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Abstract: Objective  To prepare  the new NGR-targeted shRNA-loaded  liposome, and  investigate  its 
suppressing effect on orthotopic C6 glioma  in  rats. Methods  (1) Liposome(lipo),  the NGR-targeted 
liposome (lipo-NGR) and shBirc5-loaded lipo-NGR were prepared successively, and all kinds of products 
were  characterized  accordingly;  (2) The  targeting property of  shBirc5-lipo-NGR was  researched by 
immunohistochemical method in orthotopic C6 glioma rats model; (3) The tumor growth in treated rats was 
monitored longitudinally with MRI T2, and the survival time of each rat was recorded simultaneously. Results 
(1) We successfully prepared shBirc5-lipo-NGR whose size and zeta potential were (186.2±74.07)nm and 
(10.9±3.76)mV; (2) The Birc5 protein was significantly decreased in shBirc5-lipo-NGR group, compared with 
shBirc5-lipo group, shControl-lipo-NGR group and control group; (3) The control group exhibited an average 
tumor volume and growth rate 4.7 times greater than that in the shBirc5-lipo-NGR group on the 12th, 17th 
and 22th day(P<0.05). The median survival  times of  the shBirc5-lipo-NGR, shBirc5-lipo, shControl-lipo-
NGR and control groups were 30, 24, 22, 21 days, respectively. Conclusion  We successfully prepare the 
new NGR-targeted shRNA-loaded liposome, and demonstrate its targeting property, obvious inhibitory effect 
on tumor growth and extending the survival time of orthotopic C6 glioma-bearing rats.
Key words: Targeted liposome nanoparticle; Glioma; Gene therapy; NGR
摘  要：目的  制备一种新型的NGR靶向载shRNA脂质体，研究其对大鼠原位胶质瘤的抑制作用。方
法  （1）先后制备脂质微球（lipo）、NGR靶向微球（lipo-NGR）和含质粒靶向微球（shBirc5-lipo-
NGR），并对各种微球的性质进行表征；（2）免疫组织化学法研究shBirc5-lipo-NGR对大鼠原位胶质

瘤模型的靶向性；（3）MRI T2实时监测原位胶质瘤生长情况及观察大鼠生存期。结果  （1）成功

制备了新型脂质体shBirc5-lipo-NGR，其粒径和电位分别为（186.2±74.07）nm和（10.9±3.76）mV；

（2）shBirc5-lipo-NGR组Birc5蛋白较shBirc5-lipo、shControl-lipo-NGR及对照组明显减少；（3）MRI 
T2显示在成瘤后的第12、17和22天时，对照组肿瘤的平均体积及生长速度是shBirc5-lipo-NGR组的4.7
倍左右（P<0.05）。shBirc5-lipo-NGR、shBirc5-lipo、shControl-lipo-NGR及对照组的中位生存期分别

为30、24、22和21天。结论  成功制备了新型NGR靶向载shRNA脂质体，将其应用于治疗SD大鼠原

位胶质瘤，显示出了明显的肿瘤靶向性，同时具有抑制肿瘤生长、延长大鼠生存期的作用。
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主要从事胶质瘤综合治疗的研究

·基础研究·

0  引言
胶质瘤是目前最常见的神经系统肿瘤，其年

发病率为6/105[1]，尽管目前大多采用手术切除、

术后放疗及化疗的标准化治疗方案[2]，但胶质瘤治

疗预后仍不佳[3]，5年生存率仅稍高于胰腺癌和肺

癌，世界卫生组织已将其定为最难治疗的恶性肿

瘤之一[4]，故目前迫切需要治疗胶质瘤的新方法。
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RNAi技术因其高度的特异性和安全性有望成为

根治肿瘤的有效方式[5]。在中枢神经系统（central 
nerves  system, CNS）中，血脑屏障（blood brain 
barrier, BBB）阻止了约98%的小分子物质和几乎

