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(57)摘要

本发明公开了一种用于抗体药物递送的天

然红细胞膜包裹抗体纳米粒子及制备方法。本发

明中的红细胞膜提取自实验鼠，在经过处理后去

除了大部分内容物和无关蛋白，并用得到的红细

胞膜包裹抗体形成的蛋白纳米粒子。这种方法适

用于红细胞膜包裹各种抗体形成的纳米粒子，可

以提高游离型抗体的稳定性、体内循环时间，并

降低机体免疫清除率。
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1.一种用于抗体药物递送的纳米粒子，其特征在于，其蛋白核心为等电点沉淀制成的

抗体纳米粒子，外包裹红细胞膜；其中，所述抗体为抗-hTERT单克隆抗体。

2.一种权利要求1所述用于抗体药物递送的纳米粒子的制备方法，其特征在于，该方法

包括以下具体步骤：

1）制备红细胞膜

完全麻醉SD大鼠后心脏取血，将血转移至含肝素钠的  EP  管中；全血离心,弃去上层清

液，留下暗红色沉淀，PBS  洗涤，离心机离心，再洗涤数次；弃去上层清液，留下沉淀，取PBS

吹散，取0.2mM  EDTA放入离心管混匀，充分溶血后，加入20*PBS，离心，再溶血离心数次；弃

去上层清液，沉淀即为红细胞膜；

2）等电点沉淀制备抗体纳米粒子

将抗体装入透析袋，在超纯水中透析，收集透析袋中的抗体，冻干，-20℃保存；取冻干

抗体，溶于含Tween80的HCl溶液中，在磁子搅拌下逐滴加入NaOH溶液，直至出现的烟雾样沉

淀至最大量；离心，小心移除上清，得到抗体纳米粒子；其中，所述Tween80浓度为0.2%，HCl

浓度范围为0.005M-0.5M，NaOH浓度范围为0.005M-0.5M；

3）制备红细胞膜包裹的抗体纳米粒子

将红细胞膜与抗体纳米粒子混合，加入1*PBS重悬，超声下加入20*PBS使PBS终浓度至

1*PBS，即得红细胞膜包裹的抗体纳米粒子。

3.根据权利要求2所述的制备方法，其特征在于，所述红细胞膜包裹的抗体纳米粒子粒

径范围为50nm-500nm。
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用于抗体药物递送的红细胞膜包裹的抗体纳米粒子及制备

