
验结果的差异 ,正常 TEC整合素α3仅于细胞基底侧表
达 ,因而无法在活细胞产生足够的抗原抗体反应导致
显色反应 ,而缺氧损伤后于细胞侧缘表达的整合素α3
则可直接与培养液中的抗体反应产生荧光。为证实这
一推测 ,我们进一步采用纯乙醇固定细胞后加用 Tri-
ton-100以增加抗体对细胞的通透性 , 染色后出现与
Gailit相同的实验结果 。实验结果显示 ,缺氧 、氧化损
伤后整合素α3的表达只存在分布的改变而无明显强
度变化 ,活细胞仅缺氧组染色的原因源于活细胞对抗
体分子不通透而在空间上阻碍了细胞基底侧表达的整

合素α3与其相应抗体间的正常抗原抗体反应所致。
活细胞仅缺氧组于细胞周边染色更加证实在本实验条

件下缺氧后存在细胞整合素α3在侧缘的重新分布 ,表
明损伤后确实存在着整合素分子分布的改变 。通过我
们在体肾缺血再灌注损伤后整合素α3的免疫金银染
色结果也显示出明显的细胞侧缘及顶侧的分布改变。
　　本研究结果表明 ,缺氧 、氧化损伤后 TEC 整合素

α3均可出现明显的极性分布变化 ,这种变化有可能是
导致细胞间粘附力增强而细胞与基底面粘附力减弱的

的基础。
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文章编号:1000-5404(2002)12-1415-02 个案与短篇

口服聚乙二醇改性聚乳酸靶向分布实验

Studies on distribution of PELA after oral administration

曾韦锟 , 任建敏 , 邹全明　　(第三军医大学医学检验系临床微生物学及免疫学教研室 , 重庆 400038)

　　聚乙二醇改性聚乳酸(PELA)是能在生物体内被水解或酶
解后吸收并排出体外的高分子聚合物。 它具有无毒 、靶向 、缓

释性等优良性能 ,因此在载药方面显示出良好的应用前景。 通
过控制制造工艺 ,可以将其制成不同直径大小的微球 , 从而产

生不同的定位效果[ 1] 。本研究试采用与人在解剖结构上有较
好可比性的小型猪为实验对象 , 采用造影剂示踪法 , 从大体上

研究微球在动物胃肠道的靶向分布情况。

1　材料和方法

1.1　材料
　　聚乙二醇改性聚乳酸 PELA[ P(L-PEG2000)(95∶5)] :Mv

20000-23000 ,(本室合成)。泛影葡胺(浓度为 60%)。聚乙烯醇

(PVA-1788):中国石化总公司四川维尼纶厂生产。 LeitzDiaplan-
光学显微镜 Wild MPS46、PHOTOAUTOMAT 、Wild Leitz、Wild

MPS52照相设备 , 德国生产。AMRAY 型扫描电子显微镜。WL-
2 激光粒度分析仪 , TV显微系统(重庆大学光电学院研制), 可

见 紫外分光光度计 DU640(美国 BECKMAN),低温高速离心机
(美国 BECKMAN),高速乳化制作器 T25B(美国),真空干燥器

　　作者简介:曾韦锟(1974-),男 ,贵州省贵阳市人 ,硕士 ,医师 ,主要从事病原

微生物的检测及预防等方面的研究。电话:68753590

　　收稿日期:2001-06-06;修回日期:2001-12-12

(国产),低温冷冻真空干燥器(国产)。CT机(德国西门子公司)。
雄性小型猪,体重为 20 kg(第三军医大学实验动物中心)。

1.2　方法
1.2.1　微球包裹泛影葡胺的制备方法　　参照文献[ 2、3] 制
备 ,低温真空干燥 , 贮存备用。
1.2.2　微球的表征　　微球表面形态用 AMRAY 型扫描电子

显微镜照相观察;粒径分布用WL-2 激光粒度分析仪测定;微球
的粒径 M.D用 LeitzDiaplan-光学显微镜目测 , 计算得数均粒径
X , 即X=΢Xi n ,其中 XI 为单个微球粒径;X为数均粒径;n 为粒

子数目(不少于 150)。结果平均粒径为 6.4 μm。
1.2.3　动物实验　　动物实验前 , 禁食1 d。经口灌服20 ml液

体石蜡油。全麻插胃管 ,对照组灌服空微球(20 g)悬液 ,实验组
灌服 PELA包裹物悬液(20 g 微球内含包裹的泛影葡胺约为 10

ml)。于实验第 7 天禁食。经口灌服 20 ml液体石蜡油。 第 8

天 CT 下观察活体及胃肠组织(离体)。

2　结果

　　与口服空微球的对照组比较 , 口服 PELA包裹泛影葡胺的

实验组小型猪 ,活体检查可见局部肠壁密度增强 , 胃肠组织离
体下 ,胃壁及小肠粘膜出现致密影。提示微球包裹物沿胃 、肠
壁沉积在小肠粘膜。
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一步克隆分析。
　　差异片段的成功回收是对其进行分析鉴定的关
键 ,从聚丙烯酰胺凝胶中回收 DNA片段是一项比较困

