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TNF-α小分子抑制剂C87的纳米药物制备

及其体内外活性研究
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国家血液病临床医学研究中心, 天津 300020)

摘要      该研究首先制备并表征包载TNF-α小分子抑制剂C87的纳米粒子, 进而评价其在L929
细胞和小鼠自身免疫性肝损伤模型中抑制TNF-α细胞毒性的作用。采用纳米沉淀法制备载C87的纳

米粒子(C87 NP), 并对其理化性质及体外释放行为进行表征; 在L929细胞中用MTT法分析C87 NP拮
抗TNF-α细胞毒作用的效果; 经尾静脉注射刀豆蛋白A(ConA)诱导小鼠发生自身免疫性肝损伤, 采用

C87 NP预给药方式, 防治小鼠自身免疫性肝损伤; 使用LEGENDplex™分析小鼠血清中13种细胞因

子的表达水平; 流式细胞术分析肝和脾中T细胞及亚群、NK细胞等的分布、比例和数量。制备出的

C87 NP具有较高(34.4%)的载药量, 且稳定性好, 其包封率为48.1%, C87 NP平均粒径为82.57 nm, 多
分散系数为0.115, 呈电中性, 透射电镜结果显示其为球形结构; 该纳米粒子可在体外持续缓慢释放

C87, 持续时间不少于8 h; C87 NP可以在体外抑制TNF-α对L929细胞的杀伤能力(IC50=9.13 μmol/L), 
并呈浓度依赖性; 动物实验结果显示, C87 NP治疗组小鼠的存活率为66.7%, 进一步的生化和病理

分析结果表明, ConA小鼠尾静脉给药12 h后, C87 NP预防性给药能显著降低血清中ALT、AST与部

分细胞因子的水平(P<0.01), 减轻肝损伤, 减少CD4+T、CD8+T、NK细胞等对肝脾的浸润(P<0.01), 
提高脾脏Treg细胞比例(P<0.05)。该研究成功制备出纳米药物C87 NP, 且C87 NP在体内外具有良

好的抑制TNF-α细胞毒性的作用, 这为小分子药物C87今后在临床上的应用奠定了基础。

关键词      TNF-α; 纳米药物; 自身免疫性肝炎
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Abstract       In this study, nanoparticles loaded with C87, a small-molecule inhibitor of TNF-α, were prepared 
and characterized. The effects of the inhibition of TNF-α cytotoxicity were assessed in L929 cells using a mouse 
model of autoimmune hepatitis. Specifically, C87 NPs were prepared by using the nanoprecipitation method and 
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examined their physicochemical properties and the drug release profile in vitro. For mouse studies, LEGENDplex™ 
was utilized to determine the levels of 13 cytokines in the mouse serum and flow cytometry was used to analyze the 
distribution, proportion and number of T cells (including subsets of T cells) and NK cells in the liver and spleen. 
The C87 NPs exhibited a high loading capacity (34.4%) and stability, with an encapsulation rate of 48.1%, an aver-
age particle size of 82.57 nm, and a polydispersity coefficient of 0.115. The C87 NPs were electrically neutral and 
displayed spherical structures as revealed by transmission electron microscopy. The NPs released C87 in a sustained 
manner with a duration of no less than 8 h. The C87 NPs inhibited the killing effect of TNF-α on L929 cells in vitro 
in a concentration-dependent manner (IC50=9.13 μmol/L). Moreover, the results from the mouse studies showed that 
the C87 NPs increased the survival rate of the mice from 0% to 66.7%. while subsequent biochemical and patho-
logical analyses demonstrated that the tail vein administration of C87 NPs in ConA-treated mice significantly re-
duced the serum levels of ALT, AST and several cytokines (P<0.01), the liver injury, and the infiltration of CD4+T, 
CD8+T and NK cells into the liver and spleen (P<0.01) after 12 h, while increasing the proportion of Treg cells in 
the mouse spleen (P<0.05). Together, this study has successfully established C87 NPs that exert a strong inhibitory 
effect on the cytotoxicity of TNF-α both in vitro and in vivo. It lays a foundation for future clinical applications of 
the small-molecule inhibitor C87. 

