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(57)摘要

本发明公开了一种肿瘤靶向型放疗增敏脂

质体纳米制剂及其制备方法，所制备的制剂为钆

离 子 配 位的 德 克 萨 斯 卟 啉 脂 质体（ G d -

Nanotexaphyrin），同时具有增强磁共振成像和

放疗增敏的效果。该制剂的亲水腔内部可以包载

携氧蛋白，携带氧气，改善肿瘤乏氧，提高Gd-

Texaphyrin的“无效氧化还原循环”效应，增强

Gd-Texaphyrin的放疗增敏效果。该制剂的表面

可以修饰靶向分子，借助靶向分子的主动靶向能

力和脂质体本身的被动靶向效果，该制剂可以浓

集于肿瘤部位，提高了Gd-Texaphyrin在肿瘤的

摄取量，进一步增强了Gd-Texaphyrin的放疗增

敏效果。
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1.一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂，其特征在于：为钆离子配位的德克萨斯

卟啉脂质体，其结构包括外层的磷脂双分子层和内部的亲水空腔；所述磷脂双分子层的组

成包括钆离子配位的德克萨斯卟啉-溶血磷脂；所述德克萨斯卟啉-溶血磷脂为德克萨斯卟

啉与溶血磷脂的共价结合物。

2.根据权利要求1所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂，其特征在于：所述

溶血磷脂为十八烷酰基溶血磷脂酰胆碱、十六烷酰基溶血磷脂酰乙醇胺、亚油酸酰基溶血

磷酯酰丝氨酸、油酸酰基溶血磷脂酰胆碱中任意一种。

3.根据权利要求1所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂，其特征在于：所述

磷脂双分子层的组成还包括除溶血磷脂以外的其他磷脂或磷脂衍生物；所述除溶血磷脂以

外的其他磷脂或磷脂衍生物为蛋黄卵磷脂、氢化大豆卵磷脂、羟基化大豆卵磷脂、氢化溶血

卵磷脂、二硬脂酰基磷脂酰胆碱、二油酰磷脂酰乙醇胺、二棕榈酰基磷脂酰丝氨酸、二硬脂

酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇2000、二油酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇5000中的一种或几

种。

4.根据权利要求1所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂，其特征在于：所述

磷脂双分子层的组成还包括胆固醇。

5.根据权利要求1所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂，其特征在于：所述

亲水空腔内包载有携氧蛋白；所述携氧蛋白为血红蛋白、肌红蛋白、脑红蛋白、血蓝蛋白中

任意一种或几种。

6.根据权利要求1所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂，其特征在于：所述

脂质体的表面修饰有肿瘤靶向分子；所述靶向分子为抗体及其片段、多肽、叶酸、透明质酸、

适配体中任意一种或几种。

7.根据权利要求1~6中任意一项所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂的制

备方法，其特征在于：包括以下步骤：

1）钆离子配位的德克萨斯卟啉-溶血磷脂的合成：将三价钆盐、德克萨斯卟啉-溶血磷

脂、有机胺在反应溶剂中混合，30-90oC加热反应，反应产物经色谱柱纯化，得到纯化后的钆

离子配位的德克萨斯卟啉-溶血磷脂；

2）以薄膜水化法或乙醇注入法制备钆离子配位的德克萨斯卟啉脂质体。

8.根据权利要求7所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂的制备方法，其特

征在于：

步骤2)中薄膜水化法的制备流程如下所示：将步骤1）得到的钆离子配位的德克萨斯卟

啉-溶血磷脂单独或与其他成分在三氯甲烷或三氯甲烷-甲醇溶液中溶解，所述其他成分为

除溶血磷脂以外的其他磷脂或磷脂衍生物以及胆固醇中的任意一种或几种；使用旋转蒸发

仪旋干或氮气吹干溶液，使析出的固体呈一层薄膜状；真空条件下进一步干燥；加入去离子

水或含有携氧蛋白的水溶液，30-90oC加热水化一段时间后，水浴超声使固体完全溶解；将

水浴超声后的溶液用高压挤出器挤出，挤出器滤膜的孔径为10-500  nm，或者使用探头超

声，将水浴超声后的溶液制备成粒径均一的脂质体；

步骤2）中乙醇注入法的制备流程：将步骤1）得到的钆离子配位的德克萨斯卟啉-溶血

磷脂单独或与其他成分在乙醇溶液中溶解，所述其他成分为除溶血磷脂以外的其他磷脂或

磷脂衍生物以及胆固醇中的任意一种或几种；在水浴超声条件下，注入到去离子水或携氧
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蛋白的水溶液中；将水浴超声后的溶液用高压挤出器挤出，挤出器滤膜的孔径为10-500 

