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犘犆犕修饰脂质体的制备及心肌靶向性初步评价
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　　［摘要］　目的　制备心肌特异性靶向肽ＰＣＭ修饰的载增强绿色荧光蛋白表达质粒（ｐＥＧＦＰ）的脂质体（ＰＣＭＬＩＰ），并初

步考察其心肌靶向性。方法　采用薄膜分散超声法，以ＰＣＭ为配体，ＤＯＴＡＰ为阳离子脂质材料制备脂质体，ＰＣＭＬＩＰ与

ｐＥＧＦＰ室温孵育制备载质粒的脂质体。对ＰＣＭ连接方法进行优化，测定ＰＣＭ的连接率，并考察脂质体的载药能力、形态、粒

径分布、电位及其在磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中的稳定性。通过倒置荧光显微镜和流式细胞术考察脂质体转染心肌细胞Ｈ９ｃ２的

效果，表征其心肌靶向性，筛选ＰＣＭ的最佳用量。结果　ＰＣＭ通过插入法连接，用量为脂质的３％，与ｐＥＧＦＰ孵育后的

ＰＣＭＬＩＰ呈圆球形，粒径为（２６１．９±２．２）ｎｍ，ｚｅｔａ电位在为（－５．０±０．６）ｍＶ，在ＰＢＳ中具有良好的稳定性，其对心肌细胞的

转染效率高于未修饰的脂质体（犘＜０．０５）。结论　ＰＣＭ可提高脂质体对心肌细胞的转染效率，ＰＣＭＬＩＰ具有良好的心肌细

胞靶向性。
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　　近年来，心血管疾病已经成为世界范围内发病

率和病死率最高的疾病之一［１］。随着我国社会经济

的发展、生活方式和饮食结构的变化、工作及生活压

力的增加，冠心病的发病率和病死率呈现持续上升

的特点，其中心肌缺血后导致的心力衰竭是冠心病

患者高病死率的主要病因。冠心病的传统治疗策略

大多只能改善症状，延缓心衰的发展，并不能针对病

因逆转心脏组织的损伤［２］。因此寻找新型治疗措

施，修复损伤心肌，改善缺血心肌功能，仍然是今后

治疗的重要方向。

目前，随着基因工程的飞速发展，基因治疗在人类

疾病治疗和预防中的地位越来越重要。而配体修饰的

·８４３１·
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第１１期．王　欣，等．ＰＣＭ修饰脂质体的制备及心肌靶向性初步评价

脂质体作为一种新型的基因药物传递系统，已经在靶

向性、抵御调理作用等方面取得了很大的成功。ＰＣＭ

（ＷＬＳＥＡＧＰＶＶＴＶＲＡＬＲＧＴＧＳＷ）是一种由２０个氨

基酸组成的心肌细胞特异性靶向肽，通过噬菌体展

示技术筛选出来。独立的ＰＣＭ噬菌体与原代心肌

细胞的结合能力是对照噬菌体的１８０倍，且与其他

细胞包括其他肌细胞比较，ＰＣＭ可特异性地与心肌

细胞结合［３５］。以ＰＣＭ作为配体修饰脂质体，使脂

质体具有心肌靶向性，可将基因药物有效地传递至

缺血心肌，达到更有效、更安全的治疗效果。本研究

以增强绿色荧光蛋白表达质粒（ｐＥＧＦＰ）作为报告基

因，配体ＰＣＭ修饰的脂质体（ＰＣＭＬＩＰ）为基因载

体，研究脂质体的制备工艺和稳定性，考察ＰＣＭ

ＬＩＰ对心肌细胞的转染效率，初步评价ＰＣＭＬＩＰ的

心肌靶向性。

１　材料和方法

１．１　仪器与试剂　ＲＥ５２ＡＡ型旋转蒸发仪（上海

亚荣生化仪器厂），ＤＫＺ４５０Ｂ型电热恒温振荡水槽

（上海森信实验仪器有限公司），ＶＣ５０５探头超声仪

（Ｓｏｎｉｃｓ 公司，美国），ＲＦ５３０１ｐｃ 荧光扫描仪

（Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司，日本），ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ９０型纳

