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摘 要 目的：制备并表征包载荧光染料1，1′-二十八烷基-3，3，3′，3′-四甲基吲哚三碳花青碘（DiR）的聚乙二醇-聚乳酸-羟基乙

酸共聚物（DiR-PEG-PLGA）纳米囊，评价其体外生物相容性。方法：以聚乳酸-羟基乙酸共聚物（PLGA）、聚乙二醇（PEG）-PLGA

共混物为载体，采用改良的超声乳化法制备DiR-PEG-PLGA纳米囊样品。对样品的粒径、Zeta电位、形貌、稳定性、体外荧光特性

等进行检测；采用MTT试验评价样品对人源性HL7702肝细胞的体外细胞毒性，采用体外溶血试验考察其对健康Wistar大鼠血细

胞的溶血作用。结果：所制备的DiR-PEG-PLGA纳米囊呈圆球形，具有明显核壳结构，平均粒径为（507.53±7.87）nm，粒径的多分

散系数为0.306 1±0.001 5，Zeta电位为（－35.20±0.92）mV；4 ℃条件下保存6个月，稳定性较好；体外荧光信号强度（y）随DiR质

量浓度（x）呈线性增加，线性方程为 y＝0.345 2x+0.433 4（R2＝0.997 3）。所制纳米囊对HL7702细胞的毒性为0～1级（即无细胞毒

性），对大鼠血细胞无体外溶血作用。结论：本研究成功制备了具有荧光特性的DiR-PEG-PLGA纳米囊；所制纳米囊体外生物相容

性较好，有望成为一种安全的药物光学示踪载体。

关键词 纳米囊；超声乳化法；荧光；表征；生物相容性；DiR；聚乙二醇；聚乳酸-羟基乙酸共聚物
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare and characterize Fluorescent dye 1，1′-octacosyl-3，3，3′，3′-tetramethylindocarbocyanine

iodide（DiR）-loading polyethylene glycol-poly lactic-co-glycolic acid （DiR-PEG-PLGA） nanocapsules， and to evaluate its

biocompatibility in vitro. METHODS：Using PLGA and PEG-PLGA as carrier，DiR-PEG-PLGA nanocapsules were prepared by

􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂
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纳米载药系统（Nano-drug delivery system）是指药

