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［摘要］　目的：制备携载两性霉素的聚氰基丙烯酸正丁酯纳米粒（ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ），研究其对血脑屏障的透过能力。方法：

孵化法制备ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ，以聚山梨酯８０进行表面修饰，建立高效液相色谱分析法，流动相选择乙腈水（４０６０）及４％乙

酸，４０５ｎｍ处检测。小鼠分３组，每组２８只，分别注射ＡｍＢ粉针剂、脂质体（ＡｍＢＬ）及纳米制剂（ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ），通过检测

小鼠脑组织等脏器中的药物浓度，评价其主动脑靶向作用。结果：ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ平均粒径９４．３８ｎｍ，平均包封率为８２％，

载药量５６．１％。给药后ＡｍＢ粉针剂组小鼠脑内未能检测出药物，ＡｍＢＬ组于３ｈ后测得微量浓度，而 ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ组小

鼠３０ｍｉｎ即测得可观浓度，３ｈ后达１３３ｎｇ／ｇ。结论：聚山梨酯８０修饰的ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ具有主动脑靶向作用。
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　　两性霉素Ｂ（ＡｍＢ）作为经典的抗真菌药物，由

于很难通过血脑屏障（ＢＢＢ）以及严重的不良反应，

对于隐球菌性脑膜炎的临床疗效较差［１］；近年新研

制的两性霉素Ｂ脂质体（ＡｍＢＬ）虽毒性降低，但仍

难于通过ＢＢＢ，且昂贵的价格限制了广泛应用。

　　国内外研究发现聚氰基丙烯酸正丁酯（ＰＢＣＡ）

经过聚山梨酯８０修饰后能够透过ＢＢＢ，有望成为

提高脑内药物浓度的良好载体［２３］。本研究采用

ＰＢＣＡ作为载体材料，制备出携载ＡｍＢ的纳米复合

体，通过在小鼠体内药代动力学的初步研究，探索其

用于治疗隐球菌性脑膜炎的可行性。

１　材料和方法

１．１　材料和仪器　ＡｍＢ标准品（上海新先锋药业

提供，批号：０４１１０１，纯度≥９９％）；ＡｍＢ（２５ｍｇ／支、

上海新先锋药业）；ＡｍＢＬ（上海新先锋药业）；α氰

基丙烯酸正丁酯（ＢＣＡ，北京瞬康医用胶有限公司）；
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右旋糖苷ＤｅｘｔｒａｎＴ７０、Ｐｏｌｘａｍｅｒ１８８（Ｐｈａｒｍａｃｉａ
公司，北京世纪华林生物科技有限公司），聚山梨酯

８０（Ｔ８０，上海化学试剂公司）；甲醇、乙腈、乙酸等均

为色谱纯（德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；槲皮素（上海君创生

物科技有限公司）。

　　ＨＪ３恒温磁力搅拌器（上海和欣仪器厂）；ｐＨＳ

２５型ｐＨ计（上海雷磁仪器厂）；ＸＷ８０Ａ涡旋混合

器（上海医科大学仪器厂）；ＣｈＴＧＬ１６Ｃ高速离心机

（上海安亭科学仪器厂）；Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ纳米粒径分析仪

（Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；ＳｈｉｍｄａｚｕＬＣ１０Ａ型高效液相色

谱系统，配置 ＬＣ１０ＡＴｖｐ 型溶剂输送泵，ＳＰＣ

１０Ａｖｐ型可变波长紫外检测器，ＣＴＯ１０ＡＳｖｐ柱温

箱（日本岛津公司）；Ｎ２０００色谱数据工作站。

　　健康昆明小鼠，雌雄各半，６～８周龄，体质量

（２５±５）ｇ（第二军医大学实验动物中心）。

１．２　ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ的制备及 Ｔ８０的孵化　称

取３００ｍｇ的Ｄｅｘｔｒａｎ７０加适量蒸馏水搅拌溶解，

调节ｐＨ 值至３．０后定容，室温及电磁搅拌下缓缓

加入αＢＣＡ，４ｈ后，调节ｐＨ至８．５，加入２０ｍｇ的

ＡｍＢ，在ｐＨ值７．０条件下搅拌４ｈ。取１０ｍｌ上述

溶液，加入０．１ｍｌ的Ｔ８０，搅拌０．５ｈ，置３７℃恒温

箱中孵化２ｈ，得具有脑靶向性的 ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ，

４℃冷藏备用。

１．３　粒径检测　室温条件下取胶体溶液适量，加注

射用水分散，纳米粒径分析仪测定粒径大小及分布。

１．４　包封率和载药量的测定　取 ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ
溶液适量，于４℃、３５０００ｒ／ｍｉｎ离心９０ｍｉｎ，取上清

