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壳聚糖和透明质酸纳米聚电解质复合物吸附动脉粥样硬化
特异抗体 CD47 的合成及体内外靶向实验
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[摘　 要] 　 目的　 研究壳聚糖和透明质酸聚电解质复合物(PEC)纳米颗粒在生理盐水中的稳定浓度和物理化学

参数对靶向抗体 CD47 有效吸附的影响以及合成的纳米载体对于血管内皮细胞的体外靶向性。 方法 　 壳聚糖

(CS)作为聚阳离子与透明质酸(HA)(作为聚阴离子)发生电荷中和,合成壳聚糖和透明质酸聚电解质复合物纳米

粒子。 一模型抗体———动脉粥样硬化靶向抗体 CD47 在水或 PBS 溶液中,与纳米颗粒作用 4 h 后,定量吸附在 CS-
HA 纳米颗粒表面。 将合成的纳米载体体内外与血管内皮细胞及动脉粥样斑块相互作用,研究其靶向吸附作用。
结果　 络合过程和胶体的物理化学性质受到外部因素的影响,如电荷混合比和聚合物浓度等参数。 通过上述原理

合成了非化学计量的 CS-HA 纳米胶体,在水或 PBS(pH 7. 4)溶液中保持稳定 1 个多月。 扫描电镜检测其形貌特

征。 CS-HA / CD47 抗体纳米颗粒平均粒径在 375 ~ 620 nm 之间,Zeta 电位为正。 CD47 抗体靶向的纳米载体可在体

外有效吸附到血管内皮细胞及动脉粥样斑块的表面。 结论　 成功合成了 CS-HA / CD47 抗体纳米颗粒,该靶向纳米

载体在体外可有效吸附到血管内皮细胞株及动脉粥样斑块的表面,是对动脉粥样硬化靶向给药具有应用前景的有

效纳米载体。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the effect of stable concentration and physicochemical parameters of chitosan (CS)
and hyaluronic acid (HA) polyelectrolyte complex (PEC) nanoparticles in physiological saline on the adsorption of targe-
ting antibody CD47 and the target of synthesized nanocarriers in vitro and in vivo. 　 　 Methods　 Chitosan was used as a
polycation and hyaluronic acid as a polyanion to charge neutralize, and chitosan and hyaluronic acid polyelectrolyte complex
nanoparticles were synthesized. 　 A model antibody, atherosclerosis targeting antibody CD47, was adsorbed on the surface
of CS-HA nanoparticles after 4 h of action with nanoparticles in water or PBS. 　 The synthesized nanocarriers interact with
vascular endothelial cells and atherosclerotic plaques in vitro and in vivo to study their targeting effects. 　 　 Results　 The
complexation process and the physicochemical properties of the colloid were affected by external factors such as charge mix-
ing ratio and polymer concentration. 　 Non-stoichiometric CS-HA nanocolloids were synthesized by the above principles and
remained stable in water or PBS (pH 7. 4) solution for more than one month. 　 Scanning electron microscopy was used to
detect the morphology. 　 The average particle size of CS-HA / CD47 antibody nanoparticles was between 375 and 620 nm,
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and the zeta potential was positive. 　 The nanocarriers targeted by the CD47 antibody can be efficiently adsorbed to the sur-
face of vascular endothelial cell lines and atherosclerotic plaques. 　 　 Conclusions　 CS-HA / CD47 antibody nanoparticles
were successfully synthesized in this experiment. 　 The targeted nanocarriers can effectively adsorb to the surface of
vascular endothelial cells and atherosclerotic plaques in vitro and in vivo. 　 It is an effective nanocarrier with application
prospects for targeted administration of atherosclerosis.

