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【摘要】 急性心肌梗死（Acute Myocardial Infarction，AMI）因其高患病率和致死率严重威胁人类健康，尽管药物、介

入治疗和外科手术极大程度地降低了AMI的死亡率，但AMI后仍存在持续的心肌损伤。黄芪甲苷（Astragaloside Ⅳ，AST）

是中药黄芪的主要活性成分之一，但由于AST的疏水性特征限制了其生物利用度。在本实验中，我们开发了一种血小板膜

修 饰 的 poly （d， L-lactic-Co-Glycolic Acid） -block （PLGA-b） -poly （Ethylene Glycol）（PEG） -Triphenylphosphonium

（TPP）（PLGA-b-PEG-TPP）聚合物纳米胶束用于包裹AST，从“器官—细胞器”层面实现“心脏—线粒体”的双重靶向功

效。我们首先通过透射电镜、动态光散射、药物释放、稳定性考察等方法对载药纳米胶束进行了表征；采用活体成像法证

实了载药纳米胶束的心脏靶向功效；运用小动物心脏超声、组织学、血清酶学考察了载药纳米胶束对缺血再灌注（Isch-

aemia/Reperfusion，I/R）后心脏功能和心肌损伤的影响；通过考察线粒体形态、膜电位、活性氧（Reactive Oxygen Species，

ROS）以及血清和心脏中炎症因子水平，评价了载药纳米胶束对心脏线粒体功能和炎症的影响，实验结果显示，相较于游

离的黄芪甲苷，载药纳米胶束显著改善了 I/R后心脏功能、心肌损伤、线粒体损伤以及心脏炎症，提示载药纳米胶束显著改

善了AST的生物利用度和心脏保护活性。本实验的开展为疏水性中药活性单体的递送提供了一种全新策略。
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【Abstract】Acute myocardial infarction(AMI) is a serious threat to human health due to its high morbidity

and mortality. Persistent myocardial injury remains after AMI, although the mortality of AMI has been greatly

reduced by drugs, interventional therapy and surgery. Astragaloside IV(AST) is one of the main active

components of Astragali Radix. However, the hydrophobicity of AST limits its bioavailability. In this experiment,

we developed a platelet membrane-modified poly(d, L-lactic-Co-Glycolic Acid) -block(PLGA-b) -poly(Ethylene
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Glycol)(PEG)-Triphenylphosphonium(TPP)(PLGA-b-PEG-TPP) polymer nanomicelles for encapsulating AST to

achieve the dual targeting effect of ' heart-mitochondria ' from the ' organ-organelle ' level. In this study, the drug-

loaded nanomicelles were characterized by transmission electron microscope, dynamic light scattering, drug

release and stability investigation. The cardiac targeting effect of drug loaded nanomicelles was confirmed by in

vivo imaging. The effects of drug-loaded nanomicelles on cardiac function and myocardial injury after I/R were

investigated by echocardiography, histology and serum enzymology. The effects of drug-loaded nanomicelles on

cardiac mitochondrial function and inflammation were evaluated by examining mitochondrial morphology,

membrane potential, reactive oxygen species(ROS)and levels of inflammatory factors in serum and heart.

Compared with the free AST, the results showed that drug-loaded nanomicelles significantly improved cardiac

function, myocardial injury, mitochondrial damage and cardiac inflammation after I/R . It was suggested that the

drug loaded nanomicelles significantly improved the bioavailability and cardioprotective activity of AST. This

experiment provides a new strategy for the delivery of hydrophobic active monomer of traditional Chinese

medicine.

【Keywords】Ischemia-reperfusion; Astragaloside IV; Cardiac targeting; Mitochondrial targeting