液测定浓度，计为Ｃｂ（ｍｇ／ｍｌ），按投药量计算 ＡｍＢ
的初始浓度，计为Ｃ（ｍｇ／ｍｌ），ＰＢＣＡＮＰ的初始浓

度计为Ｍ（ｍｇ／ｍｌ）。包封率：Ｅ＝
Ｃ－Ｃｂ
Ｃ ×１００％；载

药量：Ｙ（ｍｇ／ｍｇ）＝
Ｃ－Ｃｂ
Ｍ ×１００％。

１．５　组织内ＡｍＢ浓度的测定

１．５．１　样品处理　脑、心、肺、肝、脾及肾等脏器组

织按每５００ｍｇ１ｍｌ生理盐水的量混合匀浆，涡旋，

离心（１４０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）取上清液，按１１比例

加入槲皮素乙腈，相同条件下再次离心２次，上清

液用于 ＨＰＬＣ检测。考察方法的分离度、线性范

围、精密度和回收率等。

１．５．２　色谱条件　色谱柱：ＤｉｋｍａＣ１８（２００ｍｍ×

４．６ｍｍ）；流动相：乙腈水（４０６０），乙酸４％；流

速：０．９ｍｌ／ｍｉｎ；检测波长：４０５ｎｍ；柱温：３７℃；进样

量２０μｌ。

１．６　ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ在小鼠体内分布　健康小鼠

分３组，每组２８只，分别经尾静脉注射ＡｍＢ、ＡｍＢ

Ｌ、ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ，注射后分别在０．５、１、３、６、１２、

２４及４８ｈ时断髓处死４只，整体灌注生理盐水约

２０ｍｌ，取脑及心、肺、肝、脾、肾等脏器，然后在１．２．４
色谱条件下测定各脏器组织中ＡｍＢ浓度。

２　结　果

２．１　粒径分布测定　激光粒度分析仪测定平均粒

径为９４．３８ｎｍ，粒径分布范围如图１。

图１　ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ胶体溶液粒径分布

Ｆｉｇ１　ＤｉａｍｅｔｅｒｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＡｍＢＰＢＣＡＮＰ

２．２　包封率及载药量的测定结果　测得ＡｍＢＰＢ

ＣＡＮＰ平均包封率为８２％，载药量５６．１％。

２．３　ＨＰＬＣ检测ＡｍＢ的方法学考察

２．３．１　方法专属性　在以上的实验条件下，生物样

品的内源性物质的色谱峰均对ＡｍＢ色谱峰无干扰，

ＡｍＢ和槲皮素两峰分离良好，可以满足生物样品的

快速准确分析，结果见图２。

图２　脑组织中ＡｍＢ与杂质及内标
分离效果的高效液相色谱图

Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＡｍＢｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ

２．３．２　线性范围　以ＡｍＢ浓度为Ｘ 轴，峰面积为
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Ｙ 轴，在０．０１～０．５μｇ／ｍｌ范围内，ＡｍＢ的吸收峰

