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Abstract
AIM:To investigate the anti-HBV effect of targeted lamivudy
palmitate solid lipid Nano-particles (LAP-SLN).

METHODS: The nano-particles modified by galactosides
(LAP-GSLN) were prepared and delivered into 2.2.15 cells.
HBsAg, HBeAg and HBVDNA of 2.2.15 cells were detected
by ELISA and hepatitis B virus fluorescence polymerase chain
reaction (PCR). The cytotoxicity of targeted LAP-GSLN on 2.2.15
cells were observed. Fifteen male mice (2 months old ) were
randomly divided into 3 groups: LAP-SLN group, LAP-GSLN
group and LA group.Levels of lamivudine in serum, liver,
kidney, lung and spleen tissue were detected by reversed-
phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC).

RESULTS:LAP-GSLN could be targeted to the liver.Liver LAP-
GSLN content in LAP-GSLN group was 3.3 times of that in
the LA group. HBV DNA was inhibited on the 4th day. HBV
DNA in LAP-GSLN group and LA group with concentration
of lamivudine at 10 mg/L was less than 1.11×107 /L and
5.06×109/L , respectively. Inhibition of HBsAg and HBeAg
showed on the 6th day, the inhibition rate of LAP-GSLN on
HBsAg and HBeAg with concentration of lamivudine at
0.01 mg/L was 52.9 %, 53.9 %, respectively; while the
inhibition rate of LA on HBsAg and HBeAg was 32.2 %, 31.1 %,
respectively. When the concentration of lamivudine was

10 mg/L, the inhibition rate  of LAP-GSLN on HBsAg and
HBeAg was 67.2 %, 69.0 %, respectively; while the inhibition
rate of LA on HBsAg and HBeAg was 45.1 %, 41.0 %,
respectively. No cytotoxic effect on 2.2.15 cells was found.

CONCLUSION:LAP-GSLN can target liver effectively in vivo
and inhibit HBV expression and DNA replication.
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摘要
目的:探讨肝靶向十六酸拉咪呋啶酯固体脂质纳米粒抗

HBV的作用.

方法:以半乳糖苷为载体,构建十六酸拉咪呋啶酯固体脂质

纳米粒（PLN-LAGS），将其靶向导入2.2.15细胞，共同

温育10 d 后，观察对细胞的毒性作用；同时将LAP-GSLN

尾静脉注入小鼠体内，R P - H P L C 测定拉米呋定

（lamivudine ,  LA）在血清、肝、肾、肺及脾中的分

布，用ELISA和荧光定量PCR检测多个时期培养上清中

HBsAg,HBeAg和HBV DNA.

结果:LAP-GSLN在肝脏中具有靶向性，LAP-GSLN组

肝脏的含药量为LA组的3.3倍;导向后4 d出现对HBV-DNA

的抑制,在药物浓度10.0 mg/L时 LAP-GSLN组 HBV DNA

<1.11×107拷贝/L,而单纯LA组则为5.06×10 9拷贝/L; 6 d

出现对HBsAg,HBeAg 抑制，在药物浓度0.01mg/L 时，

LAP-GSLN,LA组对HBsAg,HBeAg抑制率分别为52.9 %,

53.9 %；32.2 %,31.1 %；在药物浓度10.0 mg/L时, LAP-

GSLN,LA组对HBsAg,HBeAg抑制率分别为67.2 %,69.0 %;

45.1 %,41.0 %.未发现对2.2.15细胞的毒性作用.

结论:小剂量半乳糖介导十六酸拉米呋定脂质纳米粒能快

速有效的抑制HBV抗原表达和DNA复制.

王九平,白雪帆,张三奇, 李谨革,张颖,张岩,薛克昌,顾 宜,王平忠,骆抗先.肝靶

向十六酸拉咪呋啶酯固体脂质纳米粒抗乙肝病毒的研究.世界华人消化杂志

2003;11(2):191-194

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/191.htm

0   引言

近年来国内外有关使用核苷类药物治疗乙型肝炎业已
取得了初步疗效,特别是近来拉咪呋啶(lamivudine, LA)
的临床应用[1-6]，证实其对乙肝病毒有效，但疗效尚
不理想[5].主要是由于乙肝病毒核心抗原存在于肝细胞
内，核苷类药物须进入肝细胞，并经胸腺嘧啶核苷激
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酶催化三磷酸后方显效.而核苷类药物不易透过肝细
胞，且乙肝病毒感染的细胞缺少胸腺嘧啶核苷激酶，
宿主细胞磷酸化作用缓慢，达不到抑制病毒复制的有
效浓度.许多研究表明[13,14]，靶向给药不仅可使给药量
约80 %的药物浓集于肝脏，而且可迅速进入肝细胞，
为了提高拉米夫啶的疗效，我们研制半乳糖苷介导
的十六酸拉咪呋啶脂质纳米粒,并证实了肝靶向性和对
乙肝病毒抗原（HBV）表达和HBV-DNA复制的抑制
作用.

