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一种剪切响应性纳米递药系统的制备方法
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(57)摘要

本发明涉及剪切响应性纳米递药系统的制

备方法及其应用，可有效解决靶向血栓能力，减

少药物的毒副作用提高疗效，在血栓部位的生理

特征高剪切力下进行响应性缓慢释药，实现药物

在血栓部位定点释放的问题。将β‑CD和金刚烷

分别接枝于PLGA和岩藻多糖分子骨架上，利用

β‑CD和金刚烷的主客体包合作用制备含有β‑

CD囊泡的岩藻多糖超分子自组装纳米粒，在介导

自组装的过程中将尿激酶包封于多糖纳米粒的

网状结构中，构成具有剪切力响应释药特征的抗

血小板药物和溶栓药物共转运纳米靶向递药系

统，本发明制备方法简单，原料丰富，易生产制

备，减少药物的毒副作用，提高疗效。
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1.一种剪切响应性纳米递药系统的制备方法，其特征在于，将β‑CD和金刚烷分别接枝

于PLGA和岩藻多糖分子骨架上，利用β‑CD和金刚烷的主客体包合作用制备含有β‑CD囊泡的

岩藻多糖超分子自组装纳米粒，在介导自组装的过程中将尿激酶包封于多糖纳米粒的网状

结构中，构成具有剪切力响应释药特征的抗血小板药物和溶栓药物共转运纳米靶向递药系

统，包括以下步骤：

（1）岩藻多糖修饰金刚烷的合成：将10‑100mg的岩藻多糖加入到1‑10mL甲酰胺中，超声

溶解，室温搅拌条件下加入4‑40mg的4‑二甲氨基吡啶、10‑100μL三乙胺和5‑50mg金刚烷甲

酰氯反应24‑48h，加入异丙醇浸没，4℃条件下沉淀2‑4h，8000‑12000rpm离心10‑15min，弃

上清液，收集沉淀，将沉淀再用异丙醇洗涤至少两次以上，用水溶解沉淀，用MWCO为1000的

透析袋或透析膜透析1‑2天，冷冻干燥，得岩藻多糖修饰金刚烷；

（2）PLGA‑βCD的合成：将1.5‑3g的聚乳酸‑羟基乙酸溶于15‑30mL的N,N‑二甲基甲酰胺

（DMF）中，室温搅拌过程中加入38.34‑76.68mg的1‑(3‑二甲氨基丙基)‑3‑乙基碳二亚胺盐

酸盐、23.02‑46 .04mg的N‑羟基琥珀酰亚胺，活化羧基30‑60min；加入预先溶解的235.4‑

470.8mg的单（6‑乙二胺基‑6‑去氧）‑β‑环糊精溶液，反应72h，缓慢加入超纯水，使溶液浑

浊，再8000rpm离心30min，收集沉淀，将沉淀MWCO为3500的透析袋或透析膜透析1‑2天，冷冻

干燥，得PLGA‑βCD干燥物；

（3）环糊精纳米囊泡的制备：取PLGA‑βCD干燥物10‑50mg溶于1‑5mL丙酮溶液中，以

0.5mL/min的速度缓慢滴加到质量浓度1%的5‑10mL的聚醚溶液中，用MWCO为8000‑14000的

透析袋或透析膜透析，冷冻干燥，成环糊精纳米囊泡，环糊精纳米囊泡的粒径为50‑200nm；

（4）纳米递药系统的构建：称取20mg岩藻多糖修饰金刚烷溶于1mL超纯水中，并以岩藻

多糖修饰金刚烷与环糊精纳米囊泡重量比1︰1加入环糊精纳米囊泡，在磁力搅拌下，加入

0.5‑2mg尿激酶搅拌交联48h，离心洗涤收集纳米粒，冷冻干燥，得纳米递药系统，纳米递药

系统粒径为100‑500nm。

2.根据权利要求1所述的剪切响应性纳米递药系统的制备方法，其特征在于，包括以下

步骤：

（1）岩藻多糖修饰金刚烷的合成：将10mg的岩藻多糖加入到1mL甲酰胺中，超声溶解，室

温搅拌条件下加入4mg的4‑二甲氨基吡啶、10μL三乙胺和5mg金刚烷甲酰氯反应24h，加入异

丙醇浸没，4℃条件下沉淀2h，8000rpm离心15min，弃上清液，收集沉淀，将沉淀再用异丙醇

洗涤至少两次以上，用水溶解沉淀，用MWCO为1000的透析袋或透析膜透析1‑2天，冷冻干燥，

得岩藻多糖修饰金刚烷；

（2）PLGA‑βCD的合成：将1.5g的聚乳酸‑羟基乙酸溶于15mL的N,N‑二甲基甲酰胺（DMF）

中，室温搅拌过程中加入38.34‑76.68mg的1‑(3‑二甲氨基丙基)‑3‑乙基碳二亚胺盐酸盐、

23.02mg的N‑羟基琥珀酰亚胺，活化羧基30min；加入预先溶解的235.4mg的单（6‑乙二胺基‑

6‑去氧）‑β‑环糊精溶液，反应72h，缓慢加入超纯水，使溶液浑浊，再8000rpm离心30min，收

集沉淀，将沉淀MWCO为3500的透析袋或透析膜透析1‑2天，冷冻干燥，得PLGA‑βCD干燥物；

（3）环糊精纳米囊泡的制备：取PLGA‑βCD干燥物10mg溶于1mL丙酮溶液中，以0.5mL/min

的速度缓慢滴加到质量浓度1%的5mL的聚醚溶液中，用MWCO为8000‑14000的透析袋或透析

膜透析，冷冻干燥，成环糊精纳米囊泡；

（4）纳米递药系统的构建：称取20mg岩藻多糖修饰金刚烷溶于1mL超纯水中，加入环糊
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精纳米囊泡20mg，在磁力搅拌下，加入0.5mg尿激酶搅拌交联48h，离心洗涤收集纳米粒，冷

