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纳米粒子介导反义 ｍＴＯＲ基因转染抑制移植
静脉内膜增生

胡新华，张强，杨军，刘程伟，张志深，杨德华

（中国医科大学附属第一医院 外科，辽宁 沈阳１１０００１）

　　摘要：目的　观察以纳米粒子为载体的外源性反义雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）基因局部转染对移
植静脉内膜增生的影响。方法　应用聚乳酸聚乙醇酸共聚物（ＰＬＧＡ）和聚乙烯醇（ＰＶＡ）包载 ｍＴＯＲ基

因，制备纳米级粒子混合物。建立自体静脉移植模型 ７２只，随机分成转基因组（转染以纳米粒子为载

体的反义 ｍＴＯＲ基因），空载体组（单纯转染纳米粒子包载的空载体）和对照组（不予特殊处理）。分别

于术后 ３，７，１４，２８ｄ取材。检测 ｍＴＯＲ基因的 ｍＲＮＡ及蛋白产物表达，以及血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）

凋亡的动态变化。结果　转基因组内膜中 ｍＴＯＲ基因的 ｍＲＮＡ及蛋白产物表达较其他两组明显减少

（Ｐ＜０．０５）；转基因组内膜增生厚度于 ７，１４，２８ｄ较其他组明显减少（Ｐ＜０．０１）；转基因组凋亡细胞

较其他组明显增高（Ｐ＜０．０５）。结论　纳米粒子可以作为转基因载体。反义 ｍＴＯＲ基因的表达能有

效抑制自体移植静脉内膜的增生及促进 ＶＳＭＣ凋亡。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（５）：５７０－５７３］
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　　利用自体静脉行冠状动脉搭桥或肢体旁路转
流手术，目前仍然是挽救患者生命和肢体功能的

重要手段。然而，血管移植后狭窄、闭塞使手术远

期失败率高达 ４０％ ～６０％。哺乳类动物雷帕霉
素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）作
为一种重要的信号传导分子，参与细胞的多种生

理和病理过程，在细胞的生存、生长及增殖过程中

起中心调控作用［１］。笔者已成功构建 ｍＴＯＲ基因
的反义 ＲＮＡ真核质粒表达载体［２］。本研究进一

步以纳米粒子为载体局部转染反义 ｍＴＯＲ基因，
观察其对移植血管内膜增生的影响。

１　材料与方法

１．１　实验材料
Ｗｉｓｔａｒ大 鼠 ７２只，雌 雄 不 拘，体 重 ２５０～

３００ｇ。重组质粒 ｐＥＧＰＣ１ｍＴＯＲ为本课题组自行
构建。聚 乳 酸 聚 乙 醇 酸 （ＰＬＧＡ）和 聚 乙 烯 醇
（ＰＶＡ）由中国医学科学院生物工程研究所提供。
原位末端标记法（ＴＵＮＥＬ）试剂盒为武汉博士德公
司产品。ｍＴＯＲ多克隆抗体为 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产
品。激光子相关光谱仪（ＰＣＳ美国 Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ公
司）、ＢＩ９０００ＡＴ相关器、Ｂ１２００ＳＭ光度计及 Ｉｎｎｏ
ｖａ３０４氩离子激光器（美国 Ｃｏｈｅｒｅｎｔ公司）。
１．２　纳米微粒包载反义 ｍＴＯＲ基因 ＤＮＡ质粒

