
书书书

·１０８８　 ·
第二军医大学学报　　２０１４年１０月第３５卷第１０期　　犺狋狋狆：／／狑狑狑．犪犼狊犿犿狌．犮狀

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｏｃｔ．２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１０

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１４．０１０８８ ·论　著·

聚乙二醇修饰的聚精氨酸基因载体的构建及其体外评价

台宗光１，２，孙　霖
２，朱全刚１，张　玮

１，３，王晓宇１，戴子渊１，张丽娟１，高　申
１

１．第二军医大学长海医院药学部，上海２００４３３

２．解放军９２３３０部队医院，青岛２６６１０２

３．解放军５２２医院药材科，洛阳４７１００３

　　［摘要］　目的　利用聚乙二醇（ＰＥＧ）修饰非病毒基因载体聚精氨酸（ＰＬＲ），考察ＰＥＧ修饰对ＰＬＲ的细胞毒性和ＰＬＲ

介导的ＲＮＡ干扰效率的影响。方法　利用１ＨＮＭＲ鉴定合成的ＰＬＲＰＥＧ的结构，确定ＰＥＧ的修饰度，利用凝胶电泳表征

载体对ｓｉＲＮＡ的包裹能力，在前列腺癌干细胞模型细胞（ＲＣ９２ａ／ｈＴＥＲＴ）上考察ＰＬＲＰＥＧ的细胞毒性，考察ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲ

ＮＡ复合物的细胞摄取及相关基因的干扰效率。结果　通过结构鉴定确定ＰＬＲＰＥＧ合成成功；细胞毒性实验表明ＰＥＧ修

饰可以降低ＰＬＲ的毒性；ＰＥＧ修饰会降低ＰＬＲ／ｓｉＲＮＡ复合物的细胞摄取，高Ｎ／Ｐ时对细胞摄取的影响不大；ＰＥＧ修饰也会

降低ＰＬＲ介导的ＲＮＡ干扰效率，但ＰＥＧ修饰度在一定范围内对干扰效率的影响比较小。结论　ＰＥＧ修饰的ＰＬＲ作为基

因载体在前列腺癌干细胞的基因治疗中有一定的应用前景。

　　［关键词］　聚精氨酸；聚乙二醇；基因载体；细胞毒性；基因干扰效率；前列腺癌干细胞
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　　基因治疗是一种非常有前景的治疗方式，其研

究已经深入到遗传性疾病、肿瘤、心血管疾病、神经

系统疾病等各个疾病领域［１］。基因治疗主要是通过

基因载体将基因片段导入到特定细胞中而实现的，

基因载体可分为病毒类基因载体和非病毒类基因载

体两大类，前者由于带有病毒的一些特性，容易引起
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一些不良反应，限制了其临床应用，因此近年来研究