面积与其浓度呈良好的线性关系，ＡｍＢ线性回归方

程为：Ｙ＝０．００３６７３Ｘ＋０．０４４４８１，ｒ＝０．９９９７（ｎ＝

５）。最低检测浓度为０．０１μｇ／ｍｌ。

２．３．３　 回收率和精密度　回收率为９４．１０％～
１０４．４２％（ｎ＝５）。日内和日间精密度均＜１５％（ｎ＝５）。

２．４　脑组织中 ＡｍＢ浓度测定结果　图３显示，

ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ在给药后３ｈ达高峰［（１３２．５２±

３．６７）ｎｇ／ｇ］，４８ｈ后维持（６６．１０±１．０５）ｎｇ／ｇ；

ＡｍＢＬ在给药后３ｈ始能检测到微量，１２～４８ｈ浓

度维持在（６５．００±１．４９）ｎｇ／ｇ。

图３　ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ及ＡｍＢＬ给药后

不同时期脑内药物浓度对比情况

Ｆｉｇ３　ＡｍＢｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｂｒａｉｎｓｐｅｃｉｍｅｎｓｉｎ

ＡｍＢＰＢＣＡＮＰａｎｄＡｍＢＬｇｒｏｕｐｓ

２．５　ＡｍＢ在小鼠体内各脏器组织中浓度分布情

况　如图４所示：ＡｍＢ组给药后主要分布在肝脏

［１２ｈ达（２４．５９±３．８２）μｇ／ｇ］；ＡｍＢＬ分布趋势与

ＡｍＢ组相似，但浓度值明显降低；ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ
组肝、脾及肾脏中均未检出，肺脏１ｈ时浓度最高达

（６．３５±０．９８）μｇ／ｇ，此后降低并保持恒定。

３　讨　论

　　目前研究已证明ＰＢＣＡ可以作为多种药物载

体［４６］。我们已成功地制备了携载 ＡｍＢ的ＰＢＣＡ
纳米制剂，性质符合药剂学要求［７］。本实验结果显

示，ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ具有明显的脑主动靶向作用。

纳米制剂组小鼠在给药０．５ｈ后脑内即测得明显的

ＡｍＢ浓度，且该浓度随时间推移逐渐上升，并达到

稳定。已在临床上应用的 ＡｍＢＬ虽然也能通过

ＢＢＢ，但３ｈ后才在脑内有微量药物测出，且浓度显

著低于我们的纳米制剂。

图４　ＡｍＢ在不同脏器中的分布情况

Ｆｉｇ４　ＡｍＢｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｇａｎｓ

Ａ：ＡｍＢｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＡｍＢＬｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＡｍＢＰＢＣＡＮＰｇｒｏｕｐ

　　ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ不但具有显著的脑主动靶向

性，还显示出一定的器官选择性。由于肝脏是ＡｍＢ
的主要靶器官，给药１２ｈ后浓度可达（２４．５９±３．

８２）μｇ／ｇ，２４～４８ｈ后肝脏和肾脏中仍保留相当浓

度的药物。这也许可以解释临床上发生的不良反

应，由于肝细胞受到损伤，患者的转氨酶水平往往升

高。肾脏积聚的大量药物使肾小球不能有效地滤

过，肾功能出现不同程度的异常。ＡｍＢＬ虽在一定

程度上降低了药物在组织中的贮留，但肝脏和脾脏

仍为主要的靶器官，说明 ＡｍＢＬ粒径仍较大，容易

被网状内皮系统所识别而被吞噬，同时肾脏中仍有

较多药物贮留。

　　本研究中制备的 ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ在给药后的

观察时间（４８ｈ）内，肝、脾及肾脏中均不能检测出

ＡｍＢ药物浓度。这也许可以用纳米材料特殊的作
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用机制来解释。由于粒径足够小，Ｔ８０的隐身修

饰，载药纳米粒可以逃避肝、脾及网状内皮系统的吞

噬而长时间循环于体内血管中，显著降低了各脏器

的药物积蓄，同时为药物入脑提供有效的浓度保障。

纳米制剂除能明显逃避肝、脾等脏器的药物消耗外，

在肾脏中的浓度也非常低，这对降低 ＡｍＢ的毒副

作用意义重大（结果另文发表）。另外，给药１ｈ后

肺脏中显示药物浓度达（６．３５±０．９８）μｇ／ｇ，此后降

低并保持２４ｈ恒定。因为肺脏在人体隐球菌感染

时是致病菌入侵的门户，这种持续的高浓度对肺脏

感染灶的清除可能起到有益的作用。

　　此外，ＡｍＢＰＢＣＡＮＰ还显示出一定的体内缓

释作用。这种体内缓释作用更有利于药物持续发挥

作用，对药物入脑、减轻毒副作用具有重要意义。
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