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新型纳米载体ＡｃαＣＤ携带的Ｂｃｌｘｌ反义寡核苷酸对肺动脉平滑肌细胞增殖和凋亡
的作用

刘雪萍１，贺斌峰１，陈华萍１，孙　欢１，杨俊俊１，魏征华１，窦　寅２，王关嵩１　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院全
军呼吸内科研究所，全军呼吸病研究重点实验室１；４０００３８重庆，第三军医大学药学院药剂学教研室２）

　　［摘要］　目的　研究纳米载体ＡｃαＣＤ携带的 Ｂｃｌｘｌ反义寡核苷酸（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＡＳＯＮ）对大鼠肺动脉
平滑肌细胞（ｒａｔｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＲＰＡＳＭＣｓ）增殖和凋亡作用。方法　设计合成５′端标记Ｃｙ３的Ｂｃｌｘｌ
ＡＳＯＮ，由纳米载体ＡｃαＣＤ携带。实验分３组：纳米载体携带的 ＢｃｌｘｌＡＳＯＮ组（ＡＳＯＮＮＰｓ组）、单纯纳米载体组（ＮＰｓ
组）和空白对照组，分别使用纳米载体ＡｃαＣＤ携带的ＢｃｌｘｌＡＳＯＮ、纳米载体ＡｃαＣＤ和培养液处理ＲＰＡＳＭＣｓ４８ｈ，激光
共聚焦显微镜观察ＲＰＡＳＭＣｓ对纳米载体携带的ＢｃｌｘｌＡＳＯＮ的摄取情况；ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｃｌｘｌ的ｍＲＮＡ和蛋
白表达；ＭＴＴ检测处理后细胞的增殖抑制率；流式细胞仪检测细胞凋亡率。结果　激光共聚焦显微镜下可见 ＡＳＯＮＮＰｓ
组细胞质内大量呈颗粒状均匀分布的红色荧光物质，空白对照组和ＮＰｓ组细胞细胞质内未见红色荧光物质；ＡＳＯＮＮＰｓ组
处理的ＲＰＡＳＭＣｓ的ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ和蛋白表达显著低于空白对照组和 ＮＰｓ组（Ｐ＜０．０５）；ＡＳＯＤＮＮＰｓ组、ＮＰｓ组、空白对
照组细胞抑制率分别为：（５３．６１±３．０２）％、（６．３０±１．９０）％、（１．４０±０．６２）％，凋亡率分别为：（５３．０４±２．０９）％、（１０．９８±
２０３）％、（２．１９±０１１）％、ＡＳＯＮＮＰｓ组和 ＮＰｓ组细胞抑制率、凋亡率均显著高于空白对照组 （Ｐ＜０．０１），ＡＳＯＮＮＰｓ组
均显著高于ＮＰｓ组 （Ｐ＜０．０１）。结论　纳米载体ＡｃαＣＤ携带的Ｂｃｌｘｌ反义寡核苷酸能被ＲＰＡＳＭＣｓ有效摄取，从而抑制
其增殖，促进凋亡。

　　［关键词］　 纳米载体；Ｂｃｌｘｌ；反义寡核苷酸；肺动脉平滑肌细胞
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ｔｒｏｌｃｅｌｌｓ．Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｗａｓ（５３．０４±２．０９）％ ｉｎＡｃαＣＤＢｃｌｘｌＡＳＯＮ，（１０．９８±２．０３）％ ｉｎＡｃαＣＤ
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　　纳米给药系统因毒性小，转染效率高而得到广泛
的应用，纳米载体携带的反义寡核苷酸已成为用于基

因治疗的主要方法之一。肺动脉平滑肌细胞（ｐｕｌｍｏ
ｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＰＡＳＭＣｓ）是肺血管的
重要结构细胞之一，其在对肺血管收缩和舒张功能的

