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巨噬细胞膜包裹的 PEG-PLGA载雷公藤红素纳米粒 
靶向治疗重症急性胰腺炎的大鼠体内药效学研究 

乔尉真, 曹  曦, 张志荣, 龚  涛, 符  垚* 

(四川大学华西药学院, 靶向药物及释药系统教育部重点实验室, 四川 成都 610041) 

摘要: 急性胰腺炎常伴随局部或全身性炎症反应, 本研究旨在开发一种雷公藤红素靶向治疗急性胰腺炎的
策略。首先, 选择小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7为模型巨噬细胞, 通过细胞溶胀、机械破坏和密度梯度离心法提
取巨噬细胞膜; 采用探头超声法制备平均粒径约 150 nm 左右的 PEG-PLGA 纳米粒; 利用挤膜法将细胞膜挤过
400 nm多孔聚碳酸酯膜而制备巨噬细胞膜包裹的 PEG-PLGA纳米粒。体内分布研究发现, 该细胞膜包裹的纳米
粒有很好地胰腺炎症靶向性; 与未包膜纳米粒比较, 载雷公藤红素巨噬细胞膜包裹的纳米粒对胰腺局部和全身
炎症有较好的治疗效果。 
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Celastrol-loaded macrophage membrane camouflaged PEG-PLGA 
nano-particles for targeted therapy of severe acute pancreatitis in rats 
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Abstract: Severe acute pancreatitis (SAP) is characterized by both local and systemic inflammatory          

responses.  This study was designed to develop a site-specific delivery strategy for SAP therapy using celastrol 
(CLT).  First, murine RAW264.7 cells were used as a model of macrophage cell line, cell membranes were     
obtained by emptying intracellular contents via hypotonic lysing, mechanical membrane disruption, and         
differential centrifugation.  Poly(ethylene glycol) methyl ether-block-poly(lactic-co-glycolic acid) (PEG-PLGA) 
nanoparticles (NPs) were then prepared by sonication.  With the collected membrane materials, macrophage 
membrane coated PEG-PLGA NPs (RNPs) were then prepared by extrusion through a 400 nm polycarbonate 
membrane.  Biodistribution study in rats with SAP showed RNPs selectively accumulated in the inflamed       
pancreatic tissues. Compared with CLT loaded NPs, CLT loaded RNPs were proven to effectively attenuate local 
pancreatic inflammation and systemic inflammation in rats with SAP. 

Key words: RAW264.7 macrophage; poly(ethylene glycol) methyl ether-block-poly(lactic-co-glycolic acid); 
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急性胰腺炎 (acute pancreatitis, AP) 是以胰腺间
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质水肿、出血、腺泡细胞空泡变性、坏死及炎症细胞

浸润为病理特征的急性炎症性疾病。AP 常伴有局部
或全身性炎症反应, 约 20%  发展为重症急性胰腺炎 
(severe acute pancreatitis, SAP), 死亡率高达 40%  以

上。因此, SAP是常见的严重威胁人类健康的重大疾
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病之一[1−3]。急性胰腺炎相关性肺损伤是 SAP最为严
重的全身并发症。迄今为止, AP及相关性肺损伤的病
理生理机制及影响 SAP发生发展的因素尚不清楚。有
文献[4, 5]报道胰腺实质中活化的单核巨噬细胞、多核

粒细胞释放肿瘤坏死因子-α (TNF-α) 和白细胞介素-6 
(IL-6) 等多种促炎细胞因子而引发急性胰腺炎局部
炎症的形成并引起全身炎症反应, 而全身促炎细胞
因子的过度表达又加重了急性胰腺炎的严重程度。 

