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缓释核壳结构利用基因传递用于骨缺损的研究
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摘要 目 的 利用巯基烷基化壳聚糖 （ ＴＡＣＳ ） 与质粒形成纳 （ ｈ ｙｄ ｒｏｘｙ ｌｂｕ ｔ ｙ ｌｃ ｈ ｉ ｔａ Ｓ〇ｎ ， ＨＢＣ ） 相互作用形成核壳结

米粒子 ，在其外围包裹羟丁基壳聚糖 （ Ｈ ＢＣ ） 用 以增加纳米粒构 （ 丁入０３／册 （：卞 １３ ］＾４ －￡０？？ ） ， 核壳结构 可 以很好
子稳定性 ， 并赋予其缓释的功能 。 方法 利用骨形态 发生蛋的将质粒传递到细胞 内 部并有较好的表达效果 ， 因
白 ４ （ＢＭＰ４ ） －绿 色荧 光蛋 白 （ ＥＧＦＰ ） 融合 基 因 的 负 电性 与
其包裹有壳结构 的 ＨＢＣ ， 稳定性较好 ， 可 以 防止质

ＴＡ Ｃ Ｓ 的 正 电性相互作用形成核结构 （ ＴＡＣＳ －ｐＢＭｍ ＥＧＦＰ ） ，
粒提前释放 ， 给予核壳结构缓释的功能及基 因 治疗
再 与Ｈ ＢＣ相互作用形 成核壳结 构 （ ＴＡ Ｃ Ｓ／ＨＢＣ －ＰＢＭ Ｉ
）

４ －ＥＧ －
Ｈ １Ｊ

ＦＰ
） 。 利用 动 态 光 散 射 ， 透 射 电 镜 ， 凝胶 电 泳 ， 体 外 转 染 ，
胃

Ｗ ｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎＷ ｏ ｔ 及动物成骨实验验证 ＴＡ ＣＳ 、 Ｈ ＢＣ 对 ｐＢＭ Ｐ４
－ＥＧ －１材料与方法
ＦＰ 的包裹 及缓 释 ＝ 结 果 随着 氮鱗 比增 加 ， ＴＡＣＳ － Ｐ ＢＭＰ４

－

ＥＧ ＦＰ 直径逐渐减小 当氮磷 比大于 ８ 时 ， ＴＡＣＳ － ｐ腿Ｐ４ ＥＧ －
１ － １ 材料 人肾上皮细胞 （ ２９ ３ Ｔ 细胞 ） 由安徽医科

ＦＰ 直径小于 ２００ｎｍ ，包裹 Ｈ ＢＣ 后 ， ＴＡ ＣＳ／ ＨＢ Ｃ － ｐＢＭ Ｐ４ － ＥＧＦＰ大学免疫实验室提供 。 ｐＢＭ Ｐ４
＿ＥＧＦＰ 质粒 由上海吉

粒径小幅度增加且 电 势趋 于 中性 ， 易 于 被 细 胞转 染 表 达 出凯基因公司完成 。 质粒抽取试剂盒购于北京天根生

ＢＭＰ４ 。 流式细胞仪 和 Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｉｄ 结 果均 显示 随 着 转 染 时化科技有 限公 司 ； ＤＭＥＭ 高糖培养基 、 澳洲胎牛血

间增加 ， 核壳结构 转 染 率逐渐增 高 ： 兔桡骨 缺损 修 复 过 程清 （ ＦＢＳ ） 购 于美 国 Ｉｎ ｖ ｉ ｔｒｏｇｅｎ 公司 ； ＢＭ Ｐ４ 抗体购于
中 ， Ｘ 线 片 可 见携载核壳结 构 的缺损 处 ｆｉ

？

密度 明 显增 高 ， 皮英 国 Ａ ｂ ｃｏｍ 公 司 ； ＦｕＧＥＮＥＨＤ 转染试剂 购于美 国
质骨连续性较 好 ， 呈 骨性 愈 合 ｕ 结 论 ＴＡＣＳ／ ＨＢＣ － ｐＢＭＰ４

