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　　［摘要］　目的　在聚酰胺胺（ｐｏｌｙａｍｉｄｏａｍｉｎｅ，ＰＡＭＡＭ）树状大分子与ＤＮＡ形成复合物的基础上添加透明质酸（ｈｙａｌｕ

ｒｏｎｉｃａｃｉｄ，ＨＡ）形成三元纳米复合物，研究其基因递送性能的改变。方法　配制不同电荷比的三元纳米复合物，测定其粒径

和电位；选择 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞进行转染效率的测定，选择Ｂ１６和 ＭＣＦ７细胞进行细胞毒性的测定。结果和结

论　形成的三元纳米复合物大小均一，结构稳定。与单纯的ＰＡＭＡＭ载体相比，增加ＨＡ提高了转染效率，降低了细胞毒性，
适合用于基因的递送和转染。
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　　由于外源性ＤＮＡ／ＲＮＡ在体内易降解，难以透

过细胞膜，因此需要基因载体的协助才能发挥基因

的调控作用［１］。以阳离子聚合物为代表的非病毒载

体是当前研究的热点，相比于病毒载体，其具有安全

性好、免疫原性低、基因容量大的优点［１］。

　　聚酰胺胺（ｐｏｌｙａｍｉｄｏａｍｉｎｅ，ＰＡＭＡＭ）树状大

分子是一种树状高分子材料，分子表面有大量氨基，

带正电荷，能有效压缩吸附负电荷的ＤＮＡ或ＲＮＡ，

相比于聚乙烯亚胺（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）等经典

的阳离子聚合物，ＰＡＭＡＭ 具有较高的转染效率和

较低的细胞毒性，适合作为基因载体。本课题组在

前期的研究中通过对其表面修饰，如链接单抗［２］、聚

乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ）和普朗尼克等分

子［３］，进一步增强其转染效率，降低其毒性。

　　透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ，ＨＡ）是一种线性大

分子黏多糖，具有良好的水溶性、生物相容性、生物
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可降解性和肿瘤细胞的靶向性的特点，适合作为基

因载体［４］。在本研究中，先将聚阳离子材料ＰＡＭ

ＡＭ与ＤＮＡ形成二元纳米复合物，再与带负电荷的

ＨＡ通过电荷吸附形成三元纳米复合物，然后对其

作为非病毒基因载体的各方面性质进行考察。

１　材料和方法

１．１　材料　ＰＡＭＡＭ（Ｇ５，Ｍｗ＝２８８２６）购于美国

Ｓｉｇｍａ公司；ＨＡ（Ｍｗ＝７０００）购于山东福瑞达生物

化工有限公司；ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１和Ｂ１６细胞

购于中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中

心；ｐＧＬ３购于北京普洛麦格生物技术有限公司；

ｐＥＧＦＰ由第二军医大学基础部遗传学教研室提供；

ＢＣＡ蛋白检测试剂盒、琼脂糖和溴化乙啶购于上海

生工生物工程技术服务有限公司；ＧｉｂｃｏＤＭＥＭ 培

养液、ＲＰＭＩ１６４０培养液、胎牛血清（ＦＢＳ）和胰酶购

于美国ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司；感受态菌购于北京

天根生化科技有限公司；质粒大量提取试剂盒购于

美国Ｏｍｅｇａ公司；荧光素酶检测系统和５×细胞裂

解液购于美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＣＣＫ８试剂盒购于日

本同仁化学株式会社。

１．２　仪器　ＺＳ９０激光粒度电位测定仪（英国

Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；ＤＭＩ４０００Ｂ倒置荧光显微镜（德国

Ｌｅｉｃａ公司）；Ｅ６０８０生物发光检测器（美国Ｐｒｏｍｅｇａ
公司）；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３型酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公

