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·药剂与工艺· 

共载姜黄素和 IR780 的聚乳酸-羟基乙酸共聚物纳米粒的制备及其体外 

抗肿瘤评价  
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摘  要：目的  制备共载姜黄素和 IR780 的聚乳酸-羟基乙酸共聚物（poly lactic-co-glycolic acid，PLGA）纳米粒

（curcumin/IR780 PLGA nanoparticles，Cur/IR780-NPs）并对其进行表征和体外抗肿瘤评价。方法  采用乳化溶剂挥发法制备

Cur/IR780-NPs，用马尔文激光粒度仪、X 射线粉末衍射仪、傅里叶变换红外光谱仪、紫外可见分光光度计、透射电子显微

镜对其进行表征；HPLC 和紫外可见分光光度计分别测定姜黄素和 IR780 载药量，并考察 Cur/IR780-NPs 稳定性和体外释药

性能；利用人肝癌 HepG2 细胞模型考察 Cur/IR780-NPs 的细胞摄取和体外抗肿瘤效果。结果  Cur/IR780-NPs 形态呈球形，

平均粒径为（224.10±7.06）nm、多分散指数（polydispersity index，PDI）为 0.081±0.013、ζ 电位为（−9.84±0.16）mV，

具有良好的稳定性。Cur/IR780-NPs 能够有效负载姜黄素和 IR780，载药量分别为（2.21±0.07）%、（2.35±0.31）%，具有

近红外光谱响应性释药性能。Cur/IR780-NPs 能够被 HepG2 细胞有效摄取，经 808 nm 激光（2.0 W/cm2、5 min）照射后产生

光热效应，与姜黄素发挥联合抗肿瘤作用。结论  Cur/IR780-NPs 有助于将姜黄素和 IR780 共递送至 HepG2 细胞内，发挥化

疗-光热治疗联合抗肿瘤作用，提高肝癌的治疗效果。 
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Abstract: Objective  To prepare curcumin-IR780 nanoparticles (Cur/IR780-NPs) and investigate their characterization and 

antitumor activity in vitro. Methods  Cur/IR780-NPs were prepared by emulsion solvent evaporation method, and characterized 

them by Malvern laser particle size analyzer, X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), UV-visible 

spectrophotometer, transmission electron microscopy (TEM). The drug loading of curcumin and IR780 were determined by HPLC 

and UV-visible spectrophotometer respectively, and the stability and release profiles of Cur/IR780-NPs were examined. The cellular 

uptake and cytotoxicity of Cur/IR780-NPs were evaluated on human liver cancer HepG2 cells. Results  Cur/IR780-NPs displayed 

spherical shape and good stability, with a mean particle size of (224.10 ± 7.06) nm, polydispersity index (PDI) of 0.081 ± 0.013 and ζ 

potential of (−9.84 ± 0.16) mV. Cur/IR780-NPs could effectively load curcumin and IR780, and the drug loading was (2.21 ± 0.07)% 
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and (2.35 ± 0.31)%, respectively. Cur/IR780-NPs could be effectively take up by HepG2 cells, and generated photothermal therapy 

after irradiation by 808 nm laser (2.0 W/cm2, 5 min), and combined with curcumin to improve anti-tumor efficiency. Conclusion  

Cur/IR780-NPs were helpful to deliver curcumin and IR780 into HepG2 cells and exerted the anti-tumor effect of 

chemo-photothermal therapy, which could improve the treatment efficiency of liver cancer. 

Key words: curcumin; IR780; nanoparticles; PLGA; anti-tumor; combination therapy; chemo-photothermal therapy; emulsion solvent 

evaporation method 

 

