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摘要　 目的　 构建可以稳定负载并有效释放 ｓｉＲＮＡ 的叶酸

改性聚乙二醇 １０００ 维生素 Ｅ 琥珀酸酯（ＦＡ⁃ＴＰＧＳ）纳米材料

并观测其对小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞毒性和剪切型 Ｘ⁃
框结合蛋白 １（ＸＢＰ１ｓ）表达水平的影响。 方法　 将 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ
与罗丹明 Ｂ（ＲｈＢ）标记的 ＸＢＰ１ ｓｉＲＮＡ 按照 ５ ∶ １ 比例混合

均匀得到包被 ＸＢＰ１ ｓｉＲＮＡ 的纳米复合物（ＦＴ＠ ＸＢＰ１）。 通

过透射电镜、动态光散射、紫外可见光谱和荧光光谱分析对

ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 表征，同时计算 ＸＢＰ１ ｓｉＲＮＡ 从 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 纳米载

体中释放的药量。 应用扫描电镜（ＳＥＭ）、ＣＣＫ⁃８ 以及流式细

胞术检测 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 的细胞毒性，并应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检

测 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 对小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４. ７ 中 ＸＢＰ１ｓ 的抑制

作用。 结果　 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 与 ｓｉＲＮＡ 具有良好的结合作用， 其

中 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 的平均粒径为（２００ ± ２０） ｎｍ。 相对释放结果

提示，酸性环境（ｐＨ ５. ０）有利于 ｓｉＲＮＡ 从 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 中释

放。 ＣＣＫ⁃８ 和凋亡实验均显示，ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 对 ＲＡＷ２６４. ７ 细

胞的增殖和凋亡影响较小，且 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 处理可显著抑制

ＲＡＷ２６４. ７ 中 ＸＢＰ１ｓ 蛋白的表达（Ｐ ＜ ０. ００１）。 结论　 叶酸

修饰的 ＴＰＧＳ 纳米载体可有效包载 ＸＢＰ１ ｓｉＲＮＡ，抑制巨噬细

胞 ＸＢＰ１ｓ 表达且细胞相容性良好。
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　 　 利用 ＲＮＡ 干扰（ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）的新

兴疗法能够选择性沉默目标基因，精准调控信号通

路［１］，常用于癌症、遗传性疾病和病毒感染等疾病

的治疗。 但小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）为带有阴电荷的水

溶性大分子，易被清除，体内生物利用率低。 此外，
ｓｉＲＮＡ 还具有易被酶解，跨膜吸收差，并可通过与

Ｔｏｌｌ 样受体的相互作用诱发机体不良反应等缺

点［２ － ３］。 因此，为将 ｓｉＲＮＡ 运送至特定的靶器官甚

至是靶细胞并发挥特异性调控作用，常需对 ｓｉＲＮＡ
进行特定修饰。 近年来，以毒性和免疫原性低的纳

米载体作为 ｓｉＲＮＡ 递送系统成为研究热点。 维生

素 Ｅ 聚乙二醇 １０００ 琥珀酸酯（Ｄ⁃α⁃ｔｏｃｏｐｈｅｒｙｌ ｐｏｌｙ⁃
ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ １０００ ｓｕｃｃｉｎａｔｅ，ＴＰＧＳ）载体同时具有

亲水和疏水性基团，可显著提高 ｓｉＲＮＡ 稳定性和渗

透性［４］。 此外，活化巨噬细胞表面表达大量叶酸受

体［５］。 因此，以叶酸修饰 ＴＰＧＳ 作为载体，通过交联

作用构建包裹 Ｘ⁃框结合蛋白 １（Ｘ⁃ｂｏｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ １，ＸＢＰ１）ｓｉＲＮＡ 的叶酸改性聚乙二醇 １０００ 维生

素 Ｅ 琥珀酸酯（ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＴＰＧＳ， ＦＡ⁃ＴＰＧＳ）
复合物并对其进行表征鉴定，观察其安全性和对内

质网应激关键转录因子 ＸＢＰ１ｓ 的敲降作用，以期为

探究 ＸＢＰ１ｓ 在巨噬细胞表型和功能转化中的作用

并为靶向内质网应激的疾病治疗提供新的思路。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂与仪器 　 罗丹明 Ｂ 异硫氰酸酯、乙
二胺、叶酸均购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； ＮａＨＣＯ３

