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顺铂隐形纳米粒的制备及在小鼠体内靶向性研究
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摘要　目的：制备顺铂聚氰基丙烯酸正丁酯隐形纳米粒（ｃｉｓｐｌａｔｉｎｐｏｌｙｂｕｔｙｌｃｙａｎｏａｃｒｙｌａｔｅｓｔｌｅａｔｈ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ），并研究其经小鼠尾静脉给药后在小鼠体内的生物分布差异。
方法：复乳法制备ＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ，以单甲氧具乙二醇进行表面修饰，建立高效液相色谱分析
法，流动相选择甲醇水（５５：４５），２１０ｎｍ处检测。昆明种小鼠６０只，随机分为游离 ＣＤＤＰ组和
ＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ组，每组３０只，经小鼠尾静脉按５ｍｇ／ｋｇ的剂量分别注射上述ＣＤＤＰＰＢＣＡ
ｍＰＥＧ或游离ＣＤＤＰ。每组于给药后 １５，３０ｍｉｎ，１，２，６，１２ｈ各处死５只小鼠，分别提取肝、
肾、脾、心、肺、血浆样品，以高效液相色谱法测定 ＣＤＤＰ的浓度。结果：ＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ平均
粒径为１７０．９ｎｍ，平均包封率为６０．１％，平均载药量为３．８８％。１２ｈ以内 ＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ组
小鼠肝脏中的ＣＤＤＰ浓度显著高于游离ＣＤＤＰ组（Ｐ＜０．０１），而在肾脏中 ＣＤＤＰ浓度显著低
于游离ＣＤＤＰ组（Ｐ＜０．０１）。ＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ组小鼠肝脏和血浆中ＣＤＤＰ浓度在各时间段
缓慢释放。结论：ＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ具有良好的肝靶向性，并具有缓慢释药的特点，降低了肾脏
等脏器的药物分布，是治疗肝癌较理想的给药系统。
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　　近年来发展起来的纳米靶向给药系统在提高药物

对肿瘤组织的靶向性、降低药物的毒副作用方面显示

出巨大的发展前景［１］。由于普通抗癌纳米粒进入血液

后易被单核吞噬系统（ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｐｈａｇｏｃｙｔｅｓｙｓｔｅｍ，

ＭＰＳ）细胞作为异物认别而吞噬，影响其对癌细胞的靶

向性，目前研究的策略就是对纳米粒进行表面修饰，制

备能逃避 ＭＰＳ细胞吞噬的隐形纳米粒 （ｓｔｅａｌｔｈ

ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ），亦称为长循环纳米粒 （ｌｏｎｇｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ

ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ）［２，３］。本研究采用可在体内生物降解的聚

氰基丙烯酸正丁酯（ｐｏｌｙｂｕｔｙｌｃｙａｎｏａｃｒｙｌａｔｅ，ＰＢＣＡ）为纳

米载体，用顺铂为模型药物，以能阻止ＭＰＳ细胞吞噬的

亲 水 性 长 链 单 甲 氧 聚 乙 二 醇

（ｍｅｔｈｏｘｙｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ｍＰＥＧ）为纳米表面修饰剂，

采用复乳法制备了隐形顺铂聚氰基丙烯酸正丁酯纳米

粒（ＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ）；并研究其经静脉给药后在小

鼠体内的靶向性分布特征。

１　材料与方法

１．１　仪器
!

材料与动物

　　顺铂标准品（中国药品生物制品检定所提供，纯度

≥９９％）；顺铂（１０ｍｇ，山东齐鲁制药有限公司）；单甲氧

聚乙二醇（ｍＰＥＧ５ｏｏｏＮＨ２）（北京凯正生物工程发展有

限责任公司）；α氰基丙烯酸正丁酯（ＢＣＡ）（广州白云

医用胶有限公司）；Ｎ，Ｎ二甲基甲酰氨
!

脱氧胆酸钠
!

