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炎症微环境响应性仿高密度脂蛋白纳米药物的构建及其体外抗动脉粥样硬化作用评价
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　　［摘要］　目的　基于活性响应性材料，采用仿生策略构建具有炎症响应性功能、抗动脉粥样硬化
作用的仿高密度脂蛋白（ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）纳米药物。方法　 通过化学键合的方式将对羟
甲基苯硼酸频那醇酯（ｐｈｅｎｙｌｂｏｒｏｎｉｃａｃｉｄｐｉｎａｃｏｌｅｓｔｅｒ，ＰＢＡＰ）与β环糊精（βｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ，βＣＤ）反应，
合成具有氧化敏感性的材料 ＯＸｂＣＤ。采用自组装纳米沉淀法和共挤出法制备仿 ＨＤＬ纳米粒（ＨＤＬ
ｍｉｍｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ｍＨＤＬＮＰ）并通过红外光谱、核磁、电镜等方法对材料及纳米粒进行表征。选用
ＲＡＷ２６４．７细胞系进行细胞实验，利用流式细胞仪和激光共聚焦考察细胞对纳米粒吞噬作用，并通过
ＥＬＩＳＡ测定细胞培养上清炎症因子 ＴＮＦα和 ＭＣＰ１，评价纳米粒对细胞产生炎症因子的影响；选用
ＤＣＦＨＤＡ活性氧探针检测纳米粒对细胞活性氧产生水平的改变；并通过多种方法评价纳米粒对细胞胆
固醇外排和泡沫细胞形成的影响。结果　光谱学分析表明约５个 ＰＢＡＰ键合于每个 βＣＤ分子；电镜
和粒径分布结果表明所制备的纳米粒为规则类球形，粒径分布均匀，平均粒径约２００ｎｍ。细胞实验证
明ＲＡＷ２６４．７细胞对纳米粒的吞噬具有时间和剂量依赖性，且能显著抑制炎症因素刺激下细胞炎症因
子的分泌和活性氧的产生（Ｐ＜０．０５），具有明显的抗炎和抗氧化作用；ｍＨＤＬＮＰ能明显促进细胞胆固醇
外排（Ｐ＜０．０５），且细胞外排率与细胞和 ｍＨＤＬＮＰ孵育的时间以及 ｍＨＤＬＮＰ的浓度具有相关性；
ｍＨＤＬＮＰ亦能显著抑制巨噬细胞泡沫化的进程。结论　基于活性氧响应性材料 ＯＸｂＣＤ成功合成
ｍＨＤＬＮＰ，该ＮＰ同时具有抗氧化和胆固醇逆转运的作用，并在细胞水平证明该纳米粒具有抗动脉粥样
硬化的能力。
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　　心血管疾病已经超越肿瘤成为人类健康的第一杀
手［１］。作为心肌梗死、脑卒中等多种疾病共同的病理

基础，动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）成为人类急
需攻克的医学难题。目前以他汀类为代表的降脂药广

泛应用于ＡＳ的防治［２］，但是并未能有效抑制其致死

率和致残率，给人类生活带来了巨大的经济负担。研

究表明，炎症参与 ＡＳ发生、发展的全过程，如内皮功
能的紊乱、泡沫细胞的形成、平滑肌细胞的增殖、易损

斑块的形成等［２－４］，使得抗炎治疗成为最具前景的治

疗方式。大量的抗炎药物被应用于抗 ＡＳ研究，尽管
取得了一定的疗效，但是由于传统的药物递送方式效

率低，无靶向特点，长期使用抗炎药物带来了很多不必

要的副作用，从而影响其进一步的临床应用。近年来，

纳米技术的出现为药物递送提供了更好的选择。如基

于炎症局部的病理特征构建的微环境响应性纳米粒，

能够实现药物的靶向响应性释放［５－８］，相较于传统制

剂具有更好的药代动力学参数和组织特异性，同时对

于疏水性药物递送具有更高的载药量和包封率［９］。

此外，随着仿生策略的兴起，基于响应性材料构建的仿

生纳米粒具有更为显著的体内生物相容性和躲避网状

内皮系统吞噬的能力，能够进一步增强递送效率，提高

治疗效果［１０－１２］。高密度脂蛋白（ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＨＤＬ）具有天然的抗 ＡＳ作用［１３］，其保护作用主

