
书书书

·５００　　 ·
第二军医大学学报　２００９年５月第３０卷第５期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｍａｙ２００９，Ｖｏｌ．３０，Ｎｏ．５

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００９．００５００ ·论　著·

磁性聚乳酸羟基乙酸氧化苦参碱纳米微球的制备及抗小鼠肝纤维化

作用　　　　
郑智武１，陈岳祥１，陈伟忠１，宋春燕１，钱　慧１，高　静２

１．第二军医大学长征医院消化内科，上海２００００３

２．第二军医大学药学院药剂学教研室，上海２００４３３

［摘要］　目的：探讨磁性聚乳酸羟基乙酸氧化苦参碱纳米粒（ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ）对小鼠肝纤维化的防治作用。方法：运用复

乳法制备 ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ；透射电镜观察纳米粒形态。采用二甲基亚硝胺（ＤＭＮ）诱导小鼠肝纤维化模型，观察 ＭＰＬＧＡ

ＯＭＮＰ干预后肝脏生化指标及病理组织改变。结果：ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ外观呈规则球形，平均粒径为１４６．５ｎｍ，载药量为

７．６１％，包封率为４４．８％。ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ组（外加磁场组和非磁场组）的丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）水平较模型组下降；光镜下

肝脏的纤维化程度较模型组明显减轻，较单纯氧化苦参碱（ＯＭ）用药组也明显改善；肝星状细胞活化的标志物αＳＭＡ的表达

较模型组及单纯ＯＭ用药组明显减弱。结论：ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ在外加磁场的作用下，可增强ＯＭ的对ＤＭＮ诱导的肝纤维

化的防治作用。
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料，是一种无毒可生物降解的聚合物，在体内最终产

物是二氧化碳和水［１］。纳米载体介导的磁性载药系

统，在外加磁场作用下，能实现位点特异的靶向给

药，有利于提高病灶部位的局部药物浓度，进一步提

高疗效，减少全身不良反应。本实验以氧化苦参碱

（ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ，ＯＭ）为靶向药物，将ＰＬＧＡ作为载体

材料，以四氧化三铁（Ｆｅ３Ｏ４）为导向磁流体，制备了

磁性聚乳酸羟基乙酸氧化苦参碱纳米粒（ｍａｇｎｅｔｉｃ

ｐｏｌｙＤ，Ｌｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌｉｄｅｏｘｙｍａｔｒｉｎｅｎａｎｏｐａｒ

ｔｉｃｌｅｓ，ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ），同时观察了该制剂对二

甲基亚硝胺（ｄｉｍｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ，ＤＭＮ）诱导的小

鼠肝纤维化的防治作用。

１　材料和方法

１．１　材料和仪器　ＯＭ（杭州中香化学有限公司）、

ＰＬＧＡ（ＬＡＧＡ＝５０５０，德国 ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＩｎ

ｇｅｌｈｅｉｍ公司）、聚乙烯醇１７８８（北京有机化工厂）、

纳米级Ｆｅ３Ｏ４（美国Ｓｉｇｍａ公司）、二氯甲烷（国药集

团化学试剂上海有限公司），其他试剂均为分析纯。

铷铁硼稀土磁铁（表面强度４２５０Ｇｓ，上海杰灵磁性

器材有限公司）、高速冷冻离心机（ＧＬ２１Ｍ 型，上海

市离心机械研究所）、超声乳化仪（美国Ｂｒａｎｓｏｎ公

司）、高效液相色谱仪泵（５１５型，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）、

ＪＥＯＬ２０１０电子透射显微镜（日本电子株式会社）、

ＮａｎｏＺＳ９０激光粒度分析仪（英国 Ｍａｌｖｅｒｎ仪器公

司）。

１．２　动物　雄性ＩＣＲ小鼠（５１只，１８～２４ｇ）购自上

海斯莱克实验动物有限责任公司，合格证号：ＳＣＸＫ
（沪）２００７０００５。

１．３　磁性纳米粒制备　取一定量ＯＭ，用１０ｍｍｏｌ／Ｌ
（ｐＨ７．４）ＰＢＳ１５０μｌ溶解稀释，终质量浓度达２０

ｍｇ／ｍｌ；以此为内水相，加入１０ｍｇ／ｍｌ的磁性铁粉，

超声震荡使其分散均匀。以３０ｍｇ／ｍｌ的ＰＬＧＡ二

氯甲烷溶液（二氯甲烷体积为１ｍｌ）为油相，与内水

相混合，３００Ｗ 超声乳化２０次制成初乳；将初乳快

速滴加到质量体积分数为３％的聚乙烯醇水溶液中，

３００Ｗ 超声乳化４０次制成复乳；立即用约５０ｍｌ蒸

馏水稀释，高速（８００ｒ／ｍｉｎ）搅拌８ｈ，１５０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ）；收集纳米粒，蒸馏水

