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摘　 要： 探究了以人工肺表面活性物质 （ＡＰＳ） 为载体的氟碳乳剂对肺癌细胞 （Ａ５４９） 生长的影响以及通过肺部给药后对

海水淹溺动物肺部氧合能力的改善情况。 制备得到了分散性较好的氟碳乳剂， 其平均粒径为 ４６􀆰 ６２ ｎｍ。 通过核磁共振及离子

色谱证明了氟碳成功地包封其中， 氟碳的含量为 ２３􀆰 ５４％。 通过 Ａ５４９ 细胞共孵育实验， 证明了氟碳乳剂能在 １％氧浓度下较

明显地促进 Ａ５４９ 细胞增殖； 当氟碳乳剂浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 时， 细胞增殖率达 １２４％， 而在正常氧浓度下， 其对 Ａ５４９ 细胞增殖

无明显作用。 实验兔的海水淹溺模型实验证明了， 海水淹溺实验兔氟碳乳剂肺部给药后血氧分压迅速恢复， 氟碳乳剂具有一

定改善动物肺部氧合的能力。 氟碳乳剂在低氧下能促进 Ａ５４９ 细胞增殖， 通过肺部给药后对海水淹溺动物肺部氧合能力有一

定的改善， 这说明其在通过肺部给药来改善肺部通气应用中有潜在的应用价值。
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1　 前　 言

目前， 研究较多的载氧体主要包括血红蛋白、 氟碳

化合物、 合成血红素及其高分子配合物［１］ 。 其中， 氟碳

化合物 （Ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｃａｒｂｏｎ， ＰＦＣ） 是一种具有广泛的生物

医学用途的大家族化合物。 它具有稳定的物理化学性

质， 同时具有良好的溶解气体的功能， 可以作为氧气和

二氧化碳的运载体， 但由于其不溶于水及生物体液， 不
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能直接应用于生物体， 所以必须乳化以后才能使用。 目

前， 氟碳乳剂已经成为研究的热点， 其在人工血液、 诊

断造影、 肺部通气等方面获得了大量的关注［２－４］ ， 例

如， Ｐｉｓａｎｉ 等采用包封全氟溴辛烷 （ ＰＦＯＢ） 的聚合物

球囊为超声和磁共振成像的双模态造影剂［５］ 。 Ｂａｕｅｒ 等

将氟碳包封在聚合物纳米球或微球中作人工氧载体， 用

作血液替代品［６］ 。 然而， 目前对于氟碳的研究多数停留

在了实验阶段， 无法实现其真正的应用， 所以， 对于氟

碳及氟碳乳剂的研究依然值得关注。
肺部是机体的开放性器官， 作为蛋白多肽类药物的

给药部位具有吸收面积大， 血容量丰富， 生物酶活性低

等优点［７－８］ 。 肺泡表面活性物质 （ Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ，
ＰＳ） 是存在于正常肺泡内表面的一种能减弱肺泡表面

张力的物质。 这是一种以磷脂为主要成分的脂质和表面

活性蛋白混合物， 在肺泡表面具有独特的铺展功能和动

态表面张力， 能够降低肺泡表面张力， 稳定肺泡， 防止

呼吸末期肺泡萎陷， 以及免疫调节和器官保护特性， 治

疗肺部疾病［９－１１］ 。 在临床上， 人工肺表面活性物质

（Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ， ＡＰＳ） 制剂已被用于治

疗肺部疾病或原发性疾病继发所引起的急性呼吸衰竭。
ＡＰＳ 主要借助于与天然的 ＰＳ 相似的生理功能， 弥补病

理状态下机体自身 ＰＳ 成分、 含量及异常所致的肺损伤，
减轻肺功能障碍和支气管阻塞程度， 缓解和改善病情。
目前， 利用 ＡＰＳ 为载体包载氟碳来作为肺部供氧材料

