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甘露糖修饰壳聚糖对巨噬细胞摄取纳米粒的影响
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摘要: 目的 制备和评价甘露糖修饰壳聚糖包衣乳酸-羟基乙酸共聚物( PLGA) 纳米粒，考察其对巨噬细胞毒

性和对巨噬摄取功能的影响。方法 采用复乳法制备负载卵清蛋白( OVA) 的 PLGA 纳米粒，并经甘露糖修饰壳聚

糖包衣处理后用激光粒度测定仪测定该纳米粒的大小与 ζ 电位，透射电镜观察纳米粒的外观形态，BCA 法测定

OVA 含量后计算载药量与释放度。负载异硫氰酸荧光素( FITC) 标记的 OVA 纳米粒与巨噬细胞( RAW 264． 7) 共孵

育，MTT 法测定细胞存活率，荧光显微镜考察摄取程度。结果 OVA-PLGA 纳米粒的大小和 ζ 电位均随壳聚糖包衣

液浓度的增加而变大( P ＜ 0． 05) ，OVA 载药量范围为 7． 2% ～ 8． 4%。壳聚糖与甘露糖修饰壳聚糖包衣 FITC-OVA-
PLGA 纳米粒与 RAW 264． 7 共孵育后，对细胞存活率的影响不大( P ＞ 0． 05) ，但可明显促进 FITC-OVA-PLGA 纳米

粒的巨噬细胞摄取( P ＜ 0． 05) 。结论 初步建立了负载模型抗原的甘露糖修饰阳离子型纳米粒系统，这为体内抗

原递呈细胞靶向性研究提供了依据。

关键词: 甘露糖受体; 壳聚糖; 乳酸-羟基乙酸共聚物; 巨噬细胞

中图分类号: R392 － 33 文献标识码: A 文章编号: 1673 － 0399(2011)04 － 0613 － 05

Effects of Mannose Modified Chitosan on the Macrophage Uptake of
Nanoparticles
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( Dept of Pharmaceutics，School of Pharmaceutical Science，Medical College，Soochow University，Jiangsu

Suzhou 215123，China)

Abstract: Objective To prepare and evaluate mannose modified chitosan ( Man-CS) coated poly
lactic-co-glycolic acid ( PLGA) nanoparticles ( NPs) ，observe its cytotocity and effects on the uptake of
macrophages． Method Ovalbumin ( OVA) loaded PLGA NPs were prepared by double emulsion method
and coated with CS or Man-CS． The size and zeta potentional of NPs were detected by a laser particle size
analyzer，BCA method was used to measure OVA concentration and calculate the drug loading and release
rate． The cytotocixty and phagocytosis of FITC-OVA loaded NPs were investigated by MTT method and
fluorescence microscope after incubating with macrophage cells ( RAW 264． 7 ) ． Results Both of the
particle sizes and zeta potentionals of the OVA-PLGA nanoparticles increased with increasing the concen-
tration of CS，and the loading amount of OVA was in the range of 7． 2% ～8． 4% ． No significant cytotox-
icity was observed after incubating CS or Man-CS coating FITC-OVA-PLGA nanoparticles with RAW 264．
7 ( P ＞ 0． 05 ) but noticeable phagocytosis effects were obtained ( P ＜ 0． 05 ) ． Conclusions The model
antigen loaded cationic nanoparticles modified with mannose-chitosan are prepared and it will provide evi-
dences for the rsearch of antigen presentation cell targeting delivery systems．
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巨噬细胞和树突状细胞是体内的专职抗原递

