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【摘要】  目的　制备并表征维生素E琥珀酸聚乙二醇酯（D-alpha-Tocopheryl polyethylene glycol 1000 succinate,

TPGS）修饰载精氨酸脱亚胺酶（arginine deiminase, ADI）磺丁基-β-环糊精脂质体纳米粒（TPSG modified ADI sulfobutyl-β-

cyclodextrinol liposome nanoparticles, ATCL），并考察ATCL在动物体内的药动学特征。方法　采用逆向蒸发法制备

ATCL，测定ATCL的粒径和Zeta电位。通过氨基硫脲-二乙酰一肟比色法测定ADI活性，静脉给药后于设定时间点取血并

测定血浆中酶活性，绘制酶活性-时间曲线，DAS 2.1.1软件分析药动学特征。结果　制备的ATCL粒径和电位分别为

（216.1±13.6） nm和（−19.4±2.1） mV。ADI和ATCL的催化反应的最适温度和最适pH相同，均为37 ℃，pH6.5。分析得

ATCL的AUC(0～168 h)、MRT(0～168 h)、Cmax、Tmax、t1/2分别是游离ADI的3.99、2.56、1.58、3.2、9.88倍。ATCL相对ADI生物利用度提

高了298.54%。结论　本研究中制备的ATCL能够提高ADI酶活性以及在SD大鼠体内的生物利用度。
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【Abstract】   Objective　To  prepare  and  characterize  D-alpha-Tocopheryl  polyethylene  glycol  1000  succinate
(TPGS) modified arginine deiminase (ADI) sulfobutyl-β-Cyclodextrin liposome nanoparticles (ATCL), and to investigate
the pharmacokinetic characteristics of ATCL in animals. Methods　The reverse evaporation method was used to prepare
ATCL,  and  the  particle  size  and  Zeta  potential  of  ATCL  were  measured.  Thiosemicarbazone-diacetylmonooxime
colorimetric method was used to measure the activity of ADI. After intravenous administration, blood was drawn at set
intervals  of  time  and  the  enzyme  activity  in  the  plasma  was  measured.  Enzyme  activity-time  curve  was  drawn
subsequently  and  Debris  Assessment  Software  (DAS)  2.1.1  was  used  to  analyze  the  pharmacokinetic  characteristics.
Results　The  particle  size  and  the  potential  of  ATCL  were  (216.1±13.6)  nm  and  (−19.4±2.1)  mV,  respectively.  The
optimal temperature and optimal  pH for the catalytic  reaction of  ADI and ATCL were the same,  both being 37 ℃ and
pH6.5. Results of the analysis showed that the AUC(0-168 h), MRT(0-168 h), Cmax, Tmax, and t1/2 of ATCL were 3.99, 2.56, 1.58, 3.2,
and 9.88 times those  of  free  ADI,  respectively.  Compared with ADI,  the  bioavailability  of  ATCL increased by 298.54%.
Conclusion　ATCL  prepared  in  the  study  can  effectively  improve  the  enzyme  activity  and  bioavailability  of  ADI  in
Sprague-Dawley rats.
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精氨酸（arginine, Arg）作为条件必需氨基酸之一，在

细胞分裂和代谢中起着关键作用[1]。许多类型的癌细胞

都表现出精氨酸琥珀酸合成酶和/或鸟氨酸转氨甲酰酶

（Arg合成关键酶）的表达降低，属于Arg的营养缺陷型，这

使得Arg剥夺成为癌症治疗的一种选择[2-3]。精氨酸脱亚

胺酶（arginine deiminase, ADI）可催化Arg转化为瓜氨酸，

是用于Arg剥夺治疗疾病的主要蛋白质药物，目前正在进

行许多临床试验[4]。ADI主要来源于支原体、绿脓杆菌、

乳酸菌等微生物[5]，作为外源性蛋白类药物，表现出稳定

性差、半衰期短、免疫原性高等缺点，这严重限制了ADI

的临床应用[6]。将ADI制备成不同的递送系统，可更好地

满足临床应用[7]。

目前研究人员在改善ADI临床应用方面做出了许多

努力，如通过将ADI聚乙二醇化[8]或将ADI封装于纳米粒

中[9]等手段提高其稳定性，延长半衰期。目前仿生制剂被

广泛应用于该类外源性蛋白酶的递送，而脂质纳米粒是

一种常见的模拟细胞膜脂质双分子层的药物载体[10]，已

成功应用于尿酸酶、过氧化氢酶和天冬酰胺酶等的递

送 [11-12 ]，目前未见脂质纳米粒递送ADI的报道。维生素

E琥珀酸聚乙二醇酯（D-alpha-Tocopheryl polyethylene

glycol 1000 succinate, TPSG）常用于药物给药系统的开
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发，以改善抗癌药物的药代动力学行为，减少多药耐药[13]。

