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摘要    迅速恢复中毒乙酰胆碱酯酶(acetylcholinesterase, AChE)活性是神经性毒剂中毒救

治最关键的环节. 血脑屏障的存在限制了具有重活化作用的抗毒药物以有效治疗剂量进入

中枢. 本研究以已知重活化作用最强的重活化剂酰胺磷定(HI-6)为目标药物, 通过去溶剂化

法制备了人体血清白蛋白纳米粒, 通过静电作用将 HI-6 分子装载在纳米粒表面, 合成装载

HI-6的人体血清白蛋白纳米粒; 在斑马鱼及神经性毒剂梭曼染毒小鼠上, 对药物穿透血脑屏

障能力及中枢中毒AChE重活化作用进行了评价. 结果表明, 装载HI-6人体血清白蛋白纳米

粒在物理表征上符合纳米药物基本特征; 相对于自由 HI-6, HI-6 人体血清白蛋白纳米粒能够

透过血脑屏障, 并将中枢中毒 AChE 活性提升 2 倍以上, 表明人体血清白蛋白纳米粒成功携

带 HI-6 分子进入中枢. 本文建立了一种无毒、高效、小尺寸中枢靶向性纳米粒的制备方法, 
基于该方法制备的纳米重活化剂, 在脑内可有效释放目标药物并迅速发挥解毒作用.  
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1  引言 

神经性毒剂中毒后能迅速抑制中枢及外周乙酰

胆碱酯酶(acetylcholinesterase, AChE)活性, 导致乙酰

胆碱(acetylcholine, ACh)大量蓄积, 进而引发以“胆碱

能神经系统功能亢进”为特征的中枢及外周中毒症状

表现, 最终导致严重的并发症或死亡[1]. 对于神经性

毒剂的中毒救治, 最关键的措施是给予能够对中毒

酶具有高效、迅速重活化作用的药物[2, 3], 使与神经

性毒剂磷酸化结合的 AChE[4]从毒剂分子上脱离, 进

而恢复水解ACh的功能. 这类使中毒AChE重新恢复

水解 ACh 功能的药物, 称为重活化剂.  

目前, 临床应用的重活化剂主要包括氯解磷定、

双复磷、双解磷和 HI-6 等(图 1). 上述药物对外周中

毒的 AChE 有显著、快速的重活化作用, 但是, 血脑

屏障(blood-brain barrier, BBB)的存在导致现有重活

化药物均无法进入中枢 ,  因而难以恢复中枢中毒

AChE 活性[5]. 而中枢 AChE 被大量抑制导致脑内一

些对调节基础生命体征起重要作用的人体功能中枢

如呼吸、循环及神经中枢等被抑制, 进而引起呼吸、

心跳停止及惊厥现象, 最终导致迟发性神经损伤等

严重并发症或死亡[6]. 因此, 寻找能有效进入中枢的

重活化剂 ,  以迅速恢复被神经性毒剂抑制的中枢

AChE 功能, 一直是神经性毒剂中毒救治的重点与难

点. 近年来, 国外在此领域进行了大量研究[7~9], 合
成了 K 系列(K203、K074、K048、K117 和 K127)     

及 HI-6 系列(HLA-6)重活化剂, 但均未寻找到能快速

进入中枢, 并对中枢中毒酶具有较好重活化作用的 
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图 1  临床常用重活化剂的化学结构 

药物.  

近十年来, 纳米技术飞速发展为实现药物中枢

靶向性递运提供了新的解决思路[10]. 以往研究已经

发现, 多种纳米尺寸粒子可在体内自由输运, 并通过

特定的介导转运途径进入中枢[11]. 因此, 采用纳米载

体装载重活化剂, 将为实现脑部靶向给药提供可能. 

