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摘 要 目的：用转铁蛋白(Tf)修饰盐酸阿霉素隐形脂质体(sL)，以增加药物在肿瘤部位的积蓄，从而增加药物向肿 

瘤细胞内的转运。方法：采用薄膜超声法制备空白脂质体，硫酸铵梯度法装载盐酸阿霉素(DOX)；通过膜材 DSPE— 

PEG2000一COOH上的活性羧基末端与 ．rf上的氨基连接制备 Tf修饰的隐形脂质体(TgSL)；采用凝胶柱一uV法测定脂质体中 

DOX的包封率，双辛丁酸试剂盒测定蛋白结合效率；通过流式细胞试验和激光共聚焦显微试验考察肝癌细胞 HepG2对sL 

包封的DOX(DOX·SL)及 rf_sL包封的DOX(Tf-DOX—SL)的结合或摄取情况，并观察两种脂质体对HepG2细胞的体外杀伤 

作用。结果：Tf-DOX—SL的平均粒径为(62±17)nm，药物平均包封率为96．4％，蛋白结合效率为 100．28 txg Tf／lxmol磷脂。 

与DOX—SL相比，Tf-DOX—SL与肝癌细胞 HepG2的结合及摄取均增加。48 h细胞毒试验表明Tf_DOX—SL对 HepG2细胞的 

杀伤作用(IC =20．4 Ixmol／L)明显优于 DOX—SL(IC =166．2 p~mol／L)(P<0．01)。结论：Tf修饰的隐形脂质体可作为肿 

瘤靶向的载体通过受体介导的方式促进 DOX向肿瘤细胞内的传递。 
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Preparation of doxorubicin—·loaded stealth liposomes modified with transferrin 

and／n vitro celI research 
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Abstract Aim：T0 investigate the possibility of using stealth liposomesf SL)modified with transferrin f Tf)as a 

targeting carrier to increase the accumulation of doxorubicin f DOX1 in tumor and hence enhance intracellular 

delivery of the encapsulated DOX．Methods：Liposomes containing DOX were prepared by film dispersion fol— 

lowed by ammonium sulfate gradient method．Tf—DOX—SL were prepared by binding free amino groups of Tf to 

carboxylic groups of DSPE—PEG2000一COOH．The entrapment efficiency of Tf—DOX．SL was determined by Sepha— 

dex G-50一UV．The average concentration of Tf coniugated to the liposomes was determined with a bicinchonic 

acidf BCA1 protein assay．Flow cytometry and confocal microscopy were performed to evaluate the cellular associ— 

ation or uptake of Tf．D0X—SL or D0X．SL in vitro．Cytotoxicity on HepG2 cells in vitro was evaluated with MTr 

methods．Results：The results revealed that the mean size of the liposomes was f 62±171 nm and the entrapment 

efficiency was about 96．4％ ．The coupling efficiency was 100．28 g Tf／p~mol phospholipids．The liposomes 

showed good shape．sustained—release rate and good stability．The cells treated with Tf-DOX—SL showed remarka— 

ble increase in cellular association or DOX uptake if compared to DOX—SL 48 h Cytotoxicity assay showed that 

cytotoxicity of T D0X—SL on HepG2 cells(IC50=20．4 p~mol／L)was markedly less than that of DOX—SL(IC50 
= 166．2 Ixmol／L)f P<0．O11．Conclusion：The Tf-modified SL could be a targeting carrier to facilitate the 

delivery of the encapsulated DOX into the tumor cells via receptor—mediated mechanism． 
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在疾病的治疗过程中，为了提高药效和减轻不 

