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新型口服纳米胶束跨膜转运机制研究!
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摘!要!目的!对聚乙二醇4二硬脂酰磷脂酰乙醇胺"M%N4GOM%#胶束在单层上皮细胞的转运过程进行研究$ 方法!采用薄膜水化
法制备包载荧光探针香豆素 B的M%N4GOM%胶束%建立测定香豆素 B含量的荧光分析法%考察马丁达比犬肾单层上皮细胞"P’.+-
G’2Q/R’-+-5S+-.5/% PG8T#对香豆素 B胶束的摄取和吸附作用%考察温度&不同内吞抑制剂对胶束在单层 PG8T细胞跨膜转运
的影响$ 结果!香豆素 B M%N4GOM%胶束可以很快被细胞吸附和摄取%随时间增加%吸附和摄取达动态平衡$ 胶束在单层细胞上
的跨膜转运受温度的影响%> U下%跨膜转运受到明显抑制’甲基4"4环糊精&高渗蔗糖&氯丙嗪及制霉菌素对胶束的内吞均有明显
抑制作用%其中甲基4"4环糊精的抑制率高达 @@V$ 阿米洛利对胶束的内吞无影响$ 结论!胶束在 PG8T单层细胞上的跨膜转运
是主动的&能量依赖性的过程%跨膜转运机制是多因素的%包括了小窝蛋白介导的内吞过程和网格蛋白介导的内吞过程$
关键词!胶束’ 香豆素 B’ 上皮细胞’ 跨膜转运

!"#$% &’()*’+,-,.)*’-()*’+/&)"0-12*’3+,&45&6-78)*75*’&,31-77-+!

WEHX+’,Y5+$""" Z[EH X)5=" O\I[’-306),>" ]’-3O6)Y5+$""" PE +̂-3L+5$"" # $:G57*:,1
M6’2Y’R/" _5+L+-3O6+L+*’- [,07+*’(" 8’7+*’(P5.+R’(\-+&520+*/" _5+L+-3$###=@" 86+-’$ ":_5+L+-3
T5/‘’Q,2’*,2/,1_+,486’2’R*52+0*+RM2,1+(+-31,2%&’()’*+,- ,1D’*+,-’(G2)3\05" _5+L+-3$###=@"
86+-’$ =:G57*:,18(+-+R’(;)*2+*+,-" MT\8’25‘)a6,-3[,07+*’(" O6’-.,-3Z+Q,"AA>##" 86+-’$
>:G57*:,18(+-+R’(;)*2+*+,-" 865-3.585-*2’([,07+*’(" [5Q5+865-3.5#BC###" 86+-’%

