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摘要 目的  研究壳寡糖及其纳米粒的 肺上皮细胞摄取作用 探讨壳寡糖纳米粒作为药物载体的可能性 ∀

方法  溶剂扩散法制备壳寡糖纳米粒 以 肺上皮细胞评价壳寡糖及其纳米粒的细胞毒性 由荧光倒置显微镜 !

流式细胞仪研究 细胞对壳寡糖及其纳米粒的摄取作用 ∀结果  壳寡糖及其纳米粒的细胞毒性均较低 ≤分

别为 1和 1 # ∀壳寡糖及其纳米粒的细胞摄取作用与其浓度及细胞孵育时间相关 在同一孵育时间

壳寡糖纳米粒的摄取量比等浓度的壳寡糖增加 1 ∗ 1倍 ∀结论  壳寡糖及其纳米粒的细胞毒性较低 ∀壳寡糖

形成纳米粒后 可显著增加 细胞的摄取作用 ∀
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  具有良好生物相容性 !低毒性和可生物降解≈

的壳聚糖 目前已应用于药物的缓释或控释≈ !促进

难溶性药物吸收≈
以及携带质粒 ⁄的基因治疗

研究≈ ∀但常用的壳聚糖分子量大 !粘度高 无法在

生理 条件下溶解≈
消化道内水解 Β糖苷降解的

壳聚糖酶≈的缺乏 也导致作为药物载体组成部分

的壳聚糖分子在人体消化道吸收的困难 ∀因此 研

究壳寡糖 ≤≥作为药物载

体材料具有重要意义 ∀
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受体内生物酶或细胞物理屏障影响 大分子药

