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　　［摘要］　目的　基于维生素Ｅ，构建同时具有过氧化氢清除功能和抗凝作用的脂质体，探讨其是
否可以作为急性缺血性脑卒中的治疗方式并评价其体外抗凝作用。方法　利用过氧草酸酯键将两分子
维生素Ｅ（生育酚，ＶＥ）化学键合，得到目标化合物草酸二维生素 Ｅ酯（ｏｘａｌａｔｅｖｉｔａｍｉｎＥ，ＯＶＥ）；通过酰
胺化反应将抗凝药物水蛭素（ｈｉｒｕｄｉｎ）连接到亚油酸（ｌｉｎｏｌｅｉｃａｃｉｄ，ＬＡ）得到抗凝目标单元亚油酸水蛭
素（ＬＡｈｉｒｕｄｉｎ，ＬＨ）；并通过红外光谱、核磁等手段对所合成的产物进行结构表征。采用薄膜分散法制
备水蛭素草酸二维生素Ｅ酯脂质体（ｈｉｒｕｄｉｎＯＶＥｌｉｐｏｓｏｍｅ，ＨＯＬ），采用激光粒度仪（ＤＬＳ）和透射电子
显微镜（ＴＥＭ）等方法对脂质体进行表征。选取小鼠脑微血管内皮细胞（ｍｏｕｓｅｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ｂＥｎｄ３）和人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ）进行细胞实验。通
过ＥＬＩＳＡ测定过氧化氢以及细胞炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１β水平，以评价脂质体对细胞氧化应激和
炎症水平的影响。采用细胞计数实验（ＣＣＫ８）和细胞增殖检测实验（Ｅｄｕ）考察脂质体对细胞数目和细
胞增殖情况的影响。取小鼠全血，考察所制备脂质体的抗凝作用。结果　核磁结果表明成功合成了
ＯＶＥ，红外谱图结果表明水蛭素和亚油酸成功键合得到亚油酸水蛭素。透射电镜和激光粒度仪结果表
明所制备的脂质体形状为类球形，且粒径分布均匀，平均粒径为１６１ｎｍ。细胞实验表明，脂质体能够显
著抑制模型细胞分泌过氧化氢和炎症因子，具有明显的抗氧化、抗炎作用（Ｐ＜０．０５）。细胞计数实验和
细胞增殖检测实验结果证明脂质体能够抑制炎症导致的细胞数目减少、缓解 ＬＰＳ刺激所引起的细胞增
殖抑制（Ｐ＜０．０１）。抗凝实验结果表明，脂质体能够显著抑制 ＣａＣｌ２诱导的凝血反应（Ｐ＜０．０１）。结论
　基于维生素Ｅ成功合成过氧化氢清除性材料ＯＶＥ，并以抗凝药物水蛭素和 ＯＶＥ制备 ＯＶＥ抗凝脂质
体（ＨＯＬ），该脂质体在细胞层面上具有良好的抗氧化、抗炎效果，并具有显著的抗凝作用。
　　［关键词］　 过氧化氢清除性；脂质体；抗炎抗氧化；抗凝作用；草酸二维生素Ｅ酯；水蛭素
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　　急性缺血性脑卒中是最常见的卒中类型，是导致
高致死和致残的最重要的中枢神经系统疾病［１－２］。大

