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乳酸羟基乙酸共聚物包载匹伐他汀纳米粒的制备及其
对内皮祖细胞的增殖作用

刘焕云，李禄丰，徐春馨，邓梦杨，赵晓辉


（第三军医大学新桥医院心血管内科 心血管病研究所，重庆 ４０００３７）

摘　要　制备乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）包载匹伐他汀纳米粒，检测其形貌、粒径、载药量、包封率及体外释药特点，研究其
对内皮祖细胞的增殖作用。采用溶剂扩散法制备ＰＬＧＡ包载的匹伐他汀纳米粒，扫描电镜观察纳米粒形貌，激光粒度仪测定
粒径，高效液相色谱法检测并计算载药量、包封率，体外药物释放实验检测纳米粒的缓释效能，ＣＣＫ８法检测空白ＰＬＧＡ纳米粒
及匹伐他汀纳米粒对内皮祖细胞的活性影响。扫描电镜下匹伐他汀纳米粒呈圆球形，平均粒径在（２３０１±４５）ｎｍ，载药量
与包封率分别为（１０００±１８３）％、（３５５４±５４０）％，具备缓释性能，不同浓度空白 ＰＬＧＡ纳米粒对内皮祖细胞活性均无
影响，匹伐他汀纳米粒组（００１、０１μｍｏｌ／Ｌ）可显著改善内皮祖细胞的增殖活性，与同浓度匹伐他汀原药组相比差异显著。
结果表明，溶剂扩散法可制备形态较好的匹伐他汀纳米粒，具备缓释性能，载体材料具有较好的细胞生物相容性，匹伐他汀

纳米粒显著改善内皮祖细胞增殖活性。
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　　匹伐他汀是第 ３代 ＨＭＧ２ＣｏＡ还原酶抑制
剂，被誉为“超级他汀”，因具有独特的化学结构

而使其药理活性优于其他他汀类药物，在各项基

础和临床试验中已突显出其独特的优势，有着广

阔的应用前景，但研究显示匹伐他汀存在以下不

足：口服绝对生物利用度偏低、需要大剂量多次

给药、长期大剂量用药导致不良反应风险增加

等［１－２］。如何在确保药物疗效的前提下降低药物

剂量、提高生物利用度、减少给药次数成为目前

亟待解决的问题。

纳米技术的提出为药物体内转运提供了新的

手段，它采用可生物降解的高分子物质作为包封载

体，改变其包裹在内的药物的药代动力学特征，从

而提高疗效，减轻不良反应，与传统药物相比，纳米

药物具备更好的生物利用度、靶向性、溶解性及缓

控释性等优点［３］。目前国外已有研究发现匹伐他

汀 ＰＬＧＡ纳米粒可被内皮细胞、巨噬细胞吞噬摄
取，并在促血管新生、抗动脉粥样硬化等方面优势

显著，与传统匹伐他汀相比具有靶向定位、高效持

久的特点［４－５］。但目前尚无这种他汀纳米制剂应

用于内皮祖细胞的相关研究。

本研究采用超声乳化溶剂扩散法制备乳酸羟
基乙酸共聚物包载匹伐他汀纳米粒，载体材料选

用可生物降解的乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ），
检测其粒径、载药量、包封率及体外释药特点，并

研究匹伐他汀纳米粒对内皮祖细胞增殖活性的

影响。

!

　材　料

１１　药品与试剂
匹伐他汀（美国 Ａｂｃａｍ公司）；乳酸羟基乙酸

共聚物（ＰＬＧＡ７５∶２５，山东济南岱罡生物科技公
司）；聚乙烯醇（ＰＶＡ，成都科龙化工试剂厂）；二氯甲
烷（成都科龙化工试剂厂）；无水乙醇（川东化工有

限公司）；ＣＣＫ８试剂盒（上海碧云天生物技术研究

所）；ＤＭＥＭ低糖细胞培养基、优质胎牛血清（美国
Ｇｉｂｃｏ公司）；０２５％胰蛋白酶（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；
其余试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
ＹＣ７５０超声破碎仪（美国 Ａｒｓｔｅｖｉｐ公司）；

ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ９０纳米粒度仪（英国马尔文公
司）；Ｓ３４００Ｎ扫描电子显微镜（日本日立公司）；
Ｅ２６９５高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；酶标
仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；低温高速离心机（美国
Ｂｅｃｋｍａｎ公司）。
１３　动　物

