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摘 要
: 【目的】制备血管生成素

一

2 小干扰 RN A ( A ng
一

sZ iR NA )质粒纳米微粒
,

并观察其基因转染能力和基

因沉默效果
。

【方法】应用分子克隆的方法构建 A ng
一

sZ iR N A 质粒
,

将其与聚乳酸
、

0救甲基壳聚糖用水 /油 /水

(WOI /W )双乳化溶剂蒸发法制备纳米微球
,

扫描电镜观察其形态和粒径
。

然后转染原代人脐带静脉内皮细胞
,

观察纳米 A咭
一

sZ jR N A 微粒干扰 A n g
一

2 基因表达的效果及其细胞保护功能
。

【结果」扫描电镜观察到 A rl g
-

sZ iR N A 纳米微球呈球形和椭球形
,

粒径 150
~ 2 00

n m
,

大小分布均匀
,

包封完整
,

分散性良好
。

有较强转基因 能

力
,

良好的 RN A 干扰效果和血管内皮细胞保护功能
。

【结论】成功制备纳米 Ang
一

sZ iR N A 微粒
,

并证实其载基

因能力和 RN A 干扰效果
,

对血管内皮细胞损伤因素有良好保护作用
,

为进一步研究心肌梗死的血管修复机制

奠定了坚实的基础
。
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目前临床试验研究提示
,

用血管内皮生 长因 V EG F促血管生长治疗的重要因素
,

也是临床急待

子 ( V EG )F 治疗缺血性心 血管性疾病具有 良好的 解决的问题
。

血管生成素 (an ig叩 io et i sn
,

A gn )是新

前景
,

但是在 V EG F 作用下生成 的小血管其管腔 发现的与与 V EG F 及血管生成
、

重塑密切相关的

细小
、

迂曲
,

寿命短以及渗漏性高等问题是制约 分子
,

特别是血管生成素
一

2( Agn
一

2) 在心肌梗死 中
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的作用
,

至今尚未见相关报道
。

在本实验中
,

我们

应用纳米技术包载 A gn
一

Z RN A 干扰专用质粒
,

转

染人脐带静脉内皮细胞
,

观察其干扰 A gn
一

2 基因

表达的效果
,

为进一步的心肌梗死基因治疗奠定

基础
。

1 材料与方 法

1
.

1 材 料

P S IR E N
一

S h u t t le V e e t or s
购 自美 国 B D b i o s -

e ie n e e s
公 司 : L ip o fe e ta m i n e T M R e a g e n t 购 自美国

I n v i t or g e n
公司 ; 聚乳酸 ( D L 型 )

: 山东医疗器械研

究所 ; O
一

狡甲基壳聚糖
:

青岛弘信生物科技有限公

司 ;细胞培养用胰酶
、

培养基及内皮细胞生长支持

物均购 自美国 is gm a
公司 ; R T

一

P CR 试剂
:
大连宝

生物 (几 kaar )公 司 ; A n g
一

2 抗体
:
美国 S a n t a C ur z

公司 ; 免疫细胞化学试剂盒
:
武汉博士德公司 ;质

粒提取试剂盒
:
美国 o m eg a

iB
o 一

eT k 公司 ; 引物合

成
:
广州博亚公司 ; 细胞凋亡检测试剂盒

:
德国

R o e h e
公司

。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 ^ n g
一

2
,

J
、

干扰 R N A (
s i RN A )表达载体的构

建 引物设计
:
根据 B D iB os ic en ce s

公司软件
,

在

线设计 A gn
一

sZ iR N A 引物 2 条
,

序 列如下
: 5

’ -

g a te e G T G A G CA G G A C T G T T CTT CTT CA A G A G A G A A

G A A C AGT CCT G CCT A C
`

l
’

l
’

l
’

I
’

l
’

l玄
一

3
`

: 5
` 一 a a t te A A

A A A A G T G A G C A G G A C T GT T C r l
,

C T CT C r TGA A G A

A G A A C AG T C C T G C T C A C g
一

3
` 。

双链 DN A ( d
s D N A )

的合成
:
将 2 条引物用 T E 溶解为 or o 林m ol L/

,

按

:1 1 混合为终浓度 50 林m oll L
,

按以下 反应条件合

成 d s D N A : 9 5 ℃ 3 0 5 ,

7 2 ℃ 2 m i n
,

3 7 ℃ 2 m i n
,

2 5 ℃ 2 m i n
,

然后置冰上备用
。

与 SP IR E N
一

S h u t t l e

v e e t
osr 线状质粒连接

: p S I R EN
一

S h u tt l e (2 5 m g l

林L ) 2 卜L
,

d s D N A I 林L
,

10 x

4T 连接缓冲液 1
.

