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胆甾醇修饰的ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］／ｍｉＲＮＡ复合物的制备、理化性能及
细胞摄取能力
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　　［摘要］　目的　制备疏水基修饰的聚阳离子高分子基因载体ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇，对其复合 ｍｉＲＮＡ的理

化性质和细胞摄取能力进行研究。方法　开环聚合合成ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］，再采用氯甲酸胆甾醇基进行疏水修饰，核磁共
振法验证其结构；使其与ｈｓａｍｉＲ１５ａ形成胶束复合物，对该胶束复合物的粒径、Ｚｅｔａ电位、稳定性、包封率以及细胞毒性进行

考察；以白血病细胞Ｋ５６２细胞系为模型细胞进行体外细胞实验对其摄取进行考察。结果　合成的ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］
１０％胆甾醇具有良好的溶解性，可与ｍｉＲＮＡ形成稳定的胶束复合物，当氮磷比（Ｎ／Ｐ）＝２０，基因浓度在５μｍｏｌ／ｍＬ时，形成的

胶束复合物粒径为（１９２．４±１０．８）ｎｍ，Ｚｅｔａ电位为（６．９±０．９）ｍＶ，包封率为（９０．５±３．２）％。该复合物在实验条件下表现出

了相当的稳定性，细胞对该复合物的摄取能力明显强于商品化试剂脂质体ｌｉｐｏ２０００。结论　ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇
是一种优良的高分子基因传递系统载体，在体外实验中可有效实现细胞对于ｍｉＲＮＡ的稳定摄取。

　　［关键词］　高分子胶束复合物；聚乙二醇聚｛氮［氮（２氨乙基）２氨乙基］天冬氨酸｝；微ｍＲＮＡｓ；基因传递系统；基因疗法
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　　微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）可以使目标 ｍＲＮＡ降解， 从而达到基因沉默的效果，是未来基因疗法中一个
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重要方向［１］。相比特定的 ＤＮＡ编码基因，ｍｉＲＮＡ
的调节作用更为有效，因而在恶性肿瘤、免疫疾病

