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(57)摘要

本发明提出一种新型溶栓药PLT‑r‑SAK及其

制备方法，包括纳米血小板膜、r‑SAK，r‑SAK包载

在纳米血小板膜内。纳米血小板膜包载r‑SAK后，

可靶向动脉和/或静脉血栓，实现r‑SAK的靶向递

送，对血栓进行靶向溶栓。一方面，能有效缩短溶

栓至动脉和/或静脉开通的时间；第二，能显著提

高血栓动脉和/或静脉溶栓开通率。第三，纳米血

小板膜包载形成PLT‑r‑SAK后，PLT‑r‑SAK在体和

离体溶栓疗效优于其四倍剂量r‑SAK的溶栓疗

效。第四，采用本发明制备溶栓药PLT‑r‑SAK的方

法，所制备的PLT‑r‑SAK体外稳定性高，不会聚集

或碎裂。
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1.一种溶栓药PLT‑r‑SAK，其特征在于：由纳米血小板膜、r‑SAK构成，所述r‑SAK包载在

纳米血小板膜内；

制备所述溶栓药PLT‑r‑SAK的方法包括如下步骤：

S1 ,采用反复冻融法提取血小板膜，取新鲜血小板悬液，冻融，之后转速离心分离血小

板细胞膜与细胞器内容物，并用生理盐水将沉淀洗涤，获得空白纯化的血小板膜囊泡；

S2,配置r‑SAK生理盐水溶液，取溶液重悬步骤S1中的空白纯化的血小板膜囊泡沉淀，

获得r‑SAK重悬的血小板膜囊泡混悬液；

S3.将步骤S2获得的r‑SAK重悬的血小板膜囊泡混悬液在冰浴条件下进行超声均质处

理，以破碎血小板膜，使其形成初步包裹r‑SAK的微米级囊泡结构，得到均质混悬液；

S4 ,将步骤S3中所制得的匀质混悬液转移到气动脂质体挤出装置中，将匀质混悬液挤

出通过滤膜，包封r‑SAK，最终形成以血小板膜为膜壳，r‑SAK溶液为水相核心的纳米级囊泡

结构的悬液；

步骤S1中,空白纯化的血小板膜为人或啮齿类动物血小板；

空白纯化的血小板膜提取时所用的新鲜血小板浓度为0.5×109个/mL‑1.5×109个/mL；

步骤S2中，r‑SAK生理盐水溶液的溶液浓度为0.01‑0.25  mg/mL；

步骤S4中，气动脂质体挤出装置所用滤膜孔径尺寸为100nm‑800  nm；过膜的次数为5‑

20次。

2.根据权利要求1所述的溶栓药PLT‑r‑SAK，其特征在于：所述溶栓药PLT‑r‑SAK利用纳

米血小板膜包载r‑SAK，靶向动脉和/或静脉血栓，实现r‑SAK的靶向递送，对血栓进行靶向

溶栓治疗。

3.根据权利要求1所述的溶栓药PLT‑r‑SAK，其特征在于：所述溶栓药PLT‑r‑SAK利用纳

米血小板膜包载r‑SAK，靶向动脉和/或静脉血栓，实现r‑SAK的靶向递送，缩短溶栓至动脉

和/或静脉开通的时间。

4.根据权利要求1所述的溶栓药PLT‑r‑SAK，其特征在于：所述溶栓药PLT‑r‑SAK利用纳

米血小板膜包载r‑SAK，靶向动脉和/或静脉血栓，实现r‑SAK的靶向递送，提高动脉和/或静

脉溶栓开通率。

5.根据权利要求1所述的溶栓药PLT‑r‑SAK，其特征在于：所述溶栓药PLT‑r‑SAK为注射

剂。

6.根据权利要求1所述的溶栓药PLT‑r‑SAK，其特征在于：将匀质混悬液依次挤出通过

孔径尺寸为800、400、200nm的滤膜，过膜的次数为10次。

7.根据权利要求1所述的溶栓药PLT‑r‑SAK，其特征在于：步骤S2，生理盐水溶液中r‑

SAK的浓度为：0.1  mg/mL。

8.一种制备溶栓药PLT‑r‑SAK的方法，其特征在于包括如下步骤：

（1）采用反复冻融法提取血小板膜，取新鲜血小板悬液冻融，之后离心分离血小板细胞

膜与细胞器内容物，并用生理盐水将沉淀洗涤，获得空白纯化的血小板膜囊泡；

（2）配置r‑SAK生理盐水溶液，并取溶液于冰浴条件下重悬步骤（1）中的空白纯化的血

小板膜囊泡沉淀，获得r‑SAK重悬的血小板膜囊泡混悬液；

（3）将步骤（2）中所得混悬液在冰浴条件下进行超声均质处理，以破碎血小板膜，使其

形成初步包裹r‑SAK的微米级囊泡结构；
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（4）将步骤（3）中所制得的均质混悬液转移到气动脂质体挤出装置中，将混悬液挤出通

过滤膜，包封r‑SAK，最终形成以血小板膜为膜壳，r‑SAK溶液为水相核心的纳米级囊泡结构

的悬液；

所述溶栓药PLT‑r‑SAK由纳米血小板膜、r‑SAK构成，所述r‑SAK包载在纳米血小板膜

内；步骤（1）中,  空白纯化的血小板膜为人或啮齿类动物血小板；

空白纯化的血小板膜提取时所用的新鲜血小板浓度为0.5×109个/mL‑1.5×109个/mL；

步骤（2）中，r‑SAK生理盐水溶液的溶液浓度为0.01‑0.25  mg/mL；

步骤（4）中，气动脂质体挤出装置所用滤膜孔径尺寸为100nm‑800  nm；过膜的次数为5‑

20次。
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一种溶栓药PLT‑r‑SAK及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及药物制剂领域，尤其是纳米技术、溶栓药物及制备靶向溶栓药物的方

