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人胃癌细胞 ＨＧＣ２７对 ＰＥＧ化聚乳酸羟基乙酸纳米粒的摄取

秦利芳
１
，林东海

１
，李　刚２

，王俊腾
１
，闻　真１

，郭桂萍
１

（烟台大学 １药学院；２生命科学学院，烟台 ２６４００５）

摘　要　制备黏惰性纳米粒（ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ）以克服人胃癌ＨＧＣ２７细胞周围黏液的黏附，研究ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ理
化性质对纳米粒穿透黏液被ＨＧＣ２７细胞摄取的影响。体外黏蛋白黏附实验证明，ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ具有良好的黏惰性；激
光共聚焦显微镜及ＨＰＬＣ法考察ＨＧＣ２７细胞对不同理化性质ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ的摄取。结果显示：ＨＧＣ２７细胞对纳米粒
的摄取与孵育时间（０～４ｈ）成依赖关系。同一孵育时间内，ＨＧＣ２７细胞对纳米粒的摄取随着ｍＰＥＧ相对分子质量和修饰
密度的增加而增加，１０％ＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ的摄取量是 ＰＬＧＡＮＰｓ的１７～２０倍，是荷正电荷 ＣＳＰＬＧＡＮＰｓ的摄取量的
１８～２４倍，粒径４００ｎｍ的纳米粒的摄取量仅为粒径１２０ｎｍ的５５９％ ～７０３％。结果表明，亲水性且表面电荷接近中
性、大小适宜的ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ对黏蛋白具有一定的黏惰性，能够快速穿透 ＨＧＣ２７细胞周围黏液被细胞摄取。ｍＰＥＧ
ＰＬＧＡＮＰｓ有望成为一种新型的载药系统用于胃黏液癌的治疗。

关键词　黏惰性纳米粒；单甲氧基聚乙二醇；黏液；ＨＧＣ２７细胞；细胞摄取
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　　胃黏液癌（ｍｕｃｉｎｏｕｓｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＭＧＣ）
是胃癌中病死率较高、术后生存率很低的一种恶性

肿瘤。胃黏液癌以分泌大量黏液为基本特征，具有

侵袭性强、进展快和预后差的特点［１－３］。肿瘤细胞

外黏液主要由黏蛋白和水分组成，可通过黏附作用

和空间阻碍限制药物或药物载体的摄入［４］，同时

黏蛋白还导致组织自吸（ｔｉｓｓｕｅｉｍｂｉｂｉｔｉｏｎ），有利于
肿瘤细胞的扩散和转移［５］，因此增加了临床对胃
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第５期 秦利芳等：人胃癌细胞ＨＧＣ２７对ＰＥＧ化聚乳酸羟基乙酸纳米粒的摄取

黏液癌的药物治疗难度。人胃癌细胞 ＨＧＣ２７来
源于未分化胃黏液腺癌的转移淋巴结，能够分泌黏

液素［６］，常被用于胃黏液癌的体外细胞研究［７－９］。

近年来，逐渐出现了一些纳米微粒载体与黏液

相互作用的研究报道。Ｌａｉ等［１０］将聚乙二醇

（ＰＥＧ）以共价键修饰于聚苯乙烯纳米粒表面，使得
纳米粒能够在黏液凝胶网孔纤维之间的组织液中

迅速扩散，并将该粒子称为黏液穿透粒子（ｍｕｃｕｓ
ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＭＰＰｓ）。研究表明，ＭＰＰ在新
鲜的未稀释的女性宫颈黏液中的扩散速率是水中

的１４％ ～２０％，而未被聚乙二醇修饰的聚苯乙烯
纳米粒几乎完全被固定在宫颈黏液中。Ｓｕｋ等［１１］

报道了一种黏惰性粒子 （ｍｕｃｏｉｎｅｒｔｐａｒｔｉｃｌｅｓ，
ＭＩＰｓ），采用低分子量的 ＰＥＧ高密度包裹在 ２００
ｎｍ的粒子表面，在未稀释的囊纤维化痰的平均扩
散速率是同体积未被ＰＥＧ包裹粒子的９０倍。Ｐｒｉ
ｍａｒｄ等［１２］的研究也表明，由疏水性聚合物聚乳酸

