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暋暋椲摘要椵暋目的暋 构建一种主动靶向的新型纳米药物载体暘暘暘聚合物泡囊棬旔旓旍旟旐斿旘旜斿旙旈斻旍斿旙棳斝斨旙棭棳并考察其细胞摄取暎
方法暋以马来酰亚胺灢聚乙二醇灢聚乳酸灢羟基乙酸共聚物棬斖斄斕灢斝斉斍灢斝斕斍斄棭为载体材料棳通过自组装制备斝斨旙棳用转铁蛋白

棬斣旀棭与 斣斿旚灢棻对斝斨旙进行修饰棳构建纳米药物载体棬斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙棭暎以香豆素灢椂作为荧光探针包载于药物载体棳考察脑微血

管内皮细胞棬斅斆斉斆棭及神经细胞棬斘斿旛旘旓灢棽斸棭对载体系统的摄取暎结果暋斝斨旙粒径约椄棸旑旐棳形态圆整棳电镜观察具有明显膜层

结构暎斅斆斉斆细胞和斘斿旛旘旓灢棽斸细胞对斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙的摄取均显著优于空白对照组和单配体修饰对照组暎结论暋斝斨旙经双配

体斣旀及斣斿旚灢棻修饰后可促进脑微血管内皮细胞和神经细胞的摄取暎
暋暋椲关键词椵暋 脑靶向椈聚合物泡囊椈血脑屏障
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暋暋中枢神经系统棬斻斿旑旚旘斸旍旑斿旘旜旓旛旙旙旟旙旚斿旐棳斆斘斢棭
疾病棳包括神经退行性疾病及脑部肿瘤等棳严重危害

着人类的健康椲棻椵暎然而棳由于血脑屏障棬斺旍旓旓斾灢斺旘斸旈旑
斺斸旘旘旈斿旘棳斅斅斅棭的存在棳绝大多数治疗药物无法通过

斅斅斅转运至脑内椲棽椵暎因此棳构建一种新型的具有脑

内靶向递药作用的载药系统至关重要暎
暋暋纳米药物载体棳包括纳米粒暍脂质体暍聚合物胶

束暍树形分子复合物等棳对改善药物的体内稳定性暍
缓释给药以及靶向给药均起到非常重要的作用暎脂

质体是其中应用最为广泛的纳米载体棳目前上市的

药物中棳有阿霉素脂质体暍紫杉醇脂质体和顺铂脂质

体等椲棾灢椂椵暎这些脂质体药物具有精确的靶向性和较

强的缓释作用棳使药物作用明显增强棳并解决了很多

药物所伴有的毒性以及特殊部位给药难的问题暎但

是棳脂质体在应用中存在的最大问题是稳定性差棳包
括药物易泄漏暍磷脂易氧化和降解等暎
暋暋聚合物泡囊棬旔旓旍旟旐斿旘旜斿旙旈斻旍斿旙棳斝斨旙棭椲椃椵是一种

新型的纳米药物载体棳由嵌段聚合物通过自组装制

备棳外层为双分子膜层结构棳类似脂质体棳但是稳定

性大大优于脂质体棳其水性内核可以包封亲水性药

物棳外膜层可以包载脂溶性药物暎因此在客分子的

包封中具有很大的潜在应用价值暎此外棳通过调节

聚合物的比例及修饰靶向配体棳可以构建主动靶向

于特定组织和细胞的斝斨旙暎
暋暋本研究合成了可生物降解的嵌段聚合物马来酰

亚胺灢聚 乙 二 醇灢聚 乳 酸灢羟 基 乙 酸 共 聚 物 棬斖斄斕灢
斝斉斍灢斝斕斍斄棭棳以其作为载体材料棳通过自组装制备

了斝斨旙棳在斝斨旙表面通过共价键连接 斣旀与 斣斿旚灢棻
肽棳构建纳米药物载体棬斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙棭暎从而增加
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斅斅斅的转运及神经细胞的摄取棳实现中枢神经系统

