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In vitro study of cholesterol succinyl chitosan anchored liposomes as a carrier for epirubicin 

Tu Shao-li1, Wang Yin-song2, Liu Ling-rong1, Yang Xin-du1, Yang Wen-zhi1, Chen Hong-li1, Zhang Qi-qing1, 3 
 
Abstract  
BACKGROUND: Polysaccharides anchored liposomes play an extremely important role in the fields of antitumor drug, protein and 
gene transmission. Related research is also present abroad.  
OBJECTIVE: To prepare cholesterol succinyl chitosan (CHCS) anchored liposomes, and to investigate the effect of CHCS 
anchored liposomes on the release property in vitro of loading drugs taking epirubicin as a model drug. 
DESIGN, TIME AND SETTING: A study in vitro was performed in the Key Laboratory of Biomedical Materials of Tianjin 
(China) from September 2006 to May 2008. 
MATERIALS: CHCS conjugates were synthesized and their substitution degree of cholesterol moiety was determined by colloidal 
titration method.  
METHODS: Epirubicin-loaded liposomes were prepared using pH gradient method, and then CHCS anchored liposomes with 
epirubicin loading were prepared by incubating method, harvesting the substitution degree of 2.80%, 5.58% and 8.00%. 
MAIN OUTCOME MEASURES: Drug concentration was detected by spectrofluorimeter; Liposomes were characterized by 
transmission electron microscopy; The particle size of liposomes was assayed by submicron particle size analyzer and zeta potential 
technologies; The release behavior of epirubicin from CHCS anchored liposomes in vitro was investigated by dynamic dialysis 
method. 
RESULTS: CHCS anchored liposomes were almost spherical in shape and had a classic shell-core structure. The sizes of CHCS 
anchored liposomes ranged from 245.4 nm to 279.7 nm and the zeta potential values were in the range of +21.09 mV to +25.48 mV. 
Compared to epirubicin-loaded liposomes and chitosan-coated liposomes, CHCS anchored liposomes significantly sustained the 
release of epirubicin in vitro, and the release rate decreased with substitution degree of cholesterol moiety increasing at a range of 
2.80%-5.85%. 
CONCLUSION: CHCS anchored liposomes are more stable than common liposomes and chitosan-coated liposomes, and they can 
significantly sustain the release of loading drug. 

    
Tu SL, Wang YS, Liu LR, Yang XD, Yang WZ, Chen HL, Zhang QQ. In vitro study of cholesterol succinyl chitosan anchored 
liposomes as a carrier for epirubicin.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu 2008;12(19):3663-3666       
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摘要  

背景：多糖“锚定”脂质体在抗肿瘤药物、蛋白以及基因的传输领域有着极其重要的理论及应用价值，国外已有较多机构

在进行相关的研究。 
目的：通过“锚定”的方式制备胆甾醇琥珀酰基壳聚糖锚定脂质体，并以表阿霉素作为模型药物，考察其对包载药物体外

释放性质的影响。 
设计、时间及地点：体外实验, 于 2006-09/2008-05 在天津市生物医学材料重点实验室完成。 
材料：以壳聚糖为原料，合成胆甾醇琥珀酰基壳聚糖，并采用胶体滴定法测定其胆甾醇基取代度。 
方法：采用 pH 梯度法制备表阿霉素脂质体，然后通过共孵育的方法合成了取代度为 2.80%，5.58%和 8.00%的载药胆甾醇

琥珀酰基壳聚糖锚定脂质体。 
主要观察指标：荧光分光光度计检测药物浓度；透射电镜观察脂质体形态；亚微米粒度及电位分析仪检测脂质体的粒径大

小、分布和电位；动态透析法考察包载药物表阿霉素在胆甾醇琥珀酰基壳聚糖锚定脂质体中的体外释放特征。 
结果：胆甾醇琥珀酰基壳聚糖锚定脂质体为规则球状形态，呈现典型的核壳结构，粒径为 245.4~279.7 nm，zeta 电位为 
+21.09 ~ +25.48 mV；和载药脂质体及壳聚糖包衣脂质体相比，CHCS 锚定脂质体能明显延缓表阿霉素的体外释放，在胆甾

醇基取代度 2.80%~ 5.85%范围内，表阿霉素的释放速度随着取代度的增加呈降低的趋势。 
结论：胆甾醇琥珀酰基壳聚糖锚定脂质体有着比普通脂质体及壳聚糖包衣脂质体更高的稳定性，能显著延缓包载药物的释

放速度。 
关键词：胆甾醇琥珀酰基壳聚糖；锚定脂质体；表阿霉素；药物载体；生物材料 
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0  引言 

 