物很难被吸收 ∀通过荷正电的壳聚糖连接荷负电的

生物大分子形成壳聚糖纳米粒技术 人们已开始了

相关基因 !疫苗和抗肿瘤药物给药系统的研究≈ ∀

纳米粒载体参与药物的吸收过程 导致了纳米粒空

间结构 载体材料理化性质等因素对细胞摄取机理

与程度的直接影响 ∀很少有揭示壳聚糖纳米粒上皮

细胞转运机理的定量研究报道 ∀

以大分子药物荧光标记为代表的荧光标记技

术 可简单快速地进行细胞摄取的定量研究 ∀但这

种技术不能系统阐述给药载体本身的细胞转运过

程 ∀采用物理包裹荧光物质的方法 存在转运过程

中荧光物质的丢失问题 导致研究结果的定量困

难≈ ∀选用载体材料的直接荧光偶联方法可以解决

这些问题 ∀

本研究拟采用生理  环境可溶的壳寡糖 偶

联异硫氰基荧光素∏ ƒ×≤ 

用溶剂扩散法制备壳寡糖纳米粒 以 肺上皮细

胞为模型细胞 定量研究壳寡糖及其纳米粒的细胞

转运机理 探讨壳寡糖载体材料及其纳米粒的潜在

价值 ∀

材料和方法

1  实验材料和仪器

壳聚糖浙江玉环海洋生物化学有限公司 平均

分子量  万 壳聚糖酶≤ ∏×⁄

 异硫氰基荧光素≥  °

∏  胰蛋白酶 ×

≠ ≥ ∞°∞≥ ××上海生工生物

工程技术有限公司 超级新生小牛血清杭州四季

青生物工程材料有限公司 司盘 中国医药集团

上海化学试剂公司 其他试剂均为分析纯 ∀

超滤器×ƒƒ ≥ 凝

胶色谱测定仪 ≥2°

≥ 粒度及表面电位分析仪 ≥ 

√ 酶联检测仪⁄2 国营华东电子

管厂 荧光倒置显微镜 ⁄ 

 流式细胞仪⁄≥ ⁄≥ ∀

2  实验方法

2 .1  壳聚糖酶水解与分子量测定

壳聚糖酶水解  壳聚糖  加至 1  √Π√盐

酸溶液  中  ∗  ε 水浴条件下搅拌溶解 ∀

按壳聚糖酶Β壳聚糖 1ΒΠ比例加入壳聚糖

酶  ε 水浴酶解 控制反应时间 ∀酶解溶液以

 1 ≅ γ 离心  上清液过 1 Λ滤膜预

处理 ∀滤液分别以 万和 万截留分子量超滤膜

° ÷¬°

÷¬≥超滤分级 取 个分子

量之间的超滤液 冷冻干燥 得壳寡糖 ∀

分子量测定  凝胶渗透色谱条件 检测器 示差

检测器   ≥ 色谱柱 ×≥2

≥• 1  ⁄≅  ≥ 流动相 

1 #醋酸钠用  醋酸调 至 1 柱温 

 ε 检测器温度  ε 进样量  Λ流速 1

# ∀

测定法  取分子量分别为 1 ≅ 

1 ≅



1 ≅ 


1 ≅ 


1 ≅ 

 和 1 ≅ 

∏

的葡聚糖标样 ≥≤2 °∏2 

°≥ 加双蒸水溶解 控制

终质量浓度为 1 #
进样后得标样的洗脱曲

线 ∀ ≤≥ 加流动相溶解 使终质量浓度为 1

#
进样测定 ∀按标样的洗脱曲线 计算 ≤≥ 分

子量 ∀

2 .2  壳寡糖与异硫氰基荧光素的偶联

取异硫氰基荧光素ƒ∏ 

ƒ×≤ 1 和 ≤≥ 1 分别溶于  乙醇溶

液  与  ∀在冰浴 !避光与磁力搅拌 

#
下 将 ≤≥ 溶液滴加到 ƒ×≤ 溶液中 同条

件下反应  ∀加入无水乙醇  ∀混悬液以

 1 ≅ γ 离心  沉淀用无水乙醇洗涤 次 

每次  得 ≤≥ 的 ƒ×≤ 标记物 ƒ×≤ 

 ƒ×≤2≤≥ 干燥器中保存备

用 ∀

2 .3  纳米粒的制备与理化性质测定

2 .3 .1  纳米粒的制备  将 ƒ×≤2≤≥  溶于

 醋酸溶液  ∀于 ε 水浴及磁力搅拌

#
下 将 ƒ×≤2≤≥ 溶液滴加至含乙醇  

和司盘   的溶液中 ∀在 ε 及磁力搅拌下 

抽真空除去水分 反应液在 ε 以  ≅ γ 离心 

石油醚洗涤沉淀 次每次   除去残留的

司盘  ∀继续加入  双蒸水分散 在冰浴条件

下 超声处理  次 得 ƒ×≤2≤≥ 纳米粒  ≤≥

≤≥2°混悬液  ε 保存备用 ∀

2 .3 .2  纳米粒的理化性质测定  纳米粒混悬液加

双蒸水稀释 倍 用粒度及表面电位分析仪测定粒

径及 电位 ∀

2 .4  细胞毒性与细胞摄取研究

2 .4 .1  细胞培养  取人 型肺上皮细胞 购
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自中科院上海细胞所 在含有   小牛血清的

 ° 培养液中连续培养   ≤  ε 孵

箱 ∀取对数生长期细胞 胰酶消化后用  ° 

稀释 按每孔  ≅ 
 个细胞的密度接种 孔培养

板∏√≥ 孵箱

内预培养  ∀

2 .4 . 2  细胞毒性测定  试验采用四唑盐比色法

××  ∀于  孔培养板中的细胞贴壁生长

后 分别加入不同浓度的 ƒ×≤2≤≥溶液及其纳米粒

混悬液终质量浓度分别为      和

 #
 并设对照孔 每组重复 次 孵育 

每孔加入 ××  Λ孵育  弃去上清液 °≥

溶液冲洗 次 每孔加入 ⁄≥  Λ终止反应 

将培养板水平振荡  用酶联检测仪在  

处测定吸光度 按式计算细胞存活率 

细胞存活率    Α样品ΠΑ对照 ≅   

其中 Α样品为加入载体后细胞的吸光度 Α对照

为空白对照细胞的吸光度 ∀

2 .4 .3  荧光倒置显微镜观察  孔培养板中的细

胞贴壁生长后 分别加入 ƒ×≤2≤≥溶液及其纳米粒

混悬液终浓度分别为   和  #
 于孵

育 1   和  后 用 °≥冲洗细胞 次 荧

光倒置显微镜观察并拍照 ∀

2 .4 .4  流式细胞仪测定  取   部分得到的细

胞 经胰酶消化 收集细胞 流式细胞仪测定 ∀

结果

1  壳聚糖分子量

用凝胶渗透色谱法可以测得数均分子量 Μ !