米粒度及ｚｅｔａ电位分析仪（Ｍａｌｖｅｒｎ公司，英国），

Ｈｉｔａｃｈｉ７５００透射电镜（Ｈｉｔａｃｈｉ公司，日本），倒置

荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ公司，日本），低温高速离心机

（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，美国），流式细胞 仪

（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司，美国），净化工作台（苏州净

化设备有限公司），细胞培养箱（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

公司，美国）。

大豆磷脂（Ｃａｒｇｉｌｌ公司，德国），胆固醇（ＮＦＣ公

司，日本），ＤＳＰＥｍＰＥＧ２０００（ＮＦＣ公司，日本），ＤＳＰＥ

ＰＥＧ２０００Ｍａｌ（Ｎａｎｏｓｏｆｔ公司，美国），ＤＯＴＡＰ（Ｃｏｒｄｅｎ

公司，瑞士），ＰＣＭ（上海吉尔生化有限公司），

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０（Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司，美国），荧光胺（阿拉

丁试剂），ｐＥＧＦＰ（自制），ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司，

美国），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司，美国）。

１．２　未修饰脂质体的制备　精密称取一定量的大

豆磷脂、胆固醇、ＤＳＰＥｍＰＥＧ２０００、ＤＯＴＡＰ，使其

摩尔比为４０∶３０∶１０∶２０，三氯甲烷溶解后，旋转

蒸发呈均匀薄膜，真空干燥２ｈ后，加入２ｍＬ磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ），３７℃水浴振荡１ｈ，水浴超声使脂

