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IL一2免疫靶向脂质体的制备及稳定性研究 

朱 莉，胡春梅，赵俊义，潘黎军，王 驰 

(重庆医科大学药学院药剂教研室，重庆 40001 6) 

【摘 要】目的：寻求一种简便、快速、结合率高的制备白介素～2(1nterleukin～2，IL一2)免疫脂质体的方法。方法：分别用戊二醛 

法、十一醛法、衍生化法制备 I1 一2免疫脂质体。对上述几种制备方法进行分析比较，Bradford比色法测定 IL一2的结合效率；离心 

加速实验考察脂质体稳定性 结果：十一醛法通过席夫碱一对一的结合 IL一2和脂质体，不会引起 IL一2、脂质体自身相互交联， 

结合率高，稳定性好 结论 ：拟采用十一醛法作为后期细胞实验中IL一2免疫脂质体的制备方法。 
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Preparation of I L-2 conjugated immunoliposomes and study on its stability 
ZHU L ，et al 

(Department of Pharmaceutics，College of m y，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To search for a simple and rapid method of preparating the 1L-2 conjugated immunoliposomes with high 

conjugate rate．Methods：The I1 -2 conjugated immun0Iip0s0mes were prepared by Glutaraldhyde，Undecanal or Derivatization．All 

methods were ana1)rzed anti compared．The conjugate rate of IL一2 was determined by Bradford Assay．Centrifugal acceleration 

experiment selwed to prI1Ye the liposome stability．Results：II -2 conjugated liposome by shift’s base through Undecanal didn’t 

cause U -2-self or liposme—self inter-cross link．and conjugate rate was high and stability was good．Conclution：Undecanal is 

suggested to prepare the II 一2 conjugated immunoliposomes for the anaphase cell experiment． 

【Key words】IL一2；ImmIm0Ii【1ns0me；Preparation；Conjugate rate；Stability 

肝移植手术后，IL一2与 IL一2受体(IL一2R)高表 

达，两者结合并刺激 T细胞克隆增殖是引发急性排 

斥反应(Acute rejection，AR)的关键环节。抑制IL一2 

产生及其与 IL一2R结合的措施均可干预急性排斥 

反应。然而临床上应用的大多数抑制药物由于无选 

择性，抑制过度或不足对患者都十分不利。 

IL一2免疫脂质体是一种新型的靶向药物递送 

载体I I(Drug delivery system，DDS)，利用该 DDS载 

药，进入体内与 IL一2R靶向结合，竞争性抑制白分 

泌 IL一2与受体的结合，能有效干扰 T细胞的活化和 

增殖 ，从而预防或降低急性排斥反应的发生率。本 

文就 IL～2免疫脂质体的制备方法及稳定性进行了 

探讨，成功制备结合率高、稳定性好的 IL一2免疫脂 

质体，为下一步进行细胞学及动物实验奠定了良好 

基础，同时也为进一步发展靶向DDS提供了实验数 
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1 材料和方法 

1．1 材料 

蛋黄卵磷脂(上海试剂公司)；胆同醇(广州天马试剂公 

司)：IL一2(PRERO TECH)；25％的戊二醛(上海生_[试剂公 

司)；十一醛(上海晶纯试剂公司 )；吐温 一80(重庆川I东化工 

有限公司)；磷脂酰乙醇胺；(4一马来酰亚胺苯基丁酸酯)一磷 

脂酰乙画享胺(4一(p-maleimi dophenyIhuty _vIph0sphatidyIethan— 

olamine，MPB—PE)；琥珀酰亚胺 一S一乙酰硫代乙酸酯(Sue— 

cinimidyl S-acet)，lthioace tate，SATA)；Sepharose CM 聚糖凝 

胶均购于美国 SIGMA公司；Bradford蛋白浓度测定试剂盒 

(海门市碧云天生物技术研究所)；其余试剂均为分析纯。真 

空旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂)；KQ2200B型超声波 

清洗器(昆山市超声仪器有限公司)；318MC酶标仪(上海精 

密仪器仪表有限公司) 

1．2 方 法 

1．2．1 戊二醛交联法制备 IL一2免疫脂质体 将适量卵磷 
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一

