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摘 要 目的：研究人肝癌细胞株HepG2对同时包载齐墩果酸（OA）和香豆素6的乳酸羟基乙酸共聚物纳米粒（OCPN）和乳酸羟

基乙酸共聚物-水溶性维生素E纳米粒（OCPTN）的体外摄取情况。方法：以超声乳化-溶剂挥发法制备OCPTN和OCPN，其中香

豆素6为荧光标记物；采用高效液相色谱法测定两种纳米粒中香豆素6的载药量，体外测定HepG2细胞对分别含100、200、400 μg/ml

（低、中、高质量浓度）香豆素6的OCPTN、OCPN混悬液的摄取率，显微镜观察HepG2细胞对OCPTN的摄取情况。结果：OCPTN

和 OPTN 中香豆素 6的载药量分别为 7.6％、6.3％；低、中、高质量浓度 OCPTN 的细胞摄取率为（62.1±1.2）％、（53.6±1.3）％、

（40.9±1.5）％，分别是相同质量浓度OCPN的细胞摄取率[（36.8±1.5）％、（31.2±1.9）％、（22.4±1.3）％]的1.69、1.72、1.83倍；镜下

观察OCPTN被HepG2细胞摄取，处于细胞核周围。结论：OCPN和OCPTN均能被HepG2细胞摄取，且OCPTN的被摄取性更强。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the absorption of Oleanolic acid（OA）and Coumarin-6-loaded polylactic-co-glycolic acid na-

no- particles（OCPN）and Polylactic-co-glycolic acid-watermiscible vitamin E nanoparticles（OCPTN）by human hepatic cell line

（HepG2）. METHODS：OCPTN and OCPN were prepared by ultrasonication emulsion-solvent evaporation technique using couma-

rin-6 as fluorescent marker. The amounts of coumarin-6 in OCPTN and OPTN were determined by HPLC. The absorption rates of

100，200 and 400 μg/ml coumarin-6（low，medium and high concentrations）in OCPTN and OCPN suspension by HepG2 were de-

termined in vitro. The absorption rate of OCPTN was observed by microscope. RESULTS：The amounts of coumarin-6 in OCPTN

and OCPN were 7.6％ and 6.3％. The uptake rate of low，medium and high concentrations of OCPTN were（62.1±1.2）％，（53.6±

1.3）％ and（40.9±1.5）％，respectively，which were 1.69，1.72，and 1.83 folds to those of OCPN at corresponding concentrations

[（36.8±1.5）％，（31.2±1.9）％ and（22.4±1.3）％]. FIM images showed that OCPTN was absorbed by HepG2 and closely located

around the nuclei. CONCLUSIONS：OCPN and OCPTN can be absorbed by HepG2，and especially for OCPTN.
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齐墩果酸（Oleanolic acid，OA）是天然五环三萜类化合物，

具有抗肝炎、抗肿瘤和抗高血脂等多方面的药理作用，但是由
于OA脂溶性较强，在胃肠道的溶出低、吸收差，导致其生物利
用度低，不能被人体较好地吸收利用，故限制了其在临床上的
应用。纳米粒（NPs）用作药物载体具有粒度小、比表面积大、

活性中心多、吸附能力强等优点，经静脉注射后，在体内的分
布取决于微粒的粒径大小及表面带电性[1]。目前对于微粒给
药系统体内评价的一个重要方面是研究其在体内的吸收和转
运情况，较常用的方法是进行荧光标记后示踪给药系统的体
内转运行为。香豆素6（Coumarin-6）是一种激光转化率较高、