冻干燥，得纳米递药系统。

3.根据权利要求1所述的剪切响应性纳米递药系统的制备方法，其特征在于，包括以下

步骤：

（1）岩藻多糖修饰金刚烷的合成：将50mg的岩藻多糖加入到5mL甲酰胺中，超声溶解，室

温搅拌条件下加入20mg的4‑二甲氨基吡啶、50μL三乙胺和25mg金刚烷甲酰氯反应36h，加入

异丙醇浸没，4℃条件下沉淀3h，10000rpm离心12min，弃上清液，收集沉淀，将沉淀再用异丙

醇洗涤至少两次以上，用水溶解沉淀，用MWCO为1000的透析袋或透析膜透析1‑2天，冷冻干

燥，得岩藻多糖修饰金刚烷；

（2）PLGA‑βCD的合成：将2.25g的聚乳酸‑羟基乙酸溶于25mL的N,N‑二甲基甲酰胺（DMF）

中，室温搅拌过程中加入57.51mg的1‑(3‑二甲氨基丙基)‑3‑乙基碳二亚胺盐酸盐、34.53mg

的N‑羟基琥珀酰亚胺，活化羧基45min；加入预先溶解的353mg的单（6‑乙二胺基‑6‑去氧）‑

β‑环糊精溶液，反应72h，缓慢加入超纯水，使溶液浑浊，再8000rpm离心30min，收集沉淀，将

沉淀MWCO为3500的透析袋或透析膜透析1‑2天，冷冻干燥，得PLGA‑βCD干燥物；

（3）环糊精纳米囊泡的制备：取PLGA‑βCD干燥物25mg溶于2.5mL丙酮溶液中，以0.5mL/

min的速度缓慢滴加到质量浓度1%的7.5mL的聚醚溶液中，用MWCO为10000的透析袋或透析

膜透析，冷冻干燥，成环糊精纳米囊泡；

（4）纳米递药系统的构建：称取20mg岩藻多糖修饰金刚烷溶于1mL超纯水中，加入环糊

精纳米囊泡20mg，在磁力搅拌下，加入1mg尿激酶搅拌交联48h，离心洗涤收集纳米粒，冷冻

干燥，得纳米递药系统。

4.根据权利要求1所述的剪切响应性纳米递药系统的制备方法，其特征在于，包括以下

步骤：

（1）岩藻多糖修饰金刚烷的合成：将100mg的岩藻多糖加入到10mL甲酰胺中，超声溶解，

室温搅拌条件下加入40mg的4‑二甲氨基吡啶、100μL三乙胺和50mg金刚烷甲酰氯反应48h，

加入异丙醇浸没，4℃条件下沉淀4h，12000rpm离心10min，弃上清液，收集沉淀，将沉淀再用

异丙醇洗涤至少两次以上，用水溶解沉淀，用MWCO为1000的透析袋或透析膜透析1‑2天，冷

冻干燥，得岩藻多糖修饰金刚烷；

（2）PLGA‑βCD的合成：将3g的聚乳酸‑羟基乙酸溶于30mL的N,N‑二甲基甲酰胺（DMF）中，

室温搅拌过程中加入76.68mg的1‑(3‑二甲氨基丙基)‑3‑乙基碳二亚胺盐酸盐、46.04mg的

N‑羟基琥珀酰亚胺，活化羧基60min；加入预先溶解的470.8mg的单（6‑乙二胺基‑6‑去氧）‑

β‑环糊精溶液，反应72h，缓慢加入超纯水，使溶液浑浊，再8000rpm离心30min，收集沉淀，将

沉淀MWCO为3500的透析袋或透析膜透析1‑2天，冷冻干燥，得PLGA‑βCD干燥物；

（3）环糊精纳米囊泡的制备：取PLGA‑βCD干燥物50mg溶于5mL丙酮溶液中，以0.5mL/min

的速度缓慢滴加到质量浓度1%的10mL的聚醚溶液中，用MWCO为14000的透析袋或透析膜透

析，冷冻干燥，成环糊精纳米囊泡；

（4）纳米递药系统的构建：称取20mg岩藻多糖修饰金刚烷溶于1mL超纯水中，加入环糊

精纳米囊泡20mg，在磁力搅拌下，加入2mg尿激酶搅拌交联48h，离心洗涤收集纳米粒，冷冻

干燥，得纳米递药系统。

5.权利要求1‑4任一项所述方法制备的剪切响应性纳米递药系统在制备治疗动脉粥样