二氯 甲 烷 （国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司）。

Ｎｉｃｏｍｐ３８０ＺＬＳ纳米粒度及ｚｅｔａ电位分析仪（美国ＰＳＳ．

ＮＩＣＯＭＰ公司）；超声波乳化仪（ＭＯＤＥＬ５００）（美国

ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；日本岛津ＬＣ６Ａ高效液相色谱仪（配

ＲＦ５３０荧光检测器，ＣＲ３Ａ数据处理仪）。健康昆明

小鼠，雌雄各半，６～８周龄，体质量１８～２２ｇ（中南大学

湘雅医学院动物实验中心）。

１．２　顺铂隐性纳米粒制备

　　采用复乳法。取单甲氧聚乙二醇５０ｍｇ用双蒸水
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溶解，室温条件下搅拌，缓慢滴入等量 α氰基丙烯酸正

丁酯，磁力搅拌３～５ｈ，过滤，即得空白 ＰＢＣＡｍＰＥＧ纳

米粒。再用４ｍｌ二氯甲烷溶解备用。取顺铂注射液２．

５ｍｇ，用１ｍｌ二甲基甲酰胺稀释。取此溶液，注入含有

ＰＢＣＡｍＰＥＧ的二氯甲烷溶液中，冰浴条件下用１５Ｗ超

声波乳化仪连续超声乳化１ｍｉｎ后得到 Ｗ／Ｏ初乳。将

此初乳加入脱氧胆酸钠溶液中（６ｍｌ，１２ｍｍｏｌ／Ｌ），冰浴

下，再用超声波乳化仪超声乳化１５Ｗ，２ｍｉｎ得到 Ｗ／Ｏ／

Ｗ复乳。将所得复乳置于磁力搅拌器下搅拌直至二氯

甲烷挥发，即得隐形纳米粒悬液，随后将隐形纳米粒悬

液于４℃下，２００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀

用蒸馏水洗三次，除去未包裹的游离顺铂，即得 ＣＤＤＰ

ＰＢＣＡｍＰＥＧ隐形纳米粒。

１．３　隐形纳米粒的粒径与Ｚｅｔａ电位测定

　　取各隐形纳米粒样品，蒸馏水稀释后，置于

Ｎｉｃｏｍｐ３８０ＺＬＳ纳米粒度及 Ｚｅｔａ电位分析仪样品管中，

测定粒径及Ｚｅｔａ电位。

１．４　包封率和载药量测定

　　取 ＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ溶液适量，于 ４℃、３５０００ｒ／

ｍｉｎ离心９０ｍｉｎ，取上清液用 ＨＰＬＣ测定浓度，得到游

离顺铂量，按下面公式计算包封率，载药率：

　　包封率＝［（Ｗａ－Ｗｓ）／Ｗｓ］×１００％

　　载药量＝［（Ｗａ－Ｗｓ）／Ｗｎｐ］×１００％

　　Ｗａ：初始投药量；Ｗｓ：上清液中含药量；Ｗｎｐ：纳

米粒总质量

１．５　给药方法及标本制备

　　健康昆明小鼠６０只（雌雄各半），随机分为２小

组，每小组３０只，分别为实验组和对照组。按５ｍｇ／ｋｇ

剂量，对照组：尾静脉注射顺铂生理盐水；试验组：尾静

脉注射顺铂隐形纳米粒。每组皆于给药后１５、３０ｍｉｎ和

１、２、６、１２ｈ分断颈处死，充分放血后剖取每只小鼠的

肝、脾、心、肺、肾，各小组内５只小鼠的器官、血液，全

血离心取血浆，脏器组织称重、匀浆。取血浆１．０ｍ１或

各脏器组织１．０ｇ，加氯仿甲醇（４∶１）混合液５ｍ１，振摇

５ｍｉｎ后离心１０ｍｉｎ（３０００ｒ／ｍｉｎ），取氯仿层，以４０℃氮

气吹干，残渣用流动相ｌ００μｌ溶解，进样１０μｌ，供高效液

相色谱分析。

１．６　色谱条件［４］

　　分析柱：Ｃ１８色谱柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ）；流动相：

甲醇：水（５５：４５），磷酸盐缓冲液调节ｐＨ值至２．４７；流

速：ｌｍｌ／ｍｉｎ，柱温：３５℃；检测波长：２１０ｎｍ。

１．７　统计学方法

