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  摘 要:
 

RNA干扰(RNA
 

interference,
 

RNAi)疗法在遗传病及癌症等疾病治疗中应用潜力巨大,但RNAi递送

体系存在稳定性差和潜在毒性等风险,限制了其临床应用。为提升RNAi递送效果,将靶向人端粒酶逆转录酶

(Human
 

telomerase
 

reverse
 

transcriptase,
 

hTERT)的4个小干扰RNA串联,使其能自组装形成正方形;利用大肠埃

希菌制备hTERT-square纳米颗粒,采用动态光散射、透射电镜、实时定量PCR等技术,表征hTERT-square的理化

特征、细胞摄取效率及驻留时长、抗肿瘤效果和RNAi效率。结果表明:hTERT-square的粒径为50~100
 

nm,具有

较高的热稳定性和RNase
 

A耐受性;无需额外转染试剂,hTERT-square也可进入Hep3B肝癌细胞,驻留时长超过

36
 

h,在24
 

h内下调hTERT基因表达约50%,显著降低Hep3B细胞的存活率。该研究可为开发安全、高效的RNAi
抗癌策略提供有力依据。
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Abstract:
  

RNA
 

interference
 

(RNAi)
 

therapy
 

enables
 

precise
 

targeting
 

of
 

pathogenic
 

genes
 

and
 

holds
 

great
 

potential
 

for
 

treating
 

genetic
 

disorders,
 

cancers,
 

and
 

viral
 

infections.
 

However,
 

its
 

clinical
 

application
 

is
 

limited
 

by
 

the
 

instability,
 

low
 

targeting
 

efficiency,
 

and
 

potential
 

toxicity
 

of
 

current
 

RNAi
 

delivery
 

systems.
 

To
 

address
 

these
 

issues,
 

four
 

small
 

interfering
 

RNAs
 

(siRNAs)
 

targeting
 

human
 

telomerase
 

reverse
 

transcriptase
 

(hTERT)
 

were
 

linked
 

in
 

tandem
 

to
 

self-assemble
 

into
 

a
 

square-shaped
 

RNA
 

nanoparticle,
 

termed
 

hTERT-square.
 

After
 

expression
 

and
 

purification
 

in
 

Escherichia
 

coli,
 

the
 

physicochemical
 

properties,
 

cellular
 

uptake
 

and
 

retention,
 

antitumor
 

activity,
 

and
 

RNAi
 

efficiency
 

of
 

hTERT-square
 

were
 

systematically
 

characterized
 

using
 

dynamic
 

light
 

scattering,
 

transmission
 

electron
 

microscopy,
 

and
 

quantitative
 

real-time
 

PCR.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

hTERT-square
 

had
 

a
 

particle
 

size
 

of
 

50-100
 

nm,
 

exhibited
 

high
 

thermal
 

stability
 

and
 

RNase
 

A
 

resistance,
 

and
 

could
 

enter
 

Hep3B
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells
 

without
 

transfection
 

reagents.
 

The
 

particles
 

remained
 

in
 

cells
 

for
 

over
 

36
 

h,
 

downregulated
 



hTERT
 

expression
 

by
 

approximately
 

50%
 

within
 

24
 

h,
 

and
 

significantly
 

reduced
 

Hep3B
 

cell
 

viability.
 

