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病理血脑屏障穿越BSc3094纳米制剂的制备表征及其靶向性评价

罗 航 1, 吕 月 2, 高会乐 2, 熊静远 1*
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摘要: 异常过度磷酸化Tau蛋白引起的细胞内神经纤维缠结是阿尔茨海默病主要的病理标志之一。现有研究

表明, BSc3094是一种有效的Tau蛋白聚集抑制剂, 其可以与Tau蛋白结合, 抑制Tau蛋白磷酸化, 同时增强细胞活

力, 在治疗阿尔茨海默病方面具有极大潜力。然而, 由于血脑屏障的存在, 药物难以入脑发挥作用, 同时, BSc3094

是否可以通过抑制Tau蛋白聚集来治疗阿尔茨海默病尚未深入研究。因此, 本研究通过搅拌法制得小粒径聚乳酸−
羟基乙酸 [poly (lactic-co-glycolic acid), PLGA] 纳米颗粒, 以其为载体, 搭载BSc3094 (PLGA@BSc), 为了进一步增

加其入脑效率, 在其表面修饰了病理血脑屏障靶向肽得到PLGA@BSc@K。本研究对该纳米体系的稳定性、细胞毒

性及病理靶向性进行了表征, 该纳米体系的粒径约 90 nm, 呈负电性; 实验表明, 纳米粒颗粒粒径在 168 h内未见明

显波动, 稳定性较好; PLGA及BSc3094游离药物对细胞活力无显著影响, 细胞毒性较低; 在 1及 4 h都可以明显观察

到病理状态下细胞对靶向修饰的纳米颗粒的摄取增加, 表明PLGA@BSc@K具有较好的病理靶向效果。本研究为

BSc3094纳米颗粒靶向入脑及阿尔茨海默病的治疗提供了新思路。
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Abstract: Intracellular neurofibrillary tangles resulting from abnormal hyperphosphorylation of Tau protein 

constitute one of the principal pathological markers of Alzheimer′s disease. Existing studies have indicated that 

BSc3094 is an efficacious inhibitor of Tau protein aggregation, capable of binding to Tau protein, inhibiting Tau 

protein phosphorylation, and enhancing cell viability concurrently, holding significant potential in treating 

Alzheimer′s disease. Nevertheless, due to the presence of the blood-brain barrier, it is challenging for drugs to 

penetrate the brain and exert their effects, and whether BSc3094 can treat Alzheimer′s disease by inhibiting Tau 

protein aggregation has not been profoundly investigated. Hence, in this study, small-sized (PLGA) nanoparticles 

were fabricated through the stirring method. BSc3094 was loaded into the nanoparticles (PLGA@BSc). To further 

enhance the brain entry efficiency of PLGA nanoparticles, a pathological BBB-targeting peptide was modified on 

the surface to obtain PLGA@BSc@K. In this study, the stability, cytotoxicity, and pathological targeting of the 

nanosystem were characterized. The particle size of the nanosystem was about 90 nm, which was negatively 

charged. The results demonstrated that the particle size of the nanoparticles did not fluctuate conspicuously within 

168 h, and the stability was favorable. PLGA and BSc3094 had no notable impact on cell viability and displayed 
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low cytotoxicity. At 1 and 4 h, it was observed that the uptake of targeted modified nanoparticles by cells in 

pathological states augmented, suggesting that PLGA@BSc@K had an excellent pathological blood-brain barrier 

targeting effect. This study provides a novel concept for the targeting of BSc3094 nanoparticles in the brain and the 

treatment of Alzheimer′s disease.
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目前世界人口老龄化形势十分严峻, 联合国组织