良反应，药物定向输送和靶细胞特异治疗的研究越 

来越受到人们的关注。研究者正在探索药物定点 

和定向转运系统可能的应用方案，其中配体一受体 

介导的转运系统备受关注 。隐形脂质体(stealth 

liposomes，SL)作为一种抗癌药物载体，能够在肿瘤 

组织中蓄积并显著提高药物的治疗指数。在隐形 

脂质体的表面用特异性配体(如叶酸、转铁蛋白或 

单克隆抗体等)进行修饰可进一步提高靶向性。 

转铁蛋 白 (transferrin，Tf)和转铁蛋 白受体 

(transferrin receptor，TfR)介导的内吞作用是生物 

体细胞最具特点的转运过程之一。由于恶性肿瘤 

细胞过度表达 TfR，利用 Tf-TfR转运途径，可明显 

增强抗癌药物的选择性、毒性和减少耐药性，从而 

增强疗效。利用 Tf-TfR的转运途径，将药物特异 

性地转运至肿瘤部位及脑 内发挥药效已取得进 

展 。本课题 以 DSPE．PEG2000 COOH作为连 

接脂质，将 TfR的配体 rff连接至盐酸阿霉素隐形 

脂质体，测定脂质体形态、粒径、稳定性、包封率，体 

外细胞结合、摄取与细胞毒等重要性质，为设计转 

铁蛋白修饰的主动靶向给药系统提供有效的调控 

方法 

1 材 料 

1．1 药品与试剂 

盐酸阿霉素(DOX，浙江海正药业股份有限公 

司)；二硬脂酸磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇 2000-羧基 

交连物(DSPE PEG2000．COOH)、胆 固醇 (Cho1)、 

二硬脂酰磷脂酰胆碱(DSPC)(美 国 Avanti Polar 

Lipids公司)；1．(3．二甲氨基丙基)．3．乙基碳二亚 

胺盐酸盐(EDC·HCI)、转铁蛋白(美国 Sigma公 

司)；N-羟基硫代琥珀酰亚胺(S—NHS，上海延长生 

化科技有限公司)；Sepharose CL4B(美国Pharma． 

cia公司)。其他试剂均为分析纯，实验用水为三 

蒸水。 

1．2 仪 器 

RE52．99型旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器 

厂)；高速冷冻离心机 (美 国 Eppendorf公司)； 

5KTA prime plus蛋白快速层析系统(美国 GE公 

司)；超声波细胞粉碎仪(宁波新芝生物科技股份 

有限公司)；JEM一2010 UHR高分辨透射电镜(日本 

电子光学公司)；Zetasizer 3000HSA型粒径分析仪 

(英 国 Malvern公司)；FACS Calibur流式细胞仪 

(美国Becton Dickinson公司)。 

2 方 法 

2．1 转铁蛋白修饰脂质体的制备 ’ 

分别精 密称 取 DSPC、Chol、DSPE-PEG2000一 

COOH(物质的量比为6：3：0．6)作为制备脂质体的 

膜材。膜材溶于有机溶剂(氯仿一甲醇，2：1)后置圆 

底烧瓶中于53 c(=水浴减压蒸发形成薄膜。加入 

250 mmol／L硫酸铵溶液适量，涡旋振荡，水浴超 

声。所得脂质体装于透析袋中，置盛有 PBS(pH 

7．4)100 mL的烧杯中，室温下透析5次，每次1 h。 

DOX用硫酸铵梯度法装载一 ：将 DOX固体粉末加 

到空白脂质体中，60 c(=水浴孵育 1 h，并不时振荡， 

即得阿霉素隐形脂质体(DOX-SL)。 

DOX-SL混悬于柠檬酸一磷酸盐溶液(pH 4．0) 

中，每 10微摩尔膜材中分别加入0．5 mol／L EDC 

和0．5 mol／L S—NHS的水溶液各360 txL，室温下反 

应10 min。然后用 1 mol／L NaOH调pH至7．5，每 

微摩尔磷脂(DSPC和 DSPE．PEG2000．COOH)中加 

入Tf 125 txg，4 c(=搅拌8 h，即得转铁蛋白修饰的阿 

霉素隐形脂质体(Tf．DOX—SI )。Sepharose CL-4B 

去除游离 Tf，所得脂质体于4℃冷藏备用。 

2．2 脂质体 包封率的测定 

精密量取载药脂质体混悬液0．5 mI 加至预先 

用 PBS(pH 7．4)平衡好的Sephadex G一50分子筛凝 

胶柱上，用 PBS洗脱，收集 480 nm处有吸收的第 
一 峰(DOX—SL)的红色洗脱液直至吸收度接近空 

白，得到除去游离 DOX的含药脂质体溶液共 8 

mL。取 1 mL置 10 mL量瓶中，加入乙醇 异丙醇 

(1：4)使脂质体完全破裂，用三蒸水定容，摇匀，于 

480 llm处测定吸收度，计算包封率。并每隔7 d取 

样品，两周内测定脂质体的包封率，计算贮存过程 

中的渗漏率。 

2．3 脂质体中磷脂含量的测定 副 

取 Tf-DOX．SL 200 IxL，先用乙醇．异丙醇破膜 

1 h，氮气流下吹干，再溶于氯仿2 mL中，加显色剂 

2 mL，涡旋离心，硫氰铁铵显色法测定磷脂含量。 

2．4 BCA试剂盒测定蛋 白结合效率 

精密量取 Tf—DOX—SL 0．1 mL，加入甲醇 0．4 

mL，涡旋，9 000 r／rain离心 10 S；再加入氯仿 0．2 
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mL，涡旋，9 000 r／rain离心 10 S；加入水 0．3 mL，涡 

