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Ⅲ型钠磷共转运子小分子干扰 RNA2壳聚糖纳米球的制备及性质分析
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[摘要 ] 　目的 :制备 Ⅲ型钠磷共转运子小分子干扰 RNA (NaPi2Ⅲ siRNA)2壳聚糖纳米球 ,并考察其理化性质及体外释放情

况。方法 :将壳聚糖和 NaPi2ⅢsiRNA 通过复凝聚方法制备 NaPi2ⅢsiRNA2壳聚糖纳米球 ;透射电镜观察其形态 ,激光粒度

分析仪测定其粒径分布 ,RNase 酶解实验观察其对 NaPi2ⅢsiRNA 有无保护作用 ,并计算其包封率、载药量和对 NaPi2ⅢsiRNA

的体外控释能力。结果 :成功制备 NaPi2ⅢsiRNA2壳聚糖纳米球。电镜观察发现纳米球呈球形 ,分布均匀 ;激光粒度分析仪

测定其平均粒径为 173 nm ;经 RNase 酶解后 ,纳米球混悬液 D260 上升较单纯 NaPi2ⅢsiRNA 溶液上升缓慢 ( P < 0. 05 , t =

4. 32) ;药剂学分析发现其载药量为 28. 1 % ,包封率为 73. 07 % ,12 h 内 NaPi2ⅢsiRNA 的体外释放率不足 20 %。结论 :复凝聚

方法制备的 NaPi2ⅢsiRNA2壳聚糖纳米球包封率高、稳定性好、大小均匀 ,体外能显著延缓 NaPi2ⅢsiRNA 释放 ,可以在一定程

度上保护 NaPi2ⅢsiRNA 免受酶解。
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[ ABSTRACT] 　Objective :To prepare type Ⅲ sodium2phosphate cot ransporter (NaPi2Ⅲ) siRNA2loaded chitosan microspheres

and to evaluate their physico2chemical p roperties and siRNA release i n vi t ro. Methods : NaPi2ⅢsiRNA was loaded into chitosan

microspheres by using the complex coacervation method. The st ructure of the nanoparticles was observed under scanning elec2
t ron microscope and their diameter distribution was measured by a laser grain analyzer. RNase assay was used to detect the effi2
cacy of anoparticles in prevention of siRNA from degradation. Ult raviolet spect rophotometry and HPLC technique were used to

determine the entrapment efficiency , loading capacity , and siRNA releasing rate i n vit ro. Results : The chitosan nanoparticles

loaded with NaPi2Ⅲ siRNA were successfully prepared. The nanoparticles were spherical in shape and were well dist ributed ,

with an average diameter of 173 nm. After RNase t reatment , D260 rose more slowly in chitosan nanoparticles2based siRNA sus2
pension than in simple NaPi2Ⅲ siRNA solution ( P < 0. 05 , t = 4. 32) . Loading capacity of the nanoparticles was 28. 1 % , the en2
capsulation efficiency was 73. 07 % , and the total releasing rate of NaPi2Ⅲ siRNA was less than 20 % within 12 hours. Conclu2
sion : Chitosan nanoparticles loaded with NaPi2ⅢsiRNA have been prepared through a complex coacervation method. The parti2
cles have high encapsulation efficency and good stability and are homogeneous in size. They can obviously delay the release of

NaPi2Ⅲ siRNA i n vit ro and therefore prevent NaPi2Ⅲ siRNA from degradation.
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　　壳聚糖 (chito san ,CS) 是一种天然聚多糖 ,有良

好的生物相容性和生物可降解性 ,其分子中的葡糖

胺基荷正电 ,与基因药物可产生静电作用并凝聚为

多聚复合物 (polyplexes) ,形成结构相对致密的纳米

级粒子。这种纳米粒子可以克服药物经黏膜吸收的

生理学屏障 ,通过细胞内吞途径 ,抵达黏膜下淋巴组

织[1 ] 。

　　本研究采用钠磷共转运子 ( NaPi2Ⅲ) 为模型药

物 ,制备 NaPi2Ⅲ siRNA2壳聚糖纳米球 ,并研究其
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理化性质及体外释放情况 ,为进一步研究 RNA 干

