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·实验研究·

顺磁性抗ＨＥＲ２免疫脂质体的制备及 ＭＲ靶向成像研究

陈维翠，刘淑仪，林爱华，刘波，刘岘

【摘要】　目的：制备顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂质体，探讨其对荷人乳腺癌裸鼠模型的 ＭＲ特异成像作用。方法：制备顺

磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂质体，评价其理化特性及体外细胞结合特性。动物试验选择１２只荷人乳腺癌裸鼠，分为２组进行磁

共振扫描。实验组为顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂质体组，对照组为钆布醇组。测量平扫及静脉注射对比剂后第１０分钟、１小

时、６小时后，肿瘤组织在Ｔ１ＷＩ的信号强度，计算并比较不同实验组内肿瘤组织的强化率和对比度噪声比。结果：顺磁性

抗 ＨＥＲ２免疫脂质体的平均粒径为１３４．２ｎｍ，多分散系数为０．２９，Ｚｅｔａ电位为－３２．４９ｍＶ，ｒ１ 弛豫率为４．６７／ｍＭ·ｓ；与

ＨＥＲ２高表达的ＳＫＢＲ３乳腺癌细胞表现为特异性结合，胞浆出现罗丹明红染。注射顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂质体后，肿

瘤组织表现为显著持久的强化；增强１０ｍｉｎ后肿瘤强化率为１２１％，１ｈ后肿瘤强化率为１８５％，６ｈ后肿瘤强化率为

２２４％。对照组在静脉注射钆布醇１０ｍｉｎ后，肿瘤组织表现为显著强化，强化率为１５３％，１ｈ后的信号强度与平扫相近。

两组实验动物在注射对比剂后第１、６ｈ后，肿瘤组织的强化率、ＣＮＲ差异具有统计学意义。结论：顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂

质体具有长循环时间，高ｒ１ 弛豫率，对乳腺癌具有特异性靶向作用。

【关键词】　顺磁性；免疫脂质体；磁共振成像；对比剂
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　　免疫脂质体作为新型药物运输载体，具有降低药

物毒性、改善药物稳定性和组织学分布等优点，在抗肿

瘤药物的靶向治疗、基因、疫苗制备等方面显示出巨大

的优势［１２］。免疫脂质体也可作为对比剂的运输载

体［３］，通过对荧光材料、顺磁性、超顺磁性物质进行封

装，实现对生物组织的特异靶向显像。本文尝试制备

装载顺磁性Ｇｄ对比剂的抗 ＨＥＲ２免疫脂质体，以实

现对ＨＥＲ２高表达乳腺癌靶向 ＭＲ成像的目的。
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材料与方法

１．实验材料

１，２二硬酯酸３磷脂酰乙醇胺（１，２Ｄｉｓｔｅａｒｏｙｌ

ｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ，ＤＳＰＣ）、二硬脂酰基磷

脂酰乙醇胺聚乙二醇［１，２ｄｉｓｔｅａｒｏｙｌｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３

ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅＮ［ｍｅｔｈｏｘｙ （ｐｏｌｙ （ｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｇｌｙｃｏｌ））２０００，ＰＥＧ２０００ＤＳＰＥ］、罗丹明磷脂酰乙醇

胺（ｒｈｏｄａｍｉｎｅＰＥ）、马来酰胺聚乙二醇二硬脂酰基

磷脂酰乙醇胺 ［１，２ｄｉｓｔｅａｒｏｙｌｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏ

ｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅＮ［ｍａｌｅｉｍｉｄｅ（ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ））

２０００，ＭａｌＰＥＧ２０００ＤＳＰＥ］，购自美国 ＡｖａｎｔｉＰｏｌａｒ

Ｌｉｐｉｄｓ 公 司；ＧｄＤＴＰＡ硬 脂 酰 胺 ［ＧｄＤＴＰＡｂｉｓ

（ｓｔｅａｒｙｌａｍｉｄｅ），ＧｄＢＳＡ］购自美国ＧａｔｅｗａｙＣｈｅｍｉ

ｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；Ｎ琥珀酸亚胺 Ｓ硫代乙酸盐

（酯）（ＮＳｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌＳａｃｅｔｙｌｔｈｉｏａｃｅｔａｔｅ，ＳＡＴＡ）、