方法

技术领域

[0001] 本发明涉及抗体药物和纳米医药技术领域，具体地说是一种用于抗体药物递送的

红细胞膜包裹的抗体纳米粒子及制备方法。

背景技术

[0002] 与传统小分子抗癌药相比，由于具有高特异性和强亲和力，抗体正日益成为最重

要的抗癌药物之一。与其相比，尽管小分子抗癌药有一定的药效，并目前在化疗中仍然使用

广泛，但其仍存在非特异性毒性（因针对所有分化细胞）和治疗窗小等缺点。另外，小分子抗

癌药的耐药性也是其临床使用中常出现的问题，这些缺点给化疗病人带来了很多痛苦。而

抗体因其对非特异性细胞毒性低、人体免疫原性低、生物可降解和生物相容性好等优点，已

经越来越受到重视。

[0003] 随着对不同类型癌细胞异常信号通路的研究进一步发展，肿瘤标志物中许多关键

的调节因子也逐渐成为了分子靶向治疗的靶点。但由于抗体难以穿透细胞膜进入细胞内

部，导致目前发现的许多细胞内的有效靶点如TERT、磷酸酶  /  激酶转录因子等不能用抗体

阻断，很大程度上阻碍了针对细胞内部抗原的抗体的成药性。游离抗体的体积过大影响了

其穿透肿瘤的能力，高间隙压阻止了大分子在肿瘤中的扩散，这些因素进一步影响了肿瘤

细胞对抗体药物的摄取，成为阻碍治疗进展的关键问题之一。抗体作用的靶点分为细胞内

和细胞外，人们通常将注意放到细胞外靶点上以获得更高的抗体-抗原接触机会，而对细胞

内靶点的药物研究少之又少。实际上，胞内靶点是一个巨大的资源，因为他们既有更高的特

异性，在与抗体接触后又有很高的杀伤率。但目前极少人尝试以细胞内抗原为靶点探讨抗

体纳米粒子的摄取和作用。

[0004] 另一方面，抗体是一种不稳定的蛋白，其暴露在外部的结构很容易受外界环境影

响而失活，因此许多抗体在静脉注射后体内滞留时间短，这也阻碍了抗体药物的发展和应

用。为了增加抗体半衰期，人们做了很多努力。如PEG化已经成为增加循环时间的金标准，但

同时也存在一些问题，如产物纯度不够、对修饰分子的选择性高、可能增加药物毒性、大分

子PEG排出体外困难等等。对于如何增加抗体循环时间仍需要有更深入的研究。

[0005] 再则，一定粒径的外源性粒子在体内易被网状内皮系统识别并清除，这在一定程

度上大大减少了大分子药物在体内的作用时间。粒子的粒径、表面电荷等对于这一问题都

有着很大的影响。而红细胞膜身为体内内源性物质，由于其表面携带一些特定蛋白如CD47，

可以帮助其逃脱网状内皮系统的吞噬。我们可以利用红细胞膜这一特点，给大分子药物穿

上“外衣”，以降低巨噬细胞吞噬，延长体内作用时间。

发明内容

[0006] 本发明的目的在于提供一种纳米粒子的制备方法，利用该方法可制备出抗体纳米

粒子，再用处理好的红细胞膜包裹，以期得到一种红细胞膜包裹的抗体纳米粒子。
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[0007] 本发明的另一目的是提供一种纳米粒子在药物递送中的应用，即针对抗肿瘤药物

