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摘  要 

目的：构建一种血小板细胞膜包覆聚乳酸–羟基乙酸聚合物(poly (lactic-co-glycolic acid), PLGA)的仿生

纳米系统(PLTm@PLGA)，评估其在烟曲霉菌性角膜炎中的抗炎作用。方法：制备并表征PLTm@PLGA。
通过CCK-8、溶血试验检测生物安全性。实时荧光定量聚合酶链反应(RT-qPCR)检测烟曲霉菌刺激

RAW264.7细胞后炎症因子TNF-α、IL-1β的mRNA表达水平。建立烟曲霉菌性角膜炎小鼠模型，观察治

疗效果并进行炎症评分。结果：PLTm@PLGA呈球形，表现为典型的“壳–核”结构，其粒径为234.3 ± 
8.9 nm。PLGA、PLTm@PLGA无明显细胞毒性，血液相容性好。PLTm@PLGA显著抑制RAW264.7细
胞中TNF-α、IL-1β mRNA表达。PLTm@PLGA处理组临床炎症评分显著下降。结论：PLTm@PLGA具有

良好生物相容性，抑制促炎细胞因子表达，减轻了小鼠烟曲霉菌性角膜炎的炎症反应。 
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Abstract 
Objective: Poly (lactic acid-co-glycolic acid) (PLGA) was coated with platelet membranes to con-
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struct a biomimetic NanoSystem (PLTm@PLGA), which was evaluated its protective effect in As-
pergillus fumigatus keratitis. Methods: PLTm@PLGA was prepared and characterized. The biosa-
fety was investigated by CCK-8 and hemolysis tests. The mRNA expression levels of TNF-α and 
IL-1β were detected by Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) 
in RAW264.7 cells stimulating with Aspergillus fumigatus. Mice models of Aspergillus fumigatus 
keratitis were established to observe the therapeutic effect and score the inflammation. Results: 
PLTm@PLGA is spherical and has a typical “shell-core” structure, and its particle size was 234.3 ± 
8.9 nm. PLGA and PLTm@PLGA showed no significant cytotoxicity and hemolysis. PLTm@PLGA 
significantly inhibited the mRNA expression of TNF-α and IL-1β in RAW264.7 cells. The clinical in-
flammation score was significantly decreased in PLTm@PLGA group. Conclusion: PLTm@PLGA has 
great biosafety, and plays an anti-inflammatory role in Aspergillus fumigatus keratitis in mice by 
inhibiting the expression of inflammatory cytokines. 
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1. 引言 

真菌性角膜炎(Fungal keratitis, FK)是由真菌感染和过度炎症引发的角膜疾病，若不及时治疗会造成失

明等不可挽回的后果[1] [2]。近期，一项回顾性研究显示，除角膜移植术后感染病例，在临床怀疑 FK 患

者中，镰刀菌属和曲霉菌属是最常见的致病菌属[3]。真菌感染角膜后，固有免疫被激活，模式识别受体

识别真菌细胞壁表面的病原体相关分子模式，从而诱导趋化因子和炎症因子产生，促进免疫细胞向角膜

病变区募集，以抵御病原体侵袭[4]。然而，由于过度炎症反应积累大量免疫细胞、炎症因子，造成角膜

组织损伤和混浊加重，导致 FK 预后不良。因此，减轻过度炎症反应也是治疗 FK 的重要手段。 
近年来，细胞膜仿生纳米系统因其良好的生物相容性、可生物降解及其独特功能获得了极大关注。

其中，血小板是一种具有炎症靶向作用的无核细胞，在外周血中含量丰富[5] [6]。Jin 等研究的血小板细

胞膜所包被的纳米颗粒可以减少促炎因子的产生并减轻肺部炎症，显示出血小板细胞膜趋炎性的优势[5]。
血小板的经典功能包括黏附在破损血管壁，进行止血。已有研究表明，在感染性疾病中血小板可粘附真

菌、细菌等病原体[7] [8] [9]，并且能够中和毒素，减少金黄色葡萄球菌对吞噬细胞的攻击，从而改善全

身感染的预后[10]。PLGA 具有独特的理化特性，如形态规整、粒径可调节、物理刚性、生物相容性以及

生物可降解性[11] [12] [13]。凭借这些优势，PLGA 已被广泛应用于纳米载体的制备。本研究通过设计制

备血小板细胞膜仿生纳米系统，探究其在体内外烟曲霉菌性角膜炎中的作用。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验对象及试剂 