9:!(;9<(!H_b%8WI9%& W,+-&50*+3’*5*65*2’-07,2*Y5R6’-+0Y,17,(/5*6/(5-53(/R,(4.+0*5’2,/(76,076’*+./(54
*6’-,(’Y+-5#M%N4GOM%% Y+R5((50+- Y,-,(’/5257+*65(+’(R5((0:P%W[HGO& 8,)Y’2+- B (,’.5. M%N4GOM%Y+R5((50
c5257257’25. Q/*65*6+- 1+(Y6/.2’*+,- Y5*6,."’-. *651(),250R5-R5’-’(/0+0Y5*6,. 1,2*65.5*52Y+-’*+,- ,1R,)Y’2+-
B R,-*5-*c’050*’Q(+065.:W65)7*’S5’-. ’.0,27*+,- ,1R,)Y’2+- B Y+R5((50Q/P’.+- G’2Q/R’-+-5S+-.5/#PG8T%
R5((0c’0+-&50*+3’*5." ’-. *655115R*0,1*5Y752’*)25’-. .+11525-*5-.,R/*,0+0+-6+Q+*,20,- *65*2’-0Y5YQ2’-5*2’-07,2*
,1R,)Y’2+- B Y+R5((50+- PG8TR5((0c525’-’(/a5.:D%O\‘WO& 8,)Y’2+- B (,’.5. M%N4GOM%Y+R5((50R,)(. Q5
d)+RS(/’.0,2Q5. ’-. *’S5- )7 Q/R5((0" *65’.0,27*+,- ’-. )7*’S525’R65. ’./-’Y+R5d)+(+Q2+)Y:W65*2’-0Y5YQ2’-5
*2’-07,2*,1Y+R5((50,- Y,-,(’/52R5((0c’0’115R*5. Q/*5Y752’*)25" ’-. *65*2’-0Y5YQ2’-5*2’-07,2*c’00+3-+1+R’-*(/
+-6+Q+*5. ’*> U:P5*6/(4"4R/R(,.5e*2+-" 6/752,0Y,(’20)R2,05" R6(,272,Y’a+-5’-. -/0*’*+- ’((6’. 0+3-+1+R’-*
+-6+Q+*,2/5115R*0,- *655-.,R/*,0+0,1Y+R5((50" ’-. *65+-6+Q+*,2/2’*5,1Y5*6/(4"4R/R(,.5e*2+- c’0-5’2(/@@V:
EY+(,2+.56’. -,5115R*,- *655-.,R/*,0+0,1Y+R5((50:8H;8‘\OIH;O& W65*2’-0Y5YQ2’-5*2’-07,2*,1Y+R5((50,-
PG8TY,-,(’/52R5((0+0’- ’R*+&5’-. 5-523/4.575-.5-*72,R500" ’-. *65Y5R6’-+0Y,1*2’-0Y5YQ2’-5*2’-07,2*+0
Y)(*+1’R*,2+’(" +-R().+-31,00+(4Y5.+’*5. 5-.,R/*,0+0’-. R(’*62+-4Y5.+’*5. 5-.,R/*,0+0:
=>?@8;A!!P+R5((50$ 8,)Y’2+- B$ %7+*65(+’(R5((0$ W2’-0Y5YQ2’-5

!基金项目&国家自然科学基金项目#;,:@$CC=@<$%
!主管药师’ 研究方向&医院药学与分子药剂学’ %4Y’+(&

*’,e+’,Y5+fQL0L*6:R-
? 通 信 作 者& 主 管 药 师’ 研 究 方 向& 临 床 药 学’ %4Y’+(&

Y’/+-3L+5=B#CfQL0L*6:R-

!!通过纳米载体改善药物输送是近年来的研究热点’ 了解 纳米载体与细胞的相互作用"包括其跨细胞行为"对于口服纳

米药物递送系统的设计以及潜在纳米材料的安全性研究都是

至关重要的’ 迄今为止"大多数研究都集中在纳米载体而非

口服途径的跨膜转运’ 关于纳米载体口服途径的跨膜转运机

制研究较少’ 聚乙二醇4二硬脂酰磷脂酰乙醇胺#M%N4GOM%%
通常用于制备脂质体’ 近年来发现 M%N4GOM%可单独制备成
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胶束"用来递送小分子抗肿瘤药和难溶性药物’ 聚合物胶束
由于具有增溶性(高稳定性(良好的生物相容性(高负载能力(

长循环(选择性靶向以及可以改变所包载药物的内化途径和
亚细胞定位特性"因此显示出了巨大的药物输送潜力)$4=* ’

PG8T细胞是马丁达比犬的肾近区小管上皮细胞"其和
8’R,4"细胞是目前用于体外跨膜转运研究的两个最主要的单
层细胞模型)>4A* ’ 本研究选择PG8T细胞作为上皮细胞模型"

探讨M%N4GOM%胶束的口服跨膜转运机制’

BC材料
BDBC仪器

;’-,ZO型激光粒度测定仪#英国 P’(&52- +-0*2)Y5-*0公
司%$[[4$型数显恒温水浴锅#国华电器有限公司%$昆山舒美
Tg4$##G_型超声波清洗仪 #昆山市超声仪器有限公司%$
_OE""=O型电子分析天平#德国 0’2*,2+)0公司%$WN4$B]型高
速离心机#山东博科公司%$P%DO####" 型跨膜电阻测定仪
#美国P+((+725公司%$伯乐 B@# 型酶标仪#美国 _+,2’. 公司%$
W8O OMA型激光共聚焦扫描显微镜#德国‘5+R’公司%’
BDEC试剂