制备的３００ｎｍ左右的纳米粒主要集中在结扎的小
鼠肠段的非淋巴组织黏液层中。

本研究选用单甲氧基聚乙二醇聚乳酸羟基
乙酸共聚物（ｍＰＥＧＰＬＧＡ）为载体材料，以香豆素
６（ｃｏｕｍａｒｉｎ６，Ｃ６）为荧光探针，研制对黏蛋白具有
黏惰性，能够迅速穿透ＨＧＣ２７细胞黏液被细胞摄
取的纳米粒，为制备能够避免黏液黏附、传递抗肿

瘤药物的微粒载体奠定实验基础。

!

　材　料

１１　试　剂
聚乳酸羟基乙酸共聚物［ＰＬＧＡ，Ｍｒ＝１８ｋＤ，

ｍ（ＬＡ）∶ｍ（ＧＡ）＝７５∶２５］，单甲氧基聚乙二醇聚
乳酸羟基乙酸共聚物（ｘｍＰＥＧｙＰＬＧＡ，ｘ代表
ｍＰＥＧ修饰密度，ｙ代表 ｍＰＥＧ相对分子质量）（山
东济南岱罡生物科技有限公司）；壳聚糖（脱乙酰

度＞９００％）、Ｎ乙酰半胱氨酸（纯度大于 ９９％，
ＴＬＣ）、香豆素６（Ｃ６，美国 Ｓｉｇｍａ有限公司）；
ＤＭＥＭ培养基、胰蛋白酶、胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ有
限公司）；其他试剂均为分析纯。

１２　仪　器
Ｎｉｃｏｍｐ３８０ＺＬＳ纳米粒度，Ｚｅｔａ电位分析仪

（美国ＰＳＳＮｉｃｏｍｐ公司）；Ｍｉｒｃｒｏ２１Ｒ高速冷冻离心
机（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＦＶ１０００共聚焦显微镜（日
本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＳｙｎｅｒｇｙＨＴ多功能酶标仪（美国
ＢｉｏＴｅｋ公司）；１２６０高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
公司）。

１３　细　胞
人胃癌细胞（未分化）ＨＧＣ２７购自中国科学

院上海细胞库。

"

　方法与结果

２１　纳米粒的制备
采用改良后的纳米沉淀法（ｎａｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ）［１３］和乳化溶剂挥发法（ｅｍｕｌｓｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔ
ｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ）［１４］制备 ＰＬＧＡＮＰｓ、ＰＥＧ修饰
的ＰＬＧＡＮＰｓ、壳聚糖包裹的ＰＬＧＡ纳米粒（ＣＳＰＬ
ＧＡＮＰｓ）及 Ｃ６荧光标记纳米粒。纳米粒样品经
０４５μｍ的微孔滤膜过滤后，冷冻高速离心，等体
积纯化水重新悬浮沉淀纳米粒，重复洗涤３次后，
分装于西林瓶中，冷冻干燥，得纳米粒冻干品，

备用。

２２　纳米粒的粒径、表面电位及 Ｃ６荧光标记率
测定

取适量的纳米粒，纯化水稀释，激光粒度仪测

得 ＰＬＧＡＮＰｓ、ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ和 ＣＳＰＬＧＡＮＰｓ
粒径、Ｚｅｔａ电位及葡聚糖凝胶柱离心法［１４］测定的

Ｃ６荧光标记率如表１所示。

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄａｄｈｅｓｉｖｅｒａｔｅｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ（ＮＰ）ｔｏｐｉｇｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｉｎ（ＰＭ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ Ｓｉｚｅ／ｎｍ Ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙ Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ／ｍＶ ＥＥ／％ ＡｄｈｅｓｉｖｅｒａｔｅｔｏＰＭ／％

