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溴化双十二烷基二甲基铵修饰的载汉防己甲素聚乳酸-羟基乙酸共聚物纳
米粒制备及体外评价 
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摘  要：目的  制备溴化双十二烷基二甲基铵（DMAB）修饰的载汉防己甲素（Tet）的聚乳酸-羟基乙酸共聚物（PLGA）

纳米粒（DMAB-Tet-PLGA-NPs），考察其制备的影响因素，优化制备工艺，并对其理化性质、细胞毒性及细胞摄取进行研究。

方法  采用乳化分散溶剂挥发法制备 DMAB-Tet-PLGA-NPs，运用均匀设计试验优化制备工艺，通过包封率、载药量、累积

释药量等指标考察其载药特性；采用 MTT 比色法考察 DMAB-Tet-PLGA-NPs 对人肺腺癌细胞株 A549 的细胞毒性；采用定

量定性法评价 DMAB-Tet-PLGA-NPs 细胞摄取率。结果  制备的 DMAB-Tet-PLGA-NPs 平均粒径为（205.40±2.66）nm，表

面带正电，呈规则的球形及椭圆形。药物包封率和载药量分别为（50.780±3.253）%和（2.130±0.035）%。体外释放实验

显示 DMAB-Tet-PLGA-NPs 缓慢释药，48 h 累积释药量 64.56%。MTT 实验表明 DMAB-Tet-PLGA-NPs 细胞毒性呈剂量及时

间依赖性。定性定量细胞摄取实验证实 DMAB-Tet-PLGA-NPs 能较好地被细胞摄取。结论  DMAB-Tet-PLGA-NPs 粒径大小

均一，包封率高，体外释药表现出较好的缓释效果，易被细胞摄取，对 A549 细胞的活性有明显的抑制作用。 
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Abstract: Objective  The study aims at preparing the didodecyldimethylammonium bromide (DMAB)-modified PLGA nanoparticles 

(NPs) loading tetrandrine (Tet) (DMAB-Tet-PLGA-NPs) and investigating the preparation process, physicochemical characterization, 

in vitro cytotoxicity, and particle cellular uptake. Methods  DMAB-Tet-PLGA-NPs were prepared by the emulsion solvent diffusion 

method and the preparation process was optimized with the uniform design experiment. The drug loading, entrapment efficiency (EE), 

and in vitro drug release were studied to evaluate the drug-loading property. The in vitro cytotoxicity against human lung cancer cell 

A549 was measured by the standard MTT assay. The particles cellular uptake in A549 was evaluated by qualitative and quantitative 

methods. Results  DMAB-Tet-PLGA-NPs in the mean size of (205.40 ± 2.66) nm with spherical shape and showed positive surface 

charge. Drug loading and EE were (2.130 ± 0.035)% and (50.780 ± 3.253)%, respectively. DMAB-Tet-PLGA-NPs could retard drug 

release in pH 7.4 release media and the cumulative release was up to 64.56% over 48 h. And DMAB-Tet-PLGA-NPs showed the 

significant dose- and time-dependent cytotoxicity of Tet in vitro and well cellular uptake by A549. Conclusion  DMAB-Tet-PLGA- 

NPs shows the good EE, uniform particle size, and could retard drug release in vitro. And DMAB-Tet-PLGA-NPs shows the significant 

cytotoxicity in vitro and well cellular uptake by A549. 
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中药有效成分的抗肿瘤活性研究是目前药物抗

