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聚氨基酯载基因纳米粒的研究
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　　［摘要］　目的　合成一种新型阳离子聚合物聚氨基酯（ＰＢＡＥ），并以此作为基因载体进行研究。方法　通过迈克尔加
成反应合成ＰＢＡＥ，以自主装法制备ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物，并考察ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物在 ＨＥＫ２９３细胞中的转染效

率。结果　当ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ的质量比为５０１时，ｐＤＮＡ被完全包裹；在ＨＥＫ２９３细胞转染实验中，当ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ质量比
为２００１时，其转染效率高于阳性对照组ＰＥＩ／ｐＤＮＡ的转染效率（４３．３％±３．７％ｖｓ３０．３％±２．１％，Ｐ＜０．０５）。结论　带
正电荷的ＰＢＡＥ能够通过静电作用浓缩包裹ｐＤＮＡ，在体外转染实验中具有较高的转染效率。
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　　成功的基因治疗很大程度上取决于是否有合适的

载运系统，目前进行研究的基因载体主要有两类：病
毒载体和非病毒载体。病毒型基因载体由于转染效
率高而被较多地应用，但病毒载体也存在着自身难以
克服的局限性，如诱导宿主免疫反应、潜在的致癌性、
制备复杂生产不能规模化、靶向性差、所能装载的外
源ＤＮＡ大小有限等，使其应用受到很大限制［１２］。因
此，低毒、低免疫反应、易组装、经济、便于大规模普及
应用和可反复应用的非病毒型基因载体成为当今研

究的焦点。阳离子脂质体和阳离子聚合物是目前广
泛研究的两类非病毒型基因载体［３４］。

　　１９８７年，Ｆｅｌｇｎｅｒ等［５］首次报道了阳离子脂质体

可介导基因的体外转染。其后，人们做了大量工作
来研究阳离子脂质体作为基因载体。脂质体介导

ＤＮＡ 主要依赖于组成脂质体的磷脂成分能促进细
胞膜的融合，加速ＤＮＡ 的转移，它的主要优点是：
（１）脂质体与基因复合过程容易，便于生产；（２）脂
质体是非病毒性载体，与细胞膜融合后将目的基因
导入细胞，本身降解，无毒、无免疫原性；（３）ＤＮＡ可
得到保护，不被灭活或被核酸酶降解。但是脂质体
的制备重复性和储存稳定性较差，而且溶酶体可以
使进入细胞的脂质体降解，这就限制了脂质体作为
基因载体的应用［６７］。阳离子聚合物本身带有正电

荷，可以与带有负电荷的质粒ＤＮＡ（ｐＤＮＡ）通过静
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电作用紧密结合，形成聚合物与ＤＮＡ 的复合物，保

护ＤＮＡ不受ＤＮＡ 酶降解。水溶性的阳离子材料

作为基因载体具有操作简单、稳定性好的优点，溶于

水后直接与ＤＮＡ的溶液混合即可进行转染，这已越

来越受到人们的重视。常用的阳离子材料有聚乙烯

亚氨 （ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）、聚酰胺胺 （ＰＡＭ

ＡＭ）、聚左旋赖氨酸（ＰＬＬ）等［８１０］。阳离子聚合物

运输基因药物的原理包括７个步骤：（１）基因与载体

结合；（２）载体复合物被吸收到细胞内包涵体中；（３）

复合物从包涵体释放到细胞质中；（４）细胞核吸收复

合物；（５）ＤＮＡ与载体分离；（６）ｍＲＮＡ 表达；（７）蛋

白质表达［１１］。

　　１９７０年 Ｄａｎｕｓｓｏ等［１２］首次报道了以二胺（ｂｉ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｍｉｎｅｓ）和二丙烯酸酯（ｄｉａｃｒｙｌａｔｅｅｓｔｅｒｓ）
为原料，通过迈克尔加成反应合成了骨架中含有叔
胺的线性聚氨基脂［ｐｏｌｙ（βａｍｉｎｏｅｓｔｅｒｓ），ＰＢＡＥ］。