研究报道，2020 年全球恶性肿瘤发病人数约为

1930 万，死亡人数约为 1000 万，严重危害人类健

康[1]。与传统的药物治疗、放疗和手术切除等治疗

方法相比，光热疗法具有创伤小、操作简单、特异

性高、不良反应小等优点，成为肿瘤领域的研究热

点[2]。光热疗法（photothermal therapy，PTT）是指

采用近红外光激发光热试剂，使其将光能转化为热

能，通过热消融杀死肿瘤细胞[3]。近年来，大量具

有良好光热性能的光热剂被广泛应用于肿瘤领域，

包括无机光热转换材料（例如金属纳米材料、过度

金属氧化物、二维纳米片等）和有机光热转换纳米

材料（小分子染料类、超分子复合物类等）[4-5]。但

由于肿瘤的异质性、激光穿透深度有限导致深部肿

瘤光热效应转化低等问题，单一光热治疗根除肿瘤

的效果仍然差强人意。因此，化疗-光热联合治疗在

抗肿瘤领域极具潜力[6-7]。 

姜黄素是从姜科姜黄属植物姜黄 Curcuma 

longa L.中提取分离得到的黄色多酚类物质，其可通

过抑制肿瘤细胞增殖、侵袭与转移、调节细胞能量

代谢、抑制血管生成、诱导肿瘤细胞凋亡和自噬、

调节免疫、逆转多药耐药等多种机制发挥抗肿瘤作

用，涉及磷脂酰肌醇 -3 激酶 / 蛋白激酶 B

（ phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B ，

PI3K/ Akt）、Janus 激酶/信号转导与转录激活子

（ Janus kinase/signal transducer and activator of 

transcription，JAK/STAT）、丝裂原活化蛋白激酶

（mitogen- activated protein kinase，MAPK）、无翅型

MMTV 整合位点家族/β-连环蛋白（wingless type 

MMTV integration site family/β-catenin ，

Wnt/β-catenin）、p53、核因子-κB（nuclear factor-κB，

NF-κB）等多种信号通路，已被美国国家癌症研究

所（National Cancer Institute，NCI）列为第 3 代癌

化学预防药[8-11]。然而姜黄素存在水溶性差（水中

溶解度仅为 11 μg/L），在体内不易吸收、半衰期短、

生物利用度低等局限性，严重限制其临床应用[12]。 

IR780 是一种亲脂性小分子花青素染料，在 780 

nm 处有最大吸收，具有良好的光热转化性能、稳

定性以及荧光成像特性，在光疗抗肿瘤领域受到广

泛关注。然而，IR780 难溶于水、代谢快且具有一

定毒性，限制其进一步开发和利用[13-14]。 

为了克服上述问题，越来越多的纳米给药系统

被开发出来并应用于抗肿瘤药物递送领域，为实现

高效、精准的抗肿瘤应用提供参考。聚乳酸-羟基乙

酸共聚物（poly lactic-co-glycolic acid，PLGA）由

乳酸和羟基乙酸单体按所需比例聚合而成，是一种

被美国食品药品监督管理局（ Food and Drug 

Administration，FDA）批准的高分子纳米材料，具

有可生物降解性和良好的生物相容性、结构可修饰

性、释药速度可控等优点，被广泛用于药物递送领

域[15-17]。因此，本研究以 PLGA 为载体，通过乳化

溶剂挥发法制备共载姜黄素和 IR780 的 PLGA 纳米

粒（curcumin/IR780 PLGA nanoparticles，Cur/IR780- 

NPs），以期改善药物自身存在的局限性，在肿瘤细

胞内实现化疗-光热联合治疗，以提高抗肿瘤疗效。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

KQ-500DE 型数控超声波清洗器，昆山市超声

仪器有限公司；CJB-S-10D 型多点磁力搅拌器，郑

州腾跃仪器设备有限公司；BY-G20 型医用离心机，

北京白洋医疗器械有限公司；SHA-BA 型水浴恒温

振荡器，常州市国旺仪器制造有限公司；MS105DU

型分析天平，梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司；

JY92-IIN 型超声波细胞粉碎机，宁波新芝生物科技

股份有限公司；FD-1A-80+型冷冻干燥机，北京博

医康实验仪器有限公司；ZEN-3600 型马尔文激光

粒度仪，英国马尔文公司；APEXII DUO 型 X 射线

粉末衍射仪，德国 Bruker 公司；ThermolS5 型傅里

叶变换红外光谱仪，美国 Thermo 公司；TU-1810

型紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器有限责

任公司；1200 型高效液相色谱仪，美国安捷伦科技

公司；Epoch 酶标仪，美国 BioTek 仪器有限公司；

JEM-1230 型透射电子显微镜（TEM），日本 JEOL

公司；SP8 型激光共聚焦显微镜，德国 Leica 公司；

Ts2 型荧光倒置显微镜，日本尼康公司；BD FACS 
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Canto II 型流式细胞仪，美国 BD 公司。 

