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普鲁兰基肿瘤靶向性纳米粒子的制备、稳定性和体外释放*☆◆ 
唐红波1, 2，陈红丽3，周志敏2，张  彤2，刘玲蓉2，张其清2, 4 

 
Tumor-targeted nanoparticles derived from pullulan acetate conjugate: Preparation, stability and 
release in vitro   

Tang Hong-bo1, Chen Hong-li3, Zhou Zhi-min2, Zhang Tong2, Liu Ling-rong2, Zhang Qi-qing2, 4 

文章亮点： 

采用透析法成功将叶酸取代度较高的材料制备成了纳米粒子：①制备过程中去除有机溶剂的方法简单。②纳米粒子

均呈规则球形，比较均匀，粒径适中，分散度小。③载药纳米粒子的制备采用物理包埋法，将脱盐后的表阿霉素药

物溶解于有机溶剂中，与乙酰普鲁兰叶酸偶合体按照一定比例进行混合，药物能有效释放。 
 
Abstract 

BACKGROUND: Pullulan due to its many unique characteristics have received more and more attention in the field of 
drug delivery systems. But, the tumor targeted nano-drug carriers based on pullulan needed to be further studied and 
developed. 

OBJECTIVE: To observe the stability and drug release in vitro of nano-drug carriers and to preliminarily evaluate the 
potential of folate conjugated pullulan acetate (FPA) as a nano-drug carrier.  

METHODS: Folate was coupled to pullulan acetate (PA). FPA nanoparticles (FPAN) and epirubicin-loaded FPA 
nanoparticles (FPA/EPI) were prepared by dialysis method. The storage stability of FPAN and FPA/EPI was observed by 
storage method, and the in-vitro release characteristics were studied by dialysis bag method. 

RESULTS AND CONCLUSION: FPAN and FPA/EPI had the nearly spherical shape with a size range of (204.2±10.9) nm 
and (273.4±11.0) nm, respectively, and they had low ζ potentials both in water and in 10% fetal bovine serum. FPAN 
maintained stable for at least 1 year. The drug encapsulated in FPAN was released more quickly in pH 5.0 PBS than in pH 
7.4. It is concluded that the FPA nano-drug carrier is easy to prepare and has good stability. FPA and FPA/EPI 
nanoparticles have the potential to be new tumor-targeted nano-drug delivery systems. 
 
Tang HB, Chen HL, Zhou ZM, Zhang T, Liu LR, Zhang QQ. Tumor-targeted nanoparticles derived from pullulan acetate 
conjugate: Preparation, stability and release in vitro. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(34): 6326-6330.     
[http://www.crter.org/crter-2012-qikanquanwen.html] 
 
摘要 

背景：普鲁兰多糖以其独特的优点在纳米递药系统领域受到越来越多的关注，但是，以普鲁兰多糖为材料进行改性

制备的肿瘤靶向的纳米药物载体仍有待进一步研究与开发。 

目的：观察纳米粒子和载药纳米粒子的体外稳定性及所包载药物的释放特征，初步评价其作为纳米药物载体的潜力。 

方法：应用透析法制备乙酰普鲁兰叶酸偶合体纳米粒子，以表阿霉素为模型药物，制备乙酰普鲁兰叶酸偶合体/表阿

霉素载药纳米粒子(FPA/EPI)，应用储存法考察其稳定性，应用透析袋法观测体外释放特征。 

结果与结论：乙酰普鲁兰叶酸偶合体纳米粒子和 FPA/EPI 的粒径分别为(204.2±10.9) nm 和(273.4±11.0) nm，在蒸

馏水和体积分数 10%胎牛血清中表面电位均较低，乙酰普鲁兰叶酸偶合体纳米粒子在水溶液中粒径 1 年内未见显著

改变。载药纳米粒子对所包载的药物表阿霉素进行很好地释放，pH 5.0 磷酸盐缓冲液中释放速度明显高于 pH 7.4；
乙酰普鲁兰叶酸偶合体纳米粒子和 FPA/EPI 制备容易，稳定性好，初步说明了两种粒子可望成为新型肿瘤靶向药物

递药系统。 
 
关键词：乙酰普鲁兰；叶酸受体；纳米粒子；稳定性；体外释放 

缩略语：乙酰普鲁兰叶酸偶合体纳米粒子：folate conjugated pullulan acetate，FPA；乙酰普鲁兰叶酸偶合体纳米粒

子：folate conjugated pullulan acetate nanoparticles，FPAN；乙酰普鲁兰叶酸偶合体/表阿霉素载药纳米粒子：

epirubicin-loaded FPA nanoparticles，FPA/ EPI 
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0  引言 