将反义 ｍＴＯＲ基因 －ｐＥＧＰＣ１ｍＴＯＲ质粒加
入适量二氯甲烷（ＰＬＧＡ）溶液中，在冰浴条件下用
高速搅拌器进行乳化；形成油包水型乳液后，再加

入聚乙烯醇（ＰＶＡ）水溶液，搅拌形成均一的水包
油包水乳液，于通风橱内常压下搅拌挥发有机溶

剂 ２ｈ，离心 ２０ｍｉｎ，收集沉淀，水洗除掉游离的基
因及 ＰＶＡ后，冷冻干燥。
１．３　纳米粒子粒径及分布的测定及体外释放试验

纳米粒子表面形态的观察：将包装了 ｐＥＧＰ
Ｃ１ｍＴＯＲ质粒 ＤＮＡ的纳米粒子溶于蒸馏水中，滴
加于盖玻片上，自然干 燥，喷金扫描。称取含

ｐＥＧＰＣ１ｍＴＯＲ质粒 ＤＮＡ的纳米粒子 １５．５ｍｇ，加
入 ＴＥ溶液中制成均一的悬浮液，将其放入双室扩
散池的一侧，两池之间用 ０．２２的滤膜隔开，另一
侧为接收池，存放等体积新鲜的 ＴＥ释放液，将此
双室扩散池置于 ３７°Ｃ１３０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇床中进
行释放实验，每 ２４ｈ用新鲜缓冲液更换接收池中
的释放液；更换出的样品直接用紫外分光光度计

在波长 ２６０ｎｍ处测定吸光值，计算出释放量绘制
累积释放曲线。

１．４　实验动物分组及局部基因定位转染
７２只大鼠，随机分成转基因处理组、空载体

处理组和对照组，每组 ２４只。转基因组移植静脉
转染以纳米粒子为载体的 ｐＥＧＰＣ１ｍＴＯＲ质粒，
空载体组转染纳米粒子包载的 ｐＥＧＰＣ１空质粒
载体，对照组不予特殊处理。应用显微外科技术

建立大鼠颈总动脉的自体颈静脉移植模型：移植

前将切取的颈总静脉内侧支 ５ｍｍ，于不同溶液中
进行浸泡。转基因组将移植静脉段浸泡于已准备

好的 ＤＮＡ溶液（称量 ＤＮＡ纳米粒子 ６ｍｇ，加入生
理盐水 ０．３ｍＬ，制成均一的悬浮液）中，３０ｍｉｎ后
取出静脉；切断同侧颈总动脉，用 １１－０无创缝合
线将静脉段端端吻合于同侧颈总动脉。空载体组

使用纳米粒子包载的 ｐＥＧＰＣ１空质粒浸泡静脉，
对照组使用生理盐水浸泡。各组动物分别于术后

３，７，１４，２８ｄ取材。切取移植静脉段，液氮中冻
存。

１．５　形态学观察及分析
参照文献［３］，取部分标本，１０％中性福尔马林

液固定过夜，石蜡包埋后切片，作 ＨＥ染色、Ｖｅｒ
ｈｏｅｆｆ弹力纤维染色。ＴＵＮＥＬ法检测 ＶＳＭＣ凋亡
率。计算机图像分析仪分析 Ｖｅｒｈｏｅｆｆ切片，测量内
膜厚度。

１．６　逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测反
义 ｍＴＯＲ基因的整合
根据反义 ｍＴＯＲ序列设计引物。Ｆ：５′－ＡＧ

ＧＣＣＴＴＧＧＴＧＡＧＡＧＣＴＧＴＡ －３′，Ｒ：５′－ＧＧＣＡＣＡ
ＣＡＴＴＴＧＡＡＧＡＡＧＣＡ －３′，产物长度 ３２２ｂｐ。βａｃ
ｔｉｎＦ：５` －ＴＴＣＴＧＡＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴ－３`，Ｒ：５` －
ＡＴＴＡＣＡＧＴＧＣＧＴＧＣＴＡＡＡＧＧ－３`，产物长度 ５０８ｂｐ。
各取组织约 １００ｍｇ，按 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明提取总
ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ。ＰＣＲ过程：２０μＬ反应体
系，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．５Ｕ，引物各 ５０ｐｍｏｌ。ＰＣＲ
反应条件：９４℃变性 ２ｍｉｎ后，９４℃３０ｓ，５６℃４５ｓ，
７２℃４５ｓ顺序共循环 ３０次，最后 ７２℃延伸 ７ｍｉｎ。
电泳，凝胶成像系统上摄像并分析各条带光密度