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硬化、血栓、肺栓塞血管栓塞性疾病药物中的应用。
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一种剪切响应性纳米递药系统的制备方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及医药，特别是利用环糊精囊泡交联岩藻多糖的剪切响应性纳米递药系

统的一种剪切响应性纳米递药系统的制备方法及其应用。

背景技术

[0002] 血栓栓塞性疾病已经成为继肿瘤之后的又一大杀手，引发这种疾病的血栓其实是

一种血凝块，主要由不溶性纤维蛋白，沉积的血小板，积聚的白细胞和陷入的红细胞构成。

现有的抗血栓药物，如链激酶、尿激酶等，由于其活性药物遍布全身而存在一定的出血风险

及其他毒副作用。如何克服这些缺陷，选择性地将药物靶向于血流阻塞部位，并将活性药物

在此区域集中释放，是亟需解决的技术关键。研究发现，血栓部位血管显示出与正常血管系

统不同的物理特征，正常血流剪切力低于70dyne/cm2，但在血栓部位，由于血管堵塞流体剪

切应力，可以局部增加一到两个数量级，甚至达到1000dyne/cm2。受这一自然物理机制的启

发，开发一种以局部高剪切应力作为通用机制，可靶向凝块、狭窄或异常收缩的血管区域治

疗血栓的纳米递药系统成为可能。

[0003] 岩藻多糖是一种富含岩藻糖的硫酸多糖，主要由褐藻糖、硫酸基团和一定比例的

D‑木糖、D‑甘露糖、L‑鼠李糖、葡萄糖、D‑葡萄糖醛基和乙酰基构成。多年的研究发现，岩藻

多糖不仅具有抗凝血，抗血栓等作用，还可以与血栓部位的活化血小板上高表达的P选择素

受体结合，抑制血栓形成的同时也具有血栓靶向作用。β‑环糊精是由7个葡萄糖单元以1，4‑

糖苷键结合成环的化合物，由于连接葡萄糖单元的糖苷键不能自由旋转，环糊精不是圆筒

状分子，而是略呈锥形的圆环，其中伯羟基位于窄面的外表面，而仲羟基位于宽面的外表

面，导致β‑环糊精的结构呈现“外亲水，内疏水”的特殊性。其内部的疏水空腔能够包载疏水

的客体分子，因此在岩藻多糖上修饰疏水的客体分子，使用环糊精衍生物形成环糊精纳米

囊泡，保留表面的疏水空腔，与多糖上的客体分子可实现基于主客体相互作用的自组装，制

备的纳米递药系统具有血栓靶向能力和剪切力响应特性。该系统靶向到达血栓部位后，在

血栓局部的高剪切力下，使纳米粒递送系统包载的药物释放从而达到良好的溶栓效果。这

种利用生理特点制备的药物递送系统是一种更安全更有效的溶栓，但至今未见有公开报

导。

发明内容

[0004] 针对上述情况，为克服现有技术之缺陷，本发明之目的就是提供一种剪切响应性

纳米递药系统的制备方法及其应用，可有效解决靶向血栓能力，减少药物的毒副作用提高

疗效，在血栓部位的生理特征高剪切力下进行响应性缓慢释药，实现药物在血栓部位定点

释放的问题。

[0005] 本发明解决的技术方案是，一种剪切响应性纳米递药系统的制备方法，将β‑CD和

金刚烷分别接枝于PLGA和岩藻多糖分子骨架上，利用β‑CD和金刚烷的主客体包合作用制备

含有β‑CD囊泡的岩藻多糖超分子自组装纳米粒，在介导自组装的过程中将尿激酶包封于多
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糖纳米粒的网状结构中，构成具有剪切力响应释药特征的抗血小板药物和溶栓药物共转运

