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载乳腺癌裂解蛋白纳米粒子的制备及
其体外免疫效应的初步评估
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摘 要： ［目的］ 使用聚乳酸聚乙醇酸共聚物(PLGA)制备纳米颗粒，用来包载 MCF7 乳腺癌细
胞的裂解蛋白， 并初步评估其在乳腺癌免疫治疗中的作用。 ［方法］ 用二次乳化法制备载
MCF7 裂解蛋白的纳米粒子，对其包封效率、粒径、形态和 Zeta 电位进行测定，优化制备参数
以提高包封效率；用该纳米粒子刺激人外周血单个核细胞，检测纳米粒子的体外抗肿瘤免疫
效应。 ［结果］ 制备的载 MCF7 裂解蛋白纳米颗粒呈球形，尺寸较均匀，平均粒径 75nm，表面
带负电荷，对 MCF7 裂解蛋白的包裹率可达 85%，并能显著提高人淋巴细胞对乳腺癌细胞的
体外杀伤能力，约是对照组的 3 倍（P<0.05）。 ［结论］ 该制备方法所得载 MCF7 裂解蛋白纳米
粒理化性质优良，包裹率高，在体外实验中可提高 MCF7 裂解蛋白的免疫原性，在提升抗肿瘤
免疫效应方面具有应用潜能。
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Abstract: ［Purpose］ To prepare nanoparticle for encapsulating MCF7 breast cancer cell lysate pro-
tein (MCF7p) with poly (D, L-lactide co-glycolide) copolymer (PLGA), and to evaluate its role in
immunotherapy for breast cancer. ［Methods］ The double emulsion method was employed for
preparation of nanoparticles (NP) encapsulating the MCF7 breast cancer cell lysate protein. The
morphology, size, zeta potential, and encapsulation efficiency of the NP were assayed and opti-
mized. The NP was utilized to simulate the peripheral blood mononuclear cells (PBMC), and the
anti-tumor immune reaction of NP was detected in vitro. ［Results］ The obtained NPs were nega-
tively charged, spherical in shape, relatively uniform in size, with a mean diameter of 75nm and a
protein encapsulation rate of 85%.The NP-stimulated PMBC generated a significantly higher anti-
cancer cytotoxicity in vitro, with 3 times compared to the control group(P<0.05). ［Conclusion］ The
NPs prepared are of good physicochemical properties and can encapsulate protein antigen with
high efficiency. Moreover, the NPs significantly enhance the immunogenicity of the MCF7 tumor
lysate protein, suggesting that nanotechnology may have potential applications in immunotherapy
against cancer.
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抗肿瘤免疫疗法因为毒副作

用较小， 能诱发出持久的针对肿
瘤细胞的免疫反应， 因而有助于
清除术后体内残存的肿瘤细胞并

改善预后[1]，从而成为肿瘤治疗的
重要辅助手段。然而，由于肿瘤的
免疫逃逸机制和肿瘤相关抗原的

匮乏等因素， 抗肿瘤免疫治疗的
临床应用目前仍面临诸多障碍[2]，
其中缺乏有效肿瘤抗原的问题尤

为突出。 肿瘤裂解蛋白虽然较易
获得，且含有肿瘤抗原，但由于其
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抗原组分分散，单独使用往往不能
诱发出满意的抗肿瘤免疫反应[3]。
近年来纳米技术的发展为抗肿瘤

免疫治疗提供了新的技术路径。
有文献显示，将抗原置于纳米载
体内有可能显著增强其免疫原

性 [4]。 聚乳酸聚乙醇酸共聚物
（poly lactic-co-glycolic acid，PLGA）
是一种具有良好的生物相容性及

降解性的材料 ， 目前已被美国
FDA 认定为对人体安全的药用
辅料， 并被广泛用于药物缓控释
系统和纳米粒的制备。 本课题尝
试以 PLGA 共聚物来制备纳米载
体， 用以包载 MCF7 乳腺癌细胞
的肿瘤裂解蛋白， 并在体外初步
评估了其抗肿瘤免疫效应， 以期
为纳米技术在乳腺癌免疫治疗中

