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蛋白冠对纳米粒体内循环的影响和应用研究进展
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(江西中医药大学药学院, 江西 南昌 330004)

摘要: 纳米粒在检测、治疗癌症以及各种疑难杂症方面具有较佳的适用性, 但单核吞噬系统可严重缩短纳米粒

的体内循环时间, 降低药物疗效。纳米粒进入机体后在其表面形成的蛋白冠可改变其表面性质, 干扰吞噬细胞的识

别, 从而影响其在体内的循环时间。本文概述了蛋白冠的一般组成和形成过程, 总结了纳米粒物理化学性质如粒

径、表面电荷、亲水性和表面材料对蛋白冠形成的影响。蛋白冠影响纳米粒体内循环, 主要在于吸附的调理蛋白促

进细胞吞噬。因此, 本文还介绍了应用蛋白冠促进纳米粒体内长循环的方法, 通过设计合适的理化性质、表面修饰

和定向设计蛋白冠, 减少蛋白质在纳米粒表面的吸附。以减少纳米粒在单核吞噬系统 (主要是肝脏和脾脏的吞噬细

胞) 的清除, 实现纳米粒在体内长循环的目标。
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Abstract: Nanoparticles have better applicability in the detection, treatment of cancer and various difficult

diseases, but mononuclear phagocytosis system can seriously shorten the time of nanoparticles in vivo circulation,

reduce the drug efficacy. The protein crown formed on the surface of the nanoparticle after entering the body can

change its surface properties, interfere with the recognition of phagocytes, and thus affect its circulation time in vivo.

This article outlines the general composition and formation process of protein crowns. It also summarizes the influence

of the physical and chemical properties of nanoparticles, such as particle size, surface charge, hydrophilicity and

surface materials on the formation of protein crowns. The protein crown affects the circulation of nanoparticles

in vivo, mainly because the adsorbed opsonic protein promotes cell phagocytosis. Therefore, we also introduce the

method of using protein crowns to promote the long circulation of nanoparticles in vivo. By designing appropriate

physical and chemical properties, surface modification, and directed design of protein crowns, the adsorption of

proteins on the surface of nanoparticles can be reduced. Therefore, it can reduce the clearance of nanoparticles

in the mononuclear phagocytic system (mainly the phagocytes of the liver and spleen), and achieve the goal of

long circulation of nanoparticles in the body.
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纳米粒 (nanoparticles, NPs) 具有粒径小、比表面

