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核酸纳米材料携带的ｍＴＯＲ小干扰ＲＮＡ对肺动脉平滑肌细胞自噬和增殖的影响
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　　［摘要］　目的　研究自组装核酸纳米材料携带的 ｍＴＯＲ小干扰 ＲＮＡ（ｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｅｄｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｌｏａｄｅｄｍＴＯＲｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡＮＰｓ）对大鼠肺动脉平滑肌细胞（ｒａｔｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ａｒｔｅｒｉａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＲＰＡＳＭＣｓ）自噬和增殖的影响。方法　设计并合成 ＤＮＡ序列 ｍＴ２Ａ、
ｍＴ１Ａ３以及５′端标记Ｃｙ３的ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ，共设计ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ序列３条，选其中最佳序列，将上述核
酸材料按照操作步骤自组装合成三角板型的核酸纳米材料。实验分４组：核酸纳米材料携带的 ｍＴＯＲ
ｓｉＲＮＡ组（ｓｉＲＮＡＮＰｓ组）、单纯纳米材料组（ＮＰｓ组）、单独的ｓｉＲＮＡ组和空白对照组。各组材料分别转
染ＲＰＡＳＭＣｓ２４ｈ，激光共聚焦显微镜观察ＲＰＡＳＭＣｓ对核酸纳米材料携带的ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ的摄取情况；
应用ＲＴＰＣＲ检测各组细胞中ｍＴＯＲｍＲＮＡ的表达水平，应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｐｍＴＯＲ、ＬＣ３Ｂ蛋白的
表达水平；激光共聚焦、透射电镜检测细胞自噬水平；ＭＴＴ及３ＨＴｄＲ检测各种材料处理后对细胞的生长
的影响。结果　激光共聚焦显微镜下可见ｓｉＲＮＡＮＰｓ组细胞质内均匀分布大量呈颗粒状的红色荧光物
质，其荧光强度均显著高于单独的 ｓｉＲＮＡ组（Ｐ＜０．０５）；而且 ｓｉＲＮＡＮＰｓ组处理的 ｍＴＯＲｍＲＮＡ和
ｐｍＴＯＲ蛋白表达显著低于单独的ｓｉＲＮＡ组、ＮＰｓ组及空白对照组 （Ｐ＜０．０５）；而 ＬＣ３Ｂ蛋白表达显著
高于其他各组 （Ｐ＜０．０５），激光共聚焦检测显示ｓｉＲＮＡＮＰｓ组标记自噬小体的绿色荧光明显强于单独
的ｓｉＲＮＡ组、ＮＰｓ组及空白对照组 （Ｐ＜０．０５），电镜结果显示 ｓｉＲＮＡＮＰｓ能明显诱导细胞自噬小体形
成；ＭＴＴ及３ＨＴｄＲ检测 ｓｉＲＮＡＮＰｓ和单独 ｓｉＲＮＡ处理 ＲＰＡＳＭＣｓ后明显抑制其生长，且 ｓｉＲＮＡＮＰｓ组
细胞生长抑制率又显著高于单独的 ｓｉＲＮＡ组（Ｐ＜０．０１）。结论　ｓｉＲＮＡＮＰｓ能被 ＲＰＡＳＭＣｓ有效摄取
并明显抑制靶基因的表达，进而诱导细胞自噬并且抑制其细胞增殖。

　　［关键词］　 核酸纳米材料；ｍＴＯＲ；小分子干扰ＲＮＡ；肺动脉平滑肌细胞
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ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ（ｍＴＯＲ）ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）ｏｎｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｉｎｒａｔｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ（ＲＰＡＳＭＣｓ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＤＮＡｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ｍＴ２Ａ，
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ｓｉＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｔｈｅｂｅｓｔｏｎｅｗａｓｕｓｅｄ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｓｅ
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ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｓｈｏｗｅｄａｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｂｒｉｇｈｔｌｙｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｇｒａｎｕｌｅｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｆＰＡＳＭＣｓ
ｉｎｓｉＲＮＡＮＰｓｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｍＴＯＲｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０５）．ＧｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｔｈａｔｌａｂｅｌｓａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｗａｓｆｏｕｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｓｉＲＮＡ
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　　 肺动脉高压 （ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，
ＰＡＨ）是一种以肺血管压力增高为主要特征的临床综
合征，在各种损伤因素的长期作用下，肺血管的内膜、

