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脂质体作为植物细胞工程载体研究的现状*

甘苏生

〈华东师范大学生物系〉

近年来，植物分子生物学有了迅速发展，

相继已建立起了适用于植物细胞的一系列载体

系统，如以 Ti 质粒为基础的单、双质粒系统 z

以花椰菜花叶病毒(CaMV)为主的植物病毒载

体系统F 以及脂质体载体系统等。前两者已有

综述[1-3] ， 本文仅就脂质体载体系统及其在植

物细胞修饰、遗传修饰研究中的现状作一综合
刁卜去刃
.II ~ι~ 。

-、脂质体载体系统

由于对原生质体加以细胞修饰和遗传修饰

时没有细胞壁的限制，近年来将核酸分子

(DNA、 RNA)和细胞器等直接引入原生质体

的实验越来越多，已成为植物细胞工程研究的

一个重要方面。然而，原生质体常常向培养基

中分泌核酸水解酶等而使其中的核酸物质在进

入原生质体之前就被分解，因此就很有必要建

立核酸分子的保护系统。植物细胞工程学家自

·本文得到颜季琼教授、沈曾佑、 张志良副教授

的指导，周苹、黄祥辉同志提出宝贵意见， 谨

致谢意，
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然想到了早已在动物细胞中使用的脂质体。

(-)脂质体的种类

脂质体是由磷脂ìl丝氨酸、 磷脂院胆碱等

构成的双分子膜封闭小泡。按其大小、 青IJ备方

法及结构可分为 suv 型 (small unilamellar 

vesicle) 、 LUV 型 (large unilamellar vesicle) 、

MLV 型(multilamellar vesicle) 等。由于 SUV

型脂质体容量小，不宜用来包裹核酸和细胞器

等，其它三类则都可用作载体。若按其电荷性质

又可分为正电荷性、中性及负电荷性脂质体三

类。 一般用磷脂曹先丝氨酸和磷脂酌胆碱分别制

成的脂质体呈中性F 但若在其中加入十八股即

呈正电荷性F 混入胆固醇和联十三烧磷酸盐则

呈负电荷性a

〈二)脂质体载体的实验体系

目前脂质体载体实验体系基本已建立(图

1 )。首先是将目的基因或细胞器等与磷脂溶

液混合，经超声波等处理制成脂质体，然后将这

种包含有核酸或细胞器的脂质体与原生质体混

合在一起， 经适当处理就能使之与原生质体融

合I41，或通过内吞作用进入原生质体[5J而达到

遗传修饰或细胞修饰的目的。目前已建立的实

验体系具体有如下几种z

含目的物质(D
细胞器等)的缓冲海 :.，./磷脂溶液

+ 
制成脂质体(LUV、 MLV、 REV等， 原生质体
中性、正电荷性、负电荷性) I 

1-+在适当培养基中混合←」
+ 

一定时间后加入 PEG 或 PVA

(一定时间后用高 pH 高 Ca2+ 溶液漂洗)

离心分离出原生质体
十
培养

固 1 用自旨质体将核醺、 细胞器引入原生质
体的操作流程[3]