nm，或者使用探头超声，将水浴超声后的溶液制备成粒径均一的脂质体。

9.根据权利要求7所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂的制备方法，其特

征在于：如果步骤2）中加入的是含有携氧蛋白的水溶液，还需要进行步骤3），步骤3）为：使

用透析法、凝胶排阻法、超滤法中任意一种对步骤2）制备的脂质体进行纯化，以除去没有包

载到脂质体中的携氧蛋白；所述透析法为：将步骤2）制备的脂质体装入分子截留量为10-

1000  kDa的透析袋中，置于0.02  M  pH=7.2 的磷酸盐缓冲液中透析；所述凝胶排阻法为：使

用分子截留量为10-1000  kDa的凝胶排阻柱分离脂质体和未经脂质体包载的携氧蛋白；所

述超滤法为：使用分子截留量为10-1000  kDa的超滤管滤除未经脂质体包载的携氧蛋白。

10.根据权利要求7所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂的制备方法，其特

征在于：步骤1）中所述三价钆盐为醋酸钆、硝酸钆、氯化钆中任意一种；步骤1）所述有机胺

为二乙胺、三乙胺、N,N-二异丙基乙胺中任意一种或几种；步骤1）所述反应溶剂为N,N-二甲

基甲酰胺、二甲基亚砜、甲醇、乙醇、丙醇、异丙醇、丙二醇中任意一种或几种，步骤1）所述色

谱柱为硅胶基正向色谱柱、C4或C18基反向色谱柱中任意一种。
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一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物医用材料领域，具体涉及一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制

剂及其制备方法。

背景技术

[0002] 癌症的治疗是全球人类面临的难题。放疗是癌症治疗的重要手段。然而，低剂量的

放射性射线的治疗效果有限，提高放射性射线的剂量又会增加正常组织和器官的损伤，限

制了放疗的肿瘤治疗效果。因此，多种多样的放疗增敏剂被研发出来，用于提高放射性射线

的肿瘤杀伤效果。放疗增敏剂的研发目前仍然面临着一些问题，比如，顺铂、紫杉醇、五氟尿

嘧啶等化疗药物，虽然具有一定的放疗增敏效果，但是体内毒性较高；高压氧的临床治疗效

果有限，并且增加了正常组织和器官的放疗损伤；表皮生长因子受体阻断药物仅对少数的

肿瘤表皮生长因子阳性的患者有一定的放疗增敏效果；纳米金、纳米钛等无机重金属纳米

材料体内无法降解，存在长期生物安全性的隐患。目前，国内批准上市的放疗增敏药物只有

马蔺子素、甘氨双唑钠等极少数药物，新型放疗增敏剂的研发是非常有意义的。

[0003] 德克萨斯卟啉（Texaphyrin）是一类三吡咯五氮杂环卟啉衍生物，由1988年美国德

克萨斯大学(奥斯汀分校)的J.L.  Sessler教授领导的研究小组合成。Texaphyrin相比于四

氮杂环卟啉类化合物，可以与三价金属离子形成稳定的配位化合物。三价钆离子（Gd3+）配位

的Texaphyrin（Gd-Texaphyrin）不但可以作为增强磁共振成像的造影剂，并且具有一定的

放疗增敏效果。Gd-Texaphyrin类化合物中，最具有代表性的药物是美国Pharmacyclics公

司开发的、已经开展过多项临床试验的莫特沙芬钆（Motexafin  Gadolinium）。在临床前研

究中，莫特沙芬钆在多种动物模型中展示出优异的增强磁共振成像性能和明显的放疗增敏

效果。I期临床试验表明，莫特沙芬钆有较好的安全性，剂量限制性毒性为可逆的肾小管坏

死，最大耐受剂量为22.3  mg/kg，没有明显的血液毒性。然而，III期临床试验表明，莫特沙

芬钆只有有限的放疗增敏效果。虽然，对于北美组亚群的患者，莫特沙芬钆可以增加实体瘤

早期脑转移的放疗效果，使肿瘤的中位进展时间从8.8个月延长到24.2个月，但是，更大群

体的患者的总生存时间没有明显的改善。因此，莫特沙芬钆，这一体内安全性较高的、曾经

展示出巨大潜力的放疗增敏剂，最终没有被美国食品药品监督管理局批准上市。如何提高

莫特沙芬钆这一类药物的放疗增敏效果成为亟待解决的难题。

[0004] 放疗增敏类药物在肿瘤的摄取量不足是限制其增敏效果的主要因素之一。莫特沙

芬钆等小分子形式的Gd-Texaphyrin，在体内的血液循环半衰期较短，代谢、排泄速度快。延

长Gd-Texaphyrin的血液循环时间可以一定程度地增加其在肿瘤的摄取量。

[0005] 多伦多大学的郑岗教授领导的研究团队在2016年报道了一种Texaphyrin与溶血

磷脂酰胆碱的共价结合物，命名为Texaphyrin-lipid。两亲性的Texaphyrin-lipid可以自

组装形成均一、稳定的卟啉脂质体，命名为Nanotexaphyrin。郑岗团队在2016年报道了二价

锰离子配位的Nanotexaphyrin（Mn-Nanotexaphyrin）可以用于体内的增强磁共振成像，在

2018年报道了三价放射性铟粒子111Ln配位的Nanotexaphyrin（111Ln-Nanotexaphyrin）可以
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用于体内的单光子发射计算机断层扫描（single-photon  emission  computed 