旋，9 000 r／rain离心 1 rain，小心除去上层。在氯仿 

相和析出的蛋白层中加入甲醇0．3 mL。混合样品， 

9 000 r／rain离心2 rain。除去上清液，氮气流下干燥 

蛋白。所得的蛋白溶于 PBS(pH 7．4)0．1 mL中，双 

辛丁酸(bieinehoninieaeid，BCA)试剂盒测定蛋白含 

量。蛋白结合效率以 g Tf／txmol PL表示。 

2．5 流式细胞实验考察细胞与 DOX的结合 

HepG2细胞生长层单层，经胰酶消化后用新 

鲜的培养液洗 1次，吸取一定量的细胞混悬液分别 

与Tf-DOX SL、DOX SL及 DOX溶液(DOX质量浓 

度均为20 g／mL)在 37℃水浴中孵育2 h，孵育完 

毕用冷的 PBS洗 3次，流式细胞仪测定与细胞结 

合的 DOX荧光强度(激发波长为488 nm，测定波 

长为560 nm)。 

2．6 激光共聚实验考察细胞对 DOX的摄取 

HepG2细胞种植于盖玻片上，贴壁生长至 50％ 

汇集，加入 Tf-DOX SL、DOX SL、DOX溶液(DOX质 

量浓度均为 6．0~zg／mL)，置 37℃、5％CO：孵箱内 

培养 1 h，依次用PBS缓冲液漂洗3次，95％乙醇固 

定，30％PBS甘油封片。用激光扫描共聚焦显微镜 

以480 nm波长的激光束激发 DOX(激发波长480 

nm，检测波长540 nm)进行图象分析。 

2．7 体外细胞毒试验 

HepG2细胞在 37℃、5％CO 孵箱内培养。取 

对数生长期的细胞，稀释成每毫升 0．4 X 10 个细 

胞，加在96孔培养板上，每孔 100 ；分别加入T 

DOX—SL、DOX—SL、DOX溶液 及 RPMI 1640(对 照 

组)，DOX每组设 6个浓度，分别为 100，50，25， 

12．5，6．25，3．13~zmol／L，分别 培养 8 h；用冷的 

PBS洗3次，继续孵育 40 h，每孔加入 M1Yr溶液 

(5 mg／mE)20 ，孵箱内孵育4 h，置酶标仪上检 

测，检测波长570 nm。 

3 结 果 

3．1 脂质体的形态、粒径和 Zeta电位 

以纯水适当稀释 Tf—DOX—SL，将其吸附于敷有 

支撑膜的铜网上，自然晾干后置透射电镜下。结果 

显示：脂质体粒度分布较窄，圆整度和分散度均较 

好。以纯水为分散介质，利用粒径仪测得 Tf—DOX— 

sL的粒径大部分集中于43—78 nm处，平均粒径为 

(62±17)nm，Zeta电位为一(30．33±2．08)mV。 

3．2 包封率的测定 

按照 uV—Sephadex法测定 DOX SL的包封率。 

过 Sephadex G．50柱时，可明显看到 DOX SL色带的 

快速下移，肉眼未见游离 DOX的红色色带。从洗脱 

曲线(图1)中可以看出，游离 DOX从63 min左右开 

始被洗脱下来，DOX SL从 21 min开始被洗脱下来， 

两者可 以完全分离。3批样 品的包封率分别为 

96．4％、95．5％和96．8％，样品含药浓度分别为0．540、 

0．508和 0．527 mg／mL。两周 内 DOX 的渗漏率 为 

0．9％，符合脂质体贮藏期间渗漏率检查的要求。 

O lO 2O 3O 40 50 60 70 80 

t／min 

Figure 1 Elution profiles of doxorubiein—stealth liposomes(DOX—SL) 

(1)and DOX(2) 

3．3 蛋 白结合效率的测定 

蛋白结合效率按 BCA试剂盒操作说明进行， 

其标准曲线为 A=一6E-08c +0．000 7c+0．009 9 

(r=0．999 6，n=9)，检测范 围为 20—2 000 

g／mL。Tf DOX SL的磷 旨含量为(7．26±0．20) 

t．zmoL／mL，蛋白含量为(760±32．43) g／mL，转铁 

蛋白的结合效率为 100．28 g Tf／txmol磷脂。 

3．4 流式细胞试验 

图2可见，HepG2细胞与Tf-DOX SL、DOX—SL及 

DOX溶液分别共同孵育2 h后，与细胞结合的 DOX 

的荧光强度从大到小依次为：DOX溶液、Tf-DOX—SL、 

DOX SL。与DOX—SL相比，HepG2细胞与 Tf-DOX—SL 

孵育后，与细胞结合的DOX的浓度增加。 

3．5 激光共聚焦试验 

利用激光共聚焦显微镜法考察 HepG2细胞对 

DOX的摄取，结果见 图 3。HepG2细胞与不 同 

DOX制剂共同孵育后，Tf-DOX—SL组 HepG2细胞 

内的 DOX荧光强度明显高于 DOX—SL组，DOX溶 

液组细胞内荧光强度最大。这一结果与流式细胞 

试验结果相似，表明Tf修饰脂质体后能够促进药 

物向细胞内传递。 
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Fluorescence intensity 