These
 

findings
 

provide
 

strong
 

evidence
 

supporting
 

the
 

development
 

of
 

safe
 

and
 

efficient
 

RNAi-based
 

anticancer
 

strategies.
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0 引 言

  RNA干扰技术因其高度的特异性和有效性,近
年来在癌症治疗领域受到广泛关注[1]。RNAi通过

小干扰RNA(Small
 

interfering
 

RNA,
 

siRNA)介导

mRNA降解,抑制特定癌基因的表达[2],在调控肿

瘤细胞增殖、促进凋亡及影响肿瘤微环境方面展现

出巨大潜力[3]。近年来,RNAi疗法正逐步转化为

有效的疾病治疗手段,如2018年美国食品药品监督

管理局(Food
 

and
 

drug
 

administration,FDA)批准

用于治疗转甲状腺素蛋白相关的淀粉样变性的首个

siRNA药物帕提西兰(Patisiran),标志着RNAi疗

法正式进入临床阶段[4]。目前已有多种siRNA药

物获批上市[5],但由于其递送效率低、易被核酸酶降

解、细胞摄取率低及潜在毒性等问题,严重限制了其

在临床中的应用转化。
近年来,多种RNA纳米颗粒被用于siRNA的

体内递送,如脂质纳米颗粒(Lipid
 

nanoparticles,
 

LNPs)、聚合物纳米颗粒(Polymeric
 

nanoparticles,
 

PNPs)和病毒载体等[6],显著提升了siRNA在体内

的递送效率和稳定性,但这些用于递送siRNA的纳

米颗粒存在制备复杂、成本高和毒副作用的问

题[7-8],亟待开发更安全、简便、低免疫原性的新型递

送策略以提升RNAi疗法的临床疗效。RNA折纸

技术的快速发展为RNAi疗法提供了新的解决方

案,通过分子自组装或折叠,可构建具有明确拓扑结

构的RNA纳米颗粒,实现多位点、多靶点的精准调

控[9-10]。应用RNA折纸纳米技术,可将多条功能

RNA链通过可编程的结构设计精确折叠成二维或

三维纳米结构,提高RNA的稳定性和抗降解能力,
并改善其生物相容性[11],实现无载体递送进入细

胞,为RNAi药物的安全递送开辟了新途径。研究

表明,不同结构的RNA纳米颗粒(如三向连接结

构、三角形和正方形)都可用于siRNA的封装与递

送,在肺癌、前列腺癌等模型中表现出较高的沉默效

率与较低的毒性[12]。此外,RNA纳米颗粒在胞内

解构后也能作为Dicer底物诱导RNAi通路,调控

特定靶基因的表达[13]。
人端粒酶逆转录酶(Human

 

telomerase
 

reverse
 

transcriptase,
 

hTERT)作为端粒酶复合物的关键

催化亚基,在维持染色体端粒长度和细胞无限增殖

能力 中 发 挥 核 心 作 用[14]。在 正 常 体 细 胞 中,
hTERT表达 受 严 格 调 控,而 在 包 括 肝 细 胞 癌

(Hepatocellular
 

carcinoma,
 

HCC)在内的多种恶性

肿瘤中,其异常高表达被认为是肿瘤细胞获得永生

化表型的重要分子基础[15]。研究表明,hTERT在

肝细胞癌细胞中高表达[16],与肿瘤分化程度低、侵
袭性强及预后不良密切相关[17],抑制hTERT表达

被视为肝癌RNA干扰治疗的重要策略之一,可有

效诱导肿瘤细胞凋亡并降低其增殖能力[18]。
针对hTERT的RNAi研究已在多种模型中证

实,其可显著抑制肝癌生长并增强抗癌药物敏感性,
为精准靶向治疗提供了可行的分子基础[19]。基于

此,本文构建了一种靶向hTERT的正方形RNA纳

米颗粒(hTERT-square),并使其在大肠埃希菌中实

现稳定表达;分析RNA纳米颗粒的理化特性、酶降

解与热稳定性及其对肝癌细胞的基因沉默和抑制作

用,以期为开发新型安全的RNAi抗癌药物提供新

思路和技术基础。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

1.1.1 实验材料

  人肝癌细胞系 Hep3B和大肠杆菌 HT115
(DE3)均为实验室提供,酚、氯仿及氯化锂(北京索

莱宝科技有限公司),DMEM 高糖培养基(美国

Gibco公司),TRIzol试剂(美国Invitrogen公司),
异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)(碧云天生物科技有限

公司),体外转录试剂盒及逆转录试剂盒(宝日医生

物技术(北京)有限公司),Cy3-UTP荧光染料(美国

Promega公司)和乙酸双氧铀(上海吉雅生物科技有

限公司)。

1.1.2 主要实验仪器

  ECLIPSE
 

Ts2倒置显微镜(日本尼康公司)、
NanoDrop微量分光光度计(美国赛默飞公司)、动
态光散射仪(英国 Malvern

 

