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具有肿瘤靶向及穿膜效应的壳聚糖胶束的制备

刘婉婉，张胜喻，杨　，朱红艳

（南通大学药学院，南通 ２２６００１）

摘　要　在壳聚糖（ＣＳ）表面修饰疏水基团辛基形成辛基壳聚糖（ＯＣ），然后再修饰亲水基团聚乙二醇（ＰＥＧ）、肿瘤靶
向配体氨基葡萄糖（ＤＧ）和穿膜肽九聚精氨酸（９Ｒ），形成ＤＧ和９Ｒ共同修饰的、同时具有肿瘤靶向性及穿膜效应的壳聚糖
纳米胶束（ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ）。核磁共振光谱分析及聚丙烯酰胺凝胶电泳检测结果证实了 ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ的成功制备；测
得壳聚糖纳米胶束的粒径为１５１８ｎｍ左右、Ｚｅｔａ电位约为１６５ｍＶ；透射电子显微镜照片显示该壳聚糖纳米胶束为均匀的
球形结构；紫外分光光度法测定该载体的荧光素载药量约为２８２％，包封率约为７５０％，释药实验表明壳聚糖胶束具有良
好的缓释作用；荧光显微镜观察显示，该ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ胶束对肿瘤细胞尤其是葡萄糖受体高表达的肿瘤细胞 ＨｅｐＧ２具
有较好的靶向性及细胞穿膜效应。故ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ胶束可作为脂溶性抗肿瘤药物的载体用于肿瘤的靶向化学治疗。
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　　壳聚糖（ｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＳ）又称甲壳胺几丁聚糖或
甲壳胺，化学名称为 β（１，４）２氨基２脱氧Ｄ葡
聚糖，分子式为（Ｃ６Ｈ１１ＮＯ４）ｎ。壳聚糖有许多独特
的优点，例如生物效应、细胞亲和性和生物降解性

等，特别是壳聚糖分子中存在氨基与羟基，不同基

团可以由化学改性在重复单元上引入。通过制备

其衍生物，可以使壳聚糖有更多的功能［１－３］，并且

改善其溶解性能。近年来，表面修饰了特异性的配

体或抗体的肿瘤靶向壳聚糖纳米胶束已经成为肿

瘤靶向治疗中的研究热点，该肿瘤靶向载体具有不

良反应较小、特异性较高等优点。已有研究证实氨

基葡萄糖（２ａｍｉｎｏ２ｄｅｏｘｙＤｇｌｕｃｏｓｅ，ＤＧ）是一种
广谱的抗肿瘤靶向配体［４－６］，ＤＧ修饰的复合物可
以靶向地富集到肿瘤细胞，而且可以在一定程度上

抑制肿瘤细胞的生长。ＤＧ与纳米粒胶束连接后，
可以很容易被肿瘤细胞表面的葡萄糖转运体识别

并结合，从而实现了 ＤＧ对肿瘤细胞的靶向性［７］。

在壳聚糖表面修饰了ＤＧ后，可以构建出具有肿瘤
靶向性的壳聚糖载体，但是这种靶向载体有其缺

点：无法穿透细胞膜，这一特点对于在细胞内发挥

作用的药物有一定的限制。细胞穿膜肽是具有穿

膜能力的一种多肽，能够运载生物大分子跨越细胞

膜进 入 细 胞［８］。九 聚 精 氨 酸 （９Ｄａｒｇｉｎｉｎｅ，
９Ｒ）［９－１０］作为一种穿膜肽，经实验证明具有相当高
的穿膜效果［１１－１２］，可以与生物大分子结合后穿过

细胞膜进入细胞内部。所以将ＤＧ与９Ｒ共同修饰
到壳聚糖胶束表面，两者各自发挥其长处，从而可

以构建出同时具有靶向性和穿膜能力的纳米粒胶

束，使药物在肿瘤细胞内的浓度大大提高，并且没

有明显的不良反应［１３］。

!

