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科学研究

基于 Ｗ／Ｏ／Ｗ溶剂挥发复乳法的载药

纳米微球合成及其作用研究

宋远见１，２　刘红芝２　温相如２　张　芳２　刘志安２　裴冬生３　宗志敏１　魏贤勇１＊

（１．中国矿业大学煤炭加工与高效洁净利用教育部重点实验室，徐州２２１１１６；

２．徐州医学院神经生物学实验室，徐州２２１００２；

３．徐州医学院肿瘤生物治疗重点实验室，徐州２２１００２）

摘　要　以乳酸－羟基乙酸共聚物（ｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｃ－ｃｏ－ｇｌｙｃｏｌｉｃ　ａｃｉｄ），ＰＬＧＡ）、聚乙二醇（ＰＥＧ）和乳铁蛋白（ｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｎ，Ｌｆ）

为原料，采用复乳法制备荷载ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ表达质粒的纳米微 球，同 时 制 备 空 载 纳 米 微 球 作 为 对 照，将 它 们 分 别 通 过 尾

静脉注射至大鼠体内，采用 ＨＥ染色 法 检 测 其 对 脑 缺 血 再 灌 注 后５天 时 海 马ＣＡ１区 神 经 元 的 保 护 作 用，纳 米 微 球Ｌｆ－
ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ构建成功，它能够显著提 高 神 经 元 的 存 活 率，在 脑 中 风 中，成 功 构 建 的Ｌｆ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－
ｓｈＲＮＡ纳米微球能够对神经元起到明显的保护作用。

关键词　载药纳米微球，Ｌｆ，ＰＬＧＡ，ＪＮＫ３，海马
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ｐｌａｙｅｄ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｎｅｕｒｏｎｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ｒｏｌｅ．

Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ　ｄｒｕｇ－ｌｏａｄｅｄ　ｎａｎｏ－ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ，Ｌｆ，ＰＬＧＡ，ＪＮＫ３，ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

　　乳酸－羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）是一种生物相容性极 好 的

材料，目前已获得 美 国ＦＤＡ认 证，能 作 为 原 材 料 生 产 手 术 缝

合线及注射 用 微 球、微 囊、埋 植 剂 等［１］。采 用 溶 剂 挥 发 复 乳

法，以ＰＬＧＡ为原料合成载药纳米微球，能够使水溶性药物包

载其中，免受血 液 或 组 织 中 酶 的 破 坏。基 因 治 疗 是 一 种 新 型

的疾病治疗方式，是指将外源治疗基因导入靶细 胞，以 纠 正 或

补偿因基因缺陷 或 异 常 引 起 的 疾 病，在 临 床 上 具 有 广 泛 的 应

用前景［２］。基因药物多为水溶性，如果直 接 通 过 静 脉、肌 肉 或

口腔给药，将会 在 药 物 到 达 病 灶 前 被 各 种 酶 破 坏。如 果 将 其

包装在ＰＬＧＡ纳米微球中 再 通 过 以 上 方 式 给 药，将 会 大 大 减
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少药物在体内 运 输 过 程 中 不 必 要 的 损 耗。另 外，ＰＬＧＡ纳 米

微球表面可以通过带有活性基团的聚乙二醇（ＰＥＧ）连 接 上 靶

向配体，使药物在体内的运输具有靶向性，可显著提 高 病 灶 处

的药物浓度，增强药物疗效［３－４］。

本研 究 拟 将 合 成 荷 载 基 因 药 物ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ表 达 质 粒

（ＪＮＫ３，ｃ－Ｊｕｎ氮末端激酶；ｓｈＲＮＡ，小发夹ＲＮＡ）的ＰＬＧＡ纳

米微球，以乳铁蛋白（Ｌｆ）为配体将其靶向功 能 化 修 饰，并 研 究

其对缺血诱导神经元损伤的作用。

１　实验部分

１．１　原料与设备

ＨＯ－ＰＬＧＡ－ＣＯＯＨ，济南 岱 罡 生 物 科 技 有 限 公 司；ＮＨ２－
ＰＥＧ－Ｍａｌ，北 京 键 凯 科 技 有 限 公 司；Ｌｆ，日 本 Ｗａｋｏ公 司；Ｅｌｌ－
ｍａｎ’ｓ试剂，美 国Ｓｉｇｍａ公 司；ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ的 表 达 质 粒，由

本实验室成功 构 建；ＳＫ３２００Ｈ 超 声 波 清 洗 器，上 海 科 导 超 声

仪器 有 限 公 司；ＦＤ－１真 空 干 燥 机，北 京 博 医 康 技 术 有 限 责 任

公司；高速离心机，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；ＤＦ－１０１Ｓ型集热式磁

力搅拌器，巩义市科华仪器有限公司。

１．２　实验方法

１．２．１　纳米微球的制备和表征

称取５ｍｇ　ＨＯ－ＰＬＧＡ－ＣＯＯＨ溶 解 于１ｍＬ二 氯 甲 烷 中 作

为有机 相。取１５０μＬ　ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ表 达 质 粒 溶 液（１５０μｇ质

