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脑靶向基因转运免疫脂质体的制备 
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摘要: 构建一种高效的可以携带外源基因通过静脉注射的方式、透过血脑屏障进入脑内特异性表达目的蛋

白的非病毒载体。通过不同比例的配比, 对免疫脂质体合成过程中油相种类和油水比例、磷脂和胆固醇比例、

旋转蒸发温度、超声温度和时间进行筛选优化, 测定免疫脂质体的包封率和抗体偶联率。将包裹 LacZ 基因的免

疫脂质体经尾静脉注射至大鼠体内, 通过组织化学染色检测 LacZ 基因在大鼠体内的表达情况, 验证合成的免疫

脂质体是否可以转运外源基因跨过血脑屏障进入脑内表达。免疫脂质体合成的最佳比例为磷脂-胆固醇为 1∶1; 
脂药比为 100∶1; 油相种类为二氯甲烷, 油水比例为 4∶1; 旋转蒸发温度为 30 ℃; 超声温度为 10 ℃; 超声时间

为 5 min, 10%海藻糖可以增加免疫脂质体的稳定性。脂质体的包封率为 87.24%, 抗体偶联率为 69%。将免疫脂

质体通过尾静脉注射到大鼠体内后观察到 LacZ 基因在脑内及周围器官的表达。因此, 通过工艺优化可以得到携

带外源基因的免疫脂质体, 其可以通过静脉系统跨过血脑屏障进入脑内并且表达, 为实现颅内疾病的基因治疗

奠定了基础。 
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Abstract: To prepare a kind of effective non-viral transduction vector, which can deliver exogenous gene 

into the brain, this vector can be injected through vein system and has the ability to penetrate blood brain barrier.  
Several groups of materials proportion, type of oil phase, water-oil ratio, phosphatides-cholestrol ratio, temperature 
of steaming, ultrasonic temperature and time were compared for optimization.  Well-constructed immunoliposomes 
encapsuling LacZ gene were infused into rats through tail vein.  48 h after injection, expression product beta- 
galactosidase of LacZ gene was detected by histochemistry staining to convince the validity of immunoliposomes 
as non-viral vectors.  The best proportion of synthesis immunoliposomes is as following: phosphatides-    
cholestrol ratio is 1∶1, lipids/drug is 100∶1, the type of oil phrase is dichloromethane, oil-water ratio is 4∶1, 
temperature of steaming is 30 ℃, ultrasonic temperature and time is 10 ℃ and 5 min.  At last, 10% trehalose was 
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added as a stabilizer.  The entrapment rate is 87.24% and antibody coupling rate is 69%.  When immunoliposomes 
were infused into rats, the expression of LacZ gene could be observed in the brain and periphery organs.  
Through the best proportion of materials, gene delivering immunoliposomes had been synthesized successfully.  
This non-viral vector can deliver exogenous gene penetrating blood brain barrier and express in the brain, and 
will be well-used in the field of gene therapy of cerebral diseases. 

Key words: immunoliposome; non-viral vector; blood brain barrier 
                                                                 

免疫脂质体是一种携带外源基因进行转导的非

病毒载体, 但文献中报道的免疫脂质体包封率不高, 
限制了其在体内转染效率[1−4]。此外免疫脂质体的包

封率及载药量一般通过同位素标记的方式得到, 这
样就要求实验操作在有同位素保护的设施中进行 , 
从而限制了免疫脂质体的制备及使用。本实验对脂质

体的合成工艺进行优化, 并且偶联转铁蛋白受体抗

体 (OX26) 构建具有脑靶向特性的免疫脂质体。包

封率采用非同位素的方法进行测定, 并通过尾静脉

将免疫脂质体注射到大鼠体内, 利用组织化学染色

验证 LacZ 基因在脑内及周围器官的表达情况。 
 

材料与方法 
主要试剂  pCMV-LacZ 质粒由本实验室保存; 

