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生物素化全氟碳纳米颗粒荷载药物体外释放和磁共振影像观察
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［摘要］ 目的 制备生物素化全氟碳载药纳米颗粒， 分析纳米载药的释放特点及其对磁共振信号强度的

影响。 方法 以全氟碳为纳米核心， 通过高压均质方法， 分别包被抗内膜增生药物地塞米松磷酸钠或醋

酸地塞米松， 以及磁共振造影剂钆喷酸葡胺。 采用扫描电镜和激光粒度分析仪检测纳米颗粒形态和粒径，
高效液相色谱仪测定纳米颗粒载药包封率和体外溶出情况， 同时观察磁共振影像及波谱信号强度变化。
结果 地塞米松磷酸钠和醋酸地塞米松全氟碳纳米粒径分别为 （224 ± s 6） 和 （236 ± 9） nm。 荷载亲水

性地塞米松磷酸钠药物的包封率为 （66．4 ± 1．0） ％， 并有一定突释现象， 首日溶出比率为 77．2％； 荷载疏

水性醋酸地塞米松药物的包封率为 （95．3 ± 1．3） ％， 首日溶出比率为 23．6％。 全氟碳纳米颗粒荷载 2 种药

物体外溶出时间都超过 1 wk。 全氟碳纳米颗粒携带顺磁性造影剂钆喷酸葡胺， 可增加后者的信号强度约

16％。 结论 全氟碳纳米颗粒荷载药物具有较好的缓释性， 并能增加磁共振造影剂的信号强度， 提高磁共

振检测敏感性。
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［ABSTRACT］ AIM To investigate the in vitro release profile of loading drugs encapsulated within the per-
fluorocarbon （PFC） nanoparticles （NPs） and its ability of enhancing magnetic resonance imaging （MRI） ．
METHODS Dexamethasone sodium phosphate （DxP） or dexamethasone acetate （DxA） ， and gadopentetate
dimeglumine （Gd-DTPA） loaded within biotinylated PFC NPs were constructed by high pressure homogeneous
processing method． The morphology and size of NPs were examined by scanning electron microscope （SEM） and
laser particle size analyzer． Drug loading and in vitro releasing were assessed by high performance liquid
chromatography （HPLC） ． MRI was used to observe the imaging and signal intensity of contrast within the NPs．
RESULTS The particle size of DxP-NP and DxA-NP were （224 ± s 6） and （236 ± 9） nm， respectively． The
encapsulation efficiency （EE） of DxP-NP were （66．4 ± 1．0） ％， with an obviously bursting phenomenon， the
initial releasing rate were 77．2％， while the EE of DxA-NP were （95．3 ± 1．3） ％， the initial releasing were
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纳米载体具有药物靶向和控释特点已成为新

