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APP/PS1小鼠中 PEG-PLA纳米粒的表面蛋白冠组成
及其脑内递送的实验研究 *
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摘要 目的：研究阿尔茨海默病（Alzhemer's disease，AD）模型鼠中聚乙二醇聚乳酸（poly(ethylene glycol)-poly(l-lactide)，PEG-PLA）

纳米粒表面蛋白冠组成及其对脑内递送特性的影响。方法：制备 PEG-PLA纳米粒，测定纳米粒的 zeta电位及粒径，采用透射电子

显微镜观察纳米粒形态。通过双光子显微镜观察 APP/PS1小鼠与野生型（Wild Type，WT）小鼠脑内 PEG-PLA纳米粒分布特性。

采用液相色谱 -质谱联用（LC-MS）技术对 PEG-PLA纳米粒分别与 APP/PS1小鼠和WT小鼠血浆孵育形成的两种不同蛋白冠进

行蛋白组学分析。结果：制备的 PEG-PLA纳米粒粒径均一，分散性较好。静脉注射 PEG-PLA后，APP/PS1小鼠脑内纳米粒量明显

高于WT小鼠。蛋白质组学结果显示，APP/PS1小鼠血浆孵育组 PEG-PLA纳米粒表面蛋白冠中凝聚素（Clusterin）明显高于WT

小鼠血浆孵育组，该蛋白与纳米粒逃避机体清除有关。此外，纳米粒蛋白冠中血管性血友病因子（Von Willebrand factor）、玻连蛋

白（Vitronectin）、肌球蛋白重链 -9（Myosin-9）等参与细胞粘附作用相关蛋白在 APP/PS1小鼠血浆孵育组也明显多于WT小鼠血

浆孵育组。结论：PEG-PLA纳米粒在 AD模型小鼠中表现出的高入脑量，可能与 AD疾病影响纳米粒蛋白冠组成有关。
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The Study of Protein Corona Composition and Brain Delivery of PEG-PLA
Nanoparticles in APP/PS1 Mice*

The aim of this study is to investigate the protein corona composition and the brain delivery of poly(ethy-

lene glycol)-poly(l-lactide) (PEG-PLA) nanoparticles in Alzhemer's disease (AD) model mice. PEG-PLA nanoparticles were

prepared. The particle size and zeta potential of the nanoparticles were measured, and their morphology were observed under transmis-

sion electron microscope. The distribution of PEG-PLA nanoparticles in the brain of APP/PS1 mice and wild type (WT) mice were ob-

served under two-photon microscopy. Composition of the two different protein coronas on nanoparticles incubated in the APP/PS1 mice

plasma and WT mice plasma were analyzed by LC-MS. The prepared PEG-PLA nanoparticles exhibited uniform size and good

dispersion. After intravenously administered with PEG-PLA nanoparticles, APP/PS1 mice showed higher content of nanoparticles in

brain than that of WT mice. Proteomic analysis showed that clusterin in the protein corona formed on PEG-PLA nanoparticles in

APP/PS1 mice plasma incubation group were much higher than that of WT mice plasma incubation group. Clusterin is related to the eva-

sion of clearance of nanoparticles in vivo. In addition, some corona components related to cell adhesion such as von Willebrand factor,

vitronectin and myosin-9 were higher in APP/PS1 mice plasma incubation group compared to WT mice plasma incubation group.

AD model mice showed high content of PEG-PLA nanoparticles in the brain. This may be related to the protein corona compo-

sition influenced by AD state.
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前言

纳米粒进入生物体循环后，能够吸附体循环中的蛋白质，

这些包裹在纳米粒表面的蛋白质被称为蛋白冠[1-3]。研究表明，

蛋白冠对纳米粒在体内的生物学过程有重要的调控作用，包括

药代动力学、生物分布以及靶向能力等[2]。然而，蛋白冠与脑内

递送的相关性研究甚少。

纳米粒表面的蛋白冠是动态的，可根据纳米粒所处的生化
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环境（如血流速度、疾病状态等）发生变化[4,5]。不同材料制备的

