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不同粒径、电荷、形状 PLGA 纳米粒跨越模拟肠道屏障能力的研究 
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【摘要】在口服给药中，纳米递药系统在增加药物胃肠道稳定性、提高药物口服生物利用度等多方面具

备优良潜力，而纳米递药系统穿越肠道黏液层和上皮屏障的能力与其粒径、电荷、形状等性质息息相关。聚

乳酸-羟基乙酸共聚物（Poly(lactic-co-glycolic acid)，PLGA）纳米粒在口服给药中研究广泛，为探究不同大

小、电荷、形状的 PLGA 纳米粒穿越肠道屏障的能力，本研究采用乳化溶剂蒸发法、薄膜拉伸法制备上述

不同性质的 PLGA 纳米粒，对其粒径、电位、形态、贮存稳定性、荧光泄漏进行了验证，并在体外水平比较

了不同 PLGA 纳米粒穿越模拟黏液层的能力及在 Caco-2 细胞中的摄取能力。所制备的 PLGA 纳米粒具有预

期制剂学性质，且贮存稳定性良好、在模拟黏液中无明显荧光泄漏，其穿越黏液层的程度及肠上皮细胞的摄

取能力均与上述性质有较直接的关系。粒径、电荷、形状等性质是纳米粒设计中的重要参数，相关研究有望

对口服纳米粒的合理设计提供信息。 
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【Abstract】 In oral drug administration, nano drug delivery systems possess excellent potential in various 
aspects including promoting drug stability and improving oral bioavailability. The ability of nano-drug delivery 
systems to penetrate oral absorption barrier is closely related to their size, charge, shape, and relevant properties. 
Poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticles have been extensively studied in oral drug delivery. To explore 
the influence of sizes, charges, and shapes of PLGA nanoparticle on their ability to cross the intestinal barrier, 
emulsion solvent evaporation and film-stretching methods were employed to prepare PLGA nanoparticles with the 
aforementioned properties. Their particle size, zeta potential, morphology, storage stability, and fluorescence leakage 
in simulated mucus were verified, and their ability to cross simulated mucus layer and their cellular uptake capacity 
in Caco-2 cells were evaluated in vitro. The PLGA nanoparticles exhibited the aforementioned different properties, 
along with good storage stability and negligible fluorescence leakage. The ability to cross the mucus layer and the 
cellular uptake capacity are directly related to these properties. Size, charge, and shape are important parameters in 
the design of nanoparticles, and relevant research could provide information for the rational design of oral 
nanoparticles. 
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口服给药是应用最广泛的递药途径之一，药物

