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负载奥沙利铂的 PLGA 微粒大鼠体内外安全性评估
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［摘要］ 目的：探讨负载奥沙利铂的聚乳酸⁃乙醇酸共聚物（PLGA）微粒大鼠体内外生物安全性，验证负

载奥沙利铂的 PLGA 微粒的注射可行性。方法：采用细胞增殖实验法 CCK⁃8 检测微粒对小鼠上皮样成纤维

细胞 L929 增殖速率的影响，评估其体外安全性。将微球注射于 200~250 g SD 雌性大鼠右侧小腿后侧肌肉，

检测血常规（WBC、HGB、PLT、PCT）及血生化指标（ALT、AST、TP、ALB、ALP、BUN、Cre、CHO、TBIL）。

主要器官（肝脏、肾脏、骨髓、肌肉）的病理切片进行 H&E 染色，验证纳米颗粒体内的生物安全性。结果：体

外细胞增殖实验显示负载奥沙利铂的 PLGA 药物因缓释奥沙利铂功能可能表现出一定的细胞毒性，体内实

验未表现出明显慢性毒性，病理组织切片 H&E 染色未提示重要组织慢性损伤。结论：负载奥沙利铂的

PLGA 微粒符合可注射要求，不会对注射部位造成损伤，注射后未引起明显急、慢性副作用，具有较高的安

全性，有望应用于临床治疗胃癌提供新方法。
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［Abstract］ Objective： To investigate the biosafety of poly lactic⁃co⁃glycolic acid（PLGA） microparticles loaded with oxaliplat⁃
in in rats in vitro and in vivo， and to verify the feasibility of injection of PLGA microparticles loaded with oxaliplatin. Methods： 
The effect of microparticles on the proliferation rate of mouse epithelioid fibroblast cells L929 was detected by CCK⁃8 to evaluate 
its in vitro safety. The microspheres were injected into the right posterior calf muscle of 200‒250 g SD female rats. Routine blood 
tests （WBC， HGB， PLT， and PCT） were performed， and blood biochemical indicators （ALT， AST， TP， ALB， ALP， 
BUN， Cre， CHO， and TBIL） were measured. Major organs' （liver， kidneys， bone marrow， and muscle） pathological sections 
were stained using H&E staining. The biosafety of the nanoparticles was verified in vivo. Results： In vitro cell proliferation experi⁃
ments showed that PLGA drugs loaded with oxaliplatin may exhibit certain cytotoxicity due to the function of sustained release of 
oxaliplatin. In vivo experiments showed no obvious chronic toxicity in the rats. Pathological tissue section of H&E staining did not 
prompt important chronic tissue damage. Conclusion： PLGA particle loaded with oxaliplatin meets the requirements for injection， 
does not cause damage to the injection site， and does not cause obvious acute or chronic side effects after injection， which has a 
high safety， and is expected to be applied in clinical practice to provide a new method for the treatment of gastric cancer.

［Key words］ PLGA； Oxaliplatin； Experiments in vivo and in vitro； Safety

DOI：10.13210/j.cnki.jhmu.20241220.002
网络出版地址：https：//link.cnki.net/urlid/46.1049.R.20241220.1524.004