　材　料

１１　药品与试剂
壳聚糖（ＣＳ，相对分子质量１５０ｋＤ，浙江澳兴

生物科技有限公司）；聚乙二醇（ＰＥＧ，上海怡炎生
物科技有限公司）；九聚精氨酸（９Ｒ，吉尔生化（上
海）有限公司）；Ｄ氨基葡萄糖（ＤＧ）、１，２二氯乙
烷（１，２ｄｉｃｈｌｏｒｏｅｔｈａｎｅ，ＥＤＣ）二环己基碳二亚胺
（ｄｉｃｙｃｌｏｈｅｘｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ，ＤＣＣ）、Ｎ羟基琥珀酰亚
胺（ｎｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎａｍｉｄｅ，ＮＨＳ）、４二甲氨基吡啶
（４ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＤＭＡＰ）、二碳酸二叔丁
酯［ｄｉｔｅｒｔｂｕｔｙｌｄｉｃａｒｂｏｎａｔｅｅｓｔｅｒ，（Ｂｏｃ）２Ｏ］［阿拉

丁试剂（上海）有限公司］；其余实际均为市售分

析纯。

１２　仪　器
ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ９０（英国马尔文仪器有限公

司）；ＡＶ５００核磁共振仪（德国 Ｂｒｕｋｅｒ公司）；Ｈ
７０００透射电子显微镜（日本日立公司）；高精密电
子天平（北京赛多利斯公司）；再生纤维素透析袋

（截留相对分子质量３５００，１００００，江苏华康科技
公司）；ＵＶ１８００ＰＣ紫外可见分光光度计（上海菁华
科技仪器有限公司）；共聚焦激光扫描显微镜（南

京麦迪森仪器有限公司）。

１３　细胞株及细胞培养试剂
人肝癌细胞细胞株（ＨｅｐＧ２）购自中国科学院

生化细胞研究所。细胞培养所用 ＲＰＭＩ１６４０培养
基、新生小牛血清、胰酶购自上海碧云天生物技术

有限公司。

"

　方　法

ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ的合成过程共分为 ５个过
程：①在壳聚糖表面修饰疏水基团辛醛，形成 Ｎ
辛基壳聚糖（Ｎｏｃｔｙｌｃｈｉｔｏｓａｎ，ＯＣ）；②氨基葡萄糖
（ＤＧ）与一端羧基一端氨基的聚乙二醇（ＮＨ２
ＰＥＧＣＯＯＨ）分子结构中的羧基连接，形成 ＤＧ
ＰＥＧ；③ＤＧＰＥＧ分子结构中 ＮＨ２与丁二酸酐
（ｓｕｃｃｉｎｉｃａｎｈｙｄｒｉｄｅ，ＳＡ）反应，从而使 ＤＧＰＥＧ的
一端修饰上羧基，形成 ＤＧＰＥＧ与 ＳＡ的复合物
ＤＧＰＥＧＳＡ；④将一端带有羧基活化后的 ＤＧ
ＰＥＧＳＡ与 ＯＣ分子骨架上的氨基连接，构建 ＤＧ
ＰＥＧＯＣ；⑤９Ｒ一端的 ＣＯＯＨ活化后与 ＤＧＰＥＧ
ＯＣ分子骨架上的氨基连接，形成 ＤＧ／９ＲＰＥＧ
ＯＣ复合物。ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ复合物的具体合成
过程如图１所示。
２１　ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ纳米粒胶束的制备
２１１　Ｎ辛基壳聚糖（ＯＣ）的制备　ＣＳ０５ｇ溶
于１％乙酸（２５ｍＬ）溶液中，在搅拌条件下逐滴加
入辛醛（０５１ｇ），继续搅拌４ｈ后，用少量氢氧化
钠调节ｐＨ４～５，逐滴加入硼氢化钠溶液继续搅拌
１２ｈ。过滤，氢氧化钠调节 ｐＨ为７，透析，冷冻干
燥，即得ＯＣ。
２１２　氨基葡萄糖聚乙二醇复合物（ＤＧＰＥＧ）的
制备　首先，制备（Ｂｏｃ）２Ｏ保护氨基的 ＮＨ２ＰＥＧ
ＣＯＯＨ。反应过程如下：将ＮＨ２ＰＥＧＣＯＯＨ２００ｍｇ
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溶于二氯甲烷１０ｍＬ中，加入催化剂ＤＭＡＰ２０ｍｇ，
搅拌５ｍｉｎ后，冰浴条件下滴加（Ｂｏｃ）２Ｏ４０ｍｇ（物

