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·研究论文· 

普鲁兰多糖的硬脂酸修饰及其作为纳米药物载体的研究 

王静云*    宋丹丹    包永明 
(大连理工大学生命科学与技术学院  大连 116024) 

摘要  利用 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)和 4-二甲氨基吡啶(DMAP)催化硬脂酸(SA)与具有良好生

物相容性的普鲁兰多糖(Pullulan)反应, 将硬脂酸接枝在普鲁兰分子链的羟基上, 得到取代度不同的疏水改性两亲性普

鲁兰多糖衍生物 PUSA1, PUSA2 及 PUSA3, 其临界胶束浓度分别为 50, 32, 18 μg/mL; 透射电镜(TEM)图像显示透析法

制备的 PUSA 自组装颗粒为球形. 以阿霉素为模型药物制备了 PUSA 载药纳米粒, 考察了载药纳米粒的载药量、包封

率和体外药物释放. 结果表明 PUSA3 的包封率高达 84%, 载药量达 7.79%. 药物可在 37 ℃, pH＝7.4 的 PBS 溶液中持

续释放 90 h 以上. 细胞毒性实验(MTT)结果显示当 PUSA 的浓度高达 1000 μg/mL 时 48 h 后细胞存活率依然在 90%左

右. 流式细胞及荧光分析表明载药纳米粒的细胞摄取率远远高于游离药物. 说明 PUSA 是一种新型的有潜在应用价值

的药物载体材料.  
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Preparation of Self-assembled Nanoparticles of Stearic Acid Modified 
Pullulan Derivatives and Their Application as Novel Carriers of 

Drug Delivery 

Wang, Jingyun*    Song, Dandan    Bao, Yongming 
(School of Life Science and Biotechnology, Dalian University of Technology, Dalian 116024) 

Abstract  Stearic acid modified biocompatible pullulan derivatives (PUSA1, PUSA2, PUSA3) with dif-
ferent degrees of substitution were synthesized via the reaction between the hydroxyl group of pullulan and 
carboxyl group of stearic acid (SA) in the presence of 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethyl-carbodiimide hy-
drochloride (EDC) and 4-dimethylaminopyridine (DMAP). The critical micelle concentration (CMC) were 
50, 32, 18 μg/mL for PUSA1, PUSA2 and PUSA3 respectively, and transmission electron microscopy 
(TEM) images demonstrated that the self-assembled nanoparticles of PUSA made by dialysis method 
showed spherical shape. Doxorubicine (DOX), as a model drug, was loaded into the self-assembled 
nanoparticles of PUSA, and the highest encapsulation efficiency (84%) and drug loading content (7.79%) 
were achieved in PUSA3. The release of DOX in nanoparticles in vitro at pH 7.4 demonstrated slow sus-
tained release over 90 h, while in the acidic environment, showed faster release. The study of cell cytotoxic-
ity in vitro showed PUSA self-aggregated nanoparticles had no cell cytotoxicity even at high concentration 
of PUSA (1000 μg/mL). The uptake efficiency of PUSA/DOX, analyzed by flow cytometer and fluores-
cence, was rather higher than that of free DOX, which indicated that PUSA nanoparticles offer considerable 
potential as drug carriers for the efficient delivery of anti-cancer drugs.  
Keywords  stearic acid; pullulan; hydrophobicity-modified polysaccharide; self-assembled nanoparticle; 
drug delivery system 
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化疗在恶性肿瘤的临床治疗中占有重要的地位. 但
现有的各种化疗药物的疗效并不理想, 除了药物本身的

