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摘要 目的  制备包封荧光素钠ƒ≥的脂质体 考察阳离子脂质材料⁄≤2和聚乙二醇°∞对脂质体包封

率 !细胞转染率及膜流动性的影响 ∀方法  以 ƒ≥作为模型物质 制备并分离脂质体 测定脂质体包封率 通过观察荧

光光谱的变化考察 ƒ≥与脂质体膜之间的相互作用 以    为细胞模型观察脂质体对 ƒ≥细胞转染率的影

响 通过荧光偏振技术考察阳离子脂质材料和 °∞对脂质体膜流动性的影响 ∀结果  阳离子脂质材料和 °∞能提

高脂质体包封率1  ∗ 1   !细胞转染率1  ∗ 1  及脂质体膜流动性 °∞分子质量的增大有利于

包封率 !转染率的提高 并增加脂质体膜的流动性 ∀结论  在脂质体处方中加入阳离子脂质材料和高分子量的 °∞

有利于提高包封率 !细胞转染率及增加脂质体膜的流动性 ∀
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  基因治疗作为一种有效的治疗方法已应用于各

收稿日期 22 
3 通讯作者  ×     

∞2 ±¬   

类疾病的临床治疗 自 年以来已有 多名患

者接受了通过病毒或非病毒载体介导的基因治

疗≈ ∀尽管病毒载体在体内外对基因的转移效率都

较高 但存在免疫反应和安全问题 从而限制了在临
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床中的应用 ∀非病毒基因传递系统因有安全性高 !

制备简单等优点 受到国内外科研工作者的关注 ∀

阳离子脂质体介导的基因传递系统是其中最有前景

的非病毒传递系统之一 ∀

研究表明脂质体与细胞的吸附是限制脂质体传

递基因效率的主要步骤≈
一旦脂质体与细胞发生

吸附 将很容易被吞噬进入细胞内 ∀ °∞是生物化

学和生物学中广泛应用的无毒高分子聚合物 游离

的 °∞能增强脂质体的膜流动性从而促进脂质体

与细胞膜的融合≈
提高转染效率 ∀本文以水溶性

荧光素钠ƒ≥为模型物质 制备高包封率的阳离子

脂质体 考察了阳离子脂质材料⁄≤2及不同分

子质量的 °∞对脂质体包封率 !细胞转染率 !脂质

体膜流动性及 ƒ≥的油水分配系数的影响 ∀

材料与方法

材料和仪器  荧光分光光度检测仪 

细胞流式仪美国 ⁄公司   ≤

培养箱 ∞∏  细胞离心机 ∀

Β2≈ Ν2 Νχ Ν2二甲基胺乙基胺基甲酰基胆

固醇⁄≤2本实验室合成 胆固醇特级 

日本和光纯药工业株式会社 二棕榈酰磷脂酰胆碱

⁄°°≤日本油脂株式会社  2二苯基2  2己

三烯⁄°特级 日本和光纯药工业株式会社 荧

光素钠 ! ∆  2无水葡萄糖 !三氯甲烷 !°∞  !

