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两性离子聚合物链长对纳米粒穿黏液及细胞摄取能力的影响

郭 权, 郑雅娴, 吴 蕾, 周 锐, 刘晨冬, 黄 园*

(四川大学华西药学院, 四川 成都 610041)

摘要: 本研究旨在构建不同链长的聚磺酸甜菜碱甲基丙烯酸酯 [poly(sulfobetaine methacrylate), pSBMA] 修饰

的纳米粒 (pSBMAn NPs), 以探究两性离子聚合物链长对纳米粒穿黏液及细胞摄取能力的影响。结合己内酯的开

环聚合反应和原子转移自由基聚合反应 (atom transfer radical polymerization, ATRP) 合成不同链长的两嵌段聚合物

——聚己内酯-聚磺酸甜菜碱甲基丙烯酸酯共聚物 [poly(ε-caprolactone)-block-poly(sulfobetaine methacrylate), PCL-

pSBMA], 并通过纳米沉淀法制备相应的纳米粒。采用黏蛋白吸附实验和Transwel小室实验考察纳米粒的穿黏液

能力。以人源结肠癌Caco-2细胞和可分泌黏液的HT-MTX-E12细胞为模型, 考察链长对纳米粒摄取及穿黏液能力

的影响。研究结果表明: 制得的 pSBMAn NPs粒径相近, 均约为 100 nm, 电位约为-7 mV。短链 pSBMA修饰的纳米

粒 (pSBMA10 NPs) 的表观渗透系数 (apparent permeability coefficient, Papp) 仅是长链 pSBMA纳米粒 (pSBMA80 NPs)

的 42.83%, 但细胞摄取是 pSBMA80 NPs的 2.44倍。有黏液存在时, pSBMAn NPs的摄取均降低, 但 pSBMA10 NPs的

细胞摄取能力仍最强。体内实验结果表明, pSBMA20 NPs的口服生物利用度高于 pSBMA10 NPs (动物实验根据四川

大学关于实验动物的饲养和使用准则进行, 并得到四川大学实验动物伦理委员会批准)。本文为两性离子纳米粒的

口服研究提供了参考。
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Effect of zwitterionic polymer chain length on mucus penetration

and cellular uptake of nanoparticles

GUO Quan, ZHENG Ya-xian, WU Lei, ZHOU Rui, LIU Chen-dong, HUANG Yuan*

(West China School of Pharmacy, Sichuan University, Chengdu 610041, China)

Abstract: To investigate the influences of zwitterionic polymer chain length on mucus permeability and

cellular uptake, the nanoparticles (NPs) were coated with poly(sulfobetaine methacrylate) (pSBMA) with different

chain lengths. The di-block polymer poly(ε - caprolactone) - block-poly(sulfobetaine methacrylate) (PCL-pSBMA)

with different chain lengths were synthesized via atom transfer radical polymerization (ATRP) combining with

ring-opening polymerization of ε-caprolactone, and corresponding nanoparticles (pSBMAn NPs) were prepared by

nanoprecipitation method. The sizes of different pSBMAn NPs were around 100 nm, and zeta potential were about

-7 mV. Mucin interaction or mucus penetration study based on transwell systems were employed to evaluate

mucus permeability of NPs. Caco-2 cells and mucus-producing HT-MTX-E12 cells were employed to illustrate the

endocytosis efficiency of pSBMAn NPs. The results showed that the permeability coefficient of NPs coated with

shorter chain length of pSBMA (pSBMA10 NPs) was only 42.83% of that coated with longer pSBMA (pSBMA80

NPs). On the contrary, the cellular uptake of pSBMA10 NPs was 2.44 fold higher compared to pSBMA80 NPs.

