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DHAQ—GM—CSF免疫脂质体对 HL60细胞的杀伤作用研究 

张 颖 ，娄世峰 

(重庆医科大学附属第二医院血液科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：制备DHAQ—GM—CSF免疫脂质体并观察其对白血病细胞株 HL60的杀伤作用，为探索临床治疗急性髓性白血 

病(Acute myelogenous leukemia，AML)的新方法提供实验依据。方法：用逆向蒸发法制备 DHAQ脂质体、戊二醛交联法偶联 

GM—CSF和DHAQ脂质体制备 GM—CSF免疫脂质体，M1Tr法测定其对白血病 HL60细胞的杀伤作用，透射电镜观察凋亡细 

胞形态，流式细胞术测定凋亡率。结果：DHAQ—GM～CSF免疫脂质体对 HL60的细胞毒作用显著强于 DHAQ脂质体和 DHAQ， 

免疫脂质体作用后细胞超微结构破坏 ，形成大量凋亡小体。结论：成功制备并鉴定了 GM—CSF—DHAQ免疫脂质体，其对 HL60 

细胞具有靶向性杀伤作用，为进一步研究奠定了基础。 
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Effect of DHAQ—GM—CSF immunoliposomes on HL60 cells 

zHANG Ying，et al 

(Department of Hematology，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To prepare DHAQ—GM-CSF immun0liposomes and observe the cytotoxicity of HL60 cells treated with the 

immunoliposomes for providing the preclinical data for AML therapy．Methods：DHAQ liposomes were prepared by 

reverse-phase evaporation(REV)．and GM-CSF Was coupled to the DHAQ liposomes．The cytotoxicity of HL60 cells treated with 

the immunoliposomes was measured by tetrazolium microculture(MTY) celluar cytotoxicity test．The data of cellar untrastructure 

and apoptotic rate were collected by transmission electron microscopy，and flow cytometric analysis．Results：DHAQ—GM-CSF 

immunoliposomes had better effects on the cytotoxicity of HL60 cells than DHAQ liposomes and DHAQ．The cellar untrastructure 

Was markly destroyed and many apoptotic bodies formed after the treatment．Conclusion：DHAQ—GM—CSF immun0liposomes are 

successfully prepared and verified，which have targeting cytotoxicity on HL60 cells．The study establishes the foundation for futher 

investigation． 

【Key words】Immunoliposomes；Targeted immunological therapy；Leukemia；HL60 cells 

GM—CSF是粒单系祖细胞增殖分化的正向调节 

因子 ，研究发现大多数 AML细胞和白血病细胞株 

HL60、KG一1都表达 GM—CSF受体【11，故 GM—CSF可 

作为免疫导向物质在 AML的靶向治疗方面发挥作 

用【zl3I。我们以 GM—CSF作为免疫导向物质，以脂质 

体为载体 ，制备包封有抗 白血病药物米托蒽醌 

(DHAQ)的免疫脂质体 ，采用体外模型，探讨其对 

AML细胞株 HL60的细胞毒作用和对凋亡的影响， 

与普通 DHAQ脂质体和 DHAQ进行比较。 

1 材料和方法 

作者介绍：张 颖(1977一)，女，住院医师，硕士， 

研究方向：血液系统恶性肿瘤的治疗。 

通讯作者：娄世锋，男，教授，E-mail：loushifeng@hotmail．con。 

1．1 材料 

1．1．1 细胞 HL60细胞系由上海生物研究所提供。 

1．1．2 主要试剂和原料 DHAQ原料药购自重庆凯林制药 

有限公司；GM—CSF原料药由北京北医联合医药有限公司提 

供，其结合位点平均为 322个／I-IL60细胞⋯；胆固醇 、卵磷脂 、 

M1Tr、DMSO购 自Sigma公司；PE一抗人 GM—CSF抗体及对 

照购自美国 Biolegend公司；~I'IC—Annexin—V购自北京晶美 

生物技术有限公司；胎牛血清购 自杭州四季青工程有限公 

司。 

1．2 方法 

1．2．1 DHAQ—GM—CSF免疫脂质体的制备 、纯化和鉴定 采 

用逆向蒸发法制备 DHAQ脂质体 ：取 10rag DHAQ原料药， 

溶于 20ml蒸馏水中备用 ，另取卵磷脂(Pc)2 胆固醇(Cho) 