1.擅物病毒 RNA-脂质体系统 植物病

毒 RNA 在通过脂质体被引入原生质体后能复

制且合成外壳蛋白而形成病毒颗位，这样就可

借助荧光标记的抗该病毒的抗体来检测之， M，

而计算出感染率以反映脂质体将功能核酸引入

原生质体的多少。该系统主要包括脂质体制

备、 脂质体与原生质体的融合及检测等三个步

骤。

(1)脂质体的制备 实际上是将植物病

毒 RNA 装载入脂质体的过程，目前比较成熟

的方法主要有两种即: Ca-EDTA 赘合法 [8，7J

和逆相蒸发法[8， 8J 。 图 2 表示 Ca击DTA整合

法制备包含 TMV-RNA 的 LUV 型脂质体的一

般过程。先通过超声波处理将磷脂酷丝氨酸等

磷脂制成负电荷性 SUV，然后加入 Ca2+ 使之

相互融合直至形成蛋卷状，再加入 TMV-RNA

等植物病毒核酸，最后加入 EDTA 来整合

CaZ
+ ，以除去之.，这样即可得到包含有病毒核

酸的 LUV 型脂质体。该法操作缓和，约有

10%的核酸能被包入脂质体。图 3 为逆相蒸发

法制备 REV 型脂质体的过程示意图。 在溶于

有机溶剂的磷脂溶液(图 3-1)中加入核酸水溶

液时， 磷脂由于亲水基朝水层而并排在两相界

面〈图 3-2) ， 经超声波处理即在有机相中形成

包有水溶液的小泡(图 3-3)，减压蒸馆有机i容

锣巴34Q iqz 
。俨飞;二SQr042

图 2 Ca-EDTA萤合法制备 TMV-RNA/

LUV模式圈[6:7)

(将画廊脂置于水中;强和即得 MLV)

国国回
国山国

图 3 迪相蒸发法制备 REV 型脂质体示意
圄[h9)
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剂(阁 3寸，5)并加入水溶液，搅拌后即形成