洗涤３次，冷冻干燥２４ｈ，即得 ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ。

磁性空白纳米粒内水相用去离子水代替。

１．４　纳米粒形态观察和粒径测定　取 ＭＰＬＧＡ

ＯＭＮＰ冻干粉，将其分散于适量蒸馏水中，滴置于

４００目铜网表面，分布均匀。用ＪＥＯＬ２０１０电子透
射显微镜观察纳米粒的形状、大小以及磁粉的存在
状态。取ＰＬＧＡ纳米粒混悬液３ｍｌ，加入适量蒸馏
水稀释，调整激光粒径测定仪透光度，即可测定纳米
粒的平均粒径。

１．５　纳米粒载药量和包封率的测定　精密称取 Ｍ
ＰＬＧＡＯＭＮＰ１０ｍｇ，置于试管中，用１．０ｍｌ乙腈
洗涤３次；弃去上清溶液，除去ＰＬＧＡ，室温下挥干

１ｈ；残留物质用适量ＰＢＳ溶解，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ，分离可能悬浮的磁性铁粉微粒；取上清液过

０．４５μｍ微孔滤膜，将滤液上样并进行药物含量测
定。计算载药量及包封率。

１．６　动物分组及实验　ＩＣＲ小鼠随机分为６组。
除正常对照组外，其余５组小鼠参照文献［２］方法制

备肝纤维化模型：小鼠腹腔注射１．６ｇ／ＬＤＭＮ，剂
量为８ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ，每周连续３ｄ间隔４ｄ，共４
周。正常对照组小鼠腹腔注射相应量的生理盐水。
具体分组及给药方法如下：（１）正常对照组（ｎ＝６），
尾静脉注射生理盐水（５ｍｌ／ｋｇ，２次／周）；（２）模型组
（ｎ＝６），造模后的处理同正常对照组；（３）磁性空白
纳米粒组（ｎ＝６），将磁性空白纳米粒分散于生理盐
水后尾静脉注射；（４）ＯＭ 组（ｎ＝１１），尾静脉注射

ＯＭ（溶于生理盐水）；（５）ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ组（ｎ＝
１１），尾静脉注射 ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ（分散于生理盐
水）；（６）ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ＋磁场组（ｎ＝１１），尾静脉
注射 ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ同时肝区强力绷带固定磁铁

１ｈ。ＯＭ的剂量均为１０ｍｇ／ｋｇ，２次／周。每天记
录小鼠体质量。第４周结束，眼眶取血，全自动生化
仪测定小鼠肝功能。肝脏标本行 ＨＥ、ＶａｎＧｉｅｓｏｎ
染色及αＳＭＡ免疫组化染色。肝脏病理纤维化评
分方法参照２０００年西安全国肝病会议通过的标
准［３］，将病变依纤维化程度分别分为０～Ⅳ期：０期，
无任何纤维化改变；Ⅰ期，汇管区纤维化扩大，局限
于窦周及小叶内纤维化；Ⅱ期，汇管区周围纤维化，
纤维间隔形成，小叶结构保留；Ⅲ期，纤维间隔伴小
叶结构紊乱，无肝硬化；Ⅳ期，早期肝硬化（假小叶形
成）。请病理科医师双盲分期。

１．７　统计学处理　计量资料以珚ｘ±ｓ表示，采用ｔ检
验进行统计学分析；纤维化分期比较采用秩和检验。
所有统计学处理用ＳＡＳ６．１２软件包完成。

２　结　 果

２．１　纳米微球的理化性质　形态、粒径和药物含量
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结果表明，ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ外观呈圆形，表面光

滑，分布均匀，不粘连。磁性微球中可见非均匀分散

的黑色不透光区，为Ｆｅ３Ｏ４微粒（图１）。激光粒度分

析仪测定纳米粒的平均粒径为１４６．５ｎｍ，分布系数

为０．０９６。微球的载药量为 ７．６１％，包封率为

４４．８％。

２．２　肝功能指标　给药４周后 ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ
（非磁场组和磁场组）的丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）显著低

