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Abstract
AIM: To prepare polyelectrolyte nanoparticles 
loaded with humanized single-chain Fv dimers 
for hepatocellular carcinoma (BDM diabody), and 
to investigate their effects on the proliferation of 
hepatocellular carcinoma (HCC) cells.

METHODS: By means of infrared spectroscopy 
and transmission electron microscopy, the 

physicochemical characteristics of polyelectro-
lyte nanoparticles were characterized, including 
particle size and morphology, the concentration 
of protein loaded, and the protein entrapment 
efficiency of the nanoparticles. The effects of 
BDM-loading nanoparticles on the proliferation 
of HCC cells were determined by methyl thiazol 
tetrazolium (MTT) assay.  

RESULTS: The particle size ranged from 100 to 
200 nm. The concentration of protein loaded was 
75 μg/mg. The protein entrapment efficiency 
was 53%. BDM-loading nanoparticles could sig-
nificantly inhibit the proliferation of HCC cells.

CONCLUSION: HCC-targeted nanopaticles are 
successfully prepared, which provides a basis 
for future targeted diagnosis and therapy of 
HCC. 

Key Words: Diabody against hepatocellular carci-
noma; Polyelectrolyte nanopaticle; Hepatocellular 
carcinoma
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摘要
目的: 制备抗肝癌单链抗体二聚体高分子免
疫纳米颗粒, 观察其对肝癌细胞增殖的影响.

方法: 采用离子交联的方法, 以壳聚糖水溶性
衍生物多糖为基材, 将已获得的抗肝癌单链
抗体二聚体BDM制备成免疫纳米颗粒, 检测
纳米颗粒的表征、包封率及载药量, 并通过
MTT法观察免疫纳米颗粒对肝癌细胞株增殖
的影响. 

结果: 制备粒径为100-200 nm的抗肝癌单链
抗体二聚体高分子纳米颗粒, 最佳包封率为
53%, 载药量为75 μg/mg抗体二聚体, 抗肝癌
单链抗体二聚体高分子纳米颗粒显示较好的
抗肿瘤作用, 其对肝癌细胞的抑制率为34%左
右, 且有浓度依赖性.

®

■背景资料
近年来, 纳米载药
体系作为一种新
的药物控释体系
已经成为新药研
究开发研中一个
非常闪光的亮点. 
目前, 纳米颗粒已
被作为药物、蛋
白质、疫苗、核
酸片段等理想载
体, 在生物医药研
究和临床诊治中
显现出极大的应
用前景. 

■同行评议者
庄林 ,  主任医师 , 
昆明市第三人民
医院肝病科
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结论: 成功制备了抗肝癌单链抗体二聚体高
分子纳米颗粒, 初步应用具有抑瘤性, 为下一
步开展体内肝癌的放射免疫诊断和靶向治疗
奠定了基础.

关键词: 肝癌抗体二聚体; 高分子纳米颗粒; 肝癌
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0  引言

近年来, 纳米载药体系作为一种新的药物控释

体系已经成为新药研究开发中一个非常闪光的

亮点. 纳米颗粒体积超微, 比表面大, 能顺利穿

过人体毛细血管, 有利于透皮吸收和细胞内药

效发挥; 被单核吞噬细胞系统吞噬后, 能够通过

网状内皮系统迅速分布于靶部位; 由于载体材

料的保护作用, 可防止药物被胃酸降解, 提高药

物口服吸收的生物利用度; 作用于靶器官的纳

米粒子, 由于载体的不同特性, 可达到控释、缓

释的效果, 高效低毒[1,2]. 目前, 纳米颗粒已被作

为药物、蛋白质、疫苗、核酸片段等理想载体, 
在生物医药研究和临床诊治, 尤其是对肿瘤的

治疗显现出极大的应用前景[3-6]. 多糖是单糖的

聚合物, 作为天然的生物材料, 多糖不仅具有高

度的稳定性、亲水性、安全无毒性, 体内降解

也容易, 自然界来源广泛, 成本低廉, 是纳米载

药体系的基质载体的最理想材料[7-10]. 多糖纳米

粒子的制备方法有多种, 其中离子交联法因具

有制备条件温和, 操作步骤简单等优点在生物

医学领域广泛应用. 在前面的研究中我们研究

组已构建及在毕赤酵母中表达大量具有良好生

物学活性的抗肝癌单链抗体二聚体[11,12], 本研究

将采用离子交联法制备壳聚糖/抗肝癌单链抗体

二聚体免疫纳米颗粒, 并观察其对肝癌细胞增

殖的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 抗肝癌单链抗体二聚体BDM为本实验

室制备, 等电点为5.9; 壳聚糖(脱已酰度>85%, 
黏度 = 2500 cps)为济南海得贝生物技术有限

公司产品; 壳聚糖使用前用Co60 γ-辐射(25 kGy
剂量)灭菌; 人肝癌细胞株(Bel-7402、HepG2、
SMMC-7721)为本室保存, DMEM(Dulbecco's 
modified Eagle medium)细胞培养基干粉为美国

