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［摘要］　目的：以聚乳酸羟基乙酸（ＰＬＧＡ）作为杀手肽（ｋｉｌｌｅｒｐｅｐｔｉｄｅ，ＫＰ）的有效载体，制备出对隐球菌感染疗效更佳的载药纳

米粒。方法：采用复乳法制备杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒，并使用透射电镜、扫描电镜、动态光散射、测定包封率、考察体外释放等手段

对其表征；采用平板计数法验证杀手肽和杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒对新生隐球菌ＡＴＣＣ３２６０９的体外杀灭作用；构建小鼠隐球菌系统

感染模型，通过生存期和重要脏器染菌量的变化比较纳米制剂同游离杀手肽的疗效变化。结果：成功制备出杀手肽ＰＬＧＡ纳米

粒。人工合成杀手肽和杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒均具有较强体外抗新生隐球菌ＡＴＣＣ３２６０９作用，与生理盐水组比较有统计学差异

（Ｐ＜０．０５），但杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒与游离杀手肽之间比较无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。动物实验中，同游离杀手肽比较，纳米制剂

使隐球菌系统感染小鼠生存期明显延长（Ｐ＜０．０５），重要脏器染菌量显著下降：纳米化杀手肽３ｍｇ／ｋｇ和５ｍｇ／ｋｇ剂量组同等剂

量游离杀手肽组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但空白ＰＬＧＡ纳米粒同生理盐水组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结

论：纳米材料包裹可显著增强抗系统性隐球菌感染疗效。

［关键词］　杀手肽；纳米技术；新生隐球菌；胞内感染
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　　随着广谱抗菌素的大量使用，器官移植和艾滋 病患者的增多，真菌感染的发病率逐年增加［１］，其中
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隐球菌引发的感染占全部真菌病的第三位，是人类
健康的极大威胁。隐球菌是一种胞内兼性寄生菌，
不仅可逃避巨噬细胞吞噬，即使被吞噬后也可存活
于巨噬细胞内，当机体抵抗力低下时即可伺机致病，
故隐球菌所致感染顽固难治且易于复发［２３］。

　　传统治疗隐球菌感染药物包括氟康唑、伊曲康唑、

５氟胞嘧啶和两性霉素Ｂ，前三者耐药现象日趋严重，而
两性霉素Ｂ因为毒性较大，临床应用受限。两性霉素Ｂ
脂质体制剂虽毒性较低，但近年来也有耐药菌株的报
道［４］，因此有必要加速研发新型的抗真菌药物。

　　杀手肽（ｋｉｌｌｅｒｐｅｐｔｉｄｅ，ＫＰ）是近期人工合成的
十肽，其序列为 ＡＫＶＴＭＴＣＳＡＳ，是一种水溶性多
肽，对耐氟康唑白念珠菌、球孢子菌、巴西芽生菌和
新生隐球菌均具有较强杀灭作用，初步研究表明其
作用靶点主要为真菌细胞壁β１，３葡聚糖

［５７］。

　　多肽类抗生素由于其结构及作用机制不同于传
统抗真菌药物，目前耐药发生率较低，且靶点位于真
菌细胞壁，因此对哺乳动物不良反应小，但多肽类药
物易受到体内各种酶降解，对其包裹可能会改善疗
效［８］，因此我们采用聚乳酸羟基乙酸（ＰＬＧＡ）作为
杀手肽载体，希望制备出疗效更佳的纳米制剂。

１　材料和方法

１．１　试剂　ＫＰ（上海吉尔生化有限公司合成）；Ｒｅ
ｓｏｍｅｒＲＧ５０２ＨＰＬＧＡ（ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＩｎｇｅｌｈｅｉｍ公司）；聚
乙烯醇（ＰＶＡ）及二氯甲烷（ＤＣＭ）；ＢＣＡ及 ＭｉｃｒｏＢＣＡ
试剂盒（Ｐｅｉｒｃｅ公司）；改良沙堡培养基（自制）；ＲＭＰＩ
１６４０培养液（Ｓｉｇｍａ公司）。

１．２　菌株及动物　新生隐球菌ＡＴＣＣ３２６０９菌株取自
长征医院皮肤科。雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠体质量（２０±５）ｇ，

６～８周龄，购于中国科学院上海实验动物中心。

１．３　主要仪器　ＧＬ２０型全自动超速冷冻离心机
（Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；ＡｌｌｅｇｒａＸ２２台式冷冻高速离心机
（Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；ＲＶＣ２２５离心浓缩仪（Ｃｈｒｉｓｔ公
司）；动态光散射粒度分析仪（Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ公司）；

ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ（Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；ＪＥＭ２０１１透射
电子显微镜（ＪＥＯＬ公司）；Ｓ４８００扫描电子显微镜
（Ｈｉｔａｃｈｉ）；生物安全柜（新加坡ＥＳＣＯ公司）

１．４　杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒的制备　采用复乳法。
取１０ｍｇ／ｍｌＫＰ水溶液０．２５ｍｌ注入２．５ｍｌＰＬＧＡ
ＤＣＭ溶液，用内切式匀浆机冰浴下５０００ｒ／ｍｉｎ连
续乳化３０ｓ后，得到Ｗ／Ｏ 初乳。将初乳加入到５
ｍｌＰＶＡ（５％质量浓度）中，１００００ｒ／ｍｉｎ乳化４５ｓ，
得到Ｗ／Ｏ／Ｗ 复乳。将所得复乳置于５０ｍｌ含有

０．３％ＰＶＡ水溶液中，于旋转蒸发仪中室温减压蒸

发，除去ＤＣＭ，即得杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒悬液。随
后将纳米粒悬液于４℃下，２００００×ｇ离心４５ｍｉｎ，
上清收集另用，沉淀用蒸馏水洗２次（洗液收集备
用）除去未包裹的游离杀手肽，纳米粒沉淀冻干后即
得杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒。

１．５　纳米粒子粒径和分散系数测定　室温条件下
取纳米粒子适量，加注射用水使分散均匀，置动态光
散射仪中测定载药纳米粒的粒径分布及分散系数。

１．６　纳米粒的形态观察　滴１～２滴纳米粒胶态混
悬液于铜网上，２％磷钨酸溶液负染色，室温晾干，于
透射电镜下观察纳米粒的形态并拍照；同样滴１～２
滴纳米粒胶态混悬液于硅板上，室温晾干，置于扫描
电镜下观察纳米粒形态并拍照。

１．７　包封率和载药量的测定

１．７．１　标准曲线的绘制　采用ＢＣＡ蛋白浓度测定
法［８］，先制备标准曲线：将 Ａ液、Ｂ液以１５０混合
均匀配置ＢＣＡ工作液，按照说明书将标准ＫＰ溶液
同ＢＣＡ工作液混合，得到浓度为１０、２０、３０、４０、５０、０

μｇ／ｍｌ的 ＫＰ溶液。以空白溶液为对照，在５６２ｎｍ
处测定光密度Ｄ值。

１．７．２　回收率考察　精密配制 ＫＰ溶液１０、３０、５０
ｍｇ／ｍｌ，按１．７．１项下条件操作，计算平均回收率。

１．７．３　精密度试验　取精密配制的 ＫＰ溶液１０、

３０、５０ｍｇ／ｍｌ，按１．７．１项下条件操作，同一天内测
定５次，同批连续测定５ｄ。

１．７．４　包封率和载药量的计算　将纳米粒悬液置
于４℃下，２００００×ｇ离心４５ｍｉｎ，沉淀蒸馏水洗涤２
次，收集离心上清及洗液，之后精密吸取一定量液
体，采用ＢＣＡ法测定上清中未被包裹 ＫＰ的含量，
按公式计算包封率和载药量。

１．８　杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒的体外释放试验　选择

ｐＨ７．４的ＰＢＳ为释放介质，取一定量杀手肽ＰＬＧＡ
纳米粒均匀分散于ＰＢＳ中，置于摇床，３７℃下以１１０
次／ｍｉｎ，持续震摇。定时取样１ｍｌ，超速离心后采用

ＭｉｃｒｏＢＣＡ法测定浓度，并以等量ＰＢＳ补充。

１．９　杀手肽及纳米化杀手肽体外抗隐球菌活性测
定　采用平板计数法，先将ＡＴＣＣ３２６０９菌株室温复
苏，转种２次后用 ＲＭＰＩ１６４０培养液稀释至１０４

ｃｆｕ／ｍｌ；同时配置５０μｇ／ｍｌＫＰ和５０μｇ／ｍｌ（以纳米
粒包含的杀手肽含量计）ＰＬＧＡＫＰ溶液备用；以生
理盐水作为阴性对照，两性霉素Ｂ０．５μｇ／ｍｌ溶液
作为阳性对照（药液、菌液均在２ｈ内使用）。取１
ｍｌ菌液同１ｍｌ药液混合均匀，３７℃孵育２４ｈ；吸取

