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摘要:通过透明质酸与硬脂酸的酯化反应合成透明质酸硬脂酸酯(ＨＡＳＡ)ꎮ 采用薄膜水化法制备 ＨＡＳＡ 空白与载药纳米

粒ꎬ将虎杖苷包入纳米粒中ꎬ通过引入薄荷醇提高纳米粒跨越血脑屏障能力ꎬ最终制备出 ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎꎮ 利用透射电镜
(ＴＥＭ)、粒度仪对空白纳米粒和 ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 的形态及粒径进行分析ꎬ并利用 ＨＴ２２ 细胞模型考察了纳米粒对细胞存活率
的影响ꎮ 结果表明ꎬＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 在 １ μｍｏｌ / Ｌ 浓度下不具有细胞毒性ꎬ且在相同浓度下显著上调了抗氧化基因 Ｎｒｆ２、ＳＯＤ
和 ＨＯ－１ 的表达ꎬ显示出较强的抗氧化和神经保护潜力ꎮ ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 在保护神经细胞以及治疗脑部疾病中具有潜在的
应用价值ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｓｔｅａｒａｔｅ (ＨＡＳＡ) ｉｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ
ｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄ. ＨＡＳＡ ｂｌａｎｋ ａｎｄ ｄｒｕｇ￣ｌｏａｄｅｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｖｉａ ｔｈｉｎ ｆｉｌｍ ｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ. Ｐｏｌｙｄａｔｉｎ ｉｓ
ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬａｎｄ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｔｏ ｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ￣ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｂｙ
ａｄｄｉｎｇ ｍｅｎｔｈｏｌꎬａｎｄ ｆｉｎａｌｌｙ ＨＡＳＡ / ＰＤ￣Ｍｅｎ ａｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ.Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｂｌａｎｋ ＨＡＳＡ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ａｎｄ ＨＡＳＡ / ＰＤ￣Ｍｅｎ ａｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ (ＴＥＭ) ａｎｄ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ａｎａｌｙｚｅｒꎬａｎｄ
ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｉｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＨＴ２２ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ.Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ＨＡＳＡ / ＰＤ￣
Ｍｅｎ ｈａｓ ｎｏｔ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｔ １ μｍｏｌ / Ｌꎬａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｕｐ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｇｅｎｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ Ｎｒｆ２ꎬ
ＳＯＤ ａｎｄ ＨＯ￣１ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬｓｈｏｗｉｎｇ ｓｔｒｏｎｇ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ｎｅｕｒｏ￣ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ.ＨＡＳＡ / ＰＤ￣Ｍｅｎ ｈａｓ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｒｖｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ.
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　 　 神经元是人体中最易受氧化应激影响的细胞之

一ꎮ 氧化应激由细胞代谢产生的活性氧(ＲＯＳ)过度

积累引起ꎬ导致神经细胞功能受损ꎬ增加神经退行性

疾病的患病风险[１－３]ꎮ 虎杖苷作为一种提取物来源

于中药虎杖ꎬ是一种天然的抗氧化剂ꎬ具有清除自由

基和调节抗氧化酶活性的潜力[４]ꎮ 水溶性差和体

内代谢快是限制虎杖苷临床应用的主要问题ꎬ通过

将其制成纳米制剂可以解决上述问题ꎬ但传统的纳

米制剂中会添加表面活性剂ꎬ使得纳米粒存在一定

的细胞毒性ꎮ 因此ꎬ开发低毒性虎杖苷纳米制剂很

有必要ꎮ
透明质酸(ＨＡ)是一种由 Ｄ－葡萄糖醛酸和 Ｎ－

乙酰氨基葡萄糖单元构成的多糖ꎬ因其优异的生物

相容性和丰富的修饰位点ꎬ广泛用于药物递送领域ꎮ
冯旭晨等[５]用单油酸甘油酯修饰 ＨＡ 制备出一种两

亲性聚合物ꎬ并用其负载阿霉素构建载药纳米粒ꎬ该
纳米粒具有一定的 ｐＨ 敏感性及靶向抗肿瘤能力ꎮ
透明质酸基纳米载体可以结合肿瘤细胞表面 ＣＤ４４
受体ꎬ使得药物的靶向性增强、毒性减少ꎮ 陈诗

