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主被动双靶向纳米凝胶递送犚犚犕２狊犻犚犖犃的体外抗肿瘤效应
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　　［摘要］　目的　制备靶向输送针对核糖核苷酸还原酶ＲＲ小亚基 Ｍ２（ＲＲＭ２）的ｓｉＲＮＡ（ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ）的聚

犖异丙基丙烯酰胺／聚乙烯亚胺（ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ）纳米凝胶，通过研究其体外的抗肿瘤效应，以期构建新型靶向纳米凝胶

递送基因系统。方法　采用自由基接枝共聚合（ｒａｄｉｃａｌｇｒａｆｔｃｏｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ）反应制备具有“核壳”结构的

ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ聚阳离子温度敏感型纳米凝胶，评价其粒径、ｚｅｔａ电位等理化性质；根据电荷相互作用原理，并通过偶联

抗人表皮生长因子受体２（Ｈｅｒ２）抗体，形成包裹ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ的靶向性ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩｓｉＲＮＡ纳米凝胶复合体。利用

凝胶电泳确定ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩｓｉＲＮＡ纳米凝胶复合体包裹ｓｉＲＮＡ效果，通过荧光显微镜定性观察和流式细胞术定量检

测人胃癌细胞ＮＣＩＮ８７对该纳米凝胶复合体的摄取情况，利用ｑＰＣＲ法检测该纳米凝胶递送ｓｉＲＮＡ后靶基因犚犚犕２

的表达情况，用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测该纳米凝胶复合体对ＮＣＩＮ８７细胞迁移的影响。结果　本研究合成具有“核壳”结

构的温度敏感型ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ纳米凝胶，颗粒均匀，粒径为３５９．８ｎｍ，ｚｅｔａ电位为２１．４ｍＶ。在此基础上，我们制备出

靶向凝胶包裹ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ的纳米凝胶复合体，确定最佳包裹比例为Ｎ／Ｐ＝６０（Ｎ／Ｐ：聚阳离子纳米凝胶中氨基与质

粒ＤＮＡ中磷酸基的摩尔比）。不同温度下（３７℃、４２℃）细胞内吞实验证实，该纳米凝胶复合体具有良好的靶向性和温

度响应性，且可以下调靶基因犚犚犕２的表达，抑制ＮＣＩＮ８７细胞的迁移。结论　成功制备抗体靶向的ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ

聚阳离子温度敏感型纳米凝胶，其可以结合并投递ｓｉＲＮＡ进入靶细胞，该纳米复合体可以作为新型抗肿瘤基因治疗的

给药系统。
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第６期．张　莉，等．主被动双靶向纳米凝胶递送ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ的体外抗肿瘤效应

ｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ２１．４ｍＶ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅｎａｎｏｇｅｌｃｏｍｐｌｅｘｅｓｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄＲＲＭ２ｓｉＲＮＡｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒａｔｉｏｓｏｆＮ／Ｐ

（Ｎ／Ｐｒａｔｉｏ：ｔｈｅｍｏｌａｒｒａｔｉｏｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｆｒｏｍｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅｔｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｆｒｏｍＲＮＡ）ｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄａｎｄｔｈｅ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｏｐｔｉｍａｌＮ／Ｐｒａｔｉｏｗａｓ６０．Ｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ

ｎａｎｏｇｅｌｈａｄｇｏｏｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｔｕｍｏｒｔａｒｇｅｔｉｎｇａｂｉｌｉｔｙａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（３７℃，４２℃）；ａｎｄｔｈｅ

ｎａｎｏｇｅｌｃｏｍｐｌｅｘｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犚犚犕２ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＮＣＩＮ８７ｃｅｌｌｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 Ｔｈｅ

ａｎｔｉｂｏｄｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩｎａｎｏｇｅｌｉｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｐｒｅｐａｒｅｄ，ａｎｄｉｔｃａｎｂｉｎｄａｎｄｄｅｌｉｖｅｒ

ｓｉＲＮＡｉｎｔｏｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｎｅｗｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍｆｏｒａｎｔｉｔｕｍｏｒｔｈｅｒａｐｙ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｎａｎｏｇｅｌ；ａｎｔｉｂｏｄｙｔａｒｇｅｔｉｎｇ；ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｒｅｓｐｏｎｓｅ；ｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍ；ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（６）：７２０７２６］

