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转铁蛋白与ＲＧＤ共修饰脂质体的制备及其肿瘤靶向性评价
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　　［摘要］　目的　制备转铁蛋白与ＲＧＤ共修饰脂质体（ＴＦ／ＲＧＤＬＰ），研究其体内外卵巢癌靶向性。方法　 采用薄膜
分散法制备ＲＧＤ修饰脂质体（ＲＧＤＬＰ）。采用后插入法制备转铁蛋白修饰脂质体（ＴＦＬＰ）和 ＴＦ／ＲＧＤＬＰ。研究脂质体
的粒径和电位；通过细胞摄取实验研究卵巢癌细胞对普通脂质体（ＬＰ）、ＲＧＤＬＰ、ＴＦＬＰ和 ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的摄取效率。构建
卵巢癌细胞肿瘤球模型，考察脂质体的肿瘤球穿透能力；构建卵巢癌裸鼠异位模型，考察不同脂质体在荷瘤裸鼠的体内分

布。结果　 ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的粒径为（９５．５±８．７）ｎｍ，电位为（３．０５±１．２５）ｍＶ。细胞摄取实验结果显示，卵巢癌 Ａ２７８０细
胞对ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的摄取效率分别是ＬＰ、ＴＦＬＰ和ＲＧＤＬＰ的５．７、２．７倍和２．９倍，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。细
胞肿瘤球穿透实验和脂质体体内分布实验结果显示ＴＦ／ＲＧＤＬＰ具有良好的肿瘤靶向性和穿透能力。结论　ＴＦ／ＲＧＤＬＰ
是一种潜在、高效的卵巢癌靶向给药系统。
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　　在过去几十年，随着现代生物研究的发展，对肿瘤
疾病的治疗手段也日益丰富，其中肿瘤的靶向治疗成

为了肿瘤治疗研究的热点［１］。转铁蛋白受体是一种

在正常细胞和肿瘤细胞表面都普遍存在的受体，但在

肿瘤细胞的表面转铁蛋白受体的表达是正常细胞的

４～５倍［２］。整合素（ｉｎｔｅｇｒｉｎｓ）是一类细胞黏附受体分
子，在有核细胞表面均广泛表达，其中整合素 αｖβ３在
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卵巢癌、黑素瘤癌、神经胶质瘤等多种肿瘤细胞表面高

度表达，因此整合素αｖβ３常被用作肿瘤靶向的特异性
靶点［３］。已有研究表明，精氨酸甘氨酸门冬氨酸
（ＡｒｇＧｌｙＡｓｐ，ＲＧＤ）的三肽序列能特异性识别含 αｖ
亚基的整合素家族，具有高度亲和力［４］。本研究以脂

质体为载体，将转铁蛋白（ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ，ＴＦ）和 ＲＧＤ连接
到脂质体表面，以卵巢癌细胞为模型，对共修饰脂质体