100%的生物大分子物质进入CNS，对维持神经细

胞内环境的稳定起了重要作用，但同时也阻止了对

CNS疾病起治疗作用的药物或者基因进入其中[6]，

如何实现靶基因shRNA跨过BBB转移到肿瘤细胞

并抑制癌基因的表达是RNAi技术治疗胶质瘤的关

键。脂质体作为一种细胞组成成分能通过内吞作

用进入细胞，同时也能有效保护质粒不被降解而

成为一种理想的基因载体[7]。但传统脂质体由于粒

径大、携带负电荷及缺乏识别BBB的特异蛋白等原

因，不能透过BBB将基因递送至CNS内，其在胶质

瘤治疗中的使用也受到限制。  
NGR是一种由天冬酰胺、甘氨酸、精氨酸人

工合成的三肽（Asn-Gly-Arg），其靶向配体为表

达于细胞表面的CD13。CD13是一种膜结合的金

属肽酶，是新血管生成的重要调节因子。在胶质

瘤细胞及新生血管内皮细胞上CD13的表达较正常

细胞及组织明显增高，且这种高表达的CD13受体

能够特异性识别NGR，而表达于正常细胞和组织

中的CD13没有该功能[8]。我们拟通过碳二亚胺法

将NGR连接到脂质体上，利用NGR与CD13的结

合促进脂质体跨过BBB或血瘤屏障（blood  tumor 
barrier, BTB），从而使其携带的shRNA进入靶细

胞中。Birc5作为凋亡抑制因子中的一员，具有抑

制凋亡、促进血管生成以及与化疗药物耐药相关

等作用[9]。Birc5只在恶性肿瘤中表达而不表达于

正常组织的特性使其成为绝佳的靶向基因[10]。所

以，我们拟构建一个含有Birc5 shRNA（shBirc5）
的质粒，使用lipo-NGR将其递送至靶细胞内发挥

RNAi效应，以达到治疗肿瘤的目的，从而为胶质

瘤提供一种新的治疗方式。

1  材料与方法
1.1  试剂与仪器

二棕榈酰磷脂酰胆碱（D P P C）、聚乙二

醇二硬脂酰磷脂酰乙胺 -羟基聚合物（D S P E -
PEG2K-COOH）、3β-[N-（N’,  N’-二甲基胺乙

基）甲酰基] 胆固醇（DC-chol）、1-（3-二甲氨

基丙基）-3乙基碳二亚胺盐（EDC）、N-羟基

丁二酰亚胺（NHS）、天冬酰胺-甘氨酸-精氨酸

多肽（NGR），均购自美国Avanti公司。高纯

度质粒大提试剂盒质粒pRNAT-U6.1/Neo被用来

构建Birc5的shRNA，购自广州锐博生物技术公

司。FA2004电子天平（上海精密仪器科学有限公

司），VCX-130型声振仪（美国Sonic公司），

激光粒度分析仪（Zetasizer  Nano  ZS90），RE-
52A旋转蒸发仪（上海亚荣生化器械公司），

脂质体挤出仪（美国Avanti公司）。shBric5-F
序列为5'-GATCCCGCCGGATGACAACCCTAT-
A G T T G A T A T C C G C - T A T A G -
GGTTGTCATCCGGTTTTTT-3'，shBirc5-R序

列为5'-AGCTTTTGGAAAAAAACCGGATGA
CAACCCTATAGCGGATATCAACTATAGGGT 
TGTCATCCGGCGG-3'，未添加shRNA序列的

pRNAT-U6.1/Neo作为对照shControl。
1.2  微球的制备 
    使用电子天平精确称取 D P P C 、 D S P E -
PEG2K-COOH、DC-chol分别为5、2、1  mg
于圆底烧瓶中。向圆底烧瓶中加入40  ml  CDl3
溶解混匀各脂质体，将烧瓶安装至旋转蒸发

