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红细胞膜包裹载药PLGA纳米颗粒的制备
及用于抑制癌细胞的研究

谢晓田　王海军　朱利民∗

(东华大学化学化工与生物工程学院,上海２０１６２０)

摘　要　红细胞(RBCs)是血液中最丰富的血细胞,从中提取的红细胞膜(RBCM)作为载体因具有体内循环时间

长,高载药量,极好的生物相容性及低免疫原性,被作为理想的体内药物运载体应用于肿瘤治疗的研究.使用 RBCM
包裹载有抗癌药物紫杉醇(PTX)的多孔聚乳酸Ｇ羟基乙酸共聚物(PLGA)纳米颗粒,经透射电镜(TEM)可以清楚地观

察到 RBCM 结构包裹在PLGA纳米颗粒表面.采用动态光散射仪(DLS)观察制备的纳米颗粒水动力学粒径,发现

RBCM 包裹后的纳米颗粒粒径增大约为１２５±４nm.使用PTX作为模型药物,测得制备的PLGA纳米颗粒载药率约

为６􀆰４２％,包封率约为９６􀆰３１％,加入 TPGS作为致孔剂,４８h体外释药率可以提高到８３％.MTT 结果表明,RBCM
包裹的载药PLGA体系对 MCFＧ７具有很强的杀灭作用.
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PreparationofRBCMＧencapsulateddrugＧloadedPLGAnanoparticlesand
itsapplicationininhibitingcancercells

XieXiaotian　WangHaijun　ZhuLimin

(CollegeofChemistry,ChemicalEngineeringandBiotechnology,DonghuaUniversity,

Shanghai２０１６２０)

Abstract　Redbloodcells(RBCs)arethemostabundantbloodcells．Withthelongcirculationtime,highdrug
loadingrate,excellentbiocompatibilityandlowimmunogenicity,theextractedredbloodcellmembrane(RBCM)are

usedasidealdrugcarriersfortumortherapy．UsingtheredbloodcellmembranetoencapsulatepolylacticacidＧglycolic

acidcopolymer(PLGA)carryingtheanticancerdrugpaclitaxel(PTX)andtheporeformervitaminEsuccinicacid

polyethyleneglycolester(TPGS)bysqueezeextrusion．Transmissionelectronmicroscopy(TEM)canclearlyobserve

thattheerythrocyte membranewaswrappedonthesurfaceofPLGA nanoparticles．Thedynamiclightscattering
instrument(DLS)wasusedtoobservethehydrodynamicparticlesizeofthepreparednanoparticles．Itwasfoundthat

theparticlesizeofthenanoparticlesaftertheerythrocytemembranecoatingwas１２５±４nm．UsingPTXasamodel

drug,theprepareddrugloadingrateofPLGAnanoparticleswasabout６􀆰４２％,andtheencapsulationefficiencywas

about９６􀆰３１％．WiththeadditionofTPGSasaporeformingagent,theinvitroreleaseratecanbeincreasedto８３％

after４８h．TheMTTresultsshowedthattheRBCMＧencapsulateddrugＧloadedPLGAsystemhadastronginhibitory
effectonMCFＧ７cells．

Keywords　erythrocytemembrane,nanoprecipitationmethod,PLGAnanoparticle,anticancerresearch
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　　癌症作为难以治愈的疾病之一,最常见的治疗

类型是手术、化学疗法和放射疗法.然而,使用传统

药物治疗癌症不仅会杀死肿瘤细胞,还会杀死健康

细胞,导致许多副作用.此外,在使用化学疗法的过

程中,由于癌细胞具有抗药性,使抗癌药物的治疗功

效受到限制.为了解决这一问题,选择合适的药物

载体对于癌症的治疗具有重要意义.
红细胞膜(RBCM)仿生纳米载药体系近年来引
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起了极大的关注.RBCM 作为载体,具有优异的生

物相容性、体内长效循环性,已被广泛应用于药物输

送和其他治疗[１].CD４７是红细胞表面的膜蛋白,
通过与巨噬细胞表面CD４７受体———信号调节蛋白

之间的作用,从而调控巨噬细胞的摄取[２Ｇ３].因此,
选择RBCM 作为理想的体内药物运载体可以实现

体内的长效循环,避免巨噬细胞对其吞噬,调控载药

体系的粒径,通过实体瘤的高渗透性和滞留效应

(EPR)聚集在肿瘤部位,从而实现对癌细胞的抑制

作用.因此,使用RBCM 对纳米载药体进行仿生包

衣展现出广阔的应用前景.
聚乳酸Ｇ羟基乙酸共聚物(PLGA)是一种高分

子材料,具有生物相容性、可降解性,被广泛用于生

物医学领域[４Ｇ６],因此本课题组选择 PLGA 作为药

物递送的载体进行实验.利用PLGA 不溶于水,溶
于丙酮的特性,通过纳米沉淀的方法自组装成纳米

颗粒(NPs),具有粒径小、分散均匀等优势.选择抗

癌药物紫杉醇(PTX)作为模型药物[７].PTX 作为

当今公认的广谱、高效、低毒的天然抗癌药物,其对

各种肿瘤都具有抑制作用,包括卵巢癌、乳腺癌、肺
癌和其他类型的癌症.