端[６]利用酯化反应将 ＨＡ 与青蒿琥酯结合ꎬ通过自

组装形成纳米粒ꎬ体内实验证明该纳米粒可以通过

ＣＤ４４ 受体的特异性进入肿瘤细胞内ꎬ诱导肿瘤细胞

凋亡ꎮ
血脑屏障(ＢＢＢ)是一种生物屏障ꎬ可以选择性
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地过滤掉血浆中的溶质ꎬ在保护大脑的同时ꎬ也限制

了药物的进入ꎮ 研究发现ꎬ芳香类化合物具有引药

上行的功效ꎬ可以增强 ＢＢＢ 的通透性ꎮ Ｌｉａｎｇ 等[７]

制备了薄荷醇修饰的 ＢＳＡ 纳米粒ꎬ这种纳米粒具有

跨越 ＢＢＢ 的能力ꎬ使得药物特异性地积累在脑胶质

瘤细胞内ꎮ
笔者以透明质酸疏水自组装纳米粒(ＨＡＳＡ)为

纳米递送载体、虎杖苷为抗氧化药物、薄荷醇为芳香

剂ꎬ制备一种同时负载虎杖苷与薄荷醇的复合纳米

粒ꎬ以此来改善虎杖苷的溶解性ꎬ提高跨越 ＢＢＢ 能

力ꎬ并用小鼠海马神经元细胞(ＨＴ２２)评价其抗氧化

能力及其相关作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与仪器

主要试剂:透明质酸钠(ＨＡ)、虎杖苷(Ｐｏｌｙｄａｔｉｎ)ꎬ
大连美伦生物技术有限公司生产ꎻ硬脂酸( Ｓｔｅａｒｉｃ
Ａｃｉｄ)ꎬ天津永大化学试剂有限公司生产ꎻＮꎬＮ′－二
环己基碳二亚胺(ＤＣＣ)ꎬ北京百灵威科技有限公司

生产ꎻ４－二甲氨基吡啶(ＤＭＡＰ)、薄荷醇(Ｍｅｎｔｈｏｌ)、
ＮꎬＮ－二甲基甲酰胺(ＤＭＦ)、ＤＭＳＯꎬ上海阿拉丁生

化科技有限公司生产ꎻ三乙胺、吐温 ８０ꎬ国药集团化

学试剂有限公司生产ꎻＤＭＥＭ 培养基、磷酸盐缓冲

溶液ꎬ中生奥邦生物科技研究有限公司生产ꎻ逆转录

试剂盒ꎬ武汉赛维尔生物科技有限公司生产ꎮ
细胞系:小鼠神经元细胞 ＨＴ２２ 细胞ꎬ中生奥邦

生物科技研究有限公司生产ꎮ
主要仪器:Ｒ－１００５ 型旋转蒸发仪ꎬ郑州长城科

工贸有限公司生产ꎻＪＹ９６－ＩＩＮ 超声波粉碎机ꎬ东莞

洛泰精密仪器有限公司生产ꎻＪＥＭ－２１００Ｆ 型透射电

子显微镜ꎬ日立高新技术公司生产ꎻＴｈｅｒｍｏ Ｎｉｃｏｌｅｔ
ＩＳ５ 傅里叶变换红外光谱仪ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公

司生产ꎻＢｒｕｋｅｒ ＡＶＡＮＣＥ Ⅲ ４００Ｍ 核磁共振光谱仪ꎬ
德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司生产ꎻＷａｔｅｒｓ Ａｌｌｉａｎｃｅ ｅ２６９５ 高效液

相色谱仪ꎬ美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司生产ꎻＮａｎｏＢｒｏｏｋ ９０Ｐｌｕｓ
Ｚｅｔａ 粒度仪ꎬ美国 Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ 公司生产ꎻＩｎｆｉｎｉｔｅＦ５０
酶标仪ꎬ瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司生产ꎻ聚合酶链反应仪

(ＰＣＲ)ꎬ伯乐生命医学产品有限公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 透明质酸硬脂酸酯(ＨＡＳＡ)的合成与表征