胆固醇（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，Ｃｈｏｌ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

人源性重组抗 ＨＥＲ２单克隆抗体购自Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ

Ｉｎｃ．（ＳｏｕｔｈＳａｎＦｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ）。抗 ＨＥＲ２单抗片段

按照Ｃａｒｔｅｒ文献报道方法制备
［４］。人乳腺癌细胞株

ＳＫＢＲ３、ＭＣＦ７购自上海生命科学研究院生物化学

与细胞生物学研究所，肿瘤细胞扩增按照标准程序完

成。

２．顺磁性长循环脂质体的制备

顺磁性长循环脂质体的制备采用薄膜水合法，将

ＧｄＢＳＡ，ＤＳＰＣ，ｃｈｏｌ和ＰＥＧ２０００ＤＳＰＥ按照０．７５：

１．１０：１：０．１５的摩尔比例，溶于氯仿／乙醚混合液（体

积比１：１），脂质总量为１２０μｍｏｌ，在４０℃条件下旋转

蒸干形成薄膜。此外，加入０．００１ｍｏｌ／Ｌ的ｒｈｏｄａ

ｍｉｎｅＰＥ用于荧光成像。

３．顺磁性抗 ＨＥＲ２单克隆抗体免疫脂质体的制

备

采用巯基顺丁烯二酰亚胺偶联法（ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌ

ｍａｌｅｉｍｉｄｅｃｏｕｐｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄ），将抗 ＨＥＲ２单抗片段结

合至 ＭａｌＰＥＧ２０００ＤＳＰＥ链的远端。具体步骤为首

先使用ＳＡＴＡ对抗 ＨＥＲ２单抗片段（１ｍｇ／ｍＬ）进行

修饰（抗体与ＳＡＴＡ 的摩尔比为８：１），室温下孵育

４５ｍｉｎ，ＨＢＳ缓冲液洗脱４次后，采用旋转离心方法

（５０ｋＤ分子量截留）去除游离的ＳＡＴＡ。ＳＡＴＡ衍生

的抗体片段与羟胺溶液在室温下混合孵育１ｈ以去乙

酰化。形成的活性抗体加入含有 ＭａｌＰＥＧ２０００

ＤＳＰＥ的顺磁性长循环脂质体（蛋白／脂质比例为

５０μｇ／μｍｏｌ），高 速 离 心 去 除 未 结 合 的 抗 体

（６５０００ｒｐｍ，４５ｍｉｎ），移去上清液后，脂质体悬液在氮

气４℃条件下储存备用。

４．顺磁性脂质体理化特性测定

①粒径及Ｚｅｔａ电位测定：取纯化脂质体混悬液适

量，加适量双蒸水稀释后，采用 Ｍａｌｖｅｒｎ３０００ＨＳ激光

粒度分析仪测定其粒径及ｚｅｔａ电位。

②ｒ１ 弛豫率测定：顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂质体使

用生理盐水稀释为不同浓度，Ｇｄ浓度采用电感耦合等

离子体原子发射光谱测定（ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙｃｏｕｐｌｅｄｐｌａｓｍａ

ａｔｏｍｉｃｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＩＣＰＡＥＳ）（Ｏｐｔｉｍａ

３０００ＤＶ，ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，ＭＡ，ＵＳＡ）。ｒ１ 弛豫率测量

采用４００ｍＨｚＭＲ光谱仪（ＤＲＸ４００９．４Ｔ，Ｂｒｕｋｅｒ，中

科院广州化学研究所），反转恢复脉冲序列（ｉｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ，ＩＲ），３５ｍｍ射频发射接收线圈，成像参数为