Although the cellular uptake of pSBMAn NPs was reduced in the presence of mucus, pSBMA10 NPs still presented
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the highest cellular uptake. However, the in vivo results indicated that the oral bioavailability of pSBMA20 NPs was

higher than that of pSBMA10 NPs. All animal procedures were performed in accordance with the Guidelines of

the Sichuan University Animal Care and Use Committee and were approved by the Animal Ethics Committee of

Sichuan University. This study provides a reference for oral delivery of zwitterionic nanoparticles.
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蛋白多肽类药物以其高效性、特异性和低毒副作

用等优点而受到广泛关注, 但主要通过注射给药, 存在

患者顺应性低、安全性差等问题[1-3]。口服纳米给药体

系可有效避免注射给药导致的相关问题。但口服给药

不仅受到胃酸及肠道酶的影响, 也会受到覆盖于小肠

上皮细胞表面的黏液层的阻碍作用, 这些因素均影响

药物的口服吸收。

黏液的主要成分是黏蛋白, 可通过静电或疏水作

用吸附纳米粒, 使其滞留于黏液层, 无法到达上皮细胞

而被摄取。在纳米粒表面修饰黏液惰性材料如聚乙二

醇 (polyethylene glycol, PEG)、N-(2-羟丙基 ) 甲基丙

烯酰胺聚合物 [N - (2 -hydroxypropyl) methacrylamide

copolymer, pHPMA] 等可有效降低黏蛋白对纳米粒的

吸附[4], 从而赋予其良好的穿黏液能力。但 PEG 或

HPMA的包裹也会导致纳米粒的摄取降低[5]。如何保

证纳米粒穿黏液能力的同时提高其细胞摄取成为目前

研究的难点和重点。

两性离子材料具有等量的阴、阳离子基团, 能够形

成水化层, 有效阻止非特异性蛋白、细菌和细胞等的吸

附, 因此具有良好的抗黏附能力[6,7]。本课题组前期构

建了表面包裹单层磷脂酰胆碱的两性离子纳米给药体

系[1], 该体系不仅具有与聚乙二醇修饰的纳米粒 (PEG

NPs) 相同的穿黏液能力, 还具有更强的细胞摄取。但

值得注意的是 , 两性离子材料一般为具有一定长度

(聚合度) 的聚合物[8,9], 其链长对纳米粒的穿黏液能力

和细胞摄取效率的影响尚未见报道。

聚磺酸甜菜碱甲基丙烯酸酯 [poly(sulfobetaine

methacrylate), pSBMA] 具有两性离子材料良好的生物

相容性、优良的抗黏附能力等优点, 同时, 其单体合成

较为简单、价格较低, 因此被广泛应用于纳米给药体系

的研究。本课题合成了不同 pSBMA 链长的聚己内

酯-聚磺酸甜菜碱甲基丙烯酸酯 [poly(ε-caprolactone)-

block - poly(sulfobetaine methacrylate), PCL-pSBMA]

共聚物, 通过纳米沉淀法制备不同链长的 pSBMA包

裹的纳米粒 (pSBMAn NPs), 通过黏蛋白吸附实验、

Transwell小室实验和细胞摄取实验来探究两性离子

聚合物链长对纳米粒穿黏液能力及细胞摄取能力的影

响, 并对不同 pSBMAn NPs的细胞毒性和血液相容性

进行初步评价, 最后对纳米粒的体内药动学进行研究。

材料与方法

试剂与药品 ε己内酯 (ε-caprolactone, 百灵威科

技有限公司); 三乙二醇 (triethylene glycol, TEG)、2,2'-

联吡啶 (bipyridine, bpy)、异辛酸亚锡 (stannous 2-ethyl‐

hexanoate)、磺酸甜菜碱甲基丙烯酸酯 (sulfobetaine

methacrylate, SBMA) 购于上海萨恩化学技术有限公

司 ; 聚乳酸-羟基乙酸共聚物 [poly(lactic-co-glycolic

acid), PLGA, 美国 Lactel聚合物公司]; 细胞膜红色荧

光探针 (DiI, 美国 Invitrogen 公司); 刃天青钠 (美国

Sigma公司); DMEM高糖培养基 (美国Gibco公司); 胎

牛血清 (美国HyClone公司)。

主要仪器 Zetasizer Nano ZS 90 激光粒度分析

仪 (英国 Malvern公司); Varioskan flash多功能化学发

光分析仪 (美国 Thermo Fisher Scientific 公司); Tran‐

swell 小室 (膜面积 0.33 cm2, 孔径 0.45 μm)、IsoporeTM

聚碳酸酯膜 (孔径0.45 μm), (美国Millipore公司)。

细胞 人源性结肠癌Caco-2细胞株 (中国科学院

上海细胞生物学研究所); 人源性结肠癌HT29-MTX-

E12细胞 (E12, 爱尔兰都柏林大学 Dr. David Brayde赠

送)。细胞实验用25～50代细胞。

动物 Balb/c小鼠 , 雄性 , 体重 18～22 g, 成都达

硕生物有限公司, SPF级, 合格证号: 51203500007639,

许可证编号: SCXK (川) 2015-030。饲养环境温度为

(25±2) ℃, 相对湿度为 (50±10) %。

大分子引发剂的合成 大分子引发剂端溴基聚己

内酯 (PCL-Br) 的合成参照文献[10]: 取 TEG (0.3 mol)