性能比较稳定的脂溶性激光染料，并且可用高效液相色谱
（HPLC）法定量测定，检测灵敏度较高[2]。因此，近年来香豆素
6常被作为荧光探针，包载于微粒给药系统内进行给药系统的
体内示踪、细胞摄取及转运机制研究[3-4]。本试验采用乳化-溶
剂挥发法制备同时包载模型药物OA和荧光标记物香豆素6的
两种纳米粒，即 OA/香豆素 6/乳酸羟基乙酸共聚物纳米粒
（Oleanolic acid and coumarin-6-loaded polylactic-co-glycolic ac-

id nanoparticles，OCPN）和OA/香豆素6/乳酸羟基乙酸共聚物-

水溶性维生素 E 纳米粒（Oleanolic acid and coumarin-6-loaded

polylactic-co-glycolic acid-d-α-tocopherol polyethylene glycol

1000 succinate nanoparticles，OCPTN），研究人肝癌细胞株
HepG2对二者的体外摄取情况，为OA-NPs在体内对肝脏的主
动靶向性、体内抑瘤率等试验奠定基础。

1 材料
1.1 仪器

IX81荧光倒置显微镜（日本Olympus公司）；1200型高效
液相色谱仪（美国Agilent公司）；JY92-ⅡN超声波细胞粉碎机
（宁波新芝科技股份有限公司）；NanoZS90激光粒径仪（英国
Marlwern公司）；RW20数显电动搅拌机（日本 IKA公司）；SCP-

TOH型离心机（日本Hitachi公司，离心半径：13.5 cm）；FD-1C

冷冻干燥机（北京德天佑科技发展有限公司）；FA1104型万分
之一电子天平（上海精科实业有限公司）；CO2培养箱（美国
Thermo 公司）；超净工作台（上海博讯实业有限公司）；

FLX800TB荧光酶标仪（美国Bio-Tek公司）。

1.2 药品与试剂
OA原料药（南京泽郎医药科技有限公司，批号：090120，

纯度：99％）；OA对照品（美国 Sigma公司，批号：508-02-1，纯
度：97％）；香豆素6对照品（批号：91-64-5，纯度：98.0％）、香豆
素 6原料药（纯度：98.0％）均购自美国Sigma-Aldrich公司；维
生素E聚乙二醇 1000琥珀酸酯（TPGS，即水溶性维生素E，美
国Eastman化学公司）；乳酸羟基乙酸共聚物（PLGA，山东省医
疗器械研究所，批号：13012011，乳酸-羟基乙酸比例：50 ∶ 50）；

PLGA-水溶性维生素E（PLGA-TPGS，大连医科大学药剂学教
研室自制，批号：20121208）；优级胎牛血清（天津市灏洋生物
制品科技有限公司，批号：20130428）；其余辅料均为药用规
格，所用试剂均为分析纯。

1.3 细胞株
HepG2细胞系由中国医学科学院基础医学研究所细胞中

心提供。

2 方法[5]与结果
2.1 细胞培养

将 HepG2细胞置于含 10％胎牛血清的高糖培养基（H-

DMEM）中，放入37 ℃、饱和湿度、5％CO2培养箱中培养，用磷
酸盐缓冲液（PBS）洗涤，0.25％胰酶消化液分散成单细胞悬

液，取对数生长期的细胞进行试验。

2.2 纳米粒的制备
2.2.1 处方。OA原料药 10 mg，香豆素 6 10 mg，PLGA-TPGS
100 mg，0.03％TPGS（乳化剂）水溶液120 ml。
2.2.2 制备工艺[6]。精密称取OA原料药 10 mg和香豆素 6 10

mg，置于 10 ml离心管中，再精密称取PLGA-TPGS 100 mg置
于上述离心管中，加入 10 ml乙酸乙酯，充分放置使其全部溶
解；量取120 ml 0.03％TPGS水溶液至烧杯中，400 W超声条件
下加入OA、香豆素6和PLGA-TPGS的乙酸乙酯溶液，继续超
声 6 min，400 r/min 电动搅拌 12 h，16 000 r/min 高速离心 15

min，用双蒸水冲洗3次，冷冻干燥24 h，得同时包载OA和香豆
素6的OCPTN。同法，用PLGA替换PLGA-TPGS，制得同时包
载OA和香豆素6的OCPN。

2.3 色谱条件与系统适用性试验
色谱柱：Hypersil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲

醇 -水（9 ∶ 1），流速：1.0 ml/min；检测波长：430 nm[6]；柱温：

20 ℃；进样量：20 μl。分别称取香豆素6原料药、对照品适量，

用甲醇溶解制成溶液；另称取OCPN和OCPTN适量，置于离心
管中，用乙酸乙酯溶解后减压挥发乙酸乙酯，再分别加入流动
相涡旋混匀制成含香豆素 6均为 10 μg/ml的溶液。取上述溶
液20 μl进样分析，记录色谱，色谱图见图1。

由图 1可知，香豆素 6的保留时间约为 6.1 min，分离度符
合要求。在此条件下，理论板数以香豆素6计不低于3 000。

2.4 粒径和Zeta电位的测定

按前期试验方法 [7] 分别测得 OCPTN 的平均粒径为
（182.6±2.6）nm（n＝3），Zeta电位为（－23.58±0.56）mV（n＝

3）；OCPN的平均粒径为（284.3±3.2）nm（n＝3），Zeta电位为
（－14.76±0.37）mV（n＝3）。

2.5 OA载药量的测定

按前期试验方法[7]测得OCPTN和OCPN中OA载药量分
别为（7.9±0.8）％（n＝5）和（6.8±0.6）％（n＝5）。

2.6 香豆素6载药量和包封率的测定

2.6.1 标准曲线的绘制。精密称取干燥至恒重的香豆素 6对
照品10 mg，置于50 ml量瓶中，加甲醇稀释至刻度得质量浓度
为200 μg/ml的对照品贮备液。精密量取香豆素6对照品贮备
液100、200、400、800、1 600、3 200、6 400 μl，分别置于10 ml量
瓶中，用甲醇稀释至刻度配制成2、4、8、16、32、64、128 μg/ml的
系列对照品溶液，按“2.3”项下色谱条件分别进样分析，记录峰
面积。以峰面积（A）为纵坐标、质量浓度（c）为横坐标进行线
性回归分析，得标准曲线方程为 A＝13.315c +3.489 4（r＝

图1 高效液相色谱图
A.香豆素6对照品；B.OCPTN；C.OCPN；1.香豆素6

Fig 1 HPLC chromatograms
A. coumarin-6 control；B. OCPTN；C. OCPN；1. coumarin-6
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0.999 1），结果表明，香豆素6检测质量浓度的线性范围为2～

128 μg/ml。

2.6.2 精密度试验。精密吸取香豆素 6对照品贮备液 1 600、

2 000、2 400 μl，各5份，分别置于10 ml量瓶中，加甲醇定容至
刻度，摇匀，配制成 32、40、48 μg/ml的溶液，按“2.3”项下色谱
条件进样分析。连续测定5次和每日在同一时间进样、连续测
定 5 d，考察日内和日间精密度。结果 32、40、48 μg/ml溶液的
日内RSD分别为1.41％、1.52％、1.65％（n＝5），日间RSD分别
为2.07％、2.12％、2.15％（n＝5），表明精密度良好。

2.6.3 加样回收率试验。精密称取同一批的OCPTN和OCPN，

各 9份，分别置于 10 ml离心管中，每份 3 mg，每 3份分别精密
加入香豆素 6对照品贮备液 100、900、1 300 μl，稀释至刻度，

摇匀，测定峰面积，根据标准曲线方程计算含量，以测得量与
加入量比较，计算加样回收率。结果OCPTN和OCPN中香豆
素 6的加样回收率分别为 100.24％（RSD＝1.15％，n＝3）和
100.38％（RSD＝1.21％，n＝3），表明此法用于测定样品含量的
准确度良好。

2.6.4 载药量的测定。精密称取同一批的OCPTN和OCPN，

各5份，分别置于10 ml离心管中，每份5 mg，用2 ml乙酸乙酯
溶解后减压挥发乙酸乙酯，加入 10 ml 流动相涡旋定容，按

“2.3”项下色谱条件进样 3次，每次 20 μl，测定峰面积，根据标
准曲线方程计算样品中香豆素 6含量；再根据公式载药率
（DL）＝纳米粒中的药物质量/纳米粒质量（取样量）×100％计
算载药量。结果OCPTN和OCPN中香豆素6的载药量分别为
（7.6±0.4）％（n＝5）和（6.3±0.5）％（n＝5）。

