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雷帕霉素纳米粒子的制备、表征及其
在移植静脉内的作用
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【摘要】　目的　制备雷帕霉素（ＲＡＰＡ）－聚乳酸－羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）－纳米粒子（ＮＰｓ），评价

其表征及在移植静脉内药物释放特性。方法　采用乳化蒸发法制备ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ，测定ＲＡＰＡ－
ＰＬＧＡ－ＮＰｓ形态、粒径、分布及包封率。透析 袋 法 检 测 体 外 药 物 释 放，高 效 液 相 色 谱 法 测 定 移 植 前、

移植后７ｄ和２１ｄ时组织中ＲＡＰＡ的含量。结果　ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ呈球形，粒径１８０．３ｎｍ，多分

散指数０．０４５８，包封率８７．３１％。体外药物持续 缓 慢 释 放，２１ｄ时 药 物 释 放 为 总 量 的８０．２％。移 植

前、移植后７ｄ和２１ｄ的ＲＡＰＡ组织浓度分别为（５．４±０．９）μｇ／ｇ、（１．３±０．２）μｇ／ｇ和（０．９±０．１）

μｇ／ｇ。结论　ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ包封率高、粒径小、范围窄，可长时间滞留于移植静脉并释放包载药

物，在组织中维持较高的药物浓度。
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　　自体静脉移植是治疗下肢动脉闭塞和冠心病的

有效方法，但是移植静脉狭窄甚至闭塞常导致治疗

的失败。静脉壁内膜的增生是移植后狭窄的主要原

因。雷帕霉素（ＲＡＰＡ）是一种高效的内膜增生抑制

剂，利用血管支架作为ＲＡＰＡ缓释载体，能有 效 预

防冠状动脉支架术后再狭窄。本研究以可生物降解

高分子材 料 聚 乳 酸－羟 基 乙 酸 共 聚 物（ＰＬＧＡ）共 聚

物 作 载 药 基 质，通 过 纳 米 级 粒 化 技 术 制 备 包 载

ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ－纳米粒 子（ＮＰｓ）并 建 立 大 鼠 颈 静 脉－
颈动脉移植模型，观察该药物在体内的释放特性，进

而探讨其治疗移植静脉增生疾病的应用前景。
材料与方法

一、材料

ＳＤ大鼠（３５０－４５０ｇ）购自上海史莱克实验动物

有限 公 司。ＲＡＰＡ 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ公 司；ＰＬＧＡ
（５０：５０，分子量２０００）购自山东岱罡生物公司；激光

散射粒度测定仪（Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ　３０００，Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；透
射电镜（Ｊｅｏｌ　ＪＥＭ－１０１０，日本）。

二、方法

１．ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ的制备　称取ＰＬＧＡ　７５ｍｇ
及ＲＡＰＡ　２ｍｇ，溶于３ｍｌ二氯甲烷中，待完全溶解

后，在１５００ｒ／ｍｉｎ的磁力搅拌下，滴入２０ｍｌ　１％的
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聚乙烯 醇 溶 液 中。磁 力 搅 拌１ｈ，随 后 探 头 超 声

（２５０Ｗ）４ｍｉｎ，４０℃减 压 蒸 发１ｈ除 去 有 机 溶 剂，

０．４５μｍ微孔滤膜过滤，得纳米粒混悬液。

２．ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ的表征　取新鲜ＲＡＰＡ－
ＰＬＧＡ－ＮＰｓ溶液１滴，滴至覆有支持膜的铜网上干

燥２－３ｍｉｎ，透 射 电 镜 观 察 ＮＰｓ的 形 态。取 新 鲜 的

ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ溶液 加 去 离 子 水 稀 释 到 适 当 浓

度，用激光散射粒度测定仪测定其粒径平均大小及

分布，动态光散射软件对数据进行处理。采用透析

法测定药物的包封率，８ｈ后测定释放介质中游离药

物的含量，根据 以 下 公 式 计 算 药 物 的 包 封 率：ＥＥ＝
（１－Ｃ／Ｃ０）×１００％，其中ＥＥ为包封率，Ｃ为释放的

游离药量，Ｃ０为总药量。

３．体外 药 物 释 放 实 验　取６ｍｌ　ＮＰｓ混 悬 液，
装入透析 袋 中，扎 紧 透 析 袋 后 放 入１２０ｍｌ浓 度 为

０．５％的 十 二 烷 基 硫 酸 钠（ＳＬＳ）溶 液 中，在３７℃、

３００ｒ／ｍｉｎ下透析，于不同时间点取出５００μｌ介质溶

液，分光光度计测量ＲＡＰＡ浓度，得ＮＰｓ中药物的

累积释放率。

４．体内药 物 释 放 实 验　ＳＤ大 鼠 颈 静 脉 动 脉

移植模型：取大鼠 颈 部 正 中 切 口，游 离 外 侧 颈 外 静

脉，留取主干约１ｃｍ，所 取 静 脉 段 浸 入 含 有ＲＡＰＡ
浓度为５０μｇ／ｍｌ　ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ的培养液１ｍｌ
中，室温下浸泡３０ｍｉｎ，然后将浸泡后的静脉采用套