质膜完全溶解，探头超声（１５０Ｗ，５ｓ，５ｓ）３０次，形

成均匀脂质体，用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０柱纯化脂质体。

１．３　ＰＣＭ修饰脂质体的制备　考察ＰＣＭ的溶解

性，ＰＣＭ不溶于低沸点可抽膜的有机溶剂，可溶于

水，所以考虑采用插入法和水相反应法制备ＤＳＰＥ

ｍＰＥＧ２０００ＰＣＭ。插入法：按１．２项下的方法制备

脂质体，另取一定量的ＤＳＰＥｍＰＥＧ２０００Ｍａｌ溶于

三氯甲烷中，采用薄膜分散超声法制成胶束后，加

入ＰＣＭ室温反应过夜。将制得的胶束加入脂质体

中，室温孵育３ｈ。水相反应法：将一定量的ＤＳＰＥ

ｍＰＥＧ２０００Ｍａｌ与脂质材料抽膜，按１．２项下的方

法制备脂质体后，加入ＰＣＭ室温搅拌反应３ｈ。制

备不同ＰＣＭ用量（１％、３％、５％、７％）的ＰＣＭＬＩＰ，

即１％ ＰＣＭＬＩＰ、３％ ＰＣＭＬＩＰ、５％ ＰＣＭＬＩＰ和

７％ＰＣＭＬＩＰ，用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０柱纯化脂质体。

１．４　ＰＣＭ连接率的测定　采用改进的荧光胺法测

定ＰＣＭ的连接率
［６７］，以ＰＣＭ连接率为指标，筛选

ＰＣＭ的连接方法。在离心管中加入ＰＣＭＬＩＰ和荧

光胺乙腈溶液，涡旋振摇，室温避光反应，加甲醇至

３ｍＬ，用荧光分光光度计测定其光密度值（Ｅｘ＝３９５

ｎｍ，Ｅｍ＝４７５ｎｍ，ｓｌｉｔＥｘ／Ｅｍ＝５ｎｍ／５ｎｍ）。样品

通过一系列已知ＰＣＭ浓度的标准溶液所制备的标

准曲线定量。

１．５　载ｐＥＧＦＰ脂质体的制备及脂质体载药能力考

察　取不同体积数的脂质体样品和０．５μｇｐＥＧＦＰ

加入不同离心管中，分别用适量ＰＢＳ稀释，静置

２ｍｉｎ后，室温孵育２０ｍｉｎ，制备得到不同脂质／

ＤＮＡ比的脂质体／ＤＮＡ复合物，通过琼脂糖凝胶电

泳考察脂质体对ｐＥＧＦＰ的载药能力。

１．６　不同ＰＣＭ用量脂质体的细胞转染效率　根据

琼脂糖凝胶电泳实验的结果，制备载ｐＥＧＦＰ的脂质

体。分别取一定体积的未修饰的脂质体、１％ＰＣＭ

ＬＩＰ、３％ＰＣＭＬＩＰ、５％ＰＣＭＬＩＰ和０．５μｇｐＥＧＦＰ

加入不同的离心管中，分别用适量的ＰＢＳ稀释，静置

２ｍｉｎ，室温孵育２０ｍｉｎ，制备得到不同ＰＣＭ连接比

例的脂质体／ＤＮＡ复合物，用ｏｐｔｉＭＥＭ稀释后用于

细胞转染实验。

将Ｈ９ｃ２细胞（四川大学生物治疗国家重点实

验室蒋维教授惠赠）接种于２４孔板内，待细胞融合

度达６０％～７０％且形态饱满后，分别加入上述载

ｐＥＧＦＰ的ＰＣＭＬＩＰ。在３７℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中转

染５ｈ后，弃去脂质体悬液，换有血清培养液，继续

培养。２４ｈ后，用倒置荧光显微镜定性观察转染效

果。另将Ｈ９ｃ２细胞接种于６孔板内，待细胞融合

度达７０％～８０％且形态饱满后，按上述方法转染载

ｐＥＧＦＰ的ＰＣＭＬＩＰ，收集细胞，用流式细胞仪检测

脂质体的转染效率。

１．７　脂质体的形态、粒径、ｚｅｔａ电位的测定　取适

量载ｐＥＧＦＰ的３％ＰＣＭＬＩＰ稀释至一定倍数，滴
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加在覆有支持膜的铜筛网上，用２％磷钨酸负染，自

然干燥后，透射电镜观察形态。另取适量样品稀释

一定倍数后，用纳米粒度及ｚｅｔａ电位分析仪测定脂

质体的粒径及电位。

１．８　脂质体的稳定性考察　制备未修饰的脂质体

和３％ＰＣＭＬＩＰ，考察脂质体在ＰＢＳ中的稳定性。

将脂质体样品置于４℃冰箱保存，于０ｄ、３０ｄ时分

别测定脂质体的粒径和电位。

１．９　统计学处理　应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ４．０软件

进行统计学分析，数据以珔狓±狊形式表式，采用单因

素方差分析（ＡＮＯＶＡ）。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＰＣＭ 连接率的测定结果　实验发现，７％

ＰＣＭＬＩＰ无法经凝胶柱有效纯化，因此只能测出

１％ ＰＣＭＬＩＰ、３％ ＰＣＭＬＩＰ、５％ ＰＣＭＬＩＰ的

ＰＣＭ连接率。结果如表１，不同ＰＣＭ 用量的脂

质体通过插入法制备得到的ＰＣＭ连接率均高于

通过水相反应法制备得到的ＰＣＭ 连接率，且在

这两种方法中，当ＰＣＭ用量为３％时得到的连接

率最高，故选择插入法作为ＰＣＭ 的连接方法，

ＰＣＭ用量为３％。

表１　犘犆犕不同连接方法的连接率

犜犪犫１　犜犺犲犘犆犕犮狅狀狀犲犮狋犻狅狀狉犪狋犻狅狅犳犘犆犕犔犐犘狊狅犳

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀狀犲犮狋犻狅狀犿狅犱犲狊

％，狀＝３，珔狓±狊

Ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｍｏｄｅ １％ＰＣＭＬＩＰ ３％ＰＣＭＬＩＰ ５％ＰＣＭＬＩＰ

Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ ７１．４±０．５ ９６．８±０．２ ５９．０±０．１

Ａｑｕｅｏｕｓｐｈａｓｅ ４６．２±０．１ ６９．２±０．３ ４２．９±０．１

　　ＬＩＰ：Ｌｉｐｏｓｏｍｅ

２．２　脂质体载药能力考察结果　首先分别考察了１、

２、５、１０μＬ的未修饰的脂质体对ｐＥＧＦＰ的载药能力，

结果如图１Ａ所示，５μＬ的脂质体可将ｐＥＧＦＰ载带

完全。进一步考察了５μＬ不同ＰＣＭ用量的脂质体

对ｐＥＧＦＰ的载药能力，结果如图１Ｂ，５μＬ不同ＰＣＭ

用量的脂质体都可将ｐＥＧＦＰ载带完全。

图１　脂质体对狆犈犌犉犘载药能力的测定

犉犻犵１　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狆犈犌犉犘犲狀犮犪狆狊狌犾犪狋犻狅狀

犪犫犻犾犻狋狔狅犳犾犻狆狅狊狅犿犲狊（犔犐犘狊）

Ａ：ｐＥＧＦＰｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＬＩＰ（１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ２０００；２：

