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携 siRNA的丙交酯乙交酯共聚物-壳聚糖纳米载体的制备与表征
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摘 要：目的 通过引入壳聚糖增加丙交酯乙交酯共聚物（PLGA）载体中小干扰RNA（siRNA）的包封率，对制备的携

siRNA-壳聚糖（siRNA-CS）的 PLGA纳米载体（siRNA-CPG）进行表征。方法 选用传统的乳化-溶剂挥发法制备 siRNA-

CPG，以粒径、Zeta电位及包封率为指标，对处方（siRNA与壳聚糖质量比，PLGA质量浓度，内水相、二氯甲烷、外水相

的体积比）进行单因素考察及星点设计-响应面法优化。对优化后制备的 siRNA-CPG进行粒径、Zeta电位、包封率质量评

价；根据粒径及包封率考察 siRNA-CPG在生理盐水及血清中的稳定性；制备荧光标记的siRNA-CPG，与MCF-7细胞孵育4 h，

观察细胞摄取情况。结果 壳聚糖的引入可将 siRNA包封率从 3.14% 提高到 90% 以上。优化后的处方中壳聚糖、siRNA、

PLGA质量浓度分别为 1、0.5、10 mg·mL−1，内水相、二氯甲烷、外水相的体积比为 1∶10∶100。制备 3批 siRNA-CPG冻

干粉，复溶后室温放置 48 h及血清中 24 h内粒径和包封率均无明显变化；siRNA-CPG可被细胞摄取并从溶酶体中逃逸出

来。结论 制备的 siRNA-CPG包封率高、稳定性好，可以实现 siRNA的细胞质有效递送。
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Abstract: Objective To increase the encapsulation efficiency of siRNA in PLGA nano particles by incorprating chitosan, to prepare

and characterise the PLGA nanoparticles carrying siRNA (siRNA-CPG). Methods The traditional emulsification solvent

volatilization method was used to prepare siRNA-CPG. The formulation (mass ratio of siRNA to chitosan, mass concentration of

PLGA, volume ratio of internal water phase, dichloromethane and external water phase) was optimized with the particle size, Zeta

potential, entrapment efficiency as the index by single factor experiment and central composite design-response surface method. The

particle size, Zeta potential and encapsulation rate of the optimized siRNA-CPG were evaluated. The stability of siRNA-CPG in

normal saline and serum was investigated according to particle size and encapsulation rate. Fluorescent-labeled siRNA-CPG was

prepared and incubated with MCF-7 cells for 4 h to observe cell uptake. Results The addition of chitosan increased the entrapment

efficiency of siRNA from 3.14% to more than 90% in the PLGA nanoparticles. The optimized formula was as follows: the

concentrations of chitosan, siRNA and PLGA were 1, 0.5 and 10 mg·mL−1 respectively. Three batches of siRNA-CPG had little

change in particle size and entrapment efficiency after redissolution by normal saline at room temperature for 48 h, and it could be

uptaken by cells and then escape from lysosomes. Conclusion The siRNA-CPG prepared in this study has high encapsulation

efficiency and good stability, and can realize cytoplasmic delivery of siRNA.
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siRNA可以通过沉默细胞质中的目标mRNA，