难的工作 ,常用的方法主要是对经过溴乙锭染色或放
射性标记显影后的凝胶进行回收 ,因为银离子对 DNA

结构的破坏严重 ,一般不从银染凝胶中回收 DNA 片

段
[ 2]
。我们通过实践建立了一种简便的半玻板凝胶染

色法 ,使银染凝胶DNA片段的回收成为可能。半玻板
凝胶染色使待回收片段不受银离子破坏 ,并且连续点
样使对回收片段的定位准确 ,应用这一方法我们成功
地回收了 4条片段。由于从聚丙烯酰胺凝胶回收的产
物量常很低 ,需要进行 PCR再扩增才能进一步应用 ,
我们将回收的 4条片段再扩增 ,均得到与目的片段大
小一致的产物。
　　本实验对回收的 4条片段进行克隆 ,经筛选 、鉴定
证实有1条回收片段克隆成功 ,我们对其进行了测序。
通过GenBank用 BLAST搜寻均未见同源性信息 ,我们
目前还不能明确这条片段的价值 ,有可能是新的基因
序列 ,但还需要进一步验证才能明确。
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3　讨论

　　PELA具有无毒 , 可降解的优点 , 通过控制合成条件 , PELA

微球可以制成不同粒径的微球 ,从而在机体组织内具有不同的

靶向性 ,利用 PELA包裹抗原物质可制备口服疫苗 , 这种高分子

具有抗酸作用 ,微球口服后 , 包裹物不受胃肠道消化酶及酸性

的影响 ,因此能够有效的运送抗原至粘膜部位 , 由于 PELA能够

生物降解 , 可以在粘膜局部保持抗原的缓慢释放 , 保证抗原的

长效全程刺激免疫系统 , 而且实验还发现 PELA 抗原载体系统

具有粘膜免疫佐剂效应。因此微球载体在疫苗免疫接种中呈

现出广泛的应用前景。

　　本实验证明粒径在 6 μm 左右的 PELA 包裹物 , 口服一周

后 , PELA 可在胃及肠道粘膜沉积下来 , 具有良好的胃肠道靶向

性。能够在 CT 下 ,观察到明显的影像学改变 ,说明局部肠道对

微球具有较好的捕获作用。在国内外的类似的研究中 , 多采用

小型哺乳动物 ,而本实验采用的小型猪 , 其免疫系统和消化器

官在解剖 、组织 、生理代谢等方面与人类极为相似的。通过对

大型哺乳动物的研究 , 尤其是粒径在 6 μm 左右的微粒胃肠道

的靶向数据 , 对聚合物的进一步人体实验具有一定的参考价

值。在类似的研究中 ,聚合物的示踪方法多采用荧光放射性标

记法[ 4 , 5] , 这种方法适用于局部 、微观检测 ,具有较高检出率等

特点 ,但是这种方法需要分批处死动物 ,不利于动态观察结果。

而本实验首创的造影剂示踪法 ,能够从大体上动态观测聚合物

的靶向作用 ,并具有一定的灵敏度 , 尤其它可活体观察的特点 ,

使该方法可能在 PELA 的缓释实验中 ,对连续动态观察具有应

用价值。

　　关键词:PELA;靶向实验
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参考文献:

[ 1] Eldridge J H , Stass J A , Meulbroek J A , et al.Biodegradable microspheres

ad vaccine delivery system[ J] .Mol Immunol ,1991 , 28(3):287.

[ 2] Lim D W , Park T G.Stereocomplex formation between enantiomeeric PLA-

PEG-PLA triblock copolymers:characterization and use as protein-delivery

mecroparticulate cariers[ J] .J Polym Sci , 2000 , 75(2):1 615-1 623.

[ 3] Hans K , Kricheldorf H R, Boettcer D , et al.Ploylactones:2 3 polymeriza-

tion of racemic and meso D , L-lactide with various catalysts stereo-chemical

aspects[ J] .Ploymer , 1992 , 33(3):2 817-2 824.

[ 4] Eyles J E ,Williamson E D , Alpar H O , et al.Immunological responses to

nasal delivery of free and encapsulated tetanus toxoid:studies on the effect

of vehicle volume[ J] .Int J Pharm , 1999 , 189(1):75-9.

[ 5] 张文彬 ,贾文祥 ,刘　聪 ,等.口服霍乱微球疫苗的制备极其靶向

分布[ J] .华西医科大学学报 , 1999 , 30(1):31-33.

(编辑　陈聪连)

1419第 12 期　　　　　　　　梁智勇 , 等.应用 AFLP 法检测小鼠高 、低转移性肝癌细胞株基因组的遗传差异　　　　　　　　


