
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.5 MAR.2020

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2020.05.012

前言

2型糖尿病是一种以高血糖和影响眼睛、神经、血管和肾

脏的长期并发症为特征的慢性代谢紊乱疾病[1]。糖尿病患者更

容易发生脑梗死[2]，且脑缺血 /再灌注(I/R)损伤的风险会显著

增加[3]。竹节参皂苷Ⅳa（Chikusetsu saponinⅣa, CⅣa)是齐墩果
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摘要目的：制备和评价以乳铁蛋白修饰的，荷载竹节参皂苷Ⅳa的脂质 -聚合物杂化纳米体系（CⅣa/Lf-LPNs），用于脑梗死的靶

向治疗。方法：采用纳米沉淀法制备了 CⅣa/Lf-LPNs、荷载竹节参皂苷Ⅳa的脂质 -聚合物杂化纳米体系（CⅣa/LPNs）、乳铁蛋白

修饰的空载脂质 -聚合物杂化纳米体系（Lf-LPNs），比较了它们的理化性质、体外释药性质、大鼠血液和脑中药物浓度变化及其对

脑梗死模型大鼠的存活率和生化指标的影响。结果：乳铁蛋白修饰为纳米制剂带来正电荷，并附着在纳米体系表面，增大了纳米

粒子的直径。三种纳米制剂的包封率均为 90%左右。CⅣa/Lf-LPNs具有更持久的药物释放行为。CⅣa/Lf-LPNs组和 CⅣa/LPNs

组的血药浓度曲线是相似的，但二者脑部药物浓度曲线不同，CⅣa/Lf-LPNs组几乎每个时间点的脑部药物浓度均高于 CⅣa/LPNs

组（P<0.05）。此外，CⅣa/Lf-LPNs组提高了脑梗死模型大鼠的存活率，大鼠血清 LDH含量最低，对脑梗死的改善作用显著优于 C

Ⅳa/LPNs和 CⅣa溶液组（P<0.05）。结论：本文制备的 CⅣa/Lf-LPNs可有效传递药物到达脑部，并持续的发挥改善脑梗死作用，

是一种极具潜力的脑靶向治疗体系。
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Nanoparticles of Chikusetsu SaponinⅣa for Targeting Therapy of
Cerebral Infarction*

Lactoferrin-modified lipid-polymer hybrid nanoparticles as a carrier for brain delivery of Chikusetsu

saponin Ⅳa (CⅣa/Lf-LPNs）was prepared and evaluated for nano-targeted therapy for cerebral infarction. CⅣa/Lf-LPNs,

lipid-polymer hybrid nanoparticles loaded with CⅣa（CⅣa/LPNs）and lipid-polymer hybrid nanoparticles modified by coating with

lactoferrin（Lf-LPNs）were prepared by nano-precipitation method. The physical-chemical characteristics and drug release properties

were examined in vitro. The changes of drug concentrations in the blood and brain of cerebral infarction model rats were compared.

The survival rates and biochemical indexes in blood were also evaluated. Lactoferrin modification was positively charged in

the nanoformulation and attached to the surface of nanoparticle, increasing the diameter of the nanoparticles. The encapsulation

efficiencies of three nano-formulations were all about 90%. CⅣa/Lf-LPNs performed a longer lasting drug release behavior. The drug

concentration curves of CⅣ a/Lf-LPNs group and CⅣ a/LPNs group were similar in plasma, but different in brain. The brain drug

concentrations in CⅣa/Lf-LPNs group were higher than those in CⅣa/LPNs group at almost every time point (P< 0.05). In addition, C

Ⅳa/Lf-LPNs increased the survival rate and decreased LDH content of cerebral infarction model rats. The improvement effect of CⅣa/

Lf-LPNs on cerebral infarction was significantly better than that of CⅣa/LPNs and CⅣa solution groups (P < 0.05). CⅣ

a/Lf-LPNs effectively delivered drugs to the brain, and played an efficient role in improving cerebral infarction. It might be a promising

brain-targeted therapeutic system.
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图 1纳米沉淀法制备 CⅣa/Lf-LPNs