Panalytical公司)和
120

 

kV透射电镜(日本JEOL公司)。
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1.2 实验方法 
1.2.1 RNA纳米颗粒的设计

  以hTERT的编码序列为靶标分子,采用在线工

具DSIR
 

(http:∥biodev.extra.cea.fr/DSIR/DSIR.
html)设计并筛选高效、特异的siRNA序列,筛选出

得分较高、连续相同碱基小于4且靶点互不重叠的4

条siRNA用于RNA纳米颗粒的构建(见表1);利用

Hairpin-loop、Kissing-loop及Tetra-U等RNA连接元

件,将4条siRNA按特定顺序串联,合成一条长单链

RNA(lssRNA),该lssRNA遵循局部碱基互补配对原

则,可自组装形成拓扑结构稳定的正方形RNA纳米

颗粒,命名为hTERT-square。
表1 siRNA及RNA纳米颗粒hTERT-square的序列

siRNA名称 siRNA序列(方向:5'→3') hTERT-square序列(方向:5'→3')

hTERT_siR1 UUGCUCCAGACACUCUUCCGG

hTERT_siR4 AUAGCUGGAGUAGUCGCUCUG

hTERT_siR5 UAGAUGUUGGUGCACACCGUC

hTERT_siR6 UAGUUGAGCACGCUGAACAGU

GGGCAGAGUGGACCAUCAUUCCUUUUGCCAUAGCUGGAGUAG
UCGCUCUGCACCGCAAGGUGCAGAGCGACUACUCCAGCUAUG
GCUUUUGCUACCGGAAGAGUGUCUGGAGCAAGAGUGGACCAU
CAUUCCUUUUGCCUAGAUGUUGGUGCACACCGUCUGGCUCCG
GCCAGACGGUGUGCACCAACAUCUAGGCUUUUGUCCCCCGGU
GUACGCCGAGACCAAGAGUGGACCAUCAUUCCUUUUGCCUAG
UUGAGCACGCUGAACAGUGCCCGCAAGGGCACUGUUCAGCGU
GCUCAACUAGGCUUUUGCCUCAGGAACACCAAGAAGUUCAAA
GGAGGCAUGAACUUCUUGGUGUUCCUGAGGCUUUUGGAAUG
AUGGUCCACUCUUGGUCUCGGCGUACACCGGGGGACUUUUG
GAAUGAUGGUCCACUCUUGCUCCAGACACUCUUCCGGUAGCU
UUUGGAAUGAUGGUCCACUCUGCCCGGAUGGUCCACUCCUUA
CACUUUUGGAAUGAUGGUCAAGCCUCCAGACCAUCAUUCCUU
UUGCCUUCUAUUCGCUCCUCACACUGUUCCUUCGGGAACAGU
GUGAGGAGCGAAUAGAAGGCUUUUGUGUAAGGAGUGGACCA
UCC