Keywords        tumor necrosis factor-α; nano-drug; autoimmune hepatitis

肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)
是机体内一种重要的炎症因子, 其作用非常复杂。

通常, 低浓度TNF-α表现为免疫调节作用; 而高浓度

TNF-α的主导作用是细胞毒作用, 且往往会引起组

织损伤, 并与类风湿关节炎、僵直性脊椎炎及炎性

肠病等自身免疫性疾病的发生和发展高度相关, 阻
断TNF-α的作用能显著地改善这些疾病的症状[1-2]。

前期我们联合利用计算机辅助药物设计、计

算机虚拟筛选和细胞活性筛选技术等方式 , 筛选获

得了一个在体外和小鼠体内均能较好抑制TNF-α细
胞毒活性的小分子化合物C87[3-4]。然而 , 由于C87
小分子水溶性较差 , 进行小鼠体内实验时只能采用

腹腔给药方式 , 药物利用率较低 , 这严重影响了后

续相关疾病动物模型上治疗实验的开展。因此 , 进
一步优化TNF-α小分子抑制剂C87的剂型及给药方

式 , 以及探索新的载药方式势在必行。近些年来纳

米载体在开发合适药物制剂方面展现其优势 [5-6], 与
普通药物相比 , 纳米载体不仅增加了不溶性药物的

生物利用度 , 延长了药物在体内的循环时间 , 而且

提高了药物功效并减少了副作用 [7-8]。目前常见的

纳米载体主要包括 : 胶束、聚合物纳米粒子、脂质

体、蛋白纳米粒子、无机纳米粒子等。PLGA[poly 
(lactic-co-glycolic acid)]是一种可降解的有机聚合

物 [9], 具有良好的生物相容性 , 且被美国FDA认证

批准为药用辅料 , 广泛应用于制药领域。因此 , 本

研究以PLGA为载体材料, DSPE-PEG为辅料, 封装

C87化合物分子 , 制备表面PEG(polyethylene gly-
col)修饰的纳米粒子C87 NP。在此基础上 , 我们在

体外和小鼠自身免疫性肝炎模型上评价C87 NP抑
制TNF-α细胞毒活性的能力 , 并进一步推进该药物

临床前研究的进程。

1   材料
1.1   动物和细胞

雌性C57/BL6J小鼠[8周, (20±2) g], 购自北京华

阜康实验动物技术有限公司。饲养于中国医学科学

院血液学研究所无特定病原体(SPF)动物房, 室温保

持在(24±2) °C。自由进食和饮水, 标准动物饲料喂

养。所有涉及小鼠的实验均得到中国医学科学院北

京协和医学院血液学研究所动物管理中心及伦理委

员会的批准。L929细胞购自ATCC, 培养在含有10%
胎牛血清(Sigma)的RPMI 1640中。

1.2   主要试剂

C87购自上海陶速生物科技有限公司 ; PLGA(mol 
30000-60000)购自Sigma-Aldrich公司 ; DSPE-PEG3k购
自Avanti公司 ; 重组人TNF-α购自PeproTech公司 ; 谷
丙转氨酶 (ALT/GPT)及谷草转氨酶 (AST/GOT)测定

试剂盒购自南京建成科技有限公司 ; LEGENDplex™ 
Mouse Inflammation Panel (13-plex) with V-bottom 
Plate购自Biolegend公司。
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2   方法 
2.1   C87 NP的制备、表征及药物分子释放分析

将C87(10 mg/mL)、PLGA和DSPE-PEG3k(5 mg/mL)
按一定投料比 (C87:PLGA:DSPE-PEG3k)混合 , 在转

速为1 000 r/min搅拌下, 逐滴加入蒸馏水中, 组装形

成载C87的纳米粒子 (C87 NP)。将溶液转移到一个

超滤管 (MWCO 100 kDa)中 , 用去离子水洗涤两次 , 
将纳米粒子溶液重悬分散于蒸馏水中 (图1A)。采用

上述相同方法 , 混合液体系中不加C87, 制备空白纳

米粒子(Blank NP)作为对照。

采用酶标仪测定其在408 nm处的吸光度(D)值, 
计算药物包封率和载药量; 采用粒度-Zeta电位分析仪

测定其在蒸馏水中的粒径、粒径分布及表面电位; 将
C87 NP溶液样品滴加于含有碳涂层的铜网上, 5 min
后, 采用2%的磷钨酸负染30 s, 在透射电子显微镜下

观察C87 NP的形态并拍照。

采用透析法考察C87从C87 NP中释放的动力学

行为。根据吸光度(D408)值计算透析管中未释放C87
的量。按照下列公式计算累积释放率, 并绘制释放

率–时间变化曲线。

2.2   MTT法检测L929细胞存活率

配制含有1 μg/mL ActD和1 ng/mL TNF-α的培

养液 , 并用上述培养液将C87或C87 NP溶液稀释

成不同浓度 , 置于培养箱中预孵8 h; 然后将其加入

L929细胞中继续孵育20 h。通过MTT法检测 , 按照

以下公式计算细胞存活率: 