法，具体说是一种溶栓药PLT‑r‑SAK及其制备方法。

背景技术

[0002] 血栓是由血液形成的固体块状物质。若血栓形成于血管内，可导致管腔阻塞、血流

中断，产生相应脏器的缺血症状，如肢体寒冷、疼痛、麻木、溃疡，甚至坏死等。若血栓发生于

冠状动脉则会发生急性心肌梗死。目前，临床上可采用静脉注射r‑SAK或其它溶栓药物进行

急性心肌梗死、脑梗死、肺栓塞、外周动脉或静脉血管血栓形成或栓塞等血栓性疾病的溶栓

治疗。

[0003] 然而，静脉输注的药物可通过血液循环分布到身体的各个部位，不只是血栓局部。

以r‑SAK为例，静脉输注后，血栓部位的r‑SAK量受血液循环全身分布的影响而减少，从而影

响溶栓效果。使用更大剂量r‑SAK后血栓部位的r‑SAK量可相应增加，溶栓疗效可能会提高，

但同时可能带来更多的出血副作用。

发明内容

[0004] 为了解决上述技术问题，本发明提出一种溶栓药PLT‑r‑SAK及其制备方法。具体如

下：

[0005] 本发明提出一种溶栓药PLT‑r‑SAK，包括纳米血小板膜、r‑SAK，所述r‑SAK包载在

纳米血小板膜内。

[0006] 进一步的，所述溶栓药PLT‑r‑SAK利用纳米血小板膜包载r‑SAK，靶向动脉和/或静

脉血栓，实现r‑SAK的靶向递送，对血栓进行靶向溶栓治疗。

[0007] 进一步的，所述溶栓药PLT‑r‑SAK利用纳米血小板膜包载r‑SAK，靶向动脉和/或静

脉血栓，实现r‑SAK的靶向递送，缩短溶栓至动脉和/或静脉开通的时间。

[0008] 进一步的，所述溶栓药PLT‑r‑SAK利用纳米血小板膜包载r‑SAK，靶向动脉和/或静

脉血栓，实现r‑SAK的靶向递送，提高动脉和/或静脉溶栓开通率。

[0009] 进一步的，所述溶栓药PLT‑r‑SAK为注射剂，或粉剂。

[0010] 本发明通过以下步骤制备得到PLT‑r‑SAK：

[0011] （1）采用反复冻融法提取血小板膜，取新鲜血小板悬液冻融，之后离心分离血小板

细胞膜与细胞器等内容物，并用生理盐水将沉淀洗涤，获得空白纯化的血小板膜囊泡；

[0012] （2）配置r‑SAK生理盐水溶液，并取溶液于冰浴条件下重悬步骤（1）中的空白纯化

的血小板膜囊泡沉淀，获得r‑SAK重悬的血小板膜囊泡混悬液；

[0013] （3）将步骤（2）中所得混悬液在冰浴条件下进行超声均质处理，以破碎血小板膜，

使其形成初步包裹r‑SAK的微米级囊泡结构；

[0014] （4）将步骤（3）中所制得的均质混悬液转移到脂质体挤出装置中，将混悬液挤出通

过滤膜，包封r‑SAK，最终形成以血小板膜为膜壳，r‑SAK溶液为水相核心的纳米级囊泡结构
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的悬液。

[0015] 进一步优选的，本发明通过以下步骤制备得到PLT‑r‑SAK：

[0016] S1 ,采用反复冻融法提取血小板膜，取新鲜血小板悬液于‑80℃冻融，之后转速离