5

卜L
,

4T 连接酶 (400 u单L ) 0
.

5 林L
,

无核酶水 9
.

5

卜L
,

B S ^ ( 10 m gzm L ) 0
.

5 林L
,

共 15 林L 的反应体

系
,

17 ℃连接过夜
。

Agn
一

sZ iRN A 表达载体的扩增
,

质粒抽提
,

酶切鉴定及测序
:
将连接产物转化

D H S。 感受态细胞
,

铺板 (卡那霉素抗性 )后挑取单

菌落摇菌过夜
,

用质粒提取试剂盒小量抽提质粒
。

质粒酶切及测序结果均符合设计要求
,

成功构建

A n g
一

Z s iR N A 表达载体
。

1
.

.2 2 纳 米 Agn
一

Z s i RNA 微粒制备和检测 纳米

nA g
一

isZ R N A 微粒制备
:
用水 /油 /水 (W OI , )双乳化

溶剂蒸发法制备纳米微球
。

将 2 卜岁林 L的 Agn
-

sZ i RN A质粒适量加入一定体积的质量分数 1% 降

解聚乳酸二氯甲烷溶液中
,

超声 5 m in 使之成为

均一稳定的初乳液 (油包水 )
,

然后在超声条件下

将 100 m L 质量分数 .0 4 % O救甲基壳聚糖水溶
液滴加到初乳液

,

超声 10 m in 后 形成复乳液 (水

包油 )
。

将此复乳液在电磁搅拌条件下挥发 4 h
,

形成胶体纳米微粒
,

采用高速离心得到白色沉淀
,

冷冻干燥后得到白色粉末
。

纳米微粒的形态和粒

径
: A gn

一

sZ iRN A 纳米微粒胶体溶液滴加到铜网支

持膜上
,

扫描电镜观察微粒的形态和粒径
。

1
.

2
.

3 人脐静脉内皮细胞 ( Hu V E c )的原代培养

无菌收集足月顺产的胎儿脐带 (中山大学附属第

二医院产科提供 )长约 20
~

30
C m 。

用 D一 an ks 冲洗

至静脉内无血
,

止血钳夹住一端插管
,

另一端注入

.2 5 9几 的胰蛋白酶
,

使之充盈后夹闭脐带
,

将其

放入无菌容器内
,

3 7 ℃保温 1 5一 2 0 m i n 。

D 一 a n k s

冲洗至加有少量血清 (中和胰酶 )的 50 m L 离心管

中
。

20 一 2 5 ℃ 1 2X() r/ m i n 离心 10 m i n (北京医用

离心机厂 L D4
一

2
, : = 15 Cm )

。

用 5一 10 m L 含 200

m U L 血清并添加内皮细胞生长支持物的 M 19 9 培

养基重悬细胞
,

将细胞移入 2 岁L 明胶包被过的

培养瓶中
,

37 ℃培养过夜
,

换液
。

以后隔天换液
。

当细胞融合后传 1一 3 代
。

备用
。

1
.

2
.

4 HU V EC 的细胞转染 在 2 4 孔培养板中接

种 H u v E c 细胞 (细胞爬片 )
,

试验分 3 组
:
空白对

照组
,

纳米组
,

脂质体组
。

37 ℃
,

体积分数 5 % C 0 2

孵箱培养至细胞覆盖率约 70 %时
,

吸去培养液
,

用

BP S 洗细胞 2 次
,

加 A gn
一

sZ i RN A 纳米微粒与无血

清培养基的混合溶液覆盖 HU v E C 细胞
,

37 ℃
,

体

积分数 5% CO :
孵箱培育 s h 后

,

替换为含体积分

数 20 %小牛血清的完全培养基
,

48 h 后 CP R 和免

疫细胞化学观察 A gn
一

2 的表达情况
。

同时以脂质

体转等量 A gn
一

sZ iR N A 质粒进入 H u v E c 细胞为

对照
。

1
.