型 药 物 输 送 系 统 研 究 的 热 点 [1]。 纳 米 颗 粒 载 药 方

式， 采用特殊材料作为纳米核心， 外层脂质中的

磷脂为表面活性剂， 以保证纳米系统在循环中保

持形态和功能的稳定性 [2]。 同时， 脂质层可作为载

药基质携带分子探针、 治疗药物、 影像检查造影

剂 等 发 挥 作 用 。 全 氟 碳 （perfluorocarbon， PFC）
结构与碳氢化合物相似， 但所有氢原子被氟原子

替代， 是一种超顺磁性材料。 它无色无味， 不导

电也不助燃， 具有一定的挥发性， 化学性质稳定，
体内代谢不会降解， 没有毒性 [3]。 其很好的化学惰

性、 较高的生物相容性和稳定性使之被用于人造

血液 [4]、 呼吸窘迫时液态肺灌洗治疗 [5] 和磁共振分

子影像造影剂[6]。
本研究拟采用全氟碳作为纳米颗粒核心， 构

建生物素化全氟碳纳米载药系统， 同时荷载治疗

药物 （地塞米松磷酸钠或醋酸地塞米松） 和造影

剂 [钆喷酸葡胺 （Gd-DTPA）]， 探讨这种纳米载药

系统的表观特征， 荷载治疗药物的离体缓释能力，
以及作为磁共振造影剂的影像检测能力。

材料和方法

材 料 和 仪 器 全 氟 碳 购 自 美 国 Gateway Specialty
Chemicals 公司。 生物素化磷脂酰乙醇胺购自上海

华美生物试剂公司。 胆固醇、 卵磷脂、 红花油购

自美国 Sigma 公司。 地塞米松磷酸钠和醋酸地塞米

松购自上海通用药业， 地塞米松磷酸钠和醋酸地

塞米松标准品购自中国药品生物制品检定所。 Gd-
DTPA 购 自 德 国 Schering 公 司。 三 氯 甲 烷 为 分 析

纯， 甲醇、 三乙胺为色谱纯， 均购自国药集团化

学试剂公司。
NanoGenizer 型号高压均质机  （苏州微流纳米

生物技术有限公司） ， VC-130BP 超 声 细 胞 破 碎 仪 

（ 美国Sonics 公 司 产 品 ） ， Rotavapor R200 旋 转 蒸 

发 仪（德国 Bochi 公司产品）， Nicomp380 Z3000 粒度

分析仪 （州微流纳米生物技术有限公司）， Avanti 3D 
低温高速离心机 （美国 Beckman 公司产品）， 240 ／ 740 
型高效液相 色 谱 仪 （ 美 国 Waters 公 司 产 品 ） ， 色 

谱 柱

diamonsil C18 （5 μm， 150 mm × 4．6 mm）， THC-D
台式恒温振荡器 （太仓市实验仪器厂）。
高压均质方法制备全氟碳载药纳米颗粒 精密称

取醋酸地塞米松药粉 100 mg 或量取 0．5％地塞米松

磷酸钠溶液 4 mL， 分别加入胆固醇 0．6 g、 卵磷脂

1．2 g、 生 物 素 化 磷 脂 酰 乙 醇 胺 20 mg、 Gd-DTPA
5 mL 和三氯甲烷 30 mL， 通风橱内充分振荡溶解。
溶 液 在 旋 转 蒸 发 仪 内 35 ℃真 空 水 浴 制 成 均 匀 药

膜， 再分别加入全氟碳 20 mL 和红花油 1 mL。 细

胞破碎仪内超声振荡制成微乳， 加去离子水定容

至 100 mL。 置入 高 压 均 质 机 内， 低 压 （0．7 kPa）
循环 3 次， 高压 （1．5 kPa） 循环 5 次， 制成全氟

碳载药纳米颗粒乳液[7，8]。
粒 径 分 析 和 zeta 电 位 测 定 取 纳 米 颗 粒 乳 液

100 μL， 稀释 20 倍， 超声分散 5 min， 制得分散

液。 激 光 粒 度 仪 进 行 纳 米 粒 径 和 zeta 电 位 测 试。
条件为： HeNe 激光波长 633 nm， 电位梯度 10 V·
cm－1， 散射角 9°， 测定温度 20 ℃。
扫描电镜观察全氟碳载药纳米药物颗粒形态 载

玻片超声清洗后， 分别在异丙醇、 甲醇和丙酮中

浸洗 10 min， 3 次。 将纳米样品滴在玻片上， 令其

自由扩散， 室温干燥 2 h， 然后将载药全氟碳纳米

样品置于负压 （0．1 × 10－6 kPa） 中 5 min， 充氩气

后喷金 4 次， 每 次 间 隔 30 s。 扫 描 倍 数 2 000 至

28 000 倍。
线性实验 精密称取地塞米松磷酸钠和醋酸地塞

米松标准品 10 mg， 分别置入 50 mL 容量瓶内。 前

者 用 去 离 子 水 稀 释 ， 后 者 用 甲 醇 稀 释 ， 定 容 至

50 mL。 精 密 移 取 标 准 品 溶 液， 分 别 用 流 动 相 稀

释， 地塞米松磷酸钠浓度分别为 12．5、 6．25、 3．125
和 1．56 mg·L－1； 醋酸地塞米松浓度分别为 56、 28、
14、 7、 3．5 和 1．75 mg·L－1。 两者各取 20 μL 溶液

