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摘要 目的  脂质体经配体修饰后介导受体细胞 以达靶向给药 ∀方法  肝实质细胞上无唾液酸糖蛋白受体

≥°2 的配体无唾液酸胎球蛋白ƒ修饰脂质体得 ƒ2≥≥∀将 ≥°2 重组于脂质双分子膜得 ≥°22

 与 ƒ2≥≥相互作用 监测  膜电参数变化 确定受体2配体间识别反应 用
标记方法测 ƒ2≥≥与肝实质细

胞在体内外靶向性 将 ƒ2≥≥包抗癌药阿霉素⁄ 考察其抗癌药效 ∀结果  ≥°22 稳定时间随 ƒ2≥≥加

入量增加而缩短 表现出明显的量效关系 证明在 ≥°22 与 ƒ2≥≥之间有特异识别反应 体外 ƒ2≥≥与肝实

质细胞结合率明显高于无 ƒ修饰脂质体 ≥≥在第 和  时 Π 1 在第 和  时 Π 1 抗肝癌疗

效 ƒ2≥≥组大鼠存活期显著长于无 ƒ修饰组 且对心 !肾 !肺的毒副作用小 ∀结论  配体修饰脂质体达到主动靶

向对应受体细胞是可行的 本文为脂质体细胞水平靶向给药提供依据 ∀
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  肝脏由实质细胞和非实质细胞内皮细胞 !枯否

细胞组成 肝多数病变如肝癌 !肝炎都发生于肝

实质细胞 ∀药物与载体结合如脂质体进入血液循
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环后 很快被网状内皮系统识别并清除 极少到达肝