2
.

5 nA g
一

isZ R N A 干扰效果的检测 免疫细胞化

学
:
细胞爬片后进行免疫细胞化学分析

,

采用

s A B c 法
,

D A B 显色
。

结果判定标准
:
细胞浆见到

清晰的棕褐色颗粒者为阳性细胞
。

每例样本观察

5 个高倍视野
,

以综合染色强度评分和阳性细胞

数占同类细胞的百分比计算阳性细胞
,

通过染色

强度指数 (
s t a i n i n g i n t e n s i t y i n d e x ,

5 11)(染色强度指
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数
二 o x阴性细胞 %+l

x
弱阳性细胞 % + Z x阳性细胞

% + 3 x强阳性细胞 % )进行半定量分析
。

半定量 R T
-

PC R :
从 HU V E C 细胞中提取总 R NA

,

进行 R T
-

CP R
,

产物进行琼脂糖凝胶电泳分析
,

看有无 320

帅 长的特异性 Agn
一

2 基因片断出现
,

并进行激光

积分密度扫描
,

曲线下面积作为 P CR 产物的含量

进行半定量
。

1
.

.2 6 A gn
一

sZ iR N A 对 H Zo
Z

损 伤细胞的保护作用

细胞转染 s h 后
,

3 组 (空白对照组
,

纳米组
,

脂

质体组 )细胞均加入 H Zo Z ,

终浓度为 0
,

5 x l 05 m o l /

L
,

2 4 h 后观察细胞凋亡情况
。

细胞凋亡检测按德

国 Roc h e
公司 T U N N E L 原位细 胞凋 亡检测试剂

盒说明进行
。

凋亡结果判定
:
细胞核中有棕黄色颗

粒沉积者为阳性细胞
。

高倍镜下随机选择 5 个视

野
,

数 500 个细胞
,

其中阳性细胞所占百分比即凋

亡指数 (
a
卯 p to t i e i n d e x ,

A l )
。

1
.

3 统计学处理

所得数据用 几
、
表示

,

组间 比较采用方差分

析 ;如方差不齐
,

则先行秩和检验比较 3 组总体分

布情况
,

再作秩变换后行方差分析比较各组间差

异
。

所有数据均用 w idn
o w s s SP sl 1

.

0 软件包处

理
。

完整
,

分散性 良好
。

紫外分光光度计 2 6 0 n m 测定

A gn
一

sZ iR N A 纳米微粒基因含量平均值为 3
.

52 %
,

基 因包埋率为 97
.

55 %
。

按以下公式计算
:
包埋率

(%卜{恤 (包裹前总 D N A卜m (未被包裹 DN )A ]m/ (包

裹前总 D N )A }xl oo %
。

F ig
.

l

2
.

2

鞠 ,2 `
.

o xK 卜二与 韶 :
’

言黑 韶二若瑞 ” 器认盆百

图 1 纳米的形态和尺寸

T h e m i e r侧沈 o P ie m o rP h o lo gy o f ht e an n os Ph e r e

(
x 25 《兀幻)

纳米 is A n -g 2 微粒转染 H U V E C 后免疫细

2 结 果

2
.

1 纳米微粒形态与尺寸

扫描电镜 (图 l) 见 A gn
一

sZ iR N A 纳米微球呈

球形和椭球形
,

粒径 200
n m

,

大小分布均匀
,

包封

胞化学染色

细胞转染研究发现
,

纳米 A gn
一

sZ iR N A 微粒可

转移 SI R N A 质粒进入 H UV E C 细胞
,

免疫细胞化

学鉴定
,

转染前 H U V E C 的 A gn
一

2 表达旺盛 (图

2 )
,

纳米
、

脂质体转染 A gn
一

sZ iR N A 质粒后 A gn
一

2

表达很少 (图 3
,

4) 与转染前比较
,

两组 p < .0 01
,

差异有统计学意义 (表 l)
。

圈 乙 将宋 .lJ 凡飞
· ` 俐双达千 .

