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蛙凝素修饰聚谷氨酸纳米粒的制备、表征及 Calu-3细胞摄取研究 *
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摘要 目的：考察蛙凝素（Odorranalectin，OL）修饰对聚谷氨酸苄酯 -聚乙二醇纳米粒(PBLG-PEG-NPs)材料的 Calu-3细胞 (人肺腺

癌细胞)毒性和细胞摄取作用的影响。方法：碘氧化法制备蛙凝素修饰聚合物材料；以姜黄素(curcumin，Cur)为模型药物，采用乳

化溶媒蒸发法制备聚谷氨酸苄酯 - 聚乙二醇纳米粒 (PBLG-PEG-NPs) 和蛙凝素修饰聚谷氨酸苄酯 - 聚乙二醇纳米粒

(OL-PBLG-PEG-NPs)；MTT法考察三种纳米粒对 Calu-3的细胞毒性；采用激光共聚焦显微镜对两种纳米粒的 Calu-3细胞摄取作

用进行定性观察。结果：给予高浓度(2 mg·mL-1)纳米粒培养 Calu-3细胞时，细胞存活率大于 75 %。蛙凝素修饰纳米粒后其被细胞

摄取的量从 62.7 %增加到了 81.2 %。结论：OL可用于黏膜给药载体的修饰，OL-PBLG-PEG-NPs细胞毒性低、生物相容性好，有望

成为一种鼻腔粘膜给药优良载体。
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Preparation, Characterization and Calu-3 Cellular Uptake Research on
Odorranalectin-conjugated PBLG Nanoparticles*

To investigate the cytotoxicity and cellular uptake efficiency of OL modified PBLG-PEG-NPs

(PL-PBLG-PEG-NPs) compared with the non-modified one. OL-PEG-PLGA was synthesized using iodine oxidation method.

MTT assay was used to evaluate the cytotoxicity of Poly (酌-benzyl-L-glutamate) block-ploy (ethylene glycol) nanoparticles

(PBLG-PEG-NPs) to Calu-3 cells. The cellular uptake of nanoparticles was visualized by confocal laserscanning microscope.

The cytotoxicity results indicated that cell viability had reached 75 % while Calu-3 cells were incubated at high concentration of 2 mg·

mL-1. After PBLG nanoparticles were odorranalectin-conjugated, the cellular uptake ratio raised from 62.7 % to 81.2 % .

OL-PBLG-PEG-NPs had low cell cytotoxicity and good biocompatibility. It might be used for nasal mucosa drug delivery.
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前言

姜黄素是从姜科姜黄属植物根茎中分离出的酚类物质，可

保护正常细胞免受各种不良因素的损伤,有抗炎、抗氧化、调节

免疫、降血脂等多种作用[1]，对阿尔兹海默症(Alzheimer’s dis-

ease, AD)等脑部疾病具有良好的治疗作用[2]。然而由于血脑屏

障 (brain blood barrier, BBB)和体内代谢降解作用的存在，使常

规注射和口服给药不能实现姜黄素入脑的有效递送[3]。纳米粒

的包载能提高姜黄素的稳定性[4]，同时鼻腔给药能避免首过效

应，使药物绕过血脑屏障直接入脑[5]。因此，纳米粒经鼻给药可

认为是一种有效的姜黄素治疗 AD的给药方式。

氨基酸类聚合物(Poly (amino acid), PAA)不但与活体组织

和释放药物具有良好的生物相容性和化学结构匹配性，而且可

以通过生物降解为天然氨基酸组分来调节药物释放[6]，其通过

体内酶的作用参与新陈代谢，营养物质被人体吸收[7]，是一类理

想的纳米粒材料。但普通纳米粒如聚赖氨酸纳米粒和聚乙二醇

-聚赖氨酸酯共聚物纳米粒仍存在透粘膜能力不强、易被鼻纤

毛快速清除、滞留时间短的问题[8,9]。鉴于普通纳米粒存在的不

足，一些表面修饰的纳米粒载药系统被提出，其中采用麦胚凝

集素(WGA)、荆豆凝集素(UEA )修饰的 PLGA-NP已显示出明

显增加药物鼻粘膜的吸收[10-12]。蛙凝素是从臭蛙皮肤分泌物中

分离提取到的一种仅含 17个氨基酸的多肽，也是当今国际上

已发现的最小凝集素[13]。体外糖基抑制凝集试验发现 OL可与
L-岩藻糖的糖基发生特异结合[14]，而 L-岩藻糖糖基在嗅黏膜
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上有特异表达，故 OL可用于黏膜给药载体的修饰，用于经鼻

