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载紫杉醇的 PEG 修饰的大黄酸偶联物胶束的细胞摄取及活体成像研究 
    

李崇仙，王夏英，陆伟利，郑雅玲，许雪雅，王晓颖*，徐伟*(福建中医药大学，福州 350122) 
 

摘要：目的  探究载紫杉醇(paclitaxel，PTX)的聚乙二醇(polyethylene glycol，PEG)修饰的大黄酸偶联物胶束的细胞摄取

及活体成像情况。方法  将环境响应型荧光探针 P4/P2 与药物 PTX 共载于 mPEG-羧甲基壳聚糖-大黄酸(CRmP)偶联物胶

束中，制备(P4+PTX)/CRmP 胶束。以 MCF-7 细胞为细胞模型，利用激光共聚焦显微镜和流式细胞仪分析该胶束被 MCF-7
细胞摄取的情况；以 H22 皮下移植瘤小鼠为模型，在体和离体成像分析该胶束在体内的分布情况。结果  (P4+PTX)/CRmP
胶束以完整的胶束形式被 MCF-7 细胞内吞摄入，分布于细胞质。(P2+PTX)/CRmP 胶束在荷瘤小鼠的肝脏和肿瘤部位较

多聚集，并于实验时间内在肿瘤部位不断累积。结论  该胶束以完整的胶束形式被肿瘤细胞摄取，在体内有一定的肝靶

向性和肿瘤靶向性。 
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Study on Cellular Uptake and in Vivo Imaging of Paclitaxel-loaded PEG-modified Rhein Conjugate Micelles 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the cellular uptake and in vivo imaging of paclitaxel(PTX)-loaded polyethylene 
glycol(PEG)-modified rhein conjugate micelles. METHODS  (P4/P2+PTX)/CRmP micelles were prepared by co-loading 
environment-responsive fluorescent probes P4/P2 and PTX into CRmP micelles. Using MCF-7 cells as cell models, the uptake of 
the micelles by MCF-7 cells was analyzed by laser confocal microscopy and flow cytometry. The H22 subcutaneous transplanted 
tumor mice were used as animal models, and the distribution of the micelles in vivo and in vitro were analyzed by in vivo 
imaging system. RESULTS  (P4+PTX)/CRmP micelles in the intact form were internalized by MCF-7 cells and distributed in 
the cytoplasm. (P2+PTX)/CRmP micelles were more accumulated in the liver and tumor sites in vivo, and gradually accumulated 
at the tumor sites during the experimental time. CONCLUSION  The intact micelles can be taken up by tumor cells, and have 
liver and tumor targeting properties in vivo. 
KEYWORDS: paclitaxel; PEG-modified carboxymethyl chitosan-rhein conjugate; polymer micelles; cellular uptake; in vivo 
imaging 
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聚合物胶束(polymeric micelles，PMs)因其较好

的载药和释药特征，简便的制备方法，良好的生物

相容性和肿瘤靶向性而被广泛用作药物递送和癌

症治疗的纳米载体[1]。利用聚合物胶束形成时疏水

嵌段相互缔结的作用力，将疏水性药物包载进胶束

内核，从而可以改善疏水性药物的溶解度[2-4]。聚合

物胶束的纳米尺寸使它们能够通过增强的渗透性

和滞留(enhanced permeability and retention，EPR)

效应积累到肿瘤微环境中[5-6]。 
聚乙二醇(polyethylene glycol，PEG)是一种具

有独特亲水性和电中性的高分子材料。表面修饰

PEG 是改善纳米粒子生物物理和化学性质的关键

因素，且使粒子在蛋白质黏附和巨噬细胞去除中

得到有效缓解[7-8]。 
羧 甲 基 壳 聚 糖 (carboxymethyl chitosan ，

CMCS)是集水溶性、生物相容性、生物降解性、
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低毒性、稳定性于一体的壳聚糖衍生物[9]。CMCS
良好的可修饰性来源于其官能团，例如-NH2、