2.7 细胞摄取试验
2.7.1 不同质量浓度OCPTN和OCPN的细胞摄取率。取对数
生长期HepG2细胞，加至96孔板，显微镜计数终浓度为1×105/

孔，孵育过夜，细胞用 PBS 平衡 1 h 后分别加含 100、200、400

μg/ml香豆素6的OCPTN、OCPN混悬液和香豆素6溶液（简称
CS，溶剂：0.1％二甲基亚砜水溶液），孵育 2 h后吸去培养液，

每孔用 50 μl冷PBS洗 3次，加入 50 μl含 0.5％ Triton X-100的
0.2 mol/L NaOH 溶解细胞；分别用荧光酶标仪在激发光波长
430 nm和发射光波长485 nm下观察荧光强度，测定荧光强度
I1。另将不加纳米粒的细胞同法溶解后，分别加入含100、200、

400 μg/ml香豆素 6的OCPTN、OCPN混悬液，保持体积相同，

立即用荧光酶标仪在激发光波长430 nm和发射光波长485 nm

下观察荧光强度，测定 I2。按公式细胞摄取率（％）＝摄取后细
胞中香豆素 6的荧光强度 I1/摄取前纳米粒中香豆素 6的荧光
强度 I2×100％计算细胞摄取率[8]，结果见表1。

表1 不同质量浓度OCPTN和OCPN的细胞摄取率（％％，x±±

s，n＝6）
Tab 1 Absorption rate of different concentrations of OCPTN

and OCPN（％％，x±±s，n＝6）

质量浓度，μg/ml

100

200

400

细胞摄取率
CS

0

0

0

OCPTN

62.1±1.2

53.6±1.3

40.9±1.5

OCPN

36.8±1.5

31.2±1.9

22.4±1.3

由表 1可知，随着孵育时所加纳米粒质量浓度的增加，两
种纳米粒的细胞摄取率均下降，而OCPTN在 2 h时的细胞摄
取率分别是相同质量浓度OCPN的细胞摄取率的 1.69、1.72、

1.83倍。这是因为OCPTN具有比OCPN更小的粒径，更易被
细胞摄取，同时表面带负电荷的纳米粒容易与表面正电性的
细胞靠近，绝对值越大越易相互吸引，故OCPTN测得的荧光

强度更大。

2.7.2 细胞摄取OCPTN的荧光倒置显微镜图。取对数生长
期HepG2细胞，加至 24孔板，显微镜计数终浓度为 1×105/孔，

培养 24 h，用含 100 μg/ml 香豆素 6的 OCPTN 在 37 ℃下孵育
2 h，用冷的 PBS洗 3次，然后用乙醇固定 20 min，取出细胞用
碘化吡啶染色 30 min，再用冷的PBS洗 2次，最后用荧光倒置
显微镜观察细胞摄取情况，结果见图2。

由图 2可知，有绿色荧光的载香豆素 6的OCPTN分布在
被碘化吡啶染成红色的细胞核周围，表明OCPTN被HepG2细
胞摄取进入其中。

3 讨论
由于模型药物OA是白色没有荧光的药物，无法直观地观

察其在机体内的转运过程。本研究首次将脂溶性荧光标记物
香豆素6和脂溶性药物OA同时包载在NPs中，在细胞摄取试
验中更能直观证明包载药物的NPs可以被直接摄取进入细胞；

而在相同的孵育时间内药物和标记物分子本身是无法通过细
胞膜进入细胞内的。

NPs被细胞摄取量是可饱和并有限的[9-10]，这是因为细胞
内容积有限，只能摄取一定量的NPs，当细胞摄取NPs饱和后，

多余的NPs就不能再被细胞摄取，故摄取率降低。同时细胞的
摄取率与NPs的粒径大小呈反比，粒径越小，越容易被摄取，摄
取率越大，故粒径小的NPs更有利于其进入细胞内发挥其药理
作用。

