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紫杉醇 PLGA 纳米粒的表征及体外抗肿瘤作用研究 Δ
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摘 要 目的 表征紫杉醇纳米粒（PTX-PLGA-NPs），并评价其对Lewis肺癌细胞的体外抑制作用。方法 对以乳化溶剂挥发法所

制PTX-PLGA-NPs的粒径、多分散性指数（PDI）、Zeta电位、微观形态、包封率、载药量、紫外-可见光吸收特性、稳定性等进行表征；

以小鼠 Lewis 肺癌细胞为对象，以 PTX 对照品为参照，分别采用 CCK-8法、Calcein-AM/PI 双染法检测 PTX-PLGA-NPs 的细胞毒性

和体外杀伤活性，分别采用 Annexin Ⅴ-FITC/PI 染色法、PI 染色法评估 PTX-PLGA-NPs 对细胞凋亡及周期的影响。结果 PTX-

PLGA-NPs 呈类球形，平均粒径为（172.03±0.95）nm，PDI 为0.098±0.012，Zeta 电位为（－1.76±0.02）mV；包封率和载药量分别为

（52.32±0.66）%、（7.07±0.18）%，紫外-可见光吸收特征不受载体聚乳酸-羟基乙酸共聚物的影响；4 ℃下避光放置7 d时，其粒径无

明显变化，平均 PDI（放置1、2、4、7 d）均小于0.3。与 PTX 对照品组相比，PTX-PLGA-NPs 组有更多细胞处于死亡状态，其存活率

（当 PTX 质量浓度为11.2 μg/mL 时）显著降低，凋亡率和 G2期细胞比例均显著升高（P＜0.05）。结论 所制 PTX-PLGA-NPs 粒径均

一、分散均匀、性质稳定，对肺癌细胞的体外杀伤作用较PTX强。
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Characterization of paclitaxel-PLGA nanoparticles and their antitumor effects in vitro
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ABSTRACT OBJECTIVE To characterize paclitaxel nanoparticles （PTX-PLGA-NPs） and evaluate their in vitro inhibitory effect 

on Lewis lung cancer cells. METHODS The PTX-PLGA-NPs prepared by the emulsion-solvent evaporation method were 

characterized in terms of particle size， polydispersity index （PDI）， Zeta potential， microscopic morphology， encapsulation 

efficiency， drug loading， ultraviolet-visible absorption characteristics and stability. Using mouse Lewis lung cancer cells as the 

subjects and paclitaxel reference substance as the control， the cytotoxicity and in vitro killing activity of PTX-PLGA-NPs were 

detected using CCK-8 method and Calcein-AM/PI double staining method， respectively. The effects of PTX-PLGA-NPs on cell 

apoptosis and cell cycle were assessed by Annexin Ⅴ -FITC/PI staining method and PI staining method， respectively. RESULTS 
PTX-PLGA-NPs were spherical with an average particle size of （172.03±0.95） nm， PDI of 0.098±0.012， and Zeta potential of 

（－1.76±0.02） mV. The encapsulation efficiency and drug loading were （52.32±0.66）% and （7.07±0.18）%， respectively， and 

the ultraviolet-visible absorption characteristics were not affected by the carrier polylactic-co-glycolic acid. When stored in the dark 

at 4 °C for 7 days， no significant change was noted in particle size， and the average PDI （after 1， 2， 4 and 7 days of storage） was under 

0.3. Compared with the paclitaxel reference substance group， the PTX-PLGA-NPs group had more cells in a state of death， the 

survival rate （at the PTX concentration of 11.2 μg/mL） was significantly decreased， and both the apoptosis rate and the proportion of G2 

phase cells were significantly increased （P＜0.05）. CONCLUSIONS The prepared PTX-PLGA-NPs indicate homogeneity in 

particle size， uniform dispersion， stable properties， and stronger in vitro killing effect on lung cancer cells than PTX.
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全球每年新发恶性肿瘤病例高达 1 930万，其中近

1 000万新发病例因此死亡，可见恶性肿瘤已成为全球

患者死亡的主要原因之一[1―2]。在我国，肺癌是常见的

恶性肿瘤，其发病率和病死率均居恶性肿瘤之首[3]。肺

癌可分为小细胞肺癌和非小细胞肺癌（non-small cell 

lung cancer，NSCLC）两大类，其中 NSCLC 患者约占肺

癌患者总数的 85%，其 5 年生存率仅为 15%，大多数

NSCLC 患者在确诊时已无法切除或发生转移[4―5]。

紫杉醇（paclitaxel，PTX）是从红豆杉科植物红豆杉

的干燥根、枝叶及树皮中提取的一种二萜类生物碱，是

目前最有效的抗肿瘤药物之一，可有效治疗卵巢癌、肺

癌、卡波西肉瘤、宫颈癌和胰腺癌等多种恶性肿瘤[6]。

1999年，PTX 被美国 FDA 批准用于 NSCLC 的治疗，现
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已成为治疗 NSCLC 的一线化疗药物[7―8]。该药能促进微

