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摘要: 目的 制备单甲氧基聚乙二醇-聚乳酸-羟基乙酸纳米粒( monomethoxy polyethylene glycol-poly-
actic coglycolic acid-nanoparticles，mPEG-PLGA-NPs) 并研究其理化性质及体外抗黏性能，考察人宫

颈癌细胞 HeLa 对 mPEG-PLGA-NPs 的摄取能力。方法 采用溶剂扩散法制备 mPEG-PLGA-NPs，测

定其平均粒径和 zeta 电位。采用黏蛋白结合法，考察 mPEG-PLGA-NPs 的体外抗黏性能。以香豆

素-6( coumarin 6 ) 为荧光标记物，通过共聚焦显微镜及 HPLC 法进行 HeLa 细胞的体外摄取研究。
结果 mPEG-PLGA-NPs 的平均粒径为( 106. 2 ± 4. 3) nm，Zeta 电位为-( 12. 40 ± 0. 11 ) mV。PLGA-
NPs 的抗黏蛋白黏附率为 35. 5%，而 mPEG-PLGA-NPs 的抗黏蛋白黏附率为 92. 5%，比 PLGA-NPs
高 3 倍左右。相同孵育时间内，HeLa 细胞对 mPEG-PLGA-NPs 的摄取量是 PLGA-NPs 的近 2 倍，
HeLa 细胞对 PLGA-NPs 和 mPEG-PLGA-NPs 的摄取量与孵育时间成明显的依赖关系。结论 mPEG-
PLGA-NPs 具有较强的抗黏性; HeLa 细胞对 mPEG-PLGA-NPs 的摄取明显高于 PLGA-NPs ( P ＜
0. 01) ，表现出更好的细胞亲和性。
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子宫颈癌是由人乳头瘤病毒( human papillo-
ma virus，HPV) 感染引起的妇科最常见的恶性肿

瘤之一，占女性生殖器官癌症的首位，手术、放疗

或化疗是其主要的治疗方式。手术治疗复发率高

且伴有较多的并发症，放疗对全身正常组织损伤

较大，对中晚期患者的治疗效果不佳。常规的口

服、静脉注射等给药途径使得药物较均匀地分布

到全身各脏器，到达宫颈的药物浓度不高。因此，

一些疫苗及抗病毒药物疗法致力于直接传递药物

至女性生殖器官的黏膜表面。黏膜给药可以诱导

全身性的和黏膜表面的体液免疫，是一种比免疫

传递等给药更有益的局部给药途径
［1］。

女性宫颈黏膜表面覆盖着厚度达几十微米的

黏液层。这种由黏蛋白等组成的，具有黏附性和

高黏弹性的黏液凝胶层，可以防止病原体及各类

毒素入侵黏膜上皮细胞，具有机械、免疫、化学、生
物屏障功能; 同时也可以通过黏附作用和空间阻

碍迅速捕捉药物微粒载体，并随着黏液的更新而

清除，使得黏膜给药的生物利用度较低
［2］。通过

黏液黏附增加药物在黏膜滞留时间的黏膜黏附制

剂( mucoadhesive) 由于缺乏黏膜黏附的特异性，

易过早地随着黏液的更新而被清除。因此，增强

黏液穿透能力对于药物微粒载体在黏液中的均匀

有效扩散有着很重要的意义。近来国外学者发现

聚乙二醇( polyethylene glycol，PEG) 修饰可以降低

微粒载体的黏附性，提出了一种能够迅速穿过黏

液层到达黏膜上皮细胞的药物微粒传递系统—穿

透黏液粒子( mucus penetrating particles，MPP) ，进

而改 善 药 物 在 黏 膜 的 吸 收 及 局 部 治 疗 作

用
［3 － 6］。

本文作者以聚乳酸-羟基乙酸 ( polyactic-co-
glycolic acid，PLGA) 及 PEG 共价键修饰的 PLGA
为载体材料研究制备了纳米粒子 ( nanoparticles，
NPs) —PLGA-NPs 和 mPEG-PLGA-NPs，采用黏蛋

