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摘要# 目的!研究马钱子碱固体脂质纳米粒在小鼠体内的组织分布& 方法!制备马钱子碱固体脂质纳米粒% 以异硫氰
酸荧光素 "HT-@# 标记& 小鼠静脉注射纳米粒混悬液% _?N@法测定各组织 "心’ 肝’ 脾’ 肺’ 肾’ 骨# 中马钱子碱
含有量% 分析纳米粒体内组织分布% 再采用荧光内窥式激光共聚焦显微镜作进一步检测& 结果!马钱子碱在小鼠肝脏
中的相对摄取率 "A.# 最高 ""E$0#& 纳米粒在各组织中的靶向效率 "-.# 均大于 "% 对肝脏的选择性明显强于马钱
子碱溶液& 随着时间延长% HT-@标记的纳米粒由细胞外逐渐分布到细胞内% 数量亦逐渐增加% 并呈正相关性& 结论
!马钱子碱制成固体脂质纳米粒后% 可提高其在小鼠肝组织中的分布% 具有较明显的肝靶向性&
关键词! 马钱子碱( 固体脂质纳米粒( 组织分布( 小鼠( HT-@( _?N@( 荧光内窥式激光共聚焦显微镜
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!!马钱子碱为马钱科植物马钱子R-)7+&%&)C,4&+E
74 N#的主要化学成分之一% 是一种弱碱性生物
碱% 水溶性差% 国内外学者发现其具有显著的镇

痛’ 抗炎’ 抗肿瘤’ 中枢神经系统兴奋等作
用*")++ & 但常规马钱子碱溶液对肝脏疾病的治疗效
果并不理想% 故寻找靶向性好’ 疗效确切’ 毒副作
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用小的新型药物是一个亟待解决的问题*0+ &
纳米技术以其在药物传递方面具有高效’ 定

向’ 特异性强的优点*’+ % 被应用于药物靶向性研
究% 是药剂学研究的热点领域& 马钱子碱固体脂质
纳米粒给药系统可改变其在体内的组织分布特征%
达到肝靶向目的% 并降低不良反应*$+ & 杨勇等*&+

报道% 蟾酥固体脂质纳米粒冻干针剂的小鼠体内分
布具有良好的肝靶向性&

荧光内窥式激光共聚焦显微镜能清楚地显示药
物进入组织以及体内消除的过程% 其结合了共聚焦
显微镜与内窥镜% 可实现在活体组织上的实时成
像& 在图像显示上% 它能通过图像重构得到三维细
胞图像% 提高其分辨率% 故该系统成功解决了普通
共焦显微镜不能对体内组织细胞进行在体实时成像
的问题% 在临床和科研方面得到广泛应用**)"0+ & 本
实验为了探讨马钱子碱固体脂质纳米粒的靶向性%
对其小鼠体内组织分布及荧光内窥式激光共聚焦显
微镜成像进行研究% 为其临床应用提供理论依据&
KL试药’ 仪器与动物
"E"!试药!马钱子碱对照品 "含有量(,*!% 中
国食品药品检定研究院#( ?8/8Q32.<"** "批号
(%"""%%(% 上海协泰化工有限公司#( 大豆卵磷脂
"批号 "(%("’% 北京奥博星生物技术有限责任公
司#( 单硬脂酸甘油酯 "批号 (%"(%’"0% 天津市光
复精细化工研究所#& 异硫氰酸荧光素 "HT-@#
",$!% 上海谱振生物科技有限公司#( 戊巴比妥
钠 ",,!% 湖北鼎富化工有限公司#& 二氯甲烷
"批号 (%"(% 天津市富宇精细化工#( 甲醇为色谱
纯 "美国]4̂23公司#( 其他试剂均为分析纯( 水
为纯净水 "超纯水机制备#&
"E(!仪器!高效液相色谱仪% 配置93;.<:(,,$ 检
测器 "美国 93;.<:公司#( ]4328=:4/@"*色谱柱
"(’% 22l0E$ 22% ’ &2#( -CN)"$@离心机 "上
海安亭科学仪器厂#( 9_)" 微型涡旋混合器 "上
海沪西分析仪器厂有限公司#( 微量移液器 "大龙
合资#( Dd($’)B电子分析天平 "瑞士S.;;/.<)-8/.)
V8公司#( 海尔冰箱 "青岛海尔股份有限公司#(
ee)( 组织捣碎匀浆机 "常州菲普实验仪器厂#(
]HI@)’Nd氮吹仪氮气发生器 "杭州德克尔实验设
备有限公司#( 荧光内窥式激光共聚焦显微镜 "凯
隆国际实业有限公司#&
"E+!动物!昆明种小鼠% 雌雄各半% 体质量
"(% b(# J% 由黑龙江中医药大学动物实验中心提
供% 合格证号 BKPZ "黑# (%"()%%"&