纳米粒，如多聚物、脂质体和无机材料纳米粒，在生理环境中吸

附的蛋白质不同。纳米粒的粒径、表面积、表面电位、亲疏水性

等也影响蛋白冠的组成[6,7]。在众多聚合物中，PEG-PLA纳米粒

因其良好的安全性以及临床转化能力而被广泛应用于药物递

送[8,9]。除外周疾病外，PEG-PLA纳米粒作为递药载体具有应用

于中枢疾病如 AD治疗的潜力[10]。有研究表明，不同疾病状态

下（如肿瘤）形成的蛋白冠能够影响纳米粒的靶向能力[11]。因

此，本文探究了 PEG-PLA纳米粒在 AD疾病下 APP/PS1小鼠

脑内纳米粒的分布。同时，对 APP/PS1小鼠和WT小鼠血浆孵

育的纳米粒表面蛋白冠的成分进行蛋白组学研究，分析可能介

导 PEG-PLA入脑的关键蛋白质成分，为脑靶向纳米递药系统

的设计和应用提供参考，对中枢神经系统疾病治疗手段的开发

具有较重要的理论价值和现实意义。

1 材料与方法

1.1 试剂

聚乙二醇 - 聚乳酸（MePEG3000-PLA40000）由成都电子

科技大学提供，DiI荧光染料（美国 Thermo fisher公司），二氯

甲烷（国药集团化学试剂有限公司），胆酸钠（百灵威科技有限

公司），磷钨酸溶液（中镜科仪技术有限公司），自凝牙托水、自

凝牙托粉购自上海新世纪齿科材料有限公司。

1.2 实验动物

APP/PS1 小鼠与野生型（WT）同窝对照小鼠（雌性，7 月

龄）购自南京大学 -南京生物医学研究院（许可证号：SCXK

（苏）2015-0001）。实验用鼠饲养于上海交通大学医学院动物科学

部，动物实验严格遵守上海交通大学医学馆实验动物管理规范。

1.3 仪器

低温高速离心机、液相色谱质谱联用仪购自美国 Thermo

fisher公司，盖玻片（江苏世泰实验器材有限公司），超声波细胞

粉碎机（新芝生物科技股份有限公司），电位粒度测定仪（英国

Malvern公司），小鼠颅骨钻（韩国 Saeshin 精密仪器公司），双

光子显微镜（日本 Olympus公司)，透射电子显微镜（日本 JEOL

公司）。

1.4 PEG-PLA纳米粒的制备

称取 10 mgMePEG3000-PLA40000化合物，分别加入 1 mL

二氯甲烷以及 2 mL 1%胆酸钠溶液。超声波细胞粉碎机 4%功

率冰浴超声 2 min后，将乳液倾入 18 mL 0.5%胆酸钠溶液中，

采用磁力搅拌器搅拌 5 min，倒入干燥的 500 mL烧瓶，采用旋

转蒸发仪低温旋蒸约 10 min，将二氯甲烷溶剂充分挥发。随后

于 4℃、18000× g离心 45 min。弃上清液，沉淀加入 1 mL PBS

复溶，制得 PEG-PLA纳米粒。PEG-PLA采用 DiI作为荧光探

针，制备方法与上述流程基本相同。首先，称取 10 mg

MePEG3000-PLA40000和 0.1 mg DiI，超声、搅拌、旋蒸以及离

心的方法步骤同上。PBS复溶后，采用 Sepharose CL-4B凝胶柱

去除溶液中游离的 DiI。

1.5 纳米粒的表征

纳米粒浓度采用浊度法进行测定。通过倍比稀释法制得一

系列浓度梯度的纳米粒标准溶液，使用紫外分光光度计测定

350 nm波长下的吸光度并绘制浓度（mg/mL）-吸光度标准曲

线，将样品吸光度代入标准曲线，得到纳米粒样品浓度。纳米粒

的 zeta电位及粒径采用电位粒度分析仪测定。纳米粒样品经磷

钨酸溶液负染后，采用透射电子显微镜（Transmission electron

micrograph，TEM）观察形态。

1.6 双光子显微镜观察小鼠脑内 DiI-PEG-PLA分布

APP/PS1 小鼠（n=6）及 WT 小鼠（n=6）腹腔注射氯胺酮

（100 mg/kg）和赛拉嗪（10 mg/kg）麻醉后，固定于配适器上。将

小鼠头部毛发剃除，剪开头部表皮，用含有 5% H2O2的棉球轻

轻擦拭颅骨以腐蚀去除骨膜。随后在前囟侧后方 1 mm作直径

为 2~3 mm的颅窗，将修裁好的盖玻片浸泡于 0.9% NaCl中，

盖于颅窗上。随后用牙科水泥在颅窗周围封上一圈，固定盖玻

片。随后尾静脉注射 DiI-PEG-PLA（50 mg/kg）纳米粒溶液，采

用双光子显微镜观察脑内纳米粒的分布情况。

1.7 LC-MS检测血浆蛋白及纳米粒表面蛋白冠的组成

① 血浆蛋白样品处理：APP/PS1与WT小鼠血浆用 PBS稀

