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　　［摘要］　目的　研究新型聚乙二醇接枝聚乳酸（ＰＰＬＡ）自组装纳米微球浓度、微球粒径对溶血率的影响。方法　 研
究按照国家医疗器械生物学评价ＩＳＯ１０９９３．１－１９９７和ＧＢ／Ｔ１６８８６．１－２００１标准和要求进行，采用透析法，用动态激光光
散射仪（ＤＬＳ）进行粒径及Ｚｅｔａ电位检测，制备不同浓度、不同行粒径的ＰＰＬＡ自组装纳米微球。就制备的纳米微球采用水
浴法及测量５４０ｎｍ处光密度值并计算出纳米微球的溶血率。结果　 随着微球浓度的增加，溶血率增加，粒径为９６０．８ｎｍ
的微球，在浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ时出现了轻度溶血；相同浓度（１．０ｍｇ／ｍＬ或１．５ｍｇ／ｍＬ）的微球，随着粒径（２００～３００ｎｍ）
的减小，溶血率增加，但都小于５％，可作注射用；在０．９％ ＮａＣｌ溶液中，ＰＰＬＡ纳米微球的临界溶血浓度为１．５～２．０ｍｇ／ｍＬ，
在此范围符合国家药物溶血标准。结论 　 纳米药物的纳米效应对其临床应用存在负面影响，粒径在纳米微球的溶血及
其他性能评价存在显著影响，相同浓度下，微球的粒径越大，溶血率越小。
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　　化疗是目前治疗骨肿瘤的主要手段之一，但抗癌
药物缺乏对肿瘤部位的特异靶向性，在杀死肿瘤细胞

的同时也杀死大量正常组织细胞，患者多不能耐受其

严重的毒副作用而终止临床治疗。近年来纳米微球作
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为化疗药物载体已引起广泛关注［１－２］。在纳米药物领

域，静脉注射是一种主要的给药方式，作为药物载体的

纳米微球的生物相容性［３－６］亦备受关注，即将纳米微

球应用于载药之前，需要进行一系列的生物学评价，包

括血液相容性评价。从目前掌握的文献看，国内外仅

关注了药物载体材料本身的血液相容性，而对于载体

材料成型后得到的纳米微球的血液相容性评价鲜有报

道，而这方面的研究对于纳米微球在抗肿瘤药物载体

领域的应用具有决定性意义。本研究就本实验室制备

的新型聚乙二醇接枝聚乳酸材料［ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ
（ｐｅｇ）ｇｒａｆｔｅｄｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ），ＰＰＬＡ］［７］形成的自组
装纳米微球的红细胞溶血性能进行探讨，包括纳米微

球的浓度和粒径对红细胞溶血率的影响，旨在为骨肿

瘤化疗纳米药物载体提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
　　ＰＰＬＡ根据文献［７］自制；０．９％ ＮａＣｌ注射液，西南药业股
份有限公司；磷酸钠盐（ＰＢＳ）缓冲液（０．０１ｍｏＬ／Ｌ，ｐＨ＝７．２），
北京中杉金桥公司；盐酸溶液（０．１ｍｏｌ／Ｌ），重庆无机化学试剂
厂；其他化学试剂为分析纯。

　　ＰＣ４０５Ｄ磁力搅拌器，Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＫＱ５０Ｂ型超声波清洗
器，上海科导超声仪器有限公司；动态激光光散射仪，Ｍａｌｖｅｒｎ
ＮａｎｏＳ９０；Ｌａｍｂｄａ９００紫外可见近红外分光光度仪，美国 Ｐｅｒｋｉｎ
Ｅｌｍｅｒ公司。

１．２　ＰＰＬＡ纳米微球的制备
　　参考本研究室建立的方法［８］，称取１００ｍｇＰＰＬＡ，溶于一定
体积Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）中，经超声分散均匀后，滴入
９ｍＬ０．９％的ＮａＣｌ水相介质中，室温下磁力搅拌（３００ｒ／ｍｉｎ）
１ｈ后得到微球乳液。将乳液转移至透析袋中，以 ０．９％的
ＮａＣｌ为溶出介质，每２小时换１次ＮａＣｌ溶液，透析２４ｈ去除有
机溶剂；并将透析后的乳液定容至４ｍｇ／ｍＬ。
　　同法操作，分别以 ＤＭＦ或四氢呋喃（ＴＨＦ）为有机相，以
ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ＝７．２）或０．０１ｍｏＬ／Ｌ盐酸（ＨＣｌ）溶液为水相
介质，以０．９％的 ＮａＣｌ溶液为透析介质分别制备了不同粒径、
浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ和１．５ｍｇ／ｍＬ的ＰＰＬＡ纳米微球乳液。