于模型组（Ｐ＜０．００１），ＯＭ 组及磁性空白纳米粒子

组与模型组的 ＡＬＴ水平无显著性差异。总胆红素

（ＴＢＩＬ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）、总蛋白（ＴＰ）无显

著性差异。结果见表１。

图１　ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ透射电镜照片

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＭＰＬＧＡＯＭＮＰ

ｕｎｄｅｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

表１　实验各组小鼠肝功能改变

Ｔａｂ１　Ｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｃｈａｎｇｅｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈｄｉｍｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＡＬＴ
ｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１）

ＡＳＴ
（ｚＢ／Ｕ·Ｌ－１）

ＴＢＩＬ
（ρＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＴＰ
（ρＢ／ｇ·Ｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ４５．７±１５．９ １１０．０±２１．８ ３．７±１．０ ５６．８±３．３
Ｍｏｄｅｌ ６ ８７．３±１７．９ １２８．２±３２．３ ５．８±１．５ ５４．２±０．８
Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ６ ７２．４±１１．４ １１１．０± ８．５ ６．３±１．５ ５０．７±３．１
ＯＭ １１ ６２．８±２１．０ １２７．９±２６．８ ５．３±１．８ ５０．７±２．８
ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ １１ ４９．１±１３．５△△ １０５．７±３５．１ ４．１±２．７ ５３．９±２．９
ＭＰＬＧＡＯＭＮＰｗｉｔｈｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄ １１ ４７．８±１７．９△△ １１０．３±２０．５ ５．５±１．３ ５２．３±２．４

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ（ｔｔｅｓｔ）；△△Ｐ＜０．００１ｖｓｍｏｄｅｌ（ｔｔｅｓｔ）

２．３　肝组织病理学观察及免疫组化观察　正常对

照组：肝小叶完整，肝细胞排列整齐，无变性，无炎症

细胞浸润。模型组：ＨＥ染色见肝小叶结构破坏，炎

症细胞大量浸润，肝细胞肿胀，胞质内可见脂肪空

泡，桥状坏死，部分可见假小叶形成；ＶＧ染色见小

叶周围大量纤维组织增生，形成纤维条索状间隔，汇

管区增宽，纤维隔增宽，多数小叶有汇管区汇管区、

汇管区中央静脉间隔形成，不完全分割小叶，较多

胶原沉积。磁性空白纳米粒组：病变与模型组相似。

ＯＭ组：仍可见肝小叶结构紊乱，肝细胞肿胀，变性，

有脂肪空泡，炎症细胞浸润，程度较模型组轻；ＶＧ
染色见小叶周围纤维组织增生形成纤维条索状间

隔，但纤维间隔较模型组细。ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ组：

肝小叶结构尚完整，仍可见肝细胞肿胀、变性、脂肪

空泡，炎症细胞浸润程度减轻；ＶＧ染色见小叶周围

纤维组织增生，间隔呈纤细条索状，不完整。ＭＰＬ

ＧＡＯＭＮＰ＋磁场组：肝细胞变性轻，多数小叶仍

呈放射状分布，炎症细胞浸润可见，较模型组明显减

轻；ＶＧ染色见汇管区纤维隔纤细，数量明显减少，

偶见汇管区汇管区间隔。结果见图２。

　　αＳＭＡ在胞质表达，正常对照组主要表达于小

动脉及小静脉，在胆管无表达。模型组αＳＭＡ主要

大量表达于汇管区及纤维间隔，部分呈条索形或梭

形，呈强阳性染色。磁性空白纳米粒组αＳＭＡ表达

与 模 型 组 类 似。ＯＭ 组 部 分 强 阳 性 染 色。

ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ组（非磁场组和磁场组）的αＳＭＡ
表达呈弱阳性，结果见图３。

２．４　肝组织病理纤维化分期情况　模型组、磁性空

白纳米粒组中多数小鼠肝纤维化为Ⅲ～Ⅳ期。ＯＭ
组中多数在Ⅱ～Ⅲ期，与模型组比较有显著性差异

（Ｐ＜０．０５）；应用 ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ的两组小鼠肝

纤维化分期在Ⅰ～Ⅱ期，与模型组比较有显著性差

异（Ｐ＜０．０１），与ＯＭ 组比较也有显著性差异（Ｐ＜
０．０１）；在外加磁场作用下，ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ＋磁

场组与非磁场组差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。见表２。

结果表明：磁性纳米粒子可增强ＯＭ 抗肝纤维化作

用，在外加磁场作用下，ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ抗肝纤维

化作用更强。
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图２　各组肝脏的病理学改变

Ｆｉｇ２　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓｏｆｌｉｖｅｒｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ＶａｎＧｉｅｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌ；Ｃ：Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；Ｄ：ＯＭ；Ｅ：ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ；Ｆ：ＭＰＬＧＡＯＭＮＰｗｉｔｈｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图３　各组肝脏组织的免疫组化染色结果