释 20倍，取 80 滋L于 EP管，加入 20 滋L 10% SDS，于 100℃加

热 10 min。② 蛋白冠样品处理：取 300 滋L 10 mg/mLPEG-PLA

纳米粒与 300 滋L 50%血浆（APP/PS1或WT小鼠血浆）混合后

37℃恒温摇床孵育 1 h。于 4℃、18000× g离心 10 min，PBS清

洗 2 遍，除去血浆残留，获得孵育了蛋白冠的纳米粒

（APP-NP-corona或WT-NP-corona）。将纳米粒 -蛋白冠复合物

用 80 滋L PBS重悬，加入 20 滋L 10% SDS洗脱蛋白冠，100℃

加热 10 min，于 4℃、18000× g离心 10 min，收集上清液。将制

得的 APP/PS1 与 WT 小鼠血浆蛋白样品 （各组 n=4）、

APP-NP-corona与WT-NP-corona蛋白冠样品（各组 n=3）进行

LC-MS检测。

1.8 统计方法

本文计量系数采用均数± 标准差（x± s）表示。利用 Spec-

tronaut X（Biognosys，Switzerland）对 LC-MS数据进行分析，将

Spectronaut输出文件中的样本进行归一化处理，并使用 ANO-

VA（3.5.1）进行蛋白质丰度的计算。两组间的比较采用 t检验，

筛选出 P<0.05的蛋白质。

2 结果

2.1 PEG-PLA纳米粒的表征

将制备的 PEG-PLA纳米粒置于透射电子显微镜观察，纳

米粒呈规则的圆形（图 1A）。电位粒度分析仪测得 PEG-PLA纳

米粒径为 83.20± 7.47 nm，zeta电位为 -18.7± 3.2 mV，分散系

数（PdI）为 0.151± 0.008，具有较好的均一性（图 1B，表 1）。红色

荧光探针 DiI标记的 PEG-PLA纳米粒粒径为 92.07± 4.62 nm，

zeta电位为 -17.6± 1.2 mV，分散系数为 0.135± 0.006，表明荧

光探针对纳米粒的粒径和电位影响较小（表 1）。

2.2 PEG-PLA纳米粒在 APP/PS1小鼠与WT小鼠的脑内分布

采用双光子显微镜观察小鼠在疾病与健康状态下

PEG-PLA纳米粒脑内分布的差异。观察结果显示，与WT小鼠

相比，APP/PS1小鼠脑血管和脑实质的 DiI-PEG-PLA分布显著

增高。纳米粒在 AD模型鼠 APP/PS1小鼠上表现出较WT小鼠

更高的脑靶向性（图 2）。
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图 2 双光子显微镜观察 APP/PS1小鼠与WT小鼠脑内PEG-PLA纳米粒分布情况

Fig.2 The distribution of PEG-PLA nanoparticles in the brain of APP/PS1 mice and WT mice under two-photon microscope

2.3 APP/PS1小鼠与WT小鼠血浆蛋白质组学比较

疾病状态下小鼠血浆蛋白质成分可能会发生变化，从而影

响纳米粒对血浆蛋白的吸附。对 APP/PS1小鼠与WT小鼠血

浆进行蛋白质组学分析，结果显示，二者血浆蛋白质的种类与

含量存在差异（图 3A，图 3B）。韦恩图显示 APP/PS1小鼠血浆

含 379种蛋白质，WT小鼠血浆含 389种蛋白质，两者共同拥

有的蛋白质 367种，APP/PS1小鼠血浆特有蛋白质 12种，WT

小鼠血浆特有蛋白质 22种（图 3A）。对 APP/PS1小鼠血浆中较

WT小鼠血浆差异比值大于 1.5的前 30种差异蛋白质进行整

理与分类（图 3C，表 2），图 3C中显示免疫炎症相关的蛋白质

种类最多，包括免疫球蛋白、补体、急性时相反应蛋白等。

图 1 PEG-PLA纳米粒的表征

Fig.1 The characterization of PEG-PLA nanoparticles

Note: (A) The morphology of PEG-PLA nanoparticles under TEM;

(B) The particle size distribution of PEG-PLA nanoparticles under dynamic light scattering.

