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靶向动脉粥样硬化的重组高密度脂蛋白纳米递药系统的制备及性能

评价

梁静，计慧娟，陈敬华，高敏
（江南大学生命科学与健康工程学院，江苏 无锡 ２１４１２２）

摘要：目的　利用大肠杆菌表达Ｐ选择素靶向肽 （Ｐｓｅｌｅｃｔｉｎｂａｎｄｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＢＰ）与载脂蛋白Ａ１（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡ１，ＡｐｏＡ１）的
融合蛋白ＰＢＰＡｐｏＡ１，将其制备获得包载姜黄素 （ｃｕｒｃｕｍｉｎ，Ｃｕｒ）的重组高密度脂蛋白 （ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）ＰＡｒＨＤＬ
Ｃｕｒ，用于动脉粥样硬化部位的靶向递药。方法　采用谷胱甘肽巯基转移酶 （ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴ）标签共表达的策略实
现ＰＢＰＡｐｏＡ１的可溶性表达，将ＰＢＰＡｐｏＡ１纯化后与磷脂、胆固醇采用薄膜水化法包载姜黄素制备得到ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ载药纳米
粒。利用粒度仪、紫外分光光度计表征其理化性质，透析法分析其释药稳定性。体外细胞实验考察ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的生物相容性
和细胞摄取效率，通过血小板黏附实验验证ＰＡｒＨＤＬ对活化血小板的靶向性。探究ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ对ＲＡＷ２６４７巨噬细胞的抗
氧化功能、胆固醇泵出效果和减少氧化型高密度脂蛋白的摄取能力。结果　通过摇瓶发酵和纯化 ＰＢＰＡｐｏＡ１产量达
１３３ｇ·Ｌ－１，ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ大小均一，粒径为 （１６５３±２９６）ｎｍ，Ｚｅｔａ电位 （－２１９±１２８）ｍＶ，生物相容性较好。体外实验证
实，ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ可靶向到动脉粥样硬化病灶部位，释放Ｃｕｒ降低病灶部位泡沫细胞内的氧化应激，显著提高Ｃｕｒ的生物利用度。
ＰＡｒＨＤＬ本身含有的ＡｐｏＡ１可通过胆固醇逆向转运促进胆固醇外排，进而延缓动脉粥样硬化的发展进程。结论　本研究设计
的仿生重组高密度脂蛋白纳米递药系统为开发抗动脉粥样硬化的新型纳米递送体系提供了设计思路与理论依据。
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是造成心血
管疾病 （ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ，ＣＶＤ）的最主要因
素，是危害我国人民生命安全的“头号杀手”之一。

ＡＳ作为一种慢性炎症性疾病，起始于活化的血小板
和内皮细胞，活化的血小板高表达出 Ｐ选择素 （Ｐ
ｓｅｌｅｃｔｉｎ），内皮细胞分泌多种细胞黏附因子，二者共
同促进白细胞滚动和血管内皮细胞黏附［１］。单核

细胞被招募到动脉内壁分化成巨噬细胞，氧化型低

密度脂蛋白 （ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）
诱导巨噬细胞成为脂质致密的泡沫细胞［２］。病变

后期，凋亡的泡沫细胞与脂质核心一起演变为 ＡＳ
不稳定斑块。因此，靶向 ＡＳ斑块，抑制斑块形成成
为治疗ＡＳ重要靶点之一。

高密度脂蛋白 （ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）
是血液中重要的脂蛋白［３４］，由中性甘油三酯和胆固

醇酯组成的非极性疏水核心，与磷脂、游离胆固醇和

载脂蛋白组成的极性亲水外壳构成［５６］。ＨＤＬ可通
过介导反向胆固醇转运将胆固醇从外周组织带回肝

脏，具有抗ＡＳ的功能［７］。随着对 ＨＤＬ结构和功能
研究的深入，制备重组 ＨＤＬ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｉｇｈｄｅｎ
ｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｒＨＤＬ）作为药物递送载体，用于心血
管疾病的诊断与治疗已经成为研究热点［８９］。人工

制备的ｒＨＤＬ作为仿生药物递送系统，具有较大的
空腔结构可以容纳不同类型和大小的药物［１０］，包括

水溶性、脂溶性甚至是基因药物等［１１］。其较好的生

物相容性和稳定性可以有效保护药物免受降解、代

谢或清除［１２］。通过调整 ｒＨＤＬ表面的成分和结构
可以实现针对特定组织或细胞的靶向递送将药物精

确地运送到目标区域［１３］。同时，由于仿生 ＨＤＬ具
有良好的生物相容性和降低不良反应的能力，使用

它作为药物递送载体可以减少药物对非靶标组织的

不良反应［１４］。

载脂蛋白 Ａ１（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡ１，ＡｐｏＡ１）是
ＨＤＬ中最主要的结构和功能蛋白，占 ＨＤＬ中蛋白
总量的７０％［１５］。ＡｐｏＡ１能够通过活化卵磷脂胆固
醇酯酰基转移酶 （ｌｅｃｉｔｈｉｎ／ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌａｃｙｌｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅ，ＬＣＡＴ）产生治疗ＡＳ的作用。此外，ＡｐｏＡ１是
巨噬细胞中三磷酸腺苷结合盒转运体 Ａ１（ＡＴＰ
ｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒＡ１，ＡＢＣＡ１）的重要接受
体，能够诱导细胞内胆固醇流出［１６１７］。因此，ＡｐｏＡ１
是制备仿生 ｒＨＤＬ必不可少的原料。目前，ＡｐｏＡ１
的常用制备方法是利用超速离心、有机萃取和高效

液相等方法从人血清中分离提取，这些方法虽然能

得到高纯度的ＡｐｏＡ１，但明显存在制备量小、成本较

高、免疫原性等缺点［１８１９］。体外发酵表达 ＡｐｏＡ１实
现其高效生产并赋予其多功能性具有重要的研究与

应用意义。通过基因工程技术在 ＡｐｏＡ１上融合功
能性的肽段或蛋白，再将其整合到脂质纳米粒中形

成的多功能仿生 ｒＨＤＬ不仅是优异的药物递送载
体，其本身还具备泵出胆固醇等抗ＡＳ的活性作用。

Ｐ选择素是表达在活化的血小板表面的一种黏
附分子［２０］，静息状态的血小板不表达或低表达Ｐ选
择素，在炎症介质例如：凝血酶、活性氧、肿瘤坏死因

子等刺激下脱颗粒形成大量可溶性 Ｐ选择素［２１］。

Ｐ选择素介导血小板黏附、聚集和活化，促进炎症反
应和血栓的形成，从而加速 ＡＳ斑块的形成［２２］。

Ｐ选择素靶向肽 （Ｐｓｅｌｅｃｔｉｎｂａｎｄｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＢＰ）
是一段能够特异性结合活化的血小板上 Ｐ选择素
的多肽，ＰＢＰ修饰的纳米粒对活化的血小板具有很
强的结合能力［２３］。作为一种短肽，ＰＢＰ的生物安全
性良好，免疫原性与多糖或聚合物相比较低［２４２５］，