1.2  材料 

PLGA（50∶50，相对分子质量 7000～17 000，

批号 M17GS141856 ）、对照品姜黄素（批号

R12A10S85604，质量分数 98%），上海源叶生物科

技有限公司；IR780，批号 C11417798，质量分数

98%，重庆康合悦成医药科技有限公司；聚乙烯醇

（polyvinyl alcohol，PVA），上海麦克林生物有限公

司；溴化钾，色谱纯，天津市大茂化学试剂厂；聚

山梨酯 80，天津百伦斯生物技术有限公司；甲醇、

乙腈、冰醋酸、二氯甲烷均为色谱纯；人肝癌 HepG2

细胞，广州吉妮欧生物科技有限公司；DMEM 培养

基、PBS 缓冲液、MTT 均购自兰博利德生物技术有

限公司；Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒，

碧云天生物技术有限公司；胎牛血清，四季青生物

科技有限公司；DAPI 溶液，北京索莱宝科技有限

公司；0.25%胰蛋白酶、三抗均购自 Gibco 公司；

96 孔板、24 孔板、培养瓶均购自美国 Corning 公司；

二甲基亚砜，美国 Sigma 公司。 

2  方法与结果 

2.1  Cur/IR780-NPs 的制备 

采用乳化溶剂挥发法[18]制备 Cur/IR780-NPs，

称取 50 mg PLGA、2 mg 姜黄素和 2 mg IR780，共

同溶解于 2 mL 二氯甲烷中，作为油相；用注射器

将油相逐滴加至持续搅拌（转速 600 r/min）的 10 mL 

2% PVA 水溶液（水相）中。滴加完毕后，在冰水

浴下，用超声波细胞粉碎机处理 3 min（功率 180 W，

开 5 s，关 5 s），即得到 O/W 型纳米乳；置于磁力

搅拌器上继续搅拌（转速 600 r/min）3 h，挥尽有机

溶剂，10 000 r/min 离心（离心半径 8.7 cm）30 min，

收集沉淀，去离子水洗涤 3 次后，冷冻干燥，即得

Cur/IR780-NPs。按上述相同方法分别制备空白纳米

粒（B-NPs）、姜黄素纳米粒（Cur-NPs）及 IR780

纳米粒（IR780-NPs）。 

2.2  纳米粒的表征 

2.2.1  纳米粒的粒径、多分散指数（polydispersity 

index，PDI）与 ζ 电位考察  分别精密称取适量 Cur- 

NPs、IR780-NPs 及 Cur/IR780-NPs，用 PBS 稀释到

适当浓度，用马尔文激光粒度分析仪分别测定 3 者

的平均粒径、PDI 和 ζ 电位，结果见表 1 和图 1、2。

结果表明，Cur-NPs、IR780-NPs 和 Cur/IR780-NPs

的平均粒径分别为（241.70±1.62）、（318.20±

11.50）、（224.10±7.06）nm，PDI 分别为 0.108± 

表 1  不同样品的平均粒径、PDI 及 ζ 电位 

Table 1  Average particle size, PDI and ζ potential of 

different samples 

样品 平均粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

Cur-NPs 241.7±1.6 0.108±0.031 −13.53±0.01 

IR780-NPs 318.2±11.5 0.198±0.029 −11.15±0.12 

Cur/IR780-NPs 224.1±7.1 0.081±0.013 −9.84±0.16 

 

图 1  Cur/IR780-NPs 的粒径分布 

Fig. 1  Particle size distribution of Cur/IR780-NPs 

 

图 2  Cur/IR780-NPs 的 ζ 电位分布 

Fig. 2  ζ Potential distribution of Cur/IR780-NPs 

0.031、0.198±0.029、0.081±0.013，ζ 电位分别为

（−13.53±0.01）、（−11.15±0.12）、（−9.84±0.16）

mV。可见与 Cur-NPs、IR780-NPs 相比，Cur/IR780- 

NPs 的平均粒径较小且粒径分布较窄。而 3 者 ζ 电

位均为负值，原因是 PLGA 结构中存在末端羧基，

使得纳米粒带负电荷。 

2.2.2  纳米粒形态  精密称取 Cur/IR780-NPs 适

量，去离子水稀释，滴 1～2 滴到铜网上，静置 2～

3 min，使样品渗入通网孔内，再用 2%磷钨酸钠染

色，滤纸吸去过量的染色剂，室温晾干，置 TEM

下观察纳米粒的形态并拍照。结果如图 3 所示，

Cur/IR780-NPs 的粒径在 200 nm 以下，外观呈规则

球状、大小均一、无黏连，表明纳米粒形态良好。 

2.2.3  X 射线粉末衍射（XRD）与傅里叶变换红外

光谱（FT-IR）检测 

10            100           1000         10 000 

粒径/nm 

−100        −50         0          50         100 

ζ 电位/mV 
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图 3  Cur/IR780-NPs 的 TEM 图 (×20 000) 

Fig. 3  TEM image of Cur/IR780-NPs (× 20 000) 

（1）XRD：分别称取姜黄素、IR780、B-NPs、

Cur/IR780-NPs 适量，用 X 射线粉末衍射仪进行分

析。分析条件：Cu-K α 射线（λ＝1.541 nm），衍射

角度（2θ）扫描范围为 5°～80°，扫描速率为 1°/min，

管压 50 kV，管流 200 mA。 

（2）FT-IR：分别称取姜黄素、IR780、B-NPs、

Cur/IR780-NPs 适量，再分别与适量光谱纯溴化钾

混合稀释，研磨均匀后压片，分别在 4000～400 cm−1

进行 FT-IR 分析。 

（3）检测结果：结果如图 4 所示，Cur/IR780-NPs 
 

 

 

图 4  不同样品的 XRD 图谱 (A) 和 FT-IR 图谱 (B) 