2.1.1. 实验对象 
健康雌性 C57BL/6 小鼠(6~8 周龄)购买自中国济南朋悦实验动物有限公司。所有小鼠均已排除眼前节
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异常情况。依据美国眼科和视觉研究协会(ARVO)标准处理所有实验小鼠。巨噬细胞 RAW264.7 购买自中

国科学院。标准烟曲霉菌株(CGMCC 3.14869)由中国普通微生物菌种保藏管理中心提供。 

2.1.2. 实验试剂 
PLGA (50:50)购买自济南岱罡生物工程有限公司。牛血清白蛋白(BSA)、磷酸盐缓冲液粉末(PBS)、

沙氏培养基、Tween 20、PMSF 均购买自 Solarbio 公司。二氯甲烷(美国 Sigma 公司)，Cell counting kit-8 
(CCK-8)试剂盒(美国 MCE 公司)。BCA 蛋白浓度测定试剂盒(Elabscience 公司)。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 血小板细胞膜分离纯化 
获取健康 C57BL/6 小鼠外周血，差速离心法[14]将上层富集血小板血浆与下层红细胞分离。分装红

细胞用于后续溶血试验。分装上层富集血小板血浆并加入 1 mM EDTA 和 2 μM PMSF。800 g 离心 20 分

钟纯化血小板，置于液氮迅速冷冻，并于室温解冻。通过反复冻融法使血小板破裂。8000 g 离心 15 分钟，

收集血小板细胞膜后 PBS 重悬。超声细胞破碎仪(Q500 Sonicator，美国)连续超声 1 分钟破碎血小板细胞

膜。BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定血小板细胞膜浓度。 

2.2.2. PLTm@PLGA 的制备 
采用乳液溶剂挥发法[15]制备 PLGA 纳米颗粒。称取 4 mg BSA 溶解于 100 mL 去离子水(ddH2O)中，

得到 4% BSA 溶液。精确称量 20 mg PLGA 溶于 5 mL 二氯甲烷中作为有机相。将有机相逐滴缓慢加入

4% BSA 溶液中，得到乳白色溶液。冰水浴下超声处理 3 分钟。最后，将其置于磁力搅拌器(时博，中国)，
搅拌过夜以挥发有机溶剂。4℃ 12,000 rpm 离心 15 分钟收集沉淀。充分洗涤去除残留的有机溶剂，冷冻

干燥并收集 PLGA 纳米颗粒。 
使用共挤出法制备血小板细胞膜包覆 PLGA 的仿生纳米颗粒。将血小板细胞膜与 PLGA 纳米颗粒按

照 1:10 质量比充分混匀，通过反复挤压脂质体挤出器(LiposoFast-Basic Avanti，美国)得到 PLTm@PLGA，

冷冻干燥并收集最终产物。 

2.2.3. PLTm@PLGA 的表征 
使用粒度电位分析仪(NanoSight 公司，英国)检测 PLTm@PLGA 的粒径分布及表面 Zeta 电位。通过

透射电子显微镜(transmission electronmicroscope, TEM)观察其形态。TEM 样本滴到铜网格上的多孔碳膜

上，自然干燥后观察并拍照。 

2.2.4. PLTm@PLGA 的生物安全性 
CCK-8 实验检测体外 PLGA、PLTm@PLGA 对 RAW264.7 细胞活力的影响。RAW264.7 细胞接种于

96 孔细胞板中，培养细胞密度达到 80%~90%时开始处理细胞。更换含有不同浓度(0, 3.906, 7.813, 15.625, 
31.25, 62.5, 125, 250, 500 μg/mL)的 PLGA、PLTm@PLGA 培养液后，继续培养 24 小时。无菌 PBS 洗涤 3
次，避光条件下将每孔加入 10 μL 含有 CCK-8 的培养液，继续培养 2 小时。最后使用酶标仪(PerkinElmer 
公司，美国)测定 450 nm 处的吸光度。实验重复 3 次。 