多数缺血性脑卒中是由于血栓阻塞供血血管，从而导

致大脑局部缺血、缺氧，进而引起脑实质受损以及神经

功能障碍［３］。缺血发生后，血栓局部随即出现过氧化

氢诱导的细胞毒性、炎症细胞浸润以及促炎细胞因子

水平的升高［４－６］。缺血性脑卒中最直接、有效的治疗

手段是取栓治疗；而抗凝是机械取栓术后管理的重要

环节。抗凝药物的使用旨在抑制血栓形成、抑制血管

炎症反应，改善脑部血流供应，从而巩固治疗效果。但

目前抗凝药物的使用有诸多局限性，包括药物出血风

险高、适配患者范围窄、药物的半衰期较短以及抗凝效

果受体内代谢影响较大等［４，７－９］。脂质体作为药物递

送系统，为脑部药物递送提供了更好的选择。作为药

物载体，脂质体具有延长药物半衰期、控制药物的释

放、保护所包载的药物成分以及良好的安全性等诸多

优势［１０－１２］；同时根据药物递送目的不同，可以对脂质

体表面进行相应的修饰，从而构建特殊功能的药物递

送系统以用于治疗脑部疾病［１３］。水蛭素能够抑制凝

血酶、抑制血小板聚集、提高血瘀部位的血流速度，从

而发挥抗凝效果。但水蛭素在体内的半衰期短，这严

重限制了水蛭素的体内抗凝效果［１４－１６］。为了克服上

述困难，并鉴于过氧化氢在缺血性卒中发生发展过程

中的关键作用以及草酸酯键的过氧化氢响应性，本研

究设计和开发了基于维生素Ｅ（生育酚，ＶＥ）的具有过
氧化氢清除性的草酸酯键 ＶＥ衍生物草酸二维生素 Ｅ
酯（ｏｘａｌａｔｅｖｉｔａｍｉｎＥ，ＯＶＥ），旨在利用ＯＶＥ，采用亚油酸
连接水蛭素的方式构建过氧化氢清除性ＯＶＥ抗凝脂质
体（ｈｉｒｕｄｉｎＯＶＥｌｉｐｏｓｏｍｅ，ＨＯＬ），以期构建一种既能实
现局部过氧化氢清除性，又可以发挥抗凝作用的脂质

体，为急性缺血性脑卒中取栓术后的抗凝提供新选择。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
　　无水 Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺（Ｎ，Ｎｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ，
ＤＭＦ）、无水二氯甲烷（ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ，ＤＣＭ）、无水二
甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、甲醇、Ｎ羟基丁二酰亚胺（Ｎ
ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ，ＮＨＳ）、１（３二甲基氨基丙基）３
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乙基碳二亚胺（１（３ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ）３ｅｔｈｙｌｃａｒ
ｂｏｄｉｉｍｉｄｅ，ＥＤＣ）、４二 甲 氨 基 吡 啶 （４ｄｉｍｅｔｈｙｌａ
ｍｉｎｏｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＤＭＡＰ）和４′，６二脒基２苯基吲哚（４′，
６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）购自美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司；１，２二棕榈酰ｒａｃ甘油３磷酸胆碱（１，２
ｄｉｐａｌｍｉｔｏｙｌｒａｃｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ，ＤＰＰＣ）、胆固
醇 （ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＣＨＯＬ）、二 异 丙 基 乙 胺 （Ｎ，Ｎ
ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，ＤＩＰＥＡ）、α生育酚 （ｖｉｔａｍｉｎ，
ＶＥ）、草酰氯以及亚油酸购自美国 ａｌａｄｄｉｎ公司；水蛭
素购自广西科康科技有限公司；甲苯胺蓝购自北京索

莱宝公司；二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺甲氧基聚乙二醇

｛１， ２ｄｉｓｔｅａｒｏｙｌｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅＮ
［ｍｅｔｈｏｘｙ（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ）２０００］，ＤＳＰＥＰＥＧ
２０００｝购自瑞士 ＣｏｒｄｅｎＰｈａｒｍａ；无水氯化铁购自上海
麦克林公司；ＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国 ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ
公司；过氧化氢检测试剂盒购自南京建成生物工程研

究所；ＢｅｙｏＣｌｉｃｋＴＭＥｄＵ细胞增殖试剂盒（含 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
４８８）和 ＢＣＡ蛋白量测定试剂盒购自上海碧云天生物
技术有限公司；青霉素、链霉素、胎牛血清（ＦＢＳ）和高
糖培养基（ＤＭＥＭ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；人脐静脉内
皮细胞和小鼠脑微血管内皮细胞购自中科院细胞库。

傅里叶变换红外光谱仪（Ｓｐｅｃｔｒｕｍ１００）购自美国
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司；激光粒度仪（ＭＡＬＶＥＲＮＺＥＮ３６９０）
购自荷兰Ｍａｌｖｅｒｎ公司；透射电子显微镜（ＴＥＣＮＡＩ１０）
购自荷兰 Ｐｈｉｌｉｐｓ公司；高分辨质谱仪和核磁共振仪
（ＡｇｉｌｅｎｔＤＤ２）购自美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司。
１．２　方法
１．２．１　过氧化氢清除性材料的合成与表征　　将
８６０ｍｇ（２．０ｍｍｏｌ）α生育酚、１２９３ｍｇ（１０ｍｍｏｌ）缚
酸剂ＤＩＰＥＡ加入反应瓶中，并加入１０ｍＬＤＣＭ。将反
应瓶置于冰水浴中，不断搅拌，缓慢滴入草酰氯１２７ｍｇ
（１．０ｍｍｏｌ）。在氮气保护下搅拌４～６ｈ，用薄层色谱
法监测反应过程。反应完成后，在反应体系中加入