ML方法与结果
(E"!纳米粒混悬液制备!按照单甘酯)卵磷脂比例
" f(’ 药物)单甘酯比例 " f"%% 称取单硬脂酸甘油
酯 ’% 2J’ 马钱子碱 ’ 2J% 加入 ’ 2N无水乙醇中%
超声溶解% 再加入处方量卵磷脂% 微热构成有机
相( 另取 %E0!H)$* 溶液 "% 2N% 加热至温度与有
机相相同% 作为水相& 用针头缓慢将有机相注入水
相中% 加入异硫氰酸荧光素 "HT-@% %E%’ 2JF2N#
标记% 温度保持在 $’ n% " %%% <F24= 搅拌 "E’ U%
浓缩至体积在 ’ 2N左右& 将所得半透明纳米乳剂
在 " %%% <F24=搅拌下快速混于另一低温"% ‘( n#
水相 ""% 2N# 中% 继续搅拌固化 "E’ U% 即得&
同法制备未标记样品&
(E(!色谱条件!]4328=:4/@"*色谱柱 "(’% 22l
0E$ 22% ’ &2#( 流动相 +%!甲醇)水)乙酸)三乙
胺 "(+% f(E0 f%E+#"&%!#( 体积流量 " 2NF24=(
检测波长 ($’ =2( 柱温 +% n( 进样量 (% &N&
(E+!组织分布研究!将 0* 只小鼠随机分为两组%
每一时间点 $ 只% 分别为纳米粒给药组和马钱子碱
溶液对照组& 实验前禁食 "( U% 可自由饮水% 尾静
脉注射给药 ""’ 2JF̂J#% 于给药后 +%’ $%’ ,%’
"(% 24=眼眶取血% 置于涂有肝素的塑料离心管中&
处死小鼠% 迅速取出心’ 肝’ 脾’ 肺’ 肾% 剥离完
整的四肢骨头% 生理盐水洗净% 滤纸吸干% 精密称
定质量% 于m(% n下保存% 备用&
(E0!组织样品制备!取出各组织% 生理盐水洗去
残血% 滤纸吸干水分% 称定质量% 制成 %E" JF2N
匀浆& 分别吸取 " 2N% 置于 "E’ 2N离心管中% 加
入 " 28/F2N氢氧化钠溶液 %E’ 2N% 涡旋振荡
’ 24=% 超声 (% 24=% 加入提取液 "二氯甲烷 f甲
醇o, f"# ( 2N% 涡旋振荡 ’ 24=% 超声 (% 24=%
"( %%% <F24=离心 "’ 24=% 保留下层液% 加入 ( 2N
提取液再次萃取% 合并二氯甲烷层% 氮气吹干仪吹
干% 残渣用 (%% &N甲醇复溶% 涡旋振荡 ’ 24=%
"( %%% <F24= 离心 "’ 24=% 在 .(E(/ 项色谱条件
下进样 (% &N% _?N@法分析&
(E’!方法学验证
(E’E"!专属性试验!制备空白组织’ 纳米粒给药
组织’ 空白组织加纳米粒给药组织样品溶液% 按
.(E0/ 项下方法处理% 在 .(E(/ 项色谱条件下测
定% 结果见图 "&

由图可知% 所用液相条件适宜% 方法专属性良
好% 没有干扰性杂质引入% 样品中的内源性物质不
影响马钱子碱检测&
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"#内源性杂质峰!(#纳米粒
"#.=V8J.=8O:42XO<4;WX.3̂!(#=3=8X3<;47/.:

图 KL样品D"HB色谱图
P.9QKLD"HB12>-4&=-9>&4’-5’&4?<0’

(E’E(!标准曲线制备!取马钱子碱对照品适量%
制成 %E"%’ %E’%’ "E%’ (E%’ 0E%’ *E%’ "$E%’
+(E%’ $0E% &JF2N工作液% 分别量取 %E’ 2N% 加
入组织匀浆液 " 2N% 涡旋混合 ’ 24=% 按 .(E0/
项下方法处理% 在 .(E(/ 项色谱条件下测定& 以
马钱子碱质量浓度 "## 对峰面积 "B# 进行回

归% 结果见表 "% 均在 %E"% ‘%E$0 &JF2N范围内
线性关系良好&
(E’E+!精密度试验!配制 ’’ (’’ ’% &JF2N组织
样品溶液% 按 .(E0/ 项下方法处理% 连续 ’ 次%
计算日内精密度( 相同条件下连续操作 ’ V% 计算
日间精密度& 结果% 各质量浓度的日内及日间
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!!! 表 KL各组织中的标准曲线
)&;QKL(=&3,&>,1:>T0’.3T&>.-:’=.’’:0’

组织 回归方程 -
心 Bo( +$+#r&(+ %E,,, &
肝 Bo( &’$#r(%* %E,,, +
脾 Bo( "0’#r"$( %E,,, +
肺 Bo" $’*#r’"+ %E,,, 0
肾 Bo( +$$#r’$( %E,,, $
骨 Bo" ’+(#r0’* %E,,, 0

AB]均小于 ’!% 符合生物样品分析要求&
(E’E0!提取回收率试验!配制 ’’ (’’ ’% &JF2N
组织样品溶液各 ’ 份% 按 .(E0/ 项下方法处理%
在 .(E(/ 项色谱条件下测定% 结果见表 (&

表 ML提取回收率试验结果 $!R"% #X+&
)&;QML$0’:<=’-50Z=>&1=.-3>01-T0>7 =0’=’$!R"% #X+&

组织
加入量F

"&J-2Nm"#
B样品溶液 B标准溶液 回收率F!

心 ’ "" %&% b" 0** "( "*% b’", ,%E*,
(’ ’0 +(’ b0 (+% ’$ +,* b" $(( ,$E+(
’% "(( $"+ b0% +(( "+* +&, b($ (0( **E$"

肝 ’ "% ,$0 b" 0*" "( "*% b’", ,%E%(
(’ ’’ (0( b+ &(* ’$ +,* b" $($ ,&E,’
’% """ $,* b+* *’& "+* +&, b($ (0( *%E&(

脾 ’ , ,0& b" ’$% "( "*% b’%* *"E$&
(’ ’" (%% b0 ++$ ’$ +,* b" $($ ,%E&*
’% ""’ $,+ b0" (*$ "+* +&, b($ (0( *+E$"

肺 ’ "" ,,, b" +(0 "( "*% b’"* ,*E’"
(’ ’( ("* b+ $$’ ’$ +,* b" $($ ,(E’,
’% "", &0+ b+, ",* "+* +&’ b($ (00 *$E’0

肾 ’ "% $0" b" *+, "( "*% b’"& *&E+$
(’ ’+ ,(* b0 ,+" ’$ +,* b" $(0 ,’E$(
’% "++ (%+ b+$ ’$& "+* +$’ b($ +%" ,(E(&

骨 ’ "% ,&0 b" ((, "( "&’ b’(" ,%E"0
(’ ’% &0* b0 (’+ ’$ +,* b" $", *,E,*
’% "+( &0$ b0% 0(" "+* +’, b($ (’% ,’E,0