的应用打下一定的基础。

1 材料与方法

1.1 材 料
蛋白酶抑制剂混合物 （pro-

tease inhibitor cocktail，哺乳动物
细胞和组织专用 ，Sigma 公司 ）；
聚乳酸—乙醇酸共聚物 （PLGA
50∶50，分子量 16 000g/mol，济南
岱罡生物科技有限公司）；泊洛沙
姆 188(药用级，武汉康隆世纪科
技有限公司)；乙酸乙酯（分析纯，
北京化工厂）；Bradford 蛋白测定
试剂盒 、BCA 蛋白测定试剂盒
（北京康润诚业生物科技有限公
司）；MTS（四唑盐化合物）法（又
称内盐法） 细胞增殖定量检测试
剂盒（Promega 公司）；RPMI-1640
细胞培养基 （北京钮因应用技术
发展有限公司）；胎牛血清（FBS，
HyClone 公司）；淋巴细胞分离液
（中国医学科学院血液研究所科

技公司）；扫描电镜；动态光散射
粒度分析仪；酶标仪。
1.2 实验方法
1.2.1 MCF7细胞裂解蛋白的提取
当 MCF7 细胞生长汇合达

80%时， 以 0.25%胰蛋白酶 （含
0.01%EDTA） 消化， 加入 RPMI-
1640 培养基终止胰酶的反应，离
心，用 D-hanks 溶液洗涤一遍，收
集细胞沉淀，轻弹使沉淀散开，加
入细胞裂解液和蛋白酶抑制剂

cocktail（细胞裂解液和蛋白酶抑
制剂 cocktail 的体积比为 100 ∶
1），将其置于 4℃，冰浴 2h。 然后
于 4℃，12 000r/min 离心 15min，
取上清，分装后测蛋白浓度，-80℃
保存。
1.2.2 纳米颗粒及载蛋白的纳米
颗粒的制备

纳米颗粒（nanoparticles，NP）
的制备采用改良的双乳化 （W1/
O/W2） 的方法 [5]。 将一定量的
MCF7 细胞裂解蛋白溶液 （含
1.25%的泊洛沙姆 188，即水芯），
与含一定量 PLGA 的乙酸乙酯有
机相混合，冰浴下超声乳化，即得
初乳液体。 然后加入 5%的泊洛
沙姆溶液到初乳中，混匀，冰浴下
再次超声乳化，即得复乳液体。将
复乳液置于通风橱内过夜， 使有
机溶剂完全挥发干净， 收集所得
悬液，超速离心 30min，弃上清，
沉淀用蒸馏水洗涤后重悬， 即得
包裹MCF7蛋白的 NP。对照组 NP
的做法与上述过程类似，只是将初
始的蛋白溶液换成去离子水。
在载蛋白纳米颗粒的制备过

程中， 我们发现初乳时水芯和有
机相的体积比以及超声条件是影

响包封效率的主要因素。因此，本
实验设计了初乳时水芯与有机相

的体积比梯度 1∶2、1∶4、1∶8， 并且
对超声的条件进行了调整， 以优
化包封效率。
1.2.3 NP 对蛋白包封效率测定
方法的建立

将 NP 制备过程中离心所得
的上清液收集起来测其蛋白浓

度，通过以下公式计算包封率：包
封率 （%）=（投放的蛋白总量－上
清中的蛋白量 ）/投放的蛋白总
量×100%。 或用 1mol/L 的 NaOH
溶液将离心所得 NP 沉淀溶解 [6]，
使蛋白释放出来， 再测其蛋白浓
度，通过以下公式计算包封率：包
封率 （%）=NP 中的蛋白含量/投
放的蛋白总量×100%。
通过多次实验验证了上述两

种方法的可行性和准确性。 并且
通过两种方法所计算的包封率结

果一致， 故接下来实验中采取测
上清液的方法来计算包封率。
1.2.4 包载 MCF7 裂解蛋白 NPs
的表征

取 1ml 纳米粒子悬液，25℃
下采用动态光散射的方法测定纳

米粒子的粒径大小、 分布和 Zeta
电位。 取 1~2滴纳米粒子胶体分
散体系， 将其滴入扫描电镜的样
品台上，待其自然干燥后，粒子溅
射镀金膜， 然后在扫描电镜下观
察其表面形貌和形状。
1.2.5 MTS 法细胞毒实验评估载
MCF7 裂解蛋白 NPs 的体外免疫
效应

本实验在圆底 96 孔板中进
行。 将新鲜的人全血标本用淋巴
细胞分离液分离出外周血单个核

细胞（PBMC），计数后平均分为 4
组，分别为：未经刺激的淋巴细胞
（对照组）； 经未包裹蛋白的 NP
刺激的淋巴细胞 （T cells+NP
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表 1 水芯与有机相的体积比对
包封率的影响

