
介入放射学杂志 圆园员圆年 6月第 圆员卷第 6期 允 陨灶贼藻则增藻灶贼 砸葬凿蚤燥造 圆园员圆袁 灾燥造援圆员袁 晕燥援6

载有匹伐他汀的纳米涂层支架的研究

赵 钢袁 朱 伟袁 陆志刚袁 马士新袁 和亚萍 魏 盟

阅韵陨院员园援猿怨远怨 辕 躁援蚤泽泽灶援员园园愿原苑怨源载援圆园员圆援园6.011
作者单位院 200233 上海交通大学附属第六人民医院心内科

通信作者院 魏盟 E蛳mail院mrweei@sina.com

揖摘要铱 目的 探讨新型载有他汀药物的纳米涂层支架的有效性及安全性遥 方法 选用生物可吸

收性高分子聚合物聚乳酸-羧基乙酸共聚体渊PLGA冤为原料制作纳米粒子袁并用自行研发的阳离子电镀
涂层技术将载有荧光标记物异硫氰酸荧光素渊FITC冤的 PLGA 纳米粒子均匀涂层于支架表面遥 先在体外
培养人冠状动脉平滑肌细胞及人脐带静脉内皮细胞袁比较研究他汀类药物尧雷帕霉素和紫杉醇对平滑肌
细胞和内皮细胞增殖能力的影响遥 同时袁选择猪作为实验动物行冠状动脉支架植入术袁观察载有他汀的
纳米涂层支架对内膜增生及内皮再生的影响遥 结果 体外实验发现袁在 24 h内 FITC从纳米粒子内释放
出约 40%袁在 30 d后完全释放遥FITC纳米粒子 56 d以后从涂层支架完全释放遥与其他他汀类药物相比袁
匹伐他汀对平滑肌细胞增殖有明显的抑制作用渊P < 0.001冤袁并对内皮细胞再生有促进作用渊P < 0.05冤遥
尽管雷帕霉素和紫杉醇也都能抑制平滑肌细胞的增殖袁但匹伐他汀可在最低浓度渊0.01 滋mol/L冤即可达
到抑制效果 渊P < 0.05冤遥 匹伐他汀纳米粒子涂层支架组与非药物涂层支架组相比内膜增生明显减少渊P
< 0.01冤遥 与雷帕霉素支架组相比袁匹伐他汀纳米粒子涂层支架组的内膜增生程度相近渊P 跃 0.05冤袁且炎
症尧纤维沉积及内皮再生延迟作用均明显减少渊P值均 < 0.01冤遥 结论 成功开发载有匹伐他汀纳米粒子

涂层支架袁初步结果显示该支架既可抑制支架内再狭窄袁也可减少支架内血栓形成遥
揖关键词铱 涂层支架曰 再狭窄曰 纳米技术曰 他汀类药物曰 药物输送系统
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揖Abstract铱 Objective To investigate the safety and effects of pitavastatin蛳loaded nanoparticles eluting

stent in percutaneous coronary artery stent implantation in experimental porcine models. Methods The
authors developed a novel drug eluting stent 渊DES冤 by using nanoparticles袁 which was made of biological
absorbable FLGA material that could be coated on stent by using positive ion electroplating and coating
technology. First袁 the human smooth muscle cells obtained from coronary artery and the human umbilical vein
endothelial cells were cultured in vitro to observe the effects of statins on the cellular proliferation袁 which was
compared with the effects of rapamycin and paclitaxel . The effects of statins蛳loaded nanoparticle eluting stent
on intima proliferation and endothelial regeneration were then studied in vivo in experimental porcine by
percutaneous coronary artery stent implantation. Results The FLAG nanoparticles labeled by FITC were
homogeneously coated on the stent by positive ion electroplating and coating technology. The results of in vitro
experiment showed that approximately 40% of FITC was released from the nanoparticles within 24 hours袁 and
all the rest was completely released after 30 days. FITC labeled nanoparticles were completely released from
coating stent after 56 days. The results of in vitro experiment showed that statins could inhibit the proliferation
of smooth muscle cells袁 but the pitavastatin exhibited the strongest inhibition effect compared with
simvastatin袁 fluvastatin and atorvastatin 渊P < 0.001冤. Among the drugs tested袁 pitavastatin was the only drug
that could promote the endothelial cell regeneration 渊P < 0.05冤. Moreover袁 pitavastatin could exert its inhibitory
effect even at the concentration as low as 0.01 滋mol/L 渊P < 0.05冤. Therefore袁 pitavastatin was used to test the

biological effect in vivo by employing statin
nanoparticle coated DES in coronary artery
stent implantation. The results indicate d

