) nm, 表面电位为 (+16.2 ± 1.6) mV, 包封率为 

(85.02 ± 2.31)%, 体外释药遵循 Weibull 方程。ATP-2Na 脂质体与 ATP-2Na 溶液相比显著地提高了心肌缺血小鼠

血液中的 ATP 浓度; ATP-2Na 脂质体与生理盐水相比显著提高了缺血心肌及肝组织中的 ATP 浓度, 而游离

ATP-2Na 却无此效果。表明 ATP-2Na 脂质体对提高心肌缺血动物的组织能量状态有一定的应用价值。 
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Abstract: The aim of this study is to improve liposome encapsulation efficiency of water soluble drug 

ATP-2Na with hydrophobic ion pairing method, and evaluate its effect on tissues energy state in myocardial 
ischemia mice.  Ion pair complex of ATP-2Na with HTAB was prepared first; then the liposomes were prepared 
by ethanol injection method.  The size and zeta potential of ATP-2Na liposome were investigated.  Its effect  
on tissues energy state in myocardium ischemia mice was evaluated by detecting ATP-2Na concentration in   
tissues and blood after injection in comparison to ATP-2Na solution.  The diameters and zeta potential of 
ATP-2Na liposomes were (144.0 ± 2.7) nm and (+16.2 ± 1.6) mV, respectively.  The encapsulation efficiency 
was (85.02 ± 2.31) %.  The in vitro drug release pattern from liposomes matches with Weibull equation.  
Compared with ATP-2Na solution, ATP-2Na liposome increased the ATP concentration of blood in myocardial 
ischemic mice very significantly; compared with blank, ATP-2Na liposome increased ATP content of myocardium 
and liver in myocaridal ischemic mice significantly, but ATP-2Na solution didn’t show this effect.  ATP-2Na 
liposome might have an advantage in improving tissue energy state on myocaridal ischemic animals. 
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ATP 作为多种疾病的辅助治疗普遍应用于临床, 
外源性 ATP 不仅能增加心肌细胞内 ATP 含量, 还可

以改善缺血心肌的机械功能。但注射到体内后快速 
降解为腺苷, 疗效不是很令人满意[1]。脂质体对缺血

组织具有天然的保护作用, 因为缺血组织对微粒的

渗透性和滞留能力比正常组织高。脂质体还可以插入

或密封受损的肌细胞膜, 保护细胞免受缺血和再灌

注的损伤[2]。已有大量关于 ATP 脂质体的研究证明 
以脂质体作为 ATP 的药物传递系统, 可以提高药物

对细胞膜的通透性及提高药物在体内的稳定性, 并
提高 ATP 对心肌缺血等疾病的疗效[3−8]。但是 ATP
半衰期短, 油水分配系数低, 脂质体制剂包封率低且

容易泄漏。文献报道采用逆相蒸发法或冻融法可以 
得到分别为 36% 和 38% 的相对较高的包封率[9, 10]。

离子对是带相反电荷的离子在溶液中由于静电引力

形成的中性物质, 通常具有足够的亲脂性能溶解到

非水溶剂中。离子对的形成是由于离子最外层作用 
或分子间作用, 并没有形成化学键。形成离子对复 
合物可以不改变药物的化学结构而提高其在体内外

的亲脂性[11]。已有文献报道, 十六烷基三甲基溴化铵 
(HTAB) 与反义寡核苷酸结合形成离子对复合物后

制备复合物纳米粒, 可显著抑制寡核苷酸的酶代谢, 
并增强细胞摄取[12]。本文将 ATP-2Na 与阳离子表面

活性剂 HTAB 形成离子对复合物后, 用乙醇注入法

制备成脂质体, 显著提高了药物的包封率; 对制备的

ATP-2Na 脂质体进行了粒径分布、体外释放的考察; 
以 ATP-2Na 注射液为参照, 评价了 ATP-2Na 脂质体

对提高心肌缺血小鼠组织能量状态的作用。 
 

材料与方法 
药品与试剂  三磷酸腺苷二钠 (上海太平洋制

药厂, 原料药); 卵磷脂 (EPIKURON200, 德固赛公

司 ); 胆固醇  (广州化学试剂分公司 , 进口分装 );   
十六烷基三乙基溴化铵 (南京青北科技有限公司); 
葡聚糖凝胶  (Sephadex-G50, 台州市路桥四甲生化 
塑料厂 ); 透析袋  (上海绿鸟科技发展有限公司 , 
MWCO10000); 甲醇为色谱纯 ; 其他试剂均为分析