Fig.1 Preparation of CIVa/Lf-LPNs by nanoprecipitation

烷型五环三萜类化合物，主要来源于五加科植物竹节参的干燥

根茎，是我国土家族和苗族人民常用的传统中草药[4]。近年来，

竹节参皂苷Ⅳa在中枢神经系统[5]、心脑血管系统[6-8]、内分泌系

统[9]、抗肿瘤治疗[10]等方面具有广泛的药理作用。研究证实，CⅣ

a预处理不仅可以减轻卒中模型小鼠的脑缺血症状，还可明显

改善糖尿病模型小鼠的脑缺血 /再灌注损伤[6]，显示了其卓越

的脑血管保护作用。但是由于 CⅣa不易穿透血脑屏障、生物利

用度低[11]，极大限制了药效的发挥。

血脑屏障(BBB)是由排列在脑毛细血管周围的内皮细胞及

周围的神经元、星形胶质细胞和周细胞等紧密结合而成的一种

功能性生理屏障[12]。血脑屏障的主要作用是保护中枢神经系统

免受外源性毒物的侵害，但从另一方面来说，这种结构是治疗

脑功能障碍药物传递的最大障碍[13]。乳铁蛋白(Lactoferrin, Lf,

MW ~ 80kda)是转铁蛋白(Transferrin, Tf)家族的一部分，是一种

单链铁结合糖蛋白，含有 690个氨基酸，折叠成两个球状叶[14]。

乳铁蛋白能够通过受体介导的胞外吞作用穿透血脑屏障[15]。因

此，Lf被用来增强聚合物纳米药物传递系统穿透血脑屏障的能

力，并用于治疗阿尔茨海默病[16]、多形性成胶质细胞瘤[17]等多种

脑部疾病。

基于纳米技术的药物传递体系，能够增加药物在靶部位的

聚集和分布，从而提高治疗效果,降低全身毒性[18]。目前开发出

的纳米制剂中，脂质纳米粒和聚合物纳米粒这两大类的应用相

当广泛[19]。近年来，新一代的纳米制剂：脂质 -聚合物杂化纳米

体系 (LPNs)被开发[20，21]。LPNs由聚合物核和脂质壳两大部分

组成，它结合了聚合物纳米颗粒的优点，如较高的载药量和较

长的药物释放时间；以及脂质体的优点，如合适的生物相容

性 [22]。聚乙二醇 -聚乳酸羟基乙酸共聚物（Polyethylene glycol-

polylactic acid glycolic acid，PEG-PLGA）是目前最常用的 LPNs

之一，因其良好的生物降解性、生物相容性和多功能性而获得

FDA批准用于药物传递[23]。而对纳米体系进行配体修饰，可以

显著增强其靶向性能[24]。

综上，本文致力于开发乳铁蛋白修饰的，荷载竹节参皂苷

Ⅳa的脂质 -聚合物杂化纳米体系（CⅣa/Lf-LPNs）。该体系性

质稳定，靶向性好，生物相容性强，是一种极具潜力的脑靶向治

疗体系，对于脑梗死具有良好的治疗效果。

1 材料与方法

1.1 材料

Zetasizer 3000粒度分析仪（英国Malvern公司）；电磁搅拌

器（上海梅颖浦仪器仪表制造有限公司）；高效液相色谱仪（美

国安捷伦）；自动组织匀浆机（北京同泰联科技发展有限公司）。

聚乳酸 -羟基乙酸共聚物（PLGA，50:50, 相对分子质量

25000，西安瑞禧生物科技有限公司）；乳铁蛋白 -聚乙二醇 -二

硬脂酰基磷脂酰乙醇胺和聚乙二醇 -二硬脂酰基磷脂酰乙醇

胺（Lf-PEG2000-DSPE and PEG2000-DSPE，西安瑞禧生物科技

有限公司）；注射用大豆卵磷脂（西安晋湘药用辅料有限公司）；

