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摘要 目的 通过使用小鼠巨噬细胞膜包裹 Cas9 核糖核蛋

白复合物( ＲNP) ，制备 Cas9-ＲNP 仿生纳米粒 Cas9-ＲNP@
MMs，旨在利用此仿生纳米粒递送 Cas9-ＲNP 复合物用于基

因编辑，并进一步在体外研究小鼠巨噬细胞 ＲAW264. 7 对

Cas9-ＲNP@ MMs 的内吞情况及其基因编辑效果，为开发低

毒性的抑制 NLＲP3 治疗靶点的仿生纳米粒载体提供证据。
方法 将提取的小鼠巨噬细胞细胞膜与制备的 Cas9-ＲNP 混

合，超声后使用脂质体挤压仪挤压得到 Cas9-ＲNP@ MMs。
使用纳米颗粒跟踪仪检测 Cas9-ＲNP@ MMs 的颗粒直径，透

射电子显微镜下观察 Cas9-ＲNP@ MMs 的颗粒形态。激光共

聚焦荧光显微镜成像分析细胞对 Cas9-ＲNP@ MMs 的内吞情

况。采用 MTT 法检测 Cas9-ＲNP@ MMs 生物相容性。通过

qPCＲ 和 Western blot 检测 NLＲP3 表达，来验证 Cas9-ＲNP@
MMs 敲低 NLＲP3 基因的效果。结果 采用巨噬细胞细胞膜

制备的 Cas9-ＲNP@ MMs 平均粒径约为 216 nm; 激光共聚焦

荧光显微镜下，Cas9-ＲNP@ MMs 能成功被 ＲAW246. 7 细胞

摄取; MTT 检测结果显示 Cas9-ＲNP@ MMs 处理的小鼠巨噬

细胞 ＲAW246. 7 具有良好的生物相容性; qPCＲ 和 Western
blot 检测显示，有两条 NLＲP3 特异的向导 ＲNA( sgＲNA) 通

过 Cas9-ＲNP@ MMs 介导，有良好的敲低 NLＲP3 基因表达的

效果。结论 利用仿生纳米粒成功制备了内腔载有 Cas9-
ＲNP 复 合 物 的 纳 米 级 囊 泡 Cas9-ＲNP@ MMs，Cas9-ＲNP@
MMs 具有良好的生物相容性并且可以被 ＲAW246. 7 细胞高

效内吞; 含有 NLＲP3 特异的 sgＲNA 的 Cas9-ＲNP@ MMs 能够

特异性敲低 NLＲP3 基因表达。
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纳米级细胞膜囊泡是人工制备的由生物体自身

细胞膜包裹纳米核心制备而成的囊泡。利用不同类

型的内源性细胞膜( 例如红细胞膜、免疫细胞膜、血
小板膜等) 自身的特性为纳米核心提供生物材料包

裹功能，而其中纳米核心的材料可以根据应用需要

进行选择［1 － 2］。与其他外源性的人工合成材料相

比，纳米级细胞膜囊泡存在独特的优势，它具有良好

的生物相容性和可降解性、较低的免疫原性以及更

长的体内循环时间和靶向性等优势，作为药物递送

载体在生物医学领域具有较高的发展前景和应用价

值［3］。该 研 究 利 用 小 鼠 巨 噬 细 胞 膜 ( macrophage
cell membranes，MMs) 包裹 Cas9-ＲNP 复合物，制备

了一种仿生纳米粒 Cas9-ＲNP@ MMs，利用细胞内吞

的功能，将 Cas9-ＲNP@ MMs 导入细胞内，从而递送
Cas9-ＲNP 复合物进行基因编辑，为发挥其作为递送

载体的生物医学功能，设计了针对 NLＲP3 的 gＲNA，

以小 鼠 巨 噬 细 胞 ＲAW264. 7 为 体 外 模 型，检 测
Cas9-ＲNP@ MMs 的内吞情况和对 NLＲP3 敲 低 效

果，为开发低毒性的抑制 NLＲP3 治疗靶点的载体提

供证据。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂与仪器 胎牛血清、DMEM 培养基、
0. 25%胰酶消化液( 美国 Gbico 公司) ; 青霉素链霉