　　肿瘤的基因治疗正日益受到科学家的普遍关注

和重视，如何将基因精准高效地投递到靶细胞进行

靶向基因修改就成为制约其应用的关键瓶颈之

一［１３］。传统的方法转染效率较高，但是对技术和设

备要求很高，并且只能在皮肤、肌肉等有限的组织中

应用，对靶细胞或靶组织也有一定损害，无法在体内

进行；病毒载体也存在靶向性差、高免疫原性等缺

陷，而且病毒载体的安全性问题也备受争议；以阳离

子脂质体（ｌｉｐｏｓｏｍｅ）为代表的非病毒载体克服了病

毒载体安全性等问题，但是其血清稳定性差、载体体

系组成复杂、结构尺寸分布宽，导致其转染效率偏

低，也降低了其临床应用价值。随着近年来纳米技

术与生物医学的结合和发展，设计并制备结构简单、

形态可控、体内外稳定、转染效率高、特异性靶向的

新型非病毒纳米载体投递基因有望实现基因治疗的

精准靶向给药［４６］。

针对肿瘤微环境局部温度偏高的特点［７８］，我们

参考文献［９］的方法设计了以温度敏感型高分子聚

犖异丙基丙烯酰胺［ｐｏｌｙ（犖ｉｓｏｐｒｏｐｙｌａｃｒｙｌａｍｉｄｅ），

ＰＮＩＰＡＭ］为 材 料，通 过 与 聚 乙 烯 亚 胺

（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）反应形成侧链生长出温敏

聚合物的接枝共聚物，然后聚合物在高温条件下自

组装为具有“核壳”结构的ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ聚阳离子

温度敏感型纳米凝胶。纳米凝胶是一类直径为

１ｎｍ～１μｍ的水凝胶纳米粒子，由于纳米凝胶粒径

小、高渗透和滞留 （ｅｎｈａｎｃｅｄｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄ

ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ，ＥＰＲ）效应强，可以有效地逃避脾滤过，并

且可穿过生物膜屏障到达传统药物无法到达的部

位；纳米凝胶药物递送系统还可以延长血液循环时

间、增加靶组织的累积，从而实现基因的有效递送，

并可根据在生物体中所处的环境实现可控释放。同

时由于纳米凝胶表面效应大，可通过装载目的基因

实现基因的靶向传送与表达。

利用肿瘤细胞表面的特异性高表达分子，通过

抗体特异识别抗原的原理，将抗体偶联到纳米载体

上是提高肿瘤靶向治疗的一个很好的策略。考虑到

人表皮生长因子受体２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，Ｈｅｒ２）基因可在约１５％～３０％的

乳腺癌和１０％～３０％的胃／食管癌扩增或过表

达［１０１１］，且Ｈｅｒ２过度表达还可见于卵巢癌、子宫内

膜癌、膀胱癌、肺癌、结肠癌等［１２１４］，我们拟设计在上

述温度敏感性的纳米凝胶偶联上针对 Ｈｅｒ２的抗

体，以实现对Ｈｅｒ２阳性表达的肿瘤细胞进行主动

靶向识别。

本研究中我们利用制备的纳米凝胶作为药物递

送系统，递送的目的基因是核糖核苷酸还原酶小亚

基Ｍ２（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＭ２，ＲＲＭ２）的

ｓｉＲＮＡ（ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ）。ＲＲＭ２参与调控ＤＮＡ合

成和修复，对细胞分裂、增殖及分化具有重要作用，

为肿瘤细胞增殖所必需［１５］。肿瘤大数据库分析和

临床样本检测表明，ＲＲＭ２在多种肿瘤中高表

达［１６］，且ＲＲＭ２表达水平与患者预后呈负相关
［１７］。

因此，ＲＲＭ２是治疗肿瘤的一个重要靶点。本实验

将具有“核壳”结构的ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ聚阳离子温度

敏感型纳米凝胶通过电荷相互作用与 ＲＲＭ２

ｓｉＲＮＡ形成ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩｓｉＲＮＡ纳米凝胶复合

体，进一步通过偶联抗Ｈｅｒ２抗体，借助抗体的主动

靶向作用和温度敏感性的被动靶向，实现对 Ｈｅｒ２

阳性肿瘤细胞的精准双靶向给药，以提供一种增强

抗肿瘤基因治疗效果的纳米靶向治疗策略。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和细胞株　聚乙烯亚胺（ＰＥＩ，相对分