仪上，50℃水浴5   min，持续水浴并旋转蒸发

40  min成膜。成膜成功后，向烧瓶中加入50℃
水浴30  min的PBS缓冲液2  ml，使用声振仪振

荡2   min。将所得到的脂质体混悬液依次通过

挤出仪上孔径为800、400、200和100  nm的滤

过膜即得到含有PBS的脂质体微球（lipo） [11]。  
1.3  NGR靶向载shBirc5脂质体的制备

将上述制备的lipo用低温离心机10 000  r/min
离心8 min，使用pH=6.0的MES缓冲液重悬lipo，
按摩尔比COOH:EDC:NHS=1:10:30向混悬液中加

入NGR溶液（1  mg/ml）。将混悬液冰浴置于振

荡仪上80 r/min振荡6 h，10 000 r/min离心8 min，
重复3次后即得到lipo-NGR。向lipo-NGR中加入

1.8 mg量shBirc5，利用正负电荷的吸引力使lipo-
NGR与shBirc5连接，10 000  r/min离心5 min后即

得到shBirc5-lipo-NGR[12]。光学显微镜下观察脂

质体的形态，激光粒度分析仪测定各脂质体的粒

径及电位。

1.4  建立SD大鼠原位C6细胞肿瘤模型

细胞的准备：取对数生长期的C6细胞，制成

浓度为1×108/ml的细胞悬液，冰浴备用。常规术前

准备、麻醉、备皮、固定及消毒。在头皮正中沿

身体长轴切开长约5 mm的切口，找到前囟点，于

bregma点右侧3 mm、前方1 mm处，使用电动磨钻

钻一小孔，微量注射器吸取C6细胞悬液10 μl，并

固定到立体定向仪上，针尖对准颅骨上的小孔并

与硬脑膜接触。扭动定向仪上的旋钮缓慢进针，
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控制速度为1 mm/min，进针5.5 mm后停留1 min，
再向后退1 mm，缓慢将微量注射器内的C6细胞注

入SD大鼠脑组织中，速度约为1 μl/min，推注完毕

后留针10 min。缓慢退针（1 mm/min），骨蜡涂抹

颅骨进针小孔后全层缝合手术切口。在种瘤后7、
22天时行MRI T2加权像检查肿瘤的形成情况（层厚

0.8 mm），选取成瘤佳的大鼠进行后续实验。

1.5  实验分组及观察

将28只成瘤大鼠随机分成4组。第1组（对照

组）：尾静脉注射2  ml  0.9%氯化钠溶液；第2组
（shBirc5-lipo组）：经尾静脉注入2 ml  shBirc5-
lipo；第3组（shControl-lipo-NGR组）：经尾静

脉注入2 ml shControl-lipo-NGR；第4组（shBirc5-
lipo-NGR组）：经尾静脉注射2 ml  shBirc5-lipo-
NGR。每组随机抽取2只大鼠，处理后第10天，

2 ml的1%戊巴比妥处死所有SD大鼠，灌洗后取出

脑组织，切片后使用免疫组织化学法观察肿瘤细

胞Birc5蛋白表达情况。剩下的20只大鼠每隔5天行

MRI T2加权像检测，并按公式V肿瘤=[长（最大层

面）×宽（最大层面]）×层数×0.8/2计算肿瘤大小。

按公式V=V目前/V第7天得到肿瘤的生长速度。观察大

鼠的生存时间，在大鼠出现意识障碍、不能进食时

用2 ml 1%戊巴比妥处死大鼠，记录当天为大鼠经

治疗后的生存时间。

1.6  统计学方法

采用SPSS22.0统计软件进行分析，计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，两组间比较采用独

立样本t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  shBirc5-lipo-NGR的制备及检测