的临床应用限制，利用上述红细胞膜包裹的抗体纳米粒子，可提高抗体的疗效和生物利用

度，同时此纳米粒子具有高癌细胞摄取率、低网状内皮系统清除率，及明显延长体内作用时

间的特点。

[0008] 实现本发明目的的具体技术方案是：

[0009] 一种用于抗体药物递送的纳米粒子，特点在于其蛋白核心为等电点沉淀制成的抗

体纳米粒子，外包裹红细胞膜。

[0010] 一种上述用于抗体药物递送的纳米粒子的制备方法，该方法包括以下具体步骤：

[0011] 1）制备红细胞膜

[0012] 完全麻醉SD大鼠后心脏取血，将血转移至含肝素钠的  EP  管中；全血离心,弃去上

层清液，留下暗红色沉淀，PBS  洗涤，离心机离心，再洗涤数次；弃去上层清液，留下沉淀，取

PBS吹散，取0.2mM  EDTA放入离心管混匀，充分溶血后，加入20*PBS，离心，再溶血离心数次；

弃去上层清液，沉淀即为红细胞膜；

[0013] 2）等电点沉淀制备抗体纳米粒子

[0014] 将抗体装入透析袋，在超纯水中透析，收集透析袋中的抗体，冻干，-20℃保存；取

冻干抗体，溶于含Tween80的HCl溶液中，在磁子搅拌下逐滴加入NaOH溶液，直至出现的烟雾

样沉淀至最大量；离心，小心移除上清，得到抗体纳米粒子；其中，所述Tween80浓度范围为

0.01%-5%，HCl浓度范围为0.005M-0.5M，NaOH浓度范围为0.005M-0.5M；

[0015] 3）制备红细胞膜包裹的抗体纳米粒子

[0016] 将红细胞膜与抗体纳米粒子混合，加入1*PBS重悬，超声下加入20*PBS使PBS终浓

度至1*PBS，既得红细胞膜包裹的抗体纳米粒子。

[0017] 所述红细胞膜包裹的抗体纳米粒子粒径范围为50nm-500nm。

[0018] 本发明的抗体纳米粒子具有符合增强渗透滞留效应（即EPR效应）的粒径范围，高

稳定性，高癌细胞摄取率、低网状内皮系统清除率，及明显延长体内循环作用时间的特点，

提高了抗体疗效和生物利用度。

附图说明

[0019] 图1为本发明红细胞膜包裹的纳米粒子制备流程图；图中，1为红细胞；2为游离抗

体；3为抗体纳米粒子；4为红细胞膜包裹的抗体纳米粒子；

[0020] 图2为本发明红细胞膜包裹的抗体纳米粒子的粒径分布图；

[0021] 图3为本发明红细胞膜包裹的抗体纳米粒子的TEM图；

[0022] 图4为本发明红细胞膜包裹的抗体纳米粒子的HeLa细胞摄取情况对比图（流式细

胞仪观察结果）；

[0023] 图5为本发明红细胞膜包裹的抗体纳米粒子的巨噬细胞Raw  264.7摄取情况对比

示意图；

[0024] 图6为本发明红细胞膜包裹的抗体纳米粒子的SD大鼠体内长循环实验结果示意

图。
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具体实施方式

[0025] 为了更好的理解本发明，下面用实施例来进一步阐明本发明，但本发明的内容不

仅仅局限于下面实例。

[0026] 实施例1

[0027] 抗-hTERT单克隆抗体纳米粒子的制备

[0028] 将抗-hTERT单克隆抗体原材料装入10kD透析袋，在超纯水中透析，并在2h，4h后换

水，并透析过夜。收集透析袋中的抗体，冻干，-20℃保存。取3mg冻干抗体，溶于0.5mL的含

0.2%  Tween80的0.01N  HCl中，在磁子搅拌下逐滴加入0.01N  NaOH，直至出现的烟雾样沉淀

至最大量。6500  rpm离心5分钟，小心移除上清，得到抗-hTERT单克隆抗体纳米粒子。

[0029] 实施例2

[0030] 红细胞膜包裹的抗-hTERT单克隆抗体纳米粒子的制备

[0031] 用2%戊巴比妥钠溶液完全麻醉SD大鼠后，剖开剑突及以上部位，暴露心脏后，从左

心室进针，取用0.5%肝素钠荡洗过的注射器取血1mL，取血后转移至2m含肝素钠的  EP  管

中。将全血放入4℃离心机中900g离心20min,弃去上层清液，留下暗红色沉淀，取沉淀3倍体

积的  1*PBS  放入，并均匀吹散，放入4℃离心机离心2500g,15min，此为第一次洗涤。放入离

心机离心  2500g ,15min，此为第二次洗涤。再次重复以上步骤，此为第三次洗涤。弃去上层

清液，留下沉淀，取沉淀等量的1*PBS放入离心管中吹散，取950ul的  0.2mM  EDTA放入离心

管混匀，待充分溶血后，加入50ul  20*PBS，4℃离心机离心21000g，7min，此为第一次溶血洗

涤。再次取950ul的  0.2mM  EDTA放入离心管混匀，待充分溶血后，加入50ul  20*PBS，4℃离

心机离心21000g,7min，此为第二次溶血洗涤。重复以上步骤，此为第三次溶血洗涤。弃去上

层清液，留下沉淀于离心管中，加入950ul  0 .2mM的  EDTA，充分混匀，4℃离心机离心

21000g,7min。弃去上层清液，得到红细胞膜。

[0032] 将红细胞膜与上述制备的抗-hTERT单克隆抗体纳米粒子混合，用1mL  1*PBS重悬，

超声下加入20*PBS使PBS终浓度至1*PBS，超声处理5min，既得红细胞膜包裹的抗-hTERT单

克隆抗体纳米粒子。

[0033] 实施例3  纳米粒子的粒径分布

[0034] 采用制备好的红细胞膜包裹的抗-hTERT单克隆抗体纳米粒子，DLS检测其粒径分

布，结果参阅图2。

[0035] 实施例4  纳米粒子的形态表征

[0036] 采用制备好的红细胞膜包裹的抗-hTERT单克隆抗体纳米粒子，TEM检测其表面形

态，结果参阅图3。

[0037] 实施例5

[0038] 制备红细胞膜包裹的FITC-抗-hTERT单克隆抗体纳米粒子，使用流式细胞仪观察

子宫颈癌HeLa细胞对三种粒子的摄取情况，并进行对比：

[0039] a）异硫氰酸荧光素（FITC）标记抗h-TERT单克隆抗体：实验全程在避光条件下进

行。取3mg抗h-TERT单克隆抗体冻干固体，加入碳酸盐缓冲液，混匀，电磁搅拌（速度适当以

不起泡沫为宜）。按每毫克抗体加0.01mg荧光素，边搅拌边将称取的荧光色素渐渐加入抗体

溶液中，加毕后，继续搅拌2h。结合期间应保持蛋白溶液于4℃左右。结合完毕后，将溶液装

入10kD透析袋中后再置于大烧杯中，超纯水4度透析，2h、4h后换水，再过夜。
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[0040] b）将FITC标记的单克隆抗体制成纳米粒子并用红细胞膜包裹（方法同上），制成红