药理作用之外, 抗肿瘤药物无法有效富集在肿瘤组织是

重要的原因之一[1]. 因而将抗肿瘤药物载于各种纳米微

粒载体内, 给药后通过“被动靶向作用”增加药物在肿

瘤组织的富集和缓慢释放, 从而降低肿瘤药物的毒副作

用、提高药物的生物利用度一直是人们关注的焦点[2].  
两亲性接枝或嵌段聚合物由于在水溶液中能自组

装形成纳米胶束或纳米粒, 因此其被广泛用于药物载体

的研究[3～5]. 而将生物相容性好、低毒、生物可降解的

天然多糖进行疏水修饰制备纳米载药系统是人们研究

的热点, 常见的用作载体的多糖有壳聚糖、透明质酸、

海藻酸等[6]. Zhang 等[7]用保护-接枝-脱保护的方法合成

了 6-O-胆固醇修饰的壳聚糖衍生物(O-CHCS), 并以全

反式维甲酸(ATRA)作为模型药物, 发现 O-CHCS 能够

持续缓慢的释放 ATRA 达 72 h, 是一种潜在的疏水药物

载体; Choi 等[8]制备了脱氧胆酸-透明质酸自组装纳米

粒, 该载体能有效在肿瘤部位聚集, 是一种良好的药物

载体. 但有关普鲁兰多糖疏水改性作为药物载体的报道

较少. Dulong 等[9]以普鲁兰多糖为载体制备了能包裹离

子型化合物和两亲性分子的水凝胶; Zhang 等[2]化学合

成了叶酸修饰的普鲁兰多糖-阿霉素衍生物(FA-MP- 
DOX), 发现 FA-MP-DOX 与游离药物和未经叶酸修饰

的载药纳米粒相比具有明显的肿瘤靶向性; Yang 等[10]

用胆固醇疏水修饰普鲁兰制备了载 Mitoxantrone(米托

蒽醌)的载药纳米粒.  
硬脂酸盐是一种常用的药物辅剂[5,11], 本工作旨在

通过用硬脂酸疏水改性普鲁兰多糖获得一种新型的天

然多糖纳米药物载体, 研究该载体自组装形成纳米胶束

的形态和大小, 以阿霉素(DOX)作为模型药物考察载体

对药物的载药量、包封率及体外释药能力, 同时评价人

乳腺癌细胞(MCF-7)对载药纳米粒的摄取以及载体的细

胞毒性.  

1  实验部分 

1.1  仪器和试剂 

恒温磁力搅拌器(IKA RCT basic, 德国); 真空冷冻

干燥机(Maxi Dry Lyo Heto-Holten 公司); 红外光谱仪

(Nicolet 200SXV-1, 美国); 超导核磁共振波谱仪(Varian 
INOVA 400, 美国 ); 纳米粒度与 Zeta 电位分析仪

(Malvern ZS-90, 英国); 透射电镜[TECNAI Spirit (120 
kV) FEL, 中国香港]; UV-vis 分光光度计(JASCO V-560, 
美国); 荧光分光光度计(Thermo Fisher, 中国); 流式细

胞仪(BD FACSCanto, 美国).  

普鲁兰多糖(pullulan Mw＝100 kDa, 山东中清生物

科技有限公司); 硬脂酸(SA, 分析纯, 天津市福晨化学

试剂厂); 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐

(EDC, 上海吉尔生化有限公司 ); 4-二甲氨基吡啶

(DMAP, 阿拉丁); 盐酸阿霉素(DOX•HCl, 大连美罗生

物技术有限公司); MCF-7(人乳腺癌细胞)、COS-7(猴肾

成纤维细胞)细胞系购自中国科学院上海细胞研究所细

胞库; 人 T 淋巴细胞(本组老师惠赠); 噻唑蓝(MTT, 
AMRESCO 公司); 培养基 Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium (DMEM) (Gibco, 美国); 胎牛血清(FBS 天津

市灏洋生物制品科技有限责任公司), 其余试剂均为国

产分析纯.  

1.2  硬脂酸疏水改性普鲁兰多糖衍生物(PUSA)的合成

与表征 

硬脂酸疏水改性普鲁兰多糖衍生物(PUSA)的制备

主要参照文献[12]报道的方法, 具体步骤为: 准确称取

普鲁兰多糖2.0 g溶解于30 mL DMSO中, 备用; 称取一

定量的硬脂酸(1 mmol)、4-二甲氨基吡啶(1 mmol)和
EDC (1.2 mmol)溶解于少量 DMSO 中, 室温下搅拌活化

1 h, 活化后的反应液逐滴滴加到普鲁兰多糖溶液中, 室
温反应 48 h. 加入不同量的硬脂酸来合成不同取代度的

PUSA. 反应停止后 , 在无水乙醇中析出产物 , 5000 
r/min离心30 min, 并用无水乙醇洗3次, 收集白色沉淀, 
分散于双蒸水中, 转移至透析袋(MWCO 6000-8000 美
国3M公司), 在双蒸水中透析, 每隔8 h换水一次, 透析

72 h 后, 冷冻干燥得 PUSA, 4 ℃冰箱保存备用. 为了表

征合成的 PUSA, 利用溴化钾压片法测定普鲁兰多糖及

PUSA 的红外光谱, 在 Varian INOVA 400M 超导核磁共

振波谱仪(美国)上, 以 DMSO-d6为溶剂, TMS 为内标分

别测定了它们的核磁共振氢谱.  