－

Ｐｒｏｍｅ
ｇ
ａ 公司 ； ＢＣＡ 蛋 白 浓度测定 试剂 盒购 于上海

ｅ （ ； ｆｐｍ ｊ ｊ
 ｉｌ云天生物技术有限公 司 。 仪器 由 安徽医科大学免
疫实验室提供 。 实验动物 由 安徽医科大学实验动物

’

中 ； Ｉ
＇

、摇 ■供
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１ ． ２ 方法
骨 形 态 发 生 蛋 白 ４（ ｈｏｎ ｅｍ ｏｒｐｈｏｇｅｎ ｅ ｔ ｉ ｃｐ ｉ

＇

（ ）

－

１ ． ２ ． １ＴＡ Ｃ Ｓ 和 ＨＢ Ｃ 的 制 备 壳聚糖经碱化 、溴代
ｔ ｅ ｉ ｎ４
，

ＢＭＰ４
） 现 已成为研究成骨诱导的热点 ， 外源性 十二烷取代后 ，丙酮 、乙醚和去离子水分别洗涤后干
植入 ＢＭＰ４ 虽然可 以诱导骨形成 ， 但持续时 间短 。 燥 ， 得到 ＴＡＣ Ｓ

［

４

。 然 后 与巯基 乙 酸混 合 ， 缩 合 、 避
因此基因治疗成为骨缺损研究有效 可 行的方法 。 近 光反应 ３ｄ ，透析 、冷冻干燥即可制备 ＨＢＣ 。
年来 ， 基 因治疗在治疗艾滋病 ， 癌症 以 及基因紊乱等１ ． ２ ． ２ 核 壳 结 构 的 制 备 根据 ＴＡＣ Ｓ 以 及 质粒 的
疾病引 起 了 人们广 泛 的 兴趣成功 的基 因 治疗结构 ， ＴＡＣＳ 平均 １ ６３ 分子齒 含有一个胺基 （ 即 氮 ） ，
依赖于载体能否将基因成功 的运输 到 细胞 内 部 。质粒平均 ３ ２ ５ 分子量 含有一 个憐 ， 于是在质粒含Ｍ
虽然病毒载体转染效率较高 ，但在病毒再生 ， 免疫性 一定的情况下调控加入 的 ＴＡＣ Ｓ 的质Ｍ不 同就可 以

以 及致癌性 方 面存在潜在 风 险
３

壳 聚糖 的 衍生调控最终 的 氮磷 比 。 按照一 定 的 氮磷 比 ， 将 ＴＡＣＳ
物作为新型 的转染 试剂 ，有较高的转染效率 ，较好的与 ｐ ＢＭ Ｐ４ － ＥＧＦＰ 混合于 ＰＢＳ 缓冲液 中 ， 室温静置 ３ ０
生物相容性以及生物可降解性 ： 利用 ＢＭＰ４ －绿色荧 １１＾ 形成 丁六 ［ ５卞 １３，４４：０厂？

５

３ 再加人与 丁人０ ８ 等

光蛋 白 （ ｅｎｈ ａｎｃ ｅｄＧ ｒｅｅ ｎＦｌ ｕ ｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｔＰｍ ｌｄ ｎ ， ＥＧＦＰ ）Ｍ的Ｈ ＢＣ ， 室 温 静 置３０ｍ ｉ ｎ ，Ｈ ＢＣ即 被 吸 附 至

