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玻璃体内注射载 HIF一1 OL shRNA质粒的PLGA 

纳米粒眼部转染效率 

张 楚 王雨生 吴 红 张朝霞 蔡 岩 马吉献 

Transfer effi ciency of HIF-1 short hairpin RNA plasmid loaded PLGA 

nanoparticles by intravitreal injection 

Zhang Chu，Wang Yusheng，Wu Hong，Zhang Zhaoxia，Cai Yan，Ma Jixian．Eye Institute，X~ing Hospital， 

Fourth Military Medical University，Xi’an 71 0032，China 

Abstract Objective To evaluate the possibility of nanoparticle as a gene vector for hypoxia—inducible factor 1 0【(HIF— 

I d)shRNA plasmid(pshHIF一1 0【)． Methods Nanoparticles encapsulating HIF一1 o【short hairpin RNA(shRNA)plasmid 

(pshHIF一1 ot nanoparticles)encoding for green fluorescence protein (GFP) were formulated using poly (D，L-lactide—co— 

g|ycolide)(PLGA)by multiple emulsion technique．The envelopment efficiency，plasmid loading capacity，size and in vitro 

release of the nanoparticles were determined．Forty—eight eyes of 48 Brown Norway rats were divided into phosphate buffer solution 

(PBS，10 L)group，blank nanoparticles(10 L，1．89 mg／mL)group，free plasmid(10 tzL，2．0 mg／mL)injection and pshHIF一 

1 oL NPs(10 L，1．89 mg／mL)injection group．The animals were sacrificed on day 3，7，14 and 28 after intravitreous injection，and 

immunofluoreseence was used to evaluate the location of GFP
．
Histologic analysis was performed to observe the tissue change in 

the eyes on day 3． Results The envelopment effi ciency and the size of pshHIF一1 d nanoparticles were 60．2％ and 1 64—342 nm 

respectively．Loading rate of plasmid in the nanoparticles was 1．06％ ．In vitro．nanopartieles presented the sustained—release of 

plasmid for 4 weeks．Immunofluorescenee showed that GFP was successfully transferred into the retina and choroid，showing the 

green fluorescence in the retinal pigment epithelium f RPE)layer at 7 days and lasted for 3 weeks with a significantly longer 

period than that of group free plasmid．pshHIF一1 oL nanoparticles did not induce any histology signs of ocular inflammation 3 days 

after their injection in the vitreous． Conclusion PLGA nanoparticles can act as a vector to transfer specific plasmid in vivo．It 

possesses the advantages of low drug toxicity，controlled release and prolonged action，and may be a novel therapeutic approach to 

ocular neovascularization diseases． 

Key words gene delivery；poly (D，L-lactie／glycolic acid) nanoparticles；plasmid；RNA interference；hypoxia- 

inducible factor 1 a 

摘要 目的 观察携带载缺氧诱导 因子一1 ot(HIF一1 OL)短发卡式 小干扰 RNA(shRNA)质粒 (pshHIF．1 )的纳米 粒转 

染眼部组织的可行性。 方法 应用 聚乳酸聚 乙醇酸共 聚物 (PLGA)包载绿色荧光蛋 白(GFP)表达的 pshHIF一1 OL，制备纳 

米粒，检测其粒径、包封率、载药量及体外释放情况；将 48只大鼠分为4组，每组 12只(12只眼)，分别向玻璃体内注入 

1O 磷酸盐缓冲液(PBS)、空白纳米粒(1．89 mg／mL)、裸质粒 pshHIF一1OL(0．02 mg／mL)和 pshHIF．1 纳米粒 (1．89 mg／mL)。 

分别在注药后3、7、14、28 d观察纳米粒的眼内穿透性和基因转染情况。通过组织病理学检查 ，观察注射后第3天眼内组 

织结构的改变 。 结果 纳米粒的载药率和包封率分别为 1．06％ 和 60．2％ ，平均粒径为 284 nm，体外 释药 达 4周。体内 

实验显示 ，载 pshHIF·1 纳米粒定向聚集于视网膜色素上皮(RPE)层，GFP表达时间持续达 28 d。组织病理学检查眼内 

未见明显炎性细胞浸润。 结论 纳米粒可向眼底递送质粒形式的DNA，是眼部基因治疗安全、有效的载体之一。 
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基因治疗是指把基 因导人人体细胞 ，使其发挥生 