质的量比为１∶２∶４），搅拌３０ｍｉｎ后撤走冰浴，室温
搅拌过夜后透析纯化（截留相对分子质量１０００）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣｍｉｃｅｌｌｅ
ＯＣ：Ｎｏｃｔｙｌｃｈｉｔｏｓａｎ；ＤＣＣ：ｄｉｃｙｃｌｏｈｅｘｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ；ＮＨＳ：ｎｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎａｍｉｄｅ；ＤＧ：Ｄｇｌｕｃｏｓｅ；ＰＥＧ：ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ；ＳＡ：ｓｕｃｃｉｎｉｃａｎｈｙｄｒｉｄｅ；
９Ｒ：９Ｄａｒｇｉｎｉｎｅ

　　Ｂｏｃ保护的 ＮＨ２ＰＥＧＣＯＯＨ与 ＤＧ反应。反
应过程：①ＮＨ２ＰＥＧＣＯＯＨ羧基活化：ＮＨ２ＰＥＧ
ＣＯＯＨ（２００ｍｇ）溶于 ＤＭＦ１０ｍＬ溶液中，加入
ＤＣＣ，反应２０ｍｉｎ后加入 ＮＨＳ，室温条件下搅拌
过夜，去除副产物。②与ＤＧ反应：ＤＧ００６５ｇ溶
于ＤＭＦ溶液６ｍＬ中，搅拌５ｍｉｎ后加入三乙胺
３５５ｍｇ，即ＮＨ２ＰＥＧＣＯＯＨ、ＤＣＣ、ＮＨＳ、ＤＧ、三乙
胺的物质的量之比为 １∶１８∶２２５∶０８∶３），搅拌
１５ｍｉｎ后滴加到羧基端活化的 ＰＥＧ溶液中，常温
反应４ｈ后脱Ｂｏｃ：将ＤＧＰＥＧ溶于二氯甲烷三氟
乙酸（７∶３）的体系，室温搅拌过夜脱去ＰＥＧ氨基端
上的Ｂｏｃ保护。然后做透析处理（截留相对分子
质量１０００），透析结束以后旋干。
２１３　氨基葡萄糖ＰＥＧ辛基壳聚糖（ＤＧＰＥＧ
ＯＣ）的制备　首先将“２１２”项中制备的 ＤＧＰＥＧ
复合物与 ＳＡ反应，使 ＤＧＰＥＧ的一端修饰上羧
基。具体的，分别将 ＤＧＰＥＧ和 ＳＡ按物质的量比

为１∶５溶于水和 ＤＭＦ溶液中，室温下磁力搅拌
１２ｈ。然后在一端修饰上羧基的 ＤＧＰＥＧ水溶液
中依次加入ＥＤＣ和 ＮＨＳ（ＤＧＰＥＧ与 ＥＤＣ和 ＮＨＳ
的物质的量比为１∶１５∶１５），磁力搅拌４ｈ，活化
羧基。然后将已活化的 ＤＧＰＥＧ分子中的羧基与
ＯＣ分子中的氨基反应过夜，形成ＤＧＰＥＧＯＣ。反
应结束后透析数天备用。

２１４　ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ纳米粒胶束的制备　将
Ｆｍｏｃ保护氨基的９Ｒ溶于０１ｍｏｌ／ＬＭＥＳ缓冲盐
（ｐＨ６０）中，然后依次加入 ＥＤＣ和 ＮＨＳ（即９Ｒ、
ＥＤＣ、ＮＨＳ的物质的量比为１∶５∶２），磁力搅拌５ｈ，
以活化 ９Ｒ一端的羧基。将“２１３”项下合成的
ＤＧＰＥＧＯＣ溶于水溶液中，然后将已活化的９Ｒ与
之反应２４ｈ。最后将９Ｒ上的 Ｆｍｏｃ脱保护：将上
述胶束溶液在旋转蒸发仪上旋干，然后用 ＤＭＦ
４ｍＬ溶解样品，再加哌啶１ｍＬ，磁力搅拌１０ｍｉｎ。
形成的 ＤＧ、９Ｒ修饰的 ＮＨ２ＰＥＧＯＣ纳米粒胶束
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ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ，在水溶液中透析、探头超声 ５～
３０ｍｉｎ（工作时间２ｓ，间歇时间３ｓ，功率２００Ｗ）
后，ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ通过自组装作用形成胶束。
２２　核磁共振