制得的lipo浓度为（5.02±0.23）×1011/ml，为

粒径均一的圆球形，见图1，其粒径和电位分别为

（158.6±46.2）nm和（25.5±4.38）mV。lipo-NGR
的平均粒径为（165.6±46.59）nm，较lipo有所增

加，但两者间的差异无统计学意义（P=0.901），

lipo-NGR的表面电位为（28.9±4.68）mV，两者间

差异有统计学意义（P=0.04）。说明NGR对lipo
的粒径影响小，而对其电位有明显的增加作用。

制得的lipo-NGR与过量的shBirc5充分反应后，测

得的粒径为（186.2±74.07）nm，电位为（10.9±
3.76）mV，见图2。  
2.2  原位胶质瘤模型的建立

通过MRI T2加权像显像技术，发现肿瘤在成

瘤后第7天时生长于大鼠右侧大脑的基底节区，平

均大小为（12.21±2.42）mm3，见图3A。而成瘤后

第22天，肿瘤几乎占据了大鼠的整个右侧大脑，正

常的脑组织受压严重，甚至对侧脑组织也有轻微受

压偏移。其平均肿瘤大小为（273.42±36.37）mm3，

证明SD大鼠原位C6细胞肿瘤模型构建成功，

见图3B。

2.3  shBirc5-lipo-NGR的靶向性

免疫组织化学结果显示，shBirc5-lipo-NGR组

图1 白光下显微镜显示shBirc5-lipo-NGR的形态和大小
Figure1 Shape and size of shBirc5-lipo-NGR observed by 
bright-field microscopy

图2 Zetasizer Nano ZS90测量lipo、lipo-NGR和shBirc5-
lipo-NGR的粒径和电位
Figure2 Zeta potential and particle size of lipo, lipo-NGR 
and shBirc5-lipo-NGR measured by Zetasizer Nano ZS90

图3 MRI T2像显示种植C6细胞后原位肿瘤在第7天(A)和
第22天(B)时的形成情况
Figure3 Orthotopic tumor formation at 7(A) and 22 days 
(B) after implantation of C6 cells illustrated by T2-weighted 
MRI 
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Birc5蛋白较对照、shBirc5-lipo、shControl-lipo-
NGR组明显减少。说明shBirc5-lipo-NGR在大鼠体

内能跨过BBB或者血瘤屏障（blood  tumor barrier, 
BTB）进入胶质瘤细胞，并使其携带的shBirc5
产生RNAi效应，进而抑制Birc5蛋白的表达，而

shBirc5-lipo、shControl-lipo-NGR与Control组比

较，Birc5无明显减少，证实了NGR对新生血管内

皮细胞和胶质瘤细胞的靶向性，并且能对Birc5蛋
白的表达发挥RNAi效应，见图4。
2.4  shBirc5-lipo-NGR的体内效应

在成瘤后的第12、17和22天时，对照组肿

瘤的平均体积是shBirc5-lipo-NGR组的4.7倍左

右，说明shBirc5-lipo-NGR能够抑制肿瘤的生

长（P<0.001)。而对照组分别与shBirc5-lipo和
shControl-lipo-NGR组中肿瘤体积对比，差异无统

计学意义（P=0.459, P=0.468），见图5、图6A。

对比肿瘤生长的速度也得出了相似的结果，见图

6B。对照、shBirc5-lipo、shControl-lipo-NGR和

shBirc5-lipo-NGR组的中位生存期分别为21、22、
24和30天，见图7。分别与对照、shBirc5-lipo和
shControl-lipo-NGR组比较，shBirc5-lipo-NGR组