物学效应 ，从而达 到治疗疾病 目的的技术方法 。眼部 

因位置浅表 ，易于基因导人治疗和观察 ，以及血 一眼屏 

障的存在 ，是基因治疗的理想靶器官 。近年来用 聚 

乳酸聚 乙 醇酸 共 聚物 (poly(D，L—lactide—CO—glycolide 

acid)，PLGA)为材料制 得 的纳米 粒可 以起到保 护药 

物 、提高生物利用度的作用 ，达到较长时间的缓控释 目 

的 。本研究采用 PLGA材料包载缺氧诱 导 因子 1d 

(hypoxia—inducible factor 1仪，HIF一1仅)短发 卡式小干扰 

RNA(short haripin RNA，shRNA)质粒(pshHIF一1仪)，观 

察 pshHIF一1 通过 PLGA包载后 眼内转 染的可行 性 ， 

为眼底新生血管疾病 的基因治疗提供依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

PLGA(50：50，Mw：40 000～75 000)、聚 乙烯 醇 

(Polyvinyl Alcohol，PVA，Mw：30 000～70 000)(美 国 

Sigma公 司)；二氯 甲烷 、三氯 甲烷 (分析纯，天津市化 

学试剂三厂 )；高速搅拌机 (上海弗鲁克流体机械制造 

有限公司)；恒温磁力搅拌器(DF一101 S，河南予华仪器 

有限公司)；超速离心机 (GL 21 M，长沙湘仪离心机仪 

器有限公 司)；恒温摇床 (HYA，中国科学院武汉科学 

仪器厂)；可见 紫外分光光 度计 (Ultrospec 2000，美 国 

Pharmacia公 司)；电泳仪 (WDY—m，西安第 四军医大 

学医电系)；冷冻 干燥 机 (BenchTop—K，美 国 VirTis公 

司)；激 光 粒 度 测 定 仪 (Zeta Sizer Nano—ZS，英 国 

Malvern instruments公司)；扫描电镜 (JEM一2000EX，日 

本电子 公 司 )；激 光共 焦 显微 镜 (FV1000，PA，日本 

Olympus公司)；体视显 微镜 (DM LB2，德 国 Leica公 

司)；棕色挪威大鼠(Brown Norway，BN，第 四军医大学 

航空航天医学系提供 ，研究者 已获得实验动物使用许 

可证)；大 鼠小肠隐窝细胞 (IEC6)由上海吉凯基 因公 

司提供 ；克隆用大肠杆菌 DH5 为本室保存 。 

1．2 方法 

1．2．1 大鼠 HIF一1 特异性 siRNA载体 的构建、测序 

及 内源筛靶 上海吉凯基 因公 司提供具有氨苄抗性 、 

绿色荧光蛋 白(green fluorescence protein，GFP)表达的 

pGCsi．U6／Neo／GFP／shRNA载体 ，代理 构建 了针对 大 

鼠 NM 24359基因(HIF一1仅)4个靶 点的 RNA干扰 

(RNA interference，RNAi)载体后对克隆的 RNAi进 行 

测序 ，并将包装 了 RNAi的慢病 毒颗粒感染大 鼠小肠 

隐窝细胞 IEC6进行干扰效率的内源筛靶 ，细胞分为空 

白对照 组 、空病 毒 载 体 组、shRNA1组 ～shRNA4组 

(KD．～KD )。感染 3 d后荧光显微镜下观察细胞荧 

光表达情况 ，5 d后收集细胞 ，提取 RNA，通过 RT．PCR 

检测 目的基因 mRNA的表达情况。 

1．2．2 载 pshHIF一1 纳米粒 的制备 采用乳化 一溶 

剂挥发法制备载 pshHIF一1 纳米粒。100 g pshHIF— 

l 质 粒 冻 干粉 溶 于 TE缓 冲 液 (Tris—EDTA buffer， 

pH 8．0)中作为 内水 相，冰浴条件 下将 内水相滴加 入 

2．0％ (w／v)PLGA／二氯 甲烷溶 液中 同时高速搅拌 进 

行乳化(30 000 r／min，30 S X 2次 )。将形成的油包 水 

型初乳加入 I．0％ (w／v)PVA水溶 液，继续高速搅拌 

器搅拌(30 000 r／min，4 min)，形成均一的水包油包水 

乳液 ，于通风橱 内常压下搅 拌 3 h，4℃ 、13 000 r／min 

离心 20 min，收集沉淀，蒸馏水洗 3遍除掉游离的基因 

及 PVA，冻干后 4 oC保存。离心和洗涤过程 中同时收 

集所有上清液 ，用于检测游离 pshHIF．1(It的含量。 

1．2．3 载 pshHIF-1仅纳米粒的表征 (1)激光粒度分 

析及 Zeta电位分析 ：用 0．22 m滤膜滤过的蒸馏水适 

量悬浮少量的纳米粒 ，进行激光粒度测定和 Zeta电位 

分析。(2)透 射 电镜 观察 纳米粒 表面形 态和粒 径范 

围：取纳米粒混悬液 ，蒸馏水适当稀释 ，磷钨酸负染 ，滴 

于镀膜的铜 网上 晾干，透射电镜下观察并拍 照。(3) 