YM%N"###4GOM%#日本油脂株式会社%$香豆素 B#美国
O+3Y’4E(.2+R6公司%"GP%P高糖培养基(胎牛血清#美国 ‘+15
W5R6-,(,3+50公司%"[,5R60*=="A@(罗丹明4鬼笔环肽 #美国
P,(5R)(’2M2,Q50公司%"$## \KY(青霉素($## #3KY(链霉素及
#J"AV胰蛋白酶K#J#"V乙二胺四乙酸#%GWE%#北京迈晨生物
科技有限公司%$氯丙嗪(蔗糖(阿米洛利(氯丙嗪及甲基4"4环
糊精#美国 O+3Y’4E(.2+R6 公司%"W2’-0c5((#$" 孔"孔径 = #Y"

聚碳酸酯膜"美国8,2-+-38,0*’2公司%"_8E蛋白定量试剂盒
#普利莱公司%$其余试剂均为分析纯"购自国药集团化学试剂
有限公司’
BDFC细胞

犬肾小管细胞株PG8T#中国医学科学院细胞中心%’ 培
养液为GP%P高糖培养液"含 $#V胎牛血清($V的青霉素和
$V的链霉素’ 培养于 =C U(相对湿度为 <AV"8H" 含量为 AV

的细胞培养箱中"隔日更换细胞培养液’

EC方法
EDBCG>HIA!G>胶束的制备

采用薄膜水化法制备 M%N4GOM%胶束’ 将 M%N4GOM%溶
解于乙腈中"在 ># U的真空旋转条件下蒸发"以除去乙腈"得
到一层薄薄的均匀薄膜’ 然后将聚合物薄膜在 ># U的蒸馏
水中超声处理 A Y+-"使其水合’ 冷却至室温#"A U%后"获得
澄清的胶束溶液’ 最后"将溶液通过 #J"" #Y的膜过滤’
EDEC载有香豆素 J的G>HIA!G>胶束"<JIGA#的制备

将香豆素 B添加到聚合物乙腈溶液中’ 其他步骤与制备
空白胶束的步骤相同’ 在负载有香豆素 B的胶束中"香豆素 B

与聚合物的质量比为 $h$ ###’
EDFC载有<JIGA胶束的表征

使用激光粒度分布仪在 "A U下通过动态光散射分析对
8B4MG的大小和 Z5*’电位进行表征’ 为测定 8B4MG的包封

率"以 $# ### 2KY+-离心 $# Y+-"除去未溶解的香豆素 B"将胶
束溶解在甲醇中"测定包载的香豆素 B 含量’ 包封率#V%i
#包封于胶束中的香豆素 BK胶束制备时加入的香豆素 B 量%j
$##V’ 胶束体外泄露实验"使用透析袋 #截留分子量为
$> ### G’%装载8B4MG后"置于无血清的培养基#7[iCJ>%"
=C U($## 2KY+-下培养"不同时间点取样测定’
EDKC细胞内香豆素 J含量定量检测方法