物与载体材料一起构成的粒径为 1～1 000 nm 的纳米

级药物输送系统，包括纳米囊、纳米粒、纳米球、纳米乳

等[1]。其中，纳米囊是一种药库膜壳型载体，由高分子材

料外壳与液状内核构成，药物分散于外壳材料或溶解于

液状内核中，其稳定性好，对亲水或亲脂性药物均适

用。但纳米囊进入血液循环后大部分被肝、脾等器官快

速摄取，在循环系统中停留时间较短[2]。而在纳米级尺

寸下，对载体材料进行表面修饰后，所制得的载药系统

可呈现长循环效果，具有靶向给药、缓/控释释药、提高生

物利用度、降低毒副作用等特点[3-5]。

聚乳酸-羟基乙酸共聚物（PLGA）具有毒性小、生物

相容性好的特点，是被美国 FDA 批准的注射剂药用辅

料，广泛用于抗肿瘤药物的载药系统中 [6]。聚乙二醇

（PEG）是一种无毒的水溶性聚合物，具有高度亲水性、

良好的生物相容性及血液相容性；与 PLGA共聚后，能

够有效阻止调理素在PLGA纳米粒表面的吸附，使纳米

粒不被网状内皮系统（RES）识别为异物，从而实现长循

环[7]。PEG-PLGA用于静脉注射给药，可以调节纳米粒

的生物降解行为和释药方式[8]。1，1′-二十八烷基-3，3，

3′，3′-四甲基吲哚三羰花青碘（1，1′-dioctadecyl-3，3，

3′，3′-tetramethylindotricarbocyanine，简称 DiR）是一种

亲脂性的羰花青荧光染料，常用于细胞或亚细胞的染色

及结构成像；其光吸收在近红外区域，且荧光强度较大、

光稳定性好、可穿透动物组织、背景干扰小，因此目前也

用于动物活体成像的示踪[9]。但DiR疏水性较强限制了

其在生物活体内的广泛应用，近年来以其作为纳米示踪

剂的研究还较少；而采用纳米技术可以增强DiR的水溶

性，制成纳米制剂后注射给药可对载药系统进行吸收分

布的示踪研究[9]。鉴于此，本研究以 PLGA、PLGA-PEG

共混物为载体材料，采用超声乳化法制备包载荧光染料

DiR的纳米囊，并对纳米囊的形貌、体外荧光特性、稳定

性等进行表征，考察其体外生物相容性，为将来作为安

全的药物光学示踪载体应用提供基础。

1 材料
1.1 仪器

WINNER-801型纳米激光粒度仪（济南微纳颗粒技

术有限公司）；Zetasizer Nano ZS90型激光粒度仪（英国

Malvern公司]；BT25S型电子分析天平[赛多利斯科学仪

器（北京）有限公司]；JEM-1400 PLUS 型透射电子显微

镜（日本电子株式会社）；FS-300N型超声波处理器（上海

生析超声仪器有限公司）；DMIL-LED型荧光倒置显微

镜（德国Leica公司）；TDL-60B型台式离心机（上海安亭

科学仪器厂）；IVIS LuminaLT SeriesⅢ型小动物活体成

像系统（美国 Caliper Life Sciences 公司）；Multiskan FC

型酶标仪（上海赛默飞世尔仪器有限公司）；CCL-170B-8

型 CO2培养箱（昆明倍捷科技有限公司）；细胞培养瓶

（美国Costar公司）。

1.2 试剂

PLGA[ 分 子 量（Mw）：20 kDa，乳 酸 - 羟 基 乙 酯

（LA-GA）聚 合 质 量 比 ：75 ∶ 25，批 号 ：20140921]、

PEG-PLGA[Mw（PEG）：4 kDa，Mw（PLGA）：20 kDa，

PEG-PLGA聚合质量比：1 ∶ 5，批号：20140918]均由济南

岱刚生物科技有限公司提供；聚乙烯醇（PVA，美国Sig-

ma公司，Mw：89～98 kDa，水解度：99％）；DiR（美国Bio-

tium公司）；DMEM培养基、胎牛血清（以色列BioInd公

司）；MTT（大连美仑生物技术有限公司）；二甲基亚砜

（DMSO，美国Sigma公司）；0.9％氯化钠注射液（以下简

称“ 生理盐水 ”，昆明南疆制药有限公司 ，批号 ：

C170503）；其余试剂均为分析纯，水为蒸馏水。

1.3 细胞与动物

人源性HL7702肝细胞由中国科学院上海细胞生物

研究所提供；Wistar 大鼠 [动物许可证号：SCXK（湘）

2016-0002]由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供。

2 方法与结果
2.1 DiR-PEG-PLGA荧光纳米囊的制备

参照文献 [10-11]，采用改良的超声乳化法制备

DiR-PEG-PLGA 纳米囊。精密称取 PLGA 25 mg，溶于

含有0.5 mg DiR的乙酸乙酯3 mL中，加水200 μL，在避

光冰浴条件下，超声（功率：105 W，频率：20 kHz）处理

32 s，形成油包水（W1/O1）初乳；将初乳加入含有 75 mg

PEG-PLGA 的乙酸乙酯 2 mL 中，超声（功率：90 W，频

率：20 kHz）处理 4 s，形成W1/O乳液；将乳液加入 0.5％

PVA溶液 25 mL中，超声（功率：75 W，频率：20 kHz）处

理 56 s，形成水包油包水（W1/O/W2）复乳；将复乳以 75

mL水稀释，于通风橱内避光搅拌过夜，挥去乙酸乙酯；

modified ultrasonic emulsification method. The particle size，Zeta potential，morphology，stability and fluorescence in vitro of

nanocapsules were detected respectively. MTT assay was used to evaluate cytotoxicity in vitro of nanocapsules to human-derived

HL7702 hepatocytes，and hemolysis test was carried out to investigate its hemolysis effects. RESULTS：Prepared DiR-PEG-PLGA

nanocapsules were spherical with a clear core-shell structure. The average particle size was（507.53± 7.87）nm，polydispersity

coetficient of particle size was 0.306 1±0.001 5 and Zeta potential was（－35.20±0.92）mV with good stability within 6 months

under 4 ℃. Fluorescence signal intensity（y）of nanocapsules was increased linearly with DiR mass concentration（x）in vitro. The

linear eguation was y＝0.345 2x+0.433 4（R2＝0.997 3）. The toxicity of nanocapsules to HL7702 cells was between 0-1 degree，and

no hemolytic effect was observed. CONCLUSIONS：The study successfully prepare fluorescent DiR-PEG-PLGA nanocapsules with

high biocompatibility in vitro，which is further expected to become a safe optical drug carrier.