［基金项目］ 海南省卫生健康科技创新联合项目（WSJK2024MS222）
［作者简介］ 焦斌琪，E⁃mail：sqjiaobq@163.com。

［通讯作者］ 张浩，博士，主任医师，E⁃mail： changgung1@163.com。

［收稿日期］ 2024⁃09⁃17  ［修回日期］ 2024⁃12⁃05  网络出版时间：2024⁃12⁃20    15：40：05

1786



焦斌琪等 .负载奥沙利铂的 PLGA 微粒大鼠体内外安全性评估

胃癌是全球五大常见癌症之一，也是癌症死亡

的第三大常见原因［1］。目前胃癌的治疗方法主要包

括内镜治疗、外科手术、化疗、放疗等［2］。其中，使用

化学药物辅助化疗抑制肿瘤进展在治疗中仍有举

足轻重的作用，以氟尿嘧啶为基础使用 S1 单药治疗

与奥沙利铂联合治疗是亚洲患者的常用选择之

一［3，4］。传统的化疗药物对肿瘤细胞的识别能力差，

毒性大，易产生耐药性，并对正常细胞造成严重的

损伤［5⁃7］。近年来，纳米技术已取得重大进展，基于

各学科的联系加强，新型药物输送系统逐渐应用于

肿瘤的治疗中，新型药物输送系统可增强药物体内

稳定性、控制药物释放等提高药物治疗特异性，降

低药物毒副作用，随着纳米技术的不断发展，利用

纳米材料作为药物载体成为了一个新的研究方

向［8⁃11］。因此，本课题组前期利用热熔挤出⁃冷冻研

磨法的工艺技术，开发出一种负载奥沙利铂的聚乳

酸⁃乙醇酸共聚物（PLGA）缓释微粒，通过在体内缓

慢 释 放 奥 沙 利 铂 ，实 现 药 物 的 持 续 作 用［12⁃14］。

PLGA 缓释微粒是一种新型的复合纳米材料，其最

终目的是通过调节药物的递释、优化药代动力学和

药效动力学特性、跨越生理屏障促进药物吸收、增

加药物生物利用度等方式，提高药物的有效性、安

全性及依从性［15⁃17］。然而，PLGA 缓释微粒是否真

正能表现出良好的安全性并降低毒副作用，还需要

进一步的研究和探讨。本文旨在分析负载奥沙利

铂的 PLGA 微球的生物安全性，为临床癌症治疗提

供新方法。

1 材料与方法  
1.1　材料　

试 剂 ：DMEM 高 糖 培 养 基 ；10% 胎 牛 血 清 ；

0.25% 胰 蛋 白 酶 消 化 液 ；100 U/mL 青 霉 素/链
霉素。

仪器：全自动血液细胞分析仪，珊顿石蜡切片

机、摊片机、烤片机；二氧化碳培养箱。

细胞与动物：小鼠上皮样成纤维细胞 L929，购
自 American Type Culture Collection；SD 雌性大鼠，

购自广东省医学实验动物中心。本动物实验方案

经过中山大学实验动物伦理委员会审核，符合动物

保护、动物福利和伦理原则，符合国家实验动物福

利伦理相关规定（批准编号：SYSU⁃IACUC⁃2023⁃
000487）。

1.2　体外实验：CCK⁃8 法检测第 1、4、7 天细胞增殖

情况　

1.2.1　细胞系培养　本实验所用 L929 细胞系使用

DMEM 高糖培养基，10% 胎牛血清，100 U/mL 青

霉素/链霉素；培养在 37 ℃、5% CO2的细胞培养箱。

1.2.2　铺板　取对数生长期的 L929 细胞，当细胞密

度超过 70% 时，使用 PBS 冲洗 3 次，随后用 0.25%
胰酶消化细胞 2 min，待细胞触角回缩后，使用相同

