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纳米药物递送系统的细胞药代动力学研究进展 
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摘要: 纳米药物递送系统 (nano-DDS) 具有缓控释、靶向等诸多优点, 是新型药物递送系统研究的热点。传
统宏观的药代动力学有时难以真实有效地预测体内药物的药效, 迫切需要将传统的药代动力学研究拓展到细胞/
亚细胞水平, 进行细胞药代动力学研究。对 nano-DDS细胞药代动力学的研究有助于更全面地阐明其在细胞中的
作用机制, 指导 nano-DDS的设计与开发。本文主要总结了 nano-DDS细胞药代动力学的研究内容和研究方法, 为
nano-DDS的前期设计提供重要的参考依据。 
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Abstract: Nano-drug delivery systems (nano-DDS) are the hotspots of new drug delivery systems, which 

have many advantages, such as sustained and controlled release, targeting delivery.  Traditional pharmacokinetics 
are difficult to predict the efficacy of drugs in vivo sometimes.  It is urgently needed to extend the traditional 
pharmacokinetics studies to the cell/subcellular level and perform cell pharmacokinetic studies.  The study on 
the pharmacokinetics of nano-DDS helps us to elucidate the mechanism of the actions of them in cells and guides 
us to design and develop nano-DDS more reasonably.  This article summarizes the research content and     
methods on the cellular pharmacokinetics of nano-DDS, in order to provide an important reference for the early 
stage design of nano-DDS. 
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 药代动力学是定量研究药物在生物体内吸收、

分布、代谢和排泄 (ADME) 的动态变化规律, 并阐
明不同部位药物浓度与时间关系的科学。越来越多的

数据表明, 建立在血浆药物浓度基础上的传统的药
代动力学常常不能完全解释药物对肿瘤、脑和胎盘    
等[1−5]特定组织的药理作用, 难以真实有效地预测体
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内药物的药效, 出现药动学/药效学不相关的问题[6]。 
药物在不同的细胞系内, 如肠细胞、肝细胞、肿

瘤细胞等代谢途径是不一样的[6]; 细胞中的转运体、
代谢酶、pH 环境和电化学梯度等都是影响药物代谢
的重要因素[7, 8]; 药物自身的性质如药物极性、剂型、
是否有化学修饰、表面电荷等同样也会影响其在细胞

内的代谢[9]。细胞内药物的处置过程及药物与靶点的

结合是药物治疗效果的决定因素, 所以针对靶点位
于细胞内特定位点的药物, 研究其细胞/亚细胞内的
药物浓度经时过程有时比研究血浆药物浓度经时过
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程更有意义。细胞药代动力学是将细胞看作一个微观

的有机整体, 定量研究药物在细胞和亚细胞内的吸
收、转运、分布、代谢和排泄的动力学过程, 通过建
立数学模型进而阐明药物在细胞内的处置规律, 科
学地评价药物的药效的科学[10]。因此, 迫切需要将传
统的宏观的药代动力学研究拓展到细胞/亚细胞水平, 
进行细胞药代动力学研究。 

纳米药物递送系统 (nano-DDS) 是目前新型药
物递送系统研究的热点。与游离药物相比, nano-DDS
表现出缓控释性[11]和靶向性[12]等特点, 可以提高药
物生物利用度, 降低毒副作用; 其入胞、跨膜途径及
药理作用的机制与游离药物相比也有所不同[13, 14]。对

nano-DDS 细胞药代动力学进行研究, 能够更有效、
更全面地评价、预测药物的疗效及可能引起的毒副作

用, 对 nano-DDS 的前期设计提供重要的参考依据。
本文主要总结 nano-DDS细胞药代动力学的研究内容
及相关的研究方法。 
1  Nano-DDS细胞药代动力学的研究内容 

Nano-DDS一般是指粒径在 10～1 000 nm的纳米
药物[15], 常表现出不同于游离药物的特性。由于载体
材料的不同, 有的 nano-DDS 可以增加药物的溶解度
和溶出速度, 有的可以控制药物的释放速度达到缓
控释的效果; 在抗肿瘤治疗中, 由于肿瘤组织的 EPR
效应[16], nano-DDS 可以表现出被动靶向效应, 从而
改善药效, 降低毒副作用。当药物制成 nano-DDS后, 
药效的发挥不仅与靶组织的药物浓度有关, 还与药
物在特定靶部位的释放密切相关。Nano-DDS中的药
物只有在特定部位释放出来并与其作用靶点结合 , 
才能发挥药效。因此, 将细胞看成一个微观有机体, 
研究 nano-DDS 进入细胞的方式, 胞内及亚细胞靶点
处药物含量, 分析 nano-DDS 在细胞内吸收、转运、
分布、代谢及排泄的动力学过程, 并通过建立数学模
型阐明 nano-DDS在细胞内的处置规律, 对阐明 nano-   
DDS在细胞内的作用机制, 预测、评价 nano-DDS的
药效, 增加纳米药物研发的成功率具有重大意义。 
1.1  吸收与转运  Nano-DDS 主要通过内吞作用进
入细胞, 其内吞途径主要有巨胞饮、网格蛋白介导的
内吞、小窝蛋白介导的内吞及网格蛋白/小窝蛋白非
依赖的内吞等。其内吞过程与纳米粒本身的性质和细

