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摘  要 

目的：探究红细胞膜仿生纳米颗粒在真菌性角膜炎中的保护作用及机制。方法：首先通过角膜荧光素钠

染色实验探究红细胞膜仿生纳米颗粒对小鼠角膜的毒性。在体内，用烟曲霉菌孢子感染C57BL/6小鼠角

膜，构建烟曲霉菌性角膜炎小鼠模型，用PBS或者红细胞膜仿生纳米颗粒处理，用裂隙灯显微镜拍摄感

染后1、3、5天角膜照片并进行临床评分，用RT-PCR检测感染后第3天角膜TNF-α、CCL-2的mRNA表达。

在体外，用烟曲霉菌菌丝刺激HCECs后，用红细胞膜仿生纳米颗粒处理，通过RT-PCR检测HCECs中TNF-α、
CCL-2的mRNA表达。结果：红细胞膜仿生纳米颗粒对小鼠角膜安全无毒，点眼后角膜未出现荧光素钠染

色。较PBS对照组相比，红细胞膜仿生纳米颗粒组小鼠角膜溃疡程度显著减轻，炎症反应水平下降。红

细胞膜仿生纳米颗粒降低TNF-α、CCL-2的mRNA表达。结论：红细胞膜仿生纳米颗粒通过减轻炎症反应

在烟曲霉菌性角膜炎中发挥保护作用。 
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Abstract 
Objective: To explore the protective effect and mechanism of red blood cell membrane-camouflaged 
biomimetic nanoparticle on fungal keratitis. Methods: Firstly, the toxicity of red blood cell mem-
brane-camouflaged biomimetic nanoparticle to the cornea of mice was investigated by and cor-
neal fluorescein sodium staining experiment. In vivo, a mouse model of Aspergillus fumigatus ke-
ratitis was constructed by infecting the corneas of C57BL/6 mice with Aspergillus fumigatus 
spores and treated with PBS or red blood cell membrane-camouflaged biomimetic nanoparticle. 
The photos of the corneas were taken with slit lamp microscope at 1, 3 and 5 days after infection 
and clinical scores were performed. Meanwhile, PT-PCR was used to detect the mRNA expression 
of TNF-α and CCL-2 in cornea on day 3 after infection. Then, in vitro, the HCECs were infected with 
Aspergillus fumigatus and treated with red blood cell membrane-camouflaged biomimetic nano-
particle. And RT-PCR was used to detect the mRNA expression of TNF-α and CCL-2 in HCECs. Re-
sults: The red blood cell membrane-camouflaged biomimetic nanoparticle was safe and non-toxic 
to mouse corneas, and there was no sodium fluorescein staining was observed in corneas after 
implantation. Compared with PBS control group, the red blood cell membrane-camouflaged bio-
mimetic nanoparticle group significantly reduced the degree of corneal ulcer and the level of in-
flammation. Meanwhile, the red blood cell membrane-camouflaged biomimetic nanoparticle could 
decrease the mRNA expression of TNF-α and CCL-2. Conclusion: The red blood cell membrane- 
camouflaged biomimetic nanoparticle plays a protective role in Aspergillus fumigatus keratitis by 
reducing inflammatory response. 
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1. 引言 

真菌性角膜炎是由曲霉菌和镰刀菌等致病真菌感染引起的感染性角膜疾病，是发展中国家常见的严

重致盲性眼病之一[1] [2]。近年来，由于隐形眼镜的频繁使用、抗生素和激素的滥用和角膜表面手术的增

多，真菌性角膜炎的发病率呈上升趋势[3] [4]。角膜炎症及其相关并发症是真菌性角膜炎视力障碍的主要

原因，过度的炎症反应诱导免疫细胞的聚集，促进促炎细胞因子的产生，导致角膜损伤甚至穿孔[5] [6]。
目前，真菌性角膜炎的治疗仍由局部应用抗真菌药物为主，现有抗真菌药物存在溶解度差、生物利用度

低、组织渗透性差、眼表毒性大等缺点[7] [8] [9]。并且难以解决角膜过度炎症反应造成的角膜组织损伤

[9]。因此，需要探索安全性高、能够有效减轻真菌性角膜炎炎症反应的方法。 
近年来，细胞膜包被的仿生纳米颗粒由于保留了细胞膜表面特异性蛋白，发挥出良好的生物相容性

及较低的免疫原性受到研究者的广泛关注[10] [11]。红细胞是人体含量最丰富的血细胞，且成熟红细胞没

有细胞核、细胞器等结构[12]。由于其高生物相容性、低毒性、优异的可获得性和可操作性被广泛用作药
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物递送载体[12] [13]。聚乳酸–羟基乙酸(PLGA)是一种聚酯，由于具有良好的生物相容性和生物降解性