调控中发挥着重要作用。ＰＡＳＭＣｓ的异常是肺血管重
构、肺动脉高压发生、发展的重要病理学特征，其凋亡

和增殖失衡是肺血管重塑的关键［１］。Ｂｃｌｘｌ是凋亡调
控基因Ｂｃｌ２基因家族中的重要成员，众研究表明Ｂｃｌ
ｘｌ的高表达具有抑制细胞凋亡，促进细胞存活的作
用［２］。本实验旨在研究纳米载体携带的Ｂｃｌｘｌ反义寡
核苷酸对肺动脉平滑肌细胞增殖和凋亡的作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＳＤ大鼠由第三军医大学实验动物中心提供，高糖 ＤＭＥＭ
（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），优等胎牛血清（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），胰蛋
白酶（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），ＯｐｔｉＭＥＭ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），
ＤＡＰＩ染色液（中国江苏碧云天生物技术研究所），ＴＲＮＺＯＬ总
ＲＮＡ提取试剂（中国北京天根生物技术公司），ＲＴＰＣＲ试剂盒
（ＴａＫａＲａ公司），组织蛋白提取试剂盒 ＭＰＥＲＭａｍｍａｌｉａｎＰｒｏ
ｔｅｉｎＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ（Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ

!

ＰＩ（杭
州隆基生物技术有限公司），兔抗大鼠 Ｂｃｌｘｌ多克隆抗体（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司），辣根酶标记山羊抗兔ＩｇＧ（北京中杉金桥生物技术
有限公司），βａｃｔｉｎ单克隆抗体（北京天德悦生物有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　反义寡核苷酸（ＡＳＯＮ）的设计与合成　　在 ＧｅｎＢａｎｋ
上检索到ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ的序列，由生工生物工程有限公司设计
合成 ＢｃｌｘｌＡＳＯＮ序列。其序列：５′ＴＣＣＣＧＧＴＴＧＣＴＣＴＧＡＧＡ
ＣＡＴ３′，该序列在５′端用Ｃｙ３红色荧光标记。
１．２．２　纳米载体 ＡｃαＣＤ携带的反义寡核苷酸组装系统
（ＡＳＯＮＮＰｓ）　　称取５０ｍｇ缩醛化环糊精类载体材料（缩醛
化αＣＤ）、２．５ｍｇＰＥＩ１８００溶于１ｍＬ二氯甲烷中，超声直至溶
解完全，加入１００μＬ（浓度为１ｎｍｏｌ／１００μＬ）反义寡核苷酸水
溶液，探头超声分散，加入６ｍＬ１％ＰＶＡ／ＰＢＳ（ｐＨ７．４），探头超
声分散，立即倒入２０ｍＬ０．３％ ＰＶＡ／ＰＢＳ（ｐＨ７．４），磁力搅拌
挥发３～４ｈ，１６０００ｒ／ｍｉｎ，再分散４～５次洗净［３］。

１．２．３　ＲＰＡＳＭＣｓ的培养　　ＲＰＡＳＭＣｓ从雄性ＳＤ大鼠肺动脉
中分离得到，培养和鉴定的具体方法参照文献［４］。将大鼠
ＰＡＳＭＣｓ培养于含 １０％胎牛血清、青霉素 １００Ｕ／ｍＬ、链霉素
１００Ｕ／ｍＬ的高糖ＤＭＥＭ培养基中，于３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养
箱中培养传代。在光镜观察细胞形态为“峰谷”样生长，实验

中选用对数生长期细胞。

１．２．４　实验分组　　本实验分３组：纳米载体携带的 Ｂｃｌｘｌ
ＡＳＯＮ组（ＡＳＯＮＮＰｓ组），单纯纳米载体组（ＮＰｓ组）、空白对照组。
１．２．５　纳米携带的 ＢｃｌｘｌＡＳＯＮ转染 ＲＰＡＳＭＣｓ　　转染前
１天将对数生长期的ＲＰＡＳＭＣｓ分别接种６孔细胞培养板，每孔
１×１０５个细胞。倒置显微镜下观察细胞生长情况，待培养板中
细胞约６０％融合时开始转染。转染前用 ＰＢＳ洗板１次，提前
４ｈ更换为ＯｐｔｉＭＥＭ培养基，用ＯｐｔｉＭＥＭ稀释纳米载体携带
的ＡＳＯＮ稀释液加入含培养液的 ＡＳＯＮＮＰｓ组（５０ｐｍｏｌ／ｍＬ），
ＮＰｓ组加入等量含培养液的单纯纳米载体，空白对照组只加入
等量培养液。转染６ｈ后换用含有１０％胎牛血清的培养基，置
于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中继续培养４８ｈ。
１．２．６　观察 ＲＰＡＳＭＣｓ对纳米载体 ＡｃαＣＤ携带的 Ｂｃｌｘｌ
ＡＳＯＮ的摄取　　纳米载体 ＡｃαＣＤ携带的 ＢｃｌｘｌＡＳＯＮ转染
ＲＰＡＳＭＣｓ在４８ｈ时相点，用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤各组细胞后，
４％多聚甲醛覆盖细胞，室温固定１５ｍｉｎ，吸出固定液，ＰＢＳ洗
涤３次，每次５ｍｉｎ，加入ＤＡＰＩ，避光封闭３ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，
每次５ｍｉｎ，封片后使用激光共聚焦显微镜观察细胞摄取ＡＳＯＮ
的情况。