重均分子量 Μ• 和 均分子量 Μ ∀实际测得的

≤≥分子量结果见表  该分子量的 ≤≥ 能够溶解

于生理 值的 °≥溶液中 ∀

Ταβλε 1  ∆ετερµινατιον ρεσυλτσ οφ χηιτοσαν

ολιγοσαχχηαριδε µολεχυλαρ ωειγητσ (υ)

Μ
Μ•

Μ

      

2  壳寡糖与异硫氰基荧光素的偶联

壳寡糖主链上的部分氨基与 ƒ×≤ 的异硫氰基

加成反应 形成偶联物 ƒ×≤2≤≥ 结构式见图  ∀

ƒ∏  ≤∏∏ƒ×≤2≤≥

3  纳米粒粒径与表面电位

制得的纳米粒结构示意图见图  ∀用粒度及表

面电位分析仪测得壳寡糖纳米粒径分布见表  ∀将

两个粒径分布区域的数量平均值和体积平均值分别

计算 得到粒径的数量平均值 1  粒径的体积

平均值 1  电位 1 ∂ ∀测定结果表

明 壳寡糖纳米粒混悬液荷正电 电位大于  ∂ 

体系相对稳定 ∀

4  细胞毒性

××试验测得的细胞活力显示 随着 ƒ×≤2≤≥

及其纳米粒浓度的增加 细胞存活率降低 浓

度为  #时细胞的存活率分别为1 ?

1 和1 ? 1  ∀采用直线回归法推算壳

寡糖及其纳米粒混悬液的 ≤分别为 ? 和

 ?  # ∀

ƒ∏  ≥∏ 

ƒ×≤2≤≥ 

Ταβλε 2  Παρτιχλεσσιζε ανδ ζετα ποτεντιαλ οφ χηιτοσαν ολιγοσαχχηαριδε νανοπαρτιχλεσ (ΧΣΟ2ΝΠσ)

