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靶向纳米载体包封西地那非对肺高压大鼠
肺血管重构的影响

祝玉玲 俞春芳 孙青 杨军 缪明星 何伟 李冰冰

  【摘要】 目的 观察包封西地那非的靶向纳米载体对野百合碱肺高压大鼠肺动脉压力、肺小血

管中膜增殖以及右心室心肌肥厚的治疗作用。方法 雄性SD大鼠42只,随机分为六组,每组7只。

除对照组(CON组)外,其余各组皮下注射野百合碱60mg/kg,4周后分别经尾静脉注射西地那非8
mg/kg(SIL组)、靶向纳米空载体(GL组)、普通纳米载体包封西地那非(L-SIL组)和靶向纳米载体

包封西地那非(GL-SIL组)干预2周,CON组与模型组(MCT组)则给予等体积的生理盐水。2周

后,开胸测量大鼠平均肺动脉压(mPAP)并处死动物取心肺组织,进行 HE染色,测定肺小血管中膜

厚度比例(WT),右心室心肌细胞的面积。采用免疫组织化学法检测肺血管中膜α-平滑肌肌动蛋白

(α-SMA)含量。采用活体荧光示踪观察靶向纳米载体的组织分布。结果 与CON组比较,MCT
组、GL组、SIL组和L-SIL组 mPAP明显升高(P<0.05)。与 MCT组比较,GL-SIL组 mPAP明显

降低(P<0.05)。与CON组比较,MCT组、SIL组、GL组和L-SIL组 WT明显增加(P<0.05),α-
SMA表达明显增高(P<0.05)。与 MCT组比较,GL-SIL组 WT和α-SMA的表达明显降低(P<
0.05)。与CON组比较,MCT组、SIL组、GL组和L-SIL组心肌细胞面积明显增大(P<0.05)。但

GL-SIL组明显小于 MCT组(P<0.05)。结论 靶向纳米载体包封西地那非可明显降低肺动脉高

压大鼠的平均肺动脉压力,改善肺血管中膜增殖和右心室肥大,与其具有良好的肺组织靶向性相关。
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【Abstract】 Objective Toexplorethepossibleefficacyofglucosemodifiednanoparticles
embeddedwithsildenafilonameliorationofpulmonaryhypertensionandpulmonaryvascularremode-
linginratstreatedwithmonocrotaline.Methods Forty-twomaleSprague-Dawleyratswererandomly
dividedinto6groupswith7ratsforeachgroup.Allrats,exceptinControlgroup(groupCON),
weresubjectedto60mg/kgmonocrotalinesubcutaneousinjection.After4weeksMCTinsult,the
ratsreceivedintravenousinjectionofsildenafil8mg/kg(groupSIL),glucosemodifiednanoparticles
(groupGL),conventionalnanoparticlesembeddedwithsildenafil(groupL-SIL),glucosemodified-
nanoparticlesembeddedwithsildenafil(groupGL-SIL)everyotherdayfor2weeks.Thesame
volumeofnormalsalinewassubstitutedfordrugsinthegroupsCONandMCT.Therightlower
lobesofthelungswerefixedinneutralformaldehydeformorphometricanalysisandassessmentofthe
medialthicknessofpulmonaryarterioleswall.Theexpressionsofα-smoothmuscleactin(α-SMA)
weredetectedwithimmunohistochemistryassay.Thecardiomyocytevolumeofrightventriclewas
alsomeasuredunderthehigh-resolutionmicroscope.ExvivofluorescenceimagingofDiR-loadednan-
oparticlesinthemaintissuescollectedfromratsat4hafterintravenousinjection.Results Compared
withgroupCON,themPAP,WT,expressionsofα-SMAandcardiomyocytevolumeofrightventri-
cleingroupsMCT,SIL,GLandL-SILweresignificantlyincreased(P <0.05).Comparedwith
groupMCT,themPAP,WT,expressionsofα-SMAandcardiomyocytevolumeofrightventriclein
groupGL-SILweresignificantlyreduced(P<0.05).Theintensityoffluorescentoflungtissuewas
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higherinDiR-loadedglucosemodifiednanoparticlescomparedwithconventionalnanoparticlesafter4
hinjection.Conclusion Glucosemodifiednanoparticlesembeddedsildenafilcaneffectivelyinhibitthe
increaseinmPAP,percentageofmedialthickeningandcardiomyocytehypertrophyofrightventricle
inducedbyMCTinrats,whichmightbeassociatedwithhighaffinitytolungoftargetednanoparticles
andhighefficiencydrug-deliverysystem.

