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　 　 ［摘要］ 　 目的　 制备装载人参皂苷 Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｇ１（Ｒｇ１）的纳米药物载体，并进行纳米药物载体的粒径、分散度和 Ｚｅｔａ 电

势的表征，检测药物体外缓释效果，并检测对脑血管内皮体外功能的影响。 　 方法　 载药系统以聚谷氨酸为骨架，包裹单体

Ｒｇ１，同时偶联了转铁蛋白受体的单克隆抗体（ＯＸ２６），制备载药系统（ＰＨＲＯ）。 利用动态纳米粒度仪检测载药系统的纳米尺寸、
分散系数和 Ｚｅｔａ 电势。 透射电镜检测纳米载药系统的形态和尺寸。 体外透析的方法检测 Ｒｇ１ 从纳米载药系统中的缓释效果。
体外利用 Ｔｒａｎｓ⁃ｗｅｌｌ 实验检测 ＰＨＲＯ 对内皮细胞迁移能力的影响，利用流式细胞术检测 ＰＨＲＯ 的靶向功能，利用高效液相层析

仪检测 ＰＨＲＯ 通过体外血脑屏障的效果。 　 结果　 动态纳米粒度仪显示 ＰＨＲＯ 的平均尺寸是（７９±１８）ｎｍ，分散系数（ＰＤＩ）是
０􀆰 １８。 透射电镜显示 ＰＨＲＯ 是椭圆形的其半径是（８９±２３）ｎｍ，同时 ＰＨＲＯ 还具有良好的体外缓释功能。 ＰＨＲＯ 能明显的促进内

皮细胞的迁移能力，实现对血管内皮细胞的靶向功能，同时能穿越体外血脑屏障模型。 　 结论　 纳米载药系统（ＰＨＲＯ）具有良

好的纳米尺寸，分散度比较小尺寸均一，具备良好的缓释效果，能显著促进内皮细胞迁移，具备穿越体外血脑屏障的潜力。
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０　 引　 　 言

脑梗死是一种常见的中枢神经系统疾病，主要

是由于供应脑部血液的动脉出现粥样硬化和血栓

造成，使管腔狭窄甚至闭塞，最终导致急性脑供血

不足而发病。 脑梗死是“发病率高、死亡率高、致残

率高、复发率高，并发症多”的慢性疾病［１⁃２］。 目前

我国脑梗死复发率高达 ４０％，很多患者频繁发生梗

死，难以摆脱脑梗死的纠缠［３］。 脑梗死患者往往复

发一次病情加重一次，甚至危及生命。 血脑屏障

（ｂｌｏｏｄ ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ， ＢＢＢ） ［４⁃５］是由脑毛细血管内皮

细胞及其周围的星形胶质细胞、周细胞及基底膜等

组成的功能性生理屏障。 脑组织的毛细血管内皮

细胞连接相当紧密，同时其胞饮作用减弱，内皮细

胞还缺少微孔，这些生理结构可以防止脑组织受到

外界物质的侵害［６⁃７］。 同时这样的生理结构也很大

程度上限制了药物向脑组织转运及对脑部疾病的

治疗［３］。 人参皂苷 Ｒｇ１ 具有很好的促进血管新生

和神经细胞增殖修复的作用，但是大量的实验证

实，Ｒｇ１ 无法通过血脑屏障实现良好的脑疾病的治

疗作用［８⁃９］。 纳米载药系统能够实现对药物的缓释

和靶向输送［１０⁃１２］，可以增加药物的脑内传递和释

放。 纳米载药系统还可以非侵袭的方式将药物递

送到脑内，能够克服外科手术的风险和创伤，是新

的研究热点。 血脑屏障中存在大量转铁蛋白受体，
转铁蛋白受体能够通过受体介导的内吞作用将纳

米微粒转运到脑内。 单克隆抗体 ＯＸ２６ 能够特异性

识别转铁蛋白蛋白受体，大量的实验证明这种单克

隆抗体偶联的纳米材料，可以将材料运输到脑组织

内［５， １３］。 本研究将构建纳米载药系统，进行载药系

统的表征， 利用大鼠脑微血管内皮细胞并检测其体

外活性。

１　 材料与方法

１．１　 主要实验材料　 聚谷氨酸购买于紫金港生物；
水溶性碳二亚胺（ＥＤＣＩ）、Ｌ⁃苯丙氨酸乙酯和双抗

（青霉素和链霉素）购买于 Ｓｉｇｍａ 公司；８．０ μｍ 的

ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购买于 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司 （ＮＹ， ＵＳＡ）；人参