要体现在介导细胞内胆固醇逆转运至肝脏代谢的能

力，从而降低胞内过多的脂质滞留聚集［１４－１６］。因此，

本研究旨在利用具有炎症局部活性氧响应性的材料，

采用仿生策略构建仿ＨＤＬ纳米粒（ＨＤＬｍｉｍｅｔｉｃｎａｎｏ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ｍＨＤＬＮＰ），以期获得一种既能够实现局部
活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）响应性清除，又
能够介导胆固醇逆转运的多功能纳米系统，为 ＡＳ的
防治提供新的选择。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　β环糊精（βＣＤ）、大豆卵磷脂均购自日本 Ｔｏｋｙｏ
ＣｈｅｍｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｙ公司；对羟甲基苯硼频那醇酯
（ＰＢＡＰ）、Ｎ，Ｎ′羰基二咪唑（ＣＤＩ）、４二甲氨基吡啶
（ＤＭＡＰ）、脂多糖（ＬＰＳ）、油红 Ｏ均购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
公司；二硬脂酰磷脂酰乙酰胺甲氧基聚乙二醇 ２０００
（ＤＳＰＥＰＥＧ２０００）购自瑞士 ＣｏｒｄｅｎＰｈａｒｍａ公司；
ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、青霉素链霉素双抗、胰酶均
购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；干扰素 γ（ＩＦＮγ）购自 Ｓｉｇｍｉａ公
司；肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）、单核细胞趋化蛋白１
（ＭＣＰ１）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自博士德生物公司；活性氧
探针ＤＣＦＨＤＡ购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司；氧化低密度脂蛋
白（ＯＸＬＤＬ）购自广州奕元生物技术有限公司；ＮＢＤ
胆固醇购自美国ＡｖａｎｔｉＰｏｌａｒＬｉｐｉｄ公司。
１．２　方法
１．２．１　氧化敏感性材料的合成与表征　　将 ＰＢＡＰ
溶于适量二氯甲烷（ＤＣＭ），经 ＣＤＩ活化后与 βＣＤ反
应，乙醚沉淀，离心得到目标产物（ＯＸｂＣＤ）。称取适
量产物分别进行核磁和红外光谱检测。

１．２．２　不同纳米粒的制备与表征　　取４ｍｇ卵磷脂
和６ｍｇＤＳＰＥＰＥＧ２０００于９．６ｍＬ双蒸水中，６５℃下
搅拌３０ｍｉｎ，作为水相；室温条件下将 ５０ｍｇＯＸｂＣＤ
的甲醇溶液缓慢滴加在水相中，室温搅拌反应２ｈ，得
到氧化响应性纳米粒（ＯＸｂＣＤＮＰ）。将 １ｍｇＣｙ５荧
光染料溶解在 ＯＸｂＣＤ甲醇溶液中，与上述相同处理
可得到Ｃｙ５荧光纳米粒（Ｃｙ５ＯＸｂＣＤＮＰ）。取定量卵
磷脂、ＤＳＰＥＰＥＧ２０００的乙醇溶液于茄形瓶中，４５℃
旋蒸成干膜，含有定量载脂蛋白（ＡｐｏＡ１）的 ＰＢＳ水
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化，得到磷脂混悬液。将磷脂混悬液挤压过不同孔径

的聚碳脂膜（Ｗｈａｔｍａｎ），再将该悬液与 ＯＸｂＣＤＮＰ均
匀混合，挤压过４００ｎｍ聚碳脂膜，得到仿高密度脂蛋
白纳米粒（ｍＨＤＬＮＰ）；若混悬液与Ｃｙ５ＯＸｂＣＤＮＰ混
合挤压过膜，得到仿高密度脂蛋白荧光纳米粒（Ｃｙ５
ｍＨＤＬＮＰ）。通过激光粒度仪（ＤＬＳ）测定纳米粒粒径
大小、分布、表面电位。采用透射电子显微镜（ＴＥＭ）、场
发射扫描电子显微镜（ＦＥＳＥＭ）观察纳米粒子形貌。
１．２．３　纳米粒体外水解研究　　配置系列 Ｈ２Ｏ２浓
度的ＰＢＳ溶液，取０．４ｍＬ现制备 ＯＸｂＣＤＮＰ溶液于
１．６ｍＬ对应的介质中，利用紫外分光光度计测对应点
透光率；并选定１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２浓度的 ＰＢＳ溶液为水
解介质，分别在设定时间点拍照，定性观察纳米粒对双

