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摘要 蜂毒多肽在肿瘤治疗中的应用引起研究者的极大兴趣 ∀本研究使用大豆磷脂 !胆固醇 !羧酸化 °∞2胆固

醇制备了蜂毒多肽空间稳定脂质体 并将二硫键稳定抗人肝癌单链抗体联结 °∞2胆固醇末端 ∀使用酶联免疫法考

察了蜂毒多肽空间稳定免疫脂质体的活性 ∀蜂毒多肽空间稳定免疫脂质体有较高的肿瘤细胞选择性 ∀体外实验证

明 其对 ≥  ≤ 2细胞的杀伤能力远强于蜂毒多肽空间脂质体 而对 细胞的杀伤能力与蜂毒多肽空间脂质

体无区别 ∀蜂毒多肽空间稳定免疫脂质体对肿瘤细胞的选择性 可使其成为一种有效的靶向制剂 ∀
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  蜂毒多肽 °∂ 主要由蜂毒肽 蜂毒

明肽 ! ≤⁄肽 !含组胺肽 !磷脂酶 !透明质酸酶等

组成 其中蜂毒肽是蜂毒的主要活性物质 约占干蜂

毒的  ∀目前 蜂毒多肽主要应用于对心血管系

统疾病治疗 具有抗菌 !抗感染作用 ∀近年来 蜂毒

多肽所具有的抗肿瘤活性引起大量研究者的关注 

但它的强溶血性所产生的毒副作用限制其在临床上

的广泛应用 ∀众多降低蜂毒多肽毒副作用的方案

中 蜂毒多肽脂质体是最有希望的一种 ∀尽管脂质

体在肿瘤治疗中是一种能够降低药物毒副作用的药

物传递系统 ≈
但传统脂质体只能使极少量的药物

被动传递到肿瘤部位 ∀脂质体表面结合一定抗肿瘤

单克隆抗体或片段 第 代免疫脂质体 可使脂质

体有效聚集于肿瘤区 ≈
但这种免疫脂质体在体内

的治疗效果相对较低 可能脂质体到达靶部位前 
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已被  ∞≥系统识别 !吞噬 ∀在第 代免疫脂质体的

基础上 将如 °∞等亲水性大分子同时接在脂质

体表面 第 代免疫脂质体 延长了脂质体在体内

的循环时间 ≈ ∗ 
但 °∞长链对单克隆抗体的屏蔽

作用 免疫脂质体的主动靶向能力极大下降 ∀将

°∞末端官能团改变 使单克隆抗体可接在 °∞

末端 制得的免疫脂质体为空间稳定免疫脂质体

  ∏≥为第 

代免疫脂质体 ∀体内实验证明 空间稳定免疫脂质

体具有较高的治疗效果 ≈ ∀

基因工程技术的进步 使从单克隆抗体中寻找 !