的肿瘤细胞靶向性进行评价。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
　　大豆磷脂（ＳＰＣ，上海太伟药业有限公司）；ＤＳＰＥＰＥＧ２０００、
罗丹明标记磷脂、ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＭＡＬ（美国 Ａｖａｎｔｉｐｏｌａｒ
ｌｉｐｉｄｓ），ＤＭＥＭ高糖培养基（美国 ＧＩＢＣＯ公司）；转铁蛋白（美
国Ｓｉｇｍａ公司），胎牛血清（美国 ＧＩＢＣＯ公司），人源卵巢癌细
胞（Ａ２７８０，上海细胞研究所）。ＳｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ９０型激光粒度仪及
Ｚｅｔａ电位分析仪 （英国 ＭａｌｖｅｒｎｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓＬｔｄ）；ＩＶＩＳ
Ｓｐｅｃｔｒｕｍｓｙｓｔｅｍ（Ｃａｌｉｐｅｒ，Ｈｏｐｋｉｎｇｔｏｎ，ＭＡ）。
１．２　方法
１．２．１　ＲＧＤＰＥＧ２０００ＤＳＰＥ的合成　　将一定量商品化的
ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＭＡＬ用适量氯仿溶于茄形瓶中，旋转蒸发除去
溶剂成膜，真空干燥过夜。加入适量ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ＝７．４）水
化１ｈ（３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ），水浴超声５ｍｉｎ使形成均匀的ＤＳＰＥ
ＰＥＧ２０００ＭＡＬ胶束溶液。物质的量之比１．５倍的 ｃＲＧＤｆＫ多
肽溶于适量ＰＢＳ缓冲液中，加入上述胶束溶液，Ｎ２保护下４℃
搅拌反应直至ＴＬＣ薄层色谱（展开剂ＭｅＯＨ∶ＤＣＭ＝１∶１０）鉴定
ＤＳＰＥＰＥＧＭＡＬ点基本消失。ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０凝胶色谱柱分离
ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＭＡＬ和游离 ＲＧＤ（洗脱液为 ｐＨ＝７．４的 ＰＢＳ
缓冲液），收集 ＤＳＰＥＰＥＧＲＧＤ胶束峰（ＵＶ２５４ｎｍ）溶液后冻
干，除水氯仿溶解后过滤除去无机盐，重复操作２次得 ＤＳＰＥ
ＰＥＧ２０００ＲＧＤ［５－６］。
１．２．２　转铁蛋白和 ＲＧＤ共修饰脂质体（ＴＦ／ＲＧＤＬＰ）的制备
　　精密称取ＳＰＣ１５．１２ｍｇ，胆固醇１．３５ｍｇ，ＤＳＰＥＰＥＧ２０００
ＯＭｅ１．２５ｍｇ，ＲＧＤＰＥＧ２０００ＤＳＰＥ０．３５ｍｇ，将以上材料和药
物溶于氯仿中，在茄形瓶中减压蒸馏成膜，除去有机溶剂，置于

真空干燥器中过夜，使其充分干燥，加入２ｍＬＰＢＳ水化，探头
超声（８０Ｗ，１０ｓ，１０ｓ，５次）得到ＲＧＤ修饰脂质体（ＲＧＤＬＰ）。
参照文献［７－８］采用后插入法制备ＴＦ／ＲＧＤＬＰ和转铁蛋白修
饰脂质体（ＴＦＬＰ）。即首先将转铁蛋白巯基化，再与商品化的
ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＭＡＬ孵育得到转铁蛋白胶束，将胶束后插入已经
制备的ＲＧＤＬＰ或者普通脂质体得到ＴＦ／ＲＧＤＬＰ或者ＴＦＬＰ。
１．２．３　ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的细胞毒性　　培养 Ａ２７８０细胞，并接种
于９６孔板中，培养２４ｈ后加入无菌过滤后的脂质体溶液，将孔
板移入３７℃ ５％ＣＯ２孵箱中培养２４ｈ和４８ｈ后取出，每孔加
入２０μＬ５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液，再放回孵箱中继续孵育４ｈ，将孔
板中液体倒出，每孔加入２００μＬＤＭＳＯ，３７℃避光振摇１５ｍｉｎ，
用酶标仪在４９０ｎｍ处测定各孔的光密度值。
１．２．４　Ａ２７８０细胞对ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的摄取　　将对数生长期的
细胞以５×１０５／孔的密度接种于２４孔板中，３７℃培养２４ｈ后，
每孔加入适量 ＬＰ、ＲＧＤＬＰ、ＴＦＬＰ和 ＴＦ／ＲＧＤＬＰ使孔中罗丹