１ｍＬ乙醇，使反应猝灭。使用旋转蒸发仪旋蒸除去有
机溶剂后，用ＤＣＭ萃取反应溶液。将萃取所得的有机
相用少量无水 ＭｇＳＯ４干燥约 １ｈ。以正己烷／乙酸乙
酯（２０∶１）为洗脱液，采用硅胶柱层析分离粗产物，即
得淡黄色的油状液体 ＯＶＥ。采用高分辨质谱、核磁共
振波谱（１３ＣＮＭＲ，１ＨＮＭＲ）以及红外光谱（ＦＴＩＲ）对
所制备材料的结构进行表征。

１．２．２　抗凝单元的合成与表征　　称取亚油酸
（１９６ｍｇ），将其溶解于 １０ｍＬＤＭＦ中，加入 ７８ｍｇ
ＮＨＳ、１５０ｍｇＥＤＣ和２５ｍｇＤＭＡＰ；将混合物溶液置于
室温，氮气保护下磁力搅拌反应３ｈ。随后称取３１１ｍｇ

水蛭素，将其溶于 ２５ｍＬＤＭＦ中，将水蛭素加入上述
混合物溶液中。氮气保护下搅拌２４ｈ，用去离子水进
行透析７２ｈ，冻干即得亚油酸水蛭素。材料的表征：
采用核磁共振氢谱和红外光谱对材料的结构进行了表

征。水蛭素是一种蛋白质多肽药物，因此采用ＢＣＡ法
测定脂质体中水蛭素的含量。将脂质体溶液浓度配置

成０．５０ｍｇ／ｍＬ，按照ＢＣＡ试剂盒加入检测试剂，通过
检测５６２ｎｍ处的光密度确定蛋白质浓度，从而计算脂
质体中水蛭素的含量。

１．２．３　过氧化氢清除性ＯＶＥ抗凝脂质体的制备及其
表征　　采用薄膜蒸发法制备脂质体，方法如下：精密
称取１０ｍｇ磷脂（ＤＰＰＣ）、１ｍｇ胆固醇（ＣＨＯＬ）、２ｍｇ
ＯＶＥ、２．４ｍｇ制备的 ＤＳＰＥＰＥＧ２０００以及２．６ｍｇ亚
油酸水蛭素，将混合物置于反应瓶中，加入三氯甲烷
使其彻底溶解。随后将反应瓶置于旋转蒸发仪上旋蒸

以除去有机溶剂，此过程转速要均匀，尽量防止气泡产

生。待反应体系在反应瓶底部均匀成膜后，加入适量

去离子水。然后在恒温磁力搅拌器上对反应瓶内容物

进行水化。将水合溶液水浴超声约１５ｍｉｎ，冰上进行
探针超声２ｍｉｎ（超声强度４０Ｗ，间隔１ｓ），得到的乳
液即为有待进一步提纯的脂质体。后续将脂质体置于

高速离心机中３５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上层即为制备
的ＯＶＥ抗凝脂质体（ＨＯＬ）。使用激光粒度仪检测脂
质体的粒径大小、粒径分布和表面电位，采用透射电镜

观察脂质体的形貌。

１．２．４　脂质体的生物学评价
１．２．４．１　脂质体缓解 ＬＰＳ刺激所引起的细胞增殖抑
制效果　　选用人脐静脉内皮细胞作为考察对象。使
用含有 １０％（ｖ／ｖ）胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和
１００μｇ／ｍＬ链霉素的高糖培养基培养细胞，孵箱条件
为５％ＣＯ２、３７℃。
　　取无菌９６孔板，每孔加入１００μＬ高糖完全培养
基。将培养的ＨＵＶＥＣ接种于９６孔板中，细胞密度为
每孔１×１０４个细胞；孵育过夜待细胞贴壁。对照组细
胞仅用完全培养基处理１４ｈ；模型组细胞用完全培养
基处理２ｈ后，加入１００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理１２ｈ；其余各
组分别加入不同剂量的水蛭素（０、１、５、１０、２０、
４０μｍｏｌ／Ｌ）预处理２ｈ后，再加入同等剂量的ＬＰＳ。采
用ＣＣＫ８试剂盒测定细胞活力。另外，对照组和模型组
细胞按照上述实验方案处理；其余各组分别用草酸二维