鉴于此, 本研究在以往的工作基础上[12, 13], 选择了已

知重活化作用最强的重活化剂 HI-6 为目标递送药物, 

将携带负电荷的人体血清白蛋白纳米粒 (human 

serum albumin nanoparticles, HSA NPs)外层装载正电

荷的 HI-6 分子, 制备得到了 HI-6 人体血清白蛋白纳

米粒, 并采用透射电子显微镜与 Zeta粒径分布仪, 对

已制备药物的形貌、粒径、Zeta 电位及分散系数(PDI)

进行物理表征. 最后, 在斑马鱼及梭曼染毒小鼠模型

上, 观察了纳米药物对血脑屏障穿透效率及其对中

枢中毒 AChE 的重活化作用. 

2  实验部分 

2.1  试剂与仪器 

二甲基亚砜、氯化钠、碳酸钠、碳酸氢钠、氯化

铵、无水乙醇及 25%戊二醛购自国药集团(中国); 氢

氧化钠购自西陇化工股份有限公司(中国); N-羟基丁

二酰亚胺(NHS)及1-乙基-3-(二甲基氨丙基)-3-乙基碳

二酰亚胺盐酸盐(EDC)购自 Acros 公司(美国); 人体

血清白蛋白及转铁蛋白(transferrin, Tf)购自北京中生

瑞 泰 科 技 有 限 公 司 ( 中 国 ); 异 硫 氰 酸 荧 光 素

(fluorescein isothiocyanate, FITC)、5,5′-二硫代双(2-

硝基苯甲酸 ) (DTNB)及硫代乙酰胆碱 (ASCh)购自

Sigma 公司(美国); (吡啶-2-醛肟-1-1 甲基)-(4-氨基甲

酰基-吡啶-1-甲基)醚氯盐(酰胺磷定, HI-6)由军事医

学科学院毒物药物研究所药物合成研究室合成, 纯

度 95%以上; 梭曼由中国人民解放军防化指挥工程

学院合成, 纯度 95%以上.  

数显磁力搅拌器(MS-H-Pro+型 , 大龙兴创实验

仪器有限公司, 中国), 数控超声波清洗仪(KQ-50DE

型, 昆山市超声仪器有限公司, 中国), 台式冷冻离心

机 (3-18K 型 , Sigma 公司 , 美国 ), 智能溶出仪

(ZRG-83 型, 天津鑫洲科技有限公司, 中国), 显微注

射仪(NT-88-V3, Nikon 公司, 日本), 激光共聚焦显微

镜(LSM 510 META 型, Zeiss 公司, 德国), 透射电子

显微镜(H-7650型, Hitachi公司, 日本), Zeta粒径分布

仪(Zeta Sizer Nano-ZS90 型, Malvern 公司, 英国), 多

参数测试仪(S220 型, Mettler-Toledo 公司, 瑞士), 电

子天平(BT25S 型, Sartorius 公司, 德国), 紫外分光光

度计(UV-4802, Unico 公司, 美国), 酶标仪(550 型, 

Bio-Rad 公司, 美国).  

2.2  实验动物  

健康 AB 系 4 日龄斑马鱼幼鱼, 体长为 0.4 cm  

左右 , 雌(♀)、雄(♂)各半 , 由北京大学生命科学院  

提供.  

昆明小鼠, SPF 级, ♂, 体重 18~22 g, 由军事医学

科学院实验动物中心提供 . 动物生产许可证为 : 

SCXK-(军)2012-0004.  

2.3  人体血清白蛋白纳米粒的制备及表征 

2.3.1  人体血清白蛋白纳米粒制备 

在已有文献[14, 15]报道基础上进行改进, 采用

去溶剂化法制备 HSA NPs. 具体实验过程为: 将 20 mg

人体血清白蛋白溶解于 1 mL NaCl 溶液(10 mmol/L) 

中, 用NaOH溶液(0.1 mol/L)将溶液 pH调至 8.3, 再用 
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0.22 μm 水系滤头过滤溶液; 在 1000 r/min 转速搅拌

下, 将续滤液缓慢匀速(1 mL/min)滴入 5 mL96%乙醇

中; 搅拌 3 min 后调大搅拌速度至 1500 r/min, 将 22 

μL 8%戊二醛注入溶液中继续搅拌反应 1 min, 再向

溶液中加入 22 μL 戊二醛溶液, 室温避光反应 24 h. 