的主动靶向性暎
棻暋仪器与试药

棻棶棻暋仪器暋磁力搅拌器棬国华电器有限公司棭椈斠系

列旋转蒸发器棬上海申生科技有限公司棭椈万分之一

电子天平 斄斕棻棸棿暍十万分之一电子天平斅斝棽棻棻斈棬瑞
士梅特 勒灢托 利 多 仪 器 有 限 公 司棭椈核 磁 共 振 仪

斄旜斸旑斻斿栻椂棸棸棬美国 斅旘旛旊斿旘公司棭椈斱斿旚斸斢旈旡斿旘斘斸旑旓
斱斢激光粒度分析仪棬英国 斖斸旍旜斿旘旑公司棭椈透射电镜

斒斉斖灢棽棸棻棸棬日本斒斉斚斕公司棭椈激光共聚焦扫描显微

镜棬德国斕斿旈斻斸公司棭
棻棶棽暋试药暋斈斕灢丙交酯暍乙交酯棬济南岱罡生物科

技有限公司棭椈斖斄斕灢斝斉斍棾椀棸棸灢斚斎棬北京键凯科技有

限公司棭椈辛酸亚锡暍转铁蛋白暍斣旘斸旛旚试剂暍香豆素灢
椂暍斈斄斝斏棬美国斢旈旂旐斸公司棭椈斣斿旚灢棻棬杭州中肽生化有

限公 司棭椈葡 聚 糖 凝 胶 棬斢斿旔旇斸旘旓旙斿斆斕灢棿斅棭棬瑞 典

斝旇斸旘旐斸斻旈斸公司棭椈硼酸钠暍乙二胺四乙酸钠盐棬斉斈灢
斣斄棭暍多聚甲醛暍丙酮暍氯仿暍氘代氯仿棬斆斈斆旍棾棭棬中
国医药集团上海化学试剂分公司棭椈斅斆斄 试剂盒棬上
海碧云天生物科技研究所棭椈胆酸钠棬日本东京化学

工业有限公司棭椈斈斖斉斖 培养基暍斎斸旑旊缓冲液暍胰
酶棬美 国 斎旟斻旍旓旑斿 公 司棭椈胎 牛 血 清暍双 抗 棬美 国

斍旈斺斻旓公司棭
棽暋实验方法

棽棶棻暋斝斨旙的制备和表征

棽棶棻棶棻暋高分子材料 斖斄斕灢斝斉斍灢斝斕斍斄 的合成暋称

取一定量 斈斕灢丙交酯暍乙交酯暍斖斄斕灢斝斉斍棾椀棸棸灢斚斎棳
按物质的量比为椃椀暶棽椀暶椀棸加入到三颈瓶中棳适量

辛酸亚锡甲苯溶液催化棳抽真空充氮气保护棳油浴

棻椀棸曟棳搅拌棿椄旇棳自然静置至室温棳以氯仿溶解产

物棳滴加到过量的甲醇溶液中使产物析出棳以过量冷

的甲醇溶液反复洗涤暍沉淀棾次棳真空干燥椃棽旇棳
棴棽棸曟保存暎称取少量上述终产物溶于 斆斈斆旍棾中棳
通过棻斎 斘斖斠鉴定棳对产物结构进行分析椲椄椵暎
棽棶棻棶棽暋斝斨旙暍斣斿旚灢棻灢斝斨旙暍斣旀灢斝斨旙及 斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙
的制备暋取适量的 斖斄斕灢斝斉斍灢斝斕斍斄 溶解于棻旐旍
丙酮棳缓慢滴加到斝斅斢棬旔斎椃棶棿棭溶液中棳低速搅拌