1   材料和方法

1.1材料  拉咪呋啶(英国葛兰素);十六酸(分析纯、天津
市化学试剂二厂);卵磷脂(美国Sigma公司);D-半乳糖(上
海试剂二厂); (2-C2-C 2- 羟基乙基)-r- 十二烷基醚
（MOA）（江苏海安石油化工厂，经柱层析纯化）；其他
药品和试剂均为分析纯.  HepG22.2.15细胞为Hep G2肝
癌细胞转染HBV后能表达HBsAg，HBeAg，HBV DNA
及Dane颗粒等的细胞，购于北京医科大学.DMEM粉、
胎牛血清为美国Gibco,G418(Geneticin)为美国Sigma公
司.MTT为德国Boehringer 公司产品. 昆明种小鼠，体
质量19-21 g,雌雄各半(第四军医大学实验动物中心).
1.2 方法 合成十六酸拉咪呋啶酯(lamivudinyl palmitate,
LAP）:用拉咪呋啶1.29 g,十六酸1.55 g,二环已基碳二亚
胺(DCC)1.50 g,4-二甲氨基吡啶（DMAP）置于100 ml
干燥的二氯甲烷中,室温反应12 h,抽滤浓缩,硅胶柱层分
析(氯仿 40∶1)，得白色粉末.合成半乳糖苷Gal β1-
(CH2CH2O)3-C12H25(GMOA):用四乙酰溴代半乳糖2.17 g,
MOA1.25 g，AgCO3 1.05 g，置于 30 mL 氯仿中,室温
避光搅拌16 h，过滤浓缩，加入200 moL/L CH3ONa
的甲醇溶液20 mL，搅拌0.5 h.加入浓盐酸1滴.浓缩，
硅酸柱层析纯化(氯仿-甲醇30∶1)得无色膏状物1.35 g.
制备半乳糖脂质纳米粒十六酸拉咪呋啶 lamivudiny
palmitate-solid lipid nanoparticles modified by galactoside,
LAP-GSLN).LAP-SLN处方:LAP 11.3 mg,卵磷脂100 mg;
LAP-GSLN处方:LAP 11.3 mg,卵磷脂95 mg,GMOA5 mg.
精密称取处方量物质于100 mL 园底烧瓶中，加入氯
仿15 mL溶解.旋转蒸发除去氯仿，在烧瓶壁上形成一
层薄膜，加入60 g/L 甘露醇水溶液10 mL，水溶液超
声2次,1 min/ 次，无菌过滤装于安瓿中放入冰箱待用.
HepG22.2.15细胞培养按文献[7]等方法进行.在HepG22.2.15
细胞长满培养瓶后转种于24孔板，每孔1 mL，密度
1× 108 个细胞 /L，第 2 天加入不同浓度的药物，留
一不加药为对照孔，每2 d 换液 1次，仍加入原浓度
的药物,10 d终止试验.收集各孔培养上清液测定HBsAg,
HBeAg和HBV DNA.每种药物浓度均加3孔,取3孔之平
均值.
1.2.1十六酸拉咪呋啶酯固体脂质纳米粒对细胞内HBV

的抑制   ELSIA检测 HBsAg,HBeAg:按试剂盒说明书操
作，测定每孔吸光度(A)值，换算成P/N 值(X)，计算

抑制率.抑制率计算公式为抑制率=（对照组X-实验

组X)÷(对照组X-2.1)× 100 %.无效:抑制率<30 %，轻

度抑制=30-50 %，明显抑制>50 %.HBV-DNA检测:采

用Hepatitis B virus fluorescence polymerase chain reaction(PCR)

定量方法.试剂由广州中山大学达安基因诊断公司提供.

不对称引物P1 5’ATCCTGCTGCTATGCCTCATCTT

23’3 bp;P2 5’ACAGTGGGGGAAAGCCCTACGAA3’

23 bp；信号引物为：5’TGGCTAGTTTACTAGTGCCA

TTTTG3’25 bp.按操作说明常规碱基解法从血清中提取

HBV-DNA,不对称扩增，取提上清液5 µL，加不对称
扩增反应混合液 10 µL（含不对称扩增引物 P1，P2，
dNTP，Taq酶及 PCR缓冲液）,先预变性93 ℃ 120 s,然

后 93 ℃ 45 s，55 ℃ 60 s 10 个循环,再按 93 ℃ 30 s，

55 ℃ 45 s 做 30循环；使用PE 5 700 荧光DNA检测

仪（美国Perkin Elmer公司），并依据纯化HBV-DNA建

立直线回归方程，ASAP 专用软件自动分析，读出

HBV-DNA模板数.