HepG2细胞用含香豆素 6的 OCPTN 在 37 ℃下孵育 2 h

后，用PBS洗 3次，目的是为了完全除去在该时间内还没有被
摄取进入细胞内的OCPTN，以证明荧光倒置显微镜下观察到
的是被摄取入细胞内的OCPTN所发出的绿色荧光，而排除其
在细胞外被激发产生荧光的可能性。
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摘 要 目的：研究托品酸的致突变机制。方法：采用鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验，设5 000、2 500、1 250、625 µg/皿4个剂量托

品酸组、自发回变组、溶剂对照组和阳性对照[非代谢活化条件下：对二甲基氨基苯重氮磺酸钠（Dexon）50 µg/皿、注射用丝裂霉素

（MMC）0.5 µg/皿；代谢活化条件下：2-氨基芴（2-AF）20 µg/皿]组，每组6皿，各组在加和不加代谢活化系统S9的条件下，计数组不

同致突变类型的氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌TA97、TA98、TA100、TA102的回变菌落数。结果：与溶剂对照组和自发回变组

比较，非活化条件下 2 500、5 000 µg/皿托品酸组和 Dexon 阳性对照组 TA97、TA98、TA100菌株的回变菌落数均明显增加（P＜

0.01），MMC阳性对照组TA102菌株的回变菌落数明显增加（P＜0.01）；活化条件下2 500、5 000 µg/皿托品酸组TA98菌株的回变

菌落数明显增加（P＜0.01），2-AF阳性对照组TA97、TA98、TA100、TA102菌株的回变菌落数均明显增加（P＜0.01），其余条件的回

变菌落数差异无统计学意义。结论：托品酸的致突变作用机制为诱导组氨酸靶基因中鸟嘌呤-胞嘧啶位点碱基置换和移码突变，

活化条件的存在会使其诱变性减弱。

关键词 托品酸；鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验；组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌；致突变

Study on Mutagenicity Mechanism of Tropic Acid
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the mutagenicity mechanism of tropic acid. METHODS：In Salmonella typhimurium reverse

assay，4 doses of tropic acid groups（5 000，2 500，1 250 and 625 µg/vessel），natural reverse group，solvent control group and

positive control group [under non-metabolism activation condition：sodium p（dimethylamino）benzenediazo sulfonate（Dexon）50

µg/vessel，Mitomycin for injection（MMC）0.5 µg/vessel；under metabolism activation condition：2-anlinofluorene（2-AF）20 µg/

vessel] were set up with 6 vessels in each group. The number of revertant colony of different mutation types of histidine auxotroph

Salmonella typhimurium TA97，TA98，TA100 and TA102 were counted under metabolism activation condition or without metabo-

lism activation condition. RESULTS：Compared with solvent control group and spontaneous revertant group，the number of rever-

tant colony of TA97，TA98 and TA100 increased significantly in 2 500 µg/vessel and 5 000 µg/vessel tropic acid groups and Dexon

positive control group（P＜0.01），and the number of revertant colony of TA102 increased significantly in MMC positive control

group（P＜0.01）without metabolism activation. Under metabolism activation condition，the number of revertant colony of TA98 in-

creased significantly in 2 500 µg/vessel and 5 000 µg/vessel tropic acid groups（P＜0.01）；the number of revertant colony of TA97，

TA98，TA100 and TA102 increased significantly in 2-AF positive control group（P＜0.01）. There was no statistical significance in

the number of revertant colony under other conditions. CONCLUSIONS：The tropic acid could induce base substitution and frame-

shift mutation and the activation system in vitro could reduce the mutagenicity.

KEYWORDS Tropic acid；Salmonella typhimurium reverse mutation assay；Histidine auxotroph Salmonella typhimurium；Muta-

genicity
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