1.3  PUSA 自组装水凝胶纳米粒的制备 

采用透析法制备 PUSA 自组装水凝胶纳米粒. 准确

称取 10 mg PUSA 样品溶于 2 mL DMSO 中, 转移至透

析袋(MWCO 6000～8000), 放置于 1 L 双蒸水中透析, 
前 12 h 每 3 h 换水一次, 后 36 h 每隔 8 h 换水一次, 将
DMSO 溶剂彻底透析干净后, 取出溶液, 探头超声仪 50 
W 超声 2 min, 于 10 mL容量瓶中定容. 用 0.45 μm滤膜

过滤即得到 PUSA 自组装纳米水凝胶. 放于 4 ℃冰箱备

用.  

1.4  阿霉素载药纳米粒(PUSA/DOX)的制备 

准确称取一定量的盐酸阿霉素(DOX•HCl)溶解于

DMSO 中, 使其终浓度为 5 μg/mL, 加入三乙胺(nTEA∶

nDOX＝2∶1), 室温避光搅拌过夜, 脱盐酸[13].  
分别称取不同取代度的 PUSA 纳米粒, 溶于 DMSO
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中, 使溶液浓度为 10 μg/mL. 将脱盐酸之后的药物与聚

合物溶液按 1∶10 混合, 转移至透析袋中, 放置于 1 L
双蒸水中透析, 前 3 h 每 1 h 换水一次, 后 48 h 每隔 8 h
换水一次, 将 DMSO 溶剂彻底透析干净, 取出溶液, 冷
冻干燥, 即得 PUSA/DOX载药纳米粒, 放于 4 ℃冰箱备

用.  

1.5  自组装纳米粒与载药纳米粒的表征 

1.5.1  纳米粒径与 Zeta 电位的测定 

PUSA 和 PUSA/DOX 自组装纳米粒的粒径、Zeta
电位和多分散指数(PDI)用 Malvern ZS-90(英国)测得.  
1.5.2  透射电镜(TEM)观察纳米粒形态 

将新制备好的 PUSA 纳米粒水溶液(1 mg/mL)滴在

具有碳支持膜的铜网上, 待干燥后, 用 2% (w)磷钨酸进

行负染, 自然干燥, 将样品置于 TECNAI Spirit (120 kV)
型透射电镜(FEL, 中国香港)下进行观察.  
1.5.3  临界胶束浓度(CMC)的测定 

PUSA 纳米粒的临界胶束浓度(CMC)是通过稳态荧

光探针法[8,14]测定的. 在试管中加入一定浓度芘的甲醇

溶液, 令甲醇自然挥发, 在试管底部形成一层芘膜后分

别加入不同浓度的 PUSA 溶液, 使芘的终浓度为 6×  

10－7 mol•L－1. 静置1 h, 使芘充分进入到疏水内核中, 37 
℃水浴震荡1 h, 超声40 min. 将样品转移到96孔板, 在
波长 334 nm 处激发, 激发和发射缝宽分别为 5 和 2.5 
nm, 350～450 nm 范围扫描记录荧光发射光谱. 以 I372/ 
I383 对 PUSA 浓度 C(mg/mL)的对数值 lg C 作图, 求出

CMC.  