素双抗( 美国 Hyclone 公司) 磷酸盐缓冲液( 重庆
biosharp 公司) ; Cas9 蛋白( 南京金斯瑞生物科技) ;

sgＲNA 体外转录试剂盒( 重庆英茂盛业生物科技有

限公司) ; anti-NLＲP3 ( 英国 abcam 公司) ，山羊抗小

鼠 IgG HＲP 抗体 ( 美国 SantaCruz 公司) ; ＲIPA 裂解

液、蛋白酶抑制剂( 上海碧云天生物技术公司) ; 高

温高压灭菌锅( HVE-50，日本 Hirayama 公司) ; 细胞

膜蛋白与细胞质蛋白提取试剂盒( 上海碧云天生物

技术公司) ; 二甲基亚砜( DMSO) 、四甲基偶氮唑蓝

( MTT) ( 上海阿拉丁生化科技股份有限公司) ; DIO
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细胞膜绿色荧光探针( 上海翌圣生物有限公司) ;

5%磷钨酸负染色液( 北京索莱宝科技有限公司) ;

酶标仪( 美国 Bio-tek 公司) ; 透射电镜( 美国赛默飞

公司) ; 细胞超声破碎仪( TL-150Y 盐城天翎仪器有

限公司) ; 纳米颗粒跟踪分析仪 NanoSight 300; 电泳

仪及电泳槽( 北京六一仪器厂) ; 全自动数码凝胶成

像系统 ( 上 海 欧 翔 公 司 ) ; 激 光 共 聚 焦 显 微 镜

( LSM800 德国蔡司公司) 。
1． 2 细胞培养 ＲAW264. 7 细胞用含 10% 胎牛血

清，l% 青霉素链霉素双抗混合液的 DMEM 完全培

养基，置于无菌培养箱( 温度为 37 ℃，含 5% CO2 )

中培养。
1． 3 NLＲP3 sgＲNA 的 体 外 转 录 合 成 使 用

sgＲNA 体外转录试剂盒，首先进行 PCＲ 扩增转录模

板，扩增完成后，进行转录反应，按顺序加入试剂盒

说明书中标注的试剂，充分混匀，37 ℃ 孵育 4 h，孵

育时尽量采用 PCＲ 仪等带有热盖的仪器，切勿使用

水浴锅。体外转录时 PCＲ 正向引物如下: sgＲNA-1
( 5'-TTAATACGACTCACTATAGGGGACGAGTGTCC-
GTTG-CAAGCGTTTTAGAGCTAGAAATA-3') ; sgＲNA-
2 ( 5' TTAATACGACTCACTATAGGGAAGGACAGGA-
ACGCGCGTCTGTTTTAGAGCTAGAAATA3') ; sgＲNA-3
( 5'-TTAATACGACTCACTATAGGGGAAGATTACCCG-
CCCGAGAAGTTTTAGAGCTAGAAATA-3') 。
1． 4 巨噬细胞膜的提取 培养约 2 × 107 个细胞，

用无菌磷酸盐缓冲液( PBS) 洗一遍，用细胞刮子刮

下细胞或用含有 EDTA 但不含胰酶的细胞消化液处

理细胞使细胞不再紧贴壁，并用移液器吹打下细胞。
离心收集细胞，吸除上清液，留下细胞沉淀备用。尽

量避免用胰酶消化细胞，接下来使用细胞膜蛋白与

细胞质蛋白提取试剂盒，提取细胞膜，把 1 ml 膜蛋

白抽提试剂 A( 临用前添加了 1% PMSF) 加入收集

的细胞中，轻轻并充分悬浮细胞，冰浴 10 ～ 15 min
( 去除细胞核和未破碎的细胞) ，然后 4 ℃、2 000 r /
min 离心 10 min，小心收集上清液至一新的离心管