积大、反应活性高等特点, 且其三维多组分结构能与生

物系统产生独特的相互作用 , 使药物递送系统 (drug

delivery system, DDS) 的设计具有高度灵活性, 可以克

服生物屏障, 甚至发挥靶向作用[1,2]。NPs进入机体后

可与细胞、细胞器、蛋白质和DNA等相互作用, 建立一

系列的纳米-生物界面 (nano-bio interface)。该界面的

动态变化主要由胶体力学以及纳米材料表面与生物组

分之间的动态物理化学相互作用维持, 表现为蛋白冠

(protein corona, PC) 形成、NPs包裹、细胞内吸收和生

物催化等过程, 其中PC是影响NPs在血液中循环时间

和疗效发挥的重要因素[3]。了解 PC 在 NPs体内循环

过程中所起的作用, 有利于降低NPs清除率、延长其循

环时间和增强药物疗效。因此, 本文介绍了PC的一般

组成和形成的影响因素, 综述了PC对细胞吞噬NPs的

影响, 以及目前利用PC减少细胞吞噬和延长NPs体内

循环时间的技术手段, 助力NPs制剂的进一步研究与

开发。

1 PC的形成与组成

PC是NPs进入体内环境后, 其表面迅速吸附各种

蛋白质形成的动态多层蛋白质结构[4], 见图 1。根据

Vroman效应, 最初NPs的表面会吸附丰富的低亲和力

蛋白质, 形成“soft层”, 其相互作用较弱, 在溶液中的

结合蛋白和未结合蛋白之间经过动态平衡进一步形成

“hard层”[4,5], 即蛋白质最初附着于表面后, 会进行一

系列吸附与解吸, 形成平衡状态, 最终进入更加稳定的

状态, 呈现不可逆性[6]。吸附的决定因素不仅是蛋白

质的亲和力, 而是一系列复杂的力的作用, 比如疏水作

用、静电相互作用及氢键, 还有分子松弛时间、蛋白质

在表面的扩散机制和热力学稳定机制的多重作用, 即

构象重排和拥挤效应[6-8]。

PC 的主要成分为蛋白质 , 还有少量脂质[9]和糖

类[10]。构成PC的蛋白质具有较高丰度, 如血清白蛋白

(HSA)、载脂蛋白、补体蛋白和纤维蛋白原等, 以及一

些特异性蛋白。NPs 进入血液循环之初所形成“soft

层”中的蛋白, 主要是在血液中丰度较高而亲和力低的

蛋白质, 如白蛋白和纤维蛋白原, 但随后经过动态吸附

形成“hard层”, 其组成是丰度较低而亲和力高的蛋白

质 (如 Apo A-1)[11,12]。NPs的载体材料也会影响“hard

层”, 正如Tenzer等[13]研究二氧化硅 (SiO2) 和聚苯乙烯

NPs随着血浆孵育时间增加, PC以白蛋白、载脂蛋白

和补体蛋白为主, 特异性蛋白如激肽原、转铁蛋白、凝

溶胶蛋白、铜蓝蛋白、血凝素、玻连蛋白和角蛋白等依

然存在, 但成分占比却发生了变化。另外, 血浆中蛋白

浓度也是影响“hard层”的主要因素, 如Monopoli等[14]

研究发现 SiO2 NPs主要含纤维蛋白原、载脂蛋白和补

体蛋白的 PC, 当血浆浓度增加时, 纤维蛋白原含量降

低, 而糖蛋白、血小板反应蛋白、纤溶酶原、HSA、转铁

蛋白和硒蛋白等蛋白质的含量增加。可见, PC中蛋白

的吸附呈现出特异性, 这对NPs的生物学效应十分重

要, 特别是 NPs与细胞之间的相互作用 , 如细胞膜黏

附、吸收和转运, 甚至是细胞毒性[15,16]。因此, PC在减

少NPs的清除方面发挥重要的意义, 尤其是减少单核

吞噬系统中的吞噬细胞对NPs的清除[17]。

2 蛋白冠形成的影响因素

PC作为纳米-生物界面的重要现象, 在复杂的生

物环境中, 血液中的各种物质和分子都可能影响PC的

形成, 影响因素除了前文所述蛋白质的亲和力等一系

列决定性因素外, 还有NPs的大小、表面电荷、表面性

质和表面材料等物理化学性质。

2.1 粒径对蛋白冠的影响 粒径是 NPs的基本性质

之一, 主要决定了NPs表面曲率和表面积, 从而影响了

PC的形成。对于单一球形NPs来说, 粒径越大, 表面

曲率越小, 表面吸附的蛋白质受到的空间位阻越大, 可

阻止蛋白质的再吸附; 粒径增大, 与蛋白质接触面积增

加, 蛋白质吸附量增加[3,5,6,12,14]。NPs进入血液系统后,

生物分子在热力学和动力学的作用下吸附到表面形成

PC, 主要是蛋白质[12]。一方面蛋白质的大小是其中的

关键因素, PC吸附的血浆蛋白以中等分子质量 (30～

100 kDa) 的蛋白质为主[18], 低血浆浓度下 NPs 吸附

90 kDa和 26 kDa的蛋白质较多, 而高血浆浓度下“hard

层”以 70～50 kDa 的蛋白质较多[14]。而且 Casals 等[5]

发现 4 nm NPs表面较小无法形成 PC, 10 nm NPs与血

清中的蛋白质大小相似可以形成 PC, 而 40 nm NPs比

一般血清蛋白大, 吸附的量多, 易发生调理作用; 另一

Figure 1 The formation process of protein corona. When the

nanoparticles enter the blood circulatory system, the surface of the

nanoparticles will adsorb protein to form a protein corona
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方面 , NPs 表面曲率也是重要因素 , 如 Cedervall 等[12]