细胞膜包裹的FITC-抗-hTERT单克隆抗体纳米粒子。

[0041] c）提前一天HeLa细胞铺板，培养过夜。实验日先用1*PBS洗涤细胞表面3次，加入不

含FBS的培养液。分别在不同孔中加入以上三种粒子，另设空白组作为对照。2h后用1*PBS洗

涤细胞表面3次以除去未摄取的荧光抗体，消化细胞后用4%多聚甲醛固定，并用流式细胞仪

观察摄取率。以此判断HeLa细胞是否对红细胞膜包裹的抗h-TERT单克隆抗体纳米粒子有更

高的摄取率。

[0042] 结果参阅图4；其中，A图为游离FITC-抗-hTERT单克隆抗体的HeLa细胞摄取率，表

示有92.52%的细胞有明显的荧光摄取信号，摄取强度为122.58；B图为红细胞膜包裹的抗h-

TERT单克隆抗体纳米粒子的HeLa细胞摄取率，表示有93.43%的细胞有明显的荧光摄取信

号，摄取强度为874.99；这些数据表明了HeLa细胞对红细胞膜包裹的抗h-TERT单克隆抗体

纳米粒子有更高的摄取率及摄取强度。

[0043] 实施例6

[0044] 制备红细胞膜包裹的抗-hTERT单克隆抗体纳米粒子并进行体内外长循环实验评

估。

[0045] a）体外长循环实验评估：

[0046] 根据巨噬细胞Raw  264.7对三种粒子的摄取情况可以初步判断系统对这三种粒子

的清除能力，在相同的摄取条件下，摄取率低的粒子不易被体内系统清除，从而更利于体内

长时间作用：

[0047] 用FITC标记好单克隆抗体，并制备三种实验材料，方法同上。

[0048] 提前一天Raw  264.7细胞铺板，培养过夜。实验日先用1*PBS洗涤细胞表面3次，加

入不含FBS的培养液。分别在不同孔中加入以上三种粒子，另设空白组作为对照。15min后用

1*PBS洗涤细胞表面3次以除去未摄取的荧光抗体，消化细胞后4%多聚甲醛固定，并用流式

细胞仪观察摄取率。

[0049] 结果参阅图5，结果中，巨噬细胞Raw  264.7对红细胞膜包裹的抗h-TERT抗体纳米

粒子摄取率最低，且明显低于抗h-TERT抗体纳米粒子，说明红细胞膜包裹抗体纳米粒子后

确实能够降低巨噬细胞的识别，减少摄取率。

[0050] b）体内长循环实验评估：

[0051] 用FITC标记好单克隆抗体，并制备三种实验材料，方法同上。

[0052] 准备SD大鼠12只，随机编成3组，每组4只。实验前每只大鼠眼眶取血200μL，置于

0.5%肝素钠荡洗过的EP管内。每只大鼠尾静脉注射相同抗体当量及浓度的三种样品，注射

后30min，1h，2h，4h，8h，12h，24h及48h后分别眼眶取血200μL并置于0.5%肝素钠荡洗过的EP

管内（注意避光）。样品用PBS稀释后用荧光分析仪监测荧光含量，由此判断三种粒子在大鼠

体内的循环作用时间。

[0053] 结果参阅图6，结果中，白色点代表游离抗h-TERT单克隆抗体在注射后滞留体内的

信号强度，灰色点代表抗h-TERT单克隆抗体纳米粒子在注射后滞留体内的信号强度，黑色

点代表红细胞膜包裹的抗h-TERT单克隆抗体纳米粒子在注射后滞留体内的信号强度，可以

看出红细胞膜包裹的抗h-TERT单克隆抗体纳米粒子在体内滞留时间明显延长，说明其可以

延长作用时间，增加生物利用度。
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