皂苷 Ｒｇ１ 购买于上海原叶生物；大鼠脑血管内皮细

胞和内皮细胞培养基 （ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｍｅｄｉｕｍ，
ＥＣＭ）购买于 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 公司，ＯＸ２６ 单克隆抗体购买

于 Ａｂｃａｍ 公司。

１．２　 实验方法

１．２．１　 纳米靶向材料的制备 　 两亲性的聚谷氨酸

（ＰＧＡ） 和 Ｌ⁃苯丙氨酸乙酯 （ Ｌ⁃ＰＡＥ） 共聚物参照

Ａｋａｇａ 方法［１４］。 ＰＧＡ 有大量的亲水基团羧基，
Ｌ⁃ＰＡＥ可以作为疏水基团。 ３．１２ ｇ 的 Ｌ⁃ＰＡＥ 与 ２ ｇ
小分子的 ＰＧＡ（３０Ｋ）在酰胺化催化剂 ＥＤＣＩ 的作用

下室温反应发挥缩合， 反应 ２４ ｈ， 形成共聚物

（ＰＧＡ⁃ＰＡＥ）。 ２０ ｍｇ 共聚物（ＰＧＡ⁃ＰＡＥ） 与 ５ ｍｇ 的

Ｒｇ１ 溶解混合在 ＤＭＳＯ 中，然后缓慢滴加到水相中，
并不断搅拌，能够装载疏水分子 Ｒｇ１ 形成纳米载药

系统 （ ＰＨＲ）。 纳米载药系统 （ ＰＨＲ） 通过离心

（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）富集，未装载的药物 Ｒｇ１ 被去

除。 １０ ｍｇ ＰＨＲ 与 １ｍＬ ＯＸ２６ 单 克 隆 抗 体

（１００ μｇ ／ ｍＬ）在 ＥＤＣＩ 的作用下进行偶联，形成靶向

材料 ＰＨＲＯ，未偶联的 ＯＸ２６ 单克隆抗体通过离心

（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ）去除。
１．２．２　 动态纳米粒度仪检测 ＰＨＲＯ 的尺寸和分散

系数 　 ＰＨＲＯ 样品存放在去离子水中， 制备成

１ ｍｇ ／ ｍＬ样品，上样 ５００ μＬ 到激光动态纳米粒度仪

（ＤＬＳ，Ｍａｌｖｅｒｎ， ＵＫ）中，温度控制在 ２５℃，检测 ３ 批

样本，计算平均纳米尺寸。 同时进行多分散系数

（ＰＤＩ）和 Ｚｅｔａ 电势的检测。
１．２．３　 透射电镜检测 ＰＨＲＯ 的尺寸和形态 　 将 １
ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＰＨＲＯ 样品滴到电镜制备铜网之上，３７ ℃
烘箱中烘干。 用 ０􀆰 １％ 的醋酸双氧铀溶液染色 ３０
ｍｉｎ， 水洗，烘干，进行投射电镜检测（ＪＥＯＬ， Ｔｏｋｙｏ，
Ｊａｐａｎ）
１．２．４　 ＰＨＲＯ 的药物包裹率检测 　 为了将 Ｒｇ１ 从