(E’E’!组织分布图!图 ( 显示% 纳米粒组和溶液
组中马钱子碱均在肝脏分布较多% 随着时间延长%
其含有量在各组织中都有所降低% 但纳米粒组降低
速度明显慢于溶液组% 表明纳米粒能延缓马钱子碱
在肝脏中的释放&
(E$!体内靶向性评价!主要评价指标为相对摄取
率 " A.# 和 靶 向 效 率 " -.#% 其 中 A.o
"DM@+#纳米粒F"DM@+#溶液% -.oDM@靶FDM@非靶%
DM@+表示第 +个组织或器官的药)时曲线下面积%
A.值越大% 靶向性越好( -.值越大% 对靶器官选
择性越强% 结果见表 +& 由表可知% 马钱子碱在肝
脏中的A.为 "E$0% 明显高于其他组织% 表明纳米
粒具有明显的肝靶向性% 可显著提高肝脏对其的吸
收& 通过分析 -.值% 发现纳米粒组对肝脏的选择

图 ML组织分布图
P.9QML).’’:0,.’=>.;:=.-3?>-5.<0’

性明显强于溶液组% 即前者对肝脏的靶向性更强&
表 +L靶向性参数 $#X‘&

)&;Q+L)&>90=.39 ?&>&40=0>’$#X‘&

组织
DM@F*&J-"2N-24=# m"+
溶液组 纳米粒组

A.
-.

溶液组 纳米粒组
心 ’+E0$ ’(E&" %E,* +E"$ ’E(’
肝 "$*E*" (&$E,$ "E$0 $ $
脾 (+(E’$ ,(E0$ %E0% %E&( +E%%
肺 "%%E&" "0’E’$ "E00 "E$* "E,%
肾 "&’E($ "0%E&$ %E*% %E,$ "E,&
骨 "%%E($ "’’E%" "E’0 "E$* "E&,

(E&!荧光内窥式激光共聚焦成像实验
(E&E"!肝组织检测!将 (0 只小鼠随机分为异硫氰
酸荧光素 "HT-@# 组和 HT-@)纳米粒组% " U 后采
用荧光内窥式激光共聚焦显微镜检测% 结果见图
+& 由图可知% " U 后 HT-@组无荧光% 看不清肝细
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胞的轮廓( HT-@)纳米粒组有荧光% 肝细胞轮廓清
晰& 因此% 可排除游离HT-@对测定的干扰&

图 +L肝组织检测图 $SaU OSaU&
P.9Q+LF0=01=.-3.4&90’-5<.T0>=.’’:0$SaU OSaU&

(E&E(!活体肝组织细胞实时监测!取小鼠 "$ 只%
尾静脉注射 HT-@标记的纳米粒 ""% 2JF̂J#% 实
验前腹腔注射戊巴比妥钠 " ’’ 2JF2N# 麻醉
"%E" 2NF"% J#% 在小鼠肝脏部位进行微创手术%
于 +%’ $%’ ,%’ "(% 24= 拍照% 结果见图 0& 由图
可知% HT-@)纳米粒组在 +% 24= 时细胞间液有荧
光% $% 24=时肝细胞轮廓清晰% ,% 24= 时纳米粒移
动到细胞膜内侧% 数量逐渐增加% 随着时间延长由
细胞外进入到细胞内部% 具有正相关性% ( U 时在
肝细胞内大量聚集% 表明其可以靶向于肝细胞内&

注! 箭头表示纳米粒进入细胞处

图 SL实时监测图 $SaU OSaU&
P.9QSL$0&<%=.404-3.=->.39 .4&90’$SaU OSaU&

+L讨论
纳米粒组在血浆中的药物浓度明显低于溶液

组% 这可能是由于纳米粒入血后% 很快被网状内皮
系统摄取进入肝和脾所致% 表明将马钱子碱制成固
体脂质纳米粒后% 能显著地增强其肝靶向性% 并可

以使血液中的药物浓度大大降低% 从而减少其对机
体的毒副作用&

内窥式激光共焦成像技术是近两年提出的能进
行动物体内组织细胞高分辨率’ 在活体成像的新手
段% 可直接观察生命现象的分子机制% 无须处死动
物或将组织从活体内摘出& 国外已应用其研究微血
管结构’ 肝脏疾病’ 胃肠疾病’ 脑黏膜组织’ 关节
组织等% 但尚无在纳米制剂细胞内递药方面的报
道% 而本实验进行了相关探索% 可对疾病在体诊疗
和靶向制剂研究提供参考&
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