Sprague-Dawley大鼠(空军军医大学实验动物中心)。

1.2 方法

1.2.1 CⅣa/ Lf-LPNs 的制备 采用纳米沉淀法制备了 CⅣ

a/Lf-LPNs（图 1）[25]。将 Lf-PEG2000-DSPE（100 mg）和注射用大

豆卵磷脂（100 mg）分散在注射用水中形成水相。将 PLGA

（100 mg）和 CⅣa（50 mg）溶于丙酮中形成油相。将油相逐滴加

入室温下匀速搅拌（400 r/min）的水相中，继续搅拌 4 h直至有

机溶剂完全蒸发，采用 0.45 滋m 微孔滤膜过滤，得到 CⅣ

a/Lf-LPNs。不载药空白脂质 -聚合物杂化纳米体系（Lf-LPNs）

采用相同方法制备，只是油相中不添加 CⅣa。

不含有乳铁蛋白配体的荷载竹节参皂苷Ⅳa的脂质 -聚合

物杂化纳米体系（CⅣa/LPNs）采用相同方法制备，只是材料中

用 PEG2000-DSPE替代 Lf-PEG2000-DSPE。

1.2.2 脂质 -聚合物杂化纳米体系的理化性质测定 采用透

射电镜法观察纳米粒物理形态和均一性：取制得的 CIVa/Lf-

LPNs少许滴至电镜专用铜网上，自然沉降，再滴加质量浓度为

2%磷钨酸负染 30 s，自然干燥后，放入透射电镜下观察纳米粒

的形态并拍照。采用红外光谱法证明纳米体系构建成功：用 IR

扫描了Lf、CIVa和 Lf-LPNs。采用动态光散射法测定了 CⅣa/Lf-

LPNs、Lf-LPNs 和 CⅣa/LPNs 的粒径和 zeta 电位 [26]。所有测

量均在 25℃下进行，每个样本平均测定 3次。采用超滤法测定

了 CⅣa/Lf-LPNs和 CⅣa/LPNs的包封率(EE)和载药量(DL)。

收集滤液，用乙醇稀释，用高效液相色谱法（HPLC）测定 [27]：色

谱柱为 AgilentZorbax SB-C18色谱柱(250 mm× 4.6 mm,5滋m)；
流动相为乙腈 -0.1％磷酸溶液(33∶67)；流速为 1.0 mL·min-1,

柱温为 30℃，检测波长为 203 nm。包封率(EE)和载药量(DL)采

用如下公式进行计算：EE (%) =药物质量 /体系总质量× 100；

DL (%) =药物质量 /辅料总质量× 100。

1.2.3 脂质 -聚合物杂化纳米体系的体外释放实验 采用透

析袋扩散技术进行体外药物释放实验[27]。将 CⅣa/Lf-LPNs和 C

Ⅳa/LPNs用磷酸盐缓冲液（PBS）稀释后，转移到透析袋(透过

分子量：20 kDa)中，置于 37℃的 PBS溶液中，用小型搅拌器以

100 r/min进行搅拌。在不同时间点，取出 100 滋L透析液的并补
充等量的新鲜的 PBS。采用 1.2中的方法测定释放的 CⅣa的

浓度。

1.2.4 脂质 -聚合物杂化纳米体系的体内药动学评价 在体

内药代动力学研究中，Sprague-Dawley大鼠被分成了三组，每

组分别静脉注射给予（1）CⅣa/Lf-LPNs，（2）CⅣa/LPNs，和（3）C

Ⅳa溶液[23]。通过眼球后静脉取血于 0.5、1、2、4、8、16、24、36、48
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和 72小时收集血液样本，离心后得到血浆。同时在这些时间点

