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PLGA 人工抗原提呈细胞载体的制备
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摘要 目的：目前常用的载体材料，在体内很难降解，限制了其在体内的应用，本文通过用 PLGA微球制备人工抗原提呈细胞
（AAPC）载体，对其功能进行验证。希望此方法能弥补传统方法的不足。方法：将软脂酸偶联到亲和素上，然后按照传统的复乳法
来制备 PLGA微球，并且通过使用荧光素（FITC）标记、生物素化的牛血清蛋白（BSA）对其功能进行验证。结果：通过该方法可以
得到表面固定生物素的 PLGA微球，并且证明软脂酸修饰并未影响到亲和素分子和生物素的结合，生物素化的 BSA分子可以有
效的结合到微球的表面。结论：PLGA微球表面很难引进合适的化学基团，导致其不能像聚苯乙烯微球那样通过化学反应来将亲
和素分子固定在微球的表面上，通过将软脂酸偶联到亲和素分子上，可改变其表面很难引进合适的化学基团的不足，用其微球可
用于制备 AAPC载体。人工抗原提呈细胞是免疫学研究领域的新思路，可在基础免疫研究和临床治疗方面发挥较大的作用，但作
为一门新兴技术，在制备、效果评价及应用方面需要逐渐完善和成熟，用 PLGA微球为载体构建，弥补了磁珠、聚苯乙烯不能在体
内降解的不足，且安全无毒，可供参考。
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ABSTRACT Objective: It is difficult to degrade and limit the application commonly used in the body that carrier materials at

present. In order to verify the function of artificial introduced antigen presenting cells (AAPC) carrier with PLGA microspheres

preparation,this paper focused on its functions that verified by PLGA microspheres preparation artificial introduced antigen presenting

cells (AAPC) carrier. Methods: To verify the functions by the means of fluorescein (FITC) mark, biotinylated bovine serum albumin

(BSA), with palmitic acid coupled to the avidin, then according to the traditional methods for the preparation of complex milk PLGA

microspheres. Results: With this method, we could get the PLGA microspheres of surfaced and fixed biotin and proved that modified

palmitic acid did not have the effect on combination of avidin biotin molecules and biotin. Biotinylated BSA molecular can be effectively

combined to the surface of the microspheres. Conclusion: It is difficult to introduce suitable chemical genes by PLGA microspheres

surface, so it is unlike polystyrene microspheres that through the chemical reaction to avidin molecules immobilized on the surface of the

microsphere. Through the will palmitic acid coupled to avidin molecular, the microspheres could change its insufficient that is hard to

introduce suitable chemical genes. The microspheres can be used in the preparation of AAPC carrier. Artificial introduced antigen

presenting cell is the new idea in the field of immunology research. It can play an important role in the basic research and clinical

treatment of immune. But as a new method, it takes a long way to perform and apply in the preparation and evaluation. It could make up

for the disadvantages that magnetic beads and polystyrene in the body. What' s more, PLGA microspheres with construction as the carrier

could be,safe and non-toxic for further references.
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前言

人工抗原提呈细胞 (Artificial Antigen Presenting Cell 简称

AAPC)多采用人工载体或异种动物细胞，化学交联或基因重组

表达 MHC：抗原肽复合物及共刺激分子，模拟 T 淋巴细胞活化

信号在体外或体内活化 T 淋巴细胞[1-3]并通过人为控制 AAPC

上的 MHC：抗原肽复合物及共刺激分子的种类和数量，来实现

对 T 淋巴细胞活化的调控，可用于对肿瘤或病毒感染性疾病的

过继性细胞治疗、抗原提呈和 T 淋巴细胞活化信号的研究等。

传统的人工载体为表面固定了亲和素的微球、磁珠、脂质体等。

生物素修饰的 MHC：抗原肽复合物可以通过亲和素 - 生物素

高度亲和的特点而轻易的固定到载体的表面从而制备出人工

抗原提呈细胞。但是目前常用的载体材料是聚苯乙烯，在体内

很难降解，限制了其在体内的应用。聚乳酸 - 羟基乙酸共聚物

(polylactic-co-glycolic acid，PLGA) 由两种单体 - 乳酸和羟基乙
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图 2 空白微球（a）和表面亲和素修饰的微球（b）的扫描照片

Fig.2 Pictures of the empty microspheres (a) and surface avidin modified

microspheres (b)