　 　 在一项最新的研究中,来自美国斯坦福大学医

学院的研究人员发现让肿瘤细胞表面保护它们自

己免受免疫系统吞噬的一种信号也在动脉粥样硬

化产生过程中发挥着作用。 研究发现 CD47 在动脉

粥样硬化组织中极其大量地存在,在几种不同的动

脉粥样硬化模型小鼠中,利用抗 CD47 抗体阻断

CD47 显著减少动脉斑块堆积[1]。 如何利用 CD47
抗体实现药物的有效传递是未来研究中需要解决

的关键问题。
在过去的几年中,通过带相反电荷的聚离子静

电相互作用制备聚电解质复合物 ( polyelectrolyte
complex,PEC),尤其是作为药物载体或基因传递系

统[2-3],受到研究者的广泛关注。 PEC 纳米颗粒的

制备相对简单,其合成对工艺技术要求及设备要求

不高,在不使用有毒有机溶剂和化学交联剂的情况

下,可以在温和的条件下进行,便于推广。
影响聚电解质复合物纳米粒子形成和物理性

质的因素很多,如 pH 值、温度、电离度、离子强度和

相互作用时间。 聚电解质复合物稳定性则取决于

相对分子质量和电荷混合比[4]。 壳聚糖( chitosan,
CS)是甲壳素部分脱乙酰基得到的多糖。 壳聚糖有

一些特别适合医学应用的特性如:生物相容性[5],
可生 物 降 解, 无 毒 性[6], 相 当 廉 价[7]。 伯 胺 基

(-NH2)的氨基葡萄糖残基在弱酸性的环境可以质

子化;因此,壳聚糖可与各种阴离子形成聚电解质

复合物,如硫酸葡聚糖[8]、硫酸软骨素[9]、海藻酸钠-
羧甲基纤维素[10-12]、角叉菜胶、聚半乳糖醛酸[13-14]

和 DNA。 透明质酸(hyaluronic acid,HA)是一种低

电荷密度的多元弱酸,具有高润滑力、吸水性和保

水性,可影响多种细胞的迁移、黏附和增殖等功

能[15]。 透明质酸的生物医学应用包括眼科手术、关
节炎治疗、伤口愈合支架、组织工程以及作为植入

材料中的一种成分[16-18]。 透明质酸可与其它聚合

物如聚赖氨酸[19-20] 和丝素蛋白形成聚电解质复合

物在生物医学中应用。 最近,研究表明壳聚糖-透明

质酸聚电解质复合物(chitosan-hyaluronic acid poly-
electrolyte complex,CS-HA-PEC)纳米粒子可作为载

体进行基因传递[21-23],载体效率高达 60% [24]。
基于以上研究背景,本研究旨在结合壳聚糖和

透明质酸的优点,研发用于抗体 CD47 吸附固定的

聚电解质复合物纳米颗粒,研究胶体聚电解质复合

物纳米颗粒是否对抗体 CD47 具有稳定的主动吸附

性。 并在体内外细胞学实验中,验证合成的 CD47
抗体靶向纳米载体对于血管内皮细胞及动脉粥样

斑块靶向吸附性。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

济南海得贝海洋生物工程有限公司提供乙酰

化率(DA)不同的壳聚糖,乙酰化率分别为 5% 和

48% ;摩尔质量为(100 ~ 600)×103 g / mol。 样品纯化

如下:在乙酸水溶液中溶解,通过孔隙率降低的 Mil-
lipore 膜过滤,用氨沉淀,用去离子水漂洗至中性并

冷冻干燥。 纯化的高摩尔质量壳聚糖在均匀介质中

用乙酸酐乙酰化。 壳聚糖在 0. 2 mol / L 乙酸 / 0. 1
mol / L 乙酸钠缓冲液中以 0. 5% (W/ V)溶解。 向壳

聚糖溶液中加入 0. 15 mol / L 亚硝酸钠溶液以获得

亚硝酸盐 / 葡糖胺,单位摩尔比为 0. 5。 根据目标摩

尔质量,反应在适度的磁力搅拌下进行各种反应时

间(15 ~ 60 min)。 用氨沉淀回收壳聚糖,用去离子

水洗涤几次直到中性,最后冷冻干燥。
镇江东元生物科技有限公司提供不同摩尔质

量的透明质酸[(50 ~ 1 500)×103 g / mol]。 抗 CD47
(CD47 ) 抗 体 由 Santa Cruz 提 供。 根 据 Pierce
(Thermo Scientific,Hudson,NH,USA)提供的程序,
通过 BCA 测定确认它们的浓度。
1. 2　 聚电解质溶液的制备