２０００年，Ｌｙｎｎ等［１３］首先以Ｎ，Ｎ二甲基乙二胺、哌嗪、

４，４丙基哌啶基哌啶作为二胺分别与１，４丁二醇二丙
烯酸酯反应生成相应的ＰＢＡＥ并应用于基因的传递。

ＰＢＡＥ作为一种新型的阳离子聚合物基因载体，具有
原料廉价、合成简单、结构多样、可降解、细胞毒性低
和转染效率高等优点［１４１５］，日益受到人们的关注。本
研究主要采用迈克尔加成反应合成一种新型的

ＰＢＡＥ，并进行ＰＢＡＥ载基因纳米粒的研究。

１　材料和方法

１．１　材料与试剂　ＰＥＩ（２５０００，支链）、５氨基１戊

醇、１，４丁二醇二丙烯酸酯均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；

ＤＭＳＯ购自百灵威公司；琼脂糖、溴化乙啶（ＥＢ）、ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ（ＤＳＴＭ２０００）由上海浩然科技有限公司分装；

ＤＭＥＭ购自奥地利ＰＡＡ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自

美国Ｇｉｂｃｏ公司；其他试剂购自中国医药（集团）上海

化学试剂公司。ＨＥＫ２９３细胞购自上海细胞研究所。

凝胶成像仪购自上海复日科技有限公司；Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ

ｎａｎｏＺＳ测定仪购自英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ
流式细胞仪购于德国Ｚｅｉｓｓ公司。

１．２　ＰＢＡＥ的合成　精密称取５氨基１戊醇４５０

ｍｇ（４ｍｍｏｌ）、１，４丁二醇二丙烯酸酯７９５ｍｇ（４

ｍｍｏｌ）置于１０ｍｌ带螺帽盖小瓶中，然后加入４ｍｌ

ＣＨ２Ｃｌ２溶解，磁力搅拌，５５℃下反应４８ｈ。反应结

束后，反应产物按下列工艺进行纯化：将产物置于１０

ｍｌＥＰ 管中，加入 ５ ｍｌ乙醚，涡旋 ５ ｍｉｎ，离心

（５６００×ｇ，５ｍｉｎ），弃去上层溶液，反复３次。真空

干燥除去有机溶剂即得并于４℃储存、备用。以

ＮＭＲ鉴定其结构，以凝胶色谱测定其相对分子质

量。反应原理见图１。

１．３　ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物的制备　取ｐＤＮＡ
以醋酸盐缓冲液（ｐＨ＝５，２５ｍｍｏｌ／Ｌ）稀释至６０μｇ／

ｍｌ。精密称取ＰＢＡＥ１００ｍｇ溶于１ｍｌＤＭＳＯ中

（１００ｍｇ／ｍｌ，溶液Ａ）作为ＰＢＡＥ储备液。将ＰＢＡＥ
储备液用醋酸缓冲液稀释至１２ｍｇ／ｍｌ。按照质量

比（ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ）为１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、

９０、１００的要求稀释ＰＢＡＥ。取ｐＤＮＡ溶液与各浓

度的ＰＢＡＥ溶液等体积混合，涡旋３０ｓ，静置３０ｍｉｎ
即得到ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物。

图１　ＰＢＡＥ的合成

Ｆｉｇ１　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＰＢＡＥ
ＰＢＡＥ：Ｐｏｌｙ（βａｍｉｎｏｅｓｔｅｒｓ）

１．４　ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物包封率的测定　新
鲜制备不同质量比的ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物。称
取适量琼脂糖，加入适量Ｔｒｉｓ乙酸（ＴＡＥ）溶液，加热
溶解，配制１．０％琼脂糖凝胶溶液，室温冷却至约

６０℃，加入ＥＢ溶液（５００μｇ／ｍｌ）插入ＤＮＡ染色，灌
胶，加样，８０Ｖ电泳５０ｍｉｎ，紫外投射仪观察并拍照
（以ＤＳＴＭ２０００为ｍａｒｋｅｒ，以裸ｐＤＮＡ为对照）。