氧水的响应性。

１．２．４　纳米粒体外生物学评价
１．２．４．１　纳米粒细胞吞噬行为研究　　流式细胞术
检测ＲＡＷ２６４．７细胞（中国科学院细胞库）对 ＯＸｂＣＤ
ＮＰ的吞噬：１ｍＬ（２×１０５个／ｍＬ）ＲＡＷ２６４．７细胞悬液
接种在１２孔板中，孵育过夜；弃去培养基，加入含有不
同浓度Ｃｙ５ＯＸｂＣＤＮＰ的ＤＭＥＭ培养基，孵育２ｈ，考
察细胞对纳米粒吞噬的浓度依赖性；或另加入含有

５０μｇ／ｍＬＣｙ５ＯＸｂＣＤＮＰ的培养基，分别孵育不同时
间考察细胞对纳米粒吞噬的时间依赖性；胰酶消化细

胞收集细胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清，重
悬细胞，使其浓度为（１～５）×１０６个／ｍＬ，取１００μＬ细
胞悬液上机检测。激光共聚焦观察 ＲＡＷ２６４．７细胞
对ＯＸｂＣＤＮＰ的吞噬：１ｍＬ（２×１０５个／ｍＬ）细胞悬液
接种在２０ｍｍ细胞爬片上，孵育过夜；分别加入含不
同浓度Ｃｙ５ＯＸｂＣＤＮＰ的ＤＭＥＭ培养基，孵育２ｈ，观
察细胞对纳米粒吞噬的浓度依赖性；或另加入含有

５０μｇ／ｍＬＣｙ５ＯＸｂＣＤＮＰ的培养基，分别孵育不同时
间观察细胞对纳米粒吞噬的时间依赖性；培养基洗涤，

多聚甲醛固定，用７５ｎｍｏｌ／ＬＬｙｓｏｔｒａｃｋｅｒｇｒｅｅｎＤＮＤ２６
对溶酶体染色 １ｈ，ＤＡＰＩ复染，封片后激光共聚焦观
察拍照，Ｚｅｎ软件处理图像。
　　流式细胞术考察细胞对不同纳米粒的吞噬：１ｍＬ
（２×１０５个／ｍＬ）细胞悬液接种在 １２孔板中，孵育过
夜；分别加入含有等量 Ｃｙ５ＯＸｂＣＤＮＰ和 Ｃｙ５ｍＨＤＬ
ＮＰ的ＤＭＥＭ培养基，孵育２ｈ，收集细胞上机检测。
１．２．４．２　细胞外炎症因子水平测定　　在２４孔板中
加入０．５ｍＬＲＡＷ２６４．７细胞（２×１０５个／ｍＬ）接种，
ＤＭＥＭ培养基过夜，弃去培养基，加入 ０．５ｍＬ含有
５０μｇ／ｍＬＯＸｂＣＤＮＰ或ｍＨＤＬＮＰ的ＤＭＥＭ培养基，
孵育２ｈ，弃去培养基并加入０．５ｍＬ１００ｎｇ／ｍＬ脂多
糖（ＬＰＳ）和１００ＩＵ干扰素 γ（ＩＦＮγ）培养基孵育细胞

２４ｈ；收集上清液，用ＥＬＩＳＡ方法检测上清液中ＴＮＦα、
ＭＣＰ１的含量。
１．２．４．３　细胞内活性氧水平测定　　１ｍＬ（２×１０５

个／ｍＬ）ＲＡＷ２６４．７细胞悬液接种在 １２孔板中，培养
过夜；加入含有５０μｇ／ｍＬＯＸｂＣＤＮＰ或ｍＨＤＬＮＰ或
空白（Ｍｏｄｅｌ）的 ＤＭＥＭ培养基，共孵育２ｈ；再加入含
有１００ｎｇ／ｍＬＰＭＡ的培养基共孵育４ｈ；接着加入含
有１０μｍｏｌ／ＬＤＣＦＨＤＡ活性氧探针的空白培养基，
３７℃ 孵育２０ｍｉｎ，收集细胞，流式细胞仪检测（ＥＸ／
ＥＭ：４８８ｎｍ／５２５ｎｍ）。
１．２．４．４　胆固醇外排水平测定　　酶标仪考察纳米
粒对细胞胆固醇外排的影响：１ｍＬ（２×１０５个／ｍＬ）
ＲＡＷ２６４．７细胞悬液接种在１２孔板中，饥饿细胞２ｈ，
与含有１μｇ／ｍＬＮＢＤ胆固醇的无血清培养基共孵育
４ｈ；吸弃上清，加入含有 ８０μｇ／ｍＬＯＸｂＣＤＮＰ或
ｍＨＤＬＮＰ的培养基共孵育不同时间考察纳米粒对细
胞胆固醇外排的时间依赖性，或加入含有不同浓度

