
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2019, 54(7): 1303 −1311

聚乙二醇磷脂包裹的聚乳酸羟基乙酸微球防止肺泡巨噬细胞吞噬
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摘要: 聚乳酸-羟基乙酸共聚物 (polylactic acid-glycolic acid, PLGA) 微球体系在肺部缓控释递药系统中具有

独特优势。然而, 肺巨噬细胞的吞噬清除极大地限制了药物在肺深部的长期滞留。为规避肺巨噬细胞清除作用, 本

文设计了一种经聚乙二醇-二硬脂酰磷脂酰乙醇胺 (polyethylene glycol-distearoyl-glycero-phosphoethanolamine,

PEG-DSPE) 包裹的PLGA微球, 并探究了PEG-DSPE链长及比例对巨噬细胞摄取的影响。以香豆素-6为荧光探针,

经膜乳化联合溶剂挥发法制备了各 PLGA微球制剂, 粒径控制为 3～5 μm、包封产率大于 90%。在细胞液中孵育

48 h后, 荧光素体外泄漏量低于 1.5%, 排除了游离荧光素对细胞摄取的干扰。选用鼠源性巨噬细胞RAW264.7进行

体外细胞实验。细胞毒性实验表明各制剂对细胞均无毒性。细胞摄取实验结果显示, 与未包裹制剂相比, 高低比

例 (PEG-DSPE/PLGA 1∶1、0.25∶1) PEG5000-DSPE、PEG10000-DSPE 包裹均可显著减弱巨噬细胞对粒子的吞噬作用。

对于PEG2000-DSPE包裹微球, 可通过增加PEG在粒子表面的比例达到逃逸巨噬细胞吞噬的效果。综上, PEG-DSPE

链长及比例是影响巨噬细胞摄取的关键因素, 在肺部缓控释递药系统中, 可通过选用高分子量PEG-DSPE (PEG5000-

DSPE、PEG10000-DSPE) 或高比例 (PEG-DSPE/PLGA 1∶1) 的PEG2000-DSPE包裹微球, 达到逃逸肺巨噬细胞吞噬、延长

药物肺内滞留的效果。
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Abstract: Microspheres based on polylactic acid-glycolic acid (PLGA) copolymer have unique advantages in

pulmonary controlled drug delivery. However, the clearance mechanism dominated by lung macrophage phagocytosis

greatly limits the long-term retention of drugs in the deep lung. In order to avoid the scavenging effect of lung

macrophages, the PLGA microspheres coated by polyethylene glycol-distearoyl-glycero-phosphoethanolamine

(PEG-DSPE) was designed in this study, and the effect of chain length of PEG-DSPE and its ratio on the macro‐

phage uptake was investigated. With coumarin 6 as a fluorescent probe, the coumarin 6-loaded PLGA microspheres
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was prepared by premix membrane emulsification/solvent evaporation. The particle size was controlled to 3-5 μm

and the encapsulation efficiency was over 90%. After incubation in the cell culture fluid for 48 h, the in vitro

leakage of fluorescein from the microspheres was less than 1.5%, eliminating the interference of free fluorescein

on the cellular uptake. Murine macrophages RAW264.7 cell line was selected for the in vitro cell study. The

preparations showed little toxicity to cells in the cytotoxicity study. Results of the macrophage uptake study

showed that PEG5000-DSPE and PEG10000-DSPE coated groups with both high and low proportions (PEG-DSPE /

PLGA 1∶1, 0.25∶1) could significantly reduce the phagocytosis of macrophages to microspheres compared with

the uncoated PLGA group. For PEG2000-DSPE coated microspheres, the effect of escaping macrophage phagocytosis

could be achieved by increasing the ratio of polyethylene glycol (PEG) on the surface of particles. Overall, the

chain length of PEG-DSPE and its ratio are the key factors affecting the macrophage uptake. In pulmonary controlled

drug delivery, high molecular weight of PEG-DSPE (PEG5000-DSPE and PEG10000-DSPE) and the high ratio (PEG-

DSPE /PLGA 1∶1) of PEG2000-DSPE can be selected to escape the phagocytosis of alveolar macrophages and

prolong the drug retention in the lungs.