在《2020年世界人口老龄化报告》中指出, 全球 65岁或

65岁以上的人口有 7.27亿, 预计这一数字在未来 30年

将翻一番 (到 2050年占总人口的 16%)[1]。而老龄被认

为是大多数神经退行性疾病的主要危险因素, 阿尔茨

海默病 (Alzheimner's disease, AD) 是以记忆力减弱、认

知功能进行性障碍及大脑神经元细胞进行性受损为主

要特征的一种神经退行性疾病, 是 65岁以上患者中最

常见的神经退行性疾病[2], 其在65～69岁的患者中发病

率为 7%, 在 85 岁以上人群中发病率为 50%～60%[3]。

目前AD人群的基数逐年增长, 罹患AD严重影响着患

病个体的生活质量, 给个人、家庭及社会带来了巨大且

沉重的负担, 因此亟需研发可以有效治疗AD的药物。

AD的发病机制复杂, 具体机制目前尚不明确, 目

前研究者多认可 β-淀粉样蛋白 (β-amyloid, Aβ) 级联假

说与 Tau 蛋白过度磷酸化假说[4]。其中 Tau 蛋白过度

磷酸化假说认为, 在AD患者中病理状态的Tau蛋白占

据主导地位。过度磷酸化的 Tau 蛋白可以隔离正常

Tau蛋白, 从而影响微管相关蛋白的功能。Tau蛋白的

过度磷酸化还可能影响蛋白的分选、降解、截短和聚

集[5]。截短的Tau蛋白暴露出微管结合重复序列, 这些

重复序列更有可能形成聚集体。磷酸化Tau蛋白会抑

制微管的组装, 并促进其组装成成对螺旋丝, 进一步形

成细胞内神经纤维缠结, 产生神经毒性, 损伤神经元细

胞, 加速AD病程的进展。因此, 开发特异性去除磷酸

化Tau蛋白的药物可能是治疗AD的关键。

中枢神经系统 (central nervous system, CNS) 是人

体神经系统的重要组成部分, 具有进行记忆、学习等一

系列生理活动的重要功能, 为了为大脑提供庇护场所, 

人体进化出了多种屏障保护CNS[6], 血脑屏障 (blood-

brain barrier, BBB) 是其中最重要的屏障。BBB是一种

遍布脑实质的高密度的毛细血管网络, 保护着中枢神

经免受血源性物质的侵害, 控制血液和中枢神经之间

的离子、分子和细胞运输, 并保护中枢神经免受神经毒

性代谢物及外源性物质的侵害[7]。但BBB不仅阻止有

害代谢物及毒物进入大脑, 大多数需要入脑治疗脑部疾

病的药物也会被BBB阻碍进入大脑, 因此BBB的存在

是影响药物入脑到达治疗部位的主要障碍。目前治疗

AD的一线药物仍为经典的胆碱酯酶抑制剂或者美金

刚药物, 但此类药物只能对症治疗, 无法从根本上治疗

AD[8]。因此, 从AD的病理机制出发, 寻找针对AD的病

理机制的特异性药物, 开发可穿透BBB的载体系统, 实

现药物的脑靶向递送, 有望在AD的治疗上取得突破。

纳米技术药物为新型药物递送方式的先驱[9]。纳

米技术不仅可以增强药物的溶解性和稳定性, 还能使药

物跨越BBB的限制, 通过多种修饰, 可以靶向并且持

续递送药物到病灶部位[10]。聚合纳米粒子 (polymeric 

nanoparticles, PNPs) 为纳米技术药物中较为成功且成

熟的一种方法[11]。聚乳酸−羟基乙酸 [poly (lactic-co-

glycolic acid), PLGA]作为 FDA 批准的医药学领域应

用最广泛的 PNPs材料, 具有优良的生物相容性、生物

降解性、生物安全性和多功能性, 是非常优良的纳米药

物载体[12]。2-(4-(4-硝基苯基)-2-噻唑基)酰肼-1H-苯并

咪唑-6-羧酸单氢溴酸盐 (BSc3094)是一种有效的 Tau

蛋白聚集抑制剂, 其结构中的苯基噻唑酰肼结构可以

与Tau蛋白结合[13], 有效地降低Tau蛋白的磷酸化和聚

集 , 同时增强细胞活力。但目前关于 BSc3094 与 AD

的研究开展得较少。磷脂酰乙醇胺 (phosphatidyletha‐

nolamine, DSPE) 与聚乙二醇 (polyethylene glycol, PEG) 

结合形成 DSPE-PEG, 具有良好的水溶性和生物相容

性, 被广泛应用于纳米药物修饰[14]。据报道, Aβ很容

易内化到大脑中, 这种内化可由高表达的高级糖化终

产物受体 (RAGE) 介导 , 而 RAGE 与 AD 的进展密切

相关[15]。受Aβ运输的启发, KLVFFAED (K肽) 在不干

扰正常信号转导的情况下从Aβ提取, 据报道能够通过

RAGE主动靶向AD的病变BBB区域。因此选用病理

BBB 靶向肽 K 对 PLGA NPs 进行修饰增加病理 BBB

靶向效果以期望达到更好的治疗效果。

综上所述, 本课题采用PLGA作为载体合成PLGA 

NPs, 并且在表面修饰病理 BBB 靶向肽 KLVFFAED, 

搭载药物BSc3094, 探索新型AD治疗方法。

材料与方法

仪器与试剂 LC-10AT型高效液相色谱仪 (日本

Shimadazu公司); 90Plus PLAS纳米粒度及 zeta电位分

析仪 (美国NanoBrook公司); H-600型透射电子显微镜 
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(日本 Hitachi 公司); A1+型激光共聚焦显微镜 (日本