纳米粒 中 pshHIF一1Ot质 粒 含量 的测 定 ：精 确 称量 载 

pshHIF一1 的纳米粒 10 mg，加入 500 L氯仿 至溶解 

完全 ，再 加入 500 L TE缓 冲液 ，充 分振 荡 30 min， 

12 000 r／min离心 3 inin，取上 清并反复洗 3次。将 3 

份上清混合均匀 ，紫外分光光度计在波长 260 nm处测 

定吸光度 ，根据公式 (1)：载药量％ =上清 中 pshHIF一 

1 量／纳米粒量 ×100％，计算基因含量，剩余上清混 

合液用于质粒结构完整性检测 。(4)纳米粒包封率的 

测定 ：取制备时的上清以及洗涤液混合均匀 ，精确测定 

溶液体积 ，并用紫外分光光度计测定溶液吸光度 ，计算 

游离 pshHIF一1 质粒含量，根据公式 (2)：包封率％ = 

(总 pshHIF．1Ot量 一上清中 pshHIF一1仅量)／总 pshHIF一 

1 量 ×100％，计算包封率。 

1．2．4 载 pshHIF一1仅纳 米 粒 体 外 释 放 实 验 载 

pshHIF一1 ol纳 米 粒 体 外 释 放 在 含 0．02％ 叠 氮 化 钠 

(NaN )的磷 酸 盐 缓 冲 液 (phosphate buffer solution， 

PBS，pH 8．0)中进行 。精确称量 20 mg纳米粒 ，加入 

1 mL PBS溶液 中形 成均一 的悬 浮液 ，置 于恒 温摇床 

(37 cC，100 r／min)进行释放实验 ，每 24 h取 100 L用 

紫外分光光度计测定 吸光度 ，同时用 同等体积新鲜缓 

冲液更换释放液。计算释放量并绘制累积释放 曲线。 

1．2．5 质粒 DNA结构完整性 的检测 1．0％琼脂糖 

凝胶 电泳 比较质粒 DNA在纳米粒包载前后 以及未经 

PLGA包载但 以相 同条件进 行高速搅 拌 的质粒 DNA 



的 结 构 完 整 性 ， 凝 胶 成 像 系 统 观 察 并 拍 照 。

1 ． 2 ． 6 纳 米 粒 视 网 膜 穿 透 性 及 转 染 效 率 的 观 察

( 1 ) 动 物 模 型 的 建 立 ：健 康 成 年 B N 大 鼠 4 8 只 ， 体 重

1 8 0 ～ 2 2 0 g ， 实 验 前 双 眼 前 节 和 眼 底 检 查 均 正 常 。 每

只 大 鼠 随 机 选 取 1 只 眼 为 实 验 眼 ， 另 1 只 眼 为 对 照 眼 。

( 2 ) 实 验 分 组 ： 实 验 随 机 设 立 空 白 纳 米 粒 组 、
P B S 组 、

裸 质 粒 组 和 载 p s h H I F 一 1 Or． 纳 米 粒 转 染 组 ， 每 组 1 2 只

眼 。 ( 3 ) 玻 璃 体 腔 内 注 射 ：体 视 显 微 镜 下 用 2 7 号 注 射

针 头 连 接 微 量 注 射 器 在 鼻 上 或 颞 上 象 限 距 角 膜 缘 后

2 m m 、 以 4 0
。

～ 6 0
。

朝 向 赤 道 区 刺 人 玻 璃 体 腔
嵋 。

， 确 定

针 头 进 入 玻 璃 体 腔 后 ， 分 别 注 入 1 0 ¨ L 空 白 纳 米 粒

( 1 ． 8 9 m g ／m L ) 、 p s h H I F 一 1 d ( 0 ． 0 2 m g ／m L ) 、 p s h H I F � 1 0 r．