ＨＡＳＡ 的合成过程参考文献[８]并稍作改进ꎮ
精密称量硬脂酸(１ ４２０ ｍｇ)、ＮꎬＮ′－二环己基碳二

亚胺(１ ０３０ ｍｇ)和 ４－二甲氨基吡啶(４８􀆰 ８ ｍｇ)加入

到 ２０ ｍＬ ＮꎬＮ－二甲基甲酰胺(ＤＭＦ)中超声溶解ꎬ
加入 １ ｍＬ 三乙胺调节 ｐＨꎮ 取 ＨＡ(５００ ｍｇ)溶解于

５０ ｍＬ 纯水中ꎬ加入 ２ ｇ 吐温 ８０ꎬ搅拌均匀ꎮ 在 ３０℃
条件下ꎬ将有机溶液逐滴加入到 ＨＡ 溶液中反应

４８ ｈꎮ 反应结束后ꎬ过滤所得溶液ꎬ并将滤液转移至

透析袋中(截留分子质量为 ８ ０００ ~ １４ ０００ Ｄａ)ꎬ用
纯水透析 ４８ ｈꎬ每 ８ ｈ 换水ꎮ 透析液经 ９５％乙醇溶

液沉淀ꎬ４℃条件下静置过夜ꎬ收集沉淀后冷冻干燥

得到 ＨＡＳＡꎮ 通过傅里叶红外光谱仪(ＦＴ－ＩＲ)及核

磁共振光谱仪(ＮＭＲ)对产物结构进行分析ꎮ
１􀆰 ３　 ＨＡＳＡ 自组装纳米粒的制备

精密称量 １０ ｍｇ 的 ＨＡＳＡ 溶解于 ３０ ｍＬ 纯甲醇

溶液ꎬ并将溶液转移至 ５０ ｍＬ 圆底烧瓶中ꎮ 温度为

４０℃、压力为 ０􀆰 ０１ ＭＰａ 条件下旋转蒸发 ４０ ｍｉｎꎬ于
烧瓶底部形成均匀的白色薄膜ꎮ 随后加入 ５ ｍＬ 纯

水ꎬ旋转加热 ４０ ｍｉｎ 使薄膜完全溶解ꎬ超声探头处

理 ５ ｍｉｎꎬ得到 ＨＡＳＡ 自组装纳米粒ꎮ 制备好的溶液

置于 ４℃保存ꎮ
１􀆰 ４ 　 虎杖苷与薄荷醇载药纳米粒 (ＨＡＳＡ / ＰＤ －
Ｍｅｎ)的制备

精密称量 １０ ｍｇ ＨＡＳＡ 溶解于 ２０ ｍＬ 纯甲醇溶

液ꎬ随后加入虎杖苷(０􀆰 ４ ｍｇ)与薄荷醇(０􀆰 １ ｍｇ)的
甲醇溶液ꎬ使总体积为 ３０ ｍＬꎮ 将混合溶液转移至

圆底烧瓶ꎬ温度为 ４０℃、压力为 ０􀆰 ０１ ＭＰａ 条件下旋

转蒸发 ４０ ｍｉｎꎬ于烧瓶底部形成均匀的白色薄膜ꎮ
加入 ５ ｍＬ 纯水ꎬ旋转加热 ４０ ｍｉｎ 使薄膜完全溶解ꎬ
超声探头处理 ５ ｍｉｎꎬ得到 ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 自组装纳

米粒ꎮ 制备好的溶液置于 ４℃保存ꎮ
１􀆰 ５　 纳米粒的形态表征

通过粒度分析仪测定 ＨＡＳＡ 空白及载药纳米粒

的粒径及多分散指数(ＰＤＩ)ꎮ 通过透射电子显微镜

(ＴＥＭ)观察空白纳米粒 ＨＡＳＡ 的形态ꎬ取 ３０ μＬ 新

制备的纳米粒溶液滴于铜网上ꎬ静置并挥干水分ꎬ滴
加磷钨酸溶液染色ꎬ并在红外灯下烘干 １０ ｍｉｎꎬ上镜

观察ꎮ
１􀆰 ６　 虎杖苷含量测定

利用高效液相色谱仪(ＨＰＬＣ)分析虎杖苷的含

量ꎬ色谱条件为: Ｃ１８ 色谱柱 ( ４􀆰 ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍꎬ
５ μｍ)ꎬ流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ流动相 Ａ 为 ２３％乙腈ꎬ流
动相 Ｂ 为 ７７％ 纯水ꎬ柱温为 ３０℃ꎬ检测波长为