Figure 2 Flow cytometrie measurement of doxombicin(DOX)uptake 

by HepG2 cells after incubated with出ree preparations 

■ 
■ ■ 

Figure 3 Confoeal microscopy of HepG2 cells after incubation with 

DOX—SL(A)，Tf—DOX—SL(B)and DOX solution(C)for 1 h at 37℃． 

All three DOX formulations having DOX concentration of 6．0 g／mL 

3．6 体外细胞毒 实验 

48 h细胞毒实验结果(见图4)表明，Tf-DOX． 

sL对肝癌细胞HepG2的杀伤作用显著优于DOX— 

SL(两 者的 IC 分 别为 20．4 p~mol／L和 166．2 

t．umol／L，P<0．01)。在 DOX浓度达到 100 txmol／L 

时，DOX溶液对肝癌细胞的杀伤率达 96．8％，Tf- 

DOX—SL则为80．2％，而 DOX—SL仅为40．3％。 

C／(~mol／L) 

一 ▲一 D0X solution：一 ◆一 Tf-DOX—SL；一 ●一 D0X—SL 

Figure 4 48 h Cytotoxieity assay of the three preparations of DOX to 

HepG2 cells 

4 讨 论 

本实验用交联剂将 Tf通过共价结合的方式连 

接到脂质体表面，交联剂选择不合适或反应条件不 

当，交联率则可能较低，交联过程也可能影响脂质 

体或药物的稳定性。本文参照文献方法 J，利用 

EDC和 s—NHS为交联剂，将 Tf连接到脂质体表 

面。EDC与脂质体上的羧基反应，形成氨基反应 

活性的 O-一酰基脲中间体。该中间体在水溶液中很 

不稳定，易水解暴露出羧基以及 Ⅳ一酰基脲。通过 

加入 5一NHS，可以将该中间体转化为氨基反应活性 

的 S-NHS酯，大大提高了 EDC介导的缩合反应的 

效率，从而提高了蛋白结合效率。 

流式细胞分析法测定的是与细胞结合的所有 

DOX的荧光强度，包括吸附在细胞表面的DOX、细 

胞内的 DOX以及被吸附或被内吞的脂质体 DOX。 

DOX溶液与细胞共同孵育后所测得的 DOX荧光 

强度远高于与两种 DOX脂质体孵育后的荧光强 

度，需要指出的是，DOX包载入脂质体后，其荧光 

可能猝灭 ⋯̈，结果使实际测得的荧光强度偏低。 

细胞毒实验表明在 DOX浓度达到 100 m0l／L时， 

Tf—DOX—SL对肝癌细胞 的杀伤率达 80．2％，而 

DOX—SL仅为40．31％，两者相比差异有显著性(P 

<0．01)，说明 Tf．DOX—SI 对肝癌细胞有高效杀伤 

作用。虽然体外实验中游离的DOX更容易进入肿 

瘤细胞，所产生的细胞毒也最大，但在体内情况却 

不一样，静脉注射游离的 DOX或 DOX—SL后，游离 

的 DOX在体内迅速被清除，导致血药浓度迅速降 

低，从而到达肿瘤组织的 DOX浓度也远低于其脂 

质体。有研究表明，游离的 DOX在体内的清除速 

率是 PEG修饰的 DOX脂质体的450倍 J。 

运用现代分子设计思想和先进合成技术在 

DOX—SL表面用 Tf进行修饰，使其具有靶器官、靶 

组织和靶细胞所要求的选择性，是 Tf靶向制剂研 

究的发展趋势。DOX．SL表面的活性羧基是其化 

学修饰的最佳位点 。本实验探讨了Tf修饰的 

DOX．SL形态、粒径、稳定性、包封率、蛋白结合效 

率、体外细胞结合及细胞毒等性质，为进一步研究 

Tf-DOX—SL在体内的相关特征等提供了实验依据 

和参考。 

致谢：细胞实验得到 了中国药科大学郭青龙教授的指 

导和帮助 
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