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摘 要 对新型阳离子聚合物 KTY（;#?a）QKEM] 进行研究，重点考察其基因转染效率与细胞毒性，探讨其作为基因载体的可能

性。通过粒径分析及扫描电镜（GT*）观察 KTY（;#?a）QKEM] 与质粒 9T]HK 自组装形成的颗粒形态及粒径，预测其进入细胞的

可能性。使用 *<< 比色法分析 KTY（;#?a）QKEM]、KTY（!J?a）QKEM]、KTY（;#?a）和 KTY（!J?a）的细胞毒性差异。选用表达增强型

绿色荧光蛋白的质粒 9T]HK 作为报告基因模型，将其与 KTY（;#?a）QKEM] 自组装后，分别转染真核细胞株 ^0’+、N4GQ$、%0,&QT7
和 TN%"#I，应用流式细胞术检测细胞转染效率，并比较了血清、缓冲液、细胞谱等多种因素对基因转染效率的影响。KTY

（;#?a）QKEM] 可包裹质粒形成粒径 ;## b ;!#C: 的纳米复合物，适合介导质粒进入细胞。该纳米粒复合物对转染缓冲液的敏

感度较低，并能够在 ;#c血清存在的条件下，转染全部实验用细胞株，尤其对 ^0’+ 的转染效率最高，其次是 N4GQ$、%0,&QT7 和

TN%"#I；其中 KTYQKEM]（;#?a）d9T]HK 复合物转染 ^0’+ 细胞的比率为 IJe#!c，高于 KTY（;#?a）d9T]HK 的 !Re;7c；KTY（;#?a）Q
KEM] 的细胞毒性作用显著低于 KTY（!J?a）、KTY（;#?a）和 KTY（!J?a）QKEM]。新型阳离子多聚物 KTY（;#?a）QKEM] 在提高 KTY 介

导的基因转染效率的同时降低了其细胞毒性，提高了生物相容性，有望成为基因转移的有效载体。
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基因传递载体是影响细胞转染和基因治疗效果

的 关 键 因 素。 阳 离 子 聚 合 物 聚 乙 烯 亚 胺

（1+,A’!-A,’$*K*$’，74B）具 有 较 高 的 基 因 转 染 效

率［C，=，Q］，是近年来发展最快的非病毒载体材料之一。

但 74B 介导的转染效率与它的细胞毒性之间存在相

关性。分子量大（!=:DE）的 74B 基因转染效率高，

同时细胞毒性也较大；而小分子量 74B 虽然细胞毒

性小，转染效率却较低。为解决这一矛盾，本研究采

用了 将 聚 谷 氨 酸（7IM5）链 段 引 入 小 分 子 量 74B
（C<DE）中 合 成 的 新 型 阳 离 子 多 聚 物 74B（C<DE）L
7IM5 进行研究，考察其基因转染效率与细胞毒性，

探讨这种新型材料作为基因传递载体的可能性。

) 材料和方法

)*) 材料

阳离 子 聚 合 物：74B C<DE（R" C<<<<E）（O’%#"
O,&#" 公 司）、74B=:DE（R" =:DE）（S*3K#LO,)"*(- 公

司）以及 C<DE、=:DE 的 74BL7IM5 为中国科学院长春

应化所提供。噻唑兰（R00）购自 OK"’%(+ 公司。

质粒 14567LNC（T,+$!’(-）为本室保存，在大肠

杆菌 E?:"中扩增，UBO3’$’ 质粒大量提取试剂盒提

取纯化，I4TVRON EWLH< 紫外可见分光光度计测定

!=H<定量，!=H< F!=X<在 C;Y Z C;G 之间，<;==#K 微孔滤

膜过滤除菌，[ =<\保存。?’,#、]’"+L4H、T^SLY 细

胞为本室保存，4T]Q<9 为东北师范大学李玉新教授

惠赠。以 上 细 胞 均 用 含 C<> 胎 牛 血 清（6IS）的

ER4R 培养（6IS 及 ER4R 购自 5*@(+I_M）。

)*+ ,-.（)/01）2,345 对质粒 167 的包裹

取 =<#M 浓度为 <;<Q#3F#M 的质粒 ENO（14567L
NC），按照不同质量比将相同体积的 74B（C<DE）L7IM5
溶液分别逐滴加入等量的 1ENO 中，温和混匀，室温