图 1 试验设计流程

Fig.1 Process of the experiment design

酸随机聚合而成，是一种可降解的功能高分子有机化合物，具

有良好的生物相容性、无毒、良好的成囊和成膜的性能，被广泛

应用于制药、医用工程材料和现代化工业领域。在美国 PLGA

通过 FDA 认证，被正式作为药用辅料收录进美国药典 [4-9]，

Stassen 曾经报道过通过将亲和素偶联上软脂酸而将其固定在

PLGA 微球上的方法[9-13]，本研究中，我们采取类似的方法（图

1），通过将软脂酸偶联到亲和素上，然后按照传统的复乳法来

制备 PLGA 微球，并且通过使用荧光素（FITC）标记、生物素化

的牛血清蛋白（BSA）对其功能进行验证。

1 材料与方法

1.1 主要材料

PLGA 分子量 3000(山东岱罡生物科技)；生物素琥珀酰亚

胺酯 、亲和素 、异硫氰酸荧光素酯(上海生工)；二氯甲烷(国

药)；聚乙烯醇 PVA(上海试剂)；扫描电子显微镜（北京普瑞赛

司仪器有限公司）、FM-30E 型荧光显微镜 (合肥密维光学仪器

有限公司)。
1.2 软脂酸 NHS 酯的制备

取 1025.6 mg（4 mmol）软脂酸，溶解于 10 mL 的二氯甲烷，

加入 1650.6 mg （8 mmol） 的二环己基碳二亚胺、460.36 mg（4

mmol）N- 羟基琥珀酰亚胺。室温下反应 12 小时，使用玻砂漏斗

过滤除掉二环已基脲（DUC），将获得的有机溶剂旋干，得到软

脂酸 NHS 酯[4]。

1.3 软脂酸修饰的亲和素的制备

将亲和素溶解在 0.2 M 的 PBS 中，得到 10 mg/ml 的亲和

素水溶液，加入过量一倍的软脂酸 NHS 酯，37℃条件下反应

12 小时，反应结束后，使用透析袋除掉小分子，得到软脂酸修

饰的亲和素[4]。
1.4 亲和素修饰、FITC 标记的牛血清蛋白的制备

将 100 mg 牛血清蛋白溶解在 10 mL、0.2 MpH 7.4 PBS

后，加入 10 mg 生物素琥珀酰亚胺酯，室温反应 2 小时，于 PBS

中透析，去除反应中的小分子副产物，收集透析袋中的生物素

修饰的蛋白溶液，加入 0.2 mL、10 mg/ml 异硫氰酸酯荧光素的

二甲基溶液，4℃条件下，避光反应 12 小时，透析去掉未连接上

的荧光素，得到生物素和 FITC 修饰的牛血清蛋白[5]。
1.5 PLGA 微球的制备

1.5.1 空白微球的制备 将 PLGA 溶解在二氯甲烷中，得到 5

mg/mL 的聚合物溶液，取该溶液 2 mL，加入到 40 mL，0.6%的

PVA 水溶液中，使用细胞破碎仪，超声粉碎，得到白色乳液，室

温下搅拌过夜，挥发去二氯甲烷。离心，分离纯水清洗 3 次，冻

干后，SEM 观察。
1.5.2 亲和素修饰微球的制备 取 0.25 mL 的 10 mg/ml 的软

脂酸修饰的 BSA，加入到 2.5 mL、5 mg/ml 的 PLGA 二氯甲烷

溶液中，超声混匀后，加入到 50 mL、6%的 PVA 水溶液中，搅拌

过夜，挥发去掉有机溶剂，离心分离，纯水清洗 3 次，冻干后，得

到亲和素修饰的微球[6]。
1.6 亲和素微球和生物素修饰的牛血清蛋白的结合[7]

取少量空白微球和亲和素修饰的微球分散在水中，分别加

入少量 FITC 标记、生物素修饰的牛血清蛋白。于 37℃条件下，

孵育 30 min，经过离心分离，去掉未结合的牛血清蛋白。采用荧

光显微镜观察微球表面结合的荧光标记的牛血清蛋白。

2 结果

2.1 SEM 图片显示，空白微球（a）和表面亲和素修饰的微球（b）

在粒径方面没有明显变化，表面亲和素修饰的微球粒径相对来

说并不均匀，SEM 显示制备的粒子直径在 0.5 到 4 微米之间。
2.2 在荧光显微镜下，和生物素修饰，FITC 标记的 BSA 孵育

后，空白微球表面不带荧光，而亲和素修饰的微球表面带有强

烈的荧光，说明在微球表面修饰上亲和素是成功的，并且生物

素修饰的蛋白分子可以轻易的结合到微球的表面。

3 讨论

微球的大小与 AAPC 的刺激功能有密切联系。因此，我们

应用了细胞大小的微球，有助于更有效地诱导特异性 CTL。
PLGA 的降解产物是乳酸和羟基乙酸，同时也是人代谢途

径的副产物，所以当它应用在医药和生物材料中时不会有毒副

作用[13-21]。和传统的聚苯乙烯微球相比，PLGA 微球表面很难引

进合适的化学基团，导致其不能像聚苯乙烯微球那样通过化学

反应来将亲和素分子固定在微球的表面上，通过将软脂酸偶联

到亲和素分子上，来提高亲和素的亲油性，使得其更加容易在

油 - 水界面富集，再通过传统的乳化、挥发法来制备合适粒径

的、表面亲和素修饰的 PLGA 微球。在进一步的研究中，我们采
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图 3 a 空白微球和生物素、FITC 标记的 BSA 孵育后的显微照片和荧

光照片；b 生物素修饰的微球和生物素、FITC 标记的 BSA 孵育后的显

微照片和荧光照片

Fig.3 a The micrograph and fluorescence photos of empty microspheres

and biotin after incubating by the FITC mark of BSA; b The micrograph

and fluorescence photos of biotin-modified microspheres and biotin after

incubating by FITC mark of BSA

用 BSA 模拟 MHC 分子，通过将生物素修饰和 FITC 标记的

BSA 分子和微球共同孵育，考察了微球表面的亲和素分子和生

物素修饰蛋白的结合。
人工抗原提呈细胞是免疫学研究领域的新思路，可在基础

免疫研究和临床治疗方面发挥较大的作用，但作为一门新兴技

术，在制备、效果评价及应用方面需要逐渐完善和成熟，用 PL-

GA 微球为载体构建，弥补了磁珠、聚苯乙烯不能在体内降解的

不足，且安全无毒，可供参考。
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