Fig. 4  XRD (A) and FT-IR (B) patterns of different samples 

中姜黄素与 IR780 的特征衍射峰和 FT-IR 吸收峰均

消失，表明姜黄素和 IR780 成功包载至 PLGA 材料

中，且纳米粒表面未有吸附的游离姜黄素与 IR780。 

2.2.4  Cur/IR780-NPs 的紫外-可见吸收光谱分析  

分别称取姜黄素、IR780、B-NPs、Cur/IR780-NPs 适

量，用甲醇配制成适当浓度，然后用紫外-可见分光

光度计对其进行光谱扫描（200～800 nm），结果如

图 5 所示。可见，姜黄素在 430 nm 处有最大吸收

峰，IR780 在 780 nm 处有最大吸收峰，在 Cur/ 

IR780-NPs 图谱中能明显看到姜黄素和 IR780 的特

征吸收峰，而 B-NPs 在 430、780 nm 处无吸收，表

明 B-NPs 无干扰。 

 

图 5  Cur/IR780-NPs 的紫外-可见吸收光谱 

Fig. 5  UV-Vis absorption spectra of Cur/IR780-NPs 

2.3  姜黄素载药量的测定 

2.3.1  色谱条件  色谱柱为 Hypersil C18 柱（250 

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-4%乙酸水溶

液（52∶48）；检测波长 430 nm；体积流量 1 mL/min；

柱温 30 ℃；进样量 10 μL；理论塔板数为 8406。 

2.3.2  对照品储备液的制备  精密称取姜黄素对照

品适量，置于 50 mL 量瓶中，加入甲醇溶解并稀释

定容至刻度，摇匀，制成质量浓度为 104.00 μg/mL

的对照品储备液。 

2.3.3  供试品溶液的制备  精密称取 Cur/IR780- 

NPs 适量，加二氯甲烷超声，使纳米粒内的药物释

出后，加甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，用 0.45 μm

微孔滤膜滤过，取续滤液作为供试品溶液。 

2.3.4  空白样品溶液  精密称取 B-NPs 适量，同

“2.3.3”项供试品溶液制备方法制得空白样品溶液。 

2.3.5  线性关系考察  取上述配制的姜黄素对照品

储备液，用甲醇依次稀释制得质量浓度梯度为

52.00、26.00、13.00、6.50、3.25 μg/mL 的系列对照

品溶液，以“2.3.1”项下色谱条件进行检测，记录
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峰面积。以姜黄素峰面积（A）对其质量浓度（C）

进行线性回归，得到回归方程为 A＝81.91 C－

80.161，R2＝0.999 8，表明姜黄素在 3.25～104.00 

μg/mL 线性关系良好。 

2.3.6  专属性考察  将上述制备好的对照品溶液、

空白样品溶液、供试品溶液，以“2.3.1”项下色谱

条件进样分析，色谱图见图 6。结果显示空白材料

对姜黄素的测定无影响，说明本方法专属性良好。 

 

 

 

图 6  姜黄素对照品 (A)、Cur/IR780-NPs 样品 (B)、B-NPs

样品 (C) 的 HPLC 图 

Fig. 6  HPLC of curcumin reference substance (A), 

Cur/IR780-NPs sample (B) and B-NPs sample (C) 

2.3.7  精密度试验  精密称取姜黄素对照品适量，

置于 50 mL 量瓶中，加入甲醇溶解并稀释定容至刻

度，摇匀，制成质量浓度为 127.0 μg/mL 的对照品

溶液。以“2.3.1”项下色谱条件检测，连续进样 6

针，记录姜黄素峰面积，计算其 RSD 为 0.18%，表

明该仪器系统精密度良好。 

2.3.8  重复性试验  称取同一批 Cur/IR780-NPs 样

品 6 份，加适量二氯甲烷溶解后挥干有机溶剂，再

精密量取甲醇适量超声溶解，制得供试品溶液。以

“2.3.1”项下色谱条件进行姜黄素检测。结果显示，

Cur/IR780-NPs 载药量分别为 1.91%、1.90%、1.94%、

1.90%、1.93%、1.92%，RSD 为 0.85%，表明该实

验重复性良好。 

2.3.9  稳定性试验  精密称取 Cur/IR780-NPs 适

量，同“2.3.3”项制备方法制得供试品溶液，分别

在 0、1、2、4、6、8、12 h 以“2.3.1”项下色谱条

件进行姜黄素检测。结果表明姜黄素峰面积的 RSD

为 0.55%，表明供试品溶液在 12 h 内稳定性良好。 

2.3.10  加样回收率试验  精密称取 10 mg 姜黄素

对照品置 10 mL 量瓶中，制备成质量浓度为 1 

mg/mL 的对照品溶液。再分别称取 5 mg B-NPs，共

6 份，分别置 10 mL 量瓶中，再分别精密量取 0.5 mL

对照品溶液至各量瓶中，并以甲醇定容至刻度。以

“2.3.1”项下色谱条件进行检测。结果显示，姜黄素

的平均加样回收率为 101.94%，RSD 为 0.24%，符

合测定要求。 

2.3.11  姜黄素载药量的测定   分别精密称取

Cur-NPs 和 Cur/IR780-NPs 样品各 1 mg，加二氯甲

烷超声，使纳米粒内的药物释出后，加甲醇溶解并

定容至刻度，摇匀，用 0.45 μm 微孔滤膜滤过，取

续滤液作为供试品溶液。以“2.3.1”项下色谱条件，

用 HPLC 检测各样品中姜黄素峰面积。根据“2.3.5”