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆαＳＭＡｉｎｍｏｕｓｅｌｉｖｅｒｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（αＳＭＡ）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌ；Ｃ：Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；Ｄ：ＯＭ；Ｅ：ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ；Ｆ：ＭＰＬＧＡＯＭＮＰｗｉｔｈｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

表２　实验各组小鼠肝纤维化分期比较

Ｔａｂ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｓｔａｇｉｎｇ

ｏｆｍｉｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ）

Ｇｒｏｕｐ Ｎ
Ｓｔａｇｅ

０ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ６
Ｍｏｄｅｌ ６ ３ ３
Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ６ １ ２ ３
ＯＭ １１ １ ５ ５
ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ▲▲ １１ ３ ８
ＭＰＬＧＡＯＭＮＰｗｉｔｈ １１ ７ ４
　ｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄ▲▲△

　Ｒａｎｋｓｕｍｔｅｓｔ：Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｍｏｄｅｌ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓ

ＯＭ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＭＰＬＧＡＯＭＮＰ

３　讨　论

　　ＯＭ 是中药苦参、山豆根和苦豆子的主要有效

成分，具有直接抑制乙型肝炎病毒复制的作用，能有

效抑制肝细胞凋亡，同时阻断和减轻肝纤维化程度。

已有报道［４７］表明ＯＭ 对多种实验性肝纤维化均有

防治作用。ＯＭ 的保护肝细胞、抗肝纤维化效果在

一定范围内呈剂量依赖性［８］。由于ＯＭ的半衰期较

短，人体消除半衰期仅１３３ｍｉｎ，原型药物及其代谢

物主要分布在肾脏，极少量进入肝脏［９１０］。ＯＭ口服

给药后大部分（约８６．８％）在肠道菌群作用下代谢
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为疗效相对较低、不良反应较大的苦参碱，使治疗效

果下降［１１］。研究 ＯＭ 的新型给药系统显得尤具价

值。磁性药物纳米给药系统将药物和铁磁性物质共

同包藏于载体中从而形成稳定的制剂，在足够强的

外磁场作用下逐渐集中于靶器官，缓慢释放药物，相

应减少了全身药物水平，可起到高效、缓释的作用。

粒径小于３００ｎｍ的纳米粒主要被单核吞噬系统摄

取吞噬，积聚在肝脏和淋巴系统，对肝脏有被动靶向

作用。加入磁性物质后，在肝区外加一磁场则能进

一步提高其肝靶向效应，增加病灶局部的药物浓度。

Ｆｅ３Ｏ４由于其良好的氧化稳定性和较低的毒性（ＬＤ５０
约２０００ ｍｇ／ｋｇ，远远高于目前的临床应用剂

量［１２］），被广泛用作磁性纳米粒中的磁性微粒。

　　本实验结果表明，ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ能显著降

低ＤＭＮ诱导的小鼠肝纤维化模型ＡＬＴ的水平，病

理结果也显示 ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ组肝细胞变性坏

死程度较模型组及ＯＭ 单独给药组轻，结缔组织形

成也明显减少，说明通过磁性靶向给药系统可增强

ＯＭ的抗肝纤维化作用。肝纤维化的病理改变是细

胞外基质（ＥＣＭ）的增生和降解失衡所致；病理情况

下细胞外基质的主要细胞来源是肝星状细胞

（ＨＳＣ），其激活和增生在肝纤维化过程中起主要作

用［１３］；αＳＭＡ是肝星状细胞活化的标志［１４］，αＳＭＡ
在 ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ组肝组织中的表达明显减少，

提示 ＭＰＬＧＡＯＭＮＰ可能抑制肝星状细胞活化，

阻止细胞外基质产生，从而延缓或逆转肝纤维化的

发生。

　　另外，本实验结果显示总胆红素、总蛋白及

ＡＳＴ等肝功能指标与模型组比较差异无统计学意

义，可能与每组样本量较少有关；ＯＭ组降酶和抗肝

纤维化效果欠佳可能与实验用剂量偏小相关。

　　综上所述，ＯＭ 经磁性纳米载药系统包被后抗

肝纤维化作用增强，提示可为防治肝纤维化提供新

的方法，值得进一步深入研究。

　　（志谢　感谢解放军第４１１医院病理科王晓熙、

沈宾鸿、王英、张晓莉在病理学检测方面提供的帮

助。）
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