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鱼藤酮微球制备
及其诱导大鼠帕金森病模型的初步研究

王英舟▲　刘梅芳　谢东锋▲　张春燕△

（济宁医学院药学院，日照２７６８２６）

　　摘　要　目的　制备鱼藤酮微球，并对其质量进行评价。方法　采用乳化溶剂挥发法制备鱼藤酮微球，利
用扫描电镜观察其形态及粒度分布，ＨＰＬＣ法测定包封率、载药量、体外释药曲线。按２．５ｍｇ／ｋｇ剂量给予大鼠颈
部皮下注射鱼藤酮微球，对体重变化和行为活动进行统计和观察。结果　所得微球扫描电镜下呈圆球形，平均
粒径９．５８μｍ，载药量为４０．３９％，包封率为８５．７２％，体外释药可达７ｄ，释药曲线符合一级动力学方程。微球给
药方式对大鼠体重增长影响较小，给药后大鼠出现动作迟缓、弓背状姿势等帕金森病模型的典型特征。结论　
本实验制备得到的鱼藤酮微球体外具有良好的缓释作用，微球给药显著降低了给药频率和造模死亡率，有望用

于帕金森大鼠模型的研究。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｒｏｔｅｎｏｎｅ；ＰＬＧＡ；Ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是一种常 见的中老年神经系统变性疾病，其临床特征主要

是静止性震颤、运动迟缓、肌张力增高和姿势平衡

性障碍，同时伴有抑郁、便秘和睡眠障碍等非运动

症状，严重影响患者的生活质量。随着人口的老龄

化，其发病率逐年上升，６０岁以上人群患病率约
１％［１２］。ＰＤ发病机制目前未明确，其研究模型处
在不断改进中。Ｂｅｔａｒｂｅｔ等［３］建立的鱼藤酮帕金
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森病大鼠动物模型，具有选择性多巴胺能神经元受

损、残存多巴胺能神经元内出现 ｌｅｗｙ小体、多巴胺
能神经元进行性损伤等一系列帕金森病核心特征，

受到帕金森病研究者的广泛重视。该模型的制作

方法有颈静脉手术埋泵法［４］，长期低剂量皮下注

射法［５６］等，造模成本高，耗时长，成功率低，限制了

它的应用与发展。

微球是指药物分散或吸附在高分子聚合物基

质中形成的微小球状实体，具有长效缓释作用［７］。

本实验采用乳化溶剂挥发法，制备鱼藤酮微球，并
对其质量进行考查，拟将其应用于 ＰＤ大鼠造模，
以期降低动物造模过程中给药频率，减小动物造模

过程中的死亡率。

１　材料与仪器

１．１　仪器
Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ３０００粒度仪（英国马尔文公司）；

ＥＭ３０ＰＬＵＳ扫描电子显微镜（韩国 ＣＯＸＥＭ公
司）；ＸＨＦＤ高速分散器（宁波新芝生物科技股份
有限公司）；Ｂ１１３型恒温磁力搅拌器（上海司乐仪
器有限公司）；ＬＣ２０Ａ高效液相色谱仪（日本岛津
公司）；ＳＨＹ３水浴恒温振荡器（金坛普林仪器制
造有限公司）。

１．２　药品与试剂
鱼藤酮（陕西帕尼尔生物科技有限公司，批号

１６０１０１）；乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ７５２５４Ａ，美
国ＬａｋｅｓｈｏｒｅＢｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ公司，批号 ＬＰ７３３）；ＰＶＡ
（Ｍｗ：１３０００～２３０００，水解度：８７％ ～８９％，美国
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；二氯甲烷（北京高纯科技有
限公司，批号２０１６０７２２）；甲醇、乙腈为色谱纯，其
他试剂均为分析纯。

