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AntiＧHER２免疫脂质体的制备及其
靶向特异性的检测１

崔　潇,马亚平,张亚柯,李　英,张芳霞,王　瑞

(聊城大学 药学院,山东 聊城２５２０５９)

摘　要　目的 将靶向 HER２过表达细胞的 HER２抗体偶联在纳米脂质体上,探索抗体偶联脂质体的方法.
方法 通过乙醇注入法制备脂质体,表面修饰 HER２抗体,成功制备 AntiＧHER２免疫脂质体;由SDSＧPAGE
电泳检测抗体偶联脂质体的连接效率;通过 MTT检测免疫脂质体对乳腺癌细胞的细胞毒性;采用共聚焦显

微镜和流式细胞技术检测免疫脂质体对乳腺癌细胞的靶向特异性.结果 粒径分析表明制备的空白脂质体

与 AntiＧHER２免疫脂质体粒径均在１００Ｇ１３５nm 之间;SDSＧPAGE电泳显示 HER２抗体与脂质体的连接效

率为４０％左右;MTT检测表明制备的免疫脂质体具有低细胞毒性;共聚焦显微镜和流式细胞仪检测结果均

显示,AntiＧHER２免疫脂质体对 HER２阳性细胞具有明显的靶向特异性.结论 通过两种聚乙二醇连接方

法成功制备了 AntiＧHER２免疫脂质体,数据表明 DSPEＧPEG２０００ＧNHS(二硬脂酰磷脂酰乙酰胺Ｇ聚乙二醇

２０００ＧNＧ羟基丁二酰亚胺)连接方式效率更高.
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Abstract　Objective:HER２antibodiestargetingHER２overexpressioncellswerecoupledtonanoＧlipoＧ
somestoexplorethemethodofantibodycouplingliposomes．Methods:Liposomeswerepreparedbyethanol
injection．HER２antibodywasmodifiedonthesurfaceofliposomes,andAntiＧHER２immunoliposomeswere
successfullyprepared．TheconnectionefficiencyofantibodyＧcoupledliposomeswasdetectedbySDSＧPAGE
electrophoresis,thecytotoxicityofimmunoliposomestobreastcancercellswasdetectedbyMTT,andthe
targetingspecificityofimmuneliposomestotobreastcancercellswasdetectedbyconfocalmicroscopeand
flowcytometry．Result:Particlesizeanalysisshowedthattheaverageparticlesizesofblankliposomesand
AntiＧHER２immunoliposomeswerebetween１００Ｇ１３５nm．SDSＧPAGEelectrophoresisshowedthatthebindＧ
ingefficiencyofHER２antibodytoliposomewasabout４０％．MTTdetectionshowedthattheprepared
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immunoliposomeshadlowcytotoxicity．ConfocalmicroscopyandflowcytometryshowedthatAntiＧHER２

modifiedimmunoliposomeshadobvioustargetingspecificityto HER２positivecells．Conclusion:AntiＧ

HER２immunoliposomesweresuccessfullypreparedbytwopolyethyleneglycollinkingmethods．Thedata

showedthatNＧhydroxysuccinimidemodifiedPEGylatedliposomeswasmoreefficient．

Keywordsimmunoliposome;antiＧHER２;targetingspecificity

０　引言

纳米医学具有提高药物功效、降低毒性、优化药物特性、递送生物大分子药物和克服肿瘤驱动的免疫抑

制信号等独特特征[１],在解决诸如单克隆抗体等生物制剂的缺点方面具有巨大潜力[２].脂质体作为第一类

获得临床批准用于癌症治疗的治疗性纳米粒,因其良好的生物相容性、高效的给药途径和保护抗体不被降解

的能力而备受关注.脂质体已被证明是能使多种药物有效传递到靶细胞的载体[３],药物与脂质体结合可以

显著改善药物的药代动力学,使药物毒性降低和治疗效果提高[４,５],因此脂质体制剂在抗肿瘤药物传递方面

具有广阔的发展前景.据报道,聚乙二醇(PEG)通过被动靶向机制以及增强的渗透性和保留EPR效应自发

积累在实体肿瘤中[６],因此脂质体的表面可以用柔性的亲水性聚合物如聚乙二醇(PEG)进行改性,从而克服

传统脂质体在网状内皮系统(RES)中被快速清除的缺点.