而被应用于纳米递药系统，可以增加药物的缓释效果和稳定性[14] [15]。目前，红细胞膜仿生-PLGA 纳

米递药系统应用在肿瘤、炎症的治疗中，可以增加药物的治疗作用、减轻毒副作用[16] [17]。然而其在真

菌性角膜炎中的作用未见报道。本研究探究了红细胞膜仿生 PLGA 纳米颗粒(RBCm@PLGA)对烟曲霉菌

性角膜炎炎症反应及严重程度的影响。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料 

PLGA (50:50)购买于中国济南戴钢生物材料有限公司。沙氏培养基、磷酸盐缓冲液粉末(PBS)、乙二

胺四乙酸(EDTA)、牛血清白蛋白(BSA)购买于中国北京索莱宝公司。二氯甲烷(500 mL)购买于上海生物

工程股份有限公司。三氯甲烷(氯仿，500 mL)购买于青岛捷隆化工有限公司，DEPC 水(100 mL)购买于上

海生物工程有限公司。脂质体挤出器购买于美国 Avanti 公司。实验动物 C57BL/6 小鼠(雌性，8 周龄)购
买于济南彭悦实验动物有限公司，所有动物实验均符合 ARVO 眼科和视觉研究动物使用声明。人角膜上

皮细胞(HCECs)由厦门大学(中国厦门)实验室提供。实验用烟曲霉菌为中国普通微生物菌种保藏管理中心

(中国北京)烟曲霉菌 3.0772 菌株。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. RBCm@PLGA 的制备 
从 C57BL/6 小鼠眶静脉取全血，并在每毫升血液中加入 1.5 mg EDTA 抗凝。在 4℃下 3000 rpm 离心

5 min 后去除上层的血浆及白细胞等成分，将下层红细胞用 1 × PBS 溶液洗涤 3 次后再次离心收集沉淀。

在获得的红细胞沉淀中加入 0.25 × PBS，并置于 4℃冰箱中使红细胞低渗涨破。12 h 后，在 4℃下 14,000 
rpm 离心 10 min，收集沉淀并用 1 × PBS 洗涤 2 次。将洗涤后的沉淀用双蒸水重悬，并用脂质体挤出器

依次通过 400 nm、200 nm 的聚碳酸酯多孔膜连续挤出。 
将 250 mg PLGA 溶解在 10 mL 二氯甲烷中形成油相，随后逐滴滴加到 30 mL 4%的 BSA 溶液中，用

探头超声仪 300 W，启动 3 s，停止 2 s 超声 1 min。将超声后的溶液在室温下用磁力搅拌器搅拌过夜。将

剩余溶液在 4℃下 14,000 rpm 离心 10 min，收集沉淀并用 1 × PBS 洗涤 3 次。将洗涤后的沉淀用双蒸水

重悬后在真空冷冻干燥机中冻干。 
将冻干后的粉末与红细胞膜按照 10:1 的质量比混合，用探头超声仪超声 1 min 超声使其充分混匀。

用脂质体挤出器依次通过 400 nm、200 nm、100 nm 的聚碳酸酯多孔膜连续挤出 20 次后用真空冷冻干燥

机冻干，将获得的 RBCm@PLGA 粉末保存在−80℃冰箱中。 

2.2.2. 角膜荧光素钠染色 
采用角膜荧光素钠染色法研究 RBCm@PLGA 对正常小鼠角膜的毒性作用。将 PLGA 和

RBCm@PLGA 用 PBS 配成 250 μg/mL 的混悬液。将 5 μL 混悬液滴入 C57BL/6 小鼠单眼，每天 3 次，PBS
处理的对侧眼作为对照(n = 3/组/次)。在小鼠角膜灌注后 1、3 和 5 天，在钴蓝光下使用裂隙灯显微镜检

查角膜荧光素染色情况。 

2.2.3. 烟曲霉菌培养及孢子、灭活菌丝的收集 
在无菌操作台中将 50 μL 烟曲霉菌 3.0772 菌株接种于沙氏固体培养基中，在 37℃恒温箱中培养 3~5

天后，在无菌操作台中，用含有 0.1% Tween20 的无菌 PBS 缓冲液冲洗并收集分生孢子。在 4℃下 12,000 
g 离心 5 min 后弃上清，重悬后得到分生孢子悬液，将其放置在 4℃冰箱中保存备用。 
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将烟曲霉菌 3.0772 菌株接种于含有 300 mL 无菌沙氏液体培养基的烧瓶中，将烧瓶置于恒温摇床培

