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摘要 本文以国内外脂质体包裹血红蛋白的研究为基础,介绍了脂质体包裹血红蛋白的主要制备方法,并对

其质量影响因素进行了简要地综述。
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由于临床急救输血大量需求与血源短缺的矛

盾,以及输血过程中烦琐费时的操作、可能发生的不

良反应和某些传染性疾病 (如乙型肝炎、艾滋病 )的

传播, 为此, 寻找安全有效的血液代用品成为医学研

究的热点之一。目前, 临床常用的主要血液代用品

是血浆扩容药, 如右旋糖酐、706代血浆等, 它们虽

有血浆扩容和维持血液动力学的作用, 但本身无携

氧能力。为了寻找具有携氧能力的血液代用品,人

们尝试利用血红蛋白 ( hemog lobin, Hb)作为氧载体,

用于动物急性缺血试验,但研究发现,天然血红蛋白

四聚体在体内易裂解成二聚体,携氧量低,半衰期短

(不超过 4 h ), 且有肾毒性。为解决天然 H b的缺

陷,人们采用两种方法:一种是修饰血红蛋白 ( mod i

fied hemog lob in) , 其又可分为内交联 Hb, 多聚 Hb,

高分子化合物共轭 Hb,这类产品已开发到临床试验

III期,有的已在个别国家上市。另一种是脂质体包

裹血 红 蛋 白 ( liposome encapsulated hemoglob in,

LEH ), 目前只处于动物试验研究阶段
[ 1]
。由于

LEH不仅具有细胞膜结构, 能有效地保护 Hb和控

制 Hb的释放, 而且可以包裹 H b外的红细胞辅助酶

系统和偶联物,更接近天然红细胞,从而能更好发挥

调节携氧和释氧能力,进一步提高稳定性,延长半衰

期,降低副作用。因此已成为人工血液代用品的研

究重点
[ 2, 4]
。本文就 LEH主要制备方法和其质量影

响因素等方面进行综述。

1 LEH的制备方法

目前,关于 LEH的制备方法已进行了大量的研

究,其中超声处理、表面活性剂透析、逆相蒸发等可

导致 Hb变性, 冻融法可使 Hb泄漏,因此,研究试验

中使用较多的是微射流法、挤压法、注入法、脱水 -

再水化法等方法,其中前两者应用范围较为广泛。

1. 1 微射流法 ( m icrofluidization) 微射流法是常

用的制备方法。Rudolph等人
[ 5]
报道, 将双硬脂酰

卵磷脂,双肉豆蔻酰磷脂酰甘油,胆固醇和维生素 E

按 10 9 0. 9 0. 1摩尔比溶解于氯仿,将溶液置

于烧瓶中,真空状态挥发溶剂,使脂质在烧瓶壁上成

膜, 将干膜用去离子注射用水水化后, 冷冻干燥成

粉, 再与无基质的血红蛋白溶液充分混合,在微射流

仪 (m icrof lu id izer)的高速剪切力作用下形成大单室

脂质体,用聚砜膜透析器滤过未包裹的 H b,包裹的

Hb用磷酸缓冲溶液冲洗,即得。该法优点是, Hb不

与有机溶剂接触,不易变性; 制得的 LEH粒径分布

较均匀,多在 0. 2~ 0. 5 m之间;制备 LEH的速度

快, 可进行大规模生产, 是目前较常用的 LEH制备

技术。主要缺点是,要获得较理想的粒径需反复微

流化,这容易导致 Hb破碎, 且包裹率也不高, 仅为

20% ~ 25%。

1. 2 挤压法 ( extrusion) 挤压法也是常用的制备

方法。Sou等
[ 6 ]
报道,将 1, 2双棕榈酰 甘油 3磷酸

卵磷脂 ( DPPC ), 胆固醇, 1, 5双棕榈酰 1谷氨酸 N

琥珀酸 ( DPEA ), 1, 2双硬脂酰 甘油 3磷酸乙醇胺

N [甲氧基 聚乙二醇 ( 5000) ] ( PEG DSPE )按 5 5

