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普朗尼克 Ｆ１２７包裹的三甲基壳聚糖纳米传递系统
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（四川大学华西药学院，靶向药物与传递系统教育部重点实验室，成都 ６１００４１）

摘　要　该研究旨在构建普朗尼克 Ｆ１２７（ＰＦ１２７）包裹的三甲基壳聚糖（ＴＭＣ）纳米粒（ＦＳＮＰｓ），以提高 ＴＭＣ纳米粒（Ｓ
ＮＰｓ）克服黏液屏障的能力。以胰岛素（ＩＮＳ）为模型药物，采用单因素筛选法优化纳米粒（ＦＳＮＰｓ）的处方，获得粒径为
（２４０６±６５１）ｎｍ、Ｚｅｔａ电位＋（１０４２±１６０）ｍＶ、包封率（４３３９±２８３）％、载药量（３３９±０５７）％的纳米粒。分别采用
黏蛋白吸附实验和尤斯室实验考察纳米粒克服黏液屏障的能力。用黏液分泌型细胞ＨＴ２９ＭＴＸＥ１２考察纳米粒的摄取能
力。结果表明，ＦＳＮＰｓ与黏蛋白的亲和能力仅为ＳＮＰｓ的２８％，其表观黏液渗透系数为ＳＮＰｓ的２７９倍。ＦＳＮＰｓ的细胞
摄取能力分别为游离胰岛素、ＳＮＰｓ的１６和１４倍。ＰＦ１２７成功包裹于ＳＮＰｓ的表面，显著提高了纳米粒克服黏液屏障和
Ｅ１２细胞的摄取能力。
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　　随着现代生物技术的发展，蛋白多肽类药物在
临床应用中受到广泛关注。口服给药能有效解决

注射给药存在的患者依从性差、安全性低等问

题［１］。但由于蛋白多肽类药物在胃肠道中易受环

境ｐＨ、酶及肠道表面的黏液层等各类生理屏障的
影响，其口服生物利用度较低［２］。

近年来，纳米技术的飞速发展为蛋白多肽类药

物的口服给药提供了新思路。壳聚糖及其衍生物

三甲基壳聚糖（ＴＭＣ）为载体的口服纳米给药系统因
增加蛋白多肽类药物在胃肠道中的稳定性，能可逆

地打开细胞间的紧密连接，促进药物的跨膜转运而

被广泛运用［３－４］。然而，肠上皮细胞表面的黏液层

带负电，带正电的壳聚糖纳米粒在静电吸附的作用

下，大部分滞留在黏液层，并随着黏液层的更新被清

除，严重影响了壳聚糖纳米粒的转运吸收［５－７］。

本课题组设想将一种亲水性、电中性材料包裹

在纳米粒表面以屏蔽其正电荷，使之能快速通过黏

液层。普朗克尼 Ｆ１２７（ＰＦ１２７）是一种聚氧乙烯
聚氧丙烯聚氧乙烯构成的非离子式三嵌段共聚
物，能在三甲基壳聚糖纳米粒表面形成疏松的网状

结构层，该网状结构层能有效屏蔽纳米粒表面的正

电荷，且具有较强的亲水性，可以减少纳米粒与黏

液层之间的静电作用和疏水作用。本研究采用黏

蛋白吸附实验和尤斯室实验考察了ＰＦ１２７包裹的
三甲基壳聚糖纳米粒克服黏液屏障的效果。用黏

液分泌型 ＨＴ２９ＭＴＸＥ１２细胞评价纳米粒的细胞
摄取能力。

!

　材　料

１１　药品与试剂
胰岛素（ＩＮＳ，江苏万邦生化医药股份有限公

司）；三甲基壳聚糖（ＴＭＣ，自制）；三聚磷酸钠
（ＴＰＰ，武汉市天源兴有限公司）；胰酶（ｔｒｙｐｓｉｎ，美
国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；普朗尼克 Ｆ１２７（ＰＦ１２７）猪黏
蛋白、考马斯亮蓝 Ｇ２５０（ＣＢＢ）、ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ（美国
西格玛公司）；ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清（美国
海克隆公司），其他试剂均为分析纯。

１２　仪　器
ＺｅｔａｓｉｚｅＮａｎｏＺＳ９０激光粒度分析仪（美国马尔

文公司）；ＪＥＭ１００ＣＸ透射电子显微镜（日本电子
公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ１２００Ｓｅｒｉｅｓ高效液相色谱仪（美国
安捷伦公司）；ＺＨＷＹ１０３Ｂ恒温摇床（上海智诚分