肿瘤研究的热点[1-2]。汉防己甲素（tetrandrine，Tet），

又称粉防己碱，是从防己科（Menispermaceae）植

物粉防己 Stephania tetrandra S. Moore 的干燥根中

提取出的具有双苄异喹类结构的生物碱。大量文献

表明 Tet 对多种肿瘤细胞表现出相当的活性，其对

肿瘤作用及其机制包括逆转肿瘤的多重耐药，诱导

细胞凋亡，放疗增敏以及抑制肿瘤生成[3-6]。但是作

为一种生物碱，Tet 的水溶性差，导致其生物利用

度低；此外，它还具有一定的刺激性，iv 可导致局

部疼痛或静脉炎，这些都限制了其作为抗肿瘤药物

的临床应用[7]。 

为了提高 Tet 的疗效并减低其毒性，本研究采

用聚乳酸-羟基乙酸共聚物（PLGA[8]，一类 FDA

批准的安全、无毒的高生物相容性及可降解性高分

子聚合物材料）制备载药纳米粒（Tet-PLGA-NPs），

利用纳米给药系统可以改善 Tet 的水溶性，并具备

缓释效果，提高药物生物利用度，减少其毒副作

用[9-11]。已有文献报道带正电的纳米粒更易被细胞

摄取 [12]，本实验选取溴化双十二烷基二甲基铵

（didodecyldimethylammonium bromide，DMAB）作

为稳定剂，对 Tet-PLGA-NPs 表面进行修饰。全面

考察了 DMAB-Tet-PLGA-NPs 的理化性质、载药特

性、细胞毒性和细胞摄取特性，为载 Tet 新剂型的

开发提供依据。 

1  仪器与材料 

乳化超声仪 Ultrasonifier，G560E，Scientific 

Industries，Inc.，美国；Zetasizer 激光粒度仪，英国

马尔文仪器有限公司；ROTINA420 通用台式离心

机，德国 Hettich；EVO HD 扫描电子显微镜（SEM），

Carl Zeiss，德国； JEM-2010 透射电子显微镜

（TEM），JEOL，德国；高效液相色谱仪，德国

Dionex；酶标仪，瑞士 TECAN 集团有限公司；激

光共聚焦电镜 CLSM，德国蔡司 LSM510。 

Tet，南京泽朗医药科技有限公司，质量分数

98.65%，批号 ZL20120108；PLGA（50∶50），德

国 Evonik Industries，相对分子质量 24 000～38 000，

批号#213748；人肺腺癌细胞株 A549 由美国马纳萨

斯典型培养物保藏中心（ATCC）提供；四甲基偶

氮唑蓝（MTT），德国 Promega 公司；DMAB，批

号#108014，美国 Sigma-Aldrich 公司；透析袋，截

留相对分子质量 3 500，美国 Fisher Scientific 公司；

其余试剂均为进口分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  制备方法 

DMAB-Tet-PLGA-NPs 制备采用乳化扩散溶剂

挥发法[13]。将含 PLGA 20 mg/mL 和 Tet 0.2、0.3、

0.4、0.5 mg/mL 的醋酸乙酯作为有机相（2.5 mL），

逐滴滴加至含 0.1% DMAB 的水相（2.5 mL）中持

续搅拌。该初乳液运用 Ultrasonifier（10%震幅等于

500 J）超声均匀乳化 30 s 后，使用去离子水（15 mL）

稀释使醋酸乙酯扩散入水相。搅拌过夜使有机溶液

充分挥发。制得 DMAB-Tet-PLGA-NPs 胶体溶液。

14 000×g、40 min 离心收集纳米粒，纯化水洗涤冷

冻干燥得成品，贮存备用。 

DMAB 修饰的空白 PLGA 纳米粒（DMAB- 

PLGA-NPs）采用同样方法制备。 

2.2  处方工艺优化 

通过预试验，选出制备过程中对纳米粒的粒径

均一性［以多分散系数（PDI）表示］影响较大的 3

个因素：稳定剂 DMAB 的用量、油相-水相体积比

及超声乳化能量（以振幅强度表示）。采用均匀设计

法优化条件，以纳米粒的 PDI 作为评价指标（平均

粒径和 Zeta 电位作为辅助参考指标，不参与条件优

化），对制备工艺进行考察优化。均匀设计试验及结

果见表 1。 

采用 Design-Expert.V8.0.6.1 软件对均匀设计试

验结果进行分析，见表 2。得出最佳制备条件为

DMAB 质量分数为 0.1%、油相-水相体积比 1∶1、

超声乳化振幅 10%（500 J）。表 2 结果表明，3 个影

响因素均对纳米粒的 PDI 有影响，且在 3 个影响因

素中，对纳米粒 PDI 影响大小依次为 DMAB 用量

（0.089）＞油相水相体积比（0.077）＞超声乳化能

量（0.028）。 