１．２．７　ＲＴＰＣＲ检测 ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ的表达　　采用 ＴＲＮＺＯＬ
总ＲＮＡ提取试剂一步法进行细胞总 ＲＮＡ的提取，１％琼脂糖
凝胶电泳检测证实无降解，核酸蛋白检测仪测定纯度并定量，

光密度Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）比值均在１．８５左右。根据ＲＴＰＣＲ试
剂盒进行逆转录以及扩增，引物由捷瑞生物工程有限公司合

成，两对引物同时扩增。总反应体系为 ５０μＬ，ＰｒｅｍｉｘＴａｑ酶
２５μＬ，模板 ＲＮＡ３μＬ，上下游引物各 ２μＬ，灭菌 ＤＥＰＣ水
１８μＬ。Ｂｃｌｘｌ上游引物：５′ＣＡＴＴＧＡＡＧＧＡＡＧＴＧＡＧＧＴＧＧＡ
ＡＧＧ３′，下游引物：５′ＡＧＣＣＡＡＣＴＣＴＡＣＧＣＴＧＧＴＣＡＴＣ３′，扩增
产物片段长度为 ２４０ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＡＣＧＧＡＴＴＴＧ
ＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧ３′，下游引物：５′ＴＣＡＴＴＴＴＧＧＡＧＧＧＡＴＣＴＣＧＣ
３′，扩增产物片段长度为１００ｂｐ。扩增条件为：９４℃５ｍｉｎ预变
性；９４℃变性４０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３０个循环；
７２℃后延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物于１．５％琼脂糖凝胶电泳分离，
并采用自动电泳凝胶成像分析仪进行图像扫描和分析。

１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｂｃｌｘｌ蛋白的表达　　收集各组细
胞，加细胞蛋白提取液提取总蛋白，置于冰中裂解约２０ｍｉｎ后，
用细胞刮收集细胞于 ＥＰ管中，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
取上清用核酸蛋白检测仪测蛋白浓度，将蛋白浓度调成一致，

加入５×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ后在沸水中煮５ｍｉｎ变性。配制１５％分
离胶、５％浓缩胶后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，３００ｍＡ湿转
３０ｍｉｎ，将ＰＶＤＦ膜置于５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，加入５％脱
脂奶粉稀释的 Ｂｃｌｘｌ一抗（１∶５００）中 ４℃孵育过夜，次日用
ＴＢＳＴ漂洗６次，每次５ｍｉｎ，放入５

"

脱脂奶粉稀释的辣根过氧

化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００）抗体中室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ
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漂洗６次，每次５ｍｉｎ，ＥＣＬ化学发光法显色，以 βａｃｔｉｎ内参蛋
白进行校正。

１．２．９　ＭＴＴ法测定ＲＰＡＳＭＣｓ的生长抑制率　　以每孔１０３个
细胞将ＲＰＡＳＭＣｓ接种于９６孔培养板中，每孔体积２００μＬ，每
组设５个复孔，置３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后进行转
染，待转染４８ｈ后每孔加入５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ溶液２０μＬ，继续
孵育４ｈ，小心吸弃培养孔内上清液，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，
轻微振荡１０ｍｉｎ，使结晶物完全溶解。酶标仪选择４９０ｎｍ波
长，测定各孔光密度［Ｄ（４９０）］值，空白对照孔调零。实验重复
３次。细胞生长抑制率 ＝［１－实验组 Ｄ（４９０）值／空白对照组
Ｄ（４９０）值］×１００％。
１．２．１０　流式细胞仪检测ＲＰＡＳＭＣｓ的凋亡　　用０．２５％不含
ＥＤＴＡ的胰酶消化收集细胞后，在室温中 ２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，弃上清用预冷的ＰＢＳ重悬细胞，２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ
洗涤细胞１次，加入３００μＬ的１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞，再
加入５μＬ的 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混匀后室温避光孵育１５ｍｉｎ，上
机前加入５μＬ的ＰＩ染色，室温避光孵育１０ｍｉｎ，使用流式细胞
仪检测。

