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一种靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细

胞仿生纳米囊泡及其制备方法和应用

(57)摘要

本发明公开了一种靶向治疗血管内皮细胞

的间充质干细胞仿生纳米囊泡及其制备方法和

在抗缺血性脑卒中中的应用。该仿生囊泡由外层

的间充质干细胞膜蛋白、氢化大豆磷脂、二油酰

磷脂酰乙醇胺、胆固醇和作为内核包封的miR‑

132‑3p‑鱼精蛋白复合物构成。该间充质干细胞

仿生纳米囊泡载体具有良好的生物相容性，能够

逃避免疫系统的清除，具有延长的体内循环时

间，向脑卒中损伤区域归巢并靶向结合脑血管内

皮细胞，释放出miR‑132‑3p，发挥缓解血管内皮

细胞氧化应激、抗细胞凋亡、保护BBB和减少继发

性脑损伤的作用，实现对缺血性脑卒中的安全高

效治疗。
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1.一种靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡，其特征在于，该囊泡由

间充质干细胞膜蛋白通过疏水相互作用插入由氢化大豆磷脂、二油酰磷脂酰乙醇胺和胆固

醇形成的磷脂薄膜中构成仿生囊泡外层，内部负载miR‑132‑3p‑鱼精蛋白复合物。

2.根据权利要求1所述的靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡，其特

征在于，间充质干细胞仿生纳米囊泡平均粒径在123.30±0.78nm。

3.根据权利要求1所述的靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡，其特

征在于，磷脂薄膜中氢化大豆磷脂、二油酰磷脂酰乙醇胺和胆固醇的摩尔比为(2‑3)：1：(1‑

2)，优选摩尔比为5:2:3。

4.根据权利要求1所述的靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡，其特

征在于，间充质干细胞膜蛋白与磷脂薄膜的质量比为1：(80‑120)，优选质量比为1：100。

5.根据权利要求1所述的靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡，其特

征在于，所述的间充质干细胞膜蛋白为使用膜蛋白提取试剂盒从间充质干细胞中提取获

得。

6.根据权利要求1所述的靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡，其特

征在于，所述的miR‑132‑3p‑鱼精蛋白复合物中鱼精蛋白和miR‑132‑3p的摩尔为2：1；优选

的，制备方法为：miR‑132‑3p和鱼精蛋白分别溶解在预冷的DEPC水中，以鱼精蛋白：miR‑

132‑3p为2：1的摩尔比涡旋混匀，静置5分钟。

7.权利要求1～6任一项所述的靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡

的制备方法，包括以下步骤：

(1)将大豆磷脂、二油酰磷脂酰乙醇胺和胆固醇按摩尔比溶解在无水乙醇中，经旋转蒸

发仪蒸发形成磷脂薄膜；

(2)将miR‑132‑3p‑鱼精蛋白复合物分散在PBS溶液中，通过水浴超声水化磷脂薄膜，并

用磁子搅拌30分钟，形成磷脂薄膜悬浮液；

(3)以间充质干细胞膜蛋白与磷脂薄膜为1：(80‑120)的质量比在磷脂薄膜悬浮液中加

入间充质干细胞膜蛋白，分别通过800nm、400nm和200nm孔径的醋酸纤维素膜挤压10次，得

到间充质干细胞仿生囊泡溶液；离心获得间充质干细胞仿生囊泡。

8.根据权利要求7所述的方法，其特征在于，离心为16,000g离心30分钟；优选的，获得

的间充质干细胞仿生囊泡可以用PBS重悬，在4℃下保存。

9.根据权利要求7所述的方法，其特征在于，所述氢化大豆磷脂、二油酰磷脂酰乙醇胺

和胆固醇的摩尔比为(2‑3)：1：(1‑2)，优选摩尔比为5:2:3；优选的，所述间充质干细胞膜蛋

白与磷脂薄膜的质量比为1：100；所述脂质体挤出器微孔滤膜孔径为800nm、400nm和200nm。

10.权利要求1～6任一项所述的靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡

在制备治疗缺血性脑卒中药物中的应用。
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一种靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡及

