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甘草次酸修饰 PEG�PLGA纳米粒的制备
及与肝癌细胞的亲和性

黄 � 微, 王 � 平, 王 � 蔚, 张 � 玥, 张闯年, 田 � 秦, 王秀华, 刘 � 媛, 袁 � 直
(南开大学高分子化学研究所, 功能高分子材料教育部重点实验室, 天津 300071)

摘要 � 将肝靶向分子甘草次酸偶联至聚乙二醇�聚 (乳酸�羟基乙酸 ) ( PEG�PLGA )嵌段共聚物上. 以聚乙二醇

维生素 E( TPGS)为稳定剂, 采用溶剂挥发法制备肝靶向纳米粒子 , 通过核磁共振、红外光谱、激光光散射及

透射电镜等方法对共聚物及纳米粒子的理化性质进行表征; 运用噻唑蓝 ( MTT )比色法评价纳米粒子作为药

物载体的安全性, 并通过荧光显微镜初步考察了纳米粒子与肝癌细胞的亲和能力. 结果表明, 纳米粒子粒径

为 128�2 nm, 电势为 - 16�2 mV, 在电解质溶液中具有较高的稳定性. 细胞实验结果显示, 该纳米粒子无明

显细胞毒性, 且甘草次酸的引入能显著增加肝癌细胞对纳米粒子的摄取几率, 显示出其作为肝靶向药物载

体的潜在价值.
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肝靶向给药系统可将药物有效地输送至肝脏病变部位, 减少对其它脏器的损伤, 是药剂学领域的

研究热点. 当在药物载体上修饰能与肝细胞发生特异亲和作用的配体后, 可进一步促进肝细胞对药物

的胞吞, 从而增加细胞内药物浓度, 提高药物生物利用率.

甘草次酸 ( G lycyrrhet in ic ac id, GA )是五环三萜类化合物, 为甘草根部的主要成分, 无毒且廉价,

在传统中药处方中的应用极其广泛. 1991年, N eg ish i等
[ 1]
发现鼠肝实质细胞表面存在大量 GA结合位

点, 这些位点具有高度特异性. 随后的一些研究结果表明, GA修饰的高分子载体材料具有明显趋肝

性. 毛声俊等
[ 2 ]
采用乙醇注入法制备了表面修饰 GA的脂质体纳米粒子 ( Ca l�LP�GLA ), 大鼠肝细胞胞

吞实验显示其对 Ca l�LP�GLA的胞吞能力是未经 GA修饰组的 3�3倍.
在我们的前期工作中, 主要围绕 GA修饰的高分子材料在肝靶向给药领域的应用开展了大量研

究. Cha等
[ 3, 4]
成功制备了端基修饰 GA的聚谷氨酸苄酯以及侧链偶联 GA的壳聚糖纳米粒子. T ian

等
[ 5]
制备了甘草次酸�聚乙二醇 /壳聚糖复合纳米粒子, 其可在肝脏持续高度富集 (富集率为 51�3% ),

并显著增加肝细胞对粒子的胞吞. 由此可见, GA是一种高效、特异的肝靶向配体, 具有广阔的应用前

景. 其中壳聚糖类载体主要用于对水溶性抗癌药物的包封, 而聚谷氨酸苄酯类载体则主要用于包载疏

水性抗癌药.

聚 (乳酸 �羟基乙酸 ) ( PLGA)和聚乙二醇 ( PEG)具有良好的生物相容性, 无免疫原性, 由两者形成

的嵌段共聚物目前已被广泛用作药物载体材料
[ 6, 7]

, 并且 PLGA和 PEG均已商品化, 来源广泛. 与基

于聚谷氨酸苄酯的合成高分子材料相比, PLGA和 PEG更有利于实现载体材料的临床应用. 本文从材

料设计角度出发, 将 GA的高效肝靶向性和 PEG�PLGA的优异生物学性能相结合, 制得 GA修饰的

PEG�PLGA嵌段共聚物. 以聚乙二醇维生素 E( TPGS)为稳定剂, 通过溶剂挥发法制备纳米粒子. 对材

料的理化性质、聚集形貌、粒径、稳定性及细胞毒性进行了表征, 初步考察了 7703肝癌细胞与纳米粒

子的亲和力. Scheme 1为 GA和 TPGS的结构示意图.



