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用于基因递送的普朗尼克化聚酰胺胺树状聚合物研究
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　　［摘要］　目的　合成Ｐ１２３修饰的聚酰胺胺（ＰＡＭＡＭ）聚合物，并研究其作为基因递送载体的可行性。方法　合成及
表征了普朗尼克Ｐ１２３修饰的ＰＡＭＡＭ 树状聚合物，选择 Ａ３７５、２９３Ｔ及 ＨｅｐＧ２细胞对其进行毒性实验（ＭＴＴ法），选择

ＨｅｐＧ２细胞对其与质粒 ＤＮＡ 形成的复合物进行转染实验，并与聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）以及未修饰的 ＰＡＭＡＭ 进行比较。

结果　聚合物有较高的纯度，粒径电位结果表明复合物符合基因递送的要求，Ｐ１２３修饰ＰＡＭＡＭ可以降低细胞毒性，增加细
胞体外转染效率。结论　Ｐ１２３修饰的ＰＡＭＡＭ是一种适用于基因递送的新型的聚合物载体。
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　　在过去的十几年中，基因治疗取得了长足的进
展［１］。越来越多的非病毒载体用于基因递释系统，
如聚合物载体［２６］。相比病毒载体而言，非病毒载体
有许多明显的优势，包括安全性、低免疫原性、对大

ＤＮＡ分子的转染能力等［７］。因此，研究重点被越来
越多地放在非病毒基因载体上。然而，对基因递释
系统来说，聚合物载体相对低的转染效率一直是个
障碍。

　　树状大分子是一类有多支化中心和高度支化结
构、表面具有极高的官能团密度、大小可以控制的新

型大分子。聚酰胺胺（ｐｌｏｙａｍｉｄｏａｍｉｎｅ，ＰＡＭＡＭ）
树状聚合物因具有生物相容性而被建议作为非病毒

载体进行基因的递送［８９］。ＰＡＭＡＭ 表面具有较高
的电荷密度，可以高度地压缩和保护质粒ＤＮＡ，增
加基因递送的效率［１０］。然而，同其他聚合物载体一
样，ＰＡＭＡＭ具有高毒性、低生物相容性和低水溶性
等缺点［８］。通过对其表面的修饰，如使用ＰＥＧ［１１］、
转铁蛋白［１２］、聚Ｎ（２羟丙基）甲基丙烯酰胺［１３］或精

氨酸［１４］等，可以克服上述的缺点，提高转染效率。

　　普朗尼克Ｐ１２３是一种表面活性剂，由亲水性的
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聚环氧乙烷和疏水性的聚环氧丙烷聚合而成，使用