生素Ｅ酯脂质体（ｏｘａｌａｔｅｖｉｔａｍｉｎＥｌｉｐｏｓｏｍｅ，ＯＶＬ）、水
蛭素或ＨＯＬ（水蛭素浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ）预处理２ｈ，再
加入同等剂量的ＬＰＳ，然后用ＣＣＫ８法测定细胞活力。
　　此外，将人脐静脉内皮细胞和小鼠脑微血管内皮
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细胞分别接种于１２孔板中，３７℃孵育过夜。随后各组
细胞采取相同的处理方式（水蛭素浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ），
使用 Ｅｄｕ染色试剂盒对各组细胞进行染色。染色结
束后用培养基洗涤，多聚甲醛固定，ＤＡＰＩ复染，封片后
使用激光共聚焦观察拍照，Ｚｅｎ软件处理图像。通过
荧光图像考察各组细胞的增殖水平。

１．２．４．２　脂质体的抗炎效果　　取无菌１２孔板，每
孔加入１ｍＬ高糖完全培养基。将人脐静脉内皮细胞
接种于１２孔板中，细胞密度为每孔１×１０５个细胞。孵
育过夜，对照组细胞用完全培养基孵育１４ｈ；模型组细
胞用完全培养基孵育２ｈ，然后加入１００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ共
同孵育 １２ｈ；另外 ３组细胞分别用 ＯＶＬ、水蛭素或
ＨＯＬ（水蛭素浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ）预处理２ｈ，然后加入
１００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ共同孵育１２ｈ。采用过氧化氢检测试
剂盒检测细胞上清液过氧化氢水平，采用 ＥＬＩＳＡ试剂
盒检测细胞上清液中肿瘤坏死因子 ＴＮＦα、ＩＬ６以及
ＩＬ１β水平。
１．２．４．３　脂质体的抗凝效果　　将 １００μＬＰＢＳ、
ＯＶＥ脂质体、水蛭素、脂质体 ＨＯＬ（以 ４ｍｇ／ｍＬ水蛭
素定量）加入 ２４孔培养皿中，在 ３７℃孵箱中孵育
５ｍｉｎ。ＰＢＳ单独作为对照。然后缓慢加入３００μＬ枸
橼酸钠抗凝处理过的全血，随后再加入 ５０μＬ
０．２ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２溶液。将上述混合液在３７℃下孵育
５ｍｉｎ。然后，在培养皿的小孔中加入 １５ｍＬ去离子
水，３７℃孵箱中３０ｒ／ｍｉｎ摇匀１０ｍｉｎ。血凝块之外的
红细胞在去离子水中发生溶血现象。在５４１ｎｍ处测
定含血红蛋白溶液的光密度。以枸橼酸钠抗凝处理的

全血在去离子水中的光密度为空白。最后，根据以下

公式计算凝血指数（ＢＣＩ）。凝血指数＝（样品光密
度）／（空白光密度）×１００％
１．２．４．４　脂质体的稳定性及安全性评价　　按照前
述方法制备 ＨＯＬ，将脂质体原液分别用生理盐水和
ＰＢＳ溶液稀释５倍后，置于４℃冰箱中待测。分别于
第１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４天取出脂质
体溶液，使用激光粒度仪检测其粒径大小和表面电位；

以此考察所制备脂质体长时间存放的稳定性。

　　取无菌９６孔板，每孔加入１００μＬ高糖完全培养
基。将培养的ＨＵＶＥＣ接种于９６孔板中，细胞密度为
每孔１×１０４个细胞；孵育过夜待细胞贴壁，将细胞分
组，分别加入不同剂量（２、５、１０、２０、５０、１２５、２５０、５００、
１０００μｇ／ｍＬ）的 ＨＯＬ。对照组为仅用新鲜完全培养
基处理的细胞。孵育２４ｈ后，采用ＣＣＫ８试剂盒测定
各组细胞的细胞活力。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行分

