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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
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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 ～ 4 h) 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 400 nm 的纳米粒的摄取量仅为粒径 120 nm 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。
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Abstract Mucoinert nanoparticles ( mPEG-PLGA-NPs) was prepared to overcome the adhesion of mucus in this
study and the cellular uptake of nanoparticles with different physio-chemical properties by human gastric cancer
HGC-27 cells was investigated. The muco-inert activity of nanoparticles was evaluated by pig gastric mucin ( PM)
binding experiments. Cellular uptake of nanoparticles in HGC-27 cells was analyzed by confocal laser scanning
microscope and HPLC. The results indicated that mPEG-PLGA-NPs had good mucin-inert activity. The mPEG2000-
PLGA-NPs could be rapidly uptaken by HGC-27 cells. The celluar uptake of 10%mPEG2000-PLGA-NPs was 1. 7-
2. 0 folds higher than PLGA-NPs and 1. 8-2. 4 folds higher than CS-PLGA-NPs during the same incubation
time. The intake of diameter nanoparticles with 400 nm was only 55. 9% -70. 3% of those with 120 nm. mPEG-
PLGA-NPs possess hydrophilic and near neutrally-charged surfaces that minimize mucoadhesion. mPEG-PLGA-
NPs can quickly penetrate the mucus surrounding HGC-27 cells and be uptaken by cells. mPEG-PLGA-NPs are
expected to be used for the treatment of mucinous carcinoma.
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胃黏液癌( mucinous gastric carcinoma，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( tissue imbibition) ，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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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
penetrating particles，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-inert particles，
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 300 nm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( coumarin 6，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。

1 材 料

1. 1 试 剂
聚乳酸-羟基乙酸共聚物［PLGA，Mr = 18 kD，

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

Nicomp 380ZLS 纳米粒度，Zeta 电位分析仪
( 美国 PSS Nicomp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) ; Synergy HT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。

2 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
evaporation method ) ［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. 45 μm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。

Table 1 Physicochemical properties and adhesive rate of nanoparticles ( NP) to pig gastric mucin ( PM) ( 珋x ± s，n = 3)
Nanoparticles Size /nm Polydispersity Zeta potential /mV EE /% Adhesive rate to PM /%

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-glycolic acid) ; PEG: polyethyleneglycol; * Nanoparticles were prepared by emulsion-solvent evaporation method
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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 ～ 150 nm 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. 00 μg /mL，范围内线性关
系良好，线性回归方程为 A = 37. 638c + 0. 220 0，
r2 = 0. 999 9。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 ～ 150 nm 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。

Figure 1 SEM images of 10%mPEG2000 -PLGA nanoparticles

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-NPs 1 mL 于磷
酸盐缓冲液中( pH 7. 4) ，37℃振荡，于不同时间点取
样，样品经 0. 45 μm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 24 h内的泄漏百分率均低于 14%。摄取
的 4 h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 36 h。取出盖玻片后，PBS 洗涤
2 次，4%多聚甲醛固定 30 min，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 5 mmol /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( 5 mmol /L) 孵育 30 min 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。

Figure 2 Photomicrographs of HGC-27 cells staining
A: Alcian blue-periodic acid sthiff( AB-PAS) staining; B: AB-PAS stai-
ning after acetylcysteine washed; C: Mager coccinellin staining; D: Mager
coccinellin staining after acetylcysteine washed

2. 7 纳米粒对细胞增殖的影响
采用四唑盐比色法( MTT assay) 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 24 h 后，分别
加入不同的纳米粒混悬液 ( 纳米粒的浓度为

0 ～ 500 μg /mL) ，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 mg /mL) 溶液
10 μL，孵育 4 h 后弃去上清液，每孔加入 DMSO
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150 μL，水平振荡 10 min 后，用酶联检测仪在
490 nm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 200 μg /mL 时，HGC-27
细胞 24 h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 200 μg /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 36 h。

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 100 μg /mL，相当
于 C6 的量为 0. 3 μg /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( 5 mmol /L) 1 mL，37 ℃孵育 30 min，取出盖玻
片，PBS洗涤 2 次，4%多聚甲醛固定 30 min 后，取
出晾干，在激光共聚焦显微镜( 激发波长 488 nm，
发射波长 520 nm) 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 36 h。
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 200 μg /mL，相当于 C6 的量

为 0. 6 μg /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 1 mL乙酰半胱氨酸
( 5 mmol /L) 37 ℃孵育 30 min，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。

Figure 3 Nanoparticles uptake analyzed by HPLC

Figure 4 mPEG1000 -PLGA-NPs ( A) and mPEG2000 -PLGA-NPs ( B) uptake analyzed by confocal laser scanning microscope( 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

4 h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. 8 mV) 的荧
光强度与荷负电荷的 PLGA-NPs ( Zeta 电位为
－ 11. 1 mV ) 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. 0 mV) 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) 。

Figure 5 Uptake of the different electrical nanoparticles by HGC-27
cell analyzed by CLSM( A) and HPLC( B)
a: CS-PLGA-NPs ( + 22. 8 mV) ; b: PLGA-NPs ( － 11. 1 mV) ; c: 10%
mPEG2000 -PLGA-NPs ( － 8. 0 mV)

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 120 nm 左右的 10%

mPEG2000-PLGA-NPs 量是 420 nm 纳米粒的 1. 4 ～
1. 8倍。

Figure 6 Uptake of the different size nanoparticles by HGC-27 cell
analyzed by CLSM( A) and HPLC( B)
a: 10% mPEG2000 -PLGA-NPs ( 420 nm ) ; b: PLGA-NPs ( 130 nm ) ;
c: 10%mPEG2000 -PLGA-NPs ( 120 nm)

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，4 h 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 1 h 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 1 h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。

Figure 7 Uptake of PLGA-NPs ( A) and 10%mPEG2000 -PLGA-NPs( B) by HGC-27 cells in different time
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3 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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