影响蛋白的正常合成，从而影响细胞的生长，达到

治疗疾病的目的［1］。siRNA对于疾病的治疗具有巨

大的潜在优势，但由于未经修饰的 siRNA易被核酸

酶降解，不易透膜，不易从溶酶体逃逸，siRNA药物

的临床应用受到限制［2-4］。实现 siRNA有效稳定的

递送是发挥其治疗作用的关键［5］。近年来，人们已

经做了很多努力来开发一种有效的 siRNA 应用技

术，目前主要集中在递送系统设计或 siRNA化学修

饰 2方面［2］。实际应用中，基于阳离子脂质体纳米

递送系统的 siRNA治疗已在 2018年获得美国食品

药品监督管理局（FDA）的批准上市［6］。开启了

siRNA药物市场化的大门，也证实了纳米递送系统

用于 siRNA药物体内有效递送的可行性。

丙交酯乙交酯共聚物（PLGA）是目前研究最多

的可生物降解材料之一，已获美国FDA批准用作手

术缝合线、注射用微囊、微球、埋植剂等的材料［7］。

PLGA纳米载体无毒且具有生物相容性，特别适合

于体内 siRNA递送。经细胞内吞之后，PLGA纳米

粒可以从溶酶体逃逸出来，并缓慢地将 siRNA释放

到细胞质中［8］。这些优势表明 PLGA 纳米粒在

siRNA介导的治疗应用方面具有巨大潜力。但由于

siRNA为阴离子聚合物，水溶性好，PLGA为中性疏

水高分子聚合物，无法有效包载 siRNA［9-10］。通常

siRNA的载药系统需要引入聚阳离子材料，如聚乙

烯亚胺、聚赖氨酸、（2，3-二油酰基-丙基）-三甲胺

等，以利用静电相互作用吸附 siRNA，以减少 siRNA

的水溶性，增加 siRNA的包封率［8］。这些聚阳离子

材料的潜在毒性限制了PLGA纳米载体在 siRNA药

物开发中的使用［8，11］。壳聚糖是一种多聚阳离子多

糖，在体内可以降解，是临床上术后防黏连材料之

一［12］。推测壳聚糖可以替代聚阳离子试剂，加入到

PLGA纳米载体中，利用 siRNA与壳聚糖的静电作

用实现 siRNA的有效包载［9］。本研究以PLGA为主

要载体材料，引入生物相容性良好的壳聚糖以增加

siRNA的包封率，实现 siRNA的细胞质有效递送。

1 材料

1.1 主要试剂及材料

siRNA（批号 YKR0101）购自苏州贝信生物有

限公司；PLGA（50∶50，末端为羧基，相对分子质量

为 1.2×104～1.5×104）购自德国赢创工业集团；壳

聚糖购自浙江金壳药业有限公司；1，1-二十八烷基-

3，3，3，3-四甲基吲哚三碳青苷碘化物（DiR）购自武