和硫酸镁粉末均购自上海碧云天有限公司；ＴＰＧＳ 和

Ｎ⁃羟基琥珀酰亚胺（Ｎ⁃Ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ，ＮＨＳ）均

购自上海麦克林试剂公司；对甲苯磺酰氯（ ｐ⁃Ｔｏｌｕ⁃
ｅｎｅ Ｓｕｌｆｏｎｙｌ Ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＰＴＳＣ）、二氯甲烷、三乙胺、Ｎ，
Ｎ⁃二甲基甲酰胺（Ｎ， Ｎ⁃Ｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ，ＤＭＦ）、
１⁃乙基⁃（３⁃二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸［Ｎ⁃（３⁃
Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ ）⁃Ｎ′⁃ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌ⁃
ｏｒｉｄｅ，ＣＤＣ］和 １，４ 二氧六环均购自上海阿拉丁试剂

公司。
　 　 细胞培养用胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）
和 ＤＭＥＭ 高糖基础培养基均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；
青 －链霉素、ＤＡＰＩ 染核液均购自上海碧云天有限公

司；山羊抗兔蛋白激酶小鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ ｍＡｂ 购自北京

中杉金桥生物技术有限公司；兔抗 ＸＢＰ１ｓ ｍＡｂ 购自

美国 ＣＳＴ 公司；细胞凋亡试剂盒购自上海贝博生物

科技公司。
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　 　 透射电子显微镜（Ｔａｌｏｓ Ｌ１２０Ｃ Ｇ２，美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司）；动态光散射仪（Ｚｅｔａ ｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ⁃ＺＳ， Ｍａｌｖｅｒｎ
ＺＳ９０， 英国 Ｍａｌｖｅｒｎ 公司）；紫外 － 可见分光光度计

（ＵＶ⁃１９００）、荧光吸收光谱仪（ＲＦ５３０１ＰＣ） （日本岛

津公司）；全波长酶标仪（ Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ１０００ ＰＲＯ，瑞士

Ｔｅｃａｎ 公司）；场发射扫描电子显微镜（ＧｅｍｉｎｉＳＥＭ
３００，德国蔡司公司）；流式细胞仪（ＣｙｔｏＦＬＥＸ，美国

Ｂｅｃｋｍａｎ ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）。
１． ２　 细胞培养　 小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４. ７ 购自

武汉普诺赛生命科技有限公司并在含有 １０％ 胎牛

血清和 １％青 － 链霉素溶液的 Ｄｕｌｂｅｃｃｏ 改良 Ｅａｇｌｅ
培养基，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱内培养，待细胞

贴壁生长到 ８０％左右更换培养基传代。
１． ３　 罗丹明 Ｂ 修饰 ｓｉＲＮＡ 的合成　 无菌无酶环境

下，将罗丹明 Ｂ（ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ，ＲｈＢ）异硫氰酸盐 ＤＭ⁃
ＳＯ 溶液（０. ２６６ ｍｇ ／ ｍｌ，５００ ｍｌ）加入到 ｓｉＸＢＰ１ 无酶

水溶液（１. ６５ ｍｇ ／ ｍｌ，１ ｍｌ，２ ∶ １）中并充分摇动混匀

后逐滴加入适量 ＮａＨＣＯ３ 澄明上清液 （０. １ ｍｌ，１
ｍｏｌ ／ Ｌ）以调节溶液的 ｐＨ 值至 ８. ０，室温下磁力搅拌

过夜。 将混合物置于截留分子量为１ ０００的透析袋

中（９ Ｌ ｄｄＨ２Ｏ）两端用透析夹夹紧，于 ３７ ℃ 条件下

在磁力搅拌器上搅拌透析过夜，每 ８ ｈ 换液 １ 次，并
经冷冻干燥 ４８ ｈ 得到 ＲｈＢ 修饰的 ｓｉＸＢＰ１ 红色粉末

（ＲｈＢ⁃ｓｉＸＢＰ１）。
１． ４　 ＦＡ 改性 ＴＰＧＳ 的合成　 将 ０. １９ ｇ ＰＴＳＣ 和 １
ｇ ＴＰＧＳ 加至 ５ ｍｌ ＣＨ２Ｃｌ２ 溶液中，室温下磁力搅拌