子质量２５０００，美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；犖异丙

基丙烯酰胺（ＮＩＰＡＭ）、叔丁基过氧化氢（ＴＢＨＰ）和

Ｎ，Ｎ’亚甲基双丙烯酰胺［ＢＩＳ；梯希爱（上海）化成

工业发展有限公司］；正己烷（上海安谱科学仪器有

限公司）；甲醇、盐酸等（国药集团化学试剂有限公
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司）；异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ，美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公

司）；胎牛血清和ＤＭＥＭ培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；

ＣＣＫ８试剂盒（日本Ｄｏｊｉｎ化学研究所）；巯基化的

抗Ｈｅｒ２抗体本研究所自制。人胃癌细胞株ＮＣＩ

Ｎ８７购自美国ＡＴＣＣ。

１．２　主要仪器　ＩＫＡ○
Ｒ

ＣＭＡＧＭＳ７搅拌器（德国

ＩＫＡ公司）；精密天平（日本ＳＨＩＭＡＤＺＵ公司）；

Ｃｏｎｆｏｃａｌ（德国Ｌｅｉｃａ公司）；Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ３０００ＨＳ激光

粒度分析仪（英国Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；流式细胞仪（美国

ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司）；ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７１荧光显微镜

（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＩＶＩＳ○
Ｒ

ＬｕｍｉｎａⅡ小动物活体

成像仪（美国Ｃａｌｉｐｅｒ公司）；ＬｅｉｃａＣＭ１８５０冷冻切

片机（德国Ｌｅｉｃａ公司）。

１．３　纳米凝胶的制备　ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ聚阳离子温

度敏感型纳米凝胶的制备工艺采用活性自由基聚合

（ＲＡＦＴ）和开环聚合（ＲＯＰ）法。精密称取０．８ｇ

ＰＥＩ和０．６ｇＮＩＰＡＭ晶体溶解到５０ｍＬＰＢＳ，用盐

酸调ｐＨ至７并搅拌混匀；向体系中加入ＴＢＨＰ封

闭环境下继续反应４ｈ；收集制备的凝胶，于３７℃用

高速冷冻离心机纯化凝胶，１５０００×犵离心１５ｍｉｎ；取

３０ｍＬ ＭｉｌｌｉＱｗａｔｅｒ重 新 溶 解 凝 胶 沉 淀，即 得

ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ聚阳离子纳米凝胶。

１．４　纳米凝胶表征的测定

１．４．１　凝胶的形态分析　采用透射电子显微镜

（ＴＥＭ）观察纳米凝胶的形态。ＴＥＭ样品准备：在

铜网上面滴１滴纳米凝胶溶液，然后用２％磷钨酸

（ＰＴＡ）染色，待干。用ＨｉｔａｃｈｉＨ６００ＴＥＭ（加压到

７５ｋＶ）检测并拍照。

１．４．２　粒径分布及电位测定　采用激光粒度分析

仪考察纳米凝胶的粒径分布及电位大小。将新制备

的纳米凝胶溶液加入适量的水稀释。由于纳米凝胶

的浓度对粒径的测定结果有一定影响，稀释倍数以

１ｍｇ／ｍＬ为准计算，稀释后取８０μＬ置于样品池中

进行粒径分布及电位测定。

１．４．３　纳米凝胶的生物相容性　用ＣＣＫ８试剂盒

检测ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ纳米凝胶对细胞增殖的影响，评

价纳米凝胶载体的生物相容性。选取对数生长期的

ＮＣＩＮ８７细胞株以每孔５０００个细胞在９６孔板铺

板过夜培养，用含１０％胎牛血清的细胞培养液分别

稀释ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ纳米凝胶、ＰＮＩＰＡＭ、ＰＥＩ至不

同浓度，然后每孔１００μＬ加入９６孔板，继续培养