和三乙胺 (triethylamine, 30 mmol) 溶于二氯甲烷 , 将

体系置于冰盐浴, 滴加含有 α溴异丁酰溴 (α-bromoiso‐

butyryl bromide, 30 mmol) 的二氯甲烷溶液。室温反

应 24 h 后用饱和氯化钠溶液洗涤 , 无水硫酸钠干燥 ,

并用硅胶柱进行纯化 (洗脱剂为乙酸乙酯-石油醚 =

4∶1), 得无色透明液体 (TEG-Br)。

取己内酯 (21 mmol)、异辛酸亚锡 (0.15 mmol)、

TEG-Br (0.15 mmol) 和无水甲苯 (4 mL), 氩气保护下

110 ℃反应 5 h, 将产物溶于氯仿, 滴加至大量无水乙

醚中沉淀, 真空干燥, 得白色固体 (PCL-Br)。
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PCL-pSBMA两嵌段聚合物的合成 取适量 bpy

与不同摩尔比 (1∶10、1∶20、1∶40和 1∶80) 的PCL-Br和

SBMA, 在氩气保护下加入溴化亚铜 (CuBr), 抽真空/

充氩气, 重复 3次。加入脱氧的三氟乙醇, 用氩气再饱

和 15 min, 封口后室温反应 24 h。将反应体系暴露于

空气中结束反应, 并通入过量空气直至反应液呈蓝色。

将反应液置于透析袋 (Mw 3 500) 中, 用乙二胺四乙酸

二钠饱和溶液透析 2天, 再用纯水透析 2天, 冻干得白

色固体 (PCL-pSBMA)。

聚合物的表征 聚合物 PCL-Br的结构与组成采

用核磁共振氢谱 (proton nuclear magnetic resonance,
1H NMR) 进行表征。其相对分子质量及质量分布采

用 凝 胶 渗 透 色 谱 (gel permeation chromatography,

GPC) 表征 (洗脱剂为 N,N-二甲基甲酰胺, DMF)。采

用红外光谱 (infrared spectroscopy, IR) 和 1H NMR 对

PCL-pSBMA进行表征。

纳米粒的制备与表征

pSBMAn NPs 的制备 将 PLGA 2 mg 和 PCL-

pSBMA 2 mg溶于0.2 mL三氟乙醇, 混匀后滴加至2 mL

磷酸盐缓冲液 (PBS, pH 7.4) 中。将制备好的纳米粒

超滤除去有机溶剂, 重新分散至PBS中, 用激光粒度分

析仪对其粒径和电位进行表征。

DiI 标记的纳米粒的制备 将 PLGA 和 PCL-

pSBMA 混合后加入 5 μL DiI 或 DiR (溶于 DMSO,

1 mg · mL-1), 其余与pSBMAn NPs的制备相同。

纳米粒稳定性考察 将制备好的纳米粒重新分散

于 PBS (1 mg·mL-1, 以 PCL-pSBMA计), 按体积比 1∶9

与人工胃液 (SGF)、人工肠液 (SIF)、PBS 或不同浓度

的胎牛血清 (FBS) 溶液混合 , 37 ℃振摇 (4 h, 100

r · min-1)。通过粒径的变化来考察纳米粒在不同介质

中的稳定性。

黏蛋白吸附实验 称取一定量的猪黏蛋白 , 用

PBS配制成 10 mg·mL-1黏蛋白储备液。DiI标记的纳

米粒 (2 mg · mL-1) 按体积比 1∶9 与黏蛋白溶液混匀。

样品置于恒温摇床中振摇 1 h, 离心除去被黏蛋白吸附

的纳米粒, 取上清, 用多功能化学发光仪测定样品中纳

米粒的荧光强度 (吸收波长 549 nm, 发射波长 594

nm), 按以下公式计算被黏蛋白吸附的纳米粒:

A (%) =
F 0 - F S

F 0

× 100%

其中 , A 代表被吸附的纳米粒百分率 , F0代表初

始纳米粒的荧光强度 , Fs代表上清液中纳米粒的荧

光强度。

纳米粒的黏液渗透能力 取猪黏液 20 μL均匀铺

在Transwell小室中, 表面覆盖一层相同孔径的聚碳酸

酯膜。A室中加入DiI标记的NPs (2 mg·mL-1) 200 μL,

B室中加入PBS 600 μL, 放入 37 ℃摇床孵育。在一定

时间点 (0.5、1、1.5、2、3和 4 h) 从 B室取样 100 μL, 并

补加相同体积PBS。用多功能化学发光仪测定样品浓

度, 并用以下公式计算纳米粒透过黏液的表观渗透系

数 (Papp):

Papp =
dQ
dt

×
1

A × C 0

其中, dQ/dt表示NPs透过黏液的速率, C0为 NPs

的初始浓度, A为半透膜的面积 (cm2)。

细胞毒性实验 采用阿尔玛蓝法 (Alamar blue)

考察纳米粒的细胞毒性。将Caco-2或E12细胞按照每

毫升 4×104个细胞接种于 96孔板中, 培养 48 h后进行

实验。实验前弃去孔板中的培养基, 并用PBS润洗, 加

入不同质量浓度 (125～500 μg · mL-1) 的纳米粒溶液

200 μL, 孵育 4 h后将纳米粒溶液吸出, 并用 PBS洗去

残留的纳米粒。随后加入 100 μL刃天青 (10 μg·mL-1)

继续孵育 1 h。使用多功能化学发光仪测定各孔荧光

值 (激发波长 530 nm, 发射波长 590 nm), 以 PBS处理

的细胞作为对照组 , 按以下公式计算细胞存活率

(CV):

CV ( % ) =
F sam

F con

× 100%

其中, Fsam表示样品组荧光值, Fcon表示对照组荧

光值。

溶血实验 SD 大鼠眼球取血 , EDTA-2Na 抗凝。

离心 (1 500 r ·min-1, 10 min), 弃去上清, 并用 PBS洗涤

血细胞, 取 0.5 mL血细胞分散至 24 mL PBS中, 备用。

将新制备的纳米粒超滤浓缩后重新分散至 PBS, 使其

质量浓度分别为 4、8和 16 mg·mL-1。按体积比 1∶1与

血细胞混合作为样品溶液, 37 ℃孵育 2 h, 100 r ·min-1

离心, 取上清, 于 540 nm处检测紫外吸光度。取等体

积的纳米粒溶液与 PBS混合作为空白对照, 等体积水

与血细胞混合作为阳性对照, 而等体积血细胞和 PBS

混合作为阴性对照。按以下公式计算溶血率 (HR):

HR (%) =
F a - F b - F c

F d - F c

×100%

其中, Fa为样品溶液的吸光度值, Fb为样品空白溶

液的吸光度值, Fc为阴性对照吸光度值, Fd为阳性对照

吸光度值。

细胞摄取实验 将 Caco-2 或 E12 细胞按照每毫

升 5×104个细胞接种于 96孔板中, 培养 3天后进行实

验。实验前用 PBS 洗去细胞表面的培养基 , 刃天青

(10 μg · mL-1) 孵育 1 h, 测荧光对细胞数目进行校正。

用 PBS 洗去刃天青 , 加入荧光标记的纳米粒孵育 2 h
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后, 用预冷的 PBS洗去纳米粒, 加入DMSO破坏细胞,