【Keywords】  Pulmonaryarterialhypertension;Nanoparticles;Sildenafil

  肺动脉高压(pulmonaryarterialhypertension,

PAH)是肺血管的一种增殖性病变,常伴有血管内

膜损伤和肌性动脉中膜增厚,最终引起管腔狭窄和

弹性下降,晚期导致右心功能衰竭[1]。如何抑制血

管中膜平滑肌细胞的过度增殖、促进细胞凋亡是逆

转肺血管病变的关键。目前临床治疗PAH的西地

那非、前列环素类等药物在一定程度上能扩张肺动

脉、抑制细胞增殖促进凋亡,缓解血管炎症反应,但
是并不能改善患者的活动耐力和长期生存率[2],可
能与药物不能在肺组织损伤血管部位达到有效的

治疗浓度密切相关。
近年来,靶向纳米材料包封化疗药物在抗肿瘤

治疗中发挥了显著的作用,通过在纳米颗粒表面设

计肿瘤细胞特征分子的配体,促进纳米颗粒与肿瘤

细胞的特异性结合,从而实现肿瘤的靶向治疗,减
少全身不良反应[3]。研究表明肺高压模型肺小动脉

中膜平滑肌细胞表面葡萄糖转运体-1(GLUT-1)高
表达部位,有氧糖酵解作用增强,18氟脱氧葡萄糖

(18F-FDG)摄取增加[4],这可能是引起细胞线粒体

膜电势超极化,造成细胞凋亡抵抗、增殖过度的原

因。因此,本实验通过采用葡萄糖基修饰的纳米载

体包封西地那非,促进纳米载体与病变的肺血管靶

向结合,并观察其对肺动脉高压大鼠肺动脉压力和

肺血管损伤的治疗效果。

材料与方法

实验主要材料 葡萄糖基修饰的纳米载体、普
通纳米载体由中国药科大学药学院提供。野百合

碱,平滑肌肌动蛋白一抗,西地那非(0.2%浓度溶

于生理盐水)。采用硫酸胺梯度主动载药法包封西

地那非(西地那非的终浓度2mg/ml)。
实验分组与处理 42只SD雄性大鼠,2月龄,

体重200~220g,南京大学附属鼓楼医院实验动物

中心提供,随机分为六组:对照组(CON组),模型组

(MCT组),西地那非治疗组(SIL组),靶向纳米载

体组(GL组),普通纳米载体包封西地那非组(L-
SIL组),靶向纳米载体包封西地那非组(GL-SIL
组)。除CON组外,其他组于大鼠颈背部皮下注射

野百合碱60mg/kg[5],治疗组分别于4周后次日经

尾静脉注射西地那非8mg/kg或纳米制剂(含西地

那非剂量8mg/kg),每日1次,持续2周,CON组

与 MCT组则给予等体积的生理盐水。
大鼠平均肺动脉压力测定 大鼠腹腔注射2%

戊巴比妥钠50mg/kg,麻醉后经口插入16号套管

针,连接呼吸机,RR60次/分,仰卧位固定于鼠板。
备皮后正中打开胸腔,剪开心包,24号留置针穿刺

右心室流出道并将外套管插入肺动脉主干,连接压

力换能器,当显示器屏幕上出现肺动脉压力波形并

稳定1min后,记录此时的肺动脉压力值。
组织固定 将输液皮条连接留置针,用生理盐

水冲洗肺血管中的红细胞并剪开左心耳,直至心肺

组织变白,经肺动脉注射5ml10%的氯化钾处死动

物,再通过气管导管行10%的多聚甲醛灌注,待肺

组织均匀膨胀5min后取下左右心室和右下肺组织

固定。
肺血管形态学检测 肺组织石蜡包埋切片后

行HE染色,电子显微镜下观察和拍摄肺小血管,每
