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摘要 采用电子自旋共振 ∞≥ 和共聚焦激光扫描显微镜 ≤≥ 技术研究促渗剂作用机制及促渗剂对亲水性

大分子跨鼻黏膜转运途径的影响 ∀比较重组水蛭素 2 ∂ 与促渗剂联合鼻腔用药前后大鼠的生物利用度 采用

以 2噁唑烷氮氧自由基硬脂酸 !2噁唑烷氮氧自由基硬脂酸和马来酰亚胺作为自旋标记物的电子自旋共振技术 考

察促渗剂对家兔鼻黏膜脂质和蛋白的影响 采用共聚焦显微镜光学切片结合荧光探针标记技术探讨促渗剂对大鼠

鼻黏膜上皮细胞骨架肌动蛋白的作用 同时观察在各种促渗剂作用下  ∂ 的转运途径 ∀壳聚糖 ≤≥羟

丙基 2Β2环糊精 ¬222¬ °2Β2≤⁄甘草酸单胺盐 ∏  均能显

著改善  ∂ 的鼻黏膜吸收 ≤≥主要通过细胞旁路途径增加  ∂ 鼻黏膜转运 这一结果可能与其对细胞骨架肌动

蛋白微丝的影响从而打开细胞间紧密连接有关  °2Β2≤⁄可同时增加跨细胞和经细胞旁路两种途径的转运 可能与

其既能改变膜质流动性又能影响膜蛋白构象的特性有关  主要增加亲水性大分子跨细胞途径的转运 实验观

察到其对膜蛋白有作用 但未观察到其对膜质的作用 确切的机制尚有待研究 ∀本实验可为促渗剂及亲水大分子跨

细胞膜转运途径的研究提供借鉴 ∀

关键词 促渗剂 亲水性大分子 电子自旋共振 共聚焦激光扫描显微镜 促渗机制 鼻黏膜 转运途径
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  为了改善多肽和蛋白类药物的鼻腔吸收 使用

促渗剂是最常用和最有效的手段之一 ≈ ∀现有的

促渗剂种类很多 但促渗效果往往与其毒性密切相

关 ∀对促渗剂机制的研究有助于更多地了解黏膜的

生理特性 !促渗剂的作用特点 从而为有针对性的

设计和寻找高效低毒的促进剂提供科学依据 ∀尽管

国内外在此方面的研究十分活跃 研究手段也呈现

多样化 但对于大多数促渗剂作用机制尚不十分清

楚 ∀

水蛭素是近年来开发的新型高效抗凝血药物 

它是一个由  ∗ 个氨基酸组成的多肽 Μ 

⁄临床上主要用于肝素诱导的血小板减少症 !