ＴＥ３０ｍｓ，ＴＲ分别选择１５，３０，６０，１００，１５０，２００，３００，

４５０，６００，９００，１５００，３０００，６０００ 及 １２０００ｍｓ，视野

４０ｍｍ×４０ｍｍ，矩阵１２８×１２８，在４０℃测定顺磁性

对比剂的体外Ｔ１ 弛豫时间，计算ｒ１ 弛豫率。ｒ１ 弛豫

率定义为Ｔ１ 弛豫速率（１／Ｔ１）与Ｇｄ浓度比值斜率。

５．细胞结合实验

选择人乳腺癌细胞ＳＫＢＲ３（ＨＥＲ２高表达）、

ＭＣＦ７（ＨＥＲ２低表达）与罗丹明标记的免疫脂质体在

３７℃下孵育２ｈ，采用共聚焦荧光显微镜观察细胞悬

液。罗丹明ＰＥ的激励、发射波长分别选择５６０ｎｍ、

５９０ｎｍ。

６．ＭＲ动物实验

①荷瘤裸鼠模型的制作：选择 ＨＥＲ２高表达ＳＫ

ＢＲ３人乳腺癌细胞进行培养，当活细胞比率＞９０％，

细胞浓度为２×１０６／ｍＬ时，按０．２ｍＬ／只裸鼠注射于

实验动物右侧肩背部皮下。肿瘤生长８～１０周，直径

约１ｃｍ时，进行 ＭＲ扫描。

②ＭＲ扫描方案及数据分析：１２只荷人乳腺癌裸

鼠，分为两组，其中顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂质体组６

只，钆布醇对照组６只。实验动物经腹腔注射１％戊

巴比妥钠麻醉，固定后进行 ＭＲ扫描。对比剂静脉注

射剂量为０．０５μｍｏｌ／ｇ体重。

ＭＲ扫描选择ＧＥＳｉｇｎａｌＨＤＸ３．０Ｔ超导型 ＭＲ

扫描仪，５０ｍｍ自制鸟笼线圈ｂｉｒｄｃａｇｅｃｏｉｌ。扫描参

数为横轴面自旋回波Ｔ１ＷＩ，ＴＲ５００ｍｓ，ＴＥ１４ｍｓ，视

野４０ｍｍ×４０ｍｍ，，层厚２ｍｍ，矩阵２５６×２５６。测量

平扫及增强扫描后１０ｍｉｎ、１ｈ、６ｈ的肿瘤、肌肉组织

的信号强度、背景噪声信号强度及标准差，计算肿瘤组

织的强化率、对比度噪声比（ｃｏｎｔｒａｓｔｔｏｎｏｉｓｅｒａｔｉｏ，

ＣＮＲ）。

统计学分析采用ＳＰＳＳ１９．０中文版统计软件包，

结果均以狓±狊表示。统计学方法采用两样本狋检验，

以犘＜０．０１为差异有统计学意义。

７．病理学检查

ＭＲ扫描结束后，处死实验动物，肿瘤组织固定后
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　图１　顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂质体粒径分布图。　图２　激光共聚焦荧光电镜图。ａ）

ＨＥＲ２高表达的ＳＫＢＲ３乳腺癌细胞与顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂质体孵育后的ＤＡＰＩ

染色图；ｂ）罗丹明红染荧光图；ｃ）Ｍｅｒｇｅ图，显示免疫脂质体发生内化，胞浆出现罗

丹明红染；ｄ）ＨＥＲ２低表达的 ＭＣＦ７乳腺癌细胞与顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂质体孵育

后的ＤＡＰＩ染色图；ｅ）罗丹明红染荧光图片；ｆ）Ｍｅｒｇｅ图，胞浆内无罗丹明红染。

表１　不同实验组内乳腺癌肿瘤组织在不同时间点的强化率、ＣＮＲ

扫描
时相

强化率

顺磁性免疫
脂质体组

钆布醇组 狋值 犘值

对比度噪声比

顺磁性免疫
脂质体组

钆布醇组 狋值 犘值

平扫 － － － － ７．５±０．９ ８．２±１．４ －１．２９４ ０．２０９

１０ｍｉｎ １．２６±０．２０ １．４１±０．２５ －１．６２９ ０．１１８ ２４．５±１３．５ ２８．６±５．３ －１．８７０ ０．０７５

１ｈ １．８５±０．３６ ０．５１±０．２４ １０．５５８ ０．０００ ２７．８±５．８ １２．４±６．４ ６．２０３ ０．０００

６ｈ ２．２４±０．２０ ０．１８±０．１６ ２６．９４１ ０．０００ ３８．６±６．４ ７．９±２．５ １５．９０６ ０．０００

注：两样本狋检验，注射顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂质体、钆布醇后的１ｈ和６ｈ，两组乳腺癌肿瘤组织的强化率、ＣＮＲ差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