发现 70 和 200 nm 的颗粒表面吸附蛋白质的量不同 ,

70 nm NPs 以较小的曲率半径导致较低的蛋白吸附 ,

而在颗粒表面分离的 5种蛋白质中, 200 nm NPs吸附

最大分子量的蛋白质最多。Lima等[9]采用粒径为 26、

80 和 200 nm 的 3 种羧化聚苯乙烯 NPs (COOH-PS

NPs) 在小鼠血清中分别孵育 1和 24 h, 经蛋白组学研

究发现, 由于NPs表面曲率的影响, PC中分别吸附 6、

83和 49种特异性蛋白; 表面积和表面曲率的双重作用

使 200 nm NPs吸附胆固醇最多, 进而影响了NPs和细

胞的相互作用和细胞摄取机制。NPs粒径增加使其总

表面积增加, 对PC的总量和成分也影响很大。较大粒

径的金纳米粒 (Au NPs) 由于其较高的表面积, 对蛋白

质的吸附作用更强, 吸附蛋白质的数量也较多, 而且分

子质量 < 80 kDa的蛋白质占 PC的 75%～80%, 40 nm

Au NPs在 PC最高丰度的 20种蛋白质中存在精氨琥

珀酸合成酶 (argininosuccinate synthase) 和激肽释放

酶 (kallistatin) 两种特异性蛋白, 而 70 nm AuNPs具有

α-1B糖蛋白(α-1B glycoprotein)、铜蓝蛋白、α1-抗胰蛋

白酶 1-3 (α1-antitrypsin 1-3) 和丝氨酸蛋白酶抑制剂

A1 (serpinA1) 等特异性蛋白[19]。同样, Lima等[9]发现

26 nm NPs的PC中蛋白质总量较少, 特别是载脂蛋白;