纯。 
主要仪器  安捷伦 8453 扫描可见紫外分光光度

计 (美国 Agilent 公司); LC-6A 型高效液相色谱仪 
(日本 Shimadzu 岛津制作所); Zetasizer 3000HS 激光

粒径仪 (英国 Malvern 公司); Labcomac 冷冻干燥机 
(美国 Labcomac 公司); ZRS-4 智能溶出仪 (天津大学

无线电厂) 等。 
动物  健康昆明种雄性小鼠, 体重 (20 ± 2) g,  

由中国药科大学实验动物中心提供。 
疏水性离子对复合物的制备  将 HTAB 用适量

蒸馏水溶解, 加入ATP-2Na搅拌形成沉淀, 离心分离

得到 ATP-HTAB 的离子对复合物。考察不同比例的

ATP-2Na 与 CTAB 在水中形成离子对复合物的收率。

测定形成沉淀后上清液的 ATP 浓度 (C1)、水的总体

积 (V1) 和加入的 ATP-2Na 总量 (M1), 计算离子对

复合物的收率 (收率＝ %100
1

111 ×
−
M

VCM
)。 

ATP-2Na 脂质体的制备  将离子对复合物与磷

脂、胆固醇和十八胺按处方比例用乙醇溶解作为有机

相; pH 7.5 磷酸盐缓冲液 (10 mmol·L−1) 加入冻干保

护剂作为水相。通过 7 号针头将有机相注入 55 ℃恒

温 1 000 r·min−1电磁搅拌的水相溶液中, 以 1∶4体积

比混合有机相与水相, 1 h 后停止搅拌; 通过 0.22 µm
纤维素微孔滤膜过滤得到 ATP-2Na 脂质体混悬液。 

脂质体粒径和表面电位的测定  用激光粒径测

定仪测定脂质体的粒径及表面电位。为了优化处方中

十八胺的含量, 测定了处方中十八胺与磷脂的质量

比分别为 0∶1, 0.045∶1 和 0.09∶1 时脂质体的表面

电位。 
脂质体包封率的测定   将葡聚糖凝胶柱 

(Sephadex G50) 用 0.05 mol·L−1 磷酸盐缓冲液 (pH 
7.5) 洗脱平衡后, 吸取脂质体样品 2.5 mL 上柱, 用
0.05 mol·L−1 磷酸盐缓冲液以 0.8 mL·min−1 流速洗脱, 
按照洗脱曲线已确定的方法收集游离药物部分, 参
考中国药典中 ATP-2Na 的含量测定 HPLC 法测定游

离部分药物浓度 (Cf); 吸取脂质体 0.25 mL 于 10 mL
量瓶中, 加入 2% 曲拉通 X-100 水溶液 4 mL, 95% 乙

醇 1 mL破乳, 再用磷酸盐缓冲液 (pH 7.5) 定容至刻

度, 测定总药物浓度 (Ct)。脂质体的包封率 = (Ct − 
Cf)/Ct×100%。 

ATP-2Na 体外释放  与人血浆等渗的 pH 7.4 磷

酸盐缓冲液作为释放介质[13], 其中含有 137 mmol·L−1 
NaCl、3 mmol·L−1 KCl、8 mmol·L−1 Na2HPO4 和      
1 mmol·L−1 KH2PO4。采用动态透析法进行脂质体混