多糖“锚定”脂质体是指将疏水改性多糖的

疏水侧基通过分子间作用力嵌入脂质体的双分子

层，组装形成具有多糖包衣的新型脂质体，和普

通脂质体相比，该类脂质体具有以下优势：①亲

水多糖外壳对脂质双分子层起到保护的作用，增

加了脂质体的稳定性。②由于多糖分子良好的生

物相容性，使得该类脂质体进入体内后可逃逸血

液中调理蛋白的识别和单核巨噬细胞的吞噬，从

而达到长循环的目的。③多糖分子中含有大量的

活性基团(-OH、-NH2及-COOH 等)，可通共价键

引入其它活性分子如配基、单克隆抗体、生物传

感器等。此外，“锚定”的组装方式和目前简单的

多糖包衣方法相比，结构更加稳定。鉴于上述优

势，多糖“锚定”脂质体在抗肿瘤药物、蛋白以

及基因的传输领域有着极其重要的理论及应用价

值[1]，国外已有较多机构在进行相关的研究。多糖

锚定脂质体与普通脂质体的结构示意图见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
壳聚糖是自然界惟一存在的氨基多糖甲壳

素的脱乙酰产物，具有优良的生物学性质(良好

的生物相容性和可生物降解性、无毒性及“被

动”的肿瘤靶向性等)和物理化学特性(高反应

活性、pH敏感性等)，是一种理想的药物靶向

和缓控释高分子材料[2]。因此，本实验以壳聚

糖为原料，用生物内源性小分子物质胆甾醇对

其进行疏水改性，合成胆甾醇琥珀酰基壳聚糖

(CHCS)，制备CHCS锚定脂质体（CHEL）；同

时，以疗效好但毒性较大的抗肿瘤药物表阿霉

素作为模型药物，考察CHEL对药物的包载及

体外释放情况，为将这种新型脂质体用作药物

载体的可行性提供参考数据。 
 
1  材料和方法 

 
设计：体外实验。  
单位：北京协和医学院&中国医学科学院

生物医学工程研究所。 
材料：实验于2006-09/2008-05在天津市生

物医学材料重点实验室完成。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

作者 简 介：文章通讯作者张其清研

究员，主要从事生物材料、组织工程、

纳米技术、控制释药物制剂、医疗器

械和安全性评价等课题及项目的研

究、产品开发和研究生指导工作。近

10 多年组织承担过并正承担国家自

然科学基金、“八六三”、“九七三”

计划等国家、省部级科研项目共 77

项， 鉴定及结题成果 39 项，申请专

利 18 项，已获专利 11 项，在此领域

发表论文 150 余篇，出版专著 4 部，

获各级科技奖 10 多项。   

实验 室 介绍：本实验在天津市生物医学材料重

点实验室完成。该实验室主要从事生物医学材

料、组织工程、纳米技术和控制释放药物体系等

课题及项目的研究。近 10 多年来，承担过并正

承担着国家自然科学基金、国家“八五”攻关、 

“十五”攻关、“八六三”、“九七三”计划、国

家重点科技项目、国家重点新产品计划项目、国

家高技术产业化示范工程项目、国家火炬计划、

国家科技部中央级科研院所社会公益研究专项

基金、国家杰出青年基金、国家教委博士点基金、

省、部和中国医学科学院级项目等几十项课题的

研究开发工作。 

同 行 评 价 ：胆甾醇

琥珀酰基壳聚糖锚定

脂质体与传统脂质体

相比具有一定的优

势，有利于提高脂质

体药物的稳定性和长

效性，值得进行深入

的研究。本文数据翔

实、具有说服力，且

行文流畅，是一篇具

有较高学术价值的论

文。 

Hydrophobically modified polysaccharides 

Liposomses Polysaccharide anchored liposomes 

Figure 1  Structure of liposomes and polysaccharide an-
thored liposomes 

图 1  多糖锚定脂质体与普通脂质体的结构示意图
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试剂及仪器 

壳聚糖(Mw 9.8×105， 
脱乙酰度为 91%) 

胆固醇           
                         
卵磷脂(Lipoid S 100)                
表阿霉素（99%）                   
Sephadex G-50(颗粒大小 50~150μm， 
分离范围 1 000~30 000) 

N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)             
其他试剂                          
透析袋(Mw 8 000 ~ 14 400)            
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荧光分光光度计(Hitachi F-4500)     
亚微米粒度及电位分析仪  
空气振荡器(HZQ-C)   
                  
傅里叶变换红外光谱仪(FTS 3000)     
核磁共振仪(500 MHz)               
探头超声仪(UH-500A)               
减压旋转蒸发仪(FE 500)             
MH-4 型加热磁力搅拌器    
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实验过程： 
CHCS的制备和取代度的测定：CHCS的合成方法是