采用重水为溶剂，分别配制质量浓度为

２ｍｇ／ｍＬ的 ＣＳ、ＯＣ、ＤＧＰＥＧ、ＤＧＰＥＧＳＡ、ＤＧ
ＰＥＧＯＣ溶液，在核磁共振仪上测定不同溶液的核
磁波谱。

２３　聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳实验
准备单纯九聚氨酸（９Ｒ），和一定浓度的 ＤＧ／

９ＲＰＥＧＯＣ两种样品进行ＳＤＳ电泳实验。分别制
备ＳＤＳＰＡＧＥ分离胶和浓缩胶，样品准备好后进行
上样，然后在８０Ｖ电压下电泳９０ｍｉｎ。使用考马
斯亮蓝染色液与考马斯亮蓝洗脱液分别进行染色

与洗脱，最后用扫描仪进行显影。

２４　粒径和Ｚｅｔａ电位的测定
ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ胶束的粒径分布情况及 Ｚｅｔａ

电位可通过马尔文粒度电位仪来测定，仪器测定的

光源为Ｈｅ激光，检测波长为６３３ｎｍ，检测角度为
９０°，粒径测定范围为２ｎｍ～３μｍ。
２５　电镜测试

ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ胶束的形貌可通过透射电镜
（ＴＥＭ）来观察，在 ＰＢＳ溶液中分散均匀的纳米粒
悬液滴在涂有碳支持膜的铜网上，充分干燥后在加

速电压为８０ｋＶ的透射电镜下观察纳米粒形态。
其粒径大小同样可以通过透射电镜来测定，该结果

可和马尔文粒度仪测定结果相互验证。

２６　载药量、包封率及体外释药性能的研究
为了详细考察壳聚糖纳米胶束的载药性能，此

处选取荧光素作为模型药物。药物上载过程中，先

将一定量的荧光素溶于 ＤＭＦ溶液中，然后在室温
及磁力搅拌条件下，将之分别缓慢滴加到壳聚糖纳

米胶束水溶液 ５ｍＬ中 ＯＣＰＥＧ（１７６３ｍｇ／ｍＬ）、
ＤＧＰＥＧＯＣ（１０７７ ｍｇ／ｍＬ）、ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ
（１０７７ｍｇ／ｍＬ）。然后将此混合溶液置于透析袋
（截留相对分子质量为１００００）中，并在 ＰＢＳ溶液
中避光透析５～６ｈ，以使聚糖纳米胶束能充分包裹
荧光素。透析结束后进行离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ），除去未包裹的模型药物荧光素。模型
药物的包合液经冷冻干燥后保存备用。测定药

物的载药量（ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｔｅｎｔ，ＤＬＣ）和包封率
（ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＥＥ）。

释药实验：取上述载药纳米粒ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ
溶液１０ｍＬ，放在透析袋中，在ｐＨ７４的ＰＢＳ溶液
中透析，每隔一定时间取ＰＢＳ透析液５ｍＬ（时间间
隔依次为：３０ｍｉｎ，１，１５，２，２５，３，４，６，８，１０，１２，
２４，３６，４８，７２，９６，１２０ｈ），并且每次加入空白 ＰＢＳ
５ｍＬ，使用紫外可见分光光度计测得每次取样的
吸收度，做释药曲线。

２７　细胞摄取实验
２４孔培养板的每个孔中加入 ＲＰＭＩ１６４０培

养基培养的 ＨｅｐＧ２细胞（每毫升５×１０５个细胞）
１５ｍＬ。并在３７℃，ＣＯ２浓度为５％，加湿空气环
境下孵育２４ｈ。然后在每个孔中分别加入含有载
荧光素的ＯＣＰＥＧ、ＤＧＰＥＧＯＣ和ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ
纳米粒胶束的ＲＰＭＩ１６４０培养基１５ｍＬ。继续孵
育０５ｈ后将培养基去除，然后用 ＰＢＳ溶液清洗３
遍，并用４′，６二脒基２苯基吲哚（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ
２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染料染色，最后用荧光显微
镜观察细胞内纳米粒子的摄取情况。

