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自组装新型纳米药物的构建及其靶向治疗子痫前期的作用评价

张思祺，李　科，贾小燕，张瀚文，成　娟　　４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院产科

　　［摘要］　目的　构建具有体内降压效果和胎盘靶向性的纳米药物，探讨其在胎盘的靶向效果和体
内外治疗子痫前期（ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ，ＰＥ）的作用。方法　应用载体材料聚乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）和
降压药物硝苯地平（ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ），通过自组装纳米沉淀法制备纳米药物（ＰＮＮＰ），利用化学键合的方式
将胎盘靶向肽ｐｌＣＳＡＢＰ连接到ＰＮＮＰ表面形成靶向纳米药物（ｐｌＰＮＮＰ）。对纳米药物的物理、化学
性质进行表征，选用人绒毛膜滋养层细胞系ＨＴＲ８进行细胞实验，采用激光共聚焦和流式细胞仪考察滋
养层细胞吞噬纳米药物的功能以及纳米药物抗凋亡、抗氧化应激效果。通过大鼠子宫缺血灌注动物模

型（ｒｅｄｕｃｅｄｕｔｅｒｉｎｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＲＵＰＰ）探讨纳米药物的胎盘靶向性及其在子痫前期大鼠模型中的
治疗效果，评价纳米药物对胎鼠发育的影响。结果　粒径分布和电镜检测结果显示：ＰＮＮＰ和ｐｌＰＮＮＰ
粒径分布狭窄，粒径分别为（１６０．９±５．３）ｎｍ和（１６３．５±３．４）ｎｍ，表面电荷分别为（－４５．５±２．６）ｍＶ和
（－４８．３±４．５）ｍＶ，纳米药物为球形且分布均匀。体外细胞实验结果证明ＨＴＲ８细胞对纳米药物的吞噬
具有时间和浓度依赖性，且纳米药物能显著抑制 Ｈ２Ｏ２刺激下的细胞凋亡和氧化应激水平（Ｐ＜０．０５），
并且ｐｌＰＮＮＰ较ＰＮＮＰ具有更好的效果。体内动物实验结果显示：与硝苯地平相比，ＰＮＮＰ和 ｐｌＰＮ
ＮＰ能显著降低子痫前期大鼠模型的血压、蛋白尿、子宫动脉阻力指数及炎症因子（ＩＬ６、ＴＮＦα）的表达
（Ｐ＜０．０５），增加其抗氧化应激相关蛋白（ＵＣＰ１、Ｎｒｆ２）的表达（Ｐ＜０．０５）。纳米药物可改善母鼠肾脏和
胎盘血流，增加胎鼠和胎盘质量，以逆转胎鼠发育障碍。与ＰＮＮＰ比较，ｐｌＰＮＮＰ在体内降低血压、蛋
白尿、血流阻力、炎症因子、氧化应激水平，改善血流，增加胎鼠和胎盘质量的效果更显著（Ｐ＜０．０５）。
结论　使用自组装纳米沉淀法成功合成纳米降压药物（ＰＮＮＰ）和具有胎盘靶向性的纳米降压药物
（ｐｌＰＮＮＰ），在细胞水平和动物模型中证明ＰＮＮＰ和ｐｌＰＮＮＰ具有治疗子痫前期的效果。
　　［关键词］　纳米药物；胎盘靶向性；子痫前期；硝苯地平
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　　子痫前期（ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ，ＰＥ）是指妊娠２０周以后
出现的以高血压、蛋白尿和水肿为特征的妊娠期常见

疾病［１］。全球子痫前期的发病率为 ３％～８％［２］，近
１８％的孕产妇死亡由子痫前期导致。临床上常用阿司
匹林、低分子肝素以及钙通道阻滞剂来预防和治疗子

痫前期，但这些药物普遍存在药物半衰期短、潜在出血

风险、血小板减少等副作用，手术终止妊娠被认为是子

痫前期唯一认可的治疗方法［３－４］。尽管对于子痫前期

的机制研究已经取得进展，但子痫前期的预防和治疗

仍然存在巨大的挑战。

　　近年来，随着纳米技术的发展，有部分利用纳米颗
粒诊断和治疗子痫前期的研究陆续报道［５－６］。例如利

用脂质体、外泌体结合 ＲＮＡ体内干预治疗子痫前期，
相较于传统制剂具有提高生物利用度、治疗效果的功

能。此外，有研究表明硫酸软骨素（ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅａ，
ＣＳＡ）是一种存在于胎盘滋养层细胞表面的蛋白质，合
成多肽ｐｌＣＳＡＢＰ可有效靶向胎盘［７－８］。因此，本研究

