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　　［摘要］　目的　制备ＣＤ１１ｃ单抗修饰的免疫脂质体并进行表征，验证其体外对树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）的特异

靶向性。方法　采用薄膜分散法制备脂质体，通过化学交联法将ＣＤ１１ｃ单抗连接于脂质体上，利用高效液相法测定ＣＤ１１ｃ
与脂质体的连接率，透射电镜观察脂质体形态，激光粒度测定仪测定粒径和Ｚｅｔａ电势，流式细胞仪检测脂质体上连接ＣＤ１１ｃ

的活性和对ＤＣｓ的靶向效果，激光共聚焦显微镜观察该免疫脂质体特异性靶向特点。结果　成功制备了ＣＤ１１ｃ免疫脂质体，
测得单抗连接率为（７７．６±３．２）％，平均粒径为（１５１．２±１．６）ｎｍ，Ｚｅｔａ电位为（－３２．０±１．８）ｍＶ。电镜下脂质体粒径均匀，

表面光滑，多为圆形，少许椭圆形，无粘连。ＣＤ１１ｃ单抗连接于脂质体仍保持了良好的活性，体外表现出显著的ＤＣｓ特异靶向

性。结论　制备的ＣＤ１１ｃ免疫脂质体对ＤＣｓ细胞具有特异靶向性。
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　　树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）是体内功能最

强的专职抗原提呈细胞，在免疫系统对抗原的捕获、

处理及提呈过程中居于中心地位［１］，它能同时激发初

始性和获得性免疫应答，由于在机体的抗感染免疫及

抗肿瘤免疫应答中的作用极其重要而成为近年来免

疫学研究的热点［２３］。ＣＤ１１ｃ是相对分子质量为

１５００００的β２整合素家族成员，是确定的ＤＣｓ特异性

表面标记物之一［４５］，在小鼠骨髓系和淋巴系ＤＣｓ，包
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括ＤＣｓ前体、未成熟ＤＣｓ（ｉＤＣｓ）和成熟的ＤＣｓ（ｍＤＣｓ）

均有较高的表达［６］。已有研究表明，ＣＤ１１ｃ作为ＤＣｓ
表面的免疫靶标，通过其靶向性药物递送系统可以提

高ＤＣｓ对抗原的内吞和有效提呈，促进抗原特异性的

体液和细胞免疫应答的产生［７１０］。

　　脂质体（ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ）是由磷脂双分子层构成，结

构与细胞膜相似，它具有携带量大、保护被包封药物

免遭降解，易与生物膜融合、缓释、减少用药剂量等

特点，已作为一种新型的药物载体得到广泛应用。

脂质体同时存在转染效率低、靶向性差等问题［１１１２］。

因此，采用化学交联技术将单克隆抗体与脂质体表

面结合，利用单克隆抗体的特异靶向性将脂质体及

其包裹的药物或抗原特异靶向靶细胞，是提高脂质

体靶向性和转染效率的有效方法。利用针对 ＤＣｓ
表面ＣＤ１１ｃ分子的单克隆抗体制备的免疫脂质体，

有望通过膜融合和内吞等作用机制，提高脂质体递

送效率，进而激发更有效的免疫应答，为后期脂质体

载药靶向于ＤＣｓ细胞提供了新方法。

１　材料和方法

１．１　试剂与仪器　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（６～８周龄，上海

斯莱克实验动物有限公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛

血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、小鼠重组粒细胞巨噬

细胞集落刺激因子（ｍＧＭＣＳＦ）、小鼠白介素４（ＩＬ４，

购自Ｇｉｂｃｏ公司）；红细胞裂解液（ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ，自行配

制）；荧光标记的抗小鼠单克隆抗体 ＡＰＣＣＤ１１ｃ、

ＦＩＴＣＣＤ１９（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）；２亚氨基硫烷盐酸盐

（２ＩＴ）、胆固醇（ＣＨＯ）、脂多糖（ＬＰＳ，购自Ｓｉｇｍａ公

司）；氢化蛋黄卵磷脂（ＥＰＣ３）、甲氧基聚乙二醇２０００
二硬脂酰甘油磷脂酰乙醇胺（ｍＰＥＧ２０００ＤＳＰＥ，购自

Ｌｉｐｏｉｄ公司）；马来酰亚胺甲氧基聚乙二醇２０００二硬

脂酰甘油磷脂酰乙醇胺（ＭａｌＰＥＧ２０００ＤＳＰＥ，购自

Ｃｒｅａｔｉｖｅ公司）；２００、１００ｎｍ聚碳酸酯膜，ＬＦ１薄膜挤

出器（Ａｖｅｓｔｉｎ公司）。ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ２共聚焦显微镜

（Ｌｅｉｃａ公司）；流式细胞仪（ＢＤ公司）；ＨＩＴＡＣＨＩ７０００
型透射电镜（Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；ＺｅｔａＳｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ激光