1.2.2 RNA纳米颗粒的样品制备

  将化学合成hTERT-square序列克隆到pET-28a
质粒,重组质粒转入大肠埃希菌HT115(DE3)感受态

细胞,挑取阳性克隆培养至OD600达0.4~0.6,加入

终浓度为1
 

mmol/L的IPTG诱导表达3~4
 

h;诱导

后经离心收集菌体,采用酚-氯仿法提取细菌表达的

RNA纳米颗粒,获得hTERT-square的初提物;使用

5
 

mol/L的氯化锂对RNA纳米颗粒初提物进行纯

化。采用2%琼脂糖凝胶电泳检测其完整性,并采用

NanoDrop微量分光光度计检测其纯度。
1.2.3 hTERT-square纳米颗粒的理化性质分析

  采用动态光散射仪测定hTERT-square纳米颗

粒的粒径分布和Zeta电位。将hTERT-square纳

米颗粒溶液稀释至0.1
 

mg/mL,轻轻振荡混匀,使
颗粒充分分散,避免聚集,确保样品透明、无明显悬

浮物和气泡;取1~2
 

mL上述处理好的样品置于动

态光散射仪的样品池中进行测量;温度、散射角和工

作电压分别设置为25
 

℃、90°和100
 

mV。每个样品

设立3次重复,取平均值作为最终粒径结果。
1.2.4 hTERT-square纳米颗粒的电镜检测

  取10
 

μL质量浓度为500
 

ng/μL的RNA纳米

颗粒溶液,垂直滴加于预处理铜网的中心区域,静置

1
 

min,使用滤纸以约45°角轻触液滴边缘,缓慢吸除

多余液体;重复相同步骤滴加10
 

μL相同样品,以增

强颗粒在载网表面的分散性,静置1
  

min并吸除多

余液体。
负载完成后进行负染色处理:向铜网中央滴加

10
 

μL质量分数2%乙酸双氧铀染色液,在室温避光

条件下染色60
 

s,随后用滤纸吸除染色液并静置

30
 

s以促使残余染色剂自然挥发;为优化图像对比

度,重复染色一次,彻底吸除残余染液;将铜网置于

恒温培养箱37
 

℃中干燥12
 

h,以完成样品固化。使

用透射电子显微镜在加速电压120
 

kV条件下进行

观察,随机选取5个不同视野,放大倍数为50000,
采集图像用于形貌分析。
1.2.5 hTERT-square纳米颗粒的热稳定性表征

  取40
 

μL质量浓度为100
  

ng/μL的hTERT-
square纳米颗粒溶液,分别置于0、25、37、52

  

℃和

70
  

℃条件下孵育30
 

min,以等量的hTERT-siRNA
在相同温度条件下孵育30

 

min作为对照;孵育结束

后,采 用 质 量 分 数 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析

hTERT-square纳米颗粒的完整性,使用质量分数

15%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分析hTERT-
siRNA的热稳定性,通过ImageJ软件对电泳图进

行灰度分析,计算各温度条件下样品的降解率,评估

其热稳定性。
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1.2.6 hTERT-square纳米颗粒的酶学稳定性分析
 

  取40
 

μL质量浓度为100
 

ng/μL的hTERT-
square纳米颗粒,向各实验组分别加入不同体积的

RNase
 

A溶液,并以相应体积的缓冲液补足,使各

组反应体系的总体积保持一致,各组反应体系中

RNase
 

A的终质量浓度分别为0、100、200、300、
400

 

ng/mL和500
 

ng/mL。在37
 

℃条件下孵育

10
 

min,采用质量分数2%琼脂糖凝胶电泳检测

hTERT-square纳米颗粒的完整性,使用质量分数

15%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测hTERT-
siRNA的完整性,电泳结果利用ImageJ软件进行

灰度分析,通过计算不同处理条件下样品的降解率,
评估hTERT-square在RNase

 

A溶液中的稳定性。
1.2.7 hTERT-square纳米颗粒的细胞内吸收与

保留特性分析

  用6孔细胞培养板传代培养Hep3B肝癌细胞

24
 

h,加入100
 

μL
 

Cy3荧光标记的hTERT-square
纳米颗粒至培养液中,使其终浓度达到300

 

ng/μL;
以加入等量Cy3标记的hTERT-siRNA的细胞培

养液为对照,分别于处理后12、24
 

h和36
 

h,通过倒

置荧 光 显 微 镜 检 测 细 胞 中 的 荧 光 信 号,确 定

hTERT-square和 hTERT-siRNA 的 细 胞 摄 取

效率。
1.2.8 hTERT-square纳米颗粒的基因调控的定

量分析

  采用 TRIzol试剂提取 Hep3B细胞中的总

RNA,用DNase
 

I处理去除基因组DNA,使用RT-
PCR技术检测每个时间点的靶基因的表达水平,确
定hTERT-square纳米颗粒对靶基因的沉默效率。
反转录反应体系如下:在1

 

mL的离心管中分别加

入总RNA、反应缓冲液、RNase抑制剂、dNTPs和

反转录引物各1
 

μL、MMLV反转录酶0.5
 

μL、超纯

水5.5
 

μL,混匀后放入42
 

℃水浴中反应15
 

min,随
后放入65

 

