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摘　要　研究和评价共载特异性抑制环氧化酶（ＣＯＸ２）表达的小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）和多西他赛（ＤＴＸ）的透明质酸修饰二
硫键交联的聚乙酰亚胺（ＰＥＩｓｓ）与聚乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）形成的还原敏感型肿瘤靶向纳米粒（ＤＴＸ／ｓｉＣＯＸ２／
ＨＲＰＳＰＮＰｓ）的体外质量。首先，通过溶剂挥发法制备ＤＴＸ／ｓｉＣＯＸ２／ＨＲＰＳＰＮＰｓ，同时制备不含二硫键交联的透明质酸修
饰的ＰＥＩＰＬＧＡ纳米粒（ＤＴＸ／ｓｉＣＯＸ２／ＨＰＰＮＰｓ）作为对照。结果显示，两者ＮＰｓ呈核壳圆形，粒径处于１５０～２００ｎｍ之间，
体外释放实验表明，ＤＴＸ／ｓｉＣＯＸ２／ＨＲＰＳＰＮＰｓ中的ＤＴＸ在２４ｈ内呈现缓释行为，且ＨＲＰＳＰＮＰｓ在ｐＨ５０中８ｈ时的累积
释药量较ｐＨ７４中释药量高１０％～２５％，证明酸性条件更有利于纳米粒中ＤＴＸ的释放，具有肿瘤微环境敏感性。体外细
胞摄取实验表明，当Ｎ／Ｐ比为４０／１，孵育时间在１４～１６ｈ时，纳米粒的摄取量最高，受体靶向抑制试验显示，ＨＲＰＳＰＮＰｓ能
特异性结合ＣＤ４４受体，具有肿瘤细胞靶向性。最后，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法测定不同纳米粒对细胞内 Ｂｃｌ２，ｂａｘ，ｃａｓｐａｓｅ３
和ＣＯＸ２蛋白的相对表达效率。结果显示，实验组与对照组相比，促凋亡蛋白ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ３显著增加，抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２
显著下降，ＣＯＸ２蛋白的表达也相应降低，尤其以ＤＴＸ／ｓｉＣＯＸ２／ＨＲＰＳＰＮＰｓ组最为明显（Ｐ＜００１），实现了小分子药物和
ｓｉＲＮＡ协同特异性治疗的目的。
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　　近年来，抗肿瘤药物的研究已从传统的细胞毒
小分子药物延伸至特异性基因治疗、免疫治疗以及

针对新靶点药物［１］。与传统的小分子药物相比，

小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）具有更高的特异性、高效性以
及更短的研发周期而展示出巨大潜力［２］。研究表

明：ＣＯＸ２蛋白在多种肿瘤中呈现高表达［３］；且这

种高表达状态始于肿瘤形成的早期阶段。此后

ＣＯＸ２通过促血管生成、加速肿瘤细胞增殖、抑制
细胞凋亡等在肿瘤的发生发展过程中发挥重要的作

用［４－５］。因此，本课题选择ＣＯＸ２ｓｉＲＮＡ（ｓｉＣＯＸ２）
作为基因药物，将之与传统的小分子化疗药物多西

他赛（ＤＴＸ）相结合，利用二者不同的抗肿瘤机制
和作用靶点达到协同治疗的目的。

纳米粒是粒径在１０～１０００ｎｍ之间的固体胶
体颗粒，与其他给药系统相比，纳米粒通常有较高

的包封率和载药量以及较好的稳定性［６－７］。本实

验组已构建了透明质酸（ＨＡ）修饰二硫键交联的
聚乙酰亚胺（ＰＥＩｓｓ）与聚乳酸羟基乙酸共聚物
（ＰＬＧＡ）形成的还原敏感肿瘤靶向纳米粒（ＨＲＰＳＰ
ＮＰｓ）共载基因联合小分子药物抗肿瘤靶向传递系
统［８］。其中采用内源性物质透明质酸（ＨＡ）作为
靶向基团，生物可降解且刺激性小，纳米粒中间层