悬液中药物的体外释放研究[14]。精密移取 1 mg·mL−1 
ATP-2Na 脂质体混悬液 4 mL 于透析袋中, 两端扎牢

后放入转篮中, 量取释放介质 100 mL 于 ZRS-4 智能

溶出仪的小杯中, 在 37 ℃、转速 100 r·min−1 下, 分
别于 0、0.5、1、2、3、5、7、9、16、20 和 24 h 取
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样测定介质中 ATP 浓度, 计算累计释放百分率。同 
时取 ATP-2Na 的磷酸盐溶液 4 mL 于透析袋中, 于 0、
0.25、0.5、1、1.5、2、3、4、5、6 和 7 h 取样测定

药物浓度, 计算 ATP-2Na 溶液在各时间点的累积释

放百分率作为对比。然后用 SPSS11.5 软件处理数据

并拟合释放曲线方程。 
心肌缺血小鼠组织ATP含量测定  将 18只健康

昆明种雄性小鼠随机分为 3组, 分别尾静脉注射生理

盐水 0.2 mL, ATP-2Na 注射液 (10 mg·kg−1) 和 ATP- 
2Na 脂质体注射液 (10 mg·kg−1); 给药 3 min 后, 按
20 U·kg−1 剂量腹腔注射垂体后叶素构造急性心肌缺

血小鼠模型[15]。给药 15 min[16]后摘眼球取血。处死

动物取心、肝和脑组织, 分别按下述方法处理生物样

本后, 参照中国药典 2005 版中三磷酸腺苷二钠含量

测定法 (HPLC 法) 测定各组织中的 ATP 浓度。ATP- 
2Na 在生物样品中的浓度和其被检测到的峰面积具

有较好的线性关系, 各生物样品的平均萃取回收率

均在 80%～120%内, RSD均小于 15%, 符合生物样品

分析的要求。通过 SPSS11.5 软件对测得各组织和血

液中 ATP 含量进行独立样本 t 检验比较组间均数。 
血浆样品的处理方法  血样经3 000 r·min−1离心

分离血浆, 取上清液 100 µL 至离心管中, 加入 0.42 
mol·L−1 高氯酸溶液 100 µL, 涡旋混匀以沉淀血浆蛋

白, 3 000 r·min−1 离心 10 min 后取上清液约 200 µL, 
加入 0.2 mol·L−1 NaOH 溶液 80 µL 使上清液的 pH 至

7.5, 4 ℃ 10 000 r·min−1 离心 10 min 后弃上清液, 
HPLC 法测定血浆中药物浓度。 

组织样品的处理方法  用生理盐水冲洗小鼠组

织后用吸水纸擦干。取适量组织精确称重于匀浆器 
中, 加入 0.66 mol·L−1 高氯酸 1 mL, 匀浆, 转移匀  
浆液至离心管中, 3 000 r·min−1 离心 10 min 后取上清

液 100 µL, 加入 0.2 mol·L−1 NaOH 溶液 40 µL 混匀, 
10 000 r·min−1 离心 10 min 后再取上清液进样[17], 
HPLC 法测定各组织中 ATP 的浓度。 
 

结果 
1  离子对复合物的组成 

本文比较了不同的 ATP-2Na 与 HTAB 组成比例

对 ATP-2Na 的收率及脂质体包封率的影响, 结果如

图 1 所示。增加 HTAB 的比例可以提高最终制得脂

质体的 ATP 得率和脂质体的包封率 , 但高浓度的

HTAB对于脂质体的形成不利, 故选择了ATP-2Na与
HTAB 的比例 1∶1 进行下一步研究。 

 
Figure 1  Effect of ATP∶HTAB (hexadecyl trimethyl ammonium 
bromide) ratio on liposome encapsulation efficiency (EE) and 
ATP-2Na yield 

 
2  脂质体处方筛选及优化 
2.1  十八胺与表面电位   固定处方中胆固醇的用 
量, 当十八胺与磷脂的重量比分别为 0∶1、0.045∶1
和 0.09∶1 时, 脂质体的表面电位分别为 (1.6 ± 0.3)、
(16.2 ± 1.6) 和 (20.0 ± 1.9) mV。考虑到十八胺的安