其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明涉及医药技术领域，具体涉及一种靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞

仿生纳米囊泡及其制备方法和在抗缺血性脑卒中中的应用。

背景技术

[0002] 中风是世界范围内造成永久性残疾和死亡的严重脑血管疾病，其中缺血性脑卒中

约占87％。组织型纤溶酶原激活剂(Tissue‑type  plasminogen  activator,t‑PA)是目前美

国食品药品监督管理局批准的唯一治疗急性缺血性脑卒中的药物，但是它的使用存在治疗

窗狭窄、出血风险和禁忌症较多的问题。尽管大多数临床前研究表明，神经保护药物在缺血

性脑卒中动物模型中具有积极的治疗作用，但由于血脑屏障(BBB,Blood‑brain  barrier)

对药物递送的阻碍和严重的脱靶毒性，很少有III期临床试验产生令人满意的结果。缺血再

灌注脑损伤严重影响了中风患者的生存时间和生活质量。因此，迫切需要探索安全有效的

脑缺血损伤治疗策略。

[0003] BBB位于外周循环和脑实质的交界面，调节血液和大脑之间的分子运输，保护大脑

免受循环病原体的侵袭，充当动态“守门员”的角色，是维持大脑微环境的稳态的关键。BBB

的完整性是保证中枢神经系统(CNS,Central  nervous  system)正常功能的基础，BBB的破

坏与多种脑部相关疾病的发生和发展密切相关，如缺血性脑卒中、创伤性脑损伤、阿尔茨海

默症、帕金森症等。缺血性脑卒中发生时，脑血流中断，能量供应突然停止，BBB功能障碍立

刻发生并持续数周，由此引发的细胞旁通透性增加导致血液中的液体、毒素、各种免疫细胞

和炎症因子进入脑实质，造成脑水肿、神经炎症、神经元死亡等一系列严重的继发性损伤。

许多临床前和临床研究证据已经表明，BBB损坏与IS患者预后恶化息息相关。脑微血管内皮

细胞(BMECs,Brain  microvascular  endothelial  cells)排列在脑血管上，形成与血液的

主要界面。BMECs间通过紧密连接蛋白以及粘附连接蛋白相互连接，形成限制BBB通透性的

“开关”。缺血性再灌注脑损伤发生时，血管内立即产生炎症，BMECs发生氧化应激和凋亡，伴

随着紧密连接的破坏，导致BBB功能障碍，加剧脑组织缺血损伤。因此，BMECs是一个有希望

的治疗靶点，对减轻缺血再灌注脑损伤至关重要。

[0004] miR‑132‑3p作为一种内皮特异性miRNA，也被称为angiomiRs，是血管生成的关键

调控因子，已有不少研究证实其在内皮功能障碍、血管生成和心血管疾病中的作用。

p120Ras‑GTP酶激活蛋白(p120RasGAP,也被命名为RASA1)是miR‑132‑3p的直接作用靶点，

它通过增强Ras固有的GTP酶活性使其失活，是血管发育和重构的关键负调控因子。研究表

明，miR‑132‑3p通过抑制小鼠BMECs中RASA1的表达，增加Ras的活性，诱导下游PI3K/Akt通

路的蛋白磷酸化，有效降低损伤的BMECs中ROS生成和细胞凋亡的水平，增加紧密连接蛋白

的表达，恢复BBB的屏障功能,在缺血性脑卒中急性期具有神经血管保护作用。然而，miRNA

的体内递送仍然面临许多困难。首先，miRNA容易被体液中广泛分布的核酸酶所降解，导致

真正能够到达治疗部位的miRNA少之又少。研究表明，裸露的RNA在进入人体血浆后几秒钟
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几乎就会被完全降解。其次，外源性的miRNA具有免疫原性，容易被单核吞噬系统