心分离血小板细胞膜与细胞器内容物，并用生理盐水将沉淀洗涤，获得空白纯化的血小板

膜囊泡；

[0017] 空白纯化的血小板膜提取时所用的新鲜血小板浓度为0 .5×109个/mL‑1 .5×109

个/mL；

[0018] 作为优选，所述空白纯化的血小板膜提取时所用的新鲜血小板浓度为1×109个/

mL。

[0019] S2,配置r‑SAK生理盐水溶液，并取等体积的溶液冰浴条件下重悬步骤S1中的空白

纯化的血小板膜囊泡沉淀，获得r‑SAK重悬的血小板膜囊泡混悬液；

[0020] S3,将步骤S2中所得混悬液在冰浴条件下进行超声均质处理，以破碎血小板膜，使

其形成初步包裹r‑SAK的微米级囊泡结构；

[0021] 其中，所述超声均质的参数为超声作用功率200‑1000  W,作用时间为30‑120s。

[0022] 作为优选，所述超声均质参数为超声作用功率400  W，作用时间60  s。

[0023] S4,将步骤S3中所制得的均质混悬液转移到气动脂质体挤出装置中，将混悬液挤

出通过滤膜，包封r‑SAK，最终形成以血小板膜为膜壳，r‑SAK溶液为水相核心的纳米级囊泡

结构的悬液。

[0024] 进一步的，步骤S1中,所述空白纯化的血小板膜为人或啮齿类动物血小板；

[0025] 步骤S2中，r‑SAK的溶液浓度为0.01‑0.25  mg/mL。

[0026] 步骤S2中，气动脂质体挤出装置所用滤膜孔径尺寸为100nm‑800  nm；过膜的次数

为5‑20次。

[0027] 较佳的，将混合溶液依次基础通过孔径尺寸为800、400、200nm的滤膜，过膜的次数

为10次。

[0028] 较佳的，混合生理盐水溶液中的r‑SAK浓度为：0.1  mg/mL。

[0029] 本发明中PLT‑r‑SAK代表纳米血小板膜包载重组葡激酶；r‑SAK代表重组葡激酶。

有益效果

[0030] 本发明采用纳米血小板膜包载r‑SAK，形成的溶栓药PLT‑r‑SAK靶向动脉和/或静

脉血栓，实现r‑SAK的靶向递送，对血栓进行靶向溶栓治疗。一方面，能有效缩短溶栓至动脉

和/或静脉开通的时间；第二，能显著提高动脉和/或静脉溶栓开通率。第三，纳米血小板膜

包载r‑SAK后，PLT‑r‑SAK在体和离体溶栓疗效优于其四倍剂量r‑SAK的溶栓疗效。第四，采

用本发明制备溶栓药PLT‑r‑SAK的方法，所制备的PLT‑r‑SAK体外稳定性高，不会聚集或碎

裂。

附图说明

[0031] 图1为PLT‑r‑SAK的示意图；

[0032] 图2为PLT‑r‑SAK的透射电镜结构图；

[0033] 图3为动物体外实验研究结果；

[0034] 图4为  PLT‑r‑SAK在兔股动脉血栓模型中的溶栓效果；其中，r‑SAK：重组葡激酶；
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PLT‑r‑SAK：纳米血小板膜包被重组葡激酶；NS：生理盐水；

