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长春新碱抗CD２０免疫脂质体的制备及其对
人B细胞淋巴瘤的靶向特异性杀伤作用研究

张亚柯　黄玉娇　李　英　崔　潇　杨玉娇　李　军

(聊城大学 药学院,山东 聊城２５２０５９)

摘　要　目的:利用单克隆抗体药物的靶向特异性,探索常规化疗药物长春新碱的免疫脂质体制剂

制备方法．方法:通过逆向蒸发法制备空白脂质体,pH 值梯度法包裹长春新碱,抗体修饰脂质体制

备免疫脂质体制剂．采用流式细胞技术检测免疫脂质体对人 B淋巴瘤细胞的靶向特异性．通过细

胞增殖、细胞毒性实验来验证长春新碱免疫脂质体对人B淋巴瘤细胞的杀伤作用．结果:粒径分析

表明,制备的空白脂质体平粒径在１３０nm 左右,包裹长春新碱后脂质体平均粒径在１４０Ｇ１５０nm 左

右．流式细胞仪检测结果显示,抗CD２０免疫脂质体对人B淋巴瘤细胞 Romas和 Raji细胞具有明

显的靶向特异性．细胞增殖、细胞毒性实验表明,包裹长春新碱的抗 CD２０免疫脂质体较非免疫脂

质体对人B淋巴瘤细胞杀伤效果更好．结论:获得了一种具有免疫靶向的长春新碱脂质体制剂的

制备方法,初步的体外实验表明其在人B淋巴瘤治疗方向具有潜在的应用前景
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０　引言

免疫脂质体制剂作为靶向制剂的一种,具有精确靶向性、生物相容性好、毒性低、降低给药剂量、避免耐

药性[１]和提高病人用药顺应性等优点[２,３]．CD２０在９５％以上的B淋巴细胞型的非霍奇金淋巴瘤中特异性高

表达[４,５]．罗氏公司研发的抗CD２０单克隆抗体药物美罗华(Rituximab,利妥昔单抗)上市以来,已经有多款

以CD２０为靶点的单克隆抗体药物在全球范围内上市或者处于研发管线[６],用于复发的或化疗抵抗性非霍

奇金淋巴瘤[７,８]．长春新碱作为常规联合化疗用药,在临床上广泛用于非霍奇金淋巴瘤等癌症治疗[９,１０]．然
而,由于长春新碱对肿瘤细胞和正常体细胞具有非特异性杀伤作用[１１],临床上会引起周围神经病(peripherＧ
alneuropathy)、低钠血症(Hyponatremia)等毒副作用[１２]．我们制备了长春新碱脂质体,并通过antiＧCD２０单

克隆抗体免疫化修饰获得了包裹长春新碱的免疫靶向脂质体制剂[１３],一系列体外实验证实该制剂可以特异

性靶向杀伤B细胞淋巴瘤细胞[１４]．

１　材料和方法

１．１　主要试剂与仪器

Raji和Ramos细胞(美国标准生物品收藏中心(ATCC));细胞培养基 RPMIＧ１６４０、胎牛血清(Thermo
FisherScientificＧGIBCO公司,美国);鞘磷脂、DSPEＧPEG、MalＧPEG２０００ＧDSPE(Avanti,美国);胆固醇(SigＧ
ma公司);５０、１００、２００nm孔径聚碳酸酯膜(Whatman公司);antiＧCD２０单克隆抗体(上海张江生物技术有

限公司);氯仿、无水乙醇等试剂(J．T．Baker公司);CellCountingKitＧ８试剂盒(DOJINDO公司,日本);硫酸
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长春新碱(Vincristine,VCR)(大连美仑生物公司,中国);Zeta电位仪ZetasizerNanoZS(Malvern公司,英
国);脂质体挤出器LFＧ１(Avestin公司,美国);托利多XP６百万分之一超微量天平(梅特勒,德国)．
１．２　脂质体(LP)的制备—薄膜水化法

使用超微量天平,精密称量３９mg鞘磷脂、１５mg胆固醇、１２mgDSPEＧPEG、２mgMalＧPEG２０００ＧDSPE
于２５０mL茄型旋转蒸发瓶中,溶于８mL氯仿．３７℃抽真空旋转蒸发４５Ｇ６０min至薄膜形成,高纯氮气吹尽