粒度分析仪（Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ４Ｂ，ＡＫＴＡ

ｐｒｉｍｅｐｌｕｓ蛋白纯化仪（ＧＥ公司）；Ｌ２０００高效液相

色谱仪（Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；超速离心机（Ｈｉｔａｃｈｉ公司）。

１．２　ＤＣｓ的体外培养和成熟　脱颈处死Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠，无菌取股骨和胫骨，用ＲＰＭＩ１６４０培养基冲

洗骨髓腔，收集细胞悬液离心，离心后用红细胞裂解

液裂解再次离心，加入含 ｍＧＭＣＳＦ（１０ｎｇ／ｍＬ）、

ｍＩＬ４（１ｎｇ／ｍＬ）、１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液，

铺种于６孔板中，置于３７℃、５％ＣＯ２孵育箱中孵育，

第３天吸弃培养液及悬浮细胞，重新加入新鲜培养

液及ｍＧＭＣＳＦ、ｍＩＬ４，第５天半量换液，于第７天

收集悬浮细胞待用。

１．３　空白脂质体的制备　精密称量脂质体膜材料

ＥＰＣ３、ＣＨＯ、ｍＰＥＧ２０００ＤＳＰＥ、ＭａｌＰＥＧ２０００ＤＳＰＥ
按摩尔比为２１０．００８０．００２溶于无水氯仿，倒

入梨形烧瓶中减压旋转蒸发去除氯仿，加入ＰＢＳ水

化４５ｍｉｎ，再以薄膜挤出器分别过２００ｎｍ、１００ｎｍ
聚碳酸酯膜控制脂质体粒径，即得空白脂质体。

１．４　ＣＤ１１ｃ免疫脂质体制备及纯化　巯基化试剂

２ＩＴ与ＣＤ１１ｃ单抗摩尔比１００１混悬０．５ｈ，再加

入空白脂质体混悬１ｈ即可（图１）。以ＰＢＳ（ｐＨ＝

７．４）缓冲液为洗脱液，将所得的混合液体经Ｓｅｐｈａ

ｒｏｓｅＣＬ４Ｂ 柱分离，收集流分的第一个峰即为

ＣＤ１１ｃ免疫脂质体，同法也可制得ＣＤ１９免疫脂质

体（ＣＤ１９ｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓ）作为对照组［１３］。

图１　ＣＤ１１ｃ免疫脂质体制备的示意图

Ｆｉｇ１　ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅＣＤ１１ｃｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

１．５　ＣＤ１１ｃ单克隆抗体与脂质体连接率的测

定　用ＡＰＣ 标记的 ＣＤ１１ｃ单抗标准品配制成

３．１２５、６．２５、１２．５、２５、５０、１００μｇ／μＬ，用 ＨＰＬＣ荧

光检测器测量激发波长６５０ｎｍ、吸收波长６６０ｎｍ
的数值，绘制出ＣＤ１１ｃ的标准曲线。将ＣＤ１１ｃ免疫

脂质体不上柱纯化，直接高速离心８×１０４×ｇ，４℃、

２０ｍｉｎ，吸取上清液检测荧光强度，计算出其中游离

的ＣＤ１１ｃ的量。连接率（％）＝（总ＣＤ１１ｃ量－游离

ＣＤ１１ｃ量）／总ＣＤ１１ｃ量×１００％。

１．６　空白脂质体和ＣＤ１１ｃ免疫脂质体粒径和电位

测定　取制备的空白脂质体和ＣＤ１１ｃ免疫脂质体，

用ＺｅｔａＳｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ激光粒度分析仪进行测量。

１．７　ＣＤ１１ｃ免疫脂质体形态观察　取上述ＣＤ１１ｃ
免疫脂质体一滴点于反应瓷板的凹槽内，将喷炭铜

网膜面朝下放于样品上，２ｍｉｎ后取出铜网，用滤纸
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吸干铜网边缘多余液体，按上述方法再将铜网放于