２４ｈ后吸弃原培养液，ＰＢＳ洗２次，加入新配制的

ＣＣＫ８检测液，孵育２ｈ后使用酶标仪在４５０ｎｍ处

分别读取样品孔和对照孔的光密度（犇）值，计算细

胞存活率。

１．５　ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩｓｉＲＮＡ纳米凝胶复合体的制备

１．５．１　ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ纳米凝胶包裹ｓｉＲＮＡ形成

凝胶复合体　将ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ纳米凝胶用去离子

水稀释，分别与ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ按Ｎ／Ｐ（聚阳离子纳

米凝胶中氨基与质粒ＤＮＡ中磷酸基的摩尔比）为

５、１５、３０、６０、７５和１２０混合均匀，室温静置４ｈ，得

到ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩｓｉＲＮＡ纳米凝胶复合体。

１．５．２　电泳分析ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩｓｉＲＮＡ纳米凝胶

复合体　用琼脂糖凝胶电泳阻滞实验对制备出的不

同Ｎ／Ｐ（５、１５、３０、６０、７５、１２０）的 ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ

ｓｉＲＮＡ纳米凝胶复合体，点样电泳，确定最佳包裹

比例。然后根据最佳的包裹比例，进行ＲＮａｓｅ诱导

的解聚稳定性测试：取凝胶复合体Ｎ／Ｐ为７５、６０、３０

的样品，加入ＲＮａｓｅ３７℃酶切５ｍｉｎ，７０℃终止酶

切，将样品均分为２份，一份为ＲＮａｓｅ酶切样品，另

外一份加入肝素钠解聚，点样电泳。

１．６　纳米凝胶复合体的靶向抗体修饰　将

ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩｓｉＲＮＡ纳米凝胶复合体与巯基化的

抗Ｈｅｒ２抗体混匀，室温静置６ｈ后，将溶液置于相

对分子质量为３０００００的透析膜透析以除去游离抗

体，实现纳米凝胶复合体靶向抗体的修饰。同时制

备用小牛血清白蛋白（ＢＳＡ）修饰包裹ｓｉＲＮＡ的非

靶向纳米凝胶复合体，方法同上。

１．７　靶向纳米凝胶复合体的细胞内吞实验　用包

裹荧光素ＦＡＭ标记ｓｉＲＮＡ（ＦＡＭｓｉＲＮＡ）的靶向

纳米凝胶复合体转染ＮＣＩＮ８７细胞，用荧光显微镜

定性观察转染情况；流式细胞术定量检测细胞对纳

米凝胶内吞情况，并验证其温度敏感性。以每孔为

５×１０４个ＮＣＩＮ８７细胞在４８孔板铺板过夜培养。

然后用包裹５００ｎｍｏｌ／ＬＦＡＭｓｉＲＮＡ的靶向纳米

凝胶复合体（ＦＡＢｎａｎｏｇｅｌ组）转染细胞２４ｈ，分别

置于３７℃、４２℃孵箱孵育。设置对照组为连接

ＢＳＡ的包裹ＦＡＭｓｉＲＮＡ的非靶向纳米凝胶复合

体（ＢＳＡｎａｎｏｇｅｌ组）。然后吸弃细胞培养液，用胰

酶消化，流式洗脱液处理后，用流式细胞术定量检测

平均荧光强度。

１．８　ｑＰＣＲ检测靶向纳米凝胶复合体对犚犚犕２基

因沉默的影响　选取对数生长期的ＮＣＩＮ８７细胞

株以每孔１×１０５个细胞在２４孔板铺板过夜培养，

分别用包裹ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ的靶向纳米凝胶复合体

（ＦＡＢｎａｎｏｇｅｌＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ组）、包裹有随机阴性

对照ｓｉＲＮＡ序列（ＮｅｇｓｉＲＮＡ）的靶向纳米凝胶复

合体（ＦＡＢｎａｎｏｇｅｌｎｅｇｓｉＲＮＡ组）、连接ＢＳＡ蛋白
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第６期．张　莉，等．主被动双靶向纳米凝胶递送ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ的体外抗肿瘤效应