因此，用ＰＢＰ修饰 ＨＤＬ作为心血管疾病的药物递
送载体具有研究和临床转化意义。然而，直接将

ＰＢＰ修饰ＨＤＬ可能会造成 ＰＢＰ包封在磷脂双分子
层而不暴露在外部从而难以实现靶向的问题，将

ＰＢＰ融合到ＨＤＬ的关键组分ＡｐｏＡ１上，在体外发酵
表达融合蛋白既便于大规模生产又利用 ＡｐｏＡ１插
入ＨＤＬ的天然特性及其空间结构使 ＰＢＰ暴露在
ｒＨＤＬ表面。

基于上述背景，本研究通过体外发酵表达融

合 ＰＢＰ的 ＡｐｏＡ１融合蛋白（ＰＢＰＡｐｏＡ１），并将纯
化后的 ＰＢＰＡｐｏＡ１与中性磷脂、胆固醇通过薄膜
水化法制备靶向 Ｐ选择素的重组高密度脂蛋白纳
米粒 （ＰＡｒＨＤＬ），包载模型药物姜黄素 （ｃｕｒｃｕ
ｍｉｎ，Ｃｕｒ）。Ｃｕｒ通过抗炎、减少氧化应激、降脂、减
少平滑肌细胞的增殖和迁移和保护内皮细胞等途

径对抗 ＡＳ。然而，与大多数的活性分子类似，Ｃｕｒ
的水溶性极差，在碱性或中性环境中不稳定，光、

热和金属离子等易导致其失活。这些因素导致

Ｃｕｒ在临床应用时生物利用度极低，易在体循环过
程中被清除。本研究使用 ＰＡｒＨＤＬ作为药物递送
载体，将 Ｃｕｒ包载在脂质核心中，改善 Ｃｕｒ水溶性
差、稳定性差、生物利用度低和代谢速率快等缺

陷。通过将 Ｃｕｒ靶向递送到 ＡＳ斑块部位细胞内，
发挥其抗氧化、抗炎和稳定斑块细胞等治疗作用。

最后，评价载药体系 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ对 ＡＳ部位的靶
向性及治疗 ＡＳ的效果 （图 １）。ｏｘＬＤＬ被巨噬细
胞吞噬是 ＡＳ发生的关键，Ｃｕｒ可通过促进一氧化

·３４０２·
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氮合酶产生一氧化氮抑制 ＬＤＬ氧化为 ｏｘＬＤＬ［２６］。
另一方面，Ｃｕｒ能够有效减少巨噬细胞对 ｏｘＬＤＬ摄
取，并显著增加胆固醇外流［２７］。本研究设计的

ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ仿生 ｒＨＤＬ递药系统本身具有延缓
ＡＳ进程的作用，还能改善 Ｃｕｒ的生物利用度，提高
Ｃｕｒ在体内外的稳定性，降低其毒性；靶向性 ＰＢＰ
的引入可提升药物被泡沫细胞的摄取效率，进而

更有效发挥抗 ＡＳ作用。

图１　融合 Ｐ选择素载脂蛋白 Ａ１融合蛋白（ＰＢＰＡｐｏＡ１）
的表达和载药仿生重组高密度脂蛋白包载姜黄素的靶向

Ｐ选择素的重组高密度脂蛋白纳米粒（ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ）的组
分与结构示意图

Ｆｉｇ１　ＴｈｅｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＰＢＰＡｐｏＡ１ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ
ＥｃｏｌｉａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＰＡｒＨＤＬＣｕｒ

１　材　料
１１　仪器

ＲＥ２００型旋转蒸发仪 （郑州科泰实验设备有
限公司）；ＡＸ２２４ＺＨ／Ｅ型电子天平（奥豪斯仪器有
限公司）；ＺｅｔａｓｉｚｅｒｎａｎｏＺＳＺｅｔａ电位及纳米粒度分
析仪 （英国马尔文公司）；ＭＵＬＴＩＳＫＡＮＧＯ酶标仪
（赛默飞世尔科技有限公司）；ＵＶ２５５０型紫外分光
光度计 （岛津国际贸易有限公司）；ＣｙｔｏｆｌｅｘＡ００１
１１０２型流式细胞分析仪 （贝克曼库尔特有限公
司）；ＡＫＴＡｐｕｒｅ蛋白纯化仪 （ＧＥ医疗生命科学有
限公司）；ＴｉＥ＋Ａ１激光共聚焦显微镜 （日本尼康
公司）。

１２　药品与试剂
１，２二油酰基ＳＮ甘油３磷酸胆碱 （ＤＯＰＣ）、

二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺聚乙二醇 ２０００（ＤＳＰＥ
ＰＥＧ２０００）（西安瑞禧生物科技有限公司）；胆固醇
［Ｃｈｏｌ，艾伟拓（上海）医药科技有限公司］；Ｃｕｒ（麦
克林有限公司）；琼脂糖、胰蛋白胨、酵母膏、油红 Ｏ
染色试剂盒 （碧云天有限公司）；胎牛血清 （ＦＢＳ，
Ｌｏｎｓｅｒａ）；胰酶细胞消化液 （Ｂｉｏｓｈａｒｐ）；Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ
ＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓＭｅｄｉｕｍ培养基（ＤＭＥＭ，Ｓｉｇｍａ公
司）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（翌圣生物科技有限公
司）；凝胶回收试剂盒、酶切回收试剂盒 （南京金唯

智有限公司）；ＱｕｉｃｋＣｕｔＴＭ ＸｈｏＩ、ＱｕｉｃｋＣｕｔＴＭ ＥｃｏＲＩ、
Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ（日本宝日公司）；ＢＯＤＩＰＹＴＭ５８１／５９１
Ｃ１１（赛默飞世尔有限公司）；ｏｘＬＤＬ（广州奕源有
限公司）。

１３　质粒与菌株
ＥｃｏｉｌＤＨ５α、ＥｃｏｉｌＢＬ２１（ＤＥ３）：所在实验室

保存。ｐＧＥＸ４Ｔ１质粒：所在实验室保存。

２　方　法
２１　ＰＢＰＡｐｏＡ１的质粒构建、表达与纯化
２１１　重组表达载体的构建　具体见表 １，以
ｐＥＴ２１（ｂ）ＡｐｏＡ１为扩增模板，进行ＰＣＲ扩增。用
限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ对扩增片段和
ｐＧＥＸ４Ｔ１空质粒进行双酶切 （ＥｃｏＲⅠ，ＸｈｏⅠ）
然后回收目的片段和酶切后质粒，使用Ｔ４ＤＮＡ连接
酶将目的基因连接至酶切的 ｐＧＥＸ４Ｔ１载体，得到
重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１［ＰＢＰＡｐｏＡ１］。经热激将重组
质粒 ｐＧＥＸ４Ｔ１［ＰＢＰＡｐｏＡ１］转化到感受态细胞
ＢＬ２１（ＤＥ３）中，经１ｈ培养后将菌液涂布在含有氨苄
青霉素的平板上，３７℃培养１４ｈ，挑取转化子进行菌
落ＰＣＲ验证，将验证正确的转化子经摇瓶培养后测
序验证，得到大肠埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＧＥＸ４Ｔ１
［ＰＢＰＡｐｏＡ１］重组菌株。对照组ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＧＥＸ
４Ｔ１［ＡｐｏＡ１］的构建方法同上。