者主要将重点集中在非病毒基因载体的研究上［２］。

在众多的非病毒基因载体材料中，虽然部分材料获

得了较高的基因转染效率，但是这些材料并不能完

全解决免疫原性、生物相容性及体内降解性等难

题［３］。为了彻底解决非病毒基因载体的上述问题，

最好能采用人体自身含有的成分，使材料能够接近

人体的组成，从这一思路出发，氨基酸均聚与共聚材

料可以是潜在的理想基因载体。精氨酸是人体半必

需氨基酸，天然存在的精氨酸均为Ｌ型，有一个胍基

和氨基，在生理条件下带正电荷，大量存在于细胞膜

穿透肽 （ＭＰＰｓ）中，并且被证实是细胞膜穿透肽中

发挥穿膜作用的一种氨基酸［４］。蛋白转导区域

（ＰＴＤｓ）和人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）的Ｔａｔ蛋白中

也富含精氨酸，前者是能够进入细胞的阳离子肽，后

者是协助 ＨＩＶ病毒进入人体细胞的一种蛋白
［５６］。

聚精氨酸（ＰＬＲ）由多个精氨酸上的氨基和羧基脱水

聚合形成，在中性水溶液中带正电荷，能够与带负电

的基因片段以静电力结合，形成的纳米级复合物能

够被细胞摄取，因此聚精氨酸是一种能够跨膜转运

基因片段的多肽。ＰＬＲ容易制备，有很好的生物相

容性，基因转染效率较高，易于降解，降解产物为精

氨酸，可以被人体利用，但ＰＬＲ具有比较大的细胞

毒性，限制了其作为基因载体的广泛应用。

目前国内非病毒基因载体的研究多集中于不可

生物降解的合成或天然材料，可生物降解的基因载

体研究和应用处于起步阶段，而利用ＰＬＲ作为可生

物降解的基因载体用于肿瘤干细胞的基因治疗研究

尚属空白。聚乙二醇（ＰＥＧ）是一种无毒性、无刺激

性的聚合物，具有良好的亲水性，与阳离子聚合物连

接后，可以增加后者在血浆中的稳定性，降低其毒性

和免疫原性，还可以减少阳离子聚合物被网状内皮

系统（ＲＥＳ）清除，延长后者在血液循环中的滞留时

间［７］。本实验通过在ＰＬＲ上修饰ＰＥＧ的方式降低

了前者的细胞毒性，选择前列腺癌干细胞模型细胞

系（ＲＣ９２ａ／ｈＴＥＲＴ）作为实验对象，探讨了ＰＥＧ修

饰对ＰＬＲ介导的ＲＮＡ干扰效率的影响，为广泛应

用ＰＥＧ修饰的ＰＬＲ作为基因载体进行研究奠定了

基础，也为下一步针对前列腺癌干细胞的基因治疗

研究提供了依据。

１　材料和方法

１．１　主要仪器和试剂　ＭｅｒｃｕｒｙＰｌｕｓ６００ＭＨｚ超

导核磁共振波谱仪（Ｖａｒｉａｎ公司，美国）；Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ

ＺＳ９０电位粒径分析仪（Ｍａｌｖｅｒｎ公司，英国）；全自动

酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细

胞仪（ＢＤ公司，美国）；直线型聚精氨酸（ＰＬＲ，相对

分子质量７５００，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美国）；琥珀酰亚胺

（ＮＨＳ）功能化聚乙二醇（ＮＨＳＰＥＧ，相对分子质量

２０００，嘉兴博美生物技术有限公司，中国）；胎牛血

清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ公司，美国）；ＤＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ

公司，美国）；ＦＡＭｓｉＲＮＡｏｌｉｇｏ（上海吉玛制药技术

有限公司，中国）；ＣＣＫ８试剂盒（南京凯基生物科技

发展有限公司，中国）；ＲＣ９２ａ／ｈＴＥＲＴ细胞系（上海

抚生生物科技有限公司，中国）。

１．２　细胞培养　ＲＣ９２ａ／ｈＴＥＲＴ是 Ｍｉｋｉ等将人端粒

酶反转录酶（ｈＴＥＲＴ）片段的真核表达质粒通过反转

录病毒载体（ＬＸＳＮ）导入到原代培养的前列腺癌ＲＣ

９２ａ细胞中而构建的具有前列腺癌干细胞特性的细胞

系，ＲＣ９２ａ／ｈＴＥＲＴ细胞在体外增殖侵袭、小鼠致瘤

能力以及细胞内基因和蛋白的表达上都与前列腺癌

干细胞接近［８］，因此作为模型细胞来研究前列腺癌干

细胞具有很强的说服力［９］。细胞培养方法参照文献

［１０］进行，具体如下：将ＲＣ９２ａ／ｈＴＥＲＴ细胞株置于

含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液中，３７℃、５％ＣＯ２ 条件

下培养，每２ｄ换液１次，每４ｄ消化传代１次，当细胞

生长达到５０％～８０％融合状态时，可用于实验。

１．３　聚精氨酸聚乙二醇（ＰＬＲＰＥＧ）的合成　精密

称取一定量ＰＬＲ，溶解于５０ｍｍｏｌ／Ｌ四硼酸钠缓冲

液（ｐＨ８．５）中，用０．２２μｍ的微孔滤膜过滤至无菌

容器中，然后一边搅拌一边缓慢加入一定量 ＮＨＳ

ＰＥＧ（相对分子质量２０００），使 ＮＨＳＰＥＧ与ＰＬＲ

反应的摩尔比为１∶１，室温避光反应２４ｈ，利用透析

袋（截留相对分子质量为３５００）在蒸馏水中透析４８

ｈ，间隔２４ｈ换液１次，透析后的溶液利用冻干机冻

干（－５０℃，２０Ｐａ，４８ｈ），最终得到１∶１修饰的

ＰＬＲＰＥＧ，产物用１ＨＮＭＲ鉴定。不同ＰＥＧ修饰度

（１∶３、１∶５）的ＰＬＲＰＥＧ合成过程同上。

１．４　ＰＬＲＰＥＧ的结构鉴定　将１．３项下合成的产

物各称量５ｍｇ，溶于０．５ｍＬ重水，转移至核磁管中

进行６００ＭＨｚ核磁共振波谱分析。
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１．５　ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲＮＡ复合物的制备及粒径和Ｚｅ