[0035] 图5为体外实验中生理盐水组、低剂量r‑SAK组、高剂量r‑SAK组、PLT‑r‑SAK组溶栓

率统计图；

[0036] 图6为培育得到的血凝块图；

[0037] 图7为  PLT‑r‑SAK的平均粒径变化曲线。

实施方式

[0038] 实施例：本实施例提出一种溶栓药PLT‑r‑SAK，包括纳米血小板膜、r‑SAK，所述r‑

SAK包载在纳米血小板膜内。以实现（1）有效缩短溶栓至动脉和/或静脉开通的时间。（2）显

著提高动脉和/或静脉溶栓开通率。（3）纳米血小板膜包载r‑SAK后，PLT‑r‑SAK在体和离体

溶栓疗效优于其四倍剂量r‑SAK的溶栓疗效。（4）采用本发明制备溶栓药PLT‑r‑SAK的方法，

所制备的PLT‑r‑SAK体外稳定性高，不会聚集或碎裂。

[0039] 本发明通过以下步骤制备得到PLT‑r‑SAK：

[0040] （1）采用反复冻融法提取血小板膜，取2  mL浓度为1×109/mL的新鲜血小板悬液

于‑80℃冻融3次，之后于4000  g转速离心分离血小板细胞膜与细胞器等内容物，并用生理

盐水将沉淀洗涤3次，获得空白纯化的血小板膜囊泡；

[0041] 空白纯化的血小板膜提取时所用的新鲜血小板浓度为0 .5×109个/mL‑1 .5×109

个/mL；

[0042] 作为优选，所述空白纯化的血小板膜提取时所用的新鲜血小板浓度为1×109个/

mL。

[0043] 其中，所述r‑SAK的溶液浓度为0.01‑0.25  mg/mL。

[0044] （2）配置浓度为0.1  mg/mL的r‑SAK生理盐水溶液，并取等体积的溶液（2  mL）与冰

浴条件下重悬步骤（1）中的空白纯化的血小板膜囊泡沉淀，获得r‑SAK重悬的血小板膜囊泡

混悬液；

[0045] 其中，冰浴条件可以保护血小板膜蛋白和r‑SAK的生物活性，避免温度过高导致的

活性降低，从而保证了制备得到的PLT‑r‑SAK的活性，避免因制备过程导致PLT‑r‑SAK活性

降低而影响溶栓效果。

[0046] （3）将步骤（2）中所得混悬液在冰浴条件下进行超声均质处理，以破碎血小板膜，

使其形成初步包裹r‑SAK的微米级囊泡结构；

[0047] 其中，所述超声均质的参数为超声作用功率200‑1000  W,作用时间为30‑120s。

[0048] 作为优选，所述超声均质参数为超声作用功率400  W，作用时间60  s。

[0049] （4）将步骤（3）中所制得的均质混悬液转移到脂质体挤出装置中，将混悬液挤出通

过孔径为200  nm的滤膜10次，包封r‑SAK，最终形成以血小板膜为膜壳，r‑SAK溶液为水相核

心的纳米级囊泡结构的悬液，血小板膜重组及r‑SAK包载的过程如图1所示；

[0050] 采用透射电子显微镜表征制备得到的PLT‑r‑SAK的微观结构如图2所示：PLT‑r‑

SAK具有良好的球形囊泡结构，内部高衬度区域为所包载的r‑SAK，所得PLT‑r‑SAK的纳米载

体粒径均匀，尺寸为200  nm左右。

[0051] 对本发明工艺制备得到的PLT‑r‑SAK的直径按天在同一时间点进行连续7天测量，

得到PLT‑r‑SAK平均粒径变化曲线，如图7所示。
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[0052] 从图7  PLT‑r‑SAK的平均粒径变化曲线中可以看出，本发明工艺制备得到的PLT‑