的包裹ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ的非靶向纳米凝胶复合体

（ＢＳＡｎａｎｏｇｅｌＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ组）、连接ＢＳＡ蛋白

的包裹 ＮｅｇｓｉＲＮＡ 的非靶向纳米凝胶复合体

（ＢＳＡｎａｎｏｇｅｌｎｅｇｓｉＲＮＡ组）转染细胞，分别置于

３７℃、４２℃孵箱孵育。用ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，

并反转录成ｃＤＮＡ，进行ｑＰＣＲ反应，并以犌犃犘犇犎

基因作为内参，检测犚犚犕２基因的表达情况。引物

序列：犚犚犕２Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＧＡＵ ＵＵＡ ＧＣＣＡＡＧ

ＡＡＧＵＵＣＡＧＡ３′、Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＵＧＡＡＣＵＵＣＵ

ＵＧＧ ＣＵＡ ＡＡＵ ＣＧＣ３′，犌犃犘犇犎 Ｆｏｒｗａｒｄ

５′ＡＡＧＧＴＧＡＡＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡ３′、Ｒｅｖｅｒｓｅ

５′ＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧ３′。

１．９　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验观察靶向纳米凝胶复合体对肿

瘤细胞迁移的影响　选取对数生长期的ＮＣＩＮ８７

细胞株，消化重悬。在２４孔板下室加入６００μＬ的

细胞培养液。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室加入２５０μＬ含细胞培

养液稀释的包裹有５０ｎｍｏｌ／ＬＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ的靶

向纳米凝胶复合体（ＦＡＢｎａｎｏｇｅｌＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ

组）或连接ＢＳＡ蛋白的包裹ＦＡＭｓｉＲＮＡ的非靶向

纳米凝胶复合体（ＢＳＡｎａｎｏｇｅｌ组）的细胞悬液，分

别置于３７℃、４２℃孵箱培养。转染２４ｈ后，取出

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，弃去孔中培养液，用ＰＢＳ洗２次，

甲醇固定３０ｍｉｎ，将小室适当风干。用龙胆紫染色，

并轻轻用棉签擦去上层未迁移的细胞，再用ＰＢＳ洗

２次。用显微镜观察细胞迁移的情况。

１．１０　统计学处理　采用Ｅｘｃｅｌ进行数据处理，实

验数据以珔狓±狊表示，两样本均数比较采用狋检验。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　纳米凝胶的表征

２．１．１　纳米凝胶的形态分析及生物相容性　如图

１ＡＴＥＭ 图片所示，本实验制备的ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ

聚阳离子纳米凝胶为“核壳”结构，呈规整的球形，

无粘连，分散性好，分布均一，大小较为均匀。由图

１Ｂ可见，ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ聚阳离子纳米凝胶具有良

好的生物相容性，低毒，具备良好载体的特征。图

１Ｃ所示为ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ聚阳离子纳米凝胶示意

图：ＰＮＩＰＡＭ为内核、ＰＥＩ为壳的“核壳”结构。

图１　纳米凝胶透射电镜图（犃）、生物相容性（犅）和“核壳”结构示意图（犆）

犉犻犵１　犜狉犪狀狊犿犻狊狊犻狅狀犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲犻犿犪犵犲（犃），犫犻狅犮狅犿狆犪狋犻犫犻犾犻狋狔（犅）犪狀犱犮狅狉犲狊犺犲犾犾狊狋狉狌犮狋狌狉犲犱犻犪犵狉犪犿（犆）狅犳狀犪狀狅犵犲犾

Ａ：ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅａｎｄｐｏｌｙｃａｔｉｏｎｉｃＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩｎａｎｏｇｅｌｂｙｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＴＥＭ）；Ｂ：Ｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ

ＮＣＩＮ８７ｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩｎａｎｏｇｅｌ；Ｃ：Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｃｏｒｅｓｈｅｌｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．ＰＥＩ：Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ；ＰＮＩＰＡＭ：Ｐｏｌｙ