纳 米 粒 ( 1 ． 8 9 m g ／m L ) 或 P B S 。 ( 4 ) 纳 米 粒 在 眼 内 的 穿

透 性 及 转 染 观 察 ：分 别 在 注 射 后 3 、
7

、
1 4

、
2 8 d 过 量 麻

醉 处 死 大 鼠 ， 灌 注 后 取 眼 球 制 成 眼 杯 ， 行 冰 冻 切 片 ，

D A P I 染 核 后 激 光 共 焦 显 微 镜 下 观 察 。

1 ． 2 ． 7 组 织 病 理 学 检 查 注 射 后 第 3 天 ， 将 大 鼠 的 实

验 眼 制 作 眼 球 组 织 石 蜡 切 片 ， 通 过 苏 木 精 一 伊 红 染 色 ，

在 光 学 显 微 镜 下 观 察 眼 内组 织 结 构 的 改 变 。

1 ． 3 统 计 学 方 法

采 用 S P S S 1 1 ． 0 统 计 学 软 件 进 行 统 计 学 处 理 。 测

试 的 数 据 资 料 均 以 x ± S 表 示 ， 经 L e v e n e 检 验 示 方 差

齐 。 组 间 R e a l — t i m e R N A i 检 测 结 果 的 整 体 比 较 采 用 单

因 素 方 差 分 析 ， 组 内 的 多 重 比 较 采 用 D u n n e t t t 检 验 。

P < 0 ． 0 5 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 构 建 针 对 大 鼠 H I F 一 1 0 L 的 s i R N A 质 粒 p s h H I F - 1 d

及 内 源 筛 靶

经 测 序 证 实 ， 克 隆 的 4 条 R N A i 1 0 0 ％ 打 靶 正 确 。

细 胞 感 染 病 毒 3 d
， 荧 光 检 测 结 果 显 示 ， 细 胞 G F P 的 转

染 效 率 均 达 到 7 0 ％ 以 上 ( 图 1 ) 。
R T — P C R 结 果 显 示 ，

相 对 于 空 病 毒 载 体 组 ，
K D 2 号 和 K D 3 号 靶 点 对 I E C 6

细 胞 H I F 一 1 d 基 因 的 表 达 敲 减 效 率 分 别 为 4 5 ％ 和 4 0 ％

( 图 2 ) 。 选 取 敲 减 效 率 较 高 的 2 号 质 粒 进 行 以 下 的 实

验 ， 序 列 为 ：5
’

一 C C A G T T G A A T C T T C A G A T A 一 3
’

。

1 ． 2

1 ． 0

0 ． 8

O ． 6

0 ． 4

0 ． 2

0 ． O

C O N N C K D l K D 2 K D 3 K D 4

图 2 R e a l - t i m e P C R 结 果 C O N ： 空 白 对 照 组 N C ： 空 病 毒 载

体 组 K D l - 4 ：s h R N A l 组 一 s h R N A 4 组 ( F = 1 7 ． 2
，

P < 0 ． O l ；与 N C 对

照 组 比 较 ，
$ P < 0 ． 0 1 )

F i g ． 2 R e a l — t i m e P C R r e s u l t C O N ： n o n — t r a n s f e c t e d g r o u p N C ：

n e g a t i v e c o n t r o l g r o u p K D I -4 � I # 4 # R N A i v i r u s t r a n s f e e t e d g r o u p s

F = 1 7 ． 2
，

P < 0 ． 0 l ； $ P < 0 ． 0 1 ／) 5 r e s p e c t i v e N C g r o u p ( O n e — w a y

A N O V A ． D u n n e t t t t e s t )

2 ． 2 纳 米 粒 的 表 征 检 测 及 体 外 释 药

2 ． 2 ． 1 纳 米 粒 子 的 粒 度 、 粒 度 分 布 及 Z e t a 电 位

7 8 ． 7 ％ 载 p s h H I F 一 1 仅 纳 米 粒 集 中 分 布 在 1 6 4 ～ 3 4 2 n m ，

呈 窄 分 布 ， 平 均 粒 度 为 2 8 4 n m
，

Z e t a 电 位 为 一 8 ． 9 1 m V 。

2 ． 2 ． 2 载 p s h H I F 一 1 仅 纳 米 粒 的 微 观 形 态 透 射 电 镜

下 纳 米 粒 呈 圆 形 或 椭 圆 形 粒 子 ， 直 径 为 1 0 0 ～ 3 0 0 n m
，

与 光 粒 度 分 析 结 果 相 符 。

2 ． 2 ． 3 载 p s h H I F 一 1 仪 纳 米 粒 中 的 基 因 含 量 及 基 因 包

埋 效 率 的 测 定 紫 外 分 光 光 度 法 测 得 制 备 的 纳 米 粒 包

埋 效 率 为 6 0 ． 2 ％
， 纳 米 粒 中基 因 含 量 占 1 ． 0 6 ％ 。

图 1 慢 病 毒 颗 粒 感 染 细 胞 G F P 的 表 达 情 况 A ：2 号 R N A i 靶 点 病 毒 感 染 图

( 倒 置 相 差 显 微 镜 ) B ：2 号 R N A i 靶 点 病 毒 感 染 ( 荧 光 显 微 镜 × 2 0 0 )

F i g ． 1 T h e e x p r e s s i o n l e v e l o f G F P a f t e r t r a n s f e e t e d b y L e n t i v i r u s A ：2 # R N A i u n d e r t h e

p h a s e c o n t r a s t m i c r o s c o p y B ：2 # R N A i u n d e r t h e fl u o r e s c e n c e m i c r o s c o p y ( × 2 0 0 )