前言

急性心肌梗死 （Acute Myocardial Infarction，
AMI）是指以冠状动脉急性、持续性缺血缺氧引起

的心肌坏死，是心血管疾病中常见的急危重症，具

有较高的发病率、致残率及致死率，已成为全球心

血管疾病死亡的主要原因[1]。中国心血管健康与疾

病报告指出，我国心血管病患者人数约为 2.9亿，

而其中心肌梗死患者已达到 250万，死亡率已上升

至因疾病致死第二位[2]。预计到 2030年，我国的心

梗患者将达到近 2 300万，必将成为严重的社会和

医疗资源负担。尽管在过去三十多年中，直接经皮

冠状动脉介入治疗和心脏外科搭桥术的开展，有效

减少了急性心肌梗死的病死率，但是患者术后心肌

梗死再发率和慢性心力衰竭发病率却逐渐增高，有

些经过溶栓和血管重建治疗的患者心功能仍不断下

降，极大降低了患者的生活质量，甚至危及生命[3]。

因此，如何有效改善AMI后心脏损伤，寻找有效治疗

策略，是心血管病领域目前亟待解决的一项重要课题。

黄芪为中医临床常用中药材之一，具有补气升

阳、生津养血、行滞通痹等功效，常用于心血管疾

病的治疗。黄芪甲苷 （Astragaloside Ⅳ，AST） 是

其主要活性成分之一，现代药理研究表明AST具有

抑制心肌细胞肥大、改善心肌能量代谢、改善心室

重构、促进血管生成、抗炎、抗氧化应激及抑制心

肌细胞凋亡等多种药理作用[4]，课题组前期研究已

证实AST可显著改善心脏缺血再灌注诱导的心肌损

伤[5]。然而，由于AST的疏水性特征导致其口服生

物利用度较低，极大限制了AST的临床应用。

线粒体损伤是心肌细胞坏死的主要原因之一。

心肌细胞中的ROS主要合成于线粒体，AMI后线粒

体功能障碍会导致 ROS大量合成并释放到细胞质

中，从而加重心肌损伤[6]。因此，靶向心肌线粒体

的药物设计已成为心血管领域的研究热点。线粒体

的双层磷脂结构呈现出负膜电位[7]，使用亲脂性阳

离子，如三苯膦 （Triphenylphosphonium， TPP）、

地喹（Dequalinium，DQA）、七甲碱染料、环金属

化铱配合物和罗丹明衍生物等，修饰药物分子已成

为靶向线粒体药物输送的最有效策略[8]。其中，

TPP具有较低的生物毒性[8]，携带 TPP的聚合物纳

米胶束已成为线粒体靶向递送药物的主要候选者。

PLGA-b-PEG是 FDA批准的可药用聚合物胶束[9]。

PLGA-b-PEG聚合物在形成聚合物纳米胶束的过程

中，疏水 PLGA~段被保留在纳米颗粒内部，可以

将疏水性药物负载在纳米胶束的内核区域；而亲水

PEG~段形成纳米胶束的稳定外壳，致使PLGA -b-
PEG纳米胶束具有极高的组织亲和性和可生物降解

性[10]。此外，PEG~段可用于结合活性靶向分子，

结合TPP后的PLGA-b-PEG可实现疏水性药物的线

粒体靶向递送[11]。

在本研究中，我们制备了负载黄芪甲苷的

PLGA-b-PEG-TPP聚合物纳米胶束，并使用人血

小板膜包覆该聚合物纳米胶束，使其具备心脏靶向

功能。通过制备AMI后心肌损伤动物模型证实了血

小板膜包覆的负载黄芪甲苷的 PLGA-b-PEG-TPP
聚合物纳米胶束（Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST）
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可靶向心脏—线粒体双递送黄芪甲苷，与游离的黄

芪甲苷相比，我们开发的 Platelet@PLGA-PEG-
TPP@AST显著减少了心肌线粒体损伤，进而改善

了心脏功能。我们的研究表明，使用该心脏—线粒

体双靶向递药体系可提高中药有效单体的心血管治

疗活性，并具有较好的临床应用前景。

1 方法

1.1 材料和动物

材料：黄芪甲苷（Astragaloside Ⅳ）购自上海

融合医药科技发展有限公司；人血小板购自中国医

学科学院血液病研究所；PLGA-PEG-TPP聚合物

纳米胶束委托西安瑞禧生物合成；铝酞菁购自

Sigma；线粒体膜电位检测试剂盒（JC-1），线粒体

提取试剂盒，Gluta固定液 （电镜专用，2.5%），

2%TTC染色液均购于北京索莱宝科技有限公司；

活性氧检测试剂盒 （S0033S），Mitotracker线粒体

荧光探针（C1049B-50 μg），抗荧光淬灭封片液（含

DAPI）均购于北京碧云天生物技术有限公司；H&E
染色试剂盒购于武汉塞维尔生物科技有限公司。

动物：健康雄性 8周龄C57BL/6小鼠（合格证

号： 11401300027002），体重 （20±1）g， SPF级，

购于北京维通利华生物科技股份有限公司，许可证

号为 SCXK（京） 2014-0004。实验动物饲养于天

津中医药大学 SPF级动物房中，室温 21°C~24°C，
相对湿度 42%~58%，明暗环境各 12 h交替饲养。

所有动物和手术程序均经天津中医药大学伦理委员

会批准实施（TCM-LAEC20221099）。

1.2 负载黄芪甲苷的心脏线粒体靶向递药体系制备

PLGA-PEG-TPP@AST制备：使用纳米沉淀法

制备负载AST的 PLGA-PEG-TPP聚合物纳米胶束，

制备方法参考Hamide Sena Ozbay的研究[12]和课题组

以往发表文章[13, 14]。简而言之，将 PLGA-PEG-TPP
和AST [聚合物/AST比例为 5∶1（w/w）]溶解在 1 mL
乙腈中。将混合物逐滴加入到纳米纯水中，同时以