窑实验研究 耘曾责藻则蚤皂藻灶贼葬造 则藻泽藻葬则糟澡窑
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世界上每年进行大约 200万例经皮冠状动脉
渊冠脉冤介入治疗渊PCI冤袁我国 2011年已达 33万例袁
其中大部分渊80% 耀 90%冤是行支架置入或球囊扩张
术遥 药物涂层支架渊drug蛳eluting stent袁DES冤虽然比裸
支架渊bare metal stent袁BMS冤或球囊扩张后的再狭窄
率明显降低袁但在迟发性血栓及安全性方面仍存有疑
虑袁其中支架涂层使用的多聚物及涂层药物是主要原
因咱1暂遥 为了克服这些重要的难题袁我们开发了更有效尧
更安全的生物可吸收性纳米粒子聚合物涂层支架遥
我们将生物可吸收性高分子聚合物聚乳酸-羟基

乙酸共聚体 渊co蛳poly蛳lactic acid/glycolic acid袁PLGA冤
制成纳米粒子袁应用于心血管疾患包括急性心肌梗
死尧血管新生尧再狭窄尧缺血再灌注尧肺动脉高压症
等的治疗遥 本文报道他汀纳米涂层支架的研发和
应用遥

1 材料和方法

1.1 载药纳米粒子的制备

用分子质量平均为 20 000尧乳酸与羟基乙酸比
为 75 颐 25 的 PLGA 渊PLGA7520曰Wako Pure
Chemical Industries袁Osaka袁Japan冤 作为纳米粒子的
原材料袁聚乙烯醇作为分散剂袁运用高分子球形晶
析法咱2暂制备纳米粒子袁PLGA纳米粒子表面包裹脱乙
酰壳多糖袁采用提纯液中乳化稀释扩散法咱2蛳3暂将荧光
标记物异硫氰酸荧光素 渊FITC冤 或匹伐他汀载入
PLGA纳米粒子中遥
1.2 阳离子电子涂层技术

根据金属镀金原理采用阳离子电镀涂层技术袁
在支架表面镀上 PLGA纳米粒子遥 在无菌条件下袁
将 15 mm不锈钢球囊扩张支架渊Multilink冤分别置丙
酮尧乙醇尧脱盐水在超声波震动下清洗袁之后沉浸在
浓度为 50 mg/ml蒸馏水 PLGA 纳米粒子溶液中作
为负极侧袁用直流电供能器维持 2.0 ~ 10.0 mA的电
流袁根据不同需要确定电镀时间遥 涂层结束后袁用脱

盐水冲洗支架袁并在真空下隔夜干燥咱3暂遥该法一次可
以涂层纳米粒子聚合物渊654.0 + 167.5冤 滋g渊n = 12冤袁
FITC或他汀药物渊31 + 2 冤 滋g渊n = 12冤遥 用扫描电镜
观察涂层支架表面袁所有支架机械装载于 3 mm球囊
上袁球囊支架组合实验前用环氧乙烷消毒遥
1.3 体外纳米粒子释放动力学测定咱4暂

将 6颗 FITC纳米粒子浸入 Tris蛳EDTA缓冲液
中袁分别在 4尧7尧10尧20尧30 d测定缓冲液中 FITC的浓
度袁从而确定 FITC从纳米粒子释放的速度咱5暂遥 同样袁
将 8枚 FITC纳米粒子涂层支架浸入 Tris蛳EDTA缓冲
液中袁分别在 1尧3尧7尧14尧28尧56 d测定缓冲液中 FITC
的浓度袁得出 FITC纳米粒子从支架释放的速度遥
1.4 药物对平滑肌细胞的增殖作用