文献[6, 7]报道纳米制剂可以显著提高胰腺炎治疗

药物的药效。但是, 血胰屏障的存在导致治疗效果差
强人意。近年来, 细胞膜仿生纳米粒作为新型递药系
统引起了研究者的广泛关注。红细胞膜纳米粒、血小

板膜纳米粒、肿瘤细胞膜纳米粒及白细胞膜纳米粒等

被广泛用于小分子药物、疫苗及大分子药物的靶向递

送[8−11]。细胞膜仿生纳米粒因继承了细胞膜上的特异

性受体或膜蛋白可用于实现特异性靶向递送, 并在
肿瘤等疾病模型上显示出较好的治疗效果[10, 12−15]。 

巨噬细胞属免疫细胞, 是参与炎症反应的重要
细胞之一。巨噬细胞在脊椎动物体内参与非特异性   
和特异性防卫, 主要功能是以固定细胞或游离细胞
的形式对细胞残片及病原体进行吞噬及消化, 并激
活淋巴细胞或其他免疫细胞, 令其对病原体作出反
应[16−20]。在病理生理过程中巨噬细胞起着极为重要

的作用, 可以向肺组织迁移并释放多种细胞因子如
TNF-α、白细胞介素-8 (IL-8)、IL-6 和白细胞介素-1 
(IL-1) 等; 反过来, 这些细胞因子又可趋化中性粒细
胞、T细胞和嗜酸性粒细胞等迁移[16, 18]。因此, 若能
有效抑制细胞和炎症因子的释放, 则可以有效改善炎
症。巨噬细胞膜包裹纳米粒的研究已有文献[10]报道, 
但主要用于抗肿瘤治疗的研究。本文首次提出利用巨

噬细胞膜修饰 PEG-PLGA 纳米粒用于炎症靶向治疗
的研究。 

本研究通过提取小鼠单核巨噬细胞的细胞膜 , 
挤膜法制备细胞膜包裹的PEG-PLGA纳米粒 (RNPs), 
进一步构建 SAP大鼠模型, 以雷公藤红素 (CLT) 为
模型药物对该载药RNPs的体内靶向性和药效进行了
初步考察。 
 

材料与方法 
试剂和药品  磷酸盐缓冲液 (PBS)、RPMI-1640 

培养基 (美国 Hyclone公司); 胰蛋白酶溶液、注射用
青霉素钠、注射用硫酸链霉素 (北京索莱宝生物科技
有限公司); 标准胎牛血清 (FBS, 上海复蒙生物制品

有限责任公司); 牛磺胆酸钠 (美国 Sigma-Aldrich 公
司); 大鼠 TNF-α ELISA检测试剂盒、大鼠 IL-6 ELISA
检测试剂盒 (美国 R&D公司); MPO测定试剂盒、淀
粉酶测定试剂盒 (南京建成生物工程研究所)。其余
试剂均为分析纯。 

仪器  Zeta Sizer-NanoZS90 激光散射粒径分析
仪 (英国 Malvern公司); PEG-PLGA (1∶50∶50, MW 
45 000～75 000, 成都电子科技大学); 脱氧胆酸钠 
(SDC, 美国 Amresco 公司); 聚乙二醇硬脂酸脂 15 
(Solutol HS15, 德国 BASF公司); 脂质体挤出仪 (美
国  Avanti Polar Lipids 公司); 微量移液器  (法国
Gilson 公司); 涡旋振荡器 (德国 IKA 公司); 电热恒
温水浴锅 (北京市永光明医疗器械厂); LDZX-50KB
立式压力蒸气灭菌器 (上海申安医疗器械厂); 化学
发光仪 Varioskan Flash instrument (美国 Thermo 
Scientific 公司); 3K15-通用台式冷冻离心机 (德国
Sigma Aborzentrifugen 公司)。 

细胞  小鼠巨噬细胞系 RAW264.7 (中国科学院
上海细胞生物研究所), 用含 10%  胎牛血清的 RPMI-    
1640 培养基于 37 ℃、5% CO2及饱和湿度条件下连