Ｐ１２３修饰ＰＡＭＡＭ，亲水性的基团能提高聚合物的稳

定性，增加体内生物相容性，降低毒性，而疏水性的基

团则对细胞有更好的亲和性，因此相对ＰＡＭＡＭ来说

更适合用于基因递送［１５１６］。在本研究中我们合成了

不同接枝度的Ｐ１２３ｇＰＡＭＡＭ，并对其作为非病毒基

因载体的各方面的性质进行了考察。

１　材料和方法

１．１　材料　聚乙烯亚胺（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ，

ＭＷ＝２５０００）和ＰＡＭＡＭ （Ｇ５．０，ＭＷ＝２８８２６）购

于美国Ｓｉｇｍａ公司；普朗尼克Ｐ１２３（ＭＷ＝５７８０）购

于德国ＢＡＳＦ公司；三光气购于上海达瑞精细化学

品有限公司；Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）购于上海延

长生化科技发展有限公司；ｍＰＥＧＳＰＡ（纯度＞
９８％，ＭＷ＝５３００）购于嘉兴博美生物技术有限公

司；透析袋（截留分子量１４０００）购于上海绿鸟科技

发展有限公司；ＰｌａｓｍｉｄＭｅｇａＫｉｔ质粒大量提取试

剂盒购于德国Ｑｉａｇｅｎ公司；胰蛋白胨、酵母提取物、

琼脂均为英国Ｏｘｏｉｄ公司产品；ＢＣＡ试剂盒购于美

国Ｐｉｅｒｃｅ公司；荧光素酶检测试剂盒购于美国Ｐｒｏ

ｍｅｇａ公司；ｐＧＬ３ＣｏｎｔｒｏｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒＶｅｃ

ｔｏｒ购于美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；胰蛋白酶、ＭＴＴ、ＤＭ

ＳＯ购于美国Ｓｉｇｍａ公司；细胞培养液以及胎牛血清

（ＦＢＳ）均 购 于 美 国 Ｇｉｂｃｏ 公 司；２９３Ｔ、Ａ３７５ 和

ＨｅｐＧ２细胞由第二军医大学长海医院实验诊断科

馈赠。使用ＭｉｌｌｉＱＰｌｕｓ水纯化系统，其他试剂均为

分析纯。

１．２　Ｐ１２３的活化　将干燥的Ｐ１２３（０．５５０ｇ，０．５
ｍｍｏｌ）溶于４０ｍｌ甲苯／二氯甲烷（体积比３１）中，
加入三光气（０．１４９ｇ，０．５ｍｍｏｌ），室温下搅拌过夜。
将反应液抽真空，所得残渣重新溶解于２０ｍｌ无水
甲苯和１０ｍｌ无水二氯乙烷混合液中。加入 ＮＨＳ
０．１３７ｇ（１．２ｍｍｏｌ），加入０．２ｍｌ无水三乙胺，继续
搅拌４ｈ。抽真空，所得残渣溶解于５０℃１００ｍｌ乙
酸乙酯中，过滤，将滤液抽真空，旋转蒸发，挥去乙酸
乙酯，冷却固化反应物，－２０℃保存。平均回收率为

８０％～８５％。

１．３　Ｐ１２３ 化 ＰＡＭＡＭ 的合 成 　 将 ＰＡＭＡＭ
（０．２９ｇ，０．０１ｍｍｏｌ）溶于１０ｍｌ的ＰＢＳ（ｐＨ７．４）
中，按照不同摩尔比（０．０１，０．０２，０．０５和０．１
ｍｍｏｌ）加入活化的Ｐ１２３，室温搅拌２４ｈ。所得溶液
透析７２ｈ以除去多余的Ｐ１２３，冻干反应物［１７］，得到
不同接枝量的聚合物。合成路线见图１。聚合物的

接枝量用１ＨＮＭＲ进行分析。根据峰面积计算每个

ＰＡＭＡＭ分子上和羰基邻近的亚甲基质子与Ｐ１２３
中甲基质子峰面积比，可得到每个树状分子实际接
枝量，每个ＰＡＭＡＭ分子中与羰基相连的亚甲基有

２５６个，每个Ｐ１２３分子中甲基有７０个，计算公式为：

　　ｎ＝
ＳＣＨ３
ＳＣＨ２

×２５６×２７０×３
　　其中，ＳＣＨ３为Ｐ１２３中甲基质子峰面积，ＳＣＨ２为

ＰＡＭＡＭ分子中所有与羰基邻近的亚甲基质子峰面
积。

图１　Ｐ１２３ｇＰＡＭＡＭ合成路线图

Ｆｉｇ１　ＳｙｎｔｈｅｔｉｃｓｃｈｅｍｅｏｆＳｏｌｕｔｏｌｇＰＡＭＡＭ
ＰＡＭＡＭ：Ｐｏｌｙａｍｉｄｏａｍｉｎｅ

１．４　复合物粒径和电位测定　按照不同的氮磷比
（Ｎ／Ｐ）稀释的０．５ｍｌ聚合物和０．５ｍｌ（５μｇ）ＤＮＡ
溶液混合，涡旋３０ｓ，室温放置３０ｍｉｎ，制得复合物，
用粒径／Ｚｅｔａ电位测定仪（英国马尔文公司）测定粒
径及电位，测定条件：２５℃、固定角９０°、波长６００
ｎｍ。每组复合物平行测量３次。

１．５　复合物凝胶电泳阻滞分析　按上述方法制得
的复合物进行琼脂糖凝胶电泳，以测定在不同 Ｎ／Ｐ
情况下聚合物对ＤＮＡ的包裹情况。具体条件：１％
（Ｗ／Ｖ）琼脂糖凝胶（含０．５％ ＥＢ）、１×ＴＡＥ缓冲
液、电压７０Ｖ、电泳时间６０ｍｉｎ，紫外投射仪（上海
复日科技有限公司）观察并拍照。

１．６　细胞培养　将２９３Ｔ细胞置于ＤＭＥＭ 培养液
（含１０％ＦＢＳ），Ａ３７５和 ＨｅｐＧ２置于 ＲＭＰＩ１６４０培
养液（含１０％ＦＢＳ）中，于３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱
中培养。

１．７　复合物细胞毒性测定　将３种细胞分别用

０．１％胰酶＋０．０２％ＥＤＴＡ消化，接种于９６孔板（美
国Ｃｏｓｔａｒ细胞培养板），细胞汇合度达到５０％时加
入ＲＭＰＩ１６４０（含１０％ＦＢＳ）或ＤＭＥＭ（含１０％ＦＢＳ）
培养液，培养２４ｈ，使细胞汇合度达到７０％～８０％。
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实验前，吸去培养液，每孔加入２０μｌ不同浓度的聚
合物材料（２０、４０、８０、１２０、１６０μｇ／ｍｌ，以无血清ＲＭ
ＰＩ１６４０或ＤＭＥＭ作为溶剂）［１８］，孵育６ｈ后换含有

