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·实验研究·

载ANM33双靶标超声脂质微泡在大鼠体内的
药动力学特征研究

麦丽和拜·阿斯海提 1，2，陈尚珂 2，穆玉明 1，2

摘 要 目的 探讨载反义核苷酸（ANM33）双靶标超声脂质微泡在大鼠体内的药动力学特征。方法 使用超

声造影评价琼脂糖凝胶仿体中载ANM33双靶标超声脂质微泡浓度分别为1×104/ml、1×105/ml、1×106/ml、1×107/ml、1×108/ml
时的体外显影效果。然后使用紫外光谱分析法确定ANM33溶液的最大吸收波长，分析ANM33标准血浆溶液在 0.1~
10.0 μg/ml浓度范围的线性关系，建立回归方程；分别使用精密度试验和回收率试验获取不同浓度（0.3、2.5、9.0 μg/ml）
ANM33标准血浆样品的日间、日内精密度相对标准偏差（RSD）及空白加标回收率；使用样品稳定性试验分析浓度为

2.5 μg/ml的ANM33标准血浆样品在 25℃室温下放置 4 h和-20℃低温下放置 5 d的稳定性。将 20只 SD雄性大鼠随机分

为 2组，每组各 10只，分别经尾静脉注射 1.5 ml载ANM33双靶标微泡造影剂和PBS（空白对照），计算ANM33在大鼠体内

主要药动力学参数，包括消除半衰期（t1/2）、最大血药浓度（Cmax）、清除率（CL）、转运速率（K21、K12）、0~6 h药物浓度-时间

曲线下面积（AUC0~6）、0 h到无穷大药物浓度-时间曲线下面积（AUC0~∞）。结果 超声造影检查结果显示，除浓度为

1×105/ml与 1×106/ml、1×107/ml与 1×108/ml载ANM33双靶标超声脂质微泡的体外显影强度比较差异均无统计学意义外，

其余浓度载ANM33双靶标超声脂质微泡的体外显影强度两两比较差异均有统计学意义（均P<0.05）。紫外光谱分析法

显示，在室温条件下ANM33溶液的最大吸收波长为 550 nm，故选取 550 nm进行后续实验。ANM33标准血浆溶液在 0.1~
10.0 μg/ml浓度范围线性关系良好，线性回归方程为：Y=0.193X+0.024（r=0.9992，P<0.001）。浓度为 0.3、2.5、9.0 μg/ml的
ANM33标准血浆样品的日内精密度RSD分别为7.40%、5.85%、4.38%，日间精密度RSD分别为7.14%、4.93%、3.96%，空白

加标回收率为 91%~110%。浓度为 2.5 μg/ml的ANM33标准血浆样品在 25℃室温下放置 4 h和-20℃低温下放置 5 d均具

有较好的稳定性。载ANM33双靶标脂质微泡经大鼠尾静脉注射后，ANM33在血浆中的 t1/2为（4.70±0.96）h，Cmax为（7.92±
1.95）μg/L，CL为（0.11±0.02）L/h，K21为（0.150±0.020）/h，K12为（0.030±0.004）/h，AUC0~6（37.11±2.14）μg·h·L-1，AUC0~∞为
（56.01±4.25）μg·h·L-1。结论 载ANM33双靶标超声脂质微泡在大鼠体内达峰时间短、达峰浓度高、起效迅速且生物安全

性好，药动力学过程基本符合二室模型，为动脉粥样硬化的治疗及脂质载体类药物的临床转化提供了理论依据。
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动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是一种慢性炎