REV 型脂质体〈图 3-6)。该法核酸包被率可高

达 30-50% ， 高分子量的 DNA 也同样可被包

入脂质体，故其应用范围较广。

(2) 脂质体与原生质体的融合[7， 8) 将

上述所制备的脂质体与烟草或长春花原生质体

按一定比例混合，并用聚合度为300的聚乙烯醇

(PVA)或聚合度为 80 的 PEG 处理一定时间，

然后再用高 pH 高 Ca2+ 溶液处理 30 分钟以

上，分离原生质体，并将它们培养在改良的

Linsmaier 和 Skoog 培养基上和 25'C条件下。

(3) 检测 培养 20一24 小时后即可用

免疫荧光组织学或电镜观察法[7，8)或荧光化学

法川来检测植物病毒在原生质体内的增殖情

况。

2. Ti 质性-脂质体系统通过上述的逆

相蒸发法将 Ti 质粒包入 REV 型脂质体内，

在 PVA 或 PEG 处理下与原生质体融合【叫。

由于 Ti质粒的 T 区 DNA 进入原生质体后即能

整合进植物细胞的 DNA 组[1 ，zh 因而可通过

生长素自主型来选择、鉴定细胞株，或进一步

用Southern 杂交法来确定之。

3. 其它核略-脂质体系统上述两个系

统中的核酸都来自在自然条件下就易于侵入

植物细胞的植物病毒或 Ti 质粒， 还可用大肠
抨茵 DNA( lI J或质粒 pBR 322(11-18J 等的核酸，

其一般的方法-是:先用放射性 3H标记这些核

酸，然后通过上述两种方法制备包被有这些核
酸的 REV 型(IJ J或 LUV 型[12 ， 18J脂质体，最后

利用 PEG 诱导脂质体与原生质体融合，并追

踪带有 3H 的原生质体检测融合效果。

4. 细胞器-n旨质体系统 (见后面脂质体

与细胞修饰一节〉

〈三)脂质体载体的特点

脂质体作为植物细胞工程载体有如下四大

特点2

1 . 人造性 Ti 质粒和一些植物病毒在作

为植物基因载体时虽然也经过一定的人工修饰

和加工，但它们终究是"天然的气而脂质体则

完全是人造的， 并可根据需要制备出不同的脂

质体，而且也比较经济。

2. 稳定性 裸露的 DNA 虽然也可直接

用于原生质体遗传修饰，但由于易受原生质体

分泌在介质中的核酸酶的作用而降解，故其稳

定性和感染率都较小(参见表 1 第 3 项)，脂质

体则具有抗核酸酶的能力因而具有较大的稳定

性。

3. 广宿主性 无论是 Ti 质粒还是TMV

病毒载体，它们都有一定的宿主范围，如Ti质

粒就不易感染禾本科作物，而脂质体则不受宿

主的限制，它几乎能与所有的原生质体融合而

将内含物引入。

4. 超载性 脂质体的超载性有三个方面

的含义，一是 Ti 质粒等载体所能运载的基因

片段是有一定大小及特定粘性末端限制的，而

脂质体则不然，一个 LUV 的容量可高达数个

完整的 Ti 质粒，二是 Ti 质粒等本身就是基因

的载体，而脂质体则可作为这些载体的载体，

三是脂质体能将叶绿体之费的细胞器载入原生

质体，这是其它任何植物基因载体所无法比拟

的。

二、脂质体与遗传修饰

所谓遗传修饰，就是指向原生质体引入大

分子遗传物质(DNA、 RNA 等〉的技术。自从

Cassells[18J 1978 年将包被有 FDA(荧 光素二乙

酸醋， fluores四in diacetate)的正电荷性 LUV

型脂质体与西红柿原生质体混合并发现 FDA

被引入原生质体以来，脂质体便作为原生质体

遗传修饰的重要载体，越来越受到人们的重视

并取得了相当犬的进展。

近几年来，随着以脂质体为中心的实验体

系的逐步建立，人们对脂质体将目的物质引入

原生质体的最适条件进行了大量的研究。 首先

是原生质体与脂质体融合时存在一个最适数量

关系，认为 3 X 106 个原生质体与相当于 1-2

微摩尔磷脂的脂质体相混合较妥，否则，脂质

体量过多就会引起原生质体的破裂[1 OJ J 其次 ，
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一般认为 PVA(聚乙烯醇〉和 〈或)PEG(聚 乙二

醇〉的处理是必要的， 不然脂质体与原生质体

几乎不发生融合z 第三， Ca2+ 处理也是绝对

必需的[16];第四，存在一个最适 pH 值[15J 。

Lurquin 等(1982-1983)[町发现，混合时介质的最

- 适 pH 为 5.6(对 MLV 型脂质体而言〉或 9.0

〈对 REV 型脂质体而言)，若加 12%PEG 将更

有效。实验发现， 当脂质体与原生质体混合一定

时间后( 5 分钟[18]或1. 5 小时[ 11 J)，用 PEG

或 PVA 处理则能得到较理想的结果， 否则效

果不大。 Fukunaga 等[7J 用中性的 LUV 包被

TMV-RNA 试验，发现用 10%PEG和 10%PVA

处理后，若再用高pH值高Ca2+浓度的溶液处理，

则引入长春花原生质体的百分率就高，荧光抗

体法检测发现可高达 80 % oRouze 等(983)[lð]

在用免疫荧光和酶标免疫吸附分析法研究了包

被有TMV-RNA 的负 电荷 REV 型脂质体与烟

草叶肉原生质体融合时的最适条件后指出， 用

PEG 预处理的原生质体， 有 70%可 与 脂质体

融合， 并指出融合时 Ca2+ 处理是必不可少的 ，

但脂质体中若夹杂胆笛醇则对原生质体活力和

融合都不利。 而 Nagata 等 (981)[8)则报道 ，用

中性 REV型脂质体将 TMV-RNA 引入烟草原

生质体时， PVA 处理较 PEG 更有效。表 1 显

示在不同实验条件 下用 PEG 或 PVA 处 理 后

TMV-RNA 引起原生质体感染的百分率。

此外， 脂质体的电荷性质及类型对其将目

的核酸引入原生质体的影响 也很大。 据

Lurquin 等[22 ]报道， 正电荷的脂质体无论对于

核酸的包被还是将核酸引入原生质体， 其效果

都较好。 Fraley 等 [ 23 )将烟草花叶病毒的 RNA

包披在 LUV 内引入烟草原生质体，发现若用正

电荷性 LUV，则不仅原生质体的生存率低，

而且原生质体中也找不到引入的 TMV-RNA;