结构由ｓｉＲＮＡ和ＰＥＩｓｓ组成，ＰＥＩｓｓ在保证了ｓｉＲＮＡ
高转染效率的同时可解决高相对分子质量的 ＰＥＩ
细胞毒性大且在体内无法生物降解的问题。研究

发现在很多肿瘤细胞中谷胱甘肽（ＧＳＨ）明显升
高［９］，肿瘤细胞内部的高 ＧＳＨ水平可以有效断裂
二硫键从而控制 ｓｉＲＮＡ在胞内的释放，提高基因
沉默效果。疏水性内核为生物可降解材料ＰＬＧＡ，
生物相容性高，可包裹疏水性小分子药物，达到基

因协同药物增效治疗的目的。本研究就共载

ｓｉＣＯＸ２和ＤＴＸ的纳米粒进行了体外物理化学性
质的评价，并对肿瘤细胞的凋亡机制进行探讨，针

对肿瘤细胞凋亡中的重要蛋白进行检测，为今后的

应用研究提供科学依据。

!

　材　料

１１　药品和试剂
聚乙烯醇（ＰＶＡ，日本可乐丽公司）；聚（乳酸乙

醇酸）共聚物（ＰＬＧＡ，Ｍｒ１×１０
４，５０／５０，济南岱罡生

物工程有限公司）；多西他赛（ＤＴＸ，西安天丰生物科
技有限公司）；ＰＥＩｓｓ（自制，批号２０１３１１０７）；透明质
酸钠（Ｍｒ１１ｋＤ，山东福瑞达生物医药有限公司）；非
特异性ＦＡＭｓｉＲＮＡ、Ｃｙ３ｓｉＲＮＡ（南通百奥生物科技
有限公司）；ｓｉＣＯＸ２（南通百奥生物科技有限公司）；
ＤＡＰＩ染色剂（江苏凯基生物技术股份有限公司）；胰
酶（０２５％ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ）（加拿大 Ｇｉｂｃｏ公司）；
ＲＰＭＩ１６４０培养基；ＤＭＥＭ培养基（上海立菲生物
技术有限公司）；ＴＲＮｚｏｌＰｌｕｓ裂解液（南京铂优生
物技术有限公司）；２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ［天根生
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化科技（北京）有限公司］；ＲＡＮ酶抑制剂（ＲＮａｓｉｎ，
５０Ｕ／μＬ）、逆转录酶 ＭｍＬＶ、ＤＬ１００Ｍａｒｋｅｒ（日本
Ｔａｋａｒａ公司）、ＵｌｔｒａＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ（康为世纪公
司）；焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ，美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１２　仪　器

ＺｅｔａＰｌｕｓ激光粒度仪（美国 ＢｒｏｏｋｈａｖｅｎＩｎｓｔｒｕ
ｍｅｎｔｓ公司）；Ｈ７６５０型粒子电荷测定仪（德国
Ｍｕｔｅｋ公司）；ＬＣ２０ＡＴ泵、ＳＰＤ２０Ａ检测器、ＬＣ
Ｓｏｌｕｔｉｏｎ工作站（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；Ｎ２０００色谱
工作站（浙江大学信息工程有限公司）；酶标仪

Ｍｏｄｅ１６８０（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；荧光倒置显微镜
（德国Ｚｅｉｚｚ公司）；流式细胞仪（德国ＢＤ公司）。

"

　方　法

２１　ＤＴＸ／ｓｉＣＯＸ２／ＨＲＰＳＰＮＰｓ的制备
本实验室之前合成了二硫键交联的 ＰＥＩ

（ＰＥＩｓｓ，２５ｋＤ）［６］，精密称取 ＰＬＧＡ（Ｍｒ１×１０
４，

５０／５０）０２ｇ，加入ＣＨ２Ｃｌ２２５ｍＬ，丙酮６５ｍＬ，室
温充分溶解，另加入精密称定好的ＤＴＸ０２ｍｇ，室
温下静置使溶解。精密称取 ＰＥＩｓｓ００２ｇ，于丙酮
１ｍＬ中溶解后，加入到上述油相溶液中。配制３％
ＰＶＡ溶液和５％泊洛沙姆溶液各５ｍＬ，均匀混合
形成１０ｍＬ水相溶液。搅拌条件下将水相溶液逐
滴加入油相溶液中，混合均匀。使用超声波细胞粉