旨在利用材料 ＰＬＧＡ、钙通道阻滞剂硝苯地平［９－１１］和

胎盘靶向肽ｐｌＣＳＡＢＰ，通过自组装纳米沉淀法形成具
有胎盘靶向功能和抗子痫前期的纳米药物（ＰＮＮＰ，
ｐｌＰＮＮＰ），提高其药物生物利用度，将药物选择性地
递送至胎盘部位，改善胎盘血供，减轻其炎症和氧化应

激水平，降低药物副作用，从而达到最佳的治疗效果，

为子痫前期的防治研究提供更多选择。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　大豆卵磷脂（Ｌｅｃｉｔｈｉｎ）购自日本 ＴｏｋｙｏＣｈｅｍｉｃａｌ
Ｉｎｄｕｓｔｒｙ公司；二硬脂酰磷脂酰乙酰胺甲氧基乙二醇
羧基（ＤＳＰＥＰＥＧＣＯＯＨ）购自瑞士 ＣｏｒｄｅｎＰｈａｒｍａ公
司；聚乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）、１乙基（３二甲
基氨基丙基）碳酰二亚胺（ＥＤＣ）、Ｎ羟基丁二酰亚胺
（ＮＨＳ）、４，６二脒基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）均购自Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司；硝苯地平（ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ）原料药购自索莱宝
生物科技有限公司；Ｃｙ３ＮＨＳ活化酯购自西安瑞禧生
物科技有限公司；胎盘ＣＳＡ结合肽（ｐｌＣＳＡＢＰ，ＥＤＶＫ
ＤＩＮＦＤＴＫＥＫＦＬＡＧＣＬＩＶＳＦＨＥＧＫＣ）购自上海强耀生物
科技有限公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清、青霉素
链霉素双抗、胰酶均购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购
自Ｂｉｍａｋｅ公司；逆转录试剂盒购自 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ
（ＭＣＥ）公司；ＤＨＥ、ＣＣＫ８检测试剂盒购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ；
ＬｙｓｏｔｒａｃｋｅｒｇｒｅｅｎＤＮＤ２６购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＴＮＦα、
ＩＬ６、ＵＣＰ１、Ｎｒｆ２购自美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。
１．２　方法
１．２．１　自组装纳米药物的合成与表征　　取４ｍｇ卵
磷脂和６ｍｇＤＳＰＥＰＥＧＣＯＯＨ溶于０．４ｍＬ乙醇中，
加去离子水至１０ｍＬ，６５℃下磁力搅拌３０ｍｉｎ作为水
相；５０ｍｇＰＬＧＡ和１０ｍｇ硝苯地平原料药溶于 ２ｍＬ
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乙腈作为油相，缓慢滴加在水相中，室温搅拌２ｈ，得到
硝苯地平纳米药物（ＰＮＮＰ）。将１ｍｇＣｙ３荧光染料
溶液溶解在上述油相中，同样处理后可得到 Ｃｙ３荧光
纳米粒（Ｃｙ３ＰＮＮＰ）。取 １８ｍｇ上述纳米药物溶于
６ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ的ＭＥＳ缓冲液（ｐＨ＝５．５）中，同时加
入１５ｍｇ的ＥＤＣ和５ｍｇ的 ＮＨＳ来激活羧基，室温搅
拌 １５ｍｉｎ后加入含有 ３ｍｇｐｌＣＳＡＢＰ的去离子水
（５００μＬ），调整混合物 ｐＨ至 ７．０～８．０，室温搅拌过
夜。终产物１６０００ｒ／ｍｉｎ离心去除多余的杂质，最后
得到载有 ｐｌＣＳＡＢＰ的纳米药物（ｐｌＰＮＮＰ），同样的
方法加入 Ｃｙ３荧光材料得到 Ｃｙ３ｐｌＰＮＮＰ。通过激
光粒度仪（ＤＬＳ）测定纳米药物粒径大小、分布及表面
电位。采用透射电子显微镜（ＴＥＭ）、扫描电子显微镜
（ＳＥＭ）观察纳米药物形态。ＢＣＡ法测定 ｐｌＣＳＡＢＰ结
合效率。

１．２．２　纳米药物硝苯地平含量测定　　称取硝苯地
平２５ｍｇ，加入 １００ｍＬ无水乙醇，用吐温 ８０水溶液
（０．４％）稀释至５０μｇ／ｍＬ，配置不同浓度的硝苯地平
标准品（５、１０、１５、２０、３０、３５μｇ／ｍＬ）在３３３ｎｍ处测定
不同标准品光密度，计算其标准曲线。称取适量ＰＮＮＰ
和 ｐｌＰＮＮＰ，用ｐＨ＝６．８的磷酸盐缓冲稀释成适当的
浓度，测定光密度计算浓度（Ｃ），测定硝苯地平在纳米
药物中的含量及包封率。