白结合法
［7］

考察了纳米粒的体外抗黏性能; 通过

共聚焦显微镜等方法，研究了香豆素-6 ( coumarin
6) 为荧光探针的 PLGA-NPs 和 mPEG-PLGA-NPs
被人宫颈癌 HeLa 细胞摄取的能力，为研制能够

避免宫颈黏液黏附，到达黏膜上皮细胞进而被细

胞摄取的药物微粒载体奠定实验基础。
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1 仪器与材料

Agilent 1100 高效液相色谱仪 ( 美国 Agilent
公司 ) ，Nicomp 380ZLS 激 光 粒 度 仪 ( 美 国 PSS
NICOMP 公司) ，JY92-Ⅱ超声波细胞粉碎机( 宁波

新芝科器研究所) ，S-4800 冷场发射扫描电镜( 日

本株式会社) ，Olympus FV1000 共聚焦显微镜、1
×71 倒置显微镜( 日本 Olympus 公司) ，B × 51 荧

光显微镜( 日本 Nikon 公司) ，Mircro 21R 高速离

心机( 美国 Thermo 公司) ，Forma Series II 二氧化

碳培养箱( 美国 Thermo 公司) ，Synergy HT 多功能

酶标仪 ( 美国 BioTek 公司) ，多孔板 ( 美国 Nalge
Nunc 公司) 。

聚 乳 酸-羟 基 乙 酸 共 聚 物 ( PLGA，Mr =
18 000，m( LA) ∶m( GA) = 75∶ 25) ，单甲氧基聚乙

二醇-聚 乳 酸-羟 基 乙 酸 共 聚 物 ( mPEG-PLGA，

mPEG 相对分子质量 2 000，济南岱罡生物科技有

限公司) ，福林-酚试剂、猪胃黏蛋白 ( pig gastric
mucin，PM) 、香豆素-6 ( 美国 Sigma 公司) ，RPMI
Medium 1640、胰蛋白酶 ( 美国 GiBco 公司) ，MTT
( 上海生工生物工程技术有限公司) ，超级新生小

牛血清( 兰州民海生物工程有限公司) ，人宫颈癌

细胞 HeLa ( 中国科学院上海细胞库) ，其他所用

试剂均为分析纯。

2 方法

2. 1 纳米粒子的制备

精密称取 mPEG-PLGA 25 mg 溶解于 2 mL 丙

酮中作为有机相，搅拌滴加至 30 mL 质量分数为

0. 2%的吐温溶液中，60 ℃搅拌挥去有机溶剂，制

备得到 mPEG-PLGA-NPs( PLGA-NPs) 。有机相中

加入 0. 1 mg 香豆素-6 同法制备荧光标记纳米粒

子。
2. 2 粒径分布、表面电位及香豆素-6 包封率测

定

分别取适量的 mPEG-PLGA-NPs( PLGA-NPs)
混悬液用纯化水稀释，NICOMP 380 ZLS 粒径电位

测定仪测定其粒度分布与 Zeta 电位。葡聚糖凝

胶柱离心法
［8］

测定香豆素-6 的包封率。
2. 3 扫描电镜(SEM)观察

将 PLGA-NPs 和 mPEG-PLGA-NPs 混 悬 液

稀释 50 倍，滴至铝片表面，40 ℃ 烘干，喷铂金

后置 S-4800 冷场发射 SEM 观察纳米粒的外观

及形态。

2. 4 纳米粒子的体外抗黏性实验

2. 4. 1 黏蛋白含量测定

采用福林-酚法测定猪胃黏蛋白 ( PM) 的含

量。分别配制溶液 A( 含硫酸铜 5 g·L －1
和酒石酸

钾钠 10 g·L －1 ) 与溶液 B( 含碳酸钠20 g·L －1
和氢

氧化钠 4 g·L －1 ) ，用前以体积比1∶ 50 混合成溶液

C。以 PM 为标准 品，配 制 成 50、100、200、300、
400、500 mg·L －1

的系列标准溶液。依次加入 C 溶

液和福林-酚试剂，室温放置20 min后在酶标仪测

量 750 nm 处的吸光度。以吸光度对 PM 浓度进

行线性回归，得到标准曲线方程。取样品 1 d 内

测定 3 次，计算测定方法的日内精密度，连续测定

3 d，计算测定方法的日间精密度。
2. 4. 2 黏蛋白黏附实验

分 别 取 PLGA-NPs、mPEG-PLGA-NPs 1 mL
( 浓度为 1 g·L －1 ) ，加入含 PM 1 mg 的 PBS 溶液 1
mL，混匀。37 ℃ 孵 育 1 h，混 悬 液 离 心 ( 4 ℃，