行常规 ＨＥ染色和免疫组织化学检查。

结　果

１．顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂质体的理化特性

顺磁性抗 ＨＥＲ２ 免疫脂质体的平均粒径为

１３４．２ｎｍ，电位为－３２．４９ｍＶ，多分散系数为０．２９

（图１），ｒ１ 弛豫率为４．６７／ｍＭ·ｓ。

２．体外细胞结合实验

激光共聚焦荧光显微镜显示免疫脂质体在细胞内

的分布情况：ＨＥＲ２高表达 ＳＫ

ＢＲ３乳腺癌细胞内，罗丹明标记

抗 ＨＥＲ２免疫脂质体发生内化，

胞浆出现罗丹明红染；而在 ＨＥＲ２

低表达 ＭＣＦ７乳腺癌细胞内，由

于免疫脂质体不发生特异性结合，

故无明显染色（图２）。

３．肿瘤组织 ＭＲ强化表现

注射顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂

质体后，乳腺癌组织表现为显著持

久的强化；注射１０ｍｉｎ后，肿瘤组

织即表现为不均匀显著强化，平均

强化率为１２１％，在随后的１ｈ及

６ｈ后，肿瘤仍保持较高的信号强

度，１ｈ肿瘤强化率为１８５％，６ｈ

后肿瘤强化率为２２４％，此时心腔

内仍可见高信号对比剂存在。对

照组在静脉注射钆布醇１０ｍｉｎ

后，肿瘤组织表现为不均匀显著强

化，强化率约为１５３％；随即各个

时间点内肿瘤组织信号强度下降，

１ｈ后的信号强度与平扫相近（图

３）。注射对比剂第１、６ｈ后，两实

验组肿瘤组织的强化率和 ＣＮＲ

差异有着统计学意义（犘＜０．０１，

表１）。

４．病理学检查结果

ＨＥ染色显示ＳＫＢＲ３乳腺

癌细胞呈不规则团状排列，部分癌

团可见坏死灶，伴有脂肪细胞、淋巴细胞浸润，局部癌

细胞间质纤维组织增生；免疫组化染色显示ＳＫＢＲ３

乳腺癌细胞膜呈ＨＥＲ２强染色（图４）。

讨　论

免疫脂质体由脂质体与单克隆抗体或基因抗体连

接而成。通过抗体与靶细胞表面的抗原／受体特异性

结合，经吞噬、吞饮等多种方式，免疫脂质体可释放出

包封的药物或对比剂，实现靶向治疗或特异性显像的
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图４　ＳＫＢＲ３乳腺癌的病理图片（×４００）。ａ）ＨＥ染色；ｂ）ＨＥＲ２免疫组化染色。