胞的性质都密切相关。 
纳米粒本身的性质主要包括表面电荷、粒径、形

状和载体的性质等。① 表面电荷 : 电荷可以影响
nano-DDS 的入胞量和入胞途径。带正电荷的 nano-   
DDS 与细胞的相互作用比较强, 更易入胞, 同时其

更倾向于通过网格蛋白介导的途径内吞[17]; 电荷对
nano-DDS 进入细胞后的细胞器定位也有影响, 带负
电的 nano-DDS 更易通过溶酶体降解途径, 而带正电
的纳米载体倾向于绕过溶酶体途径。② 粒径: 颗粒
大小对 nano-DDS的入胞和转运过程也有很大影响。
Gratton 等[18]研究发现, 与较小的纳米粒相比, 较大的
微粒具有较慢的内化速率; Paillard 等[19]发现, 增加
固体脂质纳米粒的粒径可以改变其转运途径。③ 形
状: 形状对 nano-DDS 摄取的影响目前为止尚无明确
的结论。Gratton等[18]在研究聚乙二醇水凝胶与 HeLa
细胞的相互作用时发现, 棒状纳米颗粒 (d = 150 nm; 
h = 450 nm) 与同体积圆柱形纳米颗粒 (d = 200 nm;     
h = 200 nm) 相比内化速率更快。而 Chan课题组[20, 21]

则报道, 棒状金纳米粒 (14 nm × 40 nm和 14 nm × 74 
nm) 与它的球形对应物 (d = 74 nm) 相比细胞内化
速率较低。④ 载体性质: 载体性质包括很多种, 如共
聚物单体的组成、取代程度和亲疏水性等。这些因素

直接或间接地影响细胞对 nano-DDS 内吞的量和途
径。研究表明, 聚合物胶束的疏水段对转运量和速度
起到了重要作用, 亲水段对胞内细胞器定位起到了
重要作用[22]。疏水基团的修饰度也会影响纳米载体

的摄取。壳聚糖纳米粒的棕榈基团修饰度越高, 摄取
的量越多, 且随着疏水性的增加, 小窝蛋白介导的内
吞显著增加[23]。 

Nano-DDS 的细胞摄取不仅取决于纳米粒的性
质, 也与细胞的类型有关。Cartiera 等[24]在研究不同

细胞系对纳米粒摄取的作用时发现, 不同的细胞系
对细胞摄取的速度和数量有着很大的差别。OK细胞
摄取的速度比较快, 30 min既能检测到纳米粒的摄取,     
4 h 摄取达到饱和, 之后细胞内的纳米粒的数量逐渐
减少。而 HBE细胞摄取相对较慢, 直到 24 h摄取量
还在增加, 说明摄取达到饱和需要的时间较长。相比
于 OK细胞和 HBE细胞, Caco-2细胞的摄取更慢, 摄
取量更少。在配体修饰的 nano-DDS 中, 其摄取与细
胞表面受体蛋白表达有很大关系。Xiong等[13]比较了

游离多柔比星 (DOX)、RGD 修饰的 DOX 脂质体 
(RGDm-SL-DOX) 和没有 RGD 修饰的 DOX 脂质体 
(SL-DOX) 3 种制剂在黑色素瘤细胞中的摄取情况。
结果显示, 与 SL-DOX相比, 游离DOX更易进入肿瘤
细胞, 这是因为游离药的扩散入胞一般要快于 nano-   
DDS 的内吞入胞过程[25]。RGDm-SL-DOX 的肿瘤细
胞摄取量比 SL-DOX 高, 这与肿瘤细胞表面的整合素
受体高表达密切相关。 

与游离药物相比, nano-DDS 在体内血药浓度高
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低常与细胞水平的入胞量表现出不同的趋势。如静脉

给予游离 DOX 或 SL-DOX 后[26], 游离 DOX 被迅速
清除, 导致血液中的药物浓度远低于 SL-DOX组。由
于脂质体的长循环效应, 脂质体组在肿瘤组织的DOX
浓度高于游离 DOX组, 所以体现出更强的药效。 