棾棸旐旈旑棳静置棿旇棳旋转蒸发除去丙酮棳即得斝斨旙暎
载香 豆 素灢椂 的 斝斨旙 则 将 香 豆 素灢椂 同 时 溶 于 丙

酮中暎暋暋
暋暋取适量 斣斿旚灢棻溶解于去离子水中棳之后加入到

斝斨旙溶液中棳调整旔斎 到椄棶棸棳避光棳充氮气保护棳室
温搅拌棽旇棳过斢斿旔旇斸旘旓旙斿斆斕灢棿斅填充柱棳除去游离

斣斿旚灢棻棳收集带有白色乳光的 斣斿旚灢棻灢斝斨旙暎

暋暋将 斣旀溶解于 斉斈斣斄棬旔斎椄棶椀棭的缓冲液中棳按
斣旀暶斣旘斸旛旚试剂摩尔比棻暶棿棸混合棳避光充氮气保

护棳室温搅拌棻旇棳采用 斝斅斢为洗脱液棳脱盐除去

斣旘斸旛旚试剂棳即得巯基化的 斣旀暎将上述巯基化的 斣旀
加入到 斝斨旙或 斣斿旚灢棻灢斝斨旙溶液中棳避光棳充氮气保

护棳室温搅拌椂旇棳过斢斿旔旇斸旘旓旙斿斆斕灢棿斅填充柱棳除去

游离 斣旀棳收集带有白色乳光的 斣旀灢斝斨旙或 斣旀棷斣斿旚灢棻灢
斝斨旙暎
棽棶棻棶棾暋斝斨旙的表征暋取棻旐旍斝斨旙溶液棳置于粒径

测量皿中棳用激光粒度分析仪测定斝斨旙的粒径暎将

一定量斝斨旙小心滴加到载有碳膜的铜网上棳用红外

灯小心缓慢烘干棳透射电镜观察斝斨旙的形态暎
棽棶棻棶棿暋斅斆斄测定暋配制浓度分别为棸暍棻棸暍棽棸暍棾棸暍
棿棸暍椀棸暍椂棸毺旂棷旐旍的斅斢斄 标准品溶液棳用斅斆斄 试剂

盒测定吸光度值建立标准曲线暎然后取等量的

斝斨旙暍斣斿旚灢棻灢斝斨旙暍斣旀灢斝斨旙及 斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙棳用相同

方法测定吸光度值棳根据标准曲线计算蛋白浓度暎
棽棶棽暋细胞培养暋脑微血管内皮细胞棬斅斆斉斆棭由第

二军医大学药理学教研室芮耀诚教授惠赠棳神经细

胞棬斘斿旛旘旓灢棽斸棭购于 斄斣斆斆细胞库棳培养基条件为含

棻棸棩胎牛血清的斈斖斉斖 培养基棬含双抗棭棳于棾椃曟棳
椀棩 斆斚棽孵箱中培养暎
棽棶棾暋细胞摄取暋将斅斆斉斆和 斘斿旛旘旓灢棽斸以棿暳棻棸椀棷
孔分别接种到玻璃底皿中心圆槽内棳孵育棽棿旇棳待
细胞贴壁后棳除去培养基棳用 斎斸旑旊缓冲液洗涤棾
次暎分别加入不同的载有香豆素灢椂的聚合物泡囊

组棬斝斨旙暍斣斿旚灢棻灢斝斨旙暍斣旀灢斝斨旙及 斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙棭棳在
棿曟或棾椃 曟条件下孵育棽旇棳除去 斝斨旙溶液棳用

斎斸旑旊缓冲液洗涤椀次棳棿棩多聚甲醛固定棽棸旐旈旑棳
斈斄斝斏染色棻棸旐旈旑棳斎斸旑旊缓冲液再次洗涤椀次棳于
激光共聚焦显微镜下观察暎
棾暋结果

棾棶棻暋 斖斄斕灢斝斉斍灢斝斕斍斄 的 合 成 暋 棻 斎灢斘斖斠 对

斖斄斕灢斝斉斍灢斝斕斍斄各官能团的归属解析如下 棬图
棻棭椇斸为棻棶椂椀棷棻棸棸万属于斕斄结构中的甲基峰棳斺为

棾棶椂椀棷棻棸棸万 属 于 斝斉斍 结 构 中 的 亚 甲 基 峰棳斻为

棿棶椃椀棷棻棸棸万属于斕斄结构中的次甲基峰暍斾为椀棶棽椀棷
棻棸棸万属于 斍斄 结构中的亚甲基峰棳斿为椂棶椃棸棷棻棸棸
万属于 斖斄斕结构中的次甲基峰暎
暋暋根据 斖斄斕灢斝斉斍棾椀棸棸灢斚斎 数均相对分子质量为

棾椀棸棸棳即 斖旑棬斝斉斍棭椊棾椀棸棸棳可通过棾棶椃棷棻棸棸万左

右的斝斉斍结构中的亚甲基峰棳棿棶椄棷棻棸棸万左右 斕斄
结构中的次甲基峰暍椀棶棽棷棻棸棸万左右 斍斄 结构中的

亚甲基峰峰面积计算 斖斄斕灢斝斉斍灢斝斕斍斄 的相对分

子质量暎计算公式如下椇
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图棻暋斖斄斕灢斝斉斍灢斝斕斍斄的棻斎灢斘斖斠图谱

暏棿
棻 椊 棽 椊棽

棾

椊棿 棬 棭暏 棽暏椃棽
棿棿暏 棻 棲

棽 棬 棭暏 棾暏椀椄
棿棿暏 棻 棲 棬 棭

暋暋斕斄暶斍斄椊旞暶旟
暋暋旑椊 斖旑棬斝斉斍棭棷棿棿
暋暋斄棻椇斝斉斍结构中的亚甲基峰峰面积椈
暋暋斄棽椇斕斄结构中的次甲基峰峰面积椈
暋暋斄棾椇斍斄结构中的亚甲基峰峰面积椈
暋暋棿棿椇斝斉斍单体结构灢斚灢斆斎棽灢斆斎棽灢的相对分子质