0．4g(Pc：Cho=l：0．2，w )，加入 60ml乙醚，搅拌至完全溶 

解，将 DHAQ溶液缓慢加入 Pc和 Cho的乙醚溶液中(WPc： 
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WDHAQ=200：1，有机相 ：水相=3：1)，边加边搅拌 ，再置于 

超声振荡仪中振荡约 30min，见水相和有机相混合均匀，呈蓝 

色乳状悬液。乳状液以旋转蒸发仪减压蒸发 40min，30％，中 

间加入 PBS缓冲液 15ml。上述操作均在 20％室温下进行。 

采用离心法分离脂质体和游离 DHAQ水溶液：将制得的 

乳状液以 10 O00r／min的转速离心 20rain，取脂质体层用于 

免疫脂质体的制备，水溶液层用于包封率的测定。 

包封率的计算：Q ％=【(w —w )，磺 ×loo％(Qw％为 

包封率 ；w 为 DHAQ的总投样量 ；w 为未包 封的游离 

DHAQ含量)。 

其中 w 的测定参照中国药典第二部中 DHAQ和注射 

用 DHAQ的含量测定项下的规定，采用比色法进行测定 。 

采用戊二醛交联法制备免疫脂质体161：取 10％的 DHAQ 

脂质体溶液 13ml，加入25％的戊二醛 13ml，室温20℃，放置 

lOmin，过量的戊二醛用生理盐水透析 4h除去，中间换液 2 

次，加入 lmgC．M—CSF原料药，4℃过夜。 

采用蔗糖密度梯度离心法分离游离 GM—CSF和免疫脂 

质体 ：取 2,4中制得的 OrIAQ--CM—CSF免疫脂质体 0．4ml， 

加入 0．8ml蔗糖溶液(30％，w )混匀，放入离心管中，轻轻 

加入 2．4ml蔗糖溶液(15％，W／W)作为第二层 ，最上层 加 

0．4ml缓冲液作为封闭层 ，4℃，30 O00r／min，离心 30rain，从上 

到下吸出，封闭层和脂质体层各 0．4ml，脂质体层再按上述方 

法梯度离 12'1次。 

采用紫外分光光度法测定偶联~191：取纯化后的 DHAQ— 

GM—CSF免疫脂质体加入比色杯中，在 280nm波长处测定其 

A值，连续测定 3个样本，计算平均值，再代入公式计算： 

偶联率=(纯化后 DHAQ—GM—CSF免疫脂质体的 A值 ／ 

纯化前 DHAQ—GM—CSF免疫脂质体的 A值 )×100％ 

采用流式细胞术测定免疫脂质体中GM--CSF活性的保 

留率：取对数生长期的 HL60细胞 ，调成密度为 5×10s个 几 

的细胞悬液，接种于 6孔板上，每孔加入细胞悬液 3ml，实验 

分为 3组 ：DHAQ—GM—CSF免疫脂质体组 、GM—CSF组和空 

白对 照 组 ，DHAQ—GM—CSF免疫 脂 质 体组 加 入 浓 度 为 

2．5 g／ml的免疫脂质体溶液300 l，GM—CSF组加入浓度为 

0．9 g／ml的 GM—CSF溶液 300 l，空白对照组加入等体积 

生理盐水。于 CO 孵箱内培养 2h后，2 O00r／min离心 10min， 

弃培养液 ，用 PBS洗涤 2次，2 O00r／min离心 20min，弃上清 

液，收集细胞 ，加入 PE一抗人 GM—CSF抗体 ，0．5h后用 PBS 

洗涤 2次，流式细胞仪分析。 

1．2,2 细胞毒实验 采用 M，ITI’法 ：取无药培养 1周的 HL60 