的研究尚未见报道。
本文以二棕榈酰磷脂酰胆碱 （ＤＰＰＣ）、 蛋黄卵磷脂

为主要磷脂成分， 添加四丁酚醛等表面活性剂来制备

ＡＰＳ［１２－１３］ ， 并以其为载体， 全氟溴辛烷 （ ＰＦＯＢ） 为载

氧体制备了 ＡＰＳ ／ ＰＦＯＢ 乳剂。 并探究其对肺癌细胞

（Ａ５４９） 生长的影响以及通过肺部给药后对海水淹溺模

型氧合的改善。

2　 实验方法

2􀆰 1　 试剂

二棕榈酰磷脂酰胆碱 （ＤＰＰＣ， 百灵威）、 蛋黄卵磷

脂 （上 海 三 杰 生 物 技 术 有 限 公 司 ）、 全 氟 溴 辛 烷

（ＰＦＯＢ， Ｓｉｇｍａ）、 甘油 （ＡＲ， 国药）、 维生素 Ｅ （ＡＲ，
国药）、 四丁酚醛 （阿拉丁）、 胎牛血清 （Ｇｂｉｃｏ）、 Ｆ⁃
１２Ｋ 培 养 基 （ Ｇｂｉｃｏ）、 青 － 链 霉 素 （ Ｇｂｉｃｏ ）、 ＣＣＫ⁃８
（北京泛博生物化学有限公司）。
2􀆰 2　 仪器

Ｓ２５⁃２ 型恒温磁力搅拌器 （上海司乐仪器有限公

司）、 超纯水机 （ Ｈｉｔｅｃｈ， 美国）、 匀浆机 （ ＩＫＡ， 德

国）、 ＩＭａｒｋ 酶标仪 （ Ｂｉｏ⁃ｒｉｄ， 美国）、 ＣＯ２ 恒温培养箱

（Ｔｈｅｒｍｏ， 美国）、 三气培养箱 （长沙华曦电子科技有

限公司， 中国）、 核磁共振仪 （Ｂｒｕｋｅｒ， 德国）、 纳米激

光粒度仪 （Ｍａｌｖｅｒｎ， 英国）、 透射电子显微镜 （ ＪＥＯＬ，
日本）、 离子色谱仪 （Ｄｉｏｎｅｘ ５００， 美国）。
2􀆰 3　 氟碳乳剂的制备

取 ６０ ｍｇ ＤＰＰＣ、 ６０ ｍｇ 蛋黄卵磷脂、 １０ ｍｇ 维生素

Ｅ、 ８ μＬ 甘油、 ６ μＬ 四丁酚醛与 ２ ｍＬ ＰＢＳ （ｐＨ ＝ ７􀆰 ４）
混合， 将其置于恒温磁力搅拌器上， 在 ４０ ℃下搅拌至

无明显块状物时， 冷却至室温， 呈悬浊液状态。 在反应

液中加入 ＰＦＯＢ， 在室温下采用匀浆机进行搅拌 （ ４
档）， 搅拌 １ ｍｉｎ 停 １ ｍｉｎ， 间歇进行， 往复 １ ～ ３ ｈ。 之

后将其置于 ４ ℃冰箱内静置过夜， 弃去下层沉淀， 取上

清液于离心机中离心 ３ ｍｉｎ， 转速 ２０００ ｒｐｍ， 结束后取

上清液即可［１３］ 。
2􀆰 4　 乳剂的表征

将乳剂稀释 ５ 倍， 利用马尔文激光粒度仪检测乳剂

的粒径分布。 透射电镜观察时， 将乳剂稀释后滴至铜

网， 再用镊子将铜网捏住浸入 ４％的磷钨酸溶液中 ４０ ～
５０ ｓ， 然后取出烘干即可。 离子色谱检测采用氧瓶燃烧

法， 分离柱： ＩｏｎＰａｃ ＡＧ１４ ⁃ＡＳ１４， 检测方式： 电导， 淋洗

液： ＮａＨＣＯ３ ０􀆰 ００１０ Ｍ＋Ｎａ２ＣＯ３ ０􀆰 ００３５ Ｍ， 检测前先将

样品冻干即可。１９Ｆ 核磁共振检测时， 将样品冻干后重溶

于氘水检测即可。
2􀆰 5　 细胞培养

肺癌细胞 （Ａ５４９） 培养在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２、 饱和湿

度的培养箱中， 培养基为含 １０％胎牛血清和 １％青－链

霉素的 Ｆ⁃１２Ｋ 培养基。 细胞传代： 吸出培养基， 用无菌

ＰＢＳ 洗一遍， 加入 ０􀆰 ２５％胰酶 １ ｍＬ 消化细胞， 等到细

胞变圆后加入 １ ｍＬ 培养基吹打， 以 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心细

胞悬液 ３ ｍｉｎ， 倒掉上层液体， 再加入 １ ｍＬ 培养基将细

胞吹打均匀， 一传二接种至培养皿中。
2􀆰 6　 氟碳乳剂对细胞生长影响

将 Ａ５４９ 细胞消化离心后以 ５０００ ／孔接种于 ９６ 孔板

中， 每孔 １００ μＬ 培养基， 放入二氧化碳恒温培养箱中

培养。 １２ ｈ 后， 吸出培养基， 每一列以 ６ 孔为单位， 加

入含有不同浓度氟碳乳剂的培养基， 浓度分别为 ０􀆰 ０４、
０􀆰 ０８、 ０􀆰 １５、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ６、 １􀆰 ２、 ２􀆰 ５、 ５ ｍｇ ／ ｍＬ， 阴性对