#

　结　果

３１　核磁共振波谱分析
纳米粒胶束的１ＨＮＭＲ图谱如图２所示，与壳

聚糖（ＣＳ）的１ＨＮＭＲ相比，辛基壳聚糖（ＯＣ）（４００
Ｈｚ，ＤＭＳＯ）δ：０８４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝６９Ｈｚ，ＮＨ（ＣＨ２）６
ＣＨ３），１２４（２Ｈ，ｓ，ＮＨ（ＣＨ２）６ＣＨ３），１９１（１Ｈ，
ｓ，ＮＨ（ＣＨ２）６ＣＨ３），氨基葡萄糖 ＰＥＧ（ＤＧＰＥＧ）
的１Ｈ ＮＭＲ（４００Ｈｚ，ＤＭＳＯ）δ：３５１（１Ｈ，ｓ，
ＣＨ２ＣＨ２Ｏ），ＤＧＰＥＧＯＣ的

１Ｈ ＮＭＲ（４００Ｈｚ，
ＤＭＳＯ）δ：０８５（１Ｈ，ｓ，ＮＨ（ＣＨ２）６ＣＨ３），１２３
（１Ｈ，ｓ，ＮＨ（ＣＨ２）６ＣＨ３）。
３２　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳实验

用纯化后的 ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ纳米粒胶束进行
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分析（图３），以单纯９Ｒ作为
对照，当进样为一定浓度的 ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ（泳道
２），与单纯９Ｒ（泳道１）泳动程度相比，表现出较高
程度的阻滞效应，这是因为９Ｒ的相对分子质量为
１５４９，与 ＤＧＰＥＧＯＣ连接以后得到的 ＤＧ／９Ｒ
ＰＥＧＯＣ相对分子质量为４１５０，与９Ｒ相比明显增
加，所以在 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图上 ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ
的条带明显落后于９Ｒ的条带，电泳条带的延后和
阻滞进一步证明了 ＤＧＰＥＧＯＣ纳米粒胶束成功
地连接上了９Ｒ。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｍｉｃｅｌｌｅｓ
Ａ：ＣＳ；Ｂ：ＯＣ；Ｃ：ＤＧＰＥＧ；Ｄ：ＤＧＰＥＧＯＣ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆ９Ｒ（Ｌａｎｅ１）ａｎｄＤＧ／９ＲＰＥＧＯ（Ｌａｎｅ２）

３３　粒径、Ｚｅｔａ电位与形貌特征
粒径分布情况如图４Ａ所示，ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ

的粒径为 １５１８ｎｍ。单纯 ＣＳ的 Ｚｅｔａ电位为
６１９ｍＶ，ＤＧＰＥＧＯＣ的 Ｚｅｔａ电位为 －１１ｍＶ，
ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ的Ｚｅｔａ电位为１６５ｍＶ，因为９Ｒ
带正电荷，所以－１１ｍＶ的ＤＧＰＥＧＯＣ连接上９Ｒ
之后Ｚｅｔａ电位变为正值。

ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ纳米粒胶束样品的形貌通过
ＴＥＭ表征，结果如图４Ｂ所示，ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ纳
米粒较好的分散为单个粒子，而且呈近似球形。

ＴＥＭ所测得的粒径数据还可以和经马尔文粒
度仪测定的结果进行相互验证。ＴＥＭ检测 ＤＧ／
９ＲＰＥＧＯＣ的粒径在５０～８０ｎｍ范围内，经马尔
文粒度仪测定的结果是 ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ的粒径大
约在１５０ｎｍ，ＴＥＭ图片中粒子的粒径小于水相中
粒径，这是因为壳聚糖胶束纳米粒是高度溶胀的弹

性粒子，在ＴＥＭ点样过程中，随着水分的蒸发粒子

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｍｉｃｅｌｌｅｓ
Ａ：ＳｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣｍｉｃｅｌｌｅ；Ｂ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃ
ｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＴＥＭ）ｐｉｃｔｕｒｅｏｆＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣｍｉｃｅｌｌｅ

出现了一定程度的收缩［１４－１５］。

３４　载药量、包封率及释药性能的测定
ＯＣＰＥＧ、ＯＣＰＥＧＤＧ和ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ的载

药量和包封率结果如表 １所示，ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ
表现出了较高的载药量，由此可见修饰了 ＤＧ和
９Ｒ的ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ壳聚糖胶束仍具有较好的
载药性能；３种纳米粒胶束的包封率虽然都在７５％
左右，所以用这种纳米粒胶束可以较好地装载药