细胞 ，配成 5×1&／ml的悬液接种于 96孔板中，每孔 200 l 

(1×l 04个细胞 ／孔 )。实验分为4组：DHAQ—GM—CSF免疫 

脂质体组、DHAQ脂质体组、DHAQ组 、空白对照组。前 3组 

依次加入浓度(按 DHAQ的含量计 )为 0．002 5 g／ml、0．025 

咖 l、0．25 g／ml、2．5 g／ml、25 g／ml的相应处理溶液 ， 

20 l／孔，第4组加入等体积的生理盐水。每个浓度组设 3 

个平行孔。将 96孔板置于振荡器上振荡 20rain后置于 CO： 

孵箱内培养 24h、48h后，吸去培养液，加入无血清的培养液 

200 l／孔和浓度为 50mg／ml的 M，ITI’溶液 20 l／孔，轻轻振 

荡培养板，放回 CO 孵箱中孵育 4h，吸尽每孔中的液体 ，加 

入二甲基亚砜 150 l／孔 ，于振荡器上振荡 20rain，使形成的 

紫色结 晶充分溶解 ，用酶标仪测定每孔 的 A值(波长 为 

490nm)。实验重复 3次，取每组每一浓度的均值求细胞存活 

率 ：细胞存活率 =(处理组 A m值 ／对照组 A m值 )× 

100％。细胞抑制率=1一细胞存活率。根据线性方程求得 

IC∞。 

1．2．3 验证实验 采用 MTI"法与细胞毒实验同时进行。实 

验分 5组 ：每组首先加入 7．5ng饱和量的 GM—CSF(含 3× 

l0”个 GM—CSF分子，是每孔细胞结合位点的 104倍)，置于 

CO：孵箱中孵育 lh，然后加入浓度依次为 0．002 5 g／ml、 

0．025 ml、0．25 咖 l、2．5 g／ml、25 g／ml的 DHAQ—GM— 

CSF免疫脂质体溶 液 20 l／孔 ，每个浓度设 置 3个平 行 

孔 ，以 M，ITI’法求细胞存活率 ，再与细胞毒实验 中 DHAQ— 

GM—CSF免疫脂质体组和 DHAQ脂质体组的结果作对比。 

1．2,4 透射电镜观察 DHAQ脂质体解构和粒径分布 ：将 

DHAQ脂质体原液稀释 80倍，滴在有膜铜网上 ，阴干，滴加 

1％醋酸双氧铀溶液，静置 5rain，滤纸吸干，H600透射电镜下 

放大 6万倍观察其形态并摄影。细胞形态：取对数生长期的 

HL60细胞 ，调成密度为 5×l0s个 几，接种于 6孔板上，每孔 

3ml。实验分 2组：DHAQ—GM—CSF免疫脂质体组和空白对照 

组 ，DHAQ—GM—CSF免疫脂质体组加入浓度为 2．5 g／ml的 

免疫脂质体溶液300 l，空白对照组加入等体积生理盐水。 

于CO 孵箱中培养24h，2 O00dmin离心 lOmin，弃培养液，用 

PBS洗涤 2次，2 O00r／min离心 20rain，弃上清液 ，4℃预冷的 

3．5％戊二醛沿管壁缓慢加入，覆盖沉淀的细胞，固定 1h，用 

探针拨离细胞团块，凝胶包埋，锇酸染色，超薄切片，H600透 

射电镜下观察细胞超微结构的改变及凋亡细胞形态特征。 

1．2．5 流式细胞术检测早期凋亡情况 Annexin V／PI双染 

法，实验分 4组：DHAQ—GM—CSF免疫脂质体组 、DHAQ脂质 

体组 、DHAQ组 、空白对照组，细胞处理方法同验证实验，培 

养 6h后弃培养液 ，收集细胞 ，孵育缓冲液洗 1次，用 100 l 