ＰＬＧＡＮＰｓ １３３２５±２４８ ０１２４±００１１ －２５７９±１２８ ８２７３ ６４５±１９
５％ｍＰＥＧ１０００ＰＬＧＡＮＰｓ １４３５５±３９２ ０１００±００１１ －１５３７±１３６ ８５５６ １３２±０４
１０％ｍＰＥＧ１０００ＰＬＧＡＮＰｓ １３９７５±３０７ ００８９±０００４ －１１１０±１２２ ８９０７ １２０±０７
１５％ｍＰＥＧ１０００ＰＬＧＡＮＰｓ １２２８５±４２０ ０１０６±０００９ －５７６±１７３ ８６０９ １１２±０３
５％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ １３８８５±３９０ ０１３６±００１２ －１２２１±１７５ ９２５０ ９２±１９
１０％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ １３１３０±４９０ ００９４±０００２ －８０２±１１１ ９０９５ ７５±１４
１５％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ １３１４５±５０７ ００８３±００３３ －３８４±０８７ ８７７８ ６５±０５
ＣＳＰＬＧＡＮＰｓ １７４２５±６０７ ０１４５±００２３ ＋２２８２±３７３ ８１１９ ５１２±３７
１０％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ ４２６７０±１３２ ０３４０±００１８ －１１６３±１２３ ８８０２ ２０５±２４
ＰＬＧＡ：ｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｃｃｏｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ）；ＰＥＧ：ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ；Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｅｍｕｌｓｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ
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　　纳米沉淀法和乳化溶剂挥发法制备的纳米
粒的平均粒径分别为１００～１５０ｎｍ和４００～４５０
ｎｍ，分布均匀；Ｚｅｔａ电位平稳，且随着 ｍＰＥＧ相对
分子质量和修饰密度的增加，Ｚｅｔａ电位更趋近于
电中性。壳聚糖包裹的纳米粒带正电荷；ＨＰＬＣ
法测定 Ｃ６在 ００５～４００μｇ／ｍＬ，范围内线性关
系良好，线性回归方程为 Ａ＝３７６３８ｃ＋０２２００，
ｒ２＝０９９９９。葡聚糖凝胶柱法测得的荧光标记率
均大于８０％，荧光标记率良好。
２３　纳米粒的扫描电镜观察

将ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ混悬液稀释，滴至铝片表
面，４０℃烘干，喷铂金后置 Ｓ４８００冷场发射 ＳＥＭ
观察纳米粒呈球形，粒径在１００～１５０ｎｍ左右，形
态规整，表面光滑，分散性好。与激光粒度仪测定

结果相近。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆ１０％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

２４　Ｃ６标记纳米粒的体外渗漏实验
精密量取同批制备的 Ｃ６标记的 ＰＬＧＡＮＰｓ、

１０％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ、ＣＳＰＬＧＡＮＰｓ１ｍＬ于磷
酸盐缓冲液中（ｐＨ７４），３７℃振荡，于不同时间点取
样，样品经０４５μｍ的微孔滤膜过滤后，冷冻高速离
心。取沉淀纳米粒经乙腈溶解提取 Ｃ６，离心取上
清，ＨＰＬＣ法测定各时间点时纳米粒混悬液中Ｃ６的
含量，计算２４ｈ内的泄漏百分率均低于１４％。摄取
的４ｈ内泄漏百分率小于５％，表明Ｃ６能够较稳定
的包载于纳米粒中，不易泄漏，无突释现象，可作为

荧光标记物准确地示踪纳米粒的细胞摄取行为。

２５　纳米粒的体外黏蛋白黏附实验
采用体外黏蛋白结合法［１５］评价 ＰＬＧＡＮＰｓ及

ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ对黏蛋白的黏惰性。表１结果显
示：ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ的黏惰性比 ＰＬＧＡＮＰｓ明显
提高，并随着修饰的ｍＰＥＧ相对分子质量和密度的
增加，１０％ ｍＰＥＧ２０００和１５％ ｍＰＥＧ２０００修饰的纳米

粒的ＰＭ黏附率比ＰＬＧＡＮＰ降低约９０％。
２６　ＨＧＣ２７细胞培养与染色

ＨＧＣ２７细胞培养于含１０％胎牛血清、１％双
抗（青霉素和链霉素）的 ＤＭＥＭ高糖的培养液，于
３７℃、５％ＣＯ２、相对湿度９０％条件下培养。细胞长
至８０％ ～９０％后用含 ＥＤＴＡ的０２５％胰酶消化，
按１∶３比例传代。