Scheme 1� Struc tures of GA and TPGS

1� 实验部分

1. 1� 试剂与仪器

甘草次酸 ( GA, 西安富捷药业有限公司 ) ; 双氨基聚乙二醇 ( NH 2�PEG�NH 2, M w = 3350, S igm a公

司 ) ; 端羧基聚 (乳酸�羟基乙酸 ) ( PLGA�COOH, RG502H, �= 0�27)及聚乙二醇 �聚 (乳酸�羟基乙酸 )

( PEG�PLGA, �= 0�30) (济南岱罡生物科技有限公司 ); 聚乙二醇维生素 E ( TPGS, 海门慧聚药业有限

公司 ) . N icolet 5DX型红外光谱仪 ( IR) ; Varian UN ITY Plus�400MH z核磁共振谱仪 (NMR ); W aters 515

型凝胶渗透色谱仪 ( GPC ) ; B rookhaven电位及粒度分析仪.

1. 2� 甘草次酸修饰共聚物的合成与表征

参照文献 [ 5]方法合成甘草次酸修饰的氨基聚乙二醇 ( GA�PEG�NH 2 ) . 取 0�46 g GA�PEG�NH2和

1�5 g PLGA溶解于 20mL二氯甲烷 ( CH 2C l2 )中, 加入 0�02 gN, N ��二环己基碳二亚胺 ( DCC )和 0�03 g
N �羟基琥珀酰亚胺 ( NHS), 在 N2气保护下室温反应 2 d. 过滤, 浓缩, 无水乙醚沉淀, 得到甘草次酸修

饰的聚乙二醇�聚 (乳酸 �羟基乙酸 )嵌段共聚物, 记为 GA�PEG�PLGA. 合成路线见 Scheme 2. 通过

NMR, IR和 GPC对产品进行了表征.

Scheme 2� Synthetic rou tes of GA�PEG�PLGA copolym er and the preparation of nanopartic les

1. 3� 纳米粒子的制备及表征

以 TPGS为稳定剂, 采用溶剂挥发法制备 GA�PEG�PLGA纳米粒子. 配制 1mL GA �PEG�PLGA /丙
酮溶液 ( 10 mg /mL) , 在搅拌下滴加至 10mL TPGS水溶液 ( 0�10% )中. 旋除丙酮, 20000 r/m in离心 30

m in, 收集纳米粒子, 用水分散. 通过 �电位、粒度分析仪和透射电镜进行表征.

1. 4� 纳米粒子稳定性评价

参考文献 [ 8]方法, 将 0�5mL纳米粒子溶液 ( 10mg /mL)加至 2�5mL不同浓度 ( 0~ 1�0mo l /L) 的
N a2 SO 4溶液中, 于 37  静置 10 m in, 紫外检测样品在 560 nm处的吸光度, 用于稳定性评价.

1. 5� 纳米粒子细胞毒性评价
参考文献 [ 9]方法, 以 7703肝癌细胞为研究对象, 利用噻唑蓝 (MTT )比色法考察纳米粒子对细胞

的毒性作用, 从而评价其作为药物载体的安全性.
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1. 6� 纳米粒子与肝癌细胞亲和力实验

异硫氰基荧光素 ( F ITC )标记的 PLGA参考文献 [ 10]方法制备. 荧光标记纳米粒子的制备步骤与空

白纳米粒子相似, 仅将 GA�PEG�PLGA替换为其 (或 PEG�PLGA )与 FITC标记 PLGA的混合物 (质量比

为 4!1), 得到的体系分别记为 FITC�labeled GA�PEG�PLGA和 FITC�labeled PEG�PLGA. 以 4 ∀ 10
4
细

胞 /孔的密度接种 7703细胞, 于 37  , 5% CO 2孵化 24 h, 加入用 RPM I1640培养基分散的纳米粒子溶

液 ( 250  g /mL), 培养 2 h后用 PBS洗涤 3次, 用荧光显微镜观测.

2� 结果与讨论

2. 1� GA�PEG�PLGA的表征

图 1为 GA�PEG�PLGA的核磁共振氢谱, 其中 !5�2和 1�6分别为 PLA的次甲基 ( # CH # )和甲基

( # CH3 )质子峰; !4�8为 PGA的亚甲基 ( # CH 2# )质子峰; !3�6为 PEG的亚甲基 ( # CH2 # )质子

峰. 此外高场部分明显出现了 GA的角甲基 ( # CH 3 )和亚甲基 ( # CH 2# )质子峰 ( !1�5~ 0�8).