健康ＳＤ大鼠，雄性，体重（１３０±２０）ｇ，由第三
军医大学大坪医院试验动物中心提供，合格证号：

ＳＹＸＫ（军）２０１２００３５。

$

　方　法

２１　ＰＬＧＡ包载匹伐他汀纳米粒的制备
采用乳化溶剂扩散法，取适量 ＰＬＧＡ、匹伐他

汀（质量比３∶１）溶于二氯甲烷，取一定量无水乙
醇，混合两种有机溶剂。在冰浴条件下将混合的有

机溶剂缓慢滴加到２％ ＰＶＡ溶液中，超声破碎仪乳
化处理８ｍｉｎ（振幅５０％，脉冲比为４∶２）形成水包油
乳液。自然条件下磁力搅拌过夜（４００ｒ／ｍｉｎ）。高
速离心（４℃，２２０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ）取得固化的纳米
粒。双蒸水洗涤离心２次。冷冻干燥后置干燥器中
存放。制备过程中保留上清液及洗涤液，不含匹伐

他汀的空白纳米粒使用上述方法制备。

２２　ＰＬＧＡ包载匹伐他汀纳米粒的表征
２２１　纳米粒粒径及粒径分布　称取少许纳米粒
溶于蒸馏水，形成纳米混悬液，超声分散后用纳米

粒度仪分析其粒径及分布情况。

２２２　表面形态　称取少许纳米粒溶于蒸馏水，
制备成纳米混悬液滴在锡箔纸黏性面，待干燥后真

空喷金，在扫描电子显微镜下观察粒子的外貌

形态。

７６１



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１６，４７（２）：１６６－１７０ 第４７卷

２３　ＰＬＧＡ包载匹伐他汀纳米粒载药量、包封率
及体外释放药物测定

采用高效液相色谱法测定，色谱条件：色谱

柱为 ＢｒｉｄｇｅＣ１８柱（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，３５μｍ）；
流动相：乙腈００１ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾（５０∶５０）；
流动相速度：０６ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１０μＬ；柱温：
２５℃；紫外检测波长：激发波长 Ｅｘ２４５ｎｍ，发射
波长 Ｅｍ４２０ｎｍ。步骤如下：匹伐他汀原液按比
例稀释，测得标准曲线 Ｙ＝１２０５８９０×１０７＋
１０４８５５１Ｘ（Ｙ为峰面积，Ｘ为药物质量浓度，单
位 μｇ／ｍＬ）。取上清液及洗涤液为待测样品，稀
释一定倍数后检测，代入标准曲线中计算匹伐他

汀含量，实验重复３次。计算包封率和载药量。
称取匹伐他汀纳米粒２５ｍｇ或匹伐他汀原药

０２５ｍｇ，分散在ＰＢＳ缓冲液１０ｍＬ中（ｐＨ７４），
装在密闭的透析袋中，置于含 ＰＢＳ缓冲液１００ｍＬ
的具塞玻璃容器中，模拟体内生理环境在恒温振荡

仪（３７℃，１００ｒ／ｍｉｎ）中振荡透析，分别于１，３，５，
７，１４ｄ取透析液１０ｍＬ，同时补充新鲜 ＰＢＳ缓冲
液，保持总体积在１００ｍＬ，ＨＰＬＣ法测定透析液中
匹伐他汀量后计算累积释放量，并绘制释放曲线，

实验重复３次。
２４　空白ＰＬＧＡ纳米粒对内皮祖细胞活性检测

取培养１周的原代 ＳＤ大鼠脾源性内皮祖细
胞，０２５％胰蛋白酶消化收集细胞，用含２０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ低糖培养基重悬，将等量细胞悬液
１００μＬ接种至 ９６孔板培养 ２４ｈ，每孔细胞数为
５×１０３个，后加入不同质量浓度空白ＰＬＧＡ纳米粒
悬液（质量浓度分别为５，２５，５０，１００，２００μｇ／ｍＬ），
同时设不含空白ＰＬＧＡ纳米粒的细胞为对照组，每
组３个复孔，放置培养箱中继续培养２４ｈ后，每孔
加入ＣＣＫ８１０μＬ，培养４ｈ后，于酶标仪４５０ｎｍ波
长处测吸收度。

２５　ＰＬＧＡ包载匹伐他汀纳米粒对内皮祖细胞活
性检测

取培养１周的原代 ＳＤ大鼠脾源性内皮祖细
胞，加入不同浓度的匹伐他汀纳米颗粒、匹伐他汀

原药 （含匹伐他汀浓度分别为 ０００１，００１，
０１μｍｏｌ／Ｌ）培养２４ｈ后，更换新鲜培养基继续培
养７２ｈ后，用０２５％胰酶消化，终止消化离心计
数，用含２０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基重悬，将等
量细胞悬液１００μＬ接种至９６孔板培养２４ｈ，每孔

细胞数为５×１０３个，同时设不含药物的细胞为阴
性对照组，每组３个复孔，放置培养箱中继续培养
２４ｈ后，每孔加入 ＣＣＫ８１０μＬ，培养４ｈ后，于酶
标仪４５０ｎｍ波长处测吸收度。
２６　统计学方法

使用ＳＰＳＳ１６０统计软件处理数据，所有数据
以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用多因素方差分析或
单因素方差分析，以 Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