将壳聚糖以 0. 1%质量浓度分散在水或 PBS 介

质中。 然后,用 0. 1 mol / L 氢氧化钠或盐酸将溶液

调至 pH=4. 0。 在使用之前,将所有的壳聚糖溶液

在 0. 22 μm 孔径的 Millipore 膜上过滤。 在磁力搅

拌下,在水或 PBS 介质中直接制备 0. 1% 浓度的透

明质酸溶液。
1. 3　 聚电解质复合物的形成

在非化学计量条件下(R=N+ / N-≥1,其中 R 是

混合摩尔电荷比),一次加入过量聚合物。 通过在

室温磁力搅拌下形成胶体聚电解质复合物(750 r /

613 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol 27,No 4,2019



min)。 最终颗粒分散体积为 30 mL,固体含量为

0. 1% 。 聚电解质混合物在 20 ℃下 7 000 r / min 离

心 10 min,沉淀从溶液中析出来。 除去上清液,将沉

淀重新悬浮于去离子水或 PBS 中。
1. 4　 粒子固体含量测定

固体含量由在 60 ℃下干燥 24 h 后颗粒的质量

与溶液的初始质量之间的比率来定义。
1. 5　 复杂分散体的物理化学表征

利用 Malvern Nanosizer SZ(华中科技大学分析

测试中心)进行聚电解质复合物分散体的动态光散

射测量,参数为 λ = 633 nm(在 173 散射角),使用

10 mW He / Ne 激光束操作。 所有数据测量至少在

25 ℃进行 3 次。 多分散性值(PI)由软件提供的算

法得出,定义为 μ2 / (Γ)2,其中 μ2 是相关函数的第

二累积量,(Γ)是平均衰减率。 每个测量值是 3 次

实验共 6 次测量的平均值。 Zeta 电位使用 Smolu-
chowski 方程的电泳迁移率测量。 使用 Malvern
Nanosizer SZ 在 25 ℃测定颗粒的电泳迁移率(μE)。
将洗涤的分散体悬浮在 10-3 mol / L 氯化钠溶液中并