分离主要识别区成为可能 ≈ ∀重组识别区轻链

∂  !重链  ∂构成的单链抗体 2

ƒ√具有原抗体的免疫活性 可以达到

靶向治疗的目的 ≈ ∀现已有研究将单链抗体用于

脂质体的制备 ≈ ∗ 
体外效果良好 ≈ ∀

本实验制备了蜂毒多肽空间稳定免疫脂质体

°∂ 2≥≈ƒ√采用荧光磷脂 ⁄2°∞标

记免疫脂质体 考察二硫键稳定抗人肝癌单链抗体

ƒ√介导的空间稳定免疫脂质体对肿瘤细胞

≥  ≤ 2细胞 细胞 的体外靶向性及影响

因素 并对其机制进行初步探讨 ∀

材料与方法

材料与试剂  蜂毒多肽 °∂ 由本实验室精

制 蜂毒肽含量为  ∀ °∞2胆固醇 °∞2≤

°∞相对分子质量为  胆固醇 2聚乙二醇琥

珀酸衍生物 ≈Α2Β 2222Ξ2∏2

¬22 ≤2°∞2≤ 日本油脂

株式会社 大豆磷脂 ≥°≤药用级 °≤   上

海泰伟药业 胆固醇 生化试剂 北京化学试剂公

司  ≥¬ 2! ≥ ≤2生化试剂 

瑞典 ° 公司 乙基 ≈2二甲胺基 

丙基 碳二亚胺盐酸盐 ∞⁄≤ !氮羟基琥珀酰亚胺

磺酸钠 ≥2≥  公司 ƒ∏

ƒ×≤ 美国 ≥化学试剂公司 ∀

荧光磷脂 ⁄2°∞√美国   °

标记羊抗鼠抗体 !噻唑蓝  ××!⁄ ≥ !胰酶 ≥

公司 美国  ° 2培养基 ≤ 美国 新

生牛血清 杭州四季青生物制品公司 ƒ√!鼠

抗人抗 抗体 由第四军医大学病理教研室提供 ∀

其他试剂均为分析纯 ∀

仪器  流式细胞仪 ∞≤ 2≤×∞ 

美国  ⁄ 型酶联免疫测定仪  2 ⁄

美国 ÷型荧光显微镜 公司 日

本 ∂ 2型紫外分光光度计 北京瑞利分析仪

器厂 ≥型激光粒度仪 美国贝克曼公司 2型

荧光分光光度计 公司 日本 ∀

Χηολ2ΠΕΓ 2ΧΟΟΗ的合成及结构鉴定  胆固

醇 2聚乙二醇  1 !琥珀酸酐  

1 溶解于无水氯仿  !无水吡啶  Λ

的混合溶剂中 ∀氮气保护下 回流搅拌  后 反

应混合物过滤 滤液减压除去溶剂 ∀剩余物溶解于

饱和碳酸氢钠  过滤后 使用  # 


≤

调溶液至  ∀氯仿萃取 次 合并氯仿并用无水

硫酸钠脱水 ∀过滤后 减压浓缩到  加入乙醚

 使产物析出 抽滤除去溶剂 ∀合成产物加入

丙酮  溶解 重结晶 ∀将原料和产物进行 ×≤

分析 展开剂 氯仿 2甲醇 2冰醋酸  Β Β1以

碘蒸气显色 计算  值 ∀合成产物使用红外光谱

仪 !核磁共振仪分析 进行结构确证 ∀

ηδσχΦϖ252ΠΕΓ 修饰物的制备  将 ≤2°∞2

≤ ∞⁄≤≥2≥溶解于  # 


 ∞≥缓

冲液  中  1室温快速搅拌  使用

1 # 


调反应液 值至 1加入

ƒ√ 室温反应  ∀将反应混合物在

水中透析 除去过量 ≤2°∞2≤ 冷冻干燥后 

 ε 保存 ∀

蜂毒多肽空间稳定免疫脂质体 (ΠΒς 2ΣΙΛ)的

制备  用薄膜超声法制备蜂毒 2磷脂脂质体 将磷

脂 胆固醇  ≤2°∞2≤及 ⁄2°∞按处方量

 Β Β1 Β溶于氯仿中 使用旋转薄膜蒸发仪 

在真空下除去氯仿 于瓶壁中形成均匀干膜 用 

# 


×2≤ 1  # 


∞⁄× 

≤缓冲液配制  # 
蜂毒溶液 按一定比

例加入瓶中 涡旋振荡 超声  过  筛

整粒 ∀将蜂毒多肽长循环脂质体 °∂ 2≥在 

# 


 ∞≥  1  # 


≤缓

冲液中  ε 透析 过夜 ∀取脂质体溶液  Λ磷

脂   加入 1 # 


∞⁄≤  Λ和 1

# 


≥2≥  Λ室温反应  ∀过量的

∞⁄≤和 ≥2≥用  # 


×缓冲液 

1透析除去 ∀将 ƒ√按 ƒ√与磷脂比

为  Β加入到脂质体溶液中 反应  ∀

≥≤2柱分离后   ε 保存 ∀

ΕΛΙΣΑ法检测 ηδσχΦϖ252ΠΕΓ修饰物的细胞结

合活性  将 ≥  ≤ 2细胞和 细胞接种于 

孔板中 培养  ∀分别加入不同量 1 1
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   的 ƒ√和 ƒ√2°∞修饰

