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三七总皂苷复合纳米囊泡的理化性质及对大鼠心肌缺血的保护作用
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医学院，南昌 330004; 2. 中药固体制剂制造技术国家工程研究中心，江西中医学院，南昌 330006)

摘要: 目的 构建以聚乙二醇单甲醚-聚乳酸共聚物( MPEG-PLGA) 纳米粒为核心的三七总皂苷复合纳米囊泡( PNS-CNV) ，对
该复合纳米囊泡的理化性质及对大鼠急性心肌缺血损伤的保护作用进行考察。方法 采用复乳-溶剂挥发法制备不同相对分
子质量的聚乙二醇单甲醚-聚乳酸共聚物三七总皂苷纳米粒( PNS-NP) ，以三七总皂苷纳米粒为核心，采用薄膜分散法对其进
行包封，制备三七总皂苷复合纳米囊泡;采用超滤法、透射电镜、纳米粒度仪，测定三七总皂苷复合纳米囊泡各指标成分的包
封率及其理化性质; 建立大鼠急性心肌缺血模型，考察三七总皂苷复合纳米囊泡对心肌及血清中生化指标的影响。结果 聚
乙二醇单甲醚-聚乳酸共聚物的相对分子质量对三七总皂苷复合纳米囊泡的包封率、粒径及 Zeta电位没有显著性影响。药效
结果显示，与三七总皂苷水溶液组相比，三七总皂苷复合纳米囊泡组大鼠心肌组织中 SOD 活力显著提高、H2O2及丙二醛含量
降低，血清中乳酸脱氢酶( LDH) 活力降低( P ＜ 0. 05) ，并且以相对分子质量 5000 的聚乙二醇单甲醚-聚乳酸共聚物为载体的
三七总皂苷复合纳米囊泡的保护作用最优。结论 复合纳米囊泡作为三七总皂苷的口服给药传递系统，应用前景广泛。
关键词:聚乙二醇单甲醚-聚乳酸共聚物;复合纳米囊泡;理化性质;急性心肌缺血
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Physicochemical Property and Protective Effect on Acute Myocardial Ischemia in Ｒats of Panax notoginseng
Saponins-Loaded Complex Nano Vesicles

LIAO Zheng-gen1，HAN Xi-zhen1，LI Xiang2，ZHANG Jing1* ，LUO Yun1，ZHAO Hai-ping1，NI Bin1，LIANG
Xin-li1，ZHAO Guo-wei1 ( 1. Key Laboratory of Modern Preparation of TCM，Ministry of Education，Jiangxi University of Tradition-
al Chinese Medicine，Nanchang 330004，China; 2. Traditional Chinese Medicine Solid Preparation Manufacturing Technology Country
Engineering Ｒesearch Center，Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine，Nanchang 330006，China)

ABSTＲACT: OBJECTIVE To prepare Panax notoginseng saponins-loaded complex nano vesicles ( PNS-CNV) with MPEG-PLGA
nanoparticles as the core and investigate the physicochemical property of PNS-CNV and protective action on acute myocardial ischemia
in rats. METHODS Double emulsification-solvent evaporation method was used to prepare Panax notoginseng saponins-loaded nano-
particles using different molecular weight MPEG-PLGA ( PNS-NP) . Thin-film hydration method was applied to entrap PNS-NP as the
core to form PNS-CNV. Ultrafiltration，transmission electron microscope，dynamic light scattering and electrophoretic light scattering
were employed to study the entrapment efficiency of each index component in PNS and physicochemical parameters of PNS-CNV. Acute
myocardial ischemia model in rats was established to investigate the protective effect of PNS-CNV. ＲESULTS The molecular weight
of MPEG-PLGA did not affect the entrapment efficiency，particle size and Zeta potential of PNS-CNV. The pharmacodynamic experi-
ment indicated that comparing with PNS solution group，the SOD activity of rat myocardium in PNS-CNV group was elevated with
markedly decreased H2O2，MDA and serum LDH activity ( P ＜ 0. 05) . The protective effect of PNS-CNV with MPEG5000-PLGA was
the most significant. CONCLUSION CNV may be used as potential new oral drug delivery carriers.
KEY WOＲDS: MPEG-PLGA; complex nano vesicle; physicochemical property; acute myocardial ischemia

三七总皂苷( Panax notoginseng saponins，PNS)