ｔａ电位测定　取ｓｉＲＮＡ３μｇ，分别与不同ＰＥＧ修饰

度的ＰＬＲＰＥＧ溶液按照氮磷比（Ｎ／Ｐ）为５、１０、２０、

４０漩涡混合３０ｓ，室温孵育１ｈ，即制得ＰＬＲＰＥＧ／

ｓｉＲＮＡ复合物，复合物稀释成１ｍＬ，通过电位粒径分

析仪对复合物的粒径和Ｚｅｔａ电位进行测定，测定条件

为室温、固定角９０°，每组复合物各重复测定３次。

１．６　ＰＬＲＰＥＧ 的细胞毒性考察 　 将 ＲＣ９２ａ／

ｈＴＥＲＴ细胞按照４０００／孔接种于９６孔板，３７℃、

５％ＣＯ２ 继续培养２４ｈ，吸去细胞培养液，加入含不

同浓度ＰＬＲＰＥＧ（０，５，１０，２０，３０，４０，５０，６０，８０，１００

μｇ／ｍＬ）的培养液，继续培养２４ｈ后每孔加入１０μＬ

ＣＣＫ８试剂，３７℃、５％ＣＯ２ 孵育３ｈ显色，用酶标仪

测定各细胞孔在４５０ｎｍ处的光密度（犇）。以无细

胞生长的培养孔为空白对照，未加入ＰＬＲＰＥＧ的细

胞孔为阴性对照，计算细胞存活率：细胞存活率

（％）＝（犇样品－犇空白）／（犇阴性－犇空白）×１００％。

１．７　ＰＬＲＰＥＧ对ｓｉＲＮＡ的包裹能力测定　取ｓｉＲ

ＮＡ１μｇ，分别与不同ＰＥＧ修饰度的ＰＬＲＰＥＧ溶液

３０μＬ，按照Ｎ／Ｐ为０．５、１、２、３、５、１０、２０混合，室温孵

育１ｈ，１．０％琼脂糖凝胶电泳３０ｍｉｎ（１００Ｖ，５０Ａ），溴

化乙啶染色后利用紫外透射仪观察并拍照。

１．８　ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲＮＡ复合物的细胞摄取效率考

察　将前列腺癌细胞ＲＣ９２ａ／ｈＴＥＲＴ按照每孔２×

１０５ 个的密度接种于６孔培养板中，３７℃、５％ＣＯ２ 条

件下培养２４ｈ，给药前更换为无血清培养液，每孔含

２ｍＬ培养液。取带荧光标记的ＦＡＭｓｉＲＮＡ２μｇ，

分别与不同ＰＥＧ修饰度的ＰＬＲＰＥＧ溶液按照Ｎ／Ｐ

为５、１０、２０混合均匀，用ＰＢＳ稀释至５０μＬ，室温避

光孵育１ｈ，配制成ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲＮＡ复合物溶液，

将上述溶液分别加入到６孔培养板中，避光培养４

ｈ，胰酶消化收集细胞，利用流式细胞仪定量检测成

功摄取ＦＡＭｓｉＲＮＡ的细胞比例。

１．９　ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＢｃｌ２复合物的体外干扰效率测

定　将前列腺癌细胞ＲＣ９２ａ／ｈＴＥＲＴ按照每孔１×

１０５ 个的密度接种于６孔培养板中，３７℃、５％ＣＯ２ 条

件下培养２４ｈ，给药前更换为每孔２ｍＬ无血清培养

液。取对犅犮犾２基因表达有干扰作用的ｓｉＢｃｌ２小干

扰ＲＮＡ４μｇ，分别与不同ＰＥＧ修饰度的ＰＬＲＰＥＧ

溶液按照 Ｎ／Ｐ为１０混合均匀，用ＰＢＳ稀释至５０

μＬ，室温孵育１ｈ，之后加入到６孔培养板的各孔中，

孵育４ｈ后，每孔更换为２ｍＬ完全培养液，于３７℃、

５％ＣＯ２ 条件下继续培养２４ｈ，以ＧＡＰＤＨ蛋白为内

参照，采用蛋白质印迹法测定Ｂｃｌ２蛋白的表达。

２　结　果

２．１　ＰＬＲＰＥＧ的结构鉴定　由于ＮＨＳＰＥＧ上的

ＮＨＳ基团可以与ＰＬＲ表面的氨基连接，并且该反

应完全，接近１００％，因此根据反应投料的比例不同，

可以得到不同ＰＥＧ修饰度的ＰＬＲ。通过１ＨＮＭＲ

分析鉴定，ＮＨＳＰＥＧ与ＰＬＲ完全反应，成功合成了

ＰＬＲＰＥＧ。化学位移为４．７左右的峰为Ｄ２Ｏ溶剂

