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小分子药物传输载体可以提高小分子药物（如紫

杉醇、阿霉素以及索拉非尼等）的生物利用度，也可

降低药物的毒副作用[5-7]。在小分子药物传输载体材料

中，高分子材料具有易于规模化生产、易于功能化和

免疫原性低等优点，日益受到研究者和产业界的重视。

聚己内酯（PCL）和聚乳酸（PLA）等脂肪族聚酯具

有优良的生物相容性和可降解性，在临床中得到广泛

使用，是制备药物传输载体的重要材料和研究热点[8-10]。

通过引入聚乙二醇（PEG）等亲水性组分，改变高分

子链结构，调节嵌段聚合物的理化性能，可实现对小

分子药物的装载和体内输送[5, 11-13]。本文综合实验选

取成熟且常用的 PCL，使用简便易行的高分子化学合

成方法制备出药物载体聚乙二醇 -聚己内酯（PEG- 

PCL），通过聚合物表征、纳米粒子组装与表征、药物

负载效率、细胞毒性评价、细胞吸收的评价，使学生

能较为系统地学习生物材料的设计、制备、组装以及

评价等方面的知识，训练其掌握生物材料科学的研究

思维和方法。 

1  实验部分 

1.1  实验试剂 

聚乙二醇单甲醚（PEG，Mn=2 000 g·mol–1，Alfa 

Aesar 公司）反应前置于 70 ℃真空干燥 3 h。无水反

应级 N, N-二甲基甲酰胺（DMF，99.8%）购自 Alfa Aesar。

二甲基亚砜（DMSO，广州化学试剂公司）经加氢化

钙后回流 24 h 和减压蒸馏处理。四氢呋喃（THF）使

用前以二苯甲酮为指示剂，在氩气保护下加入钠钾合

金回流至体系变为深蓝色，然后常压蒸馏。ε-已内酯

（ε-CL，Sigma-Aldrich 公司）经过氢化钙干燥去水并

在真空下减压蒸馏所得。氢化钙购于国药集团化学试

剂有限公司，经石油醚-丙酮混合溶剂重结晶 2 次后使

用。三氯甲烷、乙酸乙酯用氢化钙干燥除水，蒸馏后

使用。盐酸多柔比星（DOX·HCl）从浙江海正药业有

限公司购买。实验中所用试剂均为分析纯，除细胞生

物学实验外，水均为双蒸水。人类肺腺癌细胞 A549

细胞在 RPMI-1640 培养基（含 10% 胎牛血清）、95%

的空气与 5%的 CO2 混合气体和 37 ℃下培养。 

1.2  实验仪器 

氢谱 1H-NMR：采用 Bruker Avance II 600 型核磁

共振仪（Bruker Biospin, Germany）进行分析，使用

CDCl3 作为溶剂。粒径测定：使用 90Plus/BI-MAS 动

态光散射系 统（ Brookhaven Instruments, Holtsville, 

NY）在 25 ℃下检测。旋转蒸发仪采用 RV05 -ST 型

（IKA，Germany）。紫外可见分光光度计采用 PE/Lambd 

750（Perkin Elmer, United States）。倒置荧光显微镜

采用徕卡 DMi8（Leica Microsystems Inc, Buffalo Grove, 

United States）。用于细胞培养的 CO2 培养箱采用 377

型号（Thermo Fisher Scientific,Waltham, MA）。 

1.3  PEG-PCL 聚合物的制备 

根据已发表文献合成 PEG-PCL[5, 12]，称取一定量

的 PEG（Mw=2 kDa）加入 50 mL 反应瓶中，70 ℃真

空环境下干燥 2 h，加入 1 滴辛酸亚锡 Sn(Oct)2 后继续

干燥 30 min，再加入干燥的己内酯和一定量无水甲苯；

在 N2 保护下 110 ℃搅拌反应 16~18 h，产物经过量乙

醚沉淀、抽滤及干燥后得白色粉末状产物。 
 

 
 

图 1  嵌段共聚物聚乙二醇-聚己内酯 

（PEG-PCL）的合成路线 

 

1.4  阿霉素纳米药物（mPEG-PCL@DOX 胶束）的

制备 

10 mg PEG-PCL 聚合物样品和一定量的疏水性阿

霉素 DOX（将 2.0 mg DOX·HCl 溶解在 5 mL 甲醇中，

再向溶液中加入 3 µL 三乙胺，0.5 h 后用旋转蒸发仪

将溶液旋干[14]）溶解于 2 mL CHCl3 和 DMSO（1:1, V/V）

混合溶液中。超声下将混合溶液缓慢滴入到 20 mL 超

纯水中，旋转蒸发除去氯仿，得到胶束溶液。将胶束

溶液置于到透析袋（3 500 Da）中透析 48 h 以除掉游

离药物 DOX 和溶剂，透析期间多次更换透析用超纯

水，再用 220 nm 的水相滤膜过滤，最终得到负载 DOX

的纳米药物。 

1.5  纳米药物理化性能评价 

动态光散射方法测定纳米药物粒径：用动态光散

射系统（温度 25 ℃，入射角 45°）测定所制备纳米粒

子的粒径，每组样品的测量值均取 5 次测量的平均值。 

透射电镜观察纳米药物形貌：将 10 µL 纳米药物

溶液（0.5 mg/mL）滴在透射电镜（TEM）铜网上，

置于干燥器中静置 8 h 自然风干后，用乙酰双氧铀（wt. 