物，减少体内游离药物的浓度，从而降低游离药物

的毒性。图５显示了荧光素在纳米胶束中的释药
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模式，荧光素在释药初期有一个明显的突释现象，

大约有６０％的荧光素在１２ｈ内释放。经过短暂的
快速释放之后，荧光素进入了一个缓慢释放的过

程，一直到释药９６ｈ以后，大约７５％的荧光素被释
放。荧光素ＰＢＳ溶液的标准曲线回归方程为：Ｙ＝
４７９５１Ｘ－０１９９８（ｒ２＝０９９８２）。

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｔｅｎｔ（ＤＬＣ）ａｎｄｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
（ＥＥ）ｏｆＰＥＧＯＣ，ＤＧＰＥＧＯＣａｎｄＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ

Ｍｉｃｅｌｌｅ ＤＬＣ／％ ＥＥ／％
ＰＥＧＯＣ ２３３ ７５５
ＤＧＰＥＧＯＣ ２６２ ７４９
ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ ２８２ ７５

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｆｒｏｍＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣｍｉｃｅｌｌｅ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３５　肿瘤细胞靶向摄取实验
本实验采用荧光显微成像技术，分别观察

ＰＥＧＯＣ、ＤＧＰＥＧＯＣ和ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ载荧光素
纳米粒胶束被ＨｅｐＧ２细胞摄取的情况。荧光素可
以自发绿色荧光；纳米粒胶束载体载药后被荧光素

标记了绿色荧光；而肿瘤细胞的细胞核则被 ＤＡＰＩ
染料染色，表现为蓝色。细胞摄取结果如图６显
示：在最初孵育的０５ｈ内，ＰＥＧＯＣ胶束几乎不被
ＨｅｐＧ２摄取，ＤＧＰＥＧＯＣ胶束对 ＨｅｐＧ２细胞有少
量靶向摄取作用，而 ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ胶束由于 ＤＧ
肿瘤靶向和９Ｒ穿细胞膜的双重效应在孵育０５ｈ
的时候就大量聚集在 ＨｅｐＧ２细胞细胞膜上，并有
少量进入胞浆内；孵育１ｈ后，ＰＥＧＯＣ胶束仍然只
有微量聚集在膜表面，而 ＤＧＰＥＧＯＣ和 ＤＧ／９Ｒ
ＰＥＧＯＣ的载荧光素纳米粒胶束均可以不同程度
扩散进入ＨｅｐＧ２细胞，其中ＤＧＰＥＧＯＣ胶束在细
胞膜上与细胞浆内有不同程度的聚集，ＤＧ／９Ｒ
ＰＥＧＯＣ胶束进入ＨｅｐＧ２细胞胞浆内的量最大，在
细胞胞浆可见大量载有荧光素的 ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ
胶束纳米粒。细胞摄取实验的结果进一步证实了

ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ通过９Ｒ的穿膜作用与ＤＧ的靶向
作用，可以更多地被肿瘤细胞尤其是葡萄糖转运体

高表达的肿瘤细胞所摄取，从而能发挥载药后靶向

抑制肿瘤细胞增强药效的作用。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＩｎｖｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｌｏａｄｅｄＰＥＧＯＣ，ＤＧ
ＰＥＧＯＣａｎｄＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣｍｉｃｅｌｌｅｓｉｍａｇｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｃｓｅｎｃｅｍｉｃｒｏ
ｓｃｏｐｅ

$

　总　结

本实验制备的 ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ纳米粒胶束具
有较好的形貌特征及载药释药性能，还能进一步改

善壳聚糖的肿瘤靶向性与穿膜效应，这是因为

ＤＧ／９ＲＰＥＧＯＣ同时具有ＤＧ与９Ｒ的优点：ＤＧ虽
然可以通过其受体介导的细胞内吞途径，特异性地

被葡萄糖转运体高表达的肿瘤细胞识别、摄取，但

是其进入细胞胞浆内的能力有限［４］；９Ｒ具有增加
细胞膜穿透性的作用［９－１０］，但是它缺乏肿瘤靶向

性［１６－１７］。本实验成功构建的双配体（ＤＧ和９Ｒ）修
饰的肿瘤靶向的ＮＨ２ＰＥＧＯＣ纳米粒胶束，在具备
靶向作用的同时又具有穿膜能力，从而可以增加药

物进入肿瘤细胞内的数量。
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