碎仪将混合溶液超声 ３０ｍｉｎ。使用旋转蒸发仪
（３７℃）缓慢蒸发掉有机溶剂，得ＰＥＩｓｓＰＬＧＡ纳米
粒（ＲＰＳＰＮＰｓ），将纳米粒用０４５μｍ微孔滤膜过
滤。按照不同的 Ｎ／Ｐ加入 ｓｉＲＮＡ，混匀，室温孵育
２０ｍｉｎ，得 ＤＴＸ／ｓｉＲＮＡ／ＲＰＳＰＮＰｓ；再按照不同的
Ｎ／Ｐ／ＣＯＯＨ（Ｎ／Ｐ）加入透明质酸钠，混合均匀，室
温孵育２０ｍｉｎ，得到ＤＴＸ／ｓｉＲＮＡ／ＨＲＰＳＰＮＰｓ。

同法可制备空白纳米粒 ＲＰＳＰＮＰｓ、ＨＲＰＳＰ
ＮＰｓ；单载ｓｉＣＯＸ２的纳米粒ｓｉＣＯＸ２／ＨＲＰＳＰＮＰｓ；
单载ＤＴＸ的纳米粒 ＤＴＸ／ＨＲＰＳＰＮＰｓ。同法，用市
售支链ＰＥＩ（Ｍｒ２５ｋＤ）分别制备非二硫键交联的
ＰＥＩＰＬＧＡ纳米粒（ＰＰＮＰｓ）和透明质酸修饰 ＰＥＩ
ＰＬＧＡ纳米粒（ＨＰＰＮＰｓ）作为对照。
２２　形态、粒径、Ｚｅｔａ电位
２２１　形态观察　使用透射电镜（ＴＥＭ）观察纳
米粒的结构并拍照。

２２２　粒径大小、分布与 Ｚｅｔａ电位　将制备好的
纳米粒加适量 Ｈｅｐｅｓ溶液稀释，用动态光散射法

（ＤＬＳ）测定纳米粒的粒径及其分布以及 Ｚｅｔａ电
位，测定波长为６５７ｎｍ，温度为２５℃。
２３　包封率与载药量的测定

按照“２１”项下方法制备 ＤＴＸ／ＲＰＳＰＮＰｓ和
ＤＴＸ／ＰＰＮＰｓ，分别取１００μＬ，精密称定其质量，再分
别加入乙腈６００μＬ，涡旋２ｍｉｎ混匀，１５０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，取上清液过０２２μｍ微孔滤膜，取少量
续滤液于进样小瓶中，进样２０μＬ。液相条件如下：
流动相为乙腈水（５５∶４５）；流速为０８ｍＬ／ｍｉｎ；检
测波长为２３０ｎｍ；柱温为３５℃，记录色谱峰面积，
用外标法计算ＤＴＸ的包封率与载药量。方法属性
良好，回收率和精密度考察符合要求。

２４　载 ＤＴＸ纳米粒在不同释放介质中的释放
行为

按照“２１”项下方法制备ＤＴＸ／ＨＲＰＳＰＮＰｓ和
ＤＴＸ／ＨＰＰＮＰｓ。分别取０２ｍｇ／ｍＬＤＴＸ制剂溶液
０５ｍＬ于透析袋（截留相对分子质量３５ｋＤ）内，
两端用棉线扎紧，置于１０ｍＬ离心管内，各加入释
放介质（ｐＨ７４，ｐＨ５０，ｐＨ５０＋２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＧＳＨ）４５ｍＬ，置３７℃恒温水浴振荡器中，转速为
１１０ｒ／ｍｉｎ，分别于１，４，８，１２，２４，３６，４８，７２ｈ取释
放介质０５ｍＬ于离心管中，加乙腈０５ｍＬ，涡旋
５ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取上清液，过
０２２μｍ有机滤膜，弃初滤液，取续滤液于进样小
瓶，于高效液相色谱仪进样，进样体积为２０μＬ，照
“２３”项下方法分别测定 ８个时间点上清液中
ＤＴＸ的浓度ｃｎ（ｎ＝１，２，３，４，５，６，７，８），计算各时
间点百分数。释放介质选取 ＰＢＳ（ｐＨ７４）和 ＰＢＳ
（ｐＨ５０）以及 ＰＢＳ（ｐＨ５０＋２０ｍｍｏｌ／ＬＧＳＨ），
以研究不同释放介质对ＤＴＸ释放行为的影响。为
保证漏槽条件，释放介质加Ｔｗｅｅｎ８０增溶，每取一
次样后更换一次释放介质。计算各时间点的累积