析。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。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　过氧化氢清除性材料的核磁表征
　　在缚酸剂ＤＩＰＥＡ作用下，两分子生育酚通过草酸
酯键连接生成对称结构的目标化合物 ＯＶＥ（图 １Ａ）。
该反应的收率为８１．３％，柱层析得到的产物纯化后进
行色谱分析的结果显示，ＯＶＥ的纯度约为 ９５．５３％。
通过高分辨质谱分析，目标化合物ＯＶＥ理论分子量为
９１４．７４，测试数据为９１５．７４，符合加质子峰特征（图１Ｂ）。
同时 ＯＶＥ的相对丰度为 ｍ／ｚ：９１４．７４（１００．０％）、
９１５．７４（６６．３％）、９１６．７４（２２．１％）、９１７．７５（４．６％）、
９１８．７５（１．０％）；高分辨质谱图结果也符合目标化合物
的丰度分布规律。结合高分辨质谱图，进一步表征

ＯＶＥ的核磁氢谱及碳谱。核磁氢谱图及目标峰积分
表明ＯＶＥ化合物的成功合成（图１Ｃ）。核磁碳谱结果
显示（图１Ｄ），δ１５７处的ａ峰符合ＯＶＥ化合物中草酸
酯键碳的出峰位置，其余峰的出峰情况也满足ＯＶＥ的
结构特征，这证实了 ＯＶＥ中草酸酯键的生成，表明
ＯＶＥ的结构正确。ＶＥ和ＯＶＥ的红外光谱图显示（图
１Ｅ），ＯＶＥ位于１７５０ｃｍ－１处出现羰基的吸收峰，这同
样表明了过氧草酸酯键的生成；除此以外，ＯＶＥ其他
位置的峰于ＶＥ基本一致；由此可以判断 ＯＶＥ的成功
合成。

２．２　抗凝单元的合成与表征
　　在ＥＤＣ和 ＮＨＳ的作用下，亚油酸通过酰胺键连
接水蛭素生成目标化合物亚油酸水蛭素（图２Ａ）；该
反应的收率为 ６９．１％。核磁氢谱图的结果表明目标
化合物的成功合成（图２Ｂ）。结合核磁氢谱，进一步表
征了亚油酸水蛭素的红外光谱图。红外光谱图（图
２Ｃ）显示，游离的亚油酸在１７１０ｃｍ－１有酯键Ｃ＝Ｏ的
拉伸振动峰；游离的水蛭素在３１９０ｃｍ－１有－ＯＨ的伸
缩振动峰，在２９３６ｃｍ－１出现了－ＣＨ３或－ＣＨ２的伸缩
振动峰，同时１６７０ｃｍ－１处出现了羧酸中Ｃ＝Ｏ的拉伸
振动峰；亚油酸水蛭素在３１９０ｃｍ－１出现－ＯＨ的伸缩
振动峰，在３０１０ｃｍ－１处有＝Ｃ－Ｈ的伸缩振动峰，在
２９２８ｃｍ－１出现－ＣＨ３或－ＣＨ２的伸缩振动峰，在
１７１０ｃｍ－１出现酰胺键中 Ｃ＝Ｏ的拉伸振动峰。这证
明水蛭素成功连接到亚油酸上，材料成功合成。ＢＣＡ
蛋白测定结果表明（图２Ｄ），在０．５０ｍｇ／ｍＬ浓度的脂
质体溶液中，水蛭素浓度为（０．０５６±０．００５）ｍｇ／ｍＬ，从
而得到脂质体中水蛭素的负载率为（１１．２７±１．０６）％。
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Ａ：ＯＶＥ合成示意图；Ｂ：ＯＶＥ高分辨质谱图；Ｃ：ＯＶＥ的核磁共振氢谱图；Ｄ：ＯＶＥ的核磁共振碳谱图；Ｅ：ＶＥ和ＯＶＥ近红外光谱图

图１　ＯＶＥ合成及表征
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Ａ：亚油酸连接水蛭素的反应示意图；Ｂ：亚油酸水蛭素核磁共振氢谱图；Ｃ：亚油酸、水蛭素以及亚油酸水蛭素的
红外光谱图；Ｄ：ＢＣＡ法蛋白浓度定量测定曲线