养箱中在 37℃下 120 rpm 摇菌培养。当真菌生长至团块状时，在无菌操作台中收集真菌团块并用无菌研

磨棒物理研磨。将研磨后的菌丝置于离心管中，在 4℃下 5000 rpm 离心 15 min，收集沉淀并用无菌 PBS
洗涤 3 次。在洗涤后的沉淀中加入 75%酒精，在 4℃冰箱中过夜灭活，灭活后再次离心弃上清，用无菌

PBS 洗涤 3 次。将菌丝用高糖型细胞培养液(DMEM)重悬并稀释成 1 × 108 CFU/mL 的灭活菌丝悬液。 

2.2.4. 烟曲霉菌性角膜炎小鼠模型的建立 
将 C57BL/6 小鼠用 8%水合氯醛(0.4 mL/kg)腹腔麻醉后，在显微镜下用微注射器(10 μL)在小鼠右眼

角膜基质注射 2.5 μL 浓度为 3 × 107/mL 的烟曲霉菌分生孢子悬液，左眼为空白对照组。将小鼠随机分为

空白对照组、PLGA 处理组和 RBCm@PLGA 处理组，分别用 10 μL PBS、PLGA (250 μg/mL)和
RBCm@PLGA (250 μg/mL)点眼处理，每天 4 次。在处理后第 1、3、5 天用裂隙灯显微镜拍照观察小鼠角

膜的病变情况并进行临床评分。临床评分按照之前的标准[18]。收集处理后第 3 天的小鼠角膜，用于聚合

酶链式反应(RT-PCR)实验检测其 TNF-α及 CCL-2 的 mRNA 表达水平。 

2.2.5. HCECs 培养和处理 
将 HCECs 接种于 6 孔板中，在 37℃恒温箱中培养 48 h，用浓度为 5 × 106 灭活的烟曲霉菌菌丝刺激

1 h 后，加入 PBS、PLGA 或 RBCm@PLGA 处理。在感染后 8 h 收集细胞进行 RT-PCR 实验检测其 TNF-α
及 CCL-2 的 mRNA 表达水平。 

2.2.6. RT-PCR 
将组织破碎仪破碎后的小鼠角膜组织或者 HCECs 中加入 RNA 裂解液并置于冰盒上裂解 30 min。4℃

下 12,000 rpm 离心 5 min 后吸取上清液至新的 EP 管中，在 EP 管中加入 1/5 体积的氯仿，充分混匀后在

室温下放置 5 min。4℃下 12,000 rpm 离心 15 min，吸取上清液至新的 EP 管中。在上清液中加入等体积

异丙醇，充分混匀后在室温下放置 10 min。4℃下 12,000 rpm 离心 10 min 后缓慢倒出上清液收集 RNA 沉

淀。500 μL 75%酒精洗涤后再次离心弃上清后，室温放置使酒精完全挥发。用 10 μL DEPC 水溶解 RNA
沉淀，充分混匀后立即用核酸蛋白分析仪测定RNA的纯度及含量。RNA样品使用HiScript III RT SuperMix 
(Vazyme，南京，中国)进行逆转录，生成 cDNA 模板。引物序列见表 1。 

 
Table 1. Primer sequence of target gene 
表 1. 目的基因引物序列 

Gene Primer Nucleotide Sequence Gen Bank 

Mouse β-actin 
F 5’ -GATTACTGCTCTGGCTCCTAGC-3’ 

NM_007393.5 
R 5’ -GACTCATCGTACTCCTGCTTGC-3’ 

Mouse TNF-α 
F 5’-ACC CTC ACA CTC AGA TCA TCT T-3’ 

NM_013693.3 
R 5’-GGT TGT CTT TGA GAT CCA TGC-3’ 

Mouse CCL-2 
F 5’-CAGCAGGTGTCCCAAAGAAG-3’ 

NM_011333 
R 5’-ATTTGGTTCCGATCCAGGTT-3’ 

Human GAPDH 
F 5’-TGGCACCCAGCACAATGAA-3’ 

NM_001101.5 
R 5’-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3’ 

Human TNF-α 
F 5’-CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG-3’ 

NM_000594 
R 5’-ATGGGCTACAGGCTTGTCACTC-3’ 

Human CCL-2 
F 5’-AGAATCACCAGCAGCAAGTGTCC-3’ 

NM_002982 
R 5’-TCCTGAACCCACTTCTGCTTGG-3’ 