ｐＥＧＦＰ＋ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ；３：ｐＥＧＦＰ＋１μＬＬＩＰ；４：ｐＥＧＦＰ＋２μＬ

ＬＩＰ；５：ｐＥＧＦＰ＋５μＬＬＩＰ；６：ｐＥＧＦＰ＋１０μＬＬＩＰ）；Ｂ：ｐＥＧＦＰ

ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＰＣＭＬＩＰ （１：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ２０００；２：

ｐＥＧＦＰ＋ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ；３：ｐＥＧＦＰ＋５μＬＬＩＰ；４：ｐＥＧＦＰ＋５μＬ

１％ＰＣＭＬＩＰ；５：ｐＥＧＦＰ＋５μＬ３％ＰＣＭＬＩＰ；６：ｐＥＧＦＰ＋５μＬ

５％ＰＣＭＬＩＰ）．ｐＥＧＦＰ：Ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｐｌａｓｍｉｄ

２．３　不同ＰＣＭ用量脂质体的细胞转染效率　图２显

示了不同ＰＣＭ用量脂质体转染Ｈ９ｃ２细胞的转染效

率，可见ＰＣＭＬＩＰ的转染效率均高于未修饰的脂质

体，且当ＰＣＭ的用量为３％时，细胞的绿色荧光最高，

脂质体的转染效率最高。

图２　载狆犈犌犉犘的脂质体在犎９犮２细胞中的表达

犉犻犵２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狆犈犌犉犘犮犪狉狉犻犲犱犫狔犾犻狆狅狊狅犿犲狊（犔犐犘狊）犻狀犎９犮２犮犲犾犾狊

ｐＥＧＦＰ：Ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｐｌａｓｍｉｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００
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２．４　不同ＰＣＭ用量的脂质体的细胞转染效率的定

量测定　图３显示了不同ＰＣＭ 用量脂质体转染

Ｈ９ｃ２细胞的流式细胞仪检测结果，可见 ３％

ＰＣＭＬＩＰ的转染效率最高。结合连接率测定结果和

细胞转染效率的定性观察结果，筛选得到的ＰＣＭ最

佳用量为３％。

图３　载狆犈犌犉犘的脂质体转染犎９犮２细胞的流式细胞术测定结果

犉犻犵３　犜犺犲犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔犪狊狊犪狔狅犳犎９犮２犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犾犻狆狅狊狅犿犲狊（犔犐犘狊）犮狅狀狋犪犻狀犻狀犵狆犈犌犉犘

ｐＥＧＦＰ：Ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｐｌａｓｍｉｄ．犘＜０．０５ｖｓｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ．狀＝３，珔狓±狊

