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【摘 要】目的：制备表皮生长因子(Epidermal growth factor，EGF)偶联牛血清白蛋白纳米载体，作为多种高表达表皮生长因子 

受体(Epidermal growth factor receptor，EGFR)的肿瘤细胞主动靶向给药的新途径。方法：采用二次超声乳化和溶剂挥发技术制 

备白蛋白纳米载体，通过化学交联试剂将 EGF与白蛋白纳米载体偶联，制得 EGF偶联白蛋白纳米载体并进行核素标记，通过 

葡聚糖凝胶柱及聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)验证偶联效果和 EGF偶联的程度。结果：成功制备得到平均粒径为 34nm的 

牛血清白蛋白纳米载体，而且 EGF与白蛋白纳米载体偶联率较高，所得的 EGF—BSA纳米载体室温稳定性和血清稳定性均较 

好。结论：成功制备得到体积较小的牛血清白蛋白纳米载体和 EGF偶联牛血清白蛋白纳米载体，为进一步探讨其体外肿瘤细胞 

靶向性及体内分布规律奠定了实验基础。 
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Construction of EG F coupling bovine serum albumin nano-carrier 

AⅣG ．s 一6 n，et al 

(Department of Nuclear Medicine，College of Basw Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To prepare EGF-coupling bovine serum albumin nano-carrier as a new way for initiative targeted dmg 

delivery of epiderm al growth factor receptor(EGFR) with broad range of expression in tumor cel1．Methods：albumin 

Was prepared by second phacoemulsification and solvent evaporation technology，and epidermal growth factor(EGF) 

Was conjugated with albumin nano-carrier by chemical crosslinking reagents for EGF coupling bovine serllm albumin 

nano—carrier．Resu／ts：The prepared nano一．carrier then underwent isotope labeling，then the coupling effect of EGF and its 

coupling level were certified by sephadex column and polyacrylamide gel electrophoresis(SDS一-PAGE)．Conclusion：Success in 

the preparation of the smaller bovine serum albumin nano-carrier and EGF coupling bovine serium albumin nano一．carrier 

establish the experimental foundation for further exploration of its targeting of tumor cells in vitro and distribution in vivo． 

【Key word】EGF；Bovine serum albumin；Nan~r—carrier；Copling 

纳米载体一般具有表面积 ／体积大、催化效率 

高、吸附能力强、易于进行表面修饰等优点。所以在 

纳米载体表面进行修饰以避免吞噬细胞的摄取，偶 

联或吸附适当的配体(包括抗体、半抗原 、糖 、外源 

凝集素、叶酸等)，皆可以使纳米载体导向于特定的 

细胞 ，从而提高其靶向性 ，增加纳米载体在靶组织 

中的累积⋯。 

EGFR参与激活一系列复杂的细胞信号转导途 

径，广泛表达于上皮、间质及神经组织。在正常组织 
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中调控细胞的生长、分裂、分化等重要生理过程，在 

发生异常的情况下可引起癌变，所以许多恶性肿瘤 

可出现一种或几种 EGFR家族受体过表达和(或) 