管蛋白聚合并阻止微管蛋白解聚，抑制微管网动力学重

组，影响有丝分裂进程，使细胞阻滞于 G2/M 期，从而诱

导肿瘤细胞凋亡[9―10]。然而，PTX 存在水溶性差、生物利

用率低、不良反应较明显等问题，故有必要进行剂型优

化[11]。研究指出，将难溶性药物制备成纳米制剂，不仅

可以解决水溶性差的问题，而且可以提高其生物利用

度[12]。聚乳酸 -羟基乙酸共聚物（polylactic-co-glycolic 

acid，PLGA）具有良好的生物可降解性和组织相容性、优

良的成球性能和降解速率，是美国 FDA 认证的安全药用

辅料[13―14]。基于上述背景，本研究以 PLGA 为载体，制备

包载 PTX 的纳米粒（简称“PTX-PLGA-NPs”），并考察其

理化性质及对 Lewis 肺癌细胞的体外抑制作用，以期为

相关制剂的研发和临床应用提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 LC-20AT 型高效液相色

谱（HPLC）仪（日本 Shimadzu 公司）、SCIENTZ-ⅡD 型超

声波细胞粉碎仪（宁波新芝生物科技股份有限公司）、

ZEN-3600 型 激 光 粒 度 仪（英 国 Malvern 公 司）、JEM-

F200型透射电子显微镜（日本 JEOL 公司）、756PC 型紫

外-可见分光光度计（上海舜宇恒平科学仪器有限公

司）、Countstar Rigel S2型全自动细胞荧光分析仪（上海

睿钰生物科技有限公司）、FACSCantoⅡ型流式细胞仪

（美国 BD 公司）、SpectraMax i3x 型多功能酶标仪[美谷

分子仪器（上海）有限公司]、TCSSP8型激光共聚焦显微

镜（德国 Leica 公司）、BSA224S 型电子分析天平[赛多利

斯科学仪器（北京）有限公司]等。

1.2　主要药品与试剂

PTX 对照品（批号 J04S11H123510，纯度≥98%）、

PLGA（乳酸-羟基乙酸质量比50∶50，批号 F24IS207986）

均购自上海源叶生物科技有限公司；聚乙烯醇 [poly

（vinyl alcohol），PVA；批号 C16051871]购自上海麦克林

生化科技有限公司；RPMI 1640培养基、青霉素-链霉素

双抗（含 100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素）均购自

美国 Gibco 公司；胎牛血清（FBS）购自美国 Sigma 公司；

0.25% 胰蛋白酶（含0.02% 乙二胺四乙酸）购自苏州新赛

美生物科技有限公司；磷酸盐缓冲液（PBS）购自北京索

莱宝科技有限公司；Annexin Ⅴ-FITC/PI 双染细胞凋亡

试 剂 盒（批 号 556547）、PI/RNase 染 色 缓 冲 液（批 号

550825）均 购 自 美 国 BD 公 司 ；CCK-8 试 剂（批 号

20230609）、Calcein-AM/PI 染色试剂盒（批号 BN14041）

购自北京百瑞极生物科技有限公司；甲醇为色谱纯，二

甲基亚砜（DMSO）、甲醇、二氯甲烷等均为分析纯，水为

纯净水。

1.3　细胞

小鼠 Lewis 肺癌细胞 LLC（编号 BNCC338433）购自

商城北纳创联生物科技有限公司。

2　方法与结果
2.1　PTX-PLGA-NPs的制备

本 实 验 采 用 乳 化 溶 剂 挥 发 法 制 备 PTX-PLGA-

NPs[15]：分别称取 PTX 对照品2 mg、PLGA 10 mg（两者质

量比1∶5），置于10 mL EP 管中，滴加二氯甲烷1 g，超声

2 min；待药物、PLGA 溶解、混匀后，加入 1%PVA 溶液 5 

mL，于冰浴中超声 10 min（超声 2 s、停 2 s，功率 200 W）

使其乳化；乳化后，于 40 ℃下以 30 r/min 减压旋转挥发

有机溶剂，即得 PTX-PLGA-NPs。

2.2　PTX-PLGA-NPs的表征

2.2.1　粒径、多分散性指数及 Zeta 电位测定

取“2.1”项下所制 PTX-PLGA-NPs 50 μL，用水稀释

至 1 mL，采用激光粒度仪测定其粒径、多分散性指数

（polydispersity index，PDI）和 Zeta 电位。结果（图 1）显

示，PTX-PLGA-NPs 的平均粒径为（172.03±0.95）nm，

PDI 为 0.098±0.012，Zeta 电位为（－1.76±0.02）mV，表

明所得纳米粒制剂粒径均一、分散均匀，呈负电性。

2.2.2　微观形态学考察

取“2.1”项下所制 PTX-PLGA-NPs 适量，用水稀释

10倍后，取混悬液1滴置于400目的碳膜铜网上，经干燥

后，用2% 磷钨酸钠染色，通过透射电子显微镜观察其微

观形态。结果（图2）显示，PTX-PLGA-NPs 呈类球形。
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图1　PTX-PLGA-NPs的粒径和Zeta电位分布图

图2　PTX-PLGA-NPs的透射电子显微镜观察图
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2.2.3　包封率和载药量测定