以及显性遗传病等领域极具研究价值［２５］。但

ｍｉＲＮＡ极不稳定，设计一个能保护ｍｉＲＮＡ免受外界

环境降解、排泄，并且能运载其高效进入内涵体并逃

逸的传递系统十分必要。

　　以聚乙二醇聚｛氮［氮（２氨乙基）２氨乙基］

天冬氨酸｝，即ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］为基本骨架的高

分子材料是一种新型高效的聚阳离子高分子载体材

料［６］。因其具有独特的质子海绵效应，在复合ｐＤＮＡ
和ｓｉＲＮＡ的体内实验中成功实现了高效的细胞内

涵体逃逸［６９］。相对于双链ｐＤＮＡ可以在胶束核心

被稳定压缩形成稳定的胶束核心，单链的ｍｉＲＮＡ只

有２１个碱基对的长度，短小并且具有一定的刚性结

构［１０］，ｍｉＲＮＡ在生理环境下形成稳定胶束复合物

难度显著增大。因此，很有必要对其进行合理的修

饰，使高分子的链段对ｍｉＲＮＡ分子具有更好的结合

能力，形成更为稳定的ｍｉＲＮＡ胶束复合物。增加胶

束核心的疏水性是改善基因结合能力有效的办法之

一，例如Ｏｂａ等［１１］利用胆甾醇基修饰ＰＥＧＰ［Ａｓｐ
（ＤＥＴ）］的ω端基，显著增加了ｐＤＮＡ复合物的稳

定性。本实验拟利用氯甲酸胆甾醇修饰聚天冬氨酸

侧链及端基伯胺，形成疏水程度更高的聚合物，其具

有的高疏水性和阳电荷效应有望与 ｍｉＲＮＡ形成稳

定的胶束复合物并达到较高转染效率。本实验中，

我们制备了 ｍｉＲＮＡ的聚合物复合胶束，并对其粒

径、Ｚｅｔａ电位、胶稳定性、细胞摄取以及材料的细胞

毒性等性质进行了考察。

１　材料和方法

１．１　试剂及仪器　甲氧基封端聚乙二醇氨（ＰＥＧ

ＮＨ２，Ｍｗ＝５０００，上海晶纯实业有限公司，二亚乙

基三胺（ＤＥＴ，百灵威化学技术有限公司），氯甲酸胆

甾醇酯（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍａｔｅ，百灵威化学技术

有限公司），天冬氨酸（阿法埃莎化学有限公司），苯

甲醇（国药集团化学试剂有限公司）。ｍｉＲＮＡ：Ｈｓａ

ｍｉＲ１５ａ（５′ＵＡＧ ＣＡＧ ＣＡＣ ＡＵＡ ＡＵＧ ＧＵＵ

ＵＧＵ３′），５′端ＦＡＭ标记的ＨｓａｍｉＲ１５ａ（５′ＵＡＧ

ＣＡＧＣＡＣＡＵＡＡＵＧＧＵＵ ＵＧＵ３′），上海吉玛

制药技术有限公司．

　　冷冻干燥机（美国Ｖｉｒｔｉｓ公司）；ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏ

ＺＳ激光粒度分析仪（英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；ＮＡＮＯ

ｐｕｒｅＤｉａｍｏｎｄＴＭ超纯水机（美国Ｂａｒｎｓｔｅａｄ公司）；

ＶＴＸ３０００Ｌ型涡旋混合器（德国Ｂｉｎｄｅｒ公司）；酶标

仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；超速离心机（日本

Ｈｉｔａｃｈｉ公司）。

１．２　ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］的合成　聚乙二醇ｂ聚

天冬氨酸苄酯（ＰＥＧｂＰＢＬＡ）按照参考文献［１２］合

成。随后用 ＤＥＴ对ＰＥＧｂＰＢＬＡ 进行氨解：称取

烘干的ＰＥＧｂＰＢＬＡ０．４ｇ，加入重蒸的二甲基甲酰

胺（ＤＭＦ）约１０ｍＬ，再加入无水硫酸钠预处理的

ＤＥＴ约８ｍＬ，恒温水浴２４ｈ，盐酸调节ｐＨ值至７．０
左右，纯水透析，冻干得ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］，见图

１。核磁共振法检查其氨解情况，溶剂为重水。

图１　聚乙二醇ｂ聚天冬氨酸苄酯（ＰＥＧｂＰＢＬＡ）的氨解

Ｆｉｇ１　ＡｍｍｏｎｏｌｙｓｉｓｏｆＰＥＧｂＰＢＬＡ

１．３　ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］的胆甾醇基部分修饰　称

取干燥的ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］各０．３ｇ，按照修饰度分

别为１０％、２０％、３０％、４０％和５０％计算氯甲酸胆甾醇

酯的用量，以二甲亚砜（ＤＭＳＯ）作为溶剂，三乙胺为缚

酸剂进行反应２４ｈ，纯水透析，冻干，得到胆甾醇基修

饰度不同的ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］（图２）。
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图２　胆甾醇部分修饰ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］的合成示意图

Ｆｉｇ２　ＣｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］

１．４　高分子化合物的溶解性　精密称取胆甾醇修饰

度分别为１０％、２０％、３０％、４０％和５０％的上述合成材

料各１０ｍｇ，溶解于１００μＬＰＢＳ缓冲溶液中，超声３０

ｍｉｎ，静置３０ｍｉｎ，完全溶解（１ｇ／１０ｍＬ）的则视为易

溶，没有完全溶解的采用倍比稀释的方法逐次验证其

是否溶解。实验证明ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾

醇可以保证工作浓度下有良好的溶解度，因此选用

ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇进行后期实验。

１．５　胶束复合物的制备和性质考察

１．５．１　粒径及Ｚｅｔａ电位　将 ｍｉＲＮＡ溶解在含有

焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ，０．１％）的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶

液中，以保护基因不受 ＲＮＡ酶的影响而降解。按

照预设好的氮磷（Ｎ／Ｐ）比以及响应材料浓度，将二

者的ＴｒｉｓＨＣｌ溶液以体积比２１混合，在振荡器

上孵育得到目标胶束复合物，用粒径分析仪测定其

粒径和Ｚｅｔａ电位。

１．５．２　变性凝胶电泳聚丙烯酰胺（ＰＡＧＥ）测定稳

定性　变性ＰＡＧＥ凝胶电泳：配制胶浓度为１２％的

聚丙烯酰胺凝胶，用ＤＥＰＣ水分别溶解 ＲＮＡ与高

分子材料，按照 Ｎ／Ｐ为１、２、３、４、５与不同浓度

（０．０４、０．０８、０．１２、０．１６、０．２０ｍｇ／ｍＬ）的 ＰＥＧＰ
［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇混合；样品在室温下震荡

５ｍｉｎ，８５℃水浴１５ｍｉｎ，冰浴１０ｍｉｎ；用上样缓冲液

混合上样，冰水浴低温电泳，１８０Ｖ，５０ｍｉｎ，银染显

色观察。溶液及试剂均经ＤＥＰＣ处理。

１．５．３　包封率测定　ＦＡＭ 标记的ｈｓａｍｉＲ１５ａ
（ＦＡＭｍｉＲＮＡ）在激发波长和发射波长分别为４９５

ｎｍ和５２５ｎｍ时有强吸收，因此可利用荧光酶标仪

监测其绿色荧光强度值，从而确定对应溶液中基因

的浓度。包裹 ＦＡＭｍｉＲＮＡ 的胶束复合物通过

Ａｍｉｃｏｎ○ＲＵｌｔｒａ超滤离心管（１０００００标称相对分子

质量，ＮＭＷＬ）离心后收集未包封的 ｍｉＲＮＡ，测定

荧光强度，用浓度分别为１００μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ、２５

μｇ／ｍＬ、１０ μｇ／ｍＬ、２．５ μｇ／ｍＬ、１ μｇ／ｍＬ、

５００ｎｇ／ｍＬ、１００ ｎｇ／ｍＬ、１０ ｎｇ／ｍＬ 的 ＦＡＭ

ｍｉＲＮＡ溶液制备 ｍｉＲＮＡ标准曲线，标准曲线的线

性回归方程为将样品荧光强度值带入标准曲线方程

中，算出对应的ｍｉＲＮＡ含量。线性范围在１０ｎｇ～

１００μｇ之间。用以下公式计算：包封率（％）＝

ｍｉＲＮＡ加入－ｍｉＲＮＡ上清／ｍｉＲＮＡ加入×１００％

１．５．４　 Ｋ５６２ 肿 瘤 细 胞 对 胶 束 复 合 物 的 摄

取　ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇／ｈｓａｍｉＲ１５ａ
胶束复合物在Ｎ／Ｐ＝２０的情况下，加入胶束复合物

后观察摄取效果。收集 Ｋ５６２细胞，接种至２４孔板

中，每孔加入细胞１ｍＬ，加入不同处方制备的新鲜

复合物２０μＬ （５′ＦＡＭ 标记）。实验组为 ＰＥＧ

Ｐ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇／ｈｓａｍｉＲ１５ａ，３个对照

组分别为裸ｈｓａｍｉＲ１５ａ组、ＰＥＩ／ｈｓａｍｉＲ１５ａ组和

ｌｉｐｏ２０００／ｈｓａｍｉＲ１５ａ组；各实验组培养４ｈ后，收

集细胞，ＰＢＳ清洗，细胞固定液固定后，滴加至载玻

片上用０．５ｍＬ４’，６二脒基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）染

色剂染色１５ｍｉｎ，用ＰＢＳ清洗后，滴加抗荧光淬灭

封片液封片后用共聚焦显微镜观察。ＦＡＭ 的激发

波长为４８８ｎｍ，发射波长为５０５～５３０ｎｍ；ＤＡＰＩ染

色剂激发波长为３４０ｎｍ，发射波长为４８８ｎｍ。

１．５．５　细胞毒性的检测　取出对数生长期的Ｋ５６２
细胞，重悬接种于９６孔板，每孔１×１０５个细胞，按照

ＣＣＫ８试剂盒说明书进行细胞毒性检测，按以下公式

计算细胞生存率：生存率（％）＝（样品Ｄ 值－空白

Ｄ值）／（阴性对照Ｄ值－空白组Ｄ值）×１００％。
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２　结　果