纳米靶向递药系统，包括以下步骤：

[0006] （1）岩藻多糖修饰金刚烷的合成：将10‑100mg的岩藻多糖加入到1‑10mL甲酰胺中，

超声溶解，室温搅拌条件下加入4‑40mg的4‑二甲氨基吡啶、10‑100μL三乙胺和5‑50mg金刚

烷甲酰氯反应24‑48h，加入异丙醇浸没，4  ℃条件下沉淀2‑4h，8000‑12000rpm离心10‑

15min，弃上清液，收集沉淀，将沉淀再用异丙醇洗涤至少两次以上，用水溶解沉淀，用MWCO

为1000（透析袋或透析膜，以下同）透析1‑2天，冷冻干燥，得岩藻多糖修饰金刚烷；

[0007] （2）PLGA‑βCD（βCD即β‑环状糊精）的合成：将1.5‑3g的聚乳酸‑羟基乙酸（PLGA，

15KD）溶于15‑30mL的N,N‑二甲基甲酰胺（DMF）中，室温搅拌过程中加入38.34‑76.68mg的1‑

(3‑二甲氨基丙基)‑3‑乙基碳二亚胺盐酸盐、23.02‑46.04mg的N‑羟基琥珀酰亚胺，活化羧

基30‑60min；加入预先溶解的235.4‑470.8mg的单（6‑乙二胺基‑6‑去氧）‑β‑环糊精（EDA‑β‑

CD）溶液，反应72h，缓慢加入超纯水，使溶液浑浊（即不发生相分离），再8000rpm离心30min，

收集沉淀，将沉淀MWCO为3500透析1‑2天，冷冻干燥，得PLGA‑βCD干燥物；

[0008] （3）环糊精纳米囊泡的制备：取PLGA‑βCD干燥物10‑50mg溶于1‑5mL丙酮溶液中，以

0.5mL/min的速度缓慢滴加到质量浓度1%的5‑10mL的聚醚（F68，1%）溶液中，用MWCO为8000‑

14000透析，冷冻干燥，成环糊精纳米囊泡，环糊精纳米囊泡的粒径为50‑200nm；

[0009] （4）纳米递药系统的构建：称取20mg岩藻多糖修饰金刚烷溶于1mL超纯水中，并以

岩藻多糖修饰金刚烷与环糊精纳米囊泡重量比1︰1加入环糊精纳米囊泡，在磁力搅拌下，加

入0.5‑2mg尿激酶搅拌交联48h，离心洗涤收集纳米粒，冷冻干燥，得纳米递药系统，纳米递

药系统粒径为100‑500nm。

[0010] 所述方法制备的剪切响应性纳米递药系统在制备治疗动脉粥样硬化、血栓、肺栓

塞血管栓塞性疾病及关节炎药物中的应用，以及在制备抗血栓药物注射剂、冻干粉针中的

应用。

[0011] 本发明制备方法简单，原料丰富，易生产制备，其制备的纳米递药系统具有靶向血

栓能力，可减少药物的毒副作用，提高疗效，在血栓部位的生理特征高剪切力下进行响应性

缓慢释药，实现药物在血栓部位的定点释放，开拓了治疗动脉粥样硬化、血栓、肺栓塞血管

栓塞性疾病及关节炎药物的新途径，是治疗动脉粥样硬化、血栓、肺栓塞血管栓塞性疾病及

关节炎药物上的一大创新，有显著的经济和社会效益。

具体实施方式

[0012] 以下结合实施例对本发明的具体实施方式作详细说明。

[0013] 本发明在具体实施中由以下实施例给出。

[0014] 实施例1

[0015] 本发明在具体实施中，一种剪切响应性纳米递药系统的制备方法，包括以下步骤：

[0016] （1）岩藻多糖修饰金刚烷的合成：将10mg的岩藻多糖加入到1mL甲酰胺中，超声溶

解，室温搅拌条件下加入4mg的4‑二甲氨基吡啶、10μL三乙胺和5mg金刚烷甲酰氯反应24h，

加入异丙醇浸没，4℃条件下沉淀2h，8000rpm离心15min，弃上清液，收集沉淀，将沉淀再用

异丙醇洗涤至少两次以上，用水溶解沉淀，用MWCO为1000（透析袋或透析膜，以下同）透析1‑

2天，冷冻干燥，得岩藻多糖修饰金刚烷；
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[0017] （2）PLGA‑βCD（βCD即β‑环状糊精）的合成：将1.5g的聚乳酸‑羟基乙酸（PLGA，15KD）