1.2.2 细胞毒性及肝脏靶向性观察   按上述HepG22.2.15

细胞方法培养，也加入不同浓度的靶向药物，每个浓

度设3孔，设空孔对照，继续培养6 d后观察结果.取健

康昆明种♂幼鼠 15 只，体质 4 ± 1 g，随机分 3组，

分别于LAP-SLN 组，LAP-GSLN 组和 LA 组，小鼠

禁食12 h 后尾静脉给药.给药后30 min 时小鼠眼眶取

血，处死后取出肝、肾、肺、脾加二倍水制自匀浆.

取血清或匀浆0.1 mL，加入甲醇0.5 mL，离心10 min

(14 000 g),上清液 20 µL 进样，用反相高效液相色谱
(reversed-phase high performance liquid chromatography,

RP-HPLC)测定LA含量.

2   结果

2.1 LAP-SLN、LAP-GSLN和LA抑制  2.2.15细胞分泌

HBsAg和HBeAg  LAP、LAP-SLN及LAP-GSLN对2.2.15

细胞分泌HBsAg和HBeAg均有抑制作用，抑制作用的大

小随着药物作用延长而增大，LAP-SLN、LAP-GSLN组在

6 d时对HBsAg，HBeAg呈现明显抑制作用，而LA组在

8 d后，1.0mg/L以上的浓度才有明显的抑制作用表1.

2.2 LAP,LAP-SLN及LAP-GSLN对2.2.15细胞HBV-

DNA 复制的影响  LA、LAP-SLN 及 LAP-GSLN 对

HepG22.2.15细胞HBV DNA的抑制作用(图1),在HepG22.

2.15细胞培养中，LA组细胞外HBV DNA（培养上清液

中）随着培养时间的延长，HBV DNA含量缓慢的下降，

到第8 天时，HBV DNA含量降至正常.LAP-SLN组在

第6天 HBV DNA含量接近正常，LAP-GSLN组的HBV

DNA含量下降很快,在第4天 HBV DNA含量达到正常.

结果表明:LA 、LAP-SLN及LAP-GSLN 对HepG22.2.15

细胞HBV DNA有抑制作用，但LAP-SLN及LAP-GSLN

较 LA作用迅速，尤以LAP-GSLN组明显.
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表2  给药30min后 LA在血清和脏器中的含量占总药量的百分比.

药物 血清     肝脏     肾脏     肺脏     脾脏

LA 40.0     39.4     12.8     6.4     1.4

LAP-SLN 25.2     52.1     12.7     7.3     2.7

LAP-GLSN 11.4     77.4       5.2     3.6     2.4

图1  LA 、LAP-SLN及LAP-GSLN对HepG22.2.15细胞HBV DNA
的作用.

2.3 细胞毒性效应和体内分布观察  实验组与对照组比
较均未见细胞生长、形态和活细胞计数有明显改变.各
脏器含量分布及各脏器药物含量占总药量的百分比见
表2,利用SPSS软件对3次肝脏药物含量数据进行方差
分析,证明LAP-SLN和 LAP-GSLN在肝脏中都有靶向
性,且LAP-GSLN强于LAP-SLN（P <0.01）.LAP-GSLN
组肝脏的含药量为LA组的3.3倍,是LAP-SLN组的2.0
倍.LAP-SLN组肝脏的含量为LA组的1.7倍，进一步证
明LAP-SLN和LAP-GSLN在肝脏中有靶向性，且LAP-
GLSN LAP-SLN.

