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摘要 目的 研究自组装技术制备脱乙酰化聚 N-乙酰氨基
葡萄糖( DEAC-PNAG) -miＲ-150 纳米靶向体系，并对其血管
保护机制进行探讨。方法 通过自组装技术制备纳米聚合
物，通过透射电镜和 DLS进行表征，凝胶位移法用于评价封
装效率。通过荧光显微镜检测细胞摄取，ＲT-PCＲ 用于检测
转染细胞中 miＲ-150 的表达，Western blot用于检测纳米纳聚
合物对 HUVECs细胞中血管紧张素Ⅱ( Ang-Ⅱ) 和 DLK-1 表
达影响。结果 DEAC-PNAG聚合物具有纳米尺寸和阳性表
面电势，可保护 miＲNA 不被 ＲNase A 降解。此外，DEAC-
PNAG@ miＲNA能促进 miＲNA 的细胞摄取，通过抑制 HU-
VECs细胞中 Ang-Ⅱ和 DLK-1 的表达发挥血管保护作用。
结论 DEAC-PNAG@ miＲ-150 是一个有效的 miＲNAs 递送
平台，可能对脓毒症治疗有积极意义。
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脓毒症是重症监护病房高死亡率的主要原因之

一［1］。脓毒症可释放大量炎症因子，促进免疫细胞
的活化和转运。此外，脓毒症常因内皮功能障碍扰
乱微循环，导致器官衰竭［2］。因此，减少脓毒症患
者体内相关炎症因子的释放、减轻内皮细胞损伤对
于降低脓毒症患者的死亡率大有裨益。微小 ＲNA
( mircoＲNA，miＲNA) 能预防和修复脓毒症患者体内
细胞压力和炎症引起的内皮细胞损伤［3 － 4］。miＲ-
150 是内皮细胞中表达的 miＲNA，对维持血管完整
性和血管生成具有重要意义［5 － 7］。核酸的一些理化
性质限制其细胞摄取和潜在治疗效果［8］。因此，开
发一种安全有效的 miＲNA载体对 miＲNA的治疗具
有重要意义［9］。该研究通自组装技术制备脱乙酰

化聚 N-乙酰氨基葡萄糖( DEAC-PNAG) -miＲNAs 纳
米聚合物并对其进行表征，检测纳米聚合物对 miＲ-
NAs保护和靶向作用，并探讨其发挥血管保护作用
的相关机制。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂 脱乙酰聚 N-乙酰氨基葡萄糖
( DEAC-PNAG) 40 mg /ml ( 分子量约40 000 ) 和无菌
Na2SO4 ( 50 mmol /L) 购自阿拉丁公司( 中国) ; EBM-
2 基础培养基，胎牛血清( FBS) 、细胞培养基、青霉
素链霉素溶液购自 Sigma Aldrich ( 美国) ; miＲ-150-
5p ( UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG ) 、miＲ-150-5p
抑制剂从 Genechem ( 中国) 获得; 标记为 hsa-miＲ-
150-5p的 Cy3 购买自 GE Healthcare Dharmacon ( 美
国) ; 含 DAPI 的 Extend Gold 防褪色试剂( Ther-
moFisher Scientific，美国) ; ＲT-PCＲ 试剂盒购自 Qia-
gen公司( 美国) ; 人脐静脉内皮细胞( human umbili-
cal vein endothelial cells，HUVECs) 购自 BioVector公
司( 中国) ; NIH3T3 胚胎成纤维细胞购自 Solarbio 公
司( 美国) 。
1． 2 仪器与设备 5424Ｒ 离心机( Eppendorf，德
国) ; JEOL-1010 透射电子显微镜 ( 美国) ; 滨松
C4742-95 数码相机 ( 日本) ; Zetasizer Nano-ZS 90
( Malvern，英国) ; UVP 透照仪( Alpha Innotech Cor-
poration，日本) ; Synergy 4 微板阅读器( BioTek，美
国) ; Olympus IX73 倒置显微镜( Olympus，日本) ;
CFX96 实时 PCＲ检测系统( Bio-Ｒad，美国) 。
1． 3 纳米颗粒制备 在室温下向 100 μl 浓度为 50
mmol /L Na2SO4 溶液中加入 miＲ-150-5p( 0. 5 ～ 25. 0
μg) ，以研究封装效率。添加 1. 1 mg 的 DEAC-
PNAG后高速涡流 20 s。随后，添加 NaCl，自组装在
室温下反应 15 min。使用 NaOH中和纳米聚合物混
悬液，涡流 10 s，最终 pH 值为 7。通过15 000 r /
min，4 ℃，离心 1 h，分离纳米颗粒备用。N /P 采用
以下公式计算:

N /P = ( 阳离子 DEAC － PNAG × 150 胺基摩尔
数) / ( miＲNA ×44 磷酸基团摩尔数) 。
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制备 4 种不同比例的 DEAC-PNAG /miＲNA，分
别含有 24. 48、1. 80、0. 90 和 0. 45 μg miＲNA，比例
为 50 ∶ 1、700 ∶ 1、1 400 ∶ 1 和2 700 ∶ 1。
1． 4 DEAC-PNAG @ miＲNA 表征 取 DEAC-
PNAG@ miＲNA 混悬液离心，弃上清液。将纳米颗
粒重悬于 TEM网格上。样品在超纯净水中冲洗，干
燥，TEM成像，DLS测定 DEAC-PNAG纳米聚合物的
尺寸和 Zeta电位。
1． 5 电泳迁移率 用 4% ( W/V) 琼脂糖 E-gel 和
iBase系统检测 DEAC-PNAG 与 miＲ-150 的结合，向
凝胶中添加 20 μl 的纳米聚合物样品，iBase 电泳按
照制造商说明书实施。使用 UVP 透照仪分析 miＲ-
150 条带。
1． 6 封装效率 为评价 DEAC-PNAG 对 miＲNA 的
包封效率，用游离 miＲNA绘制标准曲线。不同浓度
的 miＲNA 在 4% ( W/V) 琼脂糖 E-凝胶中用 iBase
系统电泳 30 min。同时，使用 4% SDS 溶解凝胶中
的纳米聚合物。用 Image J分析条带，根据谱带强度
生成标准曲线，并根据标准曲线计算被包封的 ＲNA
浓度。
1． 7 DEAC-PNAG@miＲNA 对 miＲNA 保护作用
为评价 DEAC-PNAG@ miＲNA 对 miＲNA 的保护
作用。纳米聚合物和游离 miＲ-150 在 37 ℃下用
0. 18 μg ＲNase A处理 1 h。15 000 r /min，25 ℃ 离
心，弃上清液，用 4 μl EDTA ( 0. 25 mol /L) 处理 10
min。随后将沉淀重新悬浮在 2%十二烷基硫酸钠
中，在凝胶电泳前静置 30 min。处理后的纳米聚合
物和游离 miＲNA 用 4% ( W/V ) 琼脂糖 E-凝胶在
iBase系统中电泳 30 min。
1． 8 体外细胞实验
1． 8． 1 细胞活力检测 使用 EBM-2 基础培养基，
在 37 ℃、5% CO2 孵箱中培养。培养基每 48 h更换
一次，第 3 ～ 5 代取用。在添加 10% FBS 的 ＲPMI-
1640 培养基中培养。研究不同比例 DEAC-PNAG@
miＲNA处理后 HUVECs的存活率: miＲNA纳米聚合
物用 MTT法测定，在 2. 0 × 104 个细胞 /孔的 96 孔
板中孵育。补充培养基，用不同 N /P 摩尔比的纳米
聚合物处理细胞。培养 24 h 后，洗涤细胞并加入
MTT溶液。使用 Synergy 4 微板阅读器在 570 nm的
吸光度处评估细胞活性。
1． 8． 2 细胞摄取 用 Cy3 标记的 miＲNA-150( Cy3-
miＲNA-150，红色) 摄取，细胞核用 DAPI ( 蓝色) 复
染。25 μl 摩尔浓度分别为 55. 0、27. 5 和 14. 0
nmol /L纳米聚合物处理 HUVECs 24 h。去除聚合

