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PEG 修饰鳖甲肽 HGRFG 脂质体的药动学研究 
   

方大宽，汤晗霄，盛云杰，屠珏，黄宇，赵天文，郑杭生，张永生*
(浙江中医药大学，杭州 310053) 

 
摘要：目的  制备鳖甲肽 HGRFG 脂质体以及聚乙二醇(polyethylene glycol，PEG)修饰后的长循环脂质体，考察经修饰的

脂质体较未修饰脂质体在动物体内分布及滞留情况。方法  采用 BLB/c 裸鼠荧光活体成像实验，进行脂质体体内分布及

代谢研究；采用药动学实验，初步探究 2 种载药脂质体在血浆内的滞留时间。结果  2 种载药脂质体均能广泛分布于实

验动物体内。与未经修饰的脂质体载药组相比，经 PEG 修饰的长循环脂质体载药组中裸鼠荧光全部消失的时间明显延长，

药物在血浆滞留时间也明显延长。结论  经 PEG 修饰后的长循环脂质体可以延长药物在实验动物体内的滞留时间，延长

药物半衰期。 
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Study on Pharmacokinetics of PEG-modified Trionycis Carapax Peptide HGRFG Liposome 
 

FANG Dakuan, TANG Hanxiao, SHENG Yunjie, TU Jue, HUANG Yu, ZHAO Tianwen, ZHENG Hangsheng, 
ZHANG Yongsheng*(Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310053, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  Trionycis Carapax Peptide HGRFG liposome and its long-circulating liposome modified by 
polyethylene glycol(PEG) were prepared to study the distribution of modified liposomes and unmodified liposomes in animals. 
METHODS  The BLB/c nude mouse fluorescence in vivo imaging experiment was used to study the distribution and 
metabolism of liposomes in vivo. The pharmacokinetic experiments were used to investigate the retention time of two different 
drug-coated liposomes in plasma. RESULTS  Two different drug-coated liposomes were widely distributed in experimental 
animals. The retention time of fluorescence disappearance in nude mice of PEG-modified long-circulating liposome-packaging 
group was significantly higher than that in unmodified liposome-containing drug group. The retention time of the drug in the 
unmodified liposome group was significantly lower than that in the PEG-modified group. CONCLUSION  It has been 
experimentally confirmed that long-circulating liposomes modified by PEG can prolong the storage time of the drug in 
experimental animals and prolong the half-life of the drug. 
KEYWORDS: PEG; long circulation; liposomes; half-life; fluorescent dyes 
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长循环脂质体又称立体稳定脂质体或空间

稳定脂质体(sterically stabilized liposomes，SSL)。

常见的长循环脂质体有糖脂或两亲聚合物[如聚

乙烯醇、聚乙二醇(polyethylene glycol，PEG)衍

生物、吐温等]修饰的脂质体[1]，其中 PEG 修饰

的脂质体使用 为广泛。PEG 修饰的长循环脂质

体是通过在脂质体磷酸分子上连接 PEG 及其类

脂衍生物 [如聚乙二醇 -二硬脂酰磷 (distearoyl 

phosphoethanolamine-PEG，PEG-DSPE)]，使脂质

体表面暴露出一些亲水性的基团，减少与血浆中

调理成分的结合，从而增加其在血液中的稳定性[2]。

PEG-DSPE 是两亲线型聚合物，能在脂质体表面交

叉覆盖成致密的立体位阻层，阻碍单核吞噬细胞

系统 (mononuclear phagocyte system，MPS)。且

PEG-DSPE能增强脂质体的溶剂化作用，降低MPS

对脂质体的亲和力[3]。传统脂质体虽然也能延长药

物在体内的滞留时间，且制备简单，成本较低；但

其在体内的稳定性较差，本研究在制备脂质体的基

础上，用 PEG 进行修饰，比较 PEG 修饰前后脂质

体在动物体内滞留情况及对药物半衰期的影响。 

本研究采用 DiR 碘化物荧光染料分别标记了

PEG 修饰前后的脂质体，并对 BLB/c 裸鼠进行了

不同时间的荧光成像[4]，探究 PEG 修饰前后脂质

体在裸鼠体内的滞留情况。本课题组在前期研究

中发现，鳖甲肽 HGRFG 可抑制大鼠肝星状细胞活

化[5]，但其半衰期很短，需频繁给药，故采用脂质
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体进行包封，静脉注射给药。HGRFG 为多肽类药