０．２ｍｌ混合液平铺于平板，３７℃孵育４８ｈ后计数。

１．１０　杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒抗隐球菌感染的动物实
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验　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠经腹腔注射环磷酰胺注射用水溶
液（１５０ｍｇ／ｋｇ），２４ｈ后尾静脉注射新生隐球菌悬液
（５×１０６ｃｆｕ，２０ｇ）。将新生隐球菌感染小鼠随机分
为６组，每组２０只。（１）空白对照组：尾静脉注射生
理盐水；（２）空白ＰＬＧＡ纳米粒治疗组（５ｍｇ／ｋｇ）；
（３）未包裹杀手肽（３ｍｇ／ｋｇ）治疗组；（４）未包裹杀手
肽（５ｍｇ／ｋｇ）治疗组；（５）３ｍｇ／ｋｇ（以纳米粒包含的
杀手肽含量计）杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒治疗组；（６）５
ｍｇ／ｋｇ（以纳米粒包含的杀手肽含量计）杀手肽ＰＬ
ＧＡ纳米粒治疗组。各组小鼠分别于感染后１、２４和

４８ｈ共３次给药，记录生存期。

　　各组于治疗第１０天随机挑出３只小鼠处死，将
脑、肺、肝脏、脾、肾、心脏取出，分别置于高压消毒好
的研磨器中，注入０．５ｍｌ生理盐水，充分研磨，逐级
稀释，各取０．１ｍｌ匀浆平铺于沙氏培养皿上，轻轻
摇动使分散均匀，封口膜密封，编号，３７℃温箱中培
养，定时观察菌落生长情况并计数。

１．１１　统计学处理　计量资料采用珚ｘ±ｓ表示，两组
间比较采用ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分
析，生存期分析采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线，全部资料
的统计学分析均采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件完成。

２　结　果

２．１　杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒子电镜图　可见纳米粒
表面光滑，无残留物质黏附，团聚颗粒较少，颗粒均
匀分布（图１Ａ、１Ｂ）。

图１　杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒的扫描电镜图（Ａ）和透射电镜图（Ｂ）

Ｆｉｇ１　ＳＥＭ（Ａ）ａｎｄＴＥＭ（Ｂ）ｏｆＫＰｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００００（Ａ）；×１２０００（Ｂ）

２．２　包封率和载药量测定和释放　３种浓度１０、

３０、５０ｍｇ／ｍｌ回收率分别为１０６．９２％、９５．６８％、

９２．５１％，日内、日间 ＲＳＤ 分别为 ３．９％、１．６％、

１．０％及７．９％、５．２％、１．９％。制得粒子包封率

５３．３％，载药量４．３％，粒径为（３５２±４）ｎｍ，分散系
数０．１３５。释放曲线见图２。由释放曲线可以看出，
释放分为２个时相，第１天之前为突释相，第１天之
后为缓释相，符合纳米药物释药特点。

图２　杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒子在３７℃，

ｐＨ７．４，１１０ｒ／ｍｉｎ条件下释放曲线

Ｆｉｇ２　ＫＰｒｅｌｅａｓｅｆｒｏｍＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｔ３７℃
ｆｏｒ１２ｄｕｎｄｅｒｍｅｃｈａｎｉｃａｌｓｈａｋｉｎｇ（１１０ｒ／ｍｉｎ）

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　杀手肽及杀手肽纳米粒体外抗菌试验结果　杀
手肽组和杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒组平板菌落计数均显
著少于生理盐水组 （Ｐ值分别为０．０４３和０．００７９），
说明其在体外均具有抗 ＡＴＣＣ３２６０９新生隐球菌作
用；但杀手肽组和杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒组平板菌落计
数均同两性霉素Ｂ（０．５μｇ／ｍｌ）比较差异不明显（Ｐ＞
０．０５），说明其在体外抗新生隐球菌ＡＴＣＣ３２６０９效果
同两性霉素Ｂ（０．５μｇ／ｍｌ）相当；杀手肽组和杀手肽纳
米粒组平板菌落计数差异不明显（Ｐ＝０．１１），说明纳
米材料包裹对杀手肽体外抗菌作用影响不大。

２．４　隐球菌系统感染动物实验结果　空白ＰＬＧＡ纳米
粒组生存期带菌量同生理盐水组相比无明显差异；同生
理盐水组比较，杀手肽和杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒给药组带
菌量明显减少（Ｐ＜０．０１）；同未包裹杀手肽组比较，等量杀
手肽ＰＬＧＡ纳米粒组的生存期明显延长（Ｐ＜０．０５），带菌
量明显减少（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。见图３、４。