而负电荷的 LUV 则能获得较好的 结 果。 据

Rollo 等[24)报道，若将芜菁丛 生病毒的 RNA

包被在 MLV 中则不引起感染，仅 在 用 REV

包被时才能引起感染。

至于由脂质体引入原生质体之核 酸 的命

褒 1 不同处理条件下 TMV-RNA 对原

生质体的感捷率[6 J 

感染条件

1.用脂质体包被 TMV-RNA I 68 I 56 
2.用 RNase 处理包被有 TMV- I 65 I 52 

RNA 的脂质体后， 再与原生

质体融合

3.TMV-RNA 直接与原生质体 I 3 I 1 

混合

4.先用 RNase处理 TMV-RNA ， I 0 I 0 

然后与原生质体混合

5 .TMV-RNA+空载脂质体+原 I 2 I 1 

生质体

6.TMV 病毒粒子 +原生质体 I 19 I 13 

注: PEG 聚乙二醇J PVA 聚乙烯醇.

运，尽管有人[15 ， 25) 曾报道质粒被引入后不久

即被分解掉， 但大多数的实验都获得了外来核

酸在原生质体内整合和〈或〉表达的证据。早在

1979 年， Lurquin[ 27 J 就报道，包被有质 粒

DNA 和大肠杆菌 DNA 的脂质体经多聚鸟氨酸

(Pω)和 PEG 处理被引入了虹豆原生质体，但

它们并非以闭环型 (CCC 型， closely covalent 

circular form) 而是 以开 环型 (OC 型， open 

circular form)存在于原生质体的细胞核中。

Ohgawara 等[叫(1983)也报道， 用正 电荷性

REV 脂质体将质粒 pBR 322 引入 胡 萝 卡原生

质体一星期后， 在培养的原生质体中仍有若干

此质粒存在。 Wacanabe 等问J (1982)用中性的

LUV 脂质体将TMV-RNA 引人烟草原生质体，

6 小时庸即形成 TMV 粒子， 20-24 小时后每

个原生质体中可观察到 5 X 105 个病毒粒子.

三、脂质体与细胞修饰

所谓细胞修饰，就是指向原生质体中引入

叶绿体、 线粒体等细胞器的技术。 尽管曾有人

报道用 PEG 直接 将细 胞器引入了原生质

体[2汀， 但实际上细胞器膜因与原生质膜融合

而已破裂[20]。 近年 Giles 等人[ ID ]以脂质 体作
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为载体成功地将菠菜叶绿休引入了美洲曼陀罗