全性, 选择了十八胺与磷脂比例 0.045∶1 为最终处

方。 
2.2  正交实验设计优化脂质体的基本处方  在预实

验的基础上, 选择药脂比、磷脂与胆固醇比例及水相

磷酸盐缓冲液的浓度为影响脂质体包封率的 3 个主

要因素, 因素 4 作为误差项, 采用 4 因素 3 水平正交

试验表 (表 1) 优化处方。以脂质体的包封率为指标

应用正交实验设计进行了处方优化试验 (表 2)。由 
表 2 可知, 由各因素对应的 K1、K2 和 K3 值推断得到

的理论最佳处方为 A3B1C1。将上述结果进行方差分

析, 均方差与误差项相比进行 F 检验, 结果显示: 处
方中药脂比、磷脂与胆固醇的比例对脂质体包封率 
均无显著影响; 磷酸盐缓冲液浓度对脂质体包封率

影响显著。极差分析结果显示降低磷酸盐缓冲液浓 
度可以提高脂质体包封率。最佳处方为药物、磷脂和

胆固醇重量比为 0.135∶2.7∶1, 磷酸盐缓冲液浓度

为 10 mmol·L−1。按照上述方法制备脂质体, 测得该

处方 ATP-2Na 脂质体包封率为 (85.02 ± 2.31)%。 
 
Table 1  Factors and levels of orthogonal design.  A: Drug: 
phosphatidylcholine (weight ratio); B: Phosphatidylcholine:  
cholesterol (weight ratio), C: Concentration of phosphate buffer 
(mmol·L−1) 

 Level  
Factor 

1 2 3 

A 1∶10 1∶15 1∶20 

B 2.7∶1  3.7∶1  4.7∶1  

C /mmol·L−1 15 25 35 
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Table 2  Results of orthogonal design.  EE: Encapsulation 
efficiency; K1, K2 and K3 are the average scores of level 1, level 2 
and level 3 for the different factors; R is the range among the 
average sum scores of level 1, level 2 and level 3 for the different 
factors.  F is the F test value of analysis of variance among factors 

Factor 
No 

A B C D 
Result 
EE/% 

1 1 1 1 1 63.7 

2 1 2 2 2 42.5 

3 1 3 3 3 28.8 

4 2 1 2 3 50.7 

5 2 2 3 1 30.5 

6 2 3 1 2 50.8 

7 3 1 3 2 52.0 

8 3 2 1 3 58.5 

9 3 3 2 1 62.2 

K1 45.0 55.5 57.7 52.1  

K2 44.0 43.8 51.8 48.4  

K3 57.6 47.3 37.1 46.0  

R 13.6 11.6 20.6  6.1  

F  6.9  4.3 13.5 −  

 
3  脂质体的表面电位与粒径 

测得由最佳处方制得的 ATP-2Na 脂质体的表面

电位为 (+16.2 ± 1.6) mV, 粒径分布如图 2 所示。平

均粒径 144 nm, 多分散指数 0.198。 
 

 
Figure 2  Particle size distribution for ATP-2Na liposome 

 
4  脂质体的体外释放 

ATP-2Na 溶液及脂质体的体外释放曲线如图 3
所示。ATP-2Na 溶液通过半透膜 7 h 左右达到平衡, 
累积释放度为 (100.07 ± 1.13)%; 表明带负电荷的硝

酸纤维素膜对 ATP-2Na 没有截留, 但对药物扩散有

一定的阻碍作用。而脂质体混悬液释放 10 h 左右达

到平衡, 24 h 后累积释放度为 (20.76 ± 0.34)%。表明

脂质体对药物有一定的缓释作用, 同时也说明脂质

体对药物包封稳定, 可充分发挥其载体作用而在体

内释药。推测 24 h 后释药不完全是因为包封于脂质

体中的离子对复合物已与释放介质中游离态 ATP 形

成了解离平衡状态。虽然该体外释药动力学实验不完

全成功, 但在一定程度上揭示了 ATP-2Na 脂质体的

缓释特征, 有待进一步研究。 
 

 
Figure 3  ATP-2Na solution and liposomes release from dialysis 
bag in pH 7.4 PBS.  Q: Cumulative release ratio of ATP-2Na 

