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摘 要 目的：制备具有缓释作用的贝伐单抗（BEV）多囊脂质体（BEV-MVLs），并对其体外释放特性进行研究。方法：采用复乳

法制备BEV-MVLs，以有机相中三油酸甘油酯（TO）的浓度、1，2-二油酰基磷脂酰胆碱（DOPC）-胆固醇（CH）的比值（mol/mol）、外

水相中L-赖氨酸的浓度为因素，以包封率为指标，采用Box-Behnken设计-响应面法对处方进行优化。采用倒置荧光显微镜和扫

描电镜观察BEV-MVLs的形态，激光粒度仪测定其粒径，高效液相色谱法测定BEV含量并计算其包封率和体外累积释放度。结

果：最优处方为有机相中TO 2.72 mmol/L、DOPC-CH比值0.67（mol/mol）、外水相中L-赖氨酸40 mmol/L。所制BEV-MVLs的包封

率为（80.65±4.42）％（n＝3），与预测值的相对误差为2.54％；脂质体外观呈球形，大小较均匀，为典型的非同心囊泡结构，平均粒

径为16.80 μm；30 d的体外累积释放度约为92％。结论：成功制得具有缓释作用的BEV-MVLs，其包封率达到预期效果。

关键词 贝伐单抗；多囊脂质体；复乳法；Box-Behnken设计-响应面法；处方优化；体外释放

Study on Formulation Optimization and in vitro Release Characteristics of Bevacizumab Multivesicular

Liposomes
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SUN Kaoxiang1，2（1.School of Pharmacy，Yantai University，Shandong Yantai 264005，China；2.State Key Lab

模型小鼠体内也发现姜黄素能通过下调miR-21而发挥

抑制肿瘤生长的抗肿瘤作用。本研究结果从表观遗传

学调控方面证实了姜黄素可通过下调促癌基因miR-21

的表达，上调PDCD4蛋白表达发挥抗骨肉瘤作用，这为

证明姜黄素在骨肉瘤中的抗癌机制提供了实验依据。
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贝伐单抗（Bevacizumab，BEV）为重组抗血管内皮