Gibco公司产品; 小牛血清、胰蛋白酶, Invitrogen 

公司产品. 其他试剂均为国产分析纯. FT-IR红外

光谱仪, Bruker(德国); JSM-T300型扫描电子显

微镜, JEOL公司(德国); Biofuge28RS超速离心机, 
Heraeu(德国). 
1.2 方法 
1.2.1 离子交联法制备壳聚糖/抗体二聚体BDM3
纳米粒子: 按文献方法[13,14], 称取壳聚糖6 mg, 搅
拌溶解于1%冰醋酸溶液6 mL中, 配制得到壳聚

糖溶液, 将抗肝癌单链抗体二聚体BDM分别配

制成浓度为0.1、 0.5、1 g/L的水溶液; 分别取去

离子水和不同浓度抗体二聚体溶液1 mL加入壳

聚糖溶液, 调节溶液的pH, 用电磁搅拌器中速搅

拌5 min; 磁力搅拌下缓慢滴加1 mL TPP(0.1%)
水溶液, 继续搅拌30 min, 得到乳光液; 4 ℃条

件下, 20 000 r/min的转速高速离心30 min; 沉淀

物用蒸馏水反复洗涤, 冷冻干燥得到的白色粉

末即为壳聚糖纳米粒子和壳聚糖/抗体二聚体

BDM纳米粒子. 
1.2.2 纳米粒子的表征: 将壳聚糖/抗体二聚体

BDM纳米粒子悬浮液超速离心, 去掉上清液, 将
底部沉淀冷冻干燥, 采用KBr压片法, 测定纳米

粒子的红外光谱. 取所制备的壳聚糖/抗体二聚

体BDM纳米粒子悬浮液1滴滴加到镀有碳膜的

铜网上, 室温干燥后, 直接用扫描电镜观察纳米

粒子的形貌. 
1.2.3 纳米粒子的包封率和载药量检测: 将负载

了不同浓度的抗肝癌单链抗体二聚体BDM的纳

米粒子悬浮液用20 000 r/min超速离心30 min, 上
清液中游离的抗肝癌单链抗体二聚体BDM的量

用BCA试剂盒测定. 纳米粒子对抗肝癌单链抗

体二聚体BDM的包封率和载药量用以下公式计

算: BDM的包封率 = (投入BDM总量-游离BDM
量)/投入BDM总量×100%; BDM的载药量 = 已
包裹BDM总量/微球总量×100%.
1.2.4 壳聚糖/抗体纳米粒体外释放试验: 将载

药量最高的壳聚糖/抗体二聚体BDM纳米粒混

悬液2 mL置于摇床上震荡120 r/min, 温度保持

37 ℃. 在预定不同时间点, 纳米粒悬浊液被取

出, 20 000 r/min离心, 上清保存, BCA法检测其

中蛋白含量. 沉淀重悬于2 mL新鲜磷酸盐缓冲

液继续震荡. 计算累计释放率. 
1.2.5 壳聚糖/抗体纳米粒子对肝癌细胞系增殖

的影响: 将肝癌细胞株(Be l-7402、HepG2、
S M M C-7721)消化之后按1∶1∶1混匀 ,  用
DMEM细胞培养液稀释成2×104个/mL, 接种

于96孔培养板上, 每孔200 μL. 培养24 h, 待细

■相关报道
米托恩醌牛血清
白蛋白纳米粒接
上抗人肝癌单克
隆抗体Hab18构
建人肝癌特异性
的免疫纳米粒, 体
外作用于人肝癌
株SMMC-7221细
胞, 显示出明显的
细胞毒性作用, 又
能特异性地结合
人肝癌细胞. 多柔
比星-聚氰基丙稀
酸正丁酯纳米粒, 
与高特异性的抗
人肝癌酸性同功
铁蛋白单克隆抗
体结合, 得到肝癌
特异性免疫纳米
粒, 体外细胞毒试
验及裸鼠体内抑
瘤试验均表现出
极强的肝肿瘤靶
向性. 
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胞贴壁后, 向96孔细胞培养板中加入100 μL不
同浓度的BDM和负载了BDM的壳聚糖纳米粒

子(10、20、30、50、80、100 mg/L)悬浮液, 
每个实验组设四个平行 ,  P B S作为空白对照 . 
置37  ℃继续培养; 用于制备纳米粒子的壳聚

糖的浓度为1 g/L. 培养72 h后, 每孔加MTT溶
液(5 g/L)20 μL, 继续孵育4 h, 终止培养, 小心

吸弃孔内培养上清液, 每孔加150 μL DMSO, 
振荡10 min, 使结晶物充分融解. 选择490 nm
波长 ,  在酶联免疫监测仪上测定各孔光吸收

值. 抑制率 = (对照组A值-加药组A值)/对照组

A值.
统计学处理  所有数据用S P S S12.0 f o r 

Windows软件包进行处理, 计量资料t检验, 计数

资料均采用χ2检验, 检验水准α = 0.05. 