水芯与有机相的体积比 包封率（%）

1∶8
1∶4
1∶2

27.08
20.50
10.71

注：PLGA 的投入量=10mg；在超声条件 1下制备。

组）；游离 MCF7 裂解蛋白刺激的
淋巴细胞 （T cells+MCF7 组）；以
及载 MCF7 裂解蛋白纳米粒子
（MCF-NP） 刺激的淋巴细胞 （T
cells+MCF7-NP 组）。 每组均刺激
72h，且每组所加入 MCF7 裂解蛋
白的浓度相同，均为 0.1μg/ml。于
96 孔板中培养 MCF7 细胞，使每
孔加入的细胞数相同，置于 37℃
孵箱中培育 4h或过夜。然后将各
组的淋巴细胞按一定的 E∶T(效应
细胞 ∶靶细胞数 ， 即淋巴细胞 ∶
MCF7 细胞数)比加入到 MCF7 细
胞的对应孔中， 让淋巴细胞去杀
伤肿瘤细胞，并按 MTS 试剂盒说
明书设置生长对照组 （不加淋巴
细胞）和背景组（不加细胞，只有
培养基）。 待生长对照组的 MCF7
细胞长满时，将各孔的上清去掉，
用 D-hanks 溶液洗涤 3 遍， 洗净
淋巴细胞 ， 然后各孔分别加
100μl 的 RPMI-1640 和 20μl 的
MTS 液，置于 37℃细胞培养箱中
反应约 1h，待反应液由黄色变为
棕色时，测 A490 的吸光度，按如
下公式计算杀伤效率： 肿瘤杀伤
率 （%）=1-（A490 实验组－A490
背景 ）/（A490 对照组 －A490 背
景）×100%。
1.3 数据统计学分析
数据处理采用 SPSS 13.0 统

计软件， 组间均数比较采用独立
样本 t检验。

2 结 果

2.1 纳米粒制备过程中包封效
率的优化

使用双乳化法（W1/O/W2）来
制备微米颗粒的技术目前已经比

较成熟， 但使用该技术来制备批
次间稳定性较好和包载效率较高

的纳米颗粒， 一般还需要根据纳
米载体所要包裹的具体物质做出

制备参数上的调整。为此，我们首
先研究了水芯与有机相的体积比

对 MCF7 裂解蛋白包封率的影
响， 发现当水芯与有机相的体积
比在 1∶4 到 1∶8 时， 可获得较高
的包裹效率(表 1)。随后我们又比
较了不同的超声条件对包封率的

影响： 条件 1 为超声时间较长
（180s以上）， 条件 2 为超声时间
较短（120s 以下）；水芯与有机相
的体积比均为 1∶5。超声条件 1下
制 备 该 纳 米 粒 的 包 封 率 为

21.67%，而条件 2 下的包封率为
83.27%。 这一结果说明适当延长
超声时间（条件 2）有可能使裂解
蛋白的包封率得到较大

的提高。 因此在接下来
的实验中， 我们选择的
制备参数为水芯与有机

相的体积比为 1∶5 和第
二种超声条件， 以制备
出裂解蛋白包裹率较高

（约 80%）的纳米粒子。
2.2 载 MCF7 肿瘤裂
解蛋白纳米粒子的表征

本实验所得 MCF7

肿瘤裂解蛋白纳米粒子的扫描电

镜照片显示， 该纳米粒子为规则
球形，表面光滑，大小较均匀，并
且纳米颗粒之间无黏连 （图 1）。
动态激光光散射法测定表明，该
纳米粒子粒径分布呈较窄的单

峰 ， 多分散指数 （polydispersity
index，PDI）为 0.202＜0.5，分散性
良好， 平均粒径约为 75nm （图
2），Zeta 电位为-22.7mV （图 3），
稳定性较好， 易于与免疫系统相
互作用。
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图 3 载 MCF7 裂解蛋白纳米粒子的表面电荷分布
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2.3 载 MCF7 裂解蛋白纳米粒
子体外免疫效应的初步评估

为评价载 MCF7 裂解蛋白纳
米粒子的生物学效应, 我们用该
纳米粒子于体外刺激人外周血淋

巴细胞， 以观察其能否影响淋巴
细胞对 MCF7 乳腺癌细胞的杀伤
能力。 MTS 细胞毒实验表明，经
载 MCF7 裂解蛋白刺激过的人外
周血单个核细胞 （PBMC）， 其对
MCF7 乳腺癌细胞的杀伤效率约
达 30%，而对照组 （未经任何刺
激的 PBMC） 和经游离 MCF7 裂
解蛋白刺激的 PBMC 对 MCF7 细
胞的杀伤效率仅在 10%左右，有