物，用 PBS 洗涤细胞，用 4% PFA 固定 20 min。去
除 PFA后，使用含 DAPI 的 Extend Gold 防褪色试
剂固定。荧光图像通过 Olympus IX73 倒置显微镜
获得。
1． 8． 3 ＲT-PCＲ HUVECs 细胞和 NIH3T3 细胞以
1. 0 × 105 个细胞 /孔的密度接种。让细胞孵育过
夜，随后用 25 μl纳米聚合物处理 24 h。用 Mirnaesy
试剂盒分离 miＲNA。使用 Bio-Tek Gen5 Take 3 s软
件阅读分析数据评估 ＲNA 完整性。通过 miScript
Ⅱ ＲT 试剂盒，将 1 μg miＲNA 合成 cDNA。使用
miScript-SYBＲ-Green-PCＲ试剂盒扩增 cDNA 产物。
采用 CFX96 实时 PCＲ 检测系统评估 hsa-miＲ-150-
5p的变化，以 ＲNU6B为内参。
1． 8． 4 Western blot 血管紧张素-Ⅱ( Angiotensino-
gen-Ⅱ，Ang-Ⅱ) : 将接种在 6 孔板中的 HUVECs ( 1
× 105 个细胞 /孔) 与纳米聚合物( 50 ∶ 1) 孵育 24 h，
纳米聚合物每孔含有 1. 0 μg 的阴性对照 siＲNA 或
miＲ-150。用 EBM-2 基础培养基饥饿培养 16 h，然
后用 LPS 处理 6 h 或 24 h。用含蛋白酶 /磷酸酶抑
制剂和冈田酸的 ＲIPA 缓冲液溶解。蛋白质裂解物
在 4% ～ 12% Bis-Tris 中在 100 ～ 200 V 下溶解 1. 5
h。转置 PVDF膜上 1 h，用 Odyssey封闭液阻断 1 h。
用磷酸化 Ang-Ⅱ ( 1 ∶ 1 000 ) 和 actin ( 1 ∶ 1 000)
4 ℃过夜，用 Odyssey-Licor成像系统分析印迹。

DLK-1: 将接种在 6 孔板中的 HUVECs 与含有
1. 0 μg 阴性对照 siＲNA 或 miＲ-150-5p 的纳米聚合
物以 50 ∶ 1 的比例培养 48 h。提取细胞蛋白按上述
方法裂解产物。印迹法 α-微管蛋白( 1 ∶ 1 000 ) 或
DLK-1 ( 1 ∶ 1 000 ) 4 ℃ 下过夜和 IＲDye 二抗
( 1 ∶ 10 000) 孵育 1 h。
1． 9 统计学处理 所有统计分析均使用 GraphPad
Prism 7 软件进行，数据表示为 珋x ± s。ＲT-PCＲ 数据
分析采用方差分析和 Tukey 或 Kruskal-Wallis 检验，
采用 Student's t检验分析 Ang-Ⅱ和 DLK-1 数据。