并逐滴加入 １. ４ ｍｌ 三乙胺，反应 １２ ｈ 后逐滴加入 ２
～ ３ 滴浓盐酸，以中和未反应完全的三乙胺。 加入

适量硫酸镁以去除多余水分，经抽滤得滤液，并将滤

液于室温下旋蒸 ３０ ｍｉｎ。 预冷的无水乙醚滴加到冷

凝滤液中析出沉淀后于 ４０ ℃干燥箱中干燥，得白色

沉淀。 氮气条件下将白色沉淀充分溶解于 ２ ｍｌ
ＤＭＦ 溶液中，然后加入适量乙二胺，４０ ℃下剧烈搅

拌 ２４ ｈ 得到 ＴＰＧＳ⁃ＮＨ２ 配合物。
　 　 将等摩尔当量的 ＦＡ（２. ２０７ ｍｇ）和 ＣＤＣ（０. ８５７
ｍｇ）溶解于 ＰＢＳ 缓冲液中，磁力搅拌 ３０ ｍｉｎ 后，滴
加等摩尔当量的 ＮＨＳ（０. ５７８ ｍｇ） 反应 ３ ｈ 以活化

ＦＡ。 将 ＴＰＧＳ⁃ＮＨ２（１００ ｍｇ）充分溶解于 ２ ｍｌ ＰＢＳ 缓

冲液中，然后逐滴滴加活化的 ＦＡ 溶液，室温下磁力

搅拌 ７２ ｈ 并将混合物置于截留分子量为１ ０００的透

析袋中（９ Ｌ ｄｄＨ２Ｏ）于 ３７ ℃条件下在磁力搅拌器

上搅拌透析以去除多余反应物。 所得样品经冷冻干

燥后得到姜黄色 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 油状物。
１． ５ 　 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 包被 ｓｉＲＮＡ 的合成 　 将 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ

和 ｓｉＸＢＰ１ 按照一定比例混合均匀后（５ ∶ １），通过交

联作用合成了 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 包裹 ｓｉＲＮＡ 的纳米材料

（ＦＡ⁃ＴＰＧＳ＠ ＲｈＢ⁃ｓｉＸＢＰ１，简写为 ＦＴ＠ ＸＢＰ１）。 首

先，将 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ（２. ２４ ｍｇ）、ＲｈＢ⁃ｓｉＸＢＰ１ 和 １，４⁃二氧

六环（２ ｍｌ）加入青霉素瓶中，超声处理 ２０ ｍｉｎ 后借

助微型流量计进行组装（７ ｍｌ ｄｄＨ２Ｏ）并于磁力搅拌

器上快速搅拌 ２ ｈ。 将得到的样本置于截留分子量

为１ ０００的透析袋中透析，最后经冷冻干燥得淡红色

粉末。
１． ６　 ＦＴ＠ＸＢＰ１ 的鉴定及表征　
１． ６． １　 ＴＥＭ （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，
ＴＥＭ） 　 取 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ １００ μｌ ＰＢＳ 缓冲

液［ｃ（ＦＡ⁃ＴＰＧＳ）：０. ８９６ ｍｇ ／ ｍｌ］溶于 ｄｄＨ２Ｏ 至适宜

浓度，取 １００ μｌ 左右液体滴至铜网上，空气中自然

干燥后利用透射电子显微镜鉴定 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 及 ＦＴ＠
ＸＢＰ１ 形态及粒径大小，并拍照。
１． ６． ２　 动态光散射（ｄｙｎａｍｉｃ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ， ＤＬＳ）
　 取适宜浓度的 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 各 １００ μｌ，
超声波振荡处理 ２ ｍｉｎ 左右后采用动态光散射仪室

温下测定纳米载体及纳米载体⁃ｓｉＲＮＡ 复合物粒径

大小及分布情况。
１． ６． ３　 紫外可见光吸收光谱　 应用紫外吸收光谱

仪观测纳米载体包裹 ｓｉＸＢＰ１ 前后紫外吸收情况。
分别取各样品溶于 １００ μｌ ＰＢＳ 缓冲液 ［ ｃ （ ＦＡ⁃
ＴＰＧＳ）：０. ８９６ ｍｇ ／ ｍｌ］再用 ＰＢＳ 缓冲液稀释至适宜