体积完全培养基终止消化，转移细胞液体至 15 mL
离心管，22 ℃，300 ×g，离心 5 min 后弃上清，使用

PBS 重悬细胞团块，再次离心，弃上清后，以 1×104

个/孔接种至 96 孔板，培养过夜。

1.2.3　加药　取出过夜培养的铺板细胞，吸尽上清，

按照下表分组向各孔加入奥沙利铂浓度 117 μg/mL
［PLGA 微粒组（P）、负载奥沙利铂的 PLGA 微粒组

（P/O）浓度为 100 mg/mL］的培养基，放回培养箱

继续培养，期间根据培养基情况进行换液。

1.3　体内毒性实验　

1.3.1　大鼠分组和肌肉注射　选取 30只 200~250 g 
SD雌性大鼠，随机平均分为 PLGA 微粒组（P）、负载

奥沙利铂的 PLGA 微粒组（P/O）、对照（生理盐水）

组；消除输送应激后，用 75% 酒精在注射部位消毒

3 次，按照分组于右侧小腿后侧肌肉注射不同浓

度相当于 0.33 mg/kg 奥沙利铂药物（P 组、P/O 组

为 28 mg·mL−1·kg−1） 0.5 mL/等体积生理盐水。注

射后定期观察伤口部位有无红肿、出血等情况。

1.3.2　生化检验　分别于给药前 1 d、当天、后 1 d、
后 3 d，使用异氟烷将大鼠麻醉后，眼眶取血，收集血

样于 0.5 mL EDTAK2 真空采血管内，于全自动血

液细胞分析仪测定血常规项目：WBC、RBC、HGB、

HCT、MCV、MCH、MCHC、PLT、REW⁃SD、

RDW⁃CV、PDW、MPV、P⁃LCR、PCT。眼眶取血后

室温静置 2 h 后 4 ℃，100 r/min 离心 15 min，取上层

血清，使用全自动血生化分析仪检测血生化项目：

ALT、AST、TP、ALB、ALP、BUN、Cre、TBIL。

1.3.3　H&E 染色　分别于注射后第 1、4、8、12 周取

各实验组及对照组大鼠 3 只，颈椎脱臼猝死，取肝左

叶、左肾、右股骨、右小腿肌肉放入 4% 的多聚甲醛

中固定，48 h 后冲洗脱水，用二甲苯透明剂透明，脱

水后将肾组织放入石蜡中浸渍包埋，切片，将切片

脱蜡水化，进行 H&E 染色；中性树胶封片；使用全

自动玻片扫描仪扫描玻片，使用 K⁃Viewer 软件查看

扫描文件。

1.4　统计学处理　

本研究所有的组间差异性分析使用单因素方

差分析，所有需要统计的结果输入 GraphPad Prism 
8 进行统计并绘图，染色密度使用 Image Pro Plus 测
量。计量资料采用 x̄ ± s 表示，P<0.05 为差异具有

统计学意义。
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2 结果  
2.1　 两 种 药 物 对 L929 细 胞 增 殖 速 率 具 有 不 同

的影响　

CCK⁃8 实验数据表明，两种药物对 L929 细胞

系增殖速率具有不同影响。空载 P 组第 1、4、7 天相

对 细 胞 活 性 分 别 为（77.93%±0.05%）、（92.86%

±0.04%）、（61.19%±0.08%）；搭载奥沙利铂的 P/O
组 第 1、4、7 天 相 对 细 胞 活 性 分 别 为（44.44%
±0.09%）、（27.72%±0.05%）、（22.49%±0.10%）；