2.3  DMAB-Tet-PLGA-NPs 形态、粒径大小及 Zeta

电位 

2.3.1  平均粒径和 Zeta 电位测定  利用激光粒径

仪分别测定水溶液中 DMAB-Tet-PLGA-NPs 及

DMAB-PLGA-NPs的粒径大小及Zeta电位。将 1 mL

稀释的纳米粒子溶液加入到 1 cm 的石英比色皿中

进行检测。粒径大小及粒径分布图见表 3 和图 1。

实验所合成的 DMAB-PLGA-NPs 及 DMAB-Tet- 

PLGA-NPs 胶体溶液为稳定、大小均一的乳白色半

透明分散体系，2 种纳米粒的 PDI 均较小，表明制

备的纳米粒粒径分布范围较窄，纳米粒粒径大小均

一，而 Zeta 电位显示 DMAB-Tet-PLGA-NPs 带较强 
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表 1  均匀设计及结果 (n = 3) 

Table 1  Uniform design and results (n = 3) 

试验号 DMAB 质量分数/% 油相-水相体积比 振幅/% 平均粒径/nm PDI Zeta 电位/mV 

1 0.1 1∶1 10 155.40±1.51 0.085±0.010 46.70±0.71 

2 0.1 1∶2 20 143.30±0.91 0.118±0.014 47.50±0.62 

3 0.1 1∶3 30 137.90±1.11 0.108±0.014 49.60±1.52 

4 0.5 1∶1 20 127.80±0.64 0.096±0.013 51.50±2.83 

5 0.5 1∶2 30 106.50±0.85 0.144±0.016 54.90±0.46 

6 0.5 1∶3 10 124.30±0.96 0.180±0.008 49.10±2.63 

7 1.0 1∶1 30 111.70±0.83 0.129±0.020 49.60±0.55 

8 1.0 1∶2 10 107.10±0.82 0.199±0.010 51.40±2.33 

9 1.0 1∶3 20  92.30±0.19 0.251±0.009 56.60±0.35 

 
表 2  均匀设计试验直观分析结果 (PDI) 

Table 2  Results of uniform design experiment analyzed by 

intuitive analysis method (PDI) 

水平 稳定剂用量/% 油相-水相体积比 振幅/%

1 0.104 0.103 0.155 

2 0.140 0.154 0.155 

3 0.193 0.180 0.127 

极差 0.089 0.077 0.028 

的正电荷。 

2.3.2  扫描电镜（SEM）及透射电镜（TEM）对纳

米粒表观形态的观察 

（1）SEM 样品制备：取 DMAB-Tet-PLGA-NPs

悬液适量，稀释，滴加在硅胶晶板上自然挥干，

Quorum Q 150 ES 喷金仪真空条件喷金，并用 EVO 

HD 型 SEM 观察形态结构。 

（2）TEM 样品制备：取 DMAB-Tet-PLGA-NPs 
 

表 3  DMAB-PLGA-NPs 和 DMAB-Tet-PLGA-NPs 的平均粒径、PDI 及 Zeta 电位 ( x ±s，n = 3) 

Table 3  Diameter, PDI, and Zeta potential of DMAB-PLGA-NPs and DMAB-Tet-PLGA-NPs ( x ±s, n = 3) 

样品 平均粒径/nm PDI Zeta 电位/mV 

DMAB-PLGA-NPs 164.10±2.79 0.085±0.019 45.20±1.00 

DMAB-Tet-PLGA-NPs 205.40±2.66 0.084±0.011 46.80±2.20 

 

     

 
 
图 1  DMAB-Tet-PLGA-NPs (A) 及DMAB-PLGA-NPs (B) 

的粒径分布图 (n = 3) 

Fig. 1  Size distribution by intensity of DMAB-Tet-PLGA- 

NPs (A) and DMAB-PLGA-NPs (B) (n = 3) 
 
悬液适量，稀释，滴加在覆盖碳膜的铜网上，用 2.0%

的磷钨酸钠液负染色，TEM 观察形态结构。 

结果见图 2，SEM 观察结果表明，DMAB-Tet- 

PLGA-NPs 呈表面光滑，分布均匀的致密球形；TEM

结果显示，DMAB-Tet-PLGA-NPs 呈球型或椭球形，

大小均一。 

2.3.3  稳定性考察  DMAB-Tet-PLGA-NPs 分散于 

  