反应停止后, 收集 HSA NPs 混悬液, 4℃、14000 r/min

下离心 12 min; 再用蒸馏水离心洗涤样品 2 次, 除去

残留的戊二醛和乙醇等物质, 得到 HSA NPs. 将离心

后得到的HSA NPs超声分散于 2 mL去离子水中, 4℃

避光保存, 用于下一步实验.  

2.3.2  FITC 标记的 HSA NPs 的制备 

首先配制碳酸缓冲液 , 即分别称取 7.56 g 

NaHCO3、1.06 g Na2CO3、7.36 g NaCl, 加水定容至 1 L. 

称取HSA 60 mg溶于 9 mL NaCl溶液中, 4℃下, 利用

上述碳酸缓冲液将 HSA 透析 3 次, 直至透析液 pH 约

为 9.0. 按 HSA:FITC = 1 mg:150 μg 的比例称取 9 mg 

FITC, 溶于 9 mL 二甲基亚砜中, 并在搅拌状态下将

FITC 溶液缓慢滴加至 HSA 溶液中, 4℃避光反应 8 h, 

反应生成 FITC-HSA, 反应结束后加入 180 μL氯化铵

(0.005 mol/mL)终止反应 2 h, 将反应后产物在 PBS中

透析至少 4 次以上, 直到透析液清亮, 完全透析除去

体系中游离的 FITC, 此时, FITC-HSA 溶液总体积约

为 40 mL. 取 1 mL 该溶液, 向其中加入 19 mg 空白

HSA, 其余制备步骤同 HSA NPs, 最终制备得到

FITC-HSA NPs.  

2.3.3  人体血清白蛋白纳米粒的产率测定 

将离心所得样品准确定容至 2 mL, 超声充分分

散样品, 取 100 μL 的 HSA NPs 混悬液滴于已称重的

硅片上. 待混悬液充分挥干后, 称量硅片重量, 减去

空白硅片重量即得 HSA NPs 重量. 取 3 次样品称量

的平均值乘以 20, 即可得到 HSA NPs 产量. 产率计

算公式如下:  

HSA 产率 = M(HSA NPs) / M(HSA 投入量) × 100% 

2.3.4  人体血清白蛋白纳米粒的靶向修饰 

为提高纳米粒的中枢靶向性, 在 HSA NPs 表面

修饰上在脑部具有广泛表达转铁蛋白受体的配体蛋

白—转铁蛋白(Tf)[16]. 具体实验过程如下: 在 N2保

护下, 向 HSA NPs 混悬液中加入适量 NHS 及 EDC

两种交联剂, 充分混匀后向反应体系中加入 200 uL

转铁蛋白, 避光室温反应 24 h 后, 得到 Tf-HSA NPs

混悬液. 用蒸馏水离心 2 次, 除去 NHS与 EDC, 样品

收集后于 4℃下避光保存.  

2.3.5  人体血清白蛋白纳米粒吸附 HI-6 

在已有文献[12]基础上进行 HSA NPs 混悬液载

药实验, 研究 HI-6 载药量与 HSA NPs 投入量的关系. 

取不同浓度的 HSA NPs 混悬液, 用去离子水定容至 

2 mL, 最终载药时 HSA NPs 浓度分别为 2、5 和 8 

mg/mL. 将其 pH 调节至 8.3 后加入含 3 mg HI-6 的微

量水溶液, 室温避光下, 650 r/min 搅拌 18 h 完成载药

实验, 得到 HSA-HI-6 NPs. 离心载药后形成的混悬

液, 通过测定上层清液的吸收, 确定最终载药量. 在

Tf-HSA NPs 载药实验中, 载药时纳米粒投入的终浓

度设为 5 mg/mL.  

2.3.6  人体血清白蛋白纳米粒的物理表征 

形貌表征: 取 20 μL HSA NPs 混悬液稀释适宜

倍数, 滴于硅片上自然风干. 待干燥后, 置于透射电

子显微镜样品架中, 在加速电压为 5 kV 条件下进行

观察.  