1.6  包载阿霉素的 PUSA 纳米粒子的载药量(LC)与包

封率(EE)的测定 

PUSA/DOX 载药纳米粒 DOX 载药量(LC)与包封率

(EE)的测定参照文献[7, 15]. 具体步骤为: 取 1 mL 新鲜

制备的 PUSA/DOX 载药纳米粒, 加入到 10 mL 容量瓶

中, 用DMSO定容至 10 mL. 在UV-vis分光光度计上测

定485 nm处吸光度, 相同溶剂的空纳米粒做空白, 将测

定出的吸光值带入 DOX 在 DMSO∶H2O＝9∶1 中的标

准曲线, 按照 Eqs. 1, 2 即可测出载药纳米粒中 DOX 的

载药量(LC)和包封率(EE).  

amount of DOX in the nanoparticlesLC 100%
Total amount of nanoparticle weight

＝ ×  (1) 

amount of DOXin the nanoparticlesEE 100%
Total amount of DOX

＝ ×  (2) 

1.7  载药纳米粒体外释放阿霉素实验 

采用动态透析法[16]测定阿霉素体外释药情况, 精
确称量一定量的不同取代度的 PUSA/DOX 载药纳米粒, 

使 DOX 含量为 200 μg, 溶于 2 mL 不同 pH 的 PBS(分别

为 pH 7.4, 6.5, 3.0)溶液, 转移至透析袋(MWCO 6000～
8000)置于 100 mL 相同的 PBS 溶液中, 37 ℃恒温避光磁

力搅拌, 分别在 0, 0.1, 0.5, 1, 1.5, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 
72, 80, 90 h 取出 500 μL 透析液, 同时加入 500 μL 新鲜

的相同 pH 的 PBS 溶液. 荧光分光光度计在 λex＝484 
nm, λem＝590 nm 时测定荧光强度, 代入 DOX 在 PBS 中

的浓度/荧光强度标准曲线计算一定时间 DOX 的释放

量, 每个样品测三次.  

1.8  MCF-7 细胞对载药纳米粒的摄取 

1.8.1  定性分析 

MCF-7 细胞以 1×105 个/mL 的浓度接种于 24 孔

板, 每孔 500 μL, 37 ℃, 5% CO2培养 24 h后小心吸去原

来的培养基, 加入 500 μL 由含血清的 DMEM 培养基配

置的游离药物与 PUSA2/DOX 载药纳米粒(DOX 的浓度

为 10 μg/mL)悬液, 37 ℃, 5% CO2培养一定的时间(30 
min, 4 h)后用 PBS 清洗三次, 在倒置荧光显微镜观察.  
1.8.2  定量分析 

流式细胞仪法: 将呈指数生长的单层 MCF-7 细胞

用胰酶消化后以 1×106个/mL 的浓度接种于 6 孔板, 每
孔 2 mL. 在 37 , 5% CO℃ 2培养 24 h 后吸出培养基, 用
PBS 洗一次, 分别加入 1 mL 游离药物和 PUSA2/DOX
载药纳米粒悬液(DOX 含量为 10 μg/mL, 溶剂为含有血

清的 DMEM 培养基), 37 ℃, 5% CO2孵育 10, 30, 120 
min. 除去孵育液, 用冰 PBS 洗三次, 除去浮在细胞膜

表面的药物, 胰酶消化成单细胞悬液, 10000 r/min 离心

10 min 收集细胞, 用 200 μL PBS 重悬细胞, 用流式细胞

仪在 λex＝488 nm, λem＝(580±20) nm 检测荧光强度[17]. 
不加药孔做对照.  

荧光分光光度计法: 将指数生长期的 MCF-7 细胞

胰酶消化, 调节细胞浓度为 5×104 个/mL, 以 200 μL/
孔接种于 96 孔板, 37 ℃, 5% CO2培养 24 h 后吸出培养

基, 每孔加入 500 μL 由有血清的 DMEM 培养基配置的

游离药物与 PUSA2/DOX 载药纳米粒(DOX 的浓度为 10 
μg/mL)悬液, 37 ℃, 5% CO2培养一定的时间(0.5, 1, 2, 4, 
8, 12 h)后, 吸出药液, 用冰 PBS 洗 4 次, 加入 200 μL 含

0.5% Triton X-100 的 0.2 mol•L－1 NaOH 溶液裂解细胞, 
荧光分光光度计 λex＝484 nm, λem＝590 nm 检测裂解液

荧光强度, 相同浓度 DOX 在空白培养基中的荧光强度

做对照, 计算细胞对纳米粒的相对摄取效率[16].  