溶于15mL的N,N‑二甲基甲酰胺（DMF）中，室温搅拌过程中加入38.34‑76.68mg的1‑(3‑二甲

氨基丙基)‑3‑乙基碳二亚胺盐酸盐、23.02mg的N‑羟基琥珀酰亚胺，活化羧基30min；加入预

先溶解的235.4mg的单（6‑乙二胺基‑6‑去氧）‑β‑环糊精（EDA‑β‑CD）溶液，反应72h，缓慢加

入超纯水，使溶液浑浊（即不发生相分离），再8000rpm离心30min，收集沉淀，将沉淀MWCO为

3500透析1‑2天，冷冻干燥，得PLGA‑βCD干燥物；

[0018] （3）环糊精纳米囊泡的制备：取PLGA‑βCD干燥物10mg溶于1mL丙酮溶液中，以

0.5mL/min的速度缓慢滴加到质量浓度1%的5mL的聚醚（F68，1%）溶液中，用MWCO为8000‑

14000透析，冷冻干燥，成环糊精纳米囊泡；

[0019] （4）纳米递药系统的构建：称取20mg岩藻多糖修饰金刚烷溶于1mL超纯水中，加入

环糊精纳米囊泡20mg，在磁力搅拌下，加入0.5mg尿激酶搅拌交联48h，离心洗涤收集纳米

粒，冷冻干燥，得纳米递药系统。

[0020] 实施例2

[0021] 本发明在具体实施中，一种剪切响应性纳米递药系统的制备方法，包括以下步骤：

[0022] （1）岩藻多糖修饰金刚烷的合成：将50mg的岩藻多糖加入到5mL甲酰胺中，超声溶

解，室温搅拌条件下加入20mg的4‑二甲氨基吡啶、50μL三乙胺和25mg金刚烷甲酰氯反应

36h，加入异丙醇浸没，4℃条件下沉淀3h，10000rpm离心12min，弃上清液，收集沉淀，将沉淀

再用异丙醇洗涤至少两次以上，用水溶解沉淀，用MWCO为1000（透析袋或透析膜，以下同）透

析1‑2天，冷冻干燥，得岩藻多糖修饰金刚烷；

[0023] （2）PLGA‑βCD（βCD即β‑环状糊精）的合成：将2.25g的聚乳酸‑羟基乙酸（PLGA，

15KD）溶于25mL的N,N‑二甲基甲酰胺（DMF）中，室温搅拌过程中加入57.51mg的1‑(3‑二甲氨

基丙基)‑3‑乙基碳二亚胺盐酸盐、34.53mg的N‑羟基琥珀酰亚胺，活化羧基45min；加入预先

溶解的353mg的单（6‑乙二胺基‑6‑去氧）‑β‑环糊精（EDA‑β‑CD）溶液，反应72h，缓慢加入超

纯水，使溶液浑浊（即不发生相分离），再8000rpm离心30min，收集沉淀，将沉淀MWCO为3500

透析1‑2天，冷冻干燥，得PLGA‑βCD干燥物；

[0024] （3）环糊精纳米囊泡的制备：取PLGA‑βCD干燥物25mg溶于2.5mL丙酮溶液中，以

0.5mL/min的速度缓慢滴加到质量浓度1%的7.5mL的聚醚（F68，1%）溶液中，用MWCO为10000

透析，冷冻干燥，成环糊精纳米囊泡；

[0025] （4）纳米递药系统的构建：称取20mg岩藻多糖修饰金刚烷溶于1mL超纯水中，加入

环糊精纳米囊泡20mg，在磁力搅拌下，加入1mg尿激酶搅拌交联48h，离心洗涤收集纳米粒，

冷冻干燥，得纳米递药系统。

[0026] 实施例3

[0027] 本发明在具体实施中，一种剪切响应性纳米递药系统的制备方法，包括以下步骤：

[0028] （1）岩藻多糖修饰金刚烷的合成：将100mg的岩藻多糖加入到10mL甲酰胺中，超声

溶解，室温搅拌条件下加入40mg的4‑二甲氨基吡啶、100μL三乙胺和50mg金刚烷甲酰氯反应

48h，加入异丙醇浸没，4℃条件下沉淀4h，12000rpm离心10min，弃上清液，收集沉淀，将沉淀

再用异丙醇洗涤至少两次以上，用水溶解沉淀，用MWCO为1000透析1‑2天，冷冻干燥，得岩藻

多糖修饰金刚烷；

[0029] （2）PLGA‑βCD（βCD即β‑环状糊精）的合成：将3g的聚乳酸‑羟基乙酸（PLGA，15KD）溶
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于30mL的N,N‑二甲基甲酰胺（DMF）中，室温搅拌过程中加入76.68mg的1‑(3‑二甲氨基丙