ＰＨＲＯ 中释放出来，将 ５ｍｇ ＰＨＲＯ 溶解在 １ｍＬ 的丙

酮中。 在 ４０℃的条件下用旋转蒸发仪将有机相蒸

干，添加了 ２ ｍＬ 乙醇溶解剩余物。 为了检测 ＰＨＲＯ
中包裹 Ｒｇ１ 的含量，用高效液相层析仪（ＨＰＬＣ，Ａｇｉ⁃
ｌｅｎｔ １１００， Ｐａｌｏ Ａｌｔｏ， ＣＡ， ＵＳＡ）来检测。 选用反向

的 Ｌｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒ ＯＤＳ Ｃ１８ 柱子，流动相为 ０􀆰 ０２μｍｏｌ ／ Ｌ
醋酸钠溶液和甲醇（８０ ∶ ２０， Ｖ ／ Ｖ），流速控制在 １
ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为 ２０３ ｎｍ，柱温控制在 ３０ ℃。 包

裹率定义为 ＥＥ ＝Ｍ １ ／ Ｍ２，Ｍ１ 代表 ＰＨＲＯ 中的 Ｒｇ１
的质量，Ｍ２ 代表参与包裹实验的 Ｒｇ１ 的总质量。
１．２．５　 ＰＨＲＯ 的缓释实验　 ５ ｍＬ 的 ＰＨＲＯ（Ｒｇ１ 等

同于 １ ｍｇ ／ ｍＬ）和 ５ ｍＬ Ｒｇ１（１ ｍｇ ／ ｍＬ） 分别添加到

透析袋中（相对分子质量１０ ０００）。 然后将透析袋
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沉浸在含有 ５０ ｍＬ 的等渗盐水或者 ＰＢＳ 的烧杯中，
然后将烧杯放置到摇床上（１５０ ｒｐｍ，３７℃）。 在相应

的时间点取出 ５００ μＬ 的外透析液，同时添加等体积

的等渗盐水或者 ＰＢＳ。 Ｒｇ１ 的含量通过 ＨＰＬＣ 的方

法进行检测。 取 ２０ μＬ 的外透析液，上样到 ＨＰＬＣ
仪中，检测方法同上。
１．２．６　 ＰＨＲＯ 促进内皮细胞的迁移实验 　 利用嵌

套小室（Ｔｒａｎｓ⁃ｗｅｌｌ，８ μｍ）检测 ＰＨＲＯ 对脑血管内

皮细胞的迁移能力的影响。 大鼠脑血管内皮细胞

系 ＲＢＥ４ 细胞 （５×１０４） 接种到小室的上层，含有内

皮细胞培养基和 １０％的胎牛血清和 １％的双抗。
ＲＢＥ４ 细胞与 ＰＢＳ （对照组）、１０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｒｇ１ （Ｒ
组） 或者 ＰＨＲＯ（Ｒｇ１ 含量为 １０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ， Ｐ 组）
分别孵育。 孵育 ２４ ｈ 后，用 ４％多聚甲醛固定细胞，
同时用吉姆萨（Ｇｉｅｍｓａ）染色液染色 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗

３ 次。 在倒置显微镜下观察，并随机选择 ３ 个视野

进行细胞迁移统计。
１．２．７　 脑内皮细胞靶向功能检测 　 流式细胞术是

检测分子对细胞靶向性的重要研究方法，我们用流

式细胞术检测 ＰＨＲＯ 对 ＲＢＥ４ 的靶向能力。 将异硫

氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）荧光分子标记到 ＰＨＲＯ 和 ＰＨＲ
纳米载体上。 ＲＢＥ４ 细胞表面高表达转铁蛋白受

体，能够与 ＰＨＲＯ 上的抗体相偶联实现受体介导的

细胞靶向作用。 将 ＲＢＥ４ 细胞（１×１０６）分别接种到

６ 孔板中过夜使细胞贴壁。 分别用 ＰＢＳ（１０ μＬ，对
照组），Ｒｇ１（１０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ，Ｒｇ１ 处理组），ＦＩＴＣ 标记