汉艾美捷科技有限公司；三羟甲基氨基甲烷（Tris）

购自上海麦克林生化科技有限公司；双抗（青霉素

和链霉素）、RPMI 1640不完全培养基购自大连美伦

生物技术有限公司；胎牛血清（FBS）购自美国Gibco

公 司 ；RiboGreen 试 剂 、0.25% EDTA 胰 酶 和

LysoTracker Green DND-26 购 自 赛 默 飞 世 尔 科

技（中国）有限公司；Hoechst 33342、焦碳酸二乙酯

处理（DEPC）水购自碧云天；三乙胺（TEA）购自阿

拉丁；六氟异丙醇（HFIP）购自麦克林。

1.2 主要仪器

UV-2600紫外分光光度仪［岛津仪器（苏州）有

限公司］；LGJ-100F冷冻干燥机（北京松源华兴科技

发展有限公司）；JX-950D超声波粉碎机（上海净信

实业发展有限公司）；Nicomp 380 Z3000 粒度

仪（PSS公司，USA）；RE-52AA旋转蒸发仪（上海亚

荣生化仪器厂）；Forma Series Ⅱ二氧化碳培养

箱（Thermo-Fisher Scientific，USA）；BJ-1CD 超净

台（上海博讯实业有限公司）；TCS-SP8 Sted激光共

聚焦显微镜（Leica 公司 ，Germany）；H1M 酶标

仪（BioTek公司，USA）。

1.3 细胞

MCF-7肿瘤细胞，来源于中国科学院典型培养

物保藏委员会细胞库。

2 方法与结果

2.1 siRNA-CPG的制备

2.1.1 siRNA-壳聚糖复合物（siRNA-CS）的制备

取适量壳聚糖溶于醋酸缓冲液（pH 5.5）中制得

1 mg·mL−1的壳聚糖溶液，在搅拌下将 50 µL siRNA

溶液（10 mg·mL−1）缓慢加入壳聚糖溶液中，继续搅

拌 20 min，得到 siRNA-CS。制备过程用水均为

DEPC水。

2.1.2 携 siRNA-CS 的 PLGA 纳米载体（siRNA-

CPG）的制备 取适量 PLGA 溶于二氯甲烷中制

得 10 mg·mL−1的 PLGA 二氯甲烷溶液。按 siRNA-

CS 与 PLGA 溶液体积比 1∶10 混合，探头超声处理

得油包水（W/O）型初乳。初乳与 0.15% 聚乙烯

醇（PVA）溶液按体积比 1∶10混合，再次探头超声处

理得水包油包水（W/O/W）型复乳。再将复乳减压

旋转蒸发除去二氯甲烷，得 siRNA-CPG。加入 5%
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的甘露糖作为冻干保护剂，冻干即得。不含壳聚糖