　　所有计量指标均以 珋ｘ±ｓ表示，统计学处理应用

ＳＰＳＳ１０．０软件包。同一时间不同脏器的统计指标采

用配伍方差分析，相同脏器不同时间的统计指标采用

完全随机方差分析。

２　结　果

２．１　粒径与Ｚｅｔａ电位的结果

　　纳米粒度及 ｚｅｔａ电位分析仪测得的平均粒径为

１７０．９ｎｍ，Ｚｅｔａ电位１０．５ｍｖ。

２．２　包封率和载药量的结果

　　测得ＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ的平均包封率为６０．１％，

载药量为３．８８％。

２．３　顺铂在各脏器分布

　　给药后１５、３０ｍｉｎ和１、２、６、１２ｈ顺铂生理盐水组及

顺铂隐形纳米粒组在小鼠体内各脏器中的药物分布及

组间统计学比较结果见表１。
表１　顺铂在小鼠体内不同时间的生物分布（μｇ／ｍｌ或μｇ／ｇ，珔ｘ±Ｓ，ｎ＝５）

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｔｈｅｍｉｃｅｂｏｄｙ（μｇ／ｍｌｏｒμｇ／ｇ，珔ｘ±Ｓ，ｎ＝５）

器官
时间（ｈ）

０．２５ ０．５ １ ２ ６ １２
肝

ａ ０．３３±０．０８ １．３５±０．１１ １．３４±０．０７ １．２９±０．１２ ０．６９±０．１９ ０．３１±０．０５
ｂ ７．１７±２．４３ １０．３４±１．８６ １６．２６±０．３４ １２．２１±０．２６ ８．２６±０．４５ ５．１８±０．２５
脾

ａ ０．５８±０．２１ １．７２±０．２８ １．６３±０．３１ １．３９±０．２１ ０．８１±０．５１ ０．３７±０．１８
ｂ ７．５７±１．３７ １０．１２±２．１５ １３．２５±３．０８ ８．３３±２．２１ ５．７８±０．４５ ３．４２±０．２６
心

ａ ０．７５±０．２８ １．３７±０．２２ １．１８±０．１５ １．１５±０．２１ ０．５２±０．１２ ０．２０±０．０８
ｂ ０．５３±０．２１ ０．８８±０．３５ ０．８５±０．１８ ０．６３±０．１２ ０．３４±０．１５ ０．２３±０．１１
肺

ａ ０．８９±０．３１ １．６６±０．０６ １．４５±０．２５ １．１８±０．０２ ０．７１±０．１６ ０．３８±０．０１
ｂ ０．３５±０．１３ ０．６３±０．１６ １．０１±０．０２ ０．６７±０．２６ ０．３０±０．０５ ０．０８±０．０１

９５１
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器官
时间（ｈ）

０．２５ ０．５ １ ２ ６ １２
肾

ａ ０．９１±０．２８ １．７１±０．５２ １．５７±０．４９ ０．８１±０．２３ ０．４６±０．３５ ０．０３±０．０１
ｂ ０．５５±０．３１ ０．８０±０．３２ ０．８８±０．４３ ０．６４±０．２６ ０．４５±０．３２ ０．１１±０．０８
血

ａ ０．３４±０．０３ ０．７７±０．３５ ０．６６±０．１２   
ｂ ０．１４±０．０３ ０．３０±０．１２ ０．３９±０．０５ ０．２２±０．０６ ０．１０±０．０１ ０．０１±０．０１

　　注：－ｎｏｄｅｔｅｃｔｅｄａ：Ｆｒｅｅｃｉｓｐｌａｔｉｎｂ：ＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ

２．４　顺铂隐形纳米粒对肝高浓度聚集

　　给药后１５、３０ｍｉｎ和１、２、６、１２ｈ顺铂隐形纳米粒组

小鼠肝和脾组织中 ＣＤＤＰ浓度均极显著高于顺铂生理

盐水组 （Ｐ值均＜０．０１），而在心、肾、肺中ＣＤＤＰ浓度

显著降低（Ｐ＜０．０１）。可见顺铂隐形纳米粒对肝和

脾脏表现出明显的靶向积聚性，在给药１２ｈ后肝
!