呈细胞 ( antigen presentation cells，APCs) ，在天然和

获得性免疫、炎症与肿瘤的预防及治疗中发挥着重

要作用
［1 － 3］。通过提高疫苗对 APCs 的靶向性和摄

取率，可达到促进机体免疫应答和减轻毒副作用的

目的
［4，5］。巨噬细胞具有吞噬外来微粒物质的特

性，如果采用受体介导纳米载体给药等主动靶向的

策略，则可进一步提高抗原的定向输送。据报道，

巨噬细胞表面有大量 C-型凝集素家族跨膜蛋白-甘
露糖受体的表达，以识别细胞或病原体表面多糖分

子和可溶性糖蛋白，并通过配体-受体结合作用，经

内吞或吞噬过程消除病原体及体内多余糖蛋白
［6］。

Yeeprae 等
［7］

通过制备甘露糖修饰 O /W 乳剂，提示

了配体密度对细胞识别与吞噬作用的影响。Zhou
等

［8］
将甘露糖修饰壳聚糖微球应用于提高乙肝病

毒 DNA 的免疫应答，表明甘露糖修饰使壳聚糖微球

的释放和膜通透性均得到改善。本研究以卵清蛋

白( ovalbumin，OVA) 为模型抗原，采取复乳法制备

生物可降解乳酸-羟基乙酸共聚物 ( poly lactic-co-
glycolic acid，PLGA) 纳米粒，利用自制甘露糖修饰壳

聚糖进行包衣处理后考察其对巨噬细胞摄取功能

的影响，以便为新型疫苗制剂的研究提供依据。

1 材料和方法

1． 1 试剂

异硫氰酸荧光素( FITC) -OVA 和甘露糖修饰壳

聚糖( Man-CS) 由本实验室自制; 乳酸-羟基乙酸共

聚物( PLGA，50∶ 50，分子量为 20 000) 购自济南岱罡

生物技术有限公司; 壳聚糖( CS，分子量为 8 000 ～
10 000) 购自南通兴成生物制品厂; 2，2’-联喹啉-4，

4’-二甲酸二钠( BCA，纯度: BR) 购自苏州工业园区

亚科化学试剂有限公司; DMEM 高糖培养基购自

Gibco 公司; 新生牛血清购自杭州四季青生物技术

有限公司; 胰酶、谷氨酰胺( 纯度: BR) 购自国药集团

化学试剂有限公司; Hepes 和 DAPI 染色液购自海门

市碧云天生物技术研究所; 巨噬细胞( RAW 264． 7 )

购自中科院上海细胞库。
1． 2 Man-CS 包衣 PLGA 纳米粒的制备

OVA-PLGA 纳米粒的制备参考文献［9］: 将 250
μl 含有 10 mg OVA 的聚乙烯醇( PVA) 溶液( 质量浓

度为 3% ) 加至 PLGA 乙酸乙酯溶液中，冰浴超声 10 s
( 200W，工作 1 s /间隔 1 s) ，制得初乳( W1 /O) 。然后

将初乳加至 PVA 溶液( 质量浓度为 3% ) ，冰浴中匀

速搅拌 ( 15 000 r /min ×5 min) ，超声乳化 ( 400W，工

作 1 s /间隔 1 s) ，形成水包油包水型复乳 ( W1 /O /
W2 ) 。最后将复乳转移至 PVA 溶液中( 20 ml，质量浓

度为0． 5% ) ，室温下磁力搅拌至完全挥发有机溶剂，

离心( 3 000 r /min × 10 min) ，弃去沉淀。取上清液

离心( 19 000 r /min × 20 min) ，收集沉淀，去离子水

洗涤 3 次。预冻( － 70℃ ) 、冷冻干燥，即得 PLGA 纳

米粒。
CS 或 Man-CS 包衣: 将上述复乳直接加至含一

定浓度 CS 或 Man-CS 的 PVA 醋酸溶液( 质量浓度

为 0． 5% ) ，室温下挥发有机溶剂，离心，水洗 3 次，

冷冻干燥即得。
1． 3 纳米粒的制剂学评价

1． 3． 1 纳米粒大小与 ζ 电位测定 取纳米粒胶体

溶液或者分散于蒸馏水的冻干纳米粒，用激光粒度

分析仪测定纳米粒大小与 ζ 电位。
1． 3． 2 纳米粒形态观察 取纳米粒溶液稀释到适

当的浓度，滴加 2% 磷钨酸染色，滴至铜网上，透射

电子显微镜下观察粒子形态。
1． 3． 3 包封率和载药量测定 精密称取冻干纳米

粒 20 mg，加至 1 ml 5% 十二烷基硫酸钠 /0． 1 mol /L
NaOH 溶液中，25℃下恒温振荡 4 h，离心( 10 000 r /
min) 10 min。BCA 法测定上清液中的 OVA 含量，并

按照下述公式计算载药量( loading amount，LA) 和包

封率( entrapment efficiency，EE) :