2.3   小鼠自身免疫性肝炎模型构建以及实验分组

和治疗方案

小鼠尾静脉注射ConA(20 mg/kg)诱导小鼠自身免

疫性肝炎模型。分组和治疗方案如下: C87组和Enbrel
组分别在ConA注射造模前1 h(-1 h)、8 h(-8 h)、16 h(-16 h)
向小鼠腹腔内注射C87(12.5 mg/kg)或Enbrel(5 mg/kg); 
C87(1)、Enbrel(1)和C87 NP组分别在造模前8 h经腹

腔注射C87(12.5 mg/kg)、Enbrel(5 mg/kg), 或经小鼠

尾静脉注射C87 NP(12.5 mg/kg) 1次(ConA注射时间

点记为0 h)。每组5只小鼠。

2.4   小鼠血清分析

使用LEGENDplex™评估血清中13种细胞因子

的表达水平。上述因子包括白介素 -23(interleukin-23, 
IL-23)、白介素 -1α(interleukin-1α, IL-1α)、干扰

素 -γ(interferon-γ, IFN-γ)、肿瘤坏死因子 -α(tumor ne-
crosis factor-α, TNF-α)、白介素 -12P70(interleukin-
12p70, IL12P70)、白介素-1β(interleukin-1β, IL-1β)、白

介素-10(interleukin-10, IL-10)、白介素-6(interleukin-6, 
IL-6)、白介素 -27(interleukin-27, IL-27)、白介

素 -17A(interleukin-17A, IL-17A)、单核细胞趋化蛋

白 -1(monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1)、粒

细胞–巨噬细胞集落刺激因子(granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor, GM-CSF)。使用谷丙转氨酶

(ALT/GPT)及谷草转氨酶 (AST/GOT)测定试剂盒测定

血清中谷丙转氨酶(alanine aminotransferase, ALT)和谷

草转氨酶(aspartate aminotransferase, AST)的含量。

2.5   肝脏和脾脏细胞悬液制备及分析

采用二氧化碳吸入法处死小鼠后 , 取出肝脏

及脾脏组织 , 剪碎研磨、制成细胞悬液 , 500 ×g离
心 10 min, 弃去上清 , 将沉淀重悬于10 mL、37.5% 
Percoll中 , 500 ×g离心10 min, 重悬并用红细胞裂解

液裂解红细胞 , 500 ×g离心10 min, 并用FACS缓冲

液重悬沉淀。加入荧光抗体各 1 μL(利用PE-CD3、
APC/cy7-CD4、APC-CD8和FITC-NK1.1抗体标记T
细胞及NK细胞, 利用FITC-CD11b、APC-F4/80抗体

标记巨噬细胞 , 利用FITC-CD11b、APC-Ly6G抗体

标记中性粒细胞 , 利用APC/cy7-CD4、APC-CD25、
PE-Foxp3抗体标记Treg细胞), 吹打均匀, 4 °C避光孵

育30 min, 500 ×g离心10 min后, 弃上清, 重悬沉淀, 
流式细胞仪检测分析。

2.6   统计学方法

数据采用Graphad Prism 8版本进行统计学分

析, 用未配对Student t检验进行统计学差异分析, 
P<0.05表示差异有统计学意义(*P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001)。

3   结果
3.1   C87纳米粒子的制备、表征及药物释放分析

采用纳米沉淀法制备C87 NP(图1A)。观察不同

投料比 (C87:PLGA:DSPE-PEG3k)制备的C87 NP溶
液外观(图1B), 可见随着C87投料比的增加, C87 NP
溶液颜色逐渐加深; 在C87投料比较低时(≤4:2.5:1), 
C87 NP呈现均匀溶液状态, 稳定性较好, 但在C87投
料比较高时 (8:2.5:1), 可见溶液中有少量沉淀析出 ; 

释放率 (C87r elease%) =1
透析管中 C87 量

初始投入 C87N P 溶液中 C87 量
×100%

Survival%= +T NF +C ompoundb lankActD

ActD

–
– blank

×100%
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在不加载体材料时 (投料比为 1.2:0:0), 获得的C87
溶液呈现浑浊状态, 且管底有沉淀析出。对不同投