症性血管疾病，巨噬细胞在其发生发展中具有重要作

用，特别是巨噬细胞内微小 RNA-33（microRNA-33，
miR-33）水平上调与胆固醇外排及胞葬作用等细胞正

常生理功能的损伤密切相关［1-5］。大量研究［6-8］显示，

通过反义核苷酸（anti-miR-33，ANM33）可降低细胞内

miR-33水平，恢复或增强巨噬细胞胆固醇外排及胞葬

作用，进一步缓解主动脉斑块区内的炎症反应，但目

前尚缺乏有效的载药系统来实现ANM33的靶向递送。

本课题组［9-12］前期设计并制备了表面修饰有适配子

PM1及透明质酸（hyaluronic acid，HA）的载 ANM33双
靶标超声脂质微泡，其中HA能够有效避免肝细胞截

获并识别 CD44受体靶向受损内皮细胞，随后暴露的

PM1特异性靶向受损巨噬细胞并进一步实现ANM33
细胞级的精准递送，目前 ANM33最大有效载量可达

7.0 μg/ml，并在体外实验中表现出良好的靶向性和有

效性。但在现有制剂及常规给药条件下，ANM33难以

在斑块区内高效聚集并发挥疗效，亟需探寻一种高

效、便捷的检测方法对载ANM33双靶标超声脂质微泡

的体内吸收、代谢等情况进行跟踪分析，并进一步指

导制剂工艺和/或给药方案的优化，且这部分药动力学

研究的缺失也是限制国内外脂质体纳米药物制剂向临

床应用转化的瓶颈因素。本实验通过分析载ANM33
双靶标超声脂质微泡在SD大鼠体内的药动力学特征，

旨在为探讨其体内作用机制及后期临床转化提供理

论依据。

材料与方法

一、主要实验材料、仪器和动物

1.主要实验材料：载ANM33双靶标超声脂质微泡

（实验室自制）；ANM33（广州锐博生物技术有限公

司）；甲醇溶液（深圳博林达科技有限公司）；PBS缓冲

enhanced ultrasound.The maximum absorption wavelength of ANM33 solution was determined by ultraviolet（UV）spectroscopy，
and the linear relationship of ANM33 standard plasma solutions within the concentration range of 0.1~10.0 μg/ml was analyzed
to establish a regression equation.Precision and recovery tests were used to obtain the relative standard deviation（RSD）of intra-
day and inter-day precision and the recovery rate of blank spiked samples of ANM33 standard plasma solutions at different
concentrations（0.3，2.5，9.0 μg/ml）. The stability of ANM33 standard plasma samples at a concentration of 2.5 μg/ml was
analyzed after being stored at 25℃ for 4 h and at -20°C for 5 d.20 male SD rats were randomly divided into two groups，10 rats in
each group，and 1.5 ml of ANM33-loaded dual-targeted microbubbles contrast agent or PBS（blank control）was injected via the
tail vein.The main pharmacokinetic parameters of ANM33 in rats were calculated，including elimination half-life（t1/2），maximum
plasma concentration（Cmax），clearance rate（CL），transfer rates（K21，K12），area under the concentration-time curve from 0~6 h
（AUC0~6），and area under the concentration-time curve from 0 h to infinity（AUC0~∞）.Results Contrast-enhanced ultrasound
showed that，except for the comparisons between concentrations of 1×105/ml and 1×106/ml，1×107/ml and 1×108/ml，which
showed no statistically significant differences in in vitro imaging intensity，all other pairwise comparisons showed statistically
significant differences（all P<0.05）. UV spectroscopy showed that the maximum absorption wavelength of ANM33 solution at
room temperature was 550 nm，which was selected for subsequent experiments.The ANM33 standard plasma solutions showed a
good linear relationship within the concentration range of 0.1~10.0 μg/ml，with the linear regression equation：Y=0.193X+0.024
（r=0.9992，P<0.001）.The intra-day precision RSD of ANM33 standard plasma samples at concentrations of 0.3，2.5，9.0 μg/ml
were 7.40%，5.85%，4.38%，respectively，while the inter-day precision RSD were 7.14%，4.93%，3.96%，respectively. The
recovery rate of blank spiked samples ranged from 91% to 110%.The ANM33 standard plasma sample at a concentration of 2.5
μg/ml showed good stability after being stored at 25℃ for 4 h and at -20℃ for 5 d.After intravenous injection of ANM33-loaded
dual-targeted lipid microbubbles into the tail vein of rats，the pharmacokinetic parameters of ANM33 in plasma were as follows：
t1/2 was（4.70±0.96）h，Cmax was（7.92±1.95）μg/L，CL was（0.11±0.02）L/h，K21 was（0.150±0.020）/h，K12 was（0.030±0.004）/h，
AUC0~6 was（37.11±2.14）μg·h·L-1，and AUC0~∞ was（56.01±4.25）μg·h·L-1.Conclusion The pharmacokinetic process of
ANM33-loaded dual-targeted ultrasound lipid microbubbles in rats generally conforms to a two-compartment model，characterized
by a short time to peak，high peak concentration，rapid onset，and good biosafety，which provides a theoretical basis for the treatment
of atherosclerosis and the clinical translation of lipid carrier-based drugs.