脂 、 磷 脂 酰 乙 醇 胺 、 胆 固醇 、 吐 温 一 8 0 溶 于 氯仿 当中 ， 采用 逆

向蒸发法 制备 空 白脂质体 。 取 空 白脂质体 1 ． Ora l 加 入 2 5 ％ 的

戊 二 醛 2 0 “ l ， 室 温 静置 2 h ， 过 量 的戊 二 醛 经 透 析 去 除 ， 透 析

时 间 2 h 。 加 入 0 ． 1 m g ／m l 的 I L 一 2 溶液 ， 4 ℃ 放置 2 4 h 。 2 × 1 0
4

r ／m i n

转速 下 ， 4 ℃ 离心 3 0 ra i n ， 重 复洗涤 离心 2 次分离游 离 的 I L 一 2 ，

收集沉 淀脂质体重悬 于 T r i s
— H C I 缓 冲液 中 ， 置 4

"

C 冰箱保存I“
。

1 ． 2 ． 2 十 一 醛法 制备 I L 一 2 免疫 脂 质 体 将 适 量 十 一 醛 ( 磷

脂 胆 碱 ／十 一 醛 质量 比 为 15 ： 1 ) ， 卵磷 脂 ， 胆 固醇 ， 吐 温 一 8 0

溶于氯仿 当中 ， 采用 逆 向蒸发 法 制 备十 一 醛脂 质体 。 取 1 ． 0 m l

该脂质体加人 0 ． 1 m g ／m l 的 I L 一 2 溶 液 ， 4 ℃ 过夜 。 过 S e p h e m s e

C M 柱 ， 收集脂质 体部 分 ， 置 4 0c 冰箱保存 13 I
。

1 ． 2 ． 3 衍生 化法 制 备 I L 一 2 免 疫脂 质体 制 备含 M P B — P E 的

脂 质体 ：取 适 量 M P B — P E 、 卵磷 脂 、 胆 固 醇 、 吐 温 一 8 0 溶 于 氯

仿 中 ， 采 用 逆 向 蒸 发 法 制 备 M P B — P E 脂 质 体 。 S A T A 修 饰

I L - 2 ：将 I L - 2 与 S A T A 溶 于 二 甲 基 甲酰 胺 ( I L 一 2 与 S A T A 的

摩尔 比和 体 积 比分 别 为 1 ： 2 0 ， 1 ： 10 0 ) ， 2 5 ℃ 下 反 应 2 5 m i n ，

未反 应 的 S A T A 通 过 透 析 去 除 ㈩
。 制 备 I L 一 2 免 疫 脂 质体 ：将

S A T A — I L 一 2 加 人 1 ． Ora l 含 M P B — P E 的脂 质 体 中( 脂 质 与 I L 一 2

的摩尔 比为 2 9 0 ： 1 ) ， 充氮气 ， 4
~

E 下 反应 过 夜 。 过 S e p h e r o s e

C M 柱 ， 收 集脂 质体部分 ， 置 4 ℃ 冰箱保存 。

～ k 神 善屯 ^
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图 l 衍 生 化 法 制 备 I L 一 2 免 疫 脂 质体

1 ． 2 ． 4 I L 一 2 活性 检测 I L 一 2 标 准 曲线 的绘 制 ：用 B r a d f o r d 比

色 法 15 f 制 备 I L 一 2 标 准 曲 线 ， 得 标 准 曲 线 方 程 y
= O ． 0 1 8

5 x × 0 ． 0 3 2 5 ，
r =- 0 ． 9 9 9 l ( n = 3 ) ， 表 明 在 0 ． 0 0 1 ～ 0 ． 1 m g ／m l 的 浓