３０６ ｎｍꎬ进样量为 １０ μＬꎬ运行时间为 ２０ ｍｉｎꎮ
标准品溶液的制备及检测:准确称取 １０􀆰 ０７ ｍｇ

虎杖苷标准品溶解于 １０ ｍＬ 甲醇中ꎬ梯度稀释ꎬ得到

质量浓度为 １􀆰 １２ ~ ５６ μｇ / ｍＬ 的标准品溶液ꎮ 标准

品溶液按上述色谱条件打入液相ꎮ 以标准品溶液质

量浓度为自变量 Ｘ(μｇ / ｍＬ)ꎬ峰面积为因变量 Ｙꎬ建
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立标准曲线ꎮ
样品溶液制备及检测:取 １ ｍＬ 载药纳米粒溶

液ꎬ按体积比 １ ∶１加入甲醇裂解ꎬ用 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过

滤ꎬ滤液部分按上述色谱条件打入液相ꎮ 将所得的

峰面积带入标准曲线ꎬ计算样品溶液中虎杖苷质量ꎮ
１􀆰 ７　 包封率与载药量测定

以虎杖苷为抗氧化药物ꎬ采用离心法测定载药

纳米粒的包封率ꎮ 取 １ ｍＬ 载药纳米粒溶液ꎬ加入

１ ｍＬ 甲醇裂解ꎬ测定虎杖苷总质量 (ｍ)ꎮ 另取

１ ｍＬ 载药纳米粒溶液ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ收
集上清液ꎬ测定游离虎杖苷的质量(ｍ０)ꎮ 虎杖苷的

包封率和载药量的计算式分别为:
虎杖苷的包封率 ＝ [(虎杖苷总质量 －

游离虎杖苷质量) / 虎杖苷质量] × １００％ (１)
载药量 ＝ [(虎杖苷总质量 － 游离虎杖苷质量) /

载体与药物质量和] × １００％ (２)

１􀆰 ８　 细胞存活率测试

选用 ＨＴ２２ 细胞为模型ꎬ利用 ＭＴＴ 法评估空白

纳米粒、ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ、虎杖苷及薄荷醇的细胞毒

性ꎮ 将细胞接种于 ９６ 孔板ꎬ细胞数为 １０ ０００ 个 /孔ꎬ
将孔板放入培养箱ꎬ培养条件为 ３７℃、５％ ＣＯ２ꎮ
２４ ｈ 后取出ꎬ向每个孔中加入含有不同浓度药物的

培养基ꎬ再次放入培养箱中ꎮ ２４ ｈ 后取出ꎬ加入

０􀆰 ５％ ＭＴＴ 溶液ꎬ孵育 ４ ｈꎬ溶液吸出后加入 ＤＭＳＯ
溶液溶解结晶ꎬ于 ４９０ ｎｍ 处检测吸光度ꎮ 细胞存活

率计算式为:
细胞存活率 ＝ [(样品孔吸光度 － 空白吸光度) /

(对照孔吸光度 － 空白吸光度)] × １００％ (３)

１􀆰 ９　 抗氧化 ｍＲＮＡ 表达测试

使用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡꎬ并将其逆转录

为 ｃＤＮＡꎮ 通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 分析 Ｎｒｆ２、ＳＯＤ、ＨＯ－１ 等

抗氧化基因的表达变化ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 作为内参进行

定量ꎮ
１􀆰 １０　 统计学分析

通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ 软件分析细胞存活率与抗

氧化 ｍＲＮＡ 表达测试结果ꎬ结果用平均数±标准差

表示ꎮ ２ 组数据对比采用单因素方差分析ꎬＰ<０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＨＡＳＡ 合成与表征

硬脂酸中的羧基与 ＨＡ 中 Ｎ－乙酰氨基葡萄糖

单元的羟基发生酯化反应ꎬ生成透明质酸硬脂酸酯

(ＨＡＳＡ)ꎮ ＨＡ 与 ＨＡＳＡ 的红外吸收光谱图如图 １

所示ꎮ 从图 １ 中可以看出ꎬＨＡＳＡ 在 １ ７３５ ｃｍ－１处出

现新的吸收峰[９]ꎬ归属于羰基的伸缩振动ꎬ说明反

应生成了酯基ꎮ 与未修饰的 ＨＡ 相比ꎬＨＡＳＡ 在

２ ８００~２ ９５０ ｃｍ－１区域的 Ｃ—Ｈ 伸缩振动吸收峰显

著增强ꎬ表明成功引入了长链烷基基团[１０]ꎮ

１—ＨＡＳＡꎻ２—ＨＡ

图 １　 ＨＡＳＡ 与 ＨＡ 的 ＦＴ－ＩＲ 光谱对比

ＨＡＳＡ 与 ＨＡ 的 １Ｈ－ＮＭＲ 图如图 ２ 所示ꎮ 从图

２ 中可以看出ꎬＨＡ 中 δ ２􀆰 ０２ ｐｐｍ 为甲基的质子峰ꎬ
δ ３􀆰 ２~ ４􀆰 ０ ｐｐｍ 属于多糖碳骨架上的质子ꎮ ＨＡＳＡ
中 δ ０􀆰 ８７ ｐｐｍ 处出现了新峰ꎬ属于硬脂酸链末端的

