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· 基础研究 · 

超声微泡一阳离子纳米脂质体复合体制备的实验研究 

王红红 冉海涛 王志刚 李攀 

摘 要 

目的 利用生物素亲和素系统连接超 微泡 与阳离子纳米脂质体 ．制备一种新 型的基冈载体。 

方法 机械振荡法制备生物素化超声微泡 (Bio MB)。薄膜分散 膜挤压法制备生物素化阳离子纳米脂质体 (Bio CNI P)。采 

用生物素亲和素系统偶联 Bio—MB与 Bio CNI P。以非生物素化超声微泡 (MB)加非生物 素化 阳离 子纳米脂 质体 (CNI P)组作 

为对照 ，行激光共聚焦显微镜观察复合物彤态与连接效果 。 

结果 Bio CNI P的平均粒径约 291．7 nm，平 均表 面电荷约 (21．6±2．i)mV。激光共 聚焦 显微镜下 Bio—MB+ Bio—CNI P 

组可见绿色 Bio MB壁因连接 Bio CNI P而不光滑 ．周 围可 见红色小圆形点状 Bio—CNLP呈花环状聚集 ，而 MB+CNI P组 MB壁 

光滑 ．周围未见 CNI P聚集。 

结论 生物素亲和素系统可成功将 Bio CN1 P与 Bio—MB牢固连接 ．有卑为肿瘤基 因治疗提供一种新的手段 ，为探索基因载 

体和转染方法提供一种新 的思路 。 
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Abstract：Objective To combine ultrasound microbubbles with cationic nanoliposomes by biotin avidin system 

and prepare a new type of gene vector．Methods Biotinylated ultrasound microbubbles(Bio—MB)were prepared by 

mechanical shaking．Biotinylated cationic nanoliposomes(Bio CNLP)were prepared by film dispersion method—film ex 

trusion method．They were combined by Biotin avidin system．With nonbiotinylated ultrasound microbubbles(MB)and 

nonbiotinylated cationic nanoliposomes(CNLP)served as the control group，the morphology and connect elfeel of com— 

plex were observed by laser scanning confoeal microscope．Results The mean size of Bio—CNLP was 291．7 nm，and the 

mean surface potential was(21．6±2．1)mV．In Bio MB+Bio CNI P group．it showed that the green Bio—MB wall WaS 

not smooth and a number of red small round Bio—CNLP gathered around Bio—MB under confocal imaging．In M B+ 

CNLI group，the MB wall was smooth and no conj ugation of CNI P was observed．Conclusions Bio MB and Bio CNI P 

can be combined firmly and successfuly by avidin biotin system．It is potential to provide a new means of gene therapy 

and a new train of thought on probing gene vectors and transfection methods． 

Key words：Ultrasound microbubbles，Cationic nanoliposomes。Biotin avidin system． 

基因治疗已成为当前肿瘤治疗研究的热点 。超声 

靶向微泡爆破 (ultrasound—targeted microbubble de— 

Struct1On， UTMD)介导基因定位释放是当前一种新 

型、无创的靶向性基因治疗技术，可显著提高基因转 

染效率 。但微泡携带基 因量难以满足治疗需要。 

目前阳离子脂质体是一种成熟的非病毒基冈投递载 
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体．其携基因能力强 ，但靶向性与转染效率不够。基 

于两者的优势 与不足 ，本实验拟通过生物素亲和素系 

统将超声微泡与纳米阳离子脂质体连接，制备一种新 

型的高效的基因载体 ，并通过激光共聚焦显微镜观察 

其连接效果。 

资料与方法 

1．材料与仪器 

二棕榈酰磷脂酰胆碱 (DPPC，Lipoid，德 国)； 

生物素 化 聚 乙二 醇 二硬 脂 酰磷 脂 酰 乙醇 胺 (Bio— 

PEG—DSPE，Avanti，美国)；二硬脂酰磷脂酰 乙醇 

胺 (DSPE，I ipoid，德 国 )；氢 化 大 豆 卯 磷 脂 

(HSPC，Lipoid，德 国)；3G一[N一(N ，N 二 甲基 
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胺乙基)胺基甲酰基]胆固醇 (DC—Chol，Avanti， 