胆固醇氯甲酸酯 (上海晶纯试剂有限公司); N, N-二
甲基乙二胺 (日照力德士化工有限公司)、转铁蛋白

受体抗体 (OX26, Abcam 公司)、2-亚氨氢氯化硫醇

Traut’s 试剂盒 (PIERCE 公司); DSPE-PEG-MAL、
DOPC、DSPE-PEG2000、DSPE (Creative PEGWorks); 
Nano orange 蛋白定量试剂盒、PicoGreen 核酸定量试

剂盒和 LacZ Dectction Kit for Tissues (Invitrogen 公

司); 琼脂糖 Sepharose CL-4B、葡聚糖 Sephadex G-25 
(北京东凯生物公司); EndoFree Plasmid Mega Kits 质
粒大提试剂盒 (Qiagen 公司)。 

主要仪器  Cary Eclipse 荧光分光光度计 (上海

申生科技有限公司)、LGJO.5 冷冻干燥机 (北京四环

科学仪器厂) 等。 
动物  200～250 g 雄性大鼠 (清洁级), 购自北

京协和医院实验动物中心。 
PEG 化脂质体的制备  pCMV-LacZ 质粒 (7.3 

kb) 由 CMV 启动子启动表达 β-半乳糖苷酶。质粒转

化大肠杆菌后, 用 EndoFree Plasmid Mega Kits 质粒

试剂盒进行提取。胆固醇氯甲酸酯用无水氯仿溶解 
后, 在冰浴中, 滴入过量N, N-二甲基乙二胺的无水氯

仿溶液制备 DC-Chol。将蒸馏水与乙醚、氯仿、二氯

甲烷和乙酸乙酯分别按照 1∶1、1∶2、1∶3、1∶4
和 1∶5 的水油比例混合, 超声 30 min 后, 观察两相

的相容情况。将 33 mmol·L−1 DC-chol、33 mmol·L−1 
POPC (25.971 mg·mL−1)、1.65 mmol·L−1 DSPE-PEG 
(5.61 mg·mL−1) 和 0.33 mmol·L−1 DSPE-PEG-MAL 
(1.122 mg·mL−1) 按照等体积加至茄形瓶中, 分别选

择 20、30 和 40 ℃旋转蒸发吹干。加入水油相容较

好的一组有机溶剂和质粒, 涡旋振荡并分别选择 4、10
和 20 ℃作为超声温度, 分别超声水浴 2、5 和 10 min, 
观察不同温度和时间对脂质包裹质粒形成 PEG 化脂

质体的影响。用同样的方法将水溶液代替质粒水溶 
液, 得到空白脂质体溶液并在动物实验中作为阴性

对照。将得到的质粒脂质体和空白脂质体依次通过

400、200、100 和 80 nm 的微孔滤膜。回收得到的质

粒脂质体用 DNase 和 Exonuclease III 于 37 ℃下作用

1 h, EDTA 终止反应。琼脂糖 CL-4B 柱分离包裹质  
粒的脂质体和未被包裹的、核酸酶降解的质粒 DNA, 
琼脂糖凝胶电泳检测。依照 PicoGreen 核酸定量试剂

盒的使用说明测定 PEG 化脂质体的包封率。测定粒

径后将质粒脂质体和空白脂质体加入 10% 海藻糖作

为冻干保护剂, 冻干成脂质体粉末 4 ℃保存。 
PEG 化免疫脂质体的制备  将转铁蛋白受体抗

体 OX26 按照 Traut’s 试剂盒的实验步骤巯基化, 制 
作得到标准曲线。将载有质粒的 DSPE-PEG-MAL  
脂质体冻干产品以 1 mL 蒸馏水重分散, 加入巯基化

的 OX26, 室温下氮气保护进行偶联反应 16 h。用琼

脂糖 CL-4B 柱分离未连接的抗体和已经连接抗体的

免疫脂质体, 洗脱液进行荧光测定, 绘制洗脱曲线。

PicoGreen 核酸定量试剂盒测定总 DNA 和游离 DNA
量, 通过公式: 包封率 = [(总DNA量 − 未包裹的脂质

体中DNA量) / 总DNA量 × 100%, 计算脂质体的包封

率。采用 Nano orange 蛋白定量试剂盒, 依照说明书

测定 OX26 的浓度, 根据加入 OX26 的量间接测定抗

体偶联率。 
PEG 化免疫脂质体的特性  PEG 化免疫脂质体

的平均粒径、粒径分布以及 zeta 电位通过动态光散

射方法测定。为了验证脂质体已经将质粒 DNA 包裹

至其内部及其在合成过程中质粒的完整性, 取质粒

脂质体 10 µL, 加入 0.5% SDS 20 µL 进行裂解, 将
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DNA marker、质粒、质粒脂质体、裂解后的质粒脂