取对数生长期的ＨＧＣ２７细胞，胰酶消化后加
培养液稀释，按每孔１×１０５个细胞的密度接种于
含圆形盖玻片（ＬａｂＴｅｋ）的 ２４孔培养板，３７℃
（５％ＣＯ２）培养 ３６ｈ。取出盖玻片后，ＰＢＳ洗涤
２次，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，进行阿利新蓝过
碘酸雪夫氏染色（ＡＢＰＡＳ）和 Ｍａｇｅｒ胭脂红染色。
采用５ｍｍｏｌ／Ｌ乙酰半胱氨酸洗涤细胞表面以除去
黏蛋白，同法进行染色。图２细胞染色结果显示，
ＨＧＣ２７细胞能够分泌黏液物质（主要为中性黏
液），黏液染色后呈现紫色或红色。经乙酰半胱氨

酸（５ｍｍｏｌ／Ｌ）孵育３０ｍｉｎ后，细胞表面的大部分
黏液物质被除去，细胞染色结果明显变淡。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＰｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆＨＧＣ２７ｃｅｌｌｓｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：Ａｌｃｉａｎｂｌｕｅｐｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄｓｔｈｉｆｆ（ＡＢＰＡＳ）ｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ：ＡＢＰＡＳｓｔａｉ
ｎｉｎｇａｆｔｅｒａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅｗａｓｈｅｄ；Ｃ：Ｍａｇｅｒｃｏｃｃｉｎｅｌｌｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｄ：Ｍａｇｅｒ
ｃｏｃｃｉｎｅｌｌｉｎｓｔａｉｎｉｎｇａｆｔｅｒａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅｗａｓｈｅｄ

２７　纳米粒对细胞增殖的影响
采用四唑盐比色法（ＭＴＴａｓｓａｙ）检测纳米粒对

人胃癌细胞 ＨＧＣ２７增殖的影响。取对数生长期
细胞，胰酶消化后加培养液稀释，按每孔３×１０４个
细胞的密度接种９６孔培养板，培养２４ｈ后，分别
加入不同的纳米粒混悬液 （纳米粒的浓度为

０～５００μｇ／ｍＬ），每组设３孔平行，实验重复３次。
继续培养２４ｈ后，每孔加入ＭＴＴ（１０ｍｇ／ｍＬ）溶液
１０μＬ，孵育 ４ｈ后弃去上清液，每孔加入 ＤＭＳＯ
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１５０μＬ，水平振荡 １０ｍｉｎ后，用酶联检测仪在
４９０ｎｍ处测定吸收度，计算细胞存活率。结果表
明随着纳米粒浓度的增加细胞存活率有一定程度

的降低。纳米粒的浓度为２００μｇ／ｍＬ时，ＨＧＣ２７
细胞２４ｈ的存活率大于９０％，表明该浓度纳米粒
在摄取时间内不影响细胞的活性，因此确定摄取的

纳米粒浓度为２００μｇ／ｍＬ。
２８　ＨＧＣ２７细胞摄取纳米粒的研究
２８１　激光共聚焦分析　取对数生长期 ＨＧＣ２７
细胞，胰酶消化后加培养液稀释，按每孔２×１０５个
细胞的密度接种于含圆形盖玻片（ＬａｂＴｅｋ）的２４
孔培养板，３７℃，５％ＣＯ２培养３６ｈ。
２４孔培养板中的细胞贴壁生长后，分别加入

Ｃ６标记的 ＰＬＧＡＮＰｓ、ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ和 ＣＳＰＬ
ＧＡＮＰｓ混悬液（载体材料的量为１００μｇ／ｍＬ，相当
于Ｃ６的量为０３μｇ／ｍＬ），孵育不同时间后，弃去
含纳米粒的培养液，ＰＢＳ洗涤２次，加入乙酰半胱
氨酸（５ｍｍｏｌ／Ｌ）１ｍＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，取出盖玻
片，ＰＢＳ洗涤２次，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ后，取
出晾干，在激光共聚焦显微镜（激发波长４８８ｎｍ，
发射波长５２０ｎｍ）下观察ＨＧＣ２７细胞对纳米粒的
摄取情况。