中膜及外膜细胞增殖，管壁增厚，并有血管周围炎症及

局部血栓形成，最终导致肺血管腔狭窄，肺动脉压力增

高。它的持续发展会导致一系列的心肺疾病，包括慢

性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）、肺源性心脏病等，其最终结
果会导致右心负荷增加，右心衰竭甚至死亡［１］。肺血

管重构是肺动脉高压最重要的病理基础［２］，以往的研

究表明，肺动脉平滑肌细胞（ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＰＡＳＭＣｓ）的异常增殖和凋亡失衡在肺血
管重构中发挥关键作用［３］，并且近来的研究证实，自

噬对哺乳动物细胞具有强大的调控机制，自噬在肺血

管疾病发病机制中扮演重要作用［４］，并且自噬缺乏与

衰老、肿瘤、神经退行性病变、炎症、动脉粥样硬化等多

种疾病相关［５］。那么通过自噬调控ＰＡＳＭＣｓ的增殖进
而逆转肺血管重构，是治疗 ＰＡＨ、ＣＯＰＤ、肺心病的一
个重要方向。

　　哺乳动物雷帕霉素蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａ
ｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ），一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，是细胞
应对生理条件及环境压力时调控自噬及生长的关键成

分。研究表明，ｍＴＯＲ激活可以抑制细胞自噬，促进其
增殖［６］，这些都表明了以 ｍＴＯＲ作为靶点是治疗上述
心肺疾病的新策略。而纳米载体因其转染效率高、低

毒等特点被广泛应用于基因靶向治疗中。本实验旨在

通过构建能够高效转载 ｍＴＯＲ小干扰 ＲＮＡ的新型核
酸纳米载体，将其转入肺动脉平滑肌细胞，观察纳米载

药系统的转染效率，并研究其对肺动脉平滑肌细胞自

噬和增殖的作用。

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，胎牛
血清（美国 ＧＩＢＣＯ公司），高糖 ＤＭＥＭ（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司），ＯｐｔｉＭＥＭ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），０．２５％胰蛋
白酶（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），ＤＡＰＩ染色液（中国江苏碧
云天生物技术研究所），ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥｓｉＲＮＡ转染试剂
（瑞士罗氏公司），ＣｙｔｏＩＤＧｒｅｅｎ自噬染色试剂盒（美
国ＥｎｚｏＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ公司），细胞总蛋白提取试剂盒
ＭＰＥＲＭａｍｍａｌｉａｎＰｒｏｔｅｉｎＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ（Ｔｈｅｒｍｏ
ｆｉｓｈｅ公司），兔抗大鼠 ｐｍＴＯＲ、ＬＣ３Ｂ多克隆抗体及
βａｃｔｉｎ单克隆抗体（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ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）。

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ寡核苷酸、ｍＴＯＲ小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）
的设计与合成　　ＤＮＡ序列由计算机程序 ＳＥＱＵＩＮ
设计［７］，ＤＮＡ序列如下：ｍＴ２Ａ：５′ＡＧＴＡＣＴＴＧＴＣＡＴ
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ＧＴＡＣＣＡＧＣＴＧＣＴＧＴＴＡＧＡＧＡＴＴＧＡＡＧＧＡＣＧＧＡＡＴＡ３′；
ｍＴ１Ａ３：５′ＴＴＣＡＡＴＣＴＣＴＡＴＣＡＴＴＣＣＧＴＣＣＴＴＣＡＡＴＣ
ＴＣＴＡＴＣＡＴＴＣＣＧＴＣＣＴＴＣＡＡＴＣＴＣＴＡＴＣＡＴＴＣＣＧＴＣＣ３′。
在 ＧｅｎＢａｎｋ上检索到 ｍＴＯＲｍＲＮＡ的序列，设计
ｍＴＯＲ ｓｉＲＮＡ 序 列 １：５′ＡＡＧＧＣＡＧＡＴＴＴＧＣＣＡＡＣ
ＴＡＴＣＴＡＴＡＧＴ３′，序列 ２：５′ＧＧＡＴＣＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴ
ＣＡＣＴＡＴＡＧＧＣＡ３′，序 列 ３：５′ＣＡＧＣＡＧＣＵＧＧＵＡ
ＣＡＵＧＡＣＡＡＧＵＡＣＵＵＵ３′，该序列在 ５′端用 Ｃｙ３红色
荧光标记。各序列均由上海生物工程有限公司合成。