本实验将人冠状动脉平滑肌细胞 渊Lanza袁
Walkersville袁 MD袁 USA冤置 96孔培养皿中渊每孔 51
伊 104细胞冤培养袁添加 10 ng/ml PDGF蛳BB渊Sigma冤诱
导细胞增殖咱3暂袁采用 MTS测定法测定各种药物渊包
括普伐他汀尧辛伐他汀尧氟伐他汀尧阿托伐他汀尧匹
伐他汀尧瑞舒伐他汀尧雷帕霉素和紫杉醇冤及不同浓
度渊0.01尧0.1尧1 滋mol/L冤对细胞生长的作用袁并于
4 d 后用甲醇固定进行细胞总数及 5忆蛳bromo蛳2忆蛳
deoxyuridine渊BrdU冤阳性细胞计数遥
为了探讨支架置入后的再内皮化滴定率袁使用

经 4 至 8 代传代后的人脐带静脉血管内皮细胞
渊HUVEC冤咱4暂遥 在 48孔培养皿中 渊每孔 7 500个细
胞 冤袁 添加 10 ng/ ml PDGF蛳BB 以及 0.01尧0.1尧1
滋mol/L 3种浓度的 6种他汀类药物及雷帕霉素和
紫杉醇袁培养 4 d后袁采用常规细胞划痕试验进行细
胞迁移率测定袁同上方法进行细胞计数遥
1.5 动物实验

选用雄性家猪 55头袁体重 25 耀 30 kg袁进行支
架置入实验袁 支架置入前 3 d起给猪服用阿司匹林
渊100 mg/d冤和硫酸氯吡格雷片渊泰嘉 50 mg/d冤至处
死为止遥手术当日用氯胺酮渊15 mg/kg袁肌内注射冤和

that pitavastatin nanoparticle loaded DES could significantly reduce the intima proliferation when compared with
non蛳drugloaded nanoparticle DES 渊P < 0.01冤. The degree of intima proliferation seen in pitavastatin nanoparticle
loaded DES was quite the same as seen in Cypher stent 渊P > 0.05冤. Moreover袁 the inflammation袁 fibrosis and
endothelial cell regeneration seen in pitavastatin nanoparticle loaded DES were also markedly reduced 渊P <
0.01冤. Conclusion The pitavastatin loaded nanoparticle DES has been successfully developed. The use of
this new pitavastatin loaded nanoparticle DES can significantly reduce the incidence of in蛳stent re蛳stenosis and
thrombosis.渊允 陨灶贼藻则增藻灶贼 砸葬凿蚤燥造袁 圆园员圆袁 圆员院 486鄄491冤

揖Key words铱 eluting stent曰 restenosis曰 nanotechnology曰 statins曰 drug delivery system
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图 1 PLGA 纳米粒子 模式图渊左冤及电镜下平均
直径 200 nm的 PLGA纳米粒子 渊右冤

图 4 NP内的 FITC释放曲线渊左冤和支架表面的 NP
释放曲线渊右冤

图 2 FITC封入纳米粒子支架渊左冤袁可见纳米粒子被
均匀尧薄层的涂层在支架表面渊右冤

苯巴比妥渊20 mg/kg袁静脉注射冤麻醉动物袁之后进行
空气机械通气袁颈部皮肤脱毛尧备皮尧消毒袁分离尧穿
刺右颈内动脉并留置 8 F 动脉鞘管袁 全身给予
100 u/kg肝素袁采用 Judkins导管于冠脉内推注硝酸
甘油袁随机选择左冠脉前降支渊LAD冤或回旋支渊LCX冤
直径约 2.5 mm血管段置入支架袁12 atm 大于 60 s
扩张释放袁在支架置入前尧置入后即刻及 4周后进
行数字减影血管造影遥 将动物随机分成四组袁裸支
架组渊1周 3只曰4周 8只曰6周 3只冤袁载有 FITC的
PLGA纳米粒子支架组 渊1周3只曰2周 3只曰4周 8
只曰6周 3只冤袁 雷帕霉素涂层支架 渊美国 Cordis公
司冤组渊1周 6只曰4周 6只冤袁匹伐他汀纳米粒子涂
层支架渊1周 6只曰4周 6只冤遥 动物分别在 1尧2尧4或
6周后袁予静脉过度麻醉渊苯巴比妥 40 mg/kg冤后处
死袁解剖分离猪冠状动脉袁分别保留支架置入段冠
状动脉及非支架置入段动脉渊右冠冤遥 冠状动脉血管
用 4%甲醛溶液在 120 mmHg 压力下冲洗并固定
24 h遥 在支架中心行支架段切割后包埋于甲基丙烯
酸甲酯和甲基丙烯酸丁酯混合物中袁行 Gieson染色
及 HE染色遥 染色结果用奥林派斯显微镜连接的数
码 照 相 机 渊HC 蛳2500冤 拍 取 并 使 用 Adobe
Photoshop6.0和 Scion Image1.62软件分析测量遥 每
一支架组织切片上损伤尧炎症反应区以及新生内膜
区确定后取平均值估算每枚支架的病变情况遥
1.6 统计方法