口服后经胃肠道吸收入血，再经血液循环到达局部

或全身组织，达到治疗疾病的目的。在口服给药中，

胃肠道中的多种酶、特殊 pH 环境、肠道的黏液层和

药物的肠道吸收等因素均可能对口服给药的生物利

用度和最终疗效产生影响，甚至可能导致药物只能

通过注射等非口服途径给药[1][2]。为克服口服递药的

上述挑战，纳米递药系统受到了研究者们的广泛关

注[3]。将药物包载入纳米递药系统后，能够在一定程

度上减少药物与胃肠道内消化酶和特殊 pH 环境的

接触，从而保护药物不被破坏，提高药物口服后的稳

定性[4]；部分纳米递药系统可增强药物在黏液层中

的黏附和滞留，或快速穿透肠道的黏液层，并增加药

物在肠上皮细胞中的吸收和转运[5][6]；同时，部分纳

米递药系统还具备靶向和控释的能力，在特定的环

境或靶标处释放药物，增强药物递送的特异性[7]。通

过对纳米递药系统的合理设计，可以实现多种不同

的功能，调控稳定性、黏液层黏附、肠道屏障穿透、

药物释放等等诸多行为，最终达到增强口服递药效

果的目的。 
研究中常见的口服纳米递药系统种类繁多，包

括纳米粒、纳米乳、脂质体、包合物等等，其中纳米

粒得到了广泛的关注[7]。在口服纳米粒的设计中，其

粒径、电荷、形状等物理属性将对其在胃肠道中的行

为产生较重要的影响。例如，研究比较了不同粒径纳

米粒在黏液层中的穿透情况，结果显示粒径较小的

纳米粒更容易穿透黏液层到达肠上皮细胞[1][8]。Gan
等[9]比较了棒状和球状纳米粒在黏液层中的行为，

发现棒状纳米颗粒能相对更深地穿透黏液层，并在

胃肠道中具有更长的滞留时间，分子动力学模拟和

实验结果显示棒状纳米颗粒的穿透能力与其在黏液

层中的旋转相关；Qi 等[10]报道棒状纳米粒在体内被

淋巴输送的程度也高于纳米球。Wu 等[11]比较了正电

纳米粒、负电纳米粒和电中性纳米粒在胃肠道中的

行为，发现中性纳米粒具有最强的黏液层穿透能力，

负电纳米粒与黏液层易发生静电相斥作用，而正电

纳米粒易被黏液层捕获从而滞留其中；而 Huang 等
[12][13][14]报道了多种电荷可变的纳米粒，例如一种表

面修饰磷酸丝氨酸的、电荷近中性的仿生纳米粒可

较好地穿透黏液层，随后其表面的磷酸丝氨酸水解

并暴露出带正电的穿膜肽 octa-arginine（R8），进一

步增强其在肠上皮细胞中的摄取和转运。此外，多项

研究报道疏水性也对纳米粒的口服吸收有重要影响，

例如聚乙二醇（polyethylene glycol, PEG）对疏水性

的载体表面进行修饰后，可增强载体穿透黏液层的

能力[15]。 
PLGA（Poly(lactic-co-glycolic acid)）材料是一种

常见的生物可降解材料，已获 FDA 批准在人体中应

用，广泛用于各种不同功能纳米粒的构建[16]。为探

索用于口服吸收的 PLGA 纳米粒的合理设计，本研

究制备了不同粒径、电荷、形状的 PLGA 纳米粒，

并对其跨越口服吸收屏障的行为进行考察和比较，

以期为口服 PLGA 纳米粒的设计提供一定参考。 
1 材料与方法 
1.1 实验试剂及仪器 
PLGA（Poly(lactic-co-glycolic acid)），上海笛柏

生物科技有限公司；PVA（Polyvinyl alcohol），上海

阿拉丁生化科技有限公司；胃黏蛋白，Sigma-Aldrich；
磷钨酸水合物，上海麦克林生化科技有限公司；

CTAB（Cetyltrimethyl ammonium bromide），北京欣

华绿源科技有限公司；香豆素-6，上海阿拉丁生化科

技有限公司；HBSS（Hank's Balanced Salt Solution），
上海阿拉丁生化科技有限公司；透析袋（MWCO 
3500），上海优高玖贸易有限公司；Transwell 细胞

培养板，重庆铂锶钛科技有限公司。 
Zetasizer Nano 激光粒度仪，Malvern Panalytical；

HT7800 型生物透射电子显微镜，Hitachi, Ltd；SHZ-
82 气浴恒温振荡器，常州金坛宏华仪器；Operetta 
CLS高内涵细胞分析系统，PerkinElmer, USA；MCGS
薄膜拉伸装置，深圳昆仑通态科技有限责任公司。 

1.2 实验细胞 
Caco-2 细胞，武汉普诺赛生命科技有限公司。

使用含有 10%血清、1%非必需氨基酸的 DMEM 培

养液，在 37℃，5%CO2 的细胞培养箱中对 Caco-2 细

胞进行培养。 
1.3 PLGA 纳米粒（PLGA NP）的制备 
采用乳化溶剂蒸发法，按表 1 处方制备不同粒

径、形状、电荷的 PLGA 纳米粒，并使用香豆素-6
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对纳米粒进行荧光标记。精密称取 10mg PLGA 和