中。吸取上清液时切勿接触沉淀，可以有 30 ～ 50 μl
上清液残留不予吸取。然后 4 ℃、12 000 r /min 离

心 30 min，得到细胞膜碎片。
1． 5 巨噬细胞膜囊泡化 将收集的巨噬细胞膜用

PBS 重悬或与 Cas9-ＲNP 混合，放在超声清洗仪中，

在冰浴条件下超声，然后在无菌的条件下使用脂质

体挤出仪将细胞膜悬液依次通过 2 μm、800 nm、400
nm 和 200 nm 的聚碳酸酯滤膜，来回挤出 20 次左

右，制备得到细胞膜囊泡。

1． 6 透射电镜表征及粒径分布的测定 取适量细

胞膜囊泡悬液，放在超声清洗仪中在冰浴条件下超

声，取少量细胞膜囊泡悬液滴于铜网支持膜上，自然

干燥后，加入 50 μl 磷钨酸负染色液，染色 5 min 后，

滤纸吸干染色液，干燥后拍摄透射电镜，观察细胞膜

囊泡的粒径分布。此外，使用纳米颗粒跟踪分析仪

NanoSight 300 分析细胞膜囊泡的粒径及浓度。
1． 7 细胞毒性实验 提前 1 d 将 ＲAW264. 7 细胞

均匀地铺在 96 孔细胞培养板中，每孔加入 100 μl
完全培养基( 每孔约 5 000 个细胞) 。次日使用新鲜

培养基将 Cas9-ＲNP@ MMs 稀释为 6 种浓度( 0、2. 5、
5、7. 5、10、12. 5 μg /ml) 。弃掉 96 孔板内原有的培

养基，并加入含上述浓度 Cas9-ＲNP@ MMs 的培养

基。培养 24 h 后，加入 20 μl 浓度为 5 mg /ml 的

MTT 溶液，培养 4 h 后，轻轻吸去 MTT 溶液，并向每

孔中加入 150 μl 二甲基亚砜( dimethylsulfoxide，DM-
SO) 溶液，在摇床上震荡 30 min，将细胞培养板放置

于酶标仪上，在 490 nm 波长下，测定每孔的吸光度，

通过吸光度计算细胞的存活率。
1． 8 细 胞 内 吞 实 验 在 共 聚 焦 小 皿 中 培 养

ＲAW264. 7 细 胞 24 h，注 意 控 制 细 胞 生 长 至 约

70%，加入通过 DIO 标记的巨噬细胞膜囊泡 200 μl
共孵育，继续培养 6 h 后，吸去培养基，用无菌 PBS
缓冲液冲洗 3 遍，加入 1 ml DMEM 培养基，随后利

用激光共聚焦显微镜拍摄 ＲAW264. 7 细胞对巨噬

细胞囊泡 Cas9-ＲNP@ MMs 的摄取情况。
1． 9 Western blot 检测 NLＲP3 蛋白表达 收集加

入 Cas9-ＲNP@ MMs 囊泡 48 h 后的各组 ＲAW264. 7
细胞，加入 ＲIPA 裂解提取总蛋白，以考马斯亮蓝

G250 法进行蛋白定量，使用 10% SDS-PAGE 胶，经

电泳、转 膜 后，5% BSA 封 闭 2h，加 入 一 抗 ( 1 ∶
7 000) ，4 ℃孵育过夜。然后加入二抗( 1 ∶ 7 000 ) ，

室温孵育 2 h，显影。
1． 10 qPCＲ 检测 NLＲP3 mＲNA 表达 收集加入

Cas9-ＲNP@ MMs 囊泡 48 h 后的各组 ＲAW264. 7 细

胞，使用 TＲIzol 法提取总 ＲNA，测 ＲNA 浓度和纯度

后，使用逆转录试剂盒合成 cDNA，用 PCＲ 仪进行扩

增，按照试剂盒操作方法检测各组细胞 NLＲP3 mＲ-
NA 表达水平，采用 2 － ΔΔCt法计算 NLＲP3mＲNA 相对

表达量。
引物 序 列 如 下: NLＲP3 ( F: 5'-ATTACCCGCC-

CGAGAAAGG-3'，Ｒ: 5'-TCGCAGCAAAGATCCACA-
CAG-3') ; GAPDH ( F: 5'-TGACCTCAACTACATG
GTCTACA-3'，Ｒ: 5'-CTTCCCATTCTCGGCCTTG -3') 。
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1． 11 统计学处理 采用 Graphpad Prism 9. 4 统计

软件进行统计学分析。数据呈正态分布的以 珋x ± s
表示，多组间样本均数比较采用单因素方差分析。
以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 仿生纳米粒 Cas9-ＲNP@MMs 的粒径分布

提取 ＲAW264. 7 细胞的细胞膜，经 PBS 缓冲液重

悬，并与 Cas9-ＲNP 混合后，使用脂质体挤出器挤压

得到仿生纳米粒 Cas9ＲNP@ MMs。通过纳米颗粒跟

踪仪测得平均粒径约为 216 nm，见图 1。

图 1 Cas9-ＲNP@MMs 的纳米颗粒跟踪仪表征

通过负染色技术制片，采用透射电子显微镜拍

摄，能够清晰的观察到 Cas9-ＲNP@ MMs 的纳米形

貌。形状呈空心椭圆球形或球形，粒径主要在 200
nm 左右。见图 2。外层的 ＲAW264. 7 细胞膜都能

完整的形成双层膜的囊泡状结构，表明 ＲAW264. 7
细胞膜囊泡化并成功包裹 Cas9-ＲNP。
2． 2 Cas9-ＲNP@MMs 的生物相容性 为了验证

Cas9-ＲNP@ MMs 生物相容性良好、无毒性的特点。

使用不同浓度的 Cas9-ＲNP@ MMs 与 ＲAW264. 7 细

胞孵育 24 h，通过 MTT 检测，结果显示，随着浓度的

增加，Cas9-ＲNP@ MMs 对细胞活力的影响无统计学

差异。见表 1。

图 2 Cas9-ＲNP@MMs 的 TEM 表征 × 12 000

表 1 不同浓度 Cas9-ＲNP@MMs 对

ＲAW264. 7 细胞活力的影响( n = 3，珋x ± s)