释放百分数。

２５　ｓｉＲＮＡ／ＨＲＰＳＰＮＰｓ细胞转染
２５１　细胞的培养　ＳＧＣ７９０１细胞在３７℃、５％
ＣＯ２培养箱饱和湿度下培养，培养基为 ＲＰＭＩ
１６４０，１０％胎牛血清，１％双抗，传代比例１∶３。
２５２　纳米粒的细胞转染　转染前一天，将每孔
４×１０４～５×１０４个 ＳＧＣ７９０１细胞接种于２４孔板，
培养２４ｈ后，吸去培养基，用 ＰＢＳ（ｐＨ７４）洗 ３
次，每孔中加入无血清ＲＰＭＩ１６４０培养基５００μＬ。
按照 Ｎ／Ｐ＝２０／１，４０／１，６０／１，制备 Ｃｙ３ｓｉＲＮＡ／
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ＨＲＰＳＰＮＰｓ，置于３７℃细胞培养箱中转染８，１６，
２４ｈ。取出细胞后，避光条件下每孔加入 ＰＢＳ
（ｐＨ７４）适量，洗３次。每孔加入４％ 多聚甲醛
固定液３００μＬ，将细胞培养板置４℃冰箱中静置
２０ｍｉｎ。取出后，用ＰＢＳ（ｐＨ７４）洗３次，每孔加
入 ＤＡＰＩ染色液（１μｇ／ｍＬ）２００μＬ室温放置
１０ｍｉｎ，再加入 ＰＢＳ（ｐＨ７４）洗 ３次。用市售
ＰＥＩ（Ｍｒ２５ｋＤ）水溶液及市售转染试剂 ｓｉＲＮＡ
ｍａｔｅ作为对照，荧光倒置显微镜下观察并拍照。
ＤＡＰＩ激发波长为３４０ｎｍ（紫外），Ｃｙ３激发波长
约为５５０ｎｍ（红光）。
２５３　受体抑制实验纳米粒的靶向性　为验证
ＨＡ修饰后的纳米粒在细胞水平上具有ＣＤ４４受体
靶向性，按照“２５１”项下细胞培养，先加入透明
质酸钠溶液（１０ｍｇ／ｍＬ）与细胞在３７℃、５％ＣＯ２
条件下共孵育１ｈ，使细胞表面的 ＣＤ４４受体充分
饱和。配制ＲＰＳＰＮＰｓ和ＨＲＰＳＰＮＰｓ，加入到ＣＤ４４
过度表达的ＳＧＣ７９０１细胞中，孵育１６ｈ。用不加
预处理的细胞同法操作。消化收集细胞，用流式细

胞仪检测细胞内平均荧光强度，细胞采集数为１万
个，以不加入药物溶液的细胞作为对照。

２６　ＲＴＰＣＲ法定量测定细胞内 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ
含量

细胞总ＲＮＡ按试剂说明常规提取，酶标仪测
定 ＲＮＡ浓度，各取总 ＲＮＡ５μｇ，按 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ

ＨＭｉｎｕｓＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ操作说明
合成 ｃＤＮＡ。根据 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒说明准备
反应混合物，每孔加入样本 ｃＤＮＡ１μＬ，设置３孔
重复。预设循环参数为：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃
变性１５ｓ，６０℃复性２０ｓ，６０℃延伸１ｍｉｎ，重复
６０个循环；６０℃恒温５ｍｉｎ进行 ＰＣＲ扩增。根据
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测系统给出的反应管内的荧光信
号达到设定域值时所经历的循环数（Ｃｔ值）计算目
的基因相对内参基因的比值。

２７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法定量测定细胞内 Ｂｃｌ２，ｂａｘ，
ｃａｓｐａｓｅ３及ＣＯＸ２蛋白含量