10μg 香豆素-6，加入 200μl 有机溶剂超声溶解，混

合后缓慢加入 1ml 水相溶液，振摇混合均匀，使用

探头超声制备纳米粒后，于 37℃旋蒸除去有机溶剂，

即得不同性质 PLGA NP。 
其中，使用了不同有溶剂及不同浓度的聚乙烯

醇制备了不同粒径的 PLGA NP；使用了聚乙烯醇

（PVA），十六烷基三甲基溴化铵（CTAB），泊洛

沙姆 188（F68）等不同乳化剂制备了不同电荷的

PLGA NP。在 PEG 修饰的球形 PLGA NP 的基础上，

采用薄膜拉伸法制备了短棒状、长棒状的纳米粒[1]，

以纵横比（aspect ratio, ar）作为形状的表征参数。以

含甘油的 10% PVA 为膜材，与 PLGA NP 混合后铺

入平板，放入 37℃培养箱孵育 24h 后取出，将所得

薄膜剪成 5cm×5cm的小块，安装于薄膜拉伸装置，

按 150℃，预热 10min 的条件进行拉伸，拉伸完成后

降温至 40℃，放入 50ml EP 管中，分别用 30，30，
20，10mL 水离心洗涤，并用 1mL 水重悬，即得不

同形状的 PLGA NPs。 
 

表 1 不同粒径、电荷、形状的 PLGA NP 的制备处方 

纳米粒种类 有机溶剂 水相 

大粒径 NP (L) 乙酸乙酯:CH2Cl2=1:1 0.1% PVA 

中粒径 NP (M) 乙酸乙酯 0.1% PVA 

小粒径/电中性 NP (S/neutral) 乙酸乙酯 1% PVA 

正电荷 NP (positive) 乙酸乙酯 1% CTAB 

负电荷 NP (negative) 乙酸乙酯 1% F68 

球形 NP (ar=1) 乙酸乙酯 0.1% PVA +1% PEG 

 
1.4 PLGA NP 的制剂学评价 
使用 Zetasizer Nano 激光粒度仪测定粒径和电

位。将制得的 PLGA NP 用蒸馏水适当稀释，置于检

测池进行粒径分析及 zeta 电位测定。 
使用HT7800型生物透射电子显微镜观察PLGA 

NP 的大小和形貌。将 PLGA NP 适当稀释后滴加在

铜网上，15min 后用 1% 磷钨酸染色 45s，使用一级

水漂洗并干燥，通过电子显微镜观察。 
将 PLGA NP避光贮存于 4℃冰箱中，分别于 1d、

3d、5d、7d、10d 测定粒径，考察其贮存稳定性。 
1.5 PLGA NP 在模拟黏液层中的泄漏情况验证 
将胃黏蛋白用 Hanks 平衡盐溶液（HBSS）分散，

配制成 3mg/mL（0.3%）的黏蛋白溶液[17]。取纳米粒

溶液置于透析袋内密封，置于黏蛋白溶液中，保证香

豆素浓度满足漏槽条件，使用气浴恒温振荡器，在

37℃，100rpm 条件下进行泄漏实验。分别于 0h，1h，
2h，4h，6h，8h，12h 取出 1mL 透析袋外黏蛋白溶

液，并补充同温等体积的空白黏蛋白溶液。测定各时

间点取出样品液的荧光强度，计算荧光素浓度进而

计算累积泄漏率。 
1.6 PLGA NP 与模拟黏液接触后的制剂学性质

变化 
将 PLGA NP 与模拟黏液混合后放入气浴恒温

振荡器，于 37℃，100rpm 振摇 30 分钟。将混合物

以 2000rpm 离心 5min，弃去上清液，沉淀离心洗涤

两次并用一级水重新分散后测量粒径和电位。 
1.7 PLGA NP 对模拟黏液层的穿透性考察 
在 transwell 12 孔板下室内加入 1.5mL HBSS 缓