甲基氢信号[１１]ꎬδ １􀆰 ２７ ｐｐｍ 处则对应于硬脂酸链中

的亚甲基氢信号ꎮ 结果说明硬脂酸成功接枝到 ＨＡ
分子上ꎮ

(ａ)ＨＡＳＡ (ｂ)ＨＡ

图 ２　 ＨＡＳＡ 与 ＨＡ 的 １Ｈ－ＮＭＲ 谱图

２􀆰 ２　 纳米粒的粒径与形态

通过薄膜水化法制备 ＨＡＳＡ 自组装纳米粒ꎬ利
用粒度分析仪测定了空白纳米粒的平均粒径和

ＰＤＩꎬ结果如表 １ 所示ꎮ 从表 １ 中可以看出ꎬ空白纳

米粒的平均粒径为 ２３４ ｎｍꎬＰＤＩ 为 ０􀆰 ２４９ꎬ表明纳米

粒分布均匀ꎬ具有良好的分散性ꎮ
表 １　 纳米粒的粒径和 ＰＤＩ 测量结果

样品 平均粒径 / ｎｍ ＰＤＩ
ＨＡＳＡ ２３４ ０􀆰 ２４９
ＨＡＳＡ / ＰＤ ２７６ ０􀆰 ２５５
ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ ３８８ ０􀆰 １８７

ＨＡＳＡ 纳米粒的 ＴＥＭ 图像与粒径分布如图 ３
所示ꎮ 从图 ３ 中可以看出ꎬ空白纳米粒呈规则的球
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形结构ꎬ粒径约为 １５ ｎｍꎮ 这与粒度分析仪测得的

粒径有所不同ꎬ这是由于 ＴＥＭ 分析时样品处于干燥

状态ꎬ而粒度分析仪测量的是溶液中的水合状态ꎮ
此外ꎬＴＥＭ 图显示纳米粒表面光滑ꎬ无明显聚集现

象ꎬ进一步验证了纳米粒的高均一性ꎮ

(ａ)ＴＥＭ 图

(ｂ)粒径分布

图 ３　 ＨＡＳＡ 纳米粒的 ＴＥＭ 图像与粒径分布图

与空白纳米粒相比ꎬＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 的平均粒

径增大ꎬ分别为 ２７６ ｎｍ 和 ３８８ ｎｍꎮ 说明药物的包

封增加了纳米粒的疏水核心尺寸ꎬ同时也影响了形

态和稳定性ꎮ ＰＤＩ 的略微变化也暗示了药物包封对

纳米粒分散性的影响ꎮ
ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 的高包封率和适宜的载药量说

明ꎬＨＡＳＡ 有效地隔离了疏水性药物与外界环境ꎬ这
对于提高药物的生物利用度和延长药效持续时间具

有重要作用ꎮ
２􀆰 ３　 虎杖苷含量测定与包封率载药量检测

利用 ＨＰＬＣ 测定 ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 中虎杖苷的质

量ꎮ 标准曲线的峰面积(ｙ)与浓度( ｘ)呈良好的线

性关系ꎬ回归方程为 ｙ ＝ ２６７ ３１５ｘ－３２０ ９９１ꎬ线性范

围为 １􀆰 １２~５６ μｇ / ｍＬꎬ相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ８ꎮ
以虎杖苷为抗氧化药物ꎬ采用离心法测定包封

率和载药量ꎬ结果如表 ２ 所示ꎮ 从表 ２ 中可以看出ꎬ
ＨＡＳＡ / ＰＤ 的包封率为 ９６􀆰 ０２％ꎬ载药量为 ４􀆰 ６４％ꎻ
而 ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 的包封率为 ９５􀆰 ２５％ꎬ载药量为

３􀆰 ６６％ꎮ 高包封率和载药量显示出 ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ
在包封疏水性药物方面的有效性和稳定性ꎮ
表 ２　 ＨＡＳＡ / ＰＤ 与 ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 的包封率和载药量