管法移植入同侧颈动脉。组织中ＲＡＰＡ浓度测定：
分别取植前、植入后７ｄ及２１ｄ移植静脉，采用高效

液相色谱法测定静脉组织中的ＲＡＰＡ浓度，每个时间

点５只动物。色谱柱为Ａｌｌｔｅｃｈ　Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ），预柱为Ａｌｌｔｅｃｈ　Ｃ１８（７．５ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。
流动相为乙腈∶四氢呋喃∶水（５５∶５∶４０）；检测波

长为２７７ｎｍ，流速为１．２ｍｌ／ｍｉｎ，柱温６０℃。
三、统计学处理

采用ＳＰＳＳ　１７．０统计软件进行统计分析，计量

资料以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，线性回归统计高

效液相色谱峰面积与药物浓度的关系。
结 果

一、ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ的表征及药物包封率

透射电镜观察显示，ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ为表面

光滑，圆形球体，且纳米粒之间无粘连。使用激光散

射粒度仪测定ＮＰｓ的粒径为１８０．３ｎｍ，多分散指数

为０．０４５８，粒径分布均一，药物包封率为８７．３１％。
二、ＲＡＰＡ的体外释放

采用透析袋 法 测 得 ＮＰｓ中 药 物 的 累 积 释 放 百

分数并绘制释放曲线，体外第１天药物释放为药物

总量的２７％，随后药物持续缓慢释放，至２１ｄ时药

物释放为总量的８０．２％（图１）。

图１　纳米粒药物的体外释放曲线

三、体内药物释放

组织中ＲＡＰＡ浓度测定以ＲＡＰＡ峰面积Ａ为

纵坐标，药物浓度Ｃ为横坐标进行线性回归。回归

方程 为：Ａ＝４．４４８１Ｃ＋５．４０８２×１０－３，ｒ＝０．９９９５。
在４－１２８ｎｇ／ｍｌ范 围 内 线 性 良 好，植 入 前、植 入 后

７ｄ及２１ｄ药 物 浓 度 分 别 为（５．４±０．９）μｇ／ｇ、
（１．３±０．２）μｇ／ｇ及（０．９±０．１）μｇ／ｇ。

讨 论

雷帕霉素（ＲＡＰＡ）是一种高效的内膜增生抑制

剂，除抑制血 管 平 滑 肌 细 胞 增 殖 外，ＲＡＰＡ同 时 可

以抑制平滑肌细胞的迁移。利用血管支架作为药物

缓释载体，能有效预防冠状动脉支架术后再狭窄［１］。
胡新华等［２］研究发现，在大鼠颈静脉－腹主动脉移植

模型中，哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）及其 底

物在移植后１４ｄ升至最高，约８周后逐步恢复至正

常水平，提示ＲＡＰＡ可能是防治血管移植后狭窄闭

塞的有效药物。Ｓｃｈａｃｈｎｅｒ等［３］用聚氧乙烯－聚氧丙

烯嵌段共聚物 为ＲＡＰＡ载 体 涂 抹 于 小 鼠 移 植 静 脉

周围，对内膜增生有一定的抑制作用，但是该共聚物

为载体药物释放时间短，植入体内７ｄ有８０％的药

物释放，不 能 完 全 满 足 抑 制 早 期 内 膜 增 生 的 需 要。
新型的可生 物 降 解ＰＬＧＡ纳 米 控 释 载 药 制 剂 能 显

著改善 药 物 穿 透 组 织 能 力、再 分 布 时 程 和 滞 留 时

间［４］。Ｋｉｍｕｒａ等［５］利用聚乙二醇－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ携带

伊马替 尼（一 种 血 小 板 衍 生 因 子 酪 氨 酸 激 酶 抑 制

剂），通过体外作用移植静脉，明显抑制兔颈静脉移

植后的内膜增生；而此前的动物实验中，通过口服常

规剂量的该药物对兔颈静脉移植后的内膜增生没有

抑制作用。Ｍｅｉ等［６］的动物研究证实，动脉内 球 囊

扩张后局部灌 注 紫 杉 醇 ＮＰｓ能 有 效 的 抑 制 动 脉 损
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伤后的内膜增生。因此，ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ有望成