基)‑3‑乙基碳二亚胺盐酸盐、46.04mg的N‑羟基琥珀酰亚胺，活化羧基60min；加入预先溶解

的470.8mg的单（6‑乙二胺基‑6‑去氧）‑β‑环糊精（EDA‑β‑CD）溶液，反应72h，缓慢加入超纯

水，使溶液浑浊（即不发生相分离），再8000rpm离心30min，收集沉淀，将沉淀MWCO为3500透

析1‑2天，冷冻干燥，得PLGA‑βCD干燥物；

[0030] （3）环糊精纳米囊泡的制备：取PLGA‑βCD干燥物50mg溶于5mL丙酮溶液中，以

0.5mL/min的速度缓慢滴加到质量浓度1%的10mL的聚醚（F68，1%）溶液中，用MWCO为14000透

析，冷冻干燥，成环糊精纳米囊泡；

[0031] （4）纳米递药系统的构建：称取20mg岩藻多糖修饰金刚烷溶于1mL超纯水中，加入

环糊精纳米囊泡20mg，在磁力搅拌下，加入2mg尿激酶搅拌交联48h，离心洗涤收集纳米粒，

冷冻干燥，得纳米递药系统。

[0032] 上述实施例1‑3方法制备的剪切响应性纳米递药系统有效用于制备治疗动脉粥样

硬化、血栓、肺栓塞血管栓塞性疾病及关节炎药物，以及制备抗血栓药物注射剂、冻干粉针，

实现剪切响应性纳米递药系统在制备治疗动脉粥样硬化、血栓、肺栓塞血管栓塞性疾病及

关节炎药物中的应用，以及在制备抗血栓药物注射剂、冻干粉针中的应用。

[0033] 本发明采用能够与活化的血小板上高表达的P选择素结合的岩藻多糖作为靶向血

栓的材料，在岩藻多糖上修饰金刚烷，环糊精衍生物形成纳米囊泡保留表面空腔，利用金刚

烷作为客体分子使环糊精纳米粒表面的空腔能够包含客体分子金刚烷然后使之交联多糖

并包覆尿激酶得到纳米递药系统；制备的环糊精纳米囊泡粒径在50‑200nm之间，纳米递药

系统粒径在100‑500nm之间；该系统具有以下特点：1）该系统中的岩藻多糖具有靶向血栓部

位的能力，减少药物的使用量降低毒副作用；2）所制备的纳米递药系统具有剪切力响应性，

在剪切力高于100dyne/cm2时候，使系统中的药物响应性释放；3）所制备的纳米递药系统具

有生物相容性，用途广泛。

[0034] 本发明涉及的剪切响应性纳米递药系统的构建。首先，将环糊精与具有端羧基的

PLGA进行酯化反应，再利用纳米共沉淀法合成表面具有空腔结构的纳米囊泡。之后，纳米囊

泡的疏水空腔能够与岩藻多糖上修饰的金刚烷分子发生主客体交联，并包覆溶栓药物尿激

酶得到纳米递药系统。岩藻多糖首先靶向定位于血栓部位，在血栓的高剪切力下，主客体交

联作用断裂使尿激酶释放进行溶栓。

[0035] 本发明所使用的岩藻多糖是一类含有岩藻糖和硫酸基团的多糖，具有多种生物学

功能，如抗凝血、抗肿瘤、抗血栓、抗病毒等。P选择素存在于血小板α颗粒膜上，可与P‑选择

素糖蛋白配体1（PSG1）进行结合及介导血小板的黏附。岩藻多糖能够与P选择素结合，靶向

血栓并抑制活化血小板的聚集。所制备的纳米递药系统在靶向到达血栓部位后，受到血管

堵塞部位的高剪切力的作用下，使包载的药物进行释放，达到溶栓的效果，并经多次反复实

验均取得了一致的结果，相关实验资料如下（以实施例2为例）：

[0036] 实验1：流变仪实验

[0037] 在流变仪（A2‑G2  TA仪器公司）中使用20mm锥板结构将载药纳米粒溶液（5mg/mL）

剪切1min。然后收集上清液，测定药物的释放量，计算其浓度并相对于最高剪切水平

（1000dyne/cm2）值进行归一化。

[0038] 上述实验设置1、10、100、1000  dyne/cm2四个不同组别，通过测定上清液中药物的
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释放量计算出在剪切力为10  dyne/cm2释药比低于20%，100  dyne/cm2时释药比达到70%，结