 
以一级动力学、Higuchi 方程、Niebergull 平方根

定律、Hixson-Crowell 立方根定律及 Weibull 方程分

别对在动态透析及反相透析实验中释药的累积释放

百分率 (Q) 对时间 (t) 进行拟合。结果表明, ATP-2Na
溶液中药物的释放曲线用 Higuchi 方程拟合相关性较

好, 拟合方程为Q = 0.378 7t1/2 − 0.007 1, 而ATP-2Na
脂质体中药物的释放以 Weibull 方程拟合相关性较好, 
拟合方程为 ln[1/(1−Q)] = 0.051 8 lnt + 0.073 5。 
5  ATP-2Na 脂质体对心肌缺血小鼠组织的保护作

用 
给药后15 min心肌缺血模型小鼠体内各组织ATP

含量测定结果如表 3 所示。结果显示, 与空白组比较, 
ATP-2Na 脂质体显著增加了心肌缺血小鼠血液中 ATP
浓度 (P < 0.001)、心肌及肝组织的 ATP 浓度 (P < 

0.05); 与 ATP-2Na 溶液组相比, ATP-2Na 脂质体显著

增加了心肌缺血小鼠血液中的 ATP 浓度 (P < 0.001)。 
 

讨论 
本文应用 ATP-2Na 与 HTAB 形成疏水性离子对

复合物的方法提高了亲水性药物 ATP-2Na 脂质体的

包封率 (85.02 ± 2.31)%。离子对的形成是由于离子最

外层作用或者分子间作用, 并没有形成化学键。形成

的离子对复合物不改变药物的化学结构而提高其在

体内外的亲脂性[11]。ATP-2Na 在生理条件下带负电

荷, 在水中易溶, 乙醇中不溶; 与 HTAB 形成离子对

复合物后在水中不溶, 乙醇中易溶, 故推断脂质体制

备过程中有机相的 ATP-HTAB 离子对复合物主要以 
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Table 3  ATP content of tissue at 15 min in myocardial ischemic mice (n = 6).  *P < 0.05, ***P < 0.001 vs Blank; ∆∆∆P < 0.001 vs 
ATP-2Na injection 

Sample Blood/μg·mL−1 Myocardium/mg·g−1 Liver/mg·g−1 Brain/mg·g−1 

Blank 10.21 ± 0.00 0.66 ± 0.15 0.15 ± 0.05 0.18 ± 0.07 

ATP-2Na injection 10.28 ± 0.18 0.70 ± 0.15 0.17 ± 0.04 0.20 ± 0.05 

ATP-2Na liposome 38.42 ± 14.96***∆∆∆ 0.83 ± 0.12* 0.22 ± 0.04* 0.21 ± 0.03 

 
非解离状态存在。 

粒径分析的结果显示乙醇注入法制备的脂质体

粒径分布窄, 较均匀, 且工艺简单易行。文献[18]报道, 
粒径 100 nm 左右带负电荷的脂质体能够靶向缺血 
脑组织, 带正电荷脂质体能够靶向缺血心肌组织。

ATP-2Na 脂质体的表面电位为 (+16.2 ± 1.6) mV, 预
示该脂质体可能会对缺血心肌有一定的靶向性。 

体外释放实验显示 , 离子对复合物法制备的

ATP-2Na 脂质体具有一定的缓释特征, 对小鼠心肌

缺血组织能量状态影响的研究结果显示, ATP-2Na 脂

质体与游离 ATP-2Na 溶液相比能显著增加血液中的

ATP 浓度; 与空白相比显著增加了缺血心肌及肝组

织中的 ATP 浓度, 而游离 ATP-2Na 溶液无此效果。

研究报道[15], 提高缺血组织 ATP 含量可以加快组织

功能恢复, ATP-2Na 脂质体在缺血组织功能恢复方面

可能会有良好的应用前景。在治疗早期动脉粥样硬

化、用于器官移植维持移植器官的能量状态以提高移

植的成活率[2]等方面, ATP-2Na 脂质体可能也有良好

的应用前景。 
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