急性冠脉综合征 !动静脉血栓等 是迄今发现的最强

的凝血酶特异性抑制剂 ≈ ∀作者 ≈曾研究以壳聚

糖凝胶剂作为水蛭素 2 ∏2

∂ 鼻腔给药系统 并对多种处方的促渗作用以

及纤毛毒性进行了考察 ∀现针对几种纤毛毒性相对

较小的促渗剂 采用电子自旋共振  

∞≥ 及共聚焦激光扫描显微镜 

≤≥ 等技术探讨其对鼻

黏膜作用的机制 为这些促渗剂在亲水性大分子鼻

腔给药方面的研究应用提供依据 ∀

材料与方法

仪器与试剂  2型可见 2紫外分光光度计

日本 公司 ∞≥° 电子自旋共振仪 德

国 ∏ ×≤≥ ×型激光共聚焦荧光显微镜

德国 ∂ 抗凝活性   ×# 



北京大学生命科学院提供  2噁唑烷氮氧自由基

硬脂酸 2¬2 2⁄≥ 2噁唑烷氮

氧自由基硬脂酸 2¬22⁄≥ 

马来酰亚胺 2¬  ≥凝血酶 ×

÷ 2 × ×≤ 2和 ƒ×≤ ≥公司 羟

丙基 2Β2环 糊 精  ¬222¬

°2Β2≤⁄美国 ≥2公司 呈色肽 美国

 公司 壳聚糖  ≤≥ Μ ⁄脱

乙酰度   浙江玉环海洋生物化学品有限公

司  甘草酸单胺盐  ∏ 

 新疆天山制药有限公司 其他试剂均为分

析纯 ∀

实验动物  ≥∏2⁄雄性大鼠 体重

 ?  合格证号  ≥≤÷京 北

京维通利华实验动物中心 日本大耳白兔 体重

1 ? 1 合格证号 第 号 中国医学科

学院实验动物繁育场 ∀

大鼠药代动力学实验  将 ∂ 及各种促渗剂

分别溶于生理盐水溶液中 再将 ∂ 与各促渗剂

溶液等体积混合 使得 ∂ 的终浓度为 1

ω /ϖ≤≥! °2Β2≤⁄和  分别为 1 

1! 和  ∀对照组为 ∂ 溶于生理盐水制

成相同浓度的溶液 ∀

大鼠按文献 ≈报道方法处理 正常大鼠实验前

禁食  腹腔注射戊巴比妥钠生理盐水溶液 

# 

麻醉 ∀将大鼠仰位固定在手术板上 切

开颈部 分离气管 !食管及颈动脉 ∀在气管上插入软

管以供呼吸 结扎食管 另在左颈动脉处插管 供采

血 ∀用前端带有软管的微量进样器单侧鼻腔给予

∂ 制剂 插入鼻孔深度为 1 给药剂量为 

# 
 ∀分别于给药后      

和  取血 1 用 1柠檬酸钠抗

凝 血液和柠檬酸钠的比例为 1 Β1ϖ/ϖ于

  ≅ γ离心  取血浆  Λ按呈色肽法测

定 ∂ 血药浓度水平 ≈ ∀另一组大鼠鼻腔给予

∂ 生理盐水溶液  # 

同法取血 测定

不同时间 ∂ 血药浓度水平 每组实验动物数为

! 只 ∀以大鼠皮下注射  # 


∂ 生理盐
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水作为对照计算相对生物利用度 Φ∀

实验数据的处理  Χ¬ Τ¬和 ≤等药代动

力学参数采用 ⁄≥ 1计算机程序 安徽药物临床