香豆素 B可以自发荧光"可用荧光分析法进行检测’ 建
立定量检测细胞中香豆素 B的荧光分析方法’ 取空白细胞裂
解液 $## #(置于 $JA Y(离心管中"加入甲醇配制的系类标准
溶液 $## #("涡旋 $ Y+- 后"以 $> ### 2KY+- 离心 $# Y+-"取
$## #(上清液用酶标仪进行检测"激发波长为 >BC -Y"发射波
长为 A#" -Y"并绘制标准曲线’ 样品前处理类似"取细胞样品
$## #(置于 $JA Y(离心管中"加入甲醇溶液 $## #("涡旋
$ Y+-后"以 $ >## 2KY+-离心 $# Y+-"取上清液 $## #(进行分析’
EDLC0A<=细胞对<JIGA胶束的摄取
"JAJ$!_8E法定量检测蛋白含量&使用_8E蛋白定量试剂盒
检测细胞的蛋白浓度’ 根据试剂盒说明配制_8E工作液’ 用
M_O缓冲液逐级稀释蛋白标准品为系列梯度的标准溶液’ 将
_8E工作液与不同浓度的蛋白标准溶液混合"=C U水浴加热
=# Y+-"用酶标仪在 A># -Y波长处测定样品吸光度"绘制标准
曲线"并计算细胞裂解液样品的蛋白浓度’
"JAJ"!激光共聚焦显微镜对 8B4MG进行定性分析&为验证
8B4MG能否被细胞摄取"本研究采用共聚焦显微镜对 8B4MG
摄取进行定性研究’ 将8B4MG加入合格的PG8T单层细胞中
进行孵育"同时计时’ 以空白 GP%P培养基处理的细胞作为
阴性对照’ 在共聚焦显微镜下进行荧光检测"选择的激发波
长为香豆素 B激发K发射波长#%eK%Yi>@@KA#" -Y%"观察香
豆素 B绿色激发光的强度’
"JAJ=!PG8T细胞对8B4MG表面吸附作用的定量分析&为定
量分析8B4MG在PG8T细胞单层表面的吸附作用"采用荧光
分析法测定荧光标记的M%N4GOM%胶束的表面吸附及摄取量
的差异’

将PG8T细胞以 $j$#B KY(培养于 $"孔板中’ 待细胞汇
合后"用M_O洗涤细胞 "k=次"再于孔板中加入制备好的 8B4
MG"在 =C U条件下孵育 $#(=#(B#(<# 及 $"# Y+-’ 孵育时间
结束后"一组使用冰冷的 M_O 清洗细胞单层 = 次"$ 次 = Y+-"
以保证充分洗去细胞表面所吸附的胶束"之后加入胰酶K
%GWE将PG8T细胞消化并吹打成单细胞悬液"重新将细胞离
心并使用M_O洗涤细胞悬液 = 次"洗去悬浮的单细胞上吸附
的胶束"最后以 $ ### 2KY+- 离心细胞悬液 A Y+- 获取细胞沉
淀"除去上清液"加入DIME细胞裂解液于 > U条件下裂解细
胞 =# Y+-以释放胞内胶束’ 此时裂解液中所含胶束的浓度即
为经PG8T细胞摄取入胞的胶束的浓度’

另一组吸去 PG8T细胞单层表面的胶束"不进行消化细
胞的步骤"直接加入DIME裂解细胞以释放胞内胶束’ 采用这
种方法所得到的胶束的浓度为PG8T细胞对胶束的摄取量以
及细胞单层表面及细胞间对8B4MG的吸附量之和’



中国医院用药评价与分析!"#"$年第 "$卷第 "期! %&’()’*+,- ’-. ’-’(/0+0,1.2)34)05+- 6,07+*’(0,186+-’"#"$ 9,(:"$ ;,:" !$=$!! !

对于采用上述两种方法得到的细胞裂解液"加入甲醇沉
淀蛋白"室温下于黑暗处振摇 $" 6 后以 $> ### 2KY+- 离心
$# Y+-"取上清液进行香豆素 B 荧光分析’ 测定香豆素 B 浓
度"同时对每管的细胞裂解液利用 _8E蛋白定量试剂盒分别
进行蛋白浓度测定’
EDJC<JIGA的跨膜转运机制研究

口服跨膜转运主要指肠上皮细胞的转运’ 分子可以通过
两种途径在肠上皮细胞转运"即细胞旁转运和跨细胞转运’