2  结果

2.1 纳米粒子的红外光谱图 分别对抗体二聚体

BDM、壳聚糖和壳聚糖/抗体二聚体BDM纳米

粒子进行了红外光谱测定, 测定的红外光谱图

分别如图1所示. 在抗体二聚体BDM的红外谱

图中, 1 324/cm处伸缩振动吸收谱带明显增强. 
壳聚糖的特征吸收谱带为1 524.32/cm(-NH3

+), 
1 047.63/cm(C-O伸缩), 壳聚糖/抗体二聚体BDM
纳米粒子的红外谱图中, 在1 552/cm处出现了新

的吸收谱带, 该吸收谱带表明在壳聚糖的氨基

和抗体的羧基之间形成了离子键. 
2.2 纳米粒子的扫描电镜图 制备的壳聚糖/抗体

二聚体BDM纳米粒子进行了扫描电镜观察, 所
得的电镜照片如图2. 可看出, 纳米粒子的粒径

为100-200 nm, 表面光滑, 大小比较均一, 形态呈

球形, 而且分散性较好, 较少有粘连团聚的现象.
2.3 纳米粒子的包封率和载药量 经测量, 壳聚糖

纳米粒子对不同浓度(0.1、 0.5、1 g/L)BDM3的
包封率为21%、33%、53%, 每毫克壳聚糖纳米

粒子含BDM为4、28、75 μg, 包封率和载药量

随着抗体浓度的增加而增加. 
2.4 体外释放药物实验结果 将载药量最高的纳

米粒子进行体外释放实验, 于1、4、8、12、
24、48、60 h各时间点取震荡中的纳米粒离心, 
取上清进行蛋白浓度测定, 计算累计释放药物

量, 释放曲线见图3, 体外释药曲线呈双相, 即在

爆发释放之后为缓慢释放, 抗体的释放在最初

1 h内有爆发释放现象, 释放率达36%, 这是由于

纳米粒子具有很大的比表面积, 其表面可吸附

较多抗体分子, 可能是由于这些吸附于粒子表

面的抗体解吸, 而造成壳聚糖纳米粒子的爆发

释放. 4 h其累积释放率达到60%, 4-12 h内抗体

接近匀速释放, 12 h后抗体的释放变得非常缓慢, 
其最大累积释放率为82%. 
2.5 抗体二聚体BDM及壳聚糖/BDM纳米粒子

BDM

chitosan

chitosan/BDM

4 000 3 500  3 000  2 500  2 000 1 500  1 000   500

图  1  壳聚糖、抗体BDM及壳聚糖/抗体BDM纳米粒子的红
外谱图.
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图  2  壳聚糖/抗体纳米粒子扫描电镜图. A: ×80 000; B: ×

40 000.

图  3  壳聚糖/BDM纳米粒的累积释药曲线.
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■创新盘点
本研究将抗肝癌
单链抗体二聚体
通过共价交联在
高分子壳聚糖纳
米粒子的表面形
成具有免疫活性
的纳米粒子, 他具
有双重靶向性, 即
一方面他属于纳
米粒子体系, 可通
过控制粒子大小
使其选择性地被
动滞留在特定的
器官 ;  另一方面 , 
可通过改变粒子
表面修饰的抗体
在体内免疫应答
而特异性作用于
其相关抗原的细
胞, 使其易达到靶
细胞区. 
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对肝癌细胞系增殖的影响 测定抗肝癌单链抗体

二聚体水溶液、负载抗肝癌单链抗体二聚体的

壳聚糖纳米粒子悬浮液对肝癌细胞的抑制作用. 
不同浓度的抗肝癌单链抗体二聚体溶液、壳聚

糖/BDM纳米粒子悬浮液对肝癌细胞的抑制作

用. 壳聚糖纳米粒与负载抗体的壳聚糖纳米粒

与肝癌细胞共培养见图4. MTT结果显示, 抗肝

癌单链抗体二聚体对肝癌细胞的抑制作用随浓

度的增加而增加, 相比游离的抗肝癌单链抗体

二聚体, 被纳米粒子负载的抗肝癌单链抗体二

聚体对肝癌细胞的显示出更好的抑制作用, 浓
度为100 mg/L壳聚糖/BDM纳米粒子对肝癌细胞

的抑制率为34%, 而浓度为10 mg/L壳聚糖/BDM
纳米粒子对肝癌细胞的抑制率为15%, 其抑瘤作

用与浓度成正比(图5).

