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的特点。

摘要

fR告 J 1 例子宫正常平滑JVl、平滑肌础和平

滑肌肉府与五利1/，班'集素的生tl f七结合材， tl。在11

例平滑肌肉 Ifl 中 ， 刀 f) 素和麦1l:G素染 色阳性的

分别有 10 例(91 %)平iJ 8 例(7 3 %)， 班豆素和

花生素各有 2 例( 18 % )和 1 例( 9 %)阳性。除

1 ØÙ正白'平滑肌叫 I 部分细胞工!页素反应弱阳性

外， 其余 川例正常平情肌和 11 例平滑肌癌均

未与任何一种凝集素结合。因此，某些凝集素

组化结合特性的改变， 对于了解平滑肌肉瘤细

胞结构糖成分的精细变化、 鉴别子宫平滑肌肿

瘤的良恶性， 共有一定意义。

国版说明

1. 子宫平滑肌瘤。 刀豆索染色 . ABC 法， 甲基

绿复染。凝集素结合阴性。 100 x 
2 . 子古手涓肌肉瘤。刀豆素染色 ， ABC 注2 .1 mol jL 

α-D 甘露榕和 lmol (Lα-D-葡萄糖阻滞。 甲基绿复染 。

i在集素纯合阴性。 11 00 x 
3. ← 产 Ú 'H I1 IIJ LiJ~J 瘤。 )J \I. '，)气 fjt 包， A 3C i去，耳l

基绿复议. 0 '忧民 iFJfJI 合r:l 1 'i' 1 ， 0 400 飞
4 . ~ ri"=ïl' 于 消肌肉瘤。 lJj石茶轩包. A f' C 法 ， 甲

基绿复液。 凝集素苦?i 合 1; 11 中 ! : o 100 x 
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低渗介质对影泡载体 的影响

贾丽法祥尤范启修

(巾国医学科学院血液学研究所)

应用脂质体或天然红细胞膜(影j包)包封基

因、蛋白质等生物大分子使之与靶细胞融合把

大分子物质导入靶细胞的载体技术是在膜分子

生物学基础上发展起来的新技术。近年来，生物

大分子载体技术已与分子遗传学、免疫学和医

学研究相结合并巳显示其良好前景。国外已有

把病毒、质挝 、 酶等生物大分子包封入影j包的

成功例子[ 1-3 J ， 1981 年叶秀珍、李昌本等曾用

影j包装载大分子物质并导入靶细胞[4-5J 。

jjjJ J 备影j包载体一直沿用重蒸水或低渗 PBS

作为溶胀红细胞、 开放膜孔使大分子物质进入

影白的主耍手段。在实践中我们发现这些方法

存在膜结构损伤较大、弥合性差、包封率偏低

和稳定性差等映点， 为 Ilt我们作了改进， 采用

HEPES-EDTA 系统并使用 Mg2 + ，除研究了影

j包装载牛血清白 蛋白 、 L天门冬眈)段酶实验技

术外，本文主要在包封 量 、 形态 、 稳定性等方

面比较了改进的 HEPES-EDTA 系统与常用的

PBS 系统制备的影泡载体的优 flj}(: 点:J+ ，}:宋词了影

响包封率的主要因素。

材料和 方 法

血样用正常人!开素抗凝衍叫血。 怀 ì fl: ' 1:血清白蛋

白 (BSA ， 分子量 67000)购自上海生化试剂厂 . L一天

门冬1M:胶酶(分子最 141000) 购自 Kyowa Hakko Ko

gyo C o • ttd (TOKYO , JAPAN ) 。 其他h~剂均为分析
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根据荧光显微镜观察影泡载 体的结果 ( 图