细胞旁途径指通过打开胃肠道上皮细胞间的紧密连接来
进行转运’ 细胞旁间隙占黏膜表面积的比例l$V"并且紧密
连接的孔径l$# m’ 因此"口服跨膜转运还是以跨细胞转运为
主’ 在跨细胞途径中"上皮细胞对纳米颗粒的摄取有吸附(融
合(膜间转运和内吞等方式"其中"内吞被认为是纳米粒子跨
细胞转运的主要机制)B4@* ’ 通常纳米载体首先被膜侵入"并形
成内体’ 然后"内体将纳米载体递送至各种细胞器内"例如溶
酶体(高尔基体和内质网"或再循环至细胞外环境或跨细胞递
送#转胞吞作用% )<4$$* ’
"JBJ$!不同内吞抑制剂的作用&内吞被认为是纳米粒子跨细
胞转运的主要机制"包括巨胞饮作用(网格蛋白介导的内吞作
用(小窝蛋白介导的内吞作用(非网格蛋白和小窝蛋白介导的
内吞作用’ 通过加入不同内吞抑制剂可以分析8B4MG的具体
内吞机制)$"4$A* ’ 内吞实验中所用药物抑制剂的作用和浓度见
表 $’

#$%定量分析’ =C U下"将内吞抑制剂与 PG8T细胞共
同孵育 =# Y+-"然后添加8B4MG后再孵育 $ 6’ 用荧光分析法
测定细胞裂解液中所含胶束的浓度’

#"%定性分析’ =C U下"将内吞抑制剂与 PG8T细胞共
同孵育 =# Y+-"然后添加8B4MG后再孵育 $ 6’ 孵育时间结束
后"细胞用 =JCV的多聚甲醛固定后"分别用 [,5R60*=="A@ 和
罗丹明4鬼笔环肽与细胞孵育"以标记细胞核#蓝色荧光%和
微丝#红色荧光%"在激光共聚焦显微镜下观察细胞的染色
情况’

表 BC内吞实验中所用药物抑制剂的作用和浓度
(*.BC>44-1"*’$1&’1-’")*"3&’&4$)#M 3’23.3"&)#+-$

3’"2--’$&1%"&+3+-N/-)3,-’"
药物抑制剂 作用 浓度
氯丙嗪 抑制网格蛋白介导的胞吞作用 =# #Y,(K‘
甲基4"4环糊精 抑制小窝蛋白介导的胞吞作用 $# YY,(K‘
高渗蔗糖 抑制网格蛋白介导的胞吞作用 #J> Y,(K‘
盐酸阿米洛利 抑制巨胞饮作用 A# #Y,(K‘
制霉菌素 抑制小窝蛋白介导的胞吞作用 $# #Y,(K‘

"JBJ"!温度对跨细胞膜转运的影响&低温会抑制能量代谢过
程’ 为考察 8B4MG的细胞摄取是否为能量依赖的过程"将
PG8T细胞分为两组"一组在 =C U条件下孵育 $ 6"另一组在
> U条件下孵育 $ 6’ 定量检测两种温度下PG8T细胞对8B4
MG的摄取量的差异’
EDOC统计学方法

所有实验至少重复 = 次’ 结果表示为平均值n标准偏差
#"!n"%"所有结果均通过 #检验或单因素方差分析#E;H9E%"
$l#J#A为差异有统计学意义’

FC结果与讨论
FDBC载有<JIGA的表征

通过动态光散射分析确定的无血清培养基中8B4MG的典
型粒径见图 $’ =次测定后的平均粒径为#"$JCn$JC%-Y"Z5*’
电位几乎是中性的"包封率为#<"J>n$J>=%V"见表 "’ $" 6
内"香豆素 B泄漏总量lAV"见图 "’ 也就是说"在接触细胞之
前"几乎没有香豆素 B泄漏"这表明香豆素 B 的行为可以代表
M%N4GOM%胶束的行为’