LA = 纳米粒中蛋白质的量
纳米粒的质量

× 100%

EE = 纳米粒中蛋白质的量
加入的蛋白质的总量

× 100%

1． 3． 4 纳米粒体外释放 精密称取冻干纳米粒 50
mg 分散于 1． 5 ml 的 EP 管中，加入 1 ml 泊洛沙姆

188 溶液( 质量浓度为 0． 02%，PBS，pH =7． 4) ，37℃
下恒温振荡，在预定的时间精密取出 0． 5 ml，离心

( 19 000 r /min) 15 min。取上清液，BCA 法测定蛋白

质浓度，计算释放度，并补加相同体积的释放介质。
1． 4 Man-CS-OVA-PLGA 纳米粒的细胞毒性实验

37℃下迅速解冻冻存的巨噬细胞( RAW 264． 7) ，

加入 DMEM 高糖培养液 7 ml，1 000 r /min 离心洗涤

两次。加入含有 10% 小牛血清的 DMEM 高糖培养

液( 含有 100 U /ml 青霉素与链霉素) 37℃、5% CO2

孵箱中培养，第 2 天更换培养液，细胞铺满 70% ～
80%时，用 0． 25%的胰酶消化传代。
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以 5 × 103 /孔将细胞接种于 96 孔板，培养至细

胞贴 壁 后，实 验 组 加 入 游 离 的 FITC-OVA、含 有

FITC-OVA 的 PLGA 纳米粒、壳聚糖包 衣 的 PLGA
( CS-PLGA) 纳米粒以及甘露糖修饰的 CS 包衣的

PLGA( Man-CS-PLGA) 纳米粒。另设细胞空白对照

孔，每孔设 6 个复孔。培养箱中培养一定时间后取

出 96 孔板，每孔吸出 10 μl 培养基，加入四甲基偶

氮唑盐( MTT) 10 μl，继续培养 4 h。吸弃全部上清

液，每孔加入 100 μl 的 SDS-HCl 过夜后，用酶标仪

于 570 nm 处测其吸光度( A) 值，以培养基空白孔调

零，计算细胞活力。
1． 5 巨噬细胞摄取实验

将经胰酶消化的对数生长期巨噬细胞接种于 6
孔板内( 5 × 105 /ml) ，每孔 2 ml，培养过夜。再分别

加入 PBS、游离的 FITC-OVA、FITC-OVA-PLGA 纳米

粒、CS-PLGA 纳米粒和 Man-CS-PLGA 纳米粒，共孵

育 8 h。弃去上清液，用 PBS 洗 3 次后置荧光显微

镜下观察。上述试验中，FITC-OVA 的浓度均为 20
μg /ml。
1． 6 统计学处理

计量数据以 x ± s 表示，运用 SPSS 16． 0 统计软

件进行单因素方差分析，P ＜ 0． 05 表示差异有统计

学意义。

2 结果

2． 1 Man-CS 包衣对 OVA-PLGA 纳米粒制剂学特

征的影响

CS 或 Man-CS 包衣对 PLGA 纳米粒大小、ζ 电

位和载药量的影响结果见表 1。由表 1 可见，壳聚

糖包衣使 PLGA 纳米粒的粒径增加，且随着壳聚糖

浓度的增加而趋势明显( P ＜ 0． 05) 。PLGA 纳米粒

的 ζ 电位为负值，经壳聚糖包衣后转变为正值，并受

壳聚糖浓度的影响( P ＜ 0． 05 ) 。但是，壳聚糖包衣

浓度对 OVA 的载药量影响不大( P ＞ 0． 05) 。

表 1 CS 或 Man-CS 包衣对纳米粒制剂学特征的影响

CS ( % ) 大小 ( nm) 多分散指数 ζ 电位 ( mV) 载药量 ( % )

0 246 ± 10 0． 105 ± 0． 038 － 10． 18 ± 0． 23 8． 2 ± 0． 2

0． 5 256 ± 30 0． 135 ± 0． 048 2． 40 ± 0． 15 8． 4 ± 0． 6

1． 0 288 ± 13 0． 158 ± 0． 018 13． 06 ± 0． 85 7． 2 ± 1． 5

2． 0 382 ± 31 0． 175 ± 0． 061 44． 67 ± 0． 91 8． 1 ± 0． 9

1． 0* 305 ± 16 0． 103 ± 0． 045 8． 13 ± 0． 89 7． 8 ± 0． 6

* 1% Man-CS 包衣液

2． 2 Man-CS 包衣 OVA-PLGA 纳米粒的形态学观察

PLGA 纳米粒及不同包衣处理纳米粒的扫描电

镜照片显示: PLGA 纳米粒形状圆整，大小较均匀;