为治疗移植静脉狭窄闭塞的新方法。
移植静脉对纳米药物的吸收过程是实现高效能

移植静脉给药的第一道障碍，对血管内壁吸附能力

差和易于解吸附的药物在移植至动脉循环后在短时

间内即被血流迅速清除。有类似的关于动脉内局部

给药的研究显示，一次性给予１００－２００ｎｍ的ＰＬＧＡ－
ＮＰｓ动脉内局部灌注，生理盐水洗脱３０ｍｉｎ后动脉

组织 中 ＮＰｓ含 量 由（４．２５±０．２１）μｇ／ｍｇ降 至

（０．９７±０．１０）μｇ／ｍｇ，而洗脱６０ｍｉｎ　ＮＰｓ含量并不

继续下降，表明ＰＬＧＡ－ＮＰｓ与血管壁有较强的亲和

性，能够改善药物在血管内的实际吸附量，从而提高

药物在血管壁的穿透性和作用时间，是血管组织控

释给药系统的理想基质［７］。
纳米载药系统透过血管壁并分布其内的能力与

粒径大小成反比例关系，与药物与血管作用时间成

正比。本研究 制 备 的ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ药 物 包 封

效率高，平均 粒 径 为１８０．３ｎｍ，较 苗 立 夫 等［８］制 备

的ＲＡＰＡ纳米微粒小，且分布范围窄，是较为 理 想

的血管局 部 用 药 纳 米 载 药 系 统。体 外 释 放 实 验 表

明，ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ缓 释 效 能 好，其 释 药 时 间 大

于３周，能满足对移植静脉内ｍＴＯＲ的持续抑制需

要。ＲＡＰＡ为 脂 溶 性 药 物，其 扩 散 释 药 的 速 度 较

低，有利于长期存留在给药及再分布部位，更适用于

对移植静脉的给药。
纳米载药系统除了在细胞摄取、组织亲和性和

穿透能力方面具有独有的优势外，其药物控释能力

也有助于抑制移植静脉内膜增生。通过调节制备参

数以及聚合体的组份，可使包装的治疗药物在１周－
数月内缓慢释放，有效延长了治疗药物的作用时限。

Ｗｉｌｅｎｓｋｙ等［９］研究显示，１．１４μｍ的微粒转导系统

可将局部药物维持在可检浓度７ｄ；５μｍ的 转 导 体

系经动脉腔内给药后，可在动脉新生内膜、中膜、外

膜中检测到，而且持续２周以上。曾勇等［１０］在球囊

损伤兔髂动脉模型上观察了经局部腔内灌注地塞米

松－ＰＬＧＡ－ＮＰｓ的药代动力学和药效学特征，结果显

示经局部单次灌注ＮＰｓ　３ｈ后局部组织地塞米松药

物浓度＞５０００ｎｇ／ｍｇ干重组织，且药物在局部组织

持续１４ｄ。目前在移植静脉体外给药并间置于动脉

循环后的组织药物浓度的研究未见文献报道，本研

究对大鼠颈静脉采用体外ＲＡＰＡ－ＰＬＧＡ溶液中浸

泡３０ｍｉｎ后 再 进 行 静 脉－动 脉 移 植，植 入 第１周 药

物浓度下降较快，与血流的冲刷和纳米药物突释有

关，而随后药物浓度下降缓慢，推测药物消除速率明

显下降考虑与血管外膜、中膜对药物清除的保护作

用和ＰＬＧＡ纳 米 药 物 自 身 的 缓 释 效 能 有 关。文 献

报道，ＲＡＰＡ血浆浓度维持在（５９±１２）ｎｇ／ｍｌ水平

１４ｄ可有效抑制约克夏自猪冠状动脉损伤后新生内

膜增殖［１１］；ＲＡＰＡ作用４８ｈ抑制血小板衍生生长因

子诱导的平滑肌细胞迁移初始剂量为２ｎｇ／ｍｌ［１２］。本

研究中ＰＬＧＡ－ＮＰｓ给药后７、２１ｄ局部组织药物浓

度分别为（１．３±０．２）μｇ／ｇ、（０．９±０．１）μｇ／ｇ，血管

局部药物浓度高，有效作用浓度时程涵盖损伤后血

管平滑肌细胞迁移和增殖的始动和高峰期，能够满

足抑制移植静脉内膜增生的治疗需要。
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