r‑SAK具有出色的体外稳定性，随着时间的推移没有聚集或碎裂。

[0053] 所述溶栓药为注射剂。

[0054] 所述溶栓药利用血小板膜包载r‑SAK，靶向动脉和/或静脉血栓，实现r‑SAK的靶向

递送，即对血栓进行靶向溶栓治疗。

[0055] 课题组采用本发明制备方法制备的PLT‑r‑SAK进行了实验，实验如下：

[0056] 一、实验目的

[0057] 比较PLT‑r‑SAK与不同剂量r‑SAK在溶栓效率、血管开通时间、开通维持时间、开通

率和出血风险等方面的差异，探讨PLT‑r‑SAK溶栓治疗的有效性及安全性。

[0058] 二、实验动物

[0059] 新西兰白兔，雄性，2.0‑2.5kg，由南京市浦口区莱芙养殖场提供，合格证号：SCXK

（苏）2019‑0005

[0060] 三、实验药物和实验试剂

[0061] r‑SAK、生理盐水、丙泊酚、利多卡因、肝素、10%FeCl3溶液

[0062] 三、实验条件

[0063] 室温22±2℃，湿度55‑65％，光照适度，通风洁净良好。

[0064] 电子天平：瑞士梅特勒‑托利多公司

[0065] 水浴锅：德国美尔特公司

[0066] PowerLab数据采集系统：澳大利亚埃德公司

[0067] 激光散斑血流成像系统：英国摩尔仪器公司

[0068] 五、实验方法及实验过程

[0069] 见动物体外实验及动物体内实验；

[0070] （1）培育血凝块，获得血凝块的初始重量

[0071] 采集新西兰白兔（雄性，2 .0‑2 .5kg）腹主动脉新鲜血液，分装于12管圆底冻存管

中，腹主动脉新鲜血液1mL/管；

[0072] 于37℃孵育60  min培育血凝块；

[0073] 生理盐水(NS)洗涤培育的血凝块，

[0074] 在纱布上晾干得到的血凝块，并进行如下分组：

[0075] A1、A2、A3；

[0076] B1、B2、B3；

[0077] C1、C2、C3；

[0078] D1、D2、D3。

[0079] 如图6所示；

[0080] 对每一块血凝块进行称重，得到每一块血凝块的初始重量，分别为：

[0081] WA1、WA2、WA3；

[0082] WB1、WB2、WB3；

[0083] WC1、WC2、WC3；

[0084] WD1、WD2、WD3。

[0085] （2）设立实验组和对照组
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[0086] 设立实验组：分为PLT‑r‑SAK组、低剂量r‑SAK组、高剂量r‑SAK组；