测荧光强度。以 pSMBA80 NPs作为对照组, 其荧光值

归为 1, 计算其他 pSBMA 修饰的纳米粒的相对荧光

强度。

黏液对纳米粒细胞摄取的影响 将消化后的E12

细胞按照每毫升 5×104 个细胞接种到 96 孔板中 , 培

养 3天。实验前用刃天青对细胞数目进行校正。将细

胞分为两组: 第 1组实验前先用N-乙酰半胱氨酸预处

理除去黏液 (pre-removal of mucus)[11,12], 用PBS清洗后

加入 DiI标记的 NPs, 孵育 2 h; 第 2组直接加入 DiI标

记的NPs, 孵育 2 h后用 0.4%福尔马林溶液洗涤, 以除

去 E12细胞表面的黏液 (post-removal of mucus) 及被

困于黏液中的纳米粒, 然后用 PBS清洗除去吸附于细

胞膜上的纳米粒。加入DMSO破坏细胞, 用多功能化

学发光仪测定各孔荧光强度。以 pSBMA80 NPs (post-

removal of mucus) 作为对照组, 其荧光值归为 1, 计算

其他pSBMAn NPs的相对荧光强度。

药动学实验 健康 Balb/c 小鼠随机分成 3 组。

给药前禁食 12 h, 自由饮水 , 给药前分别给予 3% 碳

酸氢钠中和胃液。分别灌胃给予游离DiR、载DiR的

pSBMA10 NPs和 pSBMA20 NPs (剂量: DiR 1 mg·kg-1)。

给药后0.5、1、2、3、4、6、8、10和24 h经眼球后静脉取血

20 μL, 加入80 μL纯水, 用多功能化学发光仪测定血液

样品中DiR含量。动物实验根据四川大学关于实验动

物的饲养和使用准则进行, 并得到四川大学实验动物

伦理委员会批准。

统计学方法 所有数据均使用 SPSS软件进行统

计学分析, 并用
-
x ± s表示, P<0.05和 P<0.01分别代表

具有显著性差异和非常显著性差异。

结果与讨论

1 聚合物的合成及表征

按照合成路线图 1A, 通过己内酯的开环聚合反应

合成大分子引发剂 PCL-Br, 采用凝胶渗透色谱 (GPC)

对其分子量及其分布进行测定, 并通过 1H NMR表征

其结构与组成。图 1A为 PCL-Br的GPC洗脱曲线, 该

曲线呈单峰, 分子质量为4 556 Da且PDI为1.145, 表明

该聚合物具有较均一的分子量分布。其核磁共振氢谱

如图 1B所示, δ 1.94和 4.23是TEG-Br (O-CH2-CH2-O)

的质子峰, δ 1.42、1.59和 2.32是PCL主链上的-CH2-质

子峰, 该两处质子峰的同时出现, 表明 PCL-Br的成功

合成。此外, 通过 TEG和 PCL质子峰的积分面积比,

可以计算出PCL-Br分子质量为5 883 Da。

按照合成线路图 1B合成不同 pSBMA链长的两嵌

段聚合物 PCL-pSBMA, 并采用红外 (IR) 和 1H NMR

对聚合物进行表征。图 2A为 PCL-Br与 PCL-pSBMA

的红外图谱, 从图中可看出, 与 PCL-Br相比, 1 044和

1 193 cm-1出现了-S=O的伸展振动吸收, 606 cm-1出现

了-C-S 伸展振动吸收 , 表明 SBMA 单体成功聚合于

PCL-Br骨架。图 2B是PCL-Br和PCL-pSBMA的简易

核磁图谱 , 从图中可以看出 : PCL-pSBMA 在 δ 1.42、

1.59和 2.32处仍保留有 PCL-Br段的质子峰, 并且在 δ

3.30和 3.15处还出现了新的质子峰, 分别为 pSBMA支

链上的 (-NH3)2和 SO3-CH2-质子峰。该图谱再次证明

了 PCL-pSBMA的成功合成。此外, 核磁共振氢谱表

明 (表 1), 随着单体 (SBMA) 与引发剂 (PCL-Br) 投料

比的增加 , 聚合的 SBMA 单体也越多 , 因此链长度

越长。

Scheme 1 The synthesis route of bromoisobutyryl poly(ε-caprolactone) macroinitiator (PCL-Br) (A) and poly(ε-caprolactone)-block-poly

(sulfobetaine methacrylate) (PCL-pSBMA) (B)
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2 纳米粒的制备和表征