为中药三七的有效部位，对冠心病、心绞痛、心律失

常以及脑卒中、眼前房静脉阻塞等有确实可靠的疗

效，同时还具有良好的抗氧化、抗休克、抗炎镇痛、抗

肿瘤、保肝利胆及免疫调节作用，临床应用广泛［1］。
PNS 可通过抑制心肌肥大及改善心室重构心肌细胞

形态学结构作用［2］，清除氧自由基，非选择性钙拮

抗等途径，对缺血性心脏病起保护及治疗作用［3］。
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PNS 主要成分包括三七皂苷 Ｒ1 ( Ｒ1 ) 、人参皂

苷 Ｒg1 ( Ｒg1 ) 和人参皂苷 Ｒb1 ( Ｒb1 ) 。人 参 皂 苷

Ｒg1 和人参皂苷 Ｒb1 均属三萜类皂苷成分，其中

Ｒb1 可抑制缺血再灌注所致心肌损伤，Ｒg1 具有促

智，抗衰老等药理作用［4］，近来发现其对心肌肥厚、
急性心肌缺血同样具有良好的保护作用［5-6］，然而

Ｒg1 和 Ｒb1 的肠壁吸收机制为单纯被动扩散，吸收

过程中，胃液酸性环境的破坏、大肠菌丛中酶的降解

及肝的首关作用均对 Ｒg1 和 Ｒb1 口服生物利用度产

生影响，而肠道黏膜的透过性低是其常规口服制剂生

物利用度低的主要因素［4，7］，因此具有缓释、稳定、高
生物利用度的 PNS 口服制剂亟待研究与开发。

本课题结合纳米粒与脂质体的制剂学优势，构

建新型复合纳米囊泡，以 PLGA 或不同相对分子质

量的 MPEG-PLGA 为载体的纳米粒为核心，磷脂双

分子层包裹该纳米粒核心，制备得到三七总皂苷复

合纳米囊泡( Panax notoginseng saponins-loaded com-
plex nano vesicles，PNS-CNV) ，并考察该纳米囊泡对

大鼠急性心肌缺血损伤的保护作用。

1 仪器与材料

1. 1 仪器

JY92 － IIN 超声波细胞粉碎机( 宁波新艺超声设

备有限公司) ，电子天平( 赛多利斯科学仪器有限公

司) ，Malvern 纳 米 粒 度 仪 ( 英 国 马 尔 文 公 司) ，

JEM －1200 EX 透射电镜( 日本 JEOL 公司) ，HJ － 4A
多头磁力搅拌器( 金坛市科析仪器有限公司) ，旋转蒸

发器 ＲE －3000( 上海亚龙生化仪器厂) ，UV －2550 紫

外 /可见分光光度计( 日本岛津公司) ，3 －18K 冷冻高

速离心机( 德国 Sigma 公司) ，Agilent1200 高效液相

( 美国 Agilent 公司) ，Nanosep MF 超滤离心管( 截留

相对分子质量 10 000，美国 PALL 公司) 。
1. 2 试剂与药品

PNS( Ｒ1: 9. 20% ; Ｒg1: 33. 70% ; Ｒb1: 35. 07%，

西昌市杰象药物原料有限公司，批号 20100324) ，聚

乳酸-羟基乙酸共聚物( PLGA，济南岱罡生物科技有

限公司) ，聚乙二醇单甲醚-聚乳酸共聚物( MPEG-
PLGA，LA-GA = 1 ∶ 1，PLGA 相对分子质量 20 000，

MPEG 相对分子质量为 1 000、2 000、5 000，分别记

为 MPEG1000-PLGA、MPEG2000-PLGA 、MPEG5000-
PLGA) ( 济南岱罡生物科技有限公司) ，大豆磷脂

( 上海太伟药业有限公司，批号 20110120 ) ，胆固醇

( 天津市大茂化学试剂厂，批号 20050816 ) ，聚乙二

醇 400 ( PEG 400，西 陇 化 工 股 份 有 限 公 司，批 号

100121) ，垂体后叶素( 3 u·mL －1，上海第一生化药

业有限公司，批号 051016) ，考马斯亮兰蛋白测定试

剂盒、过氧化氢( H2O2 ) 测定试剂盒、总超氧化物歧

化酶( T-SOD) 测定试剂盒、丙二醛( MDA) 测定试剂

盒、乳酸脱氢酶( LDH) 测定试剂盒( 南京建成生物

工程研究 所，批 号 20110613、20110814、20110511、
20111107、20110926) ，其他试剂均为分析纯。

2 方 法

2. 1 PNS 的含量测定

色 谱 条 件: 色 谱 柱 为 Hypersil ODS C18

( 4. 6 mm ×150 mm，5 μm) ; 流动相为乙腈-水，其梯

度洗脱条件为: 0 ～ 12 min，乙腈的比例为 20%，12 ～
30 min，乙腈的比例由 20%递增到 36% ; 流速为 1. 0
mL·min －1 ; 柱温为 25 ℃ ; 检测波长为 203 nm; 进样