F: forward; R: reverse. 
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2.3. 统计学方法 

采用 GraphPad 8.0 软件进行数据分析，计量资料用 x s± 表示。各组间比较采用单因素方差分析，其

中的两两比较采用 LSD-t 检验，结果以 P < 0.05 为差异有统计学意义(*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, 
****P < 0.0001)。NS 表示差异无统计学差异。所有实验均重复至少 3 次。 

3. 结果 

3.1. RBC@PLGA 对小鼠角膜上皮细胞无毒性 

为了评估 RBCm@PLGA 的毒性，采用角膜荧光素钠染色的方法检测 PLGA 和 RBCm@PLGA 对小

鼠角膜上皮细胞的损伤情况(图 1)。结果表明与正常对照组相比，PLGA 和 RBCm@PLGA 点眼后小鼠角

膜均无明显荧光素钠染色，说明 PLGA 和 RBCm@PLGA 不会损伤角膜上皮细胞，有良好的生物安全性。 
 

 
注：PLGA 和 RBCm@PLGA 点眼后，小鼠角膜的荧光素钠染色照片，与正

常对照组相比，各治疗组在点眼后 1，3，5 天均无明显荧光素钠染色。 

Figure 1. Toxicity of RBCm@PLGA to corneal epithelial cells 
图 1. RBCm@PLGA 对角膜上皮细胞的毒性 

3.2. RBC@PLGA 降低小鼠真菌性角膜炎的严重程度和临床评分 

我们构建了小鼠烟曲霉菌性角膜炎模型，并用 PLGA 和 RBCm@PLGA 点眼治疗，感染后 1、3、5
天在裂隙灯下观察并拍照。结果显示，与 PBS 对照组相比，PLGA 和 RBCm@PLGA 处理后，小鼠角膜

的浑浊程度减轻，溃疡面积减小(图 2(a))。感染后第 3 天和第 5 天，PLGA 和 RBCm@PLGA 处理组临床

评分较 PBS 对照组显著降低(图 2(b))。 

3.3. RBC@PLGA 降低烟曲霉菌性角膜炎小鼠角膜中促炎因子的表达 

为了进一步评估 RBCm@PLGA 在体内对炎症反应的影响，我们用 RT-PCR 检测了烟曲霉菌感染 3
天后小鼠角膜中促炎因子 TNF-α (图 3(a))和 CCL-2 (图 3(b)) mRNA 的表达。结果表明，与正常对照组相

比，烟曲霉菌感染后第 3 天小鼠角膜组织中 TNF-α和 CCL-2 mRNA 的表达量显著升高(P < 0.0001)。与
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AF 组比较，RBCm@PLGA 处理 3 d 后，TNF-α 和 CCL-2 mRNA 水平均明显受到抑制(P < 0.001, P < 
0.0001)。 

 

 
(a)                                           (b) 

注：烟曲霉菌感染后 1、3、5 天，PBS、PLGA 和 RBCm@PLGA 治疗组小鼠角膜的眼前节照相(a)与临

床评分(b)。与 PBS 组相比，PLGA 和 RBCm@PLGA 减轻了小鼠角膜炎的严重程度和临床评分，差异有

统计学意义(*P< 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.0001，ns 表示差异无统计学差异)。 

Figure 2. RBCm@PLGA alleviates the severity of Aspergillus fumigatus keratitis in mice 
图 2. RBCm@PLGA 减轻小鼠烟曲霉菌性角膜炎的严重程度 

 

 
(a)                                  (b) 

注：PLGA 和 RBCm@PLGA 处理对烟曲霉菌感染后第 3 天小鼠角膜组织中 TNF-α (A)和 CCL-2 (B) 
mRNA 水平的影响。与 AF 组比较，RBCm@PLGA 处理后，TNF-α和 CCL-2 mRNA 表达量降低，差异

有统计学意义。(*P< 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001)。 

Figure 3. RBCm@PLGA decreased the mRNA expression of proinflammatory factor in the cornea of mice 
infected by Aspergillus fumigus 
图 3. RBCm@PLGA 降低烟曲霉菌感染后小鼠角膜中促炎因子 mRNA 的表达 

3.4. RBC@PLGA 抑制烟曲霉菌刺激后 HCECs 中促炎因子的表达 

我们检测了 PLGA 和 RBCm@PLGA 对烟曲霉菌刺激后 HCECs 中促炎因子 TNF-α和 CCL-2 的表达
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水平(图 4(a)，图 4(b))。RT-PCR 结果显示，与未感染组相比，烟曲霉菌刺激后 HCECs 中 TNF-α和 CCL-2
的 mRNA 表达升高(P < 0.0001)。与 AF 组相比，PLGA 和 RBCm@PLGA 可以显著下调 TNF-α和 CCL-2
的表达(P < 0.0001)。 