表１　重组表达载体构建中ＰＣＲ扩增使用到的ＰＣＲ引物序列表
Ｔａｂ１　ＬｉｓｔｏｆＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｐｒｉｍｅｒ　　　　　　　　　 Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

ＡｐｏＡ１Ｆ ＡＴＴＡＴＴＧＡＡＴＴＣＧＡＴＧＡＡＣＣＧＣＣＧＣＡＧＡＧＣＣＣＧＴ（ＥｃｏＲⅠ）

ＡｐｏＡ１Ｒ ＡＡＴＣＴＣＧＡＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＴＴＧＧＧＴＧＴＴＣＡＧＴＴＴＴＴ（ＸｈｏⅠ）

ＰＢＰＡｐｏＡ１Ｆ ＡＴＴＡＴＴＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＧＧＡＡＴＧＧＧＴＧＧＡＴＧＴＧＡＧＣＧＧＣＡＧＣＧＧＣＧＡＴＧＡＡＣＣ（ＥｃｏＲⅠ）

ＰＢＰＡｐｏＡ１Ｒ ＡＡＴＣＴＣＧＡＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＴＴＧＧＧＴＧＴＴＣＡＧＴＴＴＴＴ（ＸｈｏⅠ）

ｐＧＥＸ５′ ＧＧＧＣＴＧＧＣＡＡＧＣＣＡＣＧＴＴＴＧＧＴＧ

ｐＧＥＸ３′ ＣＣＧＧＧＡＧＣＴＧＣＡＴＧＴＧＴＣＡＧＡＧＧ
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２１２　融合蛋白ＰＢＰＡｐｏＡ１的发酵条件优化　发
酵温度优化：挑取含有 ＰＢＰＡｐｏＡ１基因的阳性单克
隆接种于含终质量浓度为５０μｇ·ｍＬ－１的卡那霉素
的 ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）液体培养基中，在 ３７℃、
２２０ｒ·ｍｉｎ－１的水平摇床培养１４ｈ得到种子液。按
体积分数１％接种量将种子液接种到１Ｌ摇瓶中，继
续以３７℃、２２０ｒ·ｍｉｎ－１的条件在摇床培养１ｈ至
６００ｎｍ波长处的吸光度值（Ａ６００）约为０６，在摇瓶
中加入终浓度为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的异丙基βＤ硫代半
乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ），分别置
于１６、２５、３７℃摇床中发酵１４ｈ。

诱导剂浓度优化：用上述方法得到种子液并接

种培养至 Ａ６００约为 ０６，在摇瓶中加入终浓度为
０１、０２５、０５、１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＩＰＴＧ置于３７℃摇床
中发酵１４ｈ。
２１３　ＰＢＰＡｐｏＡ１蛋白的纯化　谷胱甘肽巯基转
移酶（ＧＳＴ）亲和层析纯化：将发酵后的菌体置于
ＧＳＴ 柱 平 衡 缓 冲 液 （１４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ、
１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２ＨＰＯ４、１８ｍｍｏｌ·Ｌ

－１ＫＨ２ＰＯ４，
ｐＨ７４），经超声破碎和冷冻离心获取上清液。随
后，使用ＡＫＴＡ蛋白纯化仪，用５ｍＬＧＳＴＣａｐ４ＦＦ预
装柱对上清液进行纯化。平衡 ＧＳＴ柱后按流速
１ｍＬ·ｍｉｎ－１进样，结束进样后再次平衡ＧＳＴ柱，使用
ＧＳＴ洗脱缓冲液［１４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎａ２ＨＰＯ４、１８ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ＫＨ２ＰＯ４，１０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１谷胱

甘肽（ＧＳＨ），ｐＨ８０］，按紫外峰收集洗脱液，进行十
二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（Ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌ
ｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）
分析。将 ＧＳＴＡｐｏＡ１洗脱液使用磷酸盐缓冲溶液
（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）透析除去 ＧＳＨ以便于
蛋白定量和后期的酶切操作。

凝血酶酶切 ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１蛋白：将 ５、１０、
２０Ｕ的凝血酶 （ｔｈｒｏｍｂｉｎ）分别加入到１ｍＬ经透析
纯化的１ｍｇＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１融合蛋白中，分别置于
２５和３７℃中酶切２ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ检验酶切情况。

镍离子亲和层析纯化：首先用Ｎｉ柱Ａ液 （平衡
缓冲液５００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ、２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ３ＰＯ４）
平衡柱，随后将酶切蛋白样品以１ｍＬ·ｍｉｎ－１的流速
进样，完成进样后再次平衡Ｎｉ柱。使用含体积分数
３％ Ｂ液 （洗脱缓冲液 ５００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ、
２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２ＣＯ３，５００ｍｍｏｌ·Ｌ

－１咪唑）的缓冲

液洗脱未结合的杂蛋白，最后通过 Ａ、Ｂ液混合线性
洗脱获得去除 ＧＳＴ标签的目的蛋白 ＰＢＰＡｐｏＡ１，根
据ＵＶ２８０ｎｍ出峰位置收集纯化后的ＰＢＰＡｐｏＡ１。通过

ＳＤＳＰＡＧＥ检验蛋白纯化情况。
２２　ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的制备与理化表征
２２１　ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的制备　利用薄膜水化法［２８］

制备ｒＨＤＬ：精密称取 ＤＯＰＣ、Ｃｈｏｌ、ＤＳＰＥＰＥＧ２０００（摩
尔比＝５∶３∶１）共２４ｍｇ溶于二氯甲烷中，Ｃｕｒ２ｍｇ
溶于二氯甲烷中，充分混匀后在２５℃ 水浴中减压
缓慢旋蒸除去有机溶剂，得到干燥均匀的脂质薄膜。