进行电泳迁移率相关实验。 取 10 次测量的平均值,
相对误差为 5% 。 Hitachi S-4800 显微镜在 5 kV 下

获得扫描电子显微镜( SEM)图像。 将 0. 01% (V /
V)纳米颗粒分散液滴沉积在样品架上,在室温下风

干 12 h,并在氩保护气氛下涂覆钯阴极蒸发器

(TechnicHummer II,Houston,TX,USA)。 在华中科

技大学分析测试技术中心进行扫描电子显微镜

(SEM)检测。
1. 6　 CD47 抗体吸附到 CS-HA-PEC 纳米胶体上

将 CS-HA-PEC 纳米胶体(壳聚糖 200 ×103 g /
mol 和乙酰化率 48% ,透明质酸 50×103 g / mol)和不

同浓度抗体溶液(CD47 抗体)混合,适度搅拌,使得

混合物的最终混合摩尔电荷比为 1. 5。 混合物在 14
000 g 下离心 10 min 后,除去上清液;将沉淀重新悬

浮在相同体积缓冲液。 CD47 抗体吸附率计算如

下:CD47 抗体吸附率 = [(CD47 抗体输入 -CD47 抗

体残留) / CD47 抗体输入]×100% 。 其中 CD47 抗体输入

是每个独立实验的原始对照样品溶液中滴定的

CD47 抗体浓度; CD47 抗体残留 是指去除上清液中

滴定测量的 CD47 抗体浓度。
1. 7　 合成的 CD47 抗体-CS-HA-PEC 对于血管内皮

细胞的体外靶向性实验

将 CD47 抗体纳米载体体外以 FITC 荧光二抗

进行标记,将血管内皮细胞株接种于 24 孔细胞培养

板,与 CD47 抗体纳米佐剂共培养 24 h 后,用 PBS
进行冲洗,细胞换液,除去悬浮未被吸附的纳米载

体的悬液,同时以 DAPI 复染细胞核;荧光显微镜下

观察绿色荧光吸附的数量和比例。
1. 8　 合成的 CD47 抗体-CS-HA-PEC 对于动脉粥样

斑块的靶向性实验

ApoE 基因敲除小鼠由南京大学实验动物中心

提供,寄养于华中科技大学同济医学院实验动物中

心 SPF 级动物房,进行高脂高胆固醇饮食。 小鼠随

即分成两组,8 周后进行动物活体荧光定位实验及

后续实验。 Cy5. 5-CD47 抗体-CS-HA-PEC 对 ApoE
小鼠动脉粥样斑块的活体内靶向分布实验中,各组

小鼠于成像前 6 h 开始禁食,以降低因胃肠道食物

引起的背景干扰。 一组尾静脉注射 PBS 溶解 CS-
HA-PEC,每只鼠 0. 2 mL,CS-HA-PEC 含量为 10 g /
L;一组注射 0. 2 mL PBS 溶解 Cy5. 5 标记的 CD47
抗体-CS-HA-PEC,CS-HA-PEC 含量为 10 g / L,其中

Cy5. 5-CD47 抗体的含量为每只小鼠 25 μg;对照组

实验小鼠从尾静脉注射游离 Cy5. 5 染料溶液(1 g /
L)0. 1 mL。 注射后,于 24 h 后,用 10%水合氯醛溶

液按 0. 35 mL / 100 mg 体质量腹腔注射麻醉小鼠,麻
醉后应给小鼠脱毛,减少毛发产生的背景荧光干

扰,用胶带固定在治疗床上,采取仰卧体位。 小动

物活体成像系统 ( IVIS 200, Ex / Em ( nm): 749 /
776)分别对小鼠全身及胸部荧光扫描。 记录动物

在体内发射荧光的成像图片,分析荧光复合物

Cy5. 5-CD47 抗体-CS-HA-PEC 的分布情况,比较不

同组小鼠的荧光分布情况。 成像结束后获取主动

脉并制备切片:将小鼠四肢固定于解剖盘中,用

75%乙醇涂抹小鼠胸腹部直至小鼠皮肤湿润,用灭

菌镊子提起小鼠腹部皮肤,用手术剪小心剪开一个

缺口,打开胸腹腔、暴露心脏,依此进行生理盐水、
10%甲醛心脏灌注,灌注约 40 min。 从主动脉根部

开始剥离血管及周围结缔组织,获取腹主动脉标

本,剪下 1 ~ 1. 5 cm 标本用 10% 甲醛固定,48 h 后

进行石蜡包埋,从主动脉根部 0. 2 cm 起间断均匀切

片,切片厚 5 μm,每个血管取 5 张切片进行荧光显

微镜观察。

2　 结果与讨论

2. 1　 聚电解质复合物的形成

壳聚糖被离子化的氨基聚糖(NH3
+)与透明质

酸之间的电离羧基(COO-)相互作用形成 PEC(图
1)。 在所有实验中,调整壳聚糖的初始溶液 pH =
4. 0,以确保其充分质子化。
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摩尔质量为 100×103 g / mol,DA 率为 5% ,以及

摩尔质量为 200 ×103 g / mol,DA 率为 48% 的壳聚

糖,与平均摩尔质量在 1 500×103 g / mol 至 50×103

g / mol 透明质酸进行络合,络合物的电荷比 ( N+ /
N-)控制为 1. 5。 研究中获得的各种胶体分散体,测
量它们的平均尺寸和络合后的粒度分布,透明质酸