１．２．３　纳米药物体外生物学评价
１．２．３．１　纳米药物细胞吞噬行为研究　　激光共聚
焦显微镜检测ＨＴＲ８细胞［１２－１４］对ＰＮＮＰ、ｐｌＰＮＮＰ的
吞噬：１ｍＬ（１×１０５／ｍＬ）细胞悬液接种在细胞爬片上，
孵育过夜，加入含有 ５０μｇ／ｍＬＣｙ３ＰＮＮＰ和 Ｃｙ３ｐｌ
ＰＮＮＰ的培养基，孵育不同时间后，用甲醛固定，
５０ｎｍｏｌ／Ｌ的溶酶体标记ＬｙｓｏｔｒａｃｋｅｒｇｒｅｅｎＤＮＤ２６活
细胞染色１ｈ，ＤＡＰＩ复染，封片后，采用激光共聚焦显
微镜观察细胞对纳米药物的时间依赖性，Ｚｅｎ软件处
理图像。采用流式细胞仪观察 ＨＴＲ８细胞对 ＰＮＮＰ、
ｐｌＰＮＮＰ的吞噬：２ｍＬ（２×１０５／ｍＬ）细胞悬液接种在
６孔板中，孵育过夜，加入含有不同浓度的 Ｃｙ３ＰＮＮＰ
或Ｃｙ３ｐｌＰＮＮＰ培养基，孵育 ２ｈ，胰酶消化后，收取
细胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ后重悬，取 ２００μＬ
细胞悬液上机检测细胞对纳米药物吞噬的浓度依赖性；

或加入含有５０μｇ／ｍＬＣｙ３ＰＮＮＰ和Ｃｙ３ｐｌＰＮＮＰ，孵
育不同时间，胰酶消化后，收集细胞悬液，采用流式细胞

仪检测细胞对纳米药物吞噬的时间依赖性。

１．２．３．２　纳米药物体外抑制细胞凋亡效果　　在
６孔板中加入２ｍＬＨＴＲ８细胞（２×１０５／ｍＬ），ＲＰＭＩ１６４０

培养基（含有 １０％胎牛血清）孵育过夜，去除培养基
后，加入２ｍＬ含有 １０μｇ／ｍＬ硝苯地平培养基、含有
１０μｇ／ｍＬ硝苯地平的 ＰＮＮＰ、ｐｌＰＮＮＰ培养基或空
白培养基（Ｍｏｄｅｌ组），孵育２４ｈ后，弃去培养基，加入
２ｍＬ含有１５０μｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２培养基孵育１２ｈ，以未用
Ｈ２Ｏ２培养基刺激的细胞作为阴性对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）。吸
去上清，胰酶（不含ＥＤＴＡ）消化，ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ和ＰＥ
ＰＩ双染后，流式细胞仪检测细胞凋亡。
１．２．３．３　细胞内活性氧水平测定　　１ｍＬ（２×１０５／ｍＬ）
ＨＴＲ８细胞接种在 １２孔板中，培养过夜；加入含有
１ｍＬ１０μｇ／ｍＬ硝苯地平培养基、含有１０μｇ／ｍＬ硝苯
地平的ＰＮＮＰ、ｐｌＰＮＮＰ的培养基或空白培养基（Ｍｏｄｅｌ
组），孵育２４ｈ，ＰＢＳ清洗后，加入１ｍＬ１５０μｍｏｌ／Ｌ的
Ｈ２Ｏ２培养基孵育１２ｈ，以未用Ｈ２Ｏ２培养基刺激的细胞
作为阴性对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）；ＰＢＳ清洗后，加入５μｍｏｌ／Ｌ
ＤＨＥ活性氧探针（碧云天）的培养基孵育３０ｍｉｎ，重悬
细胞，流式细胞仪检测（Ｅｘ／Ｅｍ：５３５ｎｍ／６１０ｎｍ）。
１ｍＬ（１×１０５／ｍＬ）ＨＴＲ８细胞接种在细胞爬片上，培养
过夜，上述试剂培养处理后，５μｍｏｌ／ＬＤＨＥ活性氧探
针染色，ＤＡＰＩ复染，甲醛固定封片后激光共聚焦显微
镜下观察。