PCL-pSBMA 同时具有亲水段 pSBMA 和疏水段

PCL, 因此采用纳米沉淀法制备 pSBMA 修饰的纳米

粒。如表 2所示, 制得的各组纳米粒粒径约为 100 nm,

电位约为-7 mV。本实验中制备的纳米粒均呈负电,

这与 Zhai等[13]和 Guo 等[14]实验结果吻合。通过透射

电镜 (transmission electron microscope, TEM) 观察各

组纳米粒的形态, 可发现纳米粒的粒径分布与上述结

果一致, 且均为类球形 (图3)。

3 纳米粒的稳定性

纳米粒在不同介质中的胶体稳定性通过观察纳米

粒的粒径或 PDI变化来考察。实验结果如图 4A所示,

所有 pSBMAn NPs 在 PBS 及不同浓度的 FBS 溶液中

孵育 4 h 后粒径未发生显著性变化 (P>0.05), 表明在

Figure 1 Characterizations of macroinitiator PCL-Br. A: GPC spectrum; B: 1H NMR spectrum

Figure 2 Characterization of PCL-pSBMA polymer. A: IR spectrum; B: 1H NMR spectrum

Table 1 The molar ratio of PCL-Br to SBMA determined by
1H NMR

Polymer

PCL-pSBMA10

PCL-pSBMA20

PCL-pSBMA40

PCL-pSBMA80

The molar ratio of PCL-Br to SBMA

Feed

1∶10

1∶20

1∶40

1∶80

Determined

1∶12

1∶21

1∶39

1∶61

Table 2 The characterization of pSBMA modified nanoparticles.

n = 3,
-
x ± s

Formulation

pSBMA10 NPs

pSBMA20 NPs

pSBMA40 NPs

pSBMA80 NPs

Size/nm

99.04±3.14

96.22±0.47

113.30±3.76

110.90±3.10

Polydispersity

index (PDI)

0.167±0.20

0.069±0.014

0.151±0.012

0.160±0.029

Zeta potential /

mV

-7.43±0.57

-8.80±1.80

-8.03±0.79

-7.14±0.50

Figure 3 Transmission electron microscope (TEM) images of

pSBMAn NPs
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PBS和蛋白溶液中有较好的稳定性。这主要是pSBMA