(mononuclear  phagocytosis  system,MPS)清除。此外，由于miRNA带负电荷，和同样带负电

荷的细胞膜之间存在电荷排斥作用，导致细胞摄取不良。最后，脱靶副作用和溶酶体逃逸能

力差等等都是目前miRNA应用面临的障碍。因此，开发一种通过miRNA治疗缺血性中风的靶

向药物递送系统至关重要。

发明内容

[0005] 本发明的目的是解决miRNA体内递送存在障碍的问题，构建一种靶向治疗血管内

皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡。该仿生纳米囊泡具有良好的生物相容性、延长的体

内循环时间，并且能主动靶向于缺血性脑卒中损伤的BMECs，被BMECs摄取后通过DOPE磷脂

的倒六角相(Hexagonal  II，HII)转变实现溶酶体逃逸，释放出miR‑132‑3p抑制RASA1基因的

转录，通过调控下游Ras/PI3K/Akt信号通路，发挥抗细胞凋亡、缓解氧化应激、BBB保护的作

用，实现安全高效治疗缺血性脑卒中的效果。

[0006] 本发明的目的通过以下技术方案实现：

[0007] 一种靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡，该囊泡由间充质干细

胞膜蛋白通过疏水相互作用插入由氢化大豆磷脂(HSPC)、二油酰磷脂酰乙醇胺(DOPE)和胆

固醇形成的磷脂薄膜中构成仿生囊泡外层，内部负载miR‑132‑3p‑鱼精蛋白复合物。本发明

制备得到的纳米囊泡呈现均匀的具有脂质双分子层的球状结构，平均粒径在120nm左右。

[0008] 在一些实例中，本发明所述的靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊

泡中，磷脂薄膜中氢化大豆磷脂(HSPC)、二油酰磷脂酰乙醇胺(DOPE)和胆固醇的摩尔比为

(2‑3)：1：(1‑2)，优选摩尔比为5:2:3。

[0009] 在一些实例中，本发明所述的靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊

泡中，间充质干细胞膜蛋白与磷脂薄膜的质量比为1：(80‑120)，优选质量比为1：100。

[0010] 本发明所述的间充质干细胞膜蛋白为使用膜蛋白提取试剂盒从间充质干细胞中

提取获得，例如采用ProteoExtract  Native  Membrane  protein  extraction  kit膜蛋白提

取试剂盒提取间充质干细胞膜蛋白获得。

[0011] 本发明所述的间充质干细胞可以购买获得，也可以通过提取获得，例如从4周龄的

健康雄性C57BL/6小鼠骨髓中提取，所获得的间充质干细胞可以采用常规方法进行培养，例

如使用全骨髓贴壁方法进行纯化和扩增。

[0012] 本发明所述的miR‑132‑3p‑鱼精蛋白复合物中鱼精蛋白和miR‑132‑3p的摩尔为2：

1，其制备方法可以按照本领域的常规方法，在一种实施例中，提供一种具体的制备方法为：

miR‑132‑3p和鱼精蛋白分别溶解在预冷的DEPC水中，以鱼精蛋白：miR‑132‑3p为2：1的摩尔

比涡旋混匀，静置5分钟。

[0013] 本发明还提供所述的靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的制

备方法，包括以下步骤：

[0014] (1)将大豆磷脂、二油酰磷脂酰乙醇胺和胆固醇按摩尔比溶解在无水乙醇中，经旋

转蒸发仪蒸发形成磷脂薄膜；

[0015] (2)将miR‑132‑3p‑鱼精蛋白复合物分散在PBS溶液中，通过水浴超声水化磷脂薄

膜，并用磁子搅拌30分钟，形成磷脂薄膜悬浮液；
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[0016] (3)以间充质干细胞膜蛋白与磷脂薄膜为1：(80‑120)的质量比在磷脂薄膜悬浮液