KEY WORDS ANM33-loaded dual-targeted ultrasound lipid microbubbles；Ultraviolet spectroscopy；Atherosclerosis；
Pharmacokinetic；Rats
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液（武汉谷歌生物科技有限公司）；无水乙醇（国药控

股北京有限公司）；G-10琼脂糖（广州翔博生物科技有

限公司）；无酶水（赛默飞公司）；TBS溶液（北京索莱宝

科技有限公司）。

2.主要实验仪器：移液器（上海诺萱科学仪器有限

公司）；电子天平［XPR2U/AC，梅特勒-托利多仪器（上

海）有限公司］；超声波清洗机（BUG25-12，宁波新芝

生物科技股份有限公司）；旋片式真空泵（2X-1，临海

市谭氏真空设备有限公司）；涡旋混合器（QL-901，上
海沪西分析仪器厂有限公司）；紫外分光光度计（UV-
1780，日本岛津公司）；GE Vivid7彩色多普勒超声诊断

仪，探头频率 4.0~8.0 MHz，扫描深度 3.0 cm；高速冷冻

离心机（Fresco17，赛默飞公司）。

3.实验动物：SPF级雄性 SD大鼠 20只（由新疆

医科大学动物实验中心提供），体质量 250~300 g。
本实验经我院动物伦理审查委员会批准（批准号：

SYSULACUC-2021-B463），所有实验程序均遵循《赫

尔辛基宣言》。

二、实验方法

（一）载ANM33双靶标超声脂质微泡体外显影效

果评价

采用本课题组前期研究［9-12］中的方法制备载

ANM33双靶标超声脂质微泡。称取 0.6 g G-10琼脂

糖，加入 0.5% TBS溶液 30 ml，置于微波炉中加热制备

成 2%琼脂糖凝胶仿体。使用超声造影评价琼脂糖凝

胶仿体中载ANM33双靶标超声脂质微泡浓度分别为

1×104/ml、1×105/ml、1×106/ml、1×107/ml、1×108/ml时的

体外显影效果，图像的半定量评价使用 ImageJ软件。

（二）ANM33的紫外光谱分析法建立及方法学验证

1.紫外光谱分析法建立：称取 2.5 mg ANM33置于

25 ml量瓶中，加入甲醇溶液溶解并定容至刻度，摇匀

即得到浓度为 0.1 mg/ml ANM33甲醇储备液，4℃条件

下保存备用。使用前取 0.1 ml的ANM33甲醇储备液，

用无酶水稀释至浓度为 10.0 μg/ml ANM33溶液备用。

于 25℃室温条件下，以空白溶液作为参照，使用紫外

分光光度计于 200~800 nm波长范围扫描 10.0 μg/ml
ANM33溶液，获取光谱图并确定其最大吸收波长。

2.方法学验证

（1）空白血浆制备：于 SD大鼠眼眶静脉丛处采血

0.5~1.0 ml，置于经肝素钠处理的离心管中，震荡混匀

后离心 10 min（12 000 r/min），上层血浆即为空白血

浆，-20℃冻存。

（2）线性回归分析：取配置好的ANM33溶液和空

白血浆 200 μl，配置成浓度为 0.1、0.5、1.0、2.5、7.5、
10.0 μg/ml的ANM33标准血浆溶液，震荡混匀后在最

大吸收波长条件下进行检测，以得到的吸光度为纵坐

标，对应的浓度为横坐标，绘制标准曲线，并建立线性

回归方程。

（3）精密度试验：取配置好的ANM33甲醇储备液

和空白血浆适量，配制成浓度为 0.3、2.5、9.0 μg/ml的
ANM33标准血浆样品，震荡混匀后在最大吸收波长条

件下进行检测：1 d内每隔 2 h检测 1次ANM33含量，