冲液。于 transwell 小室中加入 100μL 黏蛋白溶液

作为模拟黏液层，随后加入同荧光浓度、不同性质的

PLGA 纳米粒，在 37℃，100rpm 下振摇 8h，每小时

从下室中取液 100μL，并补充同温同体积的新鲜

HBSS 缓冲液。测定各时间点取出样品液的荧光强度，

计算累积渗透量并绘制渗透曲线。 
1.8 Caco-2 细胞摄取实验 
取对数期生长的 Caco-2 细胞，接种于 12 孔细

胞培养板及 96 孔培养板中，同条件培养 24h 至细胞

贴壁。将荧光标记的不同性质 PLGA NP 用 DMEM
培养液稀释并使荧光强度相等。吸弃培养板内的原

有培养液，无菌 PBS 洗涤 3 次后，分别加入等量的

不同性质 PLGA NP，将细胞置于培养箱内孵育 3h。
孵育结束后，用预冷灭菌 PBS 洗涤细胞 3 次，随后
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立即将 96 孔板置于 Operetta CLS 高内涵细胞分析系

统中，观察细胞摄取情况。 
1.9 统计分析 
数值表示为平均值±标准差，使用单因素方差

分析（ANOVA）进行统计学分析，p<0.05 时认为差

异具有统计学意义。 
2 结果与讨论 
2.1 不同 PLGA NPs 的表征 
成功制备了不同粒径、不同电荷、不同形状的

PLGA NP，各组纳米粒的粒径和电位测量结果见表

2。不同大小、电荷的 PLGA NP 表面形态都是均匀

光滑的球形（图 1a、b）。纵横比（ar）为 1 的 PLGA 
NP 是表面光滑的球形，而 ar=2 和 3 的纳米粒呈表

面光滑的短棒状和长棒状，ar 值越大，纳米粒形态

也更细长（图 1c）。各组 PLGA NP 在 10 天内稳定

性良好（图 1d）。 
使用黏蛋白溶液模拟黏液层，荧光标记的 PLGA 

NP 在模拟黏液中的荧光泄露情况见图 1e。12h 内各

组荧光标记的 PLGA NP 在模拟黏液中泄漏量均小

于 6%，12h 内无显著游离香豆素-6 释放，表明可用

香豆素-6 荧光素较稳定地标记 PLGA NP，荧光信号

可有效反映 PLGA NP 的行为。 

表 2 不同性质 PLGA NP 粒径及电位（n=3） 

PLGA NP 种类 粒径（nm） PDI Zeta 电位（mv） 

大粒径 NP (L) 384±2.45 0.095±0.021 -0.959±0.214 

中粒径 NP (M) 221±1.70 0.126±0.012 -0.918±0.289 

小粒径/电中性 NP (S/neutral) 166±3.27 0.213±0.034 0.727±0.113 

正电荷 NP (positive) 142±2.83 0.098±0.052 51.8±0.740 

负电荷 NP (negative) 166±2.94 0.136±0.049 -7.86±0.467 

球形 NP (ar=1) 500±20.40 0.385±0.212 -5.39±0.510 

短棒状 NP (ar=2) 625±7.41 0.249±0.113 -1.42±0.097 

长棒状 NP (ar=3) 757±13.10 0.185±0.013 -4.14±0.556 

 
a.大粒径（L）、中粒径（M）、小粒径（S）PLGA NP 的电镜图像；b.电中性（neutral）、带正电（positive）、带负电（negative）PLGA 
NP 的电镜图像；c.球状（ar=1）、短棒状（ar=2）、长棒状（ar=3）PLGA NP 的电镜图像；d.不同 PLGA NP 的储存稳定性；e.荧光标记