的原生tJJl体。

细胞器一脂质体载体系统 的构 建方法与前

，述的其它系统不同， 其间不用超声波和 Ca2+

处理。 根据 Giles 等的工作[19] ， 是 先将卵缺

脂、 十八股及胆简醇以 10:3: 7 的比例混合，

并在真空干燥器中冷冻干燥使之呈单一薄膜沉

积在玻1月?~血的表面，然后在这层脂民上加入

叶绿体悬液，升温至 25"c并轻轻振荡，使院

脂形成包被有叶绿体的正电荷脂质体。脂质体

与原生[91"体的融合PlIJ 用 PEG-6000 来济导，并

用显做统在1氧电报进行检测。 他们发现，所引

入的叶绿体都排列在原生质休)悦 的内 表 币附

近，并在较长时间内表现出了较高的放氧活性。

虽然 Giles 等的工作巳揭示了脂肢体用于

细胞修饰的光明前景，但实际上有关这方面的

报道远没有象它用于遗传修饰那么多，这方丽

的研究毕竟只是刚刚开始，各种细胞器尤其象

具细胞民雄性不育遗传信息的线粒体和具芳去

津抗性遗传信息的叶绿体的脂质体引入法尚待
建立[3] 。

综上所述，脂质体作为植协细胞工程中遗

传修饰和i细胞修饰载体的实验体 系 巳 基 本建

立，但应当指出的是，目前所用的植物原生质

体种类还不多，引入的外来性状经济价值也都

不高， 另一方面，与其它基因载体相比较，脂

质体虽然能将一些外来基因引入原生质体，但

它本身并不能决定所引入的遗传物质能否整合

进染色体、 能否表达乃至遗传给后代。脂质体

载体的这种局限性无疑耍影响到它的使用价，

值。但是，脂!吸体载体具有很大的发展潜力，
其前景是十分广阔的。

摘要

脂质体作为植物细胞工程载 体 具 有人造

性、 稳定性、 .广宿主性及超载性等特点，目前

它用于遗传修饰和细胞修饰的实验体系已基本

建立， 同时I!f物病毒 RNA-，m~ J贸 体 系统、 Ti)员

.粗一脂肢体系统、 其它核酸斗旨肢体系统及细胞

器-脂质体系统等。在遗传修饰方面的研究进展

很快，但脂质体不能决定引入遗传物质能否整

合初表达而影响了其广泛使用; 在细胞修饰方

面工作还只是刚开始。脂质体载体有很大的发

展潜力。

, 
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淋巴因子激活的杀伤细胞和肿瘤继承免疫治疗的新进展

李兴强

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

1980 年， Rosenberg 等人首先观察到， 小

鼠脾脏细胞或新鲜制备的人外周血淋巴细胞与

无凝集素的白细胞介素-2 (inter1eukin-2 , IL-2) 

的制备物温育，可诱导产生抗各种新鲜实体瘤

细胞的杀伤细胞。这种由 IL-2 激发的杀伤细

胞就称为淋巴因子激活的杀伤( lymphokine 

activated killer, LAK)细胞[川]。由于 LAK 细

胞能杀伤组织学差异很大的肿瘤细胞如黑色素

瘤、肉瘤等，而对正常细胞没有毒性，提示:了

在肿瘤继承免疫治fi(tumor adoptive immuno

therapy)中的潜在价值，因而引起了人们的广

泛兴趣。本文对 LAK 细胞和肿瘤继承免疫治

疗研究的新进展做扼要综述。

-、 LAK 细胞的特征

对 LAK 细胞深入研究的结果表明， LAK 

细胞可能是一种不同于体内两种主要的细胞毒

细胞一一细胞毒 T 淋巴细胞( cytotoxic T 

lymphocyte, CTL)和天然杀伤(natural ki1ler , 

NK)细胞的杀伤细胞[3， 4 ， 5]。第一，从表型上

看，人和小鼠 LAK 前体细胞缺乏典型的T细

胞标志和 IajDR 标志。现在尚未发现 LAK 细

胞特异的表面标志，似乎 LAK 前体细胞是一

种"裸"细胞。但是，经 IL-2 刺激盾， LAK 效

应细胞获得了典型的 CTL 表面标志。小鼠

LAK 效应细胞具有 Thy 1 +Lyt-l-~+ 表型， 人

~， 

LAK 细胞的表型为 OKT 3+4-8+ 0 LAK 细胞在

表型上与 NK 细胞也不同，没有 OKMl 和

Leu 7 等 NK 细胞的表面标志。人 LAK 细胞的

一些特征列于表 1 0 

第二，从靶细胞来看， LAK 细脏、 NK 细

胞和 CTL 虽都是细胞毒性细胞，但三者的靶

细胞特异性有很大差异。 CTL 的靶细胞特异

性很高， 只针对带有相同 MHC 1 类抗原的同

种异体靶细胞，对 NK 细胞敏感的主要是培养

的淋巴瘤细胞。而 LAK 细胞杀伤肿瘤细胞的

范围相当广泛。研究表明，对 LAK 敏感的靶

细胞包括自身或同种异体的新鲜肿瘤细胞，异

种肿瘤细胞。除 ConA 转化的母细胞外， 几

乎所有的培养细胞对 LAK 活性是敏感的。而

正常细胞对 LAK 活性是不敏感的。尤其是

LAK 细胞也能杀伤对 NK 相对抵抗的肿瘤细

胞如新鲜的实体瘤细胞，提示 LAK 细胞在机

体天然抗肿瘤免疫中可能具有更大的作用。表

表 1 人 LAK 细胞的特征[5]

LAK 前体细胞

. 非粘附性的
E花环阴性
OKMl- , OKT3- , Leul- , Leu7-
分布于外周血、牌、淋巳结、骨髓和胸导营

LAK 效应细胞

非粘附性的
OKM1- ,OKT3+ , OKT4 - , OKT扩， Leu1 + 
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