融合基 因 的 负 电性 与 巯基烷基化壳 聚糖 （ ｔ ｈ ｉ 〇 ｌ ａ ｔ ｅ （ ｌＴＡＣ Ｓ －
ｐ
ＢＭ Ｐ４ －ＥＧ ＦＰ 表面形成核壳结构 ＇—

Ｎ － ａ ｌｋ
ｙ
ｌ ａ ｔ ｅｄｃ ｈ ｉ ｔａｓｏｎ
，

ＴＡＣＳ
） 的正 电性相互作用形成 １ ． ２ ． ３ 凝股 电 泳 制 备 出 氮磷 比为 ０ ． ５ 、 １ 、 ２ 、 ４ 、 ８ 、

核结构 （ ＴＡＣ Ｓ －ｐＢＭＰ４ －ＥＧＦＰ ） ， 再 与 羟 丁 基壳 聚 糖 １ ６ 的核及核壳结构 备用 ， 以 每孔均含 ０ ． ４ 叫 质粒

２０ １ ５
－

１ ２ 
－

０ ８＾ 的核及核壳结构加人 ０ ． ８％ 琼脂糖凝胶 中 ， 丨 ２〇Ｖ 电
基金项 目 ： 国家 ｆｉ 然科学基金资助项 １３  （ 编 号 丨 １ ７ １ ８ ２９ ）压下电泳 ５ 〇ｍ ｉ ｎ 。 再将琼脂糖凝胶置于 ５ ｜ｊＬｇ／ｍ ｌ 溴
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２

中 国科学技术大学材料与 化学研究 部 ， 合肥 Ｂ Ｏ ｔＢ ｌ并记录结果
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于 ２４ 孔板 ， 待细胞融合 ８０％ ， 弃去培养液 ， 每孔加
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ｓ ｙ４ ＂ ／ ｚ ａ ／２０ １ ６Ｍ ａ ｒ
；

５ １
 （
３
 ）
？

３ ５ ９
？

人含 ２ （Ｘｇ 质粒的氮磷 比为 １ ６ 的核壳结构与不 含血

清的培养液 ， ＴＡ Ｃ Ｓ －ｐＢ Ｍ Ｐ４
－ ＥＧＦＰ 作为对照组 。 ４ｈ

后 ， 弃去培养液 ， 加人含血清 的培养液 。 观察转染￥＃
Ｉ
、
３
、

５ｄ 时萊光显微镜 、 流式细 胞 仪 以 及 Ｗ ｅ ｓ ｔｅｒｎ

Ｌ ２ ．５Ｗ

：

ｓ ｔ ｅｍ－ 分别收集转染 ｉ 、 ３ 、 ５ｄ 的细 图 ， 透馳ｉ图
：
＇

Ｓ Ｐ ｘ ５謂 〇

胞 ， Ｐ ＩＲＡ裂解液 冰上裂解３０ｍ ｉｎ ， １ ２０００ｒ／ｍ ｉ ｎ４Ｃ Ａ
：

ＴＡＣＳ －
ｐ
ＢＭ Ｐ４ － ＥＧ ＦＰＤ
；

Ｂ
：

ＴＡＣ Ｓ／ ＨＢＣ －
ｐ
ＢＭＰ４ － ＥＧＦ Ｐ

离心 １ ５ｍ ｉｎ ， 吸取上清液 。 以 Ｂ ＣＡ 方法进行蛋 白 定 ， 卜 本 ， ， ， ｔ＾＾ ，
量 ， 每孔上样量 ３０ 阶 即附 抗体 ｉ ： ｉ＿ 稀释 ，
小 議 比为 ４ 时 ， ＴＡＣＳ － Ｐ Ｂ＿
－ＥＧＦＰ 电势变为正