900 rpm的速度搅拌过夜以除去有机溶剂并引发纳

米颗粒形成。将纳米颗粒悬浮液以 40 000 g 离心

30 min。使用超纯水冲洗纳米颗粒以去除残留的聚

合物和卸载的药物。

Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST制备：人源血

小板提取自O+ 型血小板的血浆，并通过反复冻融 5
次获得血小板膜，方法参考Zhuang等[15]的研究。将

制备所得的 PLGA-PEG-TPP@AST纳米胶束与血小

板膜混合（浓度保持一致，均为 50 μM），4℃超声

3 min，37℃孵育 1 h，期间轻弹管壁使血小板膜与

纳米胶束充分混合。随后 4℃，10 000 g离心 2 h，
PBS重悬后储存于-80℃备用。

1.3 负载黄芪甲苷的心脏线粒体靶向递药体系表征

药物表征方法参考课题组以往发表文章[13, 14]。

载药量（DL%）和包封率（ER%）：简而言之，以

1.2中方法制备纳米胶束，AST投药量为 5 mg，加

入适量乙腈破坏纳米胶束结构，涡旋 30 s后超声离

心 15 min，12 000 rpm离心 15 min后取上清液进样

HPLC测定载药量和包封率。透射电镜（Transmis-
sion Electron Microscopy，TEM）：取纳米胶束溶液

适量，适当稀释后滴于覆盖碳膜的电镜铜网上，磷

锡 酸 负 染 ， 室 温 干 燥 置 于 透 射 电 镜 （日 立 ，

HT7700） 下观察纳米粒的外观形态并拍照。动态

光 散 射 （Dynamic Light Scattering， DLS）： 采 用

Malvern粒度仪，以动态光散射法测定混合胶束的

粒径及其分布。为防止多散射现象，样品均用去离

子水稀释至适当浓度后测定。体外释放：采用透析

法考察 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST纳米胶束的

体外释放行为，释放介质为含 0.5%吐温的 PBS溶
液。取 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST纳米胶束溶

液加入到预溶胀的透析袋内扎紧袋口，置于 37°C
恒温水浴，振荡下进行释放实验。分别于0，15，30
min和1，2，4，6，8，10，12，24，36，48，72 h取
样0.5 mL，同时补入等量37°C空白释放介质，釆用

HPLC 法 测 定 AST 的 浓 度 。 稳 定 性 实 验 ： 取

Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST纳米胶束溶液置于室

温环境中，分别于0，1，2，6，12，24，48和72 h采用

DLS法检测Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST粒径分布。

1.4 AMI模型制备及给药

模型制备：采用 I/R的方法制备小鼠模型，模

拟临床AMI后心肌损伤。简而言之，各组小鼠于术

前禁食12 h，自由饮水，使用5%三溴乙醇（30 mg/kg）
腹腔注射麻醉。小鼠麻醉后连通呼吸机，剪开皮

肤，分离胸肌；使用撑胸器撑开 3、4肋骨；剥开

心包膜，使用 7/0无创缝合线，结扎心脏主动脉左

前降支（活扣），造成急性心肌梗死。梗死 1 h后，

缓慢拖拽缝合线，使滑结松开，抽出缝合线，恢复

血流灌注。假手术组只穿线，不进行结扎，其余处

理同上。

给药：于手术前经尾静脉注射Platelet@PLGA-
PEG-TPP@AST （AST 浓 度 为 ：5.84 mg/kg 体 重 ，
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AST用量参考课题组以往发表文章[13, 16]，并由包封