制备的载体为 siRNA-PG。制备过程用水均为

DEPC水。

2.2 siRNA的纯度分析

siRNA不稳定，容易被核酸酶降解［2］，利用紫外

分光光度法对 siRNA的纯度进行分析，以确定制备

过程对 siRNA的影响。siRNA-PG与 siRNA-CPG的

制备过程一致，由于 siRNA-CPG中存在壳聚糖会影

响 siRNA纯度的测定［13-14］，通过测定 siRNA-PG冻干

粉中 siRNA 的纯度，确定制备过程对 siRNA 的

影响。

siRNA粉末加入DEPC水溶解，得 siRNA溶液。

另取 siRNA-PG 冻干粉，DEPC 水复溶后，按体积

比 1∶1 加入二氯甲烷，摇匀，离心，取水层，得处理

后 siRNA 溶液。分别于紫外分光光度仪下在波长

为 230、260及 280 nm 处测定吸光度（A）值，分别记

为A230、A260、A280，计算A260/A280与A260/A230的值。

siRNA 在波长 260 nm 处有最大吸收，蛋白在

280 nm处有最大吸收，波长230 nm处有吸收则表明

样品中存在一些污染物，如碳水化合物、盐（胍盐）

等［15-16］。纯 siRNA 的 A260/A280 为 2.0，比值小于 2.0

时，表明蛋白含量高，比值大于 2.0 时，表明 siRNA

有降解［17］。纯 siRNA的 A260/A230为 1.8～2.2，比值降

低往往是样品污染所致［15］。结果表明，siRNA处理

前后的 A260/A280接近 2.0，A260/A230为 1.8～2.2，表明制

备过程对 siRNA 基本没有影响，不会造成 siRNA

降解。

2.3 siRNA的UHPLC-MS分析

利用安捷伦 1290 UHPLC串联 6545 QTOF-MS

对双链 siRNA的相对分子质量进行检测［18］，以判定

制备过程对 siRNA的影响。

取 处 理 后 siRNA 溶 液 ，色 谱 条 件 ：Waters

Acquicy OST C18色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）；

检测波长260 nm，进样量1 µL，体积流量0.2 mL·min−1 ，

柱温 60 ℃，流动相 A 为含 15 mmol·L−1 TEA 和

100 mmol·L−1 HFIP 的水溶液，流动相 B 为含有

15 mmol·L−1 TEA 和 100 mmol·L−1 HFIP 的 50% 甲

醇 水 溶 液 。 梯 度 洗 脱（0～1.5 min，98% A；

1.5～8.3 min，68% A；8.3～16.5 min，62% A；16.5～

20.0 min，58% A）。离子源参数：气流温度保持在

320 ℃，电压为 3.5 kV，鞘气体积流量为 12 L·min−1，

鞘气温度为 350 ℃。对 siRNA 质谱信号进行解卷

积，得到精确相对分子质量。

处理前 siRNA 两条链相对分子质量分别为

6 969、7 095，处理后质谱图中双链 siRNA的相对分

子质量分别为 6 969.34、7 095.43，结果见图 1，进一

步表明 siRNA没有发生降解。

2.4 siRNA的定量分析方法建立

RiboGreen RNA定量试剂是一种超灵敏的核酸

荧光染料，使用该染料可以对溶液中游离的RNA进

行简单快速的定量。常规定量 RNA 的方法是在

260 nm处检测溶液的A值，但是这种定量方法灵敏

度差，且易受溶液中寡核苷酸、蛋白、盐离子等的影

响 。 使 用 RiboGreen 荧 光 染 料 可 避 免 上 述

问题［17，19］。

先 用 DEPC 水 配 制 含 1 mmol · L−1 EDTA 、

10 mmol·L−1 Tris-HCl的 pH 7.5的Tris缓冲液（其中

EDTA 及 Tris-HCl 均 为 新 开 封 试 剂 ）。 20 mg

siRNA 粉 末 加 入 4 mL DEPC 处理水溶解得到

siRNA储备液。用 Tris缓冲液作为稀释液，并加入

一定体积的RiboGreen RNA定量试剂，将 siRNA储

备液稀释成质量浓度为 1 000、500、100、20 ng·mL−1

的 siRNA标准液，室温静置 5 min后，使用酶标仪在

激发波长500 nm、发射波长525 nm处检测样品的荧

光值（FI），以 FI对 siRNA的质量浓度（C）进行回归

分析。结果显示FI＝6×10−6 C－0.011 4（r＝0.997 9），

表明在0～1 µg·mL−1 内，FI和C的线性关系良好。

2.5 siRNA-CPG的包封率测定方法

当 RiboGreen 荧光染料加入 siRNA 溶液后，游

离的 siRNA与其结合，被包封的 siRNA则不与其结

合，不产生荧光，这种方法可以测定游离核酸药物

的量［17］。

制备的空白纳米载体、siRNA-PG 及 siRNA-

CPG 用 Tris 缓冲液稀释后，按 RiboGreen 试剂盒说

明书对样品中游离 siRNA 进行测定。用酶标仪设

置激发波长 500 nm，发射波长 525 nm，测定并计算

siRNA-CPG 中 游 离 siRNA 的 FI： FI＝

FIsiRNA-CPG或 siRNA-PG－FI 空白纳米载体组。通过“2.4”项下回归

方程计算对应的样品中游离的 siRNA 的质量浓

度（Cf），加入的 siRNA的量为 siRNA的总量（Ct），计

算 siRNA的包封率。

图1 处理后 siRNA解卷积质谱图

Fig. 1 Deconvoluted mass spectrum of treated siRNA
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包封率＝（Ct－Cf）/Ct