浓度( μg /ml) A490 细胞活力( % )

0 0． 570 ± 0． 046 100． 000
2． 5 0． 568 ± 0． 060 99． 591
5 0． 566 ± 0． 068 99． 240
7． 5 0． 542 ± 0． 044 95． 032
10 0． 517 ± 0． 037 90． 590
12． 5 0． 498 ± 0． 039 87． 317

2． 3 Cas9-ＲNP@MMs 的细胞内吞情况 使用

DIO 绿色荧光标记仿生纳米粒 Cas9-ＲNP@ MMs，将

其加入 ＲAW264. 7 细胞，并在培养箱中孵育 6 h，随

后通过激光共聚焦荧光显微镜进行拍摄，可见 DIO
荧光染料标记的 Cas9-ＲNP@ MMs 呈斑点状大量的

分布在细胞内，提示 Cas9ＲNP@ MMs 成功被巨噬细

胞大量摄取。见图 3。
2 ． 4 Cas9ＲNP@MMs系统的基因编辑效果 设

图 3 DIO 荧光标记的 Cas9-ＲNP@MMs 的细胞内吞情况 × 500
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计了 3 条针对 NLＲP3 的向导 sgＲNA，并将其制备成

具有 NLＲP3 特异性的 Cas9-ＲNP@ MMs，随后递送

到 ＲAW264. 7 细胞中，评估 Cas9ＲNP@ MMs 系统的

工作效率。通过 qPCＲ 检测 NLＲP3 在基因表达水

平的变化，结果显示，sgＲNA-2 和 sgＲNA-3 有明显的

敲低 NLＲP3 的 效 果，差 异 有 统 计 学 意 义 ( F =
156. 8，P ＜ 0. 000 1 ) ，Western blot 也显示同样的趋

势。见图 5。

图 4 NLＲP3 表达

A: qPCＲ 检测; B: Western blot 检测; 与 control 组比较: ＊＊＊＊P ＜

0. 000 1

3 讨论

NLＲP3 是外源性病原体和内源性损伤相关分

子模式的胞质传感器。内源性或外源性刺激后，激

活的 NLＲP3 与适配器蛋白 ASC 和半胱氨酸蛋白酶

caspase-1 组装，形成 NLＲP3 炎症小体，导致 caspase-
1 的裂解和激活，进而促进 IL-1β 和 IL-18 等促炎因

子的成熟和释放［4］。已有研究［5 － 6］证明，抑制 NL-
ＲP3 炎症小体信号能够减轻动脉粥样硬化、败血性

休克、T2D、阿尔茨海默病、多发性硬化、痛风等疾

病。
因此，抑制 NLＲP3 炎症小体是治疗一些炎症性

疾病和自身免疫性疾病的潜在靶点，也是临床药物

研究开发的前沿热点方向。而目前针对 NLＲP3 炎

症小体的治疗策略主要包括 IL-1 信号的抗炎生物

制剂( 例如 IL-1 受体拮、抗剂 Kineret) 、小分子抑制

剂( 如格列本脲和 MCC950) 和 NLＲP3 炎症小体的

天然抑制剂( 例如 omega-3 脂肪酸，多巴胺和 β-羟

基丁酸酯) 的使用［7 － 8］。然而，这些抑制剂或能抑制

NLＲP3 的上下游信号，或能抑制其他炎症小体的活

化或其他炎症信号通路，并不能特异性的抑制 NL-
ＲP3 炎症小体，只有靶向 NLＲP3 本身才能特异性的

抑制 NLＲP3 炎症小体活化。
CＲISPＲ /Cas9 系统具有成本低、操作简单、效率

高等优点，是目前最常用的基因编辑方法［9］。它能

够通过单个 gＲNA 导向的特异性 Cas9 核酸酶，有效

地破坏或修复引起疾病的基因［10］。使用 CＲISPＲ-
Cas9 能直接在基因组水平上破坏关键分子 NLＲP3，

不仅能够有效抑制 NLＲP3 炎症小体的活化，还能够

避免一些抑制剂存在的脱靶等弊端。因此，研究

CＲISPＲ /Cas9 敲除 NLＲP3 是一种有效治疗炎症相

关疾病的方法。但是实现 CＲISPＲ-Cas9 系统的治

疗性操作仍然存在一些技术壁垒，其中最主要之一

是开发安全有效的递送载体确保将基因编辑工具有

效地递送到靶细胞中［11］。
本研究利用小鼠巨噬细胞膜包裹 Cas9-ＲNP 复

合物，制备了一种 Cas9-ＲNP@ MMs 仿生纳米粒囊

泡，利用纳米颗粒跟踪仪和电子显微镜技术，成功跟

踪了仿生纳米粒囊泡粒径和形态，并在细胞水平验

证了仿生纳米粒囊泡的内吞和生物相容性，以及其

作为一个载体介导物质进入细胞内的功能。为了验

证其临床应用价值，本研究还设计了特异性针对

NLＲP3 的 gＲNA，制备了 NLＲP3 特异的 Cas9-ＲNP@
MMs，以小鼠巨噬细胞 ＲAW264. 7 为体外模型，检测

Cas9-ＲNP@ MMs 对 NLＲP3 基因的敲低效果，并鉴

定出 两 个 可 以 有 效 降 低 NLＲP3 表 达 的 特 异 性

gＲNA，为开发低毒性的抑制 NLＲP3 表达的治疗靶

点的载体提供了很有价值的临床前期证据。该研究

目前还处在体外实验阶段，需要动物水平的体内研

究进一步证实其效果。该研究或许提供一种新的针

对 NLＲP3 相关的疾病治疗策略，为开展后续相关实

验奠定基础。
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Preparation of Cas9 － ＲNP cell membrane vesicle － loaded biomimetic
nanoparticles and its efficacy on the NLＲP3 gene