突变。过表达和(或)突变在各种肿瘤组织中表达率 

不同，且与肿瘤的分化程度、恶性程度及侵润程度、 

放化疗敏感性 、肿瘤耐药性及预后等密切相关【2】。 

EGFR被认为是抗肿瘤治疗的重要分子靶点 。因 

此本研究以 EGFR酪氨酸激酶为分子靶点 ，将肿瘤 

的分子靶向技术和纳米技术结合起来，构建出一种 

新的具有靶向作用的纳米载体。 

1 材料和方法 
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1．1 仪器 ，药品与试剂 

1．1．1 仪器 HITACHI H一600透射电子显微镜(日本)、Malvern 

- 2000型激光散射粒径分析仪(英 国)、B3200S-T超声波细 

胞破碎机(BRANSON上海必能胜有限公司)、BS 210 S电子 

天平(德国Sartorius公司)、90—2型定时恒温磁力搅拌器(上 

海沪西分析仪器厂)。 

1．1．2 药品与试剂 牛血清白蛋白(BSA)(美国 Amreseo公 

司，生物技术级 )、表皮生长因子(EGF)(英国 PeproTech EC 

LTD)、25％戊二醛(美国 Sigma公司)、 I(成都中核高通同位 

素股份有限公司 )、甲苯(重庆川东化工公司)、硫酸 一N一羟 

基 琥 珀 酰 亚 胺 (Sulfo—N—hydroxysucciinimide，Sulfo—NHS) 

(PIERCE公司)、1一乙基 一3一(3一二甲基氨基丙基碳二亚氨) 