圈 3 转染纳米徽粒后 A n g- 2 表达稀少

圈 4 转染脂质体后 A gn 一 表达稀少

F gl
.

2 lF o u到肠讨瑰 A gn
·

2 e x P r

ess lo n be fo r e t ar ns 价犯d o n
(
x
4 X() )

n .g 3 aR er A gn
·

2 e xP r e SS io n a n比r an nos
P h e er w as tr a ns 公叉 t de ( x 4 00 )

F lg
.

4 aR er A gn
·

2 e xP r侧洛 io n a ft e r 肚p o so lue w as tr a ns 价兄 tde ( x 4 00 )
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等
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纳米血管生成素
一
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表 1 转染前后 Agn
一

2 染色强度指数
,
m R N A 表达半定量

,

凋亡指数比较

T a ble 1 C o m p a
ir

s o n o f s t a i n i
n g i n t e n s i ty in d e x , s e m i

-

q u a n t iat t i
v e r a t i o

, a n d a P o p t o t ie in d e x b e fo er
a n d a

ft
e r

tar n s fe e t i
o n

G or u P 511 (
n = 7 ) SQR (

n = 8 ) A l (
n =

9 )

C o n tor l 2
.

23 土 0
.

18 1 15 士 0
.

10 50
.

90 土 8
.

30

N
a n o s P h e er 0

.

3 1 土 0
.

0 3 0
.

13 土 0 0 3 8
.

2 0 士 1
.

10

U P o s o m e
0

.

32 土 0
·

0 3 0
.

12 士 0
.

0 3 3 1
.

5 0 士 18 7 0

511: s t a in in g in t e n s i t y in d e x : SQR : s e m i
一

q u a n t i t a t i v e ar t i o : A I:

a
po P t o t i e in d e x

.

C o m p aer d a m o n g th r e e

脚
u p s

,

5 11 :

犷
= 13

.

6 0 2
,

P <

0
.

0 1
,

SQR :
犷
二 1 5

.

6 6 6
,

P < 0
.

0 1
,

A l : =F 14 5
.

2 8 5
,

P < 0 刀 l

作用

H 20 :
对内皮细胞有较强的毒害作用

,

对照组

细胞凋亡较多 (图 6)
,

而转染纳米
S IA gn

一

2 后
,

显

示 良好的细胞保护功能 (图 7 )
。

但脂质体组未能

表现出细胞保护作用 (图 8 )
,

可 能与脂质体的细

胞毒性有关
。

3 组 比较
,

尸 < .0 01
,

差异有统计学意

义 (表 l)
。

b P 1 2 3 4 5 6 了 8 9

2
.

3 纳米 s iA n g
一

2 微粒转染 H U V E C 后 A n g
·

2

的 m R N A 表达

A gn
一

2 表达量与内参照的吸 光度积分 比值

(
s e m i

一

q u a n ti ta t i v e ar t i o
,

S Qn )
:
纳米组

、

脂质体组

与对照 组相 比
,

尸 < .0 01
。

纳米和脂质体转导

is RN A 后
,

H U V E C 的 A gn
一

2 的表达明显受到抑制

(图 5 )
。

两种载体介导的 A gn
一

sZ i RN A 均有明显的

干扰效果 (表 l)
。

.2 4 纳米 is A n g一 微粒对 H刀
2
损伤细胞的保护

2 0 0 0

1 0 0 0

7 5 0

5 0 0

2 5 0

10 0

图 5 转染前后
,

A n g一 的 m R N A 表达水平

F i g
.

5 T h e l ve e l Of A gn
一

2 e x P r e ss 沁 n be fo r e a
dn

a n e r

t r a n s fe c ti o n

ha
n e l

,

4
,

7 : M ar k e r ; aL
n e Z

,

5
,

8:
月

一 a e r in : 恤
n e 3

,

6
,

9 : A n g
一

2 ;

G ro u p A : e o n t ro l 脚
u p : G ro u p B : n an o s p h e re 脚

u p : G ro u P C :

lip o s o m e g ro u p

图 6 对照组凋亡细胞较多

图 7 纳米组凋亡细胞较少

图 8 脂质体组凋亡细胞很多

F ig
·

6 M a ny a OP Pto it c e e l l in e o n t ro l g ro u P ( x 4 0() )

F ig
·

7 R a r e a po P to t i e e e ll in n a n o s P h e r e g r o u P (
x 4 X() )

F ig
.