 
普鲁兰多糖是一种重要的天然多糖，由于

具有良好的耐酸碱性，可塑性强，成膜性好，

透气性低，无吸湿性，水溶液黏度明显低于其

他多糖溶液，近年来，科研人员将其作为一种

良好的生物材料运用在药物、基因递送和组织

工程等领域[1-3]。 

叶酸是一种有效的肿瘤靶向配体，随着纳

米药物载体研究的逐渐广泛和深入[4-8]，叶酸靶

向纳米粒子和胶束备受关注[9-14]。 

本实验中，首次采用透析法制备了乙酰普

鲁兰叶酸偶合体纳米粒子(folate conjugated 

pullulan acetate nanoparticles，FPAN)，以表

阿霉素为模型药物制备具有肿瘤靶向特性的乙

酰普鲁兰叶酸偶合体/表阿霉素载药纳米粒子

(epirubicin-loaded FPAN, FPA/EPI)，并应用透

射电镜、扫描电镜及动态光散射等技术对纳米

粒子进行形态及粒径的表征；同时，考察了纳

米粒子和载药纳米粒子的体外稳定性及释放特

征。 

 

1  材料和方法 

 

设计：基础实验研究。 

时间及地点：于2009/2010-04在中国医学

科学院生物医学工程研究所完成。 

材料：普鲁兰多糖购于Hayashibara公司；

叶酸购于Sigma公司；4-二甲氨基吡啶(DMAP)

购于Sigma-Aldrich；N, N’-二环己基碳二亚胺

(DCC)购于上海延长生化有限公司产品；盐酸

表阿霉素购于浙江海正药业有限公司；透析膜

购于中奥天元化学试剂有限公司；激光粒度分

析仪购于马尔文仪器有限公司 ( 英国 ) ；

VarioSkan Flash全波长多功能读数仪购于赛

默飞世尔科技有限公司；Tecnai G2 F20场发射

透射电镜购于荷兰菲利普；JSM-6700F型场发

射扫描电镜购于日本电子株式会社。 

方法： 

乙酰普鲁兰和乙酰普鲁兰叶酸偶合体 (folate 

conjugated pullulan acetate，FPA)的合成及表征：

按文献[15-16]方法合成并干燥乙酰普鲁兰，得到

白色疏松粉末。参考本室前期方法合成FPA[17]，

将1.0 g(2.27 mmol)叶酸加入到15 mL二甲基

亚砜(DMSO)中，加入5滴三乙胺，搅拌至叶酸

完全溶解，溶液中再加入0.9 g (4.36 mmol)二

环己基碳二亚胺及0.25 g (2.05 mmol)4-二甲

氨基吡啶(DMAP)，反应1 h，再加入0.615 g     

(2.27 mmol)溶解于DMSO的乙酰普鲁兰溶液，

搅拌反应5 d。过滤除去1, 3-二环己基脲(DCU)

沉淀，静置24 h，再次过滤，滤液滴加入乙醇

溶液中。离心后除去上清液，用无水乙醇溶液

反复洗涤至上清液无黄色，在 pH=10 的

NaCO3-NaHCO3缓冲溶液中透24 h，在蒸馏水

中透析48 h，冷冻干燥备用。采用比色法测定

叶酸的取代度[17]，应用核磁共振谱仪鉴定其结

构。 

透析法制备FPAN及FPA/EPI：称取适量FPA

溶解于DMSO/H2O(体积比9/1)的溶液中，使浓

度为10 mg/L，采用透析法制备载药纳米粒子，

即将药液装入透析袋中，避光透析，透析袋截

留相对分子质量为8 000~14 000，透析液为去

离子水，开始间隔一两个小时换1次水，换4次

后间隔4~6 h换1次水，总共透析48 h，最终得

到带黄色乳光的溶液。称取适量表阿霉素溶解

于DMSO中，使质量浓度为5 g/L，加入2倍摩

尔量三乙胺，避光搅拌过夜使脱盐酸；FPA溶

解于DMSO/H2O(体积比9∶1)的溶液中，使质

量浓度为12.5 g/L。将药物和材料溶液按照1/4

的比例进行充分混合，采用以上方法制备载药

纳米粒子，形成带红色乳光的纳米悬液。 

高速离心(20 000 r/m，15 min，4 ℃)收集

纳米粒子，加入去离子水或者体积分数10%牛

血清(10%FBS)进行重新分散至目的浓度。 

表阿霉素标准曲线的制备：精密称取表阿霉

素适量(1.23 mg)溶解于1 mL水中，用DMSO

稀释并定容至10 mL，表阿霉素质量浓度为   

123 mg/L，进行2倍稀释7个浓度，在485 nm

处测定吸光度，后5个浓度测定荧光强度

(aex=485 nm，ema=595 nm)。以表阿霉素质

量浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标，制备标

准曲线。 

载药量和包封率的测定：将纳米沉淀物用无

菌塑料吸管吹散重新分散于双蒸水中并定容。

取少量纳米悬液于9倍体积DMSO中溶解，用紫
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外分光光度法测定在485 nm处测定吸收值，根据EPI在