２．１　聚合物的合成　如图３Ａ所示，通过ＰＥＧ重复

单元与ＤＥＴ重复单元的关系以及峰的位置与面积，

确认最终合成了ＰＥＧ１１３Ｐ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］９４，其天冬氨

酸链的聚合度约为９４；图３Ｂ中ｃ峰是胆甾醇基接上

以后的特征峰，经由峰面积计算胆甾醇的修饰度为

７．９９％。实验结果证明，胆甾醇基的修饰度会随着氯

甲酸胆甾醇的修饰度上升而上升，但是没发现二者有

线性关系。修饰度高的材料不能在工作条件下

（Ｎ／Ｐ＝２０）保持良好的溶解性，因此本实验选取胆甾

醇基修饰在１０％的材料作为后续实验的材料。

图３　ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］（Ａ）和ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（Ｂ）的１ＨＮＭＲ图谱

Ｆｉｇ３　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］（Ａ）ａｎｄＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（Ｂ）

２．２　ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇／ｈｓａｍｉＲ

１５ａ胶束复合物粒径和Ｚｅｔａ电位　胶束复合物的粒

径和Ｚｅｔａ电位对于后期实验方案的确定具有重要

的参考作用。ｍｉＲＮＡ本身刚性较强，分子间斥力也

较强，因此形成胶束直径较ｐＤＮＡ直径大。表１中，

氯甲酸胆甾醇未修饰和修饰两种材料与ｈｓａｍｉＲ１５ａ
（ｃｍｉＲＮＡ＝５μｍｏｌ／ｍＬ）形成的复合物，粒径都小于２００

ｎｍ。修 饰 过 后 材 料 的 Ｚｅｔａ电 位 由 修 饰 前 的

（２４．６±１．３）ｍＶ变成了修饰后的（１３．２±２．０）ｍＶ，

因而导致修饰后的粒径反而比未修饰之前小。

表１　胆甾醇未修饰／修饰材料复合ｍｉＲＮＡ的粒径、Ｚｅｔａ电位以及ＰＤＩ的比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ，ＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｄＰＤＩｂｅｔｗｅｅｎｕｎｍｏｄｉｆｉｅｄａｎｄｃｈｏｌｅｍｏｄｉｆｉｅｄＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］／ｍｉＲＮＡ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｓａｍｐｌｅ
（ｃｍｉＲＮＡ＝５μｍｏｌ·ｍＬ－１，Ｎ／Ｐ＝１０）

Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ
ｄ／ｎｍ

Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ
φ／ｍＶ

ＰＤＩ

ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］ ５６８．２±１６．１ ２４．６±１．３ ０．５９１±０．０１３

ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］＋ｍｉＲＮＡ １７４．９±１３．２ １３．２±２．０ ０．２６３±０．０３１

ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ４８７．１±２１．３ １２．０±２．６ ０．５２９±０．０２１

ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ＋ｍｉＲＮＡ １９２．４±１０．８ ６．９±０．９ ０．１８９±０．０２３

　ＰＤＩ：Ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ；Ｎ／Ｐ：Ｎｉｔｒｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｒａｔｉｏ

２．３　胶束复合物的稳定性以及包封率

２．３．１　凝胶阻滞色谱　ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆

甾醇包裹基因的结果如图４Ａ所示。随着Ｎ／Ｐ比的
增大，ｍｉＲＮＡ全部滞留在在加样孔中，Ｎ／Ｐ＝５时高

分子材料完全和基因复合，形成了稳定的胶束复合
物。将该胶束复合物置于１０％胎牛血清（ＦＢＳ）培养液

中，具有相同的趋势（图４Ｂ），唯一不同的是完全复合

形成稳定复合物的Ｎ／Ｐ比值稍微有所差异。

２．３．２　胶束复合物的包封率　采用超滤离心法测

定的ｍｉＲＮＡ的包封率。结果未加修饰的高分子材
料 ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］／ｍｉＲＮＡ 的 包 封 率 为