在纳米医学领域,主动靶向是克服低选择性和全身毒性,提高治疗效果的重要策略[７,８].具有可控和靶

向功能的药物传递装置可以理想地将高剂量的治疗剂特异性地传递给病变细胞,减少对健康细胞的干扰,从

而产生预期的药代动力学和生物分布,达到更高的治疗效果和更少的副作用.人们对各种先进的靶向策略

的开发有持续的兴趣,其中配体偶联的纳米颗粒[９](包括软纳米颗粒如胶束和脂质体,固体纳米颗粒如可生

物降解聚合物)可能是各种靶向中最有前景的聚合物纳米粒子,能够将疏水性药物溶解在聚合物基体

中[１０,１１],解决药物溶解性问题,同时具有稳定性高、药物负载效率高、药物持续释放、血液循环时间延长、癌

细胞靶向空间活跃等优点[１２].

HER２(人表皮生长因子受体Ｇ２)是一种１８５KD跨膜糖蛋白,具有胞内酪氨酸激酶结构域和胞外配体结

合域,参与细胞分化等重要阶段.HER２作为一个细胞存活的关键基因,过表达可导致恶性肿瘤进展与乳腺

癌、卵巢癌、胃癌、前列腺癌的预后不良[１３].大约２５％的乳腺癌中存在 HER２的过度表达,由于其具有耐药

性,导致曲妥珠抗体直接使用临床疗效不佳[１４],而空间稳定的脂质体可以增加血液循环时间,通过抗体修饰

可以选择性地将胶囊药物输送到 HER２过度表达的癌细胞[１５],因此 AntiＧHER２免疫脂质体是一种靶向给

药治疗 HER２过度表达癌症很有前途的策略.本文主要优化并对比了两种不同的聚乙二醇连接方法,相较

之前常见的 DSPEＧPEG２０００ＧMal连接方法,DSPEＧPEG２０００ＧNHS连接方法更为简单、高效,为今后靶向药

物的研究提供一种更简单、高效的免疫脂质体的制备方法.

１　实验材料和方法

１．１　材料

MCFＧ７细胞(HER２表达阴性细胞系,HER２－cell)和SKOVＧ３细胞(HER２表达阳性细胞系,HER２＋

cell)购买于美国标准生物品收藏中心(ATCC),细胞培养基RPMIＧ１６４０、DMEM 培养基、胎牛血清购买于美

国 ThermoFisherScientific(GIBCO)公司;氢化卵磷脂、DSPEＧmPEG２０００(二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺Ｇ聚乙

二醇２０００)、DSPEＧPEG２０００ＧMal(磷脂酰乙醇胺Ｇ聚乙二醇２０００Ｇ马来酰亚胺)、DSPEＧPEG２０００ＧNHS(二硬

脂酰磷脂酰乙酰胺Ｇ聚乙二醇２０００ＧNＧ羟基丁二酰亚胺)、Cy５ＧPEG２０００ＧDSPE(近红外染料Cy５Ｇ聚乙二醇Ｇ磷

脂)购买于西安瑞禧公司;胆固醇、２ＧIT(２ＧIminothiolaneHCL)购买于Sigma公司;HER２单克隆抗体由张

江生物科技有限公司赠送;PBS、无水乙醇等试剂购自J．T．Baker公司;５０、１００、２００nm 孔径聚碳酸酯膜购买
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于 Whatman公司;ZetasizerNanoZS是由英国 Malvern公司制造,脂质体挤出器LFＧ１由美国Avestin公司

制造;超微量天平为德国梅特勒Ｇ托利多XP６百万分之一超微量天平;OLYMPUS共聚焦显微镜;流式细胞

仪为 MilliporeGuava８HT;多功能微孔板检测仪为SynergyH１.