明浓度为０．１５ｎｍｏｌ／ｍＬ，３７℃分别孵育２ｈ和４ｈ后除去含脂
质体培养基，冷ＰＢＳ清洗２次，每孔加入１％ Ｔｒｉｔｏｎ，裂解细胞，
暗处放置３０ｍｉｎ，用荧光分光光度计测定荧光值。为了定性观
察细胞对脂质体的摄取，将脂质体与细胞共同孵育４ｈ后，将细
胞用ＰＢＳ漂洗３次，加入２μｇ／ｍＬＤＡＰＩ溶液，室温孵育３０ｍｉｎ，
加冰ＰＢＳ漂洗３次，加４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，弃去多聚甲
醛，用冰ＰＢＳ保存。置激光共聚焦显微镜观察细胞摄取。
　　为了定量研究游离ＴＦ和ＲＧＤ对ＴＦ／ＲＧＤＬＰ被Ａ２７８０细
胞摄取的影响，将对数生长期的细胞以５×１０５／孔的密度接种
于２４孔板中，３７℃培养２４ｈ后，分别加入６０μｍｏｌ的转铁蛋白
和（或）ＲＧＤ，孵育１ｈ后，加入适量 ＬＰ和 ＴＦ／ＲＧＤＬＰ使孔中
罗丹明浓度为０．１５ｎｍｏｌ／ｍＬ，３７℃分别孵育４ｈ后除去含脂质
体培养基，冷ＰＢＳ清洗２次，每孔加入１％ Ｔｒｉｔｏｎ，裂解细胞，暗
处放置３０ｍｉｎ，用荧光分光光度计测定荧光值。
１．２．５　ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的肿瘤球穿透能力　　取对数生长期的
Ａ２７８０卵巢癌细胞，用０．１２５％胰酶消化后，用含血清的培养基
中和胰酶，并将细胞吹打下来后离心，弃去上清液，沉淀（细胞）

用培养基重悬至５×１０７／ｍＬ后接种于用低熔点琼脂糖预处理
的９６孔板中，于３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养。肿瘤球生长７ｄ
后，分别加入罗丹明标记的ＬＰ、ＲＧＤＬＰ、ＴＦＬＰ和ＴＦ／ＲＧＤＬＰ，
加培养基调整罗丹明标记的磷脂的终浓度为 ２０ｎｍｏｌ／ｍＬ。
３７℃ 孵育４ｈ后，将细胞用ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）漂洗３次，加４％多
聚甲醛固定１５ｍｉｎ，弃去多聚甲醛，用 ＰＢＳ４℃保存。置激光
共聚焦显微镜观察脂质体的肿瘤球穿透能力。

１．２．６　ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的体内分布　　Ａ２７８０卵巢癌细胞经胰酶
消化，离心后将其悬浮于 ＤＭＥＭ培养液中，计数调节浓度至
５×１０７／ｍＬ。取４只雌性裸鼠用０．４ｇ／ｋｇ水合氯醛麻醉，将准
备好的Ａ２７８０细胞悬浊液皮下接种于裸鼠左右背部各１处，每
个点接种０．１ｍＬ细胞悬浊液。接种后１～２周可见左右背部
长出１００～２００ｍｍ３肿瘤块，证明接种成功。
　　按１．２．１方法制备载近红外荧光染料ＤＩＲ的不同脂质体，
使脂质体中ＤＩＲ的终浓度为２０μｇ／ｍＬ。荷瘤裸鼠尾静脉注射
脂质体０．１ｍＬ，１２ｈ后，将小鼠用１０％水合氯醛麻醉，于荧光
活体成像系统下观察并拍照（Ｅｘ＝６３０ｎｍ，Ｅｍ＝７００ｎｍ）。

１．３　统计学分析
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行数据
分析，２组间比较用独立样本ｔ检验，多组间比较用方差分析。

２　结果

２．１　脂质体的表征
　　取制备得到的ＴＦ／ＲＧＤＬＰ用马尔文激光粒度仪测定粒度
和Ｚｅｔａ电位，平行测定３次。结果（表１）显示 ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的
粒径为（９５．５±８．７）ｎｍ，多分散性系数为０．１７０±００８０，Ｚｅｔａ
电位为（３０５±１．２５）ｍＶ。

表１　不同脂质体的粒径与电位（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 粒径（ｎｍ） 多分散系数 电位（ｍＶ）
ＬＰ ９８．８±６．４ ０．１２０±０．０５０ ４．５２±２．５６