粒径与电位测定: 取 300 μL 制备的 HSA NPs 混

悬液样品, 稀释 10 倍, 利用 Zeta 粒径分布仪测定样

品的粒径分布与 Zeta 电位情况, 同时测定 HSA-HI-6 

NPs 与 Tf-HSA NPs 两组纳米混悬液的粒径与电位.  

2.3.7  载药纳米粒等各组药物光谱吸收测试实验 

采用紫外分光光度计对 HSA NPs、Tf-HSA   

NPs 以及 HSA-HI-6 NPs 三组稀释后的混悬液进行吸

收光谱测试, 测试波段为 200~400 nm, 介质为水溶

液, 旨在证明外层 Tf 对 HSA NPs 在此波段内吸收的

影响.  

2.4  载药人体血清白蛋白纳米粒混悬液体外释药

研究 

2.4.1  HI-6 标准曲线的测定 

配制 0.4 mg/mL HI-6, 再将溶液稀释成 5 个梯度

浓度, 测定各组紫外吸收值. 以 300 nm 处峰值与

HI-6 梯度浓度拟合得到 HI-6 在 PBS 溶液中的标准  

曲线.  
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2.4.2  载药人体血清白蛋白纳米粒混悬液体外释药
实验 

采用 pH 7.4 的 PBS 缓冲溶液(0.01 mol/L)为实验

介质, 测试药物分别为 HI-6 水溶液组与 HSA-HI-6 

NPs 混悬液组, 两组体积相同, HI-6 总含量均为 6 mg. 

利用智能溶出仪进行释药实验, 设定 11 个取样时间

点, 每次取测试样液 2 mL, 同时补充 2 mL PBS 溶液, 

样品液利用紫外分光光度计测定其在 300 nm 处的吸

收值, 根据 HI-6 在 PBS 溶液中的标准曲线计算得出

样品浓度, 经拟合得到 HSA 纳米载药体系的释药率

曲线.  

2.5  纳米粒穿透斑马鱼血脑屏障实验 

将制备的 FITC-HSA NPs 稀释 20 倍, 取生长 4

日左右的斑马鱼幼鱼, 利用显微注射仪向心脏注射

稀释后的 FITC-HSA NPs 溶液, 10 min 后用甲基纤维

素钠将斑马鱼固定于载玻片上, 置于激光共聚焦显

微镜下逐层扫描观察. 对照组斑马鱼注射生理盐水

后进行观察[17~19].   

2.6  梭曼染毒小鼠中枢中毒 AChE 重活化作用评价 

将昆明小鼠按体重随机分成正常对照组、染毒组

以及 Tf-HSA-HI-6 NPs、HSA-HI-6 NPs 及 HI-6 水溶

液组. 依据预实验结果, 动物首先皮下注射能引发小

鼠 70%左右 AChE 抑制率的梭曼剂量(染毒剂量为

120 μg/kg). 之后立即尾静脉注射不同类型治疗药物

(各组 HI-6 给药剂量恒为 22 mg/kg). 染毒后 10 min, 

断头取脑, 脑组织经剪碎、匀浆、离心等处理后形成

上清液, 再进行蛋白定量. 取 10 μL 蛋白定量后的上

清液稀释于 490 μL PBS (0.1 mol/L)中. 以上各步实

验均在冰上操作, 样品置于冰上保存.  

采用 Ellman 法[20, 21]测定脑酶重活化率. 将稀释

后的上清液加入 96 孔板中, 每个样品设定 4 个重复

孔, 前两孔均加入 80 μL PBS, 后两孔加入 50 μL PBS

与 30 μL ASCh, 离心除去各孔中气泡, 置于 37℃恒

温箱中孵育 30 min. 充分反应后, 向每孔中加入 200 μL 

DTNB, 振荡 30 s, 在酶标仪 415 nm 处测定各孔的光

密度(OD 值). 根据下式计算各给药组的脑酶重活化

率: 

  重活化率(%) =  

   (给药组 OD 值  染毒组 OD 值) / 正常组 OD 值 

2.7  统计学分析 

实验结果数据以x ± s 形式表示, 采用 GraphPad 

Prism 5.01 进行统计学分析, 多组间比较采用单因素

方差分析.  