（犖ｉｓｏｐｒｏｐｙｌａｃｒｙｌａｍｉｄｅ）

２．１．２　粒径分布及电位　如图２Ａ所示，采用纳米

粒度仪测得粒径为３５９．８ｎｍ，粒径较小，分散性良

好，有助于以纳米级别在体内通过ＥＰＲ效应在肿瘤

部位富集。图２Ｂ为采用纳米粒度仪测得的纳米粒

子的ｚｅｔａ电位呈正电，为２１．４ｍＶ，利于与ｓｉＲＮＡ

结合形成稳定的“凝胶ｓｉＲＮＡ”复合体，更好地保护

ｓｉＲＮＡ不受机体血浆或组织细胞中各种补体或其

他酶类的攻击而被降解，从而有利于目的基因进入

靶细胞后能更高效、更稳定地发挥作用。

２．２　纳米凝胶ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ包裹ｓｉＲＮＡ形成

ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩｓｉＲＮＡ复合体　如图３Ａ所示，不同

Ｎ／Ｐ（５、１５、３０、６０、７５、１２０）纳米凝胶ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ

ｓｉＲＮＡ复合体对ｓｉＲＮＡ的包裹效果不同，随着Ｎ／Ｐ

的增加凝胶结合ｓｉＲＮＡ的比例也相应增加，当Ｎ／Ｐ

达６０时，ｓｉＲＮＡ几乎完全结合到纳米凝胶上。如图

３Ｂ所示，取凝胶复合体Ｎ／Ｐ为７５、６０的样品加入

ＲＮａｓｅ酶切，由于纳米凝胶对ｓｉＲＮＡ有保护作用，

故１ａ、２ａ泳道未见ｓｉＲＮＡ的渗漏，仍保持完整性；

在肝素钠解聚后，则在１ｓ、２ｓ泳道重新出现条带，说

明该纳米载体能够较好地释放。

·３２７·
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图２　纳米凝胶的粒径分布（犃）及电位大小（犅）

犉犻犵２　犘犪狉狋犻犮犾犲狊犻狕犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀（犃）犪狀犱狕犲狋犪狆狅狋犲狀狋犻犪犾（犅）狅犳狀犪狀狅犵犲犾

图３　不同犖／犘的包裹狊犻犚犖犃聚阳离子纳米凝胶的电泳结果（犃）和酶切保护与释放结果（犅）

犉犻犵３　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊（犃）犪狀犱狆狉狅狋犲犮狋犻狅狀犪狀犱狉犲犾犲犪狊犲（犅）狉犲狊狌犾狋狊狅犳狊犻犚犖犃狊狆犪犮犽犲犱犻狀狀犪狀狅犵犲犾狊狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犖／犘狉犪狋犻狅狊

ＩｎＦｉｇ３Ａ，Ｍ：ＮａｋｅｄｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ；１：Ｎ／Ｐ＝５；２：Ｎ／Ｐ＝１５；３：Ｎ／Ｐ＝３０；４：Ｎ／Ｐ＝６０；５：Ｎ／Ｐ＝７５；６：Ｎ／Ｐ＝１２０．ＩｎＦｉｇ３Ｂ，Ｍ：Ｎａｋｅｄ

ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ；１：Ｎ／Ｐ＝７５；２：Ｎ／Ｐ＝６０；３：Ｎ／Ｐ＝３０；ａ：ＳａｍｐｌｅｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＲＮａｓｅ；ｓ：Ｓａｍｐｌｅｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｈｅｐａｒｉｎ．Ｎ／Ｐ：Ｒａｔｉｏｏｆ

ｎｉｔｒｏｇｅｎｆｒｏｍｐｏｌｙｃａｔｉｏｎｉｃｎａｎｏｇｅｌｔｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｆｒｏｍＤＮＡｏｆｐｌａｓｍｉｄ

２．３　靶向纳米凝胶复合体的细胞内吞结果　采用

定性和定量的方法研究纳米粒子的体外细胞摄取，

图４Ａ为荧光显微镜观察ＮＣＩＮ８７细胞对靶向纳米

凝胶复合体的内吞结果，由图可见，ＦＡＢｎａｎｏｇｅｌ组

随着培养温度的增加细胞内吞的靶向纳米凝胶复合

体的荧光增强，高于ＢＳＡｎａｎｏｇｅｌ组。图４Ｂ为用流

式细胞仪定量研究ＮＣＩＮ８７细胞对纳米粒子的摄

取，结果与上述定性分析保持一致，这说明抗Ｈｅｒ２

介导的主动靶向性促进了肿瘤细胞的内吞，而且纳

米凝胶呈现较好的温度响应性。

图４　靶向纳米凝胶复合体转染细胞具有抗体靶向性及温度敏感性

犉犻犵４　犃狀狋犻犫狅犱狔狋犪狉犵犲狋犻狀犵犪狀犱狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊犲狀狊犻狋犻狏犲狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀狅犳狊犻犚犖犃犫狔狅狌狉犱犲狊犻犵狀犲犱狀犪狀狅犵犲犾