Fig. 1� 1H NMR spectrum of GA�PEG�PLGA F ig. 2� IR spectra of PLGA( a) and GA�PEG�PLGA (b )

图 2为 GA�PEG�PLGA的红外光谱. 与 PLGA (图 2谱线 a )相比, GA�PEG�PLGA (图 2谱线 b )在

3530 cm
- 1
处的吸收峰消失 (为 PLGA端羧基的 O# H伸缩振动 ) , 而在 1652和 1531 cm

- 1
分别出现了酰

胺 ∃带 ( C O伸缩振动 )和酰胺%带 ( N# H弯曲振动 )特征峰, 说明 PLGA与 GA�PEG�NH2间发生了

酰化反应. 此外, 2850, 1465和 1110 cm
- 1
的峰均较 PLGA红外谱图中相对应的峰有所增强, 这是由于

在 GA�PEG�PLGA中引入了 PEG, 使 C# H 伸缩振动 ( 2850 cm
- 1
)、C# H 弯曲振动 ( 1465 cm

- 1
)和

C# O伸缩振动 ( 1110 cm
- 1
)得以增强. GPC结果显示, PLGA的 M n为 15�3 ∀ 103, 修饰 GA�PEG�NH 2

(M n = 4�5 ∀ 103 )后, 聚合物分子量增至 19�9 ∀ 103, 与理论值 ( 19�8 ∀ 103 )相近, 并且 PD I无明显变

化. 结合 NMR, IR和 GPC结果, 表明成功制备了 GA�PEG�PLGA.
2. 2� 纳米粒子的表征

Fig. 3� S ize d istr ibu tion(A ) and TEM im age( B) of GA�PEG�PLGA nanopar tic les

图 3( A)是 GA�PEG�PLGA纳米粒的粒径分布图. 可见 GA�PEG�PLGA在 TPGS作用下形成了单分

散纳米粒溶液 ( PD I= 0�15) , 平均粒径 128�2 nm. 图 3( B)的透射电镜照片显示, GA�PEG�PLGA纳米
粒子具有规整球形结构, 粒径约 90~ 100 nm, 稍低于水合粒径值. 两种表征方法得到的粒径差异主要
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由于测定时粒子状态的差别所致. 采用粒度分析仪测定时, 纳米粒子分散在水中, 溶胀较好, 粒径也

较大; 而采用透射电镜表征时, 样品需要事先干燥, 此时粒子发生了收缩和塌陷, 导致粒径变小.

Tab le 1� S ize and�potential of nanopar ticles

Nanoparticle� � � S ize/nm �potent ial /mV

GA�PEG�PLGA 128. 2 - 16. 2

F ITC�labeled GA�PEG�PLGA 121. 6 - 17. 3

PEG�PLGA 122. 7 - 13. 1

F ITC�labeled PEG�PLGA 115. 2 - 14. 5

表 1为纳米粒子的粒径和电位数据. 可见, GA

修饰的纳米粒和未经 GA修饰的纳米粒子具有相似

的粒径和表面电势, 说明 GA的引入不会造成纳米

粒子理化性质的差异. 此外, 加入 FITC标记的

PLGA后, 体系的粒径和电势没有明显变化.

2. 3� 纳米粒子稳定性评价

人体环境复杂, 体液中含有大量电解质, 因此考察纳米粒子在电解质中的稳定性显得尤为重要.

目前临界絮凝浓度是衡量纳米粒子稳定性的一个重要参数, 临界絮凝浓度是指纳米粒子的浊度突然增

加时所需的电解质浓度. 图 4为 GA�PEG�PLGA纳米粒子与不同浓度的 N a2 SO4溶液作用后的吸光度变

化曲线. 当 Na2SO4浓度低于 0�4 mo l/L时, 体系吸光度几乎不变, 继续增加电解质浓度, 吸光度急剧

增大, 其临界絮凝浓度为 0�4mo l/L, 远高于人体血液中电解质浓度 (主要成分为 0�14 mo l/L Na+和
0�10mo l/L C l

- 1
) , 说明纳米粒子具有高度稳定性. 这是因为在纳米粒子形成过程中, 亲水的 PEG和

TPGS吸附大量水分子, 在粒子表面形成一疏松的水分子保护层, 起到稳定纳米粒子的作用. 向体系中

加入电解质后, PEG和 TPGS的溶剂化程度均有所降低, 导致部分水分子被挤出粒子表面, 从而在聚

合物链段间产生吸引而引起凝聚. 随着电解质浓度的进一步增加, 纳米粒子最终沉淀析出, 使体系吸

光度发生突变.