１．３　ＰＰＬＡ微球的粒径及Ｚｅｔａ电位的测定
　　采用动态激光光散射仪（ＤＬＳ）进行粒径及Ｚｅｔａ电位检测。

１．４　ＰＰＬＡ纳米微球的浓度对红细胞溶血率的影响
１．４．１　不同浓度的纳米微球溶液的制备　　以１．２制备的微
球乳液为母液，用０．９％ ＮａＣｌ溶液稀释，分别配置浓度为０．５～
４０ｍｇ／ｍＬ的微球乳液，在漩涡器上混合均匀后测试粒径。
１．４．２　２％红细胞悬液的制备［９］　　取５ｍＬ健康男性的血液
置于２５ｍＬ烧杯中，用玻璃棒搅动除去纤维蛋白原，使其成为
脱纤维血液，加入 １０倍体积的 ０．９％ ＮａＣｌ溶液稀释，摇匀，
１５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清液，沉淀的红细胞再用０．９％
ＮａＣｌ溶液按上述方法洗涤２～３遍，至上清液不显红色为止。
将所得的压积红细胞用０．９％ ＮａＣｌ溶液按体积比配置成２％

的红细胞悬液。

１．４．３　溶血率检测　　取６只洁净的离心管，编号１～３为供
试管，４为阴性对照，５为阳性对照，按（表１）所示依次加入２％
红细胞悬液、０．９％ ＮａＣｌ溶液或Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ水、供试品，混匀后立
即置（３７±０．５）℃恒温水浴锅中温育［９］。３ｈ后，将试样管放入
冰浴中阻止红细胞继续溶血［１０］，１５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集
上清液室温下放置３０ｍｉｎ使血红蛋白氧化为氧合血红蛋白，用
阴性对照上清液为参比，测得５４０ｎｍ处各试样管上清液中氧
合血红蛋白的光密度值［Ｄ（５４０）］［１１］。每个浓度的供试品均
按此检查法做３个样。用下式计算各试验管的溶血率：

　　Ｚ＝
Ａｔ
Ａｐｃ
×１００％

　　公式中Ｚ为溶血率，Ａｔ为供试管样Ｄ（５４０）值，Ａｐｃ为阳性对
照样Ｄ（５４０）值。
　　设定评判标准［１２］为：溶血率百分比 ＞５％时，判断该材料
具有溶血性，不宜注射使用。

表１　溶血试验测试分组（ｍＬ）

样品 ２％人红细胞悬液 ０．９％ＮａＣｌ 蒸馏水 供试品溶液

１～３ ２．５ ２．２ － ０．３
４ ２．５ ２．５ － －
５ ２．５ － ２．５ －

１．５　ＰＰＬＡ纳米微球的粒径对溶血率的影响
　　选取前面实验得到的临界溶血浓度范围以下的微球浓度
（１．０、１．５ｍｇ／ｍＬ），制备了相同浓度、不同粒径的ＰＰＬＡ纳米微
球，按１．４．３方法，测试其溶血率。

１．６　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行ＴＴＥＳＴ检
验分析。

２　结果

２．１　ＰＰＬＡ微球的粒径和Ｚｅｔａ电位
　　依预期目的制备了不同浓度、粒径相近及不同粒径、浓度
相同的微球（表２）。同时，微球的 Ｚｅｔａ电位为负，电位值均接
近或大于３０ｍＶ，表明其良好的稳定性。

表２　不同条件下制备ＰＰＬＡ纳米微球的粒径及Ｚｅｔａ电位

样品
浓度

（ｍｇ／ｍＬ）

制备过程

有机相

制备过程

水相介质

平均粒径

（ｎｍ）

分散系数

（ＰＤＩ）

Ｚｅｔａ电位

（ｍＶ）

１ １．０ ＤＭＦ ０．０１ｍｏｌ／Ｌ盐酸 １０４．０ ０．１０６ －３３．２６

２ １．０ ＤＭＦ ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ＝７．２）２１４．１ ０．１１４ －３６．７９

３ １．０ ＴＨＦ ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ＝７．２）３００．０ ０．１８９ －４５．０９

４ １．５ ＤＭＦ ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ＝７．２）２２５．１ ０．１９５ －３３．４０