的 ＰＨＲ（含量同 ＰＨＲＯ，ＰＨＲ 处理组）和 ＦＩＴＣ 标记

的 ＰＨＲＯ（含有 １０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｒｇ１，ＰＨＲＯ 处理组）处
理 ＲＢＥ４ 细胞 ３０ ｍｉｎ 后用 ＰＢＳ 漂洗细胞 ３ 次，换新

鲜的内皮细胞培养基继续培养 １２ ｈ。 用 ０􀆰 ２５％胰

酶消化细胞，离心收集细胞，将细胞上样到流式细

胞仪（美国 ＢＤ），收集 １×１０４个细胞，检测每组细胞

的平均荧光强度。
１．２．８　 体外血脑屏障模型 　 Ｒｇ１ 和 ＰＨＲＯ 穿越体

外 ＢＢＢ 的能力通过 ０􀆰 ４ μｍ 的 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 嵌套小室检

测，０􀆰 ４ μｍ 的孔径只能允许小分子穿过，细胞无法

穿越。 脑内皮细胞紧密接种于上室中，模拟血脑屏

障。 ＰＢＳ 处理组作为对照组。 将 ＲＢＥ４（４×１０５）接

种到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 中（含有内皮细胞培养基和 １０％的胎

牛血清和 １％的双抗）， 将细胞在 ３７ ℃的培养箱内

孵育 ２４ ｈ，使细胞形成致密的连接，模拟体外 ＢＢＢ

模型。 分别将 １０ μＬ 的 ＰＢＳ，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｒｇ１ 和

ＰＨＲＯ（含 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｒｇ１）添加到小室中。 ５ ｈ 后

收集嵌套小室的下室培养基，进行 ＨＰＬＣ 检测 Ｒｇ１
的含量，检测方法参照 ＰＨＲＯ 的药物包裹率检测。
１．３　 统计学分析　 实验数据利用 ＳＰＳＳ １６．０ 进行分

析，各实验组数据差异性均以均值±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表
示，不同组之间的比较采用 Ｏｎｅ⁃ＡＮＯＶＡ 分析，组内

比较用 ＬＳＤ 方法，以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 　 果

２．１　 ＰＨＲＯ具有良好的纳米尺寸和分散系数　 ＤＬＳ
结果显示 ＰＨＲＯ 的平均尺寸为（７９±１８）ｎｍ，分散系数

为 ０􀆰 １８，ＰＨＲＯ 的 Ｚｅｔａ 电势为 ３８ｍＶ，见图 １。 透射电

镜结果显示纳米颗粒为椭圆形，平均半径为（８９±２３）
ｎｍ，见图 ２。 透射电镜的结果与 ＤＬＳ 的结果相似，进
一步证明了纳米颗粒的尺寸和分散性。

图 １　 动态纳米粒度仪（ＤＬＳ）检测纳米载药系统（ＰＨＲＯ）

的尺寸分布

图 ２　 透射电镜检下纳米载药系统（ＰＨＲＯ）的纳米形态

２．２　 ＰＨＲＯ具备良好的 Ｒｇ１ 装载率和装载量　 ＨＰＬＣ
结果显示，ＰＨＲＯ 中 Ｒｇ１ 的包裹率 ＥＥ 为 ５９􀆰 ６％，Ｒｇ１
的水溶性差，高分子材料 ＰＨＲＯ 显著提高了 Ｒｇ１ 的
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水溶性，高的 Ｒｇ１ 包裹率能显著提高药物的稳定性，增
加血药浓度的作用时间，避免药物的快速降解，同时可

以减少给药次数增加患者的依从性。
２．３　 ＰＨＲＯ 具备良好的缓释功能 　 通过透析的

方法检测 ＰＨＲＯ 的体外药物缓释实验，Ｒｇ１ 的半数

释放时间（ｈａｌｆ⁃ｍａｘｉｍａｌ ｒｅｌｅａｓｅ ｔｉｍｅ，ｔ１ ／ ２）为 １．５ ｈ，然
而 ＰＨＲＯ 的 ｔ１ ／ ２ 为 ２９ ｈ。 ６ ｈ 后，Ｒｇ１ 释放了 ８１％，
然而只有 ３５％Ｒｇ１ 从 ＰＨＲＯ 中释放出来，１２０ ｈ 后