残留氯仿．加入６mL０．３mol/LpH４．０的柠檬酸溶液,顺时针震摇旋转蒸发瓶,把脂质薄膜从瓶壁上洗下

来,得到半透明的脂质乳浊液．待水合完后,超声１分钟,使用脂质体挤出器,使其依次通过２００、１００、５０nm
孔径聚碳酸酯膜,每种膜挤过１０Ｇ２０次,得到粒径均一的空白脂质体约５．５mL．用截留分子量为１０００的透

析袋在０．３mol/L柠檬酸溶液 (pH４．０)１L透析６Ｇ８h/次重复２次．每３９mg鞘磷脂加入０．４mgCFPE
[(１,２ＧdioleoylＧsnＧglyceroＧ３ＧphosphoethanolamineＧNＧ(carboxyfluorescein)(ammoniumsalt)],利用上述制

备方法制备荧光标记的脂质体 Lip,随后进行 AntiＧCD２０Fab’免疫化修饰获得免疫化荧光脂质体 Clip和

BSA修饰免疫荧光脂质体 Nlip,免疫化和BSA修饰方法如下所述[１５]．
１．３　长春新碱脂质体(LPV,LiposomeＧVincristine)制备—pH值梯度法

取透析后的脂质体溶液０．２mL,１mg/mL长春新碱溶液０．５mL,加入０．６mL１mol/LNa２HPO４溶液

中;将溶液pH 值调至７．０,再加水补至２mL体积,５０℃水浴孵育１０min．取脂质体溶液加入到截留分子量

为１０００的透析袋中,置于１LPBS溶液透析,６Ｇ８h/次,共两次．
１．４　AntiＧCD２０Fab’免疫化长春新碱脂质体(CLPV)制备

AntiＧCD２０Fab’巯基化,AntiＧCD２０Fab’与２ＧIT(２ＧIminothiolane．HCL,蛋白巯基化试剂),按１:２００的

摩尔比例混合,室温下轻柔摇摆反应２h,混匀样品．使用分子量１０００透析袋,在１L含５mMEDTA的预冷

PBS透析液中,透析去除未反应的２ＧIT,低速轻柔磁力搅拌,４℃,６Ｇ８h,中间换液两次．通过BCA法测蛋白

浓度和Ellman法测巯基浓度共同计算抗体片段的巯基化程度．使用Stewart分析法测定LPV脂质度,计算

出 MalＧPEG２０００ＧDSPE浓度．按 MalＧPEG２０００ＧDSPE:AntiＧCD２０Fab’摩尔比为１:１０吸取 LPV 和巯基化

的 AntiＧCD２０Fab’混匀,于１６℃孵育过夜．使用分子量１０００００的透析袋去除游离的 AntiＧCD２０Fab’,PBS
透析６h,每２h换一次液．
１．５　BSA修饰长春新碱脂质体(NCLPV)对照脂质体制备

制备方法与CLPV的制备流程相同,只是用BSA(牛血清白蛋白)替代AntiＧCD２０Fab’,其他条件不变．
１．６　粒径测定

使用英国 Malvern公司ZetasizerNanoZS分析仪测定样品的粒径与zeta电位,每份样品重复３次．
１．７　包封率测定

配制１mg/mLVCR水溶液,倍比稀释得到０．５mg/mL、０．２５mg/mL、０．１２５mg/mL、０．０６２５mg/mL
溶液．紫外分光光度计(Agilent公司),用４００μL１％的TritonXＧ１００,２９８nm调零．分别取１００μL各浓度的

长春新碱溶液加入７００μL１％的 TritonXＧ１００溶液,制定标准曲线．取已透析好的长春新碱脂质体５０μL加

入３５０μL１％的 TritonXＧ１００,涡旋１min,室温放置５min．检测其２９８nm 处光吸收度,代入建好的标准曲

线,即可得到脂质体包封长春新碱的浓度．通过公式计算包封率,包封率＝(脂质体中包封的药物/制备脂质

体所加药物总量)×１００％
１．８　免疫脂质体的靶向特异性检测

制备插入CFPE(４８８nm激发发绿光荧光染料)的空白脂质体(Lip)．分别用上述修饰方法用antiＧCD２０Ｇ
Fab’和BSA修饰Lip,透析去除未连接的抗体和BSA 获得免疫荧光脂质体Clip和 NLip．将Clip、NLip和