析仪器制造有限公司）；Ｖａｖｉｏｓｋａｎｆｌａｓｈ化学发光
分析仪（美国赛默飞世尔公司）；ＶＣＣＭＣ６６六孔
道尤斯灌流室系统（美国 ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃＩｎｓｒｕｍｅｎｔｓ公
司）；ＩｓｏｐｏｒｅＴＭ聚碳酸酯膜（美国密理博公司）。
１３　细胞株

ＨＴ２９ＭＴＸ细胞株由法国 ＴｈｅｃｌａＬｅｓｕｆｆｌｅｕ教
授赠送，细胞代数为２０～４０代。

"

　方　法

２１　载胰岛素三甲基壳聚糖纳米粒（ＳＮＰｓ）及
ＰＦ１２７包裹的载胰岛素三甲基壳聚糖纳米粒（ＦＳ
ＮＰｓ）的制备及表征

根据文献［８］，采用单离子交联法制备纳米
粒。以 ＴＭＣ（０２～０５ｍｇ／ｍＬ）、胰岛素（ＩＮＳ）
（０１～０５ｍｇ／ｍＬ）、三聚磷酸钠（ＴＰＰ）（００２～
０１０ｍｇ／ｍＬ）、ＰＦ１２７（５０～８０ｍｇ／ｍＬ）为考察因素，
以纳米粒的粒径（ｓｉｚｅ）、多分散指数（ＰＤＩ）、Ｚｅｔａ电
位、纳米粒的包封率（ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＥＥ）等
为考察指标，单因素筛选得到较优处方。精密称量

处方量的ＴＭＣ、ＩＮＳ、ＴＰＰ适量溶于纯水中，调ｐＨ至
７０，混合均匀后室温搅拌１０ｍｉｎ，制备 ＳＮＰｓ混悬
液。再精密称量处方量的ＰＦ１２７溶于纯水中，缓慢
滴加至ＳＮＰｓ中，室温搅拌１０ｍｉｎ，制备ＦＳＮＰｓ混
悬液。分别表征 ＳＮＰｓ、ＦＳＮＰｓ的粒径、ＰＤＩ、Ｚｅｔａ
电位、ＥＥ及载药量（ＤＬ）。将纳米粒混悬液离心分
离（１３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，１５ｍｉｎ），分离纳米粒与游离
药物。取上清液，采用ＲＰＨＰＬＣ测定游离ＩＮＳ的含
量［ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），
流动相０２ｍｏｌ／Ｌ无水硫酸钠乙腈（７２∶２８），流速
１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长 ２１４ｎｍ，柱温 ４０℃，进样量
２０μＬ］。计算纳米粒的包封率和载药量。
２２　纳米粒形态观察

取少量纳米粒混悬液稀释到适当的浓度，滴加

２％磷钨酸染色，滴至铜网上，在透射电子显微镜下
观察粒子形态。

２３　纳米粒的形成机制
纳米粒中的静电作用用ＮａＣｌ环境中纳米粒的

粒径变化百分数来评价。取 ＦＳＮＰｓ、ＳＮＰｓ混悬
液至ＮａＣｌ（０，２，１０，６０，１２０，１８０，２４０，３００ｇ／Ｌ）溶液
中（１∶９），孵育３０ｍｉｎ，用激光粒度分析仪测其粒
径并计算粒径变化百分数。用 ｔ检验计算显著性
差异。照上述方法，采用尿素（０，５０，１００，１５０，２００，

３４４
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３００ｇ／Ｌ）溶液评价纳米粒中的氢键作用。并利用ｔ
检验计算显著性差异。

纳米粒的疏水作用通过考马斯亮蓝（ＣＢＢ）的
最大吸收波长的变化来评价。分别将ＳＮＰｓ和ＦＳ
ＮＰｓ重新分散在磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ７４）２ｍＬ
中，滴加 ０１ｍｏｌ／ＬＣＢＢ溶液（１０∶１），室温孵育
３０ｍｉｎ，于 ４００～８００ｎｍ范围内测定 ＣＢＢ的最大
吸收波长，以空白ＣＢＢ溶液为对照，计算波长移动
的距离。