加入２ｍＬ质量浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１的 ＰＢＰＡｐｏＡ１
水化磷脂双分子层，超声后离心并用０２２μｍ水系
滤膜过滤除去未包载的 Ｃｕｒ，即得到载药重组高密
度脂蛋白ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ。由ＡｐｏＡ１制备的重组高密
度脂蛋白 ＡｒＨＤＬＣｕｒ和 ＡｒＨＤＬ方法同上。对于
荧光标记的 ｒＨＤＬ使用终浓度为２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｃｙ５
荧光染料（ＳｕｌｆｏＣｙａｎｉｎｅ５，Ｃｙ５）或罗丹明代替 Ｃｕｒ。
不含有ＡｐｏＡ１的对照组脂质体命名为 ＬＮＰ，制备方
法与上述方法相同，水化介质为ＰＢＳ溶液。
２２２　ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的粒径和 Ｚｅｔａ电位　将
ＡｐｏＡ１、ＬＮＰ、ＰＡｒＨＤＬ和 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ稀 释 至
０１ｍｇ·ｍＬ－１，采取动态光散射 （ｄｙｎａｍｉｃｌｉｇｈｔ
ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，ＤＬＳ）测量蛋白和纳米粒子的水力学粒径
和Ｚｅｔａ电位。将制备的 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ放置于室温
下，分别在 １、２、５、１０ｄ测量其粒径，用于监测
ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的稳定性。
２２３　ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ包封率与载药率的测定　精
密量取 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ混悬液适量 （约相当于 Ｃｕｒ
１ｍｇ），用紫外分光光度法测定 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ负载
Ｃｕｒ的量。通过测定样品和标准品最大吸收波长
４２０ｎｍ的紫外吸收值并建立标准曲线，按照公式
１～２计算载药量 （ｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｔｅｎｔ，ＬＣ）和包封率
（ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＥＥ）。

ＬＣ（％）＝ｍ１／ｍ２×１００％ 公式（１）
ＥＥ（％）＝ｍ１／ｍ３×１００％ 公式（２）
ｍ１表示 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ中所含 Ｃｕｒ的质量，ｍ２

为ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的质量，ｍ３为制备脂质体时Ｃｕｒ的
投料量。

２２４　ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的体外药物释放 采用动态透
析法考察 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的体外释药特性。精密量
取ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ混悬液适量 （相当于Ｃｕｒ１ｍｇ），置
于透析袋中 （截留相对分子质量３５００），将透析袋
置于含 ０２％ Ｔｗｅｅｎ２０、２５％乙醇的 ＰＢＳ（ｐＨ＝
７０）２０ｍＬ中，在３７℃、１００ｒｍｉｎ－１水浴震荡，分别
于０５、１、２、３、４、６、８、１２、２４、３６、４８、６０、７２ｈ取样
２ｍＬ，同时补加同体积释放介质。各时间点样品使
用紫外分光光度计在４２０ｎｍ处测量吸光度并计算
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药物释放量。

２３　ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的生物相容性与细胞摄取情况
２３１　细胞毒性测定　通过 ＭＴＴ法测定 ＰＡ
ｒＨＤＬＣｕｒ对 ＲＡＷ２６４７巨噬细胞和 ＨＵＶＥＣｓ静脉
内皮细胞的细胞毒性。２种细胞的处理方法相同，
具体操作为：取生长状态良好的细胞制成均匀的细

胞悬液，在９６孔板中以每孔５×１０３个的细胞密度接
种。取制备的 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ，使用０２２μｍ滤膜过
滤除菌。用 ＤＭＥＭ培养基将 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ稀释至
一系 列 质 量 浓 度：０、００５、０１、０２５、０５、
１ｍｇ·ｍＬ－１。待细胞贴壁后，用配置好的不同浓度
的ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ溶液处理细胞２４ｈ。培养孵育２４ｈ
后，弃去培养液，每孔加入含终质量浓度为

０５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＴＴ的培养液，继续培养 ４ｈ。随
后，吸去培养液，每孔加入１００μＬ二甲基亚砜（ＤＭ
ＳＯ），置于摇床上以５０ｒ·ｍｉｎ－１低速振荡２０ｍｉｎ，使
甲瓒结晶充分溶解。最后，用酶标仪在５７０ｎｍ处测
定各个样品孔的吸光度值，并计算细胞存活率用于

反映活细胞数量和细胞增殖能力。

２３２　细胞摄取实验　将ＲＡＷ２６４７细胞按照每
皿１×１０５个的密度接种在３５ｍｍ共聚焦皿中，培养
箱中孵育２４ｈ。待细胞贴壁后，吸去培养基，用ＰＢＳ
洗涤３次，加入含Ｃｙ５标记的ＰＡｒＨＤＬ至终质量浓
度为０２ｍｇ·ｍＬ－１的 ＤＭＥＭ培养基，分别孵育２、
４、６、８ｈ。弃去培养基，用ＰＢＳ洗涤３次，加入１ｍＬ
质量分数４％多聚甲醛室温固定２０ｍｉｎ。弃去多聚
甲醛，用ＰＢＳ洗涤３次后用１ｍＬ４′，６二脒基２苯
基吲哚（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色
２０ｍｉｎ。最后，弃去染料后用 ＰＢＳ洗涤 ３次，加入
１００μＬＰＢＳ，在激光共聚焦显微镜 （ｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒ
ｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＣＬＳＭ）下捕获细胞的荧光成像
图像。对于流式细胞仪定量检测摄取率的测试，将

ＲＡＷ２６４７细胞按照每孔 １×１０４个的密度接种在
１２孔板中，培养２４ｈ待细胞贴壁后弃去培养基加入
质量浓度为０２ｍｇ·ｍＬ－１的含Ｃｙ５标记的ＰＡｒＨＤＬ
ＤＭＥＭ培养液，分别孵育２、４、６、８ｈ。随后，用胰酶
消化细胞，离心弃去胰酶，ＰＢＳ清洗３次后，用１ｍＬ
ＰＢＳ重悬细胞成单细胞悬液并在流式细胞仪下收集
单细胞上的荧光信号，评估细胞摄取情况。

２４　靶向性测试
取小鼠全血 １ｍＬ，室温条件下 ２００ｒ·ｍｉｎ－１

离心 １０ｍｉｎ后 取 上 层 清 液，再 将 上 层 清 液
１２００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ后弃去上层液体，底部
白色沉淀即为血小板。使用 ＰＢＳ重悬，计数后向

９６孔板每孔加入１×１０７个血小板，在３７℃培养箱
中孵育１ｈ使血小板贴壁。随后每孔加入０１Ｕ的
凝血酶，３７℃孵育１５ｍｉｎ将血小板激活。使用活
化的罗丹明偶联 ＰＢＰＡｐｏＡ１和 ＡｐｏＡ１，ｒＨＤＬ在水
化过程中加入等量罗丹明，使用透析法除去游离

的罗丹明。随后向活化的血小板中加入 １００μＬ，
０１ｍｇ·ｍＬ－１的蛋白或脂质体，３７℃孵育２ｈ后
在荧光显微镜下观察血小板靶向作用，并用流式

定量检测荧光强度。

２５　ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的治疗效果评价
２５１　ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ抗氧化能力测定　将ＲＡＷ２６４７
细胞按照每皿１×１０５个的密度接种在３５ｍｍ共聚
焦皿中，培养箱中孵育２４ｈ，再使用１００ｍｇ·ｍＬ－１

的脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）处理ＲＡＷ２６４７细
胞２４ｈ构建泡沫细胞模型。随后，加入０１ｍｇ·ｍＬ－１