1 0. 033摩尔比在 N aOH 溶液 ( 7. 6 mM )中水

化, 得到多分散相多层的小囊泡分散体系 (粒径分

布 50 nm~ 30 m ) ,通过冻融法使多分散相的小囊

泡转化为粒径范围相对较窄的平均约为 500 nm的

小囊泡,再冷冻干燥,所得冻干粉加入到含有 Hb的

溶液中,通过膜过滤器挤压渗透, 即可得到粒径为

250  20 nm的 LEH 溶液。该方法中, 冻融后的小

囊泡通过膜过滤器挤压渗透速率是简单水化后小囊

泡的 30倍。在挤压过程中 Hb被小囊泡包裹而形

成 LEH。A rif in等
[ 7]
以摩尔比为 10 9 1的双肉

豆蔻酰磷脂酰胆碱、胆固醇、双肉豆蔻酰磷脂酰甘油
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为材料,通过挤压法制备脂质体, 考察不同膜孔对

LEH的粒径分布的影响, 结果表明, 通过 400 nm膜

孔制得的 LEH粒径小于膜孔, 通过 200 nm膜孔制

得的 LEH粒径接近于膜孔, 而通过 100、80、50 nm

膜孔制得的 LEH粒径大于膜孔。该法主要优点是,

可以根据膜孔大小来制备所需的 LEH, 制得的单层

脂质体的比例也增多, 而且脂质体分布趋于均一。

此外, 该法的包裹率较高, 在磷酸盐缓冲溶液中可达

70%
[ 7]
。缺点是,该法制备中的膜渗透速度相对较

慢,可减压抽滤或加压挤出。

1. 3 注入法 ( in ject ion) 李立新等
[ 8]
报道, 将卵

磷脂和聚乳酸溶于乙醇和丙酮溶液中, 每次抽取

3mL采用注入法 (注射器 +磁力搅拌 ), 在 4! 、氮

气情况下以 50 L /m in滴入到待包裹的无基质血红

蛋白 ( SFHb)溶液 ( 10mL SFHb加 4mL红细胞保存

液,加 0. 3mL吐温 20,加 25 mg 2, 3 DPG )中, 滴入

结束后,固化 2 h后, 高速离心去除未被包裹的 Hb

上清液,再经 2~ 3遍生理盐水离心洗涤即成 LEH。

该法操作相对简单,重现性好, 但使用有机溶剂会使

Hb变性,脂质体粒度均匀度一般,包裹率不高, 本例

中仅为 27. 2%。

1. 4 脱水 再水化法 ( dehydration rehydration )

Shew等
[ 9]
将 H b和碱性磷酯酶分别用磷酸卵磷脂

包裹制成脂质体,方法是 1 2~ 1 3摩尔比的磷脂

和溶质混合于水相中,超声得混合物,在氮气下旋转

蒸发干燥成膜,膜再水化, 形成夹带溶质的多层膜的

脂质体。该法优点是无需使用有机溶剂、去污剂和

透析仪器,适合大规模生产, 但存在问题是 Hb易变

性,包裹率不高。为此, B randl等
[ 10]
采用冷冻干燥

脱水, 再水化制备 LEH, 并且选择冷冻保护剂来保

护 Hb在冷冻干燥和水化过程中不受影响, 不仅解

决了 Hb变性的问题,而且提高了包裹率,延长了循

环半衰期。

2 影响 LEH质量的因素

影响 LEH质量的因素较多。本文主要从 H b来

源与浓度,脂质膜组分、电性与修饰, 协同包裹物和

制备条件等方面,来探讨它们对 Hb的稳定, LEH的

携氧能力、包裹率、循环半衰期,以及在 LEH制备和

储存中的稳定性等方面的影响。

2. 1 Hb的影响

2. 1. 1 Hb的来源 Hb的来源对 LEH的制备和质

量有影响。实验研究的 Hb主要来源于过期的人血

液制品、新鲜的猪血和牛血。由于过期的人血液制

品来源有限,实验研究中多用猪血或牛血。在人 Hb

和牛 Hb性质的比较上, Sakai等报道, 采用超滤法

能去除红细胞磷脂的效率在 99. 99% ,获得的蛋白

纯度为 99. 9%,纯牛血红蛋白的浓度超过 40 g /dL;