１０％ＦＢＳ的ＲＭＰＩ１６４０或ＤＭＥＭ培养液，继续培养

２４ｈ，吸去培养液，加入０．５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ（ＰＢＳ为溶
剂，过滤除菌）１００μｌ，３７℃孵育４ｈ。吸去上清液，加
入２００μｌＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ，在４９２ｎｍ波长处测
定光密度（Ｄ）值。以未经聚合物处理的细胞作为对
照（１００％）。计算公式为：细胞活力（％）＝（Ｄ实验组／

Ｄ对照组）×１００％。

１．８　复合物细胞转染测定　将 ＨｅｐＧ２细胞按照

１×１０５／ｍｌ的密度接种于２４孔板（美国Ｃｏｓｔａｒ细胞
培养板），每孔加入ＲＭＰＩ１６４０培养液（含１０％ＦＢＳ）

１ｍｌ，培养２４ｈ，转染前，换上无血清的培养液，加入

２００μｌ不同Ｎ／Ｐ的复合物［其中含１００μｌ聚合物和

１００μｌ（２μｇ）ｐＧＬ３质粒］，每种复合物重复做３孔，
孵育４ｈ后换含１０％ＦＢＳ的培养液继续培养４８ｈ，
使用萤火虫荧光素酶检测试剂盒进行分析，用Ｉｎｆｉ
ｎｉｔｅＭ２００型多功能酶标仪（瑞士Ｔｅｃａｎ公司）测量
荧光活性，并用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒校正。

２　结　果

２．１　Ｐ１２３化ＰＡＭＡＭ 的合成　将纯化后的聚合
物溶于Ｄ２Ｏ，进行１ＨＮＭＲ分析，图２Ａ为Ｐ１２３的核
磁图谱，其中１．１～１．４的峰为ＣＨ３单元质子峰，图

２Ｂ为ＰＡＭＡＭ 的核磁图谱，２．４～２．７的峰即为与
羰基 相 连ＣＨ２单 元 质 子 峰，图 ２Ｃ 为 Ｐ１２３ｇ
ＰＡＭＡＭ核磁图谱。图２Ｃ中未见其他峰出现，说明
接枝聚合物有较高的纯度。通过计算我们得到不同
接枝量的复合物，详见表１。

图２　Ｐ１２３（Ａ）、ＰＡＭＡＭ（Ｂ）及Ｐ１２３ｇＰＡＭＡＭ（Ｃ）的１ＨＮＭＲ图谱

Ｆｉｇ２　１ＨＮＭＲｄａｔａｏｆＰ１２３（Ａ），ＰＡＭＡＭ（Ｂ）ａｎｄＰ１２３ｇＰＡＭＡＭ（Ｃ）

ＰＡＭＡＭ：Ｐｏｌｙａｍｉｄｏａｍｉｎｅ

表１　合成聚合物的鉴定

Ｔａｂ１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｄｅｎｄｒｉｍｅｒｓ

Ｃｏｐｏｌｙｍｅｒ
Ｐ１２３ＰＡＭＡＭ

Ｆｅｅｄｒａｔｉｏ Ｇｒａｆｔｒａｔｉｏａ
Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｂ

Ｐ１２３１ｇＰＡＭＡＭ １１ １．１２ ３５２９９．６
Ｐ１２３２ｇＰＡＭＡＭ ２１ ２．１７ ４１３６８．６
Ｐ１２３５ｇＰＡＭＡＭ ５１ ４．９６ ５７４９４．８
Ｐ１２３１０ｇＰＡＭＡＭ １０１ １０．８５ ９１５３９

　ａ：Ａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ１ＨＮＭＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｏｐｏｌｙｍｅｒｓａｍｐｌｅｓ．
ｂ：Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂａｓｅｄｏｎ１ＨＮＭＲｄａｔａａｓｓｕｍｉｎｇｔｈａｔａｌｌｐｏｌｙｅｔｈｅｒ

ｃｈａｉｎｓｉｎｔｈｅｃｏｐｏｌｙｍｅｒｓａｍｐｌｅｓａｒｅｌｉｎｋｅｄｔｏｔｈｅＰＡＭＡＭ．ＰＡＭ

ＡＭ：Ｐｏｌｙａｍｉｄｏａｍｉｎｅ

２．２　复合物粒径和电位测定　为考察聚合物结构
对复合物粒径的影响，把不同接枝度的聚合物按不同
的Ｎ／Ｐ与质粒ＤＮＡ形成复合物。结果见图３，复合
物粒径均小于２５０ｎｍ。随着接枝度的增加，粒径有增
大趋势，而随着Ｎ／Ｐ的增加，粒径有减小趋势。