司）；ＣＯ２ 细胞孵箱（美国 ＦｏｒｍａＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。

６Ｋ系列冷冻干燥机（美国ＶＩＲＴＩＳ公司）。

１．３　方法

１．３．１　三元纳米复合物的构建　在复合物中，ＨＡ、

ＰＡＭＡＭ、ＤＮＡ之间依靠电荷吸附聚集在一起，按

照三者电荷比即带电荷基团的相对量确定投料量。

我们定义 ＨＡ的１个双糖单位的羧基带１个单位的

负电荷，ＰＡＭＡＭ分子表面的１个氨基带１个单位

的正电荷，ＤＮＡ分子的１个磷酸根带１个单位的负

电荷。以蒸馏水为溶剂，按照４种电荷比（１５、

１１０、１１５和１２０）将ＰＡＭＡＭ与ＤＮＡ混合涡

旋１５ｓ，室温静置３０ｍｉｎ，再加入适量 ＨＡ，混合涡

旋３０ｓ，室温静置６０ｍｉｎ。

１．３．２　三元纳米复合物粒径和电位的测定　将制

备的三元纳米复合物用激光粒度电位测定仪测定粒

径和电位，测定条件：室温、固定角９０°。每组复合物

平行测量３次。将配制的三元纳米复合物冷冻再融

化后按照上述方法测定粒径和电位。

１．３．３　细胞培养　ＭＣＦ７细胞在含１０％ＦＢＳ和

１ｍｇ／ｍｌ牛胰岛素的ＤＭＥＭ 培养液中培养，３～４ｄ
换液，１周传代一次。ＭＤＡＭＢ２３１细胞在含１０％

ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液中培养，２ｄ传代一次。Ｂ１６
细胞在含１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液中培养，

２ｄ传代一次。细胞在３７℃、５％ＣＯ２孵箱中孵育。

１．３．４　三元纳米复合物转染效率的测定　将

ＭＤＡＭＢ２３１细胞以每孔５×１０４个的密度、ＭＣＦ７
细胞以每孔１×１０５个的密度接种于２４孔板，每孔含

５００μｌ培养液。培养２４ｈ，转染前换成无血清培养

液。按照上述方法配制 ４ 种电荷比的 ｐＥＧＦＰ／

ＰＡＭＡＭ／ＨＡ三元纳米复合物（５００μｌ／孔的三元纳

米复合物中包含３μｇ质粒ＤＮＡ），将其加入培养板

中转染细胞。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２ｄ。吸出培养液，用

ＰＢＳ漂洗３次，在倒置荧光显微镜中用蓝色光激发，

观察绿色荧光。

　　按照上述方法配制４种电荷比的ｐＧＬ３／ＰＡＭ

ＡＭ／ＨＡ三元纳米复合物（５００μｌ／孔的三元纳米复

合物中包含３μｇ质粒ＤＮＡ），用其转染 ＭＤＡＭＢ

２３１细胞和 ＭＣＦ７细胞，培养２ｄ后用虫荧光素酶

检测试剂盒进行分析，用生物发光检测器测定光子

数量；并用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒校正。

１．３．５　三元纳米复合物细胞毒性的测定　将Ｂ１６
细胞和 ＭＣＦ７细胞分别以每孔５０００个和每孔

８０００个的密度接种于９６孔板，继续培养２４ｈ。实

验前，分别加入１００μｌ浓度为１０、２０、３０、５０、８０、

１００、１２０、１５０、２００μｇ／ｍｌ的三元纳米复合物继续培

养４８ｈ，同浓度的复合物平行重复６孔。每孔加入

１０μｌ的ＣＣＫ８试剂，孵育３ｈ，在波长４５０ｎｍ的酶

标仪上测定光密度（Ｄ）值，按照公式计算细胞毒性：

细胞生存率 （％）＝ （Ｄ实验组 －Ｄ空白组）／（Ｄ对照组 －

Ｄ空白组）×１００％。

１．４　统计学处理　实验数据以珚ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ

１８．０软件进行ｔ检验和方差分析，检验水平（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　 三元纳米复 合 物 的 粒 径 和 电 位 测 定 结

果　ＤＮＡ与ＰＡＭＡＭ按照４种电荷比例（１５、１

１０、１１５、１２０）构建，再加入 ＨＡ形成三元纳米复

合物，粒径和电位测定结果见图１。

　　从图１Ａ可知，ＤＮＡ与ＰＡＭＡＭ形成的二元纳
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米复合物平均粒径均在２００ｎｍ以下，随着ＤＮＡ与

ＰＡＭＡＭ电荷比的增加，复合物粒径降低，ｚｅｔａ电位

随着电荷比的增加而逐渐升高。图１Ｂ是加入 ＨＡ
形成的三元纳米复合物的粒径和电位。电荷比为

１５５时，粒径为（２１２±１０）ｎｍ，由于 ＨＡ的负电

性，ｚｅｔａ电位由正变负，随着ＰＡＭＡＭ 和 ＨＡ量的

增加粒径逐渐减小。

图１　ＤＮＡ／ＰＡＭＡＭ二元纳米复合物（Ａ）和

ＤＮＡ／ＰＡＭＡＭ／ＨＡ三元纳米复合物（Ｂ）

Ｆｉｇ１　ＤＮＡ／ＰＡＭＡＭｂｉｎａｒｙｎａｎｏｇｅｎｅｃｏｍｐｌｅｘ（Ａ）ａｎｄ

ＤＮＡ／ＰＡＭＡＭ／ＨＡｔｅｒｎａｒｙｎａｎｏｇｅｎｅｃｏｍｐｌｅｘ（Ｂ）

ＰＡＭＡＭ：Ｐｏｌｙａｍｉｄｏａｍｉｎｅ；ＨＡ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ．Ｐ＜０．０１；