版图 1 ) BSA 已进入影泡内， 其成体率可达

98%。在红细胞和 BSA 浓度相同条 fl二下 ， 10ítT

稀释的介质中 H-Gs 比 P一Gs 有较高的包封率 ，

其值分别为 16.30 ::t 1. 19%和 1 2 . 'J 5 士 0. 63% 。

扫描电镜形态(因版图 2 )表明 H-Gs 大多为弥

合较好的双凹形和口形影泡， 伴少量棘形， 没

有漏型，而 P-Gs 则以棘形居多井有一定数量

的漏型， 表明 H-Gs 比 P-G s 有较好的再封闭

性能。

不同稀释度的低渗介质对 包封量的影响见

图]。 在稀释度逐步增加到 1 0 倍 时， H-Gs 和

P-Gs 的包封率均随稀释度加大而增加。继续增

加稀释度 H-Gs 的包封率可~Jt续增加]， P-Gs 的

包封率则因部分影j包破裂而下降 ，在稀释 14 倍

时 H-Gs 的包封率为 16.3 % , P- G s 91IJ 为 6 .5 % ，

表明 H-Gs 比 P-Gs 有较好的弥合性能和膜结

构的完整性。

稳定性试验的结果见图 2 。 结果表明载体

中总蛋白的渗出率是存放时间的函数，而且两

周后的渗出率 ， P-Gs 明显高于 H-Gs 。 这表明

以 HEPES-EDTA 系统制备的影j包载体， 其膜

123 

将上述各条件下制备的载体样品击" 37 'C保温20小

时 ， 于第 1 、 2 、 3 、 4 和 20 小 il.t J仪，汀 ， 离心后用

Bradford i去 [7)测定上消液中渗漏出的蛋白质含量及 20

小时后影j包内蛋白含量.

五、稳定性试验

载体样品在 4'C保存 4 周 ， 每周取样一次 ， 离心

后用 Marrion i:去测定 上消液 中总蛋白含量并比较 H

Gs、 P-Gs 每周的渗出率。

六、扫播电镜标本制备

将红细胞影泡用生理盐水反复冲洗 ， ì商子放片 L

经 2-5%戊二百室 、 1 %饿酸分别罔定 ， 2 %丹宁酸处

理，梯度乙醇脱水， 酣酸异戊固自置换， 临界点干燥楼

干燥， 离子溅射镀膜后 ， S-::;20 扫描 FU镜观察。

七、影泡载体平均体积 (MCV)和残留 Hb 测定

取 0 . 2 毫升影泡载体用缓冲液止在至 0.5 毫升 ，用

Cell-DYN 900 型血细胞分析仪测定其 MC\' 和 Hb 含

量 ， 以正常红细胞作对照 。

品舍_, 果

才2
4山、杂学物生

一、 影泡载体的树备

1. 磷酸缓冲系统影泡载体 ( p-G s)

用修改的 Furusawa j去[剧 。 jfrL样在常温下离心(1 5 00

rpm. 5 分钟) ， 去除上清液和白膜层后得红细胞 ，用冷

PBS[137 mmol j L NaCI ,2. 7 mmol j L KCI , 8.1 mmoljL 

Na.HPO. , 1.5 mmol /L KH 2PO" pH 7. 2J 洗涤 3 次。

取 0 . 3 毫升红细胞 ， 细胞数为 3 x 108
0 0.7 毫升 r-PBS

(1 37 mmol j L KCI , 2. 7 mmolj L NaCl , 8.1 mmolj L 

Na 2HPO" 1 . 5 mmolj L KH2PO., 4 mmolj L MgCI J> 

pH 7 . 4) ， 1 毫升 BSA 溶液 (4 0 毫克/毫升 r-PDS )装入

透析袋， 总体积为 2 毫升。 BSA 最后浓度为 2 0 毫克/

毫升。 将|学品袋置 480 毫升稀释 1 0 倍的等渗 r-PBS

中 ， 在 4 0C透析 30 分钟。此时红细胞膨胀，膜孔开

放， 在血红蛋白渗出的同时BSA (或 L-天门冬散胶酶)

进入影泡。 最后达到平衡，此为第一步。然后将样品

袋置 500 毫升等渗 PBS 中 ， 在 37 0C保温 30 分钟使影

泡在等渗条件 F重新封闭弥合。内容物经 2500 rpm 离

心 5 分钟， 沉淀部分即为影泡载体，用 i令 PBS 洗涤至

洁净， 土 j青液 1:11 含有残余的 BSA 和血红蛋白 (Hb) 。备

下述测定用。

2 . HEPES-EDT A 缓冲系影泡载体 (H-G s)

除采用 HEPES-EDTA缓冲液[120 mmol j L NaCl, 

5 mmol j L KCl , 4 mmol/L MgCI. , 1 mmolj LNa.HPO" 