总之, nano-DDS 与游离药物的体内外行为不同, 
不同的 nano-DDS可能具有相似的体内血药浓度随时
间变化曲线, 但 nano-DDS本身性质和靶细胞的不同, 
可能导致靶向性高的 nano-DDS在靶器官及靶细胞的
分布会更高, 从而显示出更加显著的药效。通过研究
nano-DDS 的细胞药代动力学可在一定程度上筛选出
靶向性高的 nano-DDS, 大大减少药物体内实验的工
作量, 提高药物的筛选效率。根据细胞药代动力学的
结果, 在设计 nano-DDS 时可以通过改变制剂的颗粒
大小、形状等来尝试改变药物的吸收和转运途径, 从
而影响药物在体内的吸收和分布情况。 
1.2  分布与代谢  与游离药物相比, nano-DDS 进入
细胞后转运途径可能发生改变, 其分布、代谢过程及
药效随之发生改变。Wang 等[27]设计了一种包载 pH
响应型 DOX 前药的胶束, 并量化了其在内吞体和溶
酶体中的分布。该胶束显示出不同于游离药物 DOX
的胞内转运途径。游离 DOX首先穿过细胞膜扩散到
胞质中, 然后大部分药物在早期时间点累积在细胞
核中, 在溶酶体中的积累慢于在细胞核中的累积。相
反, 载药胶束首先通过内吞作用形成内吞小泡, 再与
溶酶体融合。在溶酶体中酸触发作用下释放 DOX, 通
过溶酶体膜扩散到胞质内, 然后到达细胞核, 发挥药
效。王广基课题组[10]制备了一种可生物降解的紫杉

醇聚合物胶束纳米制剂, 相比于游离紫杉醇, 该紫杉
醇胶束在胞浆中分布是游离紫杉醇的 4倍以上, 而核
内浓度无明显差异, 说明其具有很强的胞浆靶向性。
在体研究也证实紫杉醇胶束胞内释放迅速, 能显著
增加药物在细胞内的蓄积及胞浆靶向分布, 显著抑
制肿瘤生长, 延长存活时间, 体内药效明显优于市售
制剂泰素。Zheng 等[28]也制备了一种 PLGA-PEG 包
载的紫杉醇胶束, 与游离紫杉醇定量比较在 MCF-7
细胞中的亚细胞分布情况, 结果显示: 紫杉醇胶束在
细胞膜和细胞器中的分布远高于游离紫杉醇, 而在
细胞核、细胞质和细胞骨架中的分布相差不大。 

对于不同作用靶点和不同性质的药物 , nano-    
DDS 所引起的胞内转运路径的改变会带来不同的效
应。以 DOX 和紫杉醇为例, 它们本身的理化性质比
较稳定, 将其有效递送至细胞内即可发挥药效; 而生
物大分子药物 (多肽、蛋白、siRNA) 在溶酶体低 pH

和丰富酶的微环境下不稳定, 因此, 在载体设计时要
考虑到生物大分子药物的溶酶体逃逸。 

总之, 通过分析 nano-DDS 在细胞中的分布可以
对药物发挥药效的机制有更深入地了解, 并不是所
有药物只要血浆药物浓度一样, 就会发挥同样的药
效, 药物的药效与其作用机制及胞内分布有密切关
系。而根据细胞中特异性的内环境来设计不同种类的

nano-DDS, 可以达到控制药物在细胞内代谢路径的
目的。从细胞水平的智能给药系统出发, 延伸到动物
水平, 为药物的设计提供了更加广阔的思路。 
1.3  排泄  由于各种外排蛋白的作用, 游离药物虽
然很容易进入正常细胞, 但却很难在耐药性细胞聚
集。Nano-DDS 的出现, 可以大大改善这一情况, 这
对药物药效的发挥起着重要作用。Mu等[14]比较了多

西他赛市售制剂游离药 Taxotere 和多西他赛胶束在
敏感性人口腔表皮癌 (KB) 细胞和耐药性口腔表皮
癌 (KBv) 细胞中的药物蓄积情况。结果表明, 在 KB
细胞中, 两种制剂在 4 h时多西他赛胞内含量没有显
著性差别; 但是在 KBv细胞中, 多西他赛胶束 4 h时
胞内含量比其游离药高 1.5倍左右。研究者认为造成
这一结果的原因是多西他赛胶束的载体材料 Pluronic
有抑制 P-pg 蛋白的功能, 影响药物外排, 从而提高
多西他赛胶束的胞内含量。Varshosaz等[29]研究表明, 
用叶酸分子修饰过的胶束可以帮助依托泊苷逃离外