此外TPGS不仅可作为载体分子，还发挥抗癌作用，如研

究发现TPGS通过诱导凋亡抑制人肺癌、前列腺癌和乳腺

癌细胞的生长[14]，姜黄素和TPGS联合使用可以增强抗癌

功能[15]。

因此，在本研究中我们制备了TPGS修饰载ADI磺丁

基 - β -环糊精脂质体纳米粒（T P G S  m o d i f i e d  A D I

sulfobutyl-β-cyclodextrin liposome nanoparticles, ATCL），

以期改善ADI应用上的缺点。 

1     材料与方法
 

1.1    材料 

1.1.1    研究对象　清洁级健康SD大鼠（210～230 g），重庆

医科大学实验动物中心提供，合格证号：SCXK-（渝）2016-

0001。所有动物实验均符合《实验动物福利伦理审查指

南（GB/T 35892-2018）》要求。 

1.1.2    实验材料和设备　重组ADI（来源于支原体，重庆

艾美迪生物科技有限公司，批号：2017001），磺丁基-β-环

糊精（南京都莱生物技术有限公司），磷脂（德国Lipoid

GmbH公司），TPGS（大连美仑生物技术有限公司），L-精

氨酸（L-arginine, L-Arg）（美国，Sigma），L-瓜氨酸（上海维

塔化学试剂有限公司），二乙酰一肟（上海阿拉丁生化科

技股份有限公司），氨基硫脲（上海维塔化学试剂有限公

司），其余试剂均为分析纯。

Zetasizer Nano ZS型粒度仪（英国马尔文公司），JEM-

1400Plus型透射电镜（日本电子株式会社），UV-2600型紫

外-可见分光光度计（日本岛津公司），干式恒温器（杭州

奥盛仪器有限公司），SB-1300旋转蒸发仪（上海爱朗仪器

有限公司）。 

1.2    方法 

1.2.1    制备ATCL　采用逆向蒸发法制备ATCL。取适量

TPGS、磷脂和胆固醇（摩尔比1∶1∶3）溶解于适量二氯

甲烷，45 ℃条件下避光减压旋转蒸发至形成均匀薄膜；加

入乙醚溶解该薄膜，再加入含有Ca2+、K+、Na+、Co2+等微

量金属元素的ADI磺丁基-β-环糊精溶液，于冰浴中超声

后再次旋转蒸发除去乙醚，直至形成均匀的乳白色混悬

液，该混悬液通过0.22 μm滤膜后即为ATCL。 

1.2.2    制备的ATCL的表征　新制备的ATCL稀释后，过

0.22 μm滤膜3次，于25 ℃下用马尔文激光粒度仪测定

ATCL的粒径和Zeta电位。适量ATCL混悬液稀释后，滴

至铜网，自然晾干后，于透射电镜下观察ATCL形态并拍

照。通过葡聚糖凝胶色谱法测定ATCL包封率。 

1.2.3    ADI和ATCL的酶活性测定　采用氨基硫脲-二乙

酰一肟比色法[16]测定ADI和ATCL的活性，酸性高温条件

下，Arg水解产物L-瓜氨酸能与氨基硫脲-二乙酰一肟发

生显红色的反应。将L-Arg溶液于37 ℃水浴中孵育10 min

后，加入ADI或ATCL溶液反应5 min，混合酸-铁溶液终止

反应；加入显色液于高温下发生该显色反应，最后测定

530 nm处的可见光吸收值（A530）。37 ℃、pH6.5条件下，

1 min内能转化1 μmol Arg所需的ADI量为一个酶活力单

位（mU/mg）。按公式计算ADI和ATCL的酶活性〔酶活性

(U/mg)=C1V1/C2V2×10−3 T 〕，其中C1（由瓜氨酸浓度标准