-COOH。因此，CMCS 作为药物载体在医药领域

中被广泛使用[10]。大黄酸是中药大黄的有效成分

之一，具有抗炎、抗肿瘤、抗肿瘤血管生成等作

用[11-12]，并能够与抗肿瘤药物紫杉醇(paclitaxel，
PTX)协同作用[13]。 

笔者所在课题组前期以 PEG 修饰的羧甲基壳

聚糖为骨架，基于大黄酸协同 PTX 抗肿瘤特性，

接枝小分子大黄酸作为疏水性部分，合成了两亲

性 mPEG-羧甲基壳聚糖-大黄酸偶联物(CRmP 偶

联物)，其在水中自组装形成聚合物胶束；以 PTX
为模型药物，进行物理包载，得到形态、结构特

征明确的载 PTX 的 CRmP 胶束(PTX/CRmP 胶束)，
该胶束能增加 PTX 的水溶性，提高 PTX 的抗肿瘤

效果。笔者所在课题组前期利用红外光谱(FT-IR)
和核磁共振氢谱(1H-NMR)对 CRmP 偶联物进行结

构 表 征 ， 通 过 动 态 激 光 粒 径 仪 (dynamic laser 
particle size analyzer，DLS)和原子力显微镜(atomic 
force microscope，AFM)对 PTX/CRmP 纳米胶束的

粒径与形态进行表征，通过 MTT 法评估 CRmP 偶

联物和 PTX/CRmP 纳米胶束对 MCF-7 细胞的细胞

毒性[13]。结果显示，CRmP 偶联物具有良好的安

全性，随给药时间的延长，PTX/CRmP 纳米胶束

在相同药物浓度下表现出优于 Taxol®的体外抗肿

瘤活性。为进一步研究该胶束在细胞和动物体内的

分布情况，本研究将该胶束包载环境响应型荧光探

针，利用细胞模型及荷瘤小鼠模型，对其进行细胞

摄取和活体成像研究。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

紫杉醇(上海中西三维药业有限公司，批号：

ST201610001；纯度≥98%)；P4/P2 荧光探针由上

海复旦大学自制提供；CRmP 偶联物(自制，大黄

酸取代度 7.6%)；透析袋(上海绿鸟科技发展有限

公司，型号：MWCO14000)；MEM 培养基(Invitrogen
公司，批号：11090081)；4%多聚甲醛通用型组织

固定液(Birshop 公司，批号：BL539A)；Hoechst 
33342(Meilunbio，批号：23491-52-3)；磷酸盐缓

冲液(1×)(批号：22059494)、0.25%胰蛋白酶(1×)(批
号：J190031)、青霉素链霉素溶液(批号：J20029)
均购自美国 HyCloneTM 公司。 
1.2  仪器 

MS105DU 型电子天平[梅特勒-托利多仪器

(上海)有限公司]；JY92-2D 型超声波细胞粉碎机

(宁波新芝生物科技股份有限公司)；ALPHA1-2 LD
型冷冻干燥机(德国 Christ 公司)；LSM710 型激光

共聚焦显微镜(德国蔡司公司)；FACSCalibur 型流

式细胞仪(美国碧迪公司)；Thermo 311 型细胞培养

箱(美国 Thermo 公司)；IVIS 活体成像荧光系统仪

(美国珀金埃尔默股份有限公司)。 
1.3  细胞与动物 

人乳腺癌细胞(MCF-7)购自中国科学院细胞

库。清洁级 ICR 小鼠，♂，体质量(20±2)g，购于

吴氏动物中心。动物生产许可证号：SCXK(沪) 
2016-0002；合格证号：2018000510392。 
2  方法 
2.1  共载 P4/P2 和 PTX 的 CRmP 偶联物胶束的