图 2  DMAB-Tet-PLGA-NPs 的扫描电镜 SEM (A) 及透射

电镜 TEM (B) 图像 

Fig. 2  SEM image (A) and TEM image (B) of DMAB-Tet- 

PLGA-NPs  
 

pH 7.4 的 PBS 缓冲液中，于 0、3、6、9、12 d 时

测定其粒径，每次取 3 批样品测定，结果平均粒径

分别为（205.5±2.95）、（200.1±3.27）、（198.2± 

3.21）、（196.4±4.26）、（191.9±2.63）nm，PDI 分

别为 0.074±0.013、0.069±0.021、0.082±0.019、

0.077±0.023、0.092±0.026。由结果可知，DMAB- 

10           100         1 000  10           100         1 000

粒径/nm 

A B A B 
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Tet-PLGA-NPs 在 PBS 环境中室温放置 12 d，粒径

变化范围在 14 nm 左右，而 PDI 较小，说明 DMAB- 

Tet-PLGA-NPs 具有较好的稳定性。 

2.4  Tet 包封率、载药量及体外释放 

2.4.1  色谱条件  色谱柱为 RP18-select B 柱（125 

mm×4 mm，填充物粒径 5 μm）；流动相为水-乙

腈-三乙胺（700∶300∶1），pH 7.4；体积流量 0.7 

mL/min；进样量 20 μL；柱温 35 ℃；保留时间 2.5 

min；紫外检测器，检测波长 280 nm。 

2.4.2  包封率与载药量测定  精密称取一定量的

DMAB-Tet-PLGA-NPs 冻干粉，用乙腈溶解，经 0.2 

μm微孔滤膜滤过，取滤液进行HPLC测定Tet的量，

并分别按公式计算包封率与载药量。 

包封率＝纳米粒中 Tet 的质量/Tet 的投药量 

载药量＝纳米粒中 Tet 的质量/(纳米粒中 Tet 的质量＋

PLGA 聚合物的质量 

2.4.3  投药量对包封率与载药量的影响  投药量的

改变会对 DMAB-Tet-PLGA-NPs 的包封率和载药量

造成影响。随着投药量的增加，包封率下降，载药

量升高。包封率的下降是由聚合物的饱和性及高浓

度 Tet 会析出结晶所造成[14]。本实验考察了不同投

药量（Tet-PLGA 比例 1∶50、2∶50、3∶50、4∶

50，PLGA 50 mg）对包封率及载药量的影响，结果

包封率分别为（65.48±1.67）%、（58.29±4.37）%、

（49.98±4.32）%、（41.09±4.85）%，载药量分别为

（0.96±0.04）%、（1.25±0.09）%、（2.19±0.05）%、

（2.44±0.07）%。发现当 Tet-PLGA 比例为 3∶50

时，同时具有较高的载药量和包封率。平行重复试

验 3 次，DMAB-Tet-PLGA-NPs 的包封率和载药量

分别为（50.780±3.253）%和（2.130±0.035）%，

纳米粒的包封率与载药量重现性较好。因此选取此

组进行下一步体外释放及细胞学实验。 

2.4.4  DMAB-Tet-PLGA-NPs 体外释药测定  精密

称取 30 mg DMAB-Tet-PLGA-NPs 冻干粉，用 6 mL 

0.01 mol/L 的 pH 7.4 PBS 重分散，转入处理过的透

析袋中，扎紧，悬置于盛有 94 mL 0.01 mol/L 的 pH 

7.4 PBS 烧杯中，置于恒温 37 ℃摇床中。定时取样

0.5 mL，HPLC 法测定 Tet 的量，计算 Tet 累积释放

量。每次取样后立即补加等量新鲜的溶出介质，并

绘制 Tet 的药物累积释放曲线，结果见图 3。 

考察 0～168 h 内在 pH 7.4 的释放介质中，Tet

的累积释放情况。DMAB-Tet-PLGA-NPs 在 8 h 内

累积释药量为 54.50%，为快速释放相；8～48 h 药 

 
 
 