为了进一步评估生物安全性，我们进行了溶血试验。使用预冷 PBS 洗涤红细胞，4℃，3000 rpm，20
分钟。然后将 4%的红细胞悬液分别与 ddH2O、PBS、PLGA、PLTm@PLGA 混合。ddH2O 混合的红细胞

作为阳性对照组，PBS 混合的红细胞作为阴性对照组。所有处理组 37℃条件下孵育 2 小时，观察溶血情

况。4℃，3500 rpm 离心 5 分钟，拍照离心管内的溶血状态，并收集上清加至 96 孔板，使用酶标仪在 541 
nm 处测量其吸光度。同时，在显微镜下观察各组血细胞形态。 
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2.2.5. 烟曲霉菌培养与制备 
基于本实验室原有方法[16]制备烟曲霉分生孢子及菌丝，用含 0.1% Tween 20 的无菌 PBS 冲洗培养

烟曲霉菌的沙氏培养基，获得分生孢子。离心后重悬分生孢子。烟曲霉菌接种在装有沙氏液体培养基的

锥形瓶内，并用无菌组培封口膜封闭。锥形瓶放置在培养箱中培养 4~5 天，直到生成大量菌丝，收集菌

丝并研磨成碎片。然后用无菌 PBS 洗涤，4000 g 离心 40 分钟得到菌丝液。75%乙醇灭活真菌菌丝，PBS
反复洗涤离心后用 DMEM 调整灭活菌丝浓度。 

2.2.6. 细胞培养及处理 
将 RAW264.7 细胞接种在 12 孔板中，随后放置在含有 5% CO2的 37℃细胞培养箱中，培养至细胞密

度达 80%~90%，加入灭活烟曲霉菌丝刺激 RAW264.7 细胞，共培养 1 小时后，分别给予 PLGA、

PLTm@PLGA 处理 7 小时。吸除上清液并用无菌 PBS 洗涤细胞，收集 RAW264.7 细胞用于 RT-qPCR 实

验。从 Genebank 中检索小鼠 β-actin、IL-1β、TNF-α的 mRNA 序列，设计并合成 PCR 引物。实验所需基

因序列如表 1： 
 

Table 1. Primer sequence of RT-qPCR 
表 1. RT-qPCR 引物序列 

基因 引物序列 基因库 

β-actin (Mouse) 
F: GATACTGCTCTGGCTCCTAGC 

NM_007393.5 
R: GACTCATCGTACTCCTGCTTGC 

IL-1β (Mouse) 
F: CGCAGCAGCACATCACAAGAGC 

NM_008361.4 
R: TGTCCTCATCCTGGAAGGTCCACG 

TNF-α (Mouse) 
F: ACCCTCACACTCAGATCATCTT 

NM_013693.3 
R: GGTTGTCTTTGAGATCCATGC 

2.2.7. 烟曲霉菌性角膜炎小鼠模型建立 
健康 C57BL/6 小鼠随机分组，每只小鼠的右眼作为空白对照，左眼为实验组。建模：使用一次性无

菌胰岛素针在小鼠角膜建立基质隧道口，Hamilton 微量注射器抽吸 2 μL 烟曲霉菌孢子，针头进入隧道并

缓慢匀速推注孢子。实验组小鼠左眼随机分为 AF 组、PLGA 治疗组和 PLTm@PLGA 治疗组。各组小鼠

每日 4 次点眼治疗，每次 3 μL。分别于术后 1、3、5 天使用裂隙灯显微镜(CarlZeiss 公司，德国)观察并

拍照。依据临床评分[17]评估烟曲霉菌性角膜炎的严重程度。评分标准如表 2： 
 

Table 2. Clinical classification and scoring criteria for FK in mice 
表 2. 小鼠真菌性角膜炎临床分级及评分标准 

 I 级(1 分) II 级(2 分) III 级(3 分) IV 级(4 分) 

溃疡面积 1%~25% 26%~50% 51%~75% 76%~100% 

混浊程度 虹膜纹理尚清瞳孔可见 
角膜轻度混浊 

虹膜可见 
角膜较混浊 

虹膜不见 
角膜不均匀混浊 角膜均匀重度混浊 

溃疡形态 轻度不规则 轻度水肿不规则 重度水肿龛样混浊或后弹力层膨出 穿孔或后弹力层膨出 

注：小鼠角膜临床评分为三项指标分数之和。 

2.3. 统计学方法 

实验数据以 x s± 表示。两组间差异的显著性采用 t 检验。3 组或 3 组以上差异的显著性采用单因素
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方差分析。*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，实验重复 3 次以确保准确性。 