续培养, 隔天换液。 
动物  Wistar 大鼠, 雄性, 重量 190～220 g, 购

自四川大学华西医学中心实验动物中心。饲养条件: 
温度 (25 ± 2) ℃, 采用标准饲料喂养, 自由饮水及进
食。动物实验依据四川大学关于实验动物的饲养和使

用准则进行。 
巨噬细胞细胞膜的提取  用 2 mmol·L−1 EDTA

消化培养皿中的 RAW264.7, 重旋于 PBS 中, 2 000 
r·min−1离心 3 min, 除去上清液, 用配好的 Tris低渗
溶液重复吹打, 20 000 r·min−1离心 2 min, 再用加了    
蔗糖的低渗溶液重复吹散, 6 000×g离心 15 min, 重复
2次。探头超声打碎细胞, 6 000×g离心 15 min得到的
沉淀即是细胞膜。 

载药细胞膜纳米粒的制备  将脱氧胆酸钠 (SDC) 
20 mg和 Solutol HS15 (HS15) 20 mg 溶于适量水中, 
超声溶解; 将模型药物雷公藤红素 (CLT) 或近红外
荧光探针 (Did) 与 PEG-PLGA 20 mg溶于适量氯仿, 
超声溶解; 将有机相迅速加入水相, 冰水浴条件下探
头超声形成初乳。初乳于 40 ℃水浴减压旋转蒸发, 除
去有机溶剂, 即得 PEG-PLGA纳米粒。将提取的细胞
膜通过挤膜器 (400 nm), 大概 20次后将均匀的细胞
膜与纳米粒混合通过挤膜器, 挤膜 20 次后离心, 即
得比较均匀的细胞膜纳米粒。 
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大鼠 SAP 模型  参照 Aho 的方法[21−23], Wistar
大鼠经 1%  戊巴比妥钠 (45 mg·kg−1) 腹腔注射麻醉
后, 将其固定于手术板上。常规消毒, 取腹正中切口
进腹。切口长约 3～5 cm, 暴露胃, 提起胃可看见胰腺
及十二指肠, 寻找到胰胆管, 在近肝门处用无损伤动
脉夹夹闭胆总管, 用自制的胰岛素针头 (针头平面
向上), 沿十二指肠乳头逆行穿刺入胆胰管, 并向前
推进 3～5 mm, 用手夹紧针头。以 0.2 mL·min−1匀速

向胰胆管内推注 3%  牛磺胆酸钠 0.1 mL/100 g, 约    
3～5 min后见胰腺组织出血、坏死, 表明 SAP模型制
作成功, 然后退出针头, 连续缝合关闭腹腔, 并开始
计时。动物实验均分为生理盐水组、溶液组、NPs 组
和 RNPs, 荧光素 Did的给药剂量是 75 mg·kg−1, CLT
给药剂量为 1 mg·kg−1。均在模型建立后立即给药。 

标本采集  各实验组 (生理盐水组、原料药组、
NPs组和 RNPs组) 于术后各时间点麻醉后经原切口
进腹, 观察胰腺炎症, 分别采集血液标本和组织标
本。大鼠处死前经心脏采血 3～4 mL, 置于空白试管
中, 室温凝固后以 3 000 r·min−1离心 15 min, 取上层
血清置 EP管中于−20 ℃保存, 供血清淀粉酶、TNF-α
和 IL-6测定。大鼠处死后快速切取胰腺和肺组织, 一
部分置于液氮中, 于−80 ℃保存备用, 用于组织髓过
氧化物酶检测; 另一部分置于 4%  多聚甲醛固定液中

固定, 用于病理学和免疫组化评价。 
血清淀粉酶 (AMS) 含量的测定——碘淀粉比色

法  淀粉酶能水解淀粉生成葡萄糖、麦芽糖及糊精, 
在底物浓度已知且过量的情况下, 加入碘液与未水解
的淀粉结合生成蓝色复合物, 根据蓝色的深浅可推算
出水解的淀粉量, 从而计算出 AMS的活力。100 mL
血清中 AMS, 在 37 ℃与底物作用 30 min, 水解 10 mg
淀粉为 1个单位。 