量为 20 μL。
2. 2 标准曲线的制备

分别精密称取 Ｒ1、Ｒg1、Ｒb1，以体积分数 50%
甲醇定容，作为标准混合储备液。精密吸取标准混

合储备液适量，体积分数 50%甲醇稀释，配制 Ｒ1 质

量浓 度 分 别 为 4. 52、9. 04、18. 08、45. 2、90. 4 和

144. 64 μg· mL －1，Ｒg1 质 量 浓 度 分 别 为 4. 47、
8. 94、17. 88、44. 7、89. 4 和 143. 04 μg·mL －1，Ｒb1
质量浓度分别为 4. 46、8. 92、17. 84、44. 6、89. 2 和

142. 72 μg·mL －1 的混合溶液。按“2. 1”项下色谱

条件，以各对照品的色谱峰峰面积( A) 对质量浓度

( ρ，μg·mL －1 ) 进行线性回归，得三七皂苷 Ｒ1 的标

准 曲 线 方 程 为: A = 4. 816 1ρ + 0. 382 7
( r = 0. 999 9) ，人参皂苷 Ｒg1 的标准曲线方程为:

A = 4. 401 6ρ + 1. 058 5( r = 0. 999 9) ，人参皂苷 Ｒb1
的 标 准 曲 线 方 程 为: A = 4. 265ρ + 3. 096 ( r =
0. 999 9) 。可见在该色谱条件下，Ｒ1、Ｒg1、Ｒb1 在

各自浓度范围内线性关系良好。
2. 3 PNS 纳米粒的制备

采用复乳-溶剂挥发法［8］制备以 PLGA 及不同

相对分子质量 MPEG-PLGA 为载体的 PNS 纳米粒。
取 150 mg·mL －1的 PNS 水溶液作为内水相 W1 ; 取

10 mg·mL －1 PLGA 或 MPEG-PLGA 的二氯甲烷溶

液作为油相 O; 胆固醇和卵磷脂( 1 ∶ 1 ) 溶入油相中

作为乳化剂; PEG400 水溶液 ( 1% ) 为外水相 W2。
混和 W1相与 O 相( Wl : O = 1∶ 11. 5，V /V) ，超声乳化

( 300 W，4 min) ，制得 W1 /O 乳剂，将上述 W1 /O 乳

剂快速加入一定体积的外水相 W2中( W1 /O∶ W2 = 1∶
11. 5，V /V) ，超声乳化( 300 W，4 min) ，即得 Wl /O /
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W2复乳型纳米混悬液，室温下搅拌挥发，除去有机

溶剂即得 PNS 纳米粒( PNS-NP) 。
2. 4 PNS-CNV 的制备

以“2. 3”项下得到的 PNS 纳米粒为核心，采用

薄膜分散法［9］制备 PNS-CNV。取卵磷脂和胆固醇

( 4∶ 1，m∶ m) 溶解在适量二氯甲烷中，50 ℃ 旋转蒸

发除去二氯甲烷，在圆底烧瓶底部形成一层均匀的

薄膜。将 PNS-NP 混悬液作为水相，洗脱薄膜，超声

匀化( 300 W，1 min) ，得到呈蓝色乳光的 PNS-CNV。
2. 5 包封率的测定

采用超滤离心法［10］测定 3 种指标成分的包封

率。取适量 PNS-CNV 置于 Nanosep MF 超滤离心管

中，3 000 r·min －1离心 15 min，分离游离药物，取下

层超滤液，根据“2. 1”项下的色谱条件，测定游离药

物量( cfree ) 。另取同体积 PNS-CNV，以适当比例与

乙腈 /丙酮混合溶液( 2 ∶ 1，V /V) 混合，得到澄清溶

液，根据“2. 1”项下的色谱条件，测定药物总含量

( ctotal ) 。按下式计算包封率( entrapment efficiency，

EE% ) : EE% = ctotal － cfree /ctotal × 100%。
2. 6 复合纳米囊泡的形态、粒径及电位

将载有 Formvar 支持膜的铜网置于蜡板上，在

膜上滴上 PNS-CNV 样品，滴加 0. 3% ( V /V) 磷 钨

酸，自然晾干后，置于透射电子显微镜下观察所得

囊泡的形 态。取 含 有 不 同 相 对 分 子 质 量 MPEG-
PLGA 的 PNS-CNV 混悬液适量，稀释至适当倍数，

用 Malvern 纳 米 粒 度 仪 测 定 PNS-CNV 的 粒 径 和

Zeta 电位。
2. 7 PNS-CNV 对大鼠急性心肌缺血损伤的保护作

用

SD 雄鼠共 70 只，体重( 250 ± 20 ) g ( 江西中医

学院动物中心) ; 大鼠饲养一周后，随机分成 7 组:

空白组( 生理盐水) 、模型组( 生理盐水) 、阳性对照

组( PNS 水溶液) 、给药 1 组( PLGA 纳米粒为核心的

PNS-CNV) 、给药 2 组( MPEG1000-PLGA 纳米粒为

核心的 PNS-CNV) 、给药 3 组( MPEG2000-PLGA 纳

米粒为核心的 PNS-CNV) 、给药 4 组 ( MPEG5000-

PLGA 纳 米 粒 为 核 心 的 PNS-CNV ) 。各 组 按

30 mg·kg －1·d －1剂量灌胃，持续给药 10 d。末次

给药后用 10%水合氯醛( 4. 5 mL·kg －1 ) 腹腔注射

麻醉，采用泰盟 BL － 420F 生物机能实验系统检测，

记录Ⅱ导联心电图。除空白组外，其余各组尾静脉

注射垂体后叶素( 1 U·kg －1 ) ［11］，心电图显示出现

左胸前导联 ST 段上抬、T 波高耸，甚至出现单向曲

线，心率减慢。5 min 后大鼠腹腔动脉取血，3 000 r
·min －1离心 15 min 得到血清，取心脏称重，采用 10
倍量生理盐水进行组织匀浆。测定心肌中 H2O2 含

量、SOD 活力、MDA 含量，血清中 LDH 活力，测定参

照 H2O2、SOD、MDA、LDH 试剂盒说明书。

3 结 果

3. 1 PNS-CNV 理化性质

PNS-CNV 形态结果见图 1，显示以 PLGA 或不

同相对分子质量 MPEG-PLGA 为核心纳米粒的载体

材料，所得 PNS-CNV 的形态均为球形或近球形。
PNS-CNV 的粒径及 Zeta 电位、包封率测定结果

见表 1。由表 1 可知，以不同相对分子质量 MPEG-
PLGA 作为核心纳米粒的载体材料，对二次包封产

物 PNS-CNV 的粒径、Zeta 电位、包封率没有显著性

影响。

图 1 PNS-CNV 透射电镜照片 ( × 60 000)

A － PLGA 为载体材料的 PNS-CNV; B － MPEG1000-PLGA 为载体材料的 PNS-

CNV; C － MPEG2000-PLGA 为载体材料的 PNS-CNV; D － MPEG5000-PLGA 为

载体材料的 PNS-CNV

Fig. 1 TEM of PNS-CNV ( × 60 000)
A － PNS-CNV with PLGA; B － PNS-CNV with MPEG1000-PLGA; C － PNS-CNV

with MPEG2000-PLGA; D － PNS-CNV with MPEG5000-PLGA

表 1 不同载体材料的 PNS-CNV 理化性质 . n = 3，珋x ± s
Tab. 1 Physicochemical properties of PNS -CNV with different materials. n = 3，珋x ± s

Carrier material
Size

/nm

Zeta

/mV

EE%

Ｒ1 Ｒg1 Ｒb1

PLGA 115 ± 2. 3 － 35. 1 ± 0. 21 21. 33 ± 0. 38 14. 57 ± 0. 25 81. 42 ± 1. 31

MPEG1000-PLGA 108 ± 1. 0 － 33. 6 ± 0. 68 26. 21 ± 0. 27 20. 72 ± 0. 31 74. 10 ± 0. 96

MPEG2000-PLGA 106 ± 1. 2 － 37. 5 ± 0. 35 27. 17 ± 0. 33 16. 89 ± 0. 25 72. 90 ± 1. 02

MPEG5000-PLGA 100 ± 2. 4 － 33. 4 ± 0. 30 25. 72 ± 0. 43 20. 13 ± 0. 28 74. 17 ± 1. 05
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3. 2 PNS-CNV 对大鼠急性心肌缺血损伤的保护作用