处死大鼠，取其大脑并进行均质化，加入乙腈 -0.1％磷酸溶液

(33∶67)来提取其中的药物，离心后和血浆一起采用 2中的方

法测定释放的 CⅣa浓度。

1.2.5 大鼠脑梗死模型的制备 Sprague-Dawley大鼠采用给

水合氯醛（350 mg/kg）麻醉并采用仰卧体位固定[28]。于大鼠的颈

部正中部位进行切口，暴露并结扎颈总动脉和颈外动脉。于颈

总动脉分叉下方剪一切口。使用尼龙线（直径 0.20～ 0.25 mm，

烧成圆头）置入颈内动脉 2厘米左右，有轻微阻力感为止。假手

术组除了不插尼龙栓线外，其余步骤同手术组。

1.2.6 大鼠存活率和生化指标的评价 Sprague-Dawley大鼠

被分成了五组，（1）假手术组，（2）脑梗死模型对照组，（3）-（5）

脑梗死模型给药组。（3）-（5）脑梗死模型术后每 12 h给药 1次，

分别静脉注射给予（3）CⅣa/Lf-LPNs，（4）CⅣa /LPNs，和（5）C

Ⅳa溶液[29]。大鼠存活率在给药后设定时间点（24、72 h）进行了

统计。乳酸盐脱氢酶（LDH）活性测定：设定时间点（24、72 h）从

大鼠眼眶后静脉丛取血后，离心后分离血清，按照 LDH活性测

定试剂盒说明书测定各组大鼠的 LDH活性。

1.3 统计学分析

数据采用 SPSS 20.0统计软件分析处理，以均数± 标准差（

x依s）表示，组间比较采用 One-way ANOVA方差分析，与对照

组相比 P< 0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 脂质 -聚合物杂化纳米体系的理化性质

脂质 -聚合物杂化纳米体系的透射电镜照片如图 2所示，

CⅣa/Lf-LPNs 呈较均一规则的球体或类球体。IR 图谱中，

1550-1750 cm-1代表酰胺基团的形成。CⅣa/Lf-LPNs还同时具

备 Lf 的特征吸收峰（3250-3500 cm-1）以及 CⅣa 的特征峰

（1250-1500 cm-1）。理化性质如表 1 所示：CⅣ a/Lf-LPNs 和

Lf-LPNs的粒径分别为 139.1 ± 2.9和 136.7 ± 3.1 纳米，Zeta

电位分别为 23.7± 2.4和 23.3 ± 1.9毫伏。这说明荷载 CⅣa并

没有改变纳米制剂的粒径和表面电荷。然而，未采用乳铁蛋白

修饰的 CⅣa/LPNs却显示出更小的粒径（105.4± 2.2纳米）和

更高的负电荷（35.4± 1.4毫伏），这说明乳铁蛋白修饰为纳米

制剂带来了正电荷，并且附着在纳米体系表面，增大了纳米粒

子的直径。所有载药纳米制剂的包封率均为 90%左右，展现出

良好的药物包封性能。

图 2 CⅣa/Lf-LPNs的透射电镜照片

Fig.2 Transmission electron microscopy image of CIVa/Lf-LPNs

CⅣa/Lf-LPNs Lf-LPNs CⅣa/LPNs

Particle size (nm) 139.1 ± 2.9 136.7 ± 3.1 105.4 ± 2.2

Zetapotential (mV) 23.7 ± 2.4 23.3 ± 1.9 35.4 ± 1.4

Encapsulation rate (%) 89.7 ± 1.6 N/A 90.4 ± 1.4

Drug loading capacity (%) 6.5 ± 0.6 N/A 12.6 ± 1.0

表 1脂质 -聚合物杂化纳米体系的理化性质(Mean ± SD, n=3)

Table 1 Physicochemical properties of lipid-polymer hybrid nanosystems (Mean ± SD, n=3)

2.2 脂质 -聚合物杂化纳米体系的体外释放

脂质 -聚合物杂化纳米体系的释放曲线如图 3所示。药物

从 CⅣa/Lf-LPNs中的释放速率较慢，超过 80%的药物释放分

别由 CⅣa/LPNs和 CⅣa/Lf-LPNs在 72和 96小时达到。这说

明乳铁蛋白修饰的脂质 -聚合物杂化纳米具有更持久的药物

释放行为。CⅣa/ LPNs的这种缓释模式可能为治疗带来更加持

久的效果。

2.3 脂质 -聚合物杂化纳米体系的体内药动学

图 4分别展示了大鼠给药后测定的血液药物浓度（A）和

脑部药物浓度（B）。可以看出载药 LPNs（CⅣa/Lf-LPNs和 CⅣ

a/LPNs组）血药浓度的下降速率显著低于 CⅣa的溶液组，证

明了纳米制剂的长循环特性，可以较长时间的保持药物浓度。C

Ⅳa/Lf-LPNs组和 CⅣa/LPNs组的血药浓度曲线是相似的，并

没有展现出显著差别。然而，脑部药物浓度曲线却大不相同。首

图 3脂质 -聚合物杂化纳米体系(LPNs)的体外释放曲线

Fig.3 The release profiles of lipid-polymer hybrid nanosystems (LPNs)

in vitro
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图 4B大鼠给药后测定的脑部药物浓度

Fig.4B The curve of concentration of CIVa in the brain of rats with time

图 5脂质 -聚合物杂化纳米体系 (LPNs)对大鼠存活率的影响

Fig.5 Effect of lipid-polymer hybrid nanosystems (LPNs) on survival rate

in rats

图 6 LPNs对大鼠乳酸盐脱氢酶（LDH）含量的影响

Fig. 6 Effect of LPNs on the content of lactate dehydrogenase (LDH)

in rats
# P<0.05 vs. sham group. *P<0.05 vs. Cerebral infarction group.&P<0.05 vs.