采 用 HPLC 法 测 定。精 密 称 取 PTX 对 照 品 3.20 

mg，置于10 mL 棕色容量瓶中，加入甲醇溶解并定容，得

质量浓度为 320 μg/mL 的 PTX 储备液。精密量取该

PTX 储备液适量，依次用甲醇稀释，制得质量浓度分别

为 160、80、40、20、10、5 μg/mL 的系列对照品溶液。上

述溶液经0.22 μm 微孔滤膜过滤后，进样分析，记录峰面

积。色谱柱为 ZorbaxSB-C18（250 mm×4.60 mm，5 μm），

流动相为甲醇-水（75∶25，V/V），流速为 1 mL/min，检测

波长为 227 nm，柱温为 30 ℃，进样量为 10 μL。以 PTX

峰面积（Y）对其质量浓度（X）进行线性回归，得回归方程

为 Y＝21 071X+5 406（R 2＝0.999 9），结果表明，PTX 在

5～160 μg/mL 的质量浓度范围内与峰面积呈良好的线

性关系；精密度、准确度、回收率等方法学考察结果均符

合2020年版《中国药典》（四部）的相关要求。

取“2.1”项下所制 PTX-PLGA-NPs 1 mL，以 13 000 

r/min 离心 15 min，取上清液 500 μL，置于 5 mL 容量瓶

中，以甲醇定容，超声3 min 后过0.22 μm 微孔滤膜，取滤

液按上述色谱条件进样测定，记录峰面积并代入回归方

程，计算得未包封 PTX 的量。取“2.1”项下所制 PTX-

PLGA-NPs 500 μL 置于5 mL 容量瓶中，用甲醇定容，超

声3 min 破乳后过0.22 μm 微孔滤膜，取滤液按上述色谱

条件进样测定，记录峰面积，代入回归方程计算得制剂

中包封和未包封 PTX 的总量。取“2.1”项下已知质量且

已干燥的 PTX-PLGA-NPs，加适量甲醇溶解，超声 3 min

破乳后过 0.22 μm 微孔滤膜，取滤液按上述色谱条件进

样测定，记录峰面积并代入回归方程，计算得纳米粒制

剂中所含 PTX 的量。取“2.1”项下所制 PTX-PLGA-NPs

适量，以 13 000 r/min 离心 15 min，沉淀用水洗涤 3次后

再次离心，收集沉淀，干燥后称重，得纳米粒制剂总质

量。按下式计算包封率（entrapped efficiency，EE）和载

药量（drug loading，DL）：EE＝（微粒制剂中包封和未包

封 PTX 的总量－液体介质中未包封 PTX 的量）/微粒制

剂中包封和未包封 PTX 的总量×100%，DL＝制剂中所

含PTX的量/制剂总质量×100%。每样品平行测定3次。

结果显示，PTX-PLGA-NPs 的 EE 为（52.32±0.66）%，DL

为（7.07±0.18）%。

2.2.4　紫外-可见光吸收特征检测

取 PLGA、PTX 对照品和“2.1”项下所制 PTX-PLGA-

NPs 各适量，用甲醇稀释后置于石英皿中，以甲醇作为空

白对照，对其进行紫外-可见光吸收光谱（波长190～700 

nm）扫描。结果（图 3）显示，PTX-PLGA-NPs、PTX 对照

品在230 nm 波长处都出现了吸收峰，而 PLGA 在此波长