收集ＳＧＣ７９０１对数生长期细胞，提取细胞内
总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。按每孔５０μｇ的等
蛋白含量上样，通过 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离，然后恒流湿转至ＰＶＤＦ膜上。ＴＢＳＴ洗膜３次，
每次１０ｍｉｎ。加入按比例稀释的一抗，４℃冰箱过
夜。ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，加入二抗孵育
１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。ＥＣＬ发光试剂
盒暗室显色，Ｘ线胶片压片后进行显影、定影。对
条带进行扫描保存，用 ＩｍａｇｅＪ分析软件对条带进
行灰度分析。

２８　统计学处理
使用ＳＰＳＳ１２０软件对结果进行分析，每组实

验重复３次，数据用 珋ｘ±ｓ表示，平均值之间比较采
用ｔ检验，Ｐ＜００５为差异，Ｐ＜００１为显著性差异
有统计学意义。

#

　结　果

３１　纳米粒的表征
由透射电镜图片（图１）可知，ＤＴＸ／ｓｉＣＯＸ２／

ＨＲＰＳＰＮＰｓ呈典型的核壳圆形结构，ＨＲＰＳＰＮＰｓ
的粒径约为５０～１００ｎｍ且粒径较为均匀。而用
动态激光散射法（ＤＬＳ）（图２）可知，粒径为１１０～
２２０ｎｍ，与ＨＰＰＮＰｓ相比粒径稍大，但多分散指数
（ＰＤＩ）不超过０１２，当按照 Ｎ／Ｐ比４０／１加入少量
ｓｉＲＮＡ后，纳米粒的粒径略增大，电位略减小；之后
随着ＨＡ加入比例的增大，纳米粒的粒径呈现先增
大后减小的趋势，而电位则出现由正到负的翻转。

当电位降至０ｍＶ左右时，纳米粒的粒径也增至最
大。载ＤＴＸ的ＨＰＰ纳米粒包封率约为８７５％，载
药量约为 １８９％，而 ＨＲＰＳＰ纳米粒的包封率为
７９５％，载药量为１６８８％，结果均表明其对 ＤＴＸ
具有较好的包载能力。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴＥＭｉｍａｇｅｓｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ（ＮＰｓ）
Ａ：ｓｉＲＮＡ／ＲＰＳＰＮＰｓ；Ｂ：ｓｉＲＮＡ／ＨＲＰＳＰＮＰｓ
ＲＰＳＰ：ＰＥＩｓｓＰＬＧＡＮＰｓ；ＨＲＰＳＰ：ＨＡＰＥＩｓｓＰＬＧＡＮＰｓ
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＰａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅａｎｄＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｎａｎｏｃｏｍｐｌｅｘｅｓ
ｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ（ＨＡ）

３２　载ＤＴＸ纳米粒在不同释放介质中的释放行为
从４组制剂在２种不同释放介质中的累积释

放百分数曲线（图３）可以看出：纳米粒中的 ＤＴＸ
在２４ｈ内呈现缓释释放。在 ｐＨ７４的释放介质
中４组制剂０～８ｈ时内的累积释放率在５０％ ～
６０％左右，且 ＨＡ的修饰并未对 ＤＴＸ的释放造成
显著性影响；在ｐＨ５０的释放介质中，４组制剂在
８ｈ时的累积释放率分别比 ｐＨ７４介质中８ｈ内
的累积释放率高出约１０％ ～２５％，组内比较后发
现，ＨＡ的加入会使释放呈现一定程度的减缓，这
可能是由于外层的 ＨＡ对内核 ＰＬＧＡ具有一定的
保护作用，加入 ＧＳＨ后，ＲＰＳＰＮＰｓ和 ＨＲＰＳＰＮＰｓ
在ｐＨ５０时释放比 ＰＰＮＰｓ和 ＲＰＳＰＮＰｓ快，２４ｈ
时累积释放量高出１５％。

—●—ＤＴＸ／ＰＰＮＰｓ；—○—ＤＴＸ／ＨＰＰＮＰｓ；——ＤＴＸ／ＲＰＳＰＮＰｓ；——ＤＴＸ／ＨＲＰＳＰＮＰｓ
Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｏｆｄｏｃｅｔａｘｅｌ（ＤＴＸ）ｆｒｏｍＤＴＸ／ＰＰＮＰｓ，ＤＴＸ／ＨＰＰＮＰｓ，ＤＴＸ／ＲＰＳＰＮＰｓ，ＤＴＸ／ＨＲＰＳＰＮＰｓｉｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ（０５％ ｏｆＴｗｅｅｎ８０，ｐＨ７４），ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ（０５％ ｏｆＴｗｅｅｎ８０，ｐＨ５０）ａｎｄｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ（０５％ ｏｆＴｗｅｅｎ８０，ｐＨ
５０）ｗｉｔｈＧＳＨａｔ３７°Ｃ
ＰＰ：ＰＥＩＰＬＧＡＮＰｓ；ＨＰＰ：ＨＡＰＥＩＰＬＧＡＮＰｓ