℃水浴5
 

min以失活反转录酶,制备

cDNA。qPCR反应体系如下:在200
  

μL离心管中

加入2×Taq
 

Pro
 

Universal
 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix
 

10
 

μL、cDNA、引 物 hTERT-qp-F (5'-
GCCGATTGTGAACATGGACTACG-3')和hTERT-
qp-R (5'-GCTCGTAGTTGAGCACGCTGAA-3')
各1

 

μL、超纯水7
 

μL,混匀后在荧光定量PCR仪上

进行扩增反应。内参基因为GAPDH,上下游引物

序列分别为 GAPDH-F:5'-GCACTGGAACTTA
CAACAC-3'和GAPDH-R:5'-GGAGAGCCTTTC
AGAGAAG-3'。反应结束后,根据扩增曲线及Ct

值,采用2
-ΔΔCt 计算靶基因在处理样本中的相对表

达量。

2 结果与讨论

2.1 hTERT-square纳米颗粒的设计及制备

  为实现对hTERT基因的高效沉默,基于RNA
折纸设计原理,将4条靶向hTERT的siRNA通过

特定连接元件(包括 Hairpin-loop、Kissing-loop及

Tetra-U)组装为正方形RNA纳米颗粒hTERT-
square,将编码siRNA功能链的序列克隆至pET-
28a载体,经IPTG诱导表达后,从大肠埃希菌中提

取的RNA在250
 

bp处出现单一特异性条带,大小

与理论值一致,表明hTERT-square在大肠埃希菌

中成功表达(见图1(a))。经LiCl纯化后电泳条带

清晰,无明显杂质,表明制备的hTERT-square纯度

较高。RNA折纸结构可在大肠埃希菌系统中高效

转录并自组装为稳定的纳米颗粒[20],Shu等[21]利用

类似的三向连接结构实现了siRNA的无载体表达

与稳定折叠,验证了RNA结构在细胞环境中的自

组装可行性。本文获得的单一特异性条带与上述文

献报道结果一致,说明所设计的hTERT-square结

构在原核系统中具有良好的折叠稳定性与可复制

性,为后续生物学功能研究提供了可靠基础。
2.2 hTERT-square纳米颗粒的形貌与尺寸特性

  纳米颗粒的粒径分布对于细胞摄取及生物利用

至关重要,粒径较小且分布均一的纳米颗粒更易被

细胞摄取并实现高效递送,粒径不均则可能引起颗

粒聚集,降低生物学效应[22]。为了表征hTERT-
square纳米颗粒的理化特征,通过动态光散射仪检

测hTERT-square纳米颗粒的粒径大小及分布,结
果如图2(a)所示。从图2中可以看出:hTERT-
square纳米颗粒的粒径大小为50~100

 

nm,分布均

匀一致,表明制备的hTERT-square纳米颗粒稳定

且不易聚集、质量较高。采用透射电镜对hTERT-
square纳米颗粒的结构特征进行表征,hTERT-
square纳米颗粒呈致密片层状结构,部分区域显示

类网状聚集(见图2(b)),推测与RNA分子在干燥

及染色过程中发生二次自组装有关[23]。纳米颗粒

的粒径和形态对细胞摄取和体内行为具有决定性

作用,50~100
 

nm的粒径范围被认为最有利于细

胞内吞[24-25],较低的Zeta电位减少了静电吸附和

非特异结合,本文制备的hTERT-square具有适宜

的理化特性,为后续高效的细胞摄取提供了结构

基础。
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图1 hTERT-square纳米颗粒在大肠埃希菌中的诱导表达及纯化的电泳图

注:M为2000
 

bp
 

Marker;图1(a)中,泳道1为hTERT-square诱导表达,泳道2为未诱导对照。

图2 hTERT-square纳米颗粒的粒径分析及结构表征

2.3 温度对hTERT-square纳米颗粒稳定性的影响

  为了分析hTERT-square纳米颗粒的热稳定性,
将样品置于不同温度(0~70

 

℃)孵育30
 

min,在
52

 