还原型的和羰基化的牛血红蛋白的解链温度分别是

83 ! 和 87 ! , 高于人血红蛋白的解链温度 80 ! 和

78 ! ,可用巴斯德灭菌法; 牛的 LEH不需要 2, 3二

磷酸甘油酸 ( 2, 3 DGP)来调节载氧能力, LEH粒径

280 nm, 半饱和氧分压 ( P50 )为 16~ 28mmHg。与人

的 H b相比, 牛 Hb具有易纯化, 更稳定,能调节血氧

亲和力等优点。在猪血和牛血的选择应用上, John

stone等
[ 12]
研究表明, 牛红细胞不易溶血, 脆性较

低, 在体外实验牛红细胞引起的人血清反应低于猪

的红细胞。总之,牛 Hb由于其特定的理化性质和

来源丰富、易采集等优势成为异种输血最佳来源,目

前, 有关牛 Hb作为人血液代用品的研究工作已经

进入临床 ∀期试验。
2. 1. 2 LEH中的 Hb浓度 LEH 中 Hb的浓度取

决于待包裹的 Hb的初浓度,随着初浓度的升高, 脂

质体中的 Hb浓度升高,包裹率也升高, 携氧能力相

应增强。但是,实际应用中的 LEH中 Hb的浓度要

根据实际载氧量和临床要求来寻求平衡。G reen

burg等
[ 13# ]
提出研究红细胞代用品的参考标准值,

Hb浓度期望值为 7~ 14 g /dL, 半饱和氧分压 P50 >

26~ 28 mmHg。 Saka i等
[ 14]
报道, 在大鼠出血性休

克模型复苏实验中,分散于 8 g /dL人血清白蛋白中

的 3. 8 g /dL和 7. 6 g /dL的 LEH, 对出血性休克的

大鼠能迅速恢复血压,并能显著改善功能性毛细血

管的密度和组织的氧合作用。值得注意的是 3. 8 g /

dL LEH在恢复微血管的血流量方面比 7. 6 g /dL

LEH的效果更好。

2. 2 LEH脂质膜的影响

2. 2. 1 脂质膜组分 在许多文献报道中, LEH 的

脂质膜通常由 4部分组成:一是脂质,如二硬脂酰卵

磷脂、氢化大豆卵磷脂, 主要是参与形成双分子膜,

是脂质和外水相间的表面活性剂;二是胆固醇,是脂

质和内水相间的表面活性剂, 可使脂质体不受血清

脂蛋白的攻击,并可防止其他细胞的胆固醇进入脂

质体,减小脂质体对小离子的通透性;三是带负电荷

的磷脂,如双肉豆蔻酰磷脂酰甘油、磷脂酰醇、PI、

PEG PE等,主要用来防止脂质体解聚;四是作为抗

氧化剂的维生素 E, 可减少脂质在制备及贮存过程

中的脂质氧化。此 4种成分随制备方法选择不同,

组分的品种、数量和比例不同,对脂质体质量的影响

也不同。例如,在脂质的选用上, 饱和长链的脂质制

得的 LEH比不饱和的更稳定; 在胆固醇的用量上,

增加一定比例的胆固醇,可提高包裹率,而且胆固醇

含量越高, LEH降解速度越低, 内在黏度降低, 并对
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氧自由基有显著的防护效应
[ 15]