入脑递药系统的构建，并消除或减少目前一些大分子凝集素存

在的毒性和免疫原性问题。

本实验中，通过研究 PBLG-PEG-NPs 和 OL-PBLG-PEG-

NPs材料的 Calu-3细胞毒性和细胞摄取作用，进行了蛙凝素修

饰 PBLG-PEG-NPs后细胞摄取纳米粒能力改变的考察，为研究

姜黄素纳米粒经鼻给药治疗 AD提供了新思路。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂
姜黄素 (curcumin，Adamas Reagent Co.Ltd，纯度＞ 95%)；

PEG2000-PBLG (中国科学院化学研究所合成，Mw=50000)；
Mal-PEG-PLGA (电子科技大学微电子与固体电子学院，Mw=

23987)，蛙凝素(OL，odorranalectin，杭州中肽生化有限公司合

成)；胆酸钠（梯希爱化成工业发展有限公司，纯度＞ 98%）；人肺

腺癌细胞 Calu-3 (中国科学院上海生科院细胞生物学研究所)；
DMEM/F-12培养基、胰蛋白酶、胎牛血清(美国 Gibco公司)；3-
(4,5-二甲基噻唑 -2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐(MTT，上海碧云天

生物技术有限公司)；其余试剂均为分析纯。
1.2 仪器

JY92-IIDN超声波细胞破碎仪 (宁波新芝有限公司)；96孔

细胞培养板、24孔细胞培养板(Nunc公司)；细胞爬片（上海卧

宏生物科技有限公司）；Zetasizer nano-zs90激光粒度仪 (英国
Malvern 公司)；Janonavi E-Sweep原子力显微镜 (日本 SEIKO

公司)；激光共聚焦显微镜(德国 Leica公司)；Agilent 1200 series

高效液相色谱仪(美国 Agilent公司)；细胞培养箱(美国 Thermo

公司)。
1.3 实验方法和步骤
1.3.1 蛙凝素修饰聚合物材料的合成 取Mal-PEG-PLGA聚合

物材料，精确称量为 6.6 mg，溶于 0.6 mL DMF中，取 OL，精确

称量为 1 mg，溶于 0.8 mL TCEP中，混合，补充 pH 7.0 PBS至
2 mL，避光充氮气，室温搅拌 6 h后停止反应，透析除去 DMF，

加入两倍量碘，反应搅拌 2 h后透析除去多余的碘，冻干，即得

蛙凝素修饰的聚乳酸 -羟基乙酸共聚物(OL-PEG-PLGA)。
1.3.2 纳米粒制备 取 PBLG-PEG聚合物材料，精确称量为 21

mg，溶于 1.4 mL二氯甲烷中，加入 1 %胆酸钠 2.8 mL，冰浴下
探头超声 2 min。在磁力搅拌下将所得混悬液加入 30 mL 0.5 %

胆酸钠中，搅拌 5 min，常温减压旋转蒸发至无气泡产生。称取

适量姜黄素溶于二氯甲烷中，向 1.4 mL 此溶液加入

PBLG-PEG 21 mg充分溶解后再加入 1 %胆酸钠 2.8 mL,冰浴

下探头超声，其余步骤同上，可制备姜黄素聚谷氨酸苄酯聚乙

二醇纳米粒（Cur-PBLG-PEG-NP）。按 9:1比例混合 PBLG-PEG

与 OL-PEG-PLGA，其余步骤同上，可制备蛙凝素修饰载姜黄素

聚谷氨酸纳米粒。使用粒度及表面电位测定仪测量纳米粒的粒

径及 Zeta电位，生物透射电镜观察纳米粒形态，HPLC测定载

药量和包封率。

1.3.3 细胞毒性测定 试验采用 MTT法[15]，将 Calu-3细胞以细

胞数 1× 105个 /孔接种于 96孔细胞培养板中，待细胞贴壁生

长后，弃培养液，加入 PBLG-PEG-NP和 OL-PBLG-PEG-NP (用

培养基分别稀释为 0.125、0.25、0.5、1、2 mg·mL-1)200 滋L，以未

处理的空白细胞为对照，每个浓度设 3个平行组。继续培养 24

h后，每孔加入 5 mg·mL-1的MTT溶液 20 滋L，继续培养 4 h后

弃去培养液，每孔加入 DMSO 100 滋L。培养板 37 ℃恒温振荡
10 min，用酶联检测仪在 570 nm处测定吸光度（A），计算细胞

存活率。

细胞存活率 (%) = A 实验组 /A 对照组× 100%。
1.3.4 定性观察细胞摄取 在 24 孔板中放置细胞爬片，将
Calu-3细胞以 106个 /cm2密度接种于 24孔细胞培养板中，培