浓度。 用紫外 －可见分光光度计在 ２６０ ～ ２８０ ｎｍ 范

围内收集每个样本的紫外 － 可见吸收光谱，最后利

用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 软件进行数据处理。
１． ６． ４　 荧光吸收光谱　 借助荧光吸收光谱仪观察

ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 及其对照组 ＦＴ＠ ＮＣ 荧光光谱图。 将

ＲｈＢ 标记的 ＦＴ＠ ＮＣ 和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 溶于 １００ μｌ ＰＢＳ
缓冲液［ｃ（ＦＡ⁃ＴＰＧＳ）：０. ４４８ ｍｇ ／ ｍｌ］再用 ＰＢＳ 缓冲

液稀释至适宜浓度。 采用荧光光谱仪室温考察 ＲｈＢ
的荧光变化情况。 ＲｈＢ 的激发光波长为 ５５０ ｎｍ，最
大发射波长为 ５８０ ｎｍ， 狭缝宽度设置为 ５ ｎｍ。 最

后用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 软件进行数据处理。
１． ７　 相对释放　 将 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 纳米颗粒分别分散

在 １ ｍｌ ＰＢＳ（ｐＨ 值为 ５. ０ 和 ７. ４）中并在室温下置

于截留分子量为１５ ０００的透析袋中（９ Ｌ ｄｄＨ２Ｏ）进
行透析，两端用透析夹夹紧，于 ３７ ℃条件下在磁力

搅拌器上搅拌，分别于 ０、１０、２０、３０ 和 ４０ ｈ 取样检

测，每次取透析介质 ２ ｍｌ，取后用等体积磷酸盐缓

冲液补充。 采用全波长酶标仪检测 ｓｉＸＢＰ１ 从 ＦＴ＠
ＸＢＰ１ 纳米材料的释放情况，按照公式［６］ 以时间为
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横坐标，ｓｉＲＮＡ 累积释放率为纵坐标，做出 ｓｉＲＮＡ 的

体外释放研究曲线。 实验重复 ３ 次，结果取平均值，
相关度为 Ｐ ＜ ０. ０５。 根据公式计算每个取样点的累

积药物释放量。
１． ８　 细胞相容性

１． ８． １　 扫描电子显微镜（ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏ⁃
ｐｙ，ＳＥＭ） 　 将 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞以 ５ × １０４ 个 ／孔的接

种密度接种于铺有无菌 １０ ｍｍ 圆形玻片的 ６ 孔板

中，待细胞贴壁生长 ４０％ ～ ５０％ ，将 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 以及

ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 纳米材料［ ｃ（ＦＡ⁃ＴＰＧＳ）：２. ４ μｇ ／ ｍｌ］与

小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４. ７ 共孵育 ４８ ｈ。 刺激结束

后，弃培养上清液，并用预冷的 ＰＢＳ 缓冲液清洗细

胞，将样品用 ５％ 戊二醛（１ ｍｌ）固定过夜，并依次加

入一系列乙醇 （ ３０％ 、 ５０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 、 ９０％ 和

１００％ ）进行样本脱水处理。 样本经冷冻保存并喷

金后借助扫描电子显微镜进行拍摄。
１． ８． ２ 　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活力 　 取对数生长期的

ＲＡＷ２６４. ７ 细胞，计数后按照 ３ × １０３ 个 ／孔接种到

９６ 孔板中。 待细胞融合度达 ６０％ ～ ７０％ 后，以
ＰＢＳ 组为对照，每组分别加 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１
［ｃ（ＦＡ⁃ＴＰＧＳ）：２. ４ μｇ ／ ｍｌ］继续培养 ４８ ｈ 后，每孔

加入 ＣＣＫ⁃８ 试液 １０ μｌ，避光孵育 ２ ～ ４ ｈ，最后在酶

标仪上检测 ＯＤ４５０数值，计算 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１
对 ＲＡＷ２６４. ７ 巨噬细胞活力的影响。
１． ８． ３　 流式细胞术检测细胞凋亡　 为了研究 ＦＴ＠
ＸＢＰ１ 纳米材料对巨噬细胞凋亡的影响，课题组使