空载 P 组药物具有良好的生物相容性，而搭载奥沙

利铂的 P/O 组药物可能因缓释奥沙利铂功能表现

出一定的细胞毒性，见图 1A、B。

2.2　两 种 药 物 在 大 鼠 体 内 未 表 现 出 明 显 急 、慢

性毒性　

2.2.1　血常规指标检测 未表现明显骨髓抑制、

炎症等急性不良反应。本研究选取了常见化疗药

物急性不良反应血常规指标，包括粒系 WBC、红系

HGB、板系 PLT 和异物注射常见不良反应的炎症

指标 PCT，另一预期指标粒细胞计数因实验仪器灵

敏度限制未能有效检测出。血常规四项提示注射

药物短期内未出现明显三系减少、炎症指标升高等

急性不良反应。其中 WBC、PLT 在注射 0~1 d 内

的波动可能由采血导致失血引起，见图 2A~D。

2.2.2　血生化指标检测 提示一过性肾损伤可

能、未提示明显肝损伤。AST、ALT 结果提示两种

药物注射相比于对照组未导致大鼠出现急性肝损

伤（图 3A、B）。注射后第 3 天，两组药物组［P、P/O
分别为（28.03±8.09）、（33.27±1.87）］相比于对照

组（47.40±3.46）出现 ALB 偏低（P<0.05），提示存

在营养不良，可能与连续眼眶取血及连续麻醉相

关，但未反映在血常规数据中（图 3C）。BUN 提示

两组药物未诱导急性肾损伤（图 3D）。注射后第 3
天，两种药物组 TBIL［P、P/O 分别为（1.85±0.32）、

（2.99±0.14）］低于对照组（4.13±0.37）（P<0.05），

提示贫血可能（图 3F）。

A：PLGA 和负载奥沙利铂的 PLGA 两种药物与 L929 细胞系共培养 1、4、7 d 后的相对增长率；B：PLGA 和负载奥沙利铂的 PLGA 两种药物与

L929 细胞系共培养 1、4、7 d 后的相对增长曲线

图 1　两种药物对 L929 细胞增殖速率的影响

Fig 1　Effects of the two drugs on the proliferation rate of L929 cells

A：WBC 变化；B：HGB 变化；C：PLT 变化；D：PCT 变化

图 2　两种药物大鼠大腿肌肉注射前后不同时间点血常规变化

Fig 2　 Changes of blood routine at different time points before and after injection of the two drugs into the thigh muscle 
of rats
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2.2.3　肝、肾、骨髓、肌肉组织切片 H&E 染色　分

别取注射 4 周后的肝、肾、骨髓、肌肉组织切片 H&E
染色与阴性对照组（等体积生理盐水）相比，未提示

重要组织器官的急慢性炎症损伤，见图 4A~D。

A：ALT 变化；B：AST 变化；C：ALB 变化；D：BUN 变化；E：Cre 变化；F：TBIL 变化；与阴性对照组（等体积生理盐水）相比，两个药物组注射后

第 3 天 ALB 降低，**P<0.01，TBIL 降低，**P<0.01
图 3　两种药物大鼠大腿肌肉注射前后不同时间点血生化变化

Fig 3　 Blood biochemical changes at different time points before and after injection of the two drugs into the thigh muscle 
of rats

A：肝脏；B：骨髓；C：肌肉；D：肾脏

图 4　两种药物对大鼠各脏器组织病理学的影响

Fig 4　Effects of the two drugs on histopathology of rat organs
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2.2.4　骨髓、肾皮质单位数量统计　分别取注射 4
周后的骨髓、肾皮质单位数量统计，与阴性对照组