tomography，SPECT）成像。Nanotexaphyrin在一定程度上能提高  Texaphyrin的高载药量。

但是该技术仍存在改进的空间。

[0006] “无效氧化还原循环（Futile  Redox  Cycling）”是Gd-Texaphyrin的放疗增敏的主

要机制之一。Gd-Texaphyrin被肿瘤细胞摄取后，与细胞中的抗坏血酸、NADPH、还原型谷胱

甘肽等还原型物质发生反应，消耗了肿瘤细胞的还原型物质，提高了肿瘤细胞的活性氧

（reactive  oxygen  species  ,  ROS）的水平，削弱了肿瘤细胞对放疗的抵抗能力，与此同

时，Gd-Texaphyrin被还原成不稳定的自由基中间态。在有氧条件下，自由基中间态与氧气

反应，生成过氧化氢，并且自由基中间态重新被氧气氧化为最初形式的Gd-Texaphyrin。Gd-

Texaphyrin像催化剂一样，不断地循环参与上述的氧化还原反应，不断消耗肿瘤细胞的还

原型物质，不断地产生过氧化氢。过氧化氢本身也具有放疗增敏的效果。但是，在缺氧条件

下，不稳定的自由基中间态会发生变质反应，不能重新产生最初形式的Gd-Texaphyrin，氧

化还原循环被终止，既不能不断地消耗还原型物质，又不能不断地生成过氧化氢。因此，Gd-

Texaphyrin的放疗增敏效果具有氧气依赖性，在有氧条件下的放疗增敏效果要优于缺氧条

件下的放疗增敏效果。

[0007] 很多实体瘤的内部都处于缺氧的状态，肿瘤乏氧是实体瘤的肿瘤微环境的普遍特

征之一。由于Gd-Texaphyrin的放疗增敏效果具有氧气依赖性，改善肿瘤的乏氧就可以提高

Gd-Texaphyrin的放疗增敏效果。与此同时，氧气本身也具有放疗增敏的效果，肿瘤的普遍

乏氧是造成放疗效果不佳的主要因素之一。但目前关于增加Gd-Texaphyrin的“无效氧化还

原循环”效应技术方面鲜有报道。

发明内容

[0008] 本发明的目的之一是通过将Gd-Texaphyrin制备成脂质体的形式，延长Gd-

Texaphyrin的血液循环时间，并且通过脂质体的被动靶向和主动靶向能力，进一步提高Gd-

Texaphyrin在肿瘤的摄取量，提高其放疗增敏的效果。

[0009] 本发明的目的之二是通过脂质体向肿瘤递送氧气，利用脂质体实现Gd -

Texaphyrin和氧气的同时递送。通过改善肿瘤的乏氧状态，增加Gd-Texaphyrin的“无效氧

化还原循环”效应，增加Gd-Texaphyrin消耗肿瘤细胞还原型物质的能力，提高肿瘤细胞的

ROS水平，增加过氧化氢的产生量，从而增强其放疗增敏效果。

[0010] 本发明的目的是通过以下技术方案实现的：

一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂，为钆离子配位的德克萨斯卟啉脂质体（Gd-

Nanotexaphyrin），其结构包括外层的磷脂双分子层和内部的亲水空腔；所述磷脂双分子层

的组成包括钆离子配位的德克萨斯卟啉-溶血磷脂（Gd-Texaphyrin-Lipid）；所述德克萨斯

卟啉-溶血磷脂（Texaphyrin-Lipid）为德克萨斯卟啉（Texaphyrin）与溶血磷脂的共价结合

物。所述肿瘤靶向型放疗增敏剂的实体直径为5纳米至500纳米。

[0011] 进一步的，所述溶血磷脂为十八烷酰基溶血磷脂酰胆碱、十六烷酰基溶血磷脂酰

乙醇胺、亚油酸酰基溶血磷酯酰丝氨酸、油酸酰基溶血磷脂酰胆碱中任意一种。

[0012] 进一步的，所述磷脂双分子层的组成还包括除溶血磷脂以外的其他磷脂或磷脂衍

生物；所述除溶血磷脂以外的其他磷脂或磷脂衍生物为蛋黄卵磷脂、氢化大豆卵磷脂
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（HSPC）、羟基化大豆卵磷脂、氢化溶血卵磷脂、二硬脂酰基磷脂酰胆碱（DSPC）、二油酰磷脂

酰乙醇胺（DOPE）、二棕榈酰基磷脂酰丝氨酸（DPPS）、二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇

2000（DSPE-mPEG2000）、二油酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇5000（DOPE-mPEG5000）中的一种