曲线求得）为反应结束时生成L-瓜氨酸的浓度（μmol/L），

V 1为反应体系体积（L），C 2为ADI或ATCT质量浓度

（μg/mL），V2为反应体系体积中ADI或ATCT体积（mL），

T为反应时间（min）。 

1.2.4    方法学验证　用0.1 mol/L、pH6.5的Tris-HCl缓冲

液配制L-瓜氨酸系列标准溶液（0、60～140 mg/mL），按

“1.2.3”项下处理后，以质量浓度为0 mg/mL的标准溶液为

对照，测定其它质量浓度L-瓜氨酸样品在530 nm处的可

见光吸收值（A530），绘制标准曲线。

按低、中、高（60、100、140 mg/mL）质量浓度配制L-

瓜氨酸标准溶液，按“1.2.3”项下测定紫外吸收值并计算

相对标准偏差（RSD）考察方法重复性。并计算回收率

（测得值/实际值），考察方法准确性。 

1.2.5    稳定性　设置温度梯度（20～70 ℃）和pH梯度

（pH5.0～9.0）反应体系，按“1.2.3”项下方法测定ADI和ATCL

活性，分别以温度梯度和pH梯度中ADI最高活性为

100%，计算相应其它温度和pH下ADI和ATCL的相对活

性，取相对活性最大的点为最适温度或pH。将ADI和

ATCL放置在4 ℃和55 ℃条件下（pH6.5），按预设的时间

取适量样品，同法测定其活性并以ADI初始活性为100%，

计算其余各点ADI和ATCL的相对活性，考察稳定性。 

1.2.6    药代动力学　将10只雄性SD大鼠随机分为两组，

分别静脉给予80 U/kg ADI和80 U/kg ATCL，给药前禁食

24 h。给药后在各预设时间点（0、1、2、3、4、6、8、10、

12、24、48、72、120 、144和168 h）从眼底静脉丛取血约

500 μL置于抗凝EP管内，离心（5 000 r/min，15 min）后取

适量血浆样品保存于−80 ℃备用。去离子水稀释后的血

浆样品按“1.2.3”项下方法测定、计算酶活性并绘制酶活

性-时间曲线。使用DAS2.2.1软件计算主要药代动力学参

数，并根据AUC(0～168 h)、Cmax和Tmax比较ATCL与ADI是否生

物等效。 

x̄± s1.2.7    统计学方法　所有数据均以 表示。使用

DAS2.2.1软件将AUC(0～168 h)和Cmax经对数转换后进行双向

单侧t检验，以相应90%置信区间考察，Tmax采用非参数统
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计Wilcoxon检验，P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    ATCL的制备与表征

成功制备了ATCL。透射电镜下ATCL形态为圆形或

类圆形（图1 A），A T C L的粒径为（2 1 6 . 1 ± 1 3 . 6）  n m

（图1B），多分散系数（PDI）=0.256；Zeta电位为（−19.4±

2.1） mV（图1C），包封率为（57.5±3.9）%。
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图 1  ATCL的表征

Fig 1  Characterization of ATCL
A: TEM image of ATCL; B: Particle size; C: Potential of ATCL.

  