值（基因表达值 ＝ｍＴＯＲ／βａｃｔｉｎ）。
１．７　免疫蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ｍＴＯＲ表达

取组 织 加 裂 解 液，匀 浆，１６００ｒ／ｍｉｎ离 心
２０ｍｉｎ，取上清液，测蛋白浓度。以 ５０μｇ上样，经
１０％ＳＤＳ－聚丙酰胺凝胶电泳后，将蛋白转移至
硝酸纤维素膜上，５％脱脂奶粉封闭；与 ｍＴＯＲ多
克隆抗体结合 １ｈ，再与二抗结合 ３０ｍｉｎ后显影，
凝胶成像仪分析结果。

１７５
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１．８　统计学处理
组内差异采用方差分析；组间比较采用 ｔ检验。

２　结　果

２．１　纳米粒子粒度的测定
光散射粒度分布图可见制备的载 ｐＥＧＰＣ１

ｍＴＯＲ质粒 ＤＮＡ纳米粒子的粒度集中分布在 ２４３
～３４３ｎｍ，平均粒度为 ２８９ｎｍ。粒径呈窄分布，粒
径大小稳定可靠，包封效率为 ６０％。用紫外分光

光度计测得 ＤＮＡ含量为 ３％。粒子的体外释放开
始阶段存在爆破释放，约 １周后释放量开始稳定，
释放曲线缓慢上升，平稳维持释放 １８ｄ以上。扫
描电镜观察载反义 ｍＴＯＲ的纳米粒子，其直径在
３００ｎｍ左右。
２．２　局部基因转染结果

静脉移植 ７～１４ｄ，荧光显微镜下可见有较多
转染基因表达，分布于移植静脉中层及内膜；移植

２８ｄ，转染基因表达减少（图 １）。

图１　荧光显微镜观察移植血管转染基因的表达

２．３　形态学观察结果
各组均可见移植静脉内膜增厚，以 １４～２８ｄ

最为明显。移植 ３ｄ，对照组及空载体组的内膜增
生厚度与转基因组差异无显著性（Ｐ＞０．０５）；移
植 ７，１４，２８ｄ，转基因组内膜增生程度明显低于
对照组，差异有显著性（Ｐ＜０．０１）（图 ２，表 １）；
而 对 照 组 及 空 载 体 组 比 较 差 异 无 显 著 性

（Ｐ＞０．０５）（表 １）。

表 １　移植静脉内膜增生程度的比较（μｍ）

分组 ３ｄ ７ｄ １４ｄ ２８ｄ

对照 ７．９±１．８ １８．２±５．６ ２３．９±５．３ ２５．４±６．６

空载体 ８．０±２．２ １７．８±４．８ ２４．５±５．９ ２６．６±４．８

转基因 ７．６±２．０ １０．９±２．２ １５．８±４．６ １８．３±５．８

　　注：与转基因组比较，Ｐ＜０．０１

图２　移植后１４ｄ，两组血管内膜增生的比较

２．４　ＴＵＮＥＬ检测移植静脉细胞凋亡结果
移植血管的凋亡细胞百分比在术后 ７ｄ开始

增高，１４ｄ达高峰，２８ｄ有所下降。转基因组凋亡
细胞增加明显，在术后 １４ｄ及 ２８ｄ与对照组和空
载体组比较差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。

表 ２　移植静脉凋亡细胞百分比比较（％）

分组 ３ｄ ７ｄ １４ｄ ２８ｄ

对照 ７．９±２．３ １５．４±３．２ ２６．４±６．４ ２３．５±６．０

空载体 ８．０±２．４ １５．３±３．４ ２５．５±５．８ ２２．８±４．２

转基因 ９．０±２．２ ２８．０±６．２ ３９．０±５．４ ３６．４±４．６

　　注：与转基因组比较，Ｐ＜０．０５
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２．５　ＲＴＰＣＲ结果