3  讨论

20世纪80年代肝癌的靶向治疗开始兴起, 现在

已经发展到从器官(组织)、细胞到分子三个水

平实施肝癌靶向治疗[15]. 靶向治疗是指将配体

或抗体等特异性的靶向分子偶联至纳米粒子表

面而使药物定向分布到靶组织[16,17]. 纳米粒对

肝癌的靶向途径有: 受体介导的靶向途径, 如
去唾液酸糖蛋白受体介导系统和甘露糖受体

介导系统; 免疫分子介导的靶向途径, 即通过

抗原抗体结合的特异性相互作用, 实现药物的

靶向传递, 如抗体介导的靶向药物、免疫微球

靶向给药系统、基因介导靶向途径等. 目前这

方面的研究很多. 米托恩醌牛血清白蛋白纳米

粒(DHAQBSA-NP)接上抗人肝癌单克隆抗体

Hab18构建人肝癌特异性的免疫纳米粒(Hab18- 
DHAQBSA-NP), 体外作用于人肝癌株SMMC- 
7221细胞, 显示出明显的细胞毒性作用, 又能特

异性地结合人肝癌细胞[18]. 2002年, 美国FeRx公
司磁导向载体-阿霉素(MTC-DOX)技术已通过

美国FDA认证, 主要用于肝细胞癌的治疗, 并在

随后临床治疗中取得显著的疗效[19]. 
纳米粒作为载药系统使用, 最终目的是实

现药物的长效缓释与定向释放, 载药纳米粒的

体外药物释放性能是反映载药纳米粒缓释效果

的一个重要指标, 对评价载药纳米粒的有效性

有极为重要的参考价值. 本研究中载药纳米粒

的体外释药曲线呈双相行, 在长达60 h的释药实

验中观察到壳聚糖纳米粒释药包括较快释放及

平缓释放两个过程. 前12 h内累积释药率达到

60%, 为较快释放, 使所递呈的抗体在短期内达

到有效的治疗浓度, 而12-60 h内最大累积释药

率为82%, 为平缓释放过程, 保证了治疗的时效

性. 该实验说明药物的释放是可控的, 这对于设

计可提供临床相关药物浓度的纳米粒传输系统

是非常重要的. 
本研究将抗肝癌单链抗体二聚体通过共价

交联在高分子壳聚糖纳米粒子的表面形成具有

免疫活性的纳米粒子, 他具有双重靶向性, 即一

方面他属于纳米粒子体系, 可通过控制粒子大

小使其选择性地被动滞留在特定的器官; 另一

方面, 可通过改变粒子表面修饰的抗体在体内

免疫应答而特异性作用于其相关抗原的细胞, 
使其易达到靶细胞区. 抗肝癌单链抗体二聚体

纳米粒对肝癌细胞的具有明显的抑制作用, 相
比游离的抗肝癌单链抗体二聚体, 被纳米粒子

图  4  肝癌细胞与
壳聚糖纳米粒及壳
聚糖/BDM纳米粒
共培养24 h. A: 肝

癌细胞与壳聚糖纳

米粒; B: 肝癌细胞

与壳聚糖/BDM纳

米粒.

A B

图  5  抗肝癌单链抗体二聚体及壳聚糖/抗体纳米粒子对肝
癌细胞增殖的影响.
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■应用要点
本文所研究抗肝
癌抗体是从噬菌
体抗体库中筛选
出来的具有与肝
癌细胞系结合的
单 链 抗 体 ,  原 考
虑将其作为“弹
头”用于肝癌的
靶向诊断, 但本实
验表明该抗体还
有“弹药”的作
用, 可直接抑制肿
瘤细胞的增殖, 为
后续研究和临床
诊治提供了新思
路, 为下一步开展
体内肝癌的放射
免疫诊断和靶向
治疗奠定了基础. 
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负载的抗肝癌单链抗体二聚体对肝癌细胞的显

示出更好的抑制作用, 且抑制作用随浓度的增

高而增加. 这可能是由于被纳米粒子包裹的抗

肝癌单链抗体二聚体被缓慢释放出来, 能够在

较长时间范围内有效抑制肿瘤细胞. 
本文所研究抗肝癌抗体是从噬菌体抗体库

中筛选出来的具有与肝癌细胞系结合的单链抗

体, 原考虑将其作为“弹头”用于肝癌的靶向

诊断, 但本实验表明该抗体还有“弹药”的作

用, 可直接抑制肿瘤细胞的增殖, 为后续研究和

临床诊治提供了新思路, 为下一步开展体内肝

癌的放射免疫诊断和靶向治疗奠定了基础, 其
抑制肿瘤细胞增殖机制尚待进一步探讨. 
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