注入液相色谱仪， 记录峰面积， 以峰面积 A 对药

物浓度 ρ （mg·L－1） 进行线性回归分析。
HPLC 检 测 色 谱 条 件 参 照 文 献 [9] ： 色 谱 柱

diamonsil C18， 地塞米松磷酸钠和醋酸地塞米松检

测波长均为 240 nm。 地塞米松磷酸钠流动相： 甲

醇－三乙胺－0．02 mol·L－1 磷酸二氢钾 （70 ∶ 2 ∶ 28，
V ∶ V ∶ V， pH 3．0）。 醋酸地塞米松流动相： 甲醇－

23．6％． Both of the two NPs could release persisted over one week． The NPs loading Gd-DTPA could enhance the
signal intensity of Gd-DTPA about 16％ detected by MRI． CONCLUSION PFC NPs loaded with hydrophilic
drug have relatively high encapsulation efficiency and sustained release pattern． Contrast loaded within NPs could
enhance the signal intensity detected by MRI．
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去 离 子 水 （74 ∶ 26， V ∶ V） 。 流 动 相 速 度 均 为

1 mL·min－1， 检测温度 37 ℃。
全氟碳纳米荷载治疗药物包封率 （EE） 测定 取

纳米样品 100 μL， 加入甲醇 900 μL， 充分振荡溶

解， HPLC 检测得出纳米药物总量 （E1）。 取纳米

样品 1 mL 置入微量离心管， 64 000 × g 离心 1 h，
取上清液， HPLC 检测得游离药物总量 （E2）。 纳

米药物包封率 EE ＝ （E1 － E2） ／ E1。 HPLC 检测同

上。
全 氟 碳 载 药 纳 米 颗 粒 药 物 溶 出 实 验 半 透 膜

Membera-cell （分子截留量 14 000）， 置于 2％ （W／
V） 碳酸氢钠和 1 mmol·L－1 EDTA （pH 8．0） 溶液中

煮 沸 10 min， 再 用 蒸 馏 水 漂 洗 10 min 后 置 入

1 mmol·L－1 EDTA （pH 8．0） 煮沸 10 min， 冷却至

4 ℃浸没存放。 精密量取载有地塞米松磷酸钠或醋

酸地塞米松的纳米颗粒乳液 5 mL 置入半透膜中，
两端锁扣夹紧。 半透膜放入浓度为 0．5 g·L－1 人体

清 蛋 白 生 理 盐 水 200 mL 中 ， 恒 温 摇 床 设 定 为

20 ℃， 每分钟振荡 60 次。 在设定时间内提取溶液

标本， 并补充等量溶液， 溶液标本－20 ℃冻存。 实

验重复 3 次。 HPLC 检测同上。
磁共振影像及和波谱信号强度检测 取 10 个直径

为 10 cm 的聚丙烯培养皿， 分别加入 2％琼脂糖溶

液 20 mL。 10 个培养皿 2 个一组分成 5 组， 分别

加 入 Gd-DTPA 5 μL、 全 氟 碳 20 μL、 Gd-DTPA
5 μL ＋ 全氟碳 20 μL、 生素化全氟碳纳米颗粒乳

液 100 μL [20％ （V ／V） 全氟碳， 5％ （V ／V） Gd-
DTPA] 和无任何药物 （空白对照）。 10 个培养皿

同 时 采 用 Philips 3．0T 磁 共 振 检 测， 参 数 为： TR
500 ms， TE 10 ms。 影像观察同时记录波谱信号强

度。
统计学方法 采用 SPSS 10．0 统计软件， 所有数据

用 x ± s表 示。 对 数 据 进 行 正 态 分 布 检 验， 两 变

量差异采用单因素方差分析。 以 0．05 为检验水准，
P ＜ 0．05 认为差异显著。

结 果

地塞米松磷酸钠和醋酸地塞米松全氟碳载药纳米

颗粒表征分析结果 地塞米松磷酸钠全氟碳载药

纳米颗粒成球状， 大小较为均匀； 醋酸地塞米松

全 氟 碳 载 药 纳 米 颗 粒 表 面 光 整， 没 有 药 物 结 晶。
见图 1。

地塞米松磷酸钠和醋酸地塞米松全氟碳载药

纳米颗粒的纳米粒径均成单峰样正态分布， 平均

粒径分别为 （224 ± s 6） 和 （236 ± 9） nm。 见图

2。 地塞米松磷酸钠与醋酸地塞米松全氟碳纳米粒

径相似， 差异不显著 （P ＞ 0．05）。 但醋酸地塞米

松全氟碳纳米颗粒的 zeta 电位高 1 倍， 有较高的

系统稳定性， 结果见表 1。

全氟碳纳米荷载治疗药物包封率检测结果 地塞

米松磷 酸 钠 标 准 品 在 1．56 ～ 12．5 mg·L－1 范 围 内，
浓度与峰面积成线性关系 （r2 ＝ 0．999 4）， 回归方

图 1 电镜扫描显示全氟碳载药纳米颗粒的表征 A： 地

塞米松磷酸钠全氟碳纳米颗粒 （× 10 000）； B： 醋酸地塞米松全氟

碳纳米颗粒 （× 280 000）

图 2 激 光 粒 度 仪 分 析 全 氟 碳 载 药 纳 米 颗 粒 粒 径 分 布

图 A： 地塞米松磷酸钠全氟碳纳米颗粒； B 醋酸地塞米松

全氟碳纳米颗粒
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程为： ρ ＝ 4．264 × 10－5 A － 0．030 6； 醋酸地塞米

标准品在 1．75 ～ 56 mg·L－1 范围内， 浓度与峰面积

成 线 性 关 系 （ r2 ＝ 0．999 1） ， 回 归 方 程 为 ： ρ ＝
2．241 6 × 10－5 A － 0．005 789。 HPLC 检测全氟碳纳