料比制备的纳米粒子进行表征, 其包封率和载药量

结果显示, C87 NP的包封率随着C87投料比的增加

呈现下降趋势, 而载药量呈现增加趋势(图1C)。由

上述结果可知, 在投料比为4:2.5:1时, 制备出的C87 
NP具有较好的综合指标(载药量为34.4%, 包封率为

48.1%), 且稳定性良好。对比C87 NP与游离C87在

A: C87 NP的制备过程示意图; B: 不同投料比制备的C87 NP外观; C: 不同投料比制备的C87 NP的包封率(encapsulation efficiency, EE)和载药量

(loading content, LC); D: 比较C87及C87 NP在PBS中的溶解状态; E: C87 NP的透射电子显微镜照片; F: C87 NP的粒径分布分析; G: C87 NP的药

物释放速率分析。

A: schematic diagram of the preparation process of C87 NP; B: appearance of C87 NP prepared with different amounts of feed ratios; C: encapsulation 
efficiency (EE) and loading content (LC) of C87 NP prepared with different amounts of feed ratios; D: comparation of the solubility of C87 and C87 NP 
in PBS; E: transmission electron microscope images of C87 NP; F: analysis of the particle size distribution of C87 NP; G: analysis of the drug release 
rate of C87 NP.

图1   C87 NP的制备、表征及药物释放分析

Fig.1   Preparation, characterization and drug release analysis of C87 NP
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PBS中的分散情况, 发现将C87包裹于纳米体系中改

善了其溶解度, 并能在PBS中均匀分散(图1D)。
药物的包封率和载药量是评价纳米粒子制备工

艺的重要表征。对上述C87 NP其他表征的分析结果显

示, 该纳米粒子动态光散射测得的平均粒径为82.57 nm, 
多分散系数为0.115(图1F); 此外, 其表面电位为–0.581 mV, 
基本呈电中性。透射电子显微镜观察C87 NP, 可见该

纳米药物分子呈较为均匀的球形结构(图1E)。
之后, 我们考察了C87 NP体外释放动力学过程, 

并以C87作为对照。结果显示, 在C87组中, 透析管

中的C87在较短时间内即能透膜渗透释放至介质中, 
2 h时, 1 mg/mL和2 mg/mL C87的药物累积释放率分

别达到94.6%和96.3%; 与C87组相比, C87 NP呈现明

显的缓慢释放药物趋势, 2 h时, 1 mg/mL和2 mg/mL 
C87 NP的药物累积释放率仅分别为12.4%和16.5%; 
8 h时, 药物累积释放率分别达到94.8%和97.6%(图
1G)。以上结果说明, 将C87包载于纳米体系中可实

现药物的持续缓慢释放。

3.2   C87 NP能抑制TNF-α介导的L929细胞死亡

我们选择L929细胞作为检测TNF-α的细胞毒性

作用的靶细胞 [10], 相差显微镜观察结果显示 , L929细
胞经不同分组处理24 h后 , 空白对照组 (Blank组 , 未
加任何药物 )细胞生长状态良好 , 细胞多为梭形且边

缘清晰且折光度较好 ; 实验对照组 (Ctrl组 , 1 ng/mL 
hTNF-α)大多数细胞已经死亡 , 可见大量细胞残骸和

碎片 ; C87组 (1 ng/mL hTNF-α+25 μmol/L C87)、C87 
NP组 (1 ng/mL hTNF-α+25 μmol/L C87 NP)和Enbrel组
(1 ng/mL hTNF-α+1 μg/mL Enbrel)死亡细胞较少 , 梭
形细胞比例与实验对照组相比显著提高 (图2A)。用

MTT的方法检测C87 NP对TNF-α细胞毒性的抑制 , 
实验中设置了5个C87 NP浓度梯度(0.4、1.6、6.4、25、
100 μmol/L), 结果显示: C87 NP对TNF-α (1 μg/L)的细胞

毒作用的抑制呈剂量依赖性(图2B), 半数抑制浓度(half-
maximum inhibition concentration, IC50)为9.13 μmol/L。为