扰 Na Pi2Ⅲ的表达奠定基础。

1 　材料和方法

1. 1 　材料 　壳聚糖 ,相对分子质量 450 000 ,脱乙酰

程度 90 % (浙江玉环海洋生物公司) ; NaPi2Ⅲ siR2
NA (上海吉玛基因化学技术有限公司合成) ; Na Pi2
Ⅲ siRNA oligo : Sense 5′2GUC CU G U GC ACU

U GU CUU A T T23′; Anti2sense 5′2UAA GAC

AA G U GC ACA GGA CCA23′。

1. 2 　Na Pi2Ⅲ siRNA2壳聚糖纳米球的制备 　将

0. 02 g 壳聚糖溶于 100 ml 的 0. 3 %(V / V )乙酸溶液

中 ,搅拌溶解 (磁力搅拌器) ,溶解后与 Na Pi2Ⅲ siR2
NA 溶液 (200μg/ ml ,含 0. 004 g/ ml 硫酸钠)各取等

量体积 (100 ml)混合 ,55 ℃水浴 30 min ,迅速振荡混

匀 ,涡流 10 min (QL2901 旋涡混合器 ,江苏海门麒麟

医用仪器厂) ,自动形成壳聚糖纳米球混悬液。

1. 3 　Na Pi2Ⅲ siRNA2壳聚糖纳米球的物理特性

1. 3. 1 　形态观察 　取少量纳米球混悬液滴至铺有

碳膜的铜网上 ,静置 5 min ,用滤纸吸干混悬液液滴 ,

再滴加 2 %磷钨酸染色 5 min ,于透射电镜 ( TEM2
100 CX Ⅱ,日本电子公司)下观察纳米球形态。

1. 3. 2 　粒径分析 　取制备后静置 3 h 的 NaPi2Ⅲ
siRNA2壳聚糖纳米球 10 ml , 用蒸馏水稀释 , 用

Mastersizer 2000 激光粒度分析仪 (英国马尔文有限

公司)分析纳米颗粒的粒径。

1. 4 　Na Pi2Ⅲ siRNA2壳聚糖纳米球的酶解实

验 　将NaPi2Ⅲ siRNA2壳聚糖纳米球混悬液及等量

未经包裹的 Na Pi2Ⅲ siRNA 溶液用 0. 1 U/μl

RNase 缓冲溶液稀释至 260 nm 波长处光密度

( D260 )值约为 1. 0 ,各自在 37 ℃水浴摇床上孵育 ,分

别于 0、20、40、60、80、120 min 时测定 D260值。

1. 5 　壳聚糖纳米球包封率和载药量 　于 4 ℃条件

下 ,16 000 r/ min 高速离心分离载 Na Pi2Ⅲ siRNA

的纳米粒 30 min ,在紫外可见分光光度计上检测上

清液 D260 (代表 RNA 的含量) ,以不含 Na Pi2Ⅲ siR2
NA 溶液为空白对照。D 值为 1 时相当于 40μg/ ml

的 Napi2Ⅲ siRNA ,据此计算纳米粒中的药物含量。

纳米粒对 siRNA 的载药量 = (siRNA 的总质量 - 游

离 siRNA 的质量) / 纳米粒的质量 (冻干) ×100 % ,

纳米粒对 siRNA 的包封率 = (siRNA 的总质量 - 游

离 siRNA 的质量 ) / 加入 siRNA 的总 质 量 ×

100 %[2 ] 。

1. 6 　纳米球体外控释 NaPi2Ⅲ siRNA 的性能 　将

包封有 NaPi2Ⅲ siRNA 的壳聚糖纳米粒 (相当于 80

μg/ ml NaPi2Ⅲ siRNA)置于含 6 ml 磷酸盐缓冲溶

液 ( PBS ,p H = 7. 4) 试管中 ,37 ℃恒温磁力搅拌 ,适

当间隙 ,样品在 15 ℃下 65 000 r/ min 超速离心 30

min ,取出 4 ml 上层清液 ,用新鲜的 PBS 溶液补充 ,