排泵, 从而增强细胞蓄积。Xu 等[30]也通过合成一种

pH敏感胶束, 避开了细胞中外排蛋白对DOX快速清
除, 从而达到了更好的细胞毒效果。Li 等[31]将 DOX
前药纳米粒与氯尼达明联用, DOX 在耐药性细胞中
的外排大大减少。在体内实验中, 虽然 DOX 血浆浓
度与非联用制剂保持几乎相同的药时曲线, 但是联
用制剂中 DOX 肿瘤靶向性却大大提高, 表现出更好
的药效。 

Nano-DDS 中加入一定的辅料, 或与其他药物联
用, 虽然辅料或联用药物有时并不能产生相应的药
效, 但却可以减缓某些耐药细胞的外排作用, 增加药
物在靶细胞中的蓄积。药物的浓度在血浆水平虽然没

有明显差异, 但是在实际作用靶点的效果却十分突
出。因此, 研究 nano-DDS 在细胞水平的外排过程对
改善药物药效, 设计新型制剂有重要意义。 
1.4  药物偶联物 nano-DDS 的细胞药代动力学  在
nano-DDS 的细胞药代动力学研究中, 早期主要关注
的是纳米载体药物 (借助于载体材料, 药物分散在
纳米尺寸的载体中), 重点研究 nano-DDS 中药物本
身在细胞内的转运过程。随着药物偶联物 nano-DDS
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的大量涌现, 药物偶联物 nano-DDS 的细胞代谢的重
要性越来越突出。 

药物偶联物 nano-DDS主要包括聚合物药物偶联
物 nano-DDS 和小分子药物偶联物 nano-DDS。小分
子药物偶联物具有分子质量小、载药量高、化学结构

明确、易于监测体内代谢过程及进行安全性评价, 可
自组装形成纳米粒等特点, 得到了越来越多研究者
青睐。根据与药物偶联分子的不同, 药物偶联物 nano-   
DDS可以实现药物靶向递送 (多肽−药物偶联物)、共
递送 (药物−药物偶联物) 和诊疗一体化 (荧光探针− 
药物偶联物) 等。为了使药物偶联物 nano-DDS在特
定部位快速有效地释放药物, 研究人员努力设计刺激
响应型 nano-DDS, 主要使用各种环境响应型连接臂
来连接药物和小分子, 如腙键、缩醛键、甲硅烷醚键、
二硫键及对肿瘤中过表达的某些酶敏感的肽等。 

刺激响应型的 nano-DDS可在特定时间和空间实
现递送和释放药物, 并促进药物在目标部位的积累, 
达到有效的治疗浓度[32]。目前关于药物偶联物 nano-    
DDS 的细胞药代动力学研究还很少, 大多在体外水
平上进行探讨。Wang等[33]设计了肿瘤氧化还原异质

性响应前药 nano-DDS 用于癌症治疗 (图 1), 其中
SN-38 通过硫醚键与 OEG 偶联 (OEG-2S-SN-38) 可
自组装成均一的纳米粒。由于硫醚键的双重敏感性, 
这些前药纳米载体对谷胱甘肽 (GSH) 和活性氧自由
基 (ROS) 均有响应, 导致在肿瘤细胞中 SN-38 可以
智能响应从而快速释放。基于此, Luo等[34]设计了硫

醚键  (2S) 和单硫键连接的油酸  (OA) 与紫杉醇 
(PTX) 的药物偶联物, 并在体外证明真正起氧化还
原双敏感作用的化学键为靠近紫杉醇的单硫键, 以
此提出了药物在氧化和还原环境下的释放途径。 

有时体外的降解动力学与细胞水平的降解动力

学偏差较大, 体外结果并不能很好地反映药物偶联
物纳米粒在细胞内的代谢。以二硫键偶联的 DOX纳
米粒 (DOX-SS-DOX NPs) 为例[35], 其在体外研究中
表现出很强的还原响应性 (2 h 释放约 25%), 但在
GSH-OEt处理过的MCF-7细胞上细胞毒增强非常有
限。在后续的系统研究中发现[36], 纳米粒药效的发挥
主要与其在溶酶体内的降解有关。酰胺键连接的药物

偶联物 DSSD-3和 DSSD-4纳米粒, 主要依赖于溶酶
体内的酰胺酶, 断裂酰胺键释放游离 DOX; DSSD-OH     

 

 
Figure 1  The structure of the prodrug and its redox signal-triggered  SN38 release[33].  A: Schematic structure of OEG-2S-SN38, its 
self-assembly into nanocapsules,  and response to the tumor redox heterogeneity;  B−D: SN38 release from the OEG-2S-SN38 nanocap-
sules in the presence of (B) various concentrations  of H2O2, (C) Ce6 at various concentrations  (percentages  relative to OEG-2S-SN38) 
with 660 nm wavelength laser irradiation for different times, (D) 10 mmol·L−1 GSH in PBS 7.4 or 4 at 37 ℃.  GSH: Glutathione; ROS: 
Reactive oxygen species 