物，在血液中不易被检测到，故采用 5-羧基荧光

素(5-carboxy fluorescein，5-FAM)基团对 HGRFG

进行修饰得到 HGRFG-5-FAM(5-FH)，以便于采用

荧光分光光度法进行检测[6]。本研究采用 DSPE- 

PEG2000 修饰的脂质体包封 5-FH，在 SD 大鼠上

进行药动学研究，探究其在大鼠体内的代谢情况。 

1  材料 

1.1  仪器及试剂 

MiniExtruder 脂质体挤出仪及聚碳酸酯膜(加

拿大 Avestin 公司)；RE 52-99 型旋转蒸发仪(上海

亚荣生化仪器厂)；SHB-Ⅲ型循环水式多用真空水

泵(郑州长城科工贸有限公司)；镀碳支持膜铜网

[中镜科仪(北京)膜科技有限公司]；H-7650 型透射

电子显微镜(日本 Hitachi 公司)；Zetasizer Nano 

ZS90 纳米粒度分析仪(英国 Malvern 公司)；IVIS 

Lumina LT 型小动物成像系统(美国 Caliper 公司)。 

蛋黄卵磷脂 PC-98T(EPC，上海艾韦特医药科

技有限公司，批号：AL14015)；胆固醇(Chol，上

海艾韦特医药科技有限公司，批号：B40333)；

mPEG2000-DSPE(上海艾韦特医药科技有限公司，

批号：B50845)；DiR(美国 Sigma 公司，批号：

071M1271V)；氯仿(西陇化工股份有限公司，批号：

071M1271V)；5-FH(吉尔生化有限公司，批号：

P160704-CQ516315)。 

1.2  动物 

SD 大鼠，♂，清洁级，6 周龄，200~220 g；

BALB/c 裸鼠，♂，SPF 级，4 周龄，体质量(20±2)g，

许可证号分别为 SYXK(浙)2013-0184，SCXK(浙) 

2013-0058，经浙江中医药大学实验动物伦理委员

会批准进行动物实验。 

2  方法 

2.1  脂质体的制备 

精密称取 EPC、Chol(物质的量比为 2∶1)置于

茄型瓶中，加入适量氯仿，然后加入 DiR 染料，

振摇至溶液澄明。避光，40 ℃水浴旋转蒸干氯仿，

直至茄型瓶中形成一层薄膜。在茄型瓶中加入

2 mL PBS，充分振荡，使薄膜溶解，得到脂质体

混悬液，于 60 ℃水浴孵化 30 min。接着用

MiniExtruder LF-1 进行挤压，通过孔径 50 nm 的

聚碳酸酯膜 15 次，即得含有 DiR 的空白非长循环

脂质体(DiR-LP)。采用后插法将 mPEG2000-DSPE

与 DiR-LP 室温 25 ℃进行孵育 48 h，即得 PEG 修

饰含有 DiR 的长循环脂质体(DiR-SSL)。按照上述

方法将 DiR 染料改用 5-FH 溶液水化薄膜，即得含

5-FH 的脂质体(HF)及对应的长循环脂质体(HFL)。 

2.2  DiR-SSL 及 DiR-LP 表征检测 

取少量 DiR-SSL 及 DiR-LP 溶液，常温下稀释

一定倍数后，以激光纳米粒度分析仪测定粒径及

多分散系数(polydispersity index，PDI)。 

在镀碳支持膜铜网滴加少量稀释后的脂质体

样品，用滤纸吸干多余样品，静置片刻后滴加 3%

的磷钨酸(pH 7.0)水溶液于铜网上进行负染，20 s

后立即用滤纸吸干多余染色液，待铜网干燥后，

将其置于透射电子显微镜中进行观察并拍摄。 

2.3  HF 及 HFL 中 5-FH 含量的测定 

2.3.1  标准曲线的制备   精确称取 5-FH 样品

10 mg，用 PBS 溶解后，转移到 10 mL 量瓶中，加

入 PBS 调整至刻度，配制 1 000 mg·L1 的 5-FH 储

备液。精密吸取 5-FH 储备液，用超纯水释成 2.0，

6.0，10.0，20.0，40.0 mg·L1 的一系列标准液，每

孔 100 μL 吸取至微孔板中，于激发 /发射光

492/518 nm 条件下测定荧光强度。以荧光强度(I)

为纵坐标，浓度(c，mg·L1)为横坐标，制作 5-FH

标准曲线，得出回归方程。 

2.3.2  精密度试验  分别精密量取适量“2.1”项

下方法所制 HF 和 HFL 标准品储备液，每份样品

在 1 d 内不同时间点测定 5 次，考察日内精密度。 

2.3.3  超滤离心法检测 HF 及 HFL 的包封率  在

离心管中加入“2.1”项下制备的等量稀释后的 HF

和 HFL，充分混匀形成脂质体混悬液，使得 终

体积相同。55 ℃孵育 15 min，冷水降温。接着将

HF 和 HFL 分别加入超滤离心管(100 kDa，4 mL)

在 4 000×g 下离心 25 min。收集滤液，按“2.3.1”