项回归方程计算纳米粒中姜黄素的载药量（载药量＝

纳米粒中姜黄素质量/纳米粒质量），结果显示，Cur- 

NPs 和 Cur/IR780-NPs 中姜黄素的载药量分别为

（2.05±0.02）%、（2.21±0.07）%。 

2.4  IR780 载药量的测定 

2.4.1  线性关系考察  精密称取 IR780 0.50 mg，置

于 100 mL 量瓶中，加入 DMSO 溶解并定容至刻度，

摇匀，制成质量浓度为 5.00 μg/mL 的对照品溶液。

再用 DMSO 稀释制得质量浓度梯度为 3.75、3.00、

2.50、1.25 μg/mL 的系列对照品溶液，用酶标仪在

780 nm 处检测吸光度（A）值。以 IR780 的 A 值对

其质量浓度（C）进行线性回归，得到回归方程为   

A＝0.196 5 C－0.016，R2＝1.000，结果表明 IR780

在 1.25～5.00 μg/mL 线性关系良好。 

2.4.2  载药量的测定  分别精密称取 IR780-NPs 和

Cur/IR780-NPs 1 mg，加入 DMSO 溶解并定容至刻

度，摇匀，制得供试品溶液。用酶标仪在 780 nm

处检测 A 值，将 A 值代入到回归方程中，得到供试

品溶液质量浓度，进一步计算得到纳米粒中 IR780

的载药量（载药量＝纳米粒中 IR780 质量/纳米粒质

量），结果显示，IR780-NPs 和 Cur/IR780-NPs 中

IR780 的载药量分别为（1.09±0.22）%、（2.35±

0.31）%。 

2.5  Cur/IR780-NPs 的稳定性考察 

精密称取冻干后 Cur/IR780-NPs 1 mg，加入 10 

mL 磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）中，置于摇床中

（37 ℃、100 r/min），分别于第 1、2、3、4、5、6、

7 天取样测定纳米粒的粒径，结果 Cur/IR780-NPs

的平均粒径分别为（244.4±0.8）、（243.2±17.6）、

（240.2±12.6）、（227.3±12.0）、（237.6±18.6）、

（242.5±16.0）、（254.1±14.3）nm。结果表明，Cur/ 

IR780-NPs 在 7 d 内粒径未发生明显变化，表明其

稳定性良好。 
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2.6  体外释放研究 

采用透析袋法[19]测定 Cur/IR780-NPs 在有无激

光照射条件下的体外释药行为。分别称量 Cur/ 

IR780-NPs 适量，用 2 mL 去离子水分散后转移至透

析袋中，密封后放入 pH 7.4 的 PBS（含 5%聚山梨

酯 80）中，置于摇床中水浴震荡（37 ℃、100 r/min），

避光，平行操作 3 份。分别于 1、2、4、8、10、12、

24、36、48、60 h 吸取 3.0 mL 透析液，并补充同温

等量释放介质，然后用紫外-可见分光光度计测定透

析液中姜黄素含量，计算累积释放率，绘制得到溶

出曲线。其中，激光照射组纳米粒每隔 12 h 用 808 

nm 激光发射器（2.0 W/cm2）照射 5 min。 

结果见图 7，Cur/IR780-NPs＋808 nm 组和

Cur/IR780-NPs 组在 60 h 内持续缓慢释放姜黄素，

累积释放率分别为 61.76%、48.73%，呈现出良好的

缓释特性。每隔 12 h 激光（2.0 W/cm2）照射 5 min

后，姜黄素从纳米粒中快速释放，说明该纳米粒具

有良好的近红外光谱响应释放性能，分析原因为激

光照射后纳米粒温度升高，加速载体的降解，进而

促进药物释放。Cur/IR780-NPs 的缓释特性和近红

外光谱响应性可能会减少药物在体循环中的过早释

放，并增加药物在肿瘤部位的特定释放，有助于提

高纳米粒的抗肿瘤效率。 
 

 

↓代表 808 nm 近红外光照射（2.0 W∙cm−2）5 min 

↓represent 808 nm near infrared light irradiation (2.0 W∙cm−2) for 5 min 

图 7  Cur/IR780-NPs 在有无近红外激光照射姜黄素的体外

释放曲线 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  In vitro release profile of Cur/IR780-NPs with or 

without NIR laser irradiation ( x s , n = 3) 