质体依次加入到 0.8%琼脂糖凝胶中进行电泳, 在紫

外透射仪下观察电泳结果。脂质体的稳定性是通过将

脂质体在 4 ℃放置 1、6 和 24 h 后观察其在 PBS 中的

凝聚情况, 并且用琼脂糖凝胶电泳的方法检测。 
脂质体电镜观察  将脂质体悬浮液 50 µL 加至

聚乙烯醇缩甲醛铜载网上, 固定约 3 min, 吸去多余

的液体。1%乙酸双氧铀 (pH 4.5) 加至载铜网上, 静
置 2 min, 自然晾干 1 h。样品置于 1010 JEM 电子显

微镜下, 分别放大 15 000、30 000 和 100 000 倍, 观
察脂质体的形态及大小分布, 并用CCD照相机拍照。 

免疫脂质体尾静脉注射  将 OX26 免疫脂质体 
(包裹 pCMV-LacZ 质粒)、普通脂质体 (包裹 pCMV- 
LacZ 质粒) 和空白脂质体 (不包裹任何质粒), 分别

通过尾静脉注射至大鼠体内, 注射剂量 1 mL (80 µg
质粒/mL), 每组 6 只。 

脑组织冰冻切片及组织化学染色  每组动物分

别于给药后 48 h 后处死, 用 0.01 mol·L−1 PBS 和 4%
多聚甲醛以先快后慢的速度行心脏灌注。取脑、肝、

脾、心、肺和肾并置于 4%多聚甲醛中固定过夜, 再
分次浸泡于 10%、20%和 30%蔗糖溶液梯度脱水, 直
到脑组织沉入溶液底部后, OCT 胶包埋并置于恒冷

冰冻切片机, 切片厚度为 12 µm, 每 2 张切片间隔 
70 µm, 铺片于 DEPC 处理过的载玻片。将 X-gal 染
色液滴加到切片上, 37 ℃孵箱孵育 2～4 h 后封片镜

检。 
 

结果 
1  油相种类以及油水比例的选择 

将乙醚、乙酸乙酯、氯仿和二氯甲烷与蒸馏水混

合后放入超声水浴中超声 30 min 后, 氯仿和二氯甲

烷可以与水形成均相, 而且不分层, 因此氯仿或二氯

甲烷可以作为较好的有机相溶剂。 
2  超声温度和时间对脂质体包封率及粒径的影响 

脂质体包封质粒过程中, 当旋转蒸发设置的温

度为 20 ℃时, 测得的脂质体包封率为 53.62%, 包封

率较低; 旋转蒸发温度为 30 ℃时, 包封率为 82.90%; 
温度为 40 ℃时, 旋转蒸发过程中溶液中出现大量泡

沫。当超声水浴的温度设置为 4 ℃时, 油水两相不能

充分混合均匀; 10 ℃时, 粒径为 252.9 nm; 20 ℃时, 
粒径为 485.7 nm。超声水浴的时间选择 2 min 时, 油
水两相不能均匀混合; 5 min 时粒径为 234.9 nm; 10 
min 时粒径为 532.7 nm。由此可见选择旋转蒸发的温