５ １．５ ＤＭＦ ０．９％ ＮａＣｌ溶液 ９６０．８ ０．３３５ －４１．５８

ＤＭＦ：Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺；ＴＨＦ：四氢呋喃

２．２　不同浓度ＰＰＬＡ微球的溶血率
　　从表３可以看出，随着微球浓度的增加，溶血率增加。微
球浓度≤１．５ｍｇ／ｍＬ，溶血率 ＜５％。微球浓度≥２．０ｍｇ／ｍＬ，
溶血率 ＞５％，认为此时出现了溶血现象。提示制备的粒径为
９６０．８ｎｍ的ＰＰＬＡ微球，在浓度≥２．０ｍｇ／ｍＬ时不宜作注射用。
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表３　不同浓度ＰＰＬＡ纳米微球的溶血率

材料浓度（ｍｇ／ｍＬ） Ｄ（５４０）值 平均溶血率（％）
０．５ ０．０１２±０．００１ １．２３
１．０ ０．０１６±０．００３ １．７０
１．５ ０．０３３±０．００７ ３．５２
２．０ ０．０５２±０．０１０ ５．５３
２．５ ０．０６６±０．００８ ７．０７
３．０ ０．０９６±０．０１９ １０．２ａ

３．５ ０．１０１±０．０２４ １０．８ａ

４．０ ０．１７４±０．０２２ １５．６

ａ：Ｐ＜０．０５，与其他ＰＰＬＡ浓度微球比较

２．３　不同粒径ＰＰＬＡ微球溶血率
　　根据２．２得到的结果，本实验选取１．０、１．５ｍｇ／ｍＬ２个浓
度制备了相同浓度不同粒径的微球，研究粒径对溶血影响。从

表４可见，浓度相同时，溶血率随着粒径的增大而减小。相同
浓度、不同粒径的纳米微球的溶血率存在显著差异（Ｐ＜０．０５），
均在规定范围内，可作注射用。

表４　不同粒径的ＰＰＬＡ纳米微球的溶血率

样品
ＰＰＬＡ微球浓度

（ｍｇ／ｍＬ）

平均粒径

（ｎｍ）

分散系数

（ＰＤＩ）

Ｚｅｔａ电位

（ｍＶ）

平均溶血率

（％）

１ １．０ １０４．０ ０．１０６ －３３．２６ ２．０３
２ １．０ ２１４．１ ０．１１４ －３６．７９ １．０６ａ

３ １．０ ３００．０ ０．１８９ －４５．０９ ０．６２ａ

４ １．５ ２２５．１ ０．１９５ －３３．４４ ４．４５
５ １．５ ９６０．８ ０．３３５ －４１．５８ ３．５２ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与１．０ｍｇ／ｍＬ最小粒径微球的溶血率比较；ｂ：Ｐ＜
００５，与１．５ｍｇ／ｍＬ最小粒径微球的溶血率比较