摩尔质量的增加导致颗粒尺寸显著增加(图 2,P<
0. 05)。 1 500×103 g / mol 的透明质酸样品,在实验

中均没有形成颗粒,只形成沉淀。 这表明如此高分

子量的聚合物不能解开形成单个颗粒,只能形成聚

集沉淀,因此本实验没有对这一摩尔质量的透明质

酸进行后续研究。 根据图 2 所示的变化趋势表明,
随着透明质酸摩尔质量增加,形成聚电络合物的颗

粒直径增加,分散体的动态光散射多分散指数(PI)
也随之增加。 因此,最佳的透明质酸钠摩尔质量,
即颗粒的粒径最小和多分散性指数显示最低,为 50
×103 g / mol。

图 1. 壳聚糖与透明质酸之间的聚电解质络合反应示意图[24]

Figure 1. Schematic diagram of polyelectrolyte complexation
reaction between chitosan and hyaluronic acid[24]

图 2. 不同摩尔质量的透明质酸对多聚络合物的大小及分散

指数的影响

Figure 2. The effect of hyaluronic acid with different molar
weight on the size and dispersion index (PI) of PEC

如图 3 所示,无论在哪种乙酰化率的情况下,增
加壳聚糖的摩尔质量都会增加聚电解质复合物的

平均粒径,多分散指数(PI)也在遵循同样的趋势。
这些结果提示随着壳聚糖摩尔质量的增加,CS-HA-
PEC 纳米颗粒的大小增加(数据取 3 次独立实验的

平均值,P<0. 05)。 结果表明壳聚糖存在临界摩尔

质量,超过这个点,聚电解质复合物纳米颗粒的直

径会急剧增加,在乙酰化率(DA)为 5% 和 48% 时,
临界的摩尔质量均为 200×103 g / mol。 当壳聚糖摩

尔质量低于临界质量时,形成的颗粒结构致密均匀。
因此,为获得小而且相当分散均匀粒子,需要

低中摩尔质量的壳聚糖(约 200×103 g / mol 和 /或低

于此摩尔质量)和 50×103 g / mol 透明质酸。 同时研

究还表明壳聚糖乙酰化率对聚电解质复合物纳米

颗粒形成过程影响有限。

图 3. 壳聚糖摩尔质量对多聚络合物的大小及分散指数的

影响

Figure 3. The effect of chitosan with different molar weight
on the size and dispersion index (PI) of PEC

2. 2　 电荷变化对形成的聚电解质复合物物理化学

特性的影响

如前所述,混合溶液中阴离子与阳离子聚电解

质形成子聚电解质复合物,在两种极端的情况下,
得到完全的水溶性复合物或沉淀。 为了获得不随

时间延长而发生聚集的 PEC 纳米胶体,本实验着重

研究电荷变化对形成的聚电解质复合物稳定性的

影响。 乙酰化率(DA)为 48% 、摩尔质量为 200×103

g / mol 壳聚糖与低摩尔质量的透明质酸(50×103 g /
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mol)在水中或 PBS 中,分别以电荷比(N+ / N- )为