率换算得出），Platelet@PLGA-PEG-TPP组尾静脉

注射同体积空白纳米胶束载体；游离AST采用腹腔

注射相同体积AST混悬液（AST浓度为：5.84 mg/kg
体重）；假手术和模型组经尾静脉注射相同体积的

生理盐水。

1.5 心脏超声

应用小动物超声仪（Vevo2100，Visual Sonics）
评价各实验组小鼠心脏功能。小鼠胸部心脏区域备

皮后，使用异氟烷麻醉小鼠并固定在操作台上；将

探头（MS-250）延心脏长轴摆放并在B-Mode模式

下获得长轴切面，微调探头角度使获得图像中可见

左心室，主动脉和二尖瓣瓣叶；在M-Mode模式

下，使测线位于左心室最大腔径处，侧切乳头肌并

获得M-mode图像；测量并计算左室射血分数。

1.6 活体成像

手术后 72 h，使用 5%三溴乙醇 （30 mg/kg）
腹腔注射麻醉小鼠，经腹主动脉冲洗心脏后，取心

脏、肾脏和肝脏用 IVIS Kinetic（Caliper） 获得荧

光图像，并计算心脏荧光辐射效率。

1.7 TTC染色

手术后 72 h，使用 5%三溴乙醇 （30 mg/kg）
腹腔注射麻醉小鼠，经腹主动脉冲洗心脏后，取心

脏，平均切成 5个横向切片，加入 TTC溶液，于

37℃避光孵育 30 min。切片 PBS 洗涤 3次后成像。

梗死的心肌被染成白色，活组织被染成红色，成像

结果使用 ImageJ软件分析。

1.8 组织学染色

手术后 72 h，使用 5%三溴乙醇 （30 mg/kg）
腹腔注射麻醉小鼠，经腹主动脉冲洗心脏后，取心

脏置于 30%蔗糖溶液中脱水 48 h，使用OCT包埋心

脏组织并置于-80℃冷冻，随后使用冰冻切片机器

制备 5 μM切片，并进行苏木精/伊红染色（H&E）。

心脏切片 ROS染色按照试剂盒说明进行操作，简

而言之，按1:1000用无血清培养液稀释DCFH-DA，
随后滴加于冰冻切片，37℃孵育 20 min后，PBS缓
冲液洗涤 3次，使用含DAPI封片剂封片后置于共

聚焦显微镜（LSM710，蔡司）下观察。

1.9 血清生化及炎症因子检测

各实验组小鼠经腹主动脉取血，血液置于 37℃
水浴中恒温静置 30 min，随后以 4℃，3 500 rpm离

心 10 min，取血清分装于 1.5 mL EP管中并放于-
80℃冰箱备用。采用全自动生化仪分析血清中肌酸

激酶（CK）、肌酸激酶同工酶（CK-MB）和乳酸脱氢酶

（LDH）含量。采用 Elisa法检测血清白介素 1β（IL-
1β）、白介素 6（IL-6）和肿瘤坏死因子 α（TNF-α）含

量，按照试剂盒说明进行操作。心脏内炎症因子

（IL-1β、IL-6和TNF-α）水平通过RT-PCR法检测,
IL-1β、IL-6和TNF-α引物序列如下：

IL-1β（mice），Forward：5‘- TGTGCTCTGCTT-
GTGAGGTGCTG -3’， Reverse： 5‘ - GCCGTG-
GTTG-GAGAGATAGG-3’。

IL-6（mice），Forward：5‘-TAGTCCTTCCTACCC-
CAATTTCC-3’， Reverse： 5‘ -TTGGTCCTTAGC-
CACTCCTTC-3’。

TNF-α （mice）， Forward： 5‘ - GGTGATCG-
GTCCCCAAAGGGATGA-3’， Reverse： 5‘ - TG-
GTTTGCTACGACGTGGGCT-3’。
1.10 线粒体功能检测

使用线粒体提取试剂盒从心脏组织分离完整且

纯化的线粒体，通过 BCA法测定线粒体蛋白质含

量。根据线粒体膜电位检测试剂盒（JC-1）、活性

氧检测试剂盒及Mitotracker线粒体荧光探针等产品

说明书分别测定线粒体膜电位（ΔΨm）、线粒体内

ROS水平和线粒体活性，以评价线粒体相关功能。

心肌透射电镜检查：随机切取心脏梗死边缘区 1× 1
× 1 mm3大小的组织块，于Gluta固定液中 4℃固定

72 h以备通过透射电镜进行超微结构观察和拍照。

1.11 统计

实验数据用 SPSS 24.0软件包进行统计学处理。

实验结果以均数±标准差（x±s）表示，组间比较采

用单因素方差分析（one-way ANOVA）。P＜0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 心脏线粒体靶向递药体系的制备与表征