基于文献[3]合成方法上有部分的改进，采用胶体滴定法

测定CHCS的胆甾醇基取代度（即100个氨基葡萄糖单元

含有的胆甾醇基的数目）[4]。 
表阿霉素脂质体的制备：采用pH梯度法制备[5-8]。

过程如下：按照2∶1 (摩尔比)的比例定量称取卵磷脂和

胆固醇溶于氯仿，40 ℃减压下旋转蒸除去氯仿，使之

在瓶壁上形成均匀的磷脂薄膜[9-11]，放置在真空干燥器

中过夜；加入0.3 mol/L柠檬酸缓冲溶液(pH 4.0)作为水合

介质，室温下水合磷脂膜，并通过探头超声处理制备空

白脂质体；将空白脂质体溶液加入Sephadex G-50凝胶

柱(2 cm×60 cm)[12]，用磷酸盐缓冲溶液(PBS，pH 7.4)
进行洗脱，收集洗脱后的脂质体溶液，按照2.5%的药脂

比(药物质量/磷脂质量)加入表阿霉素，空气振荡器中振

荡1 h，4 ℃条件下孵育24 h，即得表阿霉素脂质体。 
表阿霉素脂质体包封率的测定：采用葡聚糖凝胶柱

层析法测定[13]。将上述制备的表阿霉素脂质体溶液加入

Sephadex G-50凝胶柱，用PBS(pH 7.4)溶液洗脱，流速控

制为0.8 ~1.0 mL/min。收集游离药物，通过荧光分光光

度法在激发波长470 nm，发射波长585 nm条件下测定药

物量，并按照下列公式计算表阿霉素的包封率：包封率

（%）= (药物总质量-游离药物的质量)/药物总质量×

100%。 
CHCS锚定脂质体及壳聚糖包衣脂质体的制备[14]：

将CHCS溶于1% 醋酸溶液，按照6/4的质量比（多糖/磷
脂）加入表阿霉素脂质体溶液中，室温下振荡1 h，4 ℃
条件下孵育24 h，即得CHCS锚定脂质体。 

粒径、Zeta电位及形态的表征：采用动态光散射法

[氩离子激光器，波长670 nm、（25.0±0.1）℃、动态光

散射角90°]对CHCS锚定脂质体的粒径及粒径分布进

行检测；同时对其zeta电位进行测定。此外，取样品溶

液适量，稀释，用2 %磷钼酸负染色，于透射电镜下对

其形态进行观察。 
体外释放实验：动态透析法进行。分别将CHCS-1、

CHCS-2和CHCS-3锚定脂质体（1-CHEL、2-CHEL和

3-CHEL）溶液2 mL（表阿霉素含量为0.04 mg）置于透

析袋中，以PBS（pH 7.4）溶液10 mL作为释放介质，并

于（37.0±0.5）℃、50 r/min条件下避光振荡，在指定

时间点取10 mL透析介质（注意更换10 mL 新鲜透析介

质），按照1.4项下荧光分光光度法的条件测定表阿霉素

的含量，计算累积释放百分率（RE，%）[15]。实验中以

表阿霉素脂质体和壳聚糖包衣脂质体作为对照，考察

CHCS锚定脂质体对包载药物体外释放性质的影响。 
主要观察指标：药物浓度、脂质体形态、脂质体的

粒径大小、分布和电位。 
设计、实施、评估者：为第一、二、七作者。 

 

2   结果 

 
2.1   CHCS取代度的测定   检测取代度结果为2.80%
（CHCS-1）、5.58%（CHCS-2）和8.00%（CHCS-3）。 
2.2   CHCS 锚定脂质体的包封率及粒径和zeta电位的

检测   脂质体中表阿霉素的包封率[16]为96.8%，其平均

粒径为(148.2±3.0) nm，分散系数为0.264，zeta电位为

-4.46 mV。各项检测数据见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3   CHCS 锚定脂质体的形态观察   表阿霉素脂质

体和CHCS-2锚定脂质体的透射电镜照片见图2。表阿霉

素脂质体为球状或近球状多层囊泡[17]；CHCS锚定脂质

体具有典型的核壳结构，表面形成厚度约为20 nm的均

匀包衣层。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

2.4   体外释放实验结果   表阿霉素脂质体、壳聚糖包

衣脂质体、CHCS-1、CHCS-2和CHCS-3锚定脂质体在PBS
中的释放曲线见图3。脂质体中表阿霉素48 h累积释放率

高于53%；壳聚糖包衣脂质体、CHCS-1和CHCS-3锚定脂

质体中，表阿霉素有着相似的释放曲线，释放明显减慢，

48 h累积释放率约为45%；CHCS-2锚定脂质体中，表阿

霉素的释放显著减慢，48 h累积释放率仅为38%。 

表 1  不同脂质体的粒径和 zeta 电位 
Table 1  Particle size and zeta potential of the various liposomes 