制备 
称取 CRmP 偶联物 18 mg，加入 2.6 mL 蒸馏

水，室温下使其充分溶解，形成 CRmP 胶束溶液。

将 12 mg PTX 溶于 200 μL P4(取适量 P4 的甲醇溶

液旋蒸除去甲醇，加入适量不含血清的培养基超

声混匀，使其终浓度为 250 µg·mL–1，避光处理)
的甲醇溶液中，或 P2(取 2 mg P2 于 250 mL 量瓶

中，用甲醇溶解定容，配置成 8 µg·mL−1 母液备用)
的甲醇溶液中，超声溶解并混匀，将其分别逐滴

加至 CRmP 胶束溶液中，剧烈搅拌 20 min，冰水

浴探头超声 30 min，12 h 后结束透析，冰水浴探

头超声 20 min，186.3 ×g 离心 5 min，取上清液，

即得共载 P4 和 PTX 的 CRmP 偶联物胶束，即

(P4+PTX)/CRmP 胶束；或共载 P2 和 PTX 的 CRmP
偶联物胶束，即(P2+PTX)/CRmP 胶束。 
2.2  细胞培养 

MCF-7 细胞，加入至含有 10% FBS、1%青链

霉素的 RPMI-1640 培养液，置于 37 ℃、5%CO2

培养箱中，隔天换液。当细胞贴壁达到约为 80%~ 
90%，细胞贴壁生长时即可进行传代培养。 
2.3  细胞摄取 
2.3.1  细 胞 摄 取 试 验   将 MCF-7 细 胞 以

2×105·mL−1 的密度接种于激光共聚焦培养皿上，

贴壁后弃去培养液，加入 37 ℃预热的 HBSS 轻轻

冲洗细胞 2 次，加入(P4+PTX)/CRmP 胶束溶液

0.5 mL(含 0.32 µg·mL–1 P4)，孵育 2 h 后，弃去胶

束溶液，加入 4 ℃的冰冷 HBSS 终止摄取，清洗

细胞 3 次。弃去 HBSS，用 4%多聚甲醛固定 20 min，

冷的 HBSS 清洗 3 次，加入 10 µg·mL–1 细胞核染
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色液 Hoechst 33342 1 mL 继续孵育 15 min，用冷