DMSO/ H2O(体积比9∶1)中的标准曲线求出EPI浓度，

并按照公式计算药物的包封率和载药量。 

 

 
 

纳米粒子粒径分布及ζ电位：采用激光粒度分析仪测定

纳米粒子粒径分布及ζ电位。将纳米悬液0.5~1.0 mL稀

释成适当浓度放入比色杯中，将比色杯放入粒度仪样品

池中进行测试，每个样品测试3次。 

纳米粒子透射电镜观察：将纳米悬液滴在碳支持膜上，

自然干燥后用2%的磷钨酸(pH 6.0)负染，干燥后在透射

电镜下进行观察。 

纳米粒子扫描电镜观察：将纳米悬液滴在硅板上，干

燥后喷铂金，20 mA，不连续喷金4 min，在扫描电镜下

进行观察。 

纳米粒子稳定性考察：将以上制备的FPAN和FPA/EPI

溶液避光保存于4 ℃，采用激光粒度分析仪测定纳米粒

子粒径及其分布，每间隔1个月或几个月测定1次，每个

样品每次测定3次。 
对所包载药物的释放：将FPA/EPI悬液浓度调至   

0.5 mg/L，取1 mL置于透析袋中。将透析袋浸入15 mL

不同pH值的PBS(分别为pH 5.0和pH 7.4)中，在恒温空

气浴振荡器37 ℃以100 r/min振摇。在预定的时间置换

释放介质(每次置换2 mL)，样品浓度测定采用荧光分光

光度法，测定条件为λex=485 nm，λem=585 nm，每次

每个样品3个复孔，利用表阿霉素在DMSO/H2O(体积比

9∶1)中的标准曲线求出表阿霉素质量浓度，并计算累

计释放药物量。 

主要观察指标：纳米粒子的表面电荷、粒径和形态，

FPA/EPI在不同pH值溶液中的体外释放量。 

统计学分析：样本数据以x
_

±s表示，应用统计学软

件进行数据统计分析，采用T-Test进行差异分析。 

   

2  结果 

 

2.1  乙酰普鲁兰及FPA的表征及其取代度测定  根据

参考文献[15]进行计算，乙酰普鲁兰的乙酰基取代度为

2.6；图1a为普鲁兰多糖的
1H NMR谱，从图1b中可以观

察到乙酰普鲁兰的1H NMR谱，图1c为FPA的1H NMR

谱，由图1c可见，叶酸的特征峰为δ6.75(2H, FA苯环

H3’，5’位2H)，7.63(2H, FA 苯环H2’, 6’位2H)，8.77 (1H, 

FA 7位1H)。此外，叶酸γ羧基与乙酰普鲁兰多糖上的羟

基偶联后，叶酸J位的H化学位移从2.33移向1.20，说明

叶酸与乙酰普鲁兰进行了化学连接，比色法测得其取代

度为0.235。 

2.2  FPAN和FPA/EPI的粒径大小及分布特征  大体观

察两种溶液具有明显的黄色和红色乳光。动态光散射法

测定FPAN和FPA/EPI的粒径分别为[(204.2±10.9) nm，

n=3]和[(273.4±11.0) nm，n=3]，粒径比较均匀，分散

度均小于0.2，分别为0.172±0.036和0.165±0.026；纳

米粒子对所包载的药物表阿霉素的载药量和包封率分

别为[(6.70±1.32)%，n=6]和[(71.98±14.99)%，n=6]。

透射电镜和扫描电镜观察见图2，3，各纳米粒子呈规则

球形，表面光滑。 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

药物的包封率=被包封的药物量/投入的总药量×100% 
药物的载药量=被包封的药物量/载药纳米粒子的质量×100%

FPA: folate conjugated pullulan acetate 
 

Figure 2  Transmission electron micrograph of FPA 
nanoparticles and epirubicin-loaded FPA 
nanoparticles (FPA/EPI) 

图 2  乙酰普鲁兰叶酸偶合体纳米粒子和乙酰普鲁兰叶酸
偶合体/表阿霉素载药纳米粒子透射电镜照片 

a: FPA nanoparticles 

b: FPA/EPI nanoparticles 
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2.3  不同介质中的ζ 电位  FPAN和FPA/EPI在去离子