Key words: drug delivery system; inhalation; polyethylene glycol-distearoylphosphatidylethanolamine;

polylactic acid-polyglycolic acid copolymer; phagocytosis

对于呼吸系统疾病, 肺部药物递送系统具有全身

递药系统不可替代的优势, 其能够将药物直接递送到

肺内, 较少的给药剂量即可发挥疗效, 同时降低了药物

对全身的不良作用[1]。然而, 目前的市售吸入产品均

为速释制剂[2], 药物在肺内停留时间较短, 需通过频繁

给药维持药物治疗浓度 , 大大降低了患者依从性[3]。

因而, 科研人员尝试开发肺部缓控释药物递送系统, 以

期延长药物治疗时间 , 降低给药频次 , 提高患者顺

应性[4,5]。

以聚乳酸羟基乙酸共聚物 (polylactic acid-glycolic

acid, PLGA) 为载体构建的微球体系在肺部缓控释递

药系统中具有独特优势[6,7]。PLGA具有很好的生物相

容性和生物可降解性, 研究表明其在体外对人气道细

胞不存在毒性 , 同时在小鼠体内也显示出安全性[8]。

结合吸入粒子在肺内的沉积规律, 即直径较大的粒子

(>5 μm) 容易沉积在口咽部, 而较小的粒子 (<0.5 μm)

易随气流呼出, 吸入用微球通常设计在 1～5 μm内, 以

实现较为理想的肺沉积效果[9]。然而, 以巨噬细胞吞

噬为主导的肺清除机制限制了吸入药物的肺内滞留。

如何规避肺巨噬细胞的吞噬清除现已成为肺部缓控释

制剂开发的主要挑战[10]。

聚乙二醇化 (PEGylation) 作为规避单核巨噬细胞

系统清除的“隐身衣”(stealth), 在全身给药系统中得到

了广泛应用[11]。其形成的水化云/水化壳大大减弱了

粒子与血液成分 (如调理素) 的非特异性作用, 抑制补

体系统激活, 使粒子不被识别, 从而避免被免疫系统清

除[12]。基于聚乙二醇 (polyethylene glycol, PEG) 这一

逃逸清除机制, 越来越多的研究者将其应用于肺部缓

控释药物的递送[13,14]。

本实验在以 PLGA为载体的微球体系中, 引入聚

乙二醇-二硬脂酰磷脂酰乙醇胺 (polyethylene glycol-

distearoyl-glycero-phosphoethanolamine,PEG-DSPE),制

备了表面包裹有PEG的PLGA微球。通过选用不同分

子量的 PEG-DSPE 材料, 考察 PEG-DSPE 链长及不同

包裹比例对巨噬细胞 (RAW264.7细胞系) 摄取粒子的

影响。

材料与方法

仪器 Ultra Turrax T25高速剪切器 [IKA® (广州)

仪器设备有限公司]; 外压式膜乳化器 (日本 SPG 集

团); HELOS/KP 激光粒度仪 (德国新帕泰克公司); 全

波长多功能酶标仪 (美国 Thermo Scientific 公司);

XDS-1B倒置显微镜 (重庆光电仪器有限公司); Quanta

SC流式细胞仪 (美国Beckman Coulter公司)。

材料 聚乳酸-羟基乙酸共聚物 [PLGA, Resomer®

RG 503H, 赢创德固赛 (中国) 投资有限公司上海分公

司]; 聚乙烯醇 (PVA 205, 日本可乐丽株式会社); 聚乙

二醇单甲醚-二硬脂酰磷脂酰乙醇胺 (mPEG-DSPE, 上

海艾伟拓医药科技有限公司); 香豆素-6 (coumarin 6)、

RPMI-1640培养基 (RPMI medium 1640)、双抗灭菌液

(青霉素/链霉素溶液)、磷酸盐缓冲液 (PBS, 细胞培养

级)、D-Hanks 平衡盐溶液 (不含酚红) (大连美仑生物

技术有限公司); 胰蛋白酶 (Trypsin, 美国Amresco公司);