项下条件测定滤液中 5-FH 含量(C1)，多次试验。

根据药物总浓度 C0=1.5 mg·mL1，计算包封率。

包封率=(1C1/C0)×100%。 

2.4  DiR-SSL 在 BALB/c 裸鼠的活体荧光成像 

将制备好的 DiR-SSL 和 DiR-LP 用 PBS 适当

稀释，按体质量以相同剂量尾静脉注射于正常

BALB/c 裸鼠，分别于注射后 0.25，0.5，1，2，4，

8，24，32，48 h 置于活体成像仪仰卧位拍摄(拍摄

前/时异氟烷麻醉)，在 748/780 nm 的激发/发射波

长下进行拍摄。 

2.5  HFL 在 SD 大鼠血浆中的定量分析 

2.5.1  标准曲线的制备   精确称取 5-FH 样品
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10 mg，用 PBS 溶解后，转移到 10 mL 量瓶中，加

入 PBS 调整至刻度，配制 1 000 mg·L1 的 5-FH 储

备液，于 4 ℃条件下保存。准备若干只大鼠自由

摄食和饮水，适应饲养环境 7 d 后，用 10%水合氯

醛麻醉后心脏采血，将血样置于肝素(1∶100，下

同)管中抗凝，于 4 ℃，3 000 r·min1 离心 10 min，

取上清液，得空白血浆，置于离心管中可立即使

用。将上述制的 5-FH 储备液用空白血浆稀释得浓

度为 2.5，5，10，20，25 mg·L1 的系列溶液。每

孔 100 μL，吸取 5-FH 系列溶液至微孔板中，于

“2.3.1”项下条件测定荧光强度。 

2.5.2  药动学试验  取 SD 大鼠 12 只，在适应环

境饲养 7 d 后进行试验，给药前禁食 12 h，自由饮

水，分为 2 组，每组 6 只。按 5 mg·kg1 的给药剂

量以及 1 mL·kg1 给药体积(根据“2.3.3”项下方法

所测包封率配置相同浓度的 HF 和 HFL 给药)，分

别对 2 组 SD 大鼠尾静脉注射 HF、HFL。于给药

后 0.25，0.5，1，2，4，8，10，24 h 眼眶静脉丛

取血 0.5 mL。将血样置于离心管中，用肝素抗凝，

置于 3 000 r·min1 离心 10 min，取上清，吸取不同

时间所得上清(每孔 100 μL)至微孔板中，按“2.3.1”

项下条件测定荧光强度。 

2.6  统计学分析 

实验数据采用 SPSS 20 统计软件进行分析处

理，统计结果用 sx  表示，首先进行正态性检验。

符合正态分布的数据，均数比较用单因素方差分

析(One-Way ANOVA)，若方差齐，两两比较采用

小显著差法(LSD)，若方差不齐则采用独立样本

t 检验进行两两比较，采用非齐次方差结果；如不

符合正态分布，则用非参数检验进行统计分析。 

3  结果 

3.1  形态、粒径及多分散系数 

DiR-SSL 及 DiR-LP 的形态分布见图 1。透射

电镜下观察到 2 种脂质体大小分布较为均匀，囊

泡间轻微聚集。测得 DiR-SSL 平均粒径 89.07 nm，

多分散系数 0.172，Zeta 电位28.4 mV；DiR-LP

平均粒径 84.79 nm，多分散系数 0.071，Zeta 电位

29.4 mV。 

  
DiR-SSL                    DiR-LP 

图 1  脂质体显微照片(100 000×) 

Fig. 1  Liposome photomicrograph(100 000×) 

3.2  包封率的测定 

求得 5-FH 回归曲线方程为 y=15.95x5.442 8，

R2 值为 0.992 3，同时，精密度试验结果显示，日

内精密度 RSD 为 1.39%。 

根据标准曲线计算各组被包封的药物浓度 C1

和药物总浓度 C0，然后根据公式计算 5-FH 的包封

率，结果显示 HF 的平均包封率为 32.50%，RSD

值为 2.68%；HFL 的平均包封率为 28.67%，RSD

值为 3.14%。 

3.3  DiR-SSL 活体成像 

裸鼠活体成像，荧光分布于裸鼠全身，荧光

区域随着时间延长而缩小。注射 8 h 后，肝脏部位

仍有大面积荧光区域；注射 48 h 后，LP 组裸鼠荧

光基本消失，而 SSL 组仍有较为明显的荧光区域。

结果见图 2。 

3.4  药动学参数 

由空白血浆稀释成不同浓度的 5-FH 溶液，测

得 的 吸 光 度 值 计 算 得 到 标 准 曲 线 方 程 为

y=81.302x10.658；根据标准曲线方程计算各时间

点血浆中 HF 浓度，绘制 HF 及 HFL 给药组血浆中

5-FH 浓度-时间曲线，结果见图 3。采用 DAS 2.0

软件分析，计算药动学统计矩参数，结果见表 1。

结果显示 HFL 组的半衰期(T1/2)比 HF 组的延长了

3.446 h ；曲线下面积 (AUC0-∞) 比 HF 组多了

6.882 g·h·L1，平均滞留时间(MRT)显著延长。 

表 1  HF 及 HFL 给药于 SD 大鼠后 HF 的药动学参数( sx  , n=6) 