评价中心 计算 利用皮下注射 ≤计算 ∂ 鼻

腔给药后的 Φ∀实验结果采用 τ检验法 Π  1

为显著性差异 Π 1为极显著性差异 ∀

ΕΣΡ测定 ≈

家兔鼻黏膜上皮细胞膜的制备  家兔禁食过

夜 静脉注射戊巴比妥钠  # 

麻醉致

死 取兔头剥离周围皮肤 除去鼻腔侧壁 暴露鼻

中隔 小心剪下 放入 °≥  1溶液中 剥离

鼻中隔黏膜 用  . 液洗净黏膜表面黏液及血

块 剪碎黏膜 用超声细胞粉碎仪超声  使黏

膜破碎成悬液 ∀   ≅ γ离心  得到细胞

膜沉淀 ∀称重 湿重 加 °≥重新分散 ∀

细胞膜的标记  细胞膜的氮氧自由基标记 将

2⁄≥2⁄≥ ≥先用少量无水乙醇溶解 然后

加入 °≥ 1使其浓度为  # 

其中

乙醇浓度不超过 1 ϖ/ϖ∀将标记物各自混匀

后分别加入到鼻黏膜细胞膜悬液中 ∀膜的最终浓度

为  # 

标记物的最终浓度为 1 #


 ∀振荡混匀后 加入 2⁄≥2⁄≥的膜悬液在

 ε 放置  加入  ≥的膜悬液在  ε 过夜 

标记结束后    ≅ γ离心  加入 °≥洗

 ∗ 次 ∀直到上清液中检测不出游离的自旋标记

信号 ∀   ≅ γ离心  得沉淀物 ∀

促渗剂对细胞膜的处理  将得到的沉淀物加入

不同的促渗剂重新分散 ∀使膜的终质量浓度为 

# 

促渗剂 °2Β2≤⁄的浓度 µ /ϖ为  

≤≥为 1   为  ∀混匀后于  ε 放置 

   ≅ γ离心 沉淀物用滤纸吸干残存的水

分 待测 ∀

∞≥ 波谱测试  将沉淀样品于无干扰信号 !内

径为 1 玻璃毛细管封装 外套石英毛细管 插

入 ∞≥ 波谱仪的样品腔中 室温下检测 ∀ ∞≥ 测定

条件和参数为 扫描宽度  接收增益  ≅ 



时间常数  微波功率  • 扫描时间  

调制频率  调制幅度  ∀

∞≥ 谱数据处理  根据波谱图计算得到序参数

Σ!中场峰与低场峰高的比值 Χ/Α!弱固定化的成

分 η 和强固定化成分 η的比值 ηη ∀

ΧΛΣΜ扫描观察

供试液的制备  取 ≤≥°2Β2≤⁄ 加 °≥

 1分别配成浓度为 1 1和 1的

溶液 必要时先用丙二醇溶解 将 ƒ×≤标记的 ∂ 

制备方法见文献 ≈分别溶解于上述溶液中使其

浓度为  对照组为 °≥溶液 ∀

× ×≤ 2储备液的配制  将 × ×≤ 2

溶解到甲醇中 使其终质量浓度为  Λ#



于  ε 避光保存 ∀

大鼠在体转运试验 ≈  大鼠手术及给药方法

同前 ƒ×≤ 2∂ 给药剂量为  # 
 ∀给药后

 注射过量的 乌拉坦生理盐水溶液处死大

鼠 立即剪取头部 剥离皮肤 小心打开鼻腔 剪取鼻

中隔 ∀用冰冷的 °≥清洗后 鼻中隔于 1中性

福尔马林溶液中固定  取出 用 °≥清洗 !