的 AnnexinV标记液重悬细胞，室温下孵育 10—15rain，沉淀 

细胞 ，孵育缓冲液洗 1次．加入荧光(SA—Flous)溶液 ，4℃下 

孵育 20rain，离心去上清，孵育缓冲液洗涤 1次，加入 400 l 

孵育缓冲液洗，流式细胞仪分析。 

2 结 果 

2．1 DHAQ—GM—CSF免疫脂质体的鉴定结果 

包封率：81％；多为单层脂质体，粒径：170～220nm 

(见图 1)；偶联率：41．7％；活性保留率 75．1％。 

2．2 M1Tr实验及验证 实验结果 

经 OHAQ—GM—CSF免疫脂质体 、OHAQ脂质 

体 、OHAQ处理 24h、48h后 ，HL60细胞存活率见表 

1、2。OHAQ--GM—CSF免疫脂质体、OHAQ脂质体 
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图 1 电镜 下 的 脂 质 体 × 6 0 0 0 0

和 D H A Q 对 11 I ．6 0 细 胞 作 用 2 4 h 的 l (：砌 分 别 足 ：

9 ． 3 3 斗 g ／m l 、 3 ． 0 4 卜L g ／m l 、 1 8 ． 1 5 ¨ g ／m l ；作 用 4 8 h 的 l c 目 】

分 别 是 ：3 ． 0 2 ¨ g ／m l 、 0 ． 8 7 卜L ∥m l 、 6 ． 6 9 斗 g ／In l ( 见 『纠 2 、

3 ) ： 预 先 加 入 饱 和 量 的 (；M 一 ( ：S F 可 阻 断 D H A (-)一

C M — r s F 免 疫 脂 质体 对 H L 6 【】细 胞 的 毒 性 作 J {_】， 2 4 }1

和 4 8 h 时 各 浓 度 组 的 阻 断 实 验 组 的 细 胞 存 活 率 均

显 著高 于 相 麻 浓 度 的 I) H A ( ) ～ c M — c s F 组 (P < 0 ． 0 5 ) i

2 ． 3 透 射 电 镜 观 察 结 果

D H A Q 一 (j M — C s F 免 疫 脂 质 体 作 削 2 4 h 后 的

H L 6 0 细 胞 ， 绛 瑞 特 染 色 ， 仵 比 镜 下 l lJ
‘

见 细 胞 胞 浆 浓

缩 ， 染 色 质 变 粗 、 恢 浓 缩 、 十幺昨 裂 嚣 细 胞 凋 亡 的 形

态 透 射 电 镜 下 川
‘

见 大 量 坏 死 细 胞 卡̈ 凋 广 细 胞 ， 凋

广 细 胞 膜 l卡11线 粒 仆 绀 构 宄 憾 ， 染 包 质 浓 缩 ， 沿 核 膜

聚 集 成 块 状 和 新 门 状 ， 形 成 人 ：l ! 捌 I
、

：小 体 ( 见 网 4 ) 。

2 _4 流 式 细 胞 数 检 测 早 期 凋 亡 结 果

经 D H A Q 一 ( j M 一 ( ：s F 免 疫 忻 顷 休 、 L) H A Q 脂 质

体 、 D H A L) 作 川 6 h Ji 的 H I ． 6 (】细 胞 r ⋯ l ¨II现 凋 亡 细

胞 ， D H A (
．
) 一 ( ；M 一 ( ：s F 饱 疫 晰 匝 怵 组 的 凋 亡 率

( 2 5 ． 0 5 ％ )较 I ) H A (1) 脂 质 f小绀 ( 1 5 ． 3 3 ％ ) 和 1)H A Q 组

( 6 ． 6 4 ％ ) 渺 菩提 高 ( P < {1 ． 0 5 )