静置 C<K*$。C>琼脂糖凝胶电泳检测 74B（C<DE）L
7IM5F14567 自组装后 ENO 条带的阻滞情况。

)*8 ,-.（)/01）2,3459:-5;, 自组装纳米粒的形

态观察和粒度分析

用扫描电子显微镜观察上述复合物溶液中纳米

粒的表面形态、大小；粒度分析仪测定复合物的粒径

及其分布。粒度变异系数（(+’&&*(*’$! +& 2#"*#!*+$，T]）

‘（EG< [ EC<）FE:<，式中 EG<、EC< 和 E:< 分别代表在粒

度分析曲线上，含量累计占 C<>、G<>和 :<>的纳

米粒数量。

)*< ,-.（)/01）2,345 的细胞毒性测定

采用 R00 比色法进行。将 ?’,# 细胞以 : a C<Q

细胞F孔的密度接种于 GH 孔细胞培养板中，每孔加

入 C<<#M 含 C<> 6IS 的 ER4R，于 QY\、:>T =̂ 培

养箱中培养 =9-。取 C<<#M 溶解于 7IS 中的不同浓

度 74B（C<DE）L7IM5 加入各细胞孔中，每个浓度设 9
个复 孔，同 时 设 立 74B（=:DE）、74B（C<DE）和 74B

（=:DE）L7IM5 的对照组。细胞在同样条件下培养

=9- 后，每孔加入 :K3FKM 的 R00 溶液 C<#M，QY\孵

育 Q;:-，翻板法弃去孔内所有液体，可见甲!结晶

形成于细胞内。加入二甲基亚砜 C<<#M，振荡 C<K*$
使甲!结晶充分溶解，在酶联免疫检测仪上测定各

孔在 9G=$K 波长的吸光值。计算细胞存活率。细胞

存活率 ‘（试验组吸光度 F 对照组吸光度）a C<<>。

)*= ,-.（)/01）2,345 与 :167 不同比例对转基

因效率影响的测定

转染前 =9- 将 ?’,# 细胞以 = a C<: 细胞F孔的密

度种入 H<KK 培养皿中，待细胞 Y<> Z X<>融合时

进行转染。将 X#3 质粒 14567LNC 和对应量的 74B
（C<DE）L7IM5 稀释于 C<<#M 7IS（1?Y;9）中，室温孵

育 :K*$。将复合物溶液逐滴加入 1ENO 中，轻轻混

匀，室温孵育 C<K*$，使 74B（C<DE）L7IM5 与 1ENO 在

比例下自组装形成纳米复合物。在复合物溶液中加

入 QX<<#M 含 C<> 6IS 的 ER4R，轻轻混匀，室温放

置 :K*$，使复合物均匀分散于培养液中。将孵育好

的转染液小心加至吸去旧培养液的细胞上。同时设

立 74B（C<DE）对照和裸质粒的阴性对照。QY\培养

=9- 后，在荧光显微镜下观察 4567 表达。消化细

胞，流式细胞仪检测 4567 阳性细胞比例。

)*> 转染复合物与细胞的作用时间对转染效率影

响的测定

转染前 =9- 将 ?’,# 细胞以 = a C<9 细胞F孔的密

度种入 =9 孔板中，待细胞 Y<> Z X<>融合时进行转
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染。每 孔 !"#$%&’( 转 染 量 为 )!*，%"+（(,-.）&
%/0#1!.’2 3 4,。转染后分别于 56、46、76 换为含