实质细胞 因此 研究靶向肝实质细胞的脂质体是有

意义的 ∀无唾液酸糖蛋白受体 

≥°2 ≈是肝实质细胞的特异性受体 专

一识别半乳糖或末端有半乳糖残基的无唾液酸基胎

球蛋白ƒ等 ∀本研究将脂质体表面

与 ƒ偶联 使脂质体对肝实质细胞具有主动寻靶
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功能 ∀

双层脂膜可作为人

工细胞膜≈ ∀将肝实质细胞膜上受体≥°2 重

组于  上≈
经测定  膜的电参数如膜电阻

 的变化 监控受体2配体间的识别反应 探讨用

此模型作为配体 ƒ修饰脂质体寻靶功能的体外实

验的可行性 ∀

材料与方法

试剂  氢化卵磷脂∞°≤ 从新鲜蛋黄中提

取 !纯化 钯碳催化氢化制得 胆固醇≤ 北京化

学试剂公司 重结晶纯化 聚乙二醇2硬脂酰磷脂酰

乙醇胺⁄≥°∞2°∞ ≥°Ν2戊二

酰硬脂酰磷脂酰乙醇胺⁄≥°∞2≈本室合成 Ν2

羟基磺基琥珀酰亚胺≥2≥ !无唾液酸胎球蛋白

ƒ ≥ 公司 

2胆固醇十六烷基醚 


2

≤∞
≈

本室合成 中国原子能研究所氚标记 阿霉

素⁄ 浙江海正制药集团 胶原酶 

≤2公司 ∀

仪器  ƒ±2 型旋转蒸发器 上海医械专机

厂 ≤÷×2 型浴式超声仪 北京医疗设备厂 

°2液闪计数仪 ×∏∏ ƒ激

光散射粒度测定仪 型 ≥ ≥ 2

型多功能弱电特性分析仪 天津津科电子有限公司 ∀

长循环脂质体≥≥制备  精密称取氢化卵磷

脂∞°≤ !胆固醇≤ !聚乙二酸2硬脂酰磷脂酰

乙醇胺⁄≥°∞2°∞ΒΒ1 摩尔比 溶于氯仿 

 ε 旋转蒸发成透明薄膜 加入 1 

≥ 溶液适量 旋涡振荡使脂膜完全脱落 

 ε 搅拌  使水化完全  ε 浴式超声  得

长循环脂质体 ≥≥∀

精密称取 ∞°≤ ≤⁄≥°∞2°∞ ⁄≥°∞2 Ν2

戊二酰硬脂酰磷酯酰乙醇胺ΒΒ1Β1 摩尔

比溶于氯仿 其余操作同 ≥≥∀将制备的脂质体按

Ν2羟基磺基琥珀酰亚胺≥2≥与脂质摩尔比 Β

加入 室温反应  加入 ƒ  ε 搅拌过夜 以

≥ ≥2柱分离 收集脂质体部分 得 ƒ 修

饰长循环脂质体 ƒ2≥≥∀

将 ≥≥或 ƒ2≥≥按阿霉素⁄与脂质Β

加入  ε 温育  得载阿霉素的脂质体

⁄2≥≥或 ⁄2ƒ2≥≥ ∀

在制备 ≥≥或 ƒ2≥≥的成膜组分中加入少量

2胆固醇十六烷基醚


2≤∞ 其余操作同 ≥≥

或 ƒ2≥≥ 得
标记脂质体

2≥≥和
2ƒ2≥≥∀

肝实质细胞膜上受体(ΑΣΓΠ2Ρ)重组于双层脂

膜(ΒΛΜ) ,受体2配体识别反应≈  将大鼠肝洗净 !