(1-ethy1-3-(3-dimethyl—aminopropyl carbodiimide．EDC)(Sig— 

ma—Aldrich公司 )、Emulsifier(OP一4)，硅胶 60薄层层析板 

(TLC—SG)(德国 Merck KGaA公 司)，其余试剂均为分析 

纯 。 

1．2 实验方 法 

1．2．1 BSANP的制备及粒径和形态观察 

1．2．1．1 BSANP的制备 25％戊二醛水溶液与甲苯按 1：5 

体积比混合振荡，分层后取上层的甲苯层，得到戊二醛的甲 

苯溶液 ，经紫外分光光度法测定，其浓度为0．221mol／L，备用。 

lml水相(20％的牛血清白蛋白生理盐水溶液)和 50ml油相 

(环己烷，含2％乳化剂OP一4)在600r／min转速下搅拌混合 

1h，再 120W超声乳化 20min，加入一定量的戊二醛甲苯溶液 

后 ，搅拌固化 2h。 

1．2．1．2 BSANP的纳米粒的粒径和形态观察 纳米载体的 

粒径和形态分析采用激光粒径仪测定纳米载体 的粒径大小 

和分布；通过透射电镜观察纳米载体形态。取纳米载体混悬 

液适量，加蒸馏水适量稀释 ，0．22 m滤器过滤 ，用 1．5％ 

(w，、，)用醋酸双氧铀负染色，滴于镀膜的电镜铜网上 ，晾干 

后 ，置于透射电镜下观察，拍照。 

1．2．2 EGF—BSANP的制备及鉴定 

1．2．2．1 EGF—BSANP的制备 EGF与 BSANP通过可溶性 

交联剂 EDC进行共价连结 。取 BSA纳米载体 lmg加入到 

0．1mol／L MES溶液(pH6．0)lml中，加入 0．4mg EDC和 0．6mg 

Sulfo—NHS，室温反应 15min，加入 EGF(100 g)室温搅拌 

2h。连接反应中 EGF：BSANP的摩尔比为 1：1。 

1．2．2．2 EGF—BSANP偶联程度的测定 I用氯胺 T法标记 

EGF，分离纯化后测定 EGF放射比活度(580，400CPM／m1)。 

分别取 I-EGF10 1．50I~l、100 l、150 1．200p,l与 BSANP 

50 l进行连接反应，步骤同上 ，加入 10％三氯乙酸沉淀蛋 

白，离心后测沉淀放射性换算成 -251一EGF的量 ，得单位质量 

BSA偶联 EGF的偶连率。 

偶联率(％)= 沉淀放射性计数 
EGF 

1．2．2．3 柱层析分离纯化 EGF—BSANP Sephadex G50葡聚 

糖凝胶柱分离纯化 EGF—BSANP，取葡聚糖 3g，蒸馏水浸泡 

2h，加入层析柱 ，葡聚糖柱长 20cm，用 0．01mol／LPBS润洗 

2～3min后加入所制的样品。以 6～10滴 ／min接取层析液，4 

滴 ／管 ，进行分离纯化 ，收集先流出的有乳光部分，即 EGF— 

BSANP溶液，测每管 cpm值。 

1．2．2．4 聚丙烯酰胺凝胶(SDS—PAGE)电泳定性鉴定 EGF 

— BSANP和 BSANP 取 10 l EGF—BSANP和 BSANP加入 

聚丙烯酰胺凝胶(分离胶为 10％、浓缩胶为 4％)，100V电泳 

15min，120V电泳 40min，考马斯亮蓝染色 2h，在脱色液中浸 

泡过夜 ，观察结果，数码成像。将二者的电泳条带与标准分子 

量的电泳条带进行比较，初步了解 EGF与 BSANP是否连接 

成功。 

1．2．2．5 EGF—BSANP的形态观察 将纯化 EGF—BSANP溶 

液醋酸双氧铀负染色，透射电子显微镜观察形态，并拍照。 

1．2．2．6 EGF—BSANP的粒径大小分布测定 室温条件下， 

取纯化 EGF—BSANP胶体混悬液适量 ，加入适量蒸馏水稀 

释，用激光散射粒径分析仪测定纳米载体的粒径及其分布。 

1．2．2．7 EGF—BSANP的稳定性的测定 

1．2．2．7．1 室温稳定性的测定 500 l纯化的 EGF—BSANP 

靶向纳米粒室温放置 1h、6h、12h和 24h，纸色谱层析(Paper 

chromatography，PC)测定放射化学纯度 ，在每个时问点吸取 

10～20 l溶液点样，流动相为 75％乙醇，测定 CPM，计算各 

时间点的放射化学纯度，并与第 1个时间点的放射化学纯度 

(RCP)进行比较。以上步骤重复3次。 

1．2．2．7．2 血清稳定性的测定 500 l纯化的 25I—BSANP 

(4OkBq)加入 2倍体积新鲜人血清中，37 分别孵育 0．5h、 

1h、2h、4h，TLC测定放射化学纯度 ，在每个时间点吸取 10～ 

20 l溶液点样，展开剂同上，测定 CPM，计算放射化学纯度。 

以上步骤重复 3次。 

1．3 统计分析 

计量资料以；±s表示。采用 SPSS11．5软件进行单因素 

方差分析，P<0．05表示差异有显著性。 

2 结 果 

2．1 EGF—BSANP与 BSANP的形态、粒径大小及 分 

布  

透射电镜观察，纳米载体形态圆整，大小较均 

匀见图 1、图 2。激光散射法测定的 BSANP平均粒 

径为 34nm，90％的粒径小于 38nm。EGF—BSANP平 

均粒径为 38nm，913％的粒径小于40nm，粒径比BSANP 

略为增大。 

2．2 靶向纳米载体的鉴定 

2．2．1 EGF—BSANP的柱层析图 图 3洗脱曲线 

中第 1个峰对应于纯化了的 EGF—BSANP，第 2个 

峰对应于未反应的 BSANP，第 3个峰对应于未标 

记上的游离 I，由以上洗脱曲线可以清楚地看到 

EGF—BSANP与未反应的 BSANP及其他杂质完全 
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图 1 BSANP的透射电镜照片 

(xl00 000醋酸双氧铀负染) 
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图 3 EGF—BSANP在 Sephadex G50葡聚糖凝胶柱上的 

柱层析分离图 

分离。 

2．2．2．1 SDS—PAGE电泳 EGF—BSANP 对合成产 

品进行 SDS—PAGE电泳，EGF分子量为 6 200u， 

BSANP的分子量为 69ku，EGF—BSANP的理论分子 

量为 75ku。结果见电泳图4，BSANP样品电泳条带 

图 2 EGF—BSANP的透射电镜照片 

(xl00 000醋酸双氧铀负染 ) 