2.6 siRNA-CPG理化性质测定方法

取 siRNA-CPG 冻干粉适量用生理盐水复溶并

稀释，用激光散射粒径仪在粒径测定模式下测定样

品的粒径及多分散系数（PDI），在 Zeta电位测定模

式下测定样品的Zeta电位。

2.7 siRNA-CPG的单因素处方优化

2.7.1 siRNA-CPG 的单因素处方优化方法 按

照“2.1”项下方法制备 siRNA-CPG，以包封率、Zeta

电位及粒径为指标，对 siRNA 与壳聚糖质量比（其

中 siRNA质量浓度为0.5 mg·mL−1），PLGA的质量浓

度，内水相、二氯甲烷、外水相的体积比进行考察。

根据这 3个因素对处方影响大小依次进行优化，考

察条件：PLGA 质量浓度为 10 mg·mL−1，内水相、二

氯甲烷、外水相的体积比为 1∶10∶100 时，考察

siRNA 与壳聚糖质量比为 1∶0、1∶1、1∶2、1∶4 对

siRNA-CPG的影响；内水相、二氯甲烷、外水相的体

积比为 1∶10∶100，siRNA与壳聚糖质量比为 1∶2时，

考察 PLGA 的质量浓度为 5、10、20 mg·mL−1 对

siRNA-CPG的影响；PLGA质量浓度为 10 mg·mL−1，

siRNA与壳聚糖质量比为 1∶2时，考察内水相、二氯

甲烷、外水相的体积比为 1∶10∶80、1∶10∶100、1∶10∶

200对 siRNA-CPG的影响。每个试验重复3次。

2.7.2 siRNA-CPG的单因素处方优化结果 如表 1

所示，随着壳聚糖的量逐渐增加，制备的 siRNA-

CPG粒径相差不大。Zeta电位结果显示，不加入壳

聚糖时，siRNA-PG带负电，而随着壳聚糖的浓度增

大，Zeta电位由负值变为正值且逐渐增大。包封率

测定结果表明，当体系中不加入壳聚糖时，siRNA的

包封率仅为（3.14±0.26）%；当 siRNA与壳聚糖质量

比为 1∶2、1∶4时，siRNA与壳聚糖可以复合而不产

生沉淀，且制备的 siRNA-CPG中 siRNA的包封率达

到95%以上，这一结果与文献报道数据一致［20］。考虑到

制剂生产成本，确定siRNA质量浓度为0.5 mg·mL−1，壳

聚糖质量浓度为1 mg·mL−1。

如表 2所示，随着 PLGA浓度增加，siRNA-CPG

的 Zeta电位由正电位慢慢降低，又转为负电位，粒

径缓慢增加，包封率均可达到 90%以上。中性Zeta

电位有利于延长载体在体内的循环时间。粒径越

大，则越容易被网状内皮系统清除，体内循环时间

就越短［21］。结合粒径和 Zeta电位的结果，以 PLGA

质量浓度 10 mg·mL−1为中心点，进行进一步的处方

优化与确证。

由表 3 可知，外水相比例越大，制备的 siRNA-

CPG的Zeta电位均接近电中性，包封率均在 90%以

上，但粒径有减小趋势，可能是由于外水相为连续

相，连续相体积增大使得乳滴形成空间增大，减少

彼此间的碰撞，乳滴间不易聚集，导致粒径减小［22］。

结合粒径和 Zeta电位的结果，以外水相、内水相的

体积比 100 为中心点，进行进一步的处方优化与

确证。

2.8 星点设计-效应面法优化处方

2.8.1 实验设计 由于壳聚糖的加入是影响处方

表3 不同内水相、二氯甲烷、外水相的体积比制备 siRNA-

CPG的包封率及粒径（x
—

±s，n=3）

Table 3 Encapsulation efficiency and physicochemical

properties of siRNA-CPG prepared by different volume

ratio of internal water phase，dichloromethane and

external water phase (x
—

±s, n=3)
内水相、二氯

甲烷、外水相

的体积比

1∶10∶80

1∶10∶100

1∶10∶200

粒径/nm

274.4±2.8

230.9±0.3

201.7±0.8

PDI

0.196±0.070

0.121±0.015

0.100±0.059

Zeta电位/

mV

−2.74±1.08

−0.74±1.78

1.74±2.18

包封率/%

96.05±5.16

95.30±1.98

93.90±0.70

表2 不同PLGA质量浓度制备的 siRNA-CPG的包封率及

理化性质（x
—

±s，n=3）

Table 2 Encapsulation efficiency and physicochemical

properties of siRNA-CPG prepared by different PLGA
concentrations (x

—
±s, n=3)