数据以渊曾 依 泽冤表示遥 两组间差异采用非配对 t
检验袁 三组及以上的组间差异分析用 ANOVA和多
重比较检验遥 P < 0.05为差异有统计学意义遥

2 结果

2.1 纳米粒子制备及涂层支架的制作

载药纳米粒子结构见图 1袁PLGA与所载药物被
脱乙酰壳多糖外膜包裹袁扫描电镜观察纳米粒子结
构完整并有一定粘性袁大小约 200 nm袁图 2示纳米
粒子均匀涂层于支架表面遥 在荧光显微镜下可见支
架金属支撑杆周围尧 内膜下和中膜层有很强的荧
光袁证实纳米粒子的存在渊图 3冤遥 从含有 FITC纳米
粒子的培养液中检测到 FITC的释放物袁 证实 24 h
内 FITC初期破裂约为 40%袁并在 30 d后逐渐释放
渊图 4冤遥 在 FITC纳米粒子从涂层支架的释放实验
中袁培养液中也同样发现了初期破裂体袁并在 56 d
后完全释放渊图 4冤袁提示纳米粒子涂层支架具有双
重的药物输送功能院淤支架表面电镀的纳米粒子可
从支架表面逐渐溶出送达血管壁袁于组织内停留粒

子则逐渐释放装载的药物遥
2.2 他汀类药物对平滑肌细胞及内皮细胞生长的

作用

水溶性的瑞舒伐他汀尧普伐他汀对人冠状动脉
平滑肌细胞增殖无抑制作用袁而匹伐他汀较氟伐他
汀尧阿托伐他汀和辛伐他汀有更强的抑制作用渊P均
< 0.01袁表 员冤遥 6种他汀中袁仅匹伐他汀有促人脐带动
脉血管内皮细胞生长作用渊P < 0.05袁图 5冤遥 雷帕霉素
和紫杉醇对内皮细胞生长作用的结果显示袁紫杉醇在
0.01和 0.1 滋mol/L浓度时均可减少内皮细胞数量渊P
值均 < 0.05冤袁有明显的抑制内皮再生能力袁而雷帕霉

图 3 FITC 纳米粒子涂层支架留置 28 d后袁支
架周围尧新的内膜组织尧内皮下以及中膜组织都
能检测到 FTTC 纳米粒子
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从以上结果可以看出袁匹伐他汀是抑制血管平
滑肌细胞增殖并促进内皮再生效果最强的一种药

物遥 因此袁我们选择将匹伐他汀作为纳米粒子溶出
支架的搭载药物遥
2.3 匹伐他汀纳米粒子涂层支架的有效性和安全

性评价

支架置入 28 d后见祼支架内膜增生明显袁匹伐
他汀 PLGA 纳米粒子涂层支架与雷帕霉素涂层支
架有轻度内膜增生袁且程度相近渊图 7冤遥 另外袁对以

上 3种支架置入 7 d后的扫描电镜渊图 8冤见祼支架
以及匹伐他汀 PLGA 纳米粒子涂层支架的金属基
架上可见内皮细胞层被覆袁雷帕霉素涂层支架上可
见炎性细胞粘附及纤维细胞出现遥 进一步对 3种支
架置入 28 d后的新生内膜尧纤维沉积尧炎性反应以
及内皮再生情况进行定量分析袁新生内膜组织在匹
伐他汀 PLGA 纳米粒子涂层支架组为 渊1.14 依
0.11冤mm2袁与祼支架组的渊2.46 依 0.12冤 mm2相比明显
减少渊P < 0.01冤袁而与雷帕霉素涂层支架组的渊1.08 依
0.10冤mm2 相近渊P 跃 0.05冤袁即匹伐他汀 PLGA 纳米
粒子涂层支架与雷帕霉素涂层支架对支架内再狭