生长因子（Vascular endothelial growth factor，VEGF）人

源化单克隆抗体，作为全球首个上市的VEGF抑制剂，

其通过竞争性抑制VEGF与内皮细胞表面受体结合、特

异性阻断VEGF的生物学效应、抑制内皮细胞增殖、降低

血管通透性，从而阻止新生血管形成[1-2]。由于眼部脉络

膜新生血管（Choroidal neovascularization，CNV）的形成

与VEGF的过度表达有关[3]，临床上广泛将BEV用于眼

部玻璃体注射治疗CNV异常生长导致的湿性老年性黄斑

变性（Wet-age-related macular degeneration，Wet-AMD），

取得明显效果[4-5]。

由于 BEV 在玻璃体中的消除半衰期为 3～5 d[6]，

Wet-AMD 患者玻璃体腔频繁注射易产生眼内炎、白内

障、视网膜脱落等并发症；且研究表明，随着治疗时间的

推移，玻璃体腔中的蛋白水解酶会逐渐增多，导致注入

玻璃体的药物分解清除速率加快[7]。因此，开发BEV的

长效缓释制剂，以减少注射次数是非常必要的。

多囊脂质体（Multivesicular liposomes，MVLs），是利

用贮库泡沫技术研发的一种新型脂质体[8]，适合于包封

水溶性药物[9]。与普通脂质体相比，MVLs 具有更大的

粒径和包封容积，所以包封率较高；MVLs还具有独特的

非同心囊泡结构，药物释放取决于囊泡的不断破裂，因

而注射给药后，能在注射部位形成良好储库，具有缓释效

果[10]。国外已有布比卡因、阿糖胞苷、硫酸吗啡的MVLs

制剂成功上市[11]。本研究旨在将BEV包封于MVLs中，

制备一种 BEV 眼部玻璃体注射给药的缓释制剂 BEV-

MVLs，对其处方进行优化，并对其体释放特性进行评价。

1 材料
1.1 仪器

S18N-10G高速分散机和RV10旋转蒸发仪（德国艾

卡仪器设备有限公司）；循环水式多用真空泵（郑州长城

科工贸有限公司）；LC20A高效液相色谱仪（日本岛津公

司）；Axio Vert.A1倒置显微镜（德国卡尔蔡司光学有限

公司）；EM-30 Plus 台式扫描电镜（韩国 Coxem 公司）；

2000激光粒度仪（英国马尔文仪器有限公司）；TG-16S

台式微量高速离心机（四川蜀科仪器公司）；SHA-C水浴

振荡器（常州金坛良友仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

BEV原料药（山东绿叶制药有限公司，批号：YJJ192-

0033-0003，纯度：98％）；BEV对照品（瑞士罗氏制药公

司，批号：N3539B01，纯度：98％）；二棕榈酰磷脂酰甘油

（DPPG，批号：556600-2140163-01）、1，2-二油酰基磷脂

酰胆碱（DOPC，批号：560300-2150040-01/905）均购自德

国Lipoid公司；三油酸甘油酯（TO，批号：20150421，化学

纯）、L-赖氨酸（批号：20151207，纯度：97％）、蔗糖（批

号：20151203，分析纯）、胆固醇（CH，批号：20140418，分

析纯）、葡萄糖（批号：20160111，分析纯）均购自国药集

团化学试剂有限公司；人血清白蛋白（美国Sigma公司，

批号：SLBT4199）；曲拉通X-100（烟台赛尔斯生物技术

有限公司，批号：C34H62011）。

2 方法与结果
2.1 BEV-MVLs的制备

采用复乳法制备BEV-MVLs。按处方称取DOPC、

DPPG、TO、CH溶于 1 mL的氯仿中作为有机相，向其滴

加等体积含 25 mg BEV的内水相[pH 7.4的磷酸盐缓冲

液（PBS），含 5％蔗糖和 1％人血清白蛋白]，以 11 500

r/min的转速高速剪切6 min形成W/O型初乳；向初乳中

加入一定体积外水相（含L-赖氨酸和4％葡萄糖），以7 500

r/min的转速高速剪切1 min，形成W/O/W型复乳。将复

乳转移至盛有外水相的梨形瓶中，在 37 ℃下旋转蒸发

除掉有机溶剂，即得BEV-MVLs混悬液。

2.2 BEV含量检测方法的建立及包封率的计算

of Long-acting and Targeting Drug Delivery System，Shandong Lyuye Pharmaceutical Co.，Ltd.，Shandong

Yantai 264003，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare Bevacizumab（BEV）multivesicular liposomes（BEV-MVLs）with sustained-effect，and

to study their in vitro release characteristics. METHODS：BEV-MVLs were prepared by double emulsion method. Box-Behnken

design-response surface methodology was used to optimize the prescription with the concentration of glycerol trioleate（TO） in

organic phase，ratio of 1，2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine （DOPC）-cholesterol （CH）（mol/mol），the concentration of

L-lysine in external water phase as factors，using encapsulation rate as index. The morphology of BEV-MVLs was observed by

inverted fluorescence microscope and SEM；particle size was determined by laser particle size analyzer；the BEV content was

determined by HPLC and calculate the encapsulation rate and in vitro accumulative release rate. RESULTS：The optimized prescription

was as follows as TO of 2.72 mmol/L in organic phase，DOPC-CH ratio of 0.67（mol/mol）and L-lysine of 40 mmol/L in external

water phase. The encapsulation rate of BEV-MVLs was（80.65±4.42）％（n＝3），and relative error of it to predicted value was

2.54％ . The liposomes were spherical in appearance shape and uniform in size，and they were typical non-concentric vesicle

structure with average particle size of 16.80 μm. 30 d in vitro accumulative release rate was about 92％. CONCLUSIONS：Prepared

BEV-MVLs show sustained-effect，and their encapsulation rate reaches the expected effect.