图 BC<JIGA的粒径分布图
P3M BCG*)"317-+3Q-$3+")3.#"3&’&4<JIGA

表 EC<JIGA的表征"#!R"#
(*.EC<2*)*1"-)3Q*"3&’&4<JIGA"#!R"#

粒径K-Y Z5*’电位KY9 香豆素 B包封率KV
"$JCn$JC F"J$Cn#J$= <"J>n$J>=

图 EC/SODK条件下<JIGA的释放曲线"#TF#
P3M ECU-*V*M-&4<JIGA#’$-)/SODK 1&’$3"3&’"#TF#

FDEC0A<=细胞对<JIGA胶束的摄取

=J"J$!细胞内香豆素 B含量及蛋白浓度定量检测方法&以香
豆素 B的质量浓度#-3KY(%为横坐标#!%"以香豆素 B 的荧光
强度为纵坐标#%%"以加权最小二乘法进行回归"得到标准曲
线方程为%i#J$=B > !F#J#"< <"&" i#J<<< B"检测范围为 $k
$ ### -3KY(’ 以蛋白浓度#-3KY(%为横坐标#!%"以吸光度为
纵坐标#%%"以加权最小二乘法进行回归"得到标准曲线方程为
%i#J### > !o#J$#" $"&" i#J<<< #"检测范围为 @k="# #3KY(’
可用于后续对细胞蛋白进行定量分析’
=J"J"!激光共聚焦显微镜对 8B4MG进行定性分析&当 8B4MG
加入到PG8T单层细胞上后"可以在激光共聚焦显微镜下观
察到胶束立刻被摄取"在 $"# 0时细胞内的绿色荧光强度几乎
达到饱和"见图 =’ 采用两种方法处理PG8T细胞后所得到的
荧光强度百分比"见图 >’ 由图 >可见"在 #k$"# Y+-范围内"
由细胞单层(细胞间连接吸附的胶束和内吞胶束总量均高于
同时间点下PG8T细胞对胶束的内吞量’ 表明细胞表面确实
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对 8B4MG存在吸附效应’ 同时也可以看到"在加入 8B4MG
$# Y+-时"便有大量的胶束聚集在细胞表面"随着孵育时间的
延长"部分表面的胶束被内吞入胞"在 <# Y+-和 $"# Y+-时"表
面吸附的胶束量与内吞的胶束量趋于动态平衡"说明吸附量
会随着孵育时间的延长逐渐达到饱和’

E:$# 0$_:B# 0$8:$"# 0
E:$# 0$_:B# 0$8:$"# 0

图 FC激光共聚焦显微镜观察0A<=细胞对
<JIGA的摄取"标尺TEL ",#

P3M FCW/"*V-&4<JIGA.% 0A<=1-77+.% 7*+-)
1&’4&1*7,31)&+1&/% ":*)TEL ",#

图 KC0A<=单层细胞对<JIGA摄取的定量分析"#TF#
P3M KCX#*’"3"*"36-*’*7%+3+&4<JIGA#/"*V-.% 0A<=

,&’&7*%-)1-77+"#TF#

=J"J=!PG8T细胞对8B4MG表面吸附作用的定量分析&结果
见图 >’
FDFC<JIGA的跨膜转运机制研究
=J=J$!不同内吞抑制剂的作用&细胞膜上富含鞘磷脂和胆固
醇的区域称为脂筏结构"脂筏结构包含小窝"而制霉菌素可以
抑制小窝蛋白的形成"甲基4"4环糊精可以有效螯合细胞膜上
的胆固醇"进而抑制小窝蛋白介导的内吞’ 盐酸氯丙嗪和高
渗蔗糖可以抑制细胞膜上网格蛋白的组装"进而抑制网格蛋
白介导的内吞’ 盐酸阿米洛利可以抑制巨胞饮作用’

转胞吞作用的过程包括膜的内陷(囊泡出芽以及囊泡向
细胞的相对侧移动"其摄取取决于所涉及的内吞作用类型"即
巨胞饮作用(网格蛋白介导的内吞作用(小窝介导的内吞作用
以及小窝和网格蛋白非依赖性内吞作用’ 如表 $ 所列"使用
了网格蛋白介导的内吞作用抑制剂#氯丙嗪和高渗蔗糖%(巨
胞饮作用抑制剂#阿米洛利%和小窝蛋白介导的内吞作用抑制
剂#甲基4"4环糊精和制霉菌素%’ =C U下 PG8T细胞在不同
内吞抑制剂作用 $ 6 下对 8B4MG的摄取见图 A’ 图 A 中的数
据提示"对8B4MG细胞内吞作用最有效的抑制剂是甲基4"4环
糊精#降低 @@J$V"$l#J#$%"其次是高渗蔗糖#降低 >>J$V"
$l#J#$%(制霉菌素#降低 "CJ<V"$l#J#$%和氯丙嗪#降低
"<J>V"$l#J#$%’ 与对照组相比"阿米洛利的差异无统计学
意义#$p#J#A%’ 在甲基4"4环糊精处理后"8B4MG几乎没有被