%

　结　果

３１　ＰＬＧＡ包载匹伐他汀纳米粒的表征
扫描电镜观察可见纳米粒呈圆球形，表面光

滑，大小不一，有少许聚集及黏连。测得平均粒径

（２３０１±４５）ｎｍ，呈窄分布，纳米粒分散性好，多
分散指数为０１１４７±００４７。
３２　ＰＬＧＡ包载匹伐他汀纳米粒的载药量、包封
率及体外释放

ＨＰＬＣ法测量３批纳米粒样品及匹伐他汀原
药，带入标准曲线计算得载药量 （１０００±
１８３）％，包封率为（３５５４±５４０）％。体外药物
释放试验结果显示：匹伐他汀纳米粒释放速度较均

匀，２周后累积释放量达到（８３２０±５６３）％，匹伐
他汀原药在模拟体内环境下释放较快，第３天测得
释放量达（９１８０±４８２）％（图１），说明匹伐他汀
纳米粒具有长效、缓释的性能。

—●—Ｐｉｔａｖａｓｔａｔｉｎ；—■—ＰｉｔａｖａｓｔａｔｉｎＮＰ
Ｆｉｇｕｒｅ１　ＡｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｐｉｔａｖａｓｔａｔｉｎｌｏａｄｅｄＰＬＧＡ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ（ＮＰ）ａｎｄｐｉｔａｖａｓｔａｔｉｎｉｎｖｉｔｒｏ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３３　空白ＰＬＧＡ纳米粒对内皮祖细胞活性检测
采用ＣＣＫ８法检测空白 ＰＬＧＡ纳米粒对内皮

祖细胞的活性影响，通过酶标仪在４５０ｎｍ处测各
孔吸收度。结果显示：随着空白ＰＬＧＡ纳米粒的质
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量浓度增加，处理组各孔吸收度较对照组均无明显

变化（Ｐ＝０４９５）（图２），说明载体材料ＰＬＧＡ对细
胞活性无影响，具有较好的生物相容性。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂｌａｎｋＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｎｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ（ＥＰＣｓ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）

３４　ＰＬＧＡ包载匹伐他汀纳米粒对内皮祖细胞增
殖活性检测

采用ＣＣＫ８法检测匹伐他汀纳米粒对内皮祖
细胞增殖活性的影响，以同浓度匹伐他汀原药作为

阳性对照组，以不含药物的细胞为阴性对照组。结

果显示：与对照组相比，不同浓度匹伐他汀纳米粒

及原药刺激后均可提高内皮祖细胞的吸收度，其中

以０１μｍｏｌ／Ｌ浓度组提高明显（Ｐ＜００１）。在
０００１μｍｏｌ／Ｌ浓度水平，匹伐他汀纳米粒组与匹
伐他汀原药组的吸收度无差异，而在００１和０１
μｍｏｌ／Ｌ这两个浓度水平，匹伐他汀纳米粒组内皮
祖细胞吸收度均高于同浓度匹伐他汀原药组，其中

以０１μｍｏｌ／Ｌ组更为明显（Ｐ＜００１）（图３）。体
外培养的细胞吸收度越大，可反映细胞增殖活性

越强。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐｉｔａｖａｓｔａｔｉｎｌｏａｄｅｄＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｎｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆＥＰＣｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）
Ｐ＜００５， Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＆ Ｐ＜００５ｖｓｔｈｅ００１
μｍｏｌ／Ｌｐｉｔａｖａｓｔａｔｉｎｇｒｏｕｐ，＆＆Ｐ＜００１ｖｓｔｈｅ０１μｍｏｌ／Ｌｐｉｔａｖａｓｔａｔｉｎ
ｇｒｏｕｐ．ＮＳ：Ｎｏｔｓｉｇｎｉｇｉｃａｎｔ

&

　讨　论

安全无毒、可生物降解的高分子聚合物 ＰＬＧＡ
作为包封载体，体内水解产物为二氧化碳和水，对

机体无任何不良反应，已通过美国 ＦＤＡ认证并作
为药物辅料收录入药典［６］。ＰＬＧＡ纳米粒以有效
的内吞作用通过细胞膜（细胞摄取率达９０％或更
高），将药物递送到靶细胞，并利用溶酶体逃逸机