2.7  Cur/IR780-NPs 的光热性能评价 

用 808 nm 激光发射器（1.0、1.5、2.0 W/cm2）

分别照射不同质量浓度的 Cur/IR780-NPs 溶液（以

姜黄素质量浓度计：5、10、20 µg/mL），每隔 30 s

用红外热成像仪记录温度，总计 5 min。每个质量

浓度设置 3 个复孔，绘制升温曲线。由图 8 可知，

与空白对照组（PBS）相比，不同质量浓度 Cur/ 

IR780-NPs 经 808 nm 激光照射 5 min 后温度分别升

高至 31.9、35.5、43.7 ℃，显示良好的质量浓度相

关性；由图 9 可知，质量浓度为 20 µg/mL 的 Cur/ 

IR780-NPs 经过不同功率（1.0、1.5、2.0 W/cm2）的

808 nm 激光器照射 5 min 后，最高温度分别升高至

33.8、38.7、43.7 ℃，表明此纳米粒具有较好的激

光强度相关性。据报道，杀灭肿瘤细胞的致死温度

为 43 ℃[20]，因此，后续细胞药效实验确定采用激

光强度为 2.0 W/cm2 的 808 nm 激光器照射 5 min。 
 

 

图 8  808 nm 激光发射器 (2.0 W∙cm−2) 照射下不同质量浓

度 Cur/IR780-NPs 的升温曲线 

Fig. 8  Temperature rise curves with different mass 

concentrations of Cur/IR780-NPs under irradiation of 808 

nm laser emitter (2.0 W∙cm−2) 

 

图 9  不同功率下的 808 nm 激光发射器照射下 Cur/IR780- 

NPs (20 μg∙mL−1) 的升温曲线 

Fig. 9  Temperature rise curves with different powers of 

808 nm laser emitter at Cur/IR780-NPs (20 μg∙mL−1) 

2.8  细胞摄取实验 

取处于对数生长期的 HepG2 细胞，以每孔

1.5×105 个接种于激光共聚焦小皿中，过夜使其贴

壁后，移弃培养液，分别加入姜黄素、Cur-NPs 及

Cur/IR780-NPs（均以姜黄素质量浓度计 20 μg/mL）

干预细胞，空白对照组为未经任何处理的细胞。2.5 h
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后在含 IR780 的每孔引入 808 nm 激光发射器（2.0 

W/cm2）照射 5 min，继续培养 0.5 h，用 PBS 洗涤

细胞 2 次，通过激光扫描共聚焦显微镜观察 HepG2

细胞中姜黄素的绿光强度（用 488 nm 激光激发），

结果如图 10 所示。结果显示，与姜黄素组相比，Cur- 

NPs 组和 Cur/IR780-NPs＋808 nm 组的绿色荧光显

著增强，表明 PLGA 纳米粒可以增强药物进入细胞

的能力；与 Cur-NPs 组相比，Cur/IR780-NPs＋808 nm

组具有更强的荧光强度，提示经 808 nm 激光照射

引发的光热效应可以诱导细胞膜通透性增加，促进

姜黄素的摄取和细胞内释放。上述结果表明，PLGA

纳米粒和光热效应可以显著提高药物的细胞摄取

量，为发挥化疗和光热治疗的联合抗肿瘤作用奠定

了基础。 
 

    

图 10  Cur/IR780-NPs 的体外细胞摄取效果 (×400) 

Fig. 10  In vitro cellular uptake profiles of Cur/IR780-NPs by HepG2 cells (× 400) 

2.9  MTT法评价载药纳米粒对HepG2细胞增殖的

影响 

2.9.1  空白载体细胞毒性  采用 MTT 法考察在近

红外光（near-infrared，NIR）照射下 HepG2 细胞与

不同质量浓度的 B-NPs 培养 24 h 后的相容性。取处

于对数生长期的 HepG2 细胞，以每孔 8×103 个接

种于 96 孔板中，过夜使其贴壁后，移弃培养液，分

别加入不同质量浓度（125、250、500、1000 μg/mL）

的 B-NPs 干预 12 h 后，移弃旧培养基并加新鲜培养

基，用 808 nm 激光发射器（2.0 W/cm2）照射 5 min

后，继续培养 12 h。到达干预时间后各孔均加入 5 

mg/mL MTT 20 μL，继续孵育 4 h，小心移除旧培养

基，加入 100 μL DMSO，置摇床上低速振荡 10 min，

酶标仪测定 490 nm 处 A 值。根据下列公式计算细

胞存活率。 

细胞存活率＝(A 实验－A 调零)/(A 对照－A 调零) 