用 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 纳米材料和对照组刺激细胞 ４８ ｈ 后

弃掉培养基，以 １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 收集细胞，
预冷 ＰＢＳ 清洗 ３ 次后按照说明书加入结合液，混合

均匀后避光加入 １０ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 吹打混匀，继续加

入 １５ μｌ ＰＩ 溶液避光孵育 １５ ｍｉｎ，最后通过流式细

胞仪获得数据，并计算凋亡细胞比例。
１． ９　 激光共聚焦检测细胞摄取　 将 ＲＡＷ２６４. ７ 细

胞以 ５ × １０４ 个 ／孔的细胞密度接种在激光共聚焦小

皿中培养，约 ６ ｈ 后，加入 ＦＴ＠ ＸＢＰ１［ｃ（ＦＡ⁃ＴＰＧＳ）：
５ μｇ ／ ｍｌ］与 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞共孵育 ２４ ｈ，弃上清

液，用预冷的 ＰＢＳ 清洗细胞，４％ 多聚甲醛 ２００ μｌ
固定细胞 ５ ～ １０ ｍｉｎ， 室温下在 ５％ ＢＳＡ 溶液中封

闭 １ ｈ， 最后用含抗荧光淬灭剂的 ＤＡＰＩ 染色 ５ ～ １０
ｍｉｎ 后于激光共聚焦显微镜镜下拍摄。
１． １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 应用 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 纳米材

料转染 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞 ４８ ｈ 后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技
术检测经 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 处理后巨噬细胞 ＸＢＰ１ｓ 的表达

水平。 简而言之，提取细胞蛋白质后通过聚丙烯酸

凝胶电泳将目标蛋白（１０ ～ ２０ μｇ）转至 ＰＶＤＦ 膜上，
封闭后，再用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次，每次 ８ ｍｉｎ， 后与按比

例进行稀释（１ ∶ １ ０００） 的特异性一抗（ β⁃ａｃｔｉｎ 和

ＸＢＰ１ｓ）４ ℃孵育过夜，次日将条带与相应种属的二

抗室温下共孵育 １ ｈ， 最后使用发光成像系统检测

荧光信号并拍摄。
１． １１　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件进行数据

处理，计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示。 两组间的数据比较用

差异 ｔ 检验，两组以上数据的比较采用单因素方差

分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＦＴ＠ＸＢＰ１ 颗粒大小及粒径分布　 构建了包

被 ＸＢＰ１ ｓｉＲＮＡ 的叶酸改性 ＴＰＧＳ 纳米载体（ＦＴ＠
ＸＢＰ１），如图 ＴＥＭ（图 １Ａ）和 ＤＬＳ（图 １Ｂ）所示，ＦＴ
＠ ＸＢＰ１ 聚合物外观呈球形，尺寸均匀，与 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ
纳米载体的颗粒大小接近，平均粒径为（２００ ± ２０）
ｎｍ。
２． ２　 ＦＴ＠ＸＢＰ１ 的特征峰鉴定 　 荧光光谱显示，
ＦＴ＠ ＮＣ 和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 均在 ５５０ ｎｍ 左右处显现 ＲｈＢ
的特征吸收峰（图 ２Ａ）。 紫外吸收光谱图表明，ＦＡ⁃
ＴＰＧＳ、ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 在 ２２０ ～ ３００ ｎｍ 处均有 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ
的特征吸收峰，并且 ＲｈＢ 修饰的 ｓｉＸＢＰ１ 和 ＦＡ⁃
ＴＰＧＳ 聚合交联后，分别在 ３５０ ｎｍ 和 ５５０ ｎｍ 左右显

示出 ｓｉＲＮＡ 的小的吸收峰，这表明 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 和

ＲｈＢ⁃ｓｉＸＢＰ１ 成功结合（图 ２Ｂ）。
２． ３　 ＦＴ＠ＸＢＰ１ 相对释放 　 将 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 置于不