腹水积液质量的测定  干纱布称量后, 用其蘸
干胸腔和腹腔, 再称湿纱布重量。腹水和胸腔积液量 
(g) =  湿纱布重量 − 干纱布重量。 

血清中 TNF-α和 IL-6测定  均采用双抗体夹心
ELISA法检测, 具体操作按照试剂盒说明进行。 

组织中髓过氧化物酶 (MPO) 的测定  胰腺和
肺组织 MPO 活性测定按照试剂盒说明书进行, 应用
Beckman DU640 型分光光度仪检测。 

HE 染色  在不同的实验天数处死大鼠, 取胰腺
和肺组织块放入预先准备好的 10%  中性福尔马林固

定液中, 固定 24 h后使组织的蛋白质变性凝固。HE
染色, 组织显微镜下观察。 

数据分析  采用 Origin 8.5 软件进行统计学分

析。计量数据用 x ± s 表示。多组间比较采用单因素
方差分析  (ANOVA), 组间均数差异采用 Student’s 
t-test进行检验。 
 

结果 
1  RNPs的制剂表征 

取制备的 NPs 和 RNPs 用纯水稀释 50 倍, 于      
25 ℃下用激光散射粒径分析仪测定, 重复测定 3 次, 
记录粒径均值和 zeta 电位均值。粒径分布以多分散
性指数 (PDI) 值表示。 如表1所示, 未包膜纳米粒NPs
和包膜纳米粒 RNPs粒径分别在 138.8和 178.3 nm左
右, zeta电位发生显著变化, 从−23.6 mV上升至接近
细胞膜电位的−10.2 mV, 此结果表明细胞膜纳米粒
成功制备。此外, 载药纳米粒的包封率在 80% 以上, 
且粒径和电荷均未见明显变化。 
 
Table 1  Size, polydispersity index (PDI) and zeta potential of 
nanoparticles (NPs), membrane, and macrophage membrane 
coated PEG-PLGA NPs (RNPs).  n = 3, x ± s 

Parameter NPs Membrane RNPs 

Size/nm 138.8 ± 2.1 213.5 ± 6.7 178.3 ± 5.5 

PDI 0.137 ± 0.021 0.257 ± 0.058 0.225 ± 0.032 

Zeta potential/mV −23.6 ± 2.5 −9.5 ± 1.8 −10.2 ± 2.5 

 
2  RNPs/Did在 SAP大鼠的体内分布 

根据前述方法成功建立 SAP 大鼠模型, 以近红
外荧光探针 Did 为模型化合物考察包膜纳米粒在炎
症大鼠模型中的体内分布特征。Did是一种应用很广
的近红外探针 (λex = 634 nm, λem = 648 nm), 由于它的
脂溶性很强, 所以不会发生泄漏, 常常被用于纳米载
体的表征[24]。给药分为 Did 溶液组、NPs/Did 组和
NNPs/Did组。于造模 1和 3 h后分别处死大鼠, 取胰
腺组织, 在活体成像仪上观察并对荧光强度进行半
定量 (图 1)。如图 1所示, 在 1和 3 h时, Did溶液组
在胰腺组织几乎无分布, 普通纳米粒 NPs/Did在炎症
胰腺组织有分布, 而修饰细胞膜后 NNPs/Did 组在炎
症胰腺组织的分布最多; 半定量结果显示 NNPs/Did
在胰腺组织的聚集量较Did溶液和NPs/Did组显著增
加 (P < 0.05)。 
3  NPs/CLT在 SAP大鼠模型中的药效学考察 

根据上述实验方法采集标本, 主要考察了以下
药效指标: 血清淀粉酶、腹水重量、TNF-α、IL-6、
胰腺 MPO、肺 MPO及胰腺干湿比。 

据文献[25]报道 AMS、腹水、干湿比、MPO、TNF-α
及 IL-6 是评价 SAP 的几个重要指标, 在患病后会发 
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Figure 1  Biodistribution in the pancreas of severe acute      
pancreatitis (SAP) rats in 1 h and 3 h (A).  Semiquantitative 
analysis of fluorescence intensity of pancreas (B).  n = 3, x ± s.  
*P < 0.05 vs control; #P < 0.05 vs Did; &P < 0.05 vs NPs/Did 
 