在本研究中，我们制备了一种具有“心脏—线

粒体”靶向功能的中药单体的递药体系。首先制备

了 负 载 AST 的 PLGA-PEG-TTP 自 组 装 胶 束

（PLGA-PEG-TPP@AST），PLGA~具有高脂溶性分

子亲和力，而 TPP具有线粒体靶向特征[17]，故

PLGA-PEG-TPP@AST可靶向线粒体发挥治疗功

效。由于 AMI后血小板活化并向心脏受损部位聚

集[18]，血小板膜包覆的 PLGA-PEG-TPP@AST，即

Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST， 可 实 现 AMI 后

“心脏—线粒体”靶向递送黄芪甲苷（见图1）。
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为确保 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST的顺利

制备，我们对制备过程中的关键中间物进行了表

征 ， 使 用 TEM 和 DLS 表 征 了 人 源 血 小 板 膜

（Platelet） 和 PLGA-PEG-TPP@AST的结构和粒径

分布 （见图 2A-B），TEM结果显示，Platelet具有

典型的双分子层脂膜结构，且粒径约为 100 nm；
DLS结果显示了 Platelet粒径呈正态分布，且平均

粒径约为142.52 nm。PLGA-PEG-TPP@AST的TEM
和DLS结果显示，其形态为球型胶束，且平均粒径

约 为 119.41 nm。 随 后 ， 我 们 又 对 完 整 体 系

Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST进行了表征 （见图

2 A-B）， TEM 结 果 显 示 ， Platelet 成 功 修 饰 在

PLGA-PEG-TPP@AST 表 面 ， 且 Platelet@PLGA-
PEG-TPP@AST的平均粒径约为 158.80 nm。我们通

过 HPLC评价了 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST的

包封率和载药量，结果显示，其包封率约为

84.32%；其载药量约为 16.73%。药物溶出实验显

示出Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST具有缓释功效，

72 h时 AST释放率约为 80%（见图 2 C）。未负载

AST的Platelet@PLGA-PEG-TPP显示出较好的稳定

性，其粒径 0-72 h内无显著改变，且均一性较好

（见 图 2 D）。 综 上 所 述 ， 我 们 成 功 制 备 了

Platelet@PLGA-PEG-TPP递药体系，为后续使用该

体系“心脏—线粒体”靶向递送黄芪甲苷治疗AMI
后心脏损伤提供了基础和保障。

2.2 Platelet@PLGA-PEG-TPP的心脏靶向特征

为验证 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST的心脏

靶向效果，我们制备了负载染料铝酞菁（Aluminum
phthalocyaninechloride，PC）的Platelet@PLGA-PEG-
TPP递药体系（Platelet@PLGA-PEG-TPP@PC），并通

过尾静脉注射至实验小鼠体内，注射后立刻制备心

脏 I/R 模 型 ； 假 手 术 组 （Sham） 未 负 载 PC 的

Platelet@PLGA-PEG-TPP作为对照。手术后 72 h对
各实验组小鼠的心脏、肾脏和肝脏进行影像检测，

结果显示，相较于假手术组，模型组（Model）心

脏呈现出较高强度的荧光辐射效率，且主要分布于

梗死区域（见图3A-B）。该结果证实，Platelet@PLGA-
PEG-TPP@PC能够在心脏损伤后靶向富集在心脏损

伤部位，提示Platelet@PLGA-PEG-TPP递药体系具

有心脏损伤部位靶向特性。此外，Sham组的肾脏

显示出高强度的荧光辐射效率，提示未发生心脏富

集的Platelet@PLGA-PEG-TPP可由肾脏排泄。

图1 负载黄芪甲苷的心脏线粒体靶向递药体系制备及作用示意图
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（A-B） Platelet（血小板膜）、PLGA-PEG-TPP@AST（负载黄芪甲苷的 PLGA-PEG-TPP胶束）和 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST（负载

黄芪甲苷的 Platelet@PLGA-PEG-TPP）透射电镜代表图片及粒径分布图，Scar bar：100 nm；（C） Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST 0-72 h药
物溶出曲线，n=3；（D） Platelet@PLGA-PEG-TPP 0-72 h粒径变化曲线，n=3。

图2 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST表征

（A） Sham （假手术） —Platelet@PLGA-PEG-TPP@PC、Model （模型） —Platelet@PLGA-PEG-TPP@PC 和 Model （模型） —Plate-
let@PLGA-PEG-TPP心脏、肾脏和肝脏活体成像代表图；（B）各实验组心脏荧光辐射效率统计，n=3。

图3 Platelet@PLGA-PEG-TPP的心脏靶向特征

A B
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2.3 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST改善 I/R后

心脏功能

为进一步探索 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST
对AMI后心脏损伤的治疗作用，我们通过制备缺血