１．５　ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物粒径和ｚｅｔａ电位的
测定　新鲜制备不同质量比的ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ 纳米
复合物，采用ＺｅｔａｓｉｚｅｒｎａｎｏＺＳ测定仪，测定纳米粒
的粒径和ｚｅｔａ电位。

１．６　细胞转染实验　ＨＥＫ２９３细胞株用ＤＭＥＭ培
养液（含１０％胎牛血清）在３７℃、５％ＣＯ２条件下连续
培养，每２ｄ传代１次。在２４孔板中以５×１０５个细
胞／孔接种生长活跃的 ＨＥＫ２９３细胞，培养过夜，分
别加入按照质量比为５０１、１００１、２００１制备新
鲜的ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物，同时制备ＰＥＩ／ｐＤ
ＮＡ纳米复合物（Ｎ／Ｐ为１０）作为阳性对照，质粒量
为３μｇ／孔。继续培养４８ｈ后荧光显微镜下观察转
染细胞，之后以流式细胞仪测定转染效率。

２　结　果

２．１　 ＰＢＡＥ 的 结 构 表 征 　 以 ＮＭＲ 鉴 定

ＰＢＡＥ的结构， 其１ ＨＮＭＲ 图 谱 见 图 ２。

ＰＢＡＥ溶于ＤＭＳＯｄ６中，１．２～１．４５ （ｍ，ＮＣＨ２
（ＣＨ２）３ＣＨ２ＯＨ），１．６（ｂｓ，Ｎ（ＣＨ２）２ＣＯＯＣＨ２ＣＨ２
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和ＣＨ２ＣＨＣＯＯＣＨ２ＣＨ２），２．２５～２．５（ｍ，ＣＯＯＣＨ２
ＣＨ２ Ｎ和 ＮＣＨ２ （ＣＨ２）４ ＯＨ），２．６ ～ ２．７
（ｍ，ＣＯＯＣＨ２ＣＨ２Ｎ），３．４（ｂｓ，Ｎ（ＣＨ２）４ＣＨ２ＯＨ），

４．０（ｂｓ，Ｎ（ＣＨ２）２ＣＯＯＣＨ２ＣＨ２）。

　　以凝胶渗透色谱测定ＰＢＡＥ相对分子质量，其
相对分子质量ＭＷ为１１０１２±１８９９。

图２　ＰＢＡＥ的１ＨＮＭＲ图

Ｆｉｇ２　１ＨＮＭＲｉｍａｇｅｏｆＰＢＡＥ
ＰＢＡＥ：Ｐｏｌｙ（βａｍｉｎｏｅｓｔｅｒｓ）

２．２　包封率的凝胶阻滞实验检测结果　ＰＢＡＥ与

ｐＤＮＡ以不同质量比复合形成纳米粒后的凝胶电泳
结果如图３所示。ＰＢＡＥ 与 ｐＤＮＡ 的质量比为

５０１时，ＤＮＡ条带消失，即当质量比≥５０１时，

ＰＢＡＥ能够完全包裹ｐＤＮＡ。

图３　ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米粒凝胶阻滞实验

Ｆｉｇ３　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＢＡＥ／ｐＤＮＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
１：Ｍａｒｋｅｒ；２：ＮａｋｅｄｐＤＮＡ；３１２：Ｃｏｍｐｌｅｘｅｓｐｒｅｐａｒｅｄａｔｗｅｉｇｈｔ

ｒａｔｉｏｓｏｆ１０，２０，３０，４０，５０，６０，７０，８０，９０，１００．ＰＢＡＥ：Ｐｏｌｙ（βａ

ｍｉｎｏｅｓｔｅｒｓ）

２．３　ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物粒径和ｚｅｔａ电位的
测定结果　ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物粒径随质量比
变化的趋势如图４Ａ 所示。从图中可以看出，当

ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ质量比为１０１时，纳米复合物的粒
径为（２５６．２±９．４）ｎｍ，随着质量比的增大，ＰＢＡＥ／