２４　纳米粒中药物释放考察
采用透析法考察纳米粒的体外释放行为。分

别取ＦＳＮＰｓ、ＳＮＰｓ纳米粒分散液１５ｍＬ置于透
析管内，在温度为 ３７℃的漏槽条件，以 ＰＢＳ（ｐＨ
７４）９００ｍＬ为释放介质，研究药物从纳米粒中的
释放行为［９－１０］。在固定时间点（０，０５，１，２，３，４，
６，８ｈ）取出透析管内混悬液，加入０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
溶液破坏纳米粒结构，离心分离，用ＲＰＨＰＬＣ法测
定上清液中 ＩＮＳ的含量，计算累积释放百分率，并
绘制纳米粒的释放曲线。利用 ｔ检验计算组间显
著性差异。并采用ｆ２因子比较法进行曲线相似性
评价［１１］。

２５　纳米粒的酶稳定性考察
分别将ＳＮＰｓ和ＦＳＮＰｓ分散于含有０２％胰

酶的ＰＢＳ（ｐＨ７４）中，以游离胰岛素为对照组，在
３７℃、１００ｒ／ｍｉｎ恒温振荡器中振摇。于不同时间
点（０，０５，１，２，３，４，６，８ｈ）取出溶液０２ｍＬ，加入
０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液终止胰酶活性并破坏纳米粒结
构，离心分离，用ＲＰＨＰＬＣ测定上清液中胰岛素的
含量，绘制出纳米粒的酶稳定曲线。

２６　纳米粒克服黏液屏障考察
根据上述制备方法用处方量的 ＴＭＣ、荧光标

记胰岛素（ＦＩＴＣＩＮＳ）、ＴＰＰ、ＰＦ１２７制备荧光标记
三甲基壳聚糖纳米粒（ＦＩＴＣＳＮＰｓ）及ＰＦ１２７包裹
的荧光标记三甲基壳聚糖纳米粒（ＦＩＴＣＦＳＮＰｓ）。

采用黏蛋白吸附实验考查纳米粒与黏蛋白的

亲和力［１２］。将 ＦＩＴＣＳＮＰｓ与 ＦＩＴＣＦＳＮＰｓ分散
于ＰＢＳ（ｐＨ７４）中，各取出一定体积的上述溶液，
分别加入３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液破坏纳米粒结构，用
化学发光仪测出初始荧光强度（Ｉ０）。取上述纳米
粒分散液与 ０１％黏蛋白溶液混合，３７℃孵育
３０ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃去上清液，用
ＰＢＳ（ｐＨ７４）将纳米粒黏蛋白沉淀洗涤两次，再

加入３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液坏纳米粒黏蛋白沉淀，测
出最终荧光强度（Ｉ），分别计算 ＦＩＴＣＳＮＰｓ、ＦＩＴＣ
ＦＳＮＰｓ的荧光强度比值（Ｉ／Ｉ０），以评价纳米粒与
黏蛋白的亲和力及纳米粒在黏蛋白溶液中的稳定

性。利用ｔ检验计算组间显著性差异。
使用尤斯室实验评价纳米粒在黏液层的透过

作用。取猪肠黏液５０μＬ装填在两张聚碳酸酯膜
之间（孔径２０μｍ），固定于分离夹（有效渗透面
积０５０ｃｍ２）上，插入尤斯室小室。于 Ａ室加入纳
米粒分散液（ＦＩＴＣＳＮＰｓ、ＦＩＴＣＦＳＮＰｓ）１ｍＬ和
ＰＢＳ（ｐＨ７４）１５ｍＬ，向 Ｂ室加入 ＰＢＳ（ｐＨ７４）
２５ｍＬ，通入气体（９５％ Ｏ２，５％ ＣＯ２）保持两室液
体循环，３７℃恒温。于不同时间点（０，０５，１，１５，
２，２５，３ｈ）从 Ｂ室取出２００μＬ，同时补加等体积
的ＰＢＳ（ｐＨ７４）。在取出的样品中加入０１ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ溶液破坏纳米粒结构，用化学发光仪测定
ＦＩＴＣＩＮＳ荧光强度（Ｉ），计算累积渗透量（Ｑ），并根
据以下计算公式计算表观渗透系数（ａｐｐａｒｅｎｔ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，Ｐａｐｐ）。利用 ｔ检验计算组
间显著性差异。