1 h/再灌注 72 h（I/R）小鼠模型模拟AMI后心脏损

伤，并分别给予AST、Platelet@PLGA-PEG-TPP以
及 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST 干预，于 I/R后

72 h使用心脏超声评价各实验组心脏功能。结果显

示，相较于Model组，Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST

能够改善左心室壁运动状态；并显著提高 EF%和

FS%；而AST和Platelet@PLGA-PEG-TPP并未改善

I/R 小鼠心脏射血功能 （见图 4 A-C）。此外，

Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST显著改善了左心室

收缩和舒张末期后壁和室间隔厚度，缩小了心室腔

内径，而AST和Platelet@PLGA-PEG-TPP并无该效

果 （见图 4 D-I）。综上结果，负载黄芪甲苷的

Platelet@PLGA-PEG-TPP递药体系具有较好的心脏

保护活性，能够改善 I/R导致的心脏功能降低。

（A） 各实验组小鼠M-Mode超声心动代表图像；（B-I） EF%（射血分数）、FS%（短轴缩短率）、LVPW;s（收缩期左室后壁厚度）、

LVPW;d（舒张期左室后壁厚度）、LVID;s（左心室收缩末期内径）、LVID;d（左心室舒张末期内径）、IVS;s（收缩期室间隔厚度）和 IVS;d
（舒张期室间隔厚度）定量分析，n=9。**P＜0.01 vs Sham；#P＜0.05 vs Model；##P＜0.01 vs Model。

图4 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST改善 I/R后心脏功能

2.4 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST改善 I/R后

心脏损伤

随后，我们使用TTC染色法对各实验组心脏梗

死面积进行了分析，结果显示，Platelet@PLGA-
PEG-TPP@AST显著减少了 AMI后心脏梗死面积，

而AST和Platelet@PLGA-PEG-TPP并无该效果（见

图 5 A-B）。心脏横切面的H&E染色结果显示，相

较 于 AST 和 Platelet@PLGA-PEG-TPP， Platelet@

PLGA-PEG-TPP@AST改善了 I/R导致的心肌细胞

坏死和白细胞浸润（见图 5 C）。血清酶学检测具有

相一致的结果，即相较于 AST和 Platelet@PLGA-
PEG-TPP， Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST 显著改

善了血清中CK、CK-MB和LDH的含量（见图 5 D-
F）。综上结果，负载黄芪甲苷的 Platelet@PLGA-
PEG-TPP递药体系能够显著改善 I/R心脏损伤。
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2.5 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST改善 I/R后

线粒体损伤

由于 Platelet@PLGA-PEG-TPP能够靶向“心

脏-线粒体”发挥治疗功效，因此，我们对心肌线粒

体功能进行了分析。透射电镜展示了各实验组心脏

线粒体结构，Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST能够

促进 I/R的心肌线粒体有序排布，改善线粒体水肿，

保护线粒体脊结构，而AST和Platelet@PLGA-PEG-
TPP并无明显线粒体保护活性（见图6 A）。随后，我

们使用ROS荧光探针对心脏横切面的冰冻切片进行

了染色，结果显示，相较于AST和Platelet@PLGA-
PEG-TPP，Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST 能够显

著抑制 I/R导致的心肌细胞内ROS含量上升（见图

6 B）。随后，我们提取并纯化了各实验组的心肌线

粒体，并对其ROS含量、膜电位 （JC-1探针） 和

线粒体活性 （Mitotracker探针） 进行了定量分析，

结果显示，Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST能够显

著改善 I/R导致的ROS产生、线粒体膜电位和线粒

体活性降低，而AST和Platelet@PLGA-PEG-TPP并
无明显改善作用 （见图 6 C-E）。综上结果，负载

黄芪甲苷的Platelet@PLGA-PEG-TPP递药体系能够

靶向心肌线粒体，并显著改善 I/R后的心肌线粒体

损伤。

（A-B）各实验组心脏TTC染色代表图及梗死面积定量（LS：梗死面积；LV：心脏面积），n=3；（C）各实验组心脏横切面H&E染色代

表图，Scar bar=50 μm；（D-F）各实验组血清CK（肌酸激酶）、CK-MB（肌酸激酶同工酶）和LDH（乳酸脱氢酶）的定量，n=8。**P＜0.01
vs Sham； ##P＜0.01 vs Model。

图5 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST改善 I/R后心脏损伤
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2.6 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST改善 I/R后