CS 包衣 PLGA 纳米粒大小略有增加，并有部分粘连

现象; Man-CS 包衣 PLGA 纳米粒大小变化不大，偶

见形态不规整的微粒( 图 1) 。

PLGA 纳米粒 CS-PLGA 纳米粒 Man-CS-PLGA 纳米粒

图 1 纳米粒的扫描电镜图( ×50 000)
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2． 3 Man-CS 包 衣 对 OVA-PLGA 纳 米 粒 释 放 的

影响

OVA-PLGA 纳米粒的释放呈明显的突释与缓释

特征，OVA 的 1 h 释放百分率超过 30%，随后显示

接近零级速度的释放，30 d 释放百分率达到 80% ;

OVA-PLGA 经 CS 和 Man-CS 包衣后，OVA 突释现象

降低，但是 OVA 总释放百分率也明显下降( 均 P ＜
0． 05) ( 图 2) 。

与 OVA-PLGA 纳米粒相比，* P ＜ 0． 05( n = 6)

图 2 甘露糖 /壳聚糖修饰对 OVA 的 PLGA 释放的影响

2． 4 纳米载体的细胞毒性实验

将巨噬 细 胞 分 别 与 游 离 的 FITC-OVA、FITC-
OVA-PLGA 纳米粒、CS-包衣 PLGA( CS-PLGA) 纳米

粒和甘露糖修饰壳聚糖包衣 PLGA( Man-CS-PLGA)

纳米粒孵育 8 h，用 MTT 法测定细胞的活力结果如

图 3 所示。由图 3 可见，浓度为 10 ～ 80 μg /ml 的游

离 FITC-OVA、FITC-OVA-PLGA 纳米粒、CS-PLGA 纳

米粒和 Man-CS 包衣 PLGA 纳米粒与巨噬细胞共孵

育后，除 80 μg /ml 浓度 Man-CS-PLGA 纳米粒以外，

细胞存活率均高于 90%，方差分析显示，差异无统

计学意义( P ＞ 0． 05) 。

与其他 3 组相比，* P ＜ 0． 05( n = 6)

图 3 纳米粒对巨噬细胞毒性的影响

2． 5 巨噬细胞摄取实验

Man-CS 包衣对巨噬细胞 FITC-OVA-PLGA 纳米

粒摄取功能的影响如图 4 所示。由图 4 可见，巨噬

细胞与游离的 FITC-OVA 溶液共孵育后，荧光强度

较弱。但是，巨噬细胞与 FITC-OVA-PLGA 纳米粒

共孵 育 后，荧 光 强 度 明 显 增 强; 与 Man-CS 包 衣

FITC-OVA-PLGA 纳米粒共孵育后的巨噬细胞显示最

强的荧光，其次为 CS 包衣 FITC-OVA-PLGA 纳米粒。

3 讨论

本研究制备了 CS 和 Man-CS 包衣的含 FITC-
OVA 的 PLGA 纳米粒，并对其制剂学性质进行了评

价。制得纳米粒粒径为 ( 256 ±30) ～ ( 305 ±16) nm，

载药量为( 7． 2 ± 1． 5) % ～ 8． 4 ± 0． 6) %。经包衣处

理后，PLGA 纳米粒大小呈增加的趋势，微粒表面电

荷也由负电荷转变为正电荷，且受 CS 浓度的影响。
包衣处理降低了 OVA 的突释效应，但也阻碍后续的

释放过程，表明其处方与制备工艺还有待于优化。

A: FITC-OVA 溶液，B: FITC-OVA-PLGA 纳米粒，C: CS-FITC-OVA-PLGA 纳米粒; D: Man-CS-FITC-OVA-PLGA 纳米粒

图 4 荧光显微镜下 Man-CS 包衣对巨噬细胞的摄取功能的影响( ×400)
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巨噬细胞与不同纳米载体共孵育后的 MTT 试

验结果表明，细胞存活率均在 90% 以上，没有明显

的细胞毒性。巨噬细胞的 FITC-OVA 摄取率从低至

高顺序 依 次 为 FITC-OVA 溶 液 ＜ FITC-OVA-PLGA
纳米 粒 ＜ CS-FITC-OVA-PLGA 纳 米 粒 ＜ Man-CS-
FITC-OVA-PLGA 纳米粒。纳米粒的巨噬细胞摄取

高于溶液，这与液态和纳米粒的摄取机制不同有

关
［10］。另外，由于细胞膜表面一般荷负电，CS 包衣

使 FITC-OVA-PLGA 纳米粒表面荷正电荷，再经巨

噬细胞表面表达受体相关甘露糖配体修饰，可明显

促进细胞的摄取。
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