１．２　实验方法

１．２．１　NHS/Mal脂质体(NHS/MalLP)以及空白脂质体(LP)的制备———乙醇注入法.取３mLPBS于圆

底玻璃离心管中,６５℃水浴预热,磁力搅拌使PBS形成漩涡.０．５mL无水乙醇溶液６５℃水浴预热,精确称

取２８．７４mg氢化卵磷脂、７．３ mgDSPEＧmPEG２０００、９．５７ mg胆固醇、２．３９４ mgDSPEＧPEG２０００ＧMal/

DSPEＧPEG２０００ＧNHS溶解于预热无水乙醇中,涡旋均匀,吸取至１mL注射器中,将注射器悬空放置于水相

圆底玻璃离心管中,待乙醇脂溶液温浴充分后,快速将油相注入水相中,６５℃ 涡旋３０min,形成脂质体.将

制备好的的脂质体溶液通过脂质体挤出器,聚碳酸酯膜的粒径为２００,１００,５０nm,反复挤出２１次,获得粒径

均一的 NHS/Mal脂质体.空白脂质体(LP)制备时未加入 MalＧDSPEＧPEG２０００/NHSＧDSPEＧPEG２０００,

其制备方法与上述方法相同.

１．２．２　AntiＧHER２ 免 疫 脂 质 体 (AntiHER２ＧNHS/MalLP)的 制 备.DSPEＧPEG２０００ＧNHS 连接法:将

HER２抗体 溶 液 加 入 至 透 析 袋 (截 留 分 子 量 为 １００ku),放 置 于 透 析 液 (５０ mM Na２HPO４、５０ mM

NaH２PO４、１０mMEDTA、０．１５MNaCl,pH７．４)中,４℃,６h,每２h换一次透析液.透析后抗体与NHS脂

质体混匀,摩尔比为１:５０,室温震荡孵育３h,PBS透析(透析袋截留分子量为３００ku)除去未与脂质体连接

的 HER２抗体.

DSPEＧPEG２０００ＧMal连接法:将 HER２抗体溶液加入至透析袋(截留分子量为１００ku),放置于透析液

(５０mMNa２HPO４、５０mMNaH２PO４、１０mMEDTA、０．１５MNaCl,pH８．０)中,４℃,６h,每２h换一次透析

液.将透析后的抗体与２ＧIT混匀,摩尔比为１:１０,室温震荡孵育１h,放置于PB溶液(５０mMNa２HPO４、５０

mM NaH２PO４,pH７．４)中透析０．５h,去除未连接２ＧIT.将２ITＧAntiHER２与 Mal脂质体混匀,摩尔比为

１:５０,室温震荡孵育３h.PBS透析(透析袋截留分子量为３００ku)除去未与脂质体连接的２ITＧAntiHER２.

空白脂质体对照:将空白脂质体与 HER２抗体混匀,摩尔比为１:５０,室温震荡孵育３h,PBS透析除去未

与脂质体连接 HER２抗体.

荧光免疫脂质体的制备:将０．２μgCy５ＧPEG２０００ＧDSPE(６４５nm 激发红光荧光染料)与１００μL空白脂

质体混合均匀,６５℃水浴１h后连接 HER２抗体,连接方法同上,制备插入 Cy５ＧPEG２０００ＧDSPE的空白荧

光免疫脂质体、NHS/Mal荧光免疫脂质体.透析去除未连接的抗体和游离的荧光染料,成功获得Lip(空白

荧光免疫脂质体)、NLip(AntiHER２ＧNHSＧCy５荧光免疫脂质体)和 MLip(AntiHER２ＧMalＧCy５荧光免疫

脂质体).

１．２．３细胞培养.SKOVＧ３细胞(HER２＋cell)用RPMIＧ１６４０培养基,含１０％胎牛血清(FBS),３７℃,５％ CO２

培养;MCFＧ７细胞(HER２－cell)用DMEM 培养基,含１０％胎牛血清(FBS),３７℃,５％ CO２ 培养.显微镜下

观察细胞,选择生长状态良好的细胞,密度达到８０Ｇ９０％ 即可传代,传代时用０．２５％ 胰酶消化细胞,制备单

细胞悬液进行细胞计数.根据细胞计数的结果,将适当数量的细胞悬液按照实验需要接入含有新鲜培养液

的培养瓶、培养皿或细胞培养板中,补足培养基,放入３７℃,５％ CO２ 培养箱培养,以备实验所需.

１．２．４　粒径测定.用英国 Malvern公司的ZetasizerNanoZS分析仪测定样品的粒径,每份样品重复３次.

１．２．５　十二烷基硫酸钠Ｇ聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDSＧPAGE)检测 HER２抗体与脂质体的连接效率.将样品

移至新的EP管中,按比例加入４×SDSLoadingbuffer.恒温加热器１００℃煮沸３０min破乳,１２０００rpm 离

心５min后,１５％分离胶进行SDSＧPAGE变性电泳.每泳道按相同体积上样,常规电泳.注:由于透析后抗

体浓度较低,为方便检测,透析后样品上样体积为透析前的两倍,计算连接效率时透析后蛋白条带灰度值除以２.