ｐＤＮＡ纳米复合物的粒径随之减小，最后粒径维持
在１００ｎｍ以内。

　　ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物ｚｅｔａ电位随质量比
变化的趋势如图４Ｂ所示。从图中可以看出，ＰＢＡＥ／

ｐＤＮＡ质量比对ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物电位影
响不明显，ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物ｚｅｔａ电位始终
维持在３０ｍＶ左右。

２．４　细胞转染效率　基因转染２ｄ后，荧光显微镜
观察基因产物ＧＦＰ的表达结果见图５Ａ，随ＰＢＡＥ／

ｐＤＮＡ的质量比增加，基因表达增强。定量测定

ＧＦＰ的结果如图５Ｅ所示。结果表明ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ
纳米粒的转染效率随着ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ质量比的增
大而增大。此外在与阳性对照组ＰＥＩ／ｐＤＮＡ的转
染效率的对比实验中，当 ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ 质量比为

２００１时，其转染效率高于ＰＥＩ／ｐＤＮＡ的转染效率
（４３．３％±３．７％ｖｓ３０．３％±２．１％，Ｐ＜０．０５）。

图４　ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物粒径（Ａ）和ｚｅｔａ电位（Ｂ）

Ｆｉｇ４　Ｓｉｚｅ（Ａ）ａｎｄｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ（Ｂ）ｏｆＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ

ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏ
ＰＢＡＥ：Ｐｏｌｙ（βａｍｉｎｏｅｓｔｅｒｓ）．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　以二胺和二丙烯酸酯为原料通过迈克尔加成反
应合成的ＰＢＡＥ，一方面表面带有大量氨基阳离子，
可以通过静电吸附包裹和浓缩带负电荷的ＤＮＡ以
保护ＤＮＡ免受ＤＮＡ酶的降解；另一方面ＰＢＡＥ链
中含有大量的酯键，在生理ｐＨ值下易降解，细胞毒
性低。而以不同的二胺和不同的二丙烯酸酯反应可
以得到不同类型的ＰＢＡＥ，所以ＰＢＡＥ作为基因载
体具有很好的发展前景。

　　本研究以５氨基１戊醇和１，４丁二醇二丙烯酸
酯为原材料制备的线性ＰＢＡＥ为淡黄色黏稠状，能

溶于ＤＭＳＯ、乙醇、四氢呋喃、氯仿、二氯甲烷等有机
溶剂，在中性ｐＨ值的水溶液中溶解度低，但能够很
好地溶于酸性水溶液中。该ＰＢＡＥ在ｐＨ为５的酸
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性溶液中，当ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ质量比≥５０１时能够
完全包裹住ｐＤＮＡ。ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物的粒
径与质量比有关，质量比增大粒径随之减小，最后粒
径维持在１００ｎｍ 以内。但是在实验中我们发现

ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ质量比对ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物

ｚｅｔａ电位影响不明显，ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米复合物ｚｅ
ｔａ电位始终维持在３０ｍＶ左右，造成这种现象的原
因可能是质量比较大，电荷比已经达到饱和。而在体
外细胞转染实验中，我们发现ＰＢＡＥ的转染效率高于

ＰＥＩ，提示ＰＢＡＥ作为基因载体具有高效性。

图５　ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡ纳米粒在ＨＥＫ２９３细胞中转染的荧光照片（Ａ～Ｄ）及定量结果（Ｅ）

Ｆｉｇ５　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓ
Ａ：ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｔｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏ５０１；Ｂ：ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｔｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏ１００１；Ｃ：ＰＢＡＥ／ｐＤＮＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｔ

ｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏ２００１；Ｄ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐ（ＰＥＩ／ｐＤＮＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ）；Ｅ：ＩｎｖｉｔｒｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｇａｉｎｓｔＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓｐｏｓ

ｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　虽然ＰＢＡＥ在基因载体的研究应用中已经取得
了一些成果［１６１９］，但是人们对于具有靶向性ＰＢＡＥ
的研究还比较少，因此继续筛选高效低毒的ＰＢＡＥ
和修饰具有靶向性的ＰＢＡＥ衍生物将是未来研究

ＰＢＡＥ基因传递系统的重点。
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