质量浓度为125、250、500、1000 μg/mL的B-NPs

干预 24 h 后，HepG2 细胞的存活率分别为（97.4± 

3.1）%、（96.0±2.3）%、（94.1±1.3）%、（91.1±2.5）%

（n＝3），结果表明，在 808 nm 激光发射器照射下，

B-NPs 在质量浓度高达 1000 μg/mL 时，HepG2 细

胞的存活率依旧保持在 90%以上，表明 B-NPs 具有

良好的细胞生物相容性。 

2.9.2  Cur/IR780-NPs 对 HepG2 细胞的毒性考察  

通过前期预实验发现，5、10、20 μg/mL 姜黄素与

HepG2 细胞孵育 24 h 后（给药 12 h 后用新鲜培养

基替换含药培养基，继续孵育 12 h）的细胞活力分

别为（95.6±2.5）%、（77.0±3.8）%、（46.8±4.3）%

（n＝3），其中当姜黄素质量浓度为 20 μg/mL 时细胞

活力接近半数抑制浓度（half inhibition concentration，

IC50）值，因此，以含姜黄素质量浓度为 20 μg/mL

的 Cur/IR780-NPs 进行后续细胞实验。取处于对数

生长期的 HepG2 细胞，以每孔 8×103个接种于 96

孔板中，过夜使其贴壁后，移弃培养液，分别加入

姜黄素、Cur-NPs、Cur/IR780-NPs 及 IR780-NPs（均

以姜黄素质量浓度计 20 μg/mL）干预细胞，空白对

照组为未经任何处理的细胞。12 h 后，采用新鲜培

养基替换含药培养基，随后在含 IR780 的每孔引入

808 nm 激光发射器（2.0 W/cm2）照射 5 min，继续

培养 12 h。 

到达干预时间后各孔均加入 5 mg/mL 的 MTT 

20 μL，继续孵育 4 h，小心移除旧培养基，加入 100 

μL 的 DMSO，置摇床上低速振荡 10 min，酶标仪

测定 490 nm处A值。结果见表 2。结果显示，Cur-NPs

组和 Cur-NPs＋808 nm 组的细胞存活率无显著性差

异（P＞0.05），而 Cur/IR780-NPs＋808 nm 组与

Cur-NPs 组和 IR780-NPs＋808 nm 相比，细胞存活

率均显著降低（P＜0.001），表明化疗联合光热治疗

可明显提高抗肿瘤效果。 

2.10  载药纳米粒对 HepG2 细胞凋亡影响 

2.10.1  DAPI染色细胞核定性实验  取处于对数生

长期的 HepG2 细胞，以每孔 8×104个接种于 24 孔 

对照                        姜黄素                       Cur-NPs               Cur/IR780-NPs＋808 nm 

100 μm 
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表 2  不同处理组对 HepG2 细胞的体外细胞毒性的影响 

( x s , n = 3) 

Table 2  In vitro cytotoxicity on HepG2 cells of different 

treatment groups ( x s , n = 3) 

组别 细胞存活率/% 

对照 100.0 

姜黄素 48.8±3.4### 

Cur-NPs 46.6±1.6### 

Cur-NPs＋808 nm 43.1±2.4### 

IR780-NPs＋808 nm 68.2±3.7### 

Cur/IR780-NPs＋808 nm 13.5±1.8###*** 

与对照组比较：###P＜0.001；与任意单一治疗组比较：***P＜0.001，

表 3 同 

###P < 0.001 vs control group; ***P < 0.001 vs any monotherapy group, 

same as table 3 

板中，过夜使其贴壁后，移弃培养液，分别加入姜

黄素、Cur-NPs、Cur/IR780-NPs 及 IR780-NPs（均

以姜黄素质量浓度计 20 μg/mL）干预细胞，空白对

照组为未经任何处理的细胞。12 h 后，采用新鲜的

培养基替换含药培养基。随后在含 IR780 的每孔引

入 808 nm 激光发射器（2.0 W/cm2）照射 5 min，继

续培养 12 h。达到干预时间后用 PBS 洗涤细胞后用

4%多聚甲醛固定 15 min，后以 DAPI 染细胞核，洗

涤 2 次后在荧光倒置显微镜下观察并拍照，结果见

图 11。结果显示，空白组细胞形态正常，生长良好；

各给药组细胞形态发生明显改变，包括染色质凝结、

细胞核碎裂等，其中 Cur/IR780-NPs＋808 nm 组产

生的凋亡细胞的数量明显增多。 

2.10.2  Annexin V-FITC/PI 双染法检测细胞凋亡率 

   

   

图 11  不同处理组对 HepG2 细胞的 DAPI 染色实验 (×200，比例尺 = 50 μm) 

Fig. 11  DAPI staining experiment on HepG2 cells of different treatment groups (× 200, scale bar = 50 μm) 