的游离的 Ｃｕｒ、ＰＡｒＨＤＬ和 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ处理细胞
２４ｈ。最后，将终浓度为１μｍｏｌ·Ｌ－１Ｃ１１ＢＯＤＩＰＹ
５８１／５９１荧光探针加入处理完成的细胞，置于３７℃
培养箱孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３遍，再加入１ｍＬ质
量分数 ４％多聚甲醛室温固定 ２０ｍｉｎ并用 １ｍＬ
ＤＡＰＩ染色２０ｍｉｎ。用ＰＢＳ洗涤３次后在激光共聚
焦显微镜下捕获细胞的荧光成像图像。

２５２　ＰＡｒＨＤＬ的胆固醇转运作用评价　将
ＲＡＷ２６４７细胞按每孔１×１０５个的密度接种在６孔
板中，置于培养箱中培养２４ｈ。待细胞贴壁后，弃去
培养 基，用 ＰＢＳ洗 涤 ３ 次，加 入 含 ００５、
０２ｍｇ·ｍＬ－１ＰＡｒＨＤＬ的培养基置于细胞培养箱
培养，对照组加入等量 ＰＢＳ。孵育２４ｈ后，加入胰
酶消化每组细胞，ＰＢＳ清洗并计数，参照总胆固醇
（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）含量检测盒说明书上的操作
测定细胞内胆固醇含量。

２５３　巨噬细胞对 ｏｘＬＤＬ的摄取情况　将
ＲＡＷ２６４７细胞按每孔５×１０３个的密度接种到１２
孔板中，培养箱中孵育 ２４ｈ，待细胞贴壁后加入
０１ｍｇ·ｍＬ－１的游离的 Ｃｕｒ、ＰＡｒＨＤＬ和 ＰＡｒＨＤＬ
Ｃｕｒ处理细胞２４ｈ，Ｃｔｒｌ组加入等量 ＰＢＳ。随后，加
入ｏｘＬＤＬ５０μｇ·ｍＬ－１处理细胞２４ｈ，按照碧云天
油红Ｏ染色试剂盒说明书进行染色，并通过显微镜
拍摄图像。

２６　数据处理与分析
本研究中检测数据以均数 ±标准差表示，数据

分析运用ＳＰＳＳ２３０软件，显著性分析使用 ｔ检验，
以 Ｐ＜００５为具有统计学差异，运用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８绘制统计图。
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３　结　果
３１　ＰＢＰＡｐｏＡ１的质粒构建、表达与纯化

按照“２１１”项下方法构建质粒 ｐＧＥＸ４Ｔ１
［ＡｐｏＡ１］与 ｐＧＥＸ４Ｔ１［ＰＢＰＡｐｏＡ１］，并将重组质
粒转化到ＢＬ２１（ＤＥ３）中菌株中利用通用引物进行
菌落ＰＣＲ鉴定，结果见图２Ａ，在９００～１０００ｂｐ附
近出现单一条带，与 ＡｐｏＡ１、ＰＢＰＡｐｏＡ１预期条带
９１１和９４４ｂｐ位置一致。实验通过菌落 ＰＣＲ并结
合测序数据验证了工程菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＧＥＸ４Ｔ１
［ＡｐｏＡ１］与 ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＧＥＸ４Ｔ１［ＰＢＰＡｐｏＡ１］
的成功构建。

按照“２１２”中实验步骤分别在１６、２５、３７℃
不同温度条件下诱导发酵１４ｈ，发酵结束后将３组
菌液Ａ６００稀释至一致，破碎后取上清液，使各组样品
总蛋白含量一致用于 ＳＤＳＰＡＧＥ检测蛋白发酵情
况。实验结果见图 ２Ｂ，不含目的基因的空质粒组
（泳道１）在２６０００表达出ＧＳＴ标签蛋白，不同温度
条件下在约５７６００（ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１）处均有明显
条带，表明在３种温度条件下蛋白表达载体均能表
达出重组蛋白ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１。ＡｐｏＡ１在常规ｐＥＴ
系列质粒中常常以包涵体形式表达，破碎后上清液

中所含目的蛋白很少。因此，ＧＳＴ标签的融合增加
了可溶性融合蛋白ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１的表达量，并且
随着温度的升高，ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１的表达量显著提
升，因此，实验将３７℃作为表达的最佳诱导温度。
同样方法改变加入终浓度为 ０１、０２５、０５、
１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的一系列不同 ＩＰＴＧ浓度，其他条件保
持一致，继续发酵１４ｈ。ＳＤＳＰＡＧＥ结果见图２Ｃ，各
组目的蛋白表达量相近，说明 ＩＰＴＧ浓度对目的蛋
白表达的影响较小，为减少 ＩＰＴＧ毒性和发酵成
本，实验选择诱导剂终浓度为 ０１ｍｍｏｌ·Ｌ－１。
按照上述优化的诱导条件发酵，１Ｌ培养基可以
发酵得到湿重约 ４１６ｇ的菌体。ＳＤＳＰＡＧＥ测
定菌体破碎后离心的上清液，即可溶性表达蛋

白，ＧＳＴＡｐｏＡ１和 ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１主要以可溶形
式表达在上清液中，表达条件优化后获得了高表

达量的可溶性目标蛋白 （ＧＳＴＡｐｏＡ１和 ＧＳＴ
ＰＢＰＡｐｏＡ１），见图２Ｄ。实验证实 ＧＳＴ标签的引
入能够帮助 ＰＢＰＡｐｏＡ１在表达过程中正确折叠，
避免因不正确折叠而形成不溶性包涵体，提升

ＡｐｏＡ１的水溶性。
利用ＡＫＴＡ蛋白纯化系统先经 ＧＳＴ亲和层析

进行第一步纯化获得 ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１蛋白。菌体
破碎后离心得到上清液中的可溶性蛋白经纯化后在

５７６００左右出现单一条带，表明通过 ＧＳＴ亲和柱层
析成功纯化出 ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１（图 ２Ｅ）。随后，将
纯化后的 ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１融合蛋白经凝血酶处理
并验证融合蛋白上 ＧＳＴ标签是否能被切除。结果
见图２Ｆ，经凝血酶处理后的蛋白溶液中含有大小分
别为２６０００和３１４００的两条条带，与ＧＳＴ标签断裂
蛋白和 ＰＢＰＡｐｏＡ１蛋白大小一致。该实验结果表
明，在２５℃，５Ｕ的凝血酶酶切２ｈ可以完全切开
１ｍｇ的融合蛋白，因此，选择该条件作为酶切反应条
件。酶切后的蛋白通过镍柱进行第二步纯化以获得