米荷载治疗药物的峰面积， 对照标准品测定所得

回归方程， 并根据包封率测定公式， 得到荷载治

疗药物包封率。 地塞米松磷酸钠纳米颗粒的包封

率为 （66．4 ± 1．0） ％， 醋酸地塞米松纳米颗粒的

包封率为 （95．3 ± 1．3） ％。
全 氟 碳 纳 米 颗 粒 荷 载 治 疗 药 物 体 外 溶 出 实 验 结

果 地塞米松磷酸钠全氟碳纳米早期突释现象明

显， 首日药物释放比率为 77．2％。 由于地塞米松磷

酸钠在释放环境中有一定降解， 因此累积释放比

率有一定下降， 但 1 wk 后仍有约 10％药物未完全

释放。 醋酸地塞米松全氟碳纳米颗粒早期突释程

度较轻， 约为 23．6％， 以后逐日释放比率接近线性

关系， 有较好的缓释特性。 见图 3。
磁共振影像及和波谱信号强度检测结果 磁共振

影像观察结果见图 4 A。 单纯全氟碳 （第 5、 6 条

带） 没有影像增强作用， 影像效果与空白对照组

（第 1、 2 条带） 相似。 单纯 Gd-DTPA 组 （第 3、 4
条带） 与 Gd-DTPA ＋ 全 氟 碳 组 （第 9、 10 条 带）

影像效果接近。 全氟碳载药纳米颗粒 （第 7、 8 条

带）， 成像信号均匀， 有明显影像增强效果。
磁共振记录各造影剂波谱信号相对强度 （均

值 ） 见 图 4B， 依 次 为 ： 空 白 对 照 组 630， Gd-
DTPA 1 375， 全 氟 碳 590， 全 氟 碳 载 药 纳 米 颗 粒

1 600， Gd-DTPA ＋ 全氟 碳 1 385。 全 氟 碳 载 药 纳

米 颗 粒 信 号 强 度 是 对 照 组 的 2．5 倍， 比 单 纯 Gd-
DTPA 信号强度增加 16％。

讨 论

本研究中的全氟碳纳米颗粒采用高压均质制

图 3 地塞米松磷酸钠和醋酸地塞米松全氟碳纳米颗粒体外

溶出情况

图 4 磁共振影像及波谱信号强度检测结果 A 为磁共振观察各造影剂图像， 从上至下第 1、 2 条带为空白对照， 第 3、 4 条带是钆

喷酸葡胺， 第 5、 6 条带是全氟碳， 第 7、 8 条带是全氟碳载药纳米颗粒， 第 9、 10 条带是钆喷酸葡胺＋全氟碳； B 为磁共振造影剂信号强度

波谱图， 排列次序从左至右与左图影像观察上下次序相同， 横坐标为间隔距离 （mm）
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备方法， 在高压 （1．4 kPa） 下将微粉化药物和表

面活性剂溶液通过孔隙挤出， 局部产生气穴和爆

裂， 以使药物微粉进一步崩碎。 经多次循环， 可

得到粒径在 100 ～ 1 000 nm 之间的纳米颗粒。 本