2.2    方法学验证

L-瓜氨酸的A530在一定质量浓度范围（60～140 mg/mL）

内的线性关系良好，线性回归方程为：A=0.009 5C+0.034 9，

r=0.999。低、中、高3个质量浓度的L-瓜氨酸的样品

RSD分别为3.6%、1.6%、1.9%，平均回收率分别为96.3%、

101.4%、99.7%。以上结果表明该方法重复性、准确性良

好，符合测定方法学要求。 

2.3    稳定性

ADI和ATCL的最适温度均为37 ℃（图2A），最适

pH均为6.5（图2B），在该最适条件下，ATCT的活性分别为

ADI的128.71%和129.76%。在4 ℃条件下，ATCL的酶活

性始终高于ADI（图2C），且放置70 d后ADI的活性接近于

零，而ATCL相对活性还剩40%。在55 ℃条件下放置72 h

后ADI的活性几乎消失，ATCL相对活性还剩余约56%

（图2D）。以上均表明ATCL明显提高了ADI的稳定性。 

2.4    药代动力学

ADI和ATCL的酶活性-时间曲线见图3，ADI活性降

低较快，仅48 h活性几乎消失，ATCL直到72 h后仍保留部

分活性，且给药后的2～6 h内ATCL的活性几乎为ADI活

性的两倍，之后二者活性相差更大。DAS2.1.1软件分析

结果表示ADI体内代谢过程更符合非房室模型，主要药

代动力学参数见表1，ATCL的AUC(0～168 h)、MRT(0～168 h)、t1/2

分别是ADI的3.99、2.56、9.88倍，Cmax、Tmax分别是ADI的

1.58、3.2倍。表明ATCL的在体内的作用时间更长，生物

利用度更高（相比ADI提高了约299%）。 

2.5    生物等效性评价

ATCL与ADI生物等效性评价结果见表2，AUC(0～168 h)

和Cmax在等效区间内，Tmax采用非参数统计Wilcoxon检验
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图 2  ADI和ATCL的最适温度（A）、最适pH（B）及其在4 ℃（C）、

55 ℃（D）的稳定性（n=3）

Fig 2  Optimal temperature (A), pH (B) and stability at 4 ℃ (C) and
55 ℃ (D) of ADI and ATCL (n=3)
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图 3  ADI和ATCL的活性-时间曲线（n=5）

Fig 3  Activity-time curve of ADI and ATCL (n=5)
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后P<0.05，差异有统计学意义。总体ATCL与ADI生物不

等效，ATCL生物利用度明显高于ADI，ATCL药动学行为

明显优于ADI。 

3     讨论

ADI通常被认为是一种潜在的治疗精氨酸营养缺陷

型肿瘤（肝癌、黑色素瘤、小细胞肺癌等）的药物[5, 17]。虽

然在过去的几十年里已经有很多关于ADI的研究报道，

但是对于ADI的更有效的应用还需要做更多的工作。本

研究首次将ADI包载于TPGS修饰的磺丁基-β-环糊精脂

质纳米粒中，成功制备了ATCL，并考察了其特征、稳定

性和药代动力学行为。

在最适条件（37 ℃，pH值为6.5）下，ATCL的活性约为

ADI的1.3倍，不同条件下ATCL的稳定性明显高于ADI。

这说明本研究制备的ATCL在不改变ADI的最佳反应条

件下，提高了ADI的活性，增强了ADI稳定性。ATCL显著

延长了ADI的t1/2和Tmax，显示出一定的缓释作用，明显提

高了ADI的生物利用度。这可能是由于ADI被包封于纳

米载体中，形成了纳米反应器，小分子的Arg可以进入该

反应器，而限制了ADI的进出，纳米反应器内部ADI浓度

更高，且内微环境相对稳定，ADI不易被降解，因此Arg进

入纳米反应器中可更充分地与ADI接触，且ADI发挥作用

的时间更长，因此ATCL的t1/2延长，Tmax延后[18-19]。磺丁基-

β-环糊精属于阴离子型高水溶性环糊精衍生物，可促进

药物进入脂质体内部，并与ADI部分结构相结合，形成更

稳定的超分子复合物，使酶活性中心更加暴露，增强酶与

底物的结合，从而提高酶活性[20-21]；或沉积在脂质体表面，

增强脂质纳米粒的稳定性[22]。磷脂类似于生物膜的独特

的优势可降低ADI的免疫原性，脂质纳米粒排列紧密，结

构稳定，延缓ADI在体内的清除[23]；TPGS是维生素E的水

溶性衍生物，属于亲水性表面活性剂（HLB=13.2）。在负

压和高水化温度条件下，TPGS在与磷脂接触时会降低液

体的表面张力，并排列在脂质体囊泡表面[24-25]，提高ADI

的包封率，从而提高ADI在体内的稳定性，延长作用时间；

TPGS抑制P-糖蛋白（P-gp）外排泵，限制药物从细胞内向

细胞外的转运，从而延长药物在组织中的作用时间[26-27]。

由此可见，本实验制备的ATCL增强了ADI的稳定

性、酶活性，提高了ADI的生物利用度，是递送ADI的有

效策略，为进一步研究ATCL的药效提供了理论基础，可

进一步研究靶组织和靶细胞的药物分布及药物浓度动

力学。

* * *
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