８５％的 Ｒｇ１ 从 ＰＨＲＯ 中释放出来，见图 ３。 缓释结

果显示单纯的 Ｒｇ１ 存在快速释放的现象，而 ＰＨＲＯ
具备缓释的特点。 与快速释放的剂型相比缓释剂

型更有力于维持良好的血药浓度和药物稳定性。
２．４ 　 ＰＨＲＯ 能够促进内皮细胞的迁移 　 嵌套小

室的方法检测了内皮细胞的迁移能力，细胞的迁

移能力越强，在嵌套小室的下室中能够观察到的

细胞数目越多。 与对照组比较，Ｒ 组内皮细胞经

过 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｒｇ１ 孵育后，迁移能力显 著 增 强

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 然而 Ｐ 组内皮细胞经过 ＰＨＲＯ 的孵

育后，内皮细胞的迁移能力较 Ｒｇ１ 更加显著（Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 见图 ４。

２．５　 ＰＨＲＯ 能够实现脑血管内皮细胞的靶向 　 对

照组平均荧光强度为 ２．１，Ｒｇ１ 处理组为 ５．１，ＰＨＲ
处理组为 ９．１，ＰＨＲＯ 处理组为 ６８．２。 经过 ＰＨＲＯ 处

理后细胞的荧光强度显著增强，显著高于其他组。
见图 ５。
２．６　 ＰＨＲＯ 能够穿越体外血脑屏障模型 　 经过

ＨＰＬＣ 检测显示，只有 ４． １７％ 的 Ｒｇ１ 能够通过

ＢＢＢ 体外模型可以被检测到，然而经过 ＰＨＲＯ 处

理，有 ３５． ７％ 的 Ｒｇ１ 能 够 通 过 体 外 血 脑 屏 障

模型。

图 ３　 纳米载药系统（ＰＨＲＯ）的缓释实验

ａ、ｂ、ｃ 分别为 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 嵌套小室检测对照组、Ｒ 组（Ｒｇ１ 处理）、Ｐ 组（ＰＨＲＯ 处理）内皮细胞迁移镜下观察（吉姆萨染色

×２００）；ｄ：相对成管数量统计

图 ４　 纳米载药系统（ＰＨＲＯ）对大鼠脑血管内皮细胞迁移能力的影响

ａ：对照组；ｂ：Ｒｇ１ 处理组；ｃ：ＰＨＲ 处理组；ｄ：ＰＨＲＯ 处理组

图 ５　 流式细胞术检测 ＰＨＲＯ 的细胞靶向能力
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３　 讨　 　 论