链可在疏水内核外形成保护层, 防止颗粒之间聚集, 且

pSBMA是较好的抗蛋白黏附材料, 能在一定程度上阻

止对蛋白物质的吸附 , 因此粒径并未发生显著性变

化[15]。但是, 如图 4B所示, 在高浓度蛋白溶液中 (15%

FBS), 短链 pSBMA 修饰的纳米粒 (即 pSBMA10 NPs

和 pSBMA20 NPs), 其 PDI 仍较小。而长链 pSBMA 修

饰的纳米粒 (pSBMA40 NPs和 pSBMA80 NPs) 的PDI有

所增加, 已经超过 0.3, 表明其粒径分布变宽, 稳定性比

短链 pSBMA修饰的纳米粒差。这可能是因为亲水链

长度增加, 纳米粒内核间的疏水作用减弱, 因此影响了

纳米粒的稳定性。

纳米粒在人工胃液中粒径迅速变大, 最后析出, 这

可能与 pSBMA的反聚电解质性质有关, 即在高盐浓

度时, 季铵基团和磺酸基团的相互作用被Na+或Cl-离

子所屏蔽 , pSBMA 链呈舒展状态 ; 而盐浓度降低时 ,

季铵基团和磺酸基团的相互作用增强, 形成疏水性区

域, pSBMA坍塌, 因此稳定性减弱[16]。值得注意的是,

pSBMA10 NPs和 pSBMA20 NPs在人工肠液孵育 4 h后

粒径未发生显著性变化 (图 4C), 而 pSBMA40 NPs粒径

由 94 nm增加至 566 nm, pSBMA80 NPs则直接析出, 表

明纳米粒的稳定性随着 pSBMA 链长的增加而降低 ,

这与纳米粒在FBS溶液中的稳定性一致。纳米粒在人

工肠液中的稳定性比在人工胃液中的稳定性好, 可能

是因为人工肠液的主要成分是 K2HPO4, 而 K+可屏蔽

pSBMA中磺酸基团和季铵基团的相互作用。

4 pSBMA链长对纳米粒抗黏蛋白吸附能力的影响

黏液的主要成分是带负电的黏蛋白, 可通过疏水

作用或静电作用吸附部分纳米粒。因此, 黏蛋白对纳

米粒的吸附在一定程度上可以反映纳米粒的穿黏液能

力[1]。将DiI标记的纳米粒与 10 mg·mL-1黏蛋白共同

孵育, 考察对纳米粒的吸附情况。实验结果如图 5A所

示, pSBMA10 NPs、pSBMA20 NPs和 pSBMA40 NPs被黏

蛋白吸附的百分率分别是 pSBMA80 NPs 的 3.96 倍

(P<0.01)、3.27 倍 (P<0.01) 和 1.97 倍 (P<0.01), 表明随

着 pSBMA 链长增加 , 被黏蛋白吸附的纳米粒减少。

可能是因为 pSBMA中季铵基团和磺酸基团均具有较

强的水解能力, 随着 pSBMA链长的增加, 水解能力也

增强, 因此吸附的水分子增多, 抗黏蛋白吸附的能力

增强。

5 pSBMA链长对纳米粒穿黏液能力的影响

蛋白黏附实验表明 , 纳米粒的抗黏附能力随着

pSBMA 链长的增加而增强 , 因此推测长链 pSBMAn

NPs的穿黏液能力可能更强。于是采用Transwell小室

测定纳米粒穿过黏液的表观渗透系数 (Papp)。实验结

果如图 5B 所示: 随着 pSBMA 链长的增加 , 纳米粒的

Papp值增大, 表明纳米粒的穿黏液能力增强。

对于 PEG NPs而言, 其穿黏液能力随着链长的增

加而降低, 因为长链的 PEG可能会与黏液缠绕, 导致

纳米粒穿黏液能力减弱。而pSBMAn NPs穿黏液能力

随着链长的增加而增强, 可能是因为各组纳米粒结构

相似, 但长链 pSBMAn NPs具有更好的抗蛋白黏附能

力, 因此pSBMA80 NPs的穿黏液效果最好。

6 纳米粒的细胞毒性实验

采用Alamar blue assay测定各组纳米粒对Caco-2

和 E12 细胞的细胞毒性 , 实验结果如图 6A、B 所示 ,

Figure 4 The colloidal stability of pSBMAn NPs. The change of particle size (A) and PDI (B) after incubation in phosphate buffer saline

(PBS), different concentration of fetal bovine serum (FBS) solutions and simulated intestinal fluid (C) for 4 h. n = 3,
-
x ± s

Figure 5 The percentage of trapped NPs (A). The relative

apparent permeability coefficient (Papp) values of NPs permeation

across the mucus (B). **P<0.01 vs pSBMA80 NPs; #P<0.05, ##P<

0.01 vs pSBMA10 NPs. n = 3,
-
x ±s
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pSBMAn NPs 的质量浓度在 500 μg · mL-1 以内 (以