组3个标本,每个标本5条血管,用Image-ProPlus
6.0软件测量光学显微镜400倍视野下肺小动脉

(直径50~150μm)的中膜直径(内外弹力板之间的

厚度 MT)和血管外弹力板之间的直径ED,计算中

膜厚度(WT)=(2MT÷ED)×100%[5]。
心肌细胞面积测定 右心室 HE染色后,每组

选取3个标本,每个标本选择20个右心室心肌细

胞,通过 OLYMPUScellsensDimension软件圈出

心肌细胞边界计算其面积[6]。
免疫组化检测肺血管α-SMA的表达 每组3

个石 蜡 标 本 切 片 烘 烤 后 脱 蜡,抗 原 修 复,滴 加

α-SMA一抗(抗体稀释度为1∶500),4℃孵育过夜

后,PBS冲洗3次,每次5min。再滴加二抗(稀释

度1∶5000),37℃温箱孵育30min后PBS再次冲

洗三遍。DAB显色剂显微镜下显色,苏木素复染,
经无水乙醇脱水,晾干后中性树脂封片。显微镜

400倍视野下观察α-SMA的表达结果,每个标本选

取5条血管用Image-ProPlus6.0软件测量计算α-
SMA表达,用平均灰度值表示。
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活体荧光示踪观察纳米载体的组织分布 雄

性SD大鼠随机分为2组,每组6只,皮下注射野百

合碱60mg/kg4周后,经尾静脉分别注射IR-783
标记的普通(L-SIL组)或者葡萄糖基修饰纳米载体

(GL-SIL组)。静脉注射4h后处死动物,提取心

脏、肝 脏、脾 脏、肺、肾 组 织,用 CaliperIVIS
Spectrum型生物发光荧光小动物活体成像系统检

测并计算每只大鼠肺组织中荧光标记物的平均放

射量[7]。
统计分析 采用SPSS17.0软件处理。正态

分布计量资料以均数±标准差(x±s)表示,组间比

较用单因素方差分析。P<0.05为差异有统计学

意义。

表1 六组大鼠 mPAP、WT、α-SMA和右心室心肌细胞面积的比较(x±s)

组别 只数 mPAP(mmHg) WT(%) α-SMA 右心室心肌细胞面积(μm2)

CON组 7 19.86±1.95 34.01±9.49 0.293±0.042 173.32±40.47

MCT组 7 34.14±2.27a 60.77±8.53a 0.643±0.047a 341.32±112.92a

GL组 7 32.20±3.70a 60.24±9.80a 0.631±0.048a 321.63±63.37a

SIL组 7 29.60±9.40a 60.62±14.70a 0.592±0.069a 339.92±75.64a

L-SIL组 7 30.83±5.27a 58.36±9.81a 0.496±0.034abc 280.79±55.82abd

GL-SIL组 7 25.29±3.35b 43.59±9.88bcde 0.388±0.051bcde 190.13±41.89bcde

  注:与CON组比较,aP<0.05;与 MCT组比较,bP<0.05;与GL组比较,cP<0.05;与SIL组比较,dP<0.05;与L-SIL
组比较,eP<0.05