标准胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS, 德国 SeraPro

公司); 色谱级二氯甲烷和甲醇 (山东禹王实业有限公

司); 其他化学试剂, 无特殊说明, 均为分析纯级别。

细胞与培养 本文所选用的细胞系为鼠源性巨噬

细胞RAW264.7 (中国科学院上海细胞库)。将细胞接

种于培养瓶中, 加入RPMI-1640培养液 (含 10% FBS)
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于37 ℃、5% CO2培养箱中培养。

包载荧光探针香豆素-6吸入微球的制备 本文选

用优化的预混膜乳化联合溶剂挥发法制备 PEG 磷脂

包裹的 PLGA 微球 , 并将香豆素-6 包载于其中 , 具体

方法如下: 首先精确称取 6.0 mg香豆素-6, 与 600.0 mg

PLGA及一定量的 PEG磷脂一起溶于 3 mL二氯甲烷

中得到油相。在 8 000 r · min-1剪切条件下, 将该油相

缓慢注入 50 mL含有 0.1% (w/v) PVA稳定剂的水相中,

乳化 40 s, 随后, 该乳液在一定氮气压力下挤压过SPG

膜 (膜孔 5 μm) 3次。所得终乳快速转移至 250 mL水

相中, 在 25 ℃恒温水浴中连续搅拌 4 h 以挥发溶剂。

离心 (2 000 r·min-1) 收集固化的PLGA微粒, 并用水充

分洗涤3次。最后冷冻干燥得到干粉样品。

吸入微球粒径及理论空气动力学径的表征 通过

激光粒度仪测定各处方中粒子的粒径, 用体积平均粒

径 (Dv,50) 表示粒子的几何直径, 并计算跨度值 (Span)

以衡量粒径分布状态, 公式 (1) 如下:

Span =
Dv,90 - Dv,10

Dv,50

(1)

式中, Dv,90和 Dv,10是粒径累积分布频率在 90% 和

10%处的粒径。

粒子的质量中值空气动力学直径 (mass median

aerodynamic diameter, MMAD) 相当于单位密度在静

止空气中的终端速度与粒子相同的球体的直径, 由公

式 (2) 计算得到[4]:

MMAD = d ( ρ/ρ0 χ )
1
2 (2)

式中, d为粒径测量项中得到的粒子的几何直径,

ρ代表样品的振实密度 (已知质量的粉末经敲击 500次

体积达到恒定后的密度), ρ0为单位密度, χ为颗粒的动

力学形态系数, 表示粒子形状与球形度的偏差, 此处视

为理想化的球形。

粒子体外沉积性质的考察 根据美国药典第<601>

章中吸入气溶胶颗粒检测的相关内容, 吸入粒子的体

外空气动力学性质可通过配有人工喉和预分离器的新

一代撞击器 (next generation impactor, NGI) 进行评

价[15]。具体方法如下: 将含有 10% (v/v) Tween-20的乙

醇溶液加入NGI的各收集盘中, 挥发掉溶剂形成薄膜

涂层。选用 3号HPMC胶囊装填药物粉末, 并将胶囊

装入 Cyclohaler给药装置。连接 NGI仪器, 设定流速

为 100 L·min-1, 每个胶囊的触发时间为 2.4 s。待粒子

沉降完毕后, 收集各盘中药物微粒, 测定其内药物含

量 (M)。根据 NGI各级粒子沉降的百分比, 利用 NGI

附带软件计算 MMAD 与几何标准偏差 (geometric

standard deviation, GSD), 喷射剂量 (emitted fraction,

EF) 与可吸入细粉量 (fine particulate fraction, FPF) 由

分别通过公式 (3) 和公式 (4) 计算得到[16]:

EF% =
M( Induction port + Pre - separator + all stages )

M( Capsule + Induction port + Pre - separator + all stages )

(3)

FPF% =
Mstage 1 - 5

M( Induction port + Pre - separator + all stages )

(4)