KEYWORDS Nanocapsules；Ultrasonic emulsification；Fluorescence；Characterization；Biocompatibility；DiR；PEG；PLGA
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图1 DiR-PEG-PLGA纳米囊粒径分布图

Fig 1 Particle size distribution of DiR-PEG-PLGA

nanocapsules

最后将所得乳液以 6 000 r/min（离心半径：13 cm，下同）

离心 10 min，收集沉淀，再以水洗涤并同法离心 2次，收

集得 10 mL 的蓝绿色乳液，即为 DiR-PEG-PLGA 纳米

囊 。 依法制备 4 批纳米囊样品（批号 ：20160811、

20160812、20160813、20160814），于4 ℃保存。

2.2 DiR-PEG-PLGA纳米囊的表征

2.2.1 粒径与Zeta电位测定 取4批纳米囊样品（批号：

20160811、20160812、20160813、20160814）适量，以水稀

释后采用WINNER-801型激光粒度仪测定粒径的多分

散系数（PDI），采用ZS90型激光粒度仪测定Zeta电位，

每个样品重复测定 3次。结果显示，4批样品的平均粒

径为（507.53±7.87）nm，RSD 为 1.55％（粒径分布见图

1）；PDI 为 0.306 1±0.001 5；Zeta 电位为（－35.20±

0.92）mV。

2.2.2 形貌表征 取纳米囊样品（批号：20160813）适

量，以水稀释后滴于载玻片上，采用倒置显微镜观察纳

米囊显微形态（见图 2）。结果，显微镜视野内可见大量

囊泡状纳米粒子均匀分布，未见明显聚集或融合现象。

将样品滴于细胞计数板上，按照细胞计数方法[12]估算纳

米囊浓度，得样品浓度约为 7.68×1012 mL－1。将样品滴

于透射电镜专用铜网上，滤纸吸干多余样品，室温干燥

后，以 2％磷钨酸溶液染色，采用透射电镜（加速电压：

120 kV）观察纳米囊形貌（见图3）。结果，透射电镜下可

见纳米囊分布均匀，呈圆球形，边缘较光滑圆整，核壳结

构明显，而且内核水层未被磷钨酸染色，表明纳米囊外壳

结构完整，具有较强的包封药物的能力；纳米囊粒径约

300 nm左右，略小于激光粒度仪测定结果，这可能由于

激光粒度仪测定的是纳米囊在液体状态下的水合粒径，

而透射电镜测定的是干燥状态下的粒径造成的差异[12]。

2.2.3 体外稳定性考察 取纳米囊样品（批号 ：

20160813）适量，以水稀释后在4 ℃条件下保存，每隔30

d测量一次粒径和PDI，考察纳米囊 6个月内的稳定性。

结果显示，纳米囊 6个月内粒径变化很小，在 480～530

nm 之间 ，平均粒径为（509.19 ± 15.55）nm，RSD 为

3.05％；平均 PDI为 0.255 6±0.018 7，RSD为 7.32％，详

见图4。结果表明，所制纳米囊稳定性较好，具有作为载

药体系的潜力。

2.2.4 体外荧光成像特性考察 按照“2.1”项下方法，分

别称取 PLGA 25 mg，溶于含有 0、0.1、0.2、0.3、0.5 mg

DiR的乙酸乙酯3 mL中，制备含不同量DiR的纳米囊样

品（样品中DiR最终质量浓度分别为0、10、20、30、50 μg/

mL），加于 96孔细胞培养板中，每孔 100 μL。采用小动

物活体成像系统进行扫描（参数设置：激发波长为 745

nm，发射波长为780 nm，曝光时间为3 s）。结果显示，纳

米囊样品具有明显的荧光信号，且信号强度随着荧光染

料 DiR 质量浓度的增加而明显增强，并呈现浓度依赖

性，详见图5。

将所得图像选取相同大小的感兴趣区域（Region of

interest，ROI），经 IVIS Lumina Ⅲ 4.3.1版小动物成像系

统软件分析处理，以荧光信号强度为纵坐标（y）、纳米囊

中DiR质量浓度为横坐标（x）进行线性拟合，得线性方

图3 DiR-PEG-PLGA纳米囊透射电镜图（×80 000）

Fig 3 TEM photograph of DiR-PEG-PLGA nanocap-

sules（×80 000）

图2 DiR-PEG-PLGA纳米囊显微镜图（×400）

Fig 2 Microscope photograph of DiR-PEG-PLGA

nanocapsules（×400）
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图4 DiR-PEG-PLGA纳米囊6个月内的稳定性