40 000 r·min －1，30 min) ，收集上清液，采用福林-
酚法测定未黏附的 PM 质量。以( 1 ) 式计算纳米

粒子的抗 PM 黏附率。

抗黏蛋白黏附率( % ) = 未黏附的 PM 的质量
PM 的初始加入质量

×100%。 ( 1)

2. 5 荧光标记纳米粒子的体外泄漏实验

分别精密量取同批制备的荧光标记纳米粒子

1 mL( 质量浓度为 1 g·L －1 ) 于一系列 2 mL 磷酸

盐 缓 冲 液 中 ( pH 7. 4 ) ，并 于 37 ℃ 振 荡

( 60 r·min －1 ) ，于 0、1、2、4、6、8、12、24 h 定时取样

1 mL，超速离心( 14 000 r·min －1，4 ℃ ) 1 h。取沉

淀纳米粒子经甲醇破乳，离心，取上清进样，HPLC
测定香豆素-6 的含量，将泄漏百分率与时间进行

回归分析，探究其稳定性
［9］。

泄漏百分率( %) = 香豆素－6泄漏质量
纳米粒子中香豆素－6总质量

×100%。 ( 2)
2. 6 细胞摄取研究

2. 6. 1 纳米粒子对 HeLa 细胞增殖的影响

采用四唑盐比色法( MTT assay) 检测纳米粒

子对 HeLa 细胞增殖的影响。将 HeLa 细胞培养

于含有质量分数为 10%的小牛血清的 RPMI 1640
培养液中( 体积分数为 5%的 CO2、37 ℃孵育箱) 。
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，孵

育箱培养 24 h 后，分别加入 PLGA-NPs、mPEG-
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PLGA-NPs 及包载香豆素-6 的纳米粒 子 混 悬 液

5、10、20、25、40、50、100 μL ( 纳米粒子的浓度

分 别 为 25、50、100、125、200 、250、
500 mg·L － 1

及正常对照) ，每组设 3 孔平行，实

验重复 3 次。继续培养 24 h 后，每孔加入 MTT
( 10 g·L － 1 ) 溶 液 10 μL，孵 育 4 h 后 弃 去 上 清

液，每 孔 加 入 二 甲 基 亚 砜 ( dimethyl sulfoxide，

DMSO) 150 μL，将培养板水平振荡 10 min，用

酶联检测 仪 在 490 nm 处 测 定 吸 光 度 值，按 下

式计算细胞存活率 :

细胞存活率 ( % ) = 样品组吸光度值
正常对照组吸光度值

×

100%。 ( 3)

2. 6. 2 HeLa 细胞摄取纳米粒子的激光共聚焦实验

取对数生长期 HeLa 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，孵育

箱培养 24 h。
细胞贴壁生长后，分别加入包载香豆素-6 的

PLGA-NPs 和 mPEG-PLGA-NPs 混悬液 100 μL( 纳

米粒子的浓度为 100 mg·L －1，相当于 C6 的浓度

为 0. 3 mg·L －1 ) ，孵育 1、2、4、6 h 后，取出盖玻片，

PBS 洗涤 3 次，4% 多聚甲醛固定 30 min，取出盖

玻片晾干，激光共聚焦显微镜( 488 /520 nm，激发

波长 /发射波长) 观察 HeLa 细胞对纳米粒子的摄

取情况。
2. 6. 3 HeLa 细胞对纳米粒子的定量摄取实验

同“2. 6. 2”接种 HeLa 细胞培养 24 h，细胞贴

壁生长后，分别加入包载香豆素-6 的 PLGA-NPs
和 mPEG-PLGA-NPs 混悬液 200 μL( 纳米粒子的

量 为 200 mg · L －1，相 当 于 C6 的 量 为

0. 6 mg·L －1 ) ，孵育 0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、6. 0 h 后，