KEYWORDS Bevacizumab；Multivesicular liposomes；Double emulsion method；Box-Behnken design-response methodology；

Formulation optimization；in vitro release
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2.2.1 色谱条件 色谱柱：Agilent Bio-Monolith Protein

A（4.95 mm×5.2 mm，0.10 mL）；流动相A：PBS（pH 7.4），

流动相B：0.5 mol/L醋酸溶液（pH 2.5），梯度洗脱；流速：

1.5 mL/min；柱温：25 ℃；检测波长：280 nm；进样量：20

μL。梯度洗脱程序见表1。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution process

时间，min

0.00

0.50

3.00

3.10

8.00

流动相A，％
100

0

0

100

100

流动相Ｂ，％
0

100

100

0

0

2.2.2 供试品溶液的制备 取 BEV-MVLs 混悬液 1

mL，置于 10 mL 量瓶中，加 10％曲拉通 X-100破乳，用

pH 7.5的PBS定容，经0.45 μm滤膜过滤，取续滤液即得。

2.2.3 专属性考察 以不含BEV的空白MVLs作为空

白溶液，以BEV水溶液作为对照品溶液，以BEV-MVLs

混悬液作为样品溶液，按“2.2.1”项下色谱条件进样测

定，记录色谱图。结果显示，BEV的保留时间为2.3 min，

峰形良好，且样品峰处无杂质干扰，说明该分析方法具

有良好的专属性。色谱图见图1。

2.2.4 线性关系考察 取0.05、0.5、1、2.5、5 mg/mL的系

列BEV对照品溶液，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记

录峰面积。以峰面积为纵坐标（y）、BEV质量浓度为横坐

标（x）进行线性回归，得回归方程为y＝106x－31 596（r＝

0.999 4），可知 BEV 在 0.05～5 mg/mL 质量浓度范围内

与峰面积线性关系良好。

2.2.5 精密度考察 取0.05、1、5 mg/mL的BEV对照品

溶液，各3份，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，同日内

各测定 3次，连续测定3 d，考察日内、日间精密度。结果

显示，日内RSD分别为1.63％、1.44％、0.56％（n＝3），日

间 RSD 分别为 1.51％、1.82％、0.51％（n＝3），符合相关

要求。

2.2.6 准确度考察 分别精密量取 BEV 对照品溶液

0.02、0.4、4 mL，各3份，置于10 mL量瓶中，加入2 mL空

白MVLs，用10％曲拉通X-100破乳，定容，经0.45 μm滤

膜过滤，取续滤液进样测定，记录峰面积，计算 BEV 含

量，以测得量/加入量×100％计算加样回收率。结果显示，

平均加样回收率分别为 99.00％、98.67％、99.03％，RSD

分别为1.75％、1.55％、0.61％（n＝3），符合相关要求。

2.2.7 包封率测定 取BEV-MVLs 0.5 mL，加生理盐水

稀释，600×g离心8 min，除去上清液，沉淀用10％曲拉通

X-100破乳后，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，计算药

物包封部分的含量m 包，另取相同体积的BEV-MVLs直

接用 10％曲拉通 X-100破乳，测定并计算 BEV 总含量

m 总，计算包封率（％）＝m 包/m 总×100％。

2.3 Box-Behnken设计-响应面法优化处方

根据预试验结果，确定影响BEV-MVLs包封率的主

要因素包括有机相中 TO 的浓度（X1，mmol/L）、DOPC-

CH 的比值（X2，mol/mol）和外水相中 L-赖氨酸的浓度

（X3，mmol/L），以三者为因素，采用Box-Behnken设计-响

应面法设计试验，每个因素 3个水平，以包封率为指标

（Y），采用Design-Expert 8.0.6软件生成 17组试验方案。

因素与水平见表2，Box-Behnken设计与结果见表3。

表2 因素与水平

Tab 2 Factors and levels

因素

X1，mmol/L

X2

X3，mmol/L

水平
低
1.00

0.33

20.00

中
2.50

0.67

40.00

高
4.00

1.00

60.00

表3 Box-Behnken设计与结果

Tab 3 Box-Behnken design and results

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

X1，mmol/L

1.00

1.00

2.50

4.00

2.50

2.50

1.00

2.50

2.50

2.50

4.00

2.50

4.00

4.00

2.50

1.00

2.50

X2

1.00

0.67

0.67

1.00

1.00

0.67

0.67

1.00

0.67

0.33

0.33

0.67

0.67

0.67

0.67

0.33

0.33

X3，mmol/L

40.00

60.00

40.00

40.00

20.00

40.00

20.00

60.00

40.00

20.00

40.00

40.00

20.00

60.00

40.00

40.00

60.00

Y，％
47.55

61.10

82.60

50.58

48.30

84.42

37.20

68.41

80.58

61.57

59.25

76.45

67.70

71.50

78.78

45.52

65.32

2.3.1 回归方程的拟合 利用Design-Expert 8.0.6软件

对各因素及响应值进行回归分析，得到拟合方程为Y＝

80.57 + 7.21X1 + 2.10X2 + 6.44X3 － 2.68X1X2 － 5.03X1X3 +

4.09X2X3－15.68X1
2－14.16X2

2－5.51X3
2（R2＝0.965 0，P＜

0.01，失拟项P＞0.05）。方差分析结果见表4。

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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表4 方差分析结果