Tab. 1  Pharmacokinetic parameters of HF after administration of HF and HFL in SD rats( sx  , n=6) 

组别 AUC0-24/g·h·L1 AUC0-∞/g·h·L1 AUMC0-24 AUMC0-∞ MRT0-24/h 

HF 16.612±1.606 18.750±2.519 82.004±7.198 170.307±58.445 4.908±0.493 

HFL  20.554±2.6191)  25.632±3.0761)  115.301±10.4371)  353.024±90.4311)  5.703±0.4952) 

组别 MRT0-∞/h VRT0-24/h
2 VRT0-∞/h2 T1/2/h CL/L·h1·kg1 

HF 8.358±1.555 42.075±4.839 191.634±25.158 12.960±1.244 223.104±18.437 

HFL 14.511±2.4831) 48.632±4.117  478.907±59.6101)  16.426±1.4632)  180.688±17.5441) 

注：与 HF 组比较，1)P<0.01，2)P<0.05。 
Note: Compared with HF group, 1)P<0.01, 2)P<0.05.
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图 2  DiR-SSL 对 BALB/c 裸鼠活体成像的影响 

Fig. 2  Effect of DiR-SSL on live imaging of BALB/c Nude 
mice 

 
图 3  HF 及 HFL 给药后血浆中 HF 浓度-时间曲线( sx  , 

n=6) 
Fig. 3  Plasma concentration-time curves of HF after 
administration of HF and HFL( sx  , n=6) 

4  讨论 

本研究采用薄膜分散法制备鳖甲肽 HGRFG

脂质体及其 PEG 修饰后的长循环脂质体，所采用

的鳖甲肽 HGRFG 为中药鳖甲中提取的一种寡肽，

可人工合成制备，在体外水平可显著抑制大鼠肝

星状细胞活化、增殖，对肝纤维化具有潜在的治

疗作用。本研究制备的 2 种脂质体的平均粒径均

<100 nm，分布较为均匀，且电镜下脂质体形态良

好，精密度试验提示制备的 2 种脂质体在 24 h 内

较为稳定，包封率测试提示本研究所采用的脂质体

制备方法可得到包封率稳定的脂质体。 

BALB/c 裸鼠荧光成像结果显示，荧光分布于

裸鼠全身，且肝脏部位荧光信号强度较强，这可

能是由 PEG 修饰的脂质体的被动靶向导致的，大、

小鼠肝窦内皮细胞窗孔约为 50~150 nm[7]，而 PEG

修饰的脂质体大小在 100 nm 左右，导致 8 h 后 2

组的荧光区集中于肝脏部位，且区域大小和荧光

强弱有显著差别。DiR-SSL 组区域明显大于

DiR-LP 组，48 h 后 DiR-LP 组荧光区域基本消失，

而 DiR-SSL 组还有明显的荧光区域，即 48 h 后

DiR-LP 组注射的药物已清除完毕，而 DiR-SSL 组

部分药物滞留于裸鼠体内。由 BALB/c 裸鼠荧光实

验结果提示，本实验制备的 PEG 修饰后的脂质体

可在裸鼠体内滞留更长时间。 

药动学实验结果显示，HF 组的半衰期 T1/2 为

12.960 h，而 HFL 组的半衰期 T1/2 长达 16.426 h，

药物 HGRFG 的半衰期明显增强；除此之外，HFL

组的 AUC，MRT 和 VRT 等参数均显著增加。提

示修饰后的脂质体因 PEG 分子中大量的亲水基团

与水结合构成空间位阻，降低网状内皮系统的识
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别和吞噬概率，提高了脂质体在体内的稳定性，

降低了 CL，有效地延长了药物的滞留时间。药动

学实验结果与 BALB/c 裸鼠荧光成像结果相一致，

进一步说明了本研究所制备的 PEG 修饰后的脂质

体能延长鳖甲肽 HGRFG 在动物体内的滞留时间。 

随着研究的深入，PEG 修饰的脂质体显露出

一些问题，如因为 PEG 链的空间位阻作用抑制靶

细胞对脂质体的摄取[8-9]；同一动物体内重复注射

PEG 化脂质体诱发“加速血液清除”(accelerated 

blood clearance，ABC)现象[10-11]；PEG 修饰后，脂

质体包载药物长期使用是否会刺激免疫系统，高

浓度的 PEG 修饰的脂质体是否会有毒性或者不良

反应等。在本实验中未涉及以上问题的研究，PEG

修饰后的脂质体仍需进一步研究考察。 
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