度为 30 ℃、超声水浴的温度为 20 ℃、时间为 5 min
时, 可以获得包封率较高和粒径较小且均一的脂质

体。此外观察了加入不同浓度海藻糖后, 脂质体粒径

分布的情况, 发现只有在加入 10%海藻糖的情况下, 
脂质体的粒径分布呈正态分布。 
3  OX26 与 PEG 化脂质体的偶联 

OX26 通过 Traut’s 试剂盒巯基化后得到的标准

曲线为 y = 8.1752x + 0.0078, 由此得到的抗体巯基连

接率为 69%。免疫脂质体洗脱曲线见图 1。由图可见, 
第 1 个峰可能为连接了 OX26 的脂质体, 第 2 个峰可

能为游离 OX26。通过粒径进行检测, 第 1 峰的粒径

分别为 78 和 300 nm, 通过 450 nm 和 220 nm 滤膜后, 
检测粒径为 84 nm, PDI 为 0.251。第 2 峰收集得到免

疫脂质体经测定的粒径分布不统一, 且 PDI > 0.8, 因
此可以判断第 1 峰值为偶联了 OX26 的免疫脂质体。 
4  免疫脂质体的粒径分布及电镜图像 

从图 2中可以看到, 经过多次滤膜后免疫脂质体

粒径分布在 100 nm 左右, 平均粒径为 84.21 nm, PDI
为 0.176。从电镜图片中可以看到 (图 3), 脂质体的

形态呈均匀圆形, 粒径分布一致。除圆形的脂质体外, 
还可见长条状的物质分布其中, 为海藻糖成分。 
 

 
Figure 1  Elution curve of coupling of OX26 antibody and  
pegylated liposomes 
 

 
Figure 2  Distribution of particular diameter of immunolipo-
somes 
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Figure 3  Electron microscope of immunoliposome, 80 kV,  
100 000× 

 
5  免疫脂质体的稳定性 

将免疫脂质体与 PBS 混合后 1、6、24 h 观察, 发
现并没有产生凝聚现象, 合成的免疫脂质体稳定性

可以满足实验的需要。在琼脂糖凝胶电泳实验中, 从
图 4 中看到, 脂质体使绝大多数包裹的 DNA 停留在

点样原点, 这与脂质体无法在琼脂糖凝胶中进行迁

移有关, 用 SDS 去垢剂处理后, 在与对照质粒 DNA
组同样的位置出现条带, 说明脂质体破裂后, 重新将

质粒DNA释放到了溶液中, 而且质粒DNA在脂质体

包裹的过程中, 并没有发生损害。最终测得的脂质体

的 zeta 电位为 30.2 mV。 
 

 
Figure 4  Agarose gel electrophoresis of immunoliposoems. 
Lane 1: DNA Ladder, Lane 2: Plasmid/DNA, Lane 3: Encapsuled 
DNA, Lane 4: Released DNA after SDS lysis 

 
6  脑组织化学染色结果 

包裹 pCMV-LacZ 质粒的 OX26 免疫脂质体可以

实现脑内和周围组织的表达。脑组织染色中, 在海

马、脑皮质、小脑及锥体束区域均可见 LacZ 基因的

蛋白产物与底物 X-gal 产生反应的蓝色阳性表达 
(图 5); 组织切片在脑内可见广泛表达, 尤其以大脑

皮质, 海马齿状回、CA1 区、CA2 区、CA3 区, 侧
脑室室管膜下区 (SVZ) 阳性表达明显, 此外在脾、

肺、肝、肾、心组织均可见到阳性表达 (图 6)。包

裹 pCMV-LacZ的普通脂质体在周围器官可见阳性表

达, 但是在脑中没有表达, 空白脂质体注射组在脑、

心、肝、肺中没有阳性表达, 在肾、脾可见阳性表达, 
与文献中报道的与内源性的 β-半乳糖苷酶表达有关

一致[2]。 
 

 
Figure 5  Histochemistry staining of brain section after 48 h of 
immunoliposomes injection from tail vein of rat 

 