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　本实验还考察了三元纳米复合物冻融对于粒径

的影响，从结果（图２）可知，ＤＮＡ与ＰＡＭＡＭ 形成

的二元纳米复合物粒径经历冻融之后增大，而加入

ＨＡ形成的三元纳米复合物粒径基本维持不变。

２．２　三元纳米复合物转染效率测定结果　对

ＭＣＦ７细胞和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞分别转染ｐＥＧ

ＦＰ，让其在细胞内表达出绿色荧光蛋白，根据荧光强

弱定性地评价载体的转染效率。从结果（图３）可知，

当电荷比１１０以上时，ｐＥＧＦＰ／ＰＡＭＡＭ 二元纳

米复合物和ｐＥＧＦＰ／ＰＡＭＡＭ／ＨＡ三元纳米复合物

可以使２种细胞都表达出绿色荧光蛋白，并随着

电荷比的增加，荧光亮度增强。我们发现对于

ＭＣＦ７细胞，二元纳米复合物和三元纳米复合物的

转染效率大致相同，而对于 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，三

元纳米复合物的转染效率要高于二元纳米复合物。

转染ｐＥＧＦＰ表达的绿色荧光蛋白只能定性地观察

转染效率的高低，采用虫荧光素酶报告基因可对转

染效率进行定量考察，报告基因的测定值以相对光

单位（ｒｅｌａｔｉｖｅｌｉｇｈｔｕｎｉｔ，ＲＬＵ）／毫克蛋白的形式表

示，从结果（图４）可知，ｐＧＬ３／ＰＡＭＡＭ二元纳米复

合物和ｐＧＬ３／ＰＡＭＡＭ／ＨＡ三元纳米复合物转染

效率都随着电荷比的增高而增强，ＰＡＭＡＭ 载体转

染 ＭＤＡＭＢ２３１细胞和 ＭＣＦ７细胞结果相似，表

明ＰＡＭＡＭ载体对２种细胞无选择性。而加入ＨＡ
后载体对 ＭＤＡＭＢ２３１ 细胞的转染 效 率 强 于

ＭＣＦ７细胞（Ｐ＜０．０１），表现出一定的转染特异性。

图２　ＤＮＡ／ＰＡＭＡＭ二元纳米复合物与

ＤＮＡ／ＰＡＭＡＭ／ＨＡ三元纳米复合物冻融后粒径

Ｆｉｇ２　ＤｉａｍｅｔｅｒｏｆＤＮＡ／ＰＡＭＡＭｂｉｎａｒｙｎａｎｏｇｅｎｅ

ｃｏｍｐｌｅｘａｎｄＤＮＡ／ＰＡＭＡＭ／ＨＡｔｅｒｎａｒｙｎａｎｏｇｅｎｅ

ｃｏｍｐｌｅｘａｆｔｅｒｆｒｅｅｚｉｎｇｔｈａｗｉｎｇ
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ｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｓｉｚｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｂｉｎａｒｙｎａｎｏｇｅｎｅｃｏｍｐｌｅｘｇｒｏｕｐ
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２．３　三元纳米复合物细胞毒性测定结果　阳离子

聚合物的细胞毒性是由于其对细胞膜有较强的亲和

黏附所致，细胞毒性与阳离子聚合物浓度呈正相关，

细胞毒性是限制聚阳离子载体发展的重要原因。本

实验通过ＣＣＫ８法测定聚合物材料的毒性，从结果

（图５）中我们发现转染材料对ＭＣＦ７细胞和Ｂ１６细

胞的细胞毒性相似，增加 ＨＡ后载体在２００μｇ／ｍｌ
时细胞存活率也保持在７０％以上，而在此浓度下单

纯的ＰＡＭＡＭ载体细胞存活率仅为３０％。
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图３　４种电荷比的纳米复合物转染ｐＥＧＦＰ在 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＥＧＦＰｎａｎｏｇｅｎｅｃｏｍｐｌｅｘｅｓｗｉｔｈｆｏｕｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈａｒｇｅｒａｔｉｏｓｉｎＭＣＦ７ａｎｄＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ

ＰＡＭＡＭ：Ｐｏｌｙａｍｉｄｏａｍｉｎｅ；ＨＡ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ

图４　４种电荷比的纳米复合物转染ｐＧＬ３在

ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中的表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＧＬ３ｎａｎｏｇｅｎｅｃｏｍｐｌｅｘｅｓ

ｗｉｔｈｆｏｕｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈａｒｇｅｒａｔｉｏｓｉｎＭＣＦ７

ａｎｄＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ
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图５　不同浓度的聚合物载体对细胞生存率的影响

Ｆｉｇ５　Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｍｐｌｅｘｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
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ｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎＤＮＡ／ＰＡＭＡＭｇｒｏｕｐａｎｄ

ＤＮＡ／ＰＡＭＡＭ／ＨＡｇｒｏｕｐｉｎｔｗｏｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（Ｐ＜０．０１）．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　由于三元纳米复合物之间是依靠电荷聚集在一

起，因此三者之间电荷比对于复合物的性质有很大

的影响。Ｉｔｏ等［５］研究发现，三元纳米复合物中，ＨＡ
与聚阳离子材料之间的电荷比为０．５～２时构建的

结构最稳定，转染效率最好。因此，本研究构建三元

纳米复合物时选择 ＨＡ与聚阳离子材料ＰＡＭＡＭ
之间电荷比为１。ＤＮＡ与ＰＡＭＡＭ 按照４种电荷

比例（１５、１１０、１１５、１２０）构建，再加入 ＨＡ
形成三元纳米复合物。最终三元纳米复合物中

ＤＮＡ、ＰＡＭＡＭ、ＨＡ 之间的电荷比为１５５、

１１０１０、１１５１５、１２０２０，复合物溶液透明

澄清。

　　当前的基因转染试剂均为现配现用，无法长期

保存。因为ＤＮＡ与聚阳离子材料形成的二元纳米

复合物经历冷冻再融化的过程后复合物之间容易聚

集，粒径增大，基因失活，同时转染效率降低。而加

入 ＨＡ形成三元纳米复合物之后，在外层形成的带

负电荷的 ＨＡ水化层可以更好地保护复合物，即使

经历冻融过程也能较为均一地分散在溶液中［６］，为

基因纳米复合物的长期保存提供了可能。

　　从转染效率的实验结果可以发现，ＤＮＡ／ＰＡＭ

ＡＭ／ＨＡ三元纳米复合物相比于二元纳米复合物表

现出一定的转染特异性。可能的原因是 ＭＤＡＭＢ

２３１细胞表面高表达ＣＤ４４受体［７］，ＨＡ作为其配体

通过受体介导内吞提高了 ＤＮＡ／ＰＡＭＡＭ／ＨＡ三

元纳米复合物的转染效率。而 ＭＣＦ７细胞由于表

面低表达ＣＤ４４［８］，ＨＡ难以发挥靶向内吞作用，相

反其负电荷在一定程度还阻碍ＰＡＭＡＭ 载体阳离

子与细胞表面的阴离子相互作用，基因转染效率比

单纯的ＰＡＭＡＭ略低。说明在高浓度时，ＨＡ表现

出了明显的保护作用。

　　当前，非病毒基因载体大多是聚阳离子载体与

核苷酸电荷吸附形成二元纳米复合物，带很强的正

电荷，与带负电荷的细胞膜亲和，通过胞饮、胞吞等

方式进入细胞发挥基因调控作用。与此同时，其所

带的正电荷产生很大的细胞毒性，在体内给药时，也

容易被清除。一般对聚阳离子材料表面修饰ＰＥＧ
或者单抗等靶向分子来降低载体的毒性和增强基因

递送的选择性，而在本实验中，通过加入 ＨＡ，与

ＤＮＡ／ＰＡＭＡＭ 进一步吸附压缩，一方面降低了载

体 的 正 电 性，降 低 了 毒 性；另 一 方 面，在

ＤＮＡ／ＰＡＭＡＭ 二元纳米复合物外层形成亲水性的

保护层，增强了纳米复合物的稳定性，经历冻融过程

也不聚集，还赋予纳米复合物一定的选择性。ＨＡ
与ＤＮＡ／ＰＡＭＡＭ的结合仅为电荷吸附，无需化学

反应，简化了制备过程。因此，我们认为增加 ＨＡ形

成三元纳米复合物是一种有效的提高转染效率、降

低细胞毒性的方法，适合用于基因的递送和转染，但

这还需要进一步研究。
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