２８２　ＨＧＣ细胞对纳米粒的定量摄取检测　取
对数生长期ＨＧＣ２７细胞，胰酶消化后加培养液稀
释，按每孔３×１０５个细胞的密度接种于６孔培养
板，３７℃（５％ＣＯ２）培养３６ｈ。

细胞贴壁生长后，分别加入 Ｃ６标记的 ＰＬ
ＧＡＮＰｓ、ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ和 ＣＳＰＬＧＡＮＰｓ混悬
液（载体材料的量为２００μｇ／ｍＬ，相当于 Ｃ６的量

为０６μｇ／ｍＬ），孵育一定时间后，弃去含纳米粒
的培养液，ＰＢＳ洗涤２次，加入１ｍＬ乙酰半胱氨酸
（５ｍｍｏｌ／Ｌ）３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，胰酶
消化收集细胞，一部分进行细胞蛋白含量测定，一

部分裂解，ＨＰＬＣ测定Ｃ６纳米粒的摄取量。ＨＧＣ
２７细胞对纳米粒的摄取量 （μｇ／ｍｇ·ｐｒｏｔｅｉｎ）＝Ｃ６
摄取量／细胞蛋白量。
２８３　ＨＧＣ２７细胞对不同理化性质纳米粒的摄
取结果

２８３１　ＨＧＣ２７细胞对不同 ｍＰＥＧ相对分子质
量及修饰密度纳米粒的摄取　如图３、图４所示，
经ｍＰＥＧ修饰后，纳米粒更容易被 ＨＧＣ２７细胞摄
取。而且，随着ｍＰＥＧ修饰密度（０％ ～１５％）的增
加，ＨＧＣ２７细胞摄取纳米粒的荧光强度逐渐增
加。１０％和 １５％ｍＰＥＧ修饰的 ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ，
胞内的平均荧光强度显著高于 ＰＬＧＡＮＰｓ，ＨＰＬＣ
结果显示 １５％ｍＰＥＧ２０００修饰的 ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ
的摄取量是ＰＬＧＡＮＰｓ的２０倍左右；１０％和１５％
ＰＥＧ修饰的ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ之间没有明显差异。
同一密度修饰的 ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ的摄取量是
１０％ｍＰＥＧ１０００ＰＬＧＡＮＰｓ摄取量的１３倍左右。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＮａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｕｐｔａｋｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＨＰＬＣ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ｍＰＥＧ１０００ＰＬＧＡＮＰｓ（Ａ）ａｎｄｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ（Ｂ）ｕｐｔａｋｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＣＬＳＭ）
ａ：ＰＬＧＡＮＰｓ；ｂ：５％ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ；ｃ：１０％ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ；ｄ：１５％ｍＰＥＧＰＬＧＡＮＰｓ
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２８３２　ＨＧＣ２７细胞对不同电荷纳米粒的摄取
　图５Ａ是 ＨＧＣ２７细胞摄取不同电荷的纳米粒
４ｈ的实验结果。激光共聚焦照片显示，荷正电
荷的 ＣＳＰＬＧＡＮＰｓ（Ｚｅｔａ电位为 ＋２２８ｍＶ）的荧
光强度与荷负电荷的 ＰＬＧＡＮＰｓ（Ｚｅｔａ电位为
－１１１ｍＶ）无显著性差异，ＨＰＬＣ检测结果表
明：ＨＧＣ２７细胞摄取 ＰＬＧＡＮＰｓ的量是 ＣＳＰＬ
ＧＡＮＰｓ的 １０７～１１８倍 （Ｐ＞００５）。１０％
ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ（Ｚｅｔａ电位为 －８０ｍＶ）的荧
光强度明显高于 ＣＳＰＬＧＡＮＰｓ和 ＰＬＧＡＮＰｓ，
ＨＰＬＣ检测结果表明：１０％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ的
摄取量是 ＣＳＰＬＧＡＮＰｓ组的 １８３～２３６倍，是
ＰＬＧＡＮＰｓ组的１７１～２０倍（Ｐ＜００１）。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＵｐｔａｋｅｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｂｙＨＧＣ２７
ｃｅｌｌａｎａｌｙｚｅｄｂｙＣＬＳＭ（Ａ）ａｎｄＨＰＬＣ（Ｂ）
ａ：ＣＳＰＬＧＡＮＰｓ（＋２２８ｍＶ）；ｂ：ＰＬＧＡＮＰｓ（－１１１ｍＶ）；ｃ：１０％
ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ（－８０ｍＶ）