(,8$/9 的 .:":，同时设不换液的对照组。5;<
培养 )=6 后检测 "#$% 阳性细胞比例。

图 ) %"+（(,-.）&%/0#1!.’2 复合物的扫描电镜照片（2）和粒径分布（/）

$>*? ) 9": >@A*B（2）ACD E>FB D>EGH>IJG>KC（/）KL %"+（(,-.）&%/0#1!.’2 MK@!NBOBE

!"# 血清对基因转染效率的影响

细胞准备及转染复合物的制备方法同 (P4 所

述。在复合物溶液中分别加入 Q8、(,8 $/9 及无

血清 .:": R,,!0，轻轻混匀，室温放置 Q@>C 后小心

加至细胞上。5;<培养 )=6 后观察细胞生长状态，

并检测 "#$% 阳性细胞比例。

!"$ 转染复合物形成时不同溶媒对转基因效率的

影响

质粒与载体分别稀释于无菌的 %/9 缓冲液、

SAC-’E 平衡盐溶液、S/9、Q8葡萄糖溶液、,P78生

理盐水和去离子水中，在 (,8血清存在下同上方法

进行细胞转染，5;<培养 )=6 后检测 "#$% 阳性细胞

比例。

!"% 复合物对不同类型细胞的转染

分 别 将 SBNA、TBHK&"4、UV9&;、9W&VT&5 和

"UT5,= 以 ) X (,= 细胞1孔种入 )= 孔板中，5;<培养

)=6。转染复合物的制备方法同上。在复合物溶液

中加入 4,,!0 含 (,8 $/9 的 .:":，轻轻混匀，室温

放置 Q@>C。然后小心加至细胞上。5;<培养 )=6 后

检测 "#$% 阳性细胞比例。

& 结果

&"! ’()（!*+,）-’./0 对 ,12 的包裹作用

随着［%"+&%/0#］1［!.’2］增大，载体包裹质粒

.’2，使负电荷量迅速减少，部分复合物阻滞于电泳

加样孔中，同时溴化乙锭插入 .’2 双链受到阻碍，

条带的亮度逐渐减弱。至［%"+&%/0#］1［!.’2］3 (,
时，%"+&%/0# 完全包裹 !.’2，产生荧光淬灭现象

（$>* ? (）。

图 ( 凝胶阻滞电泳检测 %"+（(,-.）&%/0#
对 .’2 的包裹作用

$>*? ( #BN HBGAHDAG>KC AEEAY LKH %"+（(,-.）&%/0#1!.’2
GK GBEG G6B BCGHA!@BCG KL G6B MK@!NBOBE

(：!.’2；4： %"+&%/0#；)&Q： %"+&%/0#1!.’2 MK@!NBOBE，［ %"+&
%/0#］1［!.’2］ZBHB (，)，Q ACD (,，HBE!BMG>[BNY?

&"& 自组装纳米复合物的形态

在扫描电子显微镜下，可见阳离子型多聚物

%"+&%/0# 在临界胶束浓度下包裹并浓缩质粒 .’2，

自组装形成紧密的复合物颗粒（$>* ? )2）。粒径分

析结果显示，%"+&%/0# 与 !.’2 自组装形成的纳米

粒子的粒径主要分布在 (,, \ ),,C@，变异系数 UT
3 (;P7（$>* ? )/）。

&"3 ’()（!*+,）-’./0 对细胞的毒性

将不同分子量的 %"+ 和 %"+&%/0# 分别加入细

胞培养液中作用 )=6 后，发现随着载体浓度的增高，

细胞活力均呈下降趋势，低分子量载体（(,-.）的毒

性均低于高分子量（)Q-.）（$>* ? 5）。在 %"+ 实际含

量（以［%"+］表示）相近的情况下比较，经 %"+ 处理的

细胞随［%"+］增高活力迅速下降，至［%"+］3 ,P(5@*1
@N 时，细胞几乎全部破碎死亡（$>* ? =/），而经 %"+&
%/0# 处理的细胞在［%"+］3 ,P(R@*1@N 时活力明显

高于 %"+（$>* ? =2）。试验数据经对数变换直线化

后，采用 929 软件包，按照具有 = 次重复试验的数据

进行直线回归分析，并进行回归直线的两两比较，结

果为 %"+（(,-.）与 %"+（)Q-.）之间、%"+（(,-.）&%/0#
与 %"+（)Q-.）&%/0# 之间均为 ! ] ,P,Q，而 %"+ 与

(5)尉继征等：新型阳离子基因传递载体 %"+&%/0# 的细胞转染研究



!"#$!%&’ 之间均为 ! ( )*)+，由此证明 , 种材料对

细胞的毒性作用均有明显差异，并且合成的 !"#$
!%&’ 与原 !"# 有显著差异。结合 -./ 0 1 可以清楚

的看出四种载体作用之后的细胞活力为 !"#（+)23）$
!%&’ 4 !"#（5623）$!%&’ 4 !"#（ +)23）4 !"#

（5623），即材料的细胞毒性作用为 !"#（+)23）$!%&’
( !"#（5623）$!%&’ ( !"#（+)23）( !"#（5623）。

图 1 +)23 和 5623 的 !"# 与 !"#$!%&’ 作用于

细胞 5,7 后的细胞存活率（8 9 ,）

-./0 1 :7; <;=>;8?@/; AB C.@DE; >;EEF 5, 7AG=F @B?;=
?=;@?;H I.?7 !"# @8H !"#$!%&’ AB +)23 @8H 5623 @?