１．２．２　自组装携带ｍＴＯＲ小干扰ＲＮＡ的核酸纳米材
料（ｓｉＲＮＡＮＰｓ）　　将 ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ、ｍＴ２Ａ和 ｍＴ
１Ａ３的冻干干粉２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心５ｍｉｎ，分别加
ＤＥＰＣ水稀释为 ０．２μｇ／μＬ，混匀；按 ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ、
ｍＴ２Ａ和 ｍＴ１Ａ３的摩尔比为３∶３∶１合成纳米材料。
取ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ溶液加入等体积的 ｍＴ２Ａ溶液，放入
９０℃水浴中室温自然冷却至３７℃，随后加入相应体
积的ｍＴ１Ａ３溶液，充分混匀，３７℃水浴３０ｍｉｎ，室温
下放置３０ｍｉｎ，４℃放置２０ｍｉｎ，得到携带ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ
的自组装核酸纳米材料。按上述步骤，不添加 ｍＴＯＲ
ｓｉＲＮＡ溶液则得到单纯的自组装纳米材料。
１．２．３　ＲＰＡＳＭＣｓ的培养　　ＲＰＡＳＭＣｓ从雄性 ＳＤ大
鼠肺动脉中分离得到，鉴定及培养的具体方法参照文

献［８］，将ＲＰＡＳＭＣｓ培养于含青霉素１００Ｕ／ｍＬ、链霉素
１００Ｕ／ｍＬ、１０％胎牛血清的高糖 ＤＭＥＭ培养基中，置
于条件为３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱中传代培养，选
用第４～１０代细胞用于实验。
１．２．４　实验分组　　本实验分４组：核酸纳米材料
携带的 ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ组（ｓｉＲＮＡＮＰｓ组）、单纯纳米材
料组（ＮＰｓ组）、单独的ｓｉＲＮＡ组和空白对照组。
１．２．５　核酸纳米材料携带的 ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ转染
ＲＰＡＳＭＣｓ　　转染前１ｄ将ＲＰＡＳＭＣｓ分别接种覆有盖
玻片的２４孔细胞培养板，每孔８×１０３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％ ～
７０％融合时开始转染。按照罗氏公司推荐的 Ｘ
ｔｒｅｍｅＧＥＮＥｓｉＲＮＡ转染试剂操作说明制备转染混合
液。以ＯｐｔｉＭＥＭ稀释转染试剂及各实验组。ｓｉＲＮＡ
ＮＰｓ组转染终浓度以ｓｉＲＮＡ计算为５０ｎｍｏｌ／Ｌ，ＮＰｓ组
加入等量的单纯纳米载体，单独的 ｓｉＲＮＡ组加入
５０ｎｍｏｌ／Ｌ的ｓｉＲＮＡ，空白对照组只加入等量培养液。
置于３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中继续培养２４ｈ。
１．２．６　激光共聚焦观察ＲＰＡＳＭＣｓ对核酸纳米材料携
带的 ｍＴＯＲｓｉＲＮＡＣｙ３的摄取　　各实验组转染
ＲＰＡＳＭＣｓ２４ｈ，用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤细胞后，加入
４％多聚甲醛５００μＬ室温固定２０ｍｉｎ，吸出固定液后
用ＰＢＳ洗涤３次，每次３ｍｉｎ，小心夹取出盖玻片，滴加

ＤＡＰＩ５０μＬ染核，避光染色５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤５次，每次
３ｍｉｎ，抗荧光淬灭封片剂封片，用激光共聚焦显微镜
观察细胞摄取ｓｉＲＮＡＣｙ３的情况。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ１０．０
软件对图像进行荧光半定量分析。

１．２．７　ＲＴＰＣＲ检测 ｍＴＯＲｍＲＮＡ的表达　　采用
ＴＲＮＺＯＬ提取细胞总 ＲＮＡ，使用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１．９
左右。依据ＲＴＰＣＲ试剂盒说明进行逆转录和扩增，
引物由捷瑞生物工程有限公司合成。设计总反应体系