吸走培养液，PBS 洗涤 3 次，每孔 0. 2 mL 胰酶消

化，0. 4 mLPBS 洗涤 2 次收集细胞，一部分进行细

胞蛋白含量测定，一部分裂解，HPLC 测定香豆

素-6 的摄取量。
Bradford 法测定细胞蛋白含量，具体方法如

下。
标准曲线的制作: 96 孔板中分别加入 BSA 标

准液 1. 25、2. 50、3. 75、5. 00、6. 25、7. 50、10 μL
( 含 BSA 分 别 为 0. 625、1. 250、1. 875、2. 500、
3. 125、3. 750、5. 000 μg) ，再用生理盐水补充使每

孔液 体 体 积 为 10 μL，空 白 孔 只 加 生 理 盐 水

10 μL，慢慢摇匀后，分别各加 CBB 显色液200 μL
摇匀，室温放置 5 min 后，在酶联免疫测定仪 595
nm 直接测定吸光度，将吸光度对 BSA 标准量作

线性回归。
细胞蛋白含量的测定: 留取的细胞样品加入

200 μL 细 胞 裂 解 液，超 声 裂 解 细 胞，以

13 000 r·min －1
离心 5 min，取上清液测定。96 孔

板中 加 细 胞 组 织 裂 解 液 样 品 5 μL，生 理 盐 水

5 μL，混匀后加 CBB 显色液 200 μL，室温放置

5 min后，595 nm 测定其吸光度。由线性方程计

算细胞蛋白的含量。
HeLa 细胞对纳米粒子的摄取量按下式计算。

摄 取 量 质 量 分 数 ( % ) = 香豆素 － 6 摄取量
细胞蛋白含量

×

100%。 ( 4)

3 结果与分析

3. 1 纳米粒子的粒径、zeta 电位及香豆素-6 的包

封率

激光粒度仪测得的 PLGA-NPs 和 mPEG-PL-
GA-NPs 粒径、zeta 电位以及香豆素-6 的包封率如

表 1 所示。

Table 1 Physico-chemical properties and PM anti-adhesive rate of nanoparticles(n =3，珔x ± s)
表 1 纳米粒子的理化性质和抗 PM 结合率表征(n =3，珔x ± s)

Formulation d /nm Polydispersity
index

Vzeta /mV EE /% PM anti-adhesive
rate /%

PLGA-NPs 135. 0 ± 5. 25 0. 112 ± 0. 001 － 25. 79 ± 0. 28 74. 53 ± 1. 83 35. 5 ± 1. 9

mPEG-PLGA-NPs 106. 2 ± 4. 3 0. 094 ± 0. 002 － 12. 40 ± 0. 11 80. 65 ± 2. 62 92. 5 ± 1. 4

结果表明，mPEG-PLGA-NPs 的粒径减小，粒

径分布较均匀，这是因为 PEG 链 的 存 在，使 得

mPEG-PLGA 亲水性增加，在制备过程中聚合物和

水的表面张力降低，导致纳米粒子的粒径变小;

mPEG-PLGA-NPs 的 zeta 电 位 比 PLGA-NPs 低

10 mV左右，这是由于纳米粒子表面呈电中性的

PEG 链屏蔽了纳米粒子表面的部分电荷。微柱

离心法所测得香豆素-6 的包封率均 ＞ 70%，说明
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所制备的纳米粒子包载效果良好。
3. 2 纳米粒子的扫描电镜( scanning electron mi-
croscope，SEM)图

SEM 观察 mPEG-PLGA-NPs 的形态，从图 1
可 以 看 出 mPEG-PLGA-NPs 呈 球 形，粒 径 在

100 nm左右，形态规整，表面光滑，分散性好。与

Nicomp 380ZLS 激光粒度仪所测定的粒径和多分

散指数结果相近。

Fig． 1 SEM images of mPEG-PLGA nanoparticles
图 1 mPEG-PLGA 纳米粒子的 SEM 图

3. 3 纳米粒子的体外抗黏性实验

PM 在 50 ～ 500 mg·L －1
线性关系良好，线性

回归方程为 A = 0. 000 4ρ + 0. 004 5，r2 = 0. 999 4。
测定法方的日内精密度 RSD 值 为 0. 5% ，日 间

精密度 RSD 值 为 1. 1%。测 定 方 法 精 密 度 良

好。黏蛋白 黏 附 实 验 结 果 如 表 1 所 示，PLGA-
NPs 体外抗 PM 黏附率为 35. 5% ，而 mPEG-PL-
GA-NPs 抗 PM 黏附率为 92. 5% ，是 PLGA-NPs
的 3 倍 左 右，mPEG-PLGA-NPs 表 现 了 明 显 的