2 ． 2 ． 4 载 p s h H I F ． 1 d 纳 米 粒 体 外 释 放 的 测

定 在 体 外 最 初 5 d 为 突 释 相 ， 约 有 7 0 ％ 的

质 粒 D N A 释 放 ；随 后 的 2 3 d 呈 稳 态 缓 释 。

2 ． 2 ． 5 质 粒 D N A 结 构 完 整 性 的 检 测

1 ． 0 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 结 果 显 示 与 未 经

P L G A 纳 米 粒 包 载 但 经 过 高 速 搅 拌 的 质 粒

D N A 和 纳 米 粒 包 载 前 的 质 粒 D N A 相 比 ， 未

经 P L G A 包 载 的 质 粒 D N A 在 高 速 搅 拌 后 含

有 更 高 比 例 的 开 环 形 式 的 D N A
， 提 示 P L G A

在 高 速 剪 切 过 程 中 对 D N A 存 在 一 定 的 保

护 作 用 ( 图 3 ) 。
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n o n - e n t r a p p e d p l a s m i d D N A 3

p l a s m i d D N A a f t e r P L G A e n t r a p

图 3 琼 脂 糖 凝 胶

， ，
电 泳 检 测 质 粒

r e ‘。 。 。 d
D N A 结 构 完 整 性

l i n e a r
1 ：D N A 分 子 标 记

2 ：高 速 剪 切 但 未 包 载

s u p e r c o i l e P L G A 的 质 粒 D N A

3 ：P L G A 包 载 前 质 粒

D N A 4 ： P L G A 包 载

后 质 粒 D N A

F i g 3 A g a r o s e g e l

e l e c t r o p h o r e s i s o f

p l a s m i d D N A r e l e a s e d

f r o m n a n o p a r t i c l e s

1 ： D N A m a r k e r 2 ：

p l a s m i d b e f o r e P L G A e n t r a p m e n t 4 ：

e n t

2 ． 3 玻 璃 体 内 注 射 的 眼 部 转 染 效 率

激 光 共 焦 显 微 镜 对 缓 释 纳 米 粒 眼 内 注 射 后 的 视 网

膜 穿 透 性 观 察 显 示 ， 注 射 后 3 d 载 p s h H I F 一 1 仅 纳 米 粒 组

可 见 G F P 在 视 网 膜 内 层 表 达 ， 此 外 ， 睫 状 体 、 脉 络 膜 、

血 管 和 视 盘 围 组 织 也 可 见 绿 色 荧 光 表 达 。 第 7 天 可 见

G F P 向 视 网 膜 色 素 上 皮 ( r e t i n a l p i g m e n t e p i t h e l i u m
，

R P E ) 层 聚 集 ， 第 1 4 天 起 呈 持 续 明 亮 的 线 状 表 达 ，
4 周

后 消 失 。 裸 质 粒 组 在 第 3 天 时 可 见 散 在 荧 光 表 达 于 视

网 膜 及 脉 络 膜 ， 第 7 天 时 已 观 察 不 到 荧 光 。 整 个 观 察

图 4

( b a r s

F i g ． 4

g r o u p

过 程 中无 绿 色 荧 光 在 R P E 层 聚 集 的 现 象 。 空 白 纳 米

粒 子 组 和 P B S 组 均 未 观 察 到 荧 光 ( 图 4
，

5 ) 。

2 ． 4 组 织 病 理 学 观 察

注 射 后 第 3 天 ， 载 p s h H I F 一 1 仪 纳 米 粒 组 的 睫 状 体

和 视 网 膜 等 眼 内组 织 结 构 正 常 ， 未 见 炎 性 细 胞 浸 润 。

3 讨 论

基 因 疗 法 将 为 治 疗 某 些 视 网 膜 疾 病 提 供 新 的 思

路
¨

， 其 关 键 在 于 选 用 能 够 能 进 入 靶 细 胞 并 与 基 因 整