粒径大为蛋白质吸附提供了更多的表面空间 , 因此

200 nm的 NPs吸附蛋白的总量较多, 尤其是肌球蛋白

重链-9 (myosin-9) 和Apo A-1。

2.2 表面电荷对蛋白冠的影响 NPs表面所带电荷可

与蛋白质发生静电作用, 从而影响PC的形成。大多数

蛋白质的等电点在 5.0 左右 , 在生理 pH 值时 (7.35～

7.45), 血液中的蛋白质总体带负电[9]。带负电的NPs首

先吸附带正电的蛋白质, 再吸附带负电荷的蛋白质, 最

终所形成的PC带负电[9,19-21]; 带正电荷的NPs在pH 7.4

条件下, 表面可以显著吸附蛋白质, 呈现中度负表面电

势 (-20～-30 mV)[22,23]。蛋白质吸附机制认为, 由于电

荷吸附作用, 表面带正电荷的NPs比带负电和中性的

NPs具有更强的蛋白吸附性[24], 并影响了PC中蛋白质

的总量。如采用不同材料修饰而带有正、负两种电位的

Fe3O4 NPs, 前者的蛋白质吸附量显著高于后者[25], 在

其他研究中, 蛋白吸附总量上的差异可以达到 40%[26],

因此阳离子NPs可形成更加致密且多样性较低的PC。

2.3 表面性质对蛋白冠的影响 NPs表面性质为蛋白

质吸附提供了热力学表面, 亲水性程度影响 PC的形

成。蛋白质分子具有很多极性基团, 吸附水分子后形

成水化膜, 疏水性NPs更容易破坏蛋白质水化膜, 使其

在热力学稳定的条件下吸附在 NPs 表面[12,23]。例如

Saha等[23]改变NPs端基的组成结构, 发现虽然PC中的

蛋白质主要为免疫球蛋白和载脂蛋白 (约占总蛋白的

60%), 而且静电作用是影响NPs与蛋白质结合的主要

因素, 但是, 在10%血清中NPs的疏水性是载脂蛋白形

成的关键, 随NPs表面疏水性增加载脂蛋白的量会降

低。甚至研究发现疏水性NPs是亲水性NPs吸附蛋白

质 2.1倍, 而且在NPs表面优先吸附的蛋白质随NPs表

面亲水性程度而异, 亲水性NPs优先吸附玻连蛋白和

抗凝血酶 III, 疏水性NPs优先吸附HSA、血红蛋白 β亚

基 (hemoglobin fetal subunit beta, HB), 中等疏水性NPs

优先吸附踝蛋白 1 (talin 1) 和凝血酶原, 但是所有类型

的纳米粒都优先吸附了载脂蛋白, 而且亲水性NPs在

PC的动态平衡中比疏水性NPs的蛋白质交换速率更

高[21]。还有研究[27]认为, 亲水性纳米材料主要吸附白

蛋白、纤维蛋白原和 IgG, 而载脂蛋白不同, 不同类型

具有不同的吸附倾向, 如Apo A-4、Apo B、Apo C-3和

Apo E优先吸附至疏水量子点, 而Apo A-1、Apo A-2和

Apo C-1 优先吸附至更亲水的 NH2 修饰的量子点。

NPs表面粗糙度影响 PC的形成, 研究者[28]利用 6种基

于葡萄糖、甘露糖和半乳糖制备的三嵌段三元共聚物,

发现粗糙的NPs比光滑表面的球形NPs吸附的蛋白质

减少, 而且以非特异性结合的蛋白质减少为主。

2.4 表面材料对蛋白冠的影响 常见的载药 NPs表

面材料如可降解的如聚氰基丙烯酸烷酯和聚酯类; 天

然高分子材料中的亲水性聚合物和脂质材料; 不可降

解的如聚丙烯酰胺类、聚甲基丙烯酸烷酯类和磁性氧

化铁和SiO2
[29]。载药NPs的制备材料的化学特性促成

了特异性的PC的形成, 尤其是NPs最表面材料能与血

液中的分子直接接触, 成为诱导PC形成的关键因素之

一。研究SiO2NPs和聚苯乙烯NPs发现, 聚苯乙烯NPs

的吸附蛋白质的总量随血浆浓度上升明显增加, 特别

是纤维蛋白原和免疫球蛋白的量增加, 而开始以HSA

最多, 最后与载脂蛋白、补体蛋白一起减少; 随着血浆

浓度增加, 虽然 SiO2NPs吸附蛋白质的总量略有降低,

且纤维蛋白原下降约 10%, 但血小板反应蛋白、富含组

氨酸的糖蛋白、纤溶酶原、HSA、转铁蛋白、硒蛋白以及

β-糖蛋白等蛋白质被富集[14]。Zhang等[30]探究发现多

壁碳纳米管 (multiwalled carbon nanotubes, MWCNT)

主要吸附牛血清白蛋白和免疫球蛋白G, MWCNT与

蛋白质之间的相互作用在一定程度上改变了吸附蛋白

质的特性和结构。

为了改变 NPs的表面性质, NPs通常会在其表面

包覆新的材料以达到设计的目标, 如Li等[31]以聚乙二

醇 (polyethylene glycol, PEG)、壳聚糖 (chitosan, CS) 和

聚乙烯亚胺 (polyethylenimine) 包覆Au NPs研究表面

化学对器官组织分布的影响, 结果表明PEG使Au NPs
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吸附的血清蛋白最少, 在体内显示出良好的分散稳定