３　讨论

　　临床上化疗是骨肿瘤治疗中十分重要的手段，是
防止复发及彻底治愈骨肿瘤的重要方法。具有缓释、

控释和靶向性的纳米药物具有一定治疗优势。本研究

以ＰＰＬＡ作为一种具有良好生物相容性和明显抗非特
异性蛋白吸附的纳米药物载体材料［６］，前期研究证实

ＰＰＬＡ在水中的溶解度低、通过自组装可形成粒径和
表面电荷易控的球形纳米微球［７］，因而选择它作为研

究纳米微球的纳米效应对红细胞溶血的影响模型具有

一定的参考价值，同时为 ＰＰＬＡ在药物缓释领域的应
用提供一定的根据。

　　溶血试验是材料或微球与血红细胞在体外接触过
程中，所致红细胞溶解和血红蛋白游离程度的测定方

法［１３］，是血液相容性评价方法中唯一的国家标准方

法，溶血率超标，则该医用材料在体内使用时可能引起

溶血的不安全因素。该试验能敏感地反映试样对红细

胞的影响，故为一特别有意义的材料及微球筛选试验。

已有实验观察到，溶血活动与组织培养反应、与体内

急性毒性试验都具有高度相关性［１３］，与材料的形状也

相关［１４－１５］。凝血则是材料与血液相接触时，血液的流

动和血管壁状态发生了变化，材料被生物体作为异物

而识别，二者界面在发生了一系列复杂的相互作用后

所产生的现象［１３］。聂宇等［１６］提出嵌段共聚物的亲疏

水性结合的微相分离结构表面对与血液相容性起到一

定的促进作用，ＰＰＬＡ作为一种聚乙二醇改性两亲聚
合物同样具有此特征。

　　常规溶血实验采用的供试品为医药用材料的浸提
液，主要考虑化学影响，而本研究探讨物理影响。首先

选择粒径较大的微球，探讨微球浓度的影响，避免小粒

径带来的纳米效应，进而在临界溶血浓度范围内，选择

相同浓度、不同粒径的小粒径微球，探讨微球粒径的影

响。发现ＰＰＬＡ纳米微球在１．５～２．０ｍｇ／ｍＬ时出现
一定的溶血现象，同时没有发现凝血现象，显示了

ＰＰＬＡ微球良好的血液相容性，为其作为注射剂型提
供了依据。

　　研究发现，除了ＰＰＬＡ纳米微球的浓度外，微球的
粒径对溶血率也有显著影响，随着粒径的增大，溶血率

下降。Ｍａｈｅｒ等［１７－１８］研究发现，表面活性剂对细胞的

胞溶作用有两种过程：增溶和渗透，一般情况下认为，

在高于表面活性剂的临界胶束浓度下，对细胞胞溶的

机制主要是增溶作用，表面活性剂通过形成混合胶束，

最终引起全部或部分细胞膜脂质体和蛋白的溶解。

ＰＰＬＡ是一种具有表面活性的两亲性聚合物，其微球
溶液中 ＰＰＬＡ的浓度大于它的临界胶束值；微球与红
细胞的接触中，相同的微球浓度下，粒径越小则比表面

积越大，与红细胞的接触面积也越大，致使对细胞的增

溶概率增大，其溶血率也会更大。由于本研究仅就

ＰＰＬＡ纳米微球进行探讨，所得结果是否适用于其他
生物材料的纳米微球还有待进一步的证实。但是，本

研究结果提示，在纳米微球的溶血及其他性能评价时，

除了考虑浓度以外，还需要考虑粒径的影响。

　　综上所述，本实验通过制备不同浓度、不同粒径的
ＰＰＬＡ自组装纳米微球测量其溶血性能，证实了其浓
度、粒径对溶血性能存在明显影响。然而如何运用

ＰＰＬＡ自组装纳米微球作为抗骨肿瘤药物载体应用于
临床还有待进一步探究。
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合并脑干钙化Ｆａｈｒ病一家系报告
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［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１３０１３１．１７０５．００３．

ｈｔｍｌ（２０１３０１３１）

　　Ｆａｈｒ病又称特发性基底节钙化（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｂａｓａｌｇａｎｇｌｉａ
ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＩＢＧＣ），是神经系统退行性疾病的一种。本病多呈
家族性聚集发病，散发少见，以脑组织，特别是基底节及齿状核

对称性钙盐沉积为特征。其钙化分布广泛，好发部位依次为苍

白球、尾状核、壳核、丘脑、额顶叶脑回，钙化也偶见于小脑齿状

核及小脑皮质［１］，合并脑干钙化者在以往病例报告中罕见。现

报告Ｆａｈｒ病一家系如下。

１　临床资料

　　如图１所示，先证者Ⅱ４：男性，５５岁，４年前无明显诱因出
现声音嘶哑，后症状逐渐加重，出现吐词不清，饮水呛咳，吞咽困

难，走路不稳，运动迟缓，不能完成精细活动等。小便有时失禁，

大便便秘。神经系统检查：蹒跚步态，双眼睑下垂伴眼球垂直运

动受限，咽反射存在。四肢肌肉无萎缩，肌张力增高，双上肢肌

力Ⅴ级，双下肢肌力Ⅳ级，左侧Ｈｏｆｆｍａｎ征（＋），左侧掌颌反射

（＋），膝反射及跟腱反射亢进，右侧下肢痛觉、关节位置觉及振
动觉减退。双侧指鼻不准，快速轮替动作笨拙，闭目站立时左右

摇摆。实验室检查均未发现异常：两次血钙２．２６、２４３ｍｍｏｌ／Ｌ，
两次甲状旁腺激素１２．０、３８．７ｐｇ／ｍＬ，降钙素３．７ｐｇ／ｍＬ，血清
磷、铜、铜蓝蛋白均在正常范围内，未发现寄生虫感染及肿瘤发

生。事件诱发电位Ｐ３００：绝对潜伏期平均为３５５ｍｓ，视觉诱发
电位（ＶＥＰ）：（－）。头颅ＣＴ提示：双侧半卵圆中心、侧脑室周
围、额叶、基底节区、枕叶、丘脑、中脑、小脑、延髓多发对称性钙

化（图２）。
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图１　本例Ｆａｈｒ病患者家系图
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