３３　纳米粒的细胞转染评价
由荧光倒置显微镜图片可以看出，随着 Ｎ／Ｐ

的增大，胞内的 Ｃｙ３ｓｉＲＮＡ荧光强度越强，说明摄
取入胞的Ｃｙ３ｓｉＲＮＡ的量越多，但是当Ｎ／Ｐ＝６０／１
时，显微镜下明场视野中观察到细胞状态已受到影

响，故选择 Ｎ／Ｐ＝４０／１的纳米粒为最佳载体浓度
（图４）。随着时间的延长，摄取入胞的 Ｃｙ３ｓｉＲＮＡ
的荧光强度在１６ｈ时达到最大。这是由于细胞对
纳米粒的摄取需要一定的时间，转染８ｈ时 Ｃｙ３
ｓｉＲＮＡ并未被细胞完全摄取，因而荧光较弱，而当
时间延长至２４ｈ时，Ｃｙ３ｓｉＲＮＡ已在细胞内降解或
荧光逐渐猝灭，因此观察到的荧光强度有所减弱

（图５）。ＨＲＰＳＰＮＰｓ在Ｎ／Ｐ＝４０／１，１６ｈ的条件下
转染率最高，作为细胞实验的最佳浓度和时间，呈

现出较高的细胞转染效率。

受体抑制靶向性实验表明（图６），对于加 ＨＡ

预先饱和后的细胞，ＨＡ修饰的ＨＲＰＳＰＮＰｓ细胞内
平均荧光强度显著下降 ５０％；而非 ＨＡ修饰的
ＲＰＳＰＮＰｓ转染的细胞内平均荧光强度在 ＨＡ饱和
前后并无明显改变。

３４　ＣＯＸ２在ｍＲＮＡ和蛋白质水平上的定量测定
由图７Ａ可以看出，市售对照组 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００／ｓｉＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ／ＨＰＰＮＰｓ，ｓｉＲＮＡ／ＨＲＰＳＰＮＰｓ，
对ＳＧＣ７９０１细胞转染２４ｈ后胞内 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ
的相对沉默率分别为４００６％，５５％和６９５８％，因
此实验组与对照组相比在 Ｐ＜０００１水平上有显
著性差异，而 ｓｉＲＮＡ／ＨＲＰＳＰＮＰｓ组表现出最为明
显的ｍＲＮＡ下调结果。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图
７Ｂ），各实验组和对照组中，作为内参βａｃｔｉｎ蛋白
的表达未受影响。从 ＣＯＸ２蛋白抑制效果可见：
ＤＴＸ／ｓｉＣＯＸ２／ＨＲＰＳＰＮＰｓ大于 ｓｉＣＯＸ２／ＨＲＰＳＰ
ＮＰｓ远远大于 ＤＴＸ／ＨＲＰＳＰＮＰｓ。从以上结果可

３３４
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得：ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法表明纳米粒转染后ＣＯＸ
２的在ｍＲＮＡ和蛋白质定量表达基本吻合一致。
３５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定纳米粒对肿瘤细胞内
Ｂｃｌ２，ｂａｘ，ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响

由图８可见，经纳米粒转染后的 ＳＧＣ７９０１细
胞中 Ｂｃｌ２蛋白的相对量均呈现不同程度的下调，
同时ｂａｘ蛋白与ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的相对表达量均呈