内化到细胞中"而是剩余完整性的细胞骨架"见图 B’

与对照组比较"!$l#J#$

&0:*65R,-*2,(32,)7" !$l#J#$

图 LCFO Y下0A<=细胞在不同内吞抑制剂作用 B 2下
对<JIGA的摄取"#TF#

P3M LCW/"*V-&4<JIGA+.% 0A<=1-77+3’"2-/)-+-’1-&4
$344-)-’"3’23.3"&)+*"FO Y 4&)B 2"#TF#

图 JCFO Y下$用或不用0#<A处理 B 2后$共聚焦
显微镜下0A<=细胞对<JIGA的摄取图像"标尺TEL ",#
P3M JC<&’4&1*73,*M-+&40A<=1-77+")-*"-$Z3"2&)

Z3"2&#"0#<A*"FO Y 4&)B 2":*)TEL ",#

甲基4"4环糊精对8B4MG吸收的抑制作用很快发生"并且
在 $ 6内抑制了超过 @AV的内吞作用’ 胆固醇属于非极性疏
水化合物"甲基4"4环糊精的疏水性空腔与胆固醇的分子结构
相适宜"因此"甲基4"4环糊精可以与胆固醇螯合在一起’ 为了
排除甲基4"4环糊精的任何药物特异性作用"使用了另一种抑
制剂制霉菌素"该抑制剂可以与胆固醇结合并通过直接插入
膜将胆固醇螯合为复合物来破坏脂质筏’ 文献报道"通过对
胆固醇的螯合作用可以有效阻止小窝蛋白介导的内吞作
用)$B* ’ 甲基4"4环糊精和制霉菌素的显著抑制作用表明内吞过
程是具有高度胆固醇依赖性的’ 胆固醇被鳌合后可能引起细
胞膜双层生物物理特性#例如膜张力(弯曲刚度或厚度%的变化
而抑制内吞作用)$C* ’ 因此"本研究实际上证明了 PG8T细胞
对8B4MG的内吞作用是胆固醇依赖性和小窝蛋白介导的过程’

氯丙嗪是一种阳离子两亲分子"可通过破坏网格蛋白和
细胞表面的复合物来特异性阻断网格蛋白介导的内吞作用’
高渗蔗糖因干扰网格蛋白晶格在脂膜上的分散而被广泛用于
抑制网格蛋白囊泡的形成)$@* ’ 高渗蔗糖通过使质膜内小叶处
的网格蛋白晶格解离来抑制网格蛋白包被的小孔的形成’ 因
此"网格蛋白介导的内吞途径也参与8B4MG的跨膜转运’

另一方面"阿米洛利通过改变钠离子的浓度来抑制巨胞
饮作用)$<* ’ 巨噬细胞表面普遍存在皱褶结构"钠离子的浓度
对细胞膜皱褶的形成很重要’ 用阿米洛利进行的研究结果表
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明"巨胞饮作用机制在实验条件下作用不大’ 这与通常粒径p
$A# -Y的颗粒可能具有这种内吞途径的报道相符)"#4"$* ’

使用内吞抑制剂进行的研究结果表明"8B4MG的胞吞作
用可能是通过多种机制介导的’
=J=J"!温度对跨细胞膜转运的影响&为考察8B4MG的细胞摄
取是否为能量依赖的过程"用荧光分析法对不同温度下的8B4
MG的细胞摄取进行定量研究’ 低温#> U%会抑制所有 EWM
依赖的细胞过程’ 如果细胞中的 EWM消耗殆尽"那么其依赖
能量的内吞作用就会受到抑制’ 将温度从 =C U降低到 > U
会显著降低PG8T细胞对 8B4MG在不同时间下的摄取百分
比"见图 C’ 这表明跨细胞转运过程在很大程度上依赖于温度
或能量"进一步说明跨细胞转运的过程可能是主动转运’