维生素E琥珀酸聚乙二醇酯(TPGS),别名托

可索仑,是一种广泛应用于药学领域的重要辅料,可
用于制备载体前体药物、胶束和固体分散体,修饰脂

质体,并作为增溶剂、吸收促进剂等应用于制剂研

究.因此,使用 TPGS作为纳米粒子中的致孔剂,
以增加难溶性水溶性药物的溶解度,提高药物的释

放率[８Ｇ１０].
本研 究 通 过 制 备 RBCM 包 裹 的 载 PTX 的

PLGA纳米颗粒(PLGAＧNPs),观察药物的释放速

率,检测药物载体的细胞毒性、材料细胞相容性,为
实现红细胞仿生包衣长效循环的纳米载药体系奠定

基础[１１Ｇ１２].

１　实验部分

１􀆰１　材料与仪器

PLGA(５０∶５０,Mw＝２１０００),济南岱罡生物工

程有限公司;雄性 SD 大鼠(清洁级,体重２００g左

右),上海斯莱克实验动物有限责任公司;PTX(纯
度＞９９％),上海阿拉丁生化科技股份有限公司;

TPGS(纯度９９􀆰９９％),上海阿拉丁生化科技股份有

限公司;胎牛血清(纯度９９􀆰９９％),美国 Gibco公

司;３Ｇ(４,５Ｇ二甲基噻唑Ｇ２)Ｇ２,５Ｇ二苯基四氮唑溴盐

(MTT,纯度９８％),美国Sigma公司;人乳腺癌细

胞 MCFＧ７(纯度９４％),中国科学院;实验中所用的

水均为 MilliＧQ Plus１８５ 净 水 系 统 纯 化 所 得 超

纯水.
磁力搅拌器(DFＧ１０１S型),巩义予华公司;挤压

器(LFＧ１型),长沙纳仪仪器科技有限公司;电子分

析天平(FA/JAＧB型),上海精科仪器有限公司;真
空干燥箱(ZKF０３０型),上海实验室仪器有限公司;
紫外Ｇ可见分光光度计(UVＧ３６００型),上海 SHJH
公司;高速台式离心机(TGLＧ１６G 型),上海安亭科

学仪器厂;透射电子显微镜(TEM,２０１０F型),日本

JEOL公司;酶标仪(DNMＧ９６０２A 型),普朗医疗器

械公司;动态光散射仪(DLS,BIＧ２００SM 型),美国布

鲁克海文仪器公司.

１􀆰２　实验方法

１􀆰２􀆰１　PLGAＧNPs的制备

使用纳米沉淀法[１３]制备PLGA纳米颗粒:先称

取PLGA１０mg,溶于１mL丙酮中;再分别缓慢加

入到转速为４００、６００、８００、１０００和１２００r/min,含

５mL的去离子水圆底烧瓶中,探索最佳粒径;磁力

搅拌３h后,放入真空干燥箱中,使丙酮挥发,生成物

即为PLGAＧNPs,放入４℃冰箱中备用.

１􀆰２􀆰２　RBCM 的制备[１４]

SD大鼠心脏取血;将血液以３０００r/min离心

５min,然后用磷酸盐缓冲盐水(PBS,pH＝７􀆰４)洗涤

３次以除去血清;将红细胞重悬于０􀆰２mmol/L乙二

胺乙酸二钾(EDTAＧ２K)溶液中以诱导膜破裂,然后

在４℃下以１４８００r/min离心７min除去上清液;重
复上述步骤直到上清液没有血色;将提取的 RBCM
储存在含２mmol/L蛋白酶抑制剂的磷酸盐缓冲盐

水(pH＝７􀆰４)中,于－２０℃下保存备用.

１􀆰２􀆰３　RBCMＧPLGANPs的制备[１５Ｇ１６]

首先,解冻 RBCM 并摇匀;按照比例为 １mg
PLGAＧNPs使用１００μL血液提取的 RBCM 进行包

裹;取出 ２００μL 悬液,加入 ２mL 去离子水重悬,

１００００r/min离心５min后倒去上清液,重悬;然后将

RBCM 悬液缓慢加入含２mLPLGAＧNPs的圆底烧

瓶中搅拌１０min,并在功率１００W 下超声１０min;最
后,使用滤孔为２００nm 的挤压器挤压１１次,得到微

乳光的透明溶液RBCMＧPLGANPs.

