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微球包裹 !"#$%&’()*（+’&,）在小鼠肌肉
组织的表达及对生长的影响

任晓慧 张永亮" 刘松财 戴建威
（中国人民解放军军需大学军事兽医系生化教研室，长春 /-""5!）

摘 要 以乳酸.乙醇酸共聚物为载体，采用复乳.液中蒸发法制备载生长激素释放因子（CD&EF; ;&D7&<3 D3’38G9<=
H8AF&D，CIJ）真核表达质粒 ?AK)L-.CIJ（/.-!）微球，其中包封率达 50M，平均粒径为 !N!"!7，载药量 4"!=O7=，收率
$"M；体内转染小鼠肌肉组织，提取注射部位肌肉组织 K)L和总 I)L，经 PQI和 I2.PQI，发现注射 ?AK)L-.CIJ（/.
-!）微球组的 CIJ表达水平最高（R%STL)K %3DG9&< 00分析），释放的 CIJ表达质粒在小鼠肌肉内存在并表达的时间
至少 -"U。体重统计结果表明，-"U后微球包裹质粒组累积增重与其它组相比差异极显著（3 V "N"/），比裸质粒组、
质粒和空白微球混合物组、生理盐水组分别高 /!N4$M，/0N$!M，14N14M；结论认为，载 ?AK)L-.CIJ（/.-!）微球具有
缓释作用，并可实现 CIJ基因体内局部基因转染、表达，发挥其相应的生物学效应，有希望成为提高质粒在动物肌
肉组织表达效率的新方法。
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生长激素释放因子（CD&EF; ;&D7&<3 D3’38G9<= H8AF&D，CIJ）
是生长激素的正调控因子，在畜牧业和医学领域具有重要的

应用价值。应用基因转染技术可以将 CIJ真核表达质粒导
入动物体内表达，具有促进生长的作用［/ X 1］，但有些方法表

达水平较低。寻求安全、高效的基因传递系统是提高 CIJ
在体内表达水平和生物学作用的一个重要方面。利用生物

可降解聚合物包裹质粒 K)L制成微球（79AD&G?;3D3G，YP ）或
毫微球（<8<&G?;3D3G，)P）后，与裸 K)L比较，具有保持 K)L
结构的完整性，能抵抗核酸酶的降解，因此有可能成为基因

传递的一种有效途径［5］。

本研究中，我们尝试利用 CIJ 基因的真核表达质粒
?AK)L-.CIJ（/.-!），以乳酸.乙醇酸共聚物（?&’,’8AF9A.A&.=’,.
A&’9A8A9U，PZCL）为载体进行微球包裹，并对载 CIJ基因微球
在小鼠肌肉组织的表达及对生长的影响进行了探索。

+ 材料与方法

+-+ 材料
昆明种小鼠（雄性，!1日龄，/4 [ !"=）由解放军军需大学

动物试验中心提供。真核表达质粒 ?AK)L-.CIJ（/.-!）由本
课题组构建。I)L 提取试剂购自 PD&73=8 公司。I2.PQI、
PQI试剂购自 28\8I8。PZCL购于山东省医疗器械研究所
（Y]^ 1" """ ZL_CL ^ 41_/1!^ "N#5）。其他试剂均为分析

纯，购自长春市化玻站。

+-, !"#$%&’()*（+’&,）的提取、定量、鉴定
常规 ‘K‘碱裂解法进行质粒的大量提取；大量制备的质

粒 K)L在 C3<3W+8<F上进行定量；将上述提取质粒在 /N1M
琼脂糖电泳上进行电泳鉴定；对提取质粒用 40(I"和
.+5a"双酶切并以质粒为模板进行 PQI扩增鉴定，/N1M琼
脂糖电泳分析结果，紫外灯下观察结果并拍照。

+-& !"#$%&’()*（+’&,）微球的制备
采用改良的复乳.液中蒸发法制备 ?AK)L-.CIJ（/.-!）微

球。取质粒加入溶有 PZCL的二氯甲烷溶液中，超声分散，
加入 #MP%L，再超声，将此液倒入 "N#M浓度 P%L溶液中，
室温下磁力搅拌 /4;，/! """DO79<离心 /"79<（保留上清，回收
未包入的质粒，备用），沉淀微球，用蒸馏水洗微球 -次，离心
收集室温干燥，即得 ?AK)L-.CIJ（/.-!）微球，#b保存。
+-. !"#$%&’()*（+’&,）微球载药量的测定
精密称取微球适量（约 !7=），加入乙腈.水（0 _ /，6O6）溶

解，/! """DO79<离心 179<，确定体积后，用 C3<3C+8<F测定上
清质粒浓度。

载药量（!=O7=）̂ 上清液质粒浓度（!=O7Z）c 上清体积
（7Z）O微球重量（7=）［$］

质粒包封率 （̂加入质粒总量 X未包入质粒量）O加入质
粒总量 c /""M



产率（回收率）!微球重量"（加入质粒重量 #加入聚合
物重量）$ %&&’
!"# 空白微球与 $%&’()*+,-（!*).）质粒混合物的制备
同上制备空白微球，与质粒按比例混合后，()*、+&&