连续检测 5次，计算日内精密度相对标准偏差（RSD）；

将上述标准血浆样品在-20℃冻存，每隔 1 d检测 1次
ANM33含量，连续检测5 d，计算日间精密度RSD。

（4）回收率试验：取配置好的ANM33甲醇储备液

和空白血浆适量，配制成浓度为 0.3、2.5、9.0 μg/ml的
ANM33标准血浆样品，震荡混匀后在最大吸收波长条

件下连续检测 5次，带入标准曲线获得实测样品中

ANM33浓度，计算其平均值（C1）、RSD及空白加标回

收率，公式为：空白加标回收率=（C1/C0）×100%，其中

C0为配置浓度0.3、2.5、9.0 μg/ml。
（5）样品稳定性试验：配置浓度为 2.5 μg/ml的

ANM33标准血浆样品，震荡混匀后随机分为 2组，其

中一组在 25℃室温下放置 4 h，另一组在-20℃低温下

放置 5 d，计算ANM33标准血浆样品在各时间点的浓

度和RSD，观察其在室温及低温环境中的稳定性。

（三）体外实验及药动力学参数检测

20只 SD雄性大鼠给药前禁食 24 h，自由饮水，随

机分为 2组，每组各 10只，分别经尾静脉注射 1.5 ml
载ANM33双靶标超声脂质微泡造影剂（7.0 μg/ml）和

PBS（空白对照，用于计算药动力学参数），于给药前

及给药后 15 min、30 min、1 h、1.5 h、2 h、4 h、6 h、8 h、
12 h和24 h于大鼠眼眶静脉丛处采血0.5 ml，置于经肝

素钠处理过的离心管中离心 10 min（12 000 r/min），收

集上层血浆，-20℃冻存。使用紫外光谱分析法检测各

样本中ANM33的血药浓度，绘制药物浓度-时间曲线，

计算ANM33在大鼠体内主要药动学参数，包括消除半

衰期（t1/2）、最大血药浓度（Cmax）、清除率（CL）、转运速

率［包括从周边房室向中央房室的转运速率（K21）和从

中央房室向周边房室的转运速率（K12）］、0~6 h药物浓

度-时间曲线下面积（AUC0~6）、0 h到无穷大药物浓度-
时间曲线下面积（AUC0~∞）。

三、统计学处理
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应用 GraphPad Prism 8.0.2统计软件和 Drug and
Statistics 2.1.1药动力学软件，计量资料以 x±s表示，多

组比较采用单因素方差分析，两组比较采用 t检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、载ANM33双靶标超声脂质微泡体外显影效果

不同浓度的载ANM33双靶标超声脂质微泡在琼

脂糖凝胶仿体中的显影强度不同（图 1）。除浓度为

1×105/ml与 1×106/ml、1×107/ml与 1×108/ml载ANM33双
靶标超声脂质微泡的体外显影强度比较差异均无统

计学意义外，其余浓度载ANM33双靶标超声脂质微

泡的体外显影强度两两比较差异均有统计学意义（均

P<0.05）。见表1。

图1 不同浓度的载ANM33双靶标超声脂质微泡体外显影图

1×108/ml 1×107/ml 1×106/ml 1×105/ml 1×104/ml

常规超声

超声造影

表1 不同浓度的载ANM33双靶标超声脂质微泡体外

显影强度比较（x±s）
浓度

1×104/ml
1×105/ml
1×106/ml
1×107/ml
1×108/ml

F值
P值

体外显影强度（a.u.）
22.32±0.69
20.64±0.43*
19.58±0.30*
16.88±0.42*#&
15.73±0.11*#&
116.600
<0.001