各实验组大鼠经急性心肌缺血建模后，心肌及

血清中各生化指标数据见图 2 ～ 5。
由图 2 可知，与模型组相比，PNS 对大鼠心肌组

织中 SOD 活力具有改善作用，其中 PNS-CNV 对大

鼠心肌组织中 SOD 指标的改善作用优于 PNS 溶液

组，给药 1 组( PLGA 组) 的 SOD 活力是溶液组的

1. 72 倍，给药 4 组( MPEG5000-PLGA 组) 的 SOD 活

力是给药 1 组的 1. 18 倍，效果最优。
由图 3 可知，与模型组相比，以 MPEG-PLGA 作

为载体材料的 PNS-CNV 对大鼠心肌组织中 H2O2指

标具有改善作用，并且优于以 PLGA 作为载体的

PNS-CNV 对大鼠心肌组织中 H2O2指标的改善。
由图 4 可知，与模型组相比，PNS 对大鼠心肌组

织中 MDA 指标具有改善作用。与模型组相比，溶

液组 中 MDA 的 含 量 降 低 了 14. 3%，分 别 以

MPEG2000-PLGA、MPEG5000-PLGA 纳米粒为核心

的 PNS-CNV 显著优于溶液组，其中以 MPGE-PLGA
为载体材料制备的 PNS-CNV 对大鼠心肌组织中

MDA 指标 的 改 善 作 用 优 于 PLGA 为 载 体 制 备 的

PNS-CNV( P ＜ 0. 05) 。
体材料制备的 PNS-CNV 对大鼠血液中 LDH 指

标的 改 善 效 果 优 于 以 PLGA 为 载 体 材 料 制 备 的

PNS-CNV对大鼠血液中LDH指标的改善，其中，与
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给药 1 组相比，给药 4 组 LDH 的活力下降了 26. 0%。

4 讨 论

纳米微粒载体可大致分为 2 类，以脂质为基础

的脂质体以及以聚合物为基础的纳米粒［12］。脂质

体生物相容性良好、靶向性高、药动学行为可控，并

可通过表面修饰改善体内行为［13］，然而脂质体载药

量低，磷脂材料容易氧化变质，贮存及运输过程中易

产生药物泄漏，稳定性较差［14］。纳米粒目前主要用

于改善药物的理化性质、提高生物利用度、促进药物

的吸收。然而对于水溶性药物，由于药物能快速向

外水相运动，因此水溶性药物的纳米粒包封率低、释
放快［15］。本实验构建的新型复合纳米囊泡结合了

脂质体、纳米粒的优势，利用脂质对 PLGA 纳米粒及

MPEG-PLGA 纳 米 粒 进 行 包 裹，得 到 了 PNS-CNV。
PNS 中 3 种指标性成分的 logP 均小于 1，不易跨膜

吸收，且 logP 值的顺序为 Ｒg1 ( 0. 800) ＞ Ｒ1 ( 0. 034)

＞ Ｒb1 ( － 0. 561 8) ，Ｒb1 的 logP ＜ 0、亲水性最强，因

此在核心微粒纳米粒的制备过程中，由于采用了适

宜水溶性药物包封的复乳-溶剂挥发法，因此相对其

余两种指标成分，Ｒb1 的包封率更高［16］。通过对核

心微粒进行二次包封，由表 1 数据可知，可在一定程

度上 同 时 提 高 3 种 指 标 成 分 的 包 封 率。通 过 对

PNS-CNV 粒径、Zeta 电位、包封率的测定，发现使用

不同的包封材料对 PNS 进行包封，得到的 PNS-CNV
的理化性质没有显著的差别。

然而给纳米粒表面覆亲水性聚合物，如 PEG、
肝素或葡聚糖，可以避免它们被巨噬细胞吞噬，从而

增加它们的循环时间［17］。本实验通过对大鼠急性

心肌缺血损伤的保护作用实验发现，以 MPEG-PLGA
为载体的 PNS-CNV 对大鼠急性心肌缺血损伤的保

护作用优于 PLGA 组，这是由于柔软的 PEG 链段能

高度修饰、交替重叠覆盖在微粒表面，形成致密的构

象云，形成立体位阻保护微粒不被血液中的调理素

识别、摄取，使之消除速率减慢，在血液中驻留时间

延长，药物作用时间延长，达到长循环的效果［18］，尤

其是 PEG-5000 能产生 2 nm 厚度的立体位阻层［19］，

因此经过 MPEG 修饰的 PNS-CNV 避免了 PNS-CNV
被吞噬细胞快速吞噬，可以使 PNS-CNV 在体内循环

时间延长，最终改善 PNS 的药 理 学 作 用，其 中 以

MPEG5000-PLGA 修饰的纳米粒的作用最强。
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