1.9  细胞毒性实验 

MTT 法[18,19]检测空白纳米粒以及载药纳米粒的细

胞毒性. 将指数生长期的 MCF-7 细胞和 COS-7 细胞胰

酶消化, 调节细胞浓度为 5×104 个/mL, 以 200 μL/孔
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接种于 96 孔板. 人 T 淋巴细胞(原代)则直接以 5×104   
个/mL 的浓度接种于 96 孔板, 每孔 200 μL. 37 ℃, 5% 
CO2 培养 24 h 后加梯度浓度的空白纳米粒或载药纳米

粒悬液于培养基中, 37 ℃, 5% CO2培养 48 h, 弃掉培养

液, 每孔加 100 μL MTT 溶液(终浓度为 0.5 mg/mL)于
5% CO2, 37 ℃培养 4 h. 小心吸去培养液并加入 DMSO 
(100 µL/孔)溶解蓝紫色的甲瓒, 振荡 2 min 待结晶充分

溶解后用酶标仪测定 570 nm 的 OD 值, 参考波长为 630 
nm, 分别设正常对照和空白对照(不加药物组为正常对

照组, 空白培养基为空白组), 每个样品平行测定三次. 
计算细胞存活率的公式为: 细胞存活率＝(OD 损伤孔－

OD 损伤孔空白)/(OD 对照孔－OD 对照孔空白)×100%.  

1.10  统计分析 

数据均以 Mean±SD 表示, 采用多个样本均数比较

的方差分析中的 Student’s-test 进行统计学分析, p＜0.05
认为有统计学差异.  

2  结果与讨论 

2.1  PUSA 衍生物的合成与表征 

硬脂酸疏水改性普鲁兰多糖衍生物(PUSA)的合成

路线见图 1. 普鲁兰多糖与 PUSA 衍生物的红外光谱图

见图 2. 如图所示, 普鲁兰多糖富含羟基, 所以在 3500 
cm－1附近有较强的 OH 振动峰, 可以发现, 疏水改性后

的 PUSA 在 3500 cm－1附近仍然有较强的振动峰, 说明

PUSA 中依旧有大量 OH 存在. PUSA 在 1730 cm－1处出

现明显的酯羰基(C＝O)伸缩振动峰[12], 2926 cm－1 附近

的甲基和亚甲基的吸收峰明显增强, 这些现象都表明, 
硬脂酸成功接枝到普鲁兰多糖骨架上.  
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图 1  PUSA 聚合物的合成路线 
Figure 1  Synthetic route of PUSA polymer 

普鲁兰多糖与PUSA衍生物的核磁共振氢谱图如图

3所示, 图3a是普鲁兰多糖的 1H NMR (DMSO-d6, TMS) 
δ 4.60 是普鲁兰上的 α(1-6)H, δ 5.05 是普鲁兰上的 

 

图 2  普鲁兰多糖及其衍生物 PUSA 的红外光谱图 
Figure 2  FTIR spectra of Pullulan (a) and PUSA (b) 

α(1-4)H, δ 4.60~5.40是普鲁兰上的OH. 而PUSA衍生物

的 1H NMR (DMSO-d6, TMS)与普鲁兰多糖相比出现了

δ 1.23 的硬脂酸上的 CH2特征峰, δ 0.85 是硬脂酸上的

CH3 特征峰. 核磁共振氢谱进一步证明了硬脂酸疏水链

连接到了普鲁兰骨架上. 同时通过氢谱上CH2和CH3特

征峰的积分面积计算硬脂酸的取代度[19](以每 100 个糖

单元上连接上的硬脂酸的数目来表示). 改变硬脂酸的

用量分别制备了取代度不同的改性普鲁兰多糖 PUSA1 
3.80, PUSA2 4.08 和 PUSA3 5.41.  