果表明制备的纳米递药系统在剪切力100dyne/cm2时药物释放量明显增加，并且随着剪切

力的增加，药物的释放量也增加，提示该递药系统的剪切响应性。

[0039] 实验2：体外溶栓

[0040] 血凝块的制备是将100μL的全血与50U的凝血酶溶液混合后在37°C下以50转/分的

速度持续摇晃30分钟后，将凝块从试管移到24孔板中。制备好的血凝块用PBS、游离uPA、空

白载体，载药纳米粒，预剪切后的载药纳米粒处理，凝块在37°C，以50转/分的速度持续振荡

300分钟。在处理后的0、30、90、180和300分钟，将200μl上清液放入96个多孔培养皿中，并使

用酶标仪测量溶解过程中释放的血红蛋白的光学密度（OD415），测量并记录其血凝块的溶

解情况。

[0041] 结果表明预剪切后的纳米粒组的溶解过程中释放的血红蛋白的光学密度（OD415）

较其他组别明显增大，且其血凝块的溶解比其他组明显，提示该纳米粒在剪切力下释放药

物溶栓。

[0042] 实验3：溶血实验

[0043] 使用EDTA抗凝管收集的大鼠新鲜血液于2500g离心10min，去除上清后将沉淀用

PBS重悬再次离心，重复2次得到红细胞沉淀。将不同浓度的载药纳米粒加入到红细胞中旋

转孵育4h，以PBS作为阴性对照，超纯水作为阳性对照，每组重复三个。孵育后将溶液10000g

离心1min，在541nm波长处测上清液的光吸收度。光吸收度越高载体材料的溶血效应越明

显，而光吸收度越低载体材料的溶血效应越低。

[0044] 实验表明不同浓度的载体的对红细胞的溶血效应与阴性对照组PBS相似，光吸收

度较低且无明显差异，即不会产生溶血效应。

[0045] 实验4：体外靶向

[0046] 首先在体外制备富含血小板的血栓模型，将3.2%枸橼酸钠抗凝的全血，1800g离心

10min，离心管中肉眼观察到3层，表层为富含血小板的血浆层（PRP层），中间层为白细胞层，

基层是红细胞层。吸取180μL上清液及少量富含血小板的边界层，混匀后分布到96孔板中，

并依次加入氯化钙（CaCl20 .4mM）、凝血酶（0.5U/mL），将96孔板放入37℃恒温箱中孵育

40min。血栓模型形成后1min添加不同浓度荧光标记的纳米载体与血栓共培养，之后使用

0.9%NaCl冲洗血栓表面，观察其荧光强度值，记录图像并分析结果。设置PBS对照组。

[0047] 结果表明纳米粒处理的血栓较对照组具有较高的荧光信号，荧光信号强度较未靶

向组高3倍左右，证明制备的该靶向纳米递药系统的血栓靶向性。

[0048] 实验5：动脉损伤模型

[0049] 采用SD雄性大鼠进行颈动脉损伤建立体内血栓模型。将SD雄性大鼠分为四组，均

以10%的水合氯醛（0.5mL/100g）麻醉，选择大鼠一侧分离颈动脉，将浸润有10%FeCl3溶液的

滤纸环包覆在分离的颈动脉上，并在动脉下方使用塑料垫保护周围组织以防损伤。滤纸环

放置10min后取下观察血栓形成情况。待血栓形成后，通过尾静脉分别注射uPA，空白纳米

粒，载药纳米粒以及生理盐水对照溶液（其中以uPA的给药浓度为0.2  mg/mL），90min后取出

动脉血栓部分进行H&E切片染色观察血栓。

[0050] 结果显示生理盐水组中有多个大的凝块存在，几乎完全占据管腔；游离uPA组的切

片显示仍有一些凝块的存在占据一半左右的管腔，相反，制剂组只有散在的几个血凝块，溶
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栓效果明显。