图３　不同实验组内乳腺癌肿瘤组织的平扫及强化图像。ａ）顺

磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂质体组平扫 Ｔ１ＷＩ图像；ｂ）增强扫描后

１０ｍｉｎＴ１ＷＩ图像；ｃ）增强扫描后１ｈ的Ｔ１ＷＩ图像；ｄ）增强扫描

６ｈ的Ｔ１ＷＩ图像；ｅ）钆布醇组平扫Ｔ１ＷＩ图像；ｆ）增强扫描后

１０ｍｉｎ的Ｔ１ＷＩ图像；ｇ）增强扫描１ｈ的Ｔ１ＷＩ图像；ｈ）增强扫

描６ｈ的Ｔ１ＷＩ图像。

目的［５６］。

理想的免疫脂质体应具有简单快速稳定的连接方

式、能在血液循环中保持长时间的空间稳定性和良好

的抗原识别能力。本次实验采用ＳＡＴＡ耦联剂制备

顺磁性免疫脂质体，将抗 ＨＥＲ２单克隆抗体片段Ｆａｂ＇

活化修饰后，连接于ＰＥＧ链末端。ＰＥＧ在脂质体表

面形成亲水性空间立体屏障，阻止血清内调理素与脂

质体结合，延长脂质体的循环时间［７８］。本实验中，单

抗片段修饰所使用的ＳＡＴＡ为新型硫化剂，其活性

ＮＨＳ酰基端与抗体氨基基团反应后，可形成稳定的酰

胺键。抗体的巯基基团被修饰保护后，不会发生降解；

且脱保护作用在中性ＰＨ环境中即可进行，无需加入

还原剂［９］。修饰后的抗体与ＰＥＧ远端通过共价键结

合，与其它抗体脂质体交联方式（如二硫键、氨键或

Ｓｃｈｉｆｆ＇ｓ碱）相比，这种连接方式保持了抗体的二价结

构，可避免抗原结合的空间阻碍效应，保证了抗原结合

位点不受影响，且耦联效率高，脂质体也能结合较多数

量的抗体［９］。

弛豫率是考察顺磁性免疫脂质体系统的另一重要

指标。本实验采用的顺磁性标记物ＧｄＤＴＰＡ硬脂酰

胺，为两性Ｇｄ螯合物，可结合到脂质体的磷脂双分子

层内。与将顺磁性螯合物包裹于脂质体内层水相的制

备方法相比，克服了水分子跨膜运动受限的缺点［１０］。

脂质体内外层的水分子交换，可直接使自由水与脂质

双分子层内的Ｇｄ螯合物发生磁化反应，延长旋转相

关时间（ｒｏｔａｔｉｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｔｉｍｅ，τＲ），增加ｒ１ 弛豫

率［１１１２］。体外弛豫率结果表明，这一顺磁性脂质体系

统具有较高的ｒ１ 弛豫率。

动物实验结果表明，静脉注射顺磁性抗 ＨＥＲ２免

疫脂质体后，肿瘤组织产生了显著持久的强化，强化时

间长达６ｈ。除顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂质体具有较高

的ｒ１ 弛豫率外，这主要是通过被动靶向（增强渗透滞

留效应，ＥＰＲ）和主动靶向（抗体介导）两种机制实现

的。前者是由于肿瘤新生血管和缺陷的淋巴引流／清

除能力，导致ＰＥＧ长循环脂质体能在肿瘤间质内停留

较长时间（一般＞６ｈ）
［１３１４］。后者是通过免疫脂质体

的抗体抗原特异性结合反应实现的，抗ＨＥＲ２免疫脂

质体经Ｆａｂ＇片段，选择性与 ＨＥＲ２高表达乳腺癌肿瘤

细胞结合，并经受体介导的内吞作用发生内化。细胞

结合荧光电镜结果表明，抗 ＨＥＲ２免疫脂质体经受体

介导的内吞噬作用后，荧光染色主要位于ＳＫＢＲ３乳

腺癌细胞浆内和细胞核周围。而对照组 ＨＥＲ２低表

达 ＭＣＦ７乳腺癌细胞则无明显累积。除此以外，抗体

的Ｆａｂ＇片段无ＦＣ部分，免疫源性低，可减少单核吞噬

细胞系统的摄取，表现为半衰期延长，更易被动转运通

过渗漏的肿瘤血管内皮层，从而进一步提高靶向成像

效果［１５１６］。

综上，本次实验所制备的顺磁性抗 ＨＥＲ２免疫脂

质体具有长循环时间，高ｒ１ 弛豫率和特异性靶向作

用。抗体与脂质体为共价结合方式，形成的免疫脂质

体更加有效。所使用的Ｆａｂ＇抗体片段具有较低的免疫

源性。这一系统可作为 ＭＲ对比剂的靶向载体，进一

步加载抗肿瘤药物，实现对抗肿瘤药物的疗效的实时

监测。值得指出的是，由于顺磁性脂质体的制备及成

像效果受多种因素影响，如脂质材料、粒径大小、表面

电荷等脂质体理化特性及装载顺磁性螯合物的链长度
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等［１７］，需要在进一步的研究中加以注意。
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