3   讨论

拉咪呋啶作为一种新的抗HBV药物[8-11]，其疗效已取
得到公认，且无毒性，不良反应轻微，可口服，有

望成为干扰素以外新的另一治疗选择.然而，拉咪呋啶
的作用只能阻断HBV复制过程中的中间环节,但不能清
除肝细胞内及肝外组织细胞中HBV的复制源cccDNA,
同时对整合入宿主细胞基因的HBV-DNA亦无能为力.
对肝细胞内病毒状态似无影响，停药后易复发[2，14-15].
因此寻找一条小剂量,快速持续在肝细胞内HBV-DNA
势在必然.固体脂质纳米粒(solid lipid nanoparticles, SLN)
是近年正在发展的一种新型毫微粒类给药系统[12,13,16-25],
以类脂为载体，将药物包裹于类脂核中制成酸态给药
体.进入机体后，很快被网状内皮系统吞噬而被动进入
肝脾,达到肝靶向作用.SLN主要适用于包封亲脂性药物,
LA的脂溶性,故将其酶化制成十六酸拉咪呋啶酯(LAP),
增加脂溶性.肝细胞膜上有半乳糖受体(ASGP- R)，[23]交
联物与受体结合后，通过细胞的吞噬作用进入肝细胞，
随后到达溶酶体.由于溶酶体PH较低，交联物与载体分
离,在肝细胞中发挥药效.
        HepG22.2.15细胞是转染了 HBV-DNA序列的肝癌
细胞，能长期稳定地产生HBV-DNA颗粒，其表面存在
ASGP-R[7].LA对 HepG22.2.15细胞HBV-DNA具有抑制
作用.本文以HepG22.2.15细胞为靶细胞,以半乳糖苷修
饰十六酸拉咪呋啶酯固体质纳米粒治疗手段， 将LA直
接运载至肝脏，观察肝细胞内抗乙型肝炎病毒作用.结
果观察到 LAP-GSLN 4d对HBV-DNA复制有明显抑制,
6 d对HBeAg,HBsAg有明显抑制作用,而单纯LA需8 d
后只有> 1.0 mg/L才对HBV-DNA和HBV抗原表达有明
显抑制作用.且LAP-SLN,LAP-GSLN 和单用LA无论是
对HBV的HBsAg、HBeAg和HBV-DNA的抑制还是对
HepG22.2.15细胞的存活率的影响均相似.本结果显示，
靶向的LA只需短暂作用于细胞，即可对病毒抗原分泌
和DNA复制产生有效的抑制作用.半乳糖修饰的LAP-
SLN可以迅速、完全地进入HepG22.2.15 细胞，使细

表1  LAP-SLN，LAP-GSLN和LA 对HBsAg和HBeAg抑制率(%).

         HBsAg(HBeAg)%

药名         浓度mg/L    1 d      2 d     4 d     6 d     8 d    10 d
LAP-SLN                0.01 12.2(17.4) 20.1(25.8) 29.8(30.3) 45.9(43.2) 55.1(52.1) 64.2(60.3)

0.10 20.6(21.2) 28.4(30.2) 31.9(32.5) 54.2(52.4) 59.8(50.3) 66.3(59.3)

1.00 23.4(23.6) 32.0(32.5) 39.9(40.3) 53.3(51.4) 64.9(55.2) 70.2(55.2)

             10.00 28.9(27.4) 19.9(21.1) 30.9(33.0) 60.1(51.9) 62.8(67.7) 65.5(59.0)

LAP-GSLN 0.01 15.2(17.0) 19.9(21.2) 30.9(33.0) 52.5(53.9) 62.8(67.7) 65.5(59.0)

0.10 21.9(22.3) 30.3(33.4) 37.2(38.2) 60.2(59.1) 71.4(77.5) 70.2(70.9)

1.00 28.7(29.0) 36.9(40.3) 44.7(45.3) 60.4(54.3) 71.3(69.2) 71.9(68.4)

             10.00 30.1(32.3) 35.3(41.2) 60.5(61.2) 67.2(69.0) 72.4(51.9) 74.2(67.7)

LA 0.01 10.2(15.4) 15.8(11.5) 26.2(27.3) 30.2(31.1) 45.2(44.3) 60.9(61.2)

0.10 17.2(19.3) 20.9(21.0) 33.3(35.4) 33.5(36.6) 49.8(55.5) 61.8(59.2)

1.00 20.3(21.6) 29.8(29.6) 40.1(39.2) 42.7(41.2) 56.2(40.2) 59.6(60.3)

             10.00 25.1(26.9) 27.9(30.2) 40.9(40.3) 45.1(41.0) 53.4(49.8) 60.3(64.0)

括号外为对HBsAg的抑制率,括号内为对HBeAg的抑制率.
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胞内的LA增多发挥更高的抗病毒效应.这一结果与多位
学者采用半乳糖修饰后的抗乙肝病毒药物疗效提高作用
相似[22-25].
        研究结果还表明,LAP-SLN和LAP-GSLN对小鼠肝
组织有明显的选择亲和力，这种靶向能将LA定向的转
入肝细胞，且LAP-GSLN与肝细胞膜上的ASGP-R迅
速结合，故LAP-GSLN靶向性作用强于LAP-SLN，这
对提高药物疗效，减少用量，有一定意义.
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