Plain liposomes 
Epirubicin-loaded  

liposomes 
Chitosan-coated  

liposomes 
1-CHEL 
2-CHEL 
3-CHEL 

Composition 

CHEL: cholesterol succinyl chitosan anchored liposomes 

Polysaccharide/
lipid (m/m) 

Size  
(x

_

±s, nm) 
Polydispersity 

index 
Zeta potential 

(mV) 

0 
0 
 

6∶4
 

6∶4
6∶4
6∶4

158.9±5.6 
148.2±3.0 
 
197.5±4.5 
 
246.6±9.8 
245.4±8.1 
279.7±6.6 

0.268 
0.264 
 
0.245 
 
0.243 
0.249 
0.240 

-4.75
-4.46

+7.81

+25.48
+22.06
+21.09

a: Epirubicin-loaded liposomes b: Cholesterol succinyl chitosan 
anchored liposomes-2 

Figure 2  Transmission electron microscopy images of epirubicin-
loaded liposomes and cholesterol succinyl chitosan an-
chored liposomes-2 

图 2  表阿霉素脂质体和 CHCS-2 描定脂质体的透射电镜照片

100 nm 100 nm
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3  讨论 

 
3.1   CHCS锚定脂质体的制备及其表征   本实验首先

制备表阿霉素脂质体，然后通过共孵育法制备CHCS锚定

脂质体。表阿霉素为弱碱性抗肿瘤药物，文献[6-9]均是

采用pH梯度法实现脂质体对其的包载。采用该方法制备

的表阿霉素脂质体呈均一分散的球状形态，具有类似洋

葱状的多层囊泡结构[16]，表阿霉素的包封率高达96.8%。 
共孵育是制备多糖包衣脂质体的常用方法，简单且

包衣效果好。本实验采用共孵育的方法制备了壳聚糖包

衣脂质体和CHCS锚定脂质体，和表阿霉素脂质体相比，

其粒径呈逐渐增大的趋势，说明壳聚糖和CHCS多糖材

料已成功包衣于脂质体表层[18]。在相同糖脂比的制备条

件下，CHCS锚定脂质体有着比壳聚糖包衣脂质体更大

的粒径和zeta电位，说明CHCS比壳聚糖更加易于包衣，

也即是说明两者在包衣原理上存在着差异。作者认为

CHCS包衣于脂质体表层，不仅存在着和壳聚糖相同的

氢键、离子键等作用力，同时其分子中的疏水改性基团

胆甾醇基还可通过疏水作用力嵌入脂质体的双分子层，

从而增加了包衣层和脂质体间的相互作用，这可通过体

外释放实验进一步加以证实；此外，zeta电位绝对值的

增大还有利于脂质体稳定性的增加。TEM照片显示

CHCS锚定脂质体具有典型的核壳结构，表面形成厚度

约为20 nm均匀的多糖包衣层，而CHCS作为壳聚糖的两

亲性衍生物，有着较强的亲水性和良好的生物相容性，

这将有利于脂质体进入体内后逃逸血液中调理蛋白的

识别和单核巨噬细胞的吞噬，增加脂质体的稳定性，从

而达到体内长循环的目的。 
3.2   体外释放实验   作者认为当CHCS包衣于脂质体

表层时，氢键、离子键等作用力和疏水作用力存在一个

平衡。本文结果显示CHCS的取代度在2.80% ~5.85%时，

取代度增加，疏水作用力增加，包衣层与脂质体间的相

互作用力增加，因此表阿霉素的释放减慢。当CHCS的
取代度增加到8.0%时，疏水作用力更大，破坏了氢键、

离子键等作用力和疏水作用力之间的平衡，破坏了脂质

体的磷脂双分子层，改变了脂质体原有的结构，因此药

物释放速度加快。从以上结果可推测，胆甾醇琥珀酰基

壳聚糖是以锚定的方式附着于脂质体表面。 
综上所述，本实验制备的CHCS锚定脂质体有着比

普通脂质体及壳聚糖包衣脂质体更高的稳定性，能显著

延缓包载药物的释放速度，有望成为一种新型脂质体在

药物传输领域加以应用，本实验为将这种新型脂质体用

作药物载体的可行性提供了一定的参考数据。 
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Figure 3  Release in vitro 
   图 3  体外释放实验结果 

PEL 
CEL 
1-CHEL 
2-CHEL 
3-CHEL 

PEL: epirubicin-loaded liposomes; CEL: chitosan-coated liposomes; CHEL:
cholesterol succinyl chitosan anchored liposomes  