Ａ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｉｃｔｕｒｅｓ，ｓｉＲＮＡｓｗｅｒｅｌａｂｅｌｅｄｂｙＦＡＭ；Ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｂｙｃｙｔｏｆｌｏｗｍｅｔｒｙ．犘＜０．０５ｖｓ

ＢＳＡｎａｎｏｇｅｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；△犘＜０．０５ｖｓＦＡＢｎａｎｏｇｅｌｇｒｏｕｐａｔ３７℃．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（Ａ）．狀＝３，珔狓±狊

２．４　靶向纳米凝胶复合体对靶基因犚犚犕２表达的

影响　以犌犃犘犇犎基因作为内参，采用ｑＰＣＲ方法

检测犚犚犕２基因的表达。由图５可以看出，包裹

ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ的非靶向纳米凝胶复合体（ＢＳＡ

ｎａｎｏｇｅｌＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ组）在３７℃使犚犚犕２基因

表达下调到ＢＳＡｎａｎｏｇｅｌｎｅｇｓｉＲＮＡ组的７９．４５％，

４２℃下调到该组的５２．８９％，差异均有统计学意义

（犘＜０．０５）；包裹ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ的靶向组纳米凝胶

复合体（ＦＡＢｎａｎｏｇｅｌＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ组）在３７℃使

犚犚犕２基因表达下调到ＦＡＢｎａｎｏｇｅｌｎｅｇｓｉＲＮＡ

组的４５．７２％，４２℃下调到该组的２７．６３％，差异均

有统计学意义（犘＜０．０５）。由此可见，包裹ＲＲＭ２

·４２７·
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第６期．张　莉，等．主被动双靶向纳米凝胶递送ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ的体外抗肿瘤效应

ｓｉＲＮＡ的靶向纳米凝胶复合体可以使犚犚犕２基因

表达降低，且具有温度响应性（在４２℃时下调较

３７℃更明显，犘＜０．０５）。

图５　体外实验检测犚犚犕２沉默效率

犉犻犵５　犈犳犳犻犮犻犲狀犮狔狅犳犚犚犕２犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲犫狔

狀犪狀狅犵犲犾狊犻犚犖犃犮狅犿狆犾犲狓犻狀犖犆犐犖８７犮犲犾犾狊

ＲＲＭ２：ＲｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＭ２．犘＜０．０５ｖｓｎｅｇ

ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓ３７℃．狀＝３，珔狓±狊

２．５　靶向纳米凝胶复合体对ＮＣＩＮ８７细胞迁移的

影响　如图６所示，包裹ｓｉＲＮＡ的靶向纳米凝胶复

合体可以降低肿瘤细胞的迁移能力，且相对于正常

体温环境的３７℃，在４２℃肿瘤模拟环境中纳米凝

胶复合体对ＮＣＩＮ８７细胞迁移的抑制作用更加明

显，说明该复合体具有温度响应性。同时该纳米凝

胶复合体的抗肿瘤迁移效应也具有抗体靶向性，因

为相对于没有偶联抗体的纳米凝胶（偶联ＢＳＡ，

ＢＳＡｎａｎｏｇｅｌ），偶联了抗体的纳米凝胶复合体（ＦＡＢ

ｎａｎｏｇｅｌＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ）更有效地抑制了ＮＣＩＮ８７细

胞的迁移。

图６　包裹犚犚犕２狊犻犚犖犃纳米凝胶对犖犆犐犖８７细胞

迁移的抑制作用

犉犻犵６　犜狌犿狅狉犿犻犵狉犪狋犻狅狀狊狌狆狆狉犲狊狊犻狀犵犲犳犳犲犮狋狅犳狋犺犲

狀犪狀狅犵犲犾犮狅犿狆犾犲狓犫狔犚犚犕２犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲犻狀犖犆犐犖８７犮犲犾犾狊