2 结果

2． 1 DEAC-PNAG@miＲNA 的制备及对 miＲNA
保护作用 由于非特异性抗菌特性，本研究选用 DE-
AC-PNAG作为 miＲNAs 的传递系统。通过琼脂糖凝
胶电泳迁移率变化分析，确定 DEAC-PNAG结合 miＲ-
NA的有效性。结果表明，N/P在 50 ∶ 1 ～2 700 ∶ 1的
配比范围内，miＲNA可完全与 DEAC-PNAG 结合( 图
1A) 。不同 N/P 的 DEAC-PNAG@ miＲNA 和游离
miＲNA分别与 ＲNase A 共培养 60 min 后，N/P 为
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700 ∶ 1和1 400 ∶ 1 观察到少量的 miＲNA 降解，而在
N/P 2 700 ∶ 1的聚合物中观察到 miＲNA的大量降解
( 图 1B) 。在 N/P为 700 ∶ 1 时，约 80%的 miＲNA被
封装，而在1 400 ∶ 1 和2 700 ∶ 1 的比率下，仅有约
50%的 miＲNA被封装( 图 1C、D) 。
2． 2 细胞摄取及细胞活力检测 为证实纳米聚合
物促进 HUVECs的细胞摄取，本研究制备荧光标记
的 DEAC-PNAG@ Cy3-miＲNA-150 聚合物。该聚合
物处理 HUVECs 24 h后，通过荧光显微镜分析聚合
物的亚细胞定位( 图 2 ) 。在 N /P 为 700 ∶ 1、1 400
∶ 1 和2 700 ∶ 1 三组中观察 Cy3 阳性细胞，而仅用
Cy3-miＲNA-150 孵育的细胞中没有 Cy3 荧光( 图
2A) 。阳离子聚合物可以影响细胞代谢活性和活
力，因此我们使用 MTT 比色法确定 DEAC-PNAG@
miＲ-150 的细胞代谢活性。使用 N /P 为 700 ∶ 1、

1 400 ∶ 1 和2 700 ∶ 1 的 DEAC-PNAG@ miＲ-150 处
理 HUVECs 24 h，以未添加样品正常培养的细胞为
参照。结果表明对照组和实验组间未观察到细胞代
谢活性的显著差异( 图 2E) 。
2． 3 DEAC-PNAG@miＲNA 表征 TEM 成像结
果显示 N /P 700 ∶ 1 的纳米聚合物呈圆形或椭圆形，
且单分散( 图 3A) 。基于 DLS 分析，N /P 700 ∶ 1 纳
米聚合物的平均粒径约为 254 nm( 图 3B) 。700 ∶ 1
纳米颗粒的 Zeta 电位为 + 16. 4 mV，多分散指数
( PDI) 为 0. 479，表明纳米颗粒的分散性较高。
2． 4 ＲT-PCＲ和 Western bloting 为进一步量化
纳米聚合物处理 HUVECs后 miＲNA的递送，我们进
行了 ＲT-PCＲ试验。与对照组和 DEAC-PNAG 单独
应用 比 较，DEAC-PNAG @ miＲ-150 聚 合 物 增
加HUVECs细胞中miＲ-150的表达( 图4A、B ) 。随

图 1 DEAC-PNAG对 miＲNA-150 的保护作用及封装效率
A: DEAC-PNAG对 miＲNA-150 的凝胶阻滞作用; B: 不同 N /P纳米聚合物对 miＲNA的保护作用; C: 不同浓度游离 miＲNA( 2、4 ～ 8 道) ，不

同 N /P纳米聚合物显示在 9 ～ 12 道; D: 封装效率柱状图
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图 2 DEAC-PNAG@ miＲ-150 体外细胞细胞摄取及细胞活力
A: DEAC-PNAG@ Cy3-miＲNA-150 ( 0 ∶ 1 ) ; B: DEAC-PNAG@ Cy3-

miＲNA-150 ( 700 ∶ 1 ) ; C: DEAC-PNAG@ Cy3-miＲNA-150 ( 1 400 ∶ 1 ) ;

D: DEAC-PNAG@ Cy3-miＲNA-150 ( 2 700 ∶ 1 ) ; E: HUVECs 与 DEAC-

PNAG单独或与不同比例 miＲNA复合培养 24 h后的细胞代谢活性

图 3 TEM和 DLS分析纳米颗粒
A: N /P 700 ∶ 1 的纳米聚合物 TEM结果; B: N /P 700 ∶ 1 的纳米聚合物的粒径分布

图 4 聚合物转染 24 h后细胞中 miＲ-150 的表达水平
A: 聚合物转染 24 h后 HUVECs 中 miＲ-150 水平实时 PCＲ分析; B: 聚合物转染 24 h后 NIH3T3 中 miＲ-150 水平的实时 PCＲ分析; 1: 对照