１．２．３．４　体外纳米药物安全性评价　　ＣＣＫ８细胞
毒性检测：ＨＴＲ８细胞（１×１０４／ｍＬ）接种在９６孔板中，
孵育过夜，加入 ０、２、４、８、１６、３２、６４、１２８、２５６、５１２、
１０２４μｇ／ｍＬＰＮＮＰ或ｐｌＰＮＮＰ的培养基，孵育２４ｈ
后，加入 ＣＣＫ８溶液孵育１ｈ，在４５０ｎｍ处测定光密
度。体外溶血实验检测：雌性 ＳＤ大鼠麻醉后取血于
ＥＤＴＡ抗凝管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后得到红细
胞悬液，取２００μＬ的红细胞悬液、８００μＬ不同浓度的
纳米药物混合室温孵育２４ｈ后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
ＰＢＳ和双蒸水（ｗａｔｅｒ）与红细胞混合作为阴性和阳性对
照，吸取上清液测定其在５４１ｎｍ的光密度，并计算其溶
血分数＝［Ｄ（５４１）实验组－Ｄ（５４１）阴性组］／［Ｄ（５４１）阳性组－
Ｄ（５４１）阴性组］×１００％。
１．２．４　纳米药物体内疗效评价
１．２．４．１　实验动物　　５８只 ＩＶＣ级 ＳＤ雌鼠由重庆
医科大学动物实验中心提供［许可证号：ＳＣＸＫ（渝）
２０１８－０００３］，鼠龄 １２～１６周，体质量（２５０±２０）ｇ。每
晚将雌鼠与性成熟雄性大鼠按 ２∶１比例合笼，隔天取
雌鼠的阴道分泌物涂片后在显微镜下观察，见精子者

定为孕０ｄ（Ｅ０）。
１．２．４．２　实验动物模型建立　　国内外有较多妊娠
期高血压的动物模型研究［１５－１７］，其中传统的子宫缺血
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灌注模型（ｒｅｄｕｃｅｄｕｔｅｒｉｎｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＲＵＰＰ）［１８］

可以针对性地引发胎盘缺血缺氧，接近临床上常见的

子痫前期发病机制，并且使用手术方法替代药物干预、

基因缺陷等方法建模可以减少其他药物对于纳米药物

治疗的干扰。因此，本研究采用传统的 ＲＵＰＰ手术模
型法：孕１４大鼠（Ｅ１４）异氟烷麻醉后置于恒温手术
台，沿下腹正中线开腹，暴露腹主动脉下端、子宫以及

卵巢动脉，于腹主动脉下段近髂动脉分叉起始处放置

银夹１枚钳夹血管，左右两侧子宫动脉第一分叉前分
别置一枚银夹，研究表明该方法可使子宫血流灌注减

少到４０％［１９］，致使胎盘处于缺血缺氧状态，依次缝合
肌层和皮肤后常规消毒关腹。

１．２．４．３　实验动物分组　　大鼠按照随机数字表法
分成５组：假手术组（Ｓｈａｍ组，仅开腹后关腹，术后静
脉注射同等体积的 ＰＢＳ）、ＲＵＰＰ组（子痫前期大鼠模
型组，术后静脉注射同等体积的 ＰＢＳ），硝苯地平组
［ＲＵＰＰ造模后给予 ０．７５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）硝苯地平静脉
注射，１次／ｄ，共１周］、ＰＮＮＰ组［ＲＵＰＰ造模后给予
含０．７５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）硝苯地平的 ＰＮＮＰ静脉注射，
１次／ｄ，共 １周］、ｐｌＰＮＮＰ组［ＲＵＰＰ造模后给予含
０．７５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）硝苯地平的 ｐｌＰＮＮＰ静脉注射，
１次／ｄ，共１周］，每组６只。药物注射１周后，在妊娠
第２０天（Ｅ２０）行剖宫产用于后续实验。
１．２．４．４　免疫荧光染色　　母鼠 Ｅ１５（ＲＵＰＰ造模后
１ｄ）静脉注射Ｃｙ３ＰＮＮＰ和Ｃｙ３ｐｌＰＮＮＰ，相同剂量
ＰＢＳ静脉注射作为对照组，２４ｈ后取胎盘组织ＯＣＴ包
埋，切至８μｍ纵切面。切片解冻，用４％甲醛溶液固
定，用 ０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理。１０％ＢＳＡ封闭载玻
片，分别与ＣＫ７抗体在４℃封闭过夜，ＦＩＴＣ山羊抗兔
ＩｇＧ二抗封闭２ｈ，ＤＡＰＩ染核，荧光显微镜拍摄图像。
１．２．４．５　血压、蛋白尿、超声及妊娠结局评价　　血
压（ＢＰ）测量：于妊娠第 １９天（Ｅ１９）２０：００－２１：００及
Ｅ２０８：００－９：００清醒状态下无创测量动脉血压，取平
均值。尿蛋白（ｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ）：Ｅ１８放置大鼠代谢笼，留
取２４ｈ尿液，ＢＣＡ法测量２４ｈ尿蛋白定量。超声检
查：Ｅ２０将大鼠腹部剃毛，使用小动物超声系统测量双
侧子宫测量收缩期峰值流速（ｐｅａｋｓｙｓｔｏｌｉｃｖｅｌｏｃｉｔｙ，
ＰＳＶ）和舒张末期流速（ｅｎｄｄｉａｓｔｏｌｉｃｂｌｏｏｄｆｌｏｗｖｅｌｏｃｉｔｙ，
ＥＤＶ），使用公式计算子宫动脉阻力指数（ｕｔｅｒｉｎｅａｒｔｅｒｙ
ｂｌｏｏｄｆｌｏｗｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｄｅｘ，ＵＡＲＩ）＝（ＰＳＶ－ＥＤＶ）／ＰＳＶ。
胎鼠状态判断：Ｅ２０进行超声测量后剖宫产取胎，观察
胎鼠有无畸形，分别对胎鼠和胎盘称取质量，一部分胎