3 讨 论

脂 质 体研 究 姓 � 个 I
‘

分 i ^ 跃 的 领 域 ， 最 早 是 指

天 然 脂 类 化 合 物 悬 浮 J
：

水 r ⋯ 髟成 的 具 有 双 层 封 闭

结 构 的 包 囊 ， 现 托 也 n f 以 fh 人 l ? 合成 的 磷脂 化 合 物

来 制 备 i 脂 质体 的 研 究 卜嘤 求 rfl 住 3 个领 域 ：模 拟

膜 的研 究 ， 药 品 的 ，_If 控 释 放 和 化 体 内 的 靶 向 给药 ，

仵体 外 培 养 中将 丛 ㈧ 币̈ 其 他物 匝 ⋯ 细 胞 内 的 传递 。

近 年 来 ， 随 着 生 物 技 术 的 吖j 断 发 眨 ， 脂 质 体 制 备 工

表 1 不 同 浓 度 的 1) H A 【I)～ (；M — c s F 免 疫 脂 质体 、 ⋯ 1 A (J 脂 质体 、 ⋯ 1 A (J 作 用 2 4 11 对 ⋯ ，6 () 细 胞 的 杀 伤 作 用 ( A ± ^ )

注 ： 以 s A s 软 件 包 进 行 两 样 本 均 数 问 的 q 检 验 ， d = 0 ． 0 5 ：
“

Ij 卡日应 浓 度 的 1) } 1A 《J Ⅲ 比 较 ． 尸 < () ． ()5 ；
。 ‘

j 卡fJ应 浓 度 的

D H A Q— c M — c s F 免疫 脂 质体组 比较 ， P < 0 ． 0 5 。
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．j 11AQ H旨质 休

[) H^ 0

影 响 实验

图 3 不 同 浓 度 的 D I I A (J 一 ( j M 一 (：s F1 免 疫 脂 质体 、 l 】l I A (J 脂 质体 、 【) l I A Q 作 用 4 8 l l 对 H L 6 0 细 胞 的 杀 伤 作 用 图

表 2 不 同 浓 度 的 I) H A Q 一 (：M — c 讣 免 疫 脂 质体 、 1) H A (J 脂 质体 、 D H A Q 作 用 4 8 h 对 ⋯ 。6 0 细 胞 的杀 伤 作 用 ( z ± s )

注 ： 以 s A s 软 件 包 进 行 两 样 小 均 数 问 的 q 榆 验 ， d ： 0 ． 0 5 ， 、

’