紫外分光光度法测定上清液 D260 ,并做空白对照 ,计

算各时间点 (0、12、24、36、48 h) siRNA 释放量 ,按下

式计算释放百分率。释放百分率 = 上清液 siRNA

量/ 总投药量 ×100 %。

1. 7 　统计学处理 　组间比较采用成对 t 检验。

2 　结 　果

2. 1 　NaPi2Ⅲ siRNA2壳聚糖纳米球的物理特性 　

电镜观察结果表明 : NaPi2Ⅲ siRNA2壳聚糖纳米球

呈球形 ,分布均匀 ,如图 1 所示。粒度分析仪测定结

果显示其平均粒径为 173 nm (图 2) 。

图 1 　NaPi2ⅢsiRNA2壳聚糖纳米球透射电镜图

Fig 1 　NaPi2ⅢsiRNA chitosan nanoparticles under

electron microscope( ×50 000)

图 2 　NaPi2ⅢsiRNA2壳聚糖纳米球粒径分布图

Fig 2 　Distribution of NaPi2ⅢsiRNA

chitosan nanoparticle diameters

2. 2 　NaPi2Ⅲ siRNA2壳聚糖纳米球酶解实验 　由

图 3 可以看出与单纯 NaPi2ⅢsiRNA 溶液相比纳米

球混悬液 D260值升高缓慢 ( P < 0. 05 , t = 4. 32) ,说明

纳米球对 siRNA 具有一定的保护作用。
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图 3 　纳米球混悬液及单纯 NaPi2ⅢsiRNA溶液

D260随水解时间的变化趋势

Fig 3 　Changes of D260 of chitosan nanoparticles2based

siRNA suspension and simple NaPi2ⅢsiRNA

solution with hydrolyzing time

　3 P < 0. 05 vs exposed group ; n = 5 , �x ±s

2. 3 　NaPi2Ⅲ siRNA2壳聚糖纳米球的包封率和载

药量以及体外控释 siRNA 的性能 　壳聚糖2siRNA

纳米球的载药量为 28. 1 % ,包封率为 73. 07 % ,12 h

内 siRNA 的体外释放不足 20 % (图 4) 。说明 siR2
NA 大部分与壳聚糖形成纳米球。

3 　讨 　论

　　NaPi2Ⅲ siRNA 壳聚糖纳米球主要是以壳聚糖

为骨架 ,在硫酸钠对壳聚糖的脱水作用和壳聚糖与

Na Pi2ⅢsiRNA 的静电作用下 ,壳聚糖分子将 siR2
NA 分子压缩并包裹 ,形成疏水颗粒并生成纳米粒

混悬液。12 h 体外释放缓慢 ,说明 Na Pi2Ⅲ siRNA

与壳聚糖复合体形成纳米颗粒 ,具备缓释效能 ,可延

长 RNA的作用时间 。1 2 h以后的释放量基本不

图 4 　NaPi2ⅢsiRNA2壳聚糖纳米球累积释放率

Fig 4 　Cumulated release rate of

NaPi2ⅢsiRNA chitosan nanoparticles

变 ,有可能是随着 RNA 的溶出 ,溶液中 RNA 浓度

升高 ,浓度差减小而使溶出更加缓慢。在纳米粒形

成过程中 ,脱水作用和静电作用究竟谁占主导有待

进一步探讨。实验过程中 ,纳米粒很容易相互聚合

进而形成沉淀 ,导致纳米粒失去作用 ,可以通过选择

原材料 ,改进制备工艺 ,优化纳米粒的性质。
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