 

图 3  普鲁兰多糖及其衍生物 PUSA 的核磁共振氢谱

(DMSO-d6) 
Figure 3  1H NMR spectra of pullulan (a) and PUSA (b) 
(DMSO-d6) 

2.2  PUSA 自组装纳米粒的制备与表征 

PUSA 衍生物包括亲水性的普鲁兰多糖长链和疏水
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的硬脂酸基团, 因此具有两亲性. 采用稳态荧光探针法

考察改性 PUSA 材料在水溶液中的两亲性, 测定其自聚

集水凝胶纳米粒的临界聚集浓度(CMC), 见图 4a 和表

1. 结果表明, 在透析过程中三种普鲁兰多糖衍生物

PUSA1, PUSA2, PUSA3 均能在水溶液中自组装形成纳

米水凝胶, 而且随着硬脂酸取代度的增大, 纳米粒子的

CMC 随之减小, 原因是由于取代度的增大, 疏水基团

的增多, 使疏水作用力增强, 从而使 PUSA 在水溶液中

更容易发生自组装现象[16], 因此, 临界胶束浓度也就越  

 

图 4  PUSA 纳米粒的临界胶束浓度(a)和 PUSA3 的透射电镜

图(b) 
Figure 4  CMC of PUSA (a) and TEM image of PUSA3 (b) 

小. 图 4b 是 PUSA3 自组装纳米粒的透射电镜图, 从图

中可以看出纳米粒成球形, 粒径约为 25 nm 左右, 分散

比较均匀. 
动态光散射测得的不同取代度的PUSA纳米粒子的

粒径大小和 Zeta 电位见表 1. 不同取代度的 PUSA 自组

装纳米粒在双蒸水中的平均粒径大小约为 88～160 nm. 
可以看出, 纳米粒的粒径与硬脂酸的取代度成密切相关

的关系, 随着取代度的增大, 粒径不断减小, 原因是取

代上的硬脂酸越多, 疏水性越强, 有利于 PUSA 自聚集

纳米粒形成更紧密的疏水核心, 导致纳米粒粒径减小. 
另外, 动态光散射测得的粒径比 TEM 观察的粒径大, 
可能原因是 TEM 观察时样品制备过程需要挥发水分, 
干燥状态下PUSA外围的水合作用消失, 因此粒径偏小. 
而 Zeta 电位受取代度影响不大. 

2.3  载药纳米粒的制备与表征 

以阿霉素为模型药物, 采用透析法合成了载药纳米

粒(PUSA/DOX), 并对其基本理化性质以及载药量(LC)
与包封率(EE)进行分析测定, 结果见表 2. 可以看出, 随
着取代度增大, 载药量由 5.01%增大到 7.79%, 包封率

也由 52.74%增加到 84.34%, 表明取代度越大, 疏水性

越强, 在形成纳米微球时包裹进的药物也就越多. 载药

纳米粒粒径与空白纳米粒相比, PUSA1 和 PUSA2 载药

纳米粒比空白纳米粒粒径稍大, 但变化不明显, 但是

PUSA3 载药纳米粒粒径明显大于空白纳米粒, 主要原

因是药物进入疏水内核 , 使原本疏水内核比较小的

PUSA3 内核增大, 导致粒径增大. 

2.4  载药纳米粒的体外释药 

图 5 是载药纳米粒体外释放阿霉素的释药曲线. 结
果表明载药纳米粒药物释放分两个阶段, 初始阶段相对

比较快速的释放(前 10 h), 随后为持续长时间的缓慢的

表 1  PUSA 自组装纳米粒的基本性质 
Table 1  Properties of PUSA self-assembled nanoparticles 

Sample DS Mean diametera/nm Polydispersity index (PDI)a Zeta potentiala/mV CMC/(μg•mL－1) 
PUSA1 3.80 158.03±1.12 0.249±0.02 －12.9±0.40 50 
PUSA2 4.08 117.53±9.42 0.239±0.04 －12.9±0.30 32 
PUSA3 5.41 88.08±1.06 0.622±0.29 －16.3±1.13 18 

a The size, size distribution and zeta potential (mean value±SD) determined by DLS with three times. 

表 2  PUSA 载药纳米粒的基本性质 
Table 2  Characteristics of DOX-loaded PUSA self-assembled nanoparticles 

Sample LCa/% EEa/% Mean diameterb/nm  PDIb Zeta potentialb/mV 
PUSA1/DOX 5.01±0.15 52.74±1.66 159.5±3.89 0.21±0.04 －12.83±1.72 
PUSA2/DOX 5.79±0.06 61.34±0.64 148.7±1.45 0.19±0.01 －10.50±0.87 
PUSA3/DOX 7.79±0.20 84.34±2.33 134.87±6.0 0.27±0.04 －10.93±0.42 
a LC and EE (mean value±SD) determined by UV spectrophotometer with three times. b The size, size distribution and zeta potential (mean value±SD) determined 
by DLS with three times.  
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释放(后 80 h). 5a 是不同取代度的 PUSA 在 37 ℃, pH＝