性和抗蛋白质吸附性 , 使 Au NPs 在血液循环时间最

长; CS和聚乙烯亚胺使Au NPs吸附更多的血清蛋白,

易在体内凝聚。与无机NPs相比, 采用CS、羧甲基葡

聚糖及巯基葡聚糖的包覆聚合物NPs具有较薄的蛋白

冠层, 主要由载脂蛋白、蛋白C (protein C)、血红蛋白亚

单位 (hemoglobin subunits) 和 α -间胰蛋白酶抑制剂

(inter-alpha-trypsin inhibitor) 组成, 这可能影响纳米粒

的生物分布和细胞摄取[32]。

为了使NPs达到长循环或靶向的目标, 通常也会

在其表面接枝一些小分子配体, 因此表面配体也能影

响 PC 的形成。Walkey 等[33]发现 Au NPs 的 PEG 接枝

密度决定了 NPs表面 PEG 分子构象的自由度和蛋白

质吸附的热力学, 通过PC调节NPs与细胞表面受体的

相互作用影响巨噬细胞摄取。研究者[34]利用转铁蛋白

受体的靶向配体, 发现配体大小和构象的差异影响PC

的组成, 主要是纤维蛋白原、白蛋白、载脂蛋白和补体

蛋白吸附的含量, 导致其细胞摄取和胞吐的变化。

3 蛋白冠对纳米粒体内循环时间的影响

在复杂的生物环境中, PC作为NPs与细胞或分子

接触的界面, 对NPs的生物学效应十分重要, 甚至影响

NPs发挥药物疗效。研究发现单核吞噬系统清除体内

占比 90%以上的NPs, 引起药物疗效降低, 毒副作用增

大[35,36], 而且PC中较高丰度的蛋白质及一些特异性蛋

白可以影响单核吞噬系统中吞噬细胞对NPs吞噬, 从

而影响NPs在体内的血液循环时间[17]。

研究表明 PC中较高丰度的蛋白质, 如白蛋白、载

脂蛋白和纤维蛋白原等, 会影响NPs在体内的吞噬, 其

中, 吸附的蛋白质如白蛋白、载脂蛋白能起到降低吞噬

细胞吞噬的作用, 有助于NPs在体内循环时间的延长,

然而吸附的免疫球蛋白、纤维蛋白原和补体蛋白等一

系列具有激活吞噬作用的蛋白质, 会导致NPs从体内

快速清除[37-39]。由于蛋白质的亲和力和丰度的影响,

各种蛋白质之间产生一种复杂的相互竞争作用形成动

态的蛋白冠, 通过各种蛋白质的综合作用会影响细胞

黏附、补体激活或巨噬细胞识别和摄取, 进而影响吞噬

细胞对NPs的清除[4,9,14]。研究发现羧化聚苯乙烯NPs

(COOH-PS NPs) PC中Apo A-1的吸附和Apo E的解吸

有助于蛋白质和脂质在 PC上的重新分布[9]。Apo A-4

和 Apo C-3 包被可以降低细胞摄取聚苯乙烯 NPs, 而

Apo H包被则可以增加其细胞摄取, 由于蛋白质的竞

争作用, NPs表面吸附的凝血酶原、抗凝血酶 III、玻连

蛋白和凝血因子的相对含量与细胞摄取呈正相关, 而

白蛋白和第 3种补体成分 (complement 3, C3) 呈负相

关[22]。补体、脂蛋白和凝血类的蛋白质与巨噬细胞摄

取呈现高度正相关, 免疫球蛋白与巨噬细胞摄取呈负

相关性, 因此PC中各种蛋白质的含量和复杂相互作用

是影响巨噬细胞摄取的关键[23]。就像 Saha等[23]研究

发现具有亲水和疏水表面的 AuNPs可以调节血清孵

育中 α-C4b结合蛋白 (human C4b-binding protein alpha,

C4BPA) 和 IGLC-2 (Ig lambada-2 chain C regions) 的吸

附, 进而影响细胞摄取, 其中, C4BPA与巨噬细胞摄取成

正相关, IGLC-2与巨噬细胞摄取成负相关。Bertrand

等[38]制备PEG化聚乳酸-羟基乙酸共聚物 [poly(lactic-

co-glycolic acid),PLGA] NPs, 将缺乏补体 C3、Apo E、

Apo J 和低密度脂蛋白 (LDLR) 的基因敲除小鼠对

NPs的清除与正常小鼠相比, 缺乏补体C3的基因敲除

小鼠无法引发补体激活, 却没有显著延长NPs循环时

间, 然而缺乏Apo E和Apo J的基因敲除小鼠使NPs的

血液清除速度加快 , 尤其是对于低密度 PEG 修饰的

NPs。而且Apo E和Apo J作为 PC中几种丰度最高的

蛋白质, 说明PC中的载脂蛋白显著延长了NPs在血液

的循环时间。因此, PC中较高丰度的蛋白质及一些特

异性蛋白可以影响NPs的表面性质和生物学效应。

对吞噬细胞吞噬NPs的影响, 主要与吞噬细胞清

除NPs的方式有关, 分别是经受体介导的细胞吞噬、非

特异性黏附激活吞噬作用及补体激活反应促进吞噬

等, 这三种方式都是PC中的特定蛋白可以与细胞表面

发生相互作用[40]。Visalakshan等[20]发现含有羧基的丙

烯酸 (acrylic acid, AC) 亲水性表面和富含甲基的 1,7-

辛二烯 (1,7-octadiene, OD) 疏水表面分别吸附了以白

蛋白和免疫球蛋白 IgG2最高含量的PC, 以调节抗炎细

胞因子 (精氨酸酶和 IL-10) 和促炎细胞因子 (TNF-α和

IP-10) 来激活不同的细胞吞噬途径。调理素吸附在

NPs表面并改变构象, 与吞噬细胞接触, 经吞噬细胞表

面的受体识别后使NPs被摄取。Candace等[41]制备胺

改性的阳离子聚苯乙烯 NPs (NH2-PS NPs) 和羧酸盐

改性的阴离子聚苯乙烯NPs (COOH-PS NPs), 吸附的

血清蛋白使NPs成为净的阴离子蛋白-NPs复合物, PC

组分差异使COOH-PS NPs以白蛋白受体介导细胞内

化为主 , NH2-PS NPs却以清道夫受体介导细胞内化 ,

进而影响细胞摄取。一方面, 蛋白冠不仅降低了NPs

对细胞膜的黏附, 而且阻碍清道夫受体对Au NPs的识

别, 促进网格蛋白对Au NPs的识别, 因此血清蛋白的

存在抑制了细胞对NPs摄取[42]。同样有研究认为 PC

的血清蛋白对吞噬细胞产生非特异性黏附, 导致免疫

细胞非特异性吞噬NPs, 其中增加载脂蛋白的占比和

PEG 化可以抑制蛋白质的吸附防止非特异性细胞摄

取[3,11,22,23,25]; 另一方面 , 补体 C3与吸附的蛋白质共价

结合, 而且可与 PC中的蛋白质进行动态交换, 甚至补
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体因子和凝血因子等与高丰度的免疫球蛋白之间竞争