PLGA/

（mg·mL−1）

20

10

5

粒径/nm

248.5±2.8

227.6±4.5

223.3±4.1

PDI

0.145±0.071

0.124±0.042

0.133±0.035

Zeta电位/

mV

−2.25±2.64

1.24±1.88

10.54±1.98

包封率/%

95.40±1.27

94.85±0.49

91.85±0.49

表1 不同 siRNA与壳聚糖的质量比制备的 siRNA-CPG的

包封率及理化性质（x
—

±s，n=3）

Table 1 Encapsulation efficiency and physicochemical

properties of siRNA-CPG prepared by different mass ratio

of siRNA to chitosan (x
—

±s, n=3)

siRNA与

壳聚糖

质量比

1∶0

1∶1

1∶2

1∶4

粒径/nm

215.3±9.8

/

227.7±4.5

232.8±1.3

PDI

0.149±0.056

/

0.124±0.052

0.123±0.026

Zeta电位/

mV

−22.25±1.74

/

1.74±0.78

12.41±0.45

包封率/%

3.14±0.26

/

95.50±1.60

95.14±3.34

“/”-由于产生沉淀，未测定

“/”-sample produced precipitation and was not determined
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包封率的最大因素，且考虑到成本，壳聚糖浓度越

低越好。根据单因素考察结果，确定 siRNA质量浓

度为 0.5 mg·mL−1，壳聚糖质量浓度为 1 mg·mL−1。以

粒径（R1/nm）、Zeta 电位（R2/mV）、包封率（R3/%）为

评价指标，对 PLGA 质量浓度（A）及外水相与内水

相的体积比（B）做进一步优化，其考察范围分别为

A：3～17 mg·mL−1；B：72～128。根据星点设计原

理，每个因素设 5 个水平。各因素及水平设置

见表4。

2.8.2 siRNA-CPG的星点设计-效应面法优化处方

结果 星点设计-效应面法优化处方结果见表5。

2.8.3 模型拟合和方差分析 以粒径（R1/nm）、Zeta

电位（R2/mV）、包封率（R3/%）作为因变量，PLGA质

量浓度（A）及内水相与外水相的体积比（B）为自变

量，应用Design expert 12.0软件进行多元线性回归

和多项式方程拟合，采用复相关系数（r）对模型进行

评价。采用ANOVA分析效应面的回归参数。

2.8.4 统计分析 采用Design expert 12.0进行效应

面二次模型的方差分析，拟合方程如下：R1＝

228.74＋9.46 A－21.41 B－5.45 AB＋2.38 A2＋

14.08 B2，P＜0.000 1，r2＝0.970 3；R2＝1.66－3.99

A＋0.065 1 B－0.310 0 AB＋2.96 A2＋0.356 5 B2，P＜

0.000 1，r2＝0.978 4；R3的模型中P＞0.05，r2=0.335 8。由

r2及 P可知方程 R1和 R2的拟合效果良好，具有统计

学意义；R3的拟合效果不好，没有统计学意义，不进

行统计。表明PLGA质量浓度及内水相与外水相的

体积比对载体粒径和Zeta电位有显著影响，对包封

率无显著影响。

2.8.5 效应面优化 采用Design expert 12.0软件分

析，绘制 2个因变量与 2个自变量的三维效应面和

二维等高图，预测最佳条件。结果见图2。

载体Zeta电位中性利于其体内循环，因此Zeta

电位值应为 0 mV左右，粒径越小越好［23］。如图 2中

等高线重合图所示，将最优Zeta电位范围定为（0±

2）mV，则载体粒径范围可定为小于 230 nm，此

时 A＞9.6 mg·mL−1，B＞98。综合考虑成本及操作

容易的因素，将PLGA质量浓度定为 10 mg·mL−1，内

水相、二氯甲烷、外水相的体积比为 1∶10∶100，模型

预测值为粒径 228.7 nm，Zeta电位 1.66 mV，并对此

处方进行验证。

2.9 处方验证

按上述最佳条件制备 3批 siRNA-CPG，并对其

粒径、电位、稳定性及细胞内递送进行测定。

2.9.1 siRNA-CPG粒径及电位测定 如图 3所示，

由本研究筛选的处方制备 3 批 siRNA-CPG，粒径

为（231.6±1.4）nm，PDI 为 0.089±0.025，粒径分布

均匀，Zeta电位为（−0.66±2.14）mV，与预测值十分

接近，表明上述模型合适有效。

2.9.2 siRNA-CPG 的稳定性 取 siRNA-CPG 冻干

样品，用生理盐水复溶后，置于室温条件下，于 0、4、

8、12、24、48 h 测 定 siRNA-CPG 的 粒 径 ，用

RiboGreen 试剂对样品中游离的 siRNA 进行定量，