次 1 ×2÷溶液渗透  再用 °≥清

洗 !次 用 × ×≤ 2在  ε 避光的条件下

染色  取出 °≥再清洗 !次 将染色后的

鼻黏膜小心从鼻中隔软骨分离下来 浸在 Β的

°≥和甘油溶液中封片 在激光共聚焦荧光显微镜

下进行观察 ∀

鼻黏膜 ≤≥扫描  将制备好的各组鼻黏膜依

次置于激光共聚焦成像仪的载物台上 放大 倍 

用油镜观察 扫描后将图像存盘 ∀ × ×≤激发光波

长为  发射光波长为  ƒ×≤激发光波

长为  发射光为  ∀

结果

1  促渗剂对 ρΗς 2鼻腔吸收的促进作用

∂ 的生理盐水溶液鼻腔给药 Φ仅为

1 而与 ≤≥°2Β2≤⁄ 合用后 Φ明显提

高 分别为 1 1 和 1 Π  1∀

各给药组的血药浓度 2时间曲线图见图 药代动力

学参数见表 ∀

Φιγυρε 1  °   

 ∂  ∏ 

√∏ ν  ξ ? σ
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Ταβλε 1  ° ∂  ∏  

ν   ξ ? σ

ƒ∏ ⁄#  Χ¬ #  Τ¬ 
≤  

Λ# # 
Φ

≤≥1  1  1 ? 13 3  ? 1∃∃ 1 ? 13 3 1

°2Β2≤⁄  1 1 ? 13 3  ? ∃∃ 1 ? 13 3 1

   1 1 ? 13  ? ∃∃ 1 ? 13 3 1

≥ 1 1 ? 1  ? ∃∃ 1 ? 1 1

 1 1 ? 1  ?  1 ? 1 1

 ≥∏∏∏
3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ ∏

∃∃ Π  1 ϖσ∏

2  促渗剂作用机制及水蛭素跨鼻黏膜转运途径

经 1 ≤≥!和   处理鼻黏膜的 ηη

与对照组比较都发生了显著的改变 而序参数 Σ和

Χ/Α均未见明显的改变 二者可能是通过改变膜蛋

白构象达到促渗的作用 鼻黏膜经  °2Β2≤⁄处

理后 Χ/Α和 ηη均发生了较明显改变 说明其对

膜脂质深层流动性及膜蛋白产生较为明显的作用 ∀

将以上 种标记物的 ∞≥ 波谱综合分析 可以说明

不同促渗剂的作用机制 见表 ∀

Ταβλε 2  ∞≥  2⁄≥ 2⁄≥ 

 ≥   ∏  

 ν  ξ ? σ

∞
2⁄≥
Σ

2⁄≥
Χ/Α

 ≥

ηη 

 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 

≤≥1  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 13 3

 °2Β2≤⁄  1 ? 1 1 ? 13 1 ? 13

   1 ? 1 1 ? 1 1 ? 13 3

3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ∏∏

鼻黏膜 ≤≥ 扫描实验结果表明 °≥组染色

后的 ƒ2肌动蛋白丝主要分布在细胞间紧密连接周

围 红色的 ƒ2肌动蛋白环清晰而连续 呈现正常的

形态分布 不见解聚现象 看不到明显的 ƒ×≤ 2∂ 

绿色荧光 说明在没有促渗剂的作用情况下 ƒ×≤ 2

∂ 通过鼻黏膜的吸收量十分有限 ∀在 1 ≤≥

处理后的扫描图中可以看到染色后的 ƒ2肌动蛋白

明显的增粗并有不连续的表现 荧光强度变暗 

ƒ×≤ 2∂ 颗粒主要分布在细胞间隙 说明 ≤≥具有

增加 ƒ×≤ 2∂ 经细胞旁路进行转运的能力 ∀ °2

Β2≤⁄组的 ƒ2肌动蛋白环也出现了明显的断裂和增

粗 荧光强度也较对照组明显变暗 在胞浆和细胞间

隙中均可看到 ƒ×≤ 2∂ 的分布 说明  °2Β2≤⁄

似乎可以同时增加 ƒ×≤ 2∂ 的经细胞旁路和穿细

胞转运 ∀   组与对照组相比 ƒ2肌动蛋白

比较清晰完整 荧光强度也没有发生明显改变 

ƒ×≤ 2∂ 主要分布在胞浆中 说明   主

要依赖增加 ƒ×≤ 2∂ 穿细胞转运来实现吸收促进