7.4 的 PBS 溶液中的释药曲线, 由图可以看出游离的药

物在 10 h 左右基本释放到 100%, 而三种载药纳米粒在

大约 90 h 后, 释药量约为 65%～75%之间, 且取代度越

大, 疏水性越强, 成球越紧密, 药物的释放越慢, 为抗

肿瘤药物能有效富集在病灶部位赢得时间, 减少药物对

正常细胞的损伤. pH 值是影响药物释放的重要因素, 由
图 5b 可以看出随着 pH 值降低, 药物的释放加快, 90 h
后由 pH 7.4 时的 60%增加到 pH 3.0 的 90%左右. 说明

在酸性介质中, 阿霉素的释放率明显提高, 显示硬脂酸

修饰的普鲁兰载药载体具有一定的 pH 敏感性.  

2.5  MCF-7 细胞对载药纳米粒的摄取 

载体材料能否携带药物进入细胞, 也是衡量该材料

是否是一个良好的药物载体的重要指标. 图 6a 是游离

药物 Free DOX 和 PUSA2/DOX 载药纳米粒与 MCF-7
细胞共同孵育 0.5, 4 h 后的荧光显微镜图片. 可以看到

PUSA2/DOX 载药纳米粒可以成功携带 DOX 抗癌药物

进入细胞内, 并且与游离药物内在化程度相当. 不论是

游离药物还是PUSA2/DOX载药纳米粒处理的细胞内的

荧光强度都随着孵育时间的增加而增强. 
本实验采用两种方法定量测定 MCF-7 细胞对载药

纳米粒的摄取 . 图 6b 为荧光分光光度计法测得的

MCF-7细胞对 Free DOX 和 PUSA2/DOX载药纳米粒不

同时间的摄取效率, 在开始的几小时两种纳米粒的摄取

量均随孵育时间的增加而增加, 在一定的时间达到平衡

后, 不再增加, 超过此时间, 摄取效率反而降低. 对比

PUSA2/DOX 载药纳米粒与游离药物可发现, 开始时, 
游离药物摄取的比载药纳米粒要多, 因为游离药物是小

分子, 相对载药纳米粒更容易进入细胞, 可是到了 1 h
的时候, 载药纳米粒的摄取效率已经高过游离药物了, 
说明游离药物容易被转运蛋白排出体外, 而载药纳米粒

通过内吞作用进入细胞, 可以有效在细胞内积聚, 随着

时间的增加, 在 8 h 时, 载药纳米粒的摄取率能达到

25%, 而游离药物只有 10%左右, 说明 MCF-7 细胞对载

药纳米粒的摄取明显高于对游离药物的摄取. 图 6c 和

图 6d 是流式细胞仪检测的 MCF7 对 Free DOX 和

PUSA2/DOX 载药纳米粒的内在化及细胞内荧光强度. 
可以看出10 min时PUSA2/DOX载药纳米粒和游离药物

处理的有荧光的细胞均占 95%左右, 2 h 时基本达到

100%, 结果表明, PUSA 能有效携带 DOX 药物进入细

胞. 由图 6d 看出 10 min 时细胞内游离药物总量是高于

PUSA2/DOX 载药纳米粒的 , 但是在 30 min 过后 , 
PUSA2/DOX 载药纳米粒处理的细胞的荧光强度明显高

于游离药物处理的细胞 , 说明随着时间的增加 , 
PUSA2/DOX 载药纳米粒内在化程度要比游离药物大, 
在细胞内的积聚比游离药物多, 结果与荧光分光光度计

测得结果一致. 