物   ε 培养  ∀小心吸去培养液 使用 °≥清

洗后 加入一抗 鼠抗人抗 抗体   ε 培养 

∀ °≥清洗 次后 加入二抗   °标记的羊

抗鼠抗体   ε 继续培养  ∀ °≥清洗 次

后 加入 °⁄  Λ显色 ∀  后 加入 

# 


 ≥  Λ停止反应 使用酶联免疫仪

在  处测定吸光度 ∀每个浓度为 复孔 ∀

流式细胞仪检测空间稳定免疫脂质体细胞结合

与内化  取对数生长期的 ≥  ≤ 2细胞 接种

于  培养瓶中 培养  ∀分别取 ≥和空

间稳定脂质体 ≥以无血清的培养液稀释至磷

脂浓度为  # 

加入到培养瓶中   ε

培养  ∀部分实验在加入 ≥前 先加入 

Λ# 


ƒ√  Λ  ε 培养  ∀将

培养液小心吸出 用预冷的 °≥清洗未与细胞结合

的脂质体 ∀细胞消化后 加入 °≥分散细胞  

# 
离心  收集细胞 ∀使用 乙醇  

分散并固定细胞 ∀在流式细胞仪中检测荧光强度 ∀

荧光显微镜下观察空间稳定免疫脂质体细胞结

合与内化  将 ≥  ≤ 2细胞 ! 细胞接种于 

孔板中 每个 孔板中预先放入 块无菌盖玻片 

培养  ∀取 ≥≈ƒ√以无血清的培养液

稀释至磷脂浓度为  # 

加入到 孔板

中   孔   ε 培养  ∀用 °≥清洗去除未结

合的脂质体 ∀在荧光显微镜下观察 倍 并拍

照 ∀

蜂毒多肽空间稳定免疫脂质体的体外细胞毒作

用  取对数生长期的 ≥  ≤ 2细胞和 细

胞 消化后用含 新生牛血清的  ° 2培养

液轻轻吹打 配制成单细胞悬液 使用细胞记数板

计细胞数 ∀调整细胞浓度后 以  Λ孔接种于

孔板中 细胞数为  ≅ 

孔   ε 培养  ∀

倒置显微镜下观察 细胞生长面积达到 孔板

培养面的  ∗  ∀分别加入不同浓度的蜂

毒多肽 °∂ 溶液 ! °∂ 2≥≈ƒ√! °∂ 2≥!

°∂ 2≥ ƒ√!ƒ√溶液 !≥≈ƒ√!