炎症水平

高水平的线粒体ROS可诱导炎症反应增强[19]，

因此，我们对各实验组小鼠血清炎症因子水平进行

了考察。血清 Elisa 结果显示， Platelet@PLGA-
PEG-TPP@AST可显著降低 I/R诱导的血清炎症因

子 IL-6、 IL-1β 和 TNF- α 水平升高，而 AST 和

Platelet@PLGA-PEG-TPP并无明显改善作用（见图

7 A-C）。心脏内炎症因子的mRNA水平反映出相似

的趋势，游离黄芪甲苷仅可显著改善心脏中 IL-1β
的 mRNA水平，而 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST
可显著降低 IL-6、IL-1β和 TNF-α的mRNA水平。

该结果提示，负载黄芪甲苷的 Platelet@PLGA-
PEG-TPP递药体系可通过靶向抑制线粒体 ROS改
善 I/R后炎症反应。

3 讨论

心肌线粒体损伤是导致AMI后心脏功能降低的

关键病理环节之一[20]，靶向心肌线粒体的治疗策略

已成为当前心血管领域的研究热点。近年来，使用

亲脂性阳离子，如TPP、DQA、七甲碱染料、环金

属化铱配合物和罗丹明衍生物等，修饰的聚合物纳

米胶束，可实现小分子药物的线粒体靶向递送[17]。

TPP在机体内具有良好的稳定性，且其合成和纯化

（A）各实验组心肌透射电镜代表图片，Scar bar=200、500 nm；（B）各实验组心脏横切面ROS荧光探针染色代表图片，Scar bar=200 μm；
（C-E）各实验组心脏线粒体ROS、JC-1和Mitotracker荧光强度定量分析，n=6。 **P＜0.01 vs Sham；#P＜0.05 vs Model；##P＜0.01 vs Model。

图6 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST改善 I/R后线粒体损伤
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过程相对简单，故TPP常被用于线粒体靶向聚合物

纳米胶束的表面修饰。此外，在诸多具有线粒体靶

向效应的亲脂性阳离子中，TPP对聚合物材料的性

质和功能干扰最小。TPP具有较低的生物毒性，可

安全应用于心脏、肝脏和肾脏等疾病的线粒体靶向

治疗[8]。研究证实，使用包含 TPP的聚合物纳米胶

束可采用口服、静脉或腹腔等多种途径给药，这些

胶束会迅速进入靶器官内的线粒体。例如，Sean
Marrache等[21]使用包含末端 TPP的 PLGA-b-PEG聚

合物制备了多种线粒体靶向制剂，姜黄素、线粒体

解偶联剂 2, 4-二硝基苯酚（2, 4-DNP）、lonidamine
和 α-生育酚琥珀酸酯 （α-TOS） 被加载至该药物

输送系统中，并应用于阿尔茨海默病、肥胖症和癌

症的线粒体靶向治疗。该系列结果证明了这种药物

递送的适用性，与非线粒体靶向聚合物纳米胶束或

游离形式的药物相比，具有线粒体靶向功能的聚合

物纳米胶束具有更为显著的治疗效果[21]。

黄芪甲苷是中药黄芪的主要活性成分之一，现

代药理学研究证实其能够提高心肌能量代谢、抑制

心肌细胞凋亡、改善心肌肥厚及纤维化等[22]。但由

于黄芪甲苷具有低水溶性特征，口服生物利用度较

低[16]，采用传统方式给药会极大的限制黄芪甲苷的

临床作用效果。本课题组致力于建立中药有效单体

的创新递药系统，曾使用负载黄芪甲苷的可心脏注

射水凝胶治疗心肌梗死[16]，由于该体系具有损伤部

位原位给药和缓释特征，极大的提高了黄芪甲苷对

心肌梗死的治疗效果。然而，使用负载药物的心脏

注射水凝胶对给药操作、水凝胶的预混制备等方面

要求较高，限制了该体系的临床应用前景。同时，

我们另外多项研究证实了，负载人参皂苷Rg3的聚

m
L) m
L) m
L)

（A-C）各实验组血清中 IL-6（白介素 6）、IL-1β（白介素 1β）和TNF-α（肿瘤坏死因子α）含量定量分析，n=7，（D-F）心脏组织中

IL-6、IL-1β和TNF-α的mRNA表达，n=3；**P＜0.01 vs Sham；#P＜0.05 vs Model；##P＜0.01 vs Model。
图7 Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST改善 I/R后炎症水平
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合物纳米胶束可显著提高Rg3的心脏治疗活性，且