C@=.AGF !"# >A8>;8?=@?.A8F（8 9 ,）

图 , !"#（+)23）$!%&’ 和 !"#（+)23）作用后 5,7 的细胞状态

-./0 , #J@/;F AB K;E@ >;EEF 5, 7AG=F @B?;= ?=;@?;H I.?7 +)23 !"# @8H !"#$!%&’

!"# 不同转染条件对 $%&（’()*）+$,-./0%.1$ 转

基因效率的影响

以 !"# 为骨架的基因传递载体，影响其效率的

一个决定性因素就是 !"# 与 <3LM 的缩合比，通常

用 LN! 表示（LN! 9 O*61 P DN>，D 为 !"# 的质量，> 为

<3LM 的质量）。由 -./ 0 6 可见，!"#（+)23）和 !"#
（+)23）$!%&’N<3LM 的转染均呈剂量依赖性，而 !"#

介导的细胞转染在一个很窄的剂量范围内，LN! 9 +1
（［!"#］N［<3LM］9 +*O）时转染效率达到最大值，此时

光镜下可见细胞膜周围有许多小泡聚集，继续增加

!"# 用量转染效率即急剧下降，并且导致细胞大量

破碎死亡（-./ 0 5）。实验中达到与 !"# 相同的转染

效率时 !"#$!%&’ 所需的 LN! 约为 !"# 的 56 倍，此

时细胞生长状态正常（-./ 0 M5），当 LN! 继续升高至

15)（［!"#］N［<3LM］9 ,5*O6）时，阳性细胞率达到了

,6*)5Q（-./ 0 6，-./ 0 R M，），大大高于 !"# 的最高转

染效率 5S*+RQ（-./ 0 6，-./ 0 R %）。

图 6 不同 LN! 下 !"#（+)23）$!%&’和 !"#（+)23）介导 <"’-!
转染 K;E@ 细胞后 <"’-! 表达阳性率随 LN! 比的变化

-./0 6 :=@8FB;>?.A8 ;BB.>.;8>T AB !"#（+)23）$!%&’
@8H !"#（+)23）@? C@=.AGF LN! =@?.AF .8 K;&@ >;EEF

!"#$!%&’N<3LM 形成时对缓冲液的敏感性低于

!"#［,］，使用 !%U 可达到与 K@82’F 液几乎同样高的

转染效率（-./ 0 O）。转染复合物与细胞的作用时间

对转染效率影响较大。转染 17 的细胞表达 "’-!
较少，而 R7、S7 换液组及不换液组转染效率明显增

高，但三组之间无明显差别，表明 R7 作用时间已足

够使 !"#$!%&’ 介导质粒进入细胞，不换液组在 ,V7
后仍未观察到有明显的细胞毒性。!%&’ 接枝于

!"# 后，降低了对血清的敏感性，具有更好的生物相

容性，在 +)Q血清存在的情况下，转染效率及细胞

活力均明显高于无血清转染组（-./ 0 V）。!"#$!%&’
对不同细胞的转染效率不同，K;E@ 细胞最高，其次是

WXU$O、Y;=A$"R、UZ$XY$1 和 "WY1),（-./ 0 S）。
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图 ! 细胞转染后的荧光显微照片（"#$ %）、明场下细胞形态（"#$ &）及转染效率的流式细胞检测图（"#$ ’）

()*+ ! (,-#./01/21/ )34*/0（"#$ %），1/,, 3#54,)6)/0（"#$ &）425 (789 *.4:;0（"#$ ’）#< =/,4 1/,,0 6.420</16/5 $)6;：

>)2/ 7：?@AB?C>DE:@D(?（FE? G ’&H），ID46/5 G JKLH&，1/,,0 *.#$/5 $/,,；>)2/ C：?@AE:@D(?（FE? G %’），ID46/5 G &ML%!，,#60 #< <.4*+