粒溶解于１５０μＬ的 ＴＥ　ｂｕｆｆｅｒ中）作 为 内 水 相，３０００ｒ／ｍｉｎ磁

力搅拌辅助下将内水相缓慢滴入有机相中制得 Ｗ／Ｏ型初乳。

分别称取１００ｍｇ　ＮＨ２－ＰＥＧ－Ｍａｌ和１００ｍｇ吐温－８０，同时溶解

于２０ｍＬ双蒸水中，搅拌混匀制得外 水 相。１０００ｒ／ｍｉｎ磁 力 搅

拌辅助下将初 乳 滴 入 外 水 相，制 得 Ｗ／Ｏ／Ｗ 型 复 乳 纳 米 混 悬

溶液。使用２－亚氨氢氯化硫醇将Ｌｆ巯基化，并通过Ｅｌｌｍａｎ’ｓ
试剂测定其巯基化 程 度，保 证 每 个Ｌｆ上 约 带 上２个 巯 基［５］。

室温条件下，将复乳与巯基化的Ｌｆ避光摇混１２ｈ，并挥发有机

溶剂，离心分离，用 双 蒸 水 洗３次 后，置 真 空 干 燥 箱 干 燥 至 恒

重为止，即 制 得Ｌｆ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ纳 米 微 球。合

成ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ纳米微球：复乳纳米混悬溶液不

与Ｌｆ结合，其它 步 骤 同 上。合 成 空 载 纳 米 微 球：用 同 体 积 的

ＴＥ　ｂｕｆｆｅｒ代替质粒溶液，其它 步 骤 同 上。将 制 得 的 纳 米 微 球

用双蒸水稀释１０倍，用 粒 度／Ｚｅｔａ电 位 仪 检 测 其 粒 径 和Ｚｅｔａ
电位。

１．２．２　纳米微球的包封率和载药量

将制得的 Ｗ／Ｏ／Ｗ 型复乳纳米混悬溶液置于高速离心机

中以１５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取 上 清 液，用ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ荧 光 检

测试剂盒测定上清液中的质粒浓度。包封 率＝１００％×［质 粒

总投入质量－（上清液体 积×质 粒 浓 度）］／质 粒 总 投 入 质 量。

载药量＝１００％×［质 粒 总 投 入 质 量－（上 清 液 体 积×质 粒 浓

度）］／纳米微球的总质量。

１．２．３　载 药 纳 米 微 球Ｌｆ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ对 缺 血

诱导神经元损伤的作用

参照本实验室 成 熟 方 法［６］，制 作 成 年Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ大

鼠脑缺血模 型。缺 血 之 前１ｄ尾 静 脉 注 射 纳 米 微 球，于 缺 血

１５ｍｉｎ再灌注５ｄ时，以水合氯醛（３５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉 动 物，４％多

聚甲醛灌注预固定，取脑后置于４％多聚甲 醛 后 固 定２４ｈ。取

材后用石蜡包埋，切片，ＨＥ染色，光学显微镜下观察大鼠脑海

马ＣＡ１区１ｍｍ长度内神经元的存活数，以评价载药纳米微球

的疗效。假手术组只制作缺血模型，不做结 扎 血 管 的 处 理，其

它步骤同上。

１．２．４　数据统计学处理

采用统计学 软 件ＳＰＳＳ１１．０对 所 得 数 据 进 行 分 析。数 据

以ｘ±ｓ表示，组 间 采 用 方 差 分 析 进 行 比 较。Ｐ＜０．０５表 示 差

异有统计学意义。

２　结果与讨论

２．１　纳米微球的表征、包封率和载药量的计算

ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ纳 米 微 球 连 接Ｌｆ后，粒 径 有

所增加，但增加不 明 显。另 外，Ｚｅｔａ电 位、包 封 率 和 载 药 量 在

连接Ｌｆ前后皆没有明显变化，结 果 如 表１所 示。通 过 溶 剂 挥

发复乳法制得纳米 微 球 的 包 封 率 皆 在８０％左 右，说 明 以ＰＬ－
ＧＡ为原料，通过该方法合成基因载药纳米微球有望达到较好

的药物运输效果。合 成 纳 米 微 球 的 过 程 中，所 选 材 料 不 是 一

般 的 ＰＬＧＡ，其 末 端 被 羧 基 化，即 为 ＨＯ－ＰＬＧＡ－ＣＯＯＨ。这

样，制得的初乳表面有较多 裸 露 的 羧 基。外 水 相 中 的ＰＥＧ两

端分别带有氨基和马 来 酰 亚 胺，即 为 ＮＨ２－ＰＥＧ－Ｍａｌ。初 乳 中

的羧基与外水相中ＰＥＧ上的氨基结合，使ＰＥＧ连接到ＰＬＧＡ
上。每个Ｌｆ有２个活化的巯基，该基团可以与微球表面ＰＥＧ
中的马来酰亚胺发生特异性 反 应，将Ｌｆ连 接 于 微 球 表 面。Ｌｆ
可以与脑微血管内皮细胞膜上的Ｌｆ受 体 特 异 性 结 合［７］，介 导