并结合“2.4”项下的线性回归方程，用RiboGreen试

剂对样品中游离的 siRNA进行测定。用“2.5”项下

包封率计算方法，计算各个时间点的包封率。

如图 4所示，室温放置 48 h，3批 siRNA-CPG的

粒径基本维持在 230 nm左右，而包封率维持在 96%

左右，且各时间点与 0 h的值间均无显著统计学差

异（P＞0.01）。表明 siRNA-CPG 复溶后室温放置

48 h内药物不会发生泄漏，粒径也不发生变化。说

明其复溶后室温放置48 h内稳定性良好。

取 siRNA-CPG冻干样品，用生理盐水复溶后，

在 37 ℃下与 50% FBS共同孵育 24 h，于 0、4、8、24 h

测定样品粒径，然后各个时间点样品离心，并用

DEPC 水清洗 3 遍，加入肝素钠水溶液将载体中

表4 星点设计因素水平表

Table 4 Factors and levels of central composite design

因素

A/（mg·mL−1）

B

水平

−1.414

3

72

−1

5

80

0

10

100

1

15

120

1.414

17

128

表5 星点设计试验方案及效应值

Table 5 Composite design and response

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

A/（mg·mL−1）

5

17

10

10

3

15

15

10

10

10

10

10

5

B

80

100

128

72

100

120

80

100

100

100

100

100

120

R1/nm

255.4

240.3

225.1

280.9

218.9

231.9

289.0

230.0

227.5

227.7

230.3

228.2

220.1

R2/mV

8.74

1.13

1.45

2.10

12.84

1.80

1.70

2.01

1.98

1.50

1.31

1.51

10.08

R3/%

93.5

94.6

94.5

95.2

93.5

93.2

96.3

95.3

93.2

94.3

96.2

93.5

93.0
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siRNA置换出来［13-14］，室温孵育 1 h后，结合“2.4”项

下的线性回归方程，用 RiboGreen试剂对样品中游

离的 siRNA进行测定，并计算释放率（Cf /Ct）。如图

5所示，37℃条件下siRNA-CPG与50% FBS共同孵育

24 h，3批siRNA-CPG的粒径略有增加维持在240 nm左

右，且各时间点与 0 h 的值间均无显著统计学差

异（P＞0.01）。前 4 h siRNA释放为 20%左右，可能

是由于吸附在载体外层的 siRNA 被血清中核酸酶

降解导致［4］，而 4 h后 siRNA基本上不再释放。表明

siRNA-CPG 复溶后在血清中 24 h内被包载进入载

体的 siRNA 不会发生泄漏，且载体也不会发生聚

集，稳定性良好。

2.10 siRNA-CPG细胞内递送

siRNA-CS制备过程中加入 50 µL 25 mg·mL−1的

DiR 乙醇溶液，其他制备过程与“2.1”项下 siRNA-

CPG 制备过程一致，制备成荧光标记的 siRNA-

CPG（D-siRNA-CPG）。

MCF-7细胞复苏后，于含有 10% FBS 和 1% 双

抗的 RPMI 1640 完全培养基中，在含有 5% CO2的

37 ℃恒温培养箱进行培养。以0.25% EDTA胰酶消

化成单分散细胞，以每孔 6×104的细胞密度铺于事

图5 37 ℃条件下 siRNA-CPG与50% FBS共同孵育24 h

内粒径变化及释放情况

Fig. 5 Particle size changes and release of siRNA-CPG in

50% FBS solution within 24 h at 37 ℃

图3 siRNA-CPG的粒径分布和Zeta电位

Fig. 3 Particle size distribution and Zeta potential of

siRNA-CPG

图4 siRNA-CPG生理盐水复溶后室温放置不同时间粒径

及包封率变化

Fig. 4 Particle size and entrapment efficiency of siRNA-

CPG at room temperature for different times after redisso‐

lution of normal saline

图2 R1和R2的效应面图和等高线图

Fig. 2 Effect surface diagram and two-dimensional plot of R1 and R2
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先加有爬片的 24孔板中，培养过夜，用含D-siRNA-