Nikon公司); 二甲基亚砜 (DMSO, 安耐吉化学); 乙腈 

(HPLC级, 美国Sigma-Aldrich); BSc3094 (98%, 上海阿

拉丁公司); PLGA10000 (西安瑞禧生物科技有限公司)。

纳米粒制备及表征 分别称取 3 mg PLGA10000、

1 mg DSPE-PEG2000-mal、0.5 mg DSPE-PEG2000-K、

1.3 mg大豆卵磷脂、0.03 mg BSc3094 (投药量为1%) 溶

于 150 μL DMSO中, 然后将 150 μL DMSO混合溶液逐

滴滴入3 mL超纯水中, 在室温下900 r·min-1搅拌3 min, 

收集反应液, 再用离心机在 4 ℃条件下以 6 500 r·min-1

离心 15 min取上清液, 重复 2次。最后将上清溶液放

置于超滤管 (Mw = 10 kDa) 中 , 超纯水洗涤 3 次并浓

缩 , 制得 PLGA@BSc3094@K; 将 DSPE-PEG2000-K 替

换成等量DSPE-PEG2000得到 PLGA@BSc3094; 不加入

BSc3094 制得 PLGA@K; 二者都不加入制得空白

PLGA。制备得到的 PLGA纳米粒经透射电子显微镜

成像, 观察纳米粒的形态及确认纳米粒的尺寸。使用

90Plus PLAS纳米粒度及 zeta电位分析仪检测纳米粒

水合粒径和电位。

载药与包封率 采用高效液相色谱法测定

PLGA@BSc3094纳米粒的载药量与包封率。BSc3094

高效液相色谱条件为: 流动相为乙腈∶水 (50∶50, v/v), 

流速为 1 mL·min-1, 检测波长为 214 nm, 采用乙腈作为

破乳剂, 将制备得到的纳米粒与乙腈按照 1∶10、1∶20

和 1∶50的比例混合破乳, 破乳后上机检测, 根据公式 

(1) (2) 分别计算载药量和包封率。

载药量 (%) = 被包载的药物量/纳米粒总质量 × 100%

(1)

包封率 (%) = 被包载的药物量/投药总剂量 × 100%

(2)