转基因组 ＲＮＡ经 ＲＴＰＣＲ扩增后，可见特异性条

带３２２ｂｐ（图３）；而对照组及空载体组未见特异表达条

带。提示纳米粒子可将外源反义ｍＴＯＲ基因导入移植

血管并表达。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白产物表达
空载体组及对照组移植静脉在术后３～７ｄ即出现

ｍＴＯＲ蛋白产物的表达，１４ｄ达到高峰，２８ｄ有所下降，
两组之间无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；转基因组的 ｍＴＯＲ
蛋白产物表达在术后３，７，１４ｄ较对照组和空载体组均
有明显减少，差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）（图４）。
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图３　ＲＴＰＣＲ检测外源反义ｍＴＯＲ基因的表达 图４　Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹检测移植血管ｍＴＯＲ蛋白产物的表达

３　讨　论

基因治疗的常用载体主要有腺病毒载体、逆

转录病毒载体、脂质体、阳离子聚合物等。病毒

载体存在着免疫原性、原癌基因特性及一些未知

的长期作用等问题，而非病毒载体则不存在这些

问题。纳米粒子是一种新兴的非病毒基因载体，

它可以使被包裹的 ＤＮＡ免受水解酶的降解。其
在保护基因片段不受破坏的同时可以将目的基

因定向运载到血管内的病灶部位，并能透过血管

内皮间隙进入 ＶＳＭＣ，使基因在细胞内或周围组
织中长期贮存和释放，从而起治疗作用，并可提

高转染基因的稳定性［４］。本实验所用的 ＰＬＧＡ纳
米粒子具有很好的组织相容性，现已应用于临

床，其在人体内最终代谢产物为 Ｈ２Ｏ和 ＣＯ２，无
任何毒性。本实验制备的纳米粒子大小为 ２４０～
３５０ｎｍ，属较大颗粒的纳米粒子，包载效率为 ０．
３％，ＤＮＡ通过渗透和扩散的方式释放出来，释放
时间约为 ２周。

ｍＴＯＲ是防治 ＰＴＣＡ术后再狭窄药物 －雷帕
霉素的作用靶蛋白。现已证实，ｍＴＯＲ是一种分
子质量为 ２８９ｋＤ的蛋白激酶，是 ３－磷脂酰肌醇
激酶相关激酶家族（ＰＩ３Ｋｓ）中 ＦＫ５０６结合蛋白
（ＦＫＢＰ１２）的相关蛋白。ｍＴＯＲ信号通路在细胞
的生存、生长及增殖过程中起中心调控作用，是

细胞周期跨越 Ｇ１／Ｓ期所必需的
［１］。临床研究表

明：应用雷帕霉素药物洗脱支架可以将 ＰＴＣＡ术
后再狭窄率降低 ９０％以上［５］，深入研究 ｍＴＯＲ信
号通路可能揭示人类许多疾病的发病机制或病

理过程。在前期工作中，笔者构建了 ｍＴＯＲ的反
义基因表达质 粒载体，通过转 染离体培养的

ＶＳＭＣ，初步证实它能抑制 ＶＳＭＣ的增殖［２］。但其

在体作用及机制尚有待深入研究。

本实验采用纳米技术包裹反义 ｍＴＯＲ基因进
行局部转染，通过动物模型的在体研究，实验结

果表明，成功检测到反义 ｍＴＯＲ的 ｍＲＮＡ及其蛋
白产物的表达，并且发现内膜增生受到显著的抑

制。本实验证实，纳米粒子作为基因载体是可行

的、有效的，而反义 ｍＴＯＲ基因的表达能有效抑制
自体移植静脉内膜的增生。故推测，其作用机制

可能是通过抑制 ＶＳＭＣ增殖、促进 ＶＳＭＣ凋亡而
实现的。本研究也表明，促进 ＶＳＭＣ凋亡可能是
防治内膜增生新的有效途径［６］。因此，ｍＴＯＲ可
能成为防治内膜增生或移植血管狭窄、闭塞的新

的药物或基因干预靶点，对移植血管狭窄及闭塞

机制的研究有非常重要的意义。
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