°∞ 和 °∞ 等均为分析纯 ∀

ΦΣ标准贮备液及标准曲线的制备  精密称量

ƒ≥ 1 和葡萄糖 1 以纯水溶解并定容至

 作为贮备液 ∀精密吸取 ƒ≥ 贮备液 用 

1的磷酸盐缓冲液定量稀释成含一系列 ƒ≥的标

准溶液 以  1的磷酸盐缓冲液为空白对照 在

激发波长  和发射波长  处测量 ƒ≥的荧

光吸收强度 以吸光度对浓度作曲线 计算回归方程

和线性范围 ∀

ΦΣ脂质体的制备  用薄膜水化 超声法制备

脂质体 ∀按表 的处方比例精密称量脂材 溶于盛

 氯仿的鸡心瓶中 用氮气吹去有机溶剂 室温

下在旋转蒸发器上进一步抽干 使脂材在瓶壁上形

成一层均匀的膜 ∀取  ƒ≥贮备液水化脂膜 涡

旋振荡并放入水浴中超声  ∗  制成脂质体 ∀

包封率的测定  取脂质体  加入葡聚糖 2

凝胶柱  ≅  中 以  葡萄糖溶液洗脱

未包封的 ƒ≥并收集脂质体 得到包封 ƒ≥的脂质体

混悬液 ∀取包封 ƒ≥的脂质体混悬液 1 加入

  × ÷2溶液  Λ破坏脂质体 以  1

的磷酸盐缓冲液稀释到适宜浓度 测定溶液的荧光

强度 由标准曲线回归方程计算脂质体的包封率 ∀

脂质体的包封率  ς ΧΠς Χ ≅   其中 ς 和

Χ 分别为分离后脂质体混悬液的体积和 ƒ≥浓度 

ς 和 Χ 分别为分离前脂质体的体积和 ƒ≥浓度 ∀

ΦΣ与脂质体膜相互作用的考察  取适宜浓度

的 ƒ≥标准溶液和包封 ƒ≥的脂质体混悬液 分别扫

描其激发波长和发射波长 记录荧光峰位的变化 ∀

脂质体细胞转染的考察  将    细

胞接种于 ≤孔板中 每孔细胞数为  ≅ 

加

入含   胎牛血清的 ⁄∞ 培养液  Λ置于

  ≤ 孵箱  ε 培养 ∀当细胞浓度达到近  

时 弃去上清液 向孔中加入含  包封 ƒ≥脂质体

混悬液的 ⁄∞培养液 每个取样点设两个复孔 同

时设 ƒ≥溶液对照组 ∀分别经过  和  培养后

取出上清培养液 胰酶消化并用磷酸盐缓冲液洗涤

细胞 转入流式细胞测量管中 在流式细胞仪上测定

ƒ≥的细胞转染率 ∀

细胞转染率  ƒ≥转染细胞数总细胞数 ≅    ∀

1 ,62二苯基21 ,3 ,52己三烯(∆ΠΗ)贮备液的配制

精密称量  2二苯基2  2己三烯⁄°1 

溶于四氢呋喃  中 制成  ≅ 
 
#母液 

将 ⁄°母液用 1 #磷酸盐缓冲液 1

稀释成  ≅ 
 
#贮备液备用 ∀

∆ΠΗ及 ΦΣ标记脂质体膜流动性的测定  用荧

光偏振法 ∀按表 的处方比例精密称量 ⁄°°≤ 

⁄≤2及不同分子质量的 °∞ 以 ⁄°  贮备

液代替  ƒ≥贮备液水化脂膜 用上述的薄膜水

化2超声法制备包封 ⁄° 的脂质体 ∀在激发波长

  发射波长  处测定包峰 ⁄°的不同处

方脂质体的荧光偏振强度Ι⁄° ∀以相同方法在激

发波长   发射波长  测定分离后的包封

ƒ≥脂质体的荧光偏振强度Ιƒ≥ ∀分别计算 ⁄° 标

记和 ƒ≥标记脂质体膜的荧光偏振度 Π⁄°和 Πƒ≥及

各向异性Χ⁄°和 Χƒ≥ ∀

Γ  Ι ΠΙ  

Π Ι   ΓΙ ΠΙ   ΓΙ  

Χ ΠΠ  Π ∀

其中 Ι  Ι  Ι 和 Ι 为各个方向的荧光

偏振强度 Γ为光栅校正因子 ∀

∆Χ2χηολ含量及不同分子量的游离 ΠΕΓ 对 ΦΣ

油/水分配系数的影响  加入  ≅ 
 
#

ƒ≥标
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准溶液 Χ 和按表 配制的含有不同脂质材

料的油相溶液氯仿正辛醇 Β 密闭 置于

振荡机中 室温下振荡  静置  于  

#离心  取水相溶液以  1的磷酸盐

缓冲液稀释到适宜浓度 测定溶液的荧光强度 代由

标准曲线回归方程 计算分配平衡后 ƒ≥在水相中的

浓度 Χ•  ∀按下述公式计算 ƒ≥的氯仿 正辛醇

水的分配系数 Π ∀

Π  Χ  ≤ • ΠΧ•

其中 Χ  Χ• 为平衡后氯仿 正辛醇中 ƒ≥的

浓度 ∀

结果

1  ΦΣ的标准曲线

ƒ≥的荧光吸收值与 ƒ≥浓度的线性回归方程为

Α 1 Χ 1ρ 1 线性范围为 1

∗ 1 Λ#
 ∀线性关系良好 ∀

2  脂质体的包封率

以薄膜水化 超声法制备的脂质体包封率结果

见表  ∀可见在处方中加入阳离子类脂材料 ⁄≤2

后 包封率有很大的提高 而且 °∞的分子量对 ƒ≥

脂质体的包封率有较大的影响 °∞分子量的增加

可显著提高 ƒ≥的包封率 ∀

Ταβλε 1  Ενχαπσυλατιον ανδ τρανσφεχτιον εφφιχιενχιεσ οφλιποσοµεσ ωιτη διφφερεντ χονστιτυεντσ