微球被细胞内吞，从而使整个微球透过血脑屏障，进 入 脑 实 质

发挥药物效果。

表１　纳米微球的粒径、Ｚｅｔａ电位、包封率和载药量

项目

ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／

ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ

（ｘ±ｓ）

Ｌｆ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／

ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ

（ｘ±ｓ）

粒径／ｎｍ　 １３６．１±４３．６　 １５２．８±５１．２

Ｚｅｔａ电位／ｍＶ　 ５．３±０．９　 ５．９±０．６

包封率／％ ８１．５±８．７　 ７９．８±７．２

载药量／％ ２．１４±０．０３　 １．９９±０．０２

２．２　载药纳米微球Ｌｆ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ的

作用

Ａ组神经元存活良好，Ｂ组和Ｄ组神经元损 伤 严 重，结 果

如图１和表２所示。相 对Ｂ、Ｄ两 组，Ｃ组 神 经 元 存 活 数 明 显

增多，说 明 载 药 纳 米 微 球Ｌｆ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ对 大

鼠海马ＣＡ１区神经元起到了显著的保护作用。Ｂ组神经元没

有得 到 保 护 的 原 因 是ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ没 能 透 过 血

脑屏障进入脑实质。从 以 上 结 果 可 以 推 测 到，Ｌｆ的 介 导 作 用

是纳米微 球 透 过 血 脑 屏 障 进 入 脑 实 质 的 关 键。前 期 研 究 发

现［８］，ＪＮＫ３的激 活 是 脑 中 风 诱 导 神 经 元 凋 亡 的 重 要 分 子 机

制，抑制其表达或活性是减轻神经元损伤的关键。ＪＮＫ３－ｓｈＲ－
ＮＡ表达质粒能够在细胞内不断表达，对ＪＮＫ３起到持续的抑

·０６·
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制作用，进 而 显 著 减 轻 由 于ＪＮＫ３激 活 引 起 的 神 经 元 损 伤。

（Ａ组：假手术组；Ｂ组：缺血＋ ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ组；

Ｃ组：缺 血＋ Ｌｆ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ组；Ｄ组：缺 血＋
空载球组）（相对Ｂ、Ｄ组，　＊Ｐ＜０．０５）

图１　ＨＥ染色示纳米微球的作用（标尺＝１０μｍ）

表２　细胞计数示纳米微球对海马ＣＡ１区神经元的作用

海马ＣＡ１区中１ｍｍ长度内的神经元数（ｘ±ｓ）

Ａ组 ２０６．２．１±２３．６
Ｂ组 ３７．４±６．５
Ｃ组 １１２．８±１８．１＊

Ｄ组 ２８．３±５．２

３　结论

以末端带有羧 基 的ＰＬＧＡ、两 端 分 别 带 有 氨 基 和 马 来 酰

亚胺的ＰＥＧ、巯基化的Ｌｆ为 原 料，采 用 溶 剂 挥 发 复 乳 法 成 功

合成了Ｌｆ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ载 药 纳 米 微 球。３０００ｒ／

ｍｉｎ高速搅拌使制得的初 乳 颗 粒 较 小，１０００ｒ／ｍｉｎ低 速 搅 拌 能

够防止内水相外 泄，使 微 球 达 到 了 较 高 的 药 物 包 封 率 和 载 药

量。最终制得纳米微球的粒径较为均匀，多在１５０ｎｍ左右，能

够满足在动物体内有效运输药物的需要。

以大鼠脑缺血模型为基 础，Ｌｆ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ
载药 纳 米 微 球 经 尾 静 脉 给 药 后，对 缺 血 诱 导 的 海 马ＣＡ１区 神

经元损伤起到了 显 著 的 抑 制 作 用，说 明 该 纳 米 微 球 能 够 透 过

血脑屏障进入脑实质，有效 抑 制ＪＮＫ３的 表 达，阻 止 了 促 细 胞

凋亡信号通路的持续激活。然而，ＰＥＧ－ＰＬＧＡ／ＪＮＫ３－ｓｈＲＮＡ载

药纳米微球没有起到类似效果，原因在于缺少Ｌｆ的介导作用，

纳米微球不易透过血脑屏障进入脑实质。由此，可以推测出Ｌｆ
介导的细胞内吞作用是纳米微球能否发挥有效作用的关键。
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