性吸附, 有助于促进巨噬细胞识别和摄取[23,43]。

4 应用蛋白冠促进纳米粒体内长循环的方法

NPs 在体内的清除系统包括肝脏、脾脏和肾脏。

除了肾过滤系统的清除以外, NPs的清除主要是调理

蛋白吸附在NPs表面, 启动了细胞的摄取和内化机制

所致。因此可以利用 PC的作用改善NPs进入体循环

后的状态。如前所述, NPs的物理化学性质能影响其

表面PC的形成。为了改善表面性质, NPs常通过设计

采用合适的骨架材料、表面接枝亲水化合物或采用仿

生的细胞膜包被等方式影响NPs的PC, 延长其血液循

环时间[37,44]。此外, 通过充分理解蛋白质的竞争关系

和利用其在生物循环体系内的功能达到精准设计 PC,

以达到延长NPs体内循环的目标, 见图2。

4.1 设计合适的理化性质 NPs表面 PC的形成主要

取决于所处的生物介质与NPs本身性质。不同的生理

环境, 如血浆、血清、动物血清 (胎牛血清)、游离白蛋白

和游离纤维蛋白原, 以及动态培养基血等能影响PC的

形成[45,46]。通过设计 NPs 的物理化学性质 (粒径、形

状、表面电荷、材料的亲水疏水性) 来控制纳米粒表面

PC 的形成 , 改变 NPs 的细胞摄取或生物分布 , 延长

NPs血液循环时间。Martin等[47]研究了 6种不同的聚

苯乙烯NPs, 分别是 3种表面化学性质 (中性、羧基改

性和胺改性) 的两种尺寸 (50和100 nm) 在人血浆中对

PC形成的影响, 发现在 50 nm NPs的 3种表面化学性

质, 其 PC共有 35%～40%蛋白质, 特异性蛋白约 35%,

胺修饰NPs的PC中以载脂蛋白数量最多, 10个载脂蛋

白中有 9个与高密度脂蛋白 (HDL) 相关, 表明胺修饰

50 nm NPs 与 HDL 相关 , 其他的与极低密度脂蛋白

(VLDL) 和低密度脂蛋白 (LDL) 相关。而羧基修饰的

100 nm NPs, PC中只有约 15%特异性蛋白质, 还含有

大量的免疫球蛋白。因此, 通过对表面性质和尺寸的

影响进行系统研究, 完全改变了PC中生物活性蛋白质

的性质, 从而改变NPs的生物学效应。Madathiparambil

等[48]制备棒状和球状SiO2 NPs在人血浆和血清中孵育

1 h后, 发现棒状NPs低曲率更有利于蛋白质吸附, 使其

比球形NPs上吸附的蛋白质总量明显升高, 主要是免疫

球蛋白、IgG2c和补体C1s蛋白更高, 但是球形NPs上吸

附白蛋白和纤维蛋白原的量更高, 因此棒状NPs可能会

触发更强的免疫反应, 球形NPs的体内循环时间更长。

4.2 采用表面修饰控制表面性质 针对 NPs表面的

亲水疏水性对 PC的形成的影响, 当以亲水性分子 (多

糖、多肽或蛋白质) 修饰NPs时, 亲水层能减少血清蛋

白吸附, 影响细胞摄取[22], 其中, PEG修饰研究最深入,

也被作为减少NPs被非特异性吞噬细胞吞噬的准则。

PEG的长度和密度对循环时间的影响是减少蛋白质吸

附的关键, 也是PEG层的“蘑菇状”和“刷状”结构的理

论基础[49-55], 这主要与空间位阻效应、分子链的构象波

动及水合作用有关[40,56]。亲水性分子修饰对 PC的形

成及体内循环的影响见表1[11,25,27,33,43,57-63]。

Figure 2 Method for using protein corona to promote long circulation of nanoparticle. It is mainly through the design of appropriate physical

and chemical properties, surface modification and targeted design of protein crowns to reduce the adsorption of proteins on the surface of

nanoparticles, especially opsonizing proteins (immunoglobulin, fibrinogen and complement proteins). This can reduce the clearance of

nanoparticles in the mononuclear phagocytic system (mainly the phagocytes of the liver and spleen) to achieve the goal of long circula‐

tion of nanoparticles in the body
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Table 1 The effect of hydrophilic molecular modification on protein corona and circulation in vivo. SPIONs: Superparamagnetic iron

oxide nanoparticles; ITIH4: Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4; AGP: Alpha-1-acid glycoprotein; HES: Hydroxyethylstarch; PS:

Polysarcosine; NP-Pd: Pd coated nanoparticles (NPs); NP-pD-Al: Albumin-coated NPs; NPxAl: NPs with surface-embedded albumin 1;

LSECs: Liver sinusoidal endothelial cells; PEEP: Poly(ethyl ethylene phosphate); PVA: Polyvinyl alcohol polymer; MPS: Mononuclear

phagocytic system

Hydrophilic

molecule

Dextran-coated

CS-PEG coated

Fucoidancoated

Hyaluronic acid

coated

Alginate coated

HES

PS coated

Albumin coated/

bonded

PEG bonded

PEG bonded

PEG bonded

PEEP bonded

PVA coated

Nanoparticle

SPIONs

nanoworms

PLGA NPs

SPIONs

Chitosan

(CS) NPs

CS-NPs

Polystyrene

NPs

Au NPs

PLGA NPs

Au NPs

Polystyrene

NPs

PLGA NPs

Polystyrene

NPs
SPIONs

Effect of surface modification on

protein corona (PC)

In serum, C3, albumin, immunoglobulin and

apolipoprotein are rich in PC; in plasma,

fibrinogen, C3, albumin and apolipoproteins are

also enriched. Among them, NPs bind about 70

and 110 C3 molecules, respectively
Reduce serum protein adsorption

Affect the immunity of NPs and reduce

macrophage uptake
Reduce protein adsorption, form a low immunogenic

PC—without Apo J, containing two unique

anti-inflammatory proteins, ITIH4 and AGP
Are able to adsorb 25 stable proteins within the

formedcorona
High amount of plasma proteins were adsorbed onto

the capsules' surface, Apo A-1 to be a component of

the hard protein corona and HSA as a component of

the soft corona
The higher hydrophilicity of polysarcosine reduces

the adsorption of proteins on the surface of

PS2-Au NPs
Less protein are adsorbed to NP-pD and NP-pD-Al

by the hydrophilic nature of the pD-covered surfaces

than NP and NPxAl. Mouse serum albumin was the

major protein on NPxAl surfaces and adsorb more

apolipoprotein E
Ungrafted nanoparticles adsorbed a dense layer of

protein,such as C3, kininogen, proteins in clusters A,

B, C, and D). Increasing PEG grafting density

reduces total protein adsorption nonlinearly

PEG coating reduces the adsorption of a wide

range of soluble proteins such as complements,

glycosylated proteins, and lipoproteins
Dynamic outer PEG layer reduces protein binding

affinity on PEGylated NPs

Reduced the adsorption of albumin, fibrinogen and

vitronectin and the PC mainly consists of the Apo J
All PVA-coated SPIONs show a notably specific

adsorption of proteins (serum albumin, serotransfer‐

rin, alpha-fetoprotein, and kininogen-1), also notably

tightly bound proteins (cytochrome P450 2C5, alpha-

2-antiplasmin, vitamin D-binding protein, and alpha-

1B-glycoprotein) on the negatively charged SPIONs

Effect of surface modification on

internal circulation

Modulate complement activation and prolong

circulation time

Reduce macrophage uptake (especially the

isolation in the liver), show dramatic

prolongation in blood circulation
Led to a 4-fold increase in the circulatory

half-life from 37.4 to 150 min
Decrease rate of macrophage uptake

Decrease rate of macrophage uptake

The blood retention of PS2-Au NPs samples

after 24 h is 20%, which is twice as high as

10% of PEG-Au NPs
The denatured albumin on NPxAl acted as a

substrate of scavenger receptor A for

macrophages not only in itself but also by

promoting the adsorption of protein corona

including Apo E and increased the MPS uptake
Below 0.5 PEG per nm2, macrophage uptake

is a function of PEG grafting density for all

nanoparticle sizes. PEG minimizes macrophage

uptake by selectively suppressing the adsorption

of specific serum proteins
Interestingly, PEGylation reduced nanoparticle

uptake by inactivated M0 and activated M1 and

M2 macrophages
Increases the characteristic binding time between

LSEC receptors and their plasma protein ligands

adsorbed on NPs. Reduces the clearance of

PEGylated NPs by non-Kupffer cells (LSECs)

in the liver and extend NP blood circulation
Clusterin reduces non-specific cellular uptake

Reduce the cellular uptake of PVA-coated

SPIONs and significantly extend blood

circulation time

Reference

[43]

[57]