组; 2: DEAC-PNAG组; 3: miＲ-150-5p组; 4: DEAC-PNAG@ miＲ150-5p组

后进一步研究 miＲNA在 miＲ-150表达水平较低
的 NIH3T3 细胞中的递送。结果用 DEAC-PNAG@
miＲ-150 纳米聚合物培养的 NIH3T3 细胞 miＲ-150
表达量增加3 772倍( 图 4B) 。以上数据表明 DEAC-
PNAG聚合物可以有效地递送 miＲNAs 以提高其细
胞表达量。

Western Blot检测结果显示，使用 N /P 50 ∶ 1 的
纳米聚合物具有体外生物效应( 图 5A、C) ，并能有
效抑制 ＲNase A 降解( 图 5B) 。与 DEAC-PNAG@
NsiＲNA比较，DEAC-PNAG@ miＲ-150 纳米聚合物
显著抑制了 HUVECs 细胞内 Ang-Ⅱ和 DLK-1 表达
( P ＜ 0. 05) ( 图 5A、C) 。

·7241·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2021 Sep; 56( 9)



图 5 DEAC-PNAG@miＲNAs 50 ∶ 1 聚合物对 Ang-Ⅱ

和 DLK-1 蛋白表达抑制作用
A: HUVECs 中 Ang-Ⅱ的表达; B: N /P 50 ∶ 1 的 DEAC-PNAG@

miＲNAs对 miＲNA的保护作用; C: HUVECs中 DLK-1 的表达; 与 DE-

AC-PNAG@ NsiＲNA( 50 ∶ 1) 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

由于基因的不稳定性，miＲNA 治疗需引入有效
的载体平台将其导入细胞。病毒、脂质体和壳聚糖
等载药系统已被应用于 miＲNA 负载。由于制备流
程复杂，体内外核酸递送效率低，应用价值有限［10］。
为降低上述限制，我们通过自组装技术制备了 DE-
AC-PNAG@ miＲNA自组装聚合物，该聚合物可有效
递送 miＲNA 至 HUVECs 和 NIH3T3 细胞中。ＲT-
PCＲ结果显示，DEAC-PNAG@ miＲNA-150 纳米聚合
物可显著提高 miＲ-150 细胞内表达水平。

DEAC-PNAG 聚合物具有抗菌作用，是递送用
于脓毒症治疗 miＲNA 的理想载体。Vournakis et al
的［11］研究表明，聚 N-乙酰氨基葡萄糖( sNAG) 纳米
纤维( DEAC-PNAG 的类似物) ，在伤口愈合过程中
发挥抗菌作用。他们特别指出，sNAG 可增强内皮
细胞和角质形成细胞中 α-防御素和 β-防御素的表
达，减少金黄色葡萄球菌的感染概率。此外，本研究
证实作为治疗脓毒症 miＲNA 载体，DEAC-PNAG 能
有效地包埋 miＲNA并保护其不被 ＲNase降解，这点
对于保证 miＲNA在体内环境中的稳定性至关重要。
此外，纳米聚合物直径( 约 200 nm) 允许其在循环过
程中避免被肝脏和网状内皮系统吸收，而其阳离子