香豆素-6包封产率的测定 各处方中香豆素-6在

微球中的包封产率按照以下方法进行测定: 精密称取

10.0 mg样品, 将其充分溶解于 1 mL二氯甲烷中, 并用

甲醇稀释至 50 mL。将混合物以 10 000 r · min-1离心

10 min, 取上清液通过酶标仪测定荧光强度 (λex = 466 nm,

λem = 504 nm)。包封产率 (encapsulation efficiency, EE)

通过公式 (5) 计算:

EE ( % ) =
Mactual drug loaded

M theoretical drug loaded

×100% (5)

形貌观察 通过S-3400N型扫描电子显微镜来观

察微球形貌。将少量粉末铺散在带有双面胶的铝质载

样台上并真空喷金。在一定电压下, 观察微粒的表面

形态并拍照。

香豆素-6体外泄漏的测定 精确称量包载荧光素

样品10.0 mg分散于2 mL细胞培养液 (不含酚红) 中, 并

置于气浴恒温振荡器中连续孵育 (37 ℃, 80 r · min-1)。

在预定时间点内取出样品, 离心收集上清液进行酶标

仪分析 (λex = 466 nm, λem = 504 nm)。弃去剩余上清

液, 并补加培养液 2 mL, 涡旋以使样品重新分散后放

入气浴振荡器中继续孵育。

体外细胞毒性的考察 采用 MTT分析法评估各

PEG磷脂包裹微粒对RAW264.7巨噬细胞存活率的影

响。将RAW264.7细胞接种到96孔板中 (每孔5×104个

细胞), 制剂以预定浓度 (0.2 mg · mL-1) 加入到各孔中,

与巨噬细胞共孵育24 h。随后将MTT储备液 (5 mg·mL-1)

添加到各孔中, 继续孵育 4 h, 再用 100 μL 二甲基亚砜

替换培养基, 并在 570 nm处用酶标仪测定溶液的吸光

度值 (A)。实验组 (experiment) 为加药孵育的细胞, 对

照组 (control) 为未加药孵育的细胞, 空白组 (blank) 为

不含细胞的溶液。最后, 根据公式 (6) 计算细胞存活

率 (CV):

CV ( % ) =
Aexperiment - Ablank

Acontrol - A'blank

× 100% (6)

巨噬细胞摄取实验 将对数生长期的巨噬细胞

(RAW264.7) 以每毫升 5×105个细胞接种于 6 孔板中 ,

加入 RPMI-1640培养液 (含 10% FBS), 并置于 37 ℃、

5% CO2培养箱中平衡 24 h使其贴壁生长。随后取出

培养板, 更换新鲜培养液。将制备好的香豆素-6各处

方均匀地分散到细胞培养基中 (每孔相当于 4 μg香豆
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素-6), 并在 37 ℃下与巨噬细胞共孵育。分别在 4、12