讨论 
当前颅内疾病的基因治疗大多采用病毒作为载

体, 通过开颅钻孔的方式进行侧脑室注射或者是病

灶周围注射。病毒进入脑内可以不断的复制, 从而提

高了目的基因的转染效率。但是, 采用这种方式进行

基因治疗也有极大的弊端。首先, 生物体对于外源性

的病毒, 如慢病毒 (HSV)、腺病毒 (AV)、腺相关病

毒 (AAV) 等都有一定的免疫原性, 因此将这些病毒

载体进行颅内注射, 会引起感染或者神经脱髓鞘损

害[5], 将 HSV 和 AV 载体注射入人及猴脑内引发威胁

生命的感染已有报道[6]。其次, HSV、AV 及 AAV 可

以整合入宿主的基因组, 从而导致外源基因在宿主

体内的持续性表达[5], 这种随机的非可控的外源基因

的整合将会导致基因突变的发生几率。总之, 由于病

毒载体在发挥作用的过程中具有诸如上述的毒性作

用, 迫切需要寻找一种可以替代的非病毒的基因治

疗载体。 
免疫脂质体是由天然的可以生物降解的脂质构

成双分子层[7, 8], 与动物细胞膜的结构相似, 因此其

免疫原性和毒性较小, 避免了宿主免疫反应的产生。

通过脂质体转运的表达质粒不整合入宿主的基因组, 
在细胞核内只是作为染色体外遗传因子进行复制 , 
在细胞内只进行瞬时表达[1, 9]。脂质体制备过程中,  
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Figure 6  Brain, kidney, lung, spleen, liver and heart expression of LacZ gene after 48 h of injection of OX26-pCMV-LacZ.        
A: Positive expression of LacZ gene in brain cortex; B, C, D, E, F: Positive expression of LacZ gene separately in kidney, lung, spleen, 
liver and heart (100×) 

 
采用具有聚乙二醇 (PEG) 的原材料, 使脂质体表面

接有 PEG 长链, 起到了空间保护的作用, 从而可以减

少血浆清除率。文献报道, 通过这种方法可以使 PEG
化的脂质体在血液中的半衰期延长到 90 h[10−13]。脂

质体纳米颗粒内部可以提供空间容纳目的基因, 进
行体内注射后, 与裸露的 DNA 相比, 在体内可以达

到较好的药物动力学[2, 7, 8]。此外, 脂质体表面需要 
能够偶联大量具有靶向作用的蛋白配体, 形成具有

靶向性的免疫脂质体, 从而实现免疫脂质体的靶向

性运输并且行使受体介导的细胞转运的功能。血脑 
屏障的脑毛细血管内皮细胞上表达大量的转铁蛋白

受体[14], 因此在 OX26 的作用下, 免疫脂质体可以靶

向性的运输至血脑屏障, 并且触发受体介导的转运

作用, 使免疫脂质体跨过血脑屏障进入脑内, 然后在

OX26介导的胞吞作用下将免疫脂质体内吞至脑细胞

内。在脑细胞中, 免疫脂质体将其内部的表达质粒释

放出来, 进行外源基因的表达。本实验合成的免疫脂

质体的粒径在 100 nm 左右, 从而可以保证转染细胞

对免疫脂质体的可获得性[2, 8, 12]。文献报道目前合成

的免疫脂质体对目的基因的包封率较低, 从而限制

了其在体内对细胞的转染效率[1−4, 15]。本实验中免疫

脂质体的包封率达到 87.24%, 从而可以保证有较高

的载药比。而且在测定免疫脂质体的包封率时避免了

应用同位素标记的方法, 从而使其可以在普通实验

室内进行制备。 
本实验通过一系列的工艺优化, 得到了最佳的

材料配比, 合成了转铁蛋白受体抗体 OX26 靶向的带

有 PEG 长链的免疫脂质体, 其包封率和抗体偶联率

通过非同位素的方法进行检测, 获得了较高的包封

率。将其包裹报告基因 LacZ, 进行大鼠尾静脉注射, 
对脑及周围器官的组织化学染色, 发现合成的免疫

脂质体可以携带外源基因透过血脑屏障进入脑内进

行表达, 是一种比较好的基因转运的非病毒载体。但

是由于部分周围器官也表达转铁蛋白受体, 使 LacZ
基因在这些器官也出现表达。为了避免目的基因在非

特异性部位的表达, 在后续的实验中将会采用脑内

特异性启动的启动子, 如 GFAP 启动子, 控制目的基

因的表达特异性。期待为颅内肿瘤及脑卒中的基因治

疗带来曙光。 
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