脑梗死发生后梗死组织内血管组织损伤严重，
微血管稀疏，侧支循环能力差，如梗死组织长期供

血不足，则愈合能力低。 梗死组织局灶炎性细胞聚

集，炎性因子高表达会进一步导致缺血组织的损伤

和坏死。 溶栓药物是美国 ＦＤＡ 唯一批准用于缺血

性卒中的血管再通药物［１５］。 然而，只有 ４％ ～ ７％的

早起早期脑梗死缺血性脑卒中患者（脑梗死 ４．５ ｈ
内）使用该药物具有疗效；即使早期使用溶栓药物，
血管再通率也只有 ４０％ ～ ５０％［１６］。 脑梗死的治疗

手段比较有限，制备能够穿越血脑屏障的神经保护

剂来增强神经元对缺血损伤的耐受性，从而改善脑

梗死的预后具有重要的研究价值。 两亲性高分子

载体材料一端具有亲水性，另一端具有亲脂性，亲
脂的性质可以使载体材料包裹一些脂溶性物质，而
亲水的性质可以使得被包裹的物质具有很好的水

化层。 这样一方面可以提高难溶于水或者水溶性

差的物质的水溶性；另一方面，可以提高包裹物质

的稳定性，其在体内运输时还可以避免粘附到血清

白蛋白等分子上，造成药效的下降。 本实验中使用

的聚谷氨酸［１７⁃１９］，具有很高的水溶性，可以在溶液

中形成良好的水化层，提高一些疏水分子的水溶性

且无免疫原性，代谢产物对人体也无毒害。 Ｒｇ１ 具

有良好的促进血管新生和神经保护的功能，但其水

溶性低，在体内容易被降解，半衰期短，同时 ＢＢＢ 限

制了 Ｒｇ１ 的入脑［２０］，我们制备了一种偶联转铁蛋白

单克隆抗体的纳米载药系统，具备穿越体外血脑屏

障模型。 ＰＨＲＯ 具有良好的纳米颗粒尺寸，用于脑

内药物的递送系统直径通常在 １００ ～ ３００ ｎｍ 之间，
即均可获得较好的入脑效果。 在保证药物稳定性

的前提下，越小的 ＮＰｓ 的粒径的 ＮＰｓ 其能够实现更

高的纳米颗粒穿越血脑屏障进入脑组织的作用能

力就越强。 本实验中我们制备的纳米药物的尺寸

都在 １００ ｎｍ 以下，其对脑组织的富集作用具有尺寸

上的优势，这有利于纳米颗粒通过体内小的血管和

孔径组织又不至于被肾脏过滤系统清除掉。 分散

系数（ＰＤＩ）是用于表示高分子分散度的系数，ＰＤＩ
越小越低证明分子的分散度越好，尺寸均一性越

好。 ＰＤＩ＜０􀆰 ３ 认为具有很好的高分子分散系数。
ＤＬＳ 和透射电镜的结果显示这种纳米载药系统尺寸

均一，并且具有良好的 Ｚｅｔａ 电势，良好的 Ｚｅｔａ 电势

可以维持纳米颗粒在水相中的稳定性，越强的 Ｚｅｔａ
电势越能维持良好的分散性，不容易出现药物的沉

淀。 比较高的 Ｒｇ１ 包过率，不但提高了 Ｒｇ１ 的水溶

性，同时可以降低 Ｒｇ１ 的给药次数，提高患者的依

从性。 缓释剂型对维持血药稳定性具有重要的意

义［２２］， ＰＨＲＯ 还有良好的药物缓释功能。 急性脑梗

死后血管内皮细胞的迁移能力越强对神经保护和

神经新生有很好的作用［２３⁃２４］。 经过 ＰＨＲＯ 的孵育

内皮细胞的迁移能力显著增强，并且迁移能力比游

离的 Ｒｇ１ 的还要高。 这可以解释为，可是由于转铁

蛋白受体介导的内吞作用，使更多的 Ｒｇ１ 快速进入

内皮细胞，增强了内皮细胞的迁移能力。 ＰＨＲＯ 显

示出良好的体外脑血管内皮细胞的靶向作用，Ｒｇ１
在脑梗死的病理状态下发挥着良好的神经和血管

的保护作用，但是 Ｒｇ１ 在体内的半衰期短，水溶性

差，血药浓度低，而且不具备脑部靶向性，制备具有

脑部靶向性的 Ｒｇ１ 纳米载药系统可以实现在脑组

织内高度富集，增强治疗效果。 体外 ＢＢＢ 模型也显

示出 ＰＨＲＯ 能够穿越体外 ＢＢＢ。 只实现对脑组织

的靶向性，但是无法穿越 ＢＢＢ 仍然无法发挥脑梗死

后对神经系统的保护和恢复作用，ＨＰＬＣ 的检测结

果显示 ＰＨＲＯ 能够显著地穿越体外血脑屏障模型，
这将促进 Ｒｇ１ 在恢复脑梗死中的临床应用。 本研

究对 ＰＨＲＯ 纳米载药系统的进行了表征，ＰＨＲＯ 显

示出良好的体外生物活性，但是其体内生物活性还

需要进一步验证。
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