匀浆 离心 上清液  再离心 沉淀经蔗糖梯度

离心 分离纯化出肝实质细胞膜 冷冻干燥 ∀

将 ∞°≤和 ≤Β溶于正癸烷 加入肝实质细

胞干膜  分散均匀为成膜液 ∀用聚乙烯小管填

充饱和氯化钾琼脂盐桥 在管的另一端切得新鲜的

断面 立即浸蘸成膜液少许 待溶剂挥发后 形成由

盐桥支撑的重组肝实质细胞受体的  即 ≥°2

2 介质溶液中加入脂质体 ƒ2≥≥用微电性测

定仪测定膜稳定存在的时间 以监控受体2配体识别

反应 ∀

脂质体与肝实质细胞的体外结合≈  大鼠麻醉

后剖腹 分离门静脉及肝下腔静脉 插管 用预冷的

无 ≤
的灌注液灌流至肝脏呈淡黄色 以除去残血

并降低肝细胞间的钙离子浓度 ∀然后将肝下腔静脉

结扎 用蠕动泵使胶原酶溶液在门静脉与肝上腔静

脉间循环灌流  ε 消化  使肝细胞离散 ∀

取出肝脏 分离 肝实质细胞 台盼蓝染色鉴别

活细胞 加培养液调整细胞数为 
# ∀取离心管

支 每支加肝细胞悬液  Λ随机分为两组 分

别加入
2≥≥和

2ƒ2≥≥ Λ摇床 ε 恒温

振荡 ∀于    和  取出 支试管 加冰

浴降温的 °≥  离心洗涤 次 ∀取细胞沉淀 加

入 ≤ 1 密闭过夜 然后加   1 于

 ε 水浴消化  再加入闪烁液  振摇均匀 

Β计数器测定  ∀

脂质体对肝实质细胞的体内寻靶≈  ⎯ 昆明小

鼠 只 随机分为两组 分别尾√

2≥≥及

2ƒ2

≥≥剂量为 1 ≅ 

#

 ∀给药后 1 和 

每组各取 只小鼠 麻醉 门静脉插管注射生理盐

水除尽肝中残血 ∀取肝脏 加胶原酶溶液于 ε 摇

床消化 ∀消化液离心 沉淀洗涤 次 分别得肝实质

细胞和非实质细胞 ∀

取实质细胞与非实质细胞样品各  Λ加

≤ 1 浸渍过夜 加入   1 于 ε

消化  加入闪烁液  Β计数器测定  ∀

脂质体对肝癌的疗效  ⎯ 幼龄大鼠 只 

≤

照射抑制其免疫排斥反应 ∀照射次日麻醉 剑突下

开口 暴露肝脏 将癌细胞 ≤ 2数以 
Π只直

接注入肝脏 缝合 ∀接种后  将大鼠随机分为两

组 分别尾√ ⁄2≥≥和 ⁄2ƒ2≥≥按  #

以 ⁄ 计算单剂量给药 记录大鼠存活情况 ∀
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结果

1  脂质体的制备

激光散射测定粒度 ≥≥的平均粒径为 1

  的脂质体粒径小于 1  ∀对阿霉素的

包封率 ⁄2≥≥为1 ? 1   ν   ⁄2

ƒ2≥≥为 ?    ν   ∀

2  ΑΣΓΠ2Ρ2ΒΛΜ上受体2配体识别反应

将肝实质细胞膜连同细胞膜上的无唾液酸蛋白

受体 ≥°2 重组于  上 构成肝实质细胞体外

模型 ≥°22 介质中加入带有对应受体的脂

质体 ƒ2≥≥和游离的受体 ƒ 监测 ≥°22

稳定存在的时间 见表  ∀

Ταβλε 1  Τηε χηανγε οφ σταβιλιτψ τιµε οφ ηεπαχψτε

ρεχεπτορ2ρεχονστιτυεδ βιλαψερ λιπιδ µεµ βρανε

(ΒΛΜ) αφτερ αδιτιον οφλιποσοµεσ

 ∏  ≥°22 Π

ƒ2≥≥  Λ 

 Λ 

 Λ 

≥≥  Λ   

 Λ   

ƒ ƒ  Λ 

 Λ 

 Λ  

ƒ   ≥≥  ∏  ≥°2 



  从表 结果可知 随 ƒ2≥≥及游离 ƒ加入量

的增加 ≥°22 的稳定时间缩短 存在量效关

系 说明存在受体2配体的识别反应 相反 改变 ≥≥

加入量 ≥°22 的稳定性无变化 说明不存在

识别反应 ∀

结果证明 用受体重组  技术 以电参数测

定可快速灵敏监控受体2配体识别反应 ∀作为体外

靶细胞模型 对脂质体靶向研究提供了初步信息 ∀

3  脂质体与肝实质细胞的体外结合

将分离的大鼠肝实质细胞 与
2标记的有 ƒ

或无 ƒ 修饰的脂质体 ƒ2≥≥和 ≥≥分别相互结

合 结果见图  ∀

体外结合实验表明 ƒ2≥≥及 ≥≥与肝实质细

胞的结合从  开始 存在显著性差异 经  

后 差异的显著性依然存在 说明脂质体经ƒ

修饰后 确实能增加对肝实质细胞的结合能力 ∀

π ) π ∏≥≥  υ ) υ  ƒ2≥≥

ƒ∏       



4  脂质体对肝实质细胞的体内寻靶

结果证实 经 ƒ修饰后 脂质体与肝实质细胞

膜上 ≥°2 特异相互作用而增加了被肝实质细胞

的摄取量 说明 ƒ 介导脂质体达到细胞水平靶向

性的可能性 ∀

π ) π ∏  υ ) υ ƒ2≥≥

ƒ∏  ⁄∏   ιν ϖιϖο

5  脂质体的抗癌效果

单剂量给药后各组大鼠的存活情况 ⁄2ƒ2

≥≥组平均存活  ⁄2≥≥组平均存活 1 ∀

大鼠解剖结果 ⁄2≥≥组肝脏有微小瘤图  肺

部出现多灶性转移 心肌有轻微水肿 肾小管有瘀

血 表现出明显的毒副作用 ⁄2ƒ2≥≥组肝脏凋

亡小体增多 肿瘤坏死图  心 !肾无明显异常 ∀

综上所述 ⁄2ƒ2≥≥对肝实质细胞有很好的

靶向作用 抗癌效果良好 是一种有希望的细胞水平

的靶向制剂 ∀
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