与棚 应 浓 度 的 D ¨A Q 组 比 较 ， P < O ． 0 5 ；
” 与相 应 浓 度 的

D H A Q一 ( j M — c s F 免 疫 脂 质体组 比较 ， P < 0 ． 0 5 。

图 4 电镜 下 的 H L 6 () 细 胞

艺 的 逐 步 完 善 ， 脂 质 体 作 用 机 制 进 一 步 阐 明 ， 加 之

脂 质 体 具 有 适 合 体 内 降解 、 无 毒 性 币̈ 免 疫 原 性 、 作

为药 物 载 体 可 以 提 高药 物 的治 疗 指 数 、 降 低药 物 毒

副 作 用 和 减 少 药 物 剂 量 等优点 ， 脂 质 体 作 为药物 载

体 的研 究 愈 来愈受 到 重 视 。 脂 质体是 一 种 定 向药物

载 体 ， 它 具 有 类 细 胞 结 构 ， 进 入 人 体 内 主 要 被 网 状

内 皮 系 统 吞 噬 m 激 活 肌 体 自身 的 免疫 功 能 ， 并 改 变

被 包 封 药 物 的体 内分 布 ， 使 约 物 主 要 件 肝 、 睥 、 肺 和

骨 髓 等 组 织 器 官 巾蓄 积 ， 从 而 提 高 药 物 的 治 疗 指

数 、 减 少 药 物 的治疗 剂 量 和 降低药物 的毒性 。 因 此 ，

脂 质 体 在 许 多疾 病 尤 其 是 癌 症 的 治 疗 巾 垃 示 了 明

显 的优 越性 。 但脂 质体木身 的靶 向性 是 一 种非特 异

性 作 用 ， 要 使 脂 质 体特 异性 地 分 布到 特 定 的 组 织 器

官 需 要 在 脂 质 体 表 面 联 接 卜免 疫 导 向 物 质 制 成 免

疫脂 质体 。、

免疫 脂 质 体 的 优 点 是 载 药 量 大 ， 体 内滞 留 时 间

长 ， 义 有 专 一 靶 向性 ， 是 当前 较 受 重 视 的 一 种 释 药

系 统 Im

。 在 免 疫 导 向物 质 的选 择 方 而 目 前 国 内外最

常 用 的 是 单 克 隆抗 体 ， 但 单 抗 价 格 昂 贵 、 且 住 人 体

内 鼠 型 单抗 致 人 抗 鼠抗 体 ( H A M A ) 产 生 ， 不 能 多 次

重 复 使 刚 ⋯
， 临 床 应 用 受 到 限 制 ， ^殳我 们 选 择 G M 一

(：s F 作 为免疫 导 向物 质 ⋯ l
。 (j M 一 ( ：s F 是 粒 单 核 细 胞

系 祖 细 胞 增 殖 分 化 的 诈 向 调 节 因 子 ， 它 能 刺 激髓 系

造 m 细 胞 生 K 干̈ 分 化 ， 增 强 成熟 粒 细 胞 和 单 核 巨 噬

细 胞 的 功 能 。 (；M — c s F 通 过 结 合细 胞 表 面 的 同源 受

体 发 挥 作 用 、， L i n f la s ． P a r k 等 用 m
I 标 记 的

( ；M — c s F 米 研 究 体 外 细 胞 系 和 来 自 A M I ． 和 急 性 淋

巴 细 胞 性 r 1m 病 ( A ¨ l t e 1y n l ph r y t k 1P JJ k e m j a ， A L L )

患 者 细 胞 上 十甘应 受 体 的 分 布 时 发 现 研 究 的 所 有

㈨ 州 ∞ 踟 ㈤ ㈨ 扪
0
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AML患者的白血病细胞和体外细胞株 HL60，KG一1 

都表达 GM—CSF受体。此外，近年来国内国外的文 

献多次发表了用 GM—CSF结合免疫毒素在治疗难 

治性和复发性的 AML方面的研究报导 ，可见 GM— 

CSF作为载体用于免疫导向治疗是完全可行的。它 

的优势在于重组人 GM—CSF易得到，不会刺激体内 

产生抗体而影响疗效，可多次重复使用。由于部分 

白血病细胞高表达 GM～CSF受体 ，故用 DHAQ— 

GM—CSF免疫脂质体治疗 AML可能还有相对选择 

作用，其疗效可能优于用单抗介导的免疫导向治疗。 

本研究中采用 M1Tr实验考察各种药物对 HL60 

细胞增殖的抑制作用。通过实验发现：DHAQ—GM— 

CSF免疫脂质体对 HL60细胞具有显著的增殖抑制 

效应。当药物浓度I>0．025 g／ml时，DHAQ—GM—CSF 

免疫脂质体和 DHAQ脂质体对 HL60细胞的杀伤 

作用与DHAQ相比均具有显著性差异，而且 DHAQ～ 

GM—CSF免疫脂质体和 DHAQ脂质体相比前者的 

杀伤作用也显著强于后者。说明制成免疫脂质体制 

剂可能提高 DHAQ的疗效 ，同时降低毒副作用 ，使 

DHAQ发挥更佳的抗 AML作用。而且，由于较低剂 

量的免疫脂质体即可发挥强大的杀伤作用，故我们 

推测 DHAQ—GM—CSF免疫脂质体还具有克服耐药 

的作用，但此结论还需进一步的实验结果支持。 

通过本研究我们发现 DHAQ—GM—CSF免疫脂 

质体具有体外抗白血病作用，为进一步研究打下重 

要基础 
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