图３　不同Ｎ／Ｐ复合物粒径图

Ｆｉｇ３　ＰａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｓｏｆｃｏｍｐｌｅｘｅｓａｔｖａｒｉｏｕｓＮ／Ｐｒａｔｉｏｓ
Ｎ／Ｐ：Ｎｉｔｒｏｇｅｎ／ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　图４是不同Ｎ／Ｐ下复合物的电位值，修饰过的
复合物比未修饰的ＰＡＭＡＭ 有着更低的电位。在
修饰过的复合物中，随着接枝度的减小和Ｎ／Ｐ的增
加，复合物的电位基本上呈增加的趋势。
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图４　不同Ｎ／Ｐ复合物电位图

Ｆｉｇ４　ＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｃｏｍｐｌｅｘｅｓａｔｖａｒｉｏｕｓＮ／Ｐｒａｔｉｏｓ
Ｎ／Ｐ：Ｎｉｔｒｏｇｅｎ／ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　复合物凝胶电泳阻滞分析　从图５可以看出，
复合物的Ｎ／Ｐ值在２时，ＤＮＡ便可以完全被包裹，
阻止其在电场中的迁移。

２．４　复合物细胞毒性测定　从图６可以看出，通过
对聚合物材料的修饰降低了复合物的细胞毒性，这
也与电位的结果一致，随着复合物浓度的增加细胞
毒性增强，另外，根据复合物对３种细胞的毒性作用
来看，我们发现复合物对 ＨｅｐＧ２的毒性小于另外２
种细胞的毒性。

图５　复合物凝胶电泳阻滞分析结果

Ｆｉｇ５　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｃｏｍｐｌｅｘｅｓ
Ａ：Ｐ１２３１ｇＰＡＭＡＭ；Ｂ：Ｐ１２３２ｇＰＡＭＡＭ；Ｃ：Ｐ１２３５ｇＰＡＭ

ＡＭ；Ｄ：Ｐ１２３１０ｇＰＡＭＡＭ．１：Ｎ／Ｐ＝１；２：Ｎ／Ｐ＝２；３：Ｎ／Ｐ＝４；

４：Ｎ／Ｐ＝６．ＰＡＭＡＭ：Ｐｏｌｙａｍｉｄｏａｍｉｎｅ

图６　３种细胞的 ＭＴＴ毒性测定结果

Ｆｉｇ６　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｓｓａｙｏｆｔｈｒｅｅｔｙｐｅｓｏｆｃｅｌｌｓｂｙＭＴＴ
ＰＥＩ：Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ；ＲＣＶ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ；ＰＡＭＡＭ：Ｐｏｌｙａｍｉｄｏａｍｉｎｅ．Ａ：Ａ３７５ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ；Ｃ：２９３Ｔｃｅｌｌｓ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．５　复合物细胞转染测定　影响复合物转染效率
的一个重要的因素是ＰＡＭＡＭ 与ＤＮＡ的缩放比，
也就是 Ｎ／Ｐ，对不同接枝量的Ｐ１２３ｇＰＡＭＡＭ 进
行转染测定，并与ＰＥＩ以及未修饰的ＰＡＭＡＭ进行
对比，由图７可以发现接枝复合物转染效率随着Ｎ／

Ｐ的增加而增加，相比未修饰的ＰＡＭＡＭ 转染效率
并无减小，略低于ＰＥＩ的转染效率。随着接枝量的
增加，复合物转染效率有减小的趋势。

３　讨　论

　　本实验合成了一种新型的阳离子聚合物载体用

于基因递送，即用普朗尼克Ｐ１２３修饰ＰＡＭＡＭ，从
核磁共振图谱可以发现合成的聚合物有较高的纯

度，通过对其粒径以及电位的考察，我们得出该聚合
物粒径及电位适合基因递送［１９］。

　　本实验进一步对聚合物进行了细胞实验考察。
在毒性实验中发现，修饰过的ＰＡＭＡＭ相对于未修
饰的ＰＡＭＡＭ有着更低的细胞毒性，而且随着接枝
量的增加，复合物对细胞的毒性减小，这可能是因为
修饰过的复合物降低了表面电荷密度，另外，普朗尼
克的亲水性基团也能降低细胞毒性。相比 Ａ３７５和

２９３Ｔ细胞，复合物对 ＨｅｐＧ２细胞毒性更低。在转染
实验中，重点考察了 ＨｅｐＧ２细胞，发现随着接枝量的
增加，转染效率有减小的趋势，由于ＰＥＩ具有高细胞
毒性，我们认为Ｐ１２３ｇＰＡＭＡＭ可能是一种更安全
有效的基因转染载体，有待于进一步的验证。
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图７　复合物在ＨｅｐＧ２细胞中的转染效率

Ｆｉｇ７　ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｔｈｅｃｏｍｐｌｅｘｅｓｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ
ＲＬＵ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｉｇｈｔｕｎｉｔ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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