ＲＧＤＬＰ １１２．９±９．４ ０．１５０±０．０３０ －２．５２±３．１６
ＴＦＬＰ １０５．５±８．２ ０．１６０±０．０７０ １．８２±２．１３

ＴＦ／ＲＧＤＬＰ ９５．５±８．７ ０．１７０±０．０８０ ３．０５±１．２５
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２．２　ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的细胞毒性
　　细胞毒性实验结果如图１所示，与 ＰＢＳ比较，各组脂质体
在２４ｈ和４８ｈ对 Ａ２７８０细胞毒性较小，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。
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图１　Ａ２７８０细胞不同脂质体在２４、４８ｈ的存活率

２．３　Ａ２７８０细胞对ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的摄取
　　在Ａ２７８０细胞表面有转铁蛋白受体和整合素受体高度表
达。细胞摄取的定量实验结果（图２）显示：卵巢癌 Ａ２７８０细胞
对ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的摄取效率分别是 ＬＰ、ＴＦＬＰ和 ＲＧＤＬＰ的
５７、２．７倍和２．９倍，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；定性的

激光共聚焦荧光显微镜观察结果如图３所示，ＴＦ／ＲＧＤＬＰ组荧
光强度显著强于其他组，这与定量的实验结果相一致。

　　细胞摄取竞争抑制实验结果如图４所示，游离的 ＲＧＤ和
ＴＦ都能对 ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的摄取产生竞争抑制，说明 ＲＧＤ和 ＴＦ
都是通过特异性受体介导入胞。游离的ＲＧＤ和ＴＦ分别使ＴＦ／
ＲＧＤＬＰ的摄取下降４８．０％和５５．４％，与 ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的摄取
效率比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＬＰ比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＲＧＤＬＰ和 ＴＦＬＰ比较；
ｃ：Ｐ＜０．０１，与２ｈ的ＴＦ／ＲＧＤＬＰ比较

图２　Ａ２７８０细胞对不同脂质体的摄取
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图３　激光共聚焦显微镜下观察Ａ２７８０细胞对不同脂质体的摄取
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图５　不同脂质体对Ａ２７８０肿瘤球的穿透作用　（罗丹明）
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１：ＬＰ；２：ＴＦ／ＲＧＤＬＰ；３：ＴＦ／ＲＧＤＬＰ＋６０μｍｏｌＴＦ；４：ＴＦ／ＲＧＤＬＰ＋
６０μｍｏｌＲＧＤ；５：ＴＦ／ＲＧＤＬＰ＋６０μｍｏｌＲＧＤ＋６０μｍｏｌＴＦ；ａ：Ｐ＜
００１，与ＴＦ／ＲＧＤＬＰ比较

图４　 游离ＴＦ和ＲＧＤ对ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的竞争性抑制

２．４　ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的肿瘤球穿透能力
　　肿瘤球穿透实验结果如图５所示，ＬＰ组红色荧光只在肿
瘤球表面少量分布，ＲＧＤＬＰ组和 ＴＦＬＰ组肿瘤球中罗丹明红
色荧光分布均匀，强于 ＬＰ组，ＴＦ／ＲＧＤＬＰ组荧光显著强于
ＲＧＤＬＰ组和ＴＦＬＰ组。说明 ＲＧＤ和转铁蛋白共修饰脂质体
后能够发挥协同作用促进脂质体进入肿瘤球内部。

２．５　ＴＦ／ＲＧＤＬＰ的体内分布
　　荷瘤裸鼠活体成像实验结果如图６所示，ＴＦ／ＲＧＤＬＰ组的
荷瘤裸鼠肿瘤组织红色荧光最强，其次是 ＲＧＤＬＰ组和 ＴＦＬＰ
组。说明经过ＴＦ和ＲＧＤ共修饰后，增强了脂质体的肿瘤靶向
能力。

!