窄的抑制效果相同遥 雷帕霉素涂层支架组分别与祼
支架组尧匹伐他汀 PLGA纳米粒子涂层支架组比较袁
其炎症尧纤维沉积及内皮再生延迟均有明显增加渊P
均< 0.01冤袁而这些不良反应在匹伐他汀 PLGA纳米
粒子涂层支架组没有发现遥

3 讨论

PCI是目前治疗冠心病的主要治疗方法之一袁

素则无此作用渊图 5冤遥 匹伐他汀尧雷帕霉素和紫杉醇
三种制剂在不同浓度渊0.01尧0.1尧1 滋mol/L 冤对平
滑肌细胞增殖的抑制作用渊图 6冤遥结果显示袁紫杉
醇在 0.1尧1 滋mol/L 浓度时均对平滑肌细胞增殖有
抑制作用渊P < 0.05冤曰雷帕霉素在 1 滋mol/L浓度时有
明显抑制作用渊P < 0.05冤袁而在 0.01尧0.1 滋mol/L 无
效曰匹伐他汀在最低浓度渊0.01 滋mol/L冤即可达到
明显的抑制效果渊P < 0.05冤遥

表 1 6种他汀对人平滑肌细胞增殖的抑制效果
药物

IC50 值
渊nmol/L冤 功效比值

95% 可信
区间

P值

匹伐他汀 193 1 - -
氟伐他汀 836 0.230 0.119袁 0.446 < 0.001
阿托伐他汀 2 512 0.077 0.039袁 0.150 < 0.001
辛伐他汀 3 951 0.049 0.023袁 0.104 < 0.001
瑞舒伐他汀 未计算 未计算 未计算 未计算

普伐他汀 未计算 未计算 未计算 未计算

图 5 培养人脐带动脉血管内皮细胞的划痕实验

渊n=6冤

图 6 匹伐他汀尧雷帕霉素及紫杉醇对人平滑肌细胞增
殖的抑制效果
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图 7 3种支架置入 28 d后的内膜增生比较渊HE冤

图 8 支架置入 7 d后扫描电镜见裸支架及匹伐他汀 PLGA纳米粒子涂层支架的金属基架上可见内皮细胞被
覆袁雷帕霉素涂层支架上可见炎症细胞黏附及纤维细胞出现渊伊10冤

然而袁PCI术后的再狭窄问题是影响其术后患者生
活质量渊QOL冤和预后的最大危险因素遥 DES的出现
使再狭窄率明显降低咱5暂遥 第一代的 DES是含有可溶
出免疫抑制剂尧抗恶性肿瘤药物的支架系统遥 其初
期的临床试验具有明显的抑制再狭窄效果遥 然而袁
从 2006年后人们逐渐认识到 DES由于使用药物或
机体非吸收性聚合物存在很大的安全隐患袁可导致
迟发性血栓尧冠脉痉挛等遥 其原因与血管壁细胞渊特
别是血管内皮细胞冤的修复尧再生功能受损有关咱1袁6暂遥
另外袁 在 DES植入 30 d后到 2年内迟发性血栓的
发生率在欧美为 0.6% 辕年咱7暂袁日本为 0.2% 辕年咱8暂袁频
率虽然不高袁但是一旦发作袁大多数的病例渊70%以
上冤将会发展为急性冠脉综合征渊急性心肌梗死袁心
源性猝死冤袁因此明显影响了临床预后遥 为此袁临床
上为了预防迟发性血栓袁常需服用 2种以上抗血小
板药物袁目前我们正在研发的生物可吸收性纳米粒
子聚合物涂层支架更有效尧更安全袁将避免这些有
害因素遥 在将纳米作为基石的药物输送系统渊DDS冤
领域里袁以纳米微粒和核糖体为核心袁添加抗癌药
物袁纳米粒子一连接到细胞膜袁就会向细胞内释放
出含有的药物袁 如在纳米粒子表面接种化学修饰
物袁能选择性的与细胞尧组织结合并具有缓释功能遥
考虑到生物适应性尧亲和性低的聚合物是引起