和 24 h后, 去除培养基, 用 PBS洗涤细胞 3次, 离心收

集细胞。弃去上清液, 将细胞重分散到PBS中, 用流式

细胞仪测定荧光强度。另外, 使用光学显微镜观察并

拍摄24 h巨噬细胞对各制剂的摄取情况。

统计学方法 数据以至少 3 次独立测量的平均

值±标准差 (
-
x ± s) 表示。使用 Prism 5 (美国GraphPad

软件) 和单因素方差分析法进行统计分析, P<0.05被

认为具有统计学意义。

结果与讨论

1 微球的理化性质

本文通过优化的预混膜乳化-溶剂挥发法制备

PEG-DSPE包裹的 PLGA微球。通过预实验对工艺参

数的筛选, 确定工艺参数为 PLGA 600.0 mg、油∶水相

比例 3∶300、剪切转速 8 000 r · min-1、均质时间 40 s、膜

孔径5 μm和过膜次数3次。

各处方理化性质的表征结果如表 1所示。经过膜

整粒, 各制剂粒子粒径成功控制在 3～5 μm内, 且呈现

均匀的粒径分布。粒子形貌如图 1所示 (选取未包裹

PLGA微球及 PEG2000-DSPE/PLGA 1∶1微球制剂为代

表), 观察到的粒子大小及粒径分布与表 1结果基本一

致, 球形度良好。载体对香豆素-6的包封产率为 90%

左右。综上, PEG-DSPE分子量及比例的不同未对微

球理化性质产生显著影响。

PEG-DSPE 是一种被广泛使用的两亲性材料, 在

乳化过程中 , 经油水相混合 , 其疏水端自发分散到

PLGA疏水性材料表面, 暴露出PEG亲水端, 随着溶剂

挥发, 其疏水端与固化的PLGA骨架相互缠绕, 达到包

裹目的[17]。实验中, 选取多种分子量的 PEG-DSPE材

料, 以考察 PEG链长对细胞摄取的影响。同时, 每种

分子量材料固定高、低两种比例, 从而探究PEG-DSPE

比例对细胞摄取的影响。

鉴于粒径在 2～5 μm 的微球更易被巨噬细胞吞

噬[18], 为了消除粒径对细胞摄取的干扰并突出 PEG磷

脂包裹的作用, 需要制备粒径在此范围内的微球。由

于微球粒径大小及分布与其固化前液滴的大小密切相

关, 因而在传统溶剂挥发法基础上, 联合使用“预混膜

乳化法”(premix membrane emulsification, PME), 以期

通过对液滴大小的控制来调控微球大小[19]。通过这一

制备方法 , 将脂溶性荧光染料 (香豆素 - 6) 包载到

PLGA微球中, 对微球进行荧光标记, 以便于流式细胞

仪定量细胞摄取粒子情况[20]。考虑到荧光素荧光强度

与检测系统的适应性, 其理论载药量固定为1% (w/w)。

2 微球的空气动力学径及体外沉积

如表 1 所示 , 各处方粒子的理论空气动力学径

(theoretical mass median aerodynamic diameter, MMADt)

均处于 3～5 μm。通常, 大颗粒 (MMAD > 5 μm) 受惰

性撞击作用沉积在上呼吸道 (口咽部); 1～5 μm 粒子

以重力沉降方式沉积在中心和远端束气道中; 小粒子

(MMAD < 0.1 μm) 往往会随气流呼出体外[4]。本研究

中各处方的粒子可以以重力沉降方式沉积在肺深部,

符合干粉吸入的要求[15]。

在得到理论的粒子空气动力学径基础上 , 利用

NGI对粒子进行体外肺模拟沉积实验, 以比较各处方

粒子沉积行为的差异。经NGI实验测定, 粒子在各级

的沉降水平如图 2所示。根据粒子在NGI各级的沉积

量, 结合公式计算得到各制剂空气动力学参数, 如表 2
Figure 1 Morphology characteristics of the PLGA microparti‐

cles (MP)

Table 1 Physicochemical properties of coumarin 6-loaded, PEG-DSPE-coated PLGA microparticles prepared by premix membrane

emulsification (PME)/solvent evaporation. n = 3,
-
x ± s. PEG-DSPE: Polyethylene glycol-distearoyl-glycero-phosphoethanolamine; PLGA:

Polylactic acid-glycolic acid; MMADt: Theoretical mass median aerodynamic diameter

Formulation

PLGA
PEG750-DSPE/PLGA 0.25∶1
PEG750-DSPE/PLGA 1∶1
PEG2000-DSPE/PLGA 0.25∶1
PEG2000-DSPE/PLGA 1∶1
PEG5000-DSPE/PLGA 0.25∶1
PEG5000-DSPE/PLGA 1∶1
PEG10000-DSPE/PLGA 0.25∶1
PEG10000-DSPE/PLGA 1∶1

PEG-DSPE∶PLGA

/mol∶mol

-

0.25∶1
1∶1

0.25∶1
1∶1

0.25∶1
1∶1

0.25∶1
1∶1

Particle size/μm

(span value)

3.4 ± 0.0 (1.2)
3.2 ± 0.1 (1.0)
3.4 ± 0.0 (0.9)
4.6 ± 0.1 (1.5)
4.7 ± 0.0 (1.5)
4.7 ± 0.1 (1.6)
4.8 ± 0.1 (1.8)
4.7 ± 0.2 (1.7)
4.7 ± 0.0 (1.0)