下未见明显吸收峰，表明 PTX 经 PLGA 包载后，其紫外-

可见光吸收特征未发生明显改变。

2.2.5　稳定性考察

取“2.1”项下所制 PTX-PLGA-NPs 适量，于4 ℃下避

光放置7 d，并分别于放置1、2、4、7 d 时测定粒径和 PDI，

以考察其稳定性。每样品平行测定3次。结果（表1）显

示，在上述条件下，PTX-PLGA-NPs 的粒径无明显变化，

且平均 PDI 均小于0.3，表明制剂稳定性良好。

2.3　PTX-PLGA-NPs的体外抗肿瘤活性考察

2.3.1　细胞存活率考察

采用 CCK-8法检测。取对数生长期的 LLC 细胞，按

每孔 1×104 个接种于 96 孔板中，于 37 ℃、5%CO2 条件

（下同）下孵育过夜，待细胞贴壁后，弃去培养基，将细胞

分为对照组、PTX 组和 PTX-PLGA-NPs 组，并设置不含

细胞、不含药物的空白组，每组设置5个复孔。对照组细

胞加入新鲜培养基，药物组细胞分别加入含 PTX 对照

品、PTX-PLGA-NPs（PTX 质 量 浓 度 均 为 0.7、1.4、2.8、

5.6、11.2 μg/mL，参考前期预实验结果设置）的新鲜培养

基。孵育24 h 后，弃去培养基，每孔细胞用 PBS 清洗2次

后，加入 CCK-8 试剂 100 μL，孵育 2 h，使用酶标仪于

450 nm 波长处检测各孔吸光度值，并按下式计算细胞存

活率：细胞存活率＝（实验组吸光度值－空白组吸光度

值）/（对照组吸光度值－空白组吸光度值）×100%。结

果数据以 x±s 表示，采用 SPSS 20.0软件进行统计分析

（多组比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用

LSD-t 检验），检验水准α＝0.05（统计方法下同）。

结果（图4）显示，随着药物浓度的增加，PTX-PLGA-

NPs 和 PTX 对 LLC 细胞的毒性均随之增强；当 PTX 质量

浓度为11.2 μg/mL 时，PTX-PLGA-NPs 组细胞的存活率

显著低于同质量浓度 PTX 组（P＜0.05）。

2.3.2　细胞存活情况检测

采用 Calcein-AM/PI 双染法检测。取对数生长期的

LLC 细胞，按每孔 1×105 个接种于激光共聚焦培养皿

中，孵育过夜；待细胞贴壁后，弃去培养基，将细胞分为

对照组、PTX 组、PTX-PLGA-NPs 组，每组设置3个复孔。

对照组细胞加入新鲜培养基，药物组细胞分别加入含
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表1　PTX-PLGA-NPs稳定性考察结果（x±s，n＝3）

放置时间/d

1

2

4

7

粒径/nm

174.55±7.52

182.97±1.07

189.33±1.99

197.43±0.65

PDI

0.08±0.01

0.23±0.01

0.14±0.05

0.17±0.02
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PTX 对照品、PTX-PLGA-NPs（PTX 质量浓度均为 11.2 