PCL-pSBMA 计), Caco-2 和 E12 细胞的存活率均在

85%以上, 表明其具有良好的生物相容性。此外, 部分

纳米粒口服后可能会进入血液循环 , 因此也考察了

pSBMAn NPs的血液相容性 , 实验结果如图 6C 所示 ,

各组纳米粒的溶血性呈剂量依赖性。当 pSBMAn NPs

质量浓度为 2 mg·mL-1时, 溶血率几乎为零; 当质量浓

度增加到 8 mg · mL-1时 , 溶血率有所增加 , 但仍低于

5%。表明pSBMAn NPs具有良好的血液相容性。

7 pSBMA 链长对纳米粒摄取的影响

为探究 pSBMA 链长对纳米粒摄取效率的影响 ,

以 Caco-2细胞为模型, 考察了不同链长 pSBMA修饰

的纳米粒的细胞摄取。实验结果如图7A所示, pSBMA10

NPs 和 pSBMA20 NPs 在细胞内的荧光强度分别是

pSBMA80 NPs 的 2.44 倍 (P<0.01) 和 1.69 倍 (P<0.01),

表明纳米粒的细胞摄取随着 pSBMA链长的增加而减

少。这可能是长链 pSBMA修饰的纳米粒具有更好的

抗黏附能力, 因此不利于纳米粒与细胞间的接触, 导致

摄取降低。

覆盖于小肠上皮细胞表面的黏液可捕获外来颗

粒, 使其无法穿过黏液层而被摄取。因此, 采用可分泌

黏液的E12细胞为模型, 考察了黏液对纳米粒摄取的

影响。如图 7B所示, 当预先除去黏液时, 纳米粒的摄

取情况与Caco-2细胞相同, 其摄取随着 pSBMA链长

的增加而降低。黏液均可降低 pSBMAn NPs的摄取,

但 pSBMA链越短, 摄取降低的程度越大, 这与纳米粒

的穿黏液结果一致。值得注意的是, 即使有黏液存在,

pSBMA10 NPs的摄取仍最高, 这可能是因为其既有一

定的穿黏液能力, 又有最高的细胞摄取能力 (无黏液

存在时)。

据文献[17]报道 , 磺基甜菜碱聚合物摄取机制与

SBMA链长以及被修饰物相关, 当单个磺基甜菜碱基

团修饰小分子荧光染料时, 不仅能增加疏水染料溶解

性, 还可通过与细胞膜上的磷脂酰胆碱相互作用而用

于细胞膜染色; 当 pSBMA聚合物游离存在时, 可通过

类似于穿膜肽的方式摄取进入细胞, 避开溶酶体[18], 但

修饰于材料或纳米粒表面时, 却表现出良好的抗黏附

能力。

8 药动学研究

给药后小鼠血液中DiR浓度变化曲线如图8, 口服

游离 DiR 和载 DiR 的 pSBMA10 NPs 和 pSBMA20 NPs

后, 血液中的 DiR 缓慢增加 , 6 h 后逐渐降低 , 24 h 后

血液中 DiR 已基本被清除。虽然 E12 细胞实验结果

表明: 即使有黏液存在的情况下, pSBMA10 NPs的摄取

仍优于 pSBMA20 NPs, 但在 4～10 h内, 游离DiR组和

Figure 6 The viability of Caco-2 (A) and E12 cells (B) after incubation with pSBMAn NPs for 4 h. C: The hemolysis ratio of erythrocyte

after incubation with pSBMAn NPs. n = 3,
-
x ±s

Figure 8 The change of DiR in plasma after oral delivery of free

DiR, DiR loaded pSBMA10 NPs and pSBMA20 NPs. n = 5,
-
x ± s.

#P<0.05, ##P<0.01 vs free DiR or pSBMA10 NPs

Figure 7 The relative cellular uptake of NPs on Caco-2 (A)

and E12 (B) cells. **P<0.01 vs pSBMA80 NPs; ##P<0.01 vs post-

removal of mucus group. n = 3,
-
x ± s
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pSBMA10 NPs 组的血药浓度明显低于 pSBMA20 NPs

组 (P<0.01)。这可能是因为E12细胞表面的黏液厚度

要小于小肠表面的黏液层, 而 pSBMA20 NPs穿黏液能

力强于pSBMA10 NPs, 因此口服吸收较好。

结论

本课题结合己内酯的开环聚合反应和原子转移自

由基聚合反应成功合成了不同 pSBMA链长的两嵌段

聚合物 PCL-pSBMA, 并通过纳米沉淀法制备了不同

链长的 pSBMA包裹的纳米粒。采用黏蛋白吸附实验

和Transwell小室实验考察了pSBMA链长对纳米粒穿黏

液的影响, 结果表明纳米粒的穿黏液能力随着 pSBMA

链的增长而增强。细胞摄取实验结果表明, pSBMAn

NPs的摄取效率随着 pSBMA链的增长而降低。在口

服纳米给药体系中, 纳米粒不仅需具有良好的抗黏液

黏附及穿黏液能力, 还需对小肠上皮细胞有良好的亲

和力。本研究发现, 两性离子 pSBMA链长对纳米粒

穿黏液能力与细胞摄取效率具有相反的影响。动物实

验结果表明 : pSBMA20 NPs 的口服生物利用度高于

pSBMA10 NPs。因此筛选出合适链长的 pSBMA聚合

物, 对于克服黏液层及小肠上皮细胞这两道生理屏障

有着重要意义。此外, 细胞毒性实验及血液相容性实

验表明 pSBMAn NPs具有良好的生物相容性, 为进行

体内研究提供了安全保障。
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