为５０μＬ，其中ＰｒｅｍｉｘＴａｑ酶２５μＬ，模板 ＲＮＡ３μＬ，
上下游引物各２μＬ，灭菌 ＤＥＰＣ水１８μＬ。ｍＴＯＲ上
游引物：５′ＣＧＣＡＧＧＧＡＡＧＧＴＧＡＴＧＡＧＧＡＡＴ３′，下游
引物：５′ＧＣＴＡＡＧＧＡＧＣＡＧＣＣＡＧＧＧＡＧＡＴ３′，扩增产
物片段长度为 １９５ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＴＣＡＧ
ＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴ３′，下 游 引 物： ５′ＡＡＡ
ＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡ３′，扩增产物片段长度为
４３２ｂｐ。扩增条件为：９４℃ ５ｍｉｎ预变性；９４℃变性
４０ｓ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３５个循环；７２℃
后延伸１０ｍｉｎ。１％琼脂糖凝胶电泳分离 ＰＣＲ产物，
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 ｐｍＴＯＲ、ＬＣ３Ｂ蛋白的表达
　　取各实验组细胞，加细胞蛋白裂解液提取总蛋白，
置于冰上裂解约２０ｍｉｎ后，用细胞刮收集细胞于灭菌
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，调整蛋白浓度体积一致，加

入５×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，煮沸１０ｍｉｎ变性。分离ｐｍＴＯＲ、
ＬＣ３Ｂ蛋白分别采用８％、１２％分离胶，５％浓缩胶进行
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳。ｐｍＴＯＲ转膜条件为３００ｍＡ湿
转３００ｍｉｎ，ＬＣ３Ｂ转膜条件为３００ｍＡ湿转６０ｍｉｎ。转
膜后将ＰＶＤＦ膜置于５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，然后置
于５％脱脂奶粉稀释的ｐｍＴＯＲ及ＬＣ３Ｂ一抗（１∶５００）
中４℃孵育过夜，次日用ＴＢＳＴ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ，
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漂洗５次，
每次５ｍｉｎ，ＥＣＬ化学发光法显色，以βａｃｔｉｎ内参蛋白
进行校正。用ＱｕａｎｔｉＳｃａｎ软件对条带进行光密度值分
析，将目标条带与βａｃｔｉｎ条带的光密度值之比作为其
蛋白表达水平的参数。

１．２．９　激光共聚焦观察核酸纳米材料携带的 ｍＴＯＲ
ｓｉＲＮＡ对 ＲＰＡＳＭＣｓ自噬的影响　　各实验组转染
ＲＰＡＳＭＣｓ２４ｈ。按照 ＣｙｔｏＩＤＧｒｅｅｎ自噬染色试剂
盒操作说明制备染色混合培养液，转染结束前３０ｍｉｎ，
用ＰＢＳ轻轻洗涤细胞后，加入 ＣｙｔｏＩＤＧｒｅｅｎ自噬染
色混合培养液，置于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中避光
孵育３０ｍｉｎ。然后取出培养板，用 ＰＢＳ轻轻洗涤细胞
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１次，用４％多聚甲醛５００μＬ室温固定２０ｍｉｎ，吸出固
定液后用ＰＢＳ洗涤３次，每次３ｍｉｎ，小心夹取出盖玻
片，滴加ＤＡＰＩ５０μＬ染核，避光染色５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤
５次，每次３ｍｉｎ，抗荧光淬灭封片剂封片，用激光共聚
焦显微镜观察细胞自噬的情况。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ１０．０
软件对图像进行荧光半定量分析。