同 ｐＨ 值的 ＰＢＳ 溶液中，由图 ３ 可见，ＲｈＢ⁃ｓｉＸＢＰ１
在 ｐＨ ５. ０ 的 ＰＢＳ 溶液中 ２４ ｈ 累积释放量高达

（６９. ６５ ± ３. ９５）％ ，并且在 ３６ ｈ 保持不变，而在 ｐＨ
７. ４ 的 ＰＢＳ 溶液中时，ＲｈＢ⁃ｓｉＸＢＰ１ 的相对释放率稳

定在（５２. ２８ ± ４. ６９）％ 左右。 上述结果提示，酸性

条件有利于 ＲｈＢ⁃ｓｉＸＢＰ１ 从 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 纳米载体中的

释放。
２． ４　 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞摄取 ＦＴ＠ＸＢＰ１　 通过激光

共聚焦显微镜观察小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４. ７ 与 ＦＴ
＠ ＸＢＰ１ 共孵育 ２４ ｈ 后红色荧光的分布情况。 结果

显示，ＲｈＢ（红色）标记的聚合物可以被巨噬细胞成

功摄取并吞入细胞质，部分进入细胞核（图 ４）。
２． ５　 ＦＴ＠ＸＢＰ１ 的安全性 　 通过 ＳＥＭ、ＣＣＫ⁃８ 和

凋亡试验检测 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 的细胞毒性。 将 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ
和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 分别与小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４. ７ 共培

养 ４８ ｈ。如图 ５Ａ 所示 ， ＳＥＭ成像显示与 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ
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图 １　 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 和 ＦＴ＠ＸＢＰ１ 的颗粒大小和粒径分布

　 　 Ａ：透射电镜检测 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 微观形态 × １３ ５００；Ｂ：
ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 的粒径分布图

图 ２　 ＦＴ＠ＸＢＰ１ 的荧光 ／紫外吸收光谱图

　 　 Ａ：ＦＴ＠ ＮＣ 和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 的荧光光谱图；Ｂ：ＦＡ⁃ＴＰＧＳ、ＦＴ＠ ＸＢＰ１
和 ｓｉＸＢＰ１ 的紫外可见光光谱图

图 ３　 ＦＴ＠ＸＢＰ１ 的相对释放（ｎ ＝ ３）

图 ４　 激光共聚焦显微镜检测 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞摄取 ＦＴ＠ＸＢＰ１
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图 ５　 ＦＴ＠ＸＢＰ１ 对巨噬细胞的安全性分析

　 　 Ａ：ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 与 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞共孵育后的场扫描电镜图 × ３００；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 检测 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 组和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 组的细胞活力；Ｃ：
流式细胞术分析 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 对细胞凋亡的影响； Ｄ：为各组凋亡细胞百分比的定量分析；１：ＰＢＳ 组； ２：ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 组； ３：ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 组

相比，ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 对 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞状态几乎无影

响。 分别使用不同浓度的 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１
与 ＲＡＷ２６４. ７ 共培养 ４８ ｈ，ＣＣＫ⁃８ 试验显示 ＦＴ＠
ＸＢＰ１ 在浓度为 ０. １５ ～ ４. ８０ μｇ ／ ｍｌ 范围内几乎不降

低巨噬细胞的细胞活力（图 ５Ｂ）。 并且凋亡检测也

表明，与 ＰＢＳ 组相比，ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 在 ２. ４０ μｇ ／ ｍｌ 的
浓度下对巨噬细胞凋亡无明显影响（Ｆ ＝ ３. ３１４，Ｐ ＝
０. １２２）（图 ５Ｃ、Ｄ）。 结果显示，ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 对巨噬细

胞具有良好的细胞相容性和安全性。
２． ６　 ＦＴ＠ＸＢＰ１ 的敲降作用　 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方
法检测 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 对巨噬细胞 ＸＢＰ１ｓ 的敲除作用。
如图 ６ 所示，与 ＦＴ＠ ＮＣ 组相比，２. ４０ μｇ ／ ｍｌ 的 ＦＴ
＠ ＸＢＰ１ 刺激 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞 ４８ ｈ 后能明显降低巨