养 24 h后弃去培养液。用 PBS洗细胞 3次，取姜黄素浓度为
10 滋g·mL-1的 Cur-PBLG-PEG-NP、Cur-OL-PBLG-NP和姜黄素

溶液各 1 mL分别加入到实验孔中孵育，平行三组。4 h后弃培

养液，加入冰冷的 PBS停止孵育。PBS洗细胞 5次后加入 4 %

多聚甲醛固定细胞 20 min，再用 PBS洗细胞 3次，DAPI染色
10 min。吸去 DAPI染色液，用 PBS洗细胞 3次后向孔中滴加

抗荧光淬灭剂。将细胞爬片取出，倒置于盖玻片上，于激光共聚

焦显微镜下观察。

2 结果

2.1 纳米粒粒径、Zeta电位及包封率、载药量

用乳化溶媒蒸发法制备的 PBLG-PEG-NP 混悬液为带蓝

色乳光、半透明的均匀分散体系。透射电镜观察到

PBLG-PEG-NP和 OL-PBLG-PEG-NP呈球形或椭球形，分散良

好，大小均一（图 1）。激光粒度仪测得的 PBLG-PEG-NP和
OL-PBLG-PEG-NP 水合粒径均在 80~100 nm 之间，Zeta 电位
-20 mV左右，PDI小于 0.2，粒径分布集中（表 1）。在 4 ℃下放

置 1个月未见沉淀，体系较稳定，此粒径将利于纳米粒透膜。结

果表明：PBLG-PEG-NPs和 OL-PBLG-PEG-NPs的载药量和包

封率没有明显差异。

表 1 PBLG-PEG-NPs, OL-PBLG-PEG-NPs和 Cur-PBLG-PEG-NPs, Cur-OL-PBLG-PEG-NPs的表征

Table 1 Characteristics of PBLG-PEG-NPs, OL-PBLG-PEG-NPs and Cur-PBLG-PEG-NPs, Cur-OL-PBLG-PEG-NPs.(n=3, x± s)

Type of nanoparticles Size/nm PDI Zeta potential/mV Loading capacity/% Encapsulation efficiency/%

PBLG-PEG-NPs

Cur-PBLG-PEG-NPs

OL-PBLG-PEG-NPs

Cur-OL-PBLG-PEG-NPs

102.2± 2

101.3± 3

96.99± 3

92.73± 2

0.132

0.152

0.194

0.185

-22.4± 2

-24.2± 3

-23.9± 4

-22.1± 3

1.54%

1.62%

64.20%

67.30%
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2.2 细胞毒性
PBLG-PEG-NPs 和 OL-PBLG-PEG-NPs 对 Calu-3 细胞存

活率的影响见图 2,低浓度（0.125、0.25、0.5 mg·mL-1）下纳米粒

与细胞作用后细胞存活率都在 100 %左右，即使在较高浓度（2

mg·mL-1）下纳米粒与细胞作用后细胞存活率也能大于 75 %。

表明 PBLG-PEG-NPs和 OL-PBLG-PEG-NPs 对 Calu-3 细胞存
活率的影响无显著差异，即 PBLG-PEG-NPs 和 OL-PBLG-

PEG-NPs对 Calu-3细胞具有较低毒性。

2.3 激光共聚焦显微镜观察载姜黄素纳米粒的细胞摄取
DAPI作为能够与 DNA强力结合的荧光染料，其与细胞

结合后能在激光共聚焦显微镜下观察到蓝色荧光，同时我们可

以在激光共聚焦显微镜下观察到 Cur-PBLG-PEG-NP 和
Cur-OL-PBLG-PEG-NP作用于 Calu-3 细胞后（图 3）均可见绿
色荧光，表明 Cur-PBLG-PEG-NP 和 Cur-OL-PBLG-PEG-NP均