Lip分别与Raji和Ramos细胞孵育,４℃,１h．然后使用BD流式细胞仪进行荧光检测．
１．９　细胞杀伤实验

以每孔３０００个细胞分别接种Raji和Ramos细胞于９６孔培养板(每孔１００μL)．每孔加入９μg/mL、３

μg/mL、１μg/mL、０．３μg/mL的CLPV、NCLPV和长春新碱溶液．每种药物设３个复孔,另设不加药物对照

组．３７℃,７％ CO２ 中继续培养．分别在给药后２４h和４８h,使用CCKＧ８Kit试剂盒测定细胞的增殖效率．
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２　结果与分析

２．１　脂质体粒径检测

应用英国 Malvern公司的Zeta电位仪ZetasizerNanoZS分别检测空载脂质体LP、包封长春新碱脂质

体LPV,antiＧCD２０Fab’免疫化长春新碱脂质体CLPV和BSA修饰长春新碱脂质体 NCLPV 粒径．结果显

示脂质体在经过脂质体挤出器多次挤出后,LP,LPV,CLPV,NCLPV 的平均粒径分别为１３４、１４０、１４１、１５０
nm,四种脂质体平均粒径均小于２００nm,分布均匀,呈正态性,跨距较小(图１)．

注:(A)空载脂质体LP,(B)包封长春新碱脂质体LPV,(C)antiＧCD２０Fab’免疫化长春新碱脂质体CLPV,(D)BSA修饰长春新碱脂质体

NCLPV粒径．

图１　脂质体粒径检测

图２　标准曲线

２．２　包封率

首先制备长春新碱１％的 TritonXＧ１００溶液２９８nm浓度Ｇ光

吸收标准曲线(图２),５０μL制备好的长春新碱脂质体加入３５０

μL１％的 TritonXＧ１００测得 OD值０．３６５,将测得的 OD值代入

方程y＝１．７３０４x－０．００７,OD值为 Y值,计算可得浓度为０．２１５
mg/mL,包裹的总体积为２mL,即:０．２１５mg/mL×２mL＝０．４３
mg,脂质体制备时长春新碱投料量为０．５mg,所以测得包封率．
包封率＝(脂质体中包封的药物/制备脂质体所加药物总量)×
１００％＝０．４３/０．５×１００％＝８６％．
２．３　免疫化脂质体与CD２０阳性细胞的结合特异性

荧光标记的脂质体Lip,AntiＧCD２０Fab’免疫化荧光脂质体

Clip和BSA修饰免疫荧光脂质体 Nlip,分别与 CHO 细胞(CD２０－ )、Raji细胞(CD２０＋ )以及 Ramos细胞

(CD２０＋ )孵育,流式细胞仪检测他们与CHO细胞(图３)、Raji细胞(图４)以及 Ramos细胞(图５)的结合特

异性．三种脂质体与CHO均几乎不能结合,Clip可以与CD２０＋ 细胞Raji和Ramos高亲和力特异性结合(结
合率分别达到９０．３％和８３．０％),非免疫化Lip与BSA修饰Nlip与CD２０＋细胞Raji和Ramos几乎不能结合．

　　　　注:(A)Clip与CHO细胞的结合率为３．６６％;(B)Nlip与CHO细胞的结合率为１．４５％;(C)Lip与CHO
细胞的结合率为０．２８０％．

图３　免疫化和非免疫化脂质体与CHO细胞的结合特异性
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　　　　注:(A)Clip与 Raji细胞的结合率为９０．３％;(B)Nlip与 Raji细胞的结合率为１．３６％;(C)Lip与 Raji
细胞的结合率为０．１８０％．

图４　免疫化和非免疫化脂质体与 Raji细胞的结合特异性

　　　　注:(A)Clip与 Ramos细胞的结合率为８３．０％;(B)Nlip与 Ramos细胞的结合率为１．１０％;(C)Lip与 Ramos
细胞的结合率为０．２９０％．