1．BSANP 2．EGF—BSANP 

图4 EGF—BSANP SDS—PAGE电泳图 

与 Marker 68ku接近，而 EGF—BSANP样品电泳条 

带与 Marker 75ku接近，说明EGF与 BSANP连接， 

形成 EGF—BSANP。 

2．2．2．2 EGF—BSANP偶联程度的测定 根据以上 

公式 5组 BSANP分子表面上 EGF的偶联率分别为 

89．4％、92％、91．2％、94．8％和 93．3％，换算成 1 g 

BSANP样 品表 面的 EGF偶 联量测定值分 别为 

0．013 g,0．065 g,0．128 g,0．195 g、0．243 g。 

表 1 EGF—BSA靶向纳米粒在室温放置不同时间的化学纯变化(％。；±s，n=3) 

表 2 EGF—BSA靶向纳米载体在血清放置不同时间的化学纯变化(％。；±s， =3) 

一 ．
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2．2．3 EGF—BSANP稳定性的测定 

2．2．3．1 EGF—BSANP室温稳定性的测定 在室温 

放置 1h、6h、12h和 24h进行 TLC，见表 1。采用软件 

统计分析得：同一时间点组内无显著性(P<0．05)，在 

24h内放化纯度差异有显著意义(P>O．05)，做回归 

分析F值为 3O．46时间于放射纯度呈线性相关，回 

归方程为Y=99．37—3．451X，R 为 0．942，n=3。结果显 

示， I-EGF—BSANP在中性 pH溶液中，室温 24h内 

具有较好的稳定性， I不易脱落。 

2．2．3．2 EGF—BSANP血清稳定性的测定 在血清 

孵育放置 1h、6h、12h和 24h进行TLC，见表 2。采用 

软件统计分析得：同一时间点组内无显著性(P<O．05)， 

在 24h内放化纯度差异有显著意义(P>O．05)，做回 

归分析 F值为 87．98时间于放射纯度呈线性相关， 

回归方程为 Y=99．86—4．156X，R 为 0．981，n=3。结果 

显示， I-EGF—BSANP在血清中，24h内具有较好 

的稳定性， I不易脱落。 

3 讨 论 

目前 ，白蛋白纳米载体制备有超声乳化法 、去 

溶剂化法 、pH一凝聚法、快速膨胀超临界溶液法、机 

械研磨法等。本研究采用二次超声乳化和溶剂挥发 

技术[51，在常规的实验条件下 ，用溶解在甲苯中的戊 

二醛作交联剂，制备白蛋白纳米载体，形态圆整，大 

小较均匀。 

由于白蛋白分子有大量可以进行化学修饰的 

有效连接的表面活性氨基(Surface reactive am in 

ogroups，SRAG)，根据白蛋白纳米载体本身的特性 

结合机体在肿瘤发生时所产生的病理生理变化，制 

作出具有相应靶向特征的纳米载体，达到在特定机 

体环境中的靶向作用，所以我们设想先制备牛血清 

白蛋白纳米颗粒(Bovine serum albumin nanoparti— 

cles．BSANP)，通过羧和反应将与白蛋白纳米载体 

表面的活性氨基与 EGF进行偶联反应 ，制备 EGF 

偶联白蛋白纳米载体，EGFR在多种肿瘤细胞表面 

高表达的特点，使其具有主动靶向作用 ，以期提高 

白蛋白纳米载体的肿瘤细胞摄取量。EGFR介导的 

白蛋白纳米载体可用于治疗乳腺癌、结肠直肠癌 、 

肺癌等多种肿瘤，具有诱人的应用前景。本研究 

首次就 EGF偶联白蛋白纳米载体(EGF conjugated 

bovine serum album in nanoparticles，EGF—BSANP) 