CⅣa/Lf-LPNs group.

先，载药 LPNs组相对于 CⅣa溶液组拥有明显高的脑部药物

浓度峰值：CⅣa/Lf-LPNs，CⅣa/LPNs，和 CⅣa溶液组的脑部药

物浓度峰值分别为 251.5± 4.9，156.3± 7.6，和57.5± 2.1ng/mL。尤

其重要的是，CⅣa/Lf-LPNs 组的脑部药物浓度曲线和 CⅣ

a/LPNs组不再相似，其峰浓度以及几乎每个时间点的脑部 CⅣ

a浓度均高于后者（P<0.05）。

2.4 大鼠存活率和生化指标评价

对大鼠存活率进行统计表明（图 5），CⅣa/Lf-LPNs，CⅣ

a/LPNs和 CⅣa溶液组均不同程度提高了大鼠存活率。尤其

是 CⅣa/Lf-LPNs和 CⅣa/LPNs组，存活率分别达到了 100%

和 70%。

进一步检测乳酸盐脱氢酶（LDH）含量发现(图 6），相较

Sham组，Cerebral ischemia组 LDH含量明显增加，差异有统计

学意义（P<0.05）；与 Cerebral infarction组相比，CⅣa/Lf-LPNs、

CⅣa/LPNs组的 LDH含量明显降低，差异有统计学意义（P<0.
05），其中 CⅣa/Lf-LPNs组的 LDH含量最低，最接近假手术

组，显著低于 CⅣa/LPNs和 CⅣa溶液组（P<0.05），表明其对脑
梗死的改善作用最显著。

3 讨论

本研究致力于开发乳铁蛋白修饰的，荷载竹节参皂苷Ⅳa

的脂质 -聚合物杂化纳米体系（CⅣa/Lf-LPNs）。首次将竹节

参皂苷Ⅳa荷载于具备靶向透过血脑屏障能力的脂质 -聚合

物杂化纳米体系中，并且制备出粒径均一，包封率高的纳米制

剂体系。

CⅣa/Lf-LPNs的体外释放具备缓释效果，可以在 72小时

内不间断的释放药物，对于减少给药次数，持续释药维持治疗

效果具有重要的意义。同时，未释放的 CⅣa由于被包封于纳米

制剂中，可以被纳米制剂保护而不被降解和清除，更有利于药

物在体内产生治疗作用。

在体内药动学试验部分，分别测定了血液药物浓度和脑部

药物浓度，从而评价乳铁蛋白修饰纳米制剂是否具备穿透血脑

屏障的能力。假如具备穿透 BBB的性能，脑部药物浓度应该显

著高于血液，并且有一定的蓄积效果。试验结果表明，首先乳铁

蛋白修饰和未修饰的纳米制剂相对药物溶液组均可以显著提

高和保持 CⅣa在血浆中和脑部的含量。尤其重要的是，CⅣ

a/Lf-LPNs组的脑部药物浓度曲线远超过 CⅣa/LPNs组和 CⅣ

a溶液组，体现出良好的脑部靶向和透过血脑屏障的性能。

乳酸脱氢酶 LDH存在于脑细胞的胞浆内，脑损害时由破

损的脑细胞溢出，然后扩散到脑脊液中[30]。脑脊液中 LDH酶谱

变化可反映脑血管病时脑组织损伤的程度，损伤愈严重，酶升

高愈显著[31]。因此，动态测量血清 LDH含量的变化，可以了解

神经细胞损伤的程度，判断梗死是否有持续扩大，梗死是否逐

渐加重，通过检测 LDH的变化来判断药物的疗效。结果表明 C

Ⅳa/Lf-LPNs组的 LDH含量最低，说明其对脑梗死的改善效果

图 4A大鼠给药后测定的血液药物浓度

Fig.4A The curve of concentration of CIVa in the blood of rats with time

860窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.5 MAR.2020

最为显著。结合大鼠存活率数据，CⅣa/Lf-LPNs组的存活率为

100%，显著提高了大鼠的存活数量。

上述结果表明，本文制备的 CⅣa/Lf-LPNs体系可以有效

传递药物到达脑部，并缓慢持续高效的发挥改善脑梗死的作

用。该纳米制剂是一种极具潜力的脑靶向治疗体系，对于脑梗

死具有良好的治疗效果。
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