表 1 纳米粒的粒径，zeta电位值及 PdI值

Table 1 Particle size, zeta potential and PDI of the nanoparticles

Sample Name PDI Particle Size (d.nm) Zeta Potential (mV)

PEG-PLA 0.151± 0.008 83.20± 7.47 -18.7± 3.2

DiI-PEG-PLA 0.135± 0.006 92.07± 4.62 -17.6± 1.2

2.4 蛋白质组学分析 APP/PS1与WT小鼠血浆孵育纳米粒的

蛋白冠成分

纳米粒表面吸附蛋白冠的成分会随着不同体液环境而发

生变化。将 PEG-PLA纳米粒分别与 APP/PS1、WT小鼠血共孵

育，制备 APP-NP-corona、WT-NP-corona纳米粒 -蛋白冠复合

物，蛋白质组学分析显示，APP-NP-corona与WT-NP-corona的

蛋白冠成分有明显变化（图 4A，图 4B）。韦恩图显示，

APP-NP-corona表面蛋白冠中含 621种蛋白质，WT-NP-corona

表面蛋白冠中含 652种蛋白质，二者共同拥有 592种蛋白质，

APP-NP-corona吸附特有的蛋白质 29种，WT-NP-corona吸附
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特有的蛋白质 60种（图 4A）。值得注意的是，纳米粒吸附的血

浆蛋白质有选择性富集现象，载脂蛋白在纳米粒表面大量富

集，如载脂蛋白 A-IV（Apolipoprotein A-IV）在蛋白冠上为含量

最高的蛋白质，约占 25%（图 4B），而在血浆中含量约为 1%（图

3B）。饼状图统计显示，APP-NP-corona、WT-NP-corona的蛋白

冠成分中载脂蛋白的种类均最多（图 4C）。

图 3 APP/PS1小鼠与WT小鼠血浆蛋白质组学分析

Fig.3 Plasma proteomic analysis of APP/PS1 mice and WT mice

Note: (A) The veen diagram of APP/PS1 and WT mice plasma. (B) Heatmap of most abundant protein detectable in the WT and APP/PS1 mice plasma.

Only proteins with relative abundance over total (% of total) > 1% are shown. (C) The classification of top 30 proteins that above 1.5 fold increase in

abundance in the plasma of APP/PS1 mice compared to that of WT mice.

表 2 APP/PS1小鼠血浆中较WT小鼠血浆差异比值大于 1.5的前 30种差异蛋白质

Table 2 Top 30 proteins that above 1.5 fold increase in abundance in the plasma of APP/PS1 mice compared to that of WT mice

随后筛选出 APP-NP-corona较WT-NP-corona表面蛋白冠

成分中差异比值大于 1.5 的前 30 种差异蛋白质。表 3 显示

APP-NP-corona表面蛋白冠中存在 茁-珠蛋白（Beta-globin）的
大量富集，目前尚未了解该蛋白对于纳米粒循环靶向的意义。

Rank No. Protein names Fold change Rank No. Protein names Fold change

1 Immunoglobulin kappa chain variable 12-89 17.15 16 Properdin 2.05

2 Beta-globin 10.41 17 Gelsolin 1.95

3 Serum amyloid A-1 protein 5.72 18 Complement C4-B 1.94

4 Immunoglobulin kappa variable 8-16 3.56 19 Immunoglobulin kappa variable 1-135 1.90

5 Immunoglobulin heavy variable V1-11 3.14 20 Alpha-1-antitrypsin 1-5 1.88

6 Complement C1q subcomponent subunit A 3.03 21 Thyroxine-binding globulin 1.77

7 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 2.94 22 Complement C1q subcomponent subunit B 1.72