Ｐａｐｐ＝
ｄＱ／ｄｔ
Ａ×ｃ０

（１）

ｄＱ／ｄｔ：纳米粒的跨膜转运速率；Ａ：有效渗透
面积；ｃ０：药物初始浓度。
２７　纳米粒在 ＨＴ２９ＭＴＸＥ１２（Ｅ１２）细胞模型上
的考察

将Ｅ１２细胞放置在３７℃、５％ＣＯ２及９５％湿
度的无菌环境中培养。按每毫升５×１０４个细胞的
密度接种于９６孔板中，培养７ｄ后用于细胞毒性、
细胞摄取实验。

根据文献［１３］，采用 ＭＴＴ法进行细胞毒性测
定，考察不同浓度纳米粒对 Ｅ１２细胞活性的影响。
实验前，去除９６孔板中的培养基，用ＰＢＳ溶液（ｐＨ
７４）轻轻润洗。将不同浓度 ＦＩＴＣＳＮＰｓ、ＦＩＴＣＦＳ
ＮＰｓ（ＦＩＴＣＩＮＳ的质量浓度为１００，２００，３００μｇ／ｍＬ）
与细胞孵育３ｈ，弃去样品液。再用 ＰＢＳ溶液（ｐＨ
７４）润洗每孔，加入ＤＭＥＭ培养基２００μＬ，再加入
ＭＴＴ溶液２０μＬ，继续孵育４ｈ。终止培养，弃去孔
内溶液。每孔加入二甲亚砜２００μＬ，振荡３０ｍｉｎ，
使结晶物充分溶解。细胞存活率（ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ）用
空白组吸收度校正后的样品组与对照组的吸收度

之比表示。
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用细胞摄取实验评价纳米粒的细胞摄取能力。

实验前用 ００１ｍｇ／ｍＬ刃天青溶液与细胞孵育
１ｈ，测定各孔荧光强度以定量活性细胞数。移去
刃天青溶液，用 ＰＢＳ溶液（ｐＨ７４）润洗。随后分
别加入 ＦＩＴＣＳＮＰｓ、ＦＩＴＣＦＳＮＰｓ（ＦＩＴＣＩＮＳ的质
量浓度为 １００μｇ／ｍＬ）１００μＬ与细胞孵育 ３ｈ。
终止培养，弃去孔内溶液。每孔加入二甲亚砜

１００μＬ破坏纳米粒，测定被摄取入细胞的药物荧
光强度。用刃天青测定的细胞相对数量对摄取量

进行校正，结果用相对荧光强度（ｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）表示。

#

　结果与讨论

３１　载胰岛素三甲基壳聚糖纳米粒（ＳＮＰｓ）及普
朗尼克（ＰＦ１２７）包裹的载胰岛素三甲基壳聚糖纳
米粒（ＦＳＮＰｓ）的制备及表征

本课题组采用单因素筛选法考察了 ＴＭＣ、
ＩＮＳ、ＴＰＰ的浓度对纳米粒的影响。综合纳米粒的
粒径、ＰＤＩ、Ｚｅｔａ电位、纳米粒的包封率（ＥＥ）等指
标，确定最优处方：ＴＭＣ（０４５ｍｇ／ｍＬ）、ＩＮＳ（０２５
ｍｇ／ｍＬ）、ＴＰＰ（００７ｍｇ／ｍＬ）、ＰＦ１２７（７０ｍｇ／ｍＬ）。

用 ＰＦ１２７包裹纳米粒后，纳米粒粒径由
（１９０４７±２０６）ｎｍ增加至（２４０６±６５１）ｎｍ，Ｚｅｔａ
电位由 ＋（１９１７±０４７）ｍＶ降低至 ＋（１０４２±
１６０）ｍＶ，包封率为（４３３６±２８８）％，载药量为
（３３９±０５７）％。以上结果表明，ＰＦ１２７成功包裹
于三甲基壳聚糖纳米粒上，使纳米粒粒径增大，电

位降低。

３２　纳米粒的形态观察
ＳＮＰｓ、ＦＳＮＰｓ的透射电镜（ＴＥＭ）照片如图１

所示，ＳＮＰｓ、ＦＳＮＰｓ为分散的球型纳米粒。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴＥＭｐｈｏｔｏｓｏｆＳＮＰｓ（Ａ）ａｎｄＦＳＮＰｓ（Ｂ）
ＳＮＰｓ：ＮＴｒｉｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；ＦＳＮＰｓ：ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ１２７
ｃｏａｔｅｄＮｔｒｉｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