生显著变化。如图 2 所示, 模型组与正常大鼠相比, 
各指标均显著升高 (P < 0.05), 说明大鼠 SAP模型造

模成功。其次, CLT 组相对于模型组明显改善了肝、
肺MPO的含量 (P < 0.05), 普通纳米粒组相对于溶液
组改善了胰腺干湿比、胰腺 MPO及血清中 TNF-α、
IL-6的含量。RNPs相对于普通纳米粒组均改善了以
上几种指标的含量 (P < 0.05)。由此可见, ① CLT溶
液具备一定抗炎作用[26−29]; ② 与 CLT 溶液比较, 载
CLT 的普通纳米粒 NPs/CLT 有进一步降低各指标水
平的趋势, 如显著降低胰腺干湿比、胰腺 MPO 和
TNF-α水平 (P < 0.05); ③ 在普通纳米粒表面包裹巨
噬细胞膜后, 包膜纳米粒 RNPs/CLT可以进一步提高
CLT 对 SAP 的疗效, 上述各项指标与 NPs/CLT 组比
较均显著降低 (P < 0.05)。 
4  胰腺和肺组织病理学分析 

如图 3 所示, 胰腺 HE 染色结果显示模型组和
CLT 组胰腺间质明显增宽水肿, 炎症细胞浸润明显, 
胰腺小叶结构破坏, 有出血和大片坏死; RNPs/CLT
组胰腺水肿明显减轻, 炎症细胞浸润较少, 小叶散在
性少量出血, 散在腺泡灶性坏死。表明 RNPs/CLT处
理可有效降低牛磺胆酸钠诱导的大鼠胰腺组织损伤。 

同时, 肺组织 HE染色结果显示正常组肺组织结 
 

 
Figure 2  The therapeutic effect of celastrol (CLT), NPs/CLT, and RNPs/CLT on local and systemic inflammation in SAP rats.  The 
serum amylase (AMS) concentrations (A), the weight of ascites (B), the pancreas wet/dry ratio (C), myeloperoxidase (MPO) activity (D), 
TNF-α (E), lung MPO activity (F), and IL-6 (G) in pancreas or lung was greatly downregulated after various CLT-based treatments.       
n = 5, x ± s.  *P < 0.05 vs model; #P < 0.05 vs CLT; &P < 0.05 vs NPs/CLT 
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Figure 3  Morphological analysis of pancreatic and lung tissues 
in each treatment group by hematoxylin-eosin staining.  Scale 
bar = 100 μm 
 
构清晰, 肺泡大小正常, 肺泡壁完整, 肺间质无明显
渗出与出血, 无炎症细胞浸润; 模型组和CLT溶液组
大鼠肺组织充血水肿并明显实变, 大量炎症细胞浸
润, 肺泡结构破坏, 微血栓形成; RNPs/CLT组预处理
后大鼠肺组织间质水肿、出血及炎症细胞浸润等病理

变化较模型组和 CLT 组明显减轻, 肺泡结构基本完
整。表明 RNPs/CLT预处理可有效降低牛磺胆酸钠诱

导的大鼠肺组织损伤。 
 

讨论 
本研究成功构建了小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7

细胞膜包裹的 PEG-PLGA 纳米递药系统。SAP 大鼠
模型的体内分布研究表明RNPs可显著提高了药物在
炎性胰腺组织中的分布量。以 CLT作为模型药物, 体
内药效学研究初步表明 RNPs/CLT 可显著提高 CLT
对 SAP 的治疗效果。这可能与细胞膜表面的一些膜
蛋白和受体有关, 机制尚待进一步研究。综上, 巨噬
细胞膜包裹 PEG-PLGA 纳米粒的递药策略既保存了
纳米粒低毒、长循环等优点, 又赋予纳米粒特异性的
炎症靶向特性 , 且本研究为利用雷公藤红素治疗
SAP 提供了重要参考, 在胰腺炎或其他炎症的治疗
过程中有很好的前景。 
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