１．２．１０　透射电镜观察携带ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ的核酸纳米
材料处理 ＲＰＡＳＭＣｓ后的细胞超微结构及自噬小体　
　将各组细胞转染４８ｈ后，终止培养，加入０．２５％的
胰蛋白酶消化细胞，离心，用 ＰＢＳ洗涤细胞２次，之后
加入２．５％戊二醛固定，４℃过夜，送检。
１．２．１１　ＭＴＴ法测定 ＲＰＡＳＭＣｓ的生长抑制率　　将
ＲＰＡＳＭＣｓ以每孔 １×１０３个细胞接种于 ９６孔培养板
中，终体积２００μＬ，每组设５个复孔，置于孵箱（３７℃、
５％ＣＯ２）中培养２４ｈ后进行细胞转染。各组转染４８ｈ
后每孔加入 ５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ溶液 ２０μＬ，继续孵育
４ｈ，然后仔细吸弃培养孔内上清液，每孔加入１５０μＬ
ＤＭＳＯ，振荡溶解１０ｍｉｎ，酶标仪４９０ｎｍ波长测定各孔
光密度［Ｄ（４９０）］值，以无细胞，但添加等量培养液并
相同处理的空白对照孔调零。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％。
１．２．１２　　３ＨＴｄＲ掺入法检测ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖　　
将ＲＰＡＳＭＣｓ胰酶消化后用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养
基制备细胞悬液，以１×１０５个／孔的密度将细胞接种
于４８孔培养板中，置于孵箱（３７℃、５％ＣＯ２）中培养，
直到细胞长至 ８０％的融合度时，换用 １％ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ培养基培养１６ｈ后进行转染，各组转染４８ｈ结
束培养，在结束培养前８ｈ，每孔加入１０μＣｉ３ＨＴｄＲ，
终止培养后，吸弃上层清液，用预冷的 ＰＢＳ洗涤２次，
加入０．２５％的胰蛋白酶消化细胞，收集细胞并采用液
体闪烁计数器测定其脉冲数。实验重复３次。
１．３　统计学处理
　　使用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对数据进行分析，各实验
至少重复３次，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间均数比较
行单因素方差分析，两组均数间比较用配对ｔ检验。

２　结果

２．１　ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ对ＰＡＳＭＣｓ靶蛋白ｍＴＯＲｍＲＮＡ的
抑制情况

　　结果显示序列３ｓｉＲＮＡ处理组中ｍＴＯＲｍＲＮＡ表
达显著低于ＮＣｓｉＲＮＡ组和空白对照组（Ｐ＜０．０５），序
列１ｓｉＲＮＡ处理组和序列２ｓｉＲＮＡ处理组与空白对照
组和ＮＣｓｉＲＮＡ组比较 ｍＴＯＲｍＲＮＡ表达有所下降，
但差异无统计学意义。空白对照组和 ＮＣｓｉＲＮＡ组
ｍＴＯＲｍＲＮＡ的表达无统计学差异（图１）。
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１：空白对照组；２：ＮＣｓｉＲＮＡ组；３：序列１转染组；４：序列２
转染组；５：序列３转染组；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０５，与单独ＮＣｓｉＲＮＡ组比较
图１　ＲＴＰＣＲ检测各组ＲＰＡＳＭＣｓ靶蛋白ｍＴＯＲｍＲＮＡ

的表达

２．２　ＰＡＳＭＣｓ对ｓｉＲＮＡＮＰｓＣｙ３的摄取情况
　　图中细胞质中呈颗粒状均匀分布的红色荧光代表
被ＰＡＳＭＣｓ摄入胞内的 ｓｉＲＮＡＮＰｓＣｙ３，在转染 １２ｈ
后，ｓｉＲＮＡＮＰｓ组的红色荧光显著强于单独的 ｓｉＲＮＡ
组，而空白对照组、ＮＰｓ组均未见红色荧光颗粒，提示
ｓｉＲＮＡＮＰｓ组中Ｃｙ３红色荧光标记的 ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ被
核酸纳米材料高效的转运到ＲＰＡＳＭＣｓ内（图２Ａ）。荧
光密度半定量分析结果与激光共聚焦图一致（图２Ｂ）。
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１：空白对照组；２：ＮＰｓ组；３：单独ｓｉＲＮＡ组；４：ｓｉＲＮＡＮＰｓ组
Ａ：各组细胞摄取 ｍＴＯＲｓｉＲＮＡＣｙ３的激光共聚焦图像；
Ｂ：荧光密度半定量分析结果；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比
较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与单独ｓｉＲＮＡ组比较
图２　激光共聚焦观察ＲＰＡＳＭＣｓ内ｓｉＲＮＡＮＰｓ的

摄取情况
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２．３　ｓｉＲＮＡＮＰｓ对 ＲＰＡＳＭＣｓ的 ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ、
ＬＣ３Ｂ的表达影响