8 Ig gamma-3 chain C region 2.59 23 Coagulation factor XIII A chain 1.69

9 Immunoglobulin heavy variable 6-3 2.55 24 Alpha-1-antitrypsin 1-1 1.68

10 Ceruloplasmin 2.48 25 Immunoglobulin heavy constant gamma 2C 1.67

11 Fibrinogen gamma chain 2.39 26 Complement C1q subcomponent subunit C 1.66

12 Apolipoprotein C-IV 2.28 27 Zinc-alpha-2-glycoprotein 1.66

13 Alpha-2-macroglobulin-P 2.17 28 Alpha-2-HS-glycoprotein 1.64

14 Murinoglobulin-1 2.16 29 Complement component C8 alpha chain 1.62

15 Alpha-2-antiplasmin 2.14 30 Complement factor D 1.60
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图 4 APP-NP-corona和WT-NP-corona表面蛋白冠成分的蛋白质组学分析

Fig.4 Proteomic analysis of the protein corona composition of APP-NP-corona and WT-NP-corona

Note: (A) The veen diagram of APP-NP-corona and WT-NP-corona. (B) Heatmap of most abundant protein detectable in APP-NP-corona and

WT-NP-corona. Only proteins with % of total > 1% are shown. (C) The classification n of top 20 most-abundant protein detectable in APP-NP-corona and

WT-NP-corona.

APP-NP-corona与WT-NP-corona表面蛋白冠中，beta-globin的

比例为 7.95：1，与 APP/PS1与WT小鼠血浆中该蛋白的比例

10.41：1接近（表 2），提示纳米粒对 beta-globin 的吸附是非特

异的。值得注意的是，APP-NP-corona 表面蛋白冠中凝聚素

（Clusterin）的含量高于WT-NP-corona（1.99：1），而 APP/PS1和

WT 小鼠血浆中该蛋白的含量没有显著差异，初步说明在

APP/PS1小鼠血浆中，PEG-PLA纳米粒对 clusterin的选择性高

于WT小鼠血浆。Clusterin又称为载脂蛋白 J，有研究表明，

clusterin能提高纳米粒在血液中的循环时间，减少非特异性摄

取，对于 PEG修饰纳米粒逃避机体清除上起关键作用[7,12]。此

外，血管性血友病因子（Von Willebrand factor）、玻连蛋白（Vit-

ronectin）及肌球蛋白重链 -9（Myosin-9）这些与细胞粘附有关的

蛋白质在 APP-NP-corona 上的吸附均高于 WT-NP-corona，这

可能有利于纳米粒的脑靶向作用。表 4 和表 5 分别显示了

APP-NP-corona及WT-NP-corona表面蛋白冠中测定的特有蛋

白质成分。聚合酶 I和转录物释放因子（Caveolae-associated

protein 1）为 APP-NP-corona特有蛋白质，它对于小窝蛋白的形

成及功能有着重要作用[13]，可能促进小窝蛋白介导的跨细胞转

运作用。而网格蛋白轻链（Clathrin light chain）为WT-NP特有

蛋白质，可能有利于网格蛋白介导的内吞作用。这些结果提示，

AD疾病与健康状态下组织摄取转运纳米粒的机制可能不同。

表 3 APP-NP-corona较WT-NP-corona表面蛋白冠成分中差异比值大于 1.5的前 30种差异蛋白质

Table 3 Top 30 proteins that above 1.5 fold increase in abundance in the protein corona of APP-NP-corona compared to WT-NP-corona

Rank No. Protein names Fold change Rank No. Protein names Fold change

1
Voltage-dependent anion-selective channel

protein 3
11.54 16 BPI fold-containing family A member 2 2.19

2 Beta-globin 7.95 17 Platelet glycoprotein Ib alpha chain 2.09

3 Serum amyloid A-1 protein 7.13 18 von Willebrand factor 2.02

4 Immunoglobulin heavy constant alpha 3.40 19 Small integral membrane protein 1 2.01

5
Guanine nucleotide-binding protein subunit

alpha-13
3.33 20 Clusterin 1.99

6 MCG140784 3.31 21 Glutathione peroxidase 3 1.94

7 Alpha-synuclein 3.12 22 Myosin-9 1.81

8 Immunoglobulin kappa variable 6-32 3.05 23 Vitronectin 1.79

9 Glycophorin-A 2.94 24 Fibrinogen alpha chain 1.77

10 Histone H4 2.78 25 GTP-binding nuclear protein Ran 1.74

11 Myosin regulatory light polypeptide 9 2.68 26 Sulfhydryl oxidase 1 1.67
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12 Immunoglobulin kappa chain variable 19-93 2.67 27 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1.65