3  结果与讨论 

3.1  人体血清白蛋白纳米粒的制备 

粒径是影响纳米粒在生物体内运输与分布的决

定性因素[22]. 对于纳米中枢靶向给药载体, 一般而言, 

颗粒尺寸越小, 其对 BBB 穿透力越强. 以往文献报

道制备的 HSA NPs 尺寸相对过大, 为 180 nm[13, 14], 

因而穿透 BBB 的效率较低. 分析其原因, 可能是在

去溶剂化法中, 溶质的液体环境对纳米颗粒的尺寸

和晶型有极大的影响[23]. 与传统的大尺寸单晶制备

条件“缓、慢、稳”相反, 纳米晶的生长需要生长环境

苛刻、成核迅速及分散均匀等条件. 因此, 在本研究

中, 我们对关键制备步骤进行了改进, 将乙醇滴入

HSA 溶液改为将 HSA 溶液滴入高速搅拌的乙醇中. 

在此操作中, HSA 分子分散均匀, 同时液体环境急剧

改变, 导致 HSA 立刻达到过饱和析出从而迅速形成

晶核, 最终在稳定剂的作用下, 形成小尺寸晶体. 此

外, 稳定剂 8%戊二醛的用量对 HSA NPs 的形成也具

有重要影响. 本研究中减少了稳定剂的加入量, 防止

因戊二醛浓度过高而造成的纳米粒粘黏团聚, 保证

纳米粒生长的均一性, 稳定控制颗粒粒径. 基于上述

原因, 我们在已有的研究基础上, 调整了去溶剂化法

中溶媒与非溶媒的滴加顺序及稳定剂浓度[22]. 最终

基于改进方法制备的 HSA NPs, 平均粒径为 92.85 ± 

3.57 nm, 平均产率可达到 60%左右.  

3.2  人体血清白蛋白纳米粒的靶向修饰 

在 HSA NPs表层进行Tf的靶向修饰, 旨在增强

HSA NPs 的中枢靶向性. 催化剂 EDC 和 NHS 能有效

地活化 HSA NPs 表面的羧基, 使之能与 Tf 上氨基基

团在常温下发生反应, 从而将 Tf 键合在纳米粒表面. 

图 2 为人体血清白蛋白纳米粒混悬液的吸收光谱测

试结果, 未修饰 Tf 前, HSA NPs 在 279 nm 处有特征

吸收峰; 当外层修饰一层 Tf 后, 该特征吸收峰被  

屏蔽. 由图可知, Tf-HSA NPs 在 200~400 nm 波段内 
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图 2  不同类型人体血清白蛋白纳米粒混悬液的紫外吸收 
光谱 

无明显吸收峰, 证实 HSA NPs 外层已成功修饰上 Tf. 

此外, 靶向蛋白修饰将减小纳米粒表面电荷, 使得

Zeta 电位绝对值降低; 而电位的降低将影响纳米粒

混悬液的稳定性, 使得 HSA NPs 容易团聚沉降. 该

现象可在 Tf 修饰前后纳米粒的 Zeta 电位变化中得到

证实.  

3.3  人体血清白蛋白纳米粒载药实验 

HSA NPs 具有纳米尺寸效应, 因此, HSA NPs 也

具有巨大的表面积优势; 同时, HSA NPs 表面携带大

量负电荷. 这两点特殊性质分别为载药提供了容器

与条件[24]. HI-6 为带正电荷的季铵盐药物, 可通过静

电作用稳定吸附在 HSA NPs 的巨大表面积上, 从而

完成载药[12], 且载药量较大. 由图 3 可知, 在 HSA 

NPs 投入浓度分别为 2、5 及 8 mg/mL 时, 纳米粒的

平均载药量分别为 63、133 及 184 μg/mg, 表明 HI-6

吸附量与 HSA NPs 投入量呈正相关, 但无线性关系.  