　　结果显示ｓｉＲＮＡＮＰｓ组中ｍＴＯＲｍＲＮＡ及ｐｍＴＯＲ
蛋白的表达显著低于单独的 ｓｉＲＮＡ组、ＮＰｓ组和空白
对照组（Ｐ＜０．０５），空白对照组和 ＮＰｓ组的两者表达
无统计学差异（图３Ａ、Ｂ）。与此同时，ｓｉＲＮＡＮＰｓ组中
ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ蛋白的表达显著高于单独的 ｓｉＲＮＡ组、
ＮＰｓ组和空白对照组（Ｐ＜０．０５），空白对照组和 ＮＰｓ
组ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ蛋白的表达无统计学差异（图３Ｃ、Ｄ）。
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Ａ：ｍＴＯＲｍＲＮＡ的 ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：ＲＴＰＣＲ半定量
分析结果；Ｃ：ｐｍＴＯＲ、ＬＣ３Ｂ蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；
Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析结果；Ｍ：ＤＮＡ标准（１００～６００ｂｐ）；
１：空白对照组；２：ＮＰｓ组；３：单独 ｓｉＲＮＡ组；４：ｓｉＲＮＡＮＰｓ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与单独
ｓｉＲＮＡ组比较
图３　ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＲＰＡＳＭＣｓ的

ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ、ＬＣ３Ｂ的表达

２．４　ｓｉＲＮＡＮＰｓ对ＲＰＡＳＭＣｓ自噬的影响
　　细胞质中呈颗粒状均匀分布的绿色荧光是标记自

噬小体的蛋白，其荧光强弱代表了自噬水平的高低。

ｓｉＲＮＡＮＰｓ组细胞质中可见大量标记自噬小体的绿色
荧光，且荧光强度显著高于单独的 ｓｉＲＮＡ组、空白对
照组和ＮＰｓ组（Ｐ＜０．０５），此外空白对照组、ＮＰｓ组可
见低水平的绿色荧光，提示 ＲＰＡＳＭＣｓ在正常生理条
件下自噬水平较低，而核酸纳米材料携带的 ｍＴＯＲ
ｓｉＲＮＡ则明显诱导细胞自噬（图４Ａ）。荧光密度半定
量分析结果与激光共聚焦图一致（图４Ｂ）。
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１：空白对照组；２：ＮＰｓ组；３：单独ｓｉＲＮＡ组；４：ｓｉＲＮＡＮＰｓ组
Ａ：各组ＣｙｔｏＩＤＧｒｅｅｎｄｙｅ标记的细胞自噬的激光共聚焦
图像；Ｂ：荧光密度半定量分析结果；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对
照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与单独ｓｉＲＮＡ组比较
图４　激光共聚焦观察各组对ＲＰＡＳＭＣｓ自噬的影响

２．５　ＲＰＡＳＭＣｓ各组细胞超微结构及自噬小体的变化
　　电镜图显示，空白对照组的细胞质中仅见见少量
双层膜环绕的空泡状结构，即典型的自噬体或自噬溶

酶体结构，而ｓｉＲＮＡＮＰｓ处理后ＲＰＡＳＭＣｓ中的自噬小
体明显多于空白对照组（Ｐ＜０．０５，图５）。提示核酸纳
米材料携带的ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ能明显诱导细胞自噬小体
形成（图５）。
２．６　ｓｉＲＮＡＮＰｓ对ＲＰＡＳＭＣｓ的活性及增殖的影响
　　ＭＴＴ结果显示空白对照组的生长抑制率为（１．１０±
０８５）％，ＮＰｓ组抑制率为（２．５０±１．９０）％，单独
ｓｉＲＮＡ组抑制率为（１９．６０±１．９８）％，ｓｉＲＮＡＮＰｓ组

４１７１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



抑制率为（５０．９０±１．６７）％。ｓｉＲＮＡＮＰｓ组和单独
ｓｉＲＮＡ组细胞生长抑制率显著高于其他各组（Ｐ＜
００１），ｓｉＲＮＡＮＰｓ组细胞生长抑制率又显著高于单独
ｓｉＲＮＡ组（Ｐ＜０．０１），ＮＰｓ组和空白对照组细胞生长抑
制率无统计学差异。同时，３ＨＴｄＲ结果显示与空白对
照组比较，ｓｉＲＮＡＮＰｓ组和单独的 ｓｉＲＮＡ组的３ＨＴｄＲ
摄入量明显下降，分别降至８０％、５２％（Ｐ＜０．０１），说
明ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ处理 ＲＰＡＳＭＣｓ后明显抑制其增殖。
且ｓｉＲＮＡＮＰｓ组摄入量又显著低于单独的 ｓｉＲＮＡ组
（Ｐ＜０．０１），ＮＰｓ组和空白对照组摄入量无统计学差
异（图６）。
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下排图为线框区局部放大观察，白色箭头标示典型的自噬

小体结构

图５　透射电镜观察ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ对ＲＰＡＳＭＣｓ超微结构及
自噬小体的影响

! " # $

!"