研究制备的全氟碳纳米颗粒， 无论是荷载地塞米

松 磷 酸 钠 或 醋 酸 地 塞 米 松 ， 平 均 粒 径 都 小 于

250 nm， 两者无显著差异 （P ＞ 0．05）。 SONG 等[10]

和 FLACKE 等 [11] 研究发现， 纳米载体药物输送系

统， 如果粒径小于 300 nm， 则更容易透过血管内

膜， 对于抑制血管平滑肌细胞的靶向治疗有很大

帮助。
本研究发现， 全氟碳纳米颗粒体系中， 水溶

性地塞米松磷酸钠药物包封率比脂溶性醋酸地塞

米松低， 两者差异显著 （P ＜ 0．05）。 全氟碳纳米

颗粒表面的脂质层可促进醋酸地塞米松溶解， 药

物即使离开纳米表面还能重新被吸附。 相反， 地

塞米松磷酸钠在脂质中溶解度低， 一旦离开纳米

表面， 溶液中的表面活性剂就会占据， 因此纳米

颗粒乳液中有较多的游离药物。 药物包封率和化

学性质决定了纳米荷载药物的溶出特性。 水溶性

药物如地塞米松磷酸钠， 在纳米颗粒中保留能力

较低， 1 d 约有 70％药物溶出。 醋酸地塞米松全氟

碳纳米颗粒早期突释程度较轻， 以后逐日溶出比

率接近线性关系。 以上实验表明， 全氟碳纳米颗

粒荷载水溶性药物有较明显突释现象， 有利于需

要首剂加强的药物治疗， 而荷载脂溶性药物， 可

以保持较长的药物溶出时间， 有利于提高药物的

生物利用效率。
磁共振分子影像造影剂应具有非常高的信噪

比， 能分辨极低浓度 （如纳摩尔或皮摩尔） 的生

物标记 [12]。 本实验选用全氟碳作为纳米载体， 因为

全氟碳是一种超顺磁性材料， 可增加顺磁性造影

剂， 如钆剂的信号强度。 研究结果发现， 液态全

氟碳波谱信号强度与空白对照组基本相同， 说明

全氟碳本身没有顺磁作用， 但制备成纳米颗粒携

带钆剂等顺磁物质后， 可明显增加后者的信号强

度 （约 16％）。 液态全氟碳与钆剂简单混合， 并不

能明显改善磁共振信号强度， 钆剂必须与超顺磁

性物质紧密结合， 才能提高磁共振检测灵敏度。
本研究的最终目标是制备一种具有靶向治疗

和分子影像功能的纳米药物载体。 因此， 在这个

纳米载体系统中， 荷载的药物包括有抗内膜增生

药物地塞米松磷酸钠或醋酸地塞米松， 以及磁共

振造影剂 Gd-DTPA 和能借助生物素－亲和素系统

与生物素化抗体连接的磷脂酰乙醇胺。 本实验通

过高压均质法制备的生物素化全氟碳载药纳米颗

粒， 表观特征符合设计要求， 全氟碳纳米荷载药

物具有较好的缓释性， 并可以增加磁共振造影剂

的信号强度， 提高磁共振检测敏感性， 这些结果

为进一步的体内研究提供了依据。
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