PLGA NP 在模拟黏液中的荧光泄露情况（n=3） 

图 1 不同 PLGA NP 的制剂学表征 



王浈羽，李言佳，赵世康，钟欣，汪小又               不同粒径、电荷、形状 PLGA 纳米粒跨越模拟肠道屏障能力的研究 

- 52 - 

2.2 不同 PLGA NP 与模拟黏液接触后的性质变

化 
为了考察 PLGA NPs 与黏液接触后的制剂学性

质变化，将 PLGA NP 与模拟黏液孵育后比较其作用

前后的粒径电位。 
不同大小的 PLGA NP 在模拟黏液中孵育后粒

径均显著增加，电位均有所降低（图 2a,b）。其中，

各组之间粒径增加量为 L>M>S(图 2c)。而对于电位

降低量，L、M 与模拟黏液吸附前后的电位具有显著

性差异，而 S 无显著性差异(图 2d)。虽然处方优化

后各组初始电位均为近中性，但由于制备条件有一

定区别，因此 S 组初始电位仍相对较低，不能排除

其是造成电位改变较小的原因之一。 

不同电荷的 PLGA NP 在模拟黏液中孵育后，粒

径均显著增加，positive 组电位显著降低，而 negative
与 neutral 组电位无明显变化（图 2e, f），表明负电

荷和中性纳米粒在模拟黏液中较稳定，表面电位不

易改变。对各组变化量进行分析，与 neutral、negative
组相比，positive 组的粒径增加量及电位降低量显著

更大，更易吸附黏液蛋白（图 2g, h）。 
不同形状的纳米粒在模拟黏液中孵育后，粒径

均显著增加，但各组之间粒径增加量不具有显著性

差异。球状（ar=1）、短棒状（ar=2）PLGA NP 与模

拟黏液吸附前后的电位具有显著性差异，而长棒状

（ar=3）PLGA NP 无显著性差异。（图 2i-l）该实验

条件下形状因素对粒径电位变化影响相对较小。 

 
a-d.大粒径（L）、中粒径（M）、小粒径（S）PLGA NP 与模拟黏液接触前后的粒径（a）、电位(b)、粒径变化量（c）、电位变化量

（d）；e-h.电中性（neutral）、带正电（positive）、带负电（negative）PLGA NP 与模拟黏液接触前后的粒径（e）、电位(f)、粒径变化量

（g）、电位变化量（h）；i-l.球状（ar=1）、短棒状（ar=2）、长棒状（ar=3）PLGA NP 与模拟黏液接触前后的粒径（i）、电位(j)、粒径

变化量（k）、电位变化量（l）。（n=3，**p<0.01，***p<0.001，ns 为无显著差异） 

图 2 不同 PLGA NP 与模拟黏液接触后的性质变化 

 
2.3 不同 PLGA NPs 对模拟黏液层的穿透性考

察比较 
通过 PLGA NPs 穿越 transwell 小室中模拟黏液

层的渗透量对其穿透黏液层的能力进行了初步评估

（图 3）。在不同大小的 PLGA NP 中， L、M、S 在

模拟黏液层中的渗透量具有显著性差异，其中 S 组

最易穿透黏液层，在 8h 时累积渗透量接近 80%，M

组 64%，而 L 组仅为 26%，该组 PLGA NP 穿透黏

液层的能力与粒径有较强的相关性（图 3a）。在不

同电荷的 PLGA NP 中，negative 组累积渗透量接近

90%，neutral 组约为 80%，而 positive 组仅为 63%，

证明该实验条件下带正电的 PLGA NP 穿透黏液层

的能力相对较低（图 3b）。在不同形状的 PLGA NP
中，球形纳米粒累积渗透量为 22%，短棒状（ar=2）
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为 17%，长棒状（ar=3）为 18%，该实验条件下三种