或几种。

[0013] 进一步的，所述磷脂双分子层的组成还包括胆固醇。

[0014] 胆固醇和其他磷脂成分可以调节脂质体的体内稳定性、调节脂质体的粒径分布，

但是，胆固醇和其他磷脂成分不是所述肿瘤靶向型放疗增敏剂的必需成分。没有添加胆固

醇和其他磷脂成分的该制剂同样具有放疗增敏的效果。

[0015] 进一步的，所述亲水空腔内包载有携氧蛋白；所述携氧蛋白是可以与氧气可逆结

合的蛋白分子，在氧气浓度较高时，携氧蛋白可以与氧气结合，在氧气浓度降低时，携氧蛋

白可以将氧气释放出来；所述携氧蛋白为血红蛋白、肌红蛋白、脑红蛋白、血蓝蛋白中任意

一种或几种。

[0016] 进一步的，所述脂质体的表面修饰有肿瘤靶向分子。所述靶向分子为抗体及其片

段、多肽、叶酸、透明质酸、适配体中任意一种或几种。所述靶向分子与磷脂双分子层中的

Gd-Texaphyrin-Lipid或其他磷脂成分相连接。

[0017] 一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂的制备方法，其特征在于：包括以下步

骤：

1）钆离子配位的德克萨斯卟啉-溶血磷脂（Gd-Texaphyrin-Lipid）的合成：将三价钆

盐、德克萨斯卟啉-溶血磷脂（Texaphyrin-lipid）、有机胺在反应溶剂中混合，30至90摄氏

度加热反应，反应产物经色谱柱纯化，得到纯化后的钆离子配位的德克萨斯卟啉-溶血磷脂

（Gd-Texaphyrin-Lipid）；

2）以薄膜水化法或乙醇注入法制备钆离子配位的德克萨斯卟啉脂质体（Gd -

Nanotexaphyrin）。

[0018] 进一步的，步骤2)中薄膜水化法的制备流程如下所示：将步骤1）得到的钆离子配

位的德克萨斯卟啉-溶血磷脂（Gd-Texaphyrin-Lipid）单独或与其他成分在三氯甲烷或三

氯甲烷-甲醇溶液中溶解，所述其他成分为除溶血磷脂以外的其他磷脂或磷脂衍生物以及

胆固醇中的任意一种或几种；使用旋转蒸发仪旋干或氮气吹干溶液，使析出的固体呈一层

薄膜状；真空条件下进一步干燥；加入去离子水或含有携氧蛋白的水溶液，30-90oC加热水

化一段时间后，水浴超声使固体完全溶解；将水浴超声后的溶液用高压挤出器挤出，挤出器

滤膜的孔径为10-500  nm，或者使用探头超声，将水浴超声后的溶液制备成粒径均一的脂质

体；

步骤2）中乙醇注入法的制备流程：将步骤1）得到的钆离子配位的德克萨斯卟啉-溶血

磷脂（Gd-Texaphyrin-Lipid）单独或与其他成分在乙醇溶液中溶解，所述其他成分为除溶

血磷脂以外的其他磷脂或磷脂衍生物以及胆固醇中的任意一种或几种；在水浴超声条件

下，注入到去离子水或携氧蛋白的水溶液中；将水浴超声后的溶液用高压挤出器挤出，挤出

器滤膜的孔径为10-500  nm，或者使用探头超声，将水浴超声后的溶液制备成粒径均一的脂

质体。

[0019] 进一步的，如果步骤2）中加入的是含有携氧蛋白的水溶液，还需要进行步骤3），步

骤3）为：使用透析法、凝胶排阻法、超滤法中任意一种对步骤2）制备的脂质体进行纯化，以
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除去没有包载到脂质体中的携氧蛋白；所述透析法为：将步骤2）制备的脂质体装入分子截