量椈
暋暋椃棽椇斕斄 单体结构灢斚灢斆斚灢斆斎棬斆斎棾棭灢的相对分

子质量椈
暋暋椀椄椇斍斄 单体结构灢斚灢斆斚灢斆斎棽灢的相对分子质

量暎
暋 暋 将 棻 斎 斘斖斠 中 积 分 结 果 代 入 上 式棳求 得

斖斄斕灢斝斉斍灢斝斕斍斄相对分子质量为 棻棿椂棿椄棳斕斄暶
斍斄椊椀棿暶棿椂暎
棾棶棽暋斝斨旙的粒径及形态暋动态光散射法测得斝斨旙
粒径为椃椃棶椃棻暲棽棶椂椄旑旐棳见图棽暎透射电镜观察

斝斨旙粒径分布均匀棳形态圆整棳具有明显的外部膜

层结构棳见图棾暎
棾棶棾暋斅斆斄 测定结果暋斅斆斄法测得的标准曲线为

椊棻棶棸椂椃 棲棸棶棻棻棸棽棬椊棸棶椆椆椆椄棭暎根据标准曲线

计 算 得 到 斝斨旙暍斣斿旚灢棻灢斝斨旙暍斣旀灢斝斨旙 及 斣旀棷斣斿旚灢棻灢
斝斨旙的 蛋 白 浓 度 分 别 为 棻棶椂棿暍棽椂棶椆椆暍棿棿棶椄棸暍
椀椂棶棸椀毺旂棷旐旍棳如图棿所示棳与 斝斨旙组相比棳斣斿旚灢棻灢

图棽暋斝斨旙的粒径测量图

图棾暋斝斨旙的透射电镜图棬斄棶暳棽棸棸棸棸椈斅棶暳椄棸棸棸棸棭

斝斨旙和 斣旀灢斝斨旙组蛋白浓度显著增加棳而 斣旀棷斣斿旚灢棻灢
斝斨旙组最高棳表明 斣斿旚灢棻及 斣旀与斝斨旙成功偶联暎

图棿暋斅斆斄测定的蛋白浓度

棾棶棿暋细胞摄取

棾棶棿棶棻暋棿曟和棾椃曟条件下斅斆斉斆细胞和斘斿旛旘旓灢棽斸
细胞 摄 取 暋 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 观 察 结 果 显 示棳
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斅斆斉斆细胞棬图椀棭在棿曟条件下棳所有组的荧光强度

都较弱棳说明温度对细胞的摄取具有影响暎在棾椃曟
条件下棳斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙和 斣旀灢斝斨旙的荧光强度较强棳
其次是 斣斿旚灢棻灢斝斨旙和空白 斝斨旙暎说明 斝斨旙可通过

斣旀介导增加斅斆斉斆细胞的摄取暎

暋暋斘斿旛旘旓灢棽斸细胞棬图椂棭在棿曟条件下棳类似前述

斅斆斉斆细胞对 斝斨旙的摄取结果暎在棾椃 曟条件下棳
斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙和 斣斿旚灢棻灢斝斨旙的荧光强度较强棳其次

是 斣旀灢斝斨旙和空白斝斨旙暎说明斝斨旙可通过 斣斿旚灢棻介

导增加 斘斿旛旘旓灢棽斸细胞的摄取暎

图椀暋斅斆斉斆细胞在棿曟棬左棭及棾椃曟棬右棭条件下对载香豆素灢椂聚合物泡囊的摄取棬暳椂棾棸棭
斄棶斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙组椈斅棶斣旀灢斝斨旙组椈斆棶斣斿旚灢棻灢斝斨旙组椈斈棶空白斝斨旙组

图椂暋斘斿旛旘旓灢棽斸细胞在棿曟棬左棭及棾椃曟棬右棭条件下对载香豆素灢椂聚合物泡囊的摄取棬暳椂棾棸棭
斄棶斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙组椈斅棶斣旀灢斝斨旙组椈斆棶斣斿旚灢棻灢斝斨旙组椈斈棶空白斝斨旙组

棾棶棿棶棽暋 游离 斣旀暍斣斿旚灢棻 的竞争性抑制作用 暋 在

棾椃曟条件下棳斅斆斉斆 细胞中分别加入游离 斣旀与

斣斿旚灢棻混合物暍游离 斣旀及游离 斣斿旚灢棻的 斎斸旑旊溶液棳
随后加入载香豆素灢椂的 斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙孵育暎摄取