染液滴（２％磷钨酸）３０ｓ，滤纸吸干多余液体后再干

燥，置于透射电镜下观察。

１．８　免疫脂质体表面连接的ＣＤ１１ｃ单克隆抗体活

性及体外靶向效率测定　收集 ＤＣｓ铺于６孔板

（１０５／孔）中，分别加入ＡＰＣ染色的ＣＤ１１ｃ单克隆抗

体、ＣＤ１１ｃ免疫脂质体、ＣＤ１９免疫脂质体，共同孵育

４ｈ后收集细胞离心，用流式细胞仪检测细胞表面荧

光强度和细胞表面染色阳性百分率。检测体外靶向

效率时用ＣＴ２６细胞（１０５／孔）加入ＣＤ１１ｃ免疫脂

质体作为对照。

１．９　ＣＤ１１ｃ免疫脂质体体外靶向性的激光共聚焦

显微镜观察　将ＤＣｓ和对照组ＣＴ２６细胞调整密

度至每孔１０５个，再分别加入ＣＤ１１ｃ免疫脂质体、

ＣＤ１９免疫脂质体，于３７℃、５％ ＣＯ２孵育４ｈ后，收

集细胞加入多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，离心后ＰＢＳ冲洗

再离心，加入４’，６二脒基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）染料

转移至共聚焦显微镜专用培养皿中１０ｍｉｎ，吸水纸

吸除多余染料，ＰＢＳ清洗１次，置于共聚焦显微镜下

观察拍照。

２　结　果

２．１　ＣＤ１１ｃ单克隆抗体荧光强度的标准曲线及与

脂质体的连接率测定　以ＣＤ１１ｃ单克隆抗体浓度

为ｘ，荧光强度为ｙ，测得 ＡＰＣ标记的ＣＤ１１ｃ单抗

标准曲线方程为 ｙ＝４２９０１ｘ－４１２９７ （Ｒ２ ＝

０．９９９７），表明ＣＤ１１ｃ单抗在３．１２５～１００μｇ／μＬ浓

度范围内与荧光数值线性关系良好，ＣＤ１１ｃ单抗与

脂质体的连接率为（７７．６±３．２）％。

２．２　空白脂质体和ＣＤ１１ｃ免疫脂质体粒径和电位

测定　测得空白脂质体平均粒径为（１３４．５±２．７）

ｎｍ，Ｚｅｔａ电位为（－３７．９±１．３）ｍＶ（图２Ａ、２Ｂ），而

ＣＤ１１ｃ免疫脂质体平均粒径为（１５１．２±１．６）ｎｍ，

Ｚｅｔａ电位为（－３２．０±１．８）ｍＶ（图２Ｃ、２Ｄ）。

图２　空白脂质体和ＣＤ１１ｃ免疫脂质体的平均粒径与Ｚｅｔａ电位

Ｆｉｇ２　ＰａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅａｎｄＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｌｉｐｏｓｏｍｅｓａｎｄＣＤ１１ｃｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

Ａ，Ｂ：Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ；Ｃ，Ｄ：ＣＤ１１ｃｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

２．３　透射电镜观察 ＣＤ１１ｃ免疫脂质体形态　

ＣＤ１１ｃ免疫脂质体在肉眼观察下为淡蓝色混悬液。

透射电镜观察可见粒径均匀，表面光滑，多为圆形，

少许椭圆形，无粘连现象（图３）。

２．４　免疫脂质体表面连接的ＣＤ１１ｃ单克隆抗体活

性及体外靶向效率测定　根据流式细胞图测定结果

可以看到，ＣＤ１１ｃ单克隆抗体连接到脂质体表面后，

具有与未进行连接的ＣＤ１１ｃ单克隆抗体近似的结

合ＤＣｓ能力，仍然保持了特异靶向ＣＤ１１ｃ的活性

（图４）。根据ＣＤ１１ｃ免疫脂质体与ＣＤ１１ｃ阳性的

ＤＣｓ细胞结合后荧光染色细胞比例，可以计算出

ＣＤ１１ｃ免疫脂质体与ＣＤ１１ｃ阳性的ＤＣｓ细胞结合

率为８１．４％，而作为对照的 ＣＤ１９免疫脂质体与

ＤＣｓ细胞靶向结合率仅为１．７％，ＣＤ１１ｃ免疫脂质
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体与不表达ＣＤ１１ｃ分子的ＣＴ２６细胞的结合率仅

为２．４％，该 ＣＤ１１ｃ免疫脂质体表现出了特异的

ＤＣｓ靶向性（图５）。

图３　ＣＤ１１ｃ单抗修饰的脂质体扫描电镜图

Ｆｉｇ３　Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ

ｏｆＣＤ１１ｃｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

图４　ＣＤ１１ｃ免疫脂质体表面ＣＤ１１ｃ单克隆抗体活性检测

Ｆｉｇ４　ＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣＤ１１ｃｍＡｂｏｎｔｈｅ

ｓｕｒｆａｃｅｏｆＣＤ１１ｃｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＤＣｓｗｅｒｅｍａｒｋｅｄｂｙＣＤ１１ｃｍＡｂ；Ｃ：ＤＣｓ

ｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＣＤ１１ｃｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