Tab 4 Results of variance analysis

变异来源
模型
X1

X2

X3

X1X2

X1X3

X2X3

X1
2

X2
2

X3
2

残差
失拟项
纯误差
总离差

离均差平方和
3 180.78

415.58

35.36

332.30

28.62

101.00

66.91

1 035.61

844.00

127.74

115.37

76.25

39.12

3 296.15

自由度
7

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方
353.42

415.58

35.36

332.30

28.62

101.00

66.91

1 035.61

844.00

127.74

16.48

25.42

9.78

F

21.44

25.21

2.15

20.16

1.74

6.13

4.06

62.83

51.21

7.75

2.60

P

0.000 3

0.001 5

0.186 4

0.002 8

0.229 1

0.042 5

0.083 8

0.000 1

0.000 2

0.027 1

0.189 4

由表 4可知，模型P＜0.01，说明达到极其显著的水

平，此外失拟项P＞0.05，说明该方程能很好拟合和预测

各因素与Y的关系，其中X1、X3、X1X3、X1
2、X2

2、X3
2对Y有显

著影响（P＜0.05）。对模型进行优化，删除方差分析表

中 P＞0.05 的不显著项，优化后的方程为 Y＝80.57+

7.21X1－2.10X2+6.44X3－5.03X1X3－15.68X1
2－14.16X2

2－

5.51 X3
2（R2＝0.936 0，P＜0.01，失拟项P＞0.05），优化后

的方程仍有统计学意义，具备良好拟合度。

2.3.2 响应面的优化与预测 基于实际试验要求，追求

Y的最大化，对模型进一步处理，各因素对Y的响应面图

和等高线图见图2。

响应面中的椭圆形和较陡坡度代表两因素交互作

用显著，而圆形和较缓坡度代表两因素交互作用不显

著，极值出现于响应面的最高处或等值线最小椭圆的中

心点。3因素对BEV-MVLs的Y影响大小为X1＞X3＞X2，

与方差分析结果一致。根据各因素变量范围对Y影响的

期望值，选择优化后的处方中有机相中 TO 的浓度为

2.72 mmol/L、外水相中 L-赖氨酸的浓度为 40 mmol/L，

DOPC-CH比值为0.67（mol/mol），在此条件下，模型预测

包封率为82.7％。

2.3.3 最优处方的验证 为进一步验证所建立模型与

实际实验结果是否相符，以软件所优化后的处方工艺即

称取 1.4 mmol DOPC、2.95 mmol DPPG、0.002 72 mmol

TO、2.8 mmol CH溶于 1 mL的氯仿中作为有机相，向其

滴加等体积含25 mg BEV的内水相，按“2.1”项下方法制

备成初乳；向初乳中加入 4 mL外水相（含 4％葡萄糖和

4 mmol/L的 L-赖氨酸），制备成 10 mL BEV-MVLs混悬

液，平行制备 3批，测得包封率为（80.65±4.42）％（n＝

3），与预测值的相对误差为 2.54％，证实了该模型的有

效性，且包封率达到预期效果。

2.4 BEV-MVLs的表征

2.4.1 形态 于倒置显微镜下观察BEV-MVLs形态，可

见其外观呈球形，圆整、大小较均匀，内部由许多紧密排

列的非同心囊泡构成，类似泡沫状[12]，显微镜图见图3。

将冻干后的BEV-MVLs固定于导电胶上，经喷金处

理，制成标本，进行扫描电镜观察，可见其形态较为圆

整，呈现出典型的非同心囊泡结构，扫描电镜图见图4。

2.4.2 粒径 采用激光粒度仪测定BEV-MVLs的粒径，

得到粒径分布曲线。结果显示，BEV-MVLs粒径分布为

11.13～24.96 μm，平均粒径为 16.80 μm，粒径分布宽度

适宜，对称性良好，粒径分布图见图5。

2.5 体外释放特性

取BEV-MVLs 5 mL于 10 mL EP管中，离心除去上

清液，沉淀中加入 2 mL 释放介质（pH 7.4的 PBS）并混