１．３　动物
ＳＤ大鼠，雄性，２００～２５０ｇ，济宁医学院动物房

提供，动物许可证号：ＳＣＸＫ（鲁）２０１４０００７，动物实
验符合实验动物福利和动物伦理学要求。

２　方法与结果

２．１　鱼藤酮微球的制备
采用乳化溶剂挥发法［８］制备鱼藤酮微球：精

密称取适量鱼藤酮和 ＰＬＧＡ，加入二氯甲烷，涡旋
使之溶解为均匀透明的油相（Ｏ）溶液，将油相缓慢
加入到含有１％ＰＶＡ的水相（Ｗ）中，在２８００ｒ／ｍｉｎ
转速下通过高速分散器高速剪切２．５ｍｉｎ形成 Ｏ／

Ｗ型乳液，后加入０．１％ ＰＶＡ水溶液中，继续低速
搅拌４ｈ，挥发有机溶剂，并固化微球。采用合适筛
子收集微球，用纯化水洗涤３～５次后，真空干燥，
得鱼藤酮微球。

２．２　微球形态、粒度分布检查
采用扫描电子显微镜（ＳＥＭ）观察微球外观形

态，并用激光粒度仪测定鱼藤酮微球粒径分布，结

果见图１、图２。电镜扫描结果显示微球形态圆整，
表面光滑。粒度测定结果显示，鱼藤酮微球平均粒

径为９．５８μｍ，径距为１．１５。

图１　鱼藤酮微球扫描电镜照片（×１０００）

图２　鱼藤酮微球粒径测量结果

２．３　鱼藤酮微球载药量和包封率的测定
２．３．１　色谱条件　色谱柱：Ｃ１８柱（２００ｍｍ×４．
６ｍｍ，５μｍ），流动相：乙腈：水为 １∶１，检测波长：
２９０ｎｍ，流速：１．０ｍｌ·ｍｉｎ－１，柱温：３０℃，进样量：
１００μｌ。
２．３．２　标准曲线的绘制　精密称取鱼藤酮适量，
配制一系列不同浓度的鱼藤酮二甲亚砜溶液。将

样品溶液用微孔滤膜过滤后进ＨＰＬＣ测定，以峰面
积对浓度进行线性回归，得回归方程为：Ａ＝
５１３７４Ｃ＋６７９４１（Ｒ２＝０．９９９９），鱼藤酮在 ２．０～
１２０ｍｇ·Ｌ－１范围内峰面积与浓度线性关系良好。
２．３．３　载药量和包封率的测定　精密称取鱼藤酮
微球１０ｍｇ，溶解到５ｍｌＤＭＳＯ中，用流动相稀释定
容后，进ＨＰＬＣ测定峰面积，并按以下公式计算载
药量和包封率：

载药量（％）＝微球中药物重量／微球总重量
×１００％
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包封率（％）＝微球实际载药量／理论投药量
×１００％

按照实验处方工艺，制备３批鱼藤酮微球，测
得３批微球平均载药量和包封率分别为４０．３９％
和８５．７２％。
２．４　鱼藤酮微球体外释放度测定

精密称取鱼藤酮微球适量置于５０ｍｌ具塞离心
管中，加入一定体积的释放介质，涡旋１ｍｉｎ后放入
３７℃、５０ｒ·ｍｉｎ－１恒温水浴振荡器中，分别于１、２、
４、６、８、２４ｈ和２、３、４、５、６、７ｄ取出离心管，室温下
８０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３ｍｉｎ。取 １０ｍｌ上清液作为供试
液，并向原溶液中补充１０ｍｌ释放介质，涡旋１ｍｉｎ
后放入振荡器中振荡。将供试液按“２．３．１”项下
色谱条件进行进样测定，并计算累积释放度。见图

３。

图３　鱼藤酮微球体外释放曲线

由于鱼藤酮难溶于水，因此，鱼藤酮微球在

ｐＨ６．８磷酸盐缓冲液中的溶解过程极其缓慢，４１ｄ
累积释放度仍不及 １０％，因此，我们参考相关文
献［３］，将释放介质更改为 ｐＨ６．８磷酸盐缓冲液和
４０％乙醇的混合溶液，在该混合溶液中，鱼藤酮微
球释药平缓，第７天释药达到１００％。
２．５　鱼藤酮微球体外释药机理探讨