作用 图 ∀

讨论

≤≥°2Β2≤⁄和  作为促渗剂均可以使亲

水性多肽药物 ∂ 的鼻腔吸收获得明显改善 Π 

1∀

自旋标记物 2⁄≥和 2⁄≥为含有不成对电

子的顺磁体 能分别标记于生物膜脂双层的表层和

核心 检测其波谱参数的变化 可研究脂双层不同

深度的运动状态   ≥自旋标记物与膜蛋白上巯基

共价结合 其 ∞≥ 信号能反映膜蛋白巯基结合位点

的构象及周围微观环境的变化 ∀ ηη值就是膜蛋

白构象发生折叠或伸展 !聚合或解聚的敏感指标 ∀

ηη值升高表明膜结构发生了改变 膜蛋白的三

级结构趋于松散 ≈ ∀

≤≥是研究促渗剂的一种有效手段 它能对

促渗剂与细胞膜的作用作出直观的判断 此外还可

以通过荧光标记观察到目标分子跨细胞膜的转运途

径 ∀作者在文献 ≈研究的基础上对 ≤≥ 实验方

法进行了一定改进 即在进行 ƒ×≤ 2∂ 跨膜转运

后 用 × ×≤ 2对细胞骨架肌动蛋白进行染

色 可以在观察 ƒ×≤ 2∂ 跨膜转运途径的同时了

解促渗剂作用于细胞间紧密连接 ∏的

情况 ∀ ƒ×≤ 2∂ 作为亲水性大分子 实验表明其

在没有促渗剂存在的情况下 很难通过鼻黏膜吸收 

当 ƒ×≤ 2∂ 与各种促渗剂同时使用时 在鼻黏膜

上皮中可见到显著的 ƒ×≤ 2∂ 绿色荧光 说明所

选的促渗剂均具有提高 ƒ×≤ 2∂ 鼻黏膜吸收的作

用 ∀

## 药学学报 °∏≥  



Φιγυρε 2   ƒ×≤ 2∂    ∏   ∏

∏ ƒ2 × ×≤ 2 1 ≤≥   °2Β2≤⁄
    ≤ ∏⁄  ≤≥

≤≥为一种具有氨基的多聚阳离子多糖 它具有

生物黏附性 可以降低药物在鼻腔中的清除速度 延

长药物与鼻黏膜的接触时间 另外还可以影响细胞

骨架肌动蛋白微丝 进而暂时打开细胞间的紧密连

接 促进大分子亲水性药物通过细胞旁路的透膜转

运 ≈ ∀本实验的 ∞≥ 和 ≤≥ 结果表明 ≤≥主要

作用于细胞骨架肌动蛋白微丝 继而打开细胞间紧

密连接 其主要引起 ƒ×≤ 2∂ 经细胞旁路转运 这

与文献报道的结果一致 ∀

有关环糊精的促渗机制 尽管已有大量的研究

探讨 但尚存在争议 其产生促渗作用的原因可能

包括 促使蛋白解聚成为更容易渗透的低聚体 与

细胞膜上的脂质或二价阳离子产生相互作用 酶抑

制作用或直接作用于紧密连接上 ≈
但更多的时

候环糊精只是作为增溶剂起作用 ∀本实验发现 °2

Β2≤⁄对细胞膜质和蛋白均可产生作用并造成 ƒ2肌

动蛋白发生断裂和增粗 ∀ °2Β2≤⁄似乎可以同时增

加 ƒ×≤ 2∂ 的经细胞旁路和穿细胞两种途径的转

运 表明其可能对膜脂质流动性及膜蛋白均有影

响 ∀

 为一酸性皂苷元的胺盐 ∀ ≤≥ 扫描图

像显示其对 ƒ2肌动蛋白无明显影响 ƒ×≤ 2∂ 在

 作用下以穿细胞转运为主 说明  很可

能是通过增加细胞膜脂质流动性而产生促渗作用

的 但 ∞≥ 研究却发现 其对膜脂作用并不明显 而

对膜蛋白构象却有一定作用 因此从目前的实验结

果尚不能判断  的具体作用环节 有待其他实

验进一步验证 ∀

促渗剂大多具有黏膜毒性 促渗能力大小往往

与毒性之间存在密切的联系 ∀多数促渗剂往往作用

于细胞膜的脂质 增加细胞膜脂的流动性 降低膜的

黏度 从而增加药物穿细胞的转运 ∀而比较理想的

方式应是通过干扰细胞间紧密连接而增加药物经细

胞旁路的转运 因为这种作用方式不仅可以避免对

细胞膜的损伤同时可有效的防止药物经穿细胞转运

所带来的降解 ≈ ∀ ≤≥!°2Β2≤⁄和  三者虽然

作用机制不同 但均属毒性较小的促渗剂 因此它们

的促渗作用比较温和 对 ∂ 生物利用度的提高

程度的差别不大 但从它们的作用特点和长期应用

考虑 应以 ≤≥为好 ∀

##张玉杰等 ∞≥ 和 ≤≥ 技术用于促渗剂作用机制及亲水性大分子跨鼻黏膜转运途径的研究
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