中加入间充质干细胞膜蛋白，分别通过800nm、400nm和200nm孔径的醋酸纤维素膜挤压10

次，得到间充质干细胞仿生囊泡溶液；离心获得间充质干细胞仿生囊泡。

[0017] 本发明所述的方法中的离心可以采用本领域常规的方式，例如16,000g离心30分

钟。本发明获得的间充质干细胞仿生囊泡可以用PBS重悬，在4℃下保存。

[0018] 本发明所述方法中，所述氢化大豆磷脂、二油酰磷脂酰乙醇胺和胆固醇的摩尔比

为(2‑3)：1：(1‑2)，优选摩尔比为5:2:3；在一种实例中，所述间充质干细胞膜蛋白与磷脂薄

膜的质量比为1：100；所述脂质体挤出器微孔滤膜孔径为800nm、400nm和200nm。

[0019] 本发明还提供本发明所述的靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊

泡在制备治疗缺血性脑卒中药物中的应用。

[0020] 在本发明中，通过疏水相互作用插入磷脂双分子层中的间充质干细胞膜蛋白最终

形成的间充质干细胞仿生纳米囊泡，相对于现有技术具有如下优势：

[0021] (1)能够逃避MPS的清除，延长体内循环时间；

[0022] (2)能够响应缺血脑损伤区域过度分泌的SDF‑1趋化因子，启动仿生囊泡脑损伤部

位的归巢；

[0023] (3)结合损伤内皮细胞表面上调的VCAM‑1，使仿生囊泡能被损伤内皮细胞选择性

摄取并发挥作用；

[0024] (4)仿生囊泡被BMECs摄取后，在溶酶体酸性环境下，DOPE磷脂发生H
Ⅱ
相转变释放

出miR‑132‑3p激活下游的RASA1/Ras/PI3K/Akt信号通路，减少BMECs氧化应激和细胞凋亡

水平，对BBB和脑血管发挥保护作用，减少继发性脑损伤。

[0025] (5)对本发明制备的靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡进行了

体外迁移实验、体外溶酶体逃逸实验、体外血脑屏障保护实验、体内靶向性研究、体内药效

学研究。结果表明，使用间充质干细胞仿生囊泡包载miR‑132‑3p可以延长其体内循环时间，

避免被核酸酶降解，并将其靶向递送至损伤内皮细胞内，降低BBB通透性，减少继发性脑损

伤，发挥抗缺血性脑损伤的作用。

[0026] (6)本发明针对缺血性脑卒中第一道屏障BBB的关键成分BMECs进行治疗，减少其

氧化应激和凋亡水平，并恢复紧密连接，从而降低BBB通透性，避免外周循环中炎症分子、免

疫细胞等进入脑实质，加剧脑损伤。提出了有效的靶向BMECs的药物递送策略，为研究BMECs

和BBB在缺血再灌注脑损伤中的关键治疗作用提供了依据。

[0027] (7)本发明将间充质干细胞膜蛋白插入磷脂双分子层中构建间充质干细胞仿生纳

米囊泡，制备步骤简洁，膜蛋白保存方便并保持了了良好的生物活性，使纳米囊泡具有良好

的生物相容性、长循环特性和BMECs靶向特性。

[0028] 综上，将间充质干细胞膜蛋白插入磷脂双分子层构建间充质干细胞仿生纳米囊泡

对于靶向递送药物至缺血性脑卒中损伤血管内皮细胞具有较大的应用潜力。

附图说明

[0029] 图1为靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的透射电镜图；

[0030] 图2为激光粒度仪测定纳米囊泡粒径；

[0031] 图3实施例2靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的十二烷基硫
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酸钠‑聚丙烯酰胺凝胶电泳图；