图２　亚油酸连接水蛭素的反应示意图及其表征

２．３　过氧化氢清除性ＯＶＥ抗凝脂质体的制备及其表征
　　激光粒度仪考察结果（图 ３Ａ）表明，所制备脂质
体的平均粒径为１６１ｎｍ，粒径分布均匀，电位－３０ｍＶ

左右。透射电镜结果（图３Ｂ）表明脂质体分散均匀，且
外观为相似的类球形。
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２．４　脂质体缓解ＬＰＳ刺激所引起的细胞增殖抑制
　　运用ＣＣＫ８评价水蛭素对细胞的促增殖活性，发
现相对于４０μｍｏｌ／Ｌ的水蛭素，浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ的
水蛭素已经达到药物作用的最大效应，增加剂量并不

能继续提高药效（图４Ａ）。因此选用２０μｍｏｌ／Ｌ的水
蛭素作为后续实验所用浓度。随后，运用 ＣＣＫ８评价
了脂质体对细胞数目的影响（图 ４Ｂ），发现与 ＯＶＬ
（Ｐ＝０．０１１）和游离的水蛭素（Ｐ＝０．０２２）相比，ＨＯＬ对
炎症介导的细胞数目减少有更好的抑制效果。

　　运用Ｅｄｕ染色分别检测小鼠脑微血管内皮细胞
和人脐静脉内皮细胞的增殖情况，与对照组相比，模型

组细胞增殖明显被抑制；与模型组相比，治疗组的细胞

增殖活性明显增加，且ＨＯＬ促进细胞增殖的效果显著
优于ＯＶＬ和游离水蛭素（图５）。
２．５　脂质体降低炎症因子水平
　　采用过氧化氢检测试剂盒检测细胞上清液过氧化
氢水平（图６Ａ），ＨＯＬ能明显降低细胞过氧化氢的水
平；与模型组相比，ＨＯＬ组过氧化氢的水平相对降低

５０％以上（Ｐ＜０．０１）。采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒检测炎症因
子（ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β）水平（图６Ｂ～Ｄ），模型组细胞
上清中各炎症因子水平明显升高，ＯＶＬ、游离水蛭素以
及ＨＯＬ组细胞上清炎症因子水平均明显降低，且ＨＯＬ
抑制炎症因子表达水平的作用更加明显（Ｐ＜０．０１）。
以上均证明，ＨＯＬ具有显著的抗氧化应激、抗炎效果。
２．６　脂质体抑制凝血反应
　　抗凝血实验结果（图 ７Ａ）显示，与 ＰＢＳ组相比，
ＯＶＬ、游离水蛭素以及 ＨＯＬ组均能够抑制 ＣａＣｌ２诱导
的凝血反应，且ＨＯＬ的抗凝效果最为明显。用去离子
水洗涤后，测定血红蛋白光密度得到的 ＢＣＩ指数（图
７Ｂ）也显示，相比于ＰＢＳ组，ＨＯＬ组ＢＣＩ明显增加（Ｐ＜
０．０１）。证明ＨＯＬ的抗凝效果更为明显。
２．７　脂质体的稳定性及安全性评价
　　采用激光粒度仪检测ＨＯＬ长时间存放的稳定性，
发现脂质体在生理盐水和 ＰＢＳ溶液中１４ｄ内的粒径
大小和电位均没有明显变化（图８）。初步证明所制备
脂质体相对稳定，可长时间存放用于后续实验研究。
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Ａ：ＯＶＥ脂质体（ＨＯＬ）的粒径分布；Ｂ：ＨＯＬ的透射电镜观察

图３　ＯＶＥ脂质体（ＨＯＬ）的表征
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ａ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＯＶＬ、水蛭素组比较
Ａ：ＣＣＫ８检测不同浓度的水蛭素对细胞活力的影响；Ｂ：ＣＣＫ８检测不同药物处理对细胞活力的影响

图４　脂质体对细胞活力的影响（ｎ＝５）
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Ａ：Ｅｄｕ染色观察不同药物对人脐静脉内皮细胞增殖活性的影响；Ｂ：Ｅｄｕ染色观察不同药物对脑微血管内皮细胞
增殖活性的影响

图５　激光共聚焦显微镜下观察脂质体对人脐静脉内皮细胞和脑微血管内皮细胞增殖活性的影响（ｎ＝３）
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ａ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＯＶＬ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与水蛭素组比较
Ａ：细胞培养上清过氧化氢水平；Ｂ～Ｄ：细胞培养上清ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１β含量