ＲＲＭ２： Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ Ｍ２． Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

本研究采用自由基接枝共聚合反应的方法制备

具有“核壳”结构的ＰＮＩＰＡＭ／ＰＥＩ聚阳离子温度敏

感型纳米凝胶，并测得粒径为３５９．８ｎｍ，粒径较小，

有助于在纳米级别通过ＥＰＲ效应在肿瘤部位富集，

具备良好的生物相容性，可以作为递送载体；ｚｅｔａ电

位２１．４ｍＶ，呈正电，利于与ｓｉＲＮＡ结合，通过电荷

作用可以包裹ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ，形成稳定的“凝胶

ｓｉＲＮＡ”复合体，更好地保护ｓｉＲＮＡ不受机体血浆

或组织细胞中各种补体以及其他酶类的攻击而降

解，从而有利于目的基因进入靶细胞后能更高效、更

稳定地发挥作用。细胞膜表面呈负电，带正电的纳

米凝胶的细胞内吞明显加快，表现出纳米凝胶良好

的被动靶向性。该纳米凝胶通过抗体的主动靶向修

饰，形成具有抗体主动靶向性的纳米凝胶复合体；通

过定性和定量分析了该复合体不同温度下（３７℃和

４２℃）的细胞内吞，可见该纳米凝胶复合体具有良

好的抗体主动靶向性和温度响应性。并且该靶向性

的纳米凝胶复合体还可以通过ｓｉＲＮＡ发挥基因治

疗的作用，通过体外实验发现其可以下调靶基因

犚犚犕２的表达和抑制 Ｈｅｒ２表达阳性的肿瘤细胞

（ＮＣＩＮ８７细胞）的迁移。在后续实验中，我们将对

其体内抗肿瘤活性进一步的探究。

　　纳米凝胶复合体由于ＥＰＲ效应在肿瘤部位富

集，并通过抗体介导的内吞作用靶向性地进入肿瘤细

胞，到达溶酶体后，由于胞内溶酶体的ｐＨ低于６，强

酸性条件引起了纳米凝胶复合体表面ＰＥＩ的质子化，

导致链伸展。质子化后的ＰＥＩ外壳对核酸药物的物

理包覆能力减弱，并促使溶酶体膜破裂，释放包裹的

ｓｉＲＮＡ发挥靶向基因治疗作用。其具体的作用机制

如图７所示，通过主、被动靶向协同作用的纳米凝胶

递送系统可以有效地提高药物运输效率并增强治疗

效果。所以，基于纳米颗粒的药物投递系统可以提高

肿瘤治疗的效率［１８］，有如下几个方面优势：（１）位点特

异性地投递药物或基因等；（２）具有更好的体外和体

内稳定性；（３）减少不良反应及具有对药物释放的可

控性。而且，随着纳米载体工程技术的发展，纳米载

体的结构可被很好地修饰，如抗体修饰纳米颗粒可以

实现主动靶向的目的。综上所述，本研究所制备的具

有温度响应性和抗体靶向的“核壳”结构纳米凝胶具

有主、被动协同靶向性能，可以通过包裹、共价连接或

吸附化疗药物或者核酸药物，实现靶向特异输送核酸

药物到达肿瘤细胞和肿瘤组织，减少不良反应的发

生，是良好的肿瘤基因治疗给药递送载体，具有良好

的临床基因治疗应用价值。

·５２７·
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图７　纳米凝胶复合体作用机制示意图

犉犻犵７　犛犮犺犲犿犪狋犻犮犱犻犪犵狉犪犿狅犳犿犲犮犺犪狀犻狊犿狅犳狀犪狀狅犵犲犾犮狅犿狆犾犲狓

Ｈｅｒ２： Ｈｕｍａｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ２； ＲＲＭ２：

ＲｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＭ２；ＲＩＳＣ：ＲＮＡｉｎｄｕｃｅｄｓｉｌｅｎｃｉｎｇ

ｃｏｍｐｌｅｘ
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