8 F l o u
irs h in g a po P to it e e e ll in liOP s o m e g ro

u P ( x 4X() )

3 讨 论

血管生成素家族包括 4 个成员
: A ng

一

1
,

2, 3
,

4
,

它们都有共同的受体即内皮受体型酪氨酸激酶

T ie Z [ , ]
。

传统观点认为
,

A n g
一

l 与 A n g
一

4 活化 T i e Z

受体
,

而 A n g
一

2 与 A gn
一

3 抑制 Agn
一

1 诱导 iT eZ 的

磷酸化作用
。

A gn
一

2 通过竞争结合 iT eZ 受体拮抗

nA g
一

1 的血管生 成作用
。

一般认为以 Agn
一

1 和

nA g
一

2 与血管生成关系最为密切 2[]
。

但最近发现
,

血管生成素
一

2 的血管生成作用

是多种多样的
,

在不 同的时间范围
,

不同的剂量
,
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不 同的组织
、

细胞类型
,

其血管生成都有可能不

同
,

它既可能促进血管生成
,

也可能促进血管消

退
。

其作用与周围的微环境特别是 V EG F 密切相

关 13 ]
。

目前的试验均表明
,

在急
、

慢性心肌缺血
.

等过

程 中
,

并未观察到 Agn
一

1 的变化
,

而 A gn
一

2 和

V E G F 则表达升高
,

因而认为
,

Agn
一

1 并未参与心

力衰竭后的血管重 建 l4]
。

也有研究表 明
,

单独的

增加 V E G F 与心肌梗死的预后并无关系
,

另有其

它因素一起参与了 V E G F 的心脏保护作用
。

在心

肌梗死过程中
,

至今血管生成素
一

2 的机制不 明
。

但可以肯定的是其作用是 巨大 的
。

近年来的研究表明
,

一些短片段的双链 R N A

可 以通过促使特定基 因的 m R N A 降解来高效
、

特

异的阻断体内特定基因表达
,

诱使细胞表现 出特

定基因缺失的表型
,

称为 R N A 干扰 ( RN A int er
-

fo r e n e e ,

RN A i ) l
, ]

。 s i RN A (
s m a l l i n t e

fer
r i n g RN A s

)就

是这种短片段双链 RN A分子
,

能够以序列同源互

补的 m R N A 为靶目标
,

降解特定的 m RN A
。

基因治疗的载体选择也是 目前的难题
。

裸质

粒转染效率极低
,

病毒类载体有免疫原性和潜在

的致瘤性
,

阳离子脂质体则存在细胞毒性的问题
。

用高分子材料构建纳米微粒做转染载体
,

是近年

来兴起的一种新方法 l6]
。

我们采用聚乳酸 ( PL A )和

O
一

梭甲基壳聚糖作为纳米构建的原料
,

所得纳米

微粒具有无毒
、

生物相容性高
、

生物可降解
、

可控

制释放
、

提高生物利用度等优点 l7]
。

在本试验中
,

我们利用无免疫原性
,

无致瘤性

和细胞毒性的纳米微粒
,

结合 is R N A 技术
,

成功

地干扰 Agn
一

2 基因地表达
,

并发现其 良好的细胞

保护作用
,

验证 了这一新技术的先进性和可行性
。

但这种细胞保护功能是直接干扰 Agn
一

2 所致 181
,

还

是改变 Agn
一

1A/ gn
一

2 比值 l9] 引起
,

抑或是导致下游

受体 iT eZ 传导通路的变化 l ’ 01等等
,

这都是值得进

一步研究的问题
。

纳米 A gn
一

sZ iR N A 微粒的构建
,

为我们下一步研究心肌梗死的血管修复机制奠定

了坚实的基础
。
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