°  ∏

∞∏

Π 

 ν  

× Π   ν  

ƒ∏ ∏

ΠΛ#


     

≤ ƒ∏ ∏ ∏  1 1 1 1

 ⁄°°≤ΒΒ 1 ? 1 1 1 1 1

 ⁄°°≤ΒΒ⁄≤2ΒΒ  ?  1 1 1 1

 ⁄°°≤ΒΒ⁄≤2ΒΒ  ?     

 ⁄°°≤ΒΒ⁄≤2ΒΒ  ?     

 ⁄°°≤ΒΒ⁄≤2Β°∞ΒΒΒ1  ?  1 1 1 1

 ⁄°°≤ΒΒ⁄≤2Β°∞ΒΒΒ1  ?  1 1 1 1

 ⁄°°≤ΒΒ⁄≤2Β°∞ΒΒΒ1  ?  1 1 1 1

 ⁄°°≤ ⁄ ≤⁄≤2 Β≈ Ν2 Νχ  Νχ2  

3  阳离子脂质体与 ƒ≥的相互作用

以 ƒ≥的荧光光谱的变化考察 ƒ≥与脂质体膜的

相互作用 ∀ ƒ≥为黄绿色荧光 但在制备成阳离子脂

质体后呈橙红色 ∀从 ƒ≥标准溶液和包封 ƒ≥的脂质

体的扫描图上可见 ƒ≥的激发波长红移  ∗   

发射波长红移  ∗   ∀说明 ƒ≥与阳离子脂质体存

在相互作用 ∀

4  ∆Χ2χηολ及 ΠΕΓ 对脂质体细胞转染率的影响

ƒ≥溶液及不同类型的包封 ƒ≥的脂质体混悬液

与    细胞经  ε 培养不同时间 ƒ≥的

细胞转染率如表 所示 ∀可见 ƒ≥溶液不能通过细

胞膜转入细胞内 同样在实验条件下也观察不到普

通脂质体不含阳离子脂材 ⁄≤2对 ƒ≥的细胞转

染的促进作用 ∀

阳离子脂质体对 ƒ≥的细胞转染有较大的促进

作用 而且在脂质体处方中加入高分子 °∞能显著

增强促进转染作用 ∀长时间培养  °∞对阳

离子脂质体细胞转染的促进作用存在分子量依赖

性 在分子量  ∗  内 °∞分子量的增大有

利于脂质体转染率的提高 ∀

5  ∆Χ2χηολ及 ΠΕΓ 对脂质体膜流动性的影响

⁄≤2含量及不同分子量的 °∞对脂质体膜

流动性的影响如表 所示 ∀

Ταβλε 2  Φλυορεσχεντ πολαριζατιον ( Π) ανδ

ανισοτροπψ(Χ) οφλιποσοµεσ ωιτη διφφερεντ χονστιτυεντσ

( ν = 2)

°       

 Π⁄° 1 1 1 1 1 1 1

 Χ⁄° 1 1 1 1 1 1 1

 Πƒ≥  1 1 1 1 1 1

 Χƒ≥  1 1 1 1 1 1

 ⁄°  22  2¬ƒ≥ ƒ∏∏

  从表 可以看出 以 ⁄° 为荧光标记物时 阳

离子脂材 ⁄≤2的加入降低了脂质体膜的偏振

度 使脂质体膜的各向异性降低 而且随着 ⁄≤2

含量的增加 脂质体膜的偏振度降低程度和脂质体

膜的各向异性的降低程度都相应增加 即膜的流动

性增加 ∀在处方中加入 °∞可以降低脂质体膜的

各向异性 而且随着 °∞分子量的增大 脂质体膜
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的各向异性降低 膜的流动性增强 ∀说明 °∞对脂