Encapsulation

efficiency/%

93 ± 2
95 ± 2
96 ± 1
89 ± 1
89 ± 2
90 ± 2
89 ± 1
92 ± 1
91 ± 1

MMADt

/μm

3.8 ± 0.0
3.6 ± 0.0
3.6 ± 0.0
4.7 ± 0.0
4.8 ± 0.0
4.8 ± 0.0
4.8 ± 0.0
4.8 ± 0.0
4.8 ± 0.0
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所示。经计算, 各制剂喷射剂量相近, 均高于 60%, 可

吸入细粉量均达到要求 (>20%), 实际测定的质量中

值空气动力学径 (practical mass median aerodynamic

diameter, MMADp) 均处于 3～5 μm, 符合规定[15]。可

以看到各制剂均具有较好的体外沉积行为, 可用于肺

部吸入药物递送。

3 香豆素-6体外泄漏

荧光探针常被包载于微粒给药系统中用于制剂结

构、细胞摄取及转运、体内示踪及分布的研究, 其出现

促进了新型给药系统的迅速发展[20], 其中, 香豆素-6是

广泛使用的脂溶性荧光染料。为排除香豆素-6泄漏造

成细胞摄取定量假阳性, 需在细胞液中考察制剂中香

豆素-6的泄漏情况。选取不含酚红的细胞液进行实验

以避免介质对香豆素-6荧光检测产生干扰。孵育 48 h

后, 各制剂香豆素-6释放行为如图3所示。各制剂48 h

内香豆素-6累积释放均小于 1.5%, 表明该荧光素能够

稳定地包载于微球中, 不易泄漏, 可作为荧光标记物较

准确地定量微球被巨噬细胞摄取程度, 游离香豆素-6

的细胞摄取可以忽略。

4 体外细胞毒性

通过MTT法测定了各制剂对巨噬细胞RAW264.7

的毒性 [21]。各制剂组孵育细胞存活率如图 4 所示。

各组细胞存活率均在 90% 以上 , 说明在预定浓度下

Figure 2 In vitro aerodynamic diameter distributions of PLGA

microparticles coated by PEG-DSPE with different molecular

weights of PEG in low molar ratio (PEG-DSPE / PLGA 0.25∶1)

(A) or high molar ratio (PEG-DSPE/PLGA 1∶1) (B) as measured

by next generation impactor (NGI). n = 3,
-
x ± s

Figure 3 In vitro drug release behavior of coumarin 6-loaded

PLGA microparticles coated by PEG-DSPE with different molecu‐

lar weights of PEG in low molar ratio (PEG-DSPE/PLGA 0.25∶1)

(A) or high molar ratio (PEG-DSPE/PLGA 1∶1) (B). n = 3,
-
x ± s

Table 2 Aerodynamic parameters of the tested formulations. n = 3,
-
x ± s. MMADp: Practical mass median aerodynamic diameter; GSD:

Geometric standard deviation

Formulation
PLGA
PEG750-DSPE/PLGA 0.25∶1
PEG750-DSPE/PLGA 1∶1
PEG2000-DSPE/PLGA 0.25∶1
PEG2000-DSPE/PLGA 1∶1
PEG5000-DSPE/PLGA 0.25∶1
PEG5000-DSPE/PLGA 1∶1
PEG10000-DSPE/PLGA 0.25∶1
PEG10000-DSPE/PLGA 1∶1

Emitted fraction/%
64.8 ± 1.2
68.9 ± 0.9
66.4 ± 0.8
73.5 ± 0.7
65.2 ± 0.6
73.8 ± 0.8
68.4 ± 0.6
71.4 ± 0.6
69.2 ± 0.8

Fine particle fraction/%
44.3 ± 0.3
29.7 ± 0.2
36.5 ± 0.3
32.2 ± 0.4
37.3 ± 0.5
30.5 ± 0.3
35.5 ± 0.3
29.4 ± 0.3
36.7 ± 0.5