噬细胞 ＸＢＰ１ｓ 的表达（Ｆ ＝ ２２. ６０１，Ｐ ＜ ０. ００１）。

３　 讨论

　 　 巨噬细胞是机体固有免疫系统的重要组成部

分，也是参与炎症反应和损伤 － 修复的重要细胞成

分，在维持内环境稳定中发挥至关重要的作用。 根

据经典学说，活化的巨噬细胞通常分为两种表型，即
经典活化的 Ｍ１ 型巨噬细胞和替代活化的 Ｍ２ 巨噬

细胞。研究表明，巨噬细胞表型转化在多种疾病的

图 ６　 ＦＴ＠ＸＢＰ１ 对巨噬细胞 ＸＢＰ１ｓ的沉默作用

　 　 Ａ：ＲＡＷ２６４. ７ 细胞与 ＦＡ⁃ＴＰＧＳ、ＦＴ＠ ＮＣ 和 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 共同培养

４８ ｈ 后 ＸＢＰ１ｓ 蛋白水平测定；Ｂ：对条带进行定量分析；１：ＰＢＳ 组；２：

ＦＡ⁃ＴＰＧＳ 组；３：ＦＴ＠ ＮＣ 组；４：ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 组；与 ＰＢＳ 组比较：∗∗Ｐ ＜

０. ０１；与 ＦＴ＠ ＮＣ 组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

发生发展和治疗中发挥关键作用。 如特异性阻断髓

系 ＬＤＨ⁃Ａ 可将 ＴＡＭ 向抗肿瘤表型转变，同时改善
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肿瘤细胞浸润［７］，ＩＬ４ ／ ＩＬ１３ 激活的 Ｍ２ 样巨噬细胞