℃以下未观察到明显降解,70
 

℃条带略有减弱,整
体结构仍保持完整(见图3(a)),对照hTERT-siRNA
在52

 

℃处理下出现了明显的降解(见图3(b))。
hTERT-square纳米颗粒的降解率在70

 

℃条件下仅

为15%,明显低于对照hTERT-siRNA的30%以上

(见图3(c)),说明RNA纳米颗粒比hTERT-siRNA

具有更强的热稳定性。RNA纳米结构的热稳定性与

其内部的自组装拓扑密度及二级结构密切相关[26],
多螺旋交联或发卡环连接等结构单元可通过分子内

氢键和碱基堆叠相互作用显著提升RNA的熔解温

度,增强其抗热降解性能[27-28]。本文制备的hTERT-
square纳米颗粒在高温条件下仍能保持较低降解率,
推测与其有序折叠及发卡环区域形成的稳固氢键网

络有关,其结构特征为RNA折纸类纳米颗粒在生理

环境中的稳定递送提供了理论依据。
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图3 hTERT-square纳米颗粒的热稳定性分析

注:M为2000
 

bp
 

Marker;泳道1~5分别为0、25、37、52
 

℃和70
 

℃孵育的样品。

2.4 RNase
 

A对hTERT-square纳米颗粒稳定性的

影响

  核酸类纳米材料在体内应用过程中易受到核酸

酶的降解作用,为评估hTERT-square对RNase
 

A
的耐受性及其递送稳定性,对其降解情况进行分析。
在300

 

ng/mL与400
 

ng/mL条件下条带逐渐出现

不同程度弥散,在500
 

ng/mL时完全降解(见图4
(a))。灰度定量显示,其在300、400

 

ng/mL与500
 

ng/mL条件下的降解率分别约为16%、42%和

95%(见图4(c))。相比之下,hTERT-siRNA在质

量浓度为100
 

ng/mL的RNase
 

A中即出现明显降

解(见图4(b)),降解率约20%,显著高于hTERT-
square在相同条件下的稳定性。RNA折纸结构的

抗酶性能与其自组装密度、环状封闭结构及多螺旋

交联有关,这些特征可减少暴露的切割位点并通过

氢键与堆叠作用提升稳定性[29-30]。hTERT-square
在较高RNase

 

A浓度下仍能保持部分完整结构,推
测与其高度有序的三维拓扑结构形成的空间屏蔽效

应有关,为其在复杂生理环境中的稳定存在提供了

必要基础。
2.5 hTERT-square纳米颗粒在Hep3B肝癌细胞中

的内化效率及驻留时长

  为验证hTERT-square纳米颗粒在无转染试剂

条件 下 的 细 胞 摄 取 能 力,将 Cy3荧 光 标 记 的

hTERT-square纳米颗粒直接加入 Hep3B肝癌细

胞培养液中继续培养,采用荧光显微镜观察不同时

间点Hep3B肝癌细胞内的荧光信号,结果如图5所

示。从图5可以看出:对照hTERT-siRNA在所有

时间点均未观察到荧光信号,表明游离的siRNA在

没有递送载体的情况下无法穿透细胞膜进入细胞

内;经Cy3荧光标记的hTERT-square在处理细胞

12
 

h后,Hep3B肝癌细胞内出现明显的荧光信号;
在处理后24

 

h,细胞内的荧光强度有所减弱;至36
 

h,Hep3B 细 胞 内 的 荧 光 信 号 全 部 消 失,表 明

hTERT-square纳米颗粒可以在不借助任何转染试

剂的情况下直接进入细胞,在Hep3B肝癌细胞内至

少可以驻留24
 

h,在细胞内可稳定存在超过24
 

h。
粒径大小在50~200

 