合 、 持 续 释 放 表 达 产 物 来 发 挥 其 长 期 治 疗 作 用 的 载 体 。

利 用 病 毒 载 体 递 送 目 的 基 因 ， 因 其 具 有 诱 变 作 用 和 致

癌 作 用 ， 以 及 携 带 遗 传 物 质 能 力 有 限 ， 限 制 了 其 在 临 床

上 的 广 泛 应 用
M 。

。 相 反 ， 递 送 质 粒 形 式 的 基 因 更 为 安

全 ， 并 具 有 药 理 学 合 理 性 。

系 统 给 药 已 用 于 治 疗 一 些 玻 璃 体 视 网 膜 疾 病 ， 但

是 血 一 视 网 膜 屏 障 阻 止 了 循 环 系 统 内 的 特 定 药 物 进 入

视 网 膜 组 织 ， 加 上 目 前 的 非 病 毒 载 体 效 率 较 低 以 及 核

酸 酶 的 存 在 ～ 质 粒 D N A 在 体 内 清 除 迅 速 ， 限 制 了 静 脉

给 药 途 径 递 送 药 物 至 眼 内 的 效 率 。 目 前 ， 治 疗 眼 后 节

疾 病 最 合 理 的 给 药 方 式 是 玻 璃 体 腔 注 射 。 尽 管 此 种 方

法 可 获 得 较 高 的 玻 璃 体 及 视 网 膜 药 物 质 量 浓 度 ， 但 因

玻 璃 体 腔 注 射 后 3 d G F P 的 表 达 情 况 ( × 2 0 ) A ：P B S 组 B ：p s h H I F ． 1 d 纳 米 粒 组 C ：裸 质 粒 组

5 0 肛 m )

T h e e x p r e s s i o n o f G F P o n 3 d a y s a f t e r v i t r e o u s i n j e c t i o n ( × 2 0 ) A ：P B S g r o u p B ：p s h H I F - 1 0 【 n a n o p a r t i c l e s

C ：f r e e p s h H I F 一 1 G t． g r o u p ( b a r s = 5 0 ¨ m )

图 5 载 p s h H I F - 1 d 纳 米 粒 玻 璃 体 腔 注 射 后 不 同 时 间 点 G F P 的 表 达 情 况 ( × 2 0 ) A ：第 3 天 B ：第
7 天 C ：第 1 4 天 ( b a r s = 5 0 ¨ m )

F i g ． 5 G F P e x p r e s s i o n o f p s h H I F 一 1 o 【 n a n o p a r t i c l e s a t d i f f e r e n t t i m e p o i n t s a f t e r v i t r e o u s i n j e c t i o n f × 2 0 、

A ：3 d a y s B ：7 d a y s C ：1 4 d a y s ( b a r s = 5 0 ¨ m )

药 物 在 玻 璃 体 内 的 半 衰

期 相 对 较 短 ， 为 维 持 有

效 的 药 物 质 量 浓 度 ， 在

一 定 时 期 内 需 要 多 次 、

反 复 注 射 ， 不 仅 导 致 患

者 不 适 ， 而 且 易 发 生 玻

璃 体 出 血 、 感 染 和 晶 状

体 或 视 网 膜 的 损 伤 等 并

发 症
¨ “ 。

。 近 年 来 可 降

解 聚 合 物 ( 包 括 天 然 和

人 工 合 成 的 ) 因 其 良 好

的 生 物 相 容 性 越 来 越 多

地 被 用 于 基 因 传 递 。

P L G A 已 被 F D A 批 准 用

于 人 体 ， 具 有 无 毒 、 无 免

疫 原 性 和 可 生 物 降 解 等

优 点
" “

。

。 有 研 究 显

示 ，
P L G A 纳 米 粒 能 够 转

染 体 内 外 的 R P E 细 胞 ，

玻 璃 体 腔 注 射 后 未 观 察

到 明 显 的 视 网 膜 毒 性 和

炎 症 体 征
心 '

” ” ’
。 采 用

复 乳 一 溶 剂 挥 发 法 将
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PLGA与 DNA水溶液混合后经高速搅拌形 成水包 油 