峰，峰１、２、３、４是ＰＬＲ的骨架峰（图１Ａ、１Ｂ）；化学

位移为３．６左右的峰５为ＰＥＧ的亚甲基特征吸收

峰（图１Ｂ），从峰面积比可以得出，ＰＥＧ的修饰度与

反应的投料比一致，分别合成了ＰＥＧ修饰比例为１、

３、５的ＰＬＲＰＥＧ（ＰＬＲＰＥＧ１，３，５）。

图１　犘犔犚（犃）和犘犔犚犘犈犌１（犅）的１犎犖犕犚谱图

犉犻犵１　
１犎犖犕犚狊狆犲犮狋狉狅犵狉犪犿狊狅犳犘犔犚（犃）犪狀犱犘犔犚犘犈犌１（犅）

Ｔｈｅｓｉｇｎａｌ１４ａｒｅａｔｔｒｉｂｕｔｅｄｔｏｐｒｏｔｏｎｓｏｆＰＬＲ；ｔｈｅｓｉｇｎａｌ５

ａｒｅｄｕｅｔｏｐｒｏｔｏｎｓｏｆＰＥＧ．ＰＬＲ：Ｐｏｌｙａｒｇｉｎｅ；ＰＥＧ：Ｐｏｌｙｅｔｈ

ｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ；ＰＬＲＰＥＧ１：ＰＥＧ ｍｏｄｉｆｉｅｄＰＬＲｗｉｔｈＰＬＲ∶

ＰＥＧ＝１∶１
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２．２　ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲＮＡ 复合物的粒径和 Ｚｅｔａ电

位　ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲＮＡ 复合物的粒径在８０～４００

ｎｍ之间，并且随着Ｎ／Ｐ的增大而降低（图２Ｂ）；Ｚｅｔａ

电位随着Ｎ／Ｐ比增大而增加（图２Ａ），说明随着Ｎ／

Ｐ的增大，载体所带电荷增加，使得ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲ

ＮＡ复合物颗粒包裹得更加紧密；同时随着ＰＥＧ修

饰度的增加，ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲＮＡ的粒径增加，Ｚｅｔａ电

位降低，说明ＰＥＧ屏蔽了ＰＬＲ表面的部分正电荷，

而ＰＬＲ的包裹能力与其表面的正电荷有关，ＰＥＧ也

降低了ＰＬＲ对ｓｉＲＮＡ的包裹能力。

图２　犘犔犚犘犈犌／狊犻犚犖犃复合物的犣犲狋犪电位和粒径测定结果

犉犻犵２　犣犲狋犪狆狅狋犲狀狋犻犪犾犪狀犱狆犪狉狋犻犮犾犲狊犻狕犲狅犳犘犔犚犘犈犌／狊犻犚犖犃犮狅犿狆犾犲狓

Ａ：ＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｖａｒｉｏｕｓＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲＮＡｃｏｍｐｌｅｘｅｓａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮ／Ｐｒａｔｉｏｓ；Ｂ：ＰａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｏｆｖａｒｉｏｕｓＰＬＲＰＥＧ／

ｓｉＲＮＡｃｏｍｐｌｅｘｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮ／Ｐｒａｔｉｏｓ．ＰＬＲ：Ｐｏｌｙａｒｇｉｎｅ；

ＰＥＧ：Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ；ＰＬＲＰＥＧ１，３，５：ＰＥＧｍｏｄｉｆｉｅｄ

ＰＬＲｗｉｔｈＰＬＲ∶ＰＥＧ＝１∶１，１∶３ａｎｄ１∶５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