３３　纳米粒的形成机制
为研究纳米粒的形成机制，使用 ＮａＣｌ、尿素和

考马斯亮蓝分别探究纳米粒的离子键作用、氢键作

用和疏水键作用。

ＮａＣｌ溶液是强电解质溶液，可以破坏纳米粒
内部的静电作用，引起其粒径变化。如图２所示，Ｓ
ＮＰｓ的粒径随ＮａＣｌ质量浓度呈先减小后变大的趋
势，在ＮａＣｌ质量浓度为００１ｇ／ｍＬ时，粒径减小为
原粒径的８０２％；当ＮａＣｌ质量浓度增加至０３０ｇ／
ｍＬ时，粒径增大为原粒径的１２５２％（Ｐ＜００１）。
ＳＮＰｓ随 ＮａＣｌ质量浓度增加呈先松散后聚集的变
化趋势。同时，ＦＳＮＰｓ的粒径随ＮａＣｌ浓度增加显
著减小（Ｐ＜００１），这可能是由于 ＰＦ１２７屏蔽了
ＴＭＣ的部分正电荷，减弱了 ＴＭＣ与 ＩＮＳ的相互作
用，使其纳米结构因外界高强度离子作用解体，表

现为粒径减小。因此，ＳＮＰｓ和 ＦＳＮＰｓ都存在静
电力作用。

—◆—ＳＮＰｓ；—■—ＦＳＮＰｓ
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＮａＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｓｉｚｅｏｆＳＮＰｓａｎｄＦＳＮＰｓ（珋ｘ±
ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５， Ｐ＜００１ｖｓＳＮＰｓｇｒｏｕｐ；△△ Ｐ＜００１ｖｓＦＳ
ＮＰｓｇｒｏｕｐ

如图３所示，随着尿素浓度增加，ＳＮＰｓ、ＦＳ
ＮＰｓ粒径改变无明显差异（Ｐ＞００５），因此两种纳
米粒形成的作用力中不存在氢键作用。ＣＢＢ的最
大吸收波长可在环境中的疏水结构影响下红移。

实验表明，ＣＢＢ溶液中分别加入 ＴＭＣ、ＩＮＳ、ＴＰＰ、Ｓ
ＮＰｓ后，其最大吸收波长与空白 ＣＢＢ相比，无明显
位移。而加入 ＰＦ１２７和 ＦＳＮＰｓ的后，最大吸收
波长分别红移１７和２６ｎｍ，因此推测ＦＳＮＰｓ中存
在更为疏水的结构域。ＰＦ１２７疏水的聚氧丙烯单
元，可通过与ＴＭＣ骨架中的疏水区域相互作用，形
成ＰＦ１２７包裹的纳米粒。
３４　纳米粒药物释放的考察

两种纳米粒在ＰＢＳ（ｐＨ７４）中的胰岛素释放
曲线如图４所示，ＦＳＮＰｓ较 ＳＮＰｓ的药物释放显

５４４
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著降低（Ｐ＜００５）。计算得纳米粒释放的 ｆ２因子
为２９５，可判定两种纳米粒的释放曲线不相同［１１］。

ＰＦ１２７的包裹使纳米粒在ＰＢＳ（ｐＨ７４）中的释放
速率显著降低（Ｐ＜００５）。

—●—ＳＮＰｓ；—■—ＦＳＮＰｓ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＵｒｅａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｓｉｚｅｏｆＳＮＰｓａｎｄＦＳＮＰｓ（珋ｘ±
ｓ，ｎ＝３）

—◆—ＳＮＰｓ；—■—ＦＳＮＰｓ
Ｆｉｇｕｒｅ４　ＲｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＮＰｓｉｎＰＢＳ（ｐＨ７４）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＳＮＰｓｇｒｏｕｐ

３５　纳米粒的酶稳定性
采用纳米粒的酶稳定性实验模拟纳米粒在含

酶介质（ｐＨ７４）中的稳定性。如图５所示，在１ｈ
内胰酶快速降解 ＳＮＰｓ、ＦＳＮＰｓ表面吸附的 ＩＮＳ，
之后降解速度逐渐减慢。两种纳米粒的 ＩＮＳ在胰
酶中的降解速度远小于游离ＩＮＳ的降解速度，均提
高了胰岛素的酶稳定性。