体外抗黏性能。
3. 4 荧光标记纳米粒子的体外泄漏实验

由 HPLC 测定的不同时间内香豆素-6 从纳

米粒 泄 漏 的 量，计 算 泄 漏 百 分 率，绘 制 曲 线

( 图 2 ) 。

▲—PLGA-NPS; ■—mPEG-PLGA-NPs
Fig． 2 In vitro release of coumarin-6 loaded PLGA and
PEG-PLGA nanoparticles(n =3，珔x ± s)
图 2 香豆素-6 标记的 PLGA-NPs 和 mPEG-PLGA-NPs
的体外泄漏曲线(n =3，珔x ± s)

结果表明 PLGA-NPs 和 mPEG-PLGA-NPs 在

24 h 内香豆素-6 的泄漏百分率 ＜ 12%，在摄取的

6 h 内泄漏百分率 ＜ 8%，表明香豆素-6 能够较稳

定的包载于纳米粒子中，不易泄漏，无突释现象，

因此可以作为荧光标记物准确地示踪纳米粒子的

细胞摄取行为。
3. 5 纳米粒子对 HeLa 细胞增殖的影响

以 MTT 法 测 得 不 同 浓 度 的 PLGA-NPs、
mPEG-PLGA-NPs 及包载香豆素-6 的纳米粒子作

用于 HeLa 细胞 24 h 时的细胞活性结果如图 3 所

示。

Fig． 3 In vitro inhibition of PLGA and mPEG-PLGA
nanoparticles in HeLa cells(n =3，珔x ± s)
图 3 PLGA-NPs 和 mPEG-PLGA-NPs 对 HeLa 细胞的

抑制作用(n =3，珔x ± s)

随着浓度的增加，纳米粒对 HeLa 细胞的抑

制作用增强，但细胞存活率均接近 80%，显示出

较低 的 细 胞 抑 制 作 用。当 纳 米 粒 子 浓 度 为

200 mg·L －1
时，HeLa 细胞在 24 h 内的细胞存活率

＞90%，证明纳米粒子对细胞无明显的抑制作用。

3. 6 HeLa 细胞摄取纳米粒子的激光共聚焦结果

如图 4 所示，HeLa 细胞对香豆素-6 溶液几乎

不摄取，对两种纳米粒子的摄取速率存在较大的

差异: PLGA-NPs 在 2 h 内经 HeLa 细胞摄取的荧

光强度较弱，激光共聚焦显微镜下无明显显示，而

mPEG-PLGA-NPs 与 HeLa 细胞作用后在细胞质中

显示出较强的荧光，表明 mPEG-PLGA-NPs 比 PL-
GA-NPs 更易被 HeLa 细胞摄取; 当孵育时间增加

到 4 h 和 6 h，荧光强度明显增加，说明摄取率与

孵育时间存在明显的依赖关系。这一结果与 He-
La 细胞摄取荧光的定量分析结果一致。
3. 7 HeLa 细胞摄取纳米粒子的定量分析结果

BSA 在 0 ～ 5 μg 线性关系良好，线性回归方

程为 A = 0. 069 7m + 0. 712 5，r2 = 0. 998 8。测定
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方法精密度良好。HeLa 细胞对纳米粒子的摄取 量结果如图 5 所示。

A—Coumarin-6 solution; B—PLGA-NPs; C—mPEG-PLGA-NPs
Fig． 4 Confocal images of HeLa cells coincubated withnanoparticles

图 4 HeLa 细胞摄取 PLGA-NPs 和 mPEG-PLGA-NPs 的激光共聚焦照片

■—PLGA-NPs; □—mPEG-PLGA-NPs
Fig． 5 Uptake of PLGA and mPEG-PLGA nanoparti-
cles in HeLa cell line(n =3，珔x ± s)