ＯＸｂＣＤＮＰ或ｍＨＤＬＮＰ的培养基，共孵育４ｈ，考察纳
米粒对细胞胆固醇外排的剂量依赖性；在设计时间点

收集细胞培养上清和细胞，并加入 ０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００
裂解细胞，１４０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，取上清；酶标仪检测
细胞培养上清和细胞裂解液中的荧光强度（ＥＸ／ＥＭ：
４６５ｎｍ／５３５ｎｍ）。胆固醇外排率＝Ｆｍ×１００％／（Ｆｍ＋
Ｆｃ），其中 Ｆｍ指培养基中的荧光值，Ｆｃ指细胞裂解液
中的荧光值。

　　激光共聚焦观察纳米粒对细胞胆固醇外排的影
响：１×１０５个／ｍＬ细胞接种在１５ｍｍ细胞爬片上，孵育
过夜使细胞贴壁饥饿细胞２ｈ，与含有１μｇ／ｍＬＮＢＤ
胆固醇的无血清培养基共孵育４ｈ；吸弃上清，加入含
有８０μｇ／ｍＬＯＸｂＣＤＮＰ或 ｍＨＤＬＮＰ的培养基共孵
育４ｈ；多聚甲醇固定细胞１５ｍｉｎ，ＤＡＰＩ染液复染细胞
核，封片后激光共聚焦观察，Ｚｅｎ软件处理图片。
１．２．４．５　纳米粒对泡沫细胞形成的影响　　１ｍＬ
（１×１０５个／ｍＬ）ＲＡＷ２６４．７细胞悬液接种在１２孔板中，
与含有１００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ和１００ＩＵＩＦＮγ的培养基孵育
细胞２４ｈ，后加入含有５０μｇ／ｍＬＯＸｂＣＤＮＰ或 ｍＨＤＬ
ＮＰ培养基，孵育２ｈ；再与含有５０μｇ／ｍＬＯＸＬＤＬ的培
养基共孵育３６ｈ，油红工作液染色，光镜拍照。
１．２．４．６　纳米粒体外安全性评价　　细胞毒性检测：
细胞按１×１０４个／ｍＬ接种在９６孔板，培养过夜；加入
不同浓度ＯＸｂＣＤＮＰ的培养基，孵育１２ｈ或２４ｈ，在
设计时间点加入ＣＣＫ８溶液，继续培养２ｈ，在４５０ｎｍ
处测光密度值［Ｄ（４５０）］。
　　体外溶血实验检测：雄性ＳＤ大鼠麻醉取血于ＥＤＴＡ
抗凝管中，经处理得到红细胞悬液；取一定体积的红细

５６０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１１）



胞悬液、生理盐水、不同浓度的纳米粒混合，考察纳米

粒体外溶血情况；接着 ３７℃孵育 ２ｈ，３００×ｇ离心
５ｍｉｎ，于酶标仪５７０ｎｍ处测定光密度值［Ｄ（５７０）］，
溶血分数＝［Ｄ（５７０）实验组－Ｄ（５７０）阴性组］／［Ｄ（５７０）阳性组－
Ｄ（５７０）阴性组］×１００％。
１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，运用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件，各组
数据近似正态分布（正态检验），对于多组间差异比较

采用单因素方差分析，两组间比较采用非配对ｔ检验。
检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　氧化敏感性材料的红外和核磁表征
　　核磁图谱（图１Ａ）表明ＰＢＡＰ成功键合在βＣＤ上，
１个 βＣＤ分子约键合 ５个 ＰＢＡＰ分子。红外图谱
（图１Ｂ）中ＯＸｂＣＤ在３３００ｃｍ－１信号减弱，在１７４５ｃｍ－１

和１５００ｃｍ－１分别出现羰基信号、苯环信号，同样证明
ＰＢＡＰ成功连接在 βＣＤ上，活性氧响应性材料成功
合成。

２．２　仿高密度脂蛋白纳米粒的表征和对体外水解行
为研究

　　如图２Ａ～Ｆ所示，ＯＸｂＣＤＮＰ与ｍＨＤＬＮＰ分布均
匀，形态为规则类球形。ＯＸｂＣＤＮＰ粒径为（１９０±２）ｎｍ，
ＰＤＩ为０．１８３；ｍＨＤＬＮＰ粒径为（２１０±１０）ｎｍ，ＰＤＩ为
０．１４３。ＴＥＭ结果可以看出 ｍＨＤＬＮＰ为明显的核壳
结构，其内核为类球形的实心结构，外层包裹着一层脂