10 mmol j L 葡萄糖， 18mmoljL HEPES-NaOH pH7 .4 , 

1mmolj L EDTAJ作为制备影也载体的低渗介质外所

用红细胞浓皮 ， DSA 及操作均与制备 P-GS i;l~ 同，并用

无 EDTA 的 HEPFS 缓冲液作再封闭等渗介质。 BSA

包封入影也叮迦cl在荧光显微镜下直接观察进入载体

内的异硫百盹荧光素(FITC)标 i己的 BSA 而获知，并可

计算阳性率。

二、包封率测定

P-Gs、 H-Gs ît低渗下破裂后与原上清液同时用

聚丙烯歌胶i疑胶山脉技术分离 BSA ， 用标准BSA作对

照。 BSA 分离带经考马氏lii染色后进行光密度扫描定

量， 测得载体内和1上清液 I~ 1残留的 BSA含章， 通过下

歹IJ公式求得包封E机

liig 细第 12 卷第 3 期

载体内 BSA
包封率 ( % ) = !有{轩可 BSA+ 外部残留 BSJ正 x 1 00% 。

三、不同稀释度的低渗缓冲液对包封率的影响

等1参 r-PBS 和 HEPES- EDTA 缓冲液分别稀释

6 、 10 和 l 4 倍作低渗介质制备相应的 BSA 载体 ， 用

上述方法求得包封率并?目互比较。

四、渗漏试验
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细 胞 生 物节节 志 109 0 年
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14 
f暗 F将 i1Hí

因 1 f衷 ;1~'1 介质役军辛j宽对包刘翠的影响

，，~.. -一一H-G s 0 -- P-G s 

结构的完整'l"lë 明见优于用 PBS ~汗和l备的影泡 。

此点 与形态砚'号:非川· 曰:完个一纠。

两种 苦;ì也 载体j芳:出试验的结果 ( 表 1 )表

明， 前 4 小时 (1 ~J 岳 出 了袒 两有无明显差异， 以后

迈浙改雯 ， ?71 、 0 小时 和 20 小时的平均渗山东

H-Gs 明 J厅主，t P--G s 口 ， 似 与上歹I}稳定性试验、

电镜等 H-Gs)!史 fJI 向 完整 dë 优于 P-Gs 的结果

不相同， 我们将在讨论中分析。在有1释 10 倍 、

14 倍的低惨介质中1!JIJ备的 P-Gs 和 H-Gs 真 2 0
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H

小时平均j二:;. i坦率分别是 0 . 81 、 。 . 88 和 1 .'1 1 、

1. 73 ， 表明 同一系统的影?但我件有相近的陈出

束，也内1渗出 τ;二 }:i ;1;i] ~f;.IJ;j-介!贵阳 :'d. -:~' :.二f无关而

与介质 ~~~性质有关

我们发现只有 jíH泣的天门斗 r~t 1:公黯才能在

得较高的包 J:J 卒 ， 过坑的iH浓度j豆 iìri í] 1 í胆包封
率的降低， 女IJ I'i!J j发哎为 7 . !1 ，，'二克/tT! 、 11 . 1 

号克/毫升时相应包业半为 7 . G %和 1 :2 . 4 %， 当

酶浓度增至 1 4 . 8 ~王克/ l.~二升时包 子?二反而下F罕

至 2 .n 归。这可能是由于过量的 ì~;i llt 1"1 促使介

装 1 影:包载体渗羁试验(37 "C)

」 ~~ H才 问 (小时 j ; - 1 9 ! " 咱 | 今 -- • I 咱 i ;~C 小时平均
载体类别 | 1 ! " | 3 1 4 1 J t 以址:字

H-G S R i 3 ·38 士 1·55 1 5 J O 土 1. .3 4 7 . 3 0 士 1·9 3 ! 9· 23 士 2 · 90 !28 · 9 4 士 3 . 77 • 1 . 1 ~ 

1 GS ! 2 · 38 士 1. 01 ! 5.30 士 1 . 4 3 1 7 . 28 土 1 ·4 5 i 9 · 98 71 ， u l 1 7 · 78 :问川 0.89 

n = 5 咒士 S.D .

我 2 不同海程度缓冲介质相应稳住的锥体和、 (MCV )

找训{休本 类妇别lOj i 缓帕质稀释倍数 I MCV (ωlμ川川川1m时叫m时州3勺) l 才机柑制制制t甘bU;ω!叫叫川};.;ì?ft卢_\\~一

正常红细胞 i 一 ! 100 ; 0 

I 6 I 6 7 .53 女 1 . 9 2 88 

50.16 之 6 . 91

14 I 4 4 . 0 1 土 '1. 84 84 

6 比 84 土 2 .0 7 ( 74
| ]0 ; 比 40 土 7 .32 I 7G 

I 14 I ι5 2 土 G . 79 I 79 

n = 4 立士 S . D. . 相应溶j缸ff可指介rn中血红蛋白 ?自对含草

H-Gs 10 

P-G s 

80 
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j质均胶体渗透压迅边提高，从而影泡内外渗透

压注;/2小，降低γ介j员中阴蛋白进入彭:包的有

效豆所致。

表二为 ?j_:不同泊在度的低渗介质中指IJ备的

载体江平Lj I， i~ 斗 、(IvíCV) ， 表明 MCV 随稀释度

增加ïíii ìrOC.'卜， lj斗 r;i ;& f才二启明显泣异 。 lO f击和布

的介质，其悟出枚体均 MCV 约为正常红细胞

的 1/2 ， 经JL 川、t::二d 陈存òJ主贝U MCV 不内明显:主;