样品 包封率 / ％ 载药量 / ％
ＨＡＳＡ / ＰＤ ９６􀆰 ０２ ４􀆰 ６４
ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ ９５􀆰 ２５ ３􀆰 ６６

２􀆰 ４　 细胞存活率测试

用 ＭＴＴ 法对 ＨＴ２２ 细胞进行细胞毒性实验ꎬ评
估不同浓度的虎杖苷、 薄荷醇、 空白纳米粒及

ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 对 ＨＴ２２ 细胞存活率的影响ꎬ结果

如表 ３~６ 所示ꎮ 从表 ６ 中可以看出ꎬ当 ＨＡＳＡ / ＰＤ－
Ｍｅｎ 中虎杖苷浓度达到 １６ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ细胞存活率

超过 ８５％ꎻ而相同浓度的空白纳米粒及虎杖苷中ꎬ
细胞存活率分别在 ８５％、９５％以上ꎮ 表明 ＨＡＳＡ /
　 　 　 　 　 　 　表 ３　 不同浓度的虎杖苷对 ＨＴ２２ 细胞存活率的影响

虎杖苷浓度 / (μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) 细胞存活率 / ％ ＳＤ
０􀆰 １５ ０􀆰 ９６５ ０􀆰 ０３４８
０􀆰 ３５ ０􀆰 ９０５ ０􀆰 ０２１２
０􀆰 ６２５ ０􀆰 ８８２ ０􀆰 ００９７
１􀆰 ２５ ０􀆰 ８５８ ０􀆰 ０４４７
２􀆰 ５ ０􀆰 ８５６ ０􀆰 ０５０８
５ ０􀆰 ８４２ ０􀆰 ０４２４
１０ ０􀆰 ８３９ ０􀆰 ０４６３

表 ４　 不同浓度薄荷醇对 ＨＴ２２ 细胞存活率的影响

薄荷醇浓度 / (μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) 细胞存活率 / ％ ＳＤ
０􀆰 １５ ０􀆰 ９３８ ０􀆰 ０５５２
０􀆰 ３５ ０􀆰 ９１４ ０􀆰 ０３７６
０􀆰 ６２５ ０􀆰 ９０２ ０􀆰 ０４１０
１􀆰 ２５ ０􀆰 ８８６ ０􀆰 ０５２６
２􀆰 ５ ０􀆰 ８８９ ０􀆰 ０４４４
５ ０􀆰 ８１６ ０􀆰 ０４９５
１０ ０􀆰 ８１１ ０􀆰 ０３３８

表 ５　 不同浓度空白纳米粒对 ＨＴ２２ 细胞存活率的影响

空白纳米粒浓度 / (μｇ􀅰Ｌ－１) 细胞存活率 / ％ ＳＤ
０􀆰 ７９ ０􀆰 ９４０ ０􀆰 ０７０４
１􀆰 ５７ ０􀆰 ９１４ ０􀆰 ０３５１
３􀆰 １５ ０􀆰 ９０８ ０􀆰 ０２９４
６􀆰 ２５ ０􀆰 ８４５ ０􀆰 ０６５９
１２􀆰 ５ ０􀆰 ８３４ ０􀆰 ０４４７
２５ ０􀆰 ８２７ ０􀆰 ０４６８
５０ ０􀆰 ８２４ ０􀆰 ０５８４
１００ ０􀆰 ８２０ ０􀆰 ０３５０

表 ６　 不同浓度 ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 对 ＨＴ２２ 细胞

存活率的影响

ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 浓度 / (μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) 细胞存活率 / ％ ＳＤ
０􀆰 ５ ０􀆰 ９９８ ０􀆰 ０２９９
１ ０􀆰 ９９８ ０􀆰 ０４７７
２ ０􀆰 ９５８ ０􀆰 ０８８８
４ ０􀆰 ９０９ ０􀆰 ０１９０
８ ０􀆰 ８８６ ０􀆰 ０４１２
１６ ０􀆰 ８７６ ０􀆰 ０４４４
３２ ０􀆰 ８６９ ０􀆰 ０４７６
６４ ０􀆰 ８２９ ０􀆰 ０４８５
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ＰＤ－Ｍｅｎ 在 １６ μｍｏｌ / Ｌ 的浓度范围内对细胞无显著