与浓度 1×104/ml比较，*P<0.05；与浓度 1×105/ml比较，#P<0.05；与
浓度1×106/ml比较，&P<0.05

二、紫外光谱分析法建立及方法学验证结果

1.最大吸收波长的选取及线性回归分析结果：25℃
室温条件下，ANM33溶液在紫外分光光度计上的最大

吸收波长为 550 nm（图 2A），故选取 550 nm进行后续

实验。ANM33标准血浆溶液在 0.1~10.0 μg/ml浓度范

围线性关系良好（图 2B），线性回归方程为：Y=0.193X+
0.024（r=0.9992，P<0.001）。

2.精密度试验结果：浓度为 0.3、2.5、9.0 μg/ml的
ANM33 标准血浆样品的日内精密度 RSD 分别为

7.40%、5.85%、4.38%，日间精密度 RSD分别为 7.14%、

4.93%、3.96%。见表2。
3.回收率试验结果：浓度为 0.3、2.5、9.0 μg/ml的

ANM33标准血浆样品的空白加标回收率为 91%~
110%（均RSD<10%）。见表3。

4.样品稳定性试验结果：浓度为 2.5 μg/ml的
ANM33标准血浆样品 25℃室温下放置 0、1、2、3、4 h的
浓度分别为2.55、2.52、2.49、2.46、2.45 μg/ml，平均浓度

2.49 μg/ml，RSD为1.3%；-20℃低温下放置 0 d和 5 d的
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图2 ANM33的紫外光谱分析图（A）及紫外吸收标准曲线图（B）
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浓度分别为2.51、2.47 μg/ml，RSD为1.2%。

三、体外实验及药动力学检测结果

药物浓度-时间曲线显示，载ANM33双靶标超声

脂质微泡经大鼠尾静脉注射后，可在 15 min内达到血

药浓度峰值，4 h仍保留 75%以上ANM33，4~6 h迅速

下降至基本清除。见图3。
10
8
6
4
2
0

浓
度
（
μg/
ml）

0 4 8 12 16 20 24
时间（h）

图3 大鼠血浆中ANM33的药物浓度-时间曲线图

采用 Drug and Statistics 2.1.1 药动力学软件对

各时间点的血药浓度进行拟合分析，获得药动力

学参数，ANM33在大鼠血浆中的 t1/2为（4.70±0.96）h，
Cmax 为（7.92±1.95）μg/L，CL 为（0.11±0.02）L/h，K21 为
（0.150±0.020）/h，K12为（0.030±0.004）/h，AUC0~6为（37.11±
2.14）μg·h·L-1，AUC0~∞为（56.01±4.25）μg·h·L-1。