!"%

!%%

&%

'%

$%

"%

%

(

()

#
*
!
+
,
-
#
.
$

１：空白对照组；２：ＮＰｓ组；３：单独 ｓｉＲＮＡ组；４：ｓｉＲＮＡＮＰｓ
组；ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与单独
ｓｉＲＮＡ组比较

图６　３ＨＴｄＲ检测各组对ＲＰＡＳＭＣｓ生长抑制的情况

３　讨论

　　小干扰ＲＮＡ可高效特异地抑制靶基因，实现靶基
因的表达下调，在疾病的基因治疗中显示出巨大的应

用前景［９］。其发挥作用的关键在于小干扰 ＲＮＡ本身
的沉默效应以及能否高效转染细胞，但ＲＮＡ分子对核
酸酶高度不稳定，半衰期短；聚阴离子性质致其不易被

摄取；同时其电荷密度导致其充分水化，不易与一些蛋

白相互作用而被迅速清除，这些性质导致小干扰 ＲＮＡ
稳定性差，不易被细胞摄取［１０］。因此，我们需要一个

稳定、高效的基因装载体系来解决这些问题。而随着

纳米技术的发展，通过ＤＮＡ编程自组装纳米结构作为
运载体来实现基因的高效运输。ＤＮＡ最大的优势在
于相对于 ＲＮＡ更稳定，与其他的药物传递材料相比，
核酸自组装纳米制剂一般具有以下优点［１１－１２］：生物相

容性高；合成简单，操作性强；能够缓控释放；毒性低；

易被标记等。

　　本研究运用一种新型的自组装核酸纳米材料携带
ｍＴＯＲ小干扰 ＲＮＡ转染 ＲＰＡＳＭＣｓ，显著下调 ｍＴＯＲ
ｍＲＮＡ及蛋白的表达，增强细胞自噬水平，进而抑制
ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖。表明自组装核酸纳米材料携带的
ｍＴＯＲ小干扰ＲＮＡ，两者形成稳定的运载体系，小干扰
ＲＮＡ在核酸纳米载体的保护下，不易聚集且不易被血
浆中的各种酶降解；且核酸纳米结构分子量小，易被细

胞摄入，能够高效的转染进入 ＲＰＡＳＭＣｓ，并在其胞浆
内稳定释放发挥生物学效应。相对于单独小干扰

ＲＮＡ，由核酸纳米载体运载的小干扰ＲＮＡ能够更多地
进入细胞内，有效的下调靶蛋白 ｍＴＯＲ表达，诱导细
胞自噬，引起自噬性细胞死亡，抑制 ＲＰＡＳＭＣｓ的增
殖。本实验证实了自噬调控药物作为治疗 ＰＡＨ的重
要作用，并且提供了一个安全、高效、稳定的载药体系，

为肺高压等心肺疾病的治疗提供实验基础。

　　哺乳动物雷帕霉素靶蛋 ｍＴＯＲ信号通路是调节
细胞自噬、增殖、凋亡的中心环节［１３］，研究发现在低氧

肺动脉高压小鼠模型肺组织及低氧下人 ＰＡＳＭＣｓ中
ｍＴＯＲＣ１较正常显著增高［１４］；ｍＴＯＲＣ２通过 ＡＭＰＫ调
控肺血管平滑肌细胞的增殖和存活，下调 ｍＴＯＲＣ２能
诱导平滑肌细胞凋亡，抑制其增殖［１５］。说明ｍＴＯＲ治
疗ＰＡＨ的重要靶点，抑制其表达或活性，能明显抑制
平滑肌细胞增殖，这些实验均证实我们结果的有效性

和可靠性。

　　综上所述，本课题研究的核酸自组装纳米材料具
有天然、非免疫原性、低毒等优越性，其携带的 ｍＴＯＲ
小干扰 ＲＮＡ能够被 ＲＰＡＳＭＣｓ高效摄取，显著下调靶
蛋白ｍＴＯＲ的表达，从而诱导 ＲＰＡＳＭＣｓ的自噬，抑制
细胞的增殖。这种新型材料结合靶蛋白 ｍＴＯＲ小干
扰ＲＮＡ载药系统有望成为治疗肺动脉高压肺血管重
构的新靶点。
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