了进一步明确C87 NP对TNF-α下游细胞凋亡信号

通路的抑制作用 , 我们检测了经不同分组处理12 h
后的L929细胞中凋亡相关蛋白的表达情况 , 结果表

明 , C87 NP可以阻断TNF-α介导的细胞凋亡相关的

Caspase 8、Caspase 3和IκBα的活化(图2C和图2D)。
3.3   C87 NP减轻了自身免疫性肝炎小鼠的组织

损伤及其机制分析

TNF-α被认为是与人自身免疫性肝炎发病高度

相关的一种炎症因子[11], 文献报道, ConA诱导的小

鼠自身免疫性肝炎模型的发病机制和表征与人自身

免疫性肝炎相似, 如炎症因子升高和肝损伤等。因

此, 我们采用上述动物模型开展了C87 NP在自身免

疫性肝炎模型中的实验研究。

我们通过尾静脉注射ConA(20 mg/kg)建立自

身免疫性肝炎小鼠模型 [12](图3A), 之后治疗并观察

各实验组小鼠生存率 (N=9), 结果发现 , 与Ctrl组 (生
存率为0%)相比 , Enbrel(Etanercept, 恩利 )(5 mg/kg, 
腹腔, 给药3次)、C87(腹腔, 12.5 mg/kg, 给药3次)和
C87 NP(静脉, 12.5 mg/kg, 给药1次)三个治疗组生存

率明显升高, 分别为88.9%、77.8%和66.7%, 均具有

显著统计学差异(P<0.05); Enbrel(1) (5 mg/kg, 腹腔, 
给药1次)、C87(1) (12.5 mg/kg, 腹腔, 给药1次)两个

治疗组生存率分别为25.0%和12.5%, 与Ctrl组相比

无显著统计学差异(图3B)。
实验病理结果显示: ConA注射12 h后, Ctrl组小

鼠肝脏明显呈深黑色, 并伴有肝细胞大量坏死及大

量炎性细胞浸润, 而三个治疗组小鼠肝脏虽然也存

在炎性细胞浸润及坏死情况, 但与Ctrl组相比, 损伤

程度明显减轻(图3C和3D)。
各实验组小鼠血清分析结果表明: ConA注射后

12 h, 对照组中AST、ALT水平显著升高(1081.2 U/L, 
P<0.01; 2819.7 U/L, P<0.01), 三个给药组C87组、

C87 NP组、Enbrel组中血清AST、ALT水平显著低

于Ctrl组(P<0.05)。C87 NP治疗组小鼠血清中转氨

酶水平显著降低, 提示该治疗组小鼠肝损伤明显减

轻(图3F)。
此外 ,  我们还通过 ELISA检测小鼠血清中

TNF-α、TNF-β水平 , 结果显示 , 对照组小鼠血清中

TNF-α、TNF-β水平显著升高(356.6 pg/mL, P<0.001; 
506.7 pg/mL, P<0.01), 而三个治疗组的 TNF-α、
TNF-β水平显著低于Ctrl组 (P<0.05), 结果提示 , C87 
NP预给药治疗可降低模型小鼠体内TNF-α与TNF-β
的表达水平 , 进而减轻小鼠肝损伤 (图3G)。为了更

全面地了解治疗前后模型鼠中炎症因子水平及变

化 , 我们又采用LEGENDplex™来测定小鼠血清中

炎症因子的表达水平 , 结果显示 : ConA诱导后12 h, 
对照组小鼠血清中 13种炎症相关因子 (IL-23、IL-
1α、IFN-γ、TNF-α、IL12P70、IL-1β、IL-10、IL-6、
IL-27、IL-17A、MCP-1、GM-CSF)的表达水平显

著上升 (P<0.05), 而经过C87 NP预给药治疗的小鼠
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A: 经hTNF-α(Ctrl组)、hTNF-α+Enbrel(Enbrel组)、hTNF-α+C87(C87组)或hTNF-α+C87 NP(C87 NP组)处理L929细胞后, 光镜下观察各实验分组

中L929细胞的形态; B: C87和C87 NP实验组中L929细胞的存活率; C: 蛋白印迹法分析各实验组凋亡相关蛋白的表达情况; D: 蛋白印迹结果的

灰度值分析。Blank组: 未加任何药物; Ctrl组: 1 ng/mL TNF-α; C87组: 1 ng/mL TNF-α+25 μmol/L C87; C87 NP组: 1 ng/mL TNF-α+25 μmol/L C87 
NP; Enbrel组: 1 ng/mL TNF-α+1 μg/mL Enbrel。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: morphology of L929 cells after treated with hTNF-α alone (Ctrl group), hTNF-α and Enbrel (Enbrel group), hTNF-α and C87 (C87 group) or 
hTNF-α and C87 NP (C87 NP group); B: survival rate of L929 cells in C87 and C87 NP groups; C: representative Western blot of apoptosis-related 
proteins expression in the mentioned-above groups; D: gray value analysis of apoptosis-related protein bands. Blank group: no drugs; Ctrl group: 1 ng/
mL TNF-α; C87 group: 1 ng/mL TNF-α+25 μmol/L C87; C87 NP group: 1 ng/mL TNF-α+25 μmol/L C87 NP; Enbrel group: 1 ng/mL TNF-α+1 μg/mL 
Enbrel. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图2   C87 NP抑制了TNF-α对L929细胞的细胞毒性作用