· 1624  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2018, 53 (10): 1620 −1629  

 
 

纳米粒在溶酶体酸性环境下, 更易于酯键的水解从
而释放游离 DOX; DSD-OH 纳米粒在体内复杂氧化
环境的作用下, 形成硫砜, 更易于酯键的水解, 释放
游离 DOX。结果提示, 在设计药物偶联物纳米粒时
应特别关注: ① 所响应微环境的位置: 如低 pH不仅
发生在肿瘤细胞间隙, 在胞内内吞体和细胞器也有
pH 下降的现象; 还原环境主要发生在胞浆中; 不同
的酶细胞高表达的位点也不同, 如基质金属蛋白酶2
和 9一般在细胞外高表达, 而组织蛋白酶B一般在溶
酶体高表达。② 药物本身的作用位点: 有些药物在
细胞外就可以发挥作用, 只需将药物有效递送到胞
外即可。而有些药物只有到达细胞内或特定的细胞器 
(如紫杉醇与微管结合, DOX 入核) 才能发挥作用, 
设计药物偶联物时就要考虑到这些因素, 而细胞药
代动力学的研究是考察这些因素非常必要的手段。 
2  Nano-DDS细胞代谢动力学的研究方法 

研究药物在细胞内的药代动力学对阐明药物的

作用机制, 指导药物设计, 筛选新型药物, 优化给药
方案, 促进药物开发和剂型改进有着重要的作用。伴
随现代分析仪器的出现及相关学科的发展完善, 这
一过程将大大加速。但细胞药代动力学的作用机制    
复杂、药物浓度低及细胞结构的微观性给其研究带   
来了一定的困难。下面重点介绍细胞药代动力学的研

究方法。 
2.1  电镜法  随着生物成像技术的发展, 电镜技术
已不再局限于单纯的形态结构研究, 而发展为不同水
平上的显微学技术综合应用。同时, 显微学技术与细
胞生物学、分子生物学等其他生命科学技术的结合应

用正在成为研究热点。电镜技术的直观性也为 nano-    
DDS的细胞药代动力学的研究带来了很大的方便。 

He 等[37]利用透射电镜观察到不同细胞穿膜肽修

饰的金纳米粒 (GNP@PFV和 GNP@R8) 在 A549细
胞中形成 100～1 000 nm内吞囊泡 (图 2), 并证明这
是通过巨胞饮和小窝蛋白途径来介导的内吞。实验    
还通过透射电镜观察到金纳米粒的细胞摄取与其       
表面化学修饰有很大关系: 用细胞穿膜肽修饰的金
纳米粒 GNP@PFV 和 GNP@R8 对于细胞膜的黏附    
量比单用 PEG 修饰的金纳米粒 GNP@PEG 要高很    
多, 这与细胞对 GNP@PFV和 GNP@R8的摄取量比
GNP@PEG高相吻合。通过分析不同时间点金纳米粒
在不同细胞器的分布及量, 还可以判断金纳米粒在
不同细胞器的胞内分布的经时过程。 
2.2  流式细胞术  流式细胞术是一种在功能水平上
对单细胞或其他生物粒子进行定量分析和分选的检 

 
Figure 2  From top to down: gold nanoparticles (GNPs) adhere 
to the membrane of cell and package in endosome and transport 
to liposome[37] 
 

测手段, 具有速度快、精度高和准确性好等优点, 是
当代最先进的细胞定量分析技术之一。流式细胞术能

够快速测定单个细胞或细胞器的生物学性质, 并把
特定的细胞或细胞器从群体中加以分类收集; 还可
以高速分析上万个细胞, 并能同时从 1个细胞中测得
多个参数。 

流式细胞术可以定量分析 nano-DDS在细胞上的
摄取。Song等[35]使用流式细胞术来量化游离 DOX、
DOX 脂质体和 DOX 药物偶联物纳米粒 (DOX-SS-   
DOX 纳米粒) 在 MCF-7 耐药性细胞中的积累, 发现
游离 DOX的累积量远高于 DOX脂质体和 DOX-SS-     
DOX纳米粒; 而与 DOX脂质体相比, DOX-SS-DOX
纳米粒的细胞累积量要显著提高。值得注意的是, 当
荧光分子形成纳米粒后, 由于分子间距离拉近, 分子
间作用力增强, 纳米粒的荧光会发生自淬灭现象。由
于不同的荧光分子间作用力或作用机制不同, 荧光强
度淬灭的程度也不同, 荧光强度的变化不能完全反
映药物量的变化, 所以对结果需要慎重处理。Wang
等[36]通过比较几种不同的DOX药物偶联物形成纳米
粒前后的荧光光谱, 将几种 nano-DDS 通过流式细胞
术获得的荧光强度进行归一化处理 , 解决了由于
DOX 荧光强度不同而带来的分析误差。对于自身不
发荧光的药物, 研究者常包载荧光物质来指示纳米
载体的行为, 如 Lu 等[38]以香豆素 6 为荧光探针, 分
别用 PEG-PLA 胶束和 PEG-PTX 胶束包载香豆素 6, 
通过流式细胞术比较了两种胶束在细胞中的摄取行