留量为10-1000  kDa的透析袋中，置于0.02  M  pH=7.2 的磷酸盐缓冲液中透析；所述凝胶排

阻法为：使用分子截留量为10-1000  kDa的凝胶排阻柱分离脂质体和未经脂质体包载的携

氧蛋白；所述超滤法为：使用分子截留量为10-1000  kDa的超滤管滤除未经脂质体包载的携

氧蛋白。

[0020] 进一步的，步骤1）中所述三价钆盐为醋酸钆、硝酸钆、氯化钆中任意一种；步骤1）

所述有机胺为二乙胺、三乙胺、N,N-二异丙基乙胺中任意一种或几种；步骤1）所述反应溶剂

为N,N-二甲基甲酰胺、二甲基亚砜、甲醇、乙醇、丙醇、异丙醇、丙二醇中任意一种或几种，步

骤1）所述色谱柱为硅胶基正向色谱柱、C4或C18基反向色谱柱中任意一种。

[0021] 本发明的有益效果：

本发明的优点之一是将Gd-Texaphyrin制备成脂质体的形式，利用脂质体的主动靶向

和被动靶向能力，可以增加Gd-Texaphyrin在肿瘤的摄取量，提高Gd-Texaphyrin的放疗增

敏效果。

[0022] 本发明的优点之二是将Gd-Texaphyrin制备成脂质体的形式，利用脂质体可以延

长Gd-Texaphyrin的血液循环时间，从而增加Gd-Texaphyrin在肿瘤的摄取量，提高Gd-

Texaphyrin的放疗增敏效果。

[0023] 本发明的优点之三是所述制剂具有“诊治一体化”的功能，同时具有增强磁共振成

像和放疗增敏的效果，可以通过影像手段实时、动态、无创地监测所述制剂在体内分布、代

谢、排泄情况，确定Gd-Texaphyrin在肿瘤和正常脏器在不同时间点的分布情况，从而确定

给予放射性照射的最佳时间点和照射的肿瘤的具体位置，实现影像引导下的定时、定点放

疗。

[0024] 本发明的优点之四是所述制剂将携氧蛋白和Gd-Texaphyrin组合在一起，实现了

携氧蛋白和Gd-Texaphyrin在肿瘤时间、空间上的同时递送，利用携氧蛋白提供氧气，改善

肿瘤乏氧，增加Gd-Texaphyrin的放疗增敏效果。

[0025] 本发明的优点之五是利用脂质体的形式将携氧蛋白递送到肿瘤，提高了携氧蛋白

的肿瘤靶向性、血液循环时间，减少了携氧蛋白在血液中的酶促降解，增加了携氧蛋白的肿

瘤的摄取量。脂质体包裹的携氧蛋白和未经脂质体包裹的携氧蛋白相比，前者可以将更多

的氧气递送到肿瘤，更加显著地改善肿瘤的乏氧。

[0026] 本发明的优点之六是以Gd - Te xa phy rin -Li pid的形式自组装形成Gd -

Nanotexaphyrin，实现了脂质体对Gd-Texaphyrin的超高载药量。在Gd-Nanotexaphyrin单

个脂质体很小的空间范围内，富集了高浓度的Gd-Texaphyrin，相比于莫特沙芬钆等小分子

形式的Gd-Texaphyrin，可以显著提高磁共振成像和放疗增敏效果。

[0027] 在莫特沙芬钆的III期临床试验失败后，如何提高Gd-Texaphyrin类药物的放疗增

敏效果成为亟待解决的难题。本发明所述制剂以脂质体的形式实现了Gd-Texaphyrin的超

高载药量、提高了Gd-Texaphyrin的肿瘤靶向性、延长了Gd-Texaphyrin的血液循环时间，从

而提高了Gd-Texaphyrin在肿瘤的摄取量，并且，通过氧气的协同递送、改善肿瘤乏氧，增强

Gd-Texaphyrin的“无效氧化还原”效应。通过以上几个方面的共同作用，所述制剂增加了

Gd-Texaphyrin的放疗增敏效果，为解决这一难题提供了新的方案。
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[0028]

附图说明

[0029] 图1：Texaphyrin-Lipid（图1A和图1B所示）和Gd-Texaphyrin-Lipid（图1C和图1D

所示）的几种可能的化学结构。图1A和图1C所示的溶血磷脂为十四烷酰基溶血磷脂酰胆碱，

图1B和图1D所示的溶血磷脂为十八烷酰基溶血磷脂酰乙醇胺。

[0030] 图2：本发明所述一种肿瘤靶向型放疗增敏制剂的结构示意图。

[0031] 图3：左图为实施例1所得到的该制剂的透射电镜图（该制剂为球形纳米粒子，实体

直径分布于10-100纳米）。右图为动态光散射仪检测出的实施例1所得到的该制剂的水化直

径的粒径分布图，该制剂的平均水化直径约为90纳米，多分散度（Polydispersity  Index，

PDI）小于0.2，粒径分布均匀。

[0032] 图4：尾静脉注射实施例1制备的该制剂后，荷瘤鼠的横切面的T1加权磁共振成像

图。具体实验流程如实施例6所述。注射该制剂后的24小时内，肿瘤部位的磁共振信号逐渐

增强，并最终达到了良好的增强T1加权磁共振成像效果。

[0033] 图5：实施例1和实施例2制备的该制剂对荷瘤鼠的皮下移植瘤的治疗效果评价，纵

坐标为测量当日肿瘤体积。具体实验流程如实施例7所述，没有包载携氧蛋白的该制剂的取

得了显著的放疗增敏效果，包载携氧蛋白的该制剂的放疗增敏效果进一步增加。

具体实施方式

[0034] 本发明具体实施方式所列举的实施例只用于说明本发明，并不限制本发明的内

容。

[0035] 实施例1

本发明中所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂的一种制备方法包括以下

步骤：

（1）  Gd-Texaphyrin-Lipid粗产物的制备：向5  mL圆底烧瓶中加入1  mL甲醇，再加入10 

mg  Texaphyrin-Lipid  (根据文献的制备方法制备，文献的DOI检索号：10 .1002/

adhm.201800857)，6  mg  水合醋酸钆，9  mg  三乙胺，搅拌溶解后，50  oC加热搅拌3小时。随

后，将甲醇用氮气吹干，向剩余的固体加入10  mL的环己烷，搅拌洗涤固体后，离心收集固体

沉淀。重复三次洗涤固体后，最终得到深绿色的粗产物。

[0036] （2）  Gd-Texaphyrin-Lipid粗产物的纯化：使用硅胶正向色谱柱对粗产物进行纯

化。上样后，首先使用甲醇-氯仿流动相梯度洗脱10分钟以上，甲醇和氯仿的体积比从0:1不

断升高到1:4，洗除极性小的杂质。再用氯仿-甲醇-水（体积比35:14:1）流动相将产物洗脱

下来，得到较为纯净的Gd-Texaphyrin-Lipid，旋干后-20oC保存。

[0037] （3）  包载肌红蛋白的Gd-Nanotexaphyrin的制备：称取2  mg  Gd-Texaphyrin-

Lipid、1.032  mg氢化大豆卵磷脂（HSPC）、0.424  mg胆固醇、0.614  mg二硬脂酰基磷脂酰乙

醇胺-聚乙二醇2000（DSPE-mPEG2000）加入圆底烧瓶中，加5  mL的氯仿充分溶解，各组分的

摩尔比例分别为40%：30%：25%：5%。使用旋转蒸发仪将烧瓶中的氯仿旋干，让析出的固体在

烧瓶底部呈一层薄膜状。将烧瓶放入真空干燥器中干燥12小时，除去痕量的氯仿。向烧瓶中

加入2  mL  20  mg/mL的骨骼肌肌红蛋白，40oC水浴加热30分钟后，水浴超声30分钟。使用高
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压挤出器制备粒径均一的脂质体，将水浴超声后的溶液用100  nm的双层聚碳酸酯滤膜高压