Fig.2   C87 NP inhibits the cytotoxic effect of TNF-α on L929 cells
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小鼠肝脏病理切片H&E染色, 箭头指示代表性的损伤部位(凋亡或坏死); E: 小鼠肝脏指数; F、G: 分析小鼠血清中ALT、AST、TNF-α、TNF-β
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A: a diagram of establishment and treatment of autoimmune hepatitis mouse model. Pre-administration were performed at each indicated time point. Enbrel (5 mg/kg) or 
C87 (12.5 mg/kg) were intraperitoneally administered 3 times at -16 h, -8 h, -1 h in Enbrel group and C87 Group, While, Enbrel(5 mg/kg), C87(12.5 mg/kg), C87 
NP (12.5 mg/kg) was administered once at -8 h in Enbrel(1) group, C87(1) group and C87 NP group. The experiments were observed for 72 h; B: the survival rate 
of each group was recorded; C: morphology of mouse liver collected from each group; D: H&E staining of sections from mentioned-above mouse liver. Arrows 
indicate representative areas of injury (apoptosis and necrosis); E: liver index of mice; F,G: analysis of ALT, AST, TNF-α and TNF-β content in mouse serum; H: 
FACS analysis of the expression levels of 13 inflammation-related factors in mentioned-above mouse serum; I: heat map analysis of the expression levels of 13 
inflammation-related factors in mouse serum. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: no statistically significant.

图3   C87 NP减轻了ConA诱导的自身免疫性肝炎小鼠的肝损伤

Fig.3   C87 NP attenuates liver damage in mice with ConA-induced autoimmune hepatitis
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血清中 7种炎症相关因子 (TNF-α、IL-1β、IL-23、
IL-1α、IL-6、MCP-1、GM-CSF)表达水平明显降低

(P<0.05)(图3H和图3I)。以上结果表明: C87 NP预给

药治疗不仅可以降低模型鼠体内TNF-α与TNF-β的
表达水平, 还可以降低其他相关联的炎症因子表达

水平, 从而降低炎症反应, 减轻模型小鼠的肝损伤。

3.4   C87 NP治疗对自身免疫性肝炎小鼠肝脏中

免疫细胞浸润的影响

在ConA诱导的自身免疫性肝炎小鼠模型中, 我
们发现小鼠肝脏有大量炎性细胞浸润, 经流式分析, 
这些细胞主要是T细胞、巨噬细胞和嗜中性粒细胞

等, 这些细胞及其产生的炎性因子通常被认为与自

身免疫性肝炎发生和发展的有着重要联系[12]。因此, 
为了进一步分析C87 NP治疗对模型小鼠中肝脏细

胞浸润的影响, 我们对各实验组ConA诱导12 h后的

小鼠的肝脏细胞进行分析, 各组流式示意图如图4A
所示, 结果显示: 与空白对照组相比, 实验对照组小

鼠肝脏中CD4+T细胞、CD8+T细胞、NK细胞、巨噬

细胞和中性粒细胞明显升高(P<0.05)(图4B和图4C), 
而C87、C87 NP、Enbrel组治疗后肝脏中CD4+T细胞、

CD8+ T细胞、NK细胞、巨噬细胞明显降低(P<0.05)。
文献报道 , 脾切除术可以改善自身免疫性肝炎

(autoimmune hepatitis, AIH)和肝硬化患者的肝功能

和生存率[13], 因此, 我们又对比分析了自身免疫性肝

炎小鼠治疗前后脾脏细胞种类、数量和比例的变

化 , 各组流式示意图如图4D, 结果显示 , ConA诱导

小鼠12 h后, 对照组T细胞、NK细胞、中性粒细胞、

巨噬细胞数明显上升 (P<0.05); 经预防性治疗后 , 各
治疗组 (C87、C87 NP、Enbrel组 ) CD4+T、CD8+T、
NK、巨噬细胞数明显低于对照组 (P<0.01)(图4E和
图4G); 对脾脏Treg细胞比例分析结果显示 : 与空白