3.4  人血清白蛋白纳米粒物理表征 

透射电子显微镜扫描结果表明(图 4), HSA NPs

为规则实心圆球状纳米粒, 颗粒之间差异性较小, 粒

径分布均匀 . 经显微镜标尺对比可知 , 样品粒径为

80~100 nm. 对 5 批样品的粒径、电位及分散系数进

行测定, 样品的最终物理表征结果接近, 纳米颗粒平

均粒径为 92.85 ± 3.57 nm, 表明该制备工艺稳定, 重

复性良好(表 1).  

图 5为综合整理各组纳米粒物理表征结果, 由图 

 

图 3  HSA NPs 混悬液浓度对载药量的影响. x ± s, n = 3 

 

图 4  HSA NPs 的透射电子显微镜扫描照片 

可见, 装载 HI-6 的 HSA NPs 各项参数较空白颗粒无

显著变化. 而修饰转铁蛋白后的 HSA NPs 粒径发生

突增, 达到 600 nm左右, 且电位升高, 分散系数大于

0.5, 整个混悬液体系稳定性很低, 静置后颗粒沉降

迅速. 颗粒粒径增大很可能是由于催化剂 EDC 和

NHS 的非选择性催化作用. 该催化剂不仅催化了 Tf

的氨基与 HSA NPs 的羧基键合, 同时也促进了 HSA 

NPs 表面残留的氨基与羧基键合, 导致颗粒再次生长, 

使得颗粒间发生了团聚, 造成颗粒粒径增大.  

3.5  载药人体血清白蛋白纳米粒混悬液体外释药
研究 

按浓度由低到高的顺序依次测定梯度浓度 HI-6

样品在 200~400 nm 波段的紫外吸收. 取 300 nm 处吸

收峰值作为纵坐标, 梯度浓度为横坐标, 拟合后所 

得标准方程为: y = 17.591x  0.0052 (R2 = 0.9995)  

(图 6).  

由释药率曲线(图 7)发现, HI-6 释药明显快于

HSA-HI-6 NPs混悬液组, 100 min后释药率接近 100%; 

而 HSA-HI-6 NPs 组 100 min 后的释药率只达到 70%. 

由图 7 还可发现, 该结构的纳米药物也具有明显突释

现象, 在 30 min 时释药率达到 47%; 在 2 h 时基本达 
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表 1  不同批次人体血清白蛋白纳米粒粒径、电位及分散系数(n = 5) 

表征参数 
样品批次 

x ± s 
1 2 3 4 5 

粒径 (nm) 94.3 86.95 93.3 93.1 96.6 92.85 ± 3.57 
Zeta 电位 (mV) 38.2 36.2 40.7 36 46.2 39.46 ± 4.22 

PDI (< 0.5) 0.139 0.114 0.085 0.185 0.1 0.12 ± 0.039 

 

 
图 5  HSA NPs、HSA-HI-6 NPs 及 Tf-HSA NPs 的粒径(a)、Zeta 电位(b)及分散系数(c). x ± s, n = 5 

 

图 6  HI-6 在 PBS 溶液中的标准曲线 

到体外最大释药率(75%), 因而能够满足梭曼中毒所

特有的快速释药要求[25]. 这种快速释药的特性来源

于纳米载药系统所采用的载药模式, 即通过静电作

用将 HI-6 吸附在 HSA NPs 巨大的表面上, 进入机体

后药物可迅速从表面释放. 纳米药物在进入血液循

环后即可开始释放 HI-6, 但与自由 HI-6 释药率曲线

对比, 纳米重活化剂释药速率更低, 具有一定的滞后

性. 而 HI-6 从 HSA NPs 表面释放的相对滞后时间可

能是纳米载体携带药物到达脑部微血管及被微血管

内皮细胞摄取所需要的时间[26]. 在载体吸附作用下

的释药速率并未达到 H I - 6 水溶液的释药速率 , 

HSA-HI-6 NPs 能在进入中枢给药和释药速率之间达 

 

图 7  HSA-HI-6 NPs 混悬液与 HI-6 水溶液的释药率曲线. 
x ± s, n = 3 

到一个有效的平衡, 这使得在穿透 BBB 时, 载体系

统还装载相当量的 HI-6; 在穿透 BBB 后, 依然有足

够的药物能从系统中释放, 从而有效地重活化中枢

中毒酶.  