（７１．３±２．１）％，而 ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾
醇／ｍｉＲＮＡ的包封率为（９０．５±３．２）％，显示疏水修

饰后的高分子材料的包封率上升。
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图４　ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇／ｍｉＲＮＡ

复合物的凝胶阻滞电泳

Ｆｉｇ４　Ｇｅｌｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｏｆＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ／ｍｉＲＮＡ

Ａ：Ｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｃｏｍｐｌｅｘｉｎａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｂ：Ｉｎ

１０％ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ／ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎｓｏｌｕ

ｔｉｏｎ．Ｍ：ＲＮＡｍａｒｋｅｒｂａｎｄ；１５：Ｎ／Ｐ（Ｎｉｔｒｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈｏｒ

ｕｓ）ｒａｔｉｏ；Ｃ：ＳｉｎｇｌｅｃｈａｉｎｐｒｉｍｅｒｏｆＤＮＡ，ａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｆｄｅｇ

ｒａｄａｔｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ

２．４　ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇／ｍｉＲＮＡ胶

束复合物细胞摄取　从图５Ａ可以看出，裸的ｈｓａ

ｍｉＲ１５ａ几乎不能进入细胞，而传统的转染试剂聚

乙烯亚胺（ＰＥＩ）／ｈｓａｍｉＲ１５ａ组具有很强绿色荧光，

验证了其良好的细胞摄取能力；１０％胆甾醇修饰组

对于胶束复合物的摄取，大于现在已经商品化生产

的ｌｉｐｏ２０００试剂。用流式细胞技术对摄入复合物的

绿色荧光进行了表征，在图５Ｂ中同样可以看出该复

合物的细胞摄取能力大于ｌｉｐｏ２０００。

２．５　材料的细胞毒性　在高分子材料的工作浓度

０．０４ｍｇ／ｍＬ时，传统的转染试剂ＰＥＩ对于材料有相

当大的细胞毒ｓｏｌｕｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ性，４８ｈ后细胞的存活

量很少，约为１５．６％；商品化的试剂ｌｉｐｏ２０００组细胞

的生存率为８２．４％，而高分子材料组的细胞存活率相

对于空白对照组来说接近１００％（为９９．８％），表明

ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇具极低的细胞毒性。

３　讨　论

　　为了增加高分子化合物与与基因物质之间的相

互作用，初步解决 ｍｉＲＮＡ在体内的传递问题，本实

验选用氯甲酸胆甾醇修饰ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］来进

一步增加高分子材料稳定基因的能力，通过增加高

分子链段正电荷部分的疏水性来增加高分子聚合物

和基因的结合能力，从而以稳定的状态通过内吞作

用进入细胞实施转染。

图５　ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇／ｍｉＲＮＡ

胶束复合物的细胞摄取

Ｆｉｇ５　ＣｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅｏｆＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％ｃｈｏｌｅ／ｍｉＲＮＡ

Ａ：Ｃｅｌｌｉｍａｇｅｓｕｎｄｅｒｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，

Ｎ／Ｐ＝２０，ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡｉｓ１００ｎｍｏｌ·ｍＬ－１；

Ｂ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｆｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅｉｎ

Ｋ５６２ｃｅｌｌｓ．ＩｎＦｉｇ５Ａ，ＦＡＭｌａｂｅｌｅｄ ｍｉＲＮＡ ａｎｄ ＤＡＰＩ

ｌａｂｅｌｅｄｎｕｃｌｅｉａｒｅｓｈｏｗｎｉｎｇｒｅｅｎａｎｄｂｌｕｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，

ｂｌａｃｋｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ１０μｍ；ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕ

ｔｉｏｎｏｆＰＥＩｇｒｏｕｐ ｂｅｙｏｎｄ１０４，ｎｏｔｓｈｏｗｎｉｎ Ｆｉｇ５Ｂ．

１：ＮａｋｅｄｍｉＲＮＡ；２：ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％ ｃｈｏｌｅ／

ｍｉＲＮＡ；３：ＰＥＩ／ｍｉＲＮＡ；４：Ｌｉｐｏ２０００／ｍｉＲＮＡ．Ｃｈｏｌｅ：

Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；ＦＡＭ：Ｃａｒｂｏｘｙｆｌｏｕｒｅｓｃｅｉｎ；ＤＡＰＩ：４’，６ｄｉａ

ｍｉｄｉｎｏ２２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ；ＰＥＩ：Ｐｏｌｙｅｔｈｅｒｉｍｉｄｅ

　　本实验合成了ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾

醇，核磁方法验证了其聚合度。实验中发现，胆甾醇
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基侧链修饰ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］后，其中的ＤＥＴ在

后续透析以及修饰反应中容易水解，是后续实验实

现细胞内吞及质子海绵效应的重要基础［７］，保证后

续水相的反应和透析体系在弱酸性环境中是合成实

验中的关键问题。

　　实验表明，ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇与

ｍｉＲＮＡ形成的复合物粒径反而大于未加修饰的材

料，其原因可能为胶束的粒径取决于ｍｉＲＮＡ在胶束

复合物内的压缩程度。未经修饰的 ＰＥＧＰ［Ａｓｐ
（ＤＥＴ）］带有较多正电荷，与基因作用较强，可以将

刚性的 ｍｉＲＮＡ 压缩在胶核之内，而 ＰＥＧＰ［Ａｓｐ
（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇虽然可以更好地稳定胶束复合

物，但是却降低了正负电荷的相互作用，这一点Ｚｅｔａ
电位的数据也可以印证；ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆

甾醇与ｍｉＲＮＡ形成的复合物具有较高的包封率，显

示疏水修饰策略能改善阳离子高分子材料复合

ｍｉＲＮＡ的能力，其原因可能为与高分子链段的端基伯

胺被胆甾醇基取代后与ｍｉＲＮＡ的相互作用增强。

　　ＰＥＩ作为常用的基因转染试剂，其链段胺基带

有大量的正电荷，可以和细胞磷脂膜双分子层膜中

的磷酸根等负电荷物质相互作用，大大促进了细胞

的内吞作用，但是其细胞毒性大，常作为摄取材料的

阳性对照。Ｌｉｐｏ２０００是已经商品化的阳离子脂质体

材料，在复合ｐＤＮＡ和ｓｉＲＮＡ进入细胞以及转染实

验中都有优良表现，本实验以此２种材料作为阳性

参照来验证高分子胶束复合物的摄取。结果表明，

该胶束复合物比商业化试剂ｌｉｐｏ２０００更好地转入细

胞，显示该系列的材料可以作为一种良好的载体材

料复合ｍｉＲＮＡ进入细胞实施后期的细胞转染实验。

同时实验中发现，ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］１０％胆甾醇／

ｈｓａｍｉＲ１５ａ在细胞内的分布不均匀，可能与细胞体

积差异和细胞周期有关，尚需进行摄取机制的研究。

流式细胞术检测结果表明，ＰＥＧＰ［Ａｓｐ（ＤＥＴ）］

１０％胆甾醇／ｈｓａｍｉＲ１５ａ组的平均强度较大，峰形

较宽，也证实了细胞对该胶束复合物的摄取不均匀。

　　本实验对该材料的细胞毒性也进行了考察，发

现其具有很低的细胞毒性。该材料有望以其低毒、

高效摄取和转染特性成为 ｍｉＲＮＡ基因治疗方面的

良好载体，其在细胞内的内涵体逃逸、转染等行为尚

待进一步研究。在胶束复合物的外部接上抗体，使

胶束复合物对特定细胞系具有特异选择性，也是以

后值得深入研究的问题。
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