二鮮抗 鼠 矽 （ Ｈ＋ Ｌ ） １ ：５ ＿稀释 。 ＥＣ Ｌ 法曝
值 ， 且粒径 小 于 ５００ ， 氣 磷 比 为 １ ６ 时 ， ＴＡＣＳ －

光 ， 保存图像 。 图細 Ｉ脆ｇｅＪ 软件计算各条带密度 ｆ
灰度值 ， 以 目 的舶 的与

｜

３ｆ ｔ ｉ ｎ 的 比值作 为舶表
加 人 廳械核心 构 后 Ｊ恤触 大 ， 电 力更趋

含量 近 中性 ， 意味着核壳结构稳定性增加 〇 见图
２
：

１ ． ２ ．６ 细 胞毒性试验 将 ％ 孔板分 ４ 组 ， 每组 ５
２ ． ３ 凝 股 电 泳 实 验 ＾ 炎（雜 大 于 寺 十 ４ 时 ，

个复孔 ， 重复实验 ３ 次 。 种板 ２４ｈ 后 ， 弃培养基 ， 实
和

验组 Ｉ 中加人含 １ ．２ （ｘｇ 质粒的 ＴＡＣ Ｓ
－

ｐ
腿 Ｐ４  －ＥＧＦＰ以心 灯

．

丨守压成 丨 职粒 。 尤图 ３ 。

的纳 米 粒子 ， 实 验组 ２ 中 加 人 含 １  ？２ （ ＪＬｇ 质 粒 的
Ａ２ ５ 〇〇
「□ ＴＡＣ Ｓ
－

ｐ
ＢＭ Ｐ４ － ＥＧ Ｆ Ｐ

ＴＡＣ Ｓ／ Ｈ ＢＣ －ｐＢＭ Ｐ４
－ ＥＧＦＰ
纳米粒子 ， 对照组 中 加人 ＾
３ ｔａ ｃ ｓ ’ ｈｂｃ － ｐ ｂｍ ｐ４ ｅｇ ｆ ｐ

含等质量质粒的 ｐｎ ＞ｍ ｅｇａ／ Ｐ Ｂ Ｍ Ｐ４
－ＥＧＦＰ 作为 阳性对
２Ｍ ＜ ）

照组 ， 全细胞培养液作 为 阴性对照组 以 及 另设一调＾
１ ５ （ ） （ ）１
零孔 温箱孵育 ２４ｈ ， 弃去培养基 ， 每孔 加 １ ００ｐ ｉ｜

１ ５ ００
＇

ｉｊＴ
培养基和 １ 〇Ｐ 丨 ＭＴＴ 溶液 （ ５ｍ ｇ／ｍ ｌ ） ，继续培养 ４ｈ 。 ！？

丨 。 。 。
． ＳｒＨｔ Ｔ

每孔加人 １ 〇〇 … Ｆｏｎｎ ａｎｚａｎ 溶剂 ， ３ ７Ｔ １ 放置 ４ｈ 。 于
４

＾^
５ ７ ０ｎｍ波长处测 吸光度 （ ｏｐ ｔ ｉ ｃ ａ ｌｄ ｅｎ ｓ ｉ ｔｙ ， ＯＤ ） 值 ， 并 ５ ００ ？＾＾？了丄
计算细 胞相 对增殖率 （ ｒｅ ｌａ ｔ ｉ ｖｅｇｒｏｗ ｔｈｒａ ｔ ｉ ｏ ，ＲＧＲ ） ，＾＾議
ＲＧＲ
（
％
）
＝