MMADp/μm
4.0 ± 0.1
4.0 ± 0.1
3.9 ± 0.0
3.9 ± 0.0
3.8 ± 0.0
3.9 ± 0.1
3.8 ± 0.0
3.9 ± 0.1
3.8 ± 0.1

GSD
1.5 ± 0.0
1.6 ± 0.0
1.6 ± 0.0
1.9 ± 0.0
1.9 ± 0.0
1.6 ± 0.0
1.7 ± 0.0
1.7 ± 0.0
1.9 ± 0.0
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(0.2 mg·mL-1), 各制剂对细胞几乎没有毒性。因此, 采

用相同浓度的制剂进行后续细胞摄取实验, 确保细胞可

以正常发挥吞噬功能, 避免细胞活性对结果的干扰[22]。

5 体外巨噬细胞摄取

选用被广泛使用的鼠源性RAW264.7巨噬细胞系

进行体外细胞摄取实验[23], 探究 PEG-DSPE包裹及其

链长对细胞摄取的影响, 同时选用流式技术对细胞摄

取的荧光标记制剂进行定量分析, 通过流式细胞分析

对区域的划门处理 (gated), 可以将被测细胞与未洗净

的非吞噬性微粒 (体积小、荧光强度高) 区分开来[24]。

各低比例制剂组 (PEG-DSPE/PLGA 0.25∶1) 在 4、

12和 24 h的细胞摄取量如图 5A所示。随着孵育时间

的延长, 细胞内荧光强度逐渐增强。PEG750-DSPE 和

PEG2000-DSPE的包裹与未包裹PLGA微球 (对照组) 相

比, 各时间点细胞摄取量均无显著差异。随着 PEG分

子量的增加, 相比于对照组, PEG5000-DSPE与PEG10000-

DSPE组显著减弱了细胞对粒子的吞噬程度 (P<0.05)。

孵育 24 h后, PEG5000-DSPE组与PEG10000-DSPE组细胞

的荧光强度分别为对照组的71%和60%。

各高比例制剂组 (PEG-DSPE/PLGA 1∶1) 在 4、

12和 24 h的细胞摄取量如图 5B所示。与对照组相比,

高比例 PEG750-DSPE 包裹没有显著改变细胞的吞噬

程度, 而高比例 PEG2000-DSPE包裹显著减弱了巨噬细

胞对粒子的摄取。同样地, 高比例的 PEG5000-DSPE与

PEG10000-DSPE 包裹微球后均可显著减弱细胞对粒子

的摄取能力, 但对应的高/低比例组之间无统计学差异

(P>0.05)。

通过显微镜成像进一步观察孵育 24 h RAW264.7

巨噬细胞对各低比例制剂 (图 6) 和各高比例制剂 (图

7) 的摄取情况, 各制剂细胞摄取趋势与定量分析结果

基本一致。

本文中 PEG 分子量对于粒子的巨噬细胞摄取具

有显著影响。随着 PEG分子量的增加, 在达到 5 kDa

及以上时, PEG-DSPE的包裹可显著减弱巨噬细胞吞

噬粒子的能力。这是由于此时 PEG 链所形成的空间

位阻阻碍了细胞对粒子的进一步接触, 从而抑制粒子

被巨噬细胞内化的过程[25]。聚乙二醇化 (PEGylation)

通过减少粒子与血浆蛋白及单核巨噬细胞的相互作用

改善粒子体内循环半衰期[26]。该“聚乙二醇化效应”