为。结果显示, PEG-PTX 胶束的摄取量比 PEG-PLA



 王  兴等: 纳米药物递送系统的细胞药代动力学研究进展 · 1625  · 

 

胶束高, 这与胶束载药后的体外药效相对应, 但这种
情况要求预先验证在实验条件下荧光物质不释放 , 
以避免假阳性结果的发生。 
2.3  激光扫描共聚焦显微镜  激光扫描共聚焦显微
镜 (confocal laser scanning microscopic, CLSM) 是在
荧光显微镜成像基础上加装了激光扫描装置, 利用
计算机进行图像处理, 把光学成像的分辨率提高, 使
用紫外或可见光激发荧光探针, 从而得到细胞或组
织内部微细结构的荧光图像的研究工具。它在观察细

胞或组织内部微细结构, 半定量免疫荧光分析方面
有着强大的优势。 

利用激光扫描共聚焦显微镜可以进行纳米制剂

中药物作用机制的分析。Zhou 等[39]通过改变药物的

连接臂构建了活性氧响应DOX衍生物纳米粒 (ROS-     
activatable doxorubicin prodrug vesicle, RADV) 和非
活性氧响应 DOX 衍生物纳米粒 (ROS-inactivatable 
doxorubicin prodrug vesicle, RIADV)。利用不同的荧
光探针 DAPI 和 DCFH-DA 分别标记细胞核和活性   
氧, 并通过共聚焦显微镜观察到 RADV和 RIADV在
不同光照条件下和不同活性氧环境下的细胞内共定

位, 证明了 RADV在细胞内光照条件下的活性氧响应 
(图 3)。Luo等[34]在紫杉醇上偶联香豆素 6, 用共聚焦
显微镜观察一系列紫杉醇前药纳米粒在细胞内的分

布, 并通过荧光强度判断紫杉醇前药的摄取量, 用来
解释和佐证其细胞毒性。 

利用该技术可以分析 nano-DDS在转运过程中的
完整性。荧光共振能量转移 (Förster resonance energy 
transfer, FRET) 现象是指一对合适的荧光物质, 在空 
 

 
Figure 3  Confocal laser scanning microscopic (CLSM) images 
of intracellular ROS generation and DOX distribution [39] 

间相互接近到一定距离 (1～10 nm) 时, 激发供体而
产生的荧光能量正好被附近的受体吸收, 使得供体
发射的荧光强度衰减, 受体荧光分子的荧光强度增
强的现象[40]。利用 FRET 技术来研究细胞内纳米级     
的距离及距离变化可以分析 nano-DDS在转运过程中
的完整性。Deng 等[41]用紫杉醇纳晶包裹 DiI 和 DiO
荧光对, 通过共聚焦显微镜观察不同时间点 DiI 和
DiO在MDCK细胞中荧光强度的变化, 并计算 FRET
效率, 通过 FRET效率的变化来判断 DiI和 DiO的距
离, 从而验证紫杉醇纳晶随时间在细胞中的完整性, 
以探究紫杉醇纳晶在细胞中的转运机制。Li 等[42]也

利用 FRET 技术验证了聚乙二醇−聚 ε-己内酯 [poly   
(ethylene glycol)-co-poly(ε-caprolactone), PEG-PCL] 胶

束在 MDCK细胞单层上跨膜转运的完整性。 
随着荧光标记技术的发展, 可以在活细胞上标

记不同内吞细胞器, 用激光扫描共聚焦显微镜实时
观察 nano-DDS的入胞过程及其在不同内吞体和细胞
器上分布, 构建 nano-DDS在相应部位的转运动力学。
内吞体和溶酶体等细胞器是 nano-DDS胞内转运的关
键节点。针对网格蛋白囊泡 (pH 6.9～7.2)、早期内吞
体 (pH 6.0～6.5) 和晚期内吞体/溶酶体 (pH 4.0～5.5) 
的特定 pH, 高金明课题组[43]分别选定 pH 转变点在
6.9、6.2和 5.3的 3种聚合物, 并分别标记 BODIPY、
TMR 和 Cy5 探针, 将聚合物混合均匀后制成一个混
合胶束。利用 hetero-FRET 和 homo-FRET 效应, 使     
胶束状态下 3 种荧光探针信号淬灭, 当胶束被细胞     
摄取, 随着其在各个亚细胞器的转运及相应细胞器
的成熟酸化, 胶束逐级解散, 3种荧光信号依次打开。
通过共聚焦显微镜对细胞器的实时定位观察, 可以
实现 nano-DDS 在内吞体成熟过程中的数字化成像 
(图 4)。 