0. 5、1. 5、2. 5 和 3. 5,在水和 PBS 中得到聚电解质

复合物纳米粒子。
当 R(N+ / N-)= 0. 5,可观察到肉眼的絮凝,24 h

后重新溶解,推测其可能是因为初始形成的配合物

重排从而观察到再溶解。 聚合过程中更多的透明

质酸参加反应,使得中和片段重新分布,从而形成

可溶性络合物。 当电荷比接近 1,由于电荷完全中

和,颗粒的尺寸显著增加。 由于中性的非带电环

境,没有静电电荷来抵消范德瓦尔斯相互作用从而

导致颗粒发生沉淀。 当电荷比从 1 增加时,粒径减

小,由于粒子上净电荷量的增加,从而增强了胶体

稳定性。 当 R(N+ / N-)为 1. 5 到 3. 5 时,聚电解质

复合物纳米粒子在水中直径分布在 230 ~ 320 nm 之

间,在 PBS 中直径分布为 330 ~ 590 nm。 形成聚电

解质复合物的 Zeta 电位是正的,随着掺入胶体中壳

聚糖的增加,电荷比随之增加,Zeta 电位也按预期而

随之增加(表 1)。 扫描电镜 SEM 检测了 CS-HA 纳

米颗粒的球形形貌,在 R = 1. 5 时测定,粒子显示出

明显的粗糙表面(图 4)。

表 1. 不同电荷比下合成 PEC 的物理化学特性

Table 1. Physicochemical characteristics of colloidal PEC after synthesis at different charge ratios

CS-HA 电荷比(N+ / N-) 固体含量(% ) 大小(nm) PI Zeta 电位(mV) 外观

水 0. 5 1050 1 沉淀

1. 5 5 320 0. 1 25. 00±1. 63 中等浊度

2. 5 2 260 0. 1 31. 00±0. 23 中等浊度

3. 5 1 230 0. 1 43. 00±0. 17 低浊度

PBS 0. 5 1180 1 沉淀

1. 5 4 590 0. 1 32. 00±0. 13 中等浊度

2. 5 3 392 0. 1 42. 00±0. 27 中等浊度

3. 5 1 330 0. 1 45. 00±0. 31 低浊度

图 4. 电子扫描显微镜显示壳聚糖-透明质酸聚电解质复合

物超微结构

Figure 4. Scanning electron microscopy showed the ultra-
structure of chitosan hyaluronic acid polyelectric complex

2. 3　 胶体稳定性

为了研究胶体的稳定性,将不同含量的纳米颗

粒分别在水和 pH=7. 4 的 PBS 中制成混合物,静置

1 个月后用于实验。 用弹性光散射测量了微粒的平

均粒径。 在水溶液中的大多数样品至少稳定 1 个

月。 当 R=1. 5,在被观察的第 30 天,分散指数(PI)
值明显增加 (表 2 和表 3)。

聚电解质复合物的胶体颗粒在水中的粒径比

在 PBS 中的粒径要小,反应了 PEC 复合物的静电稳

定模式。 由于疏水作用,壳聚糖内部的链条延伸至

亲水的外围区,从而防止聚合物的聚集。 由于 PBS

溶液中存在着盐离子的静电作用,所以 PEC 聚合物

的稳定过程不像在水中那么有效,因此粒子具有更

大的平均直径。 如表 3 所示,对于粒子直径的变化,
我们可以观察到两个显著的特点:第一随着电荷比

的增加,粒子的直径变小。 第二,无论溶液的类型

以及电荷的比值是多少,粒子的直径都会随着时间

的增加而减小。 这可能是由于此过程中粒子结构

的重组导致的。 无论如何,在室温下存储 1 个月后,
溶液的粒径分布 PI 指数增加,表明粒子的分散范围

扩大。

表 2. 时间、电荷比对水溶液中 CS-HA 纳米粒子胶体稳定性

的影响

Table 2. Effect of time and charge ratio on colloidal stability
of CS-HA nanoparticle in water solution

CS-HA 在
水中时间
(天)

电荷比
(N+ / N-)= 1. 5

大小
(nm) PI

电荷比
(N+ / N-)= 2. 5

大小
(nm) PI

电荷比
(N+ / N-)= 3. 5

大小
(nm) PI

0 320 0. 1 280 0. 1 260 0. 1

7 300 0. 1 242 0. 1 253 0. 1

14 250 0. 2 223 0. 1 203 0. 1

30 152 0. 3 201 0. 2 121 0. 2
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表 3. 时间、电荷比对 PBS 溶液中 CS-HA 纳米粒子胶体稳

定性的影响

Table 3. Effect of time and charge ratio on colloidal stability
of CS-HA nanoparticle in PBS solution

CS-HA 在
PBS 中
时间(天)