（ ０ Ｄ实验组值 － ０ Ｄ空 白 组值 ） ／ （ ０Ｄ 〇
１ ． １

，
， 丨ｉｌ ， ｌ
严

丨

对照组值 － 〇Ｄ 空 白组值 ） ｘ１ ００％ 。
＇

 Ｎ ／ Ｐ
Ｉ ． ２ ． ７ 动物模型 的 制 备及成 骨检测 将 ３ 月 龄新 Ｂ ３ ０ｒ□ ＴＡＣＳ ＿ ｐＢＭ Ｐ４ ＿ ＥＧ Ｆｐ

西兰雄性 白兔 １ ２ 只麻醉满意后 ， 消毒铺 巾 ， 于双侧￣
Ｅ３ ＴＡＣＳ ／ＨＢＣ －ＰＢＭ Ｐ４ ＥＧ Ｆ Ｐ

前肢充分暴露桡骨中段 ， 用咬骨钳形成 １ ８ｍｍ 长的
２ ０
—

 Ｔ１
桡骨完全性骨缺损 。 实验组骨缺损处植人含 ＴＡＣＳ／＞ １ 〇－
 ＴＰＨｉ

Ｈ ＢＯ
ｐ
ＢＭＰ４ －ＥＧ ＦＰ 的脱细胞骨材料 ， 对照组 只植人ｆ、

、
、

脱细胞骨材料 。 分别于术后 〇 、４ 、 ８ 周拍摄双前肢 Ｘ１ 。
｜ 議 ｜■
线 ， 观察缺损部位成骨情况 。
＾

１ 〇．＿
２ 结果

－２０－ 丄 丄

２ ． １ 核及核壳结构 的 形态结构表征 利用透射 电 ａ ５ ， ２ ４ ８ １ ６
镜观察核及核壳结构形态 。 氮磷 比 为 １ ６ 时 ， ＴＡＣ Ｓ － Ｎ ／Ｐ

｜

ｉ Ｂ Ｍ Ｐ４ －ＥＧＦＰ 粒径约 １ ００ｎｍ ， 巨分布较均 一 ， 见 图 图
２ 动 态光散射结果

Ｉ ＡＴＡＣＳ／Ｈ ＢＣ －
Ｐ
ＢＭＰ４ －ＥＧＦＰ 表 面可见一层厚度

丨

偏
＇
窗／仙 （ ：
丨

，＿淵 ．
＇

丨

）

在州賴 比
１

 的直 径 变 化 情 况 ； Ｂ ： ＴＡ ＣＳ － ｐ Ｂ Ｍ Ｐ４ －ＥＧ Ｆ Ｐ 、 ＴＡ ＣＳ／ Ｈ Ｂ Ｃ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｐ４ － Ｅ （ ； ＦＰ

约 为 ２〇ｎｍ 的壳结构 ， 见图 丨 Ｂ 在 不 同 氮磷 比的表面电位变化情况
２ ． ２ 动态光散射 氮磷 比为 ０ ． ５ 时 ， ＴＡＣ Ｓ － Ｐ ＢＭＰ４

－

ＥＧＦＰ粒径约为 ２０００ｎｍ ， 电势 为 － １ ７ ．２ｒａＶ ， 此时２ ． ４ 体外转染 ＴＡＣＳ －ｐＢＭ Ｐ４ －ＥＧＦＰ 在 Ｉ 、 ３ 、５ （ １ 的

ＴＡ Ｃ Ｓ －
ｐ
ＢＭ Ｐ４ －ＥＧ ＦＰ 不 能 完 全 压 缩 质 粒 增 加绿色荧光点没有 明显差 别 ， ＴＡ Ｃ Ｓ／ Ｈ Ｂ Ｃ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｐ４ － ＥＧ －

ＴＡ Ｃ Ｓ
， 氮磷 比逐渐增大 ， ＴＡ Ｃ Ｓ － Ｐ ＢＭ Ｐ４
－ＥＧＦＰ 粒径减Ｆ Ｐ 的绿色荧光点逐渐增加 ， 见 图 ４ 流式细 胞 仪显



？

３ ６０
？安徽 医科大 学 学报＂ｍＹ ’ｍ ／如 ／ ｂＭｅ必 ２ ０ １ ６Ｍ ａ ｒ  ； ５ １  （ ３  ）

ＴＡＣ Ｓ －
ｐ
ＢＭ Ｐ４ ＥＧ Ｆ ＰＴＡＣ Ｓ ／Ｈ ＢＣ －ｐＢＭＰ４
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图 ５ 流式细胞仪结果
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２ ． ５Ｗ ｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ随着转染时间 的增加核壳结构

表达的 腦Ｐ４ 量在递增 ， 见 图 ６ 。
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在转染  １ 、 ３ 、 ５ｄ时 Ｗ ｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｈ ｌ ｏ ｔ 检测 ＢＭ Ｐ４表达 结果

＇

ｗ

２ ． ６ 细胞毒性试验 ３ 飢细胞 ＲＧ Ｋ 分別 为 （ ８ ７ ．９７ ＾ ，
± ０ ．３ １ ） ％ ， （ ９ １ ． ６９± ０ ．３ ２ ） ％ ， （ ７ ９ ．９４± ０ ．２ ８ ） ％ ，Ｓ３—Ｔ
￣