图 5 HeLa 细胞对 PLGA-NPs 和 mPEG-PLGA-NPs 的

摄取结果(n =3，珔x ± s)

如图 5 所示，相同孵育时间内，HeLa 细胞对

mPEG-PLGA-NPs 的摄取量明显高于 PLGA-NPs，6
h 时 HeLa 细胞对 PLGA-NPs 的摄取量质量分数

为 2. 49%，对 mPEG-PLGA-NPs 的摄取量质量分

数为 4. 71%，是 PLGA-NPs 的近 2 倍; 细胞摄取量

与孵育时间存在明显的依赖关系。

4 讨论

a. mPEG-PLGA-NPs 的抗黏蛋白黏附率明显

高于 PLGA-NPs，表现出良好的体外抗黏性 能。
这主要是因为 PEG 链增加了纳米粒表面的亲水

性并屏蔽了纳米粒表面的部分电荷，减轻了黏蛋

白疏水作用力的黏附及由黏蛋白寡糖的羧基和硫

酸基负电荷所引起的多价黏附相互作用力
［10］，从

而使得 mPEG-PLGA-NPs 能够避免黏液中黏蛋白

的黏附，能够穿透黏液层到达黏膜上皮细胞。
b. mPEG-PLGA-NPs 对细胞的毒性较低，体现

了较好的生物相容性。同时 HeLa 细胞对 mPEG-
PLGA-NPs 的摄取速率及摄取量明显高于 PLGA-
NPs，表现出良好的细胞亲和性。这一结果与国

内外文献报道一致
［11 － 13］。其可能的原因是由于

PEG 的修饰作用，改变了聚合物纳米粒的表面化

学性质( 增加了亲水性和屏蔽部分表面电荷) ，增

加了与细胞膜的亲和性; 存在于载体表面的 PEG
链增加了与细胞膜磷脂双分子层外侧亲水部分之

间的“相溶性”和渗透性，从而促进了微粒载体转

运进入细胞
［14］。
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Anti-adhesive activity and uptake by HeLa cells of
mPEG-PLGA nanoparticles

QIN Li-fang1，LIN Dong-hai1* ，LI Gang2，XIE Xin-xin1，WANG Jun-teng1，WEN Zhen1

( 1． School of Pharmacy，Yantai University，Yantai 264005，China; 2． School of Life Sciences，Yantai Univer-
sity，Yantai 264005，China)

Abstract: Objective To prepare mPEG-PLGA nanoparticles，discuss its properties and in vitro anti-adhesive
activity and investigate the cellular uptake of them in human cervical cancer cells ( HeLa) ．Methods mPEG-
PLGA-NPs were prepared by a solvent diffusion method． The particle size distribution and Zeta potential of
nanoparticles were measured by light scattering． The anti-adhesive activity of nanoparticles was evaluated by
pig gastric mucin ( PM ) binding experiments． Coumarin 6 was incorporated into nanoparticles as fluorescent
marker． The cellular uptake of PLGA-NPs and PEG-PLGA-NPs by HeLa cell lines were determined by laser
scanning confocal microscope and HPLC． Results The mean size of mPEG-PLGA-NPs was ( 106. 2 ± 4. 3)

nm，Zeta potential was － ( 12. 40 ± 0. 11 ) mV． The PM anti-adhesive rate of PLGA-NPs and PEG-PLGA-
NPs was 35. 5% and 92. 5%，respectively． The anti-adhesive activity of mPEG-PLGA-NPs was three times
higher than PLGA-NPs． All nanoparticles showed low cytotoxicity． At the same incubation time，the uptake
of mPEG-PLGA-NPs was two times higher than that of unmodified PLGA-NPs． The cellular uptake of PL-
GA-NPs and mPEG-PLGA-NPs was dependent on the incubation time． Conclusions mPEG-PLGA-NPs has
much higher anti-adhesive activity． The uptake of mPEG-PLGA-NPs by HeLa cells is much higher compared
to the PLGA-NPs( P ＜ 0. 01) ． The mPEG-PLGA-NPs shows better cell affinity than PLGA-NPs．
Key words: mPEG-PLGA; nanoparticle; anti-adhesive activity; HeLa cell line; cellular uptake
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