,"-./摇动孵育 0 1 %&2［0］。
!"/ 动物分组及注射
将小鼠调养 (3，待适应环境后开始实验，随机分为以下

4组，每组 %+ 只：!组：微球包裹质粒组，注射 56789(:;<=
（%:(+）微球；"组：质粒组，注射 56789(:;<=（%:(+）质粒；#
组：质粒 #空微球，注射质粒和空微球混合物；$组：对照组，
注射生理盐水。

!"0 称重
分别于注射时和注射后 >3、%&3、%>3、+&3、+>3、(&3空腹

称重，记录结果。

!"1 ,2*34,和 34,扩增
实验进行到 (&3时杀死每组的小鼠，取注射部位肌肉组

织，用 ?,.@AB从组织中同时制备 789和总 <89。以提取的总
<89为模板，以 CB.DA:?为引物按常规法用 9EF反转录酶进
行反转录反应，分别以提取组织 789和反转录产物为模板
进行 GH< 扩增。所采用的引物为：G%：H;;;9?HH9?;H?:
;H?H?;;;?;??H；G+：H;;99??H??9HHHH?;H?;HH?;H??:
9?。GH< 的扩增程序为 I>*预变性 +-./，然后 I>*"(&J、
>>*"(&J、)+*"K&J，(>个循环，最后 )+* L %&-./。用 %M>’琼
脂糖凝胶电泳分析 GH<结果，紫外灯下观察结果并拍照。
!"5 统计分析
利用生物学软件 NFOP987 FQ,J.A/ II对 <?:GH<和 GH<

扩增产物琼脂糖凝胶电泳图谱进行分析；所得数据用生物学

统计软件 RGRR%&M&进行统计学分析。

. 结果

."! $%&’()*+,-（!*).）质粒鉴定与定量
大量提取的质粒，进行 !"#<!和 $%&S!双酶切，酶切

产物进行 %M>’的琼脂糖凝胶电泳，见图 %；质粒为模板，G%、
G+为引物进行 GH<扩增，扩增产物进行 %M>’的琼脂糖凝胶
电泳，见图 +。从酶切及 GH<产物电泳图中存在稍小于 +>&T5
特异的条带，其大小和质粒中所含的 ;<=的片段（%I4T5）相吻
合，证明所提取的质粒为保存的 56789(:;<=质粒。

图 % 56789(:;<=（%:(+）酶切及 GH<鉴定

=.DU% O3Q/V.W.6XV.A/ AW 56789(:;<=（%:(+）

Y.V2 Q/@Z-Q 3.DQJV.A/ X/3 GH<
（9）[/@Z-Q 3.DQJV.A/U %：-X,\Q, 7]+&&&；+ 1 (：Q/@Z-Q 3.DQJV.A/U（P）

GH<U %：/QDXV.^Q；+ 1 (：GH<；4：-X,\Q, 7]+&&&

.". $%&’()*+,-（!*).）微球
通过反复试验，我们制得的微球呈白色粉末，在荧光显

微镜下观察微球分散、完整（图 +）。经过条件优化制备了收
率、粒径大小和分布及含药量均满意的 56789(:;<=（%:(+）
微球，其中包封率达 KI’，载药量 0&%D"-D，平均粒径为
+M+&%-，收率 )&’。

图 + 56789(:;<=（%:(+）G];9微球

（%K $ 4& $，%刻度 ! +M4%-）

=.DU+ G];9 E.6,AJ52Q,Q 6X,,./D 56789(:;<=（%:(+）

（%K $ 4& $，%-X,\ ! +M4%-）

.") 注射后的累积增重结果
数据经生物统计软件 RGRR%&M& 分析，=,.Q3-X/ ?QJV 检

验，结论：4个组在实验期间即 & 1 (&3体重的累积增长都不
相同，H2.:R_‘X,Q ! %%M)KI，’ ! &M&&0 a &M&%，实验 (&3时微球
包裹质粒组累积增重比裸质粒组高 %+M0)’，比质粒和空白
微球混合物高 %IM)+’，比对照组高 >0M>0’。将 4组小鼠体
重的累积增加数值对时间用 [b6QB软件作图，如图 (所示。

图 ( 小鼠在 (&3内的体重累积增长

=.DU( 966‘-‘BXVQ3 TA3Z YQ.D2V DX./ ./ (&3 ./ -.6Q

K只注射微球包裹质粒（!组）的小鼠肌肉 789的 GH<
扩增片段（图 4，BX/Q %K 1 +%），大小在 +>&T5 1 %&&T5之间，与

;<=基因的大小（%I4T5）符合，而对照组（图 4，BX/Q % 1 +）没
有特异条带出现。>只注射裸质粒（"组）和 > 只注射混合
物的小鼠（#组）肌肉 789的 GH<扩增片段（图 4，BX/Q K 1
%>）只有两只出现阳性结果，但扩增条带很模糊。K 只注射
微球包裹质粒（!组）的小鼠肌肉的 <?:GH<扩增片段（图 >，