吴伟课题组[44]开发出一种具有荧光自淬灭特性

的水淬灭荧光探针。该探针包裹在纳米粒中具有荧     
光, 在体内或细胞环境中释放后进入水性环境, 荧光
淬灭。该课题组把此荧光探针包载在纳米载体中, 通
过共聚焦显微镜来追踪纳米粒随时间的跨膜路径。普

通荧光探针在纳米粒解散后仍发射荧光, 干扰了纳
米粒跨膜的真实路径, 水淬灭荧光探针在纳米粒解
散后荧光淬灭, 极大避免了对实验结果的误读。进一
步利用该现象, 还可以通过分析不同时间点细胞内
的荧光强度, 推断纳米制剂随时间在细胞中的解散
情况。高金明课题组[45]构建了一种 pH 超敏感的比      
率型荧光胶束, 通过调整 BODIPY 探针连接聚合物
和 Cy3.5 探针连接聚合物的混合比率实现兼具荧光 
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Figure 4  Schematic of the multispectral hybrid ultra-pH-sensitive 
(HyUPS) nanoprobe to digitize organelle pH after receptor-      
mediated endocytosis in tumor cells [43] 
 
Always-ON 和 OFF-ON 的功能 (图 5)。也就是说, 
BODIPY探针在胶束状态下因 hetero-FRET效应而荧
光淬灭, 胶束解散后, BODIPY的荧光信号得以释放, 
实现荧光由 OFF 状态到 ON 状态的改变。而 Cy3.5
探针因为胶束内核中BODIPY探针连接聚合物的稀释
作用使得其分子间距离大于 10 nm, 无 homo-FRET
效应, 不管在胶束状态还是胶束解散状态都保持荧
光不变。该胶束能对肿瘤微环境或细胞内不同细胞器

内 pH 值进行超敏感开关响应, 实现对特定区域的特
异性信号放大, 评价纳米制剂在细胞内的摄取和分
布情况。 
2.4  高效液相色谱仪  现代高效液相色谱仪 (HPLC), 
以其高效、快速和自动化等特点成为当代分析仪器中

发展最快的仪器之一。HPLC已成为操作方便、准确、
快速并能解决样品分离困难问题的强有力的分析手

段。HPLC适于分离生物、医学大分子和离子化合物、
不稳定的天然产物、种类繁多的其他高分子及不稳定

化合物。 
利用该技术可定量分析纳米粒在细胞内的摄取

和代谢产物。Liang等[46]建立了用 HPLC检测美登素 
(DM1) 前药 RCCD、RSSD、QCCD和 QSSD与其代
谢产物 DM1在 B16细胞、MCF-7细胞和 HUVEC细
胞中浓度的方法, 并对其前药纳米粒进行细胞摄取
实验和药物细胞代谢研究, 实验发现前药纳米粒的
摄取量与不同细胞系表面 αvβ3 受体的表达有关, 细
胞代谢产物中 DM1 量与前药的连接臂有关。Deng
等[41]也建立了紫杉醇纳晶的 HPLC 测定方法, 监测
了不同时间点紫杉醇纳晶与紫杉醇微粒跨 MDCK 单
层细胞膜的比例。Wang 等[36]将 DOX 药物偶联物纳
米粒 DSSD-4 NPs与MCF-7细胞共孵育, 通过 HPLC
监测细胞内是否有中间代谢产物 γ-硫代丁内酯的存
在, 来推测纳米粒在细胞内的代谢路径。 
2.5  液质联用  液质联用 (LC-MS/MS) 分析技术
的发展为药物体内代谢产物的分析鉴别提供了简便、

快速的分析方法。LC-MS/MS技术结合了液相色谱的
高分离能力和质谱提供结构信息的功能, 具有灵敏
度高、选择性强的优势, 进而建立快速、高效的分析
研究体系。对于药物代谢物分析, LC-MS/MS技术可
以提供更好的分离能力, 降低分析物的检测限, 并提
高分析速度。 

Zheng 等[28]建立了用 LC-MS/MS 测定紫杉醇在
MCF-7 细胞中浓度的方法, 通过试剂盒提取细胞器, 
分析了紫杉醇胶束和游离紫杉醇在不同时间点、不同