挤出3次，挤出器的温度维持在40oC。将挤出后的溶液装入分子截留量为1000  kDa的透析袋

中，在0.02  M  pH=7 .2磷酸盐缓冲液中透析72小时，以除去没有包载到脂质体中的肌红蛋

白。在透析过程中不断更换新的磷酸盐缓冲液，最终得到较为纯净的包载肌红蛋白的Gd-

Nanotexaphyrin，于4  oC条件下保存。

[0038] 实施例2

本发明中所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂的一种制备方法包括以下

步骤：

（1）  Gd-Texaphyrin-Lipid粗产物的制备：向5  mL圆底烧瓶中加入1  mL甲醇，再加入10 

mg  Texaphyrin-Lipid，6  mg  水合醋酸钆，9  mg  三乙胺，搅拌溶解后，50  oC加热搅拌3小

时。随后，将甲醇用氮气吹干，向剩余的固体加入10  mL的环己烷，搅拌洗涤固体后，离心收

集固体沉淀。重复三次洗涤固体后，最终得到深绿色的粗产物。

[0039] （2）  Gd-Texaphyrin-Lipid粗产物的纯化：使用硅胶正向色谱柱对粗产物进行纯

化。上样后，首先使用甲醇-氯仿流动相梯度洗脱10分钟以上，甲醇和氯仿的体积比从0:1不

断升高到1:4，洗除极性小的杂质。再用氯仿-甲醇-水（体积比35:14:1）流动相将产物洗脱

下来，得到较为纯净的Gd-Texaphyrin-Lipid，旋干后-20oC保存。

[0040] （3）  没有包载携氧蛋白的Gd-Nanotexaphyrin的制备：称取2  mg  Gd-Texaphyrin-

Lipid、1.032  mg氢化大豆卵磷脂（HSPC）、0.424  mg胆固醇、0.614  mg二硬脂酰基磷脂酰乙

醇胺-聚乙二醇2000（DSPE-mPEG2000）加入圆底烧瓶中，加5  mL的氯仿充分溶解，各组分的

摩尔比例分别为40%：30%：25%：5%。使用旋转蒸发仪将烧瓶中的氯仿旋干，让析出的固体在

烧瓶底部呈一层薄膜状。将烧瓶放入真空干燥器中干燥12小时，除去痕量的氯仿。向烧瓶中

加入2  mL  去离子水，40oC水浴加热30分钟后，水浴超声30分钟。使用高压挤出器制备粒径

均一的脂质体，将水浴超声后的溶液用100  nm的双层聚碳酸酯滤膜高压挤出3次，挤出器的

温度维持在40oC。最终得到没有包载携氧蛋白的Gd-Nanotexaphyrin，于4  oC条件下保存。

[0041] 实施例3

本发明中所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏脂质体纳米制剂的一种制备方法包括以下

步骤：

（1）  Gd-Texaphyrin-Lipid粗产物的制备：向5  mL圆底烧瓶中加入1  mL  N,N-二甲基甲

酰胺，再加入10  mg  Texaphyrin-Lipid，6  mg  水合硝酸钆，9  mg  N,N-二异丙基乙胺，搅拌

溶解后，60  oC加热搅拌5小时。随后，将N,N-二甲基甲酰胺减压蒸干，向剩余的固体加入5 

mL的冰乙醚，搅拌洗涤固体后，离心收集固体沉淀。重复三次洗涤固体后，最终得到深绿色

的粗产物。

[0042] （2）  Gd-Texaphyrin-Lipid粗产物的纯化：使用高效液相色谱法和C4反向色谱柱

对粗产物进行纯化。使用安捷伦1260  Infinity  II  HPLC系统配备C4高效液相反向色谱柱，

流动相A相为含有0.05%三氟乙酸的去离子水，B相为含有0.05%三氟乙酸的乙腈，流速。线性

梯度洗脱：0分钟，B=20%；5分钟，B=20%；30分钟，B=100%；35分钟，B=100%。Gd-Texaphyrin-

Lipid的出峰时间为28分钟，Texaphyrin-Lipid的出峰时间为32分钟。收集Gd-Texaphyrin-

Lipid，冷冻干燥后-20oC保存。

[0043] （3）靶向肿瘤整合素受体的、包载肌红蛋白的Gd-Nanotexaphyrin的制备：以“精氨
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酸-甘氨酸-天冬氨酸（RGD）”作为肿瘤靶向分子制备可以靶向肿瘤整合素受体蛋白的包载

肌红蛋白的Gd-Nanotexaphyrin。称取2  mg  Gd-Texaphyrin-Lipid、1.032  mg二硬脂酰基磷

脂酰胆碱（DSPC）、0.424  mg胆固醇、1.348  mg二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇5000-精