PLGA NP 在模拟黏液层中的渗透量接近，无显著性

差异（图 3c）。同时，在讨论形状对 PLGA NP 的影

响时，本研究保持了纳米粒的体积一致，而未保持水

合粒径相同，导致随着 ar 值的增加，水合粒径相应

增加，考虑到粒径对纳米粒穿透黏液层能力的影响

较强，后续研究可考虑优先保持不同形状纳米粒的

水合粒径一致，再进行考察比较。 
2.4 不同 PLGA NPs 的细胞摄取考察比较 
细胞摄取结果显示，不同粒径的 PLGA NP 中，

Caco-2 细胞对 M、S 的摄取量比 L 明显更多，而 M
组和 S 组之间荧光强度相近（图 4a）。虽然 L、M、

S 组随粒径减少，对黏液层穿透能力逐渐增强，但在

细胞摄取中并未明显体现该规律，可能由于细胞对

M、S 粒径的 PLGA NP 具备类似的摄取机制和速度，

而对于 L 组 PLGA NP 具有不同的摄取机制。不同电

荷的 PLGA NP 中，细胞对正电荷纳米粒的摄取比负

电荷、中性纳米粒的摄取明显更多（图 4b），有待

制备更多粒径区间的不同电荷 PLGA NP，结合多种

设计参数进行进一步比较。不同形状的PLGA NP中，

ar 值越大，细胞摄取显著越少，可能的原因同样为

本实验中随着 ar 值的增加，水合粒径相应增加，粒

径对细胞摄取造成了更大的影响。（图 4c） 
 

 
a.大粒径（L）、中粒径（M）、小粒径（S）PLGA NP 穿透模拟黏液层的情况；b.电中性（neutral）、带正电（positive）、带负电

（negative）PLGA NP 穿透模拟黏液层的情况；c.球状（ar=1）、短棒状（ar=2）、长棒状（ar=3）PLGA NP 穿透模拟黏液层的情况。

（n=3，**p<0.01，***p<0.001，ns 为无显著差异） 

图 3 不同 PLGA NP 对模拟黏液层的穿透能力 

 
a.大粒径（L）、中粒径（M）、小粒径（S）PLGA NP 在 Caco-2 细胞中摄取的荧光图像；b.电中性（neutral）、带正电（positive）、带负

电（negative）PLGA NP 在 Caco-2 细胞中摄取的荧光图像；c.球状（ar=1）、短棒状（ar=2）、长棒状（ar=3）PLGA NP 在 Caco-2 细胞中

摄取的及荧光图像。scale bar=100μm 

图 4 不同 PLGA NP 在 Caco-2 细胞中的摄取情况 
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3 结论与展望 
本实验通过乳化溶剂蒸发法制备出表面形态良

好，粒径均匀的不同大小、电荷、形状的纳米粒，肠

道模拟黏液的吸附、穿越实验结果表明所制备的

PLGA NPs 中粒径小、带负电荷、及球形纳米粒与黏

液吸附不明显，也更容易穿越肠道黏液层。在 Caco-
2 细胞摄取实验中，细胞对所制备的粒径小、球形的

PLGA NP 摄取能力更强。纳米粒的大小、电荷、形

状等性质对于其穿越肠道屏障的行为在体外水平显

示出显著影响，后续应开展相关的动物实验，进一步

考察其对药物口服递送的效果。 
在实验中，棒状纳米粒（ar=2，ar=3）组与球形

纳米粒（ar=1）组保持体积相同，但由于形状因素，

水合粒径随 ar 值上升而上升，由于粒径本身对纳米

粒行为的影响，难以总结形状这一单一因素对纳米

粒行为的影响。后续可考虑制备水合粒径一致、形状

不同的纳米粒，再进行相关实验考察其行为；或在设

计实验时，将形状、粒径、电荷等关键参数的改变与

黏液层穿越、细胞摄取等能力的改变进行系统性考

察和数据分析，总结出综合各关键参数的设计指导

原则，以协助设计性质合适的 PLGA 纳米粒，更好

地达到增强口服递送效果的目的。另外，不同疾病条

件下肠道黏液层的组成、厚薄等性质可能受到改变，

有必要探讨在不同黏液层状态下，纳米粒各性质对

其黏液层穿透能力的影响程度的改变，并在具体条

件下确定具体的优化设计方案。 
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