显著性差异（P<0.05），见图 4。
2.4 单纯 PLGA 纳米粒子对细
胞的毒副作用评估

本实验设计了单纯 NP 组即
Tcells+NP组，进行与实验组一样
的实验操作，用以刺激 PBMC，然
后检测其对肿瘤细胞的杀伤效

率。 我们发现，单纯 NP并不影响
淋巴细胞的生长和增殖， 也不能
活化淋巴细胞使之杀伤肿瘤细胞

的能力增强 ， 如图 4 所示 ，T
cells+NP 组， 对肿瘤的杀伤效率
为 11.74%±7.98%，与对照组（杀
伤效率为 9.36%±5.92%）相比无
显著差异， 提示单纯 PLGA 纳米

粒对细胞无明显毒副作用。

3 讨 论

抗肿瘤免疫治疗的临床应用

目前仍面临重重障碍。 大多数已
有研究集中在寻找更加高效的肿

瘤抗原上， 而忽视了现有抗原的
潜在应用价值。 肿瘤裂解蛋白来
源于肿瘤细胞全细胞裂解物，是
一种易于获得且含有肿瘤相关抗

原的免疫原。 由于肿瘤裂解蛋白
的抗原分散性等因素， 单纯的肿
瘤裂解蛋白往往不能有效地刺激

免疫系统产生有效的抗肿瘤效

应。 因此，寻找并建立一种方法，
以有效地提高肿瘤裂解蛋白的免

疫原性， 便成为一个重要的研究
课题。
纳米技术为我们提供了一种

提高肿瘤裂解蛋白免疫原性的全

新技术路径。 纳米载体对肿瘤具
有靶向作用，可向肿瘤部位富集，
且具有更好的穿透力和被机体细

胞吸收的能力。 本课题将纳米载
体技术应用于肿瘤免疫治疗领

域，将肿瘤裂解蛋白纳米载体化，
为提高其免疫效应做初步的尝

试。在此，我们采用 PLGA这种已
经被美国 FDA 批准可在人体内
使用且具有良好生物相容性及降

解性的生物材料[7]，用改良后的双
乳化法 ， 制备了包载乳腺癌
MCF7 裂解蛋白的纳米粒子。 纳
米颗粒和免疫系统的相互作用近

年来随着纳米技术的兴起而受到

关注。有研究表明，纳米颗粒的粒
径大小在 30nm～200nm 之间时，
对于引发特异性的细胞免疫反应

最有利[4]。表面带有适量电荷的纳
米粒子相较于中性的纳米粒子可
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*：P＜0.05，与对照组相比；#：P＜0.05，与 T cells+MCF7 组相比；E∶T=20∶1

图 4 经不同条件刺激的淋巴细胞对 MCF7 肿瘤细胞的杀伤作用
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能更易于被免疫细胞吞噬并引发

免疫反应[8]。 此外，纳米颗粒的表
面电荷情况即 Zeta 电位也是衡
量纳米粒子稳定性的重要标准。
一般认为 Zeta 电位的绝对值大
于 30mV 时， 纳米粒子在悬液中
的稳定性最好 [9]。 但是 Zeta 电位
太正或太负， 也不利于纳米粒子
与免疫系统的相互作用。
本实验所得纳米粒呈球形，

表面光滑，大小均匀，粒径尺寸理
想（平均粒径 75nm），分散性好，
且表面带有适量的电荷， 故易于
被免疫细胞所吞噬。 经多次实验
验证， 该方法制备的纳米颗粒的
重复性和批次间稳定性俱佳，对
蛋白的包裹效率较高， 有利于以
较高的效率向免疫细胞递呈肿瘤

裂解蛋白。此外，在体外所进行的
细胞毒免疫实验也显示， 所制备
的纳米载体化的肿瘤裂解蛋白能

提升人淋巴细胞在体外对人乳腺

癌肿瘤细胞的杀伤能力。 由于本
研究选择的实验对象为人的乳腺

癌细胞系， 只能在裸鼠中建立肿
瘤动物模型， 而裸鼠的 T细胞免

疫功能存在较大的缺陷， 故本研
究只进行了初步的体内实验，未
进行动物实验。 进一步的动物实
验， 还需要选用动物的肿瘤细胞
系来进行。
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