的中位生存时间明显延长，且差异有统计学意义

（P=0.010、0.010、0.005），证实了shBirc5-lipo-
NGR能延长SD大鼠原位C6胶质瘤生存期，且这种

抑制作用是通过shBirc5介导的。

3  讨论
RNAi技术因其能特异性的沉默靶基因mRNA

抑制其蛋白的表达而成为近年基因编辑的研究

热点，其高度的特异性和安全性有望成为根治

肿瘤的有效方式。RNAi技术主要包括siRNA、

shRNA、dsRNA等几种形式，相比于其他形式，

shRNA具有性质稳定、能自我复制、抑制率高等

特点而被广泛使用[13]。

在CNS疾病中，药物或基因能够透过BBB是其

对疾病达到治疗目的的前提，药物或基因对BBB的

通透性是由它的粒径、电位、脂溶性及是否有受体

介导决定的[14]。如何实现靶基因shRNA跨过BBB转

移到肿瘤细胞并抑制癌基因的表达是RNAi技术治

疗胶质瘤的关键。本实验最终制得的shBirc5-lipo-
NGR，其粒径为（186.2±74.07） nm，为基因载体

在肿瘤部位产生保留（enhanced permeability and 
retention, EPR）效应[15]提供条件。为了提高转染

效率，用于基因转染的纳米粒带少量正电荷或者

不带电荷[16]。本实验中制得的lipo-NGR经激光粒

度分析仪测得的电位为（28.9±4.68）mV，在与

shBirc5充分结合后其电位降为（10.9±3.76）mV，

利用电荷吸引能很好地与血管内皮细胞及胶质瘤

细胞结合，并为最终由NGR-CD13介导shBirc5-
lipo-NGR跨过BBB或者BTB提供条件[17]。

NGR作为靶向因子，能特异性识别高表达

CD13的新生血管内皮细胞和胶质瘤细胞，通过其

与靶蛋白CD13结合介导靶细胞对shBirc5-lipo-NGR
的内吞作用，进而发挥RNAi效应，同时达到了跨

BBB和BTB的目的，为治疗SD大鼠原位胶质瘤提

供条件[18]。

图4 免疫组织化学法检测各组Birc5蛋白表达情况
Figure4 Expression of Birc5 protein in each group showed by immunohistochemistry

图5 MRI T2相监测大鼠植入C6细胞后肿瘤在7、12、17
和22天时的生长情况
Figure5 Tumors growth at 7, 12, 17 and 22 days after C6 
cells implantation longitudinally monitored by T2-weighted 
MRI
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在体内实验中，为了证实shBirc5-lipo-NGR
能对胶质瘤发挥治疗作用，我们使用MRI  T2动
态监测肿瘤的大小，并同时记录了每只SD大鼠

的生存时长。结果显示shBirc5-lipo-NGR能明显

抑制肿瘤的生长和延长荷瘤大鼠的生存时长。而

使用shBirc5-lipo或shControl-lipo-NGR均未对肿

瘤的生长和生存期发挥明显作用。相较于使用微

泡开放BBB后应用载体向胶质瘤细胞递送基因，

shBirc5-lipo-NGR具有以下优点：（1）更简洁的

操作流程：使用shBirc5-lipo-NGR只需注射一次

药物，而使用微泡需至少注射两次，并且需借助

超声来开放BBB；（2）更高的安全性：在超声

联合微泡开放BBB的过程中，微泡量过多或者超

声强度过大，极易引起脑出血、肺栓塞等致死性

并发症，而使用大量shBirc5-lipo-NGR也不会出

现这类并发症。本研究中也存在一些不足，使用

本新型靶向shBirc5脂质载体并未达到治愈肿瘤的

目的，这可能是因为胶质瘤细胞及新生血管内皮

细胞上CD13受体量有限，相应地限制了由其介

导的细胞内吞作用，从而使RNAi效应发挥不完

全。这是由细胞本身的特性决定的。另一方面，

由于基因的异质性，Birc5蛋白在肿瘤的生长过程

中发挥的作用有限，还有许多其他的蛋白（比如

TEM7、S100 A8和S100 A9蛋白等）具有促进肿

瘤生长的作用[19-20]。这种不足可以通过使用几种

在胶质瘤生长过程中发挥关键作用的蛋白shRNA
来加以克服[21]。

在本研究中，我们成功制备了靶向载shBirc5
脂质微球shBirc5-lipo-NGR，并将其应用于SD大鼠

原位胶质瘤模型，应用免疫组织化学、MRI T2显
像等技术及手段证实了shBirc5-lipo-NGR对胶质瘤

的靶向性及抑制作用。靶向载基因脂质微球因其

能跨过BBB/BTB，有望作为胶质瘤治疗的一种新

方法，但要将其成功应用于临床仍有大量工作需

要完成。
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