图 OC不同温度下0A<=细胞对<JIGA的摄取"#TF#
P3M OCW/"*V-&4<JIGA.% 0A<=1-77+*"$344-)-’"

"-,/-)*"#)-+"#TF#

KC结论
在本研究中"制备并表征了包含荧光探针香豆素 B 的典

型胶束系统"并探讨了其在 PG8T细胞单层中的转运’ M%N4
GOM%胶束具有较快的跨细胞转运能力可能与 GOM%作为一
种磷脂"对细胞膜具有较高的亲和力相关’ 通过不同内吞抑
制剂和温度的研究"可以证明小窝蛋白和网格蛋白都参与了
PG8T细胞对M%N4GOM%胶束的内吞作用"并且跨膜转运的
过程是需要能量的主动转运过程’ 本研究中的发现为口服药
物递送的两亲性纳米生物材料的设计提供了良好的基础’

参考文献
)$* P5+G"865- _"[5_"5*’(:ER*+&5(/72+Y+-3’)*,76’3+RR5((.5’*6

c+*6 -,&5(*2’-01522+- 25R57*,24*’235*5. -’-,Y5.+R+-51,20/-523+0*+R
R65Y,*652’7/’3’+-0*Q25’0*R’-R52)b*:ER*’M6’2YO+- _""#$<"<
#A%&$#B$4$#CC:

)"* ]’-3b"O5,Pb"G5R+P_"5*’(:%115R*,188D" +-6+Q+*,24(,’.5.
(+7+. Y+R5((50,- +-1(’YY’*,2/R5((Y+32’*+,- ’-. R’2.+’R1)-R*+,-
’1*52Y/,R’2.+’(+-1’2R*+,-)b*:I-*b;’-,Y5.+R+-5""#$@"$=&B>>$4
B>A$:

)=* E(&’25a8"O6+- G["Tc,- NO:D51,2Y)(’*+,- ,1q)-3+a,-5Q/M%N4
GOM%P+R5((50&G5’33253’*+,- ’-. G5*,e+1+R’*+,- ,1EY76,*52+R+- _
)b*:M6’2YD50""#$B"==#<%&"#<@4"$#B:

)>* 5̂G"[’2.52E"q’-3Z"5*’(:86’2’R*52+a’*+,- ’-. 9’(+.’*+,- ,1
8’-+-5M4N(/R,72,*5+-4G51+R+5-*PG8T$ 85((‘+-501,2%11()e
O)Q0*2’*5OR255-+-3)b*:M6’2YD50""#"#"=C#$#%&$<>:

)A* T+Y)2’W"W0)S’.’E"q)S)*,Y+W"IR6+.’T"H6*0)S+O"O’S)2’+[:
\2’*5W2’-07,2*&+’M’2’R5(()(’2D,)*5’R2,00%7+*65(+’(85((0)b*:

_+,(M6’2Y_)((""#$<">"#$%&>=4><:
)B* M’*5(O"T+Yb"[52252’P"5*’(:_2+51)7.’*5,- 5-.,R/*,0+0,1

-’-,Y5.+R+-50)b*:E.&G2)3G5(+&D5&:"#$<"$>>&<#4$$$:
)C* ]’-3W"N), "̂[5 "̂5*’(:IY7’R*,1Y,(5R)(’2c5+36*,- *65

Y5R6’-+0Y,1R5(()(’2)7*’S5,17,(/5*6/(5-53(/R,(0#M%N0% c+*6
7’2*+R)(’2251525-R5*,M43(/R,72,*5+- )b*:ER*’M6’2Y O+- _"
"#"#"$##$#%&"##"4"##<:

)@* EQ).’//’S P" Nra5(%" sa6’- N:8/*,*,e+R" N5-,*,e+R" ’-.
E7,7*,*+R%115R*0,1;+RS5(He+.5;’-,7’2*+R(50+- I-*50*+-’(
%7+*65(+’(85((0)b*:W)2S bM6’2YOR+""#"#"$C#>%&>>B4>A$:
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