电荷比
(N+ / N-)= 1. 5
大小
(nm) PI

电荷比
(N+ / N-)= 2. 5
大小
(nm) PI

电荷比
(N+ / N-)= 3. 5
大小
(nm) PI

0 603 0. 1 404 0. 2 398 0. 1
7 591 0. 1 381 0. 2 365 0. 1
14 553 0. 1 372 0. 2 320 0. 1
30 306 0. 3 225 0. 2 216 0. 2

2. 4　 CD47 抗体吸附

在水和 PBS 两种溶液中,抗 CD47 的吸附动力

学是相似的。 PBS 和水的最大颗粒负载容量分别为

0. 5 g / L 和 0. 6 g / L(表 4)。 在本研究的蛋白质浓度

范围内,实验没有达到胶体的饱和度。 换句话说,初
始蛋白质浓度越高,颗粒表面上结合的 CD47 抗体

越多。 总之,这些结果表明合成的 CS-HA-PEC 纳米

胶体颗粒对 CD47 抗体高亲和力。 在抗体吸附到

PEC 上之后,通过离心除去未结合的蛋白质并再次

分散沉淀,第二次离心过程仅诱导大约 1% 的结合

蛋白质解吸附。 提示 CD47 抗体强烈地与胶体结构

稳定结合。
对于固体含量为 0. 1%的颗粒,在温和搅拌下,

当纳米粒子吸附 CD47 抗体后,纳米颗粒大小增加

到 415 ~ 650 nm,并在室温下在缓冲液中保持稳定 3
周。 掺入 CD47 抗体后 CS-HA 纳米颗粒的 Zeta 电位

在水中从+ 20 mV 上升到+ 25 mV,在 PBS 中从+12
mV 上升到+18 mV。 粒径增大和 Zeta 电位升高表明

抗体部分整合到纳米粒子结构中,通过离子相互作

用形成半互穿网络。

2. 5　 合成的 CD47 抗体-CS-HA-PEC 对血管内皮细

胞的体外靶向吸附

将 CD47 抗体纳米载体以 FITC 荧光二抗进行

标记,将血管内皮细胞株接种于 24 孔细胞培养板,
与 CD47 抗体纳米佐剂共培养 24 h 后,用 PBS 进行

冲洗,细胞换液,除去悬浮未被吸附的纳米载体的

悬液。 同时以 DAPI 复染细胞核,荧光显微镜下观

察绿色荧光吸附的数量和比例(图 5)。 DAPI 染色

显示所有的血管内皮细胞的细胞核,FITC 荧光显微

镜下为绿色荧光,显示吸附至血管内皮细胞上的

CD47 抗体靶向纳米颗粒,实验结果发现,CD47 抗

体靶向纳米载体可有效吸附至血管内皮细胞的表

面,有效吸附率为 90% 左右(有效吸附率 =绿色荧

光阳 性 细 胞 数 / DAPI 蓝 色 荧 光 阳 性 细 胞 数

×100% )。

表 4. 水或 PBS 中 PEC 纳米胶体溶液对不同初始浓度

CD47 抗体的吸附率(% )
Table 4. Adsorption rate of CD47 antibody with different
intial concentrations by PEC nanocolloidial in water or PBS
solution(% )

时间
(h)

PBS 中 CD47 抗体的输入

0. 1
g / L

0. 3
g / L

0. 5
g / L

水中 CD47 抗体的输入

0. 2
g / L

0. 4
g / L

0. 6
g / L

2 95 91 90 93 91 85

4 97 98 95 95 93 90

6 100 99 97 99 99 95

16 100 100 100 100 100 100

24 100 100 100 100 100 100
注:测定条件电荷比为 1. 5,CS-HA 颗粒中 CS 摩尔质量为 200×103

g / mol,DA 为 48% ,HA 摩尔质量为 50×103 g / mol。

图 5. 以 FITC 标记的 CD47 抗体靶向 CS-HA-PEC 与体外培养的血管内皮细胞株相互作用　 　 左为 DAPI 染色显示所有的血管
内皮细胞的细胞核,右为 FITC 荧光显微镜下显示吸附至血管内皮细胞上的 CD47 抗体靶向纳米颗粒(绿色荧光)。
Figure 5. The interaction of FITC-labeled CD47 antibody targeting hyaluronic acid-chitosan nanoelectrocoincident with cul-
tured vascular endothelial cell lines in vitro
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2. 6　 合成的 CD47 抗体-CS-HA-PEC 对动脉粥样硬