血管内皮修复尧再生不全袁迟发性支架内血栓形成
的诱因袁 我们认为机体吸收性良好的高分子 PLGA
非常适合袁PLGA是美国 FDA批准使用的辅药袁目
前主要应用于生物体吸收缝合线尧 缝合补强材料尧
骨折固定材料尧药物控制释放材料和组织工程等方
面遥其纳米粒子生理特征具有多样性院淤由于 PLGA
加水后可分解袁在生物体内容易被吸收袁目前已在
临床上使用袁安全性已得到确认曰于因粉末状 PLGA
比较稳定袁适用于金属表面涂层曰盂到达目标组织尧
细胞后袁会缓慢释放内载药物曰榆随着 PLGA相对分
子质量的改变袁其在生物体内的吸收速度渊加水分
解的速度冤也会发生变化袁这样就有可能根据相对
分子质量控制内载药物的释放速度咱9暂遥 因此袁PLAG纳
米粒子在医疗器械材料或医药品中具有明显的优势遥
关于支架涂层药物袁第一代的 DES使用了含有

抑制平滑肌细胞增殖的免疫抑制剂或抗癌剂袁由于
这些药物在支架留置后对平滑肌的过度增殖有抑

制作用从而抑制了再狭窄遥 但是袁这些药物虽然抑
制了平滑肌细胞增殖袁但却存在以下问题院内皮细
胞再生的延迟袁抑制了骨髓源内皮祖细胞袁组织因
子的发现亢进等对内皮组织修复尧 再生不全的作
用遥 发现免疫抑制药物和紫杉醇是引起修复尧再生
不全袁迟发性血栓症的主要原因遥 我们通过体外实
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验对血管平滑肌增殖有抑制作用袁同时对促进血管
内皮再生有较好作用的药物进行了筛选袁其中加入
他汀类药物的纳米粒子具有较好的血管保护作用遥
他汀是羟甲基戊二酰辅酶 A渊HMG蛳CoA冤还原酶抑
制剂袁是一类新型降血脂药物袁为临床防治动脉粥
样硬化的首选药物遥 许多研究发现全身使用他汀类
药物具有多效性袁如抑制动脉粥样硬化进展袁可使
已形成的动脉硬化斑块回缩袁 抑制支架内再狭窄袁
可使末梢血中血管内皮前驱细胞数量增加袁促进受
损血管内皮再生袁改善内皮机能等遥 该类药物目前
在世界上应用广泛袁具有不依赖降低胆固醇的血管
保护作用咱10暂遥 現在临床常用的他汀类药物有普伐他
汀尧辛伐他汀尧氟伐他汀尧阿托伐他汀尧匹伐他汀尧瑞
舒伐他汀 6种遥 在临床常用剂量下袁阿托伐他汀尧匹
伐他汀尧瑞舒伐他汀比普伐他汀尧辛伐他汀尧氟伐他
汀有更好的降低低密度脂蛋白渊LDL冤的作用遥目前袁
对这些药物对胆固醇的降低作用及多效性是否有

差异还在研究中遥
我们为了将开发的纳米溶出粒子应用到临床

上袁要克服的困难和解决的课题还很多遥 支架搭载
少量渊20 耀 30 滋g冤他汀有可能对安全且低侵袭纳米
医疗有所启发遥 将来袁也有可能用于急性冠脉综合
征的预防治疗遥 下一步需要对长期的有效性尧安全
性进行评价袁以及收集药物在体内的动态变化等更
详细的数据遥 为了开展国内的开发研究袁医工联合
体制及政府的支持是不可缺少的遥 我们期望与相关
机构渊医药品尧医疗器械生产机构冤合作遥
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