度范 围 内 ， 线性关 系 良好 。 免疫脂 质体 中 I L 一 2 的检测 ：3 种方

法 制 备的 I L 一 2 免 疫 脂 质 体 各 取 一 份 ， 用 B r a d f o r d 比 色 法 测

定样本 吸光度 ， 根 据 I L 一 2 标准 曲线 算 出各样 本 中 I L 一 2 浓 度 。

1 ． 2 ． 5 I L 一 2 免疫脂质体稳 定性 考察 将样 品 于 ( 4 ± 2 ) qC ， 相

对 湿 度 ( 7 5 ± 5 )％ 条件 下 放 置 1 、 2 、 3 、 4 、 5 、 6 周 观 察 有 无 分

层 、 凝 聚 等现 象 。 并采用 离心 加速 试 验 【6 I
， 测 定脂 质体 中 I L 一 2

离心 前 后 吸 光 度 的变 化 。 根据公式 K E
= ( A 。

一 A ) ／A 。 计算稳

定性 参数 K 。( A0：离心 前脂 质体 中 I L 一 2 的吸 光 度 值 ， A ：离 心

后 脂 质 体 中 I L 一 2 的吸 光 度 值 ) ，
K 。 值越 小 ， I L 一 2 免疫 脂 质体

越 稳定 。

2 结 果

2 ． I 不 同 制 备 方 法 的 比 较

本 实验 对 戊 二 醛 法 、 十 一 醛 法 和 衍 生 化 法 制 备

I L 一 2 免疫 脂 质体进行 了 比较 。 以 戊 二 醛 法 制备 I L 一 2

免疫脂 质体时 ， 随着戊 二 醛浓 度 的增 加 I L 一 2 偶联 效

率 也 不 断提 高 。 但如 果 戊 二 醛 浓 度 过 大 ， 会 引起 脂

质体 ， I L 一 2 自身相 互 交联 ， 还 会 破 坏脂质体 的形 态 同
。

选 用 一 定浓度 的戊二 醛 ( 1 m l 脂质体加 2 5 ％ 的戊二 醛

2 0 斗 1)可 取 得 相 对 满意 的效果 。 十 一 醛 法采用 一 定 比

例 的磷脂 胆 碱 ／十一 醛制备脂质体 ， 使脂质体表 面 获

得 功能性 的醛 基 ， 可 直接 与 I L 一 2 中的氨基 形 成席夫

碱 而 交联 ， 这样可 完全 避 免脂质体 ， I L 一 2 自身相互 交

联 。 衍 生 化法先用 S A T A 对 I L 一 2 进行修饰 ， 这样 I L 一 2

就 能直接 和 脂 质 体上 的 M P B — P E 结 合 ， 可 通 过 调 节

M P B — P E 的量 来 调 节 I L 一 2 的量 。

2 ． 2 不 同 制 备 方 法 的 I L 一 2 结 合 率 ( 见 表 1 )

表 1 不 同 制 备方 法 的 I L 一 2 结 合 率 ( 竹 = 3 )

2 -3 稳 定 性 考察 结 果

十 一 醛 法 和 衍 生 化 法 制 备 的 I L 一 2 脂 质 体 于

( 4 ± 2 ) cC 放 置 1 、 2 、 3 、 4 、 5 、 6 周 后 均 未 见 分 层 、 凝 聚

等 现 象 ， 仍 为均 匀 混 悬 液 ， 稳 定性 良好 ；而 戊 二 醛 法

制 备 的 I L 一 2 脂 质体 于 第 4 周 出现 白色絮状 漂 浮 物 ，

且 随 时间延 长 而 增 多 ， 但轻轻摇 晃 又 可 重 新 混 悬 。 各

t i m e ( 周 )

图 2 3 种 方 法 制 备 的 I L 一 2 免疫 脂 质体 稳 定 考察 结 果 ( n = 3 )

7 6 5 4 3 2 1 0 1

O 0 O 0 0 0 O O

—
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样本 K 值变化见图2。 

3 讨 论 

脂质体与 IL一2的结合是制备 IL一2靶向免疫脂 

质体的关键，本实验分别用戊二醛法、十一醛法、衍 

生化法 3种方法制备 IL一2免疫脂质体，并对其制备 

方法、IL一2结合率及稳定性进行了考察。戊二醛为 
一 种双功能交联剂，通过其醛基分别与脂质体膜材 

磷脂酰乙醇胺和 IL一2上的氨基共价结合，形成脂质 

体 一戊二醛 一IL一2结合物，但制备过程中难免存在 

IL一2、脂质体自身相互交联，不易定量脂质体表面功 

能基团，且稳定性差，随着保存时间的延长，IL一2浓 

度逐渐降低。十一醛法通过双层脂质分子中暴露在 

水相的亲水醛基与 IL一2上的氨基形成席夫碱而结 

合，防止了IL一2、脂质体自身相互交联，并能通过改 

变最初与脂质混合时所使用的醛量来改变表面覆 

盖的范围。所制备的免疫脂质体抗体活性大大提 

高，且成本低，稳定性好。衍生化法是目前较先进的 

制备方法 ，结合率高，稳定性好 ，但 MPB—PE、SATA 

成本较高，限制了该方法的推广。故本实验室拟采 

用十一醛法作为IL一2免疫脂质体的制备方法，并进 

一 步对该方法制备的免疫脂质体的载药情况和对 

IL一2受体阳性细胞的生物学特性进行考察。 
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完善，更具有实时性、实用性、真实性、新颖性，也能 

够使用户更加方便地检索信息。此外，如何与现有 

的HIS或 LIS系统集成，实现实时自动提示警告，更 

好地为临床服务，也需要进一步探索。 、 
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