" # $

Ａ：ＬＰ；Ｂ：ＲＧＤＬＰ；Ｃ：ＴＦＬＰ；Ｄ：ＴＦ／ＲＧＤＬＰ

图６　载ＤＩＲ的不同类型的脂质体在小鼠体内的分布

３　讨论

　　理想的肿瘤靶向药物传递系统不仅需要在全身给
药后将药物浓集在肿瘤组织，而且还需要将药物高效

地传递到肿瘤细胞内，从而将治疗作用最大化并减少

抗肿瘤药物的副作用。肿瘤组织内部由于血管壁间隙

较宽、结构完整性差、淋巴回流缺失，造成纳米颗粒在

此具有选择性高通透性和滞留性，这种现象被称作肿

瘤组织的高通透性和滞留效应（ｅｎｈａｎｃｅｄｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ
ａｎｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ），简称 ＥＰＲ效应［９－１０］。研究已经

证实，转铁蛋白受体和整合素受体在多种肿瘤细胞表

面都有大量的表达［２－３］，因此，转铁蛋白受体和整合素

受体成为了肿瘤靶向给药系统主动靶向给药的重要靶

点。本研究将转铁蛋白和整合素受体特异多肽 ＲＧＤ
连接到脂质体的表面，构建了高效肿瘤靶向的脂质体。

　　本研究结果显示，制备得到的脂质体的粒径为
９５ｎｍ左右。有研究证实，纳米载体的粒径范围在
１０～１５０ｎｍ能够有效避开网状内皮系统的吞噬，通过
ＥＰＲ效应到达肿瘤组织［１１］。在细胞摄取实验中，与普

通脂质体相比，经过 ＲＧＤ或者 ＴＦ修饰都能够显著增
强卵巢癌细胞对脂质体的摄取，其中对共修饰脂质体

的摄取效率显著高于 ＲＧＤ或者 ＴＦ单独修饰的脂质
体，这说明二者发挥了协同作用，共同促进入胞。在某

些实体肿瘤组织中，由于肿瘤组织致密生长，肿瘤内部

压力高且血管少，因此给药系统很难进入肿瘤组织深

部［１２］。本研究构建了体外肿瘤球模型用于模拟评价

转铁蛋白与ＲＧＤ共修饰脂质体的肿瘤球穿透能力，结
果显示经过转铁蛋白和 ＲＧＤ共修饰的脂质体能够有
效穿透肿瘤球，到达肿瘤组织深处。本研究还构建了

裸鼠卵巢癌异位肿瘤模型，通过近红外成像实验考察

共修饰脂质体的体内分布，结果与体外研究结果一致，

转铁蛋白与ＲＧＤ共修饰脂质体在荷瘤裸鼠肿瘤部位
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的荧光强度显著强于转铁蛋白修饰脂质体和 ＲＧＤ修
饰脂质体。综上，ＴＦ／ＲＧＤＬＰ是一种潜在的高效肿瘤
靶向给药系统。
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２０１４年度第三军医大学国家自然科学基金申报工作再创佳绩

　　２０１４年，我校基金申报工作再创佳绩。根据国家自然科学基金委员会网站公布的２０１４年度国家自然科学
基金项目资助情况，截至目前，全校共中标各类项目２４２项（项目经费约１．４４亿元），获批项目数和经费数均为
历史最好成绩之一。其中包括重点项目６项、优秀青年科学基金项目２项、面上项目１３９项、青年科学基金项目
９２项。
　　获得国家自然科学基金资助情况是反映大学办学水平的重要指标之一。近年来，在校党委“实施一流发展
战略，建设世界医学名校”总体办学思路的引领下，各级科研管理部门主动作为，始终聚焦生物医学前沿，努力提

高科研绩效，着力推动内涵发展，基金工作不断取得新的进步，在支撑学科人才建设、提升综合办学水平等方面发

挥了十分重要的作用。根据国家自然科学基金委员会的统计，今年我校获批项目数居全国医科院校第１位，在全
国科研单位排名中列第２２位。
　　下一步，学校将按照国家科技计划改革的要求，进一步加强包括科学基金在内的各级各类科研课题过程管
理，重点抓好开题论证、中期检查等环节，不断提高课题完成质量，产出更多高水平研究成果，为加快推进一流名

校建设做出更大贡献。

科研部组织计划处　供稿
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