13 Haptoglobin 2.65 28 Fibrinogen beta chain 1.57

14 Tubulin alpha-4A chain 2.48 29 Alpha-2-HS-glycoprotein 1.53

15 Mannose-binding protein C 2.23 30 Fibrinogen gamma chain 1.51

表 4 APP-NP-corona特有的蛋白质成分

Table 4 The unique proteins of APP-NP-corona

Rank No. unique proteins in the APP-NP-corona
% of protein

corona
Rank No. unique proteins in the APP-NP-corona

% of protein

corona

1 Programmed cell death 6-interacting protein 0.0202 16
Guanine nucleotide-binding protein subunit

gamma
0.0017

2 Serum amyloid A protein 0.0079 17 Ig kappa chain V-III region PC 7175 0.0016

3
Dehydrogenase/reductase SDR family

member 11
0.0078 18 Rho-related GTP-binding protein RhoG 0.0015

4 Protein S100-A10 0.0068 19 Tubulin alpha-8 chain 0.0015

5 Immunoglobulin heavy variable V1-20 0.0058 20 Heat shock protein HSP 90-beta 0.0014

6 Ig heavy chain V region 3-6 0.0046 21 Nucleosome assembly protein 1-like 1 0.0010

7 Ig kappa chain V-II region 17S29.1 0.0042 22 ATP synthase subunit delta mitochondrial 0.0010

8
Major facilitator superfamily

domain-containing protein 2B
0.0040 23 40S ribosomal protein S4 X isoform 0.0006

9 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 0.0029 24 Immunoglobulin kappa chain variable 4-72 0.0006

10 Tyrosine-protein kinase SYK 0.0025 25 Glutathione S-transferase Mu 3 0.0004

11
Latent-transforming growth factor

beta-binding protein 1
0.0025 26 PRA1 family protein 3 0.0003

12 Plexin-A2 0.0024 27 Caveolae-associated protein 1 0.0002

13 Protein lin-52 homolog 0.0023 28 Ras-related protein Ral-B 0.0002

14 Nck-associated protein 1 0.0019 29 Desmoglein-1-alpha 0.0001

15 Immunoglobulin heavy variable 1-52 0.0018

表 5 WT-NP-corona特有的蛋白质成分

Table 5 The unique proteins of WT-NP-corona

Rank No. unique proteins in the WT-NP-corona
% of protein

corona
Rank No. unique proteins in the WT-NP-corona

% of protein

corona

1 ADP-ribosylation factor 5 0.0181 16 Immunoglobulin heavy constant mu 0.0025

2 60S ribosomal protein L37a 0.0113 17 Proteasome subunit beta type-5 0.0024

3 Citrate synthase mitochondrial 0.0056 18 FH1/FH2 domain-containing protein 1 0.0023

4 Ig heavy chain V region 5-76 0.0051 19 Phosphodiesterase 0.0022

5 Immunoglobulin heavy variable V14-3 0.0044 20 Immunoglobulin heavy variable 9-4 0.0019

6 DNA topoisomerase 1 0.0044 21
Zinc finger protein with KRAB and SCAN

domains 3
0.0019

7 Anoctamin 0.0043 22 Phosphatidylinositide phosphatase SAC1 0.0017

8 Interferon gamma-induced GTPase 0.0040 23 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 0.0015

9
Myosin heavy polypeptide 13 skeletal

muscle
0.0039 24 Immunoglobulin kappa variable 10-94 0.0015

10 Leukemia inhibitory factor receptor 0.0038 25 Immunoglobulin kappa variable 4-58 0.0015

11 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase 0.0037 26 2-acylglycerol 0.0013

12 Clathrin light chain 0.0036 27 Very-long-chain enoyl-CoA reductase 0.0013
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13
Adipocyte plasma membrane-associated