为了研究鱼藤酮微球的体外释放规律，分别按

零级释放、一级释放、Ｈｉｇｕｃｈｉ方程和 Ｗｅｉｂｕｌｌ分布
模型对体外释放数据进行拟合。见表１。

表１　鱼藤酮微球在ｐＨ６．８ＰＢＳ（含４０％乙醇）中的
体外释放拟合结果

释药模型 　拟合方程 相关系数（Ｒ２）

零级释放 Ｙ＝１４．５４８８１ｔ＋２５．７６２８１ ０．７４７０１

一级释放 Ｙ＝８８．２５１４９（１ｅ１．６９９０７ｔ） ０．９５４０９

Ｈｉｇｕｃｈｉ方程 Ｙ＝３８．１７９５９ｔ１／２＋１３．５３６８６ ０．９３４３１

体外释放度结果表明，鱼藤酮微球的体外释放

行为更符合一级释放规律。

２．６　鱼藤酮微球诱导大鼠ＰＤ模型的建立
１８只ＳＤ大鼠随机分为空白组、微球组和每日

注射组，每组６只。实验周期为２８ｄ，给药方式为
颈部皮下注射，剂量为２．５ｍｇ／ｋｇ／ｄ。空白组和每
日注射组每日固定时间分别给予生理盐水和鱼藤

酮葵花油溶液，微球组于第１、８、１５、２２天给予微球
混悬液。３组大鼠分别于给药后每隔４ｄ称重，记
录数据见图４，给药频率和死亡情况统计表见表２。

图４　３组大鼠的体重变化对比图

由图４可知，空白组大鼠体重增长率为 ２８．
５７％，微球组和每日注射组体重增长率分别为１１．
２０％、８．０９％，提示微球给药方式对大鼠体重增长
影响较小。

表２　大鼠ＰＤ造模死亡数量统计

组别 给药频率 死亡数量 死亡率／％

空白组 ０ ０

微球组 每周１次 １ １６．７

每日注射组 每天１次 ２ ３３．３

微球组有１只大鼠于给药后第３天死亡，每日
注射组有２只大鼠分别于给药后第６日和第８日
死亡，由表２可知，微球给药显著降低了给药频率
和造模死亡率。

实验过程中，给药的２组大鼠均在给药后出现
动作迟缓、弓背状姿势，步态不稳等 ＰＤ模型的典
型特征。本实验过程中，按陈忻等［９］记分方法，微

球组与每日注射组大鼠行为学记分均在３分以上，
因此，进一步确认本文成功制备ＰＤ大鼠模型。

３　讨论

鱼藤酮是一种常见的线粒体复合体 Ｉ抑制剂，
具有较强的脂溶性，较易透过血脑屏障，从而具有

多巴胺神经元的毒性。同时，鱼藤酮对于神经元的

损伤是一个缓慢作用过程，能够使动物产生与帕金

·９６１·
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森病ＰＤ较为相似的症状，较好地模拟临床上 ＰＤ
发病慢、进行性发展的特点［１０］。因此，被国内外学

者广泛应用于制备帕金森病动物模型。

鱼藤酮见光易分解。因此，本实验操作中需尽

量避光操作，也有学者尝试将其制备成为纳米脂质

体和包合物来提高其稳定性，降低毒性并减小个体

差异。本文成功制备了鱼藤酮微球，并将其进行了

ＰＤ大鼠造模的初步研究。研究表明鱼藤酮微球用
于ＰＤ大鼠造模可以降低给药频率，减小动物死亡
率，造模动物出现了 ＰＤ大鼠的行为学典型特征。
但系统的病理学以及药物代谢动力学实验还有待

于进一步研究。
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