小， 而趋于 t，J，J-立 。

1才 论

本文禾Jii j)j ~乒乓川 ii: tliij 备红细胞影j包或

体 ， 具有免耻而在性好 、 一次可指1]各大数量载

体， H~f;~1i二rj j'立个可复杂装墨等优点。 目 凶，用

子;日;!岱，32;江礼 f+~ i' i'J;'二二 ;rjl Jì 及以 P只8 ft; 多 ， 其优

点是j:;~Z: ft~ 1.:[ ! 性千 1: :) 、 枚体大小均一， 侣，呼 1年臼

抖 半校{忌 、 ;乙 ilJj~己整 '\1: )二字 :fJt 点。为此我们 i'í

了改进， :1二 i iJ lí二PES-EDTA :'J~;:l ' 介质并且1入

Mg2 卡 ， } t- :'，肘 二 促J近丘/大!尺二分子，耐i胁却质 J进i企t入 z影旦 j泡包后口

弥合 í'，丁:: ~ )汗用J罚1" E DTA' 'J J臼以3泡对大fy子l;g质的

i吐出平:U-.; iI1."但;人lJh;-L~h 白的;二山[汀 ， 二可改革

tllg 21 '31 1二 :S: I'~~ 坛的且 ij 1'1 j; Jf口]。 才 t~ :ltf包纣半测

定， jzb百 ;~~:d ."l 东和1 Ìt;言， 之也试验~;~ ~~I:" 验}r\来

H-Gs {!];L 】 P-Gs 有明显 优点o :37 0C r些漏试验

似表 i)-J H-Gs 不川 P-Gs，这 口T f也是由于如泡上

存有多)Ji: (，，;(、日蛋白 ，;1;，) ， 在 rr7;体条件下 ， 可 以降

解脱世 l二!、 f史股 Jkì白jf';~h( U i在卢)丰作用 )0 Ca 2 ← 对

此有兴jJ ihiJ r'; 用[町 ， ，1 ℃稳定性i式捡时白地解作

用可能处于 ~:'p ;j jl ] 或 低水平 状态， 脱fft 构 ìiij 完

整 ， H-Gs 的总主白渗出半 ;:1:低于 P-Gs ， 而在

3 '1 CCì:芽 '沁iirJ金 时 I ~ I ;"(r 创作用大大 加快， 由 于

H-Gs 制备时介质 r!~ 有 EDTA 使抑制白 白'解 fi~

用的 Ca 2 + .r失 ïfó P • Gs ;1、 :J 保 iLJ 某些 Ca 2气因

而 H-Gs ~~ P- Gs ~l~ i参 ;ïJ'丁τ';'F JtJ 5.主;些。 彭:包内残

留血红蛋白，个主'. ~ ;lH .;主体的性质 ， 找出胞液中也

含有少泣 ，气'FP 可í_r8有，叫于主义比稳定。 因为多次

重豆j元涤 ;~lij 备的"白 η豆二 j包因膜结构 tDl'()j和ATP

贫化而非常脆弱 [1 0 J 。 载体的体职一般小于原

红细胞，约为原体积的 1/2 或 1 /3。这是由于

细胞内容物丢失所致。体积小的载体群因有较

大的表面积而有利于与 :l~E细胞的接灿，易于把

内容物导入!!可J细胞。

î'[,í 要

本文提供了矛lj JH {民法透析技术;同生物大分

子物质牛血清白蛋白 、 L一天门冬眈!店的包封入

人红细胞2&泡 {lll j备载体的技术方法， 并且比较

了 PßS、 HEPES-EDTA 两种缓冲系 统制j备的

号也就体的性能。发现以后一种级 { J!l系统制备

的载体 H-Gs 无论在形态、 包封 二年还是在稳定

性等方面均比 P-Gs 有明显优点。 jj 载体应用

于实验研究提供了必纠的参数。

四版说明

1 a 干 .t. i!_fi _~Ji 1;技 i主下 FITc-nSA 景川、江 ;冲i (p-Gs) 
1 b 荧光显r，:攻拉下 FITC-BSA 影泡仅体 ( p-Gs)

2 a ?-Gs 才 ljl凶!江哇 !刽j午 2 x :2 000 

2 b H-Gs 1:.1 掐 i丛 i音 r>u~- 2 ^ 2200 
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