３６　纳米粒克服黏液屏障考察
黏蛋白是黏液的主要成分，其含有带负电的高

密度硫酸唾液酸、糖基以及疏水区域，部分纳米粒

通过疏水键、离子键与黏蛋白发生吸附作用，聚集

形成沉淀，难以到达上皮细胞层［１４］。因此黏蛋白

吸附实验能在一定程度上反映纳米粒克服黏液屏

障的能力及纳米粒在黏蛋白中的稳定性。实验表

明，在０１％黏蛋白环境下，ＦＳＮＰｓ的荧光强度比

值Ｉ／Ｉ０（０７１）仅为ＳＮＰｓ（２５２）的２８％，ＦＳＮＰｓ对
黏蛋白的亲和力显著降低（Ｐ＜００５），稳定性增加。
这可能是由于ＰＦ１２７的包裹作用能屏蔽ＴＭＣ表面
的正电荷，降低了纳米粒与黏蛋白的相互作用。

—◆—ＳＮＰｓ；—●—ＦＳＮＰｓ；—■—ＩＮＳ
Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｒｅｓｉｄｕａｌａｍｏｕｎｔｏｆｉｎｓｕｌｉｎ（ＩＮＳ）ａｆｔｅｒＦＳ
ＮＰｓｏｒＳＮＰｓｉｎｃｕｂａｔｉｎｇｗｉｔｈｔｙｐｓｉｎ（ｐＨ７４）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

为了模拟人体黏液屏障，本课题组选用尤斯灌

流室法考察 ＦＳＮＰｓ克服黏液屏障的能力。实验
结果显示，ＦＳＮＰｓ的表观渗透系数（６８７×１０－６）
是ＳＮＰｓ表观渗透系数（２４６×１０－６）的２７９倍。
上述结果说明，ＰＦ１２７包裹于纳米粒表面形成疏
松的网状结构，屏蔽了纳米粒表面的正电荷且具有

较强的亲水性，能显著提高纳米粒克服黏液屏障的

能力。

３７　纳米粒在ＨＴ２９ＭＴＸＥ１２细胞模型上考察
Ｅ１２细胞具有高表达黏液的特征，是考察纳

米粒与胃肠道上皮组织相互作用的良好模型。

采用ＭＴＴ法评估ＳＮＰｓ、ＦＳＮＰｓ的对Ｅ１２细胞的
安全性。结果如图６所示，ＳＮＰｓ、ＦＳＮＰｓ在考察
浓度范围内（ＦＩＴＣＩＮＳ的质量浓度为 １００，２００，
３００μｇ／ｍＬ）无细胞毒性。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＳＮＰｓａｎｄＦＳＮＰｓｔｏＨＴ２９ＭＴＸＥ１２ｃｅｌｌ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

６４４
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两种纳米粒的细胞摄取结果如图７所示。结
果表明，ＳＮＰｓ、ＦＳＮＰｓ与游离 ＦＩＴＣＩＮＳ相比，均
显著性地增加 Ｅ１２细胞对 ＦＩＴＣＩＮＳ的摄取（Ｐ＜
００１）。同时，ＦＳＮＰｓ的细胞摄取量分别是游离
ＦＩＴＣＩＮＳ、ＳＮＰｓ的１６和１４倍。实验结果表明，
ＦＳＮＰｓ能显著提高细胞对药物的摄取能力（Ｐ＜
００１）。结合纳米粒在黏蛋白、黏液中的实验考察
结果可得，ＦＳＮＰｓ具有较好的克服黏液屏障的能
力，同时增加了细胞对药物的摄取，有效促进了药

物跨过胃肠道黏膜屏障。

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＣｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅｏｆＩＮＳ，ＳＮＰｓｏｒＦＳＮＰｓｏｎＨＴ２９ＭＴＸ
Ｅ１２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００１ｖｓＳＮＰｓｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜００１ｖｓＩＮＳｇｒｏｕｐ

$

　结　论

本研究构建了克服黏液屏障的普朗尼克 Ｆ
１２７包裹的载胰岛素三甲基壳聚糖纳米给药系统。
采用单因素筛选，表征其粒径、电位、包封率和载药

量。探究纳米粒的形成机制及其稳定性，考察纳米

粒克服黏液屏障及细胞摄取的能力。结果表明，

ＰＦ１２７包裹的纳米粒能有效克服黏液屏障并提高
药物的细胞摄取。在此基础上，本课题组将进一步

考察纳米粒在黏液中的结构变化，并开展体内药效

学及药动学研究。
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