图５　ＣＤ１１ｃ免疫脂质体体外靶向效率

Ｆｉｇ５　ＴａｒｇｅｔｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＣＤ１１ｃｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓｉｎｖｉｔｒｏ

Ａ：ＤＣｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＣＤ１１ｃｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓ；Ｂ：ＤＣｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＣＤ１９ｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓ；Ｃ：ＣＴ２６ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａ

ｔｅｄｗｉｔｈＣＤ１１ｃｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓ；Ｄ：ＤＣｓｗｅｒｅｍａｒｋｅｄｂｙＣＤ１１ｃｍＡｂ

２．５　ＣＤ１１ｃ免疫脂质体体外ＤＣｓ靶向性的激光共

聚焦显微镜观察　从图６激光共聚焦图片我们可以

观察到，ＤＣｓ细胞与 ＣＴ２６细胞的形态差异，在

ＡＰＣ标记的ＣＤ１１ｃ免疫脂质体与ＤＣｓ孵育组，ＤＣｓ
细胞表面可观察到明显的红色荧光（图６Ａ），而ＣＴ

２６细胞与ＡＰＣ标记的ＣＤ１１ｃ免疫脂质体孵育组细

胞表面无红色荧光出现（图６Ｃ）；ＦＩＴＣ标记的ＣＤ１９
免疫脂质体组，ＤＣｓ细胞未检测到对应荧光（图

６Ｂ）。该激光共聚焦显微镜观察结果进一步确证了

ＣＤ１１ｃ免疫脂质体的体外ＤＣｓ特异靶向性。

３　讨　论

　　脂质体在体内易被清除［１４］，在空白脂质体中加
入ｍＰＥＧ２０００ＤＳＰＥ，能够增加脂质体的亲水性，减少
脂质体之间相互聚集，维持脂质体稳定，屏蔽内皮网

状细胞吞噬系统（ＲＥＳ）对脂质体的识别，延长在血
循环中的时间［１５］。

　　目前将抗体连接到脂质体表面主要有通过氨基

酸和巯基两种方法，本研究采用先将ＣＤ１１ｃ抗体巯

基化再与马来酰亚胺基团发生化学交联［１６］，将单抗
连接到脂质体的表面。从粒径变化来看，ＣＤ１１ｃ免

疫脂质体比空白脂质体略有增大（１３５ｎｍ→１５１

ｎｍ），Ｚｅｔａ电位减小（－３８ｍＶ→－３２ｍＶ），可能与

ＣＤ１１ｃ单抗在ＰＢＳ溶液中带电情况有关，脂质体稳

定性下降不明显，符合体内实验要求。

　　流式细胞术检测结果证明连接在脂质体表面的

ＣＤ１１ｃ抗体仍然拥有良好的活性，制备出的ＣＤ１１ｃ
免疫脂质体对ＤＣｓ能特异性的结合，定量的测得靶

向效率为８１．４％，而几乎不与ＣＴ２６细胞结合，后

者结合率仅为２．４％，对照组ＣＤ１９免疫脂质体对

ＤＣｓ则没有明显结合（结合率为１．７％），这一结果

说明ＣＤ１１ｃ免疫脂质体对ＤＣｓ具有明显的特异靶

向识别作用。激光共聚焦实验则定性的证实上述结

果，本实验中我们可以观察到ＣＤ１１ｃ免疫脂质体结

合到ＤＣｓ细胞表面的红色荧光，而对ＣＴ２６细胞则

看不到红色荧光出现，作为对照组的ＣＤ１９免疫脂

质体与 ＤＣｓ共孵育未检测到绿色荧光，说明该

ＣＤ１１ｃ免疫脂质体与 ＤＣｓ的结合是表面修饰的
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ＣＤ１１ｃ单克隆抗体引起的，进一步证明了ＣＤ１１ｃ免

疫脂质体对ＤＣｓ的靶向作用具有特异性。

图６　ＣＤ１１ｃ免疫脂质体对ＤＣｓ细胞

靶向激光共聚焦显微镜观察

Ｆｉｇ６　ＴａｒｇｅｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＤ１１ｃｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓｔｏＤＣｓ

ｂｙｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

Ａ：ＤＣｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＣＤ１１ｃｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓ；Ｂ：ＤＣｓ

ｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＣＤ１９ｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓ；Ｃ：ＣＴ２６ｃｅｌｌｓｗｅｒｅ

ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＣＤ１１ｃｉｍｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

　　本研究成功制备了ＣＤ１１ｃ单克隆抗体修饰的

免疫脂质体，对其进行了表征，并通过流式细胞术和

激光共聚焦显微镜观察验证了其体外对树突状细胞

的靶向性，为进一步脂质体载药进行体内实验奠定

了基础。
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