图３　不同治疗组生存率比较

Ｆｉｇ３　ＳｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｏｆＣ．ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓｉｎｆｅｃｔｅｄ
ＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ＦｒｅｅＫＰｖｓＰＬＧＡＫＰＮＰｓａｔ３ｍｇ／ｋｇｄｏｓｅｓ（Ｐ＝０．０３１７），ｆｒｅｅＫＰｖｓ
ＰＬＧＡＫＰＮＰｓａｔｄｏｓｅｓｏｆ５ｍｇ／ｋｇ（Ｐ＝０．００１６）ａｎｄｅｍｐｔｙＰＬＧＡＮＰｓ
ｖｓｓａｌｉｎｅ（Ｐ＝０．１３２）
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图４　不同治疗组带菌量比较

Ｆｉｇ４　Ｆｕｎｇａｌｂｕｒｄｅｎｏｆｖｉｔａｌｏｒｇａｎｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ

Ｃ．ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓｉｎｆｅｃｔｅｄＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅ

ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ａ：Ｓａｌｉｎｅ；Ｂ：ＥｍｐｔｙＰＬＧＡＮＰｓ；Ｃ：３ｍｇ／ｋｇＫＰ；Ｄ：５ｍｇ／ｋｇＫＰ；Ｅ：

ＰＬＧＡＫＰＮＰｓ（３ｍｇ／ｋｇ）；Ｆ：ＰＬＧＡＫＰＮＰｓ（５ｍｇ／ｋｇ）．ＧｒｏｕｐＣ，

Ｄ，Ｅ，ＦｖｓｇｒｏｕｐＡ （Ｐ＜０．０１）；ＧｒｏｕｐＥｖｓｇｒｏｕｐＣ （Ｐ＜０．０１）；

ＧｒｏｕｐＦｖｓｇｒｏｕｐＤ（Ｐ＜０．０５）．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　杀手肽是一种人工合成十肽，我们采用复乳法
制备杀手肽ＰＬＧＡ纳米粒，经过电镜观察、包封率、
载药量测定和释放特征考察证明其理化性质符合制

剂要求。将游离多肽和纳米化多肽与新生隐球菌

ＡＴＣＣ３２６０９共孵育，采用平板计数法证实两者均具
有体外抗菌活性，在载药量相同情况下抗菌能力无
统计学差异。说明复乳法包裹对杀手肽抗菌效应无
明显影响，适合包裹多肽类药物［１０］。

　　体内试验中，当给予相同含量的杀手肽时，纳米
剂型的疗效强于普通剂型，这可能与纳米制剂单核
巨噬系统被动靶向性有关。新生隐球菌是一种兼性
胞内寄生菌，即使在被吞噬后仍可存活，传统抗真菌
药物难以到达细胞内部，曾有学者［１１］用ｐＨ 值敏感
脂质体包裹制霉菌素治疗系统性隐球菌感染，结果
疗效显著提升，并认为脂质体的单核巨噬系统被动
靶向性是疗效提升的主要原因。同脂质体制剂一
样，纳米制剂也具有被动靶向性，因此可能对胞内感
染的治疗更有利。

　　有报道称某些纳米粒子在体外可活化巨噬细
胞，可能对治疗胞内感染有利：Ｐｒｉｏｒ等［１２］研究发现

具有ｕｎｃａｐｐｅｄｅｎｄｇｒｏｕｐ的ＰＬＧＡＲＧ５０２Ｈ制成的
纳米粒子对单核巨噬细胞活化作用最强，Ｌｅｃａｒｏｚ
等［１３］使用ＰＬＧＡＲＧ５０２Ｈ 包裹庆大霉素治疗布氏
杆菌所致胞内感染取得良好疗效，并通过体外实验
证实ＰＬＧＡＲＧ５０２Ｈ 包裹不仅能使药物进入受感
染细胞内部，同时也可激活受感染单核巨噬细胞。
由于新生隐球菌可以抑制免疫细胞正常功能，所以

我们采用ＲＧ５０２ＨＰＬＧＡ来制备纳米粒子，希望能
够活化受抑制的免疫细胞并进一步改善疗效，但结
果显示在系统性感染小鼠模型中，ＲＧ５０２ＨＰＬＧＡ
空白纳米粒组同生理盐水组比较，其疗效指标比较
无统计学意义。因此在以带菌量和生存率为考察指
标的情况下，ＲＧ５０２ＨＰＬＧＡ对隐球菌的胞内感染
的疗效并不显著，其机制有待进一步探讨。
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