 ＩＩＭＢｗＫ ｓ

见图 ７ １ 和 ２ 组细胞存活率高于 阳性对照组 （ Ｐ ＜ 图 ８ 术后 （ ？ 周 、 ４ 周 、 ８ 周 ｘ 线 片
〇 ．〇５
） 。 说明 与 ｐ ｒｏｍｅｇｅ 相 比 ， ＴＡＣＳ 和 ＨＢＣ 的毒性Ａ ： 对照组 ； Ｕ ： 实验组 ； Ｉ ： ０ 周 ； ２ ： ４ 周 ； ３ ： ８ 周

更低 。

有着至关重要的影响 ， 即 聚合物是 否可 以将质粒压
１ ０ ０
「 ＊
＊

 丨
——．

缩到一个合适的大小 。 如果所形成的纳米粒子的粒

８ ０
－

 ｜－＾―径过于大的话 ，那么它不容易被细胞所内吞到 内部 。

｜通常情况下纳米粒子的直径在小于
２００ｎｍ 的时候

｜
６ 〇
＇

 可 以很好的被细胞所 内 吞 。 其次 ， 纳米粒子在被细

Ｉ４〇
． 胞 内吞之后通常会进人到 内 涵体之 中 ， 为 了达到转

１ 染的 目 的需要从 内涵 体逃逸 出 来 ， 核壳结构 因 为具
２ 〇
－

 有较多的胺基 ，所以有质子海绵泵 的效果可 以使得

纳米粒子成功 的从 内涵体逃逸处来 。 因此核壳结构
０
 
—


ｊ＿
，

ＴＡＣ Ｓ
－

ｐ
ＢＭＰ ４ －ＥＧ Ｆ ＰＴＡＣ Ｓ ／ Ｈ ＢＣ －
ｐ
ＢＭ Ｐ ４ － ＥＧ Ｆ Ｐｐ ｒｏｍｅｇａ
－

ｐ
ＢＭ Ｐ４－ＥＧ Ｆ Ｐ具有较高的转染效率 。

图７ＴＡＣＳ － ｐＢＭＰ４
－ ＥＧ ＦＰ 、 ＴＡＣＳ／ＨＢＣ
－

ｐ
ＢＭ Ｐ４ －ＥＧ ＦＰ 、缺 中贝治疗疋
一个缓  ｆｓ 的过 ｆ ｔ ，
一

次 Ｍ：将 丨Ｗ 粒

ＨＤ 转染试剂对 ２９３ Ｔ 细胞增值率的影响全部释放并不能保证持续的治疗效果 。 本研究米用

与 ｐｍｍｅｇａ／ ｐ ＢＭ ｌＨ
－ＥＧ Ｋ Ｐ 比较 ：
＊

Ｐ ＜ ０ ． 〇５的核壳结构有 良好 的缓释功能 ， 为治疗骨缺损 以 及

类似的病症提供了一个 良好的平 台 。 兔绕骨缺损修

２ ． ７Ｘ 线片检查 术后 ４ 周 时实验组骨缺损处密复模型 中 ， 携载有 ＴＡＣＳ／ ＨＢＣ － ｐＢＭＰ４ －ＥＧＦＰ 的实验
度增加 ， 可见片状阴影 ； 对照组无明 显改变 。 术后 ８组骨缺损 ４ 周 、 ８ 周时骨密度 明显增高 ， 出 现骨性愈
周时实验组骨缺损可 见骨痂形成 ，呈骨性愈合 ，皮质 合 。 对照组未 见明显差异 。 因此 ， 推测利用巯基烷

骨连续性较好 ； 对照组无明 显改 变 ， 见 图 ８ 证明 了基化壳聚糖和羟丁基壳聚糖作为 ＢＭＰ４ 质粒的载体
ＴＡＣＳ／ Ｈ Ｂ Ｃ －
ｐ
ＢＭ Ｐ４ －ＥＧＦＰ 是一个治愈骨缺损可行的用于治疗骨缺损是一个可行的方法 。
方法 。
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