对照组相比 , 实验对照组中Treg细胞比例显著下降

(P<0.01), C87 NP和Enbrel治疗组中Treg细胞比例显

著上升(P<0.05)(图4F)。

4   讨论
血清TNF-α水平升高通常与感染和炎症、组织

损伤、自身免疫性疾病以及一些肿瘤的发生发展相

关, 最近也有文献报道其与新冠肺炎的发展和重症化

高度相关[14-15], 因此, 阻断TNF-α能显著的改善这些疾

病的症状, 并已成为治疗上述疾病的重要策略[16]。目

前, 国际上用于靶向抗TNF-α的药物主要有英夫利

息单抗、依那西普、阿达木单抗和西妥珠单抗聚乙

二醇等, 并在临床治疗中取得了安全有效的结果[11], 
已成为治疗风湿性关节炎等炎性疾病的首选药物。

众所周知, 上述药物均是生物大分子药物, 它们一方

面具有特异性好、结合能力强的特点, 但另一方面

存在免疫原性[17]、供应链复杂性以及健康经济学等

诸多不利因素, 限制了其应用推广范围。因此, 研制

靶向TNF-α的小分子抑制剂, 克服上述大分子药物

的缺点, 就成为近年来国内外相关研究的热点之一。

遗憾的是, 至今未见TNF-α的小分子抑制剂被批准

用于临床应用, 而文献报道的大多数小分子药物因

为特异性、亲和性或细胞毒性等原因停留在临床前

阶段。在前期的研究中, 我们基于计算机辅助药物

设计和虚拟筛选以及细胞活性筛选技术, 也筛选到

一个在体外和小鼠体内均能较好抑制TNF-α细胞毒

活性的小分子化合物C87[3-4], 且该化合物与TNF-α具
有较高的亲和性(Kd=0.11 μmol/L)。但由于C87水溶

性较差, 动物体内实验时只能采用腹腔给药方式, 药
物利用率较低, 严重影响了其在后续相关疾病动物

模型上的治疗实验的开展。因此, 优化C87的剂型

及给药方式是推动该小分子化合物临床前研究的关

键。

近些年来纳米载体在开发缓释和控释等新型

药物制剂方面展现其优势[5-6], 表现为增加了不溶性

药物的生物利用度, 提高了药物功效[7-8]。目前常见

的纳米载体主要包括: 胶束、聚合物纳米粒子、脂

质体、蛋白纳米粒子、无机纳米粒子等。脂质体因

其与细胞膜类似的结构, 具有良好的生物相容性, 长
期以来被认为是理想的药物递送材料[18]。目前, 临
床获批的纳米药物大多属于此类, 如用于肿瘤治疗

的脂质体阿霉素, 其不仅提高了药物抗肿瘤疗效, 而
且极大地降低了药物的心脏毒性[19]。聚合物纳米粒

子是近期在纳米制剂领域受到广泛关注的一类纳米

载体[20], 它比脂质体具有更高的结构稳定性, 且易于

修饰和实现药物控释。脂质–聚合物杂化纳米粒子

可结合两者的优点[21], 具有较好的稳定性和生物相

容性, 可以有效负载药物, 通过外层脂质-PEG的修

饰有效避免纳米药物进入体内后内皮网状系统对其

的吞噬清除, 延长纳米药物的体内循环时间[22]。

在本研究中, 我们采用工艺简单且重复性好的

纳米沉淀法来制备脂质–聚合物杂化纳米粒子, 最
终制备出的纳米药物C87 NP具有以下结构特点和
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A: 流式细胞术分析各组小鼠肝脏中浸润细胞种类和比例; B: 小鼠肝脏中浸润的CD4+T、CD8+T、NK细胞数; C: 小鼠肝脏中浸润的中性粒细胞、

巨噬细胞数; D: 流式细胞术分析各组小鼠脾脏中浸润细胞种类和比例; E: 小鼠脾脏中浸润的CD4+T、CD8+T、NK细胞数; F: 小鼠脾细胞中的

Treg细胞百分比; G: 小鼠脾脏中浸润的性粒细胞、巨噬细胞数。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: 无统计学意义。

A: FACS analysis of the type and proportion of infiltrating cells in the mouse liver of each group; B: the number of infiltrating CD4+T, CD8+T, and 
NK cells isolated from the mouse liver of each group; C: the number of infiltrating neutrophils and macrophages isolated from the mouse liver of each 
group; D: FACS analysis of the type and proportion of infiltrating cells in the mouse spleen of each group; E: the number of infiltrating CD4+T, CD8+T, 
NK cells isolated from the mouse spleen of each group; F: the percentage of Treg cells in the mouse spleen of each group; G: the number of infiltrating 
neutrophils and macrophages isolated from the mouse spleen of each group. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: no statistically significant.