, 但是过多的胆固醇

则增加脂质双分子膜不对称而发生 Hb渗漏。

2. 2. 2 脂质膜电性 脂质体膜表面的电性能影响

脂质体的质量。如果脂质膜表面电性与药物带电相

反,则包裹率高, 稳定性好。 LEH脂质膜中一般加

入带负电荷的磷脂,目的在于改善 LEH的黏度和改

善血液流变学性能,从而提高包裹率和稳定性。邓

百龙等
[ 16]
分别对带中性电荷、阴性电荷的 LEH,利

用驻极体技术对 LEH的驻极体特性进行主动调整,

改善其表面电荷特性,从而改善血液流变学性能,且

能够有效地抑制体外血栓的形成。

2. 2. 3 脂质膜表面修饰 Ph illips
[ 17]
和 Awasthi

等
[ 18]
用 PEG对 LEH进行脂质膜表面化学修饰,主

要作用有:参与构成膜,使囊泡壁稳固; 增加脂质体

内 H b的浓度来提高携氧能力;增加 LEH的亲水性,

提高存贮稳定性;减少网状内皮系统的摄取,增加立

体位阻,延长其循环半衰期。 Ph illips等
[ 17]
在家兔

试验中发现, PEG修饰的 LEH循环半衰期达 65 h, 3

倍于无 PEG修饰的 LEH。而且, Aw asthi等
[ 18]
研究

表明, PEG 5 000比 PEG 1 900在延长 LEH 循环半

衰期和改变组织生物分布的作用更显著。在 PEG

修饰的 LEH的稳定性机制和包裹率研究上, A rifin

等
[ 19]
报道,在 PEG分子量较大 ( 2 000 Da)的 PEG

LEH中,通过 PEG与脂质共轭形成较高的双分子层

刚性结构和自发弯曲的作用来形成稳定的脂质体分

散相,可获得较高的包裹率 27% ~ 36% ( 82 ~ 109

mg Hb /mL) ;而 PEG分子量较小 ( 550 Da)的 PEG

LEH主要是依靠热力学弯曲波动作用机制来稳定

分散相,因而, Hb能从脂质双分子层泄漏, 包裹率较

低,仅为 1% ~ 10. 7% ( 3~ 32 mg H b /mL)。此外,

Sakai等
[ 20]
的实验表明,用 PEG修饰和氮气脱氧制

备的 LEH能增加其存贮的稳定性,在室温条件下能

保存 1年以上。

2. 3 LEH的协同包裹 为提高 LEH 的稳定性,增

加携氧量,调节释氧能力,延长其循环半衰期, 人们

在包裹 Hb时, 也同时包裹各种协同物或 Hb的偶联

物,主要有: ∃包裹抗氧化酶系统如触酶、谷胱甘肽、

高铁 Hb还原酶、超氧化物歧化酶
[ 21]
、过氧化氢

酶
[ 22]
等, 消除氧自由基及过氧化物, 减少高价铁和

血红素的析出,抑制高铁血红蛋白的形成,从而提高

LEH的稳定性和增加携氧量。 % 包裹 Hb变构调节

剂如 2, 3 DPG、5&磷酸吡哆醛 ( PLP)、六磷酸肌醇

( IHP)等,使 LEH发挥携氧和释氧功能。 ∋ 包裹碳

酸酐酶,使 LEH 具有调节血浆中 Pco2的能力。(

包裹神经节苷脂 GM 1, 避免网状内皮系统作用, 延

长循环半衰期。 )与血清白蛋白偶联 [ 23]
,血清白蛋

白有支持脂质膜和延长循环半衰期作用。

2. 4 LEH制备工艺条件的影响

2. 4. 1 LEH制备方法的选择 不同的制备方法对

LEH的质量有影响。一是影响脂质体形态粒径。

有文献报道, LEH的相对分子质量应在 128 000或

更高,主要避免肾脏滤过、免疫原性和高黏度
[ 13]