１􀆰２􀆰４　载药

取１０mgPLGA和１mgPTX溶于丙酮中,为了

使得不 溶 于 水 的 PLGA 产 生 孔 径,再 加 入 ２mg
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TPGS表面活性剂,确定 TPGS与PLGA 的比例为

１∶５[１７Ｇ１９];将该溶液超声直至溶解,然后缓慢加入到

转速为１０００r/min,含５mL 的去离子水圆底烧瓶

中;搅拌３h,放入真空干燥箱中,使丙酮挥发;再进

行RBCM 的包裹,方法与 １􀆰２􀆰３ 一致,即可得到

PTX＠RBCMＧPLGANPs.

１􀆰２􀆰５　载药率与包封率研究

取３mLPTX＠PLGAＧNPs,１６０００r/min离心

１０min吸取上清溶液,并稀释至合适的质量浓度,然
后根据光谱条件测定PTX的含量.载药率和包封

率分别按式(１)和式(２)计算.
载药率(％)＝

PTX质量 － 上清液中PTX质量
载体总质量 ×１００％ (１)

包封率(％)＝
PTX质量 － 上清液中PTX质量

投药量 ×１００％ (２)

１􀆰２􀆰６　材料表征

粒径测定:取一定量的 PLGAＧNPs及 RBCMＧ
PLGANPs,稀释后,使用美国布鲁克海文仪器公司

的BIＧ２００SM 型静态光散射仪分别检测其分散系数

和粒径大小.每组测３次,取平均值.
形貌观察:使用日本JEOL 公司的JEMＧ２１００

型透射电子显微镜观察 PLGAＧNPs及 RBCMＧPLＧ
GANPs的形态.

药物释放测定:取２mL载PTX的PLGAＧNPs
和 TPGSＧPLGA NPs,分别加入透析袋(MWCO:

７０００Da)中,将 它 们 分 别 浸 入 １８mL 的 缓 冲 液

(０􀆰１％吐温８０,PBS,pH＝７􀆰４)和缓冲液(０􀆰１％吐

温８０,PBS,pH＝５􀆰５),在３７℃避光条件下,放进转

速为１００r/min的摇床中震荡;分别在０􀆰５、１、２、４、

８、１２、２４、３６和４８h,取出１mL检测其吸光度并补足

１mL相应的新鲜缓冲液,于最大吸收波长２２７nm
下测它们的紫外吸收,并计算释药率.

１􀆰２􀆰７　细胞毒性

使用 MTT 法 测 试 细 胞 毒 性.于 ３７℃、５％
CO２ 下,预培养人乳腺癌 MCFＧ７细胞铺满９６孔

板;吸去培养液,加入浓度梯度的药物,平均分为４
组进行对照试验,即 PBS、PTX、PTX＠PLGAＧNPs
和PTX＠RBCMＧPLGA NPs.其中除了空白对照

PBS组外,其余３组依次配置 PTX 浓度为１００、

８０、６０、４０、２０、１０和５μg/mL;孵育２４h,吸去培养

液,每孔加入２０μLMTT溶液(５mg/mL,即０􀆰５％
MTT)和１８０μL培养液,在摇床中避光培养３~

４h;吸去孔内培养液,每孔加入２００μL二甲基亚

砜,放置于摇床上以１００r/min振荡１５min;结晶物

充分溶解后,使用酶标仪检测各孔的吸光度值,计
算细胞存活率.

２　结果与讨论

２􀆰１　RBCMＧPLGANPs的制备及性质

２􀆰１􀆰１　RBCMＧPLGANPs的 TEM 分析

将制备的 RBCMＧPLGA NPs重新分散在水溶

液中,超声使其均匀分散进行 TEM 的表征,结果如

图１所示.由图可见,RBCM 包裹后的PLGAＧNPs
[图１(b)]粒径大小约为８０~１００nm,可以观察到有

一层深色的膜状结构包裹在PLGA 颗粒表面,说明

RBCM 成 功 地 包 裹 在 PLGAＧNPs 上,即 得 到 了

RBCMＧPLGANPs.