图4   C87 NP对自身免疫性肝炎模型小鼠肝脏和脾脏中细胞浸润的影响

Fig.4   Effect of C87 NP on cell infiltration in mice liver and spleen of autoimmune hepatitis model
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参数: (1) 可降解的两亲性聚合物PLGA包载C87小
分子构成脂质–聚合物杂化纳米粒子的内核(包封率

为48.1%), 改善了药物的溶解度并获得较高的药物

负载率(载药量为34.4%), 且颗粒大小适中(平均粒径

为82.57 nm)、均匀性(多分散系数为0.115)和稳定性

好; (2) DSPE-PEG3k插入纳米粒子能使之在体内长

时间循环, 提高药物的生物利用度。此外, 我们在体

外C87 NP释放动力学实验结果中还证明了该纳米粒

子能缓慢释放C87, 且持续时间不少于8 h。综上所述, 
我们通过制备载有C87的纳米药物, 解决了该小分子

药物制剂难的瓶颈问题, 同时该纳米药物具有缓慢

释放的特点。

随后开展的体外实验结果显示 :  C87 NP在
体外能抑制 TNF-α对 L929细胞的细胞毒性作用

(IC50=9.13 μmol/L), 并呈现浓度依赖性 , 其中的分

子机制研究证明 , C87 NP阻断了TNF-α介导的细

胞凋亡相关通路。由于TNF-α是与自身免疫性肝

炎发病高度相关的一种炎症因子 [11], 因此 , 我们又

开展了C87 NP防治小鼠自身免疫性肝炎的体内实

验研究。研究中我们采用了经典的ConA诱导小鼠

自身免疫性肝炎的方法来建立动物疾病模型 , 该
模型动物的病理特征为血清转氨酶和一些炎症因

子 (包括TNF-α)水平显著升高 , 并伴随着严重的肝

区炎症甚至坏死 [23- 25], 这些特征与人的自身免疫

性肝炎的病理特征较为相似。实验中我们采用

Etanercept(Enbrel, 恩利 )作为阳性对照 , 它是可溶性

TNF-α受体p75与 IgG1 Fc段偶联的融合蛋白 , 可竞

争性地结合TNF-α, 阻止其与靶细胞结合。实验结

果显示 , C87 NP静脉预给药1次 (12.5 mg/kg)时 , 模
型鼠的生存率为 66.7%, 远高于腹腔预给药一次的

C87(1) (12.5 mg/kg)治疗组生存率 (12.5%), 这表明

C87 NP取得了比C87更好的体内治疗效果 ; 从病理

结果来看 , C87 NP治疗组小鼠肝脏虽存在炎性细胞

浸润及坏死情况 , 但与Ctrl组相比 , 血清中转氨酶水

平显著降低, 组织损伤程度明显减轻。此外, 通过分

析治疗前后模型鼠中炎症因子水平和浸润细胞种类

等免疫相关指标 , 我们发现 , 与Ctrl组相比 , C87 NP
预给药治疗一方面可显著降低模型鼠体内TNF-α、
TNF-β、IL-1β、IL-23、IL-1α、IL-6、MCP-1、
GM-CSF等8种细胞因子的表达水平 , 另一方面减少

了CD4+T、CD8+T、NK、巨噬细胞等对肝脏和脾脏

的浸润, 从而降低了炎症反应, 减轻了模型小鼠的肝

损伤。此外 , 与Ctrl组相比 , C87 NP和Enbrel治疗组

脾脏中Treg细胞比例显著上升(P<0.05), 这表明治疗

组小鼠的免疫抑制细胞可能被激活 , 负调控体内的

免疫应答 , 至于TNF-α抑制剂是通过怎样的作用机

制来影响Treg细胞比例的 , 这有待今后相关研究的

开展。

总之 , C87 NP的成功制备增加了C87药物的静

脉给药途径, 在不影响药物体内外活性的基础上, 延
长了药物在体内的循环时间 , 而且提高了不溶性药

物的生物利用度和药物功效。接下来 , 我们将进一

步优化C87 NP的纳米包载体系 , 放大制备工艺 , 为
加快推动TNF-α小分子抑制剂C87临床前相关研究

的开展奠定实验基础。
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