质体膜流动性的影响存在分子量依赖性 在分子量

  ∗  内 °∞分子量的增大有利于脂质体膜

流动性的增加 ∀

6  ∆Χ2χηολ含量和 ΠΕΓ 对 ΦΣ的氯仿 − 正辛醇/水

分配系数的影响

⁄≤2含量及不同分子量 °∞对 ƒ≥的氯仿 

正辛醇水分配系数的影响如表 所示 ∀

Ταβλε 3  Τηε παρτιτιον χοεφφιχιεντ οφ φλυορεσχειν

σοδιυµ ιν σολυτιονσ ωιτη διφφερεντ λιπιδσ ( ν = 2)( Χ0

= 40 ≅ 10
− 6
µ ολ#Λ− 1

)

≤  
Χ•Π#



 ≅ 
Π Π

 1 1 1

⁄≤2 Λ 1 1 1

⁄≤2 Λ 1 1 1

⁄≤2 Λ 1 1 1

⁄≤2 Λ 1 1 1

⁄≤2 ΛΒ°∞ 1 Λ 1 1 1

⁄≤2 ΛΒ°∞ 1 Λ 1 1 1

⁄≤2 ΛΒ°∞ 1 Λ 1 1 1

  从表 可见 在氯仿 正辛醇中加入阳离子类

脂材料 ⁄≤2可以增加 ƒ≥在油相中的分布 ⁄≤2

含量的增加使 ƒ≥在油相中的分配系数增大 在

体系中加入 °∞可以促进 ƒ≥向油相的分布 这与

包封率的实验结果相一致 ∀

讨论

在实验中作者采用 ƒ≥为模型药物考察不同分

子量 °∞对脂质体包封率及细胞转染率等因素的

影响 ∀因为 ƒ≥为钠盐结构 有较好的水溶性 在水

溶液中通过电离使自身带负电荷 ⁄≤2 χ端的叔

胺阳性功能团利用正负电荷的电性作用吸附 ƒ≥ 使

阳离子脂质体对 ƒ≥的包封率大大提高 脂质体的处

方中加入 °∞ ƒ≥的包封率也提高 ∀从 ⁄≤2和

°∞对 ƒ≥的氯仿 正辛醇Π水的分配系数的结果也

证实 加入阳离子脂质材料和 °∞后 使较大比例

的 ƒ≥从水相转移到有机相 油水分配系数提高 ∀

在膜流动性实验中 °∞的加入能增强脂质体

膜的流动性表  说明 °∞能分布在脂质体膜中

并影响脂质体膜的结构 ∀而膜流动性的增加可显著

的提高阳离子脂质体的细胞转染率表  提示阳

离子脂质体对细胞转染率的促进作用除了通过电性

吸附增强转染之外 还可能通过增强脂质体膜与细

胞膜的融合作用来提高细胞转染率 ∀高分子量的

°∞能增强脂质体膜的流动性 从而促进了阳离子

脂质体的细胞转染率 ∀

一般脂质体通过包合作用运载药物 磷脂双分

子层的亲水层不与药物发生作用 ∀阳离子脂质体通

过正负电荷作用吸附带负电荷的物质并使其在脂质

体膜表面聚集 ∀脂质体膜亲水层流动性的改变可能

对脂质体膜的流动性产生较大影响 ∀作者以 ƒ≥为

标记物考察了不同处方脂质体膜的流动性 ∀实验结

果表明 阳离子脂材 ⁄≤2含量的增加及游离 °∞

分子量的增大 脂质体膜的各向异性增大 即膜的流

动性降低 ∀这与以 ⁄°为标记物的实验结果相反 ∀

ƒ≥也是一种扁平的刚性分子 通过与 ⁄≤2阳性

功能团的电性作用嵌入脂质体膜的亲水层 它的偏

振规律反映了脂质体亲水层的活动情况 而 ⁄°嵌

入脂质体膜的烃链层 它的偏振规律反映了脂质体

烃链层的活动情况 ∀当阳离子脂材 ⁄≤2含量的

增加及游离 °∞分子量的增大时 脂质体的包封率

显著提高 ƒ≥分子嵌入脂质体亲水层的量也显著增

加 限制了磷脂分子在平面内的侧向扩散等运动 从

而使脂质体膜的流动性降低 ∀水溶性 ƒ≥用于脂质

体膜流动性的观察 未见相关报道 ∀它测量的数值

是否能定量反映脂质体膜的流动性还有待于进一步

的考察 但在阳离子脂质体研究中 其荧光偏振变化

规律能反映不同处方对脂质体膜流动性的影响 ∀
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##严文伟等 阳离子脂质材料和聚乙二醇对脂质体细胞转染率及膜流动性的影响