氨酸-甘氨酸-天冬氨酸（DSPE-mPEG5000-RGD）加入圆底烧瓶中，加1  mL的氯仿-甲醇（体积

比4:1）充分溶解，各组分的摩尔比例分别为40%：30%：25%：5%。使用旋转蒸发仪将烧瓶中的

氯仿-甲醇旋干，让析出的固体在烧瓶底部呈一层薄膜状。将烧瓶放入真空干燥器中干燥12

小时，除去痕量的氯仿-甲醇。向烧瓶中加入4  mL  10  mg/mL的人骨骼肌肌红蛋白，37oC水浴

加热40分钟后，水浴超声20分钟。使用高压挤出器制备粒径均一的脂质体，将水浴超声后的

溶液用200  nm的双层聚碳酸酯滤膜高压挤出5次，挤出器的温度维持在37oC。将挤出后的溶

液装入分子截留量为1000  kDa的透析袋中，在0.02  M  pH=7.2磷酸盐缓冲液中透析72小时，

以除去没有包载到脂质体中的肌红蛋白。在透析过程中不断更换新的磷酸盐缓冲液，最终

得到较为纯净的包载肌红蛋白的、靶向肿瘤整合素受体的Gd-Nanotexaphyrin，于4  oC条件

下保存。

[0044] 实施例4

本发明中所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏制剂的一种制备方法包括以下步骤：

（1）  Gd-Texaphyrin-Lipid粗产物的制备：向5  mL圆底烧瓶中加入1  mL  N,N-二甲基甲

酰胺，再加入10  mg  Texaphyrin-Lipid，6  mg  水合硝酸钆，9  mg  N,N-二异丙基乙胺，搅拌

溶解后，60  oC加热搅拌5小时。随后，将N,N-二甲基甲酰胺减压蒸干，向剩余的固体加入5 

mL的冰乙醚，搅拌洗涤固体后，离心收集固体沉淀。重复三次洗涤固体后，最终得到深绿色

的粗产物。

[0045] （2）  Gd-Texaphyrin-Lipid粗产物的纯化：使用高效液相色谱法和C4反向色谱柱

对粗产物进行纯化。使用安捷伦1260  Infinity  II  HPLC系统配备C4高效液相反向色谱柱，

流动相A相为含有0.05%三氟乙酸的去离子水，B相为含有0.05%三氟乙酸的乙腈，流速。线性

梯度洗脱：0分钟，B=20%；5分钟，B=20%；30分钟，B=100%；35分钟，B=100%。Gd-Texaphyrin-

Lipid的出峰时间为28分钟，Texaphyrin-Lipid的出峰时间为32分钟。收集Gd-Texaphyrin-

Lipid，冷冻干燥后-20oC保存。

[0046] （3）  包载肌红蛋白的Gd-Nanotexaphyrin的制备：称取2  mg  Gd-Texaphyrin-

Lipid，加1  mL的乙醇充分溶解。向烧瓶中加入4  mL  10  mg/mL的人骨骼肌肌红蛋白，浸入水

浴超声仪中。在水浴超声条件下，将Gd-Texaphyrin-Lipid 的乙醇溶液注入肌红蛋白溶液

中，继续水浴超声20分钟。使用探头超声制备粒径均一的脂质体：将超声探头浸入水浴超声

后的溶液中，使用50%的输出功率，探头超声10分钟。使用分子截留量为1000  kDa的凝胶排

阻柱，分离脂质体和没有包载到脂质体中的肌红蛋白：将探头超声后的溶液上样后，使用磷

酸盐缓冲液洗脱，脂质体先被洗脱下来，没有包载到脂质体中的肌红蛋白之后被洗脱下来。

收集包载肌红蛋白的Gd-Nanotexaphyrin，于4  oC条件下保存。

[0047] 实施例5

本发明中所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏制剂的一种制备方法包括以下步骤：

（1）  Gd-Texaphyrin-Lipid粗产物的制备：向5  mL圆底烧瓶中加入1  mL甲醇，再加入10 

mg  Texaphyrin-Lipid，6  mg  水合醋酸钆，9  mg  三乙胺，搅拌溶解后，50  oC加热搅拌3小

时。随后，将甲醇用氮气吹干，向剩余的固体加入10  mL的环己烷，搅拌洗涤固体后，离心收
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集固体沉淀。重复三次洗涤固体后，最终得到深绿色的粗产物。

[0048] （2）  Gd-Texaphyrin-Lipid粗产物的纯化：使用硅胶正向色谱柱对粗产物进行纯

化。上样后，首先使用甲醇-氯仿流动相梯度洗脱10分钟以上，甲醇和氯仿的体积比从0:1不

断升高到1:4，洗除极性小的杂质。再用氯仿-甲醇-水（体积比35:14:1）流动相将产物洗脱

下来，得到较为纯净的Gd-Texaphyrin-Lipid，旋干后-20oC保存。

[0049] （3）包载血红蛋白的Gd-Nanotexaphyrin的制备：称取2  mg  Gd-Texaphyrin-

Lipid、1.032  mg氢化大豆卵磷脂（HSPC）、0.424  mg胆固醇、0.614  mg二硬脂酰基磷脂酰乙

醇胺-聚乙二醇2000（DSPE-mPEG2000）加入圆底烧瓶中，加5  mL的氯仿充分溶解，各组分的

摩尔比例分别为40%：30%：25%：5%。使用旋转蒸发仪将烧瓶中的氯仿旋干，让析出的固体在

烧瓶底部呈一层薄膜状。将烧瓶放入真空干燥器中干燥12小时，除去痕量的氯仿。向烧瓶中

加入2  mL  20  mg/mL的牛血红蛋白，40oC水浴加热30分钟后，水浴超声30分钟。使用高压挤

出器制备粒径均一的脂质体，将水浴超声后的溶液用100  nm的双层聚碳酸酯滤膜高压挤出

3次，挤出器的温度维持在40oC。将挤出后的溶液装入分子截留量为1000  kDa的透析袋中，

在0.02  M  pH=7.2磷酸盐缓冲液中透析72小时，以除去没有包载到脂质体中的血红蛋白。在

透析过程中不断更换新的磷酸盐缓冲液，最终得到较为纯净的包载血红蛋白的Gd-

Nanotexaphyrin，于4  oC条件下保存。

[0050] （4）  靶向肿瘤HER-2蛋白的、包载血红蛋白的Gd-Nanotexaphyrin的制备：以“曲妥

珠单抗（Herceptin）”作为肿瘤靶向分子制备可以靶向肿瘤HER-2蛋白的包载血红蛋白的

Gd-Nanotexaphyrin。称取20  mg二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇2000-曲妥珠单抗