3.6  纳米粒穿透斑马鱼 BBB 研究 

FITC 是常用荧光标记物, 也是药物在活体生物

分布的示踪剂. 本研究中, FITC 被键合于纳米粒上, 

主要用于标记纳米粒在生物体内的分布. 激光共聚
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焦显微镜扫描结果显示, 注射游离生理盐水的斑马

鱼脑部未见明显绿色荧光; 而 FITC-HSA NPs 注射组

的斑马鱼脑部可见明显绿色荧光(图 8), 提示标记了

FITC 荧光分子的 HSA NPs 成功穿透了斑马鱼 BBB

进入脑部.  

3.7  在体重活化作用评价 

药物对中枢中毒 AChE 的重活化效率是判断重

活化剂能否进入中枢的权威评价指标. 此外, 已有文

献报道了脑部 AChE 活性对神经性毒剂中毒动物存

活率的影响[27], 结果发现, 在梭曼染毒后, 一般死亡

动物的脑部 AChE 活性仅约为 10%, 而存活动物的脑

AChE 活性可达到 16%, 因此, 将脑部 AChE 活性可

否超过 10%作为评价 HSA-HI-6 NPs 等药物重活化效

率的重要标准. 目前, 已报道的文献中并未见纳米重

活化剂发挥有效在体中枢重活化作用的药效学研究

结果. 基于此, 本研究首先在小鼠上建立了梭曼染毒

模型, 在此基础上, 完成了纳米重活化剂等药物对中

枢中毒酶的重活化作用评价. 结果如图 9 所示, HI-6

水溶液组与 Tf-HSA-HI-6 NPs 组对中枢中毒 AChE 重

活化作用基本一致, 重活化率为 6%左右; 与前两组

药物相比, HSA-HI-6 NPs组的中枢中毒 AChE重活化

效率则显著增大(p < 0.01), 为前两组药物的 2 倍以上

(重活化率为 15.3%), 脑部AChE活性超过 10%, 达到

中枢解毒的重要标准. 前已述及, 基于重活化剂本身

携带正电荷及高水溶性等问题, HI-6 无法有效穿透

BBB 发挥解毒作用. 但在本实验中, 一方面, HI-6 本

身携带正电荷与携带负电荷的 HSA 通过静电作用相

结合, 因而屏蔽了其电荷, 减少了穿透 BBB 的阻  

力[7, 28]; 另一方面, 承担载体功能的 HSA可与脑部表 
 

 

图 8  (a) 斑马鱼器官分布图; (b) 注射生理盐水组激光共聚

焦显微镜照片; (c, d) FITC-HSA NPs 组激光共聚焦显微镜照片 

 

图9  HSA-HI-6 NPs等对梭曼染毒小鼠脑AChE的重活化作

用. x  ± s, n = 8; ** p < 0.01, 与 HI-6 水溶液组比较; ## p < 

0.01, 与 Tf-HSA-HI-6 NPs 组比较 

达的 Pg60 受体结合, 经 Pg60 介导转运作用[24, 29], 将

HSA NPs 内化形成胞吞小泡, 进而穿透 BBB, 将原

本不能进入的中枢 HI-6 分子有效地转运至中枢, 并

显著提升中枢中毒酶的重活化率. 此外, 为进一步提

升纳米药物中枢靶向性, 我们在 HSA NPs 表面修饰

了靶向蛋白. 但在本研究中, 靶向修饰 Tf 的药物重

活化率仅为 5.8%, 甚至略低于相同给药浓度下的

HI-6 水溶液组. 分析其原因, 可能在于修饰靶向蛋白

后的药物粒径偏大(平均粒径已达到 600 nm), 致使颗

粒不能有效穿透 BBB 进入中枢, 导致重活化率较低. 