由于聚合物纳米胶束具有制备方式相对简单、缓释

和稳定性较高的特点[13, 14]，使用聚合物纳米胶束装

载有效中药单体的药物递送方式具有更大的临床应

用潜力。由于 PLGA-b-PEG聚合物是 FDA批准的

药用聚合物胶束，因此，在本实验中我们使用末端

包含TPP的PLGA-b-PEG聚合物胶束作为药物递送

的主要载体。我们采用纳米沉淀法合成了负载黄芪

甲苷的 PLGA-PEG-TPP纳米胶束，该体系具有易

制备和稳定性高的特点，且克服了黄芪甲苷由于其

亲脂性特征而导致的生物利用度较低，并同时具有

线粒体主动靶向功能。

如何解决聚合物纳米胶束的心脏靶向性仍是需

要深入探索的课题。应用靶向肽修饰聚合物纳米胶

束的心脏主动靶向药物递送方式，已被证实其不具

备稳定的心脏靶向作用[23]。血小板由于其促凝血功

能，可在心肌梗死后归巢至心脏受损部位，具有心

脏靶向的生物学特征[15]。因此，使用血小板膜修饰

聚合物纳米胶束可实现心肌梗死后的心脏靶向药物

递送，且相较于靶向肽易诱发心脏免疫性损伤，血

小板膜具有更高的安全性。在本实验中，为验证该

体系的心脏靶向效果，我们使用染料铝酞菁代替

AST被负载于Platelet@PLGA-PEG-TPP中，活体成

像实验证实手术后 72 h，模型组相较于假手术组心

脏呈现出较高强度的荧光辐射效率，且主要分布于

梗死区域，该结果证实了，该载药体系具有心脏损

伤部位靶向特性，可在心脏损伤后靶向富集在心脏

损伤部位。随后，我们使用心脏超声、TTC染色、

心肌酶学和组织学染色评价和对比了游离AST和负

载AST的Platelet@PLGA-PEG-TPP对心脏功能和心

肌损伤的影响。负载 AST的 Platelet@PLGA-PEG-
TPP相较于游离AST显著改善了 I/R诱发的心脏功

能降低、心肌梗死和心肌损伤，提示本研究中开发

的药物递送体系可显著提高AST的心脏保护活性。

在本研究中，我们在运用血小板膜实现心脏靶向的

同时，运用包含末端TPP的PLGA-b-PEG聚合物以

实现对心肌线粒体的靶向作用。因此，我们对心肌

线粒体功能进行了分析。我们通过对线粒体结构、

线粒体膜电位以及 ROS水平开展研究，结果证实

了 Platelet@PLGA-PEG-TPP可以提升 AST对 I/R后

的心肌线粒体损伤的改善作用，以及线粒体损伤诱

发的心脏炎症。综上结果显示，制备的“心脏—线

粒体”双靶向药物递送体系可显著提高AST的心脏

保护活性，该体系可为中药新药的开发提供创新策

略和方法。

4 结论

在本实验中，我们制备了一种血小板膜修饰的

PLGA-b-PEG-TPP聚合物纳米胶束来包裹黄芪甲

苷（Platelet@PLGA-PEG-TPP@AST），静脉注射该

纳米胶束可实现靶向心脏受损区域心肌线粒体递送

黄芪甲苷，该体系实现了“器官—亚细胞器”双重

靶向功效。药效学实验证实了使用Platelet@PLGA-
PEG-TPP@AST可显著提高游离黄芪甲苷的心脏和

线粒体保护活性。该实验提供了一种疏水性中药活

性单体的递送方式，可解决疏水性中药活性单体组

织生物利用度低的问题，具有较大的临床应用

潜力。
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·作者与读者·

封面故事

黄芪甲苷是中药黄芪主要活性成分之一，现代药理学已证明其具有改善心脏功能，抑制心脏氧化应

激损伤，抗炎等心血管活性。然而，由于黄芪甲苷的疏水性特征致使其生物利用度较低，严重限制了黄

芪甲苷的临床治疗效果，这引起了樊官伟教授的关注。为解决这一问题，樊官伟教授团队设计了可用于

递送黄芪甲苷的脂质壳结构纳米靶向递送系统。该系统的脂质壳由血小板膜构成，致使其具备了梗死

心脏主动靶向性，而纳米胶束外壳使用了线粒体靶向特性的TPP阳离子修饰，从”器官—细胞器”层面实

现“心脏—线粒体”的双重靶向递药功效。实验结果显示，该递药系统显著提高了黄芪甲苷的心脏保护

活性，并为中药科技创新和为新药开发提供新策略和新方法。
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