ＰＢＰＡｐｏＡ１蛋白，见图２Ｇ和２Ｈ，通过线性洗脱后
２６０００的 ＧＳＴ标签蛋白首先洗脱出峰（Ｐｅａｋ１），随
后目的蛋白 ＰＢＰＡｐｏＡ１被含有高咪唑的洗脱缓冲
液洗脱出峰（Ｐｅａｋ２），在３１４０００处出现单一条带。
ＧＳＴ亲和层析和镍离子亲和层析两步纯化可以得到
高纯度的可溶性 ＰＢＰＡｐｏＡ１，１Ｌ培养基可纯化获
得约４００ｍｇ的纯蛋白。实验通过生物发酵的方法
实现了ＰＢＰＡｐｏＡ１的高效生成，为制备 ｒＨＤＬ提供
了主要活性原料。

３２　ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的理化表征和体外释药特性
通过紫外分光光度法计算得 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ中

Ｃｕｒ的包封率为 ８６３％，载药量为 １６％。采用纳
米粒度仪分别对 ＰＢＰＡｐｏＡ１、ＬＮＰ、ＰＡｒＨＤＬ及
ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ进行粒径与表面电位的测定，结果见
图３Ａ和３Ｂ。ＰＢＰＡｐｏＡ１的等电点为 ６５０，在 ｐＨ
７４的中性ＰＢＳ介质中理论上带负电荷，纳米粒度
仪测得的Ｚｅｔａ电位为 （－４６±０３）ｍＶ，与理论一
致。使用非阳离子脂质制备的 ＬＮＰ对照组几乎不
带电，而 ＰＡｒＨＤＬ与 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ电位分别为
（－１５±１３）（－２２±１３）ｍＶ，这一现象也表明
了制备的 ＰＡｒＨＤＬ和 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ含有 ＰＢＰ
ＡｐｏＡ１。从粒径数据来看，ＰＢＰＡｐｏＡ１蛋白的粒径
为（５４±２２）ｎｍ；ＬＮＰ与ＰＡｒＨＤＬ纳米粒的粒径相
似，分别为（１３７７±２５９）（１３８５±２３７）ｎｍ；负载Ｃｕｒ
之后的 ｒＨＤＬ粒径增大变为（１６５３±２９６）ｎｍ。
这种带负电荷的小于 ２００ｎｍ尺寸的纳米粒适宜
作为药物递送载体用于心血管疾病，因为带负电

荷的纳米粒能够与血液中的凝血因子相互作用，

抑制血小板聚集和凝血过程，从而减少血栓形成

的风险。这种静电吸附有助于保持纳米粒的结构

完整性，并增加其在血液中的循环时间。与正电

荷纳米粒相比，带负电荷的纳米粒在血液循环过

程中降低了与细胞和组织的非特异性相互作用。

这 有 助 于 减 少 潜 在 的 毒 性 和 副 作 用，提 高

·７４０２·
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Ａ－菌落ＰＣＲ鉴定重组质粒转化的基因工程菌：泳道１－ＡｐｏＡ１，泳道２－ＰＢＰＡｐｏＡ１；Ｂ－ＳＤＳＰＡＧＥ分析不同温度对 ＰＢＰＡｐｏＡ１的表达的影响：泳道１－ＢＬ２１

（ＤＥ３）／ｐＧＥＸ４Ｔ１，泳道２～４－ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＧＥＸ４Ｔ１［ＰＢＰＡｐｏＡ１］分别在１６，２５，３７℃上清液；Ｃ－ＳＤＳＰＡＧＥ分析不同ＩＰＴＧ浓度诱导下对ＰＢＰＡｐｏＡ１表达

的影响：泳道１～４－０１、０２５、０５、１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ；Ｄ－ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１与ＧＳＴＡｐｏＡ１的表达情况：泳道１－ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＧＥＸ４Ｔ１，泳道２－ＢＬ２１（ＤＥ３）／

ｐＧＥＸ４Ｔ１［ＡｐｏＡ１］，泳道３－ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＧＥＸ４Ｔ１［ＰＢＰＡｐｏＡ１］；Ｅ－ＳＤＳＰＡＧＥ分析镍柱纯化结果：泳道１－全菌，泳道２－细菌破碎上清液，泳道３－流穿

液，泳道４－ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１；Ｆ－凝血酶酶切结果：泳道１－ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１，泳道２～４－５、１０、２０Ｕ凝血酶在２５℃酶切２ｈ，泳道５～７－５、１０、２０Ｕ凝血酶在３７

℃酶切２ｈ；Ｇ－蛋白纯化曲线；Ｈ－ＧＳＴ柱纯化结果：泳道１－凝血酶处理后产物，泳道２－流穿液，泳道３－ＧＳＴ，泳道４－ＰＢＰＡｐｏＡ１。

Ａ－ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ：ｌａｎｅ１－ＡｐｏＡ１，ｌａｎｅ２－ＰＢＰＡｐｏＡ１；Ｂ－ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍ

ｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＢＰＡｐｏＡ１ｅｘａｍｉｎｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥ：ｌａｎｅ１－ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＧＥＸ４Ｔ１ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌｉｑｕｉｄ，ｌａｎｅ２－４－ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＧＥＸ４Ｔ１［ＰＢＰ

ＡｐｏＡ１］ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌｉｑｕｉｄａｔ１６，２５，３７℃；Ｃ－ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＩＰＴＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＢＰＡｐｏＡ１ｅｘａｍｉｎｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥ：Ｌａｎｅ１－４－０１，

０２５，０５，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ；Ｄ－ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１ａｎｄＧＳＴＡｐｏＡ１：Ｌａｎｅ１－ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＧＥＸ４Ｔ１，Ｌａｎｅ２－ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＧＥＸ４Ｔ１［ＡｐｏＡ１］，Ｌａｎｅ

３－ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＧＥＸ４Ｔ１［ＰＢＰＡｐｏＡ１］；Ｅ－ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙｎｉｃｋｅｌｃｏｌｕｍｎａｎａｌｙｚｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥ（ｌａｎｅ１－ｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｙｓａｔｅ；ｌａｎｅ２－ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｔｈｅｂａｃｔｅ

ｒｉａｌｙｓａｔｅ；ｌａｎｅ３－ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈ；ｌａｎｅ４－ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１）；Ｆ－ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｒｏｍｂｉｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎ：ｌａｎｅ１－ＧＳＴＰＢＰＡｐｏＡ１，ｌａｎｅ２－４－ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｉｇｅｓｔｉｖｅｄｂｙ５，

１０，２０Ｕｔｈｒｏｍｂｉｎｆｏｒ２ｈａｔ２５℃，ｌａｎｅ５－７－ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ５，１０，２０Ｕｔｈｒｏｍｂｉｎｆｏｒ２ｈａｔ３７℃；Ｇ－ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓ；Ｈ－ｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ＧＳＴｃｏｌｕｍｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：ｌａｎｅ１－ｕｎｐｕｒｉｆｉｅｄｍｉｘｔｕｒｅｏｆＧＳＴａｎｄＰＢＰＡｐｏＡ１ａｆｔｅｒｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ，ｌａｎｅ２－ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈ，ｌａｎｅ３－ＧＳＴ，ｌａｎｅ４－ＰＢＰＡｐｏＡ１．