狀＝３，珔狓±狊

２．３　ＰＬＲＰＥＧ的细胞毒性　阳离子聚合物基因载

体的细胞毒性与载体表面的正电荷有关，降低表面

的正电荷可以降低载体的细胞毒性。从图３可以看

出，随着ＰＥＧ修饰度的增加，ＰＬＲＰＥＧ对ＲＣ９２ａ／

ｈＴＥＲＴ细胞的毒性下降，未经ＰＥＧ修饰的ＰＬＲ的

ＩＣ５０为６０μｇ／ｍＬ，在１００μｇ／ｍＬ时只有不到１０％的

细胞能够存活，说明ＰＬＲ的细胞毒性较大，不适合

直接作为基因载体应用。而经ＰＥＧ修饰后，ＰＥＧ屏

蔽了ＰＬＲ表面的部分正电荷，增加了ＰＬＲ的亲水性

能，因此明显降低了其细胞毒性，每分子５个ＰＥＧ修

饰的ＰＬＲＰＥＧ５的ＩＣ５０值＞１００μｇ／ｍＬ，在１００μｇ／

ｍＬ时仍有７０％的细胞存活，与相同浓度ＰＬＲ只有

５．５％的细胞存活率相比，有了极大的改善。ＰＬＲ

ＰＥＧ５达到了基因载体在细胞毒性方面的要求。

图３　不同修饰度的犘犔犚犘犈犌对犚犆９２犪／犺犜犈犚犜细胞的毒性

犉犻犵３　犆狔狋狅狋狅狓犻犮犻狋狔狅犳犘犔犚犘犈犌狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿狅犱犻犳犻犮犪狋犻狅狀

犱犲犵狉犲犲狊狅狀犚犆９２犪／犺犜犈犚犜犮犲犾犾狊

ＰＬＲ：Ｐｏｌｙａｒｇｉｎｅ；ＰＥＧ：Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ；ＰＬＲＰＥＧ１，

３，５：ＰＥＧｍｏｄｉｆｉｅｄＰＬＲｗｉｔｈＰＬＲ∶ＰＥＧ＝１∶１，１∶３ａｎｄ

１∶５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．狀＝３，珔狓±狊

２．４　ＰＬＲＰＥＧ对ｓｉＲＮＡ的包裹能力　由于ＰＬＲＰＥＧ

表面带正电，ｓｉＲＮＡ表面带负电，两者在溶液中通过静

电作用缩合成团状的纳米结构，从而滞留在凝胶上的点

样孔内，而未完全压缩的ｓｉＲＮＡ仍能随着电场的作用，

由负极向正极在凝胶上移动，在紫外光照射下会显现出

明亮的ｓｉＲＮＡ条带。ＰＬＲ／ｓｉＲＮＡ复合物的凝胶电泳

结果见图４，最左侧条带为裸ｓｉＲＮＡ在琼脂糖凝胶上出

现典型的ｓｉＲＮＡ条带，泳道从左向右，随着Ｎ／Ｐ的增

加，ＰＬＲＰＥＧ包裹住的ｓｉＲＮＡ越多，ｓｉＲＮＡ在泳道中

出现的越少，滞留在点样孔的越多。可以发现，随着

ＰＥＧ修饰度的增加，ＰＬＲＰＥＧ对ｓｉＲＮＡ的包裹能力也

在下降。ＰＬＲ在Ｎ／Ｐ为２时可以完全包裹住ｓｉＲＮＡ
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（图４Ａ），而ＰＬＲＰＥＧ５完全包裹住ｓｉＲＮＡ的Ｎ／Ｐ则增

加到了５（图４Ｄ）。

２．５　ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲＮＡ复合物的细胞摄取效率　从图

５可以看出，随着Ｎ／Ｐ的增加，ＲＣ９２ａ／ｈＴＥＲＴ细胞对

ＰＬＲＰＥＧ／ＦＡＭｓｉＲＮＡ复合物的摄取效率也随之增

加，流式细胞仪检测带有荧光的细胞比例增加，这是由

于Ｎ／Ｐ增加后，ＰＬＲＰＥＧ／ＦＡＭｓｉＲＮＡ复合物结合的

更加紧密，复合物表面的阳离子增多，而细胞膜带负电

荷，ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲＮＡ复合物更容易与细胞膜表面结

合。还可以看出，随着ＰＥＧ修饰度的增加，ＰＬＲ

ＰＥＧ／ＦＡＭｓｉＲＮＡ复合物的细胞摄取效率呈下降趋

势，在Ｎ／Ｐ为５时，ＰＥＧ修饰后细胞摄取效率下降很

明显，在Ｎ／Ｐ为１０和２０时，ＰＥＧ修饰对复合物的细

胞摄取效率影响不大。未经修饰的ＰＬＲ的基因递送

入胞效率最高，在Ｎ／Ｐ为２０时，细胞荧光阳性率最高

可以达到９７．８７％，ＰＥＧ修饰度为５的ＰＬＲＰＥＧ５基

因递送入胞效率最低，在Ｎ／Ｐ为５时，由于无法完全

包裹住ｓｉＲＮＡ，ＰＬＲＰＥＧ５／ｓｉＲＮＡ复合物的细胞摄

取效率最低只有３５．８６％。

图４　琼脂糖凝胶电泳检测

不同犘犈犌修饰度的犘犔犚对狊犻犚犖犃的包裹能力

犉犻犵４　狊犻犚犖犃犮狅狀犱犲狀狊犪狋犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔狅犳犘犔犚犘犈犌狅犳