质膜。ＯＸｂＣＤＮＰ具有 Ｈ２Ｏ２响应性水解性能，当
Ｈ２Ｏ２浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ时，在１０ｍｉｎ左右就能看到明
显的水解，３０ｍｉｎ时几乎完全水解（图 ２Ｇ）；ＯＸｂＣＤ
ＮＰ与系列浓度梯度双氧水中共孵育时，ＯＸｂＣＤＮＰ的
水解速度与双氧水的浓度呈正相关性（４０ｍｉｎ时皮尔森
相关系数为０．８６），在高浓度双氧水的水解速度显著
大于低浓度的双氧水，４０ｍｉｎ时，ＯＸｂＣＤＮＰ在
１ｍｍｏｌ／Ｌ和０．２５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２的水解百分数为７９．７％

和２３．７％（图２Ｈ），直接证明所制备纳米粒具有活性氧
响应性水解的能力。

２．３　ＲＡＷ２６４．７细胞对纳米粒的吞噬作用
　　运用流式细胞术考察 ＲＡＷ２６４．７细胞对 ＯＸｂＣＤ
ＮＰ的吞噬能力，如图３Ａ、Ｂ所示，随着 ＯＸｂＣＤＮＰ与
细胞共孵育时间的延长，纳米粒在细胞内的聚集增多，

呈正相关性（皮尔森相关系数为０．９８），但５ｈ后细胞
吞噬会逐渐达到饱和，与０ｈ组比较，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）；而高浓度纳米粒与细胞共孵育会增加细
胞对纳米粒的吞噬，与 ０μｇ／ｍＬ组比较，２０、５０、
１００μｇ／ｍＬ组平均荧光强度显著增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１，图３Ｃ、Ｄ）；表明细胞对纳米粒的吞噬具有时间
和浓度依赖性。共聚焦结果显示，随着浓度或者时间

的增加，Ｃｙ５（红色）在胞内聚集增加，且与溶酶体（绿
色）有很好的共定位（图４、５），表明细胞吞噬纳米粒是
通过溶酶体途径。通过比较细胞对 ＯＸｂＣＤＮＰ和
ｍＨＤＬＮＰ吞噬能力的不同，发现细胞对 ｍＨＤＬＮＰ的
吞噬能力显著下降（Ｐ＝０．０１，图 ３Ｅ、Ｆ），表明从细胞
水平验证ｍＨＤＬＮＰ的成功构建。
２．４　纳米粒体外抗ＡＳ作用评价
　　结果（图６Ａ、Ｂ）显示，与 Ｍｏｄｅｌ组比较，两种纳米
粒都能显著降低细胞炎症因子 ＴＮＦα（ＯＸｂＣＤＮＰ：
Ｐ＝０．００８；ｍＨＤＬＮＰ：Ｐ＜０．００１）和 ＭＣＰ１（ＯＸｂＣＤ
ＮＰ：Ｐ＝０．０２５；ｍＨＤＬＮＰ：Ｐ＜０．００１）的表达，且 ｍＨＤＬ
ＮＰ降低效果比 ＯＸｂＣＤＮＰ更为显著（Ｐ＜０．０５），比
ＯＸｂＣＤＮＰ组降低１５．６％，推测纳米粒具有抑制巨噬
细胞炎症因子分泌的作用。而天然的高密度脂蛋白具

有抗炎的效果，进一步在细胞水平证明 ｍＨＤＬＮＰ的
成功构建。

　　运用活性氧探针检测细胞内ＲＯＳ水平（图６Ｃ、Ｄ），
纳米粒能明显降低细胞 ＲＯＳ的产生量，与 Ｍｏｄｅｌ组比
较，ｍＨＤＬＮＰ组 ＲＯＳ产生相对量降低 １５．６％（Ｐ＝
０．０２７），具有抗氧化的能力；证明表面修饰的仿 ＨＤＬ
磷脂膜不会影响材料对氧化应激的响应性。
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图２　纳米粒的表征和水解行为研究（ｎ＝３）
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图３　流式细胞术检测ＲＡＷ２６４．７细胞对ＯＸｂＣＤＮＰ的吞噬作用（ｎ＝３）
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图６　纳米粒抑制细胞炎症和氧化应激水平（ｎ＝３）