结  果

与CON 组 比 较,MCT组、GL组、SIL组 和

L-SIL组 mPAP明显升高(P<0.05)。与 MCT
组比较,GL-SIL组 mPAP明 显 降 低(P<0.05)
(表1)。

与CON组比较,MCT组、SIL组、GL组和L-
SIL组 WT明显增加(P<0.05),α-SMA表达明显

增高(P<0.05)。与 MCT组比较,GL-SIL组 WT
和α-SMA的表达明显降低(P<0.05)(表1,图1—

2)。
与CON组比较,MCT组、SIL组、GL组和L-

SIL组心肌细胞面积明显增大(P<0.05)。但GL-
SIL组明显小于 MCT组(P<0.05)(表1)。

经尾静脉注射IR-783标记葡萄糖基修饰纳米

载体4h后,肺组织中平均荧光放射量GL-SIL组明

显高于L-SIL组(P<0.05)(图3)。

讨  论

野百合碱皮下注射可引起大鼠肺动脉高压,表
现为肺血管平滑肌细胞增殖、内皮功能障碍、肺血

管周围炎症细胞浸润,右心室肥厚,能很好地模拟

人类肺动脉高压的病理改变[8]。本实验结果显示,
模型组大鼠与对照组比较,肺动脉压力明显升高,
伴有肺小血管中膜增厚、管腔严重狭窄,右心室代

偿性肥大。靶向纳米载体包封西地那非可明显降

低肺动脉高压大鼠的平均肺动脉压力,改善肺血管

中膜增殖和右心室肥大。
有研究表明,肺血管平滑肌细胞的过度增殖与

凋亡抵抗在PAH肺血管重构中起着至关重要的作

用,抑制这些细胞增殖,促进其凋亡能明显抑制肺

血管重构的进程[9]。本研究中,模型组大鼠肺血管

平滑肌细胞过度增殖导致中膜增厚,甚至管腔狭

窄。目前临床上使用的磷酸二酯酶-5抑制剂(西地

那非),通过激活cGMP-PKG通路,既能扩张血管,
还能抑制平滑肌细胞的增殖和肺血管周围炎症,在
一定程度上缓解肺动脉压力,改善患者6min步行

距离,但是其并不能明显改善肺高压患者的5年生

存率。如果进一步增加西地那非的药物浓度可能

会造 成 严 重 血 管 扩 张、鼻 塞、视 觉 异 常 等 不 良

反应[10-11]。
研究发现,肺动脉高压与肿瘤在代谢方面有着

很多的相似性,如线粒体功能障碍,糖酵解增加,

HIF-1α的活化等。PAH肺血管平滑肌细胞存在着

与肿瘤细胞相似的“Warburg”效应,即肺血管细胞

通过上调GLUT-1加速对葡萄糖的摄取,有氧糖酵

解作用加强,导致线粒体膜电势超极化,抑制细胞

凋亡[12]。Zhao等[13]的研究也证实肺高压患者行
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图1 六组大鼠肺组织HE染色(×400)

图2 六组大鼠肺血管中膜α-SMA的表达(×400)

图3 L-SIL组与GL-SIL组荧光标记物的比较

PET-CT 检 查,18FDG 在 肺 组 织 信 号 增 强,与

GLUT-1在肺组织表达上调,加速葡萄糖转运相关。
同时GLUT-1在野百合碱肺高压大鼠肺血管损伤

部位上调,PET-CT检查发现18FDG在肺血管浓集。

Xie等[14]研究发现带有葡萄糖基靶头的基团能被血

脑屏障表面GLUT-1主动摄取,有利于药物向脑组

织转运。因此,本研究采用普通纳米载体及葡萄糖

基修饰纳米载体包封西地那非,并与单纯西地那非

静脉注射比较对肺高压的疗效。本研究结果显示,
与L-SIL、SIL组比较,GL-SIL靶向结合肺组织明

显增加,能明显降低大鼠肺动脉平均压力,抑制肺

血管重构,改善右心室的代偿性肥大,这正是由于

普通纳米颗粒在血液循环中极不稳定易被吞噬细

胞所清除,且与靶部位的亲和力弱,使得靶组织的

药物浓度低,而主动靶向纳米载体弥补了这一缺

陷,特异性结合靶组织,将纳米颗粒内化,有效地释

放药物,从而发挥更高效专一的作用[15-16]。此外,
以往的实验都是通过西地那非灌胃的方式进行干

预,而且药物的剂量(1~100mg/kg)都有报道。本

研究中,尾静脉注射西地那非并没有降低野百合碱

大鼠的肺动脉压力和缓解血管重构,猜测可能与给

药的途径以及不同公司药物的有效成分存在差异

有关。
综上所述,靶向纳米载体包封西地那非可明显

降低肺动脉压力,改善肺高压大鼠的肺血管中膜增

厚,管腔狭窄和右心室心肌肥大。
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·消息·

本刊再次入编北大图书馆《中文核心期刊要目总览》(2017年版)

依据文献计量学的原理和方法,经研究人员对相关文献的检索、统计和分析,以及学科专家评审,《临床麻醉学杂志》入编

《中文核心期刊要目总览》2017年版(即第8版)之“外科学”类的核心期刊。这是本刊继2008年入编第5版后,连续第4次入

编《中文核心期刊要目总览》,即“中文核心期刊”。

本次核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评价相结合的方法。定量评价指标体系采用了被摘量(全文、摘要)、被摘率

(全文、摘要)、被引量、他引量(期刊、博士论文、会议)、影响因子、他引影响因子、5年影响因子、5年他引影响因子、特征因子、

论文影响分值、论文被引指数、互引指数、获奖或被重要检索工具收录、基金论文比(国家级、省部级)、Web下载量、Web下载

率16个评价指标,选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达49种,统计到的文献数量共计93亿余篇次,涉及期刊13953
种。参加核心期刊评审的学科专家近8千位。经过定量筛选和专家定性评审,从我国正在出版的中文期刊中评选出1981种

核心期刊。

目前,本刊被国内主要的3个数据库收录,包括中国科技论文统计源期刊(中国科技核心期刊),中国科学引文数据库

(CSCD)来源期刊以及《中文核心期刊要目总览》(中文核心期刊)入编期刊。
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