F ig. 4 � Turb id ity evolu tion of nanopart ic les w ith

d ifferen t concentration s of Na
2
SO

4
(n= 3)

Fig. 5 � In v itro cytotoxic ity eva luation of nano�

particles on 7703 ce lls( n= 3)

2. 4� 纳米粒子细胞毒性评价

F ig. 6� F luorescence im ages of 7703 cells incubated w ith FITC�

labeled GA�PEG�PLGA ( A ) and PEG�PLGA ( B )

nanoparticles for 2 h

图 5为 7703细胞与不同浓度 GA�PEG�PLGA纳米粒子孵育 72 h后的细胞存活率结果. 由图 5可

知, 与不同浓度纳米粒子 ( 4 ~ 1000  g /mL )作用后的细胞存活率并无显著差异 ( P > 0�1 ), 均在
93�4% ~ 104�3%之间. 上述结果说明, GA�PEG�PLGA纳米粒子无明显细胞毒性, 表明该载体材料具
有良好的生物相容性.

2. 5� 纳米粒子与肝癌细胞的亲和力

以 7703肝癌细胞为研究对象, F ITC

为荧光标记物, 比较了 7703细胞对 GA�
PEG�PLGA纳米粒子及 PEG�PLGA纳米粒
子的亲和力. 图 6为荧光显微镜的观察结

果. 在相同作用时间内, GA修饰组的细

胞内荧光强度 [图 6( A ) ]要明显高于未经

GA修饰的对照组 [图 6 ( B ) ], 说明有较

多的 GA修饰纳米粒子进入肝癌细胞. 由

于两组纳米粒子的粒径和表面电势相似,

因此细胞对纳米粒子摄取程度的差异是由
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其结构的不同所引起. 上述结果说明, 在纳米粒子上修饰 GA后, 能显著提高其与肝癌细胞的亲和力,

促进粒子被肝癌细胞摄取的几率, 进而有利于药物在细胞内的释放, 提高药物生物利用率.

本文成功合成了含有肝靶向物质甘草次酸结构的 GA �PEG�PLGA共聚物. 以 TPGS为稳定剂, 采用

溶剂挥发法制备得到肝靶向纳米粒子. 研究显示, 该纳米粒安全无毒, 在电解质水溶液中具有较高稳

定性; 与 PEG�PLGA纳米粒子相比, 该纳米粒子对肝癌细胞呈现明显亲和性, 有望作为一类新型的肝
靶向药物载体.
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Preparation ofG lycyrrhetinic Acid�modified PEG�PLGA Nanoparticles

and the A ffinity Evaluation on Hepatoma Cells

HUANGW e,i WANG Ping, WANGW e,i ZHANG Yue, ZHANG Chuang�N ian, TIAN Q in,

WANG X iu�Hua, LIU Yuan, YUAN Zhi
*

(K ey Laboratory of Functional P olymerMa terials, M inistry of Education, Institu te of P olym er Chem istry,

Nankai Un ivers ity, T ianj in 300071, China )

Abstract� The g lycyrrhetinic acid�modified PEG�PLGA copo lym erw as fabricated, and w as form ed into nano�
particles(NPs) via so lvent evaporation m ethod w ith D �∀�tocophery l poly( ethy lene g lyco l) succinate ( TPGS)
as a stab ilizer. The physicochem ica l properties of the present system w ere investigated by NMR, IR, DLS, �

potential and TEM m easurements. The cyto tox icity aga inst hepatom a cells w as studied based onMTT assay,

and the affin ity betw een the ce lls and theNPs w ere perlim inarily eva luated by f luorescence m icroscopy. The

resu lts show that the NPs are regularly spherica l in shape w ith a hydrodynam ic diameter around 128�2 nm,
and the�potential of theNPs is about - 16�2mV. Besides, theNPs exh ib it good stab ility aga inst electro lyte

solution. MTT resu lt suggest that the NPs almost have no cy totox ic ity on ce lls. Furthermore, the in vitro cell

uptake result ind icate that GA�modified NPs have a h igh affinityw ith hepa toma cells, and can be a prom ising

liver targetedm ateria.l

Keywords� G lycyrrhetin ic ac id; PEG�PLGA; D �∀�tocophery l po ly( ethy lene g lyco l) succ inate( TPGS) ; L iver
targetedm aterial ( Ed. : W, Z)
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