2.6  细胞毒性实验 

首先利用人 T淋巴细胞(原代)和COS-7细胞作为正

常细胞组进行空白纳米粒的毒性实验, 以便对载体的安

全性能进行评估. PUSA1, PUSA2, PUSA3空纳米粒对人

T 淋巴细胞(原代)及 COS-7 细胞的细胞毒实验结果如图

7 所示, 当三种纳米粒子在浓度达到 1000 μg/mL 时, 人
T淋巴细胞(原代)与COS-7细胞的成活率都在 90%以上. 
说明空白纳米粒对人 T淋巴细胞(原代)和COS-7 细胞基

本无毒, 即 PUSA 载体具有良好的生物相容性.  
图 8 是相同药物浓度的载药纳米粒与游离药物对

MCF-7 的细胞毒性实验结果, 当药物浓度比较低时, 载
药纳米粒的细胞毒性明显低于游离药物, 但当药物浓度

达到 10 μg/mL 时, 载药纳米粒处理的细胞与游离药物

处理的细胞存活率都低于 10%, 没有明显的差距. 可以

从图中看出PUSA3/DOX的细胞毒性要低于其他两个载  

 
图 5  (a)不同载体在 PBS 缓冲液(37 , pH℃ ＝7.4)中的释药曲线及(b)同一载体(PUSA3)在不同 pH (37 ,℃  pH＝7.4, 6.5, 5.0, 3.0)的
PBS 缓冲液中的释药曲线 
Figure 5  In vitro release of DOX from (a) PUSA/DOX nanoparticles in PBS (pH＝7.4, 37 ℃) and (b) PUSA3/DOX nanoparticles in 
PBS (pH＝7.4, 6.5, 5.0, 3.0; 37 ℃) 
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图 6  (a)游离药物和 PUSA2/DOX 载药纳米粒处理 MCF-7 细胞 0.5 和 4 h 后的荧光显微镜图片(320 倍)、(b)荧光分光光度计测

MCF-7 细胞对 PUSA2/DOX 和游离药物的摄取效率、(c)流式细胞仪检测 PUSA2/DOX 与游离药物在 MCF-7 细胞中有荧光细胞所

占比例(d)细胞荧光总强度 
Figure 6  (a) Fluorescence microphotographs of MCF-7 cells incubated with free DOX and PUSA2/DOX conjugate for 0.5 h, 4 h (×
320), respectively, (b) cellular uptake efficiency of DOX as part of PUSA2/DOX and free DOX in MCF-7 cells, quantitative intracellular 
uptake of PUSA2/DOX and free DOX, (c) the percentage of fluorescent cells and (d) total fluorescence intensity of cells 

* p＜0.05 and ** p＜0.01 Free DOX in solution versus PUSA2/DOX nanoparticles 

 

图 7  空白纳米粒对人 T 淋巴细胞(a)和 COS-7 (b)细胞的细胞毒性 
Figure 7  Cytotoxicity of blank PUSA self-aggregated nanoparticles in T lymphocyte (a) and COS-7 cells (b) 

* p＜0.05 and ** p＜0.01 as compared with the control group

药纳米粒. 可能的原因是, PUSA3 取代度最大, 药物释

放比较缓慢, 释放出的药物较其他两个少, 因此细胞毒

性更低一些.  
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图 8  空白纳米粒、载药纳米粒与 PUSA1/DOX, PUSA2/DOX
及 PUSA3/DOX 对 MCF-7 细胞的细胞毒性 
Figure 8  Cytotoxicity of blank PUSA self-aggregated nanopar-
ticles、free DOX and PUSA1/DOX, PUSA2/DOX, PUSA3/DOX 
nanoparticles in MCF-7 cells 

* p＜0.05 and ** p＜0.01 as compared with the control group 

3  结论 

成功合成了硬脂酸疏水改性的普鲁兰多糖衍生物

PUSA, 并用透析法制备了其自组装的纳米粒, 用作抗

肿瘤药物 DOX 的载体. 结果表明随着硬脂酸的取代度

越大, 载药量和包封率越高. 在 pH＝7.4(人体正常组织

的 pH值)的 PBS溶液中, PUSA的纳米粒对DOX具有良

好的缓释效果, 且随接枝量的增加, 缓释效果增强. 在
pH＜6.8(肿瘤组织的pH值)时, PUSA纳米粒子释药速度

加快, 表现出一定 pH 敏感性. 细胞毒性和细胞摄取实

验表明载体毒性很低, 细胞对载药纳米粒的摄取率高于

游离的药物. 因此硬脂酸改性的普鲁兰多糖自组装纳米

粒有望成为一种新的有潜在应用价值的药物载体. 
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