现不同程度的上调，表明经纳米粒转染后具有加速

肿瘤细胞凋亡的作用。这种变化在以ＤＴＸ／ｓｉＣＯＸ
２／ＨＲＰＳＰＮＰｓ组中表现最为明显，尤其是ｂａｘ促凋
亡蛋白有高于其余组的上调；其次为 ｓｉＣＯＸ２／
ＨＲＰＳＰＮＰｓ组，再次为 ＤＴＸ／ＨＲＰＳＰＮＰｓ。其余实
验组３种蛋白的表现并无显著性差别。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＣｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅｏｆＣｙ３ｓｉＲＮＡｆｒｏｍＨＲＰＳＰＮＰｓｉｎｔｏＳＧＣ７９０１ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｅｄＮ／Ｐｒａｔｉｏ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＣｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅｏｆＣｙ３ｓｉＲＮＡｆｒｏｍＨＲＰＳＰＮＰｓｉｎｔｏＳＧＣ７９０１ｃｅｌｌｓｗｉｔｈＮ／Ｐ＝４０／１ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ
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Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｎａｎｏａｒｔｉｃｌｅｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（Ｐ＜００５）
１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＲＰＳＰＮＰｓ，ＦｒｅｅＨＡ＋ＲＰＳＰＮＰｓ；２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＨＲＰＳＰＮＰｓ，ＦｒｅｅＨＡ＋ＨＲＰＳＰＮＰｓ

Ｆｉｇｕｒｅ７（Ａ）ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＸ２ｍＲＮＡｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＲＴＰＣＲ（Ｂ）ＤｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇＣＯＸ２ｋｎｏｃｋｄｏｗｎＴｈｅｕｐ
ｐｅｒｒｉｇｈｔｃｏｒｎｅｒｉｎ（Ｂ）ｓｈｏｗｅｄｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＣＯＸ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｆｒｏｍＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓ．Ｌａｎｅ１：ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌＮＰｓ
（ＮＣＮＰｓ）；Ｌａｎｅ２：ｓｉＲＮＡ／Ｌｉｐｏ２０００；Ｌａｎｅ３：ｓｉＲＮＡ／ＰＰＮＰｓ；Ｌａｎｅ４：ｓｉＲＮＡ／ＲＰＳＰＮＰｓ；Ｌａｎｅ５：ＤＴＸ／ＲＰＳＰＮＰｓ；Ｌａｎｅ６：ｓｉＲＮＡ／ＨＰＰＮＰｓ；Ｌａｎｅ
７：ｓｉＲＮＡ／ＨＲＰＳＰＮＰｓ；Ｌａｎｅ８：ＤＴＸ／ＨＲＰＳＰＮＰｓ；Ｌａｎｅ９：ｓｉＲＮＡ／ＤＴＸ／ＨＲＰＳＰＮＰｓ；ＳＧＣ７９０１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉＲＮＡ／ＮＰｓａｔＮ／Ｐｏｆ４０／
１ａｎｄＮ／Ｐ／ＣＯＯＨｏｆ４０／１／２ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｓｉＣＯＸ２ｗｉｔｈＬｉｐｏ２０００（ｓｉＲＮＡ／Ｌｉｐｏ２０００）ａｎｄＮＣｗｅｒｅ１００ｎｍｏｌ／Ｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）．Ｐ＜
００５，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

４　讨　论

通过旋转蒸发法制备的ＤＴＸ／ｓｉＣＯＸ２／ＨＲＰＳＰ
ＮＰｓ粒径在２００ｎｍ左右，能够通过 ＥＰＲ效应被动
靶向聚集在肿瘤组织内部。ＨＡ加入时粒径先逐
渐增大主要由于形成了纳米粒的外壳，而继续增大

ＨＡ含量，粒径却逐渐减小的原因可能是 ＨＡ与
ＰＥＩ之间的电荷吸引力增大使纳米粒变得更加紧
凑［１０］。电位为０ｍＶ时粒径最大，可能是由于纳米
粒表面电荷的减少从而使结构不稳定，粒径增大。