[0087] 设立对照组：生理盐水组；

[0088] PLT‑r‑SAK组：取3个复管，每个复管用NS将PLT‑r‑SAK（含0.2mg  r‑SAK）稀释至2 

mL，置于  EP管；

[0089] 低剂量r‑SAK组：取3个复管，每个复管用NS将r‑SAK  0.2  mg（低剂量）稀释至2  mL，

置于  EP管；

[0090] 高剂量r‑SAK组：取3个复管，每个复管用NS将r‑SAK  0.8  mg（高剂量）稀释至2  mL，

置于  EP管；

[0091] 对照组（生理盐水组）：取3个复管，每个复管置入NS  2mL；

[0092] （3）实施溶栓实验，获得溶栓后的血凝块重量

[0093] 将制备得到的血凝块A1、A2、A3，分别置入PLT‑r‑SAK组中的3个复管；

[0094] 将制备得到的血凝块B1、B2、B3；分别置入低剂量r‑SAK组中的3个复管；

[0095] 将制备得到的血凝块C1、C2、C3；分别置入高剂量r‑SAK组中的3个复管；

[0096] 将制备得到的血凝块D1、D2、D3；分别置入生理盐水组中的3个复管；

[0097] 37℃孵育60min，对血凝块进行溶栓；

[0098] 生理盐水(NS)洗涤溶栓后的血凝块，

[0099] 在纱布上晾干，得到溶栓后的血凝块，并进行如下分组：

[0100] RA1、RA2、RA3；

[0101] RB1、RB2、RB3；

[0102] RC1、RC2、RC3；

[0103] RD1、RD2、RD3。

[0104] 对每一块溶栓后的血凝块进行称重，得到每一块血凝块溶栓后的重量，分别为：

[0105] WRA1、WRA2、WRA3；

[0106] WRB1、WRB2、WRB3；

[0107] WRC1、WRC2、WRC3；

[0108] WRD1、WRD2、WRD3。

[0109] （4）计算溶栓率

[0110] 采用如下公式，

[0111] 体外实验溶栓率=（溶栓前血凝块重量‑溶栓后血凝块重量）/溶栓前血凝块重量×

100%。

[0112] 分别得到生理盐水组、低剂量r‑SAK组、高剂量r‑SAK组、PLT‑r‑SAK组，每组3个溶

栓率；如图5所示；

[0113] 对每组溶栓率求平均值，得到该组的溶栓率，对应于上述四组分别为5 .03±

2.40%,  7.19±4.31%,  17.08±10.64%、26.81±11.47%，

[0114] PLT‑r‑SAK的动物体外实验研究结果如图3所示，生理盐水、低剂量r‑SAK、高剂量

r‑SAK及PLT‑r‑SAK对动物体外血栓溶栓率分别为5.03±2.40%,  7.19±4.31%,  17.08±

10.64%和26.81±11.47%，除生理盐水组与低剂量组之间溶栓率无统计学差异，其余各组之

间均有统计学差异（P<0.05）。

[0115] 从图3可以看出，纳米血小板膜包载r‑SAK后溶栓率显著提高。PLT‑r‑SAK的离体溶
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栓疗效优于其四倍剂量r‑SAK的溶栓疗效。推测纳米血小板膜包载r‑SAK后，PLT‑r‑SAK利用