图 3  DMAB-Tet-PLGA-NPs 的体外累积释药曲线 

Fig. 3  Cumulative release curve in vitro of DMAB-Tet- 

PLGA-NPs 
 
物相对缓速释放，48 h 后药物释放达到平台期，累

积释药量64.56%。实验结果表明将Tet制备成PLGA

纳米给药系统可以实现药物的缓释，而纳米粒内剩

余药物最终随着 PLGA 聚合物的生物降解被逐步释

放出来。 

2.5  体外细胞毒性实验及细胞摄取实验 

2.5.1  剂量依赖性细胞毒性研究  剂量依赖性细胞

毒性研究采用人肺腺癌 A549 细胞标准 MTT 法检

测。将人肺腺癌 A549 细胞悬液每孔 1×104接种于

96 孔板置于培养箱 24 h。实验共设 6 组：

DMAB-PLGA-NPs 组，DMAB-Tet-PLGA-NPs 组、

Tet 组、阴性对照组（细胞培养液），阳性对照组（1%

的聚乙二醇辛基苯基醚，即 1% TritonX-100）和空

白对照组（无细胞）。Tet 组和 DMAB-Tet-PLGA-NPs

组分别设 0.4、2、4、20、40 μg/mL 5 个质量浓度，

对应 DMAB-PLGA-NPs 组设 0.045、0.225、0.45、

2.25、4.5 mg/mL 5 个质量浓度。药物与 A549 细胞

共培养 4 h 后，每孔分别加入 5 mg/mL 的 MTT 溶

液 200 μL，置培养箱反应 4 h 后，每孔再分别加入

二甲基亚砜（DMSO）100 μL，采用酶联免疫检测

仪于 570 nm 处测定吸光度（A）值，按下列公式计

算细胞相对存活率，重复实验 3 次。 
细胞活力＝(A 样品组―A 空白组)/(A 阴性组―A 空白组) 

在剂量依赖性细胞毒性研究中，如表 4 所示，

细胞与纳米粒共培养 4 h 后，当 Tet 质量浓度为 0.4 

μg/mL 时，Tet 组显示对 A549 细胞无毒性，而

DMAB-Tet-PLGA-NPs 组表现出一定的细胞毒性，

但 Tet 组与 DMAB-Tet-PLGA-NPs 组间细胞存活率

无显著差异；当 Tet 质量浓度为 2、4 μg/mL 时，Tet

组和 DMAB-Tet-PLGA-NPs 组细胞毒性均随着药物

质量浓度增高而加大，在该 2 种质量浓度下，Tet

组的细胞存活率均显著性地高于DMAB-Tet-PLGA- 

NPs 组。当 Tet 质量浓度增至 20 μg/mL 时，DMAB- 
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表 4  Tet、DMAB-Tet-PLGA-NPs 及 DMAB-PLGA-NPs 对

A549 细胞毒性的剂量依赖性 ( x ±s, n = 3)  

Table 4  Dose-dependent cytotoxicity assay against A549 

cells of Tet, DMAB-Tet-PLGA NPs, and DMAB-PLGA NPs 

( x ±s, n = 3) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) 细胞活力/%

Tet 0.4 84.12±1.83

 2 67.56±5.20

 4 61.70±3.44

 20 38.63±2.47

 40 31.13±2.61

DMAB-Tet-PLGA-NPs 0.4 77.64±2.14

 2 56.42±2.36*

 4 43.57±2.93*

 20 37.55±3.12

 40 33.48±4.44

DMAB-PLGA-NPs 45 94.43±2.41

 225 89.97±3.08

 450 85.22±2.79

 2 250 76.80±2.82

 4 500 69.37±3.87
*细胞活力显著低于 Tet 组（P＜0.05） 
*The cell viability was significant low than the free Tet (P < 0.05) 

 