稳定性测定 将制备的PLGA纳米粒分散在磷酸

缓冲盐溶液 (phosphate buffered saline, PBS)、5% 葡萄

糖 (glucose, Glu)、10 mmol·L-1羟乙基哌嗪乙硫磺酸溶

液 (hydroxyethyl piperazine ethanesulfonic acid, Hepes)、

10% 胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS) 溶液中, 然后

放置在 37 ℃、75 r·min-1的恒温振荡器中孵育, 分别在

1、2、4、8、12、24、36、48、72、96、120、144 和 168 h 取少

量样品, 测定其水合粒径和多分散系数 (polydispersity, 

PDI)。5%葡萄糖为等渗溶液, 可以更好地模拟体内真

实代谢状况, 某些药物在 5% 葡萄糖溶液中比在生理

盐水中更稳定; Hepes 作为介质具有稳定的 pH 环境, 

有利于细胞的正常生长和代谢, Hepes具有抗菌特性, 

可以有效抑制细菌和其他微生物的生长, 降低了样本

污染的风险; FBS在细胞培养中广泛应用 (等渗), 因此

选择FBS作为介质进行稳定性测量可以更好地模拟实

际使用情况, 确保测量结果的实用性和可靠性; PBS为

等渗溶液, 具有平衡渗透压, 维持离子强度和 pH的作

用, 所以被广泛用作介质测量纳米粒稳定性。因此将

这4种选作介质测量纳米颗粒稳定性。

细胞毒性试验 将SH-SY5Y细胞以每孔 5 000细

胞的密度接种于 96孔板中并放置在 37 ℃、5% CO2恒

温培养箱培养。当每孔细胞密度达到50%时, 弃去培养

基, 用完全培养基配置一系列梯度浓度的游离BSc3094

溶液, 具体浓度分别为 20 000、2 000、1 000、500、250、

100、50、25、12.5、6.25、3.125 nmol·L-1, 每个浓度给药每

孔100 μL, 每个浓度 6个复孔, 并设置空白对照。同时, 

用完全培养基配置一系列梯度浓度的空白PLGA纳米

粒溶液 , 具体浓度分别为 500、250、100、50、25、12.5、

6.25、3.125、1.562 5和 0.781 25 nmol·L-1, 每个浓度给药

每孔 100 μL, 每个浓度 6个复孔, 并设置空白对照。给

药24 h后, 弃去培养基, 用完全培养基配置质量浓度为

0.5 mg·mL-1 MTT试剂, 每孔给药 100 μL, 将 96孔板继

续放入恒温培养箱孵育4 h。4 h后弃去培养基, 每孔加

入150 μL DMSO, 混匀, 用酶标仪在490 nm条件下检测

吸光度值 (OD)。根据公式 (3) 计算细胞存活率 (C):

C (%) = 
OD实验组

OD空白

× 100% (3)

细胞靶向性评价 在Aβ诱导的病理 bEnd.3细胞

和 RAGE 高表达的细胞上评价细胞靶向性。分别将

bEnd.3细胞以每孔 1×105个的密度、bEnd.3 RAGE高表

达细胞以每孔6×104个的密度接种于12孔板内, 放入培

养箱培养 24 h。之后将 bEnd.3细胞培养基弃去, 一半

细胞加入含 5 μmol·L-1 Aβ1-42寡聚体的培养基, 另一半

细胞加入等量不含Aβ1-42寡聚体的新培养基; 同时更换

bEnd.3 RAGE高表达细胞的培养基, 继续放入恒温培

养箱孵育24 h。之后去除培养基, 用不含血清的培养基

稀释包载香豆素 6 (coumarin, Cou-6) 的空白 PLGA纳

米粒与 PLGA@K纳米粒 (Cou-6包投量为 0.1%), 稀释

后纳米粒质量浓度为0.5 mg·mL-1, 每孔分别给药1 mL。

孵育 1和 4 h后, 弃去培养基, 加入PBS润洗 3次, 用 4%

的多聚甲醛固定20 min, PBS润洗3次, 加入0.5 μg·mL-1 

DAPI溶液染色 10 min, 再用 PBS润洗 3次。在载玻片

上滴加适量的抗荧光淬灭封片剂, 将圆形载玻片盖在

封片剂上方, 指甲油封片, 在激光共聚焦显微镜下观察

细胞靶向性摄取纳米粒情况。

结果

1　载药与包封率

得到的BSc3094质量浓度 (0.01～100 μg·mL-1)−峰
面积标准曲线如图1所示。线性关系式为y = 93 645x − 
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24 088, 相关系数 = 0.999 8。投药量为 1%时, 载药量

为 (0.45 ± 0.13)%, BSc3094 的包封率达到了 (67.3 ± 

19.0)%。

2　纳米粒形貌表征

透射电子显微镜观察到形成的纳米粒均为较规整

的球形, 粒径在40 nm左右, 较为均一 (图2)。

3　纳米粒粒径及电位测定

得到的 PLGA 纳米粒水合粒径约 115.3 ± 1.1 nm, 

加入DSPE-PEG2000-K修饰及搭载药物BSc3094后纳米

粒粒径减小, 粒径为 100.0 ± 0.5 nm, 3种纳米粒 zeta电

位均为负值 (图3)。

4　纳米粒稳定性测定

在 5% Glu、10 mmol·L-1 Hepes、PBS 溶液中 , 合成

的各种 PLGA 纳米粒的水合粒径和 PDI在 168 h内均

未见明显波动, 说明 PLGA纳米粒在这些介质中可以

保持良好的稳定性。在 10% FBS溶液中, PLGA纳米

粒的水合粒径和 PDI (0.25 ± 0.04) 在 24 h内未见明显

波动, 在24 h内可以保持良好的稳定性, 但在48 h粒径

明显增大, 可能发生聚集 (图4)。

Figure 1　BSc3094 concentration standard curve. The drug loading 

rate and encapsulation rate of nanoparticles were determined by 

high performance liquid chromatography (HPLC)

Figure 2　 Transmission electron microscope image of 

PLGA@BSc3094@K nanoparticles. Scale bar: 100 nm

Figure 3　Hydrate dynamic size and zeta potential of nanoparti‐

cles. n = 3, x̅x̅  ± s. PLGA: Poly (lactic-co-glycolic acid); K: KLVF‐

FAED; BSc: 1H-Benzimidazole-6-carboxylic acid

Figure 4　The stability of nanoparticles. A: In 5% Glu; B: In Hepes; C: In PBS; D: In FBS. n = 3, x̅x̅  ± s. Glu: Glucose; Hepes: Hydroxy‐

ethyl piperazine ethanesulfonic acid; PBS: Phosphate buffered saline; FBS: Fetal bovine serum
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5　细胞毒性试验