制使其包裹的药物免受溶酶体破坏，进而在胞内

缓慢释药发挥治疗作用，不但可增强药物选择性

和药效，减少药物不良反应，还可对药物进行控

制释放，减少给药剂量，延长药物作用时间［４，７］。

近年来，纳米技术在心血管疾病的影像学诊断和

治疗中显示出巨大的优势［８－９］，其中多项研究涉

及载匹伐他汀纳米粒的应用，在小鼠和兔的慢性

缺血下肢模型中证实了匹伐他汀纳米粒小剂量

单次给药可在缺血组织的活体细胞中可持续存

在１４～２８ｄ，促血管新生的效果是长期大剂量匹
伐他汀原药组的１００～３００倍［４，１０］。Ｋａｔｓｕｋｉ等［５］

研究发现匹伐他汀纳米粒静脉注射后可被单核

细胞吞噬并靶向定位于动脉粥样斑块，局部发挥

稳定斑块、抑制斑块破裂的作用，效果为匹伐他

汀原药组的２０倍。
目前已有研究显示匹伐他汀可促进体外培养

人脐静脉内皮祖细胞的增殖，并改善其迁移、黏附

等生物学功能［１１］，本研究中给予内皮祖细胞药物

刺激２４ｈ后洗脱药物，继续培养７２ｈ后检测药物
对细胞活性的影响，结果发现：两种匹伐他汀剂型

均可改善内皮祖细胞增殖功能，但匹伐他汀纳米粒

组效果更显著。原因可能为匹伐他汀纳米粒可通

过内吞作用进入细胞，而游离药物大多在作用２４ｈ
后去除，进入细胞的匹伐他汀纳米粒随着ＰＬＧＡ的
缓慢降解释放药物，给予细胞持续刺激，从而提高

药物的生物学效能。

本研究采用超声乳化溶剂扩散法成功制备了

匹伐他汀纳米粒，检测其表征符合纳米药物特性，

在模拟生理条件下具备药物缓释的特点，且载体材

料与细胞生物相容性良好，匹伐他汀纳米粒也可有

效改善内皮祖细胞增殖活性，为其在干细胞研究领

域的应用提供一定的理论依据。
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ｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ［Ｊ］．ＡｄｖＤｒｕｇＤｅｌｉｖＲｅｖ，２００７，５９（８）：

７１８－７２８
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（４）：５６４－５８０

［９］　ＭａｔｏｂａＴ，ＥｇａｓｈｉｒａＫ．Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｍｅｄｉａｔｅｄｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓ

ｔｅｍｆｏｒｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＩｎｔＨｅａｒｔＪ，２０１４，５５（４）：
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［１０］ＯｄａＳ，ＮａｇａｈａｍａＲ，ＮａｋａｎｏＫ，ｅｔａｌ．Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｍｅｄｉａｔｅｄ
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ｔｉｏｎａｌｃｏｌｌａｔｅｒａｌａｒｔｅｒｉｅｓ（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｒｔｅｒｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）ｉｎａｒａｂｂｉｔ

ｍｏｄｅｌｏｆｃｈｒｏｎｉｃｈｉｎｄｌｉｍｂｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］．ＪＶａｓｃＳｕｒｇ，２０１０，５２

（２）：４１２－４２０

［１１］ＸｕＹＸ，ＬｕａｎＴＺ，ＳｈｉＰＷ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｉｔａｖａｓｔａｔｉｎｏｎｎｕｍｂｅｒ

ａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｆｒｏｍｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎ

ｂｌｏｏｄ［Ｊ］．ＰｒｏｇＭｏｄＢｉｏｍｅｄ（现代生物医学进展），２０１４，１４
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·征订启事·

欢迎订阅２０１６年《中国药科大学学报》

《中国药科大学学报》是由国家教育部主管、中国药科大学主办的药学中文核心期刊，主要刊登合成药物化学、天

然药物化学、生药学、中药学、药剂学、药物分析、药代动力学、药物生物技术、药理学、药事管理等学科的原创研究

论著。

《中国药科大学学报》在药学界享有较高的学术声誉，目前已被国际上多家著名权威数据库（ＣＡ，ＩＰＡ，ＳＣＯＰＵＳ，
ＪＳＴ，ＩＣ，ＥＭＢＡＳＥ／ＥｘｃｅｒｐｔａＭｅｄｉｃａ，ＣＡＳ）等所收录，被国内权威数据库：中国科学引文核心数据库（ＣＳＣＤ核心）、《中
文核心期刊要目总览》（２０１４年版）、中国科技论文统计源数据库等列为药学类核心期刊，屡获国家新闻出版总署、教
育部、科技部等各种优秀期刊奖。

２００８年，《中国药科大学学报》被评为中国精品科技期刊，２００６、２００８、２０１０年连续３次被教育部评为中国高校精
品科技期刊。据中国知网，中国学术期刊（光盘版）电子杂志社《中国学术期刊影响因子年报（２０１０版）》公布的最新
数据，《中国药科大学学报》复合影响因子为１１７１，位居中国药学学术期刊第４位。学术影响力极高，在高等院校、
科研机构、制药企业、医院等单位拥有众多读者。

本刊为双月刊，１２８页。国际标准开本，国内外公开发行。欢迎到当地邮局订阅，漏订者可直接与编辑部联系。
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