盘以及母鼠和胎鼠的主要器官放入甲醛固定，一部分

胎盘液氮冻存后－８０℃保存用于后续实验。
１．２．４．６　ＨＥ染色　　取甲醛固定好的胎盘、母鼠和
胎鼠的主要器官，梯度酒精脱水、石蜡包埋、切片、脱

蜡、苏木精伊红染色、再次梯度脱水、固封，在显微镜下

观察并拍照。

１．２．４．７　ＲＴｑＰＣＲ检测　　ＴＲＩｚｏｌ试剂提取各组胎
盘组织，并测量ＲＮＡ浓度和纯度。反转录试剂盒合成
ｃＤＮＡ，用荧光染料法 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ进行 ＲＴｑＰＣＲ，
２－ΔΔＣｔ计算其表达水平，各引物序列见表１。

表１　相关ＰＣＲ引物序列

基因 序列 产物大小／ｂｐ
ＩＬ６ ５′ＡＧＧＡＡＣＧＡＡＡＧＴＣＡＡＣＴＣＣＡ３′ １４１

５′ＴＴＧＴＧＡＡＧＴＡＧＧＧＡＡＧＧＣＡ３′
ＴＮＦα ５′ＴＴＣＡＴＣＣＧＴＴＣＴＣＴＡＣＣＣＡ３′ １３８

５′ＧＡＧＣＣＡＣＡＡＴＴＣＣＣＴＴＴＣＴ３′
ＵＣＰ１ ５′ＡＧＡＣＡＧＡＡＧＧＡＴＴＧＣＣＧＡＡＡＣ３′ １６９

５′ＴＴＧＧＡＣＣＧＴＡＴＣＧＴＡＧＡＧＧＣ３′
Ｎｒｆ２ ５′ＧＧＣＡＣＧＧＴＧＧＡＧＴＴＣＡＡＴＧ３′ １５１

５′ＧＴＧＴＴＧＧＣＴＧＴＧＣＴＴＴＡＧＧＴＣ３′

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件，结果以 珋ｘ±ｓ表示，各组
数据近似正态分布，对于多组间差异比较采用单因素

分析，两组间比较采用非配对ｔ检验。Ｐ＜０．０５表示差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　胎盘靶向性纳米药物的理化性质
　　扫描电镜和透射电镜（图 １）观察显示 ＰＮＮＰ和
ｐｌＰＮＮＰ分布均匀为球形，表２显示ＰＮＮＰ和ｐｌＰＮＮＰ
的粒径、电位、ＰＤＩ、包封率、载药量和结合率。紫外吸
光光度测得硝苯地平在ＰＮＮＰ和ｐｌＰＮＮＰ的药物含
量分别为４０．３％和３６．８％（质量比），硝苯地平包封率
分别为６４．２％和５６．８％（质量比）。ｐｌＣＳＡＢＰ的结合
效率分别为０和（５１．３±４．３）％（质量比）。
２．２　ＨＴＲ８细胞对纳米药物的吞噬作用
　　激光共聚焦显微镜观察结果显示：随着时间的增
加，Ｃｙ３在细胞体内聚集，并且与溶酶体共定位（图２），
表明细胞吞噬纳米药物是通过溶酶体途径。通过比较