　　相对于Ｍｏｄｅｌ组细胞内大量脂滴滞留，ＯＸｂＣＤＮＰ
组和ｍＨＤＬＮＰ组细胞内脂滴聚集明显减少，说明两
种纳米粒都具有抑制细胞泡沫化的作用，且ｍＨＤＬＮＰ
的效果更为明显（图６Ｅ）。
２．５　ｍＨＤＬＮＰ促进细胞胆固醇外排
　　细胞实验发现（图７Ａ、Ｂ）ｍＨＤＬＮＰ具有能够促进
细胞胆固醇外排的能力，而且具有浓度［与２０μｇ／ｍＬ
组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）］和时间［与０ｈ
组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）］依赖性，但是随
着孵育时间的延长，细胞外排胆固醇速率降低，细胞内

外胆固醇含量趋于平衡；接着也运用激光共聚焦方法

进一步证明，发现 ＯＸｂＣＤＮＰ处理的细胞胞内有大量
的胆固醇（绿色）滞留，而 ｍＨＤＬＮＰ处理的细胞胞内
胆固醇聚集较少（图７Ｃ）。选定纳米粒浓度和孵育时
间进一步证明ｍＨＤＬＮＰ具有促进细胞胆固醇外排的

作用，且比ＯＸｂＣＤＮＰ外排率增加１５％左右（Ｐ＜０．０１，
图７Ｄ）。证明ｍＨＤＬＮＰ具有天然ＨＤＬ逆转胆固醇相
似的作用。

２．６　纳米粒的体外安全性评价
　　运用ＣＣＫ８评价了纳米粒对细胞的毒性，发现纳
米粒与细胞共孵育１２ｈ，浓度达到５１２μｇ／ｍＬ时细胞
活力大于８０％，当浓度扩大到１０２４μｇ／ｍＬ时产生细
胞毒性（Ｐ＝０．００３），此条件下纳米粒浓度应不高于
１０２４μｇ／ｍＬ；将孵育时间延长至２４ｈ，浓度为２５６μｇ／ｍＬ
时细胞活力大于９０％，浓度扩大到５１２μｇ／ｍＬ时产生
明显的细胞毒性（Ｐ＜０．０１，图８），此条件下纳米粒浓
度应不高于５１２μｇ／ｍＬ。体外溶血实验证明当纳米粒
浓度到达１ｍｇ／ｍＬ时，均未观察到溶血现象。初步证
明通过该方法所制备的纳米粒在安全剂量范围内具有

良好的生物安全性，可用于后续体内实验研究。
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图７　 ｍＨＤＬＮＰ促进细胞胆固醇外排（ｎ＝３）
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图８　 纳米粒体外安全性评价
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３　讨论

　　炎症局部特征微环境是构建炎症响应性纳米探针
和纳米药物的依据。本研究中，基于ＲＯＳ响应性材料
ＯＸｂＣＤ，我们通过自组装纳米沉淀法制备了ＲＯＳ响应
性纳米粒ＯＸｂＣＤＮＰ，并在体外水解研究中证实其具
有较好的 ＲＯＳ响应性水解性能。通过仿生策略在
ＯＸｂＣＤＮＰ表面修饰了仿ＨＤＬ结构，不仅能够增强其
体内生物相容性，而且能够赋予纳米粒胆固醇逆转运

作用，使得构建的纳米粒 ｍＨＤＬＮＰ兼具抗炎、降脂的
作用；同时可以作为响应性纳米递送系统实现抗炎药

物的靶向释放。这些结果都充分显示了仿 ＨＤＬ纳米
粒在抗动脉粥样硬化中的作用优势，为后续在体内治

疗动脉粥样硬化提供了良好的实验基础。

　　此外，我们还可以通过表面修饰的方式引入更多
的其他不同靶向分子的方式，实现 ＡＳ的多重靶向治
疗。另一方面，除了 ＲＯＳ响应性材料外，其他类型的
炎症响应性材料，如ｐＨ响应性材料、酶响应性材料以
及多重响应性材料也越来越多地被用于炎症相关疾病

的治疗之中［１７－１８］。同时，内源性细胞，如白细胞、血小

板等在炎症中的特殊作用也指引研究者构建了众多的

仿生粒子，实现了更为高效的递送。我们有理由相信，

随着纳米医学的飞速发展和对炎性疾病发病机制的研

究，更为智能的纳米递送系统和纳米药物将会被应用

于动脉粥样硬化的治疗中。
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