美国)；亲和素 (Sigma，美国)；HJ一1型磁力搅拌器 

(江苏荣华仪器公司)；RE一52A旋转蒸发仪 (上海亚 

荣仪器厂)；CKX41倒置荧光显微镜 (Olympus，日 

本)；TCS—SP2激光共聚焦显微镜 (Leica，德国)。 

2．生物素化超声微泡 (Bio—MB)的制备 

将 一 定 摩 尔 比 的脂 膜 材 料 DPPC、Bio—PEG— 

DSPE置于 甘油 及 PBS混 悬液 中，同时加 入 微 量 

FITC，42 oC水浴 30 min，充人全氟丙烷气体 ，机械 

振荡 55 s，用 4 ml PBS缓冲液 (pH一7．4)稀释混 

悬液，即得到 Bio—MB。同时，制备非生物素化超声 

微泡 (MB)用于对照组 中做连接 ，其制备过程 中用 

DSPE取代 Bio—PEG—DSPE，其余方法同 Bio—MB。 

3．生物素化阳离子纳米脂质体 (Bio—CNLP)的 

制备 

取一 定 摩 尔 比 的 HSPC、DC—Chol、Bio—PEG～ 

DSPE溶于 4 ml氯仿，同时加入微量罗丹 明 6G，用 

封 口膜封住烧杯 口磁力搅拌 30 min。再置旋转蒸发 

仪 50℃减压蒸发 30 min形成均匀的薄膜。然后加入 

PBS缓冲液 (pH一7．4)移出薄膜使磷脂浓度为 10 

mg／ml，超声分散 2 rain，将此混悬液分别通过孔径 

为 450、220 nm 的微 孔 滤膜 各 3次，即得 到 Bio— 

CNLP。应用光镜 、透射电镜观察其形态，测其粒径 

及表面电位分布。同时 ，制备非生物素化阳离子纳米 

脂质体 (CNI P)用于对照组中做连接，其制备过程 

中未加入 Bio-PEG—DSPE，其余步骤同 Bio—CNLP。 

4．Bio-MB与 Bio—CNLP的连接实验 

实验组连接的制备 ：将 2中制备 的 Bio～MB静置 

15 min，PBS缓冲液 (pH一7．4)多次漂洗直至下层 

液体无色。取 10o ul漂洗后 的 Bio—MB，加入过量亲 

和素，4℃轻摇混匀孵育 30 min，待反应完成后漂洗 

过量的亲和素。在亲和素化的微泡中加入过量的 Bio— 

CNLP，4℃轻摇混匀孵育 30 min，待反应完成后多 

次用 PBS缓冲液 (pH一7．4)漂洗未连接上的 Bio～ 

CNLP，上层即为超声微泡与阳离子脂质体连接 的复 

合物 。对照组连接 的制备 ：连接过程 中用 MB取代 

Bio—MB，用 CNLP取代 Bio—CNLP，其余操作步骤同 

实验组。 

5．激光共聚焦显微镜观察复合体与对照组的形 

态及连接效果 

制备过程中用 FITC标记超声微泡，用罗丹明 

6G标记阳离子脂质体 ，实验组与对照组采取相同操 

作。将制备好的实验组与对照组的样品送检激光共聚 

焦显微镜观察连接情况。 

结 果 

1．Bio—MB一般特性检测 

Bio—MB外观呈均匀 的凝乳状混悬液 ；光镜下可 

见微泡呈圆形 ，表面光滑，大小较均一，分布较均 

匀 ；使用 DFY超声定量仪测得其粒径约 1．52 m。 

2．Bio～CNLP一般特性检测 

Bio—CNLP在光镜下呈圆形 ，大小均一，分布均 

匀 (图 1)；透射 电镜下 ，脂质 体呈 球形 或类球 形 

(图 2)。平 均粒 径 约 291．7 nm，平 均表 面 电位 约 

(2】．6± 2．1) mV 

图 1 Bio．-CNI P光镜 图 (X400) 