CPG（siRNA质量浓度为 0.4 µg·mL−1）的新鲜培养液

替换原孔中培养液继续培养 4 h 后，加入 Hoechst

33342 和 LysoTracker Green DND-26，继 续 培 养

20 min，弃去培养基，磷酸缓冲液（PBS）洗 3 次，用

4%多聚甲醛固定，盖到载玻片上，于激光共聚焦显

微镜下观察（设置 DiR 的激发波长 748 nm，发射波

长780 nm）。

如图6中所示，红色为 siRNA-CPG，绿色为溶酶

体，蓝色为细胞核，红色围绕着蓝色表示 siRNA-

CPG 被递送到细胞内并围绕在细胞核周围。图中

所标圆圈内红色与绿色重合呈橙色表明 siRNA-

CPG 被递送到溶酶体。红色与绿色不重合区域呈

单独红色则说明 siRNA-CPG 被递送到了细胞质

中［23］，有利于 siRNA-CPG 在细胞质发挥 mRNA 沉

默作用。细胞摄取结果表明 siRNA-CPG 可将

siRNA递送到细胞质中。这为 siRNA发挥治疗作用

奠定基础。

3 讨论

目前，临床上可用于 siRNA 递送的材料很少，

实验室研究中用于的 siRNA递送的材料众多，但多

数都比较复杂。材料的免疫原性、长期安全性，简

化从实验室到临床的过渡都是需要重点关注的问

题［24］。含有多种成分的复杂配方不仅难以扩大规

模，而且从生产监管的角度来看，成本高昂且具有

挑战性［24］。本研究采用PLGA及壳聚糖安全且无免

疫原性［7，12］，载体制备过程简单，利于 siRNA药物的

临床应用及产业化。

siRNA为水溶性的带负电大分子，带正电的材

料将有利于 siRNA在纳米粒中的包载［25-26］。壳聚糖

是天然多糖中唯一的碱性多糖，具有生物降解性和

生物相容性［26］，与 siRNA可以通过正负电荷相互作

用形成复合物，但单独由 siRNA与壳聚糖复合形成

的纳米粒稳定性差，室温放置几小时，就会发生蓄

积沉淀。PLGA材料在临床应用十分广泛，但其亲

水性差［7］，显电中性，对 siRNA对包封率极低。将两

者混合使用，一方面可以增加 siRNA 的包封率，一

方面可以增加体系的稳定性。

本研究采用 PLGA 及壳聚糖作为材料制备携

siRNA纳米载体，以克服 siRNA药物临床应用的难

题。本研究制备的 PLGA纳米载体中加入壳聚糖，

可将 siRNA的包封率从3.14%增加到90%以上。由

此可见，壳聚糖可以替代聚阳离子试剂加入到

PLGA纳米载体中显著增加 siRNA的包封率。所制

备的 siRNA-CPG冻干粉针用生理盐水复溶后，在室

温 48 h内及血清中 24 h内包封率及粒径均无明显

变化，表明引入壳聚糖制备的 PLGA纳米粒稳定性

良好。细胞摄取实验还证明 siRNA-CPG可以被细

胞摄取并从溶酶体中逃逸出来，确保 siRNA在细胞

质中发挥治疗作用。

本研究制备的 siRNA-CPG纳米粒包封率高，稳

定性好，为 siRNA的有效包载及递送提供了一种新

递送技术，对推进 siRNA药物研发进程具有重大意

义。但 siRNA-CPG纳米粒中 siRNA体外对细胞的

干扰作用及体内的有效稳定递送尚待进一步深入

研究。
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