毒性ꎬ显示出良好的安全性ꎮ
２􀆰 ５　 抗氧化 ｍＲＮＡ 表达测试

为了进一步探讨 ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 的抗氧化作

用机制ꎬ利用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 分析 Ｎｒｆ２、ＳＯＤ、ＨＯ－１ 等抗

氧化相关基因的表达水平ꎬ结果如表 ７ 所示ꎮ 从表

７ 中可以看出ꎬ与对照组相比ꎬ在低至中等浓度下ꎬ
ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 显著上调了 Ｎｒｆ２、ＳＯＤ 和 ＨＯ－１ 的

ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ显示出显著的抗氧化基因激活效

应ꎮ 尤其是在 １ μｍｏｌ / Ｌ 浓度时ꎬ这些基因表达达到

峰值ꎬ表明该浓度下的 ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 具有最佳的

抗氧化效果ꎮ
表 ７　 不同浓度 ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 对 Ｎｒｆ２、ＳＯＤ、

ＨＯ－１ 基因表达的影响

基因

类型

ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 浓度 /

(μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

细胞存活率 /
％

ＳＤ

Ｎｆ２ ０ １􀆰 ０００ ０􀆰 ２９５０

　 ０􀆰 １ １􀆰 ２７３ ０􀆰 ２５２０

　 １ ２􀆰 ０１５ ０􀆰 ３２９０

　 １０ １􀆰 １８２ ０􀆰 ２０６０

ＳＯＤ ０ １􀆰 ０００ ０􀆰 ０７４３

　 ０􀆰 １ １􀆰 ２６７ ０􀆰 ０５７７

　 １ ０􀆰 ９５０ ０􀆰 ０６５９

　 １０ ０􀆰 ９４５ ０􀆰 ０９５５

ＨＯ－１ ０ １􀆰 ０００ ０􀆰 １０５０

　 ０􀆰 １ １􀆰 ９８５ ０􀆰 １９３０

　 １ ０􀆰 ６８２ ０􀆰 ０９１３

　 １０ ０􀆰 ６２６ ０􀆰 ０７７６

Ｎｒｆ２ 是细胞内主要的抗氧化应答调节因子ꎬ其
激活能增强细胞的抗氧化能力ꎬ减少 ＲＯＳ 引起的细

胞损伤[１２]ꎮ ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 在 １ μｍｏｌ / Ｌ 浓度下显

著上调了 Ｎｒｆ２ 的表达ꎬ这是由于纳米粒释放的虎杖

苷有效地激活了 Ｎｒｆ２ 通路ꎬ增强了细胞的抗氧化防

御能力ꎮ ＳＯＤ 是一种抗氧化酶ꎬ可以将细胞代谢产

生的活性氧转化为过氧化氢ꎬ从而减少 ＲＯＳ 对细胞

的损伤[１３]ꎮ ＨＯ－１ 通过代谢产生具有抗氧化能力

的产物ꎬ如胆红素和一氧化碳ꎬ进一步保护细胞免受

氧化应激的影响[１４]ꎮ 结果表明ꎬＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 能

够通过多重途径增强细胞的抗氧化能力ꎬ具有潜在

的神经保护作用ꎮ

３　 结论

成功合成了透明质酸钠硬脂酸酯(ＨＡＳＡ)ꎬ通
过 ＦＴ－ＩＲ 和 ＮＭＲ 表征结果确认了硬脂酸的成功接

枝ꎮ 采用薄膜分散法制备 ＨＡＳＡ 空白纳米粒与载药

纳米粒 ＨＡＳＡ / ＰＤ －Ｍｅｎꎬ利用粒度仪与透射电镜

ＴＥＭ 对纳米粒进行表征ꎬ发现其结构呈现球形且分

布均匀ꎮ 通过离心法检测 ＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 的包封

率与载药量分别为 ９５􀆰 ２５％、３􀆰 ６％ꎮ 细胞分子生物

学实验表明ꎬＨＡＳＡ / ＰＤ－Ｍｅｎ 在 １ μｍｏｌ / Ｌ 浓度下不

具有细胞毒性ꎬ展现出显著的抗氧化活性ꎬ上调了

Ｎｒｆ２、ＳＯＤ 和 ＨＯ－１ 等关键抗氧化基因的表达ꎮ 该

纳米载药系统展示了良好的抗氧化潜力ꎬ为保护神

经细胞提供了新的可能ꎮ
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