3. 结果 

3.1. PLTm@PLGA 的表征 

通过粒度电位分析仪检测 PLTm@PLGA 粒径大小为 234.3 ± 8.9 nm，粒径分布如图 1(A)所示，

PLTm@PLGA 粒径大小适宜且大多集中分布。图 1(B)显示分离纯化的血小板细胞膜表面电荷为−10.1 ± 1.4 
mV，PLGA 纳米颗粒表面电荷−27.3 ± 1.6 mV，PLTm@PLGA 表面电荷为−10.3 ± 1.7 mV。PLGA 在包覆

血小板细胞膜后表面 Zeta 电荷与血小板细胞膜表面 Zeta 电荷无差异，说明已将血小板细胞膜成功包覆在

PLGA 表面。为进一步验证 PLTm@PLGA 制备成功，通过 TEM 观察到特征性“壳–核”结构(图 1(C))。 
 

 
Figure 1. Particle size (A), Zeta potential (B), TEM (C) of PLTm@PLGA 
图 1. PLTm@PLGA 的粒径(A)、表面 Zeta 电位(B)、TEM(C) 

3.2. PLTm@PLGA 安全性评估 

首先，使用不同浓度的(0, 3.906, 7.813, 15.625, 31.25, 62.5, 125, 250, 500 μg/mL)的 PLGA、

PLTm@PLGA与RAW264.7细胞共培养，检测PLGA、PLTm@PLGA在体外的细胞毒性。CCK-8 (图 2(A)、
图 2(B))结果显示各浓度下均未对 RAW264.7 细胞活力产生影响。为了进一步证实 PLGA、PLTm@PLGA
的血液相容性，我们利用健康 C57BL/6 小鼠红细胞进行溶血试验。PBS 混合的红细胞作为阴性对照组，

ddH2O 混合的红细胞作为阳性对照组。与阴性对照组相比较，可以直观看到上清液充满由于红细胞破裂

而溢出的血红素，出现显著的溶血现象。PLGA、PLTm@PLGA 处理组上清液与阴性对照组相一致，上

清液几乎透明，均未出现溶血现象。将上清液取样，通过酶标仪检测结果(图 2(D))与图 2(C)一致，阳性

对照组出现显著的溶血现象，PLGA、PLTm@PLGA 处理组均未出现溶血现象。 
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Figure 2. The cytotoxicity of different concentrations of PLGA (A) and PLTm@PLGA (B) on RAW264.7 cells and the he-
molysis of red blood cells (C, D)  
图 2. 不同浓度 PLGA (A)、PLTm@PLGA (B)对 RAW264.7 细胞毒性以及对红细胞溶血情况(C, D)考察 

 
同时，在光学显微镜下对不同处理组的红细胞形态进行观察记录。如图 3 所示，由 ddH2O 处理的阳

性对照组，镜下未观察到完整红细胞形态，红细胞完全被破坏，有少量的细胞碎片，而 PBS 处理的红细

胞显示出正常的双面凹圆盘形态。PLGA、PLTm@PLGA 处理组红细胞膜完整，形态正常。总之，这些

结果表明仿生纳米系统具有良好的生物相容性和生物安全性。 
 

 
Figure 3. Morphology of red blood cells in ddH2O, PBS, PLGA and PLTm@PLGA groups under light microscope 
图 3. 光学显微镜下 ddH2O、PBS、PLGA、PLTm@PLGA 组红细胞形态 
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3.3. PLTm@PLGA 对 RAW264.7 中 AF 诱导炎症的影响 

如图 4(A)、图 4(B)所示，灭活菌丝刺激 RAW264.7 细胞后，PLGA 处理组中炎症因子 IL-1β、TNF-α
表达与 AF 组无显著差异，而经过 PLTm@PLGA 处理后炎症因子 IL-1β、TNF-α 表达显著降低。结果表