讨 论

目前关于ANM33基因靶向治疗药物的药效及药

理学研究已有报道［13-14］，但有关载ANM33双靶标超声

脂质微泡的药动力学研究仍不足，对关键指标成分在

生物体内随时间变化的规律进行定量监测，有助于确

定药物在体内的生物利用度、作用时间和所需剂量，

可以判断药物的安全性、蓄积毒性等［15-16］。与普通药

物相比，纳米/微米级载体药物因特殊尺度效应和纳米

结构效应等理化特性，使其具有特殊的生物学特性，

导致其药动力学特征与普通药物存在较大差异。目

前关于脂质载体类药物的药动力学研究相对较少，因

此研究脂质载体类微泡的药动力学信息对探讨其临

床安全性和有效性具有重要意义。

本课题组前期成功制备了以特异性靶向受损内

皮细胞的HA为一级靶向探针，靶向泡沫细胞的适配

子 PM1为二级寻靶物质，ANM33为效应分子的载

ANM33双靶标超声脂质微泡，拟利用分级寻靶策略将

ANM33精准递送至 AS斑块区功能受损的泡沫细胞

中，有效避免非选择性抑制miR-33对正常生理活动的

影响。体外研究［10-12］结果显示，ANM33双靶标超声脂

质微泡靶向释放效率是非靶向释放效率的 5倍以上，

有效促进了泡沫细胞凋亡，并恢复了巨噬细胞胆固醇

外排功能；HA包裹不仅极大提高了脂质微泡的稳定

性，且在纳米粒周围形成亲水性基质使ANM33在 72 h
内持续稳定释放。本实验以载ANM33双靶标超声脂

质微泡为研究对象，建立能够对大鼠血浆中ANM33进
行定量分析的紫外光谱分析法，并进行了方法学验

证，结果显示 ANM33标准血浆溶液在 0.1~10.0 μg/ml
浓度范围线性关系良好；标准血浆样品的日内及日间

精密度良好（均 RSD<10%），空白加标回收率为 91%~
110%（均 RSD<10%）；且在室温及低温环境中的稳定

性均较好（均RSD<10%），表明本实验建立的紫外光谱

分析法在准确度、精密度、回收率及稳定性方面均符

合生物样品分析要求，能够有效检出生物样品中

ANM33，是评价载 ANM33双靶标超声脂质微泡体内

药动力学较为理想的方法。

本实验进一步以 7.0 μg/ml载ANM33双靶标超声

脂质微泡经大鼠尾静脉注射给药进行药动力学研究，

结果显示载ANM33双靶标超声脂质微泡入血后可在

15 min内达到血药浓度峰值，4 h仍保留 75%以上，4~
6 h迅速下降至基本清除，药物浓度-时间曲线符合药

动学规律。此外，大鼠血浆中ANM33主要药动力学参数

Cmax为（7.92±1.95）μg/L，AUC0~6为（37.11±2.14）μg·h·L-1，
AUC0~∞为（56.01±4.25）μg·h·L-1，符合有效治疗剂量要

求，药动力学过程符合二室模型描述；且K21［（0.150±
0.020）/h］大于 K12［（0.030±0.004）/h］，说明载 ANM33
双靶标超声脂质微泡易于灌注，入体后会快速进入心

表2 不同浓度ANM33标准血浆样品中日间、

日内精密度的ANM33含量及RSD

浓度

0.3 μg/ml
2.5 μg/ml
9.0 μg/ml

日内精密度

ANM33含量（μg/ml）
0.27±0.02
2.56±0.15
8.66±0.38

RSD（%）
7.40
5.85
4.38

日间精密度

ANM33含量（μg/ml）
0.28±0.02
2.43±0.12
8.58±0.34

RSD（%）
7.14
4.93
3.96

ANM33：反义核苷酸；RSD：相对标准偏差

表3 不同浓度ANM33标准血浆样品中ANM33 C1、
空白加标回收率及RSD

浓度

0.3 μg/ml
2.5 μg/ml
9.0 μg/ml

C1（μg/ml）
0.31±0.02
2.46±0.13
8.53±0.32

空白加标回收率（%）
103.3±7.0
98.4±5.2
94.7±3.6

RSD（%）
6.45
5.28
3.75

C1：平均值；RSD：相对标准偏差
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脏等血流丰富的脏器从而发挥其药效，且 t1/2为（4.70±
0.96）h，CL为（0.11±0.02）L/h，属于快速消除类药物，生

物安全性好。鉴于载ANM33双靶标超声脂质微泡在

体内的代谢过程具有吸收快、消除快的特点，且细胞

毒性小、无溶血反应，后期可调整给药间隔为 1~3个半

衰期，以维持药物有效治疗浓度，从而提高模型动物

治疗效果。

本实验的局限性：①仅对ANM33在大鼠体内的药

动力学特征进行初步评估，后续还需针对组织分布、

代谢、排泄产物及途径等深入探讨；②计算药动力学

参数时未设置对照组，也未排除生物体内核酸酶对

ANM33的降解作用，今后需进一步分析。

综上所述，载ANM33双靶标超声脂质微泡在大鼠

体内达峰时间短、达峰浓度高、起效迅速且生物安全

性好，药动力学过程基本符合二室模型，有望为AS的
预防和治疗提供一种新的药物选择，为后期AS治疗及

脂质载体类药物的临床转化提供了理论依据。
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