[0032] 图4为实施例3靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的蛋白免疫

印迹图；

[0033] 图5为实施例4仿生囊泡内核miR‑132‑3p和鱼精蛋白复合物在不同比例下的琼脂

糖凝胶电泳图。

[0034] 图6为实施例5靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的体外SDF‑1

趋向性迁移图。

[0035] 图7为实施例6靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的体外血脑

屏障渗透性图。

[0036] 图8为实施例7靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡治疗缺血性

脑卒中的体内荧光分布图(左)及其半定量图(右)。

[0037] 图9为实施例8靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡治疗缺血性

脑卒中的脑切片Evans蓝染色图(左)及其定量图(右)。

[0038] 图10为实施例9靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡治疗缺血性

脑卒中的脑切片TTC染色图。

[0039] 图11为实施例10靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡治疗缺血

性脑卒中的行为学评分图。

具体实施方式

[0040] 下面结合具体实施例和附图对本发明作进一步的阐述，具体实施例是在本发明的

优选条件下进行。所述方法如无特别说明均为常规方法，所述原材料如无特别说明均能从

公开商业途径而得。

[0041] 实施例1

[0042] 靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的制备与表征

[0043] (1)间充质干细胞膜蛋白的制备

[0044] 间充质干细胞的提取方法包括以下步骤：处死4周龄的健康雄性C57BL/6小鼠，

75％乙醇浸泡10min，于超净工作台中减去双足，分离得到胫、股骨，进一步剪断胫、股骨的

连接，去除其上附着的肌肉、脂肪，并注意保持骨髓腔的完整性。用含青‑链双抗的PBS溶液

漂洗3次，剪开胫、股骨两端，吸取1mL  DMEM完全培养基冲出骨髓腔内容物至培养皿中。吹打

细胞悬液，用70μm滤网过滤后转移至15mL离心管，300g离心后弃上清，用DMEM完全培养基重

悬后移入T25细胞培养瓶，置于37℃、5％CO2细胞培养箱中培养，3天后初次换液，继续培养

进行纯化扩增。采用ProteoExtract  Native  Membrane  protein  extraction  kit膜蛋白提

取试剂盒提取间充质干细胞膜蛋白获得。

[0045] (2)miR‑132‑3p‑鱼精蛋白复合物的制备

[0046] 制备方法为：miR‑132‑3p和鱼精蛋白分别溶解在预冷的DEPC水中，以鱼精蛋白：

miR‑132‑3p为2：1的摩尔比涡旋混匀，静置5分钟。

[0047] (3)采用薄膜分散法制备，将HSPC、DOPE和胆固醇以5:2:3的摩尔比溶解在乙醇中，

经旋转蒸发仪蒸发形成磷脂薄膜。将miR‑132‑3p‑鱼精蛋白复合物分散在PBS溶液中，通过

水浴超声水化磷脂薄膜，并用磁子搅拌30分钟。以膜蛋白：磷脂薄膜为1：100的比例在磷脂
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薄膜悬浮液中加入膜蛋白，分别通过800nm、400nm和200nm孔径的醋酸纤维素膜挤压10次，

得到间充质干细胞仿生囊泡溶液。16,000g离心30分钟后，用PBS重悬脂质体沉淀，在4℃下

保存。用透射电镜表征仿生纳米囊泡的形态，图1中可观察到纳米囊泡呈现均匀的具有脂质

双分子层的球状结构，平均粒径在120nm左右。激光粒度仪测定纳米囊泡粒径见图2。

[0048] 若无特别说明，以下实施例中所用的间充质干细胞仿生纳米囊泡均为本实施例制

备的囊泡。

[0049] 实施例2

[0050] 靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的的十二烷基硫酸钠‑聚丙

烯酰胺凝胶电泳实验

[0051] 用十二烷基硫酸钠‑聚丙烯酰胺凝胶电泳 (Sod ium  d od ecyl  s ulfa te 

polyacrylamide  gel  electrophoresis,SDS‑PAGE)分析间充质干细胞总蛋白(Total  cell 

protein)、膜蛋白(Memberne  protein)、实施例1制备的间充质干细胞仿生囊泡(MSCosome)

和裸脂质体(Liposome)的蛋白表达谱。用BCA法定量各组的蛋白浓度后，用RIPA裂解液将各

组稀释到相同的浓度，与5X上样缓冲液混合均匀，100℃下加热10分钟，将样品加入4‑20％ 

Bis‑Tris蛋白凝胶的上样孔中，每孔加样体积为20μL，其中含60μg蛋白质。电泳完成后使用

考马斯亮蓝染色液对凝胶进行染色，染出的蛋白表达条带图显示间充质干细胞仿生囊泡具

有和间充质干细胞膜蛋白类似的表达谱，表明间充质干细胞膜蛋白成功整合到仿生纳米囊

泡中。结果见图3。

[0052] 实施例3

[0053] 靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的蛋白免疫印迹实验

[0054] 用RIPA溶液裂解各组样品，12,000g离心20分钟，收集上清液并定量蛋白浓度。经

SDS‑PAGE分离后，将蛋白质转移到孔径为0.22μm的PVDF膜上。PVDF膜用含5％脱脂奶粉的

TBST溶液封闭，在室温下振荡孵育1小时；与抗CD47(1:1000)、CXCR4(1:500)、VLA‑4(1:

1000)和GADPH(1:1000)的一抗溶液在4℃下振荡孵育过夜；最后与HRP结合的IgG二抗(1:

5000)室温孵育1小时。用ECL发光液浸泡条带，并在Tanon  4600系列全自动化学发光图像分

析系统中曝光。结果如图4，表明间充质干细胞关键膜蛋白CD47、CXCR4和VLA‑4能够成功转

移到仿生纳米囊泡表面。

[0055] 实施例4

[0056] 靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡内核中鱼精蛋白对miR‑

132‑3p的压缩比考察

[0057] 间充质干细胞仿生纳米囊泡的内核使用鱼精蛋白来压缩miR‑132‑3p，来中和

miRNA的负电荷并形成纳米级复合物，使其易于被包封。为了确定鱼精蛋白对miR‑132‑3p最

佳压缩比，将鱼精蛋白和miRNA分别以0:1、0.4:1、0.8:1、1:1、1.2:1、1.6:1和2:1的摩尔比

混合，并在4℃孵育5分钟。以1：5的比例用红色荧光上样缓冲液稀释复合物，将10μL含有

200ng  miRNA的复合物添加到2％琼脂糖凝胶的上样孔中，在Tanon  HE‑120多功能水平电泳

槽中100V电泳20分钟，最后在Tanon  1600系列多功能凝胶图像分析系统中曝光。图5电泳结

果表明当鱼精蛋白和miRNA摩尔比为2:1时，鱼精蛋白能够完全压缩miRNA。

[0058] 实施例5

[0059] 靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的体外SDF‑1趋向性考察
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[0060] 通过Transwell实验验证SDF‑1/CXCR4轴在仿生纳米囊泡向脑损伤部位的迁移中

的重要作用。首先建立Transwell单层细胞模型：bEnd .3细胞以5×104细胞/孔的密度铺种

于Transwell细胞培养小室(孔径为1.0μm，表面积为0.33cm2)中，置于24孔板内常规培养7

天，使用Millicell‑ERS伏特计(Millicell‑ERS  2，Millipore，USA)检测细胞单层的跨内皮

电阻(TEER)，TEER值高于200Ω .cm2的单层细胞用作BBB实验模型。用100ng/mL  TNF‑α刺激

细胞12小时后，在Transwell小室上腔室加入0.25mg/ml  DMEM培养基稀释的DiO标记的仿生

纳米囊泡溶液和对照组制剂，加样体积为800μL，下腔加入200μL含或不含SDF‑1的DMEM培养

基。37℃孵育6小时后，收集下室培养基，通过全波段多功能微板阅读器检测荧光信号强度。

结果见图6，结果表明间充质干细胞仿生纳米囊泡通过表面的CXCR4蛋白趋向脑缺血损伤部

位富集的SDF‑1细胞因子，能够归巢于脑缺血损伤部位。

[0061] 实施例6

[0062] 靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的体外血脑屏障保护作用

考察

[0063] 建立体外血脑屏障损伤模型，考察仿生纳米囊泡对血脑屏障的保护作用。将

bEnd.3细胞以5×104个细胞/孔的密度接种于Transwell细胞培养小室上室中，置于24孔板

内常规培养7天，形成致密的单细胞层。细胞用100ng/mL  DMEM培养基稀释的TNF‑α溶液刺激

12h，之后用不同的制剂处理12h，以正常细胞作为对照。在Transwell小室上腔室加入1mg/

mL  10kDa的FITC‑葡聚糖溶液，共培养4小时后，收集下腔室的溶液，用全波段多功能微板阅

读器测量荧光信号强度，用FITC‑葡聚糖穿过单层细胞的通量来考察细胞旁通透性。FITC‑

葡聚糖对细胞的表观渗透系数(Papp)计算公式为：

[0064]