２８３３　ＨＧＣ２７细胞对不同粒径纳米粒的摄取　
由激光共聚焦和ＨＰＬＣ检测结果显示：纳米粒的体
积大小显著影响ＨＧＣ２７细胞对其摄取情况。如图
６所示，ＨＧＣ２７细胞摄取 １２０ｎｍ左右的 １０％

ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ量是 ４２０ｎｍ纳米粒的 １４～
１８倍。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＵｐｔａｋｅｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｉｚｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｂｙＨＧＣ２７ｃｅｌｌ
ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＣＬＳＭ（Ａ）ａｎｄＨＰＬＣ（Ｂ）
ａ：１０％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ（４２０ｎｍ）；ｂ：ＰＬＧＡＮＰｓ（１３０ｎｍ）；
ｃ：１０％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ（１２０ｎｍ）

２８３４　ＨＧＣ２７细胞对纳米粒的摄取与孵育时
间的关系　图７所示，ＨＧＣ２７细胞对纳米粒的摄
取程度与孵育时间成显著依赖关系，４ｈ时，各组
荧光粒子的强度基本达到饱和。激光共聚焦的照

片显示，ＰＬＧＡＮＰｓ在１ｈ时被 ＨＧＣ２７细胞摄取
的荧光强度较弱，而１０％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ显示
出较强的荧光，相同孵育时间，ＨＧＣ２７细胞摄取
１０％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ的荧光强度显著高于 ＰＬ
ＧＡＮＰｓ。ＨＰＬＣ测定结果证明ＰＬＧＡＮＰｓ在１ｈ的
摄取量仅为 １０％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ摄取量的
５８３％。相同孵育时间内，ＨＧＣ２７细胞对 １０％
ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ的摄 取 量 是 ＰＬＧＡＮＰｓ的
１７～２１倍。以上结果表明，与 ＰＬＧＡＮＰｓ比较，
１０％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ更容易被ＨＧＣ２７细胞摄
取，而且速度更快。

　

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＵｐｔａｋｅｏｆＰＬＧＡＮＰｓ（Ａ）ａｎｄ１０％ｍＰＥＧ２０００ＰＬＧＡＮＰｓ（Ｂ）ｂｙＨＧＣ２７ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ
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第５期 秦利芳等：人胃癌细胞ＨＧＣ２７对ＰＥＧ化聚乳酸羟基乙酸纳米粒的摄取

#

　讨　论

ＨＧＣ２７细胞是能够分泌黏液的未分化胃癌
细胞。通过 ＡＢＰＡＳ染色和 Ｍａｇｅｒ胭脂红染色可
以看出，ＨＧＣ２７细胞能够大量分泌黏液，且主要
以中性黏液为主，黏液紧紧黏附于细胞表面。

ｍＰＥＧ化改变了纳米粒的表面化学性质，如亲
水性和电中性［１６］，使得纳米粒不易被黏液中的黏

蛋白黏附，能够快速穿透黏液，到达细胞表面被细

胞摄取。而壳聚糖是自然界中具有正电性的生物

黏附材料，其分子结构中大量存在的氨基易与

ＨＧＣ２７细胞周围黏液发生黏附作用，使得 ＣＳＰＬ
ＧＡＮＰｓ在细胞黏液中黏附的较多，而细胞摄取的
量较少。ＰＬＧＡＮＰｓ主要因其疏水性而与黏液发
生多重低亲和力的黏附作用，在细胞黏液中黏附也

较多。

ｍＰＥＧ是不带电荷的亲水性线形高分子聚合
物，其相对分子质量和修饰密度是影响纳米粒亲水

性及荷电性的主要因素［１６］，因此也是影响纳米粒

穿透黏液被细胞摄取的主要因素。纳米粒的体积

也是影响其穿过黏液网孔，被细胞摄取的主要

因素。
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