２．５　脂质体的形态、粒径、ｚｅｔａ电位　透射电镜图

（图４）显示载ｐＥＧＦＰ的３％ＰＣＭＬＩＰ呈圆球形。

载ｐＥＧＦＰ的未修饰的脂质体粒径为（２１２．４±３．０）

ｎｍ，载ｐＥＧＦＰ的３％ ＰＣＭＬＩＰ粒径为（２６１．９±

２．２）ｎｍ，连接ＰＣＭ后脂质体的粒径增大；两种脂

质体多分散系数（ＰＤＩ）均在０．２左右［（０．２０±０．０１）

ｖｓ（０．１９±０．０１）］，ｚｅｔａ电位分别为（－４．３±０．６）

ｍＶ和（－５．０±０．６）ｍＶ，说明ＰＣＭ的连接对脂质

体电位无明显影响。

图４　载狆犈犌犉犘的３％犘犆犕犔犐犘透射电镜图

犉犻犵４　犜犈犕狅犳３％犘犆犕犔犐犘犮狅狀狋犪犻狀犻狀犵狆犈犌犉犘

ＴＥＭ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；ＬＩＰ：Ｌｉｐｏｓｏｍｅ；ｐＥＧＦＰ：

Ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｐｌａｓｍｉｄ

２．６　脂质体的稳定性考察结果　新制备的ＰＣＭ

ＬＩＰ（３％ ＰＣＭＬＩＰ）的粒径为（２６１．９±２．２）ｎｍ，

ｚｅｔａ电位为（－５．０±０．６）ｍＶ，ＰＤＩ为（０．１９±

０．０１）。－４℃放置３０ｄ后，粒径为（２６７．４±１．９）

ｎｍ，ｚｅｔａ电位为（－５．３±０．１）ｍＶ，ＰＤＩ为（０．２０±

０．０１）。结果表明ＰＣＭＬＩＰ在－４℃下放置３０ｄ，脂

质体的粒径、ｚｅｔａ电位和ＰＤＩ无明显变化，说明脂质

体在ＰＢＳ中有较好的稳定性。

３　讨　论

缺血性心脏病严重威胁着人类生命健康和生活

质量，目前国内外公认的疗法有药物治疗、介入治疗

和外科手术治疗３种。这些治疗方法在一定程度上

可以减轻症状，但并不能针对病因逆转心脏组织的

损伤。基因治疗是将目的基因用一定的手段导入患

者特定的组织和细胞并进行适当的表达，以补偿或

纠正因基因缺陷或异常而引起的疾病，从而达到治

疗疾病的目的［８］。基因治疗与传统治疗方法相比有

巨大的优越性，它从根源上纠正了引起疾病的异常

基因，可以选择性地治疗多种严重威胁人类健康的

疾病［９］。目前用于传递基因药物的系统有病毒载体

和非病毒载体两大类，其中脂质体由于具有低毒、低

免疫反应、靶向性和易于组装等优点，已经成为基因

治疗领域中一个新的研究热点［１０］。

本研究采用薄膜分散超声法，以ｐＥＧＦＰ为报

告基因制备ＰＣＭＬＩＰ，筛选出ＰＣＭ的最佳连接方

法为插入法，最佳用量为３％，测定ＰＣＭ的连接率

最高可达９５％以上。ＰＣＭ的连接率不是随着ＰＣＭ

用量的提高而提高，这与相关文献得到的结论相同：
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随着预插入量的增多，插入效率的下降和插入量增

加有逐渐变缓趋势［１１］。通过凝胶阻滞实验测定了

脂质体的载药能力，５μＬ的脂质体可将０．５μｇ的

ｐＥＧＦＰ质粒载带完全。制备得到的载质粒的

ＰＣＭＬＩＰ形态圆整，粒径为（２６１．９±２．２）ｎｍ，ｚｅｔａ

电位为（－５．０±０．６）ｍＶ，粒径和电位是考察脂质

体稳定性的重要指标［１２１３］，由于本研究制备的

ＰＣＭＬＩＰ存放于ＰＢＳ中，因此考察了ＰＣＭＬＩＰ在

ＰＢＳ中的稳定性，实验表明该脂质体在ＰＢＳ中具有

良好的稳定性。通过倒置荧光显微镜和流式细胞仪

定性和定量地考察了ＰＣＭＬＩＰ对心肌细胞的转染

效率，结果表明ＰＣＭＬＩＰ相比于未修饰的普通脂质

体具有明显的心肌细胞靶向性，且筛选得到的ＰＣＭ

最佳用量为３％。脂质体转染效率不是随着ＰＣＭ

的用量提高而提高，有两方面原因，一方面当ＰＣＭ

用量为５％时，ＰＣＭ的连接量与ＰＣＭ用量为３％时

相差不多，另一方面是脂质体表面修饰的构象和密

度等因素，对脂质体本身的特性及其靶向效果都有

很大的影响［１４１５］，其中具体的相互关系国内外文献

都尚无定论。本研究制备的ＰＣＭＬＩＰ有望成为一

种新的靶向心肌的基因传递系统，但尚待进一步考

察其体内靶向性、载目的基因后的抗心肌缺血活性

和安全性，以全面检验脂质体的基因传递能力。
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