照组中只加 Ｆ⁃１２Ｋ 培养基。 分别在正常氧浓度和 １％氧

浓度下培养 １２ ｈ， 之后吸出培养基， 加入 １００ μＬ 含

１０％ ＣＣＫ⁃８ 的培养基， 在未接种细胞的一组空白孔也加

入含 ＣＣＫ⁃８ 的培养基作为空白对照组， 在 ３７ ℃下孵育

４ ｈ［１４－ １５］ 。 用 ＩＭａｒｋ 酶标仪检测 ９６ 孔板各孔在 ４５０ ｎｍ
波长处的吸光度 （Ａ 值）， 计算出各组吸光度的均值，
以阴性对照组的吸光度值作为 １００％的细胞增殖率， 不

８５４
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同浓度及条件组的细胞增殖率依据以下公式求出： Ｐ％
＝ （各组 Ａ 均值－空白组 Ａ 值） ／ （阴性对照组 Ａ 均值－
空白组 Ａ 值） ×１００％。
2􀆰 7　 体内供氧实验

建立实验兔海水淹溺缺氧模型， 通过肺部给药， 探

究氟碳乳剂对动物氧合的作用效果。 将实验兔分为两

组， 分别进行海水淹溺的建模， 每只实验兔 （约 ２ ｋｇ）
从气道灌注海水， １􀆰 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 持续 ５ ｍｉｎ。 海水灌注

完后 ３０ ｍｉｎ 进行给药处理。 对照组从气道滴注 ０􀆰 ９％
ＮａＣｌ 溶液， 实验组滴注 ＡＰＳ ／ ＰＦＯＢ 乳剂， 观察实验兔

的腿动脉处的血氧分压变化 （ＰＯ ２
）。 采用 ３％的戊巴比

妥钠麻醉， 注射剂量为 ２ ｍＬ ／ ｋｇ。 气道滴注给药的速度

为 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 最终给药量为 １ ｍＬ ／ ｋｇ。
2􀆰 8　 统计学分析

数据结果通过均值±标准差呈现。 使用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０
软件进行统计分析， 采用独立样本 ｔ 检查的方式比较各

组的均值进行数据分析， Ｐ 值小于 ０􀆰 ０５ 认为具有统计

学差异。

图 １　 氟碳乳剂的粒径分布 （ａ） 和 ＴＥＭ 照片 （ｂ）

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ （ ａ） ａｎｄ ＴＥＭ ｉｍａｇｅ （ｂ） ｏｆ ＡＰＳ ／

ＰＦＯＢ ｅｍｕｌｓｉｏｎ

3　 结果与讨论

图 １ａ 为乳剂的水合粒径分析结果， 其平均水合粒

径 ４６􀆰 ６２ ｎｍ， 且分布较为集中。 从图 １ｂ 可以看出乳剂

粒径普遍在 ４０ ｎｍ 左右， 单分散性很好， 几乎所有纳米

球都是单独存在， 未出现团聚。 纳米乳剂的粒径与分散

性对其保存和应用有着重要的意义， 较小的粒径及较好

的单分散性有利于其生物学的应用， 能更容易被生物体

吸收产生作用， 也有利于其长时间的稳定保存。
为证明乳剂中成功包载了 ＰＦＯＢ， 我们对乳剂进行

了１９Ｆ 核磁共振检测。 如图 ２ 所示， 在化学位移为 ６ 左

右的位置， 出现了 ３ 个较强的１９Ｆ 的峰， 分别对应 ＰＦＯＢ
中氟元素的 ３ 种不同化学环境， 这证明了 ＰＦＯＢ 被成功

地包载在乳剂之中。 此外， 通过离子色谱的检测， 定量

地表征了材料中 ＰＦＯＢ 的载药量。 样品冻干后离子色谱

的检测结果为， Ｆ 含量为 １５􀆰 ２４％， 经过换算可得出，
ＰＦＯＢ 的含量为 ２３􀆰 ５４％。

图 ２　 ＡＰＳ ／ ＰＦＯＢ 乳剂的１９Ｆ 核磁共振图谱

Ｆｉｇ． ２　 １９Ｆ ＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＡＰＳ ／ ＰＦＯＢ ｅｍｕｌｓｉｏｎ