化斑块靶向吸附

ApoE 小鼠进行高脂高胆固醇饮食。 小鼠随即

分成三组,8 周后进行动物活体荧光定位实验及后

续实验。 研究结果显示,与对照组相比,荧光标记

CD47 抗体-CS-HA-PEC 在体内动脉粥样斑块周围

分布,而无抗体靶向标记的小鼠(CS-HA-PEC)体内

未检测出荧光,单独荧光 Cy5. 5 染料溶液标记的对

照组的荧光分布则不具有靶向性(图 6)。 成像结束

后获取主动脉并制备切片,每个血管取 5 张切片

DAPI 复染细胞核后进行荧光显微镜观察,荧光显微

镜下证实 CD47 抗体-CS-HA-PEC 在体内对于动脉

粥样斑块的靶向性(图 6)。

图 6. CD47 抗体-CS-HA-PEC 对动脉粥样硬化斑块靶向吸附　 　 A 为 Cy5. 5-CD47 抗体-CS-HA-PEC,B 为 Cy5. 5 染料溶液,C 为 CS-
HA-PEC。

Figure 6. Targeted adsorption of CD47 antibody chitosan-hyaluronic acid nanocomposite on atherosclerotic plaque

3　 结　 论

在本研究工作中,实验从透明质酸和壳聚糖中

获得带正电荷的聚电解质复合物(PEC)纳米颗粒,
使得它们在室温下生理介质中保持其胶体稳定性

30 天。 而且,抗体可以在颗粒界面处定量吸附,且
不改变胶体稳定性。

参考相关文献及我们的预实验结果,选择参数

如下:低和中等摩尔质量壳聚糖(约 200×103 g / mol
和更低),摩尔质量约 50×103 g / mol 的透明质酸,电
荷比(N+ / N-)保持在 1. 5 至 3. 5 范围内。 实验分别

在去离子水或 PBS 中进行,离心和再分散后颗粒固

体含量可提高到 5% 。 所得到的纳米粒子的直径随

着电荷比的增加而减小,但是聚合物向胶体的转化

降低。 研究发现壳聚糖的乙酰化率对颗粒形成过

程的影响不大。
抗 CD47 与 CS-HA 纳米颗粒的缔合具有快速的

动力学特性,并且在水和 PBS 中都具有高负载能

力。 CD47 抗体负载后,在水和 PBS 中观察到的粒

径分别为 375 nm 和 620 nm,Zeta 电位保持为正值。
在两种缓冲液中 CS-HA / CD47 抗体聚电纳米颗粒

在 3 周内保持稳定。 这些结果表明 CS-HA 聚电纳

米颗粒对 CD47 抗体具有高的负载能力,并且在生

理缓冲液(PBS)中可保持较好的胶体稳定性,更重

要的是,将 CD47 抗体纳米载体体外以 FITC 荧光二

抗进行标记,将血管内皮细胞株接种于 24 孔细胞培

养板,与 CD47 抗体纳米佐剂共培养 24 h 后,实验结

果发现,CD47 抗体靶向纳米载体可有效吸附至血

管内皮细胞的表面,有效吸附率为 90% 左右;并且

在体内实验中对动脉粥样斑块具有靶向性。 因此

壳聚糖和透明质酸均是来自生物质的无毒多糖,因
此为进一步研究利用 CD47 抗体靶向抗动脉粥样硬

化的功能性生物药物递送纳米系统打下基础。
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