的 HBSS 清洗 3 次，加入 200 μL HBSS 用于激光

共聚焦显微镜下观察并拍照。游离 P4 溶液(含

0.32 µg·mL–1 P4)同法操作作为对照。 
2.3.2  流式细胞仪半定量试验  将 MCF-7 细胞以

3×105·mL–1 的密度接种于 6 孔板上，培养至贴壁

后弃去培养液，用 HBSS 轻轻冲洗细胞 3 次，加

入(P4+PTX)/CRmP 胶束溶液 1 mL，于 37 ℃孵育

2 h 后，移除胶束溶液，加入 1 mL 冷的 HBSS 终

止摄取，清洗细胞 3 次。加入消化液(0.25%胰酶加

0.1%EDTA)消化细胞，用含血清的培养基终止消

化，轻轻吹打混匀细胞。收集细胞，离心，用 1 mL 
HBSS 洗 3 次，再次离心，加入 0.4 mL HBSS 制成

细胞悬液，加到流式管中避光处理，在 1 h 内进行

测试。游离 P4 溶液同法操作作为对照。 
2.4  活体成像 
2.4.1  小鼠 H-22 皮下移植瘤模型的建立  取冻存

的 H-22 细胞复苏，常规培养。用 1 mL 无菌注射

器吸取 H-22 细胞悬浮液于 ICR 小鼠左侧腋下注射

0.1 mL，实时观察肿瘤生长情况，当腋下出现肿瘤

硬块且体积在 150~200 mm3 左右时，即可开始分

组给药。 
2.4.2  给药与分组  取 6 只荷瘤小鼠随机分成 2
组，每组 3 只，分别尾静脉注射 P2 的生理盐水溶

液和(P2+PTX)/CRmP 胶束，注射后于 0，0.5，1，

2，4，8，12，24 h 时间点进行活体荧光拍摄。另

取 42 只荷瘤小鼠，分别注射 P2 的生理盐水溶液(含
5 µg·mL–1 P2)和(P2+PTX)/CRmP 胶束(含 5 µg·mL–1 

P2)后，于上述相应时间点处死小鼠并解剖(n=3)，
取心、肝、脾、肺、肾组织，除去表面血块后，

进行组织荧光拍摄。 
3  结果 
3.1  细胞摄取试验 

为了考察 CRmP 胶束以胶束完整的形式被细

胞摄取还是释药后药物以游离的形式被细胞摄取，

采用激光共聚焦显微镜定性观察和流式细胞仪定

量测定的方法对共载 P4 与 PTX 的(P4+PTX)/CRmP
胶束在 MCF-7 细胞中的摄取情况进行研究。激光

共聚焦显微镜拍摄的 MCF-7 细胞摄取结果见图

1A。图中红色荧光信号是由 P4 荧光探针发出，蓝

色荧光信号是由 Hoechst 33342 染色的细胞核。游

离的 P4 溶液处于水环境中，荧光淬灭，因此只能

观察到蓝色的细胞核，而(P4+PTX)/CRmP 胶束组

的荧光主要分布在细胞核(蓝色荧光)周围，说明完

整的胶束主要分布于细胞质。 
同时，给予 MCF-7 细胞相同浓度的测试溶液 

并通过流式细胞仪分析，其结果见图 1B~C。游离

P4 溶液的荧光强度极弱，可认为是细胞自身所发

出的荧光，而(P4+PTX)/CRmP 胶束的荧光强度是

游离 P4 的 1 500 倍，表明(P4+PTX)/CRmP 胶束是

以完整胶束的形式被 MCF-7 细胞内吞摄入，这些

结果与激光共聚焦显微镜观察的结果一致。 

 
 

图 1  MCF-7 细胞对(P4+PTX)/CRmP 胶束的摄取 
A–MCF-7 细胞的激光共聚焦摄取图；B–流式细胞术检测 MCF-7 细胞

的摄取图；C–流式细胞术检测 MCF-7 细胞的摄取荧光强度；与 P4 组

相比，1)P<0.01。 
Fig. 1  Uptake of (P4+PTX)/CRmP micelles in MCF-7 cells 
A–uptake imaging in MCF-7 cells detected by laser confocal; B–uptake 
imaging in MCF-7 cells detected by flow cytometry; C–fluorescence 
intensity in MCF-7 cells detected by flow cytometry; compared with P4 
group, 1)P<0.01. 
 

3.2  活体成像试验 
以共载 P2 和 PTX 的 CRmP 胶束考察其体内

分布情况。P2 为环境响应型荧光探针，在水中发

生聚集而淬灭。因此，荷瘤小鼠尾静脉注射 P2
生理盐水溶液后，荷瘤小鼠全身无荧光显示；但

尾静脉注射(P2+PTX)/CRmP 胶束后，在 1，2，4，

8，12，24 h 时，荷瘤小鼠腹部均显示荧光，见图

2A。随时间的推移，荷瘤小鼠腹部荧光强度逐渐

增强，在 8 h 达到峰值，随后荧光强度逐渐减弱，

见图 2D。 
注射后在不同时间点解剖荷瘤小鼠后，取各

主要脏器和肿瘤组织观察荧光，结果见图 2B~C。
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P2 溶液组在各脏器和肿瘤中几乎不呈现明显荧

光，而(P2+PTX)/CRmP 胶束组小鼠的心、肝、

脾、肺、肾和肿瘤中均能观察到荧光。这意味着

完整的共载 P2 和 PTX 的 CRmP 胶束可能被吸收

和转移至这些器官和组织。由图 2E 可知，在各

脏器中，肝脏呈现较强的荧光，在 8 h 达到峰值，

随后减弱，可能是由于肝脏具有丰富的血流，并

且是体内的主要代谢器官，因此，在肝脏中观察

到较强的荧光。在测试时间内，肿瘤组织的荧光

强度逐渐增强，并在 24 h 达到 高，说明完整

的(P2+PTX)/CRmP 胶束在肿瘤部位不断累积，

从而引起肿瘤部位的荧光逐渐增强。上述结果表

明，(P2+PTX)/CRmP 胶束具有一定肝靶向性和

肿瘤靶向性。 
 

 
 
图 2  荷瘤小鼠在体和离体荧光成像和荧光强度 
A–P2 组(生理盐水)和(P2+PTX)/CRmP 胶束组荧光成像；B–离体脏器荧光成像(从上至下：心、肺、肝、脾、肾)；C–离体肿瘤荧光成像；D–全身

荧光强度；E–离体脏器和肿瘤荧光强度。 
Fig. 2  In vivo and in vitro fluorescence imaging and fluorescence intensity in tumor-bearing mice 
A–P2 group(normal saline) and (P2+PTX)/CRmP micelles fluorescence imaging; B–in vitro organ fluorescence imaging(from top to bottom: heart, lung, 
liver, spleen, kidney); C–in vitro tumor fluorescence imaging; D–whole-body fluorescence intensity; E–fluorescence intensity of organs and tumors in 
vitro. 
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4  讨论 
聚合物胶束具有壳-核结构、稳定的热力学性