１．３　统计学处理
　　使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ１０．０对图像进行分析；使用ＳＰＳＳ１３．０
ｆｏｒｗｉｎｄｏｗｓ对数据进行分析，各实验至少重复３次，两组均数
间比较用配对ｔ检验。

２　结果

２．１　激光共聚焦观察 ＢｃｌｘｌＡＳＯＮ在 ＲＰＡＳＭＣｓ内的
摄取情况

　　ＡＳＯＮＮＰｓ组细胞质中呈红色荧光，颗粒状均匀分布，而空
白对照组、ＮＰｓ组均未见红色荧光颗粒，提示 ＡＳＯＮＮＰｓ组中
Ｃｙ３红色荧光标记的 ＡＳＯＮ被纳米载体成功转运到 ＲＰＡＳＭＣｓ
内，并稳定释放（图１）。
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图１　激光共聚焦观察各组ＢｃｌｘｌＡＳＯＮ在ＲＰＡＳＭＣｓ内的摄取情况

２．２　ＲＴＰＣＲ检测Ｂｃｌｘｌ在ＲＰＡＳＭＣｓ中的表达
　　结果显示 ＡＳＯＮＮＰｓ组中 ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ的表达（０．４５２±
００８４）显著低于空白对照组和 ＮＰｓ组（０．９１７±０１４９）（Ｐ＜
００５），空白对照组和 ＮＰｓ组 ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ表达无明显差异
（Ｐ＞０．０５，图２）。
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Ｍ：标准；１：空白对照组；２：ＮＰＳ组；３：ＡＳＯＮＮＰｓ组
图２　ＲＴＰＣＲ检测各组ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ在ＰＡＳＭＣｓ中的表达

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｃｌｘｌ在ＲＰＡＳＭＣｓ中的表达
　　结果显示 ＡＳＯＮＮＰｓ组中 Ｂｃｌｘｌ蛋白的表达（０．２５８±
００３０）显著低于空白对照组和 ＮＰｓ组（０．９３８±０．１００）（Ｐ＜
００５），空白对照组和 ＮＰｓ组 ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ表达无统计学差异
（Ｐ＞０．０５，图３）。
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１：空白对照组；２：ＮＰＳ组；３：ＡＳＯＮＮＰｓ组

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ｂｃｌｘｌ蛋白在ＰＡＳＭＣｓ中的表达

２．４　ＭＴＴ检测ＲＰＡＳＭＣｓ的生长抑制率
　　结果显示空白对照组的生长抑制率为（１．４０±０．６２）％，
ＮＰｓ组抑制率为（６．３０±１．９０）％，ＡＳＯＮＮＰｓ组抑制率为
（５３６１±３．０２）％。ＡＳＯＮＮＰｓ组和 ＮＰｓ组细胞生长抑制率显
著高于空白对照组（Ｐ＜０．０１），ＡＳＯＮＮＰｓ组抑制率显著高于
ＮＰｓ组细胞抑制率（Ｐ＜０．０１）。

２．５　流式细胞仪检测ＲＰＡＳＭＣｓ凋亡
　　空白对照组的细胞凋亡率为（２．１９±０．１１）％，ＮＰｓ组凋亡
率为（１０．９８±２．０３）％，ＡＳＯＮＮＰｓ组凋亡率为（５３．０４±
２０９）％。ＡＳＯＮＮＰｓ组和ＮＰｓ组细胞凋亡率显著高于空白对
照组（Ｐ＜０．０１），ＡＳＯＮＮＰｓ组凋亡率显著高于 ＮＰｓ组细胞凋
亡率（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