明，PLTm@PLGA 具有抑炎作用。 
 

 
Figure 4. The mRNA expression levels of inflammatory cytokines 
图 4. 各组炎症因子 mRNA 表达水平 

3.4. PLTm@PLGA 减轻小鼠烟曲霉菌性角膜炎临床评分 

裂隙显微镜下观察小鼠角膜感染烟曲霉菌后第 1、3、5 天的角膜炎程度(图 5(A))。感染烟曲霉菌后

第 1 天，各组小鼠角膜炎严重程度无明显差异。与 AF 组相比，感染后第 3、5 天，PLTm@PLGA 处理组

溃疡面积和混浊程度显著减轻，炎症临床评分显著下降(图 5(B))，差异具有统计学意义。 
 

 
Figure 5. The anterior segment photographs (A) and clinical scores (B) on day 1, 3 and 5 after AF keratitis in mice 
图 5. 小鼠角膜感染 AF 后第 1、3、5 天的眼前节照相(A)以及炎症临床评分(B) 
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4. 讨论  

FK 是一种由致病真菌感染引起的具有较高致盲率的疾病[18]。真菌定植角膜损伤部位后孢子萌发形

成菌丝，以及真菌产生的毒力因子破坏角膜组织。真菌的侵袭激活宿主固有免疫以清除真菌，而过度的

炎症反应导致炎症因子和细胞毒性物质大量积累，从而影响 FK 预后。血小板细胞膜仿生纳米系统是一

种基于细胞膜和生物材料设计纳米颗粒，在减轻炎症方面显示出巨大潜力。 
本研究分离血小板细胞膜，并将其包被在 PLGA 表面成功制备出血小板细胞膜仿生纳米系统。由脂

质和蛋白质组成的细胞膜与纳米内核相比具有不同的密度，因此 TEM 是作为对其结构表征的金标准[19]。
TEM 下观察到 PLTm@PLGA 具有特征性的“壳–核”结构。 

血小板细胞是天然血细胞，具有良好的生物相容性。PLGA 同样具有优异的生物相容性和生物降解

性，其在体内水解成乳酸和乙醇酸，通过三羧酸循环代谢成水和二氧化碳，最终排出体外[20]。本研究中，

CCK-8 及溶血试验显示 PLTm@PLGA 具有良好生物相容性。 
此外，血小板功能包括具有病原体、炎症部位的亲和力，血小板细胞膜显示出优于其他细胞膜的潜

在优势[14] [21]。一系列证据证实，血小板与吞噬细胞具有相同的表面抗原，如 C 反应蛋白受体[22]、血

小板反应蛋白受体 CD36 (血小板 GPIV) [23]等。血小板还表达补体 CR3 受体[24]，即补体结合的 C3a 和

C5a 产物的受体，以类似于白细胞的方式感知并响应炎症细胞因子，如 TNF-α、IL-1 等[25]。TNF-α、IL-1β
均为促炎细胞因子，主要是由巨噬细胞和单核细胞产生，在感染、炎症性疾病中发挥重要的免疫功能[26]。
已有多项研究指出，在真菌性角膜炎中，TNF-α、IL-1β等炎症细胞因子增加释放参与炎症反应，抑制 TNF-α、
IL-1β炎症细胞因子的表达可以减轻真菌性角膜炎的炎症反应[27] [28]。在本研究中，PLTm@PLGA 处理

显著降低了 RAW264.7 细胞中炎症细胞因子 TNF-α、IL-1β的表达，从而发挥抗炎作用。 
过度的炎症反应会造成角膜组织蛋白质沉淀，加重混浊，组织损伤严重[29]。本研究建立烟曲霉菌性

角膜炎小鼠模型，分别在 1、3、5 天观察角膜状况，并根据炎症临床评分标准进行评分。结果显示，

PLTm@PLGA 处理的小鼠角膜混浊减轻，溃疡面积减小，炎症临床评分显著下降。 

5. 结论 

综上所述，本研究成功制备了生物相容的血小板细胞膜仿生纳米系统。体外研究证实其抑制 TNF-α、
IL-1β表达，发挥抗炎作用，在体内减轻烟曲霉菌性角膜炎的炎症反应。后续将进一步探究该系统在真菌

性角膜炎中递送药物的治疗效果。 
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