2%）染色 1 min
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DLE= 100%
DOX


纳米胶束所载药物质量

所投入 总质量
 

DLC= 100%
纳米胶束所载药物质量

包载药物后纳米胶束的质量
 

1.6  纳米药物的细胞吸收性能评价 

A549 细胞以 5×102 个/孔的密度接种于培养皿中，

在 37 ℃培养 24 h 后分别加入纳米药物和空白胶束孵

育，每孔 DOX 终浓度为 2 μmol/L。孵育 3 h 后，加入

Hoechst 33342 染料对细胞核染色。弃去培养基，细胞

用 PBS 液洗涤 3 次去除未吸收的纳米药物及核染色

剂，加入 4%多聚甲醛固定。置于荧光显微镜下观察，

核染色剂 Hoechst 33342（1 μg/mL，蓝色荧光）标记

细胞核 15 min，溶酶体用 Lysotracker@ Green DND-26

（10 μL，绿色荧光）标记溶酶体 10 min，DOX 发出

红色荧光。 

1.7  MTT 毒性分析 

将 A549 细胞用 0.25%-EDTA 胰酶消化下来形成

细胞悬液，按照 1×103 个细胞/孔的密度接种到 96 孔

板，在 5% CO2 和 37 ℃环境下培养过夜，将负载 DOX

的 PEG-PCL@DOX 胶束、未负载 DOX 的空白胶束

（PEG-PCL）按照不同剂量加入培养基中共培育 48 h，

弃培养基，向每个孔里加入 100 μL 含 MTT（5 mg/mL）

的培养基。孵育 3 h 后，弃培养基，每孔加入 90 μL

的 DMSO 震荡溶解，再用酶标仪（美国国腾）测定每

孔在 570 nm 的吸光度值。每组处理设 3 个重复，细胞

存活率表示如下： 

100% 
实验组吸光度值

细胞存活率
对照组吸光度值

 

2  结果与分析 

2.1  聚合物材料的制备与表征 

PEG-PCL 的 1H-NMR 谱图如图 2 所示，1.40 ppm 

（—COCH2CH2CH2CH2CH2O—），1.65 ppm （—COCH2CH2 

CH2CH2CH2O—），2.31 ppm （—COCH2CH2CH2CH2CH2O

—），3.65 ppm （—O（CH2）2O—），4.05 ppm（—COC 

H2CH2CH2 CH2CH2O—），5.15~5.30 ppm （CH2—CH—），

5.80 ppm （CH2==CH—）。所用 PEG 的分子量为 2 kDa，

核磁共振氢谱峰积分计算得到 PCL 聚合物的单元数大约

为 31，计算得出所制备 PEG-PCL 的分子量约为 5.5 kDa15。 

2.2  纳米药物（PEG-PCL@DOX 胶束）的粒径及形貌 

通过动态光散射（DLS）方法测得纳米药物（PEG- 

PCL@DOX）的水合粒径为 35±25 nm（图 3）。透射电

镜下 PEG-PCL@DOX 胶束形貌呈现为大小均匀的球

形，粒径约为 35 nm，其结果与动态光散射测定值

一致。 

 
 

图 2  聚乙二醇-聚己内酯（PEG-PCL）的核磁共振氢谱

（1H-NMR 谱）（氘代氯仿，300 MHz） 
 

 
 

图 3  载药聚乙二醇-聚己内酯胶束 

（PEG-PCL@DOX 胶束）的粒径和透射电镜图 
 

2.3  药物包封率和载药量的测定 

通过测定纳米药物中 DOX 的质量，得到所制备

药物载体 PEG-PCL 对 DOX 的包封率为 31.20%，所制

备的纳米药物中 DOX 的载药量为 4.81%。 

2.4  药物细胞吸收 

纳米药物与细胞共孵育 3 h 后，用荧光显微镜观

察 A549 细胞内 DOX 的荧光。如图 4 所示，纳米药物 
 

 
 

图 4  纳米药物的细胞吸收((a)Hoechst 3324 标记细胞 

核为蓝色荧光；(b)Lysotracker@ Green DND-26 标记溶 

酶体为绿色荧光；(c)阿霉素为红色荧光；(d)荧光重叠图) 
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