BX/Q %I 1 +4），除一只为阴性外其他均在大小在 +>&T5 1 %&&T5
之间出现特异条带，与 ;<=基因的大小（%I4T5）符合；>只注
射裸质粒（"组）和 >只注射混合物的小鼠（#组）肌肉的 <?:
GH<扩增片断（图 >，BX/Q % 1 >和 %& 1 %4）有两只未出现阳性
结果，其他均有特异条带，但是亮度较!组弱很多。对照组
（图 >，BX/Q ) 1 I、%K 1 %)）没有特异条带出现。
利用 NFOP987 FIIM 软件对 <?:GH<和 GH<扩增电泳图
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谱进行分析，结果见图 !。微球包裹质粒组 "#$和 $%&"#$
产物明显高于其它组。

图 ’ 第 ()*小鼠肌肉组织 +,-的 "#$扩增

./01’ "#$ 2345674 89 +,- 928: :/;3 :54;63

/< ()* =9732 /<>3;7/8<

?，@："#$ /< 0285A!；(，’：<30=7/B3 ;8<7286；C：A84/7/B3 ;8<7286；! D

?)："#$ /< 0285A "；?? D ?C："#$ /< 0285A#；?! D @?："#$ /<

0285A $；@@：:=2E32 +F@)))

图 C 第 ()*小鼠肌肉组织的 $%&"#$扩增

./01C $%&"#$ 2345674 89 +,- 928: :/;3 :54;63

/< ()* =9732 /<>3;7/8<

? D C：$%&"#$ /< 0285A#；G D H =<* ?! D ?G：$%& "#$ /< 0285A!；

?) D ?’："#$ /< 0285A "；?I：<30=7/B3 ;8<7286；?H D @’："#$ /< 0285A

$；J：:=2E32 +F@)))

图 ! 用 KLMN-,+ LHH分析 $%&"#$和 "#$结果

./01! -<=6O4/4 89 $%&"#$ =<* "#$ 2345674 P/7Q KLMN-,+ L HH

:3=< R S+1 =：;8:A=23* P/7Q 4=6/<3 0285A，! T )U)?；V：;8:A=2/48< V3&

7P33< AFW-&;=A456=73* A6=4:/* 0285A =<* <=E3* A6=4:/* 0285A，! T

)U)?

! 讨论

本实验采用改良的复乳&液中蒸发法制备 A;+,-(&W$.

（?&(@）微球时，在体外溶于有机油相，与 +,-水溶液混合后，

经超声，形成油包水乳液，将质粒 +,-包被于聚合物分子中

心。+,-通过渗透和扩散的方式释放出来。在磁力搅拌过

程中利于药物在重结晶的过程中吸附表面活性剂。另外我

们发现外水相与油相比为 ?：?时微球易形成球形。
各种生物可降解聚合物以及人工合成高分子聚合物均

能和相应的活性成分（药物或核酸）制成传递系统，活性成分

释放的时间可控制于数小时至数月之间。本实验中使用的

"FW-是一种已经由美国 .+-批准应用于临床试验的生物
可降解高分子聚合物，它在体内的最终代谢产物是 X@Y和

#Y@，对生物体无毒性，生物相容性极佳，无免疫原性。

据报道，微球包裹的 +,-生化性质不会改变［H］；这种微
球转导系统也可提高 +,-对核酸酶的耐受能力，延长在体
内的有效释放时间［?)］。本实验在注射不同针剂后，各组小

鼠增重的统计结果表明在 @C D ()*注射微球包裹质粒小鼠
的日增重分别较注射混合物的小鼠、注射盐水的小鼠高 !U’
倍和 ?C 倍，较注射裸质粒组高 C@UI(Z；在注射后的第 ()
天，通过 $%&"#$检测，通过 KLMN-,+ L324/8< HH分析电泳区
带，结果显示注射微球包裹质粒组的 W$. 表达水平最高。
K,MN-,+ L324/8<HH分析尽管不能精确的反应 W$.基因的表
达水平，但由于 "#$和 $%&"#$的模板是由注射部位的所有
肌肉提取，且其它条件完全一致，所以也能在一定程度上说

明问题。这表明 "FW-微球包裹质粒在 ()*时，仍有很好的
作用，说明我们制备的载 W$.基因微球可以实现体内肌肉
的基因转染，比未包裹的 +,-直接转染具有更好的效果。
据报道 "FW-微球包裹的质粒 +,-可以免受组织液中各种
酶的降解［??］。随着 "FW-的降解，质粒逐渐释放出来，并有
机会进入肌细胞进行表达，使质粒具有了明显的缓释作用。

资料表明［?@］"FW-包裹质粒在肌肉组织中的表达比裸质粒
提高 ? D @个数量级。本研究通过 "#$产物电泳结果分析也
得到了相似的结果，但没有进行基因表达的定量分析。

和我们已前的研究相比［? [ C］，应用 "FW-微球包裹 W$.
表达质粒在动物体内的表达和生物学作用要优于裸质粒注

射、布比卡因处理、原生质体介导和受体介导的肝脏定向表

达等方法，且能使小鼠平均日增重较对照组高 CIUCIZ，因此
"FW-微球很可能成为提高外源基因在肌肉组织表达的高效
载体，这项技术在医学实践中有潜在的应用价值。
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