细胞对ＰＮＮＰ和 ｐｌＰＮＮＰ的吞噬能力发现：细胞对
ｐｌＰＮＮＰ的吞噬能力显著上升。采用流式细胞仪检
测ＨＴＲ８对ＰＮＮＰ和ｐｌＰＮＮＰ的吞噬能力，如图３所
示：ＨＴＲ８吞噬纳米药物呈浓度和时间的依赖性，并且
在ｐｌＰＮＮＰ组表现出更强的吞噬效果（Ｐ＜０．０５），证
明ｐｌＰＮＮＰ组对于胎盘滋养细胞层的靶向性。

０９１１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ～Ｃ：ＰＮＮＰ的粒径分布及扫描电镜、透射电镜观察；Ｄ～Ｆ：ｐｌＰＮＮＰ的粒径分布及扫描电镜、透射电镜观察

图１　胎盘靶向性纳米药物的理化性质

表２　胎盘靶向性纳米药物的理化性质 （ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

纳米药物 粒径／ｎｍ Ｚｅｔａ电位／ｍＶ ＰＤＩ 包封率（％） 载药量（％） 结合率（％）

ＰＮＮＰ １６０．９±５．３ －４５．５±２．６ ０．１３３ ６４．２ ４０．３ －

ｐｌＰＮＮＰ １６３．５±３．４ －４８．３±４．５ ０．１５６ ５６．８ ３６．８ ５１．３±４．３

２．３　纳米药物体外抗凋亡和抗氧化应激评价
　　子痫前期患者体内处于氧化应激状态，为了探讨
纳米药物对于氧化应激的影响，用Ｈ２Ｏ２诱导ＨＴＲ８建
立体外氧化应激模型，不同药物处理后结果显示：与

Ｍｏｄｅｌ组相比，两种纳米药物均能减少细胞凋亡水平
（Ｐ＜０．０５，图４Ａ、Ｂ），并且ｐｌＰＮＮＰ降低效果比ＰＮＮＰ
更为显著（Ｐ＜０．０５），ｐｌＰＮＮＰ组比 ＰＮＮＰ组降低
５．０８％。
　　运用活性氧探针（ＤＨＥ）检测细胞内氧化应激
（ＲＯＳ）水平，激光共聚焦显微镜和流式细胞仪检测结
果均表明纳米药物能明显降低细胞 ＲＯＳ的产生量
（图４Ｃ、Ｄ），与Ｍｏｄｅｌ组比较，ＰＮＮＰ组ＲＯＳ产生相对
量降低３６．９６％，而ｐｌＰＮＮＰ组ＲＯＳ产生相对量降低
４９．４２％。

２．４　纳米药物体外安全性评价
　　采用ＣＣＫ８检测两种纳米药物对ＨＴＲ８细胞的毒
性，结果显示：纳米药物浓度升高到１０２４μｇ／ｍＬ时不
会对细胞活性产生影响（图５Ａ）。体外溶血实验也表
明纳米药物含量增加到１ｍｇ／ｍＬ时，未观察到溶血现
象（图５Ｂ～Ｅ）。两种体外实验均证明ＰＮＮＰ和ｐｌＰＮＮＰ
具有良好的生物安全性，可用于体内的实验研究。

２．５　纳米药物胎盘靶向性研究
　　注射Ｃｙ３荧光标记纳米药物后，通过滋养层标志
物细胞角蛋白（ＣＫ７）对胎盘靶向性进行考察，结果显
示：Ｃｙ３纳米药物主要和滋养层细胞共定位（图 ６Ａ），
并且Ｃｙ３ｐｌＰＮＮＰ组荧光强度明显高于 Ｃｙ３ＰＮＮＰ
组（Ｐ＜０．０５，图６Ｂ）。表明ｐｌＣＳＡＢＰ可将药物递送至
滋养层。

１９１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）
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Ａ：ＨＴＲ８细胞对ＰＮＮＰ吞噬的时间依赖性；Ｂ：ＨＴＲ８细胞对ｐｌＰＮＮＰ吞噬的时间依赖性

图２　激光共聚焦显微镜观察ＨＴＲ８细胞对ＰＮＮＰ和ｐｌＰＮＮＰ吞噬的时间依赖性

２９１１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图３　流式细胞仪检测ＨＴＲ８细胞对ＰＮＮＰ和ｐｌＰＮＮＰ吞噬的浓度和时间依赖性　（ｎ＝３）
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图４　纳米药物抑制细胞凋亡和氧化应激水平　（ｎ＝３）
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Ａ：ＣＣＫ８检测不同浓度纳米药物孵育２４ｈ对细胞的毒性的影响；Ｂ：体外考察ＰＮＮＰ的溶血现象　上图为孵育前，下图为
孵育及离心后；Ｃ：ＰＮＮＰ孵育后对应的溶血率；Ｄ：体外考察ｐｌＰＮＮＰ的溶血现象　上图为孵育前，下图为孵育及离心后；
Ｅ：ｐｌＰＮＮＰ孵育后对应的溶血率