Tet-PLGA-NPs及Tet组均表现出很强的细胞活力抑

制作用，而 Tet 组与 DMAB-Tet-PLGA-NPs 组对细

胞存活率的影响无显著性差异。Tet 与 DMAB-Tet- 

PLGA-NPs 呈现剂量依赖性细胞毒性。同时，

DMAB-PLGA-NPs 组在质量浓度 0.045、0.225、0.45 

mg/mL 时对细胞均无毒性，表明 DMAB-PLGA-NPs

的生物安全性高。 

2.5.2  时间依赖性细胞毒性研究  实验共设 5 组：

Tet组、DMAB-Tet-PLGA-NPs组、DMAB-PLGA-NPs

组、阴性对照组（细胞培养液）、阳性对照组（1% 

TritonX-100）。Tet 组和 DMAB-Tet- PLGA-NPs 组设

2 μg/mL 质量浓度，对应 DMAB- PLGA-NPs 组选取

对应质量浓度 0.225 mg/mL。按照标准 MTT 实验步

骤，分别与 A549 细胞培养 1、4、8、24 h 后测定 A

值，按公式计算细胞活力，重复实验 3 次。 

时间依赖性细胞毒性研究中，如表 5 所示，当

细胞共培养时间为 1 h 时，Tet 组的细胞毒性高于

DMAB-Tet-PLGA-NPs 组；当培育时间为 4、8、24 

h 时，DMAB-Tet-PLGA-NPs 组的细胞毒性显著性

高于 Tet 组，呈现时间依赖性细胞毒性。而对应该

质量浓度的 DMAB-PLGA-NPs 在各个时间点均未

显示出细胞毒性。结果表明载药纳米粒不断被细胞 
 

表 5  Tet、DMAB-Tet-PLGA-NPs 及 DMAB-PLGA-NPs 对 A549 细胞毒性的时间依赖性 ( x ±s, n = 3) 

Table 5  Time-dependent cytotoxicity assay against A549 cells of Tet, DMAB-Tet-PLGA-NPs, and DMAB-PLGA-NPs 

( x ±s, n = 3) 

细胞活力/% 
组别 质量浓度/(μg·mL−1)

1 h 4 h 8 h 24 h 

Tet   2 79.22±2.02 70.53±4.27 73.58±2.27 71.90±2.09 

DMAB-Tet-PLGA-NPs   2 84.17±3.93 63.02±4.99* 57.81±3.15* 22.73±2.98* 

DMAB-PLGA-NPs 225 90.86±2.07 88.33±4.16 85.37±2.79 86.92±2.06 
*细胞活力显著低于 Tet 组（P＜0.05） 
*cell viability significantly lower than that in free Tet group (P < 0.05) 

 
摄取，同时 DMAB-Tet-PLGA-NPs 缓慢释放药物，

持续抑制肿瘤细胞的活性，从而减少 Tet 在血管中

的瞬间积聚带来的毒副作用。 

2.5.3  定量细胞摄取实验[15]  将人肺腺癌 A549 细

胞悬液接种于 96 孔板，每孔细胞 1×104。将培养

液换 100 μL（0.225 mg/mL，pH 7.4 PBS 缓冲溶液）

荧光标记的DMAB-PLGA-NPs培养液。细胞孵育 1、

4、8 h 后，细胞用 PBS 缓冲液清洗 3 次除去未吸收

的 DMAB-PLGA-NPs 。加入细胞裂解液（ 150 

mmol/L NaCl、1% Triton X-100、0.1% SDS、50 

mmol/L tris pH 7.4）处理收集的细胞，测定裂解液

中荧光强度（荧光素的激发波长为 430 nm，发射波

长为 485 nm）。纳米粒浓度与细胞裂解液发射的荧

光强度呈线性关系，通过荧光强度（I）的比值计算

细胞的摄取率。细胞摄取率通过公式细胞摄取率＝

(I 样品组―I 阴性组)/(I 阳性组―I 阴性组) 计算。结果细胞摄取

率分别为（4.36±2.40）%、（16.96±2.97）%、

（26.96±3.96）%（n＝3）。 

当 DMAB-PLGA-NPs 与 A549 细胞共培养 1 h，

仅有 4.36%的摄取率；当培养时间延长到 4 h 时，细

胞摄取率为 16.98%，显著高于 1 h 时的细胞摄取率；

而当培养时间达到 8 h 时，细胞摄取率为 26.86%，
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显著性高于 1 h 及 4 h。定量细胞摄取实验显示