图 2 Bio,-CNLP透射电镜负染图 (×39 000) 

3．激光共聚焦显微镜观察复合体与对照组 的连 

接效果 

在激光共聚焦显微镜视野下 ，FITC标记 的超声 

微泡呈明亮的绿色，罗丹明 6G标记的阳离子脂质体 

呈明亮 的红 色。Bio—MB+Bio—CNLP实验 组绿色 的 

Bio—MB壁因连接 Bio—CNLP而不光滑，周围可见数 

量不等的红色小圆形点状 Bio—CNI P呈花环状或硬戒 

状聚集 (图3)；而 MB+CNLP对照组 MB壁光滑， 

周围未见 CNLP聚集 (图 4)。 

讨 论 

近年来，国内外研究表明 UTMD介导靶向治疗 

技术已成为一种极具潜力的基因靶向递送新技术。有 

研究发现 ，超声波破坏微泡造影剂可以增强空化效 



图左 ：绿 色通道可见 Bio—MB壁不光滑 ．图 巾：红 色通道 Bio。 

MB周围可见数量不等的 Bio—NCI P聚集，图右；合成通道 

Bio—MB周围可见绿色与红色合成的明亮黄色的 Bio NCLP 

图 3 激光共聚焦显微镜下观察 实验组连接 

情况图 (×800) 

图左 ：绿色通 道 可 见 MB壁 光 滑． 图中 ：红 包通 道 上未 周 

CNLP形态．阁右：未 见 NCI P聚集在 MB周围 

图 4 激光共聚焦显微镜 下观察对 照组连接 

情况 图 (×800) 

应 ，使裸露 DNA的转染效率提高 3 000倍 。但微 

泡作为基因载体仍存在一些技术难题 ，首先其载基因 

量十分有限；其次微泡体 内稳定性较差，易受血流剪 

切力和温度 的影响而破坏，导致基因丢失或被血清 

DNA酶降解 ，实 际到达靶器 官或组织的基因量 少。 

然而 ，阳离子脂质体介导基因治疗能够更有效地携带 

基因和保护核苷酸，使其免遭核酸酶的降解，在体内 

半衰期长，且具有较大的安全性。但阳离子脂质体主 

要存在靶向性不够 、转染效率较低的问题。 

鉴于超声微泡与阳离子脂质体的优势与不足，本 

实验用细胞毒性小 的阳离子脂膜材料 DC—Chol成功 

制备了 Bio—CNLP，利 用生物 素 亲和素 系统将 Bio— 

MB与 Bio—CNLP连接 ，克服 了微泡载基 因能力 

低和脂质体靶向性不够、转染效率不高的弱点。激光 

共聚焦显微镜下实验组微泡周围可见数量不等的纳米 

脂质体聚集，使得微泡壁不光滑。但是由于实验中所 

用的材料均为脂溶性膜材，微泡易被脂质体上的罗丹 

明 6( 淡 染 呈红 色 ，脂质 体 也 同样 易被 微 泡上 的 

FITC淡染呈绿色，因此绿色通道下微泡壁 因可见连 

接上的脂质体的轮廓而不光滑 ，红色通道下也隐约可 

见微泡的轮廓，合成通道上连接上的脂质体就成明亮 

的黄色。而对照组非生物素化超声微泡周围未见纳米 

脂质体聚集．绿色通道上 与合成通道 上微泡 壁光滑， 

红色通道上未见脂质体形态。综合上述表明生物素亲 

和素系统可实现超声微泡与纳米脂质体的连接 ，为进 

一 步研究体内体外复合物基因治疗的效果奠定基础。 

结 论 

利用生物素亲和素系统成功连接了超声微泡与纳 

米阳离子脂质体，综合了 UTMD技 术与阳离子纳米 

脂质体的优势与不足，为肿瘤基因治疗提供了一种薪 

的载体与转染方法 。 
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文稿中样本数符号的使用规范 

文稿中用于表示样本数(病例数 、病灶数 、实验动物数等)的符号应该是英语字母 ”的斜体小 

体小写(n)，更不是楷体大写 (N)。 