细胞器中的分布情况, 发现两种制剂在 MCF-7 细胞
中分布不同, 初步探讨了造成其分布不同的原因, 为
阐明紫杉醇胶束和游离紫杉醇在细胞中的作用机制 

 

 
Figure 5  Schematic of Always-ON/OFF-ON ultra-pH-sensitive (UPS) nanoparticles.  In the micelle state, the Always-ON dyes serve 
as the quencher for the ON/OFF fluorophores.  When the micelle is disassembled, the Always-ON and ON/OFF fluorophores can       
fluoresce independently.  The ON/OFF ratio of BODIPY (A) and Cy3.5 (B) varies when the ratio of polymers conjugated with these two 
dye varies [45] 



 王  兴等: 纳米药物递送系统的细胞药代动力学研究进展 · 1627  · 

 
 

打下了良好的基础。Wang 等[36]也建立了 DOX 药物
偶联物 DSSD-4、DSD-OH 及其代谢产物 DOX 在
MCF-7 细胞内浓度测定的 LC-MS/MS 方法学, 研究
和比较了 DOX前药纳米粒 DSSD-4 NPs和 DSD-OH 
NPs在细胞内的摄取和代谢情况 (图 6), 初步阐述了
两种 DOX前药纳米粒在细胞中的代谢机制。DSSD-4、
DSD-OH 和其代谢产物 DOX 有共同的荧光基团, 此
法不仅克服了共聚焦显微镜无法区分具有相同荧光

基团的前药和代谢产物的光学局限性 , 又解决了
HPLC检测限偏高的问题, 是分析此类药物细胞药代
动力学很好的选择。 

细胞药代动力学的研究大部分内容为生物样品

测试, 而生物样品的特点为药物浓度低、干扰成分多、
样本数量大等, 因此, 对分析技术的要求较高。通过流
式细胞术可获取 nano-DDS在完整细胞中的摄取和外
排动力学过程, 获得药物在整体细胞中的代谢情况。
电镜可以获得某些特定 nano-DDS, 如金纳米粒的亚
细胞分布情况。当目标 nano-DDS 带荧光时, 用特异
性染料将细胞器染色[47, 48], 通过激光扫描共聚焦显
微镜, 还可以获得 nano-DDS与细胞器的共定位情况。
激光扫描共聚焦显微镜直观、方便, 但只能提供半定

量的数据, 并且对于非荧光药物不可行。对于 nano-    
DDS 来说, 很多荧光基团都会发生不同程度的制剂
内荧光自淬灭现象, 这对分析的准确性也造成了一
定的干扰。除了采用归一化法将不同淬灭程度的荧光

基团归一处理外, 还可以通过HPLC或液质联用进行
分析。用差速离心法[49]或通过相应试剂盒[28]分离细

胞器, 并通过 HPLC或液质联用进行分析, 可以获得
nano-DDS 在亚细胞中的绝对浓度, 并且不受制剂荧
光的限制。选择正确的分析仪器将大大缩短样品测试

的时间, 提高分析方法的灵敏度和专属性, 提高药物
研发的准确性和效率。不同分析技术的综合应用相辅

相成, 取长补短, 将在微量药物测定、药物代谢途径
和多组分生物样品分析等方面发挥很大的作用。 
3  小结与展望 

与游离药相比, nano-DDS 往往表现出不同的细
胞药代动力学行为。研究 nano-DDS在细胞及亚细胞
中的吸收、转运、分布、代谢及排泄过程, 对阐明
nano-DDS 作用机制及改善药物体内药效都有着重要
作用。针对 nano-DDS在靶细胞内代谢处置的各个环
节, 通过整合现代各种先进的分析技术和细胞分子
生物学研究技术, 发挥其在细胞药代动力学各方面 

 

 
Figure 6  Metabolism of prodrug NPs in MCF-7 cells [36].  A; Representative mass spectra and proposed fragmentation patterns for 
prodrugs and their metabolites; B: DOX concentrations per unit protein in MCF-7 cells treated with DSSD-OH NPs, DSSD-4 NPs and 
DSD-OH NPs; C: DSSD-4 and DSD-OH concentrations per unit protein in MCF-7 cells treated with DSSD-4 NPs and DSD-OH NPs; D: 
Chromatogram of DSSD-4 NPs and its metabolite in MCF-7 cells 
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的优势, 记录并分析药物的动态分布过程及代谢过
程, 并对其进行定量研究, 建立 nano-DDS 在细胞内
代谢的数学模型, 定量揭示 nano-DDS 在细胞内的动
力学过程及规律。进一步结合 nano-DDS在细胞中的
药理活性和药效结果, 建立细胞内药动−药效模型, 
研究 nano-DDS的细胞药动−药效相关关系, 对 nano-   
DDS的开发、筛选和临床应用等都具有重大意义。 
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