包水乳液，将质粒 DNA包被于多聚物中，此法实用有 

效 、简便易行。经证实，通过改变共聚物的组成和分子 

量 ，DNA从 PLGA中释放可持续数 日到数月 “ ，使 

获得长期稳定的治疗效果成为可能。因其 良好的组织 

穿透能力 ，极易被细胞摄人 ，因此具有作为基因治疗载 

体的独特优越性，是具有广阔开发前景的缓释控释制 

剂 。 

眼内新生血管的发生发展与眼组织缺血缺氧关系 

密切，aPE细胞在受到缺氧信号的作用后 ，HIF-lot表 

达增加 ，从 而显著上 调血管 内皮生 长因子 (vascular 

endothelial growth factor，VEGF)的表达 ’，因此 HIF一 

1ot的调节作用在 眼内新生血管形成 中起核心作用 。 

用小分子基因片断如 RNAi，抑制 HIF-1 的活性，可减 

弱或静止其对下游靶基因如 VEGF和转化生长因子 B 

等的作用” 。有研 究证 实 ，基 因缄 默 人 aPE细胞 

HIF一1ot可显著抑制体外模型中脉络膜新生血管的发 

生⋯ 。本 研 究 构 建并 筛 选 了针对 大 鼠 HIF一1 的 

shRNA质粒进行 PLGA纳米粒包载并评测纳米粒相关 

的各项指标 ，通过玻璃体腔注射纳米粒观察其在视网 

膜内的穿透 性 以及 转染 效率。结 果显 示 ，78．7％ 载 

pshHIF一1ot纳米粒集中分布在 164～342 nm，平均粒度 

为 284 nm，在体外可匀速释放达 4周。纳米颗粒是亚 

微米颗粒，能渗透入深层组织 ，到达并被靶细胞摄入。 

玻璃体腔注射后，小粒径的纳米粒遵循一种“贯穿视 

网膜通路”迅速内化人 aPE细胞 内，激光共 焦观察可 

见 GFP最终集中表达于 aPE层 ，与之前 的研 究结 论 
一 致 ” 。且 由于外层 PLGA的保护作用增强基 

因片段耐核酸酶 的能力 ，降低 了基 因片段 被酶降解 

的几率 ，使质粒作用维 持 了比裸质粒更长的有效 期 ， 

克服了裸质粒 易被体 内核 酸酶降解 、作用时 间短 的 

难题 ’ 。组织病理学观察也证实纳米粒玻璃体腔 

内注射后 ，眼内组织结构无改变 ，未见 明显眼 内炎性 

征象 。 

生物降解的 PLGA制备的纳米粒已被广泛作为靶 

向和局部定位载体应用 ，除了质粒 DNA，其还可运载 

蛋白质 、羧氨酸及低分子量的化合物 。PLGA纳米 

粒的眼后节药物递送系统将为大量玻璃体视网膜疾病 

提供治疗手段 ，包括年龄相关性黄斑变性 、视网膜色素 

变性、血管性疾病如糖尿病视网膜病变和视网膜静脉 

或动脉阻塞、炎性疾病如葡萄膜炎 、增生性疾病如增生 

性玻璃体视网膜病变以及感染性疾病如眼内炎。此 

外 ，青光眼或视神经炎也可通过递送神经保护性 因子 

至眼后节达到治疗 目的⋯。通过对纳米粒被细胞吞 
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噬的机制以及增强其基 因治疗作用效果的研究发现 ， 

其释放速度稳定、生物相容性好 ，在组织和细胞基 因治 

疗具有潜在优势。本研究结果进一步证实纳米粒有可 

能为眼部新生血管性疾病提供有效的治疗途径。 

(志谢：感谢德国洪堡基金会仪器设备捐赠基金的资助) 
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角膜缘干细胞移植治疗翼状胬肉低复发率手术技巧 