结果如图椃所示棳加入游离 斣旀暍斣斿旚灢棻混合物及游离

斣旀组的荧光强度相比游离斣斿旚灢棻及空白 斎斸旑旊溶液

组明显降低棳说明 斣旀与 斅斆斉斆细胞上的受体结合

竞争性抑制了载药系统的摄取棳而游离 斣斿旚灢棻组的

竞争抑制作用不明显暎
暋暋在 斘斿旛旘旓灢棽斸细胞中棬图 椄棭棳加入游离 斣旀和

斣斿旚灢棻混合物及游离 斣斿旚灢棻组的荧光强度相比游离

斣旀及空白 斎斸旑旊溶液组明显降低棳说明 斣斿旚灢棻与

斘斿旛旘旓灢棽斸细胞上的受体结合竞争性抑制了载药系

统的摄取棳而游离 斣旀组的竞争抑制作用不明显暎
棿暋讨论

暋暋本研究以 斖斄斕灢斝斉斍灢斝斕斍斄 为载体材料棳通过

自组装制备斝斨旙棳制备方法温和棳有利于药物的包载

而且不影响其性质棳所得粒子结构圆整暍粒径均一暎
在脑微血管内皮细胞的腔侧具有 斣旀受体棳斣旀能够
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图椃暋游离斣旀暍斣斿旚灢棻对斅斆斉斆细胞摄取

聚合物泡囊的竞争性抑制作用棬暳椂棾棸棭
斄棶细胞同游离斣旀暍斣斿旚灢棻共孵育然后加入斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙椈
斅棶细胞同游离斣旀共孵育然后加入斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙椈
斆棶细胞同游离斣斿旚灢棻共孵育然后加入斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙椈
斈棶细胞同 斎斸旑旊溶液共孵育然后加入 斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙

图椄暋游离斣旀暍斣斿旚灢棻对斘斿旛旘旓灢棽斸细胞摄取

聚合物泡囊的竞争性抑制作用棬暳椂棾棸棭
斄棶细胞同游离斣旀暍斣斿旚灢棻共孵育然后加入斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙椈
斅棶细胞同游离斣旀共孵育然后加入斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙椈
斆棶细胞同游离斣斿旚灢棻共孵育然后加入斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙椈
斈棶细胞同 斎斸旑旊溶液共孵育然后加入 斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙

与受体特异性结合暎当 斣旀与 斣旘斸旛旚试剂反应发生

巯基化后棳可以进一步与 斖斄斕灢斝斉斍灢斝斕斍斄 中的马

来酰亚胺基发生加成反应棳实现对载药粒子的表面

修饰棳从而能够主动靶向透过斅斅斅实现药物的脑内

转运椲椆椵暎斣斿旚灢棻是最近研究发现的一种可与神经细

胞上的 斍斣棻斺受体特异性结合的小肽椲棻棸椵棳其由棻棽
个氨基酸组成棳末端半胱氨酸上的巯基可直接与

斖斄斕灢斝斉斍灢斝斕斍斄中的马来酰亚胺基反应棳将 斣斿旚灢
棻连接于斝斨旙表面棳可以实现载药系统透过斅斅斅后

对神经细胞的二级靶向作用暎细胞内摄取实验表

明棳温度对两种细胞的摄取均有一定的影响暎另外棳
斅斆斉斆细胞对斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙和斣旀灢斝斨旙的摄取量相

对较高棳而 斘斿旛旘旓灢棽斸细胞对 斣旀棷斣斿旚灢棻灢斝斨旙和 斣斿旚灢
棻灢斝斨旙的摄取量相对较高暎游离的 斣旀可与 斅斆斉斆
细胞上的受体结合竞争性抑制载药系统的摄取棳游
离 斣斿旚灢棻可与 斘斿旛旘旓灢棽斸细胞上的受体结合竞争性

抑制载药系统的摄取暎因此棳也验证了载体系统经

配体介导实现主动靶向暎
暋暋本研究制备了一种新型的聚合物泡囊纳米药物

载体棳并对其进行双配体的修饰棳以实现脑部的主动

转运暎构成斅斅斅的脑微血管内皮细胞以及神经细

胞对所构建的载体系统均具有较优的摄取暎我们将

在后续实验中对载药系统的体外及体内脑靶向性进

行系统考察暎
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