°∂ 2ƒ√溶液各  Λ  ε 培养  ∀部分

实验在加入 °∂ 2≥≈ ƒ√前 预先加入

ƒ√  Λ# 

  Λ  ε 培养 

∀培养后小心吸出药液 每孔加入新的培养液

 Λ  ××  # 

  Λ继续培养  

吸出液体 每孔再加入 ⁄ ≥  Λ∀在恒温摇

床上 振摇  使沉淀溶解 ∀将 孔板放入酶

标仪中 于  处测定吸光度 ∀计算抑制率 得

到抑制浓度 ≤ ∀每个浓度为 复孔 实验重复 

次 ∀

数据统计  使用分析软件 ≥°≥≥ 1°

检验 统计数据 Π  1认为有显著性差别 ∀

结果

1  Χηολ2ΠΕΓ 2ΧΟΟΗ的结构鉴定

干燥后得到产物  产率为  ∀ ≤2

°∞2与产物的  值分别为 1 1∀经丙

酮重结晶后  ×≤分析表现单一产物点 ∀红外光谱

分析在  1酯  ≤  !  1≤  ≤ 处出

现特征峰 ∀核磁共振仪分析 

   ⁄ ≥ ∆

在 1    2 1 ∗ 1°∞Υ  

处出现特征峰 

≤   ⁄ ≥ ∆检测在 1

≤ 2χ 1≤ 2χ 1≤ 2°∞处出现特征

峰 ∀结果表明 所得产物为 ≤2°∞2≤ ∀

2  蜂毒多肽空间稳定免疫脂质体理化性质考察

经过测定后 蜂毒多肽空间稳定免疫脂质体粒

度分布呈单峰 粒径为 1 ? 1∀蜂毒多

肽空间稳定免疫脂质体的 电位为  1 ∂ ∀

脂质体的包封率为 1 ? 1 ∀  释放度

为 1 ? 1 ∀

3  ηδσχΦϖ252ΠΕΓ修饰物的细胞结合活性变化

随着 ƒ√和 ƒ√2°∞修饰物浓度增

加 ≥  ≤ 2细胞表面结合量增加 但 ƒ√

经过修饰后 与 ≥  ≤ 2细胞的结合活性有所下

降 ƒ√和 ƒ√2°∞修饰物对 细胞

均无结合活性 图 ∀结果表明 ƒ√经过修

饰后仍可保持其免疫活性 ∀

4  空间稳定免疫脂质体的细胞结合与内化

流式细胞仪检测表明 ≥  ≤ 2细胞对 ≥

的结合与内化的量大于 ≥∀而游离的 ƒ√可

显著性地抑制 ≥  ≤ 2细胞对 ≥的结合与内

化 结果见图 ∀ ƒ√作为靶头有利于 ≥与

≥  ≤ 2细胞的结合与内化 ∀

5  荧光显微镜下观察空间稳定免疫脂质体的细胞

结合与内化

在荧光显微镜下观察发现  ≥≈ƒ√在

≥  ≤ 2细胞中有明显的绿色荧光 荧光主要分

布于细胞表面和细胞浆内 图   而 ≥

≈ƒ√在 细胞中绿色荧光较弱 图象不

清晰 图 ∀
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Φιγυρε 1  ∞  ƒ√  ƒ√

∏  ≤2°∞2≤   

≥  ≤ 2      σ ) σ  ƒ

ƒ√  ≥  ≤ 2  υ ) υ  ƒ√

∏  ≤2°∞2≤  ≥  ≤ 2

 ω ) ω   ƒ√    π ) π 

ƒ√ ∏  ≤2°∞2≤  

ν   ƒ√ ∏ 2

∏2ƒ√

结果表明 ≥≈ƒ√对不同肿瘤细胞有选择性

结合与内化 ∀

6  不同脂质体体外细胞毒作用

体外细胞毒试验表明 °∂ 2≥≈ƒ√对

≥  ≤ 2细胞毒作用显著地强于 °∂ 2≥但对

细胞毒作用与 °∂ 2≥相同 ∀加入 ƒ√溶

液 能抑制 °∂ 2≥≈ƒ√对 ≥  ≤ 2细胞

毒作用 而对于 细胞则无影响 ∀ ƒ√溶

液 !≥≈ƒ√对 ≥  ≤ 2细胞和 细胞

均无杀伤作用 表 ∀结果表明 在治疗肿瘤中 

°∂ 2≥≈ƒ√具有更强的优势 ∀

Φιγυρε 2  ƒ  ∏

∏≥≥≈ƒ√  ≥  ≤ 2

  ≤  ⁄2 ≥  ƒ

ƒ√  Λ# 


  ⁄2 ≥

≈ƒ√  ⁄2 ≥≈ƒ√ ≥

≥   ≥ ≈ ƒ√ 

ƒ√2∏

Ταβλε 1  ≤¬    

√ °∂   √∏ ∏  °∂ 

≥  ≤ 2 ν  

ƒ∏
≤  Λ# 

≥  ≤ 2  

ƒ°∂ 1 ? 1  1 ? 1

°∂ 2≥≈ƒ√ 1 ? 1 1 ? 1

°∂ 2≥≈ƒ√ ƒ√ 1 ? 13 1 ? 1

°∂ 2≥ 1 ? 133 1 ? 1

°∂ 2≥ƒ√ 1 ? 1 1 ? 1

ƒƒ√  

≥≈ƒ√  

ƒƒ√ 1 ? 1 1 ? 1

3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ°∂ 2≥≈ƒ√

Φιγυρε 3  ∏∏≥≈ƒ√  ≥  ≤ 2  
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讨论

选择合适的交联方法对抗体的结合量和结合脂

质体后的活性保留具有极大的影响 ∀而交联方法的

选择与抗体的结构和 °∞末端所具有功能基团有

关 ∀目前 °∞末端基团有 ≠  2   2 2

≈ °⁄°2 … 2≤   ≥2   °2∀虽然

 2可以通过双功能交联剂进行结构改造 如

°⁄°2 °2均从  2得到的衍生物 但使用  2或

其衍生物 如 °⁄°2时 交联的抗体必须存在 2≥或

者使用 ⁄××产生 2≥ 本实验使用的 ƒ√在结

构设计上加入 条二硫键以增强 ƒ√的稳定

性 ∀使用 ⁄××在 ƒ√分子中产生 2≥ 有违

ƒ√结构设计的目的 尽管 °⁄°法对抗体的结

合量最大 但在本实验中不适用 ∀  ∏等 ≈使

用磷脂 2°∞2≤结合单克隆抗体 体外实验证

明 依此制备的免疫脂质体能有效地靶向肺内皮细

胞 体内也可有效靶向肿瘤组织 ∀考虑到 ƒ√

分子的结构特点 选择并合成了含有 2≤的胆固

醇 °∞衍生物 并应用于空间稳定免疫脂质体的制

备 ∀

一般认为 脂质体药物释放到肿瘤细胞有 种

机制  细胞外释药  亲脂性药物从脂质双

分子层转移到肿瘤细胞膜  抗体介导的内吞 

与细胞膜或核内体膜融合后释药 ≈ ∀本实验

使用荧光磷脂标记脂质体 荧光磷脂作为脂质体的

组成成分不可丢失 使用流式细胞仪检测和荧光显

微镜观察 均发现 ≥≈ƒ√在细胞内有明显

绿色荧光 证明脂质体确实进入了细胞内部 ∀因此 

可以表明 ƒ√介导的脂质体靶向不是前两种

机制 ∀

脂质体只有先与细胞结合 才能进一步通过内

化的方式进入细胞内部 ∀实验证明 游离 √

对免疫脂质体细胞内化存在竞争抑制作用 说明免

疫脂质体主要通过 /锚定作用 0增加免疫脂质体与

细胞的结合和内化 ∀
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