protein
0.0029 28 Peroxiredoxin-6 0.0012

14 Immunoglobulin heavy variable 1-53 0.0028 29 60S ribosomal protein L35 0.0011

15 Unconventional myosin-X 0.0026 30 26S proteasome regulatory subunit 8 0.0011

3 讨论

血脑屏障（Blood-brain barrier，BBB）是血液系统与脑组织

间存在一种屏障系统，它为保持中枢神经系统内环境的相对稳

定性提供了重要的结构基础，但同时也极大限制了药物的脑内

递送[14,15]。据统计，目前临床使用的药物中，约有 98%的小分子

化学药物以及接近 100%的蛋白 /多肽和基因药物均难以入

脑[16]。跨越 BBB递药是实现脑部疾病药物治疗必须解决的首

要问题。近年来，纳米技术的发展为蛋白 /多肽、基因、甚至小

分子化学药物等的脑内递送提供了重要的手段[17]。

纳米粒由于自身特性，包括高表面自由能、表面电荷、疏水

性等，进入生物体循环后，能够吸附体循环中的蛋白质而形成

蛋白冠，极大影响了纳米粒的生物学特性[18,19]。然而 AD疾病状

态下，蛋白冠对于纳米粒脑内转运的影响尚不明确。因此本研

究以 APP/PS1小鼠作为 AD疾病模型鼠，与健康小鼠（WT）进

行了 PEG-PLA纳米粒入脑量的差异比较。研究结果显示，健康

小鼠尾静脉注射 PEG-PLA纳米粒后，脑内 PEG-PLA分布含量

极少，而 APP/PS1小鼠脑内 PEG-PLA分布含量较高，提示小

鼠的病理生理状态影响了 PEG-PLA纳米粒的脑内分布。

传统观点认为 AD伴随着 BBB损伤，BBB通透性会增加。

然而近年来的研究发现，在 AD的发生发展过程中，尽管 BBB

受到一定损伤，药物渗透性并未增加[20]，反而脑血管密度和脑

血流量的下降使药物的脑内递送面临更大的挑战[21]。另外，AD

的发生发展与炎症免疫的相关性受到越来越多的关注[22,23]。因

此，PEG-PLA在 AD模型鼠 APP/PS1小鼠脑中分布含量较高

可能不是因为 BBB通透性增加，而是体内炎症状态影响了

PEG-PLA的生物学特性，提高了其脑靶向能力。

PEG-PLA纳米粒进入血液循环后能够吸附血浆蛋白而形

成蛋白冠。本研究推测，AD疾病和健康状态下纳米粒表面蛋

白冠的组分发生了改变，从而影响纳米粒的脑内递送特性。研

究结果表明，APP/PS1小鼠血浆与WT小鼠血浆蛋白质成分存

在差异，且主要在免疫炎症相关的蛋白质成分上显示出差异，

提示 AD疾病进程中表现出炎症状态。此外，蛋白质组学定量

分析显示，APP/PS1 小鼠血浆、WT 小鼠血浆体外孵育

PEG-PLA纳米粒后，纳米粒表面吸附的蛋白冠成分存在显著

差异，APP/PS1 小鼠血浆来源的蛋白冠显示出 clusterin 的富

集，这可能有利于纳米粒逃避机体清除，延长其在血液循环系

统中滞留的时间 [7,12]。与此同时，von Willebrand factor、vit-

ronectin及 myosin-9等与细胞粘附相关的蛋白质的吸附明显

增多，这些差异可能与 PEG-PLA纳米粒在 AD疾病状态下表

现的高脑靶向性相关。

以往的研究多关注于蛋白冠对纳米粒主动靶向的阻碍、诱

导 "脱靶效应 "、加速纳米粒清除甚至产生毒性[24]，而近年越来

越多的研究提出蛋白冠对纳米粒应用积极的一面[25,26]。多种具

有靶向功能的蛋白质，如载脂蛋白 A-I、载脂蛋白 E、转铁蛋白、

胰岛素，被用于设计靶向肿瘤的纳米递药系统[27,28]。通过调控蛋

白冠的组成来设计新型纳米载体，为更加安全和有效的纳米递

药系统的开发提供了新的方向。因此，蛋白冠的组成、性质及其

发挥生物效应过程的不断探究，对于新型靶向纳米药物的设计

具有重要意义。

综上所述，本文证实了 PEG-PLA纳米粒脑靶向性提高与

AD疾病状态存在相关性。通过蛋白质组学分析，本研究发现

AD疾病与健康状态下的小鼠血浆在免疫相关蛋白质等成分上

存在差异，这些差异导致纳米粒表面吸附蛋白冠的成分如 clus-

terin、参与细胞粘附的相关蛋白质等发生变化，可能引起纳米

粒在 AD疾病与健康小鼠中不同的脑靶向性。本研究揭示了

AD疾病状态对 PEG-PLA纳米粒脑内递送及纳米粒表面蛋白

冠组成的影响，为新型脑靶向纳米药物的研究开发提供了实验

依据。
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