Fig 4 Stability of DiR-PEG-PLGA nanocapsules

within 6 months
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程为 y＝0.345 2x+0.433 4（R 2＝0.997 3）。结果表明，纳

米囊荧光信号强度与DiR质量浓度的线性关系较好，呈

明显的正相关性，提示DiR-PEG-PLGA纳米囊具有作为

荧光成像对比剂的能力，同时可用于后续活体动物体内

成像过程中的实时半定量研究。

2.3 DiR-PEG-PLGA纳米囊的体外生物相容性评价

2.3.1 体外毒性试验 参考文献[6]，采用MTT法检测

DiR-PEG-PLGA纳米囊的体外毒性。将人源性HL7702

肝细胞在DMEM培养基中培养，正常传代后，取对数生

长期的细胞以每孔 8×104 mL－1的浓度铺于 96孔培养板

内，每孔100 μL，在37 ℃孵育24 h；加入以水稀释的8组

不同浓度的纳米囊样品（批号：20160813），每孔100 μL，

使纳米囊的终浓度为 8×1010～77×1010 mL－1，每组5个复

孔。同时设置对照组和调零组：对照组仅加入细胞和

DMEM 培养基；调零组内仅加入不同浓度的纳米囊和

DMEM培养基。将培养板放入CO2培养箱中于37 ℃孵

育24 h后，每孔加入5 mg/mL的 MTT溶液20 μL继续孵

育 4 h；吸弃培养液，加入DMSO 150 μL，于摇床上低速

振荡 10 min。采用酶标仪在 492 nm波长处测定每孔的

吸光度（OD）值，计算纳米囊的细胞存活率。细胞存活

率（％）＝（ODtest－ODzero）/（ODcontrol－ODzero）×100％，式中

ODtest 为纳米囊样品的 OD 值，ODcontrol 为对照组的 OD

值，ODzero为调零组的OD值，结果见图 6。参照《医疗器

械生物学评价》（GB/T16886-1-1997）的规定，一般认为

毒性分为 6级：当细胞存活率≥100％为 0级，75％～

99％为 1 级，50％～74％为 2 级，25％～49％为 3 级，

1％～24％为 4级，0为 5级；其中，级数越高，毒性越大，

达到 1级即为较安全[13]。由图 6可见，细胞存活率均在

75％以上，DiR-PEG-PLGA 纳米囊对 HL7702细胞的毒

性为0～1级。同时，在倒置显微镜下观察，结果发现加

入纳米囊的各样品组细胞生长状态较好、形态规则，与

对照组细胞相比无明显差异，因此可判断纳米囊无细

胞毒性。

2.3.2 体外溶血试验 参考文献[12]溶血实验方法，预

先采集健康Wistar大鼠血液 4 mL，加入适量肝素抗凝，

并与生理盐水按体积比 1 ∶ 1混合，1 500 r/min 离心 15

min，收集红细胞沉淀；沉淀以 10倍体积量生理盐水混

匀，1 500 r/min离心 25 min，洗涤 3次至上清液无色；最

后将收集的红细胞沉淀以生理盐水制成2％红细胞悬液

备用，24 h内用完。取纳米囊样品（批号：20160813）适

量，加水稀释至不同浓度（浓度设置同“2.3.1”项），在

37 ℃水浴中预热 30 min。同时设置阳性对照组和阴性

对照组：阳性对照组以水代替样品液；阴性对照组以生

理盐水代替样品液。每组实验重复 5次。吸取样品液

150 μL与2％红细胞悬液等体积混合，在37 ℃水浴中孵

育 1 h 后，3 000 r/min 离心 25 min。观察各管内溶血状

态；吸取每管内上清液150 μL置于96孔培养板内，采用

酶标仪于 540 nm波长处测定每孔OD值，计算样品的相

对溶血率。相对溶血率（％）＝（ODsample － ODnegative）/

（OD100％－ODnegative）×100％，式中，ODsample 为纳米囊样品

的OD值，OD100％ 为阳性对照组的OD值，ODnegative为阴性

对照组的OD值，结果见图6。一般认为，相对溶血率＜

5％即达到注射用的标准要求[14]。结果显示，阳性对照

组离心管内呈现红色透明溶液，管底无完整红细胞沉