图５　免疫化和非免疫化脂质体与 Ramos细胞的结合特异性

２．４　CLPV、NCLPV和VCR对B淋巴瘤细胞的靶向杀伤

CLPV与 NCLPV和 VCR分别以０．３,１,３,９μg/mL四个不同浓度梯度处理 Raji和 Ramos细胞２４h
和４８h,CCKＧ８kit试剂盒检测细胞增值率,计算IC５０(表１),检测 CLPV 与 NCLPV 和 VCR 对 Raji和

Ramos细胞的杀伤毒性．结果表明结果免疫化长春新碱脂质体２４h,４８hIC５０值均远低于 NCLPV和 VCR．
CLPV较 NCLPV 和 VCR 显著的提高了对 B 淋巴瘤细胞的杀伤作用(∗p＜０．０５,∗∗p＜０．０１),而

NCLPV和VCR的杀伤效果较低;从时间点上观察,４８h的CLPV、NCLPV和VCR的细胞杀伤效果差距比

２４h的差距更为明显．含有相同长春新碱浓度的CLPV对B淋巴瘤细胞杀伤效果比 NCLPV 和 VCR的杀

伤效果要提高１０％Ｇ２５％(图６)．
表１　制备的各种脂质体的IC５０值

B肿瘤细胞
IC５０(μg/mL浓度)

CLPV NCLPV VCR

RajiＧ２４h ３．６６±０．２ ８．０９±０．４１ ６．５８±０．１９

RamosＧ２４h ３．１６±０．２７ ７．９６±０．３３ ７．５３±０．１７

RajiＧ４８h ３．０１±０．３３ ８．４１±０．４２ ７．０１±０．３１

RamosＧ４８h ２．０９±０．２１ ８．２４±０．２５ ８．１７±０．２７

３　讨论

恶性肿瘤现已超越心脑血管疾病成为全球第一位的死亡病因．据２０１１年公布的全球最新最全的癌症统

计数据,２００８年全世界约有１２７０万癌症新增患者,７６０万人死于癌症．世界卫生组织估计到２０２０年前,全球

每年新增癌症患者将达到１５００万．
化学药物治疗是当今癌症治疗的主要手段之一,临床上有超过４０种常用化疗药物用于治疗各种癌症．

然而化疗药物往往因其对正常细胞和癌症细胞无差别的毒性而“杀敌一千,自损八百”,引起严重的毒副作

用．要进一步提高恶性肿瘤的医疗水平,除了研发新药,开发现有临床药物的新剂型,提高其对癌症组织的靶

向性是一条切实可行的思路．自１９６５年Bangham等人发现了脂质体以来,经过众多科研人员近五十年的不
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懈努力,脂质体以其生物体内可降解,毒性低,无免疫原性,肝、脾网状内皮系统的被动靶向性等特性,作为药

物传递系统取得了许多里程碑式的工作,如:pH 梯度包埋法的发明,长循环脂质体(隐型脂质体)的制备及

主动靶向脂质体的发明等．现如今已经有阿霉素脂质体注射液 Doxil,紫杉醇脂质体 Taxosomes,阿霉素柠

檬酸盐脂质体注射液 Myocet等多个脂质体药物上市．

　　　　注:(A)处理 Raji细胞２４h;(B)处理 Raji细胞４８h;(C)处理 Ramos细胞２４h;(D)处理 Ramos细胞

４８h(∗p＜０．０５,∗∗p＜０．０１)．

图６　CLPV、NCLPV和 VCR对B淋巴瘤细胞的靶向杀伤

本课题结合当前最先进的脂质体制备技术和单克隆抗体药物的研发成果,探索一种以CD２０＋ 非霍奇金

淋巴瘤为靶点的长循环免疫脂质体制备方法．以鞘磷脂、胆固醇、DSPEＧPEG、MalＧPEG２０００ＧDSPE为处方

脂材制备脂质体,以pH 梯度法DSPEＧPEG的加入使脂质体表面PEG化,获得长循环脂质体(隐型脂质体)
降低脂质体的被动靶向性,以antiＧCD２０Fab’对脂质体进行免疫化修饰,使脂质体具有主动靶向性．

通过粒径和包封率对制备的脂质体进行表征分析．粒径分析表明,我们获得的长循环空白脂质体(LP)
平均粒径为１３４nm．pH 梯度法包封长春新碱后获得的长循环长春新碱脂质体(LPV)粒径较LP略有增大,
平均粒径为１４０nm．而对LPV进行antiＧCD２０－Fab’修饰最终获得长循环长春新碱免疫脂质体(CLPV),平
均粒径１４１nm,较LPV几乎没有变化．以上结果表明我们制备的长循环空白脂质体(LP),长循环长春新碱