（DSPE-mPEG2000-Herceptin），加入到步骤（3）制备的包载血红蛋白的Gd-Nanotexaphyrin

溶液中，在冰水浴条件下探头超声20分钟以上，直至溶液变为澄清透明，没有肉眼可见的沉

淀为止。

[0051] 实施例6

本发明所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏制剂的T1加权增强磁共振成像效果的一种评

价方法，主要包括如下步骤：

（1）  小鼠皮下瘤模型的建立：将LLC（Lewis  Lung  Cancer）细胞以每只小鼠  5×106个

细胞的量接种于C57BL/6小鼠的大腿外侧皮下，小鼠于SPF级环境下饲养；

（2）  肿瘤大小长到约200  mm3时，经尾静脉注射200 μL  50  mg/mL的实施例1制备的该

制剂，分别在给药前和给药后的不同时间后，用7.0  T小动物磁共振成像系统检测肿瘤部位

的光声信号。

[0052] 成像结果如附图4所示，注射该制剂后，肿瘤部位的磁共振成像效果逐渐增强，在

24小时，肿瘤部位的信号达到最强，且弥散于整个肿瘤部位，相对于给药前，肿瘤可以清晰

成像，说明该制剂具有很好的增强磁共振成像的效果。

[0053] 实施例7

本发明所述的一种肿瘤靶向型放疗增敏制剂的一种治疗效果评价，主要步骤如下所

述：

（1）  小鼠皮下瘤模型的建立：将LLC细胞以每只裸鼠  5×106个细胞的量接种于6周龄

的C57BL/6小鼠的大腿外侧皮下，小鼠于SPF级环境下饲养；

（2）  当肿瘤大小达到约100  mm3时，将小鼠平均分为6组，每组5只，每组经尾静脉分别
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注射200 μL 的磷酸盐缓冲液（PBS组、RT  +  PBS组），200 μL  20 μmol/kg  (以Texaphyrin的

摩尔量计)的实施例1所述的、由Gd-Texaphyrin-Lipid制备的、包载肌红蛋白（Myoglobin，

Mb）的该制剂（RT  +  Mb@Gd-Nanotexaphyrin组），20 μmol/kg由Texaphyrin-Lipid制备的、

没有鳌合Gd的、没有包载肌红蛋白的该制剂（RT  +  Nanotexaphyrin组），20 μmol/kg由

Texa phyrin-Lipid制备的、没有鳌合Gd的、包载肌红蛋白的该制剂（RT  +  Mb@

Nanotexaphyrin组），20 μmol/kg由实施例2所述的、由Gd-Texaphyrin-Lipid制备的、没有

包载肌红蛋白的该制剂（RT  +  Gd-Nanotexaphyrin组）。其中，组名中的“RT”代表需要给予

放疗的实验组。

[0054] （3）对于需要放射治疗（Radiotherapy，RT）的实验组，在每次给药的24  h后，用小

动物X射线照射仪辐照肿瘤部位，照射剂量为4  Gy。第一次放疗时间定义为第0天。

[0055] （4）重复步骤（2）和（3），分别在第0、2、4、6、8天给予放射治疗，每次放疗前尾静脉

给药。

[0056] （4）从第0天开始，每隔一天用游标卡尺测定肿瘤的长和宽，肿瘤体积近似等于肿

瘤宽度的平方乘以肿瘤长度除以二。

[0057] 实验如附图5所示，只注射磷酸盐缓冲液的对照组（PBS组），肿瘤生长迅速。注射磷

酸盐缓冲液后，给予放疗，肿瘤的生长受到了轻微的抑制。RT  +  Nanotexaphyrin组与RT  + 

PBS组的肿瘤生长速度没有显著差别，但是，RT  +  Gd-Nanotexaphyrin组的肿瘤生长速度明

显小于RT  +  PBS组，两组的肿瘤大小在第16天时有统计学显著差异（P**<0.01），说明只有

鳌合Gd的Nanotexaphyrin才有放疗增敏效果。RT  +  Mb@Nanotexaphyrin组的肿瘤生长速度

明显小于RT  +  PBS组（P*<0.05），说明脂质体的包载的Mb能改善肿瘤乏氧，从而提高放疗效

果。RT  +  Mb@Gd-Nanotexaphyrin组的治疗效果要远远好于其他治疗组，附图5中的

“Predicted  additive  effect”代表Mb@Nanotexaphyrin和Gd-Nanotexaphyrin在没有协同

效应的情况下，由理论计算推导出的两者放疗增敏效果之和，RT  +  Mb@Gd-Nanotexaphyrin

组的治疗效果优于“Predicted  additive  effect”，说明脂质体包载的Mb和Gd-

Nanotexaphyrin的放疗增敏效果存在协同效应，产生了“1+1>2”的效果，也就是说，通过脂

质体同时递送氧气和Gd-Texaphyrin，大大增加了Gd-Texaphyrin的放疗增敏效果。
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