图2 各因素对Y的响应面图和等高线图

Fig 2 Response surface plot and contour map of fac-

tors to Y

90

80

70

60

50

40

4.00

2.80
1.60

1.00

1.00
0.81

0.62
0.43

0.33X2

X1，mmol/L

Y
，％

A. X1-X2

90
80
70
60
50
40

4.00

2.80
1.60

1.00

60.00

X1，mmol/L

Y
，％

B. X1-X3

30

44.00
26.00

20.00

90
80
70
60
50
40

0.33

60.00

X3，mmol/L

Y
，％

C. X2-X3

30

44.00
26.00

20.00

1.00
0.81

0.62
0.43 X2

X3，mmol/L

图3 BEV-MVLs的显微镜图（×400）

Fig 3 Micrograph of BEV-MVLs（×400）

图4 BEV-MVLs的扫描电镜图（×262）

Fig 4 Scanning electron micrograph of BEV-MVLs（×

262）
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匀，放入 37 ℃水浴振荡器（30 r/min）中进行释放试验。

于0、0.5、1、3、5、7、10、14、17、21、25、30 d各时间点取样，

将释放液 600×g离心 8 min，取上清液 0.2 mL，同时补加

等温等体积释放介质，测定释放样品中BEV含量，计算

累积释放度，绘制释放曲线，体外累积释放曲线见图6。

由图 6可知，采用 pH 7.4 PBS作为释放介质模拟眼

部玻璃体环境，所得数据能较好地反映制剂在体外的缓

释效果，30 d时的累积释放度达92％。将释放数据用不

同的释放模型拟合，最终确定其最佳拟合模型为一级释

放模型，其方程为 y＝295.876（1－e0.013x）（R2＝0.987），即

BEV-MVLs的释放机制近似于单个囊泡破裂而导致的

骨架溶蚀型释放，而不是简单的药物扩散；随着外部单

个囊泡的扩散和表面溶蚀，包封的药物释放出来，但内

部未发生破裂的囊泡仍可保持非同心圆结构，依然维持

缓释作用效果，因而药物释放时间得到延长。

3 讨论
单抗药物含量分析常用二喹啉甲酸（BCA）法和酶

联免疫吸附（ELISA）法，前者是测定样品中蛋白总浓

度，后者检测蛋白浓度通常为 pg级，样品需稀释很高倍

数才能分析，两种方法准确度均不高。本研究采用Pro-

tein A色谱柱分析BEV含量，Protein A是金黄色葡萄球

菌A蛋白，能与抗体片段Fc区域（主要是免疫球蛋白G）特

异性结合，其他组分不被结合而流出，改变流动相pH值可

使抗体与Protein A分开而被洗脱下来，从而准确定量抗

体浓度，与ELISA法检测相比，操作简单、高速快捷[13]。

在 W/O/W 法制备 BEV-MVLs 过程中，有两个因素

影响蛋白质稳定性：一是油水界面吸附作用；二是均质

乳化产生的压力。本研究在内水相中添加蛋白质稳定

剂蔗糖，以减少蛋白质动力学作用，阻断蛋白质在油水

界面的聚集和变性，加强蛋白质疏水性氨基酸之间的相

互作用，提高蛋白质耐热性和稳定性。在处方中加入白

蛋白能够有效保护抗体对抗均质乳化过程中的压力，降

低界面吸附作用，保护抗体活性。

综上所述，本研究成功制得具有缓释作用的BEV-

MVLs，其包封率达到预期效果。
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图5 BEV-MVLs的粒径分布图

Fig 5 Distribution of particle size of BEV-MVLs
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图6 BEV-MVLs体外累积释放曲线

Fig 6 Accumulative drug release curves of BEV-MVLs
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