血小板膜靶向血栓，实现r‑SAK的靶向递送和靶向溶栓。纳米血小板膜包载r‑SAK后，PLT‑r‑

SAK的离体溶栓疗效优于其四倍剂量r‑SAK的溶栓疗效。

[0116] （1）选取20只新西兰白兔（雄性，2 .0‑2 .5kg），分为生理盐水组、低剂量r‑SAK组

（0.25mg/kg  r‑SAK）、高剂量r‑SAK组（1.00mg/kg  r‑SAK）及PLT‑r‑SAK组（含0.25  mg/kg  r‑

SAK），5只/组，共4组。

[0117] 第一组为生理盐水组；

[0118] 第二组为为低剂量r‑SAK组；

[0119] 第三组为高剂量r‑SAK组；

[0120] 第四组为PLT‑r‑SAK组；

[0121] （2）暴露兔耳缘静脉，24G静脉留置针平行进针并胶布固定，经留置针推入丙泊酚

（得普利麻，10mg/mL，20mL）麻醉（首剂量2mL，注射泵维持1mL/h）；

[0122] （3）手术台上放保温毯及检查垫，将兔仰卧位放于手术台上，四肢及头部棉绳固

定；

[0123] （4）左右两侧腹股沟部备皮，用手指触摸股动脉搏动，辨明动脉走向，沿该走向皮

下注射利多卡因局部麻醉；

[0124] （5）分离左股静脉：沿局部麻醉方向作长约8‑9cm的切口，逐层分离。游离左股静脉

3‑4cm，远心端及近心端用丝线套取游离备用；

[0125] （6）分离左右股动脉：游离左股动脉3‑4cm，远心端及近心端用丝线套取游离备用。

同样操作游离右股动脉。两侧股动脉利多卡因浸润，湿纱布覆盖伤口。

[0126] （7）左股静脉置管：左股静脉远心端结扎，近心端用动脉夹夹闭，用眼科剪在远心

端剪一“V”字切口，自制小拉勾（1mL注射器针头尖端减掉并折弯）轻轻钩住切口，置入中心

静脉导管约5cm（16G，20cm，益心达单腔中心静脉导管，置入前肝素水冲管），结扎固定导管，

撤去动脉夹。导管远端连接10mL注射器（含有5毫升肝素水，50U/mL），回抽血液，排出空气后

注入1‑2mL肝素水（50U/mL），肝素帽封管；

[0127] （8）左股动脉插管：左侧股动脉远心端结扎，近心端用动脉夹夹闭，用眼科剪在远

心端剪一“V”字切口，自制小拉勾轻轻钩住切口，插入测压导管0.5‑1cm（PE‑200，埃德公司，

澳大利亚），连接压力检测器（Powerlab，埃德公司，澳大利亚），结扎固定导管，松开动脉夹，

打开压力监测软件（LabChart8，埃德公司，澳大利亚），监测左股动脉压力（平均动脉压、收

缩压、舒张压、脉压、心率），记录初始数据；

[0128] （9）右股动脉插管：右股动脉远心端结扎，近心端用动脉夹夹闭，用眼科剪在远心

端剪一“V”字切口，自制小拉勾轻轻钩住切口，插入测压导管约0.5‑1cm（PE‑200，埃德公司，

澳大利亚），连接压力检测器（Powerlab，埃德公司，澳大利亚），结扎固定导管，松开动脉夹，

打开压力监测软件（LabChart8，埃德公司，澳大利亚），监测右股动脉压力（平均动脉压、收

缩压、舒张压、脉压、心率），记录初始数据；

[0129] （10）右股动脉血栓形成：①非夹闭状态下，用浸泡于10%FeCl3溶液的滤纸（1×

2cm）包裹右股动脉30min；②包裹30min后，非包裹状态下动脉夹夹闭15min（夹闭部位距损

伤部位近心端约0.5cm），15min后，撤去动脉夹，观察脉压变化5min，如未降到0左右，继续重

复②操作，直至脉压降为0左右或低于左侧脉压10%；
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[0130] （11）经耳缘静脉分别推注生理盐水、低剂量r‑SAK（0.25  mg/kg  r‑SAK）、高剂量r‑