图６　脂质体抑制细胞炎症水平和氧化应激水平（ｎ＝５）
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图７　脂质体的抗凝效果（ｎ＝３）
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图８　ＯＶＥ脂质体ＨＯＬ的稳定性考察（ｎ＝３）
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　　运用ＣＣＫ８评价脂质体对细胞的毒性，发现浓度
为２５０μｇ／ｍＬ的脂质体与细胞共孵育２４ｈ，细胞活力
高于９０％。即使脂质体的浓度高达 １０００μｇ／ｍＬ，细
胞与之共孵育２４ｈ之后，细胞活力仍接近８０％（图９）。
初步证明了该方法制备的脂质体具有良好的生物安全

性，可应用于后续体内抗凝实验研究。
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图９　脂质体的安全性评价（ｎ＝３）

３　讨论

　　目前，针对血栓疾病，临床上主要采用抗血栓药
物、小分子神经保护剂以及抗炎药物等治疗方式。这

些药物普遍具有体内半衰期较短、药物的稳定性差、治

疗效果有限以及靶向性差等缺陷［１０－１１］。因此，使用先

进的递药系统提高药物性能和药理作用是一种治疗血

栓疾病的新策略。然而，现有的递药系统设计相对复

杂，构建成本高，靶向效率有待提高，且复杂的表面修

饰增加了其临床转化的难度［１０－１２］。为了克服上述难

题，本研究拟设计一款结构简单、作用明确且靶向效率

高的递药系统用于治疗血栓疾病。

　　血栓局部的微环境特征是设计抗凝药物的依据。
在血栓形成过程中，过氧化氢不仅参与血小板的活化，

还能刺激剩余的血小板聚集在血栓部位，进一步促进

血栓形成［１７－１９］。鉴于过氧化氢在血栓形成中的重要

角色，本研究合成了基于维生素 Ｅ的过氧化氢清除性
材料ＯＶＥ。通过在亚油酸上连接抗凝药物水蛭素，我
们采用薄膜分散法制备了过氧化氢清除性抗凝脂质体

药物。脂质体在血栓微环境中发生过氧化氢响应性清

除反应，草酸酯键断裂，ＯＶＥ水解为ＶＥ发挥抗炎抗氧
化作用；同时脂质体负载的水蛭素在血栓部位发挥其

抗凝作用；这种协同作用可能是脂质体治疗血栓疾病

的机制。与已有的研究相比，本研究基于水蛭素草酸
二维生素 Ｅ酯构建了脂质体，用于治疗血栓疾病。该
脂质体制备简单，抗凝作用明确，且相对简单的结构为

其临床转化提供了可能性。

　　ＯＶＥ制备成脂质体，遇过氧化氢水解为 ＶＥ，ＯＶＥ
可以作为ＶＥ的前药，具有潜在的抗炎抗氧化作用，有
待于进一步地研究其对炎症和氧化应激相关疾病的治

疗功能；这为该脂质体的临床转化提供了更广阔的方

向。同时，制备脂质体时，本研究选用了两亲聚合物

ＤＳＰＥＰＥＧ，下一步实验可以对 ＤＳＰＥＰＥＧ进行靶向
单元修饰，从而在脂质体上引入主动靶向单元，实现脂

质体对血栓部位的主动靶向，进一步提高脂质体的治

疗效果。鉴于血栓的组成成分，还可以通过表面修饰

的方式在脂质体表面引入相应的靶向集团。血栓主要

由红细胞、纤维蛋白以及血小板等构成；同时血栓形成

部位有明显血管内皮损伤，内皮下胶原暴露；血小板在

形成血栓的过程中释放血小板颗粒；另外，血栓素参与

血小板激活，促进后续纤维蛋白的生成。血栓的组成

结构以及参与血栓形成过程各因素都为我们提供了诸

多靶向位点。同时，血栓微环境中的组织因子、凝血

酶、纤维蛋白复合物以及中性粒细胞等都可以作为血

栓微环境清除性材料的开发依据，这也指引我们后续

设计构建多功能靶向药物，从而进一步实现更高效的

药物递送。但针对目标化合物亚油酸水蛭素的多样
化表征仍是我们后续研究的重要内容；此外，脂质体对

血栓微环境的影响是否都是积极的，以及如何进一步

改善脂质体的性能使其发挥积极作用而非产生负向结

果，这都是后续研究的重点。随着脂质体药物递送平

台的高速发展以及对血栓疾病发病机制的不断深入探

究，更为高效、智能、有效的脂质体药物将会被广泛应

用于血栓疾病的治疗中。
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