淀，相对溶血率为100％；阴性对照组红细胞全部沉积于

离心管下层，上清液为无色透明溶液，相对溶血率为 0；

而不同浓度的纳米囊样品管与阴性对照组现象相似，即

上清液近似无色透明，红细胞沉于管底，其相对溶血率

均在 1％以下，远低于 5％的标准值，符合 2015版《中国

药典》（四部）通则（1148）“溶血与凝聚检查法”项下对

相对溶血率检查的规定[14]。结果表明，DiR-PEG-PLGA

纳米囊的体外生物相容性较好，具有用于注射剂开发

的潜力。

3 讨论

超声乳化法制备纳米囊是借助超声波的机械剪切

和空化作用，将有机相与水相混合，形成水包油包水（W/

O/W）乳液，再挥发除去有机溶剂，制得粒径在纳米级范

围的均匀分散体系[11]。超声乳化法多选用二氯甲烷或
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图6 DiR-PEG-PLGA纳米囊体外生物相容性

Fig 6 Biocompatibility of DiR-PEG-PLGA nanocap-

sules in vitro

图5 DiR-PEG-PLGA纳米囊体外荧光信号强度

Fig 5 Fluorescence signal intensity of DiR-PEG-

PLGA nanocapsules in vitro
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氯仿作为油相溶剂[10-11]，但前期研究发现二氯甲烷或氯

仿在本体系中并不能很好地分散纳米囊，因此选用与水

具有一定亲和性的乙酸乙酯为油相溶剂。DiR是一种光

吸收在近红外区的荧光染料，以其为示踪剂有利于后期

进行小动物活体成像研究。为了更好地包载DiR，选用

PLGA与PEG-PLGA共混物制备纳米囊，即先利用疏水

性 更 强 的 PLGA 包 载 亲 脂 性 的 DiR，外 面 再 包 裹

PEG-PLGA 增强其亲水性。研究中制备的 DiR-PEG-

PLGA纳米囊虽然PDI较大，但Zeta电位绝对值也较高

[（35.20±0.92）mV]，Zeta电位与纳米粒的表面电荷有关，

能够表征胶体分散体系的稳定性，即使纳米粒粒径很小，

但如果Zeta电位的绝对值较高（＞15 mV），则纳米粒子

间也不易发生聚集，纳米载药系统就会比较稳定[1，15]。本

研究结果提示，DiR-PEG-PLGA 纳米囊稳定性较好，可

以完整包载疏水性DiR、增强其水溶性；同时提示，可以

利用DiR的体外荧光特性进行后续小动物体内示踪成

像，进行载药纳米囊的体内分布研究。

生物相容性是评价纳米载体材料用于临床前研究

的最基本要求，是药物制剂生物安全性的保证。细胞毒

性试验一般被列为生物安全评价体系中的首选项目之

一，MTT 法是其中检测细胞生长和存活情况的常用方

法，它通过体外细胞培养来评价样品潜在的毒性，操作

简便、灵活、重复性好[16]。本实验结果显示，不同浓度的

DiR-PEG-PLGA 纳米囊对于细胞存活与生长均无明显

影响，细胞存活率均大于75％，细胞毒性分级均为1级，

属于无毒生物材料。溶血试验通常被认为是细胞毒性

试验的补充，主要考察生物材料与血液直接接触后，是

否会导致红细胞溶解或渗透压改变，可灵敏地反映生

物材料对红细胞的影响，在生物安全性评价中起重要

作用 [13]。PVA 作为一种高分子表面活性剂，能够在纳

米粒子表面形成交联网状结构，起到稳定纳米粒子的

作用，但过多的PVA也会引起溶血反应[17-18]。本实验结

果显示，以PVA稳定的不同浓度的纳米囊符合相对溶血

率＜5％的注射用标准要求，无溶血作用，表明 DiR-

PEG-PLGA纳米囊具有良好的体外生物相容性。

综 上 所 述 ，本 研 究 制 备 的 包 载 荧 光 染 料 的

DiR-PEG-PLGA 纳米囊有望成为一种安全的药物光学

示踪载体，具有一定的临床应用前景，但其体内荧光示

踪及分布情况还有待进一步研究。
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