nm范围内的纳米颗粒可通过

网格蛋白介导的内吞途径高效进入细胞[31],RNA
折纸结构的有序空间折叠与均一粒径可有效促进内

体摄取与逃逸[21],并减少溶酶体滞留风险[32]。
hTERT-square可在无载体条件下高效进入细胞并

维持较长的胞内驻留时间,说明其表面结构与带电

特性适合与细胞膜相互作用,裸siRNA因负电荷排

斥和快速降解难以进入细胞,进一步验证了RNA
纳米结构设计的重要性。
2.6 hTERT-square纳米颗粒对Hep3B肝癌细胞增

殖的抑制效果

  为了评估hTERT-square纳米颗粒在肝癌模型

中的生物学活性,通过CCK-8法检测其对 Hep3B
细胞增殖的影响。以PBS处理组的细胞存活率作

为100%的参照,结果如图6所示。从图6可以看

出:Hep3B细胞在hTERT-square作用24、48
 

h和

72
 

h时的平均存活率分别下降至约80%、60%和

50%;随着处理时间延长,细胞活性呈时间依赖性下

降,提示hTERT-square具有持续增强的增殖抑制
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效应。靶向hTERT的siRNA可通过下调端粒酶

活性、诱导细胞周期阻滞并促进肿瘤细胞凋亡,抑制

肿瘤生长[19,33]。本文制备的hTERT-square纳米

颗粒在无外源转染试剂的条件下即可显著降低

Hep3B细胞活性,说明其具有良好的生物活性及高

效递送潜力,为后续探索其抗肿瘤机制奠定基础。

图4 hTERT-square纳米颗粒在不同质量浓度的RNase
 

A中的耐受性

注:
 

M为2000
 

bp
 

Marker;泳道1,无RNase
 

A处理;泳道2~6,RNase
 

A质量浓度分别为100、200、300、400
 

ng/mL和500
 

ng/mL。
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图5 hTERT-square纳米颗粒在Hep3B肝癌细胞内的摄取效率及驻留时长

图6 
 

Hep3B细胞增殖的CCK-8测定结果统计图

注:3个生物学重复,以mean±SEMs表示;***表示

显著差异(P<0.001),****表示极显著差异(P<0.0001)。

图7 Hep3B细胞中hTERT基因mRNA的

qRT-PCR检测图

注:3个生物学重复,以mean±SEMs表示;***表示

显著差异(P<0.001),****表示极显著差异(P<0.0001)。

2.7 hTERT-square纳米颗粒抑制肝癌基因mRNA
表达的分析

  为了评估hTERT-square纳米颗粒对靶基因

的调控效果,采用qRT-PCR检测其在Hep3B细胞

中对hTERT
 

mRNA水平的影响,结果如图7所

示。图7显示:与对照组相比,细胞在经hTERT-

square处理24
 

h后,hTERT的 mRNA表达量下

降约50%,表明该纳米颗粒能够有效诱导RNAi
过程并实现靶基因沉默,与增殖抑制结果一致,提
示细胞活性下降与hTERT表达减少具有一致性

关联。已有研究表明,hTERT是调控肿瘤细胞无

限增殖能力的关键分子,其下调可引发细胞周期

阻滞并抑制肿瘤生长[34]。hTERT-square依赖自

身结构即可进入细胞并触发RNAi通路,在无任何

外源递送体系条件下仍能实现显著的基因沉默

作用。

3 结 论

  本文基于RNA折纸纳米技术,构建了一种靶

向hTERT 的 正 方 形 RNA 纳 米 颗 粒 hTERT-
square,并分析了其理化性质、生物学活性及抗肿瘤

作用机制,主要结论如下:
a)hTERT-square纳米颗粒的粒径范围为50~

100
 

nm,形态均一;
b)该结构在不同温度处理及RNase

 

A处理条

件下保持较高完整性;
c)hTERT-square可在无外源转染试剂条件下

进入Hep3B细胞,并在胞内维持超过36
 

h;
d)处理后可降低 Hep3B细胞活性,并在24

 

h
时下调hTERT的mRNA水平。

本文制备的hTERT-square纳米颗粒在结构稳

定性、自主递送及RNAi效率方面均表现出显著优

势,为开发新一代安全、高效的RNA干扰治疗药物

提供了新思路与技术支撑。未来可进一步探索其在

动物体内的长期分布、免疫反应及多靶点癌症治疗

中的应用潜力。
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