可被 Calu-3细胞摄取。绿色荧光与蓝色荧光几乎可以达到完

全重叠，表明 Cur-PBLG-PEG-NP 和 Cur-OL-PBLG-PEG-NP不

是简单吸附在细胞膜表面而是摄取进入细胞内部。同时可以观

察到在同样孵育条件下，Cur-OL-PBLG-PEG-NPs作用于细胞

后所发射的荧光强度高于 Cur-PBLG-PEG-NPs，细胞摄取百分

率由增加了 29.5 %，表明蛙凝素的修饰能增加纳米粒与细胞的

接触，从而使细胞能摄取更多的姜黄素。

3 讨论

研究表明纳米粒的粒径、zeta电位可能会影响细胞对纳米
粒的摄取效果[16,17]。本实验以 PBLG为载体材料，使用乳化溶媒

蒸发法制成可生物降解纳米给药系统 PBLG-NPs 和
OL-PBLG-NPs。通过调整处方工艺使所制得的纳米粒粒径在
90~110 nm 之间，zeta电位在 -20 mV 左右，分散均匀，稳定性

良好，两者载药量和包封率无明显差异。本实验通过测量纳米

粒与细胞孵育 24 h对细胞活力的影响初步评价纳米粒的鼻粘

图 1 PBLG-PEG-NPs（A）和 OL-PBLG-PEG-NPs（B）在生物透射电镜下的纳米粒形态

Fig.1 Morphological characterization of PBLG-NPs using biological transmission electron microscopy. PBLG-PEG-NP（A），OL-PBLG-PEG-NP（B）.

图 2 浓度为 0.125、0.25、0.5、1、2mg·mL-1的 PBLG-PEG-NPs和

OL-PBLG-PEG-NPs对 Calu-3细胞的细胞毒性实验 (n=5,x ± s)

Fig. 2 In vitro cytotoxicity of PBLG-PEG-NPs and OL-PBLG-PEG-NPs at

concentrations range from 0.125 to 2 mg·mL-1 onCalu-3 cells (n=5, x± s)

图 3 (A)Calu-3细胞摄取 Cur-PBLG-PEG-NP和

Cur-OL-PBLG-PEG-NP的荧光照片。Calu-3细胞与

10滋g·mL﹣1Cur-PBLG-PEG-NP和Cur-OL-PBLG-PEG-NP孵育 24小时

Fig. 3 (A)The fluorescent image of cellular uptake of Cur-PBLG-PEG-NP

and Cur-OL-PBLG-PEG-NP against Calu-3 cells. Calu-3 cells were

incubated with 10 滋g·mL-1 Cur-PBLG-PEG-NP and

Cur-OL-PBLG-PEG-NP for 4 hours

表 2 Cur-PBLG-PEG-NP和 Cur-OL-PBLG-PEG-NP的细胞摄取百分率

Table 2 Cell uptake ratio of Cur-PBLG-PEG-NP and

Cur-OL-PBLG-PEG-NP

Cur-NP Cur-OL-NP

Cell uptake ratio/% 62.7± 7.3 81.2± 6.7

Cell uptake increased ratio/% 29.5
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膜毒性，结果显示两种聚谷氨酸苄酯 -聚乙二醇纳米粒基本无

细胞毒性。利用姜黄素的荧光特性将其包载与纳米粒中，用于

示踪纳米粒[18]。

Calu-3细胞来源于人呼吸道上皮细胞，具有极性单层膜，

在结构上形成紧密连接和微纤毛，膜上能表达 P-糖蛋白以及

一定量的水解酶、转移酶和细胞色素，具有黏液分泌功能[19,20]，

与鼻粘膜性质相似。本试验中姜黄素不仅作为模型药物模拟小

分子脂溶性药物，同时作为示踪分子，以定性观察细胞对纳米

粒的摄取。姜黄素的摄取实验表明聚谷氨酸苄酯 -聚乙二醇纳
米粒可被 Calu-3细胞摄取，同时细胞对蛙凝素修饰的纳米粒

有更强的吸收，表明蛙凝素的修饰能有效促进细胞对纳米粒的

摄取。在 PBLG-PEG-NP上连接靶向基团使纳米粒特异性作用

于呼吸上皮，有望使其成为呼吸道粘膜给药的优良载体。
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