１．２．６　细胞毒性分析.本研究中,用 MTT比色法检测各种脂质体对SKOVＧ３和 MCFＧ７细胞增殖的影响.

将SKOVＧ３和 MCFＧ７细胞以５×１０３/孔接种于９６孔培养板,实验每组设计４个复孔.３７℃,５％ CO２ 培
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养２４h.每孔分别加入０．０２、０．２、２μg/mL的 LP、AntiHER２ＧNHSLP、AntiHER２ＧMalLP.３７℃,５％

CO２ 培养２４h.加 MTT处理４h后,去掉培养基,每孔加入１２０μLDMSO,轻微震荡１０min,在４９０nm 的

波长下测定 OD值读数,同时设置调零孔,对照孔,重复试验３次.计算相对细胞存活率 RCV(％)＝测试组

OD值/对照组 OD值×１００％.

１．２．７　免疫脂质体的靶向特异性检测.将SKOVＧ３和 MCFＧ７细胞以５×１０４/皿接种于φ１５mmTC 共聚

焦培养皿中,３７℃,５％ CO２ 培养２４h.将荧光免疫脂质体 NLip、MLip和Lip分别与SKOVＧ３和 MCFＧ７
细胞３７℃ 孵育２h后,４％ 多聚甲醛固定５min,DAPI(５μg/mL)染色１５min,激光共聚焦显微镜拍照.将

NLip、MLip和Lip分别与SKOVＧ３和 MCFＧ７细胞４℃ 孵育３０min,使用密理博guavaeasyCyte８HT 微

流式细胞分析仪进行荧光检测.

１．２．８　统计学分析.实验所得数据均以平均值(Mean± SD)表示,各组数据差异性比较采用tＧtest(非参数

检验)方法进行分析,p ＞０．０５表示差异性不显著;０．０１＜∗p＜０．０５表示差异性显著;∗∗p＜０．０１表示差异

性极显著;∗∗∗p＜０．００１表示差异具极其显著性.

２　结果与讨论

２．１　脂质体的粒径检测

众所周知,粒径大小通过影响组织分布和清除率对药物动力学的变化起着重要的作用.应用英国

Malvern公司的zeta电位仪ZetasizerNanoZS分别检测 NHS脂质体(NHSLP)、Mal脂质体(MalLP)、

AntiHER２ＧNHS/Mal免疫脂质体(AntiHER２ＧNHS/MalLP)、空白脂质体(LP)粒径.本研究制备的脂质

体平均粒径约为１００Ｇ１３５nm,分布均匀,成正态性.

　

注:(a)NHS脂质体与 AntiHER２ＧNHSLP粒径分布;

(b)Mal脂质体与 AntiHER２ＧMalLP粒径分布;

(c)空白脂质体粒径分布.

图１　脂质体粒径检测

２．２　SDSＧPAGE检测 HER２抗体与脂质体的连接效率

空白脂质体与 AntiＧHER２反应透析前后对比可得出,若 AntiＧHER２未与脂质体连接,样品分子量＜

３００ku,经透析袋(截留分子量为３００ku)透析后样品中检测不到抗体条带.若AntiＧHER２成功与脂质体连

接,样品分子量 ＞３００ku,经透析袋(截留分子量为３００ku)透析后样品中能够检测到抗体条带.HER２抗

体经巯基化处理后,条带上移,图２(a)电泳结果表明脂质体与 HER２抗体成功连接,制备了免疫脂质体.通
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过ImageJ对蛋白条带灰度值进行相对定量,计算出３Ｇ６各泳道的条带灰度值比,连接效率＝透析后灰度值

比/透析前灰度值比×１００％.图２(b)显示,DSPEＧPEG２０００ＧNHS连接法的连接效率为４４．２４％,DSPEＧ

PEG２０００ＧMal连接法的连接效率为３６．５６％.由此得出结论,DSPEＧPEG２０００ＧNHS连接法的连接效

率更高.