与对照组 (未给药) 相比, 6.25 nmol·L-1以下浓度

的 PLGA纳米粒可以提高 SH-SY5Y细胞活力, 促进细

胞生长; 而 6.25 nmol·L-1以上浓度的 PLGA 纳米粒使

得细胞活力下降, 但总体活力仍较高, 说明PLGA在试

验给药浓度下几乎无细胞毒性 (图 5A)。与对照组 (未

给药) 相比, 2 000 nmol·L-1以下浓度的BSc3094游离药

物对 SH-SY5Y 细胞活力影响不大 , 当给药浓度达到

20 000 nmol·L-1时, 细胞活力降至 80%左右, 具有一定

的细胞毒性 (图5B)。

6　细胞靶向性评价

在两种细胞中都可以明显观察到细胞中纳米粒荧

光强度在 4 h时高于 1 h, 说明 4 h时细胞对纳米粒的摄

取程度高于 1 h (图 6)。在正常 bEnd.3 细胞中 , 空白

PLGA 纳米粒与 PLGA@K 纳米粒荧光强度差别不大

(图 6A)。但无论是在Aβ1-42寡聚体诱导的 bEnd.3病理

细胞还是在bEnd.3 RAGE高表达细胞中 (图6B), 1和4 h

都可以观察到 PLGA@K纳米粒荧光强度明显高于空

白PLGA纳米粒, 说明Aβ1-42寡聚体诱导的 bEnd.3病理

细胞与 bEnd.3 RAGE高表达细胞对 PLGA@K纳米粒

的摄取程度更高, 表明在纳米粒表面修饰靶向肽K可

以增加病理细胞对 PLGA纳米粒的摄取, 该修饰可以

实现病理靶向效果。

讨论

纳米粒 zeta 电位均为负值 , 有研究表明 , 带负电

荷的纳米粒安全性更好, 其蛋白质调理作用低, 从而

具有更长的血液循环时间[16]。纳米粒在PBS、5% Glu、

Figure 6　Drug uptake by different cells after 1 and 4 h, scale bar: 50 μm. A: bEnd.3 cell; B: bEnd.3 RAGE cell

Figure 5　Cytotoxicity of nanoparticles (A) and BSc3094 (B) at different concentrations in SH-SY5Y cells. n = 6, x̅x̅  ± s
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10 mmol·L-1 Hepes溶液中水合粒径在 168 h内未见明

显波动 (110 nm左右), 说明 PLGA纳米粒在体外这些

介质中可以较长时间保持良好的稳定性[17], 虽然在

10% FBS溶液中纳米粒在 48 h发生了聚集, 但这可能

与 10% FBS 溶液中血清蛋白自身不稳定发生了絮凝

有关。MTT 实验中 , 浓度范围在 0～500 nmol·L-1 的

PLGA 及 0～2 000 nmol·L-1的 BSc3094 游离药物对细

胞活力均无显著影响, 细胞毒性低, 生物安全性比较

好[18], 为后续进一步细胞实验给药剂量作出了一定的

参考价值。细胞靶向实验结果显示, 4 h时细胞对药物

的摄取量高于 1 h。在正常 bEnd.3细胞上未观察到对

K肽修饰的纳米粒有明显摄取增加, 而在Aβ1-42寡聚体

诱导的 bEnd.3 病理细胞及 bEnd.3 RAGE 高表达细胞

中, 在 1及 4 h时都可以明显观察到细胞对K肽修饰的

纳米粒有明显摄取增加, 证明了K肽修饰纳米粒可以

明显提高纳米粒的病理靶向效果[19], 从而减小纳米药

物对正常生理细胞的毒副作用。

本课题采用 PLGA 作为药物载体 , 搭载 Tau 蛋白

聚集抑制剂 BSc3094, 同时在纳米粒表面修饰 DSPE-

PEG 与靶向肽 K, 改善合成的 PLGA 纳米粒的血液循

环时间和生物分布, 同时增强其病理靶向效果, 最终达

到增强穿透血脑屏障的能力, 增加药物在靶部位的作

用, 延长药物的循环半衰期, 减少不良反应的效果, 为

阿尔茨海默病的治疗提供了新的思路与方向。
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