脾

中顺铂浓度仍高达５．３６，３．４２μｇ／ｇ。顺铂隐形纳米粒

组在对肝和脾脏表现出明显靶向积聚性的同时，对肾

脏和其他器官仅有很低的亲和性。

２．５　顺铂隐形纳米粒给药系数的缓释性

　　本实验结果表明，顺铂隐形纳米组肝脏中顺铂浓

度在各时间段缓慢释放。小鼠尾静脉注射顺铂隐形纳

米粒１ｈ，肝脏顺铂浓度达峰值，为１６．２６μｇ／ｇ，随后药

物缓慢释放，２ｈ后小鼠肝脏组织中顺铂浓度为

１２．２１μｇ／ｇ，６ｈ后为８２６μｇ／ｇ。１２ｈ仍高达５１８μｇ／

ｇ，是同时间对照组的１６．６倍，是顺铂生理盐水对照组

达峰值时（１３５μｇ／ｇ）６倍（图１）。给药３０ｍｉｎ顺铂生

理盐水组血浆中顺铂浓度即达到峰值 ０７７μｇ／ｍｌ，２ｈ

后血浆中已测不到顺铂。而顺铂长隐形纳米组在２ｈ

后才达峰值，随后缓慢释放，１２ｈ仍可测到，为００１μｇ／

ｍｌ。实验结果表明，顺铂隐形纳米组顺铂在血液循环

系统中滞留时间更长，释放更为缓慢（图２）。

３　讨　论

　　顺铂是临床常用抗肝癌药物，其疗效呈剂量相关

性，但大剂量可以引起不可逆性肾功能损害及严重的

胃肠道反应，从而限制了临床应用及疗效的进一步提

高。纳米靶向治疗是借助纳米粒为运输载体，将治疗

药物或制剂定向作用于靶部位，从而达到减毒增效的

作用。本实验用顺铂连接亲水 ＰＥＧ链段后，使 ＮＰ内

部为疏水的载药部位，而表面 ｍＰＥＧ的亲水性更加有

利于抵制和逃逸ＭＰＳ的吞噬。同时降低内水相的用量

和改用高剪切乳化仪提供更强大的乳化功效，使初乳

图１　顺铂在各器官中的释放曲线

Ｆｉｇ．１　Ｃｉｓｐｌａｔｉｎｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｉｎｔｈｅｍｉｃｅ

ｏｒｇａｎｆｒｏｍｔｈｅＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ

图２　顺铂在血浆中的释放曲线

Ｆｉｇ．２　Ｃｉｓｐｌａｔｉｎｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｉｎｔｈｅｍｉｃｅｐｌａｓｍａ

ｆｒｏｍｔｈｅＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ

液粒径大大降低，更易得到纳米级复乳粒子［５］。最后

制备获得的顺铂隐形纳米粒分散度良好，这是使该体

系均匀释药的重要因素之一。

　　本研究在正常小鼠体内组织分布研究表明：顺铂
聚氰基丙烯酸正丁酯隐形纳米粒（ＣＤＤＰＰＢＣＡｍＰＥＧ）
具有明显的肝靶向性，即在肝组织中增加而在肝外器

官分布减少，尤其是肾组织中较显著（Ｐ＜０．０１）。分
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析纳米粒肝靶向行为的机理可能是：（１）载药纳米粒

表面的粘附性及小的粒径，增加了药物与肝组织的接

触时间与接触面积；（２）纳米粒有助于药物透过血管

壁，增加药物的血管外分布；（３）纳米粒改变了顺铂的

消除动力学，使其消除半衰期延长［６］；（４）纳米粒可改

变膜转运机制，增加肝组织细胞内的药物积聚［７］。

　　目前研究已证明［８］：用亲水性物质对纳米粒进行

表面修饰，制备成隐形纳米粒，由于它降低了纳米粒对

亲脂性调理蛋白的结合，有效地减少体内调理蛋白对

纳米微粒的吸附，使其修饰后的纳米粒能逃避 ＭＰＳ细

胞的认别吞噬，延长在血中的循环时间，使其有更多的

机会进入癌细胞实现被动靶向肿瘤治疗的目的。本研

究结果表明，载顺铂隐形纳米粒在血液中释放缓慢，在

血液循环中停留时间延长，因而肝组织有更多时间摄

取药物。肝组织中顺铂的含量１２小时仍高达５．１８μｇ

／ｇ，是同时间对照组的１６．６倍，是顺铂生理盐水对照组

达峰值时（１．３５μｇ／ｇ）６倍。总之，经聚乙二醇修饰的

顺铂聚氰基丙烯酸正丁酯隐形纳米粒肝靶向性强，毒

副作用小且具有缓释效应，有望成为临床肝癌化疗新

剂型。
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