(PEGylated effect) 高度依赖于聚乙二醇 (PEG) 的分子

量、链结构及表面分布密度[27]。PEG分子量的大小表

示PEG链的长短, 这一参数直接反映了PEG分子形成

空间位阻的程度[28]。研究表明, PEG链产生的空间位

阻能够干扰所修饰物的生物作用, 且随着链长的不断

变化, 2 kDa与 5 kDa PEG分子质量之间存在一个临界

值使生物活性达到最佳[29]。另有文献[30]报道, PEG分

子量对调节药物体内循环时间具有重要作用, 药代动

力学参数可随着 PEG 分子量的增加而逐渐改善。基

于以上研究, 可以看到 PEG分子量对于减弱包裹粒子

被巨噬细胞吞噬的重要意义。

经 PEG-DSPE 高比例 (PEG-DSPE/PLGA 1∶1) 包

Figure 4 Cell viability of RAW264.7 cells incubated with

coumarin 6-loaded microparticles for 24 h. n = 3,
-
x ± s

Figure 5 Mean fluorescence intensity in RAW264.7 cell line as

quantified by flow cytometry after 4, 12 and 24 h of incubation at

37 °C with PLGAmicroparticles coated by PEG-DSPE with different

molecular weights of PEG in (A) low (0.25∶1) or (B) high (1∶1)

molar ratio (PEG-DSPE/PLGA). n = 3,
-
x ± s. *P < 0.05 vs PLGA MP

group
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裹的 PLGA微球, 当所用 PEG分子质量达到 2 000 Da

及以上时, 均可显著减弱巨噬细胞的吞噬作用 (与对

照组相比); 对于 PEG分子质量 2 000 Da的 PEG-DSPE

材料而言, 可通过增加 PEG在粒子表面的分布比例达

到减弱巨噬细胞吞噬的效果。根据 PEG 链长及链与

链间距离等参数 , PEG 链构象通常分为“蘑菇状”

(mushroom) 与“刷子状”(brush) 两种。“蘑菇状”构象

是由低密度 PEG覆盖形成的, PEG链没有完全从颗粒

表面延伸, 形成的PEG层较薄。当PEG密度达到一定

程度后, PEG 链从颗粒表面向外伸展, 呈“刷子状”排

列, 形成一层较厚的膜[27]。基于以上了解, 本文在探究

PEG分子量对巨噬细胞摄取影响基础上, 设定了高、低

两种摩尔比 (PEG-DSPE/PLGA) 处方, 以考察 PEG 比

例对减弱细胞吞噬微粒的作用。大量研究表明, 分子

质量在 2～10 kDa的高密度聚乙二醇包裹能够实现粒

子的“隐身”性能[31]。因而, 在设计防止肺巨噬细胞摄

取的吸入聚乙二醇化缓控释制剂时, PEG-DSPE链长

及比例对其与巨噬细胞相互作用的影响应是重点关注

的问题。本文为肺部缓控释递药系统构建提供了新的

思路。

结论

本文以减弱肺巨噬细胞吞噬为出发点, 制备了一

种经 PEG-DSPE 包裹的 PLGA 吸入微球 , 并考察了

Figure 6 Images of RAW264.7 cells cultivated with coumarin 6-loaded PLGA microparticles coated by PEG-DSPE with different molecu‐

lar weights of PEG in low molar ratio (PEG-DSPE/PLGA 0.25∶1) after 24 h at 37 ℃ (scale bar = 100 μm)

Figure 7 Images of RAW264.7 cells cultivated with coumarin 6-loaded PLGA microparticles coated by PEG-DSPE with different molecu‐

lar weights of PEG in high molar ratio (PEG-DSPE/PLGA 1∶1) after 24 h at 37 ℃ (scale bar = 100 μm)
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PEG-DSPE链长及比例对粒子细胞摄取的影响。结果

显示 , 与未包裹制剂相比 , PEG5000-DSPE 与 PEG10000-

DSPE 包裹的制剂可显著减弱细胞的吞噬行为; 对于

PEG2000-DSPE包裹的微球, 可通过增加 PEG在粒子表

面的比例达到同样的减弱巨噬细胞吞噬效果。这说明

PEG-DSPE链长及比例是影响巨噬细胞吞噬的关键因

素, 在肺部缓控释递药系统中, 可通过选用高分子量

PEG-DSPE (PEG5000-DSPE、PEG10000-DSPE) 或高比例

(PEG-DSPE/PLGA 1∶1) PEG2000-DSPE包裹微球, 达到

减弱肺巨噬细胞吞噬、延长药物作用时间的目的。

致谢：感谢德国拜耳公司对本课题的支持。
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