李明桂 张发梁 梁惠文 

Schermer等 首次发现角膜缘干细胞位于角膜缘基底细胞 中 

并命名。研究表明，翼状胬肉的发生与角膜缘干细胞缺陷有关 。。 

本文探讨角膜缘干细胞移植治疗翼状胬肉低复发率的手术技巧 。 

1 资料与方法 

1．1 一般 资料 收集 2000年 1月一2O08年 6月我院 眼科住 

院治疗的翼状胬 肉患者 400例 (580眼)，其 中男 202例 (322 

眼)，女 198例 (258眼)；年 龄 21一，86岁 ，平 均 40．5岁 。2000 

年 1月～20O3年 12月手术 18O例 (260眼 )为第 1组 ，2004年 1 

月一20̈O8年 6月手术 220例 (320眼 )为第 2组 。所有 患者 翼 

状胬 肉侵 入角膜缘 内 4～8 Nlln，平 均 (6．9±0．8)mill；翼状 胬 肉 

角膜缘处宽度 3～8 mIll，平均 (5．9±0．8)mill。2组 患者 的年 

龄 、性 别 、翼状胬 肉大小 比较 ，差异均无统计学意 义。 

1．2 手术方法 0．5％ 爱尔 凯 因表 面麻 醉 ，2％ 利 多卡 因局 部 

浸润麻醉 。第 1组患者 在显微 镜 下用传 统 的切 除法切 除翼状 

胬 肉头部 ；第 2组用 撕除 法 ，即用 圆刀 片沿翼 状 胬肉头 部上 缘 

或下缘外周切开其上皮 层 ，使翼 状胬 肉翘 起少 许 ，显微齿 镊 提 

起翘起的头部 ，顺其 纤维 的生 长方 向撕除 ，使 翼状 胬 肉组织 完 

整从 角膜表面撕下 ，较大的翼状胬 肉从上下缘 分离后分别撕 除， 

切除翼状胬 肉两端角膜缘处正常球结膜 2 miI1。分离翼状胬肉组 

织至泪阜部 ，剪除全部翼状胬 肉及肥厚增生 的结膜 下组织 ，巩膜 

面轻度烧灼止血。第 1组取 2 mm宽的健 康结 膜瓣 ，结膜瓣大 于 

翼状胬 肉切除角膜缘缺损处 1 Illill。第 2组取 3．5 mm宽 的健康 

结膜瓣 ，切取结膜瓣 大于角膜缘 缺损处 2 mill。2组结膜瓣 均不 

带筋膜组织 ，植片上皮 面向上将其移植 到切除 区，10／0无创伤缝 

线缝合于巩膜植床上。复发性手术 在上 次手术半年后进行 。术 

后涂典必殊眼膏，包扎 24 h后以典必殊、双氯芬酸钠及重组人表 

皮生长因子滴 眼液点眼 ，每 日4次 。术后 2周拆线 ，4周停药 。 

1．3 疗 效评定标准 (1)痊 愈 ：手 术 区光 滑洁 净 ，结 膜平 整无 

充血 ，角膜创面上皮覆盖 ，无 新生血 管及 胬 肉增 生。 (2)复发 ： 

结膜充血 明显 ，局部增厚 ，角 膜创 面有新生血管及胬 肉增生 。 

1．4 统计学 方法 采用 SPSS 10．0统计学 软件 进行 统计 学分 

析 ，2组间角膜创 面上皮 愈合 时 间的 比较 采用 独立 样本 的 t检 

验 ．术后 6个 月 2组 间治愈率 和复 发率 的 比较采用 卡方 检验 。 

P<0．05为差异有统计学意义 。 

2 结果 

2组患 者术后早 期均有不 同程度 的结膜 植片充 血 、水肿 和 

异物刺激感 ，3～9 d后症状逐 渐减轻 。角膜 创面上皮 愈合 时间 

第 l组 平均为 (5．38±1．55)d，第2组 平均 为 (1．23±1．1 5)d， 
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· 临 床 经 验 · 

2组 比较差 异有统计学意义 (t=2．529，P<0．05)。术后 随访 6 

个月 ～2年，第 1组 237眼痊愈，31眼复发，复发率为 11．92％； 

第 2组 309眼痊愈 ，11眼复发 ，复发率 为 3．44％ ，2组 间差异有 

统计 学意义(× =5．714，P<0．05)。 

3 讨论 

单纯 切除法破 坏完整的角膜缘屏 障，增生 活跃的结膜 成纤 

维细胞 向角膜方 向生长 ，导致翼状 胬 肉复发 ，复发 率为 30％ ～ 

50％。角膜缘干细胞存在于角膜缘基底部，能增生、分化为角 

膜上皮细胞 ，阻止结膜上 皮 细胞移 行至 角膜表 面 ，保持 角膜 的 

透 明性与正 常生理 功能 。完 整的角 膜缘 是阻止 结膜 向角膜 

生长 的屏 障。角膜缘 干细胞 移植 手术 治疗翼 状 胬肉后其 复发 

率均下降。本研究表明撕除法联合宽角膜缘干细胞植片手术 

的复发率较单纯切除法联合合适植片的复发率明显降低。 

采用撕除法代替切 除法 的临 床意 义是角 膜创 面修复 时间 

缩短 ，角膜上 皮迅 速上皮 化 ，能遏 制纤维 血管 组织 向角膜 表面 

生长 ，结构 和功能健 全 的 上皮 组织 是 维持 角膜 透 明 的重要 条 

件 ，从而 降低翼状 胬肉的复发率。宽角膜缘 干细胞上皮 的结膜 

瓣植 片的切取技术是翼状胬 肉手术成 功 、预防复发 的关 键 。宽 

干细胞结膜瓣植片有 2层含 义 ：(1)正 常角 膜缘宽 1 mnl，有上 

皮 细胞层 、疏松 纤维组 织层 和基质层 ，上 皮细胞层 超过 10层 ， 

角膜缘 上皮及浅层基质 中存在角膜上皮来 源的干 细胞 ，位 于角 

膜 和结膜 的移行区 ，角膜缘 的基 质层疏 松 ，采用 隧道 刀分离 至 

角膜缘 内透明角膜内 1．5 mm。(2)彻底撕 除胬 肉组 织后 ，切 除 

翼状 胬肉组织角膜缘 处 两端含 正常 结膜 2 mill，切 取结膜 瓣 时 

角膜缘两端分 别大于缺损区 2 Illm。高慕 洁等 报 道翼状 胬肉 

复发与干细胞植片大小有关，这是因为宽角膜缘干细胞植片与 

合适 的角膜缘 干细胞植 片相 比，角膜缘 干细胞植 片大 、平 整 ，角 

膜缘宽，使患者角膜缘更接近健康角膜缘结构，容易重建角膜 

缘干细胞所需 的角膜 缘 龛环境 ，对 于细 胞 的增 生 、分化及 凋亡 

有调节作用 ，增强 了角膜缘 的 Vogt栅栏结构和机械屏障作用 。 
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