图 N 几种缓冲液对 ?@A 和 ?@AB?C>D 转染效率的影响

()*+ N A2<,-/21/ #< O-<</.0 #2 6.420</16)#2 /<<)1)/21P
#< ?@A 425 ?@AB?C>D 5-.)2* <#.3)2* 1#3:,/Q/0

! 讨论

聚乙烯亚胺（?#,P/6;P,/2)3)2/，?@A）是目前受到

关注最多的非病毒载体。目前发现影响 ?@AERF7
复合物转染效率的主要因素有：?@A 的分子量、支化

程度、氨基与 RF7 磷酸基的比例（FE?）、?@AERF7 复

合物的粒径及表面电荷密度等［K］。同时 ?@A 介导的

细胞转染效率同它的细胞毒性之间存在相关性。分

子量大、支化程度高的 ?@A 转基因效率高，但毒性也

图 S 转染时血清含量对 ?@A 和 ?@AB?C>D 转染效率的影响

()*+ S A2<,-/21/ #< 0/.-3 1#26/26 #2 6.420</16)#2
/<<)1)/21P #< ?@A 425 ?@AB?C>D

高［!，N］。研究表明，大分子量 ?@A 在细胞内聚集，产

生高密度的阳离子电荷是引发 ?@A 细胞毒性的主要

原因，因此科学家们对 ?@A 进行了多方面的修饰改

性，以降低其毒性。许多研究者尝试将亲水性的聚

乙二醇引入 ?@A 分子中［!，S，M］，屏蔽 ?@A 密度过高的

正电荷，以降低 ?@A 的细胞毒性，但是亲水性分子的

引入会使其与 RF7 形成的复合物颗粒较大，不利于

细胞摄取。引入疏水性的聚氨基酸链段形成嵌段共

’’&尉继征等：新型阳离子基因传递载体 ?@AB?C>D 的细胞转染研究



图 ! "#$（%&’(）)"*+, 对几种不同细胞系的转染效率

-./0 ! 123456789.:4 766.8.748.75 :6 57;723< 87<<
<.475 =7>.397> ?@ "#$（%&’(）)"*+,

聚物［%&］更有利于形成较小的复合物颗粒。

本研究应用将疏水性聚谷氨酸（"*+,）链段引

入 "#$ 中形成的两亲性嵌段共聚物 "#$)"*+, 作为

基因载体，对比了分子量为 AB’(、%&’( 的 "#$ 及以

这两种 "#$ 为骨架合成的两种 "#$)"*+, 的细胞毒

性，其中 "#$（%&’(）)"*+, 的毒性小于 "#$（AB’(）)
"*+,，这与 "#$ 分子量越高毒性越大的趋势相同，

而 "#$（AB’(）)"*+, 比 "#$（%&’(）毒性更小，证明

"*+, 的引入极大降低了 "#$ 的细胞毒性。

通过基因转染研究发现，"#$)"*+, 放大了 "#$
介导基因转染的复合物比例范围，提高了转染所需

的［"#$］C［D(EF］，这可能是由于 "*+, 的引入降低

了共聚物的电荷密度，使有效富集 (EF 所需的载体

用量增大。可见 "#$)"*+, 减弱了 "#$ 的细胞毒性，

而转染效率却大大提高，这是由于载体材料的低毒

性使转染过程中对细胞的损伤减小，细胞生长状态

较少受到抑制或破坏，因而使载体得以更好地发挥

基因传递的巨大潜力。

文献报道 "#$ 介导的基因转染对不同的细胞系

转染效率有较大差别，而且转染过程中缓冲液［G］及

血清［G，%%］等因素的影响较大，使用 H34’’5 液及无血

清培养液时效率最高。这些性质也限制了 "#$ 在体

内的应用。因此我们初步观察了 "#$)"*+, 对几种

不同细胞系的转染效率，并进一步考察了 "#$)"*+,
对血清、缓冲液的敏感性。实验发现 "#$)"*+, 对不

同的细胞系也存在不同的转染效率（H7<3 I JKL)M
I N72:)#O I LP)KN)Q I #JNQ&G），对生长旺盛的细

胞效率较高，有研究者认为这一现象是由于在细胞

分裂期释放于胞浆中的 (EF 更容易进入核中所

致［%A］。"#$)"*+, 对缓冲液种类敏感性较低，转染时

使用 "*L 即能达到与 H34’’5 相当的转染效率，而且

在含 %&R血清的培养液中，在保证细胞良好的生长

状态的情况下能够更好的发挥高效的转染活性，具

有良好的生物相容性，这一性质明显优于 "#$，在体

内应用方面更具潜力。

本研究的结果显示，"#$（%&’(）)"*+, 在体外基

因转染的应用中具有很大优势，有望作为基因导入

细胞的体外转染试剂及其向体内投递的载体系统。
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