图１　PLGAＧNPs(a)和RBCMＧPLGANPs(b)的TEM 图

２􀆰１􀆰２　DLS分析

在其他条件相同下,分别在转速为４００、６００、

８００、１０００和１２００r/min的情况下制备PLGAＧNPs,
结果如图２所示.由图可见,当转速达到８００r/min
及以上时,粒径大小几乎不再变化,从而确定最佳转

速为 １０００r/min.图 ３ 为 １０００r/min 下 制 备 的

PLGAＧNPs及 RBCMＧPLGA NPs的水动力学粒

径.由图可见,以１０００r/min转速下制备的PLGAＧ
NPs粒径大小为１２０􀆰５±３nm;RBCM 包裹后,RBＧ
CMＧPLGANPs的流体动力学平均直径为１２５􀆰０±
４nm.RBCM 的厚度大约为７nm,由于超声和挤压

器挤压,使得 RBCM 以碎片附着在 PLGAＧNPs表

图２　不同转速下PLGAＧNPs的水动力学粒径
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图３　１０００r/min下制备的PLGAＧNPs及

RBCMＧPLGANPs的水动力学粒径

面.RBCM 包裹后的纳米粒子粒径明显增大,进一

步说明RBCM 成功包裹在PLGAＧNPs上.

２􀆰１􀆰３　ZetaＧ电势分析

图４ 为 PLGAＧNPs和 RBCMＧPLGA NPs的

ZetaＧ电势,由图可见,PLGA 空白纳米颗粒ZetaＧ电

势为－２８􀆰４±１mV;RBCM 包裹的PLGA空白胶束

的ZetaＧ电势为－３４􀆰３±１􀆰２mV.图４结果表明,

RBCM 的 PLGA 空白胶束 ZetaＧ电势变小,证 明

RBCM 成功包裹,制得了RBCMＧPLGANPs.

图４　PLGAＧNPs和 RBCMＧPLGANPs的ZetaＧ电势

２􀆰２　PTX＠PLGAＧNPs的体外释药研究

研究负载PTX的PLGAＧNPs在不同条件下的

体外释放行为,结果如图５所示.由图可见,TPGSＧ
PLGANPs组在中性环境中的累积释药率约为

７６％,低于在弱酸性环境中的累积释药率.PLGAＧ
NPs组在弱酸性和中性环境下的累积释药率分别

约为３８％和２９％.由此可以得出结论:在pH 低的

条件下,药物释放的更快.相同pH 条件下,加入

图５　负载PTX的PLGAＧNPs在不同条件下的

体外释放行为

TPGS后使得PLGA纳米颗粒表面产生孔径,从而

使药物释放的更快.在弱酸性条件下,TPGS 组

４８h释药率可以达到８３％左右,且具有一定药物缓

释的效果.

２􀆰３　细胞毒性研究

采用 MTT法检测PTX对人乳腺癌 MCFＧ７的

毒性,结果如图６所示.由图可见,随着PTX浓度

的增加,细胞存活率整体呈下降趋势.从对比实验

可以看出,在低浓度时,只加入药物PTX具有最强

的毒性;当PTX＠RBCMＧPLGA NPs的PTX浓度

达到８０μg/mL以上时,其毒性强度较未用 RBCM
包裹的显著提高.从而可以说明,RBCM 仿生包衣

的载药纳米材料更有利于癌细胞的摄取,从而表现

出更好的抗癌效果.

图６　MCFＧ７在不同PTX浓度下的细胞毒性比较

３　结论

通过纳米沉淀法制备了粒径大小约为１２０􀆰５±
３nm 的 PLGAＧNPs,使用超声和挤压器挤压的方

式,将RBCM 成功包裹在PLGAＧNPs表面,成功制

备粒 径 大 小 约 为 １２５􀆰０±４nm 的 RBCMＧPLGA
NPs.载入抗癌药物 PTX进行药物释放及细胞毒

性的研究,结果发现,致孔剂 TPGS的加入可以提

高药物的释放率并且有一定的缓释效果.制备的

PTX＠RBCMＧPLGANPs具有很好的抗癌效果.
这种纳米级的RBCM 仿生纳米载药系统,通过

RBCM 的包裹,可以大大延长纳米粒子在血液中的

循环时间.当静脉注射后,这些具有纳米级尺寸的

PTX＠RBCMＧPLGANPs可以通过血管到达肿瘤

部位,产生对癌细胞的抑制作用.另外,RBCM 的

包裹不会造成显著的副作用,具有低免疫原性,可减

少排异反应[２０Ｇ２２].由于该系统中使用的所有组分都

是临床证明的或高度生物相容的,因此这种 RBCM
包裹的纳米颗粒作为纳米级“人工红细胞[２３]”将会

成为一种简单、安全,且相当有效的载体.
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由此可见,RBCM 仿生包衣对于构建智能纳米

载药体系具有重要意义,在今后的癌症治疗研究中

具有巨大潜力.
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