knockdown in mouse macrophage
Wu Dongqing1，Dan Zhangyong1，He Xiaoyan2，Zhu Huaqing1

( 1Dept of Biochemistry and Laboratory of Molecular Biology of Anhui Medical University，Hefei 230032;
2Dept of College of Life Sciences，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective Cas9-ＲNP biomimetic nanoparticles cas9-ＲNP@ MMs were prepared by encapsulating the
Cas9 Ｒibonucleoprotein complex ( ＲNP) using mouse macrophage membranes，with the aim of utilizing this biomi-
metic nanoparticle to deliver the Cas9-ＲNP complex for gene editing，and further study the endocytosis of Cas9-
ＲNP@ MMs and its gene editing effect in mouse macrophage ＲAW264. 7 in vitro ，providing evidence for the devel-
opment of low-toxicity biomimetic nanoparticle carriers that inhibit NLＲP3 therapeutic targets． Methods The puri-
fied mouse macrophage membrane was mixed with the prepared cas9-ＲNP mixture，and after ultrasound，the CAS9-
ＲNP@ MMS was obtained by liposome extrusion instrument; The particle size of Cas9-ＲNP@ MMs was measured by
nanoparticle tracking analysis，and the particle morphology of Cas9-ＲNP@ MMs was observed under transmission e-
lectron microscope． Laser confocal Fluorescence microscope imaging was used to analyze the endocytosis Cas9-ＲNP
@ MMs． The Biocompatibility of Cas9-ＲNP@ MMs was measured by MTT assay． The expression of NLＲP3 was de-
tected by qPCＲ and Western blot to verify the knockdown effect of Cas9-ＲNP@ MMs on NLＲP3 gene． Ｒesults
The average particle diameter of Cas9-ＲNP@ MMs prepared from macrophages was about 216 nm． Under laser con-
focal fluorescence microscope，the Cas9-ＲNP@ MMs could be successfully endocysed by Ｒaw246. 7 cell． MTT as-
say indicated that the Cas9-ＲNP@ MMs-treated mouse macrophage ＲAW246. 7 had good biocompatibility． qPCＲ
and Western blot showed that two NLＲP3-specific guide ＲNA were mediated by Cas9-ＲNP@ MMs，with good effect
of knockdown NLＲP3 gene expression． Conclusion Nano-scale vesicles Cas9-ＲNP@ MMs loaded with Cas9-ＲNP
complexes were successfully prepared by biomimetic nanoparticles． Cas9-ＲNP@ MMs have good biocompatibility
and can be efficiently endocytosed by ＲAW246. 7 cells． Cas9-ＲNP@ MMs containing NLＲP3-specific sgＲNA can
specifically knock down NLＲP3 gene expression．
Key words cell membrane; nanovesicles; Cas9-ＲNP; endocytosis; gene knockdown
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