脂质体(LPV),长循环长春新碱免疫脂质体(CLPV)平均粒径均在１５０nm 以下,作为药物载体具有很好的

粒径分布范围,而且粒径分析图也表明粒径分布均匀,呈正态性,且跨距较小．包封率分析表明,我们获得了

８６％的包封率,说明pH 梯度法在将来的长春新碱脂质体工业化制备过程中具有良好的应用前景．
体外抗肿瘤实验表明获得的长春新碱免疫脂质体其具有较好的生物活性．结合特异性分析表明antiＧ

CD２０修饰脂质体对CD２０＋ 阳性的Raji和Ramos具有９０％和８３％的结合率,而非修饰脂质体和BSA修饰

脂质体对照与两种细胞的结合率均低于５％．然而antiＧCD２０修饰脂质体同非修饰脂质体和BSA 修饰脂质

体一样与 CD２０－ 的 CHO 细胞结合率均低于５％,结合实验说明antiＧCD２０修饰使脂质体其具有了与

CD２０＋ 细胞的超强的靶向性特异性和超高的亲和力,这就为脂质体特异性递药到肿瘤组织提供了保证．
体外杀伤实验表明在相同长春新碱给药浓度的情况下,长春新碱免疫脂质体(CLPV)比BSA 修饰长春

新碱脂质体(NCLPV)和游离长春新碱(VCR)对CD２０＋ 细胞Raji细胞和Ramos的２４h和４８h杀伤能力都

更强,杀伤效率提高１０Ｇ２５％左右．IC５０计算得到CLPV的对Raji和 Ramos细胞的２４h,４８h杀伤的IC５０值

都是 NCLPV和 VCR５０％以下,预示着临床上可以显著降低给药剂量,进一步降低药物毒性．以上实验表明

AntiＧCD２０Fab’通过提高长春新碱脂质体对CD２０＋ 的靶向特异性和结合效率赋予了长春新碱脂质体良好

的体外抗肿瘤细胞的活性．
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ThePreparationofVincristineEncapsulatedAntiＧCD２０
ImmunoliposomesandthePreliminaryStudyofItsTargetＧ

SpecificityandtoHumanBcellLymphomaCell

ZHANGYaＧke　HUANGYuＧjiao　LIYing　CUIXiao　YANGYuＧjiao　LIJun
(SchoolofPharmacy,LiaochengUniversity,Liaocheng２５２０５９,China)

Abstract　Objective:Toexploreapreparationmethodofvincristineencapsulatedimmunoliposomes
dependentonthetargetspecificityofmonoclonalantibodydrugs．Methods:Blankliposomeswereprepared
byreverseＧphaseevaporationandthenthevincristinewasencapsulatedbypHgradientmethod．ImmunoliＧ
posomeswerepreparedbytheconjugationofthiolmodifiedantibodieswithmaleimidemodifiedPEGylated
liposomes．FlowcytometrywasusedtotestthespecificityofimmunoliposomestargetinghumanBlymphoＧ
macells．CellproliferationandcytotoxicityexperimentswereusedtotestcytotoxicityofvincristineimmuＧ
noliposomestohumanBlymphomacells．Results:Sizeanalysisshowedthattheaverageparticlesizesofthe
blankliposomes,vincristineencapsulatedliposomesandvincristineimmunoliposomeswere１３０nm,１４０
nmand１４１nm,respectively．FlowcytometryresultsshowedthattheantiＧCD２０modifiedimmunolipoＧ
somesspecificallytargetthehumanBlymphomacells．Cellproliferationandcytotoxicityexperiments
showedthattheantiＧCD２０modifiedvincristineimmunoliposomeskillthehumanBlymphomacellsmore
effectivelythanvincristinenonＧimmunoliposomesandfreevincristine．Conclution:Obtainapreparation
methodofvincristineimmunoliposomesformulation．Characterizationandpreliminaryanalysisofinvitro
experimentsshowedthatithaspotentialapplicationsinthetreatmentofhumanBlymphoma．

Keywords　vincristine;immunoliposome;Bcelllymphoma;antiＧCD２０antibody
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