μg/mL，参考“2.3.1”项下结果设置，下同）的新鲜培养

基。孵育 24 h 后，弃去培养基，每皿细胞加入 Calcein-

AM/PI 染色工作液，于 37 ℃下避光染色 30 min，以 PBS

清洗3次后，采用激光共聚焦显微镜观察细胞的染色情

况并拍照、分析。

结果（图5）显示，对照组可见明显的绿色荧光，表明

细胞处于存活状态；PTX 组可见部分红色荧光，表明部

分细胞处于死亡状态，提示 PTX 对细胞具有一定的杀伤

作用；PTX-PLGA-NPs 组可见明显的红色荧光，且绿色

荧光减弱，表明有更多的细胞处于死亡状态，提示将

PTX 制成纳米粒后，其细胞杀伤力明显增强。

2.3.3　细胞凋亡情况检测

采用 Annexin Ⅴ-FITC/PI 染色法检测。取对数生长

期的 LLC 细胞，按每孔2×105个接种于12孔板中，孵育

过夜；待细胞贴壁后，弃去培养基，将细胞分为对照组、

PTX 组、PTX-PLGA-NPs 组，每组设置3个复孔。对照组

细胞加入新鲜培养基，药物组细胞分别加入含 PTX 对照

品、PTX-PLGA-NPs 的新鲜培养基。孵育 24 h 后，弃去

培养基，将细胞用 PBS 清洗2次，再用胰酶消化2 min；终

止消化后，将细胞与 PBS 混合，离心后弃去上清液；将细

胞 用 结 合 缓 冲 液 100 μL 重 悬 后，依 次 加 入 Annexin 

Ⅴ-FITC 染色液、PI 染色液 5 μL，室温避光孵育 15 min，

使用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

结果（图6、表2）显示，与对照组比较，PTX 组、PTX-

PLGA-NPs 组细胞的凋亡率均显著升高，且 PTX-PLGA-

NPs 组显著高于 PTX 组（P＜0.05），提示 PTX 及其纳米

制剂均可促进肺癌细胞凋亡，且 PTX-PLGA-NPs 的作用

更强。

2.3.4　细胞周期分布情况检测

采用 PI 染色法检测。取对数生长期的 LLC 细胞，按

每孔 2×105个接种于 12孔板中，孵育过夜；待细胞贴壁

后，弃 去 培 养 基，将 细 胞 分 为 对 照 组、PTX 组、PTX-

PLGA-NPs 组，每组设置 3个复孔。对照组细胞加入新

鲜培养基，药物组细胞分别加入含 PTX 对照品、PTX-

PLGA-NPs 的新鲜培养基。孵育24 h 后，弃去培养基，细

胞用 PBS 清洗后，用胰酶消化 3 min；终止消化后，将细

胞与 PBS 混合，离心后弃去上清液；向细胞中加入预冷

的70% 乙醇1 mL，边加边涡旋，吹打混匀后于－20 ℃下

静置过夜。次日，取上述细胞悬液，离心后弃去上清液，

向细胞中加入 PI 染色液 500 μL，孵育 15 min，使用流式

细胞仪检测细胞周期分布情况。

结果（图7、表2）显示，与对照组对比，PTX 组、PTX-

PLGA-NPs 组 G2期细胞比例均显著升高，且 PTX-PLGA-

NPs 组显著高于 PTX 组（P＜0.05），提示 PTX 及其纳米

制剂均可将肺癌细胞阻滞在 G2期，且 PTX-PLGA-NPs 的

作用更强。

3　讨论
本研究对所制 PTX-PLGA-NPs 进行了理化性质表

征和体外抗肿瘤作用考察。理化性质表征结果表明，所

制 PTX-PLGA-NPs 呈类球形，粒径均一，分散均匀，性质

稳定，EE、DL 分别为（52.32±0.66）%、（7.07±0.18）%，

紫外-可见光吸收特性未受载体影响。
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图6　各组细胞凋亡情况的流式细胞图（Annexin Ⅴ - 

FITC/PI染色法）

表2　各组细胞凋亡率及 G2 期细胞比例的检测结果

（x±s，n＝3）

组别
对照组
PTX 组
PTX-PLGA-NPs 组

凋亡率/%
2.87±0.64

15.23±2.40a

38.23±2.14ab

G2期细胞比例/%
4.17±2.70

44.77±3.04a

72.00±7.47ab

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与PTX组比较，P＜0.05。
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细胞毒性实验结果显示，经 PLGA 包封后，PTX-

PLGA-NPs 对肿瘤细胞的杀伤作用明显增强，这可能是
由于纳米制剂有利于提高细胞对药物的摄取和渗透，进
而增强了制剂对肿瘤细胞的杀伤作用；同时，PLGA 纳米
粒具有良好的生物相容性和缓释性能，有利于提高 PTX

在肿瘤部位的富集，进而增强制剂对肿瘤细胞的杀伤作
用[16]。细胞 Calcein-AM/PI 双染色实验结果显示，与 PTX

对照品相比，PTX-PLGA-NPs 具有更强的体外抗肿瘤活
性。相关机制研究发现，PTX 可通过稳定肿瘤细胞微管
蛋白并阻止其解聚，使细胞周期阻滞在 G2/M 期，从而促
进细胞凋亡[17―18]。进一步的细胞凋亡及周期检测结果
显示，经 PLGA 包封后，PTX-PLGA-NPs 对肺癌细胞的
凋亡诱导作用强于 PTX 对照品，同时将细胞周期阻滞于
G2期的作用也强于 PTX 对照品，提示该纳米粒制剂能更
有效地调控肿瘤细胞周期，诱导细胞凋亡。该结果可为
后续相关体内研究及应用奠定基础。

总体而言，本研究所制 PTX-PLGA-NPs 粒径均一、

分散均匀、性质稳定，其对肺癌细胞的体外杀伤作用较
PTX 强。
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图7　各组细胞周期分布情况的流式细胞图（PI染色法）