的制备及其相关性质进行了研究 ，为进一步研究肿 

瘤细胞的摄取机理及体内分布规律奠定基础。 

Mailer等[61以羟丙基纤维素溶于二氯甲烷与甲 

醇混合液做乳剂，用溶有二氯甲烷的戊二醛交联， 

采用超声乳化技术获得了直径小于 200nm的白蛋 

白纳米粒。本研究制得的纳米载体粒径比之还小， 

这是 因为 制备过程 中采 用 了较大 的超声功率 

(120W)和较长的超声时间(20min)，并选用了合适 

的乳化剂，所以交联后就得到了更小粒径的纳米载 

体。较小的体积和亲水性的表面可以减少调理反 

应，从而使其不易被巨噬细胞吞噬。纳米载体的粒 

径与蛋白的调理也有密切的关系，粒径越小，蛋白 

质和调理素吸收越少，巨噬细胞摄粒也随之减少。 

纳米载体如有理想的粒径并经表面亲水性基团修 

饰后 ，可有效避免网状内皮系统吞噬，在体循环中 

长时间存在，降低了药物对网状内皮系统的靶向 

性，增加了对病变部位的靶向性；还可以显著提高 

透过血脑屏障的量，将药物定向地输送到中枢神经 

系统而发挥作用靶向治疗一般都以肿瘤细胞表面 

高表达的分子作为靶向分子 。 

纳米载体应用于肿瘤的诊断治疗中，由于肿瘤 

细胞本身吞噬能力较强，其周围新生毛细血管的通 

透性较大，基膜不连续甚至缺如 ，纳米载体依靠粒 

径较小的优势很容易进入并在瘤组织内聚集，从而 

可以提高疗效，减少给药剂量和毒性反应[81。将 EGF 

与BSA纳米载体偶联可以通过配体受体特异结合 

的生物靶向作用进一步提高 EGF—BSA纳米载体的 

靶向性，使之能在高表达 EGFR的肿瘤靶向治疗中 

发挥更好的靶向作用。 

4 结 论 

本研究首次成功制备得到体积较小的牛血清 

白蛋白纳米载体和EGF偶联白蛋白纳米载体 ，并且 

BSA纳米载体与 EGF的偶联率较高，在室温和血清 

中的稳定性较好，为进一步探讨其体外肿瘤细胞靶 

向性及体内分布规律奠定了实验基础。 
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奋对梗死后心肌的毒性作用。 

别嘌呤醇改善胶原重塑的细胞与分子生物学 

机制至今未明，可能与抑制缺血心肌产生大量 ROS 

有关，包括超氧阴离子(·02-)、羟 自由基(·OH)、过 

氧化氢(H O )、单线态氧( O )等，形成级联反应大 

量生成 ROS，可通过细胞内多条氧化还原信号通 

路[61，激活细胞炎症因子网络如 MAPKs，调节氧化还 

原敏感的转录因子如 NF—K B，激活基质金属蛋白 

酶 ，一方面刺激心肌细胞增殖肥大，另一方面大量 

溶解胶原，造成局部室壁变薄和室腔扩张。业已证 

实，直接清除·OH可以改善心室重构和功能紊乱t2]。 

黄嘌呤氧化酶(xo)是心肌组织中产生 ROS的主要 

酶源之一 ，在缺血心肌中表达增加和活性增j虽【，一， 

而别嘌呤醇及其活性代谢物羟嘌呤醇(Oxypurino1) 

作为竞争性抑制剂能有效抑制黄嘌呤氧化酶活性， 

从而减少 ROS的生成l 7l。本研究用清除·02-和·OH 

活力反映 ROS的生成量，清除活力高则表明心肌组 

织中·02-和·OH含量低；另测定 XO活力及蛋白表 

达。结果别嘌呤醇治疗组心肌组织清除·02-和·OH 

活力明显升高，x0活性降低 ，蛋白表达与 MI组比 

较无统计学差异。据此推测别嘌呤醇可能通过抑制 

XO潘l生，减少 ROS的生成，从而抑制氧化应激介导 

的心室重构而发挥作用 ，而对 XO蛋白的表达无明 

显影响。 

别嘌呤醇作为降尿酸药物广泛应用于临床，其 

安全性已经得到认可，目前已用于治疗心衰伴高尿 

酸血症的患者【8】。本研究表明，心肌梗死应用别嘌呤 

醇治疗有利于改善心室重构，延缓心力衰竭。这种 

额外的药理机制将为临床治疗心肌梗死提供一条 
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