SAK（1.00mg/kg  r‑SAK）、PLT‑r‑SAK（含0.25  mg/kg  r‑SAK），推注药物后再推入1mL生理盐

水，送入残余药量；

[0131] （12）记录两侧股动脉压力5小时，根据脉压水平将溶栓后右侧股动脉的血管开通

状态进行分类。

[0132] （13）检测结果

[0133] NS组溶栓后5小时股动脉均未开通，低剂量r‑SAK、高剂量r‑SAK及PLT‑r‑SAK溶栓

至首次开通时间分别为140.50±12.02  min、134.75±49.57  min  和49.25±35.79  min，其

中PLT‑r‑SAK组与高剂量r‑SAK组及低剂量r‑SAK组之间有统计学差异（P<0.05）；低剂量r‑

SAK、高剂量r‑SAK及PLT‑r‑SAK维持开通时间分别为34.00±21.21  min、98.00±76.99  min

和137.75±42.41  min。

[0134] 根据检测结果绘制动物体内实验研究结果图，得到图4。

[0135] 体内实验：股动脉压力变化；根据脉压水平将溶栓后右侧股动脉的血管开通状态

进行分类：

[0136] ①管腔闭塞：球囊损伤后脉压降为或下降至小于左侧脉压的10%；

[0137] ②血管再通：溶栓后脉压完全恢复或恢复至大于等于左侧脉压的50%；

[0138] ③管腔再闭塞：管腔开通后脉压再度降为0或下降至小于左侧脉压的50%；

[0139] PLT‑r‑SAK的动物体外实验研究结果如图3所示：生理盐水、低剂量r‑SAK、高剂量

r‑SAK及PLT‑r‑SAK在动物体外血栓溶栓率分别为5.03±2.40%,  7.19±4.31%,  17.08±

10.64%和26.81±11.47%，除生理盐水组与低剂量组之间溶栓率无统计学差异，其余各组之

间均有统计学差异（P<0.05）。

[0140] 从图3可以看出，纳米血小板膜包载r‑SAK后溶栓率显著提高。PLT‑r‑SAK的离体溶

栓疗效优于其四倍剂量r‑SAK的溶栓疗效。推测纳米血小板膜包载r‑SAK后，PLT‑r‑SAK利用

血小板膜靶向血栓，实现r‑SAK的靶向递送和靶向溶栓。纳米血小板膜包载r‑SAK后，PLT‑r‑

SAK的离体溶栓疗效优于其四倍剂量r‑SAK的溶栓疗效。

[0141] PLT‑r‑SAK的动物体内实验研究结果如图4所示：生理盐水、低剂量r‑SAK、高剂量

r‑SAK及PLT‑r‑SAK在免股动脉完全闭塞性血栓形成模型溶栓后股动脉开通状况，黑色表示

闭塞状态，白色表示开通状态。NS组溶栓后5小时股动脉均未开通，低剂量r‑SAK、高剂量r‑

SAK及PLT‑r‑SAK溶栓至首次开通时间分别为140.50±12.02  min、134.75±49.57  min  和

49.25±35.79  min，其中PLT‑r‑SAK组与高剂量r‑SAK组及低剂量r‑SAK组之间有统计学差

异（P<0.05）；低剂量r‑SAK、高剂量r‑SAK及PLT‑r‑SAK维持开通时间分别为34.00±21 .21 

min、98.00±76.99  min和137.75±42.41  min。

[0142] 从图4中可以看出，PLT‑r‑SAK在溶栓后首次开通时间显著优于同等剂量的r‑SAK

及四倍剂量的r‑SAK，维持开通时间显著优于同等剂量的r‑SAK，且在数值上优于四倍剂量

的r‑SAK。

[0143] 体外实验结果表明PLT‑r‑SAK溶栓效果显著优于同等剂量的r‑SAK及4倍剂量的r‑

SAK。

[0144] 体内实验结果表明PLT‑r‑SAK在溶栓后首次开通时间显著优于同等剂量的r‑SAK

及四倍剂量的r‑SAK，维持开通时间显著优于同等剂量的r‑SAK，且在数值上优于四倍剂量
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的r‑SAK。

[0145] 由上述实验可以得出，纳米血小板膜包载r‑SAK后可显著提高溶栓疗效。一则，能

有效缩短溶栓至动脉和/或静脉开通的时间；第二则，能显著提高血栓动脉和/或静脉溶栓

开通率。三则，纳米血小板膜包载r‑SAK后，PLT‑r‑SAK在体和离体溶栓疗效优于其四倍剂量

r‑SAK的溶栓疗效。

[0146] 实施例1中PLT‑r‑SAK的制备方法如下：

[0147] 如图1所示，首先配制一定浓度的r‑SAK溶液，之后将纯化空白血小板膜囊泡重悬

并在冰浴条件下经过挤出过膜重组装制备而成。

[0148] 具体包括，使用不同浓度的r‑SAK生理盐水溶液重悬血小板膜，制得混悬液；进一

步将制得的混悬液转移到气动脂质体挤出装置中，在冰浴条件下将混悬液多次挤出通过不

同孔径的滤膜，实现血小板膜纳米囊泡的形成与r‑SAK的有效包封，如图2所示。

[0149] 其中，所述空白纯化的血小板膜为人或啮齿类动物血小板，经反复冻融裂解，并多

次洗涤去除破膜释放内含物，纯化得到空白血小板膜囊泡。

[0150] 作为优选，混合生理盐水溶液中的r‑SAK浓度为：0.1  mg/mL。

[0151] 其中，所述挤出过膜重组装为将制得的混悬液转移到脂质体挤出装置中，在冰浴

条件下，将混悬液通过滤膜多次挤出，在过膜过程中实现血小板膜的重组装纳米囊泡的形

成与r‑SAK的成功包封。

[0152] 进一步地，所述气动脂质体挤出装置所用滤膜孔径尺寸为100  nm、200  nm、400  nm

或者800  nm；所述多次过膜的次数为5‑20次。

[0153] 作为优选，将混合溶液依次基础通过孔径尺寸为800、400、200  nm的滤膜，多次过

膜的次数为10次。
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图 1

图 2
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图 3

图 4
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图 5
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图 6

图 7
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