图５　纳米药物体外安全性评价　（ｎ＝５）
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图６　免疫荧光染色考察ＰＮＮＰ和ｐｌＰＮＮＰ在体内对胎盘的靶向性　（ｎ＝６）
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２．６　评价纳米药物对子痫前期大鼠模型的治疗效果
　　各组治疗后，与 Ｓｈａｍ组相比，ＲＵＰＰ组血压明显
上升（Ｐ＜０．００１），并且升高的血压会造成肾脏受损
（图７Ａ）、肾小球萎缩，进而出现蛋白尿（Ｐ＜０．００１）。
胎盘ＨＥ染色可见迷路层绒毛发育受阻，血管内皮损
伤、梗死、血供减少，超声多普勒提示 ＵＡＲＩ升高（Ｐ＜
０．００１）。给予硝苯地平治疗后，与 ＲＵＰＰ组相比，硝
苯地平组血压下降（Ｐ＜０．００１）、蛋白尿比重减少（Ｐ＝
０．０３８）、ＵＡＲＩ降低（Ｐ＝０．０１８），但硝苯地平组与
Ｓｈａｍ组相比差异有统计学意义（ＢＰ：Ｐ＜０．００１，蛋白
尿：Ｐ＝０．０３４，ＵＡＲＩ：Ｐ＜０．００１），肾脏和胎盘损伤依然存
在（图７Ａ），ＰＮＮＰ组和 ｐｌＰＮＮＰ组中血压、蛋白尿、
ＵＡＲＩ明显下降，与 ＲＵＰＰ组比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），且治疗效果优于硝苯地平组（图７Ｂ～Ｄ）。
ＨＥ染色结果也显示 ＰＮＮＰ和 ｐｌＰＮＮＰ可在一定程

度上改善肾小球的损伤和胎盘的血供情况。ｐｌＰＮＮＰ
组血压下降比ＰＮＮＰ组更为明显（Ｐ＜０．００１）。
２．７　纳米药物调控子痫前期大鼠模型胎盘中ＴＮＦα、

ＩＬ６、ＵＣＰ１、Ｎｒｆ２的表达
　　考虑到氧化应激通过多种途径诱发子痫前期，而
子痫前期本身也是母体对于妊娠的过度炎症反应，因

此，本研究探讨炎症因子和氧化应激因子是否受纳米

药物调控。如图８所示：与 Ｓｈａｍ相比，ＲＵＰＰ组中细
胞炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ６表达明显上升，抗氧化应激因
子 ＵＣＰ１、Ｎｒｆ２表达明显下降（Ｐ均＜０．００１）。与
ＲＵＰＰ组相比，硝苯地平组、ＰＮＮＰ组和 ｐｌＰＮＮＰ组
均能降低ＴＮＦα、ＩＬ６，升高ＵＣＰ１、Ｎｒｆ２（Ｐ＜０．０５），但
ｐｌＰＮＮＰ组效果比 ＰＮＮＰ组更为显著（ＴＮＦα：Ｐ＝
０．０９０，ＩＬ６：Ｐ＜０．００１，ＵＣＰ１：Ｐ＝０．０３５，Ｎｒｆ２：Ｐ＝０．０４６），
证明了纳米药物的抗炎和抗氧化应激效果。
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图７　体内考察纳米药物对子痫前期大鼠模型的治疗效果　（ｎ＝６）
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２．８　评价纳米药物对子痫前期大鼠模型妊娠结局的
影响

　　剖宫产取Ｅ２０母鼠子代，其中ＲＵＰＰ组孕２０ｄ子
代和胎盘体质量与假手术组相比差异有统计学意义

（胎鼠：Ｐ＜０．００１，胎盘：Ｐ＝０．００２），硝苯地平治疗后胎
鼠和胎盘质量与ＲＵＰＰ组相比差异无统计学意义（胎
鼠：Ｐ＝０．０６６；胎盘：Ｐ＝０．７７７），ＰＮＮＰ组和ｐｌＰＮＮＰ