[58]

[26]

[26]

[11]

[59]

[60]

[33]

[61]

[62]

[27]

[63]

此外, 以自然原理为基础开发了各种细胞膜修饰

NPs的仿生技术, 通过发挥细胞膜上特殊蛋白的作用

使NPs无法被吞噬细胞识别为异物, 增加其循环时间。

正如Li等[64]发现 80 nm RBC-PLGA NPs中含有与各种
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生物学过程有关的 474种小鼠膜蛋白, 其中CD47占总

膜蛋白的 0.423%, 高度表达使RBC-PLGA NPs避免了

巨噬细胞的吞噬作用。甚至, 由细胞膜修饰中蛋白质

的功能出发, 发现 CD47修饰 NPs不但与 PEG修饰一

样, 能降低NPs在所有类型中的巨噬细胞摄取, 而且通

过降低 M1 巨噬细胞表达 SIRPα蛋白显著地降低了

NPs在M1巨噬细胞的摄取[61]。Hu等[65]在 PLGA上包

覆一种血小板膜制造的单层膜, 虽然含有的免疫调节

蛋白CD47、CD55、CD59、各种整合蛋白及其他跨膜蛋

白的量与血小板膜中的量不同, 但CD47蛋白以特异

性方式减少细胞的摄取, 补体调节蛋白CD55和CD59

抑制了补体激活系统, 减少 NPs在血浆孵育后的补体

激活反应。

4.3 定向设计蛋白冠 当 PC 在 NPs 表面迅速形成 ,

NPs的生物学效应的定义由其本身的物理化学性质变

成了PC与NPs的生物相互作用。PC不仅影响细胞对

NPs的摄取内化等, 而且在减少NPs的清除方面发挥

重要意义。因此, 通过精准设计PC的组分以改善体内

循环, 有助NPs的开发与应用。现阶段主要通过NPs

在体外预先形成特定 PC, 主要是增加反调理蛋白 (白

蛋白、载脂蛋白) 吸附, 减少调理蛋白 (免疫球蛋白、纤

维蛋白原和补体蛋白) 吸附, NPs进入体内后可以减少

免疫反应。Johanna等[66]通过亲和层析的方法将人血

浆中除去 IgG (IgG 的总量从 28% 降低到 4%) 的蛋白

部分作为蛋白涂层, 以生成特定的PC。这种预先形成

的蛋白冠降低了NPs与巨噬细胞的相互作用, 达到定

向设计 PC实现控制的细胞相互作用的目的。将棕榈

酸鲸蜡酯和聚山梨酯 80制备成脂质NPs, 并将其在富

含Apo E-4的大肠杆菌中孵育以形成 PC, 从而可以特

异性靶向脑血管内皮, 使静脉给药注射后 30 min显示

出大脑蓄积增加了3倍[67]。

5 总结与展望

在复杂的生物环境中, NPs表面形成的PC改变了

其生物学效应, 不仅包括黏附特性、细胞识别、摄取以

及内化机制, 还包括NPs在体内的分布、积累、降解、清

除和毒性, 尤其是NPs在体内的循环时间, 比如单核吞

噬系统引起NPs在血液快速清除或由于相关蛋白的构

象变化而激活免疫应答。因此, 利用PC成为改善NPs

生物学效应的重要方法之一, 利用蛋白质动态竞争吸

附和特定蛋白吸附对细胞吞噬的影响已经取得了众多

成果。开发新的策略, 如铁蛋白纳米笼修饰[68], 将有助

于 NPs体内循环。虽然 PC在 2007年首次提出后, 有

关PC组分研究采用平衡解离和动力学系数、吸附指数

或定量构效关系为依据, 但PC的研究技术还是以离心

分离和蛋白组学为主, 对于“soft层”和“hard层”形成的

基本机制及组分研究还需开发新技术。目前的难点包

括 PC中蛋白质“构象变化”、蛋白质动态竞争吸附关

系、特定蛋白的作用途径及NPs的物理化学性质对PC

影响的内在联系, 甚至是PC对NPs生物学作用的机制

等。在将PC的应用与NPs的设计联系时, 已有研究提

出了设计特定PC达到血液循环时间的新思路, 而在靶

向配体修饰的NPs时, 虽然血液循环时间延长有助于

靶向效果, 但是 PC可能影响体内的靶向作用。总之,

PC作为纳米生物界面的一个重要的由生物学、物理学

及化学动力学共同影响的复杂现象, 还需要更为深入

的研究, 才能为NPs制剂提供长远的发展。
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