为探究 ＡＰＳ ／ ＰＦＯＢ 乳剂对不同条件下细胞生长的影

响， 我们检测了 １％氧浓度和正常氧浓度下， 其对细胞

生长影响的区别。 如图 ３ 所示， 在 １％氧浓度下乳剂与

细胞共孵育 １２ ｈ 后， 细胞增殖率随着氟碳乳剂浓度的

提高而升高， 与对照组均有明显差异 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 在

浓度为 ０􀆰 ０４～ ０􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ 时升高较快， 之后趋于平缓，
当浓度达到 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 时， 细胞增殖率达到了 １２４％。 而

在正常氧浓度下共孵育的细胞增殖率有较大波动， 无明

显的变化趋势。 从该实验结果可以推测， 在 １％氧浓度

下培养时， 由于环境中缺少氧气， ＰＦＯＢ 中溶解的氧气

释放至培养基， 被细胞吸收， 促进细胞增殖。 细胞乳剂

浓度越高， 含氧量也就越多， 对细胞的促进作用越明

显。 而在正常氧浓度下培养时， 环境中本身不缺少氧

气， 氟碳乳剂的存在并不能起到明显的作用， 甚至由于

乳剂的添加对细胞生长产生了一定的影响， 使其增殖率

出现波动。
为进一步探究氟碳乳剂的体内供氧能力， 我们采用

实验兔的海水淹溺模型进行了实验。 如图 ４ 所示， 实验

兔正常呼吸时其血氧分压 （ＰＯ ２
） 为在 １００ ｍｍＨｇ 左右，

在灌注海水以后其血氧分压急速下降至 ４０ ｍｍＨｇ 左右，
并且在半小时后依然无明显变化， 这可能是由于海水淹

溺不仅造成了窒息， 也对肺部造成了无法快速恢复的损

伤， 导致肺部氧合能力下降。 而在给药后， 实验兔的血

９５４
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图 ３　 ＡＰＳ ／ ＰＦＯＢ 乳剂与 Ａ５４９ 细胞在 １％氧浓度 （ ａ） 和正常

氧浓度下 （ｂ） 孵育 １２ ｈ 后细胞增殖情况； ∗代表相比

于对照组有统计学差异 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）

Ｆｉｇ． ３　 Ａ５４９ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＰＳ ／ ＰＦＯＢ ｅ⁃

ｍｕｌｓｉｏｎ ｆｏｒ １２ ｈ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ １％ ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｎｃｅｎ⁃

ｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｏｒｍｏｘｉａ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）

氧分压逐渐恢复， 特别是在 ６０ ｍｉｎ 左右的时间内恢复

最为迅速， 最终血氧分压稳定在 １００ ｍｍＨｇ 左右。 而滴

注生理盐水的对照组， 其血氧分压恢复缓慢， 最终只稳

定在了 ６０ ｍｍＨｇ 左右的位置。 该实验结果说明氟碳乳

剂能够改善海水淹溺后的肺部氧合能力， 帮助动物更快

地恢复血氧分压。 作者认为氟碳乳剂的这一效果， 既得

益于氟碳本身的载氧能力， 也得益于我们采用人工肺表

面活性物质作为载体， 其有助于改善肺部的氧合能力。

4　 结　 论

本文采用高速乳化法， 以人工肺表面活性物质为载

体， 制备得到了分散性较好的氟碳乳剂， 其平均粒径为

４６􀆰 ６２ ｎｍ。 通过核磁共振及离子色谱证明了氟碳成功地

包封其中， 氟碳的含量为 ２３􀆰 ５４％。 此外， 通过 Ａ５４９ 细

胞共孵育实验， 证明了氟碳乳剂能在 １％氧浓度下较明

显地促进 Ａ５４９ 细胞增殖， 当氟碳乳剂浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ
时， 细胞增殖率达 １２４％， 而在正常氧浓度下， 其对

Ａ５４９ 细胞增殖无明显作用。 通过实验兔的海水淹溺模

图 ４　 海水淹溺模型的实验兔经 ＡＰＳ ／ ＰＦＯＢ 乳剂肺部给药后血

氧分压变化

Ｆｉｇ． ４　 ＰＯ２
ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｅａｗａｔｅｒ ｄｒｏｗｎｉｎｇ ｒａｂｂｉｔｓ ａｆｔｅｒ ＡＰＳ ／ ＰＦＯＢ

ｅｍｕｌｓｉｏｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｅｌｉｖｅｒｙ

型实验的验证， 证明了氟碳乳剂具有一定改善动物肺部

氧合的能力， 这说明其未来有潜在的应用价值。
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