组治疗后胎鼠和胎盘质量与ＲＵＰＰ组相比均增加（Ｐ＜
０．０５），且ｐｌＰＮＮＰ组治疗后胎鼠和胎盘体质量增加
比ＰＮＮＰ组更为显著（胎鼠：Ｐ＜０．００１，胎盘：Ｐ＝０．０４７）。
ＨＥ染色观察母鼠和胎鼠分离的除肾脏之外的主要器
官，结果显示：ＰＮＮＰ组和 ｐｌＰＮＮＰ组未观察到炎症
细胞的浸润和损伤（图９），证明了两种纳米药物对于
妊娠的安全性。
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图９　纳米药物对子痫前期大鼠模型妊娠结局的影响　（ｎ＝６）
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３　讨论

　　子痫前期的发病机制主要分为两个不同阶段［２０］：

第一阶段无症状，但可以观察到异常的胎盘结构和相

关因子在母体循环的累积；第二阶段以胎盘氧化应激、

高血压和蛋白尿为特征。临床上第一阶段的子痫前期

很难被发现，所以大多数研究都针对第二阶段进行。

硝苯地平作为钙通道阻滞剂，临床上常用来治疗高血

压疾病，但对于硝苯地平治疗子痫前期，临床使用也存

在局限性和争议［２１］，比如半衰期短，需要每日服用

３次，短效硝苯地平在口服或舌下含服的状态下，降压
速度太快，服药后半小时内明显降低平均动脉压，导致

严重低血压、心肌梗死［２２］，也可非选择性扩张头部毛

细血管引发头晕、头痛和面部潮红［２３］。

　　纳米药物作为传递系统，具有很多优点，比如增加
渗透性、体内循环时间和外渗能力，且广泛用于治疗癌

症和其他疾病［２４］。其中，纳米药物对不同器官的靶向

能力对于治疗至关重要，而在关于妊娠相关的疾病研

究中，分子性状、表面修饰和粒径决定了纳米是否能穿

过胎盘屏障从而达到治疗母体、胎盘、胎儿疾病的目

的［２５］。尽管胎盘血流丰富，可以暴露于体内循环的药

物，但也只有一小部分非靶向性的纳米药物能够达到

胎盘部位。不仅如此，非靶向性纳米药物也将药物递

送至其他器官，对其他器官产生一定程度的损害。因

此，将纳米药物特异性地靶向胎盘组织对于开发纳米

药物治疗妊娠相关疾病至关重要。其中，ＣＳＡ是一种
存在于胎盘合体滋养细胞上的蛋白质［２６］。已有研究

证明 ＣＳＡ在人和鼠胎盘组织中的存在，合成的胎盘
ＣＳＡ结合肽可以特异性结合胎盘中的滋养层细胞，但
不能特异性地结合其他组织中表达 ＣＳＡ的细胞。据
报道称，ｐｌＣＳＡＢＰ纳米药物可以有效靶向胎盘［２７］。

基于此纳米系统，本研究合成了包裹硝苯地平的纳米

药物（ＰＮＮＰ）和 ｐｌＣＳＡＢＰ纳米药物（ｐｌＰＮＮＰ），并
分析了其在体外和体内的功能。在人滋养层 ＨＴＲ８
ＳＶｎｅｏ细胞中，流式细胞仪和免疫荧光检测结果均证
明ｐｌＣＳＡＢＰ纳米药物显著性地增加累积能力。此
外，体内靶向性实验也检测了 ＰＮＮＰ和 ｐｌＰＮＮＰ纳
米药物靶向妊娠ＳＤ大鼠胎盘的效率。表明具有 ｐｌＣ
ＳＡＢＰ的纳米药物在大鼠胎盘中的蓄积能力显著增
强。因此，将ｐｌＣＳＡＢＰ结合在 ＰＮＮＰ药物表面增强
了其将药物靶向递送至胎盘的能力。

　　将 ＰＮＮＰ和 ｐｌＰＮＮＰ注射到 ＲＵＰＰ模型中，可
以显著降低其血压、尿蛋白水平，改善其胎盘血流供应

情况进而减轻炎症和氧化应激水平。滋养层靶向的

ｐｌＰＮＮＰ具有更强的治疗效果。不仅如此，在子痫前

期大鼠模型治疗中两种纳米药物对胎鼠和母鼠安全性

良好，不穿过胎盘屏障进入胎鼠，也没有任何胎鼠毒

性。此外，两种纳米药物还在一定程度上改善了因胎盘

血流受阻而造成的胎鼠发育受限。表明 ＰＮＮＰ和 ｐｌ
ＰＮＮＰ作为治疗子痫前期药物在大鼠体内是有效且安
全的。

　　但是，为了使这种胎盘靶向纳米药物在临床上被
采用和接受，需要进一步的研究和开发，优化纳米药物

以提高包裹和释放药物的效率，深入研究该纳米药物

治疗妊娠期疾病的安全性评价，以确保这种纳米药物

的有效性和安全性。
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