DMAB-PLGA-NPs 呈现明显地时间依赖性增加。 

2.5.4  定性细胞摄取实验  利用共聚焦激光扫描显

微镜（CLSM）示踪粒子的吸收行为。将人肺腺癌

A549 细胞悬液接种于 12 孔板，每孔细胞 3×105。

37 ℃培养 2 d 后，将培养液换成 1 mL（0.225 

mg/mL，pH 7.4）荧光标记的 DMAB-PLGA-NPs。

与细胞孵育 1、4、8 h 后，细胞用 PBS 缓冲液清洗

3 次除去未吸收的纳米粒，用 DAPI 染色 A549 细胞

核。固定细胞后运用激光共聚焦显微镜观察细胞摄

取。采用 C-Apochromat 63 倍镜头，DAPI 激发光

λex＝488 nm，荧光激发光 λex＝720 nm，纳米粒的荧

光信号通过（BP 505-550）检测。 

通过荧光标记的 DMAB-PLGA-NPs 与 A549 细

胞培养 1、4、8 h 后，利用共聚焦激光显微镜多通

道扫描，检测 DAPI 染色的 A549 细胞核和荧光标

记的 DMAB-PLGA-NPs 的分布情况，见图 4。结果

证明 DMAB-PLGA-NPs 能充分被人肺腺癌 A549 细

胞摄取，且分布在细胞各层中。摄取量顺着培养时

间延长明显增加。时间依赖性结果与定量细胞摄取

实验一致。 

2.6  统计分析 

实验数据以 x ±s 表示，组间比较采用 t 检验，

以 P＜0.05 为差异具有统计学意义。 
 

   

图 4  A549 细胞体外摄取 DMAB-PLGA-NPs 的激光共聚焦断层扫描图 

Fig. 4  Confocal laser scanning images of DMAB-PLGA-NPs of A549 cellular uptake in vitro 
 
3  讨论 

乳化扩散溶剂挥发法制备 PLGA 纳米粒的过程

中，稳定剂的浓度选择十分重要，浓度过高，过量

的稳定剂不容易被除去，残留在纳米粒表面会增加

纳米粒的毒性，同时纳米粒体系稳定性下降；浓度

过低，同样无法保证纳米粒体系的稳定性[16-20]；油

水相体积比，根据制备方法，油相缓慢滴加入水相

中形成液滴，而当油相体积大于水相时，在制备中，

高分子聚合物 PLGA 会出现絮集，继而沉淀析出，

出现分层，无法形成均匀的初乳体系[13]；超声乳化

能量，将初乳液滴切割成纳米尺寸，需要给予一定

能量，而能量大小直接影响纳米粒的均一性[21]。根

据前期预试验研究发现以上 3 个因素对纳米粒的制

备有较大影响。而多分散系数（PDI）表示高分子

直径的多分散性，是评价纳米粒大小均一性、稳定

性的直接指标。作为纳米载体，只有大小一致才能

保证每个纳米粒载药量的一致性。如果大小不均一，

每个纳米粒的载药量必然不相同，这将直接影响后

期药物释放，及体外细胞实验的准确性。故本实验

中以 PDI 作为考察指标；稳定剂 DMAB 的质量分

数、油相水相体积比及超声乳化能量为考察因素，

设计均匀实验，优化最佳制备工艺。 

DMAB 作为常用的表面修饰剂和稳定剂用于

纳米粒的制备，它能将 PLGA 负电性的表面转变为

正电性表面。由于细胞膜的负电性，带正电的载药

纳米粒可以通过静电力的作用，有效地与细胞相结

合，延长纳米粒在细胞表面的接触停留时间，增加

纳米粒的细胞摄取机会。从而更有效地将药物带入

胞内[18,22-23]。 

由于 Tet 依靠单纯扩散作用被细胞摄取，而其

疏水性又在很大程度上限制了其被细胞摄取。带正

电的 PLGA 纳米粒则可以不断被细胞摄取，药物在

细胞内从纳米粒中被缓慢释放，发挥对癌细胞更持

久的细胞毒作用，从而提高药物疗效。而作为药物

载体的 DMAB-PLGA-NPs 在一定质量浓度内无细

胞毒性，生物安全性高。 

研究结果表明 DMAB-Tet-PLGA-NPs 能明显提

高Tet对肺癌A549细胞的抗肿瘤活性作用。DMAB- 

Tet-PLGA-NPs 作为 Tet 一种有效的纳米传递系统，

值得继续深入研究。 

1 h 8 h4 h
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