此外，ＨＡ修饰的纳米粒呈负电性能够有效地防止
体内ＲＥＳ系统吞噬和脂蛋白的结合，实现在体循

环中的稳定性。

体外释放实验结果表明：在酸性条件下，ＤＴＸ／
ＨＲＰＳＰＮＰｓ在８ｈ累积释药量可超过８０％，持续释
药时间为９０ｈ，且前１ｈ释放２０％，具有缓释效果，
但也存在明显的突释现象，比 ｐＨ为７４的情况下
８ｈ累积释药量高出 １０％ ～２５％，这可能是由于
ＰＬＧＡ在肿瘤微环境酸性条件下的降解导致。而
且在ＧＳＨ的存在下，同一时间 ＨＲＰＳＰＮＰｓ的释放
高于ＰＰＮＰｓ，表明ＧＳＨ对二硫键具有还原敏感性，
使ＰＥＩｓｓ裂解释药，从而证明了该载体具有肿瘤微
环境敏感性。
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Ｆｉｇｕｒｅ８　Ｒｅｌａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔｙｏｆｂａｘ，Ｂｃｌ２ａｎｄｃａｓｐａｓｅ３ｉｎＳＧＣ７９０１
ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｃｏｍｐｌｅｘｅｓｆｏｒ２４ｈ
１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｉＲＮＡ）；２：ｓｉＣＯＸ２／Ｌｉｐｏ２０００；３：
ｓｉＣＯＸ２／ＰＰＮＰｓ；４：ｓｉＣＯＸ２／ＲＰＳＰＮＰｓ；５：ＤＴＸ／ＲＰＳＰＮＰｓ；６：
ｓｉＣＯＸ２／ＨＰＰＮＰｓ；７：ＤＴＸ／ｓｉＣＯＸ２／ＨＲＰＳＰＮＰｓ；８：ＤＴＸ／ＨＲＰＳＰ
ＮＰｓ；９：ｓｉＣＯＸ２／ＨＲＰＳＰＮＰｓ

细胞转染实验显示，ＨＲＰＳＰＮＰｓ能有效进入细
胞，具有较高的转染率，而受体靶向抑制试验显示

ＳＧＣ７９０１对 ＨＡ修饰后的 ＨＲＰＳＰＮＰｓ的摄取与
ＣＤ４４受体介导有关，表明 ＨＲＰＳＰＮＰｓ能通过受体
信号通路选择性的与ＣＤ４４高表达的肿瘤细胞结合
实现有效转染。ＲＴＰＣＲ实验结果表明ＨＲＰＳＰＮＰｓ
能有效实现 ＣＯＸ２在 ｍＲＮＡ水平上的降低，而
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验表明ＤＴＸ／ｓｉＣＯＸ２／ＨＲＰＳＰＮＰｓ组
相比于 ｓｉＣＯＸ２／ＨＲＰＳＰＮＰｓ组在 ＣＯＸ２蛋白的表
达上只有略微降低，但相比其他实验组都有明显程

度的降低，从而证明该载体共载药能实现 ｓｉＣＯＸ２
在ｍＲＮＡ和蛋白水平上的表达的干扰作用。

有研究表明，多西他赛可以加强促进肿瘤细胞

凋亡，其促凋亡机制可能与上调 ｐ５３和 ｐ２１／ｗａｆ１
基因表达以及下调 ｂｃｌ２基因的表达有关，其对肿
瘤细胞的杀伤作用主要包括诱导凋亡、坏死或其他

方式的细胞死亡［１１］。但纳米粒在肿瘤细胞内 Ｂｃｌ
２，ｂａｘ，ｃａｓｐａｓｅ３的定量测定实验结果表明，ｂａｘ蛋
白与ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的相对量均呈现不同程度的上
调，而 Ｂｃｌ２有明显的下调，尤其以 ＤＴＸ／ｓｉＣＯＸ２／
ＨＲＰＳＰＮＰｓ最明显，与之前的摄取和ＲＴＰＣＲ结果
吻合，表明 ＤＴＸ和 ｓｉＣＯＸ２的共载药具有协同促
进细胞凋亡的作用。

%

　结　论

本研究成功构建了共载 ｓｉＲＮＡ和多西他赛的

纳米载体，该载体内部为疏水性内核 ＰＬＧＡ，为疏
水性药物提供疏水空间，外层为 ＰＥＩｓｓ和 ＨＡ，使内
部结构稳定，增加了肿瘤靶向能力，此系统能实现

ＤＴＸ的缓释，并有效地将基因和化疗药转染入细
胞并实现 ＣＯＸ２在 ｍＲＮＡ和蛋白水平上的降低，
通过调节蛋白表达并加速肿瘤细胞的凋亡。
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