质，能够提高难溶性药物溶解性，使多种难溶性

药物的体内递送的难题得到解决。本研究将 PTX
载入 CRmP 胶束中，形成 PTX/CRmP 胶束，利用

胶束在体内的长循环、靶向性，将 PTX 递送到肿

瘤部位，以此达到治疗肿瘤的目的。前期细胞毒

性试验已证明 PTX/CRmP 胶束具有时间依赖性和

浓度依赖性的肿瘤细胞杀伤作用[14]，因此，本实

验对该载药胶束进入肿瘤细胞的形式以及分布于

肿瘤细胞的部位进行了进一步研究。实验结果证

实了该胶束以完整胶束形态被肿瘤细胞摄取，解

释了前期研究中其细胞毒作用随时间增强的原

因。其分布于细胞质，有利于 PTX 发挥抑制微管

解聚从而抗肿瘤的作用。 
P4 和 P2 近红外荧光探针由上海复旦大学药学

院吴伟教授课题组研发，该荧光探针为 4,4’-二氟

-4- 硼 -3a,4a- 二 氮 杂 -s- 并 二 苯 (BODIPY) 或 aza- 
BODIPY 结构。此荧光探针通过环境响应聚集引起

猝 灭 ， 即 具 有 团 聚 淬 灭 (aggregation-caused 
quenching，ACQ)效应[15-16]。ACQ 荧光团(P2 或 P4)
存在于聚合物胶束的疏水内核中时发出强烈荧

光，但当它们离开疏水环境将在水中自聚集，荧

光会立即完全猝灭[17]，从而可以指示胶束是以完整

形态或者解聚状态存在[18]。本研究通过比较 P4 水

溶液和(P4+PTX)/CRmP 胶束中 P4 的荧光强度，证

明了共载 P4 和 PTX 的 CRmP 胶束是以完整的胶束

形式进入肿瘤细胞并被摄取。这为进一步研究胶束

在体内的抗肿瘤作用提供了一定的理论基础。 
小动物活体成像采用荧光技术构建肿瘤转移

医学模型，利用活体成像技术的高灵敏性检测肿

瘤病灶，可快速测量小鼠肿瘤生长、转移，以及

对药物的反应[19]。本研究采用 P2 的荧光特性结合

小动物活体成像技术，成功将 P2 作为 CRmP 胶束

的示踪剂应用到考察其在小鼠体内的肿瘤靶向性

和组织分布中。以 P2 溶液为对照，通过在体和离

体成像，清楚地观察到荷瘤小鼠在体腹部、离体

主要脏器及肿瘤组织中的完整胶束的分布，并能

够通过荧光强度来指示其在体内的动态分布。该

技术能够配合解释载药胶束抗肿瘤作用及减毒效

果，为药效学进一步研究奠定基础。该技术也需

进一步与其他研究手段联用：从药动学的角度，

将药物分为游离 PTX 组、PTX/CRmP 胶束组，对

小鼠进行摘眼球处理，结合超高效液相-质谱联用

技术(UPLC-MS)，绘制血药浓度曲线及药动学参

数阐述载药胶束能否增加 PTX 在血液中的循环时

间 及 体 内 长 循 环 作 用 ； 并 且 该 技 术 可 以 结 合

UPLC-MS 测定不同脏器组织中药物含量来进一步

说明载药胶束在体内的分布情况及肿瘤靶向性。

总的来说，活体成像技术可以结合药动学、组织

分布等研究，更加全面解释说明 PTX/CRmP 胶束

体内药动学特征及肿瘤靶向性，笔者所在课题组

将针对这些方面进一步研究。 
在活体成像试验中，荷瘤小鼠腹部及各脏器

显示出荧光强度逐渐增强，达到峰值，然后减弱

的趋势；但离体的肿瘤组织荧光强度显示，在测

定时间内，荧光不断地增强，在 24 h 达到峰值。

说明载药胶束在体内通过血液循环不断地在肿瘤

部位累积，可能由于胶束的长循环和肿瘤组织的

EPR 效应，使其被动靶向肿瘤，在肿瘤部位累积

后有利于杀伤肿瘤细胞。但在实验设置时间内尚

未观察到肿瘤内荧光减弱趋势，有待今后通过增

加测定时间进一步研究，以便更好地说明该胶束

在肿瘤部位的滞留时间和靶向性。 
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