　　本研究运用一种新型的纳米载体 ＡｃαＣＤ携带
Ｂｃｌｘｌ反义寡核苷酸转染 ＲＰＡＳＭＣｓ，显著下调 Ｂｃｌｘｌ
ｍＲＮＡ和蛋白的表达，明显抑制 ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖，促
进细胞的凋亡。提示纳米载体 ＡｃαＣＤ携带的 Ｂｃｌｘｌ
反义寡核苷酸能够被 ＲＰＡＳＭＣｓ高效的摄取，并在其
胞浆内稳定释放，从而保证 Ｂｃｌｘｌ反义寡核苷酸对
ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ的有效抑制，导致 Ｂｃｌｘｌ蛋白表达的降
低，抑制ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖，促进其凋亡。
　　反义寡核苷酸可高效特异抑制靶基因，在疾病的
基因治疗中显示出巨大的应用前景，但反义寡核苷酸

进入特定的靶细胞较难且量非常少或不确定，即使将
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它转入细胞内，但发挥作用仍是难题。为了克服反义

核酸易被核酸酶降解、寿命极短的缺点［５］，常常采用

硫代修饰反义核酸的方法，但硫代修饰价格昂贵，难以

在临床应用，因此探寻一种高效安全的载体成为解决

上述问题的关键。基因载体的种类很多，主要分为病

毒载体系统和非病毒载体系统，病毒载体有许多难以

克服的缺陷，其最大缺陷是可引起机体强烈的免疫反

应［６］。目前主要采用脂质体转运反义寡核苷酸［７］和

纳米载体包裹反义寡核苷酸后转运这两种方式［８－９］。

以往的研究运用脂质体作为载体转染细胞［１０］，但是脂

质体转染效率低，具有较大的毒性［１１］。体外基因转移

实验表明，纳米载体携带的基因转染率高于普通脂质

体及其他阳离子多聚体，同时纳米载体对反义寡核苷

酸可以起到良好的保护作用［１２］。随着纳米技术的发

展，纳米载体作为一种新型的给药系统具有良好的生

物学特性。我们研究所应用的新型纳米载体 ＡｃαＣＤ
是一种药物传输载体的 ｐＨ响应性环糊精衍生物，与
先前的药物运输载体相比较，ＡｃαＣＤ具有以下优点：
①ＡｃαＣＤ具有良好的生物相容性，且可生物降解，降
解产物对机体无毒副作用；②合成过程简单，材料的降
解性可以简单地通过环糊精种类及缩醛化时间在一定

范围内调控；③ＡｃαＣＤ具有良好的 ｐＨ敏感性，即在
正常ｐＨ７．４时水解缓慢，而在ｐＨ５．０时较快水解；④
ＡｃαＣＤ易溶于二氯甲烷，氯仿，甲醇，乙醇，丙酮等常
见溶剂，有利于各种传输系统带的制备；⑤通过简单的
乳液／溶剂挥发可以便利的制备粒径大小及分布可调
控的纳米微粒。

　　细胞凋亡是为了维持内环境的稳定，由基因控制
细胞自主的有序死亡，且凋亡是由多基因严格控制的

过程［１３］。近年来，在细胞凋亡调控中起重要作用的 Ｂ
细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ２，Ｂｃｌ２）家族
蛋白的研究众多，其中Ｂｃｌｘｌ是Ｂｃｌ２蛋白家族中重要
的抗凋亡蛋白，研究发现 Ｂｃｌｘｌ在多种恶性肿瘤中高
表达，与肿瘤的发生、发展及预后密切相关［１４］。慢性

低氧诱导肺动脉高压与肺血管重构有着密切关系，尤

其是肺动脉内侧肥大和增生的ＰＡＳＭＣｓ中Ｂｃｌｘｌ较正
常的ＰＡＳＭＣｓ中的表达显著增高，说明 Ｂｃｌｘｌ在肺血
管平滑肌细胞的异常增殖以及血管重构中发挥着重要

作用［１５］。本研究说明抑制 ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ和蛋白的表
达，可以有效逆转肺动脉平滑肌细胞的异常增殖，促进

其凋亡，可望成为减缓肺血管重构、肺动脉高压发展的

新靶点。

　　综上所述，本课题研究的纳米载体具有较高的转
染效率、载体材料可生物降解、毒性较低，其携带的

Ｂｃｌｘｌ反义寡核苷酸能够被 ＲＰＡＳＭＣｓ有效摄取，显著

下调ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ和蛋白的表达，从而抑制 ＲＰＡ并
ＳＭＣｓ的增殖，促进细胞的凋亡。
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