图２　ＰＢＰＡｐｏＡ１的质粒构建、表达与纯化
Ｆｉｇ２　Ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰＢＰＡｐｏＡ１

纳米粒作为药物载体的安全性。研究监测了

ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ在１０ｄ内的粒径变化，实验数据表明
其粒径未发生明显变化，稳定在１６０～１８０ｎｍ范围
（图３Ｃ），放置 １０ｄ后游离 Ｃｕｒ出现明显沉淀，而
ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ和ＰＡｒＨＤＬ仍旧澄清（图３Ｄ）。实验
结果表明ＰＡｒＨＤＬ载体可以提升Ｃｕｒ的稳定性。

ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ在 ７２ｈ内的释放曲线见图 ３Ｆ，
Ｃｕｒ在２ｈ的释放量大约为（１９１±１３）％，在１２ｈ
时的释放量约 （６００±１０９）％，２４ｈ内累计释放
达 （６２０±６５）％，７２ｈ内达到 （７２１±７８）％。
这表明制备的重组高密度脂蛋白能够较好地包载

Ｃｕｒ，延缓了Ｃｕｒ的释放，避免了药物突释，使药物能
够持续发挥药效。这也表明重组高密度脂蛋白是递

送Ｃｕｒ的良好载体。
３３　ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的生物相容性与体外摄取效率

在ＡＳ微环境中，巨噬细胞和内皮细胞是ＡＳ病
程中起主要作用的细胞。本研究首先通过 ＭＴＴ法
检测了 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ对 ＲＡＷ２６４７巨噬细胞和
ＨＵＶＥＣｓ静脉内皮细胞的毒性以考察其生物相容
性。实验结果 （图４Ａ、４Ｂ）显示，ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ质量
浓度在１ｍｇ·ｍＬ－１时仍未对两种细胞产生明显的

　　　　

Ａ－粒径；Ｂ－电位；Ｃ－ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ粒径变化；Ｄ－ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ储存 １０ｄ

后的外观图；Ｅ－Ｃｕｒ的标准曲线；Ｆ－ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的药物释放曲线。

Ａ－ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃｓｉｚｅｓ；Ｂ－Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ；Ｃ－ｔｈｅｓｉｚｅｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆＰＡｒＨＤＬ

Ｃｕｒ；Ｄ－ａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｓａｍｐｌｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｏｒａｇｅｔｉｍｅｓ；Ｅ－ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆ

Ｃｕｒ；Ｆ－ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｏｆＣｕｒｆｒｏｍＰＡｒＨＤＬＣｕｒ．

图３　ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的理化性质和体外释药特性。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｏｆ
ＰＡｒＨＤＬＣｕｒｎ＝３，珋ｘ±ｓ
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毒性，细胞存活率均高于 ８０％，说明 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ
具有良好的生物安全性。

药物发挥作用的关键是能够被细胞有效摄取，

为了探究 ＡＳ斑块部位细胞对 ＰＡｒＨＤＬ的摄取能
力，本研究使用 Ｃｙ５标记的 ＰＡｒＨＤＬ与 ＲＡＷ２６４７
细胞共孵育２～８ｈ，通过激光共聚焦显微镜观察细
胞内的荧光强度来考察细胞对 ＰＡｒＨＤＬ的摄取效
率。结果见图４Ｃ，ＰＡｒＨＤＬ处理２ｈ后，ＲＡＷ２６４７

细胞内即出现大量荧光，说明 ＰＡｒＨＤＬ能够被细胞
快速摄取。流式细胞术检测结果与激光共聚焦显微

镜结果一致，与未给药的 Ｃｔｒｌ组相比，２ｈ后
ＲＡＷ２６４７细胞开始摄取 ＰＡｒＨＤＬ，随着孵育时间
的延长，荧光强度逐渐增强，说明更多的ＰＡｒＨＤＬ进
入细胞。这一实验现象可能是由于ＰＡｒＨＤＬ中的磷
脂成分与细胞膜成分接近，可以通过膜融合的方式

快速进入细胞进而提高细胞对药物的摄取效率。

Ａ－ＰＡｒＨＤＬ对ＲＡＷ２６４７细胞活力的影响；Ｂ－ＰＡｒＨＤＬ对ＨＵＶＥＣｓ细胞活力的影响；Ｃ－ＲＡＷ２６４７细胞摄取ＰＡｒＨＤＬ的ＣＬＳＭ图像 （标尺＝５０μｍ）；Ｄ－

流式细胞术检测ＰＡｒＨＤＬ处理ＲＡＷ２６４７细胞不同时间点的荧光强度。

Ａ－ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＰＡｒＨＤＬ；Ｂ－ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＵＶＥＣｓｃｅｌｌｓｗｉｔｈｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＰＡｒＨＤＬ；Ｃ－ＣＬＳＭｉｍａｇｅｓｏｆ

ＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＰＡ－ｒＨＤＬｂｙｒｅｃｏｒｄｉｎｇＣｙ５ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）；Ｄ－ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓｗｉｔｈＣｙ５ｌａｂｅｌｅｄＰＡ

ｒＨＤＬｔｒｅａｔｍｅｎｔｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｉｎｔｅｒｖａｌｓ．

图４　ＭＴＴ法检测细胞活力与ＰＡｒＨＤＬ的体外细胞摄取情况。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｅｘａｍｉｎｅｄｖｉａＭＴＴａｓｓａｙｓａｎｄｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅｏｆＣｙ５ｌａｂｅｌｅｄＰＡｒＨＤＬｂｙＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３４　ＰＡｒＨＤＬ的血小板靶向作用
由图５Ａ可见，与ＡｐｏＡ１组相比，含有ＰＢＰ样品

的组别中红色荧光点明显增多，说明 ＰＢＰ的引入使
更多的样品黏附在活化的血小板上。利用流式细胞

仪进行定量检测，实验结果表明 ＰＢＰＡｐｏＡ１处理的
血小板荧光强度较 ＡｐｏＡ１增强了３４７％。将 ＰＢＰ

ＡｐｏＡ１插入到 ｒＨＤＬ，ＰＢＰ更容易暴露在纳米粒表
面，单个 ｒＨＤＬ含有多个 ＰＢＰＡｐｏＡ１显著增强了
ＰＡｒＨＤＬ的靶向作用。ＰＡｒＨＤＬ与不具有靶向功
能的 ＡｒＨＤＬ（即采用不含 ＰＢＰ的 ＡｐｏＡ１制备的
ｒＨＤＬ）平均荧光强度增加了４７２％。实验结果表
明，ＰＢＰ的引入赋予了载体靶向性，制备的ＰＡｒＨＤＬ
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Ａ－荧光显微镜观察活化的血小板图像 （标尺５０μｍ）；Ｂ－流式细胞术检测活化血小板的荧光强度。