°Π

∏√Π

  • √Π

∂∏√Π

  • √Π



Π ∂

                   ? 
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5  荧光倒置显微镜观察细胞摄取实验

荧光倒置显微镜观察结果显示 ƒ×≤2≤≥作用

于 细胞后的荧光强度较弱 未能在荧光倒置显

微镜下明显显示 而相同分子量壳寡糖构成的纳米

粒与 细胞作用后显示出较强的荧光图  ∀

低浓度 #
的 ƒ×≤2≤≥纳米粒 在与 

细胞共同孵育 1 和  时 已经显示出明显的点

状荧光聚集体图  ≤ 当孵育时间增加到 

和  荧光强度进一步增加 并开始出现片状荧光

聚集体图 ⁄∞ ∀中等浓度 #
的 ƒ×≤2

≤≥纳米粒 在与 细胞共同孵育 1 后即呈

现明显的点状荧光聚集体图 ƒ 随着孵育时间增

加  和   荧光聚集体由点状转变为片状

图    ∀高浓度 #
的 ƒ×≤2≤≥

纳米粒 在与 细胞共同孵育后 其荧光强度呈

现更高的大片状荧光聚集体 图   并

与孵育时间明显正相关 ∀

  由荧光倒置显微镜结果 可获取壳寡糖纳米粒

被 细胞摄取的明确信息 ∀壳寡糖纳米粒经细

胞摄取后的荧光强度 与孵育时间和纳米粒浓度存

在比较典型的依赖性 而相同分子量的壳寡糖分子 

在荧光倒置显微镜下未能观察到明显的细胞摄取作

用 ∀

  # 1  #  ≤  #  ⁄ #  ∞ #  ƒ  # 1 

  #    #   #   #   # 1  #  

  #   #    #  

ƒ∏  ƒ∏∏∏ ≤≥2°∏    

6  流式细胞仪分析细胞摄取实验

流式细胞仪的测定结果与荧光倒置显微镜结果

基本一致图  由于检测灵敏度提高 得到了

ƒ×≤2≤≥分子与 细胞相互作用后的细胞阳性

率数据 ∀

  不同浓度的 ƒ×≤2≤≥ 溶液   和 

#
图  短时间共同孵育 [  的细胞阳性

率比较低     当孵育时间延长到  和  

时 阳性细胞百分数有显著的增加 且浓度呈现明显

的时间依赖性 其中高浓度 ƒ×≤2≤≥ #


孵育  后的阳性细胞百分数接近   证实这种

分子量的壳寡糖分子可以被 细胞摄取 ∀

  壳寡糖纳米粒也呈现相同的变化趋势图  ∀

有报道≈认为聚阳离子纳米粒主要通过纳米粒表面

的正电荷与细胞表面带负电荷的蛋白多糖非特异性

静电结合被吞噬进入细胞 这种内吞作用取决于纳

ϖ ) ϖ ƒ×≤2≤≥  #   τ ) τ ƒ×≤2≤≥  #  

ο ) ο ƒ×≤2≤≥  #   ω ) ω ≤≥2°  #  

υ ) υ ≤≥2° #  π ) π ≤≥2° #

ƒ∏  ×∏ √∏

 ƒ×≤2≤≥  ƒ×≤2≤≥ √∏

    #
   

 ν    ξ ? σ

## 药学学报 °∏≥    



米粒表面正电荷的总数量和细胞膜上带负电荷的蛋

白多糖的密度 ∀当壳寡糖纳米粒浓度较低时 细胞

摄取的数量与纳米粒的浓度亦即正电荷的数量成正

比 随着壳寡糖纳米粒浓度的增加 当其正电荷数量

接近于细胞表面负电荷数量时 细胞的摄取数量快

速增加 然后趋于平缓呈饱和状态 ∀

  在各个不同的细胞孵育时间点 纳米粒的阳性

细胞百分率明显高于相同浓度的 ƒ×≤2≤≥溶液图

 ∀其中以低浓度 #
增加比例最为显著 

最大值为增加 1倍 在各个时间观察点的结果比

较中 以  时增加的平均倍数最高1倍 ∀

τ  #   #  υ  #  ω ) ω 

ƒ∏   ×  ∏  ƒ×≤2≤≥
ƒ×≤2≤≥ 

√∏

结果

本文采用生物酶解技术 得到了在生理  环

境下可以溶解的壳寡糖 发现其细胞毒性明显低于

分子量较大的壳聚糖≈ ∀ 细胞的摄取研究表

明 壳寡糖分子可以被细胞所摄取 由壳寡糖分子组

成的纳米粒 其细胞摄取作用明显高于等浓度的壳

寡糖分子 并存在明显的浓度和时间的依赖性 揭示

壳寡糖纳米粒作为生物大分子药物载体的潜在功

能 ∀

Ρεφερενχεσ

≈ ∏      ετ αλ ≤ 

√ √ √≈  Αδϖ ∆ρυγ ∆ελιϖ

Ρεϖ 51      

≈ ≤ ƒ ×  ≠ ÷   

√√ ≈  ϑ Σουτηωεστ Υνιϖερσιτψ φορ Νατιοναλιτιεσ#

Νατυραλ Σχιενχε Εδιτιον  28    

≈ ≥  ∂∏  ≥°  ετ αλ ≤ 

  ∏ ∏

 ∏∏  ≈  Ευρϑ Πηαρµ Σχι 

 8    

≈ ∏ •   ≠ ⁄ ≤   √√ ) 

 2√ √   ≈  ϑ

Χοντρολλεδ Ρελεασε  83    

≈ ×  ∏   ∂  ετ αλ° 

     

≈  Χαρβηψδρατε Ρεσ 337    

≈ •    √√ ∏ ∏ 

        ∏

 ≈    ≤ ≥ °  ÷ ° 

Αδϖανχεδ Χηιτιν ανδ Χηιτοσαν ≈     ∞√

≥    

≈ ≥∏  ∏ ƒ  ετ αλ ≤∏∏ ∏ 

  ∏∏  ≈ 

Πηαρµ Ρεσ 15    

≈   •  •  ∞ ⁄  

√ √  ≈  Αδϖ ∆ρυγ

∆ελιϖ Ρεϖ 53    

≈  ≤  ∏ ⁄ ∞√∏  

∏     ≈  Ιντ ϑ

Πηαρµ  148    
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