 

 
(a)                                    (b) 

注：PLGA 和 RBCm@PLGA 处理对烟曲霉菌感染后 HCECs 细胞中 TNF-α (a)和 CCL-2 (b) mRNA 水

平的影响。与 AF 组相比，PLGA 和 RBCm@PLGA 处理后 TNF-α和 CCL-2 的 mRNA 水平降低，差

异具有统计学意义(****P < 0.0001)。 

Figure 4. Effects of PLGA and RBCm@PLGA on the inflammatory response of HCECs 
图 4. PLGA 和 RBCm@PLGA 对 HCECs 炎症反应的影响 

4. 讨论 

真菌性角膜炎可以引起严重的角膜损伤，调查显示，每年全球有 100 多万人新感染真菌性角膜炎，

是世界范围内重要的致盲性眼病[19]。根据世界卫生组织 2001 年的调查显示，角膜盲是继白内障之后的

第二大失明原因[20]。而眼外伤和角膜溃疡是角膜失明的重要原因。当致病真菌侵入角膜后，会在角膜定

植、生长、繁殖，会导致眼睑水肿、结膜充血、角膜上皮缺损及潜在基质浸润、前房积脓，随着病情进

展，可能会出现角膜溃疡及眼内眼[21] [22]，严重损害视力，影响患者的生活质量。目前，临床应用的抗

真菌药物溶解性差、药物利用率低，且缺乏抗炎作用[23] [24]，真菌性角膜炎的治疗仍十分棘手。 
角膜上皮是角膜的最外层，是直接保护眼睛免受病原体入侵的主要结构屏障。目前应用的抗真菌滴

眼液具有眼表毒性，并且临床应用时往往需要长期给药，频繁点药会损伤角膜上皮细胞，导致眼表刺激

症状，降低患者的依从性[25]。Su 等人[26]的研究开发了一种红细胞膜伪装的 PLGA 纳米颗粒递送三氧

化二砷由于治疗急性早幼粒细胞白血病，可以降低三氧化二砷对肾脏细胞的毒性。本研究发现，在点眼

后第 1、3、5 天 PBS、PLGA 和 RBCm@PLGA 组角膜均未见荧光素钠染色，表明 RBCm@PLGA 对角膜

上皮细胞无毒性，具有良好的生物安全性。 
固有免疫是机体抵御病原体入侵的重要防线。当角膜被感染时，正常免疫监测可以激活巨噬细胞和

中性粒细胞等免疫细胞，介导角膜上皮细胞和免疫细胞的炎症反应，促进炎症细胞浸润及炎症细胞因子

产生，有效识别和吞噬真菌[27] [28]。但是，随着炎症级联逐渐增加，许多信号被放大。最后，强烈且持

续的免疫反应会导致角膜混浊甚至穿孔[29] [30]。因此，抑制真菌性角膜炎中过度的炎症反应对于改善角

膜炎预后具有重要意义。体内实验表明，RBCm@PLGA 治疗后，烟曲霉菌性角膜炎小鼠角膜的浑浊程度
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减轻、溃疡面积减小、临床评分降低，表明 RBCm@PLGA 对真菌性角膜炎具有保护作用。我们的研究

检测了 RBCm@PLGA 对烟曲霉菌感染后 HCECs 细胞和小鼠角膜中促炎因子 TNF-α和 CCL-2 mRNA 水

平的影响，结果表明 RBCm@PLGA 可降低促炎因子的表达减轻角膜炎症反应。 
综上所述，RBCm@PLGA 具有良好的生物安全性，可以减轻促炎因子的表达抑制炎症反应在真菌性

角膜炎中发挥保护作用，为真菌性角膜炎的治疗提供新的思路。 

5. 问题与展望 

RBCm@PLGA 具有抗炎作用，可以通过减轻炎症反应在真菌性角膜炎中发挥保护作用。但临床应用

的具体浓度、频次等还需要进一步实验来摸索。RBCm@PLGA 本身没有抗真菌作用，在临床应用中需要

与抗真菌药物联合应用。后续研究中我们可以用 RBCm@PLGA 负载抗真菌药物使其同时发挥抗菌和抗

炎的双重效果。总之，作为一种新兴的递药系统，RBCm@PLGA 具有广阔的应用前景，为真菌性角膜炎

的治疗提供新方向。 
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