水 溶 液 中 的 ζ 电 位 分 别 为 (-8.400±4.951) mV 和

(-10.288±2.748) mV。为了进一步模拟体内环境，实验

考察了纳米粒子在体积分数为10%胎牛血清中的电位，

FPAN 和 FPA/EPI 在 10%FBS 中 的 ζ 电 位 分 别 为

(-0.731±0.998) mV和(0.632±0.279) mV，绝对值显著

低于在水溶液的电位。 

2.4  表阿霉素标准曲线的测定  本次实验中包封率及

载药量采用紫外分光光度法测定，药物释放采用荧光分

光光度法测定。表阿霉素在DMSO中紫外-可见分光光

度计 485 nm 处测定的直线方程为： Y=0.004 5        

+ 0.010 8X(R2=0.999 9)，用于包封率及载药量的测定。

在DMSO中的浓度-荧光标准曲线直线方程为：      

Y= 1.350 8+6.789 5X(R2=0.999)，用于体外释放的药物

浓度测定。 

2.5  FPAN的稳定性  在4 ℃条件下，其粒径、粒径分

布以及表面电荷在一年内未见明显改变，说明纳米粒子

在水溶液中稳定性好，见表1。 
 
 
 
 
 
 
 

2.6  FPA/EPI的体外释放特征  对载药纳米粒子在不

同pH值介质中的释放考察结果，见图4，释放48 h，

pH=7.4的PBS纳米粒子释药仅为16.8 µg，而pH=5的

PBS纳米粒子的释药可达54.3 µg。随着释放介质pH值

的降低，表阿霉素自纳米粒子中的释放加快。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

本次合成的乙酰普鲁兰乙酰基取代度为2.6，合成的

叶酸偶合体中叶酸取代度较高，采用透析法将叶酸取代

度较高的材料制备成了纳米粒子，制备过程中需要去除

的有机溶剂单一，去除方法简单，纳米粒子均呈规则球

形，比较均匀，粒径适中，分散度小。载药纳米粒子的

制备采用物理包埋法，表阿霉素被包埋在纳米粒子内或

者吸附于纳米粒子表面。FPAN和FPA/EPI电荷近中性，

在体积分数10%FBS溶液中电位降低至接近于0，可能与

牛血清蛋白的吸附有关。研究表明，与带电纳米粒子比

较，中性纳米粒子在体内巨噬细胞的吞噬明显减少[18-19]，

吞噬作用是纳米粒子的主要清除因素，减少吞噬可能能

显著延长纳米粒子在体内的循环时间[20]，因此，FPA/EPI

和游离表阿霉素相比，在体内可能具有更长的循环时间。 

所包载的药物表阿霉素在pH值较高的PBS中释放

速度低于较低pH值的PBS中，主要与模型药物的性质有

关，表阿霉素含有氨基，氨基质子化后可大大提高表阿

霉素的水溶性，所以表阿霉素在酸性条件下的水溶性显

然大于中性或者碱性条件[21]。实验结果表明，FPAN对

所包载药物具有明显的缓释作用。文献报道[22]，肿瘤组

织局部呈弱酸性，pH值4.0~5.0，由以上体外释放实验

的结果推测：载药纳米粒子在体内pH 7.4左右的体液中

药物释放比较缓慢，至呈弱酸性的肿瘤组织局部时，药

物释放加速，可能显示更好的肿瘤靶向作用。 

FPA: folate conjugated pullulan acetate 
 
Figure 3  Scanning electron micrograph of FPA nanoparticles

and epirubicin-loaded FPA nanoparticles (FPA/EPI)
图 3  乙酰普鲁兰叶酸偶合体纳米粒子和乙酰普鲁兰 

叶酸偶合体/表阿霉素载药纳米粒子扫描电镜照片

a: FPA nanoparticles 

b: FPA/EPI nanoparticles 

Figure 4  Release profile of epirubicin from epirubicin-loaded 
folate conjugated pullulan acetate nanoparticles in 
PBS buffers at pH 7.4 and pH 5.0 

图 4  乙酰普鲁兰叶酸偶合体/表阿霉素载药纳米粒子在 pH
7.4 和 pH 5.0 的 PBS 中的释放曲线 

表 1  乙酰普鲁兰叶酸偶合体纳米粒子的粒径、粒径分布和 ζ电位
Table 1  Diameter distribution and ζ potential of folate 

conjugated pullulan acetate nanoparticles   (x
_

±s, n=3)
 

Time Particle size (nm) Dispersion index ζ potential (mV)

0 d 204.2±10.9 0.172±0.036 -8.400±4.951
1 yr 199.8±29.2 0.156±0.015 -6.013±4.572

pH 7.4
pH 5.0

Time (h) 
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上述结果表明，采用透析法制备FPAN和FPA/EPI

制备方法简单，纳米粒子粒径比较均一，稳定性好并能

较好地释放。FPAN能对所包载的模型药物表阿霉素进

行很好地释放，FPAN是一种有前景的纳米药物载体，

FPA/EPI有希望成为一种新型靶向抗肿瘤纳米药物。 
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