Zeta电位表明其具有良好的稳定性。
DEAC-PNAG@ miＲNA-150 聚合物能有效地将

miＲNA传递给细胞，导致细胞功能性改变。细胞内
传递的 miＲNA水平与细胞类型有相关性，我们研究
结果证实了这一点。HUVECs 的 miＲ-150 表达水平
的增加明显低于 3T3 成纤维细胞。这可能是细胞特
异性给药效率不同，也可能是由于内皮细胞中 miＲ-
150 的表达水平高于成纤维细胞所致［12］。尽管
700 ∶ 1的纳米聚合物有最佳的 miＲNA保护作用，但
体外数据表明该浓度在细胞内不能产生最佳 miＲ-
NA活性。可能该浓度会阻碍 miＲNA从纳米聚合物
中释放，导致 miＲNA 功能受损。此外，50 ∶ 1 浓度
DEAC-PNAG@ miＲNA-150 可往细胞内递送完整的
miＲNA，同时允许 miＲNA 从聚合物中分离，继而抑
制 Ang-Ⅱ和 DLK-1 的翻译。
众所周知，Ang-Ⅱ可引起血管通透增加，过量的

Ang-Ⅱ生成与脓毒症患者死亡率升高关系密切。
miＲ-150 能通过沉默包含互补序列的 mＲNA调节信
号网络，抑制 Ang-Ⅱ生成，从而减轻血管损伤［13］。
DLK1 可通过 NOTCH1 的激活抑制内皮细胞增殖，
从而抑制血管生成。DEAC-PNAG@ miＲNA-150 对
二者的抑制，将有助于降低血管通透性，促进血管内

皮细胞再生，从而促进血管发挥组织屏障作用。上
述作用对于提升脓毒症患者的生存率具有重要意

义。未来研究中我们将进一步探讨纳米聚合物对脓
毒症小鼠存活率、脓毒症内皮功能障碍和血管通透
性的影响。重点监测 50 ∶ 1 纳米聚合物，由于50 ∶ 1
纳米聚合物含有更多的 miＲNA，尚需确定是否存在
剂量反应。此外，使用 αvβ3 整合素配体 LXW7 修
饰或 ＲGD 肽将有助于提高纳米聚合物靶向作
用［14 － 15］，miＲ-150 对脓毒症微环境中内皮功能的影
响也有待进一步探讨。
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DEAC-PNAG聚合物是一种可行的 miＲNAs 载
体，DEAC-PNAG@ miＲNA-150 纳米粒子聚合物提高
了 miＲNAs稳定性和细胞摄取，允许 miＲNA 从聚合
物中分离并抑制 Ang-Ⅱ和 DLK-1 基因翻译。这些
研究表明 DEAC-PNAG 作为 miＲ-150 载体的可行
性，为脓毒症小鼠存活率及其血管保护的体内研究

奠定基础。
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Preparation of self-assembly DEAC-PNAG@miＲ-150 nano-system
and its mechanism of vascular protection

Li Yajun，Xu Hang，Ｒen Shan
( First Dept of Intensive Care Unit，The First Affiliated Hospital of Shihezi University，Shihezi 832000)

Abstract Objective To develop a nano particle delivery system which combined deacetylated poly ( N-acetylglu-
cosamine ) ( DEAC-PNAG ) polymer with miＲ-150 by self-assembly and the corresponding vascular protection
mechanism were discussed． Methods Nano polymer was obtained by self-assembly，characterized by transmission
electron microscopy and DLS． The gel displacement method was used to evaluate the encapsulation efficiency． Cell
uptake was detected by fluorescence microscopy． ＲT-PCＲ was used to detect the expression of miＲ-150 in trans-
fected cells． Western blot was used to detect the effect of nano-polymer on the expression of Ang-Ⅱ and DLK-1 in
HUVECs． Ｒesults DEAC-PNAG polymer with nano size and positive surface potential could protect miＲNA from
ＲNase A degradation． In addition，DEAC-PNAG@ miＲNA could promote the cell uptake of miＲNA and play a role
in vascular protection by inhibiting the expression of Ang-Ⅱ and DLK-1 in HUVECs． Conclusion DEAC-PNAG is
an effective miＲNAs delivery platform，which may have positive significance for sepsis treatment．
Key words endothelial dysfunction; multibacillary sepsis; miＲNA delivery; inflammation
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