图２　SDSＧPAGE 检测 HER２抗体与脂质体的连接效率

注:(a)１:空白LP与 AntiＧHER２反应透析前;２:空白LP与 AntiＧHER２反应透析后３:NHSＧLP与 AntiＧHER２反应透析前;４:NHSＧLP

与 AntiＧHER２反应透析后;５:MalＧLP与 AntiＧHER２反应透析前;６:MalＧLP与 AntiＧHER２反应透析后;(b)数据统计

２．３　细胞毒性分析

将SKOVＧ３和 MCFＧ７细胞以５ × １０３/孔接种于９６孔培养板,实验每组设计４个复孔.３７ ℃,５％

CO２ 培养２４h.每孔分别加入０．０２μg/mL、０．２μg/mL、２μg/mL 的 LP、AntiＧHER２ＧNHSLP、AntiＧ

HER２ＧMalLP.３７℃,５％ CO２ 培养２４h,MTT法测定不同脂质体的细胞毒性.不同浓度的脂质体在SKＧ

OVＧ３细胞(图３(b))、MCFＧ７细胞(图３(a))中均显示出较高的细胞活力,与对照相比无明显差异.因此推

测制备的脂质体具有良好的生物相容性和低的细胞毒性.因此,本研究中成功制备的免疫脂质体在体外实

验中是相对安全的.

图３　脂质体细胞毒性实验分析 (a) 脂质体处理 MCFＧ７细胞２４h后的细胞活性;

(b) 脂质体处理 SKOVＧ３细胞２４h后的细胞活性

２．４　共聚焦显微镜检测免疫脂质体的靶向特异性

将荧光免疫脂质体 NLip、MLip和Lip分别与SKOVＧ３和 MCFＧ７细胞３７℃ 孵育２h后,４％ 多聚甲醛

固定５min,DAPI(５μg/mL)染色１５min,激光共聚焦显微镜拍照.图４(a)结果表明,NLip、MLip可与SKＧ

OVＧ３细胞表面的 HER２受体结合,较空白荧光免疫脂质体(Lip)荧光明显增强.由于 MCFＧ７细胞表面不

表达 HER２受体,将 NLip、MLip与 MCFＧ７细胞孵育后,与空白荧光免疫脂质体(Lip)相比,并未显示出荧

光强度的差异,如图４(b).结果表明 NHS/Mal荧光免疫脂质体可与 HER２受体特异性结合,并通过

HER２受体介导的内吞作用增强内化.

２．５　流式细胞仪检测免疫脂质体的靶向特异性

将荧光免疫脂质体Lip、NLip、MLip,分别与 MCFＧ７细胞、SKOVＧ３细胞孵育,流式细胞仪检测脂质体

与 HER２受体表达差异细胞的结合特异性.由于NLip和 MLip可以与SKOVＧ３细胞表面的 HER２受体特

异性结合,因此流式细胞仪检测 NLip和 MLip与细胞孵育后,荧光强度的峰较Lip明显偏移,与空白荧光免
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疫脂质体(Lip)相比,荧光明显增强(图５(a));由于 MCFＧ７细胞表面不表达 HER２受体,将 NLip、MLip与

MCFＧ７细胞孵育后,与Lip相比,荧光强度的峰未见偏移,并未显示出荧光强度的差异(图５(b)),这与共聚

焦显微镜分析结果一致.

　　　　 　　　

注:∗∗∗p＜０．００１vscontrol;(a)荧光免疫脂质体与SKOVＧ３

细胞结合的荧光强度;(b)荧光免疫脂质体与 MCFＧ７细胞

结合的荧光强度;(c)数据统计.

图４　免疫脂质体共聚焦显微镜分析

图５　流式检测免疫脂质体的靶向特异性

３　结论

采用聚乙二醇连接法成功制备了具有较小粒径的 HER２抗体免疫脂质体.通过细胞毒性分析,本研究

所制备的免疫脂质体毒性小,具有较高安全性,可保证体外实验的顺利进行.SDSＧPAGE检测表明 NHSＧ

PEG２０００ＧDSPE的连接效率更高.共聚焦显微镜观察与流式检测显示,HER２过度表达的SKOVＧ３细胞中

HER２抗体免疫脂质体较空白脂质体组的荧光强,这表明制备的免疫脂质体具有较好的靶向特异性.综上

所述,本文主要研究了 HER２抗体连接脂质体的方法,为今后靶向药物的研究提供一种更简单、高效的免疫

脂质体的制备方法.
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