有助于组织修复和炎症消退，从而保护动脉粥样硬

化［８］。 因此，靶向调控巨噬细胞表型重编程可能是

有效的疾病治疗策略。
　 　 营养缺乏、低氧、高代谢需求和氧化应激等都会

导致内质网蛋白质折叠功能的紊乱，引起内质网应

激（ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ， ＥＲＳ）， 进而激活

ＵＰＲ 反应［９］。 该课题组前期研究［１０］表明，肝癌细胞

可以将 ＥＲＳ 信号传递给微环境的巨噬细胞，促进巨

噬细胞 Ｍ２ 转化。 也有研究［１１］ 报道，ＥＲＳ 可能是巨

噬细胞 Ｍ２ 表型转化所必须的因素但 ＥＲＳ 的肿瘤细

胞如何调控微环境中浸润的巨噬细胞 Ｍ１ ／ Ｍ２ 型转

化尚不清楚。 ＩＲＥ１α⁃ＸＢＰ１ 是 ＵＰＲ 反应中最保守的

通路，有文献［１２］报道，ＩＲＥ１α⁃ＸＢＰ１ 通路在巨噬细胞

表型转化中发挥至关重要的调控作用。 如急性肝损

伤期间，敲除 ＸＢＰ１ 损害线粒体自噬激活巨噬细胞

中的 ｍｔＤＮＡ⁃ｃＧＡＳ⁃ＳＴＩＮＧ 信号加剧损伤。 此外，
ＸＢＰ１ｓ 高表达与肿瘤进展、不良预后和耐药呈正相

关［１３］。 因此，通过靶向调控 ＩＲＥ１α⁃ＸＢＰ１ 下游关键

核转录因子 ＸＢＰ１ｓ 调控巨噬细胞表型重塑，恢复微

环境免疫平衡状态值得深入研究。
　 　 靶向调控微环境巨噬细胞及其内质网应激水

平，重塑巨噬细胞极化状态，进而恢复免疫微环境稳

态一直是肿瘤及炎症相关疾病治疗中面临的巨大挑

战。 肿瘤细胞和活化的巨噬细胞表面均过表达叶酸

受体（ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＲｓ），且这些受体表现出高

亲和力、低免疫原性，而 ＦＲｓ 在正常的组织中含量

较少［１４］，这提示可以用叶酸（ＦＡ）修饰的纳米载体

荷载药物或核酸等物质发挥治疗作用。 ＴＰＧＳ 是天

然维生素 Ｅ 的两亲性衍生物，包含亲脂性部分和聚

乙二醇（ＰＥＧ）的亲水性部分，具有高渗透性，已被美

国食品药品监督管理局批准应用于食品和药物的安

全辅助剂。 研究［７］表明 ＴＰＧＳ 不仅可以作为纳米颗

粒的基质材料，用于疏水药物的高效封装，而且它与

药物聚合成胶束的时候，会提高胃肠道的吸收率，因
此，可以明显地提高利用率。 更重要的是，ＴＰＧＳ 不

仅具有小粒径、低毒性、缓释性以及转染效率高等特

点，而且对癌细胞有选择性的细胞毒性活性。 因此，
ＴＰＧＳ 可能是递送 ｓｉＲＮＡ 的理想载体。 该研究通过

交联作用制备叶酸修饰的 ＴＰＧＳ 纳米载体，并在此

基础上构建有效包载、稳定释放 ＸＢＰ１ ｓｉＲＮＡ 的纳

米载药系统 ＦＴ＠ ＸＢＰ１，体外研究表明 ＦＴ＠ ＸＢＰ１ 可

被巨噬细胞有效摄取，在不影响细胞增殖和凋亡的

情况下即可显著抑制 ＸＢＰ１ｓ 表达，为开发以巨噬细

胞和内质网应激 ＩＲＥ１α⁃ＸＢＰ１ 通路为靶点的治疗策

略提供依据。
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ｃａｒｒｉｅｒｓ ｗｅｒｅ（２００ ± ２０）ｎｍ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒｅｌｅａｓｅ ａｓｓａｙｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｃｉｄｉｃ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ （ｐＨ ５. ０）ｗａｓ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ
ｆｏｒ ｓｉＲＮＡ ｔｏ ｒｅｌｅａｓｅ ｆｒｏｍ ＦＴ＠ ＸＢＰ１． Ｂｏｔｈ ＣＣＫ⁃８ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＴ＠ ＸＢＰ１ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＲＡＷ２６４. ７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｍａｌｌ， ａｎｄ ＦＴ＠ ＸＢＰ１ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＸＢＰ１ｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４. ７（Ｐ ＜ ０. ００１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴＰＧＳ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ
ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅ ＸＢＰ１ ｓｉＲＮＡ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ＸＢＰ１ｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＷ２６４. ７ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｇｏｏｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍ⁃
ｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ； Ｄ⁃α⁃ｔｏｃｏｐｈｅｒｙｌ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ １０００ ｓｕｃｃｉｎａｔｅ； ｓｉＲＮＡ； ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ； Ｘ⁃ｂｏｘ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ １

（上接第 １８６４ 页）
ｏｆ ＦＢＧ， Ｓｃｒ， ＢＵＮ， ２４ ｈ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｓｃｏｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＲＦ２ ａｎｄ ＨＯ⁃１ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｅｘｅｒ⁃
ｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＦＢＧ， Ｓｃｒ， ＢＵＮ， ２４ ｈ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｓｃｏｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＲＦ２ ａｎｄ ＨＯ⁃１ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． ② Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｅｒｏ⁃
ｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ａｔ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｓｃｒ， ＢＵＮ， ａｎｄ ＵＡＣＲ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ （１ ｔｉｍｅ ／
ｗｅｅｋ） ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ （≥２ ｔｉｍｅｓ ／ ｗｅｅｋ） ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｅＧＦＲ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｔｈｅ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ （≥２
ｔｉｍｅｓ ／ ｗｅｅｋ） ｗａｓ ２. １３％ （１ ／ ４７）， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ［１ ｔｉｍｅ ／ ｗｅｅｋ， １１. ４３％ （４ ／ ３５）］
ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ［１６. ０７％ （１８ ／ １１２）， Ｐ ＜ ０. ０５］． ＣＯＸ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
≥２ ｔｉｍｅｓ ／ ｗｅｅｋ （ＨＲ ＝ ０. １２３， ９５％ ＣＩ： ０. ０１６ － ０. ９２５） ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ ｐｏｏｒ ｓｈｏｒｔ⁃ｔｅｒｍ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ａｔ ｌｏｗ ｔｅｍ⁃
ｐｅｒａｔｕｒｅ ｃａｎ ｃｏｒｒｅｃｔ ｒｅｎａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ， ｐｒｏｔｅｃｔ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｒｉｓｋ ｏｆ ｐｏｏｒ ｓｈｏｒｔ⁃ｔｅｒｍ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｂｙ ａ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｔｈａｔ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＲＦ２ ／ ＨＯ⁃１ ａｘｉｓ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ； ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ； ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ； ｒｅｎａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； ｓｈｏｒｔ⁃ｔｅｒｍ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ
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