由此可见, 虽然粒径与表层修饰均为影响纳米粒载

体脑部靶向性的关键因素, 但在本研究中, 粒径对药

物中枢穿透能力具有决定性影响.  

4  结论 

HSA NPs 因具有独特的优势[12, 24], 是最具应用

前景的纳米药用载体之一: (1) 生物体对 HSA NPs 具

有良好的耐受性, 给药后无明显毒副作用, 目前, 基

于 HSA 制备的抗癌药物 AbraxaneTM (一种白蛋白结

合紫杉醇的纳米混悬液注射剂)已通过临床研究 [30], 

在 36 个国家投入临床使用; (2) HSA NPs 表面残余的

多种基团容易进行表面修饰, 可通过特定的细胞转

运途径, 提高中枢靶向性; (3) 在 HSA NPs 巨大的表

面上, 纳米粒表面负电荷将正电荷的 HI-6 稳定吸附

在颗粒表面, 载药量可观; (4) 由于药物装载于纳米
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粒表面, 可迅速释药, 非常适用于急性中毒的救治. 

基于上述优势, 我们选择 HSA NPs 作为重活化药物

中枢递送的载体. 在此基础上, 我们对已有文献报 

道[12]的制备方法进行改进, 最终制备得到粒径更小、

比表面积更大、表面活性更高的 HSA NPs. 物理表征

及在体重活化效率评价结果均证实, HSA NPs 作为良

好的可降解型载体, 能将药物有效地输运至中枢起

效; 利用该结构制备的纳米重活化剂, 能够迅速穿透

BBB, 并在给药后极短时间(给药后 10 min)内迅速释

放, 进而显著提高梭曼染毒所致中枢 AChE 的重活化

率. 此外, 通过比对 HSA-HI-6 NPs 及 Tf-HSA-HI-6 

NPs 中枢重活化作用, 不难看出, 在影响纳米粒穿透

BBB 的诸多因素中, 粒径大小对药物中枢递送效果

影响至关重要, 其对药物递送效果的影响远胜于靶

向性的影响. 综合已有文献结果, 本研究的意义在于: 

制备出了具有中枢靶向作用、进入脑内能迅速释放、

并对中枢中毒 AChE 具显著重活化作用的纳米重活

化剂, 该研究为未来递送效率更高、释放时间更短的

小尺寸中枢靶向性纳米药物的研究提供了重要的理

论支持和实验指导.  
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Preparation of HI-6 absorptive human serum albumin nanoparticles 
and evaluation of its reactivation efficacy on inhibited brain AChE in 
soman-intoxicated mice  
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Abstract: It was essential to rapidly reactivate and restore the function of the inhibited acetylcholinesterase(AChE) 
in the treatment of nerve agents poisoning. However, the blood-brain barrier (BBB) restricts the rapid transport of 
reactivators from the blood into the brain in therapeutically relevant concentrations. In this study, human serum 
albumin nanoparticles(HSA NPs) were prepared via desolvent method; HI-6, the known reactivator with higher 
reactivating efficiency were bound to HSA NPs through electrostatic interaction; at last, on zebrafish BBB model and 
soman-intoxicated mice, the permeability on BBB and the reactivation on inhibited brain AChE of nanoparticulate 
oxime formulations were evaluated. All characterization data revealed that HSA NPs loaded with HI-6 had met the 
basic demand for nanodrug therapy. Compared with free HI-6, HSA NPs loaded HI-6 could cross the BBB and 
improve the reactivating rates two times, suggesting HSA NPs could carry HI-6 into CNS successfully. In brief, we 
improved and established a method to prepare the brain-targeted nanoparticles with small-size, low-toxicity and 
high-efficiency, the targeted drug based on this method could efficiently release and rapidly antagonize the nerve 
agents poisoning. 
 
Keywords: HI-6, human serum albumin nanoparticles, blood-brain barrier, reactivation, AChE, nerve agents  
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