细胞分组和操作同“2.9.1”项，达到干预时间后收

集各组细胞分别加入 5 μL Annexin V-FITC 及 10 μL

碘化丙啶染液，室温避光孵育 15 min，用流式细胞

仪检测细胞凋亡，结果见图 12 和表 3。结果显示，

Cur/IR780-NPs＋808 nm 组细胞凋亡率高达 93.2%，

明显高于 Cur-NPs（41.6%）和 IR780-NPs＋808 nm

（72.7%）组，表明化疗与光热联合疗法能更有效地

诱导 HepG2 细胞凋亡。 

3  讨论 

PLGA 制备纳米粒常用的方法有沉淀法、乳化

溶剂挥发法、复乳法等。沉淀法制得的纳米粒较难

重现，其影响因素不易控制[21]，复乳法更适合用于

装载水溶性的中药抗肿瘤成分，如山药多糖[22]、当

归多糖[23]等。乳化溶剂挥发法是目前制备纳米粒最

常用的方法，具有操作简单、重复性好的优点，被

广泛用于疏水性成分纳米粒的制备。有研究表明，

油相的种类、投药比、油水比、乳化剂的种类及浓

度、探头超声的功率及时间等均对制备的纳米粒有

影响[24-25]。 

本实验通过前期预实验并结合文献，确定

Cur/IR780-NPs 的最优制备工艺为 PLGA 质量为 50 

mg，姜黄素质量为 2 mg，IR780 质量为 2 mg，PVA

质量分数为 2%，油水比例为 1∶5，超声条件为 180 

W，3 min。在最优制备工艺条件下制备纳米粒，发 

对照                                  姜黄素                                 Cur-NPs 

Cur-NPs＋808 nm                        IR780-NPs＋808 nm                    Cur/IR780-NPs＋808 nm 

50 μm 
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图 12  不同处理组对 HepG2 细胞的 Annexin V-FITC/PI 双染实验 (n = 3) 

Fig. 12  Annexin V-FITC/PI double staining experiment on HepG2 cells of different treatment groups (n = 3) 

表 3  不同处理组对 HepG2 细胞的细胞凋亡率的影响 

( x s , n = 3) 

Table 3  Apoptosis rate on HepG2 cells of different 

treatment groups ( x s , n = 3) 

分组 细胞凋亡率/% 

对照 3.5±1.5 

姜黄素 46.8±0.4### 

Cur-NPs 41.6±2.9### 

Cur-NPs＋808 nm 38.3±3.6### 

IR780-NPs＋808 nm 72.7±1.6### 

Cur/IR780-NPs＋808 nm 93.2±0.8###*** 
 

现Cur/IR780-NPs平均粒径较 IR780-NPs和Cur-NPs

小，可能是 PLGA 质量与药物总质量的比例不同导

致的。研究表明，载体用量较大时，样品极易聚集

使粒径增加，因此合适的投药比是纳米粒制备的关

键因素之一[26]。此外，Cur/IR780-NPs 的 ζ 电位较

小，理论上易发生聚集，但稳定性实验却发现其粒

径在 7 d 内变化不明显。分析其原因：一方面，2% 

PVA 能够充分包围在纳米粒表面，使其均匀分散在

悬浮液中；另一方面，纳米粒置于摇床中（37 ℃、

100 r/min），减缓了纳米粒的聚集。 

由于姜黄素难溶于水，在体外释放实验中选用

PBS 或生理盐水作为释放介质时，几乎检测不到药

物。另外，选择含有 30%乙醇[27]的 PBS（pH 7.4）

作为释放介质时，发现姜黄素在 12 h 后吸光度明显

下降，随着时间的延长，能明显看到黄色释放介质

逐渐变浅，最后接近无色。由此推测姜黄素可能在

含有乙醇的 PBS 中稳定性较差。基于上述预实验摸

索和查阅相关文献报道[19]，最终以含有 5%聚山梨

酯 80 的 PBS（pH 7.4）作为释放介质，结果证实此

条件既能满足漏槽条件，又能有效提高姜黄素的稳

定性。体外释放研究发现，Cur/IR780-NPs 包载药

物后具有良好的缓释性能，并在激光照射下呈现近

红外响应释放性能。细胞实验结果显示，与其他给

药组相比，Cur/IR780-NPs 的细胞增殖抑制率和细

胞凋亡率显著提高，呈现高效抗肿瘤效率。分析原

因为纳米粒增强的实体肿瘤渗透性和滞留效应

（enhanced permeability and retention effect，EPR）与

激光照射可以促进药物在肿瘤细胞的摄取量，有利

于 Cur/IR780-NPs 发挥化疗-光热联合抗肿瘤作用。 

化疗-光疗联合治疗通过整合 2 种治疗方法，克

服了单一化疗和光疗的局限性，展现出良好的应用
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前景。姜黄素和 IR780 的联合治疗在抗恶性肿瘤方

面受到了越来越多的关注。洪峰等[28]将两者共同装

载到经过VEGF靶向修饰的介孔二氧化硅纳米颗粒

中，发现其联合杀伤 Hela 肿瘤细胞效果高达 99%；

崔馨月[29]通过纳米金刚石与蛋白之间的相互作用

将姜黄素和 IR780 包裹制备纳米粒，证实两者能够

共同抑制乳腺癌细胞的增殖和迁移。本研究以

PLGA 为载体，采用乳化溶剂挥发法制备共载姜黄

素和 IR780 纳米粒并进行体外抗肿瘤评价，结果表

明空白纳米粒具有良好的生物安全性，Cur/IR780- 

NPs 经 808 nm 激光发射器（2.0 W/cm2）照射 5 min

后，能显著抑制 HepG2 细胞的生长，这与前面学者

的研究结论一致。该结果表明 Cur/IR780-NPs 用于

HepG2 细胞化疗-光热治疗的可行性和应用潜力，为

进一步肝癌细胞的靶向联合治疗奠定了基础。 
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