[0065] dQ/dt是每分钟FITC的转运量(ng/min)，A是滤膜的表面积(cm2)，C0是FITC的初始

浓度(ng/mL)，60是分钟到秒的换算。结果见图7，结果表明间充质干细胞仿生纳米囊泡在细

胞层面能够靶向修复损伤的血管内皮细胞，从而恢复血脑屏障的功能。

[0066] 实施例7

[0067] 靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的体内分布及靶向性考察

[0068] C57B6/J健康雄性小鼠，随机分为三组：靶向递药系统组(MSCo/miR‑132‑3p组)、非

靶向递药系统组(Lipo/miR‑132‑3p)组和假手术组(Sham)组。每组分别于脑缺血再灌注损

伤后，分别尾静脉注射Cy7荧光标记的相应组别的载体。于给药后2h、6h和12h时，使用小动

物活体成像仪(In  Vivo  Imaging  System,IVIS)观察各组制剂在tMCAO/R小鼠脑内的分布

情况，见图8左。通过Region‑Of‑Interest(ROI)analysis进行半定量分析，见图8右。由图可

知，在不同时间点，MSCo/miR‑132‑3p组的荧光信号较Lipo/miR‑132‑3p组和Sham组显著增

加，且随着时间的持续，Lipo/miR‑132‑3p组和Sham组荧光强度逐渐减弱，而MSCo/miR‑132‑

3p组依然有较强的荧光强度，表明将间充质干细胞膜蛋白整合入磷脂双分子层中使得仿生

囊泡具有延长的体内循环时间，并能够靶向富集于病变脑区。

[0069] 实施例8

[0070] 靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的体内血脑屏障保护作用

考察
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[0071] 使用Evans蓝染色评估体内血脑屏障的通透性。tMCAO小鼠再灌注1h后尾静脉注射

不同的制剂，体内循环48小时后，以4mL/kg的浓度给小鼠注射4％的Evans蓝溶液，2小时后

用PBS和4％多聚甲醛进行心脏灌注。处死小鼠并分离出小鼠大脑，将其切成1毫米厚的冠状

切片，用照相机拍照，见图9，结果表明间充质干细胞仿生纳米囊泡在缺血性损伤脑卒中动

物模型中能够降低血脑屏障通透性。

[0072] 实施例9

[0073] 靶向治疗血管内皮细胞的间充质干细胞仿生纳米囊泡的体内药效学研究

[0074] tMCAO小鼠再灌注1小时后分别尾静脉注射PBS、裸miR‑132‑3p、不包载miR‑132‑3p

的间充质干细胞仿生囊泡(MSCosome)、未整合间充质干细胞膜蛋白的非靶向脂质体(Lipo/

miR‑132‑3p)、间充质干细胞仿生纳米囊泡(MSCo/miR‑132‑3p)，以健康小鼠作为对照。体内

循环48小时后取脑，于‑20℃冷冻20min，冠状面由前至后，快速切成1mm宽的冠状切片，共5

片。将切片置于1％(w/v)的TTC染色液中，37℃恒温孵育约20min至观察到梗死区脑组织呈

白色而正常脑组织呈现鲜红色，将染好的切片轻置白色板上，相机拍照。TTC染色结果见图

10，其中玫红色部位为正常脑组织，白色部位为梗死区域，PBS、裸miR‑132‑3p和MSCosome给

药组有较大程度的损伤，Lipo/miR‑132‑3p给药组由于缺乏靶向性仅能轻微减轻脑损伤，而

MSCo/miR‑132‑3p的梗死面积可见明显减小，表明间充质干细胞仿生纳米囊泡对缺血性脑

损伤具有良好的保护作用。

[0075] 小鼠脑缺血再灌注损伤1小时后尾静脉注射上述相同的制剂，后续每隔一天给药，

共给药7天，之后根据Zea‑Longa建立的评价神经功能缺损程度的五级四分法对经术后治疗

的小鼠进行神经功能评分。神经功能评分结果见图11，可以看出间充质干细胞仿生纳米囊

泡MSCo/miR‑132‑3p治疗可以明显减轻tMCAO小鼠的神经功能损伤，统计学差异显著(P<

0.001)。
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图3
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图5

图6
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图7

图8
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图9

图10
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图11
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