[0051] 实验6：体内组织分布

[0052] 以近红外染料IR783标记纳米载体，通过FX  PRO活体成像仪实时监测该递送系统

的体内分布。选取具有如前所述血栓模型的6‑7周雄性大鼠，随机分成三组：1）IR783组；2）

IR783‑空白纳米粒组；3）IR783‑载药纳米粒组。IR783给药浓度为0.2mg/mL，通过尾静脉注

射的方式将上述药物注射到大鼠体内，分别于10min，30min，60min，90min时，将造模大鼠置

于FX  PRO型荧光活体成像仪中进行荧光和X‑Ray成像，参数设置激发波长720nm，发射波长

790nm，记录处理数据，分析结果。90min后，处死各组大鼠取出心，肝，脾，肺，肾，PBS浸泡洗

涤后，滤纸吸去多余水分，置于荧光活体成像仪中扫描拍照，记录并分析各个组织器官的制

剂分布情况。

[0053] 荧光成像显示纳米粒在血栓部位的荧光强度随着时间的推移逐渐增强，在90min

时荧光强度是游离IR83的2倍左右，提示该纳米粒能够在血栓部位的高效蓄积的作用。

[0054] 实验7：体内安全性评价

[0055] 选取具有动脉血栓模型的6‑7周雄性大鼠，随机分成三组：1）生理盐水组，2）游离

uPA组，3）载药纳米粒组，对经生理盐水、游离uPA、载药纳米粒处理的动脉血栓大鼠的凝血

指标，aPTT(活化部分凝血活酶时间)、FIB  (纤维蛋白原)、PT(凝血酶原时间)、TT(凝血酶时

间)进行了分析说明，并将其处死取出心，肝，脾，肺，肾组织固定液固定后进行包埋H&E切片

并于显微镜下观察其形态。其中，正常大鼠作为阴性对照。

[0056] 与生理盐水组相比，载药纳米粒组治疗后在凝血参数、活化部分凝血活酶时间、纤

维蛋白原时间、凝血酶原时间和凝血酶时间无显著性差异，H&E切片染色显示组织器官无明

显病理变化，表明该纳米递药系统的体内安全性。

[0057] 实验8：尾出血实验

[0058] 采用模板尾出血时间法测定大鼠的止血潜能。以尾静脉给药5min后，从距尾部近

侧10  mm处开始，在沿尾部左轴的浅尾静脉上进行一个深度为2  mm、长度为4  mm的纵向切

口。在20min内对切口处的出血状况进行监测，注意及时用滤纸擦拭血液。

[0059] 本实验设置生理盐水，空白纳米粒，载药纳米粒，预剪切纳米粒和尿激酶溶液，监

测各组的尾出血时间并记录。

[0060] 结果表明与生理盐水组的出血时间（约3min）相比，纳米递送系统组均没有明显延

长尾出血的时间（4min左右），经尿激酶处理的大鼠尾出血时间较生理盐水组延长约为

10min，表明该纳米递送系统明显降低药物的出血副作用。

[0061] 实验9：细胞毒性

[0062] 人脐静脉内皮细胞（HUVEC）以5  x  103个/孔接种于96孔板中，在37℃，5%CO2的培养

箱中培养24h贴壁后，每孔加入200µL分别含有100  µg/mL,  50  µg/mL,  20  µg/mL 以及  10 

µg/mL空白纳米粒的培养基，继续培养24h和48h，其中每浓度设置6个复孔。采用SRB法考察

对细胞的毒性影响。

[0063] 结果表明24h和48h后该载体纳米粒对HUVEC细胞的无明显毒副作用，细胞存活率

均不低于85%，对细胞的影响作用小。

[0064] 在对实施例2实验的同时，还对其他实施例进行了同样的试验，均取得了相同和相

近似的结果，这里不一一列举。
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[0065] 实验表明，本发明相对于现有技术具有如下突出的特点和有益效果：

[0066] 本发明将β‑CD和金刚烷分别接枝于PLGA和岩藻多糖分子骨架上，利用β‑CD和金刚

烷的主客体包合作用制备含有β‑CD囊泡的岩藻多糖超分子自组装纳米粒，在介导自组装的

过程中将尿激酶包封于多糖纳米粒的网状结构中，制备具有剪切力响应释药特征的抗血小

板药物和溶栓药物共转运纳米靶向递药系统，至今未见有公开报导，是申请人的首创，具有

突出的实质性特点，并取得了非常好的有益技术效果：

[0067] 1、能够靶向定位于血栓部位，增强药物在血栓部位的高效蓄积，大大提高了药物

的利用率和疗效；

[0068] 2、剪切响应性释药可以减少药物的全身毒副作用，将活性药物集中分布在血流堵

塞部位，充分发挥药物的药效  ；

[0069] 3、具有良好的生物相容性及安全性，应用范围广，可有效用于制备治疗动脉粥样

硬化、血栓、肺栓塞血管栓塞性疾病及关节炎药物，以及制备抗血栓药物注射剂、冻干粉针，

开拓了治疗动脉粥样硬化、血栓、肺栓塞血管栓塞性疾病及关节炎药物、抗血栓药物注射

剂、冻干粉针的新途径，有显著的经济和社会效益。
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