Ａ－ｔｈｅｉｍａｇｅｓｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｐｌａｔｅｌｅｔｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）；Ｂ－ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｐｌａｔｅｌｅｔｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．

图５　ＰＡｒＨＤＬ的血小板靶向作用
Ｆｉｇ５　ＩｎｖｉｔｒｏｐｌａｔｅｌｅｔｔａｒｇｅｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆＰＡｒＨＤＬ

具有ＡＳ斑块部位的能力。
３５　ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ对ＡＳ的疗效

研究最后通过评价 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ对氧化型活
性氧 （ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的清除能力、胆
固醇转运能力以及抑制 ｏｘＬＤＬ能力来考察其对 ＡＳ
的疗效。首先，使用Ｃ１１ＢＯＤＩＰＹＴＭ５８１／５９１探针检
测ＬＰＳ造模的泡沫细胞模型中氧化型 ＲＯＳ的水平
来评价模型药物 Ｃｕｒ包载在 ＰＡｒＨＤＬ中发挥抗氧
化作用的效果。游离Ｃｕｒ因其较差的水溶性而被细
胞摄取的较少，代表氧化型 ＲＯＳ的绿色荧光较强，
ＲＯＳ清除能力较弱；重组仿生高密度脂蛋白负载
Ｃｕｒ（ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ）后，因其靶向性及膜融合性将
大量的Ｃｕｒ递送到细胞内进而发挥清除 ＲＯＳ的抗
氧化作用，氧化型 ＲＯＳ的绿色荧光强度显著降低
（图６Ａ、６Ｂ）。研究结果表明，活性纳米载体 ＰＡ
ｒＨＤＬ能够递送药物分子进入细胞并释放药物发挥
其作用。

水溶性较差的磷脂、三酰甘油和胆固醇不能够

在血液中直接运输，也不能直接进入组织，ＡｐｏＡ１能
够启动反向转运机制，从外周组织和血管壁中收集

多余的胆固醇等，并通过ＬＣＡＴ转化成胆固醇酯，将
其运送回肝脏进行代谢和排泄，从而减少 ＡＳ的风
险。此外，ＡｐｏＡ１还能促进胆固醇的外排，它能够与
肝细胞内的特定受体结合，刺激肝细胞对胆固醇的

摄取和排泄，有助于维持胆固醇代谢的平衡，防止胆

固醇的堆积。为了探究制备的 ＰＡｒＨＤＬ吸收和转
运细胞内胆固醇的能力，研究使用不同浓度的 ＰＡ
ｒＨＤＬ处理 ＲＡＷ２６４７细胞，检测细胞内胆固醇水
平变化。实验结果显示，与对照组相比，ＰＡｒＨＤＬ

处理后的细胞内总胆固醇 （ＴＣ）水平显著下调，并
且呈现浓度依赖性，ＰＡｒＨＤＬ的浓度越高，ＴＣ含量
越低（图 ６Ｃ）。这一现象说明，发酵表达的 ＰＢＰ
ＡｐｏＡ１完整保留了ＡｐｏＡ１自身的生物活性，制备的
ＰＡｒＨＤＬ具备仿生性，可作为载体包载药物或其他
功能物质，是一种优良的活性纳米药物递送系统。

Ｃｕｒ具有抗氧化作用，可通过促进一氧化氮合
酶产生一氧化氮抑制ＬＤＬ的氧化和脂质修饰，从而
减少ｏｘＬＤＬ的产生，还可抑制巨噬细胞对 ｏｘＬＤＬ的
摄取。实验通过油红 Ｏ染色观察细胞内脂滴的含
量，由显微镜拍摄的图片 （图６Ｄ）可以看出，ｏｘＬＤＬ
处理２４ｈ后的 ＲＡＷ２６４７细胞内形成了大量红色
点状脂滴，而加入Ｃｕｒ与ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ后，细胞内的
红色脂滴明显减少，说明 Ｃｕｒ和 ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ的处
理抑制了ＲＡＷ２６４７细胞对ｏｘＬＤＬ的摄取。

４　讨　论
利用大肠埃希菌原核表达体系发酵表达融合蛋

白可以在不改变天然蛋白活性的前提下赋予其多功

能性。此外，以蛋白为基材制备的仿生纳米递送系

统，生物相容性高，免疫原性较低。本研究通过基因

工程方法将 Ｐ选择素绑定肽 ＰＢＰ与载脂蛋白 Ａ１
（ＡｐｏＡ１）融合，赋予 ＡｐｏＡ１靶向聚集在 ＡＳ斑块部
位的能力。进一步地，通过薄膜水化法制备了具有

ＡＳ靶向性的仿生重组高密度脂蛋白ＰＡｒＨＤＬ，该仿
生ｒＨＤＬ自身具有优异的增强巨噬细胞胆固醇外排
能力，可通过胆固醇逆向转运促进 ＡＳ斑块的消退。
此外，其还是一种性能优良的药物递送载体，

ＰＡｒＨＤＬ可负载大量疏水性药物，通过其双层膜
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Ａ－激光共聚焦观察不同样品对ＲＡＷ２６４７细胞内ＲＯＳ的清除效果 （标尺＝５０μｍ）；Ｂ－图Ａ的定量结果，与ＬＰＳ组比，１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜０００１；Ｃ－不同浓度

ＰＡｒＨＤＬ处理后ＲＡＷ２６４７细胞的ＴＣ水平，与０μｇ·ｍＬ－１组比，３）Ｐ＜００００１；Ｄ－显微镜图像显示不同样品处理后 ＲＡＷ２６４７细胞内被油红 Ｏ染色的脂滴

（标尺＝１０μｍ）。

Ａ－ｔｈｅＲＯＳｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓｉｎＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＣＬＳＭ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）；Ｂ－ｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＯＳｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔ，１）Ｐ＜

００１，２）Ｐ＜０００１，ｖｓＬＰＳ；Ｃ－ｔｈｅｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｌｅｖｅｌｉｎＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＡｒＨＤＬｔｒｅａｔｍｅｎｔ，３）Ｐ＜００００１，ｖｓ０μｇ·ｍＬ－１ＰＡ

ｒＨＤＬｇｒｏｕｐ；Ｄ－ｔｈｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓｏｆＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓａｎｄｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｏｉｌｒｅｄＯ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝１０μｍ）．

图６　ＰＡｒＨＤＬＣｕｒ对动脉粥样硬化的治疗效果检测。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰＡｒＨＤＬＣｕｒｏｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

结构对药物起到良好的保护作用，提高药物稳定性。

本研究中，ＰＡｒＨＤＬ包载模型药物Ｃｕｒ后，不仅表现
出对活化血小板的特异性靶向黏附，还能递送 Ｃｕｒ
到达靶细胞内部发挥抗氧化和抑制 ｏｘＬＤＬ摄取的
作用。本研究的设计策略及实验结果为开发治疗

ＡＳ和其他心血管疾病药物递送体系提供了参考与
理论依据。
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