, 但

有上限, 如当大于 700~ 900 nm可导致肺栓塞等微

循环栓塞。早期的 LEH粒径较大, 易被网状内皮细

胞系统的巨噬细胞吞噬清除,半衰期短。目前,不同

方法制得的脂质体有单室脂质体、多室脂质体、泡囊

等形态,脂质体的粒径均匀度也不一致,采用微射流

法和挤压法制得的 LEH多为单室脂质体, LEH的粒

径也较均匀。微射流法制得的 LEH粒径一般被限

在 200~ 500 nm之间,接近于正常人红细胞的直径,

而 A rifin等
[ 24]
考察挤压法制备的 LEH稳定性时,认

为通过 200 nm和 100 nm膜孔制得的 LEH有较合

适的 Hb浓度和较好的机械稳定性。二是影响包裹

率。不同制备方法对包裹率的影响不同,冻干技术

的引入可提高 LEH的包裹率。此外,如果制得 LEH

平均粒径较大的方法有可能得到较高的包裹率, 例

如,挤压法制得的 LEH有较高的包裹率
[ 7]
。三是影

响 LEH的稳定性和循环半衰期。如使用 PEG化

法, 提高 LEH的稳定性和延长其循环半衰期。

2. 4. 2 温度的控制 温度是影响脂质体氧化的重

要因素,随着温度的升高, 氧化反应速率加快, 故要

获得较理想的 LEH,就需要控制各环节在适宜的温

度。如,在旋转蒸发时温度要严格控制在磷脂的相

变温度上,但要防止温度过高导致磷脂化学分解;冰

冻保存可延缓脂质氧化, 提高脂质体在贮存期的稳

定性,降低泄漏率。此外,温度能影响 Hb性质和包

裹率,如低温离心 ( 4 ! ) , 可防止 H b的氧化和变

性; 控制脂质膜与 Hb溶液水化时温度 (如 35 ! ),

可提高包裹率。

2. 4. 3 缓冲溶液的选择 脂质体的 pH值、离子强

度、不同的缓冲体系对膜材的水解速率有不同的影

响, 同时对脂质体的形态、粒径和粒度分布也有影

响。A rifin等
[ 7, 19]
用挤压法制备 LEH时,对 pH值相

同, 离子强度不同的两种缓冲溶液做了研究,结果表

明,在磷酸盐缓冲生理盐水 ( PBS )中制得的 LEH有

较低的包裹率、Hb浓度和较高的血氧亲和力 ( P50 )、

希尔系数,它们分别为 62. 38%、187. 14 mg Hb /mL

和 27. 25mmH g、2. 49;而在磷酸盐缓冲液 ( PB)中则

有较高的包裹率、Hb浓度和较低的血氧亲和力

( P50 )、希尔系数, 其分别为 69. 98%、209. 94mgHb /

mL和 23. 04mmH g、2. 29。
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3 展望

LEH作为人工血红蛋白制品, 由于属于细胞型

Hb,具有双分子磷脂膜结构, 无抗原性, 无病毒; 阻

止 Hb的解聚和从肾脏的滤过, 增加 Hb的循环时

间,保证气体交换的迅速完成, 降低肾毒性, 延缓胶

体渗透压;在制备和存储时有足够的稳定性;从而成

为人工红细胞最为活跃和最有潜力的研究方向,在

未来的临床输血治疗,战场救护,重大自然灾害急救

等方面均将发挥重要的作用,具有广阔的发展前景。

但 LEH并不是真正的血液, 不具备红细胞复杂的功

能,体内循环时间相对较短, 存在一定的副作用,如

磷脂易过氧化和对网状内皮系统潜在影响等。此

外, 在制备工艺研究上, 有待进一步寻求更好的工

艺,以提高其包裹率和稳定性, 延长循环半衰期,并

优化工艺条件, 以适应大规模生产。目前, 在 LEH

生物效应及其机制的研究上,国外报道较多并取得

了很大的进展,国内研究较少, 说明我国在这一方面

尚有一定的差距,有待于借鉴国外先进的研究方法

和科研成果以促进国内 LEH研究水平的提高。
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