（等体积生理盐水）相比，未提示骨髓颗粒密度减少

和皮质肾单位数量明显改变，见图 5A、B。

3 讨论  
3.1　复合纳米材料对 L929 细胞增殖速率的影响　

PLGA 作为药物载体，因其优异的生物降解性

和良好的生物适应性，在药物缓释系统中具有广泛

的应用前景。它不仅能有效地搭载并缓释药物，还

表现出良好的生物相容性，是一种安全、可靠的药

物载体材料［18］。本研究评估了负载奥沙利铂的

PLGA 微粒（P/O 组）对 L929 细胞增殖速率的影响，

并与空载 PLGA 微粒（P 组）进行了对比。实验结果

显示，空载 P 组在 1、4、7 d 对相对细胞活性无明显影

响，表明空载 PLGA 微粒具有良好的生物相容性。

然而，P/O 组的 L929 细胞增长率明显低于空载 P
组，这可能是由于搭载奥沙利铂的 P/O 药物在缓释

奥沙利铂的过程中表现出了一定的细胞毒性。这

种抑制作用可能与奥沙利铂的剂量和作用时间密

切相关。在一定范围内，随着奥沙利铂浓度的增加

和作用时间的延长，L929 细胞的增殖速率逐渐降

低。这一发现提示，在制备负载奥沙利铂的 PLGA
微粒时，需要仔细控制奥沙利铂的剂量和缓释速

率，以在确保疗效的同时，最大限度地降低对正常

细胞的毒性作用。为了更深入地了解奥沙利铂对

L929 细胞增殖速率的影响机制，未来的研究可以进

一步开展药代动力学实验，以揭示奥沙利铂在细胞

内的代谢过程、作用靶点以及与其他生物分子的相

互作用等。

3.2　复合纳米材料减少常规化疗相关的毒反应和

副作用　

铂类药物在抗肿瘤治疗中占据重要地位，但其

引发的药品不良反应也备受关注。铂类药物导致

的不良反应中，血液系统损害最为常见，其次为呼

吸系统、皮肤和神经系统损害［19，20］。这些不良反应

主要表现为白细胞、中性粒细胞、血小板和血红蛋

白减少，严重时可能导致骨髓抑制。骨髓抑制是恶

性肿瘤患者化疗过程中常见且严重的不良反应之

一。多疗程化疗会增加药物的累积毒性，进而增加

骨髓抑制的发生风险。一旦发生严重的骨髓抑制，

患者可能需要减量甚至停药，从而影响化疗效果并

降低生活质量。为了降低铂类药物的毒性作用并

提高化疗效果 ，本研究制备了负载奥沙利铂的

PLGA 微粒。实验结果显示，与对照组相比，给药后

的大鼠血常规四项提示注射药物短期内未出现明

显三系减少（白细胞、红细胞、血小板），骨髓切片组

织 H&E 染色也未见明显骨髓颗粒密度衰减。这些

结果表明，负载奥沙利铂的 PLGA 微粒有效减少了

常规化疗相关的毒反应和副作用。研究表明通过

改变药物载体、优化药物剂量和给药方式等手段，

可以实现药物的精准靶向输送和缓释释放，进一步

降低化疗药物的毒性作用并提高疗效，从而减少对

正常组织的损伤并提高药物在肿瘤组织中的浓度。

3.3　复合纳米材料未提示重要组织慢性损伤　

奥沙利铂主要在肝肾处代谢，因此肝肾容易受

到损害。此外，静脉闭塞性肝病也是奥沙利铂的一

种罕见但严重的副作用［21，22］。利用生物相容性良好

的材料作为药物载体可以降低化疗药物对正常组

织的损伤作用，实现药物的温和释放和减少副作

用［23］。为了评估负载奥沙利铂的 PLGA 微粒对重

要组织的潜在损伤作用，本研究对给药后的大鼠进

A：相同处理后不同时间点 4 周骨髓颗粒染色密度统计，药物组未见明显骨髓颗粒密度减少；B：药物组大鼠大腿肌肉注射后 4 周肾皮质单位  
200 倍视野肾单位数量统计，药物组未见明显肾单位衰减

图 5　两种药物对大鼠骨髓、肾皮质单位数量的影响

Fig 5　Effects of the two drugs on the number of bone marrow and renal cortical units in rats
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行了肝脏、肾脏、骨髓及注射部位肌肉的切片观察。

实验结果显示，这些组织的切片未见特殊异常，提

示负载奥沙利铂的 PLGA 微粒未对重要组织造成

慢性损伤。这一结果可能与 PLGA 作为载体的生

物降解性和良好的生物适应性有关。PLGA 搭载药

物后能减少药物在肝肾等代谢器官的浓度蓄积，从

而降低对这些器官的毒性作用［24］。这一发现进一

步证明了负载奥沙利铂的 PLGA 微粒在抗肿瘤治

疗中的安全性和有效性。

可注射奥沙利铂缓释微粒是一种具有较高生

物安全性的新型抗肿瘤药物，在细胞水平，空载  
PLGA 微粒具有良好的生物相容性，奥沙利铂/
PLGA 微粒处理的细胞活性降低，具有一定细胞毒

性。动物实验显示奥沙利铂/PLGA 微粒未引起明

显骨髓抑制、炎症反应；可能引起一过性肾损伤、未

提示明显肝损伤，奥沙利铂/PLGA 微粒未提示重要

组织慢性损伤 ，复合纳米材料表现出良好的安

全性。
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