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿狅犱犻犳犻犮犪犻狋狅狀犱犲犵狉犲犲狊

Ａ：ＰＬＲ；Ｂ：ＰＬＲＰＥＧ１；Ｃ：ＰＬＲＰＥＧ３；Ｄ：ＰＬＲＰＥＧ５．

１：ＮａｋｅｄｓｉＲＮＡ；２８：Ｎ／Ｐｒａｔｉｏｉｓ０．５，１，２，３，５，１０，２０，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＰＬＲ：Ｐｏｌｙａｒｇｉｎｅ；ＰＥＧ：Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ；ＰＬＲ

ＰＥＧ１，３，５：ＰＥＧｍｏｄｉｆｉｅｄＰＬＲｗｉｔｈＰＬＲ∶ＰＥＧ＝１∶１，１∶３

ａｎｄ１∶５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．６　ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＢｃｌ２复合物的体外基因干扰效

率　不同修饰度的ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＢｃｌ２纳米复合物分

别与前列腺癌细胞ＲＣ９２ａ／ｈＴＥＲＴ作用２４ｈ后，对

Ｂｃｌ２蛋白的表达均产生了干扰作用（图６），可以看

出随着ＰＥＧ修饰度的增加，ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＢｃｌ２纳米

复合物对蛋白合成的干扰作用呈减弱趋势，ＰＬＲ

ＰＥＧ１和ＰＬＲＰＥＧ３与ｓｉＲＮＡ形成的纳米复合物

对Ｂｃｌ２表达的干扰作用与未经修饰的ＰＬＲ相差不

大，而ＰＬＲＰＥＧ５／ｓｉＢｃｌ２纳米复合物的干扰作用与

ＰＬＲ相比差距较大，与阴性对照组（ＰＬＲ／ＮＣｓｉＲ

ＮＡ复合物）相比差距已经不明显。

图５　犘犔犚犘犈犌／狊犻犚犖犃复合物的细胞摄取效率

犉犻犵５　犆犲犾犾狌犾犪狉狌狆狋犪犽犲犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狅犳犘犔犚犘犈犌／狊犻犚犖犃

犮狅犿狆犾犲狓犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

ＰＬＲ：Ｐｏｌｙａｒｇｉｎｅ；ＰＥＧ：Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ；ＰＬＲＰＥＧ１，

３，５：ＰＥＧｍｏｄｉｆｉｅｄＰＬＲｗｉｔｈＰＬＲ∶ＰＥＧ＝１∶１，１∶３ａｎｄ

１∶５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．狀＝３，珔狓±狊

图６　犘犔犚犘犈犌／狊犻犅犮犾２复合物对犅犮犾２表达的干扰作用

犉犻犵６　犐狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲狅犳犅犮犾２犫狔犘犔犚犘犈犌／狊犻犅犮犾２犮狅犿狆犾犲狓

１：Ｕｎｔｒｅａｔｅｄ；２：ＰＬＲ／ＮＣｓｉＲＮＡ；３：ＰＬＲＰＥＧ５／ｓｉＢｃｌ２；４：

ＰＬＲＰＥＧ３／ｓｉＢｃｌ２；５：ＰＬＲＰＥＧ１／ｓｉＢｃｌ２；６：ＰＬＲ／ｓｉＢｃｌ２．

ＰＬＲ：Ｐｏｌｙａｒｇｉｎｅ；ＰＥＧ：Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ；ＰＬＲＰＥＧ１，３，５：

ＰＥＧｍｏｄｉｆｉｅｄＰＬＲｗｉｔｈＰＬＲ∶ＰＥＧ＝１∶１，１∶３ａｎｄ１∶５，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３　讨　论

前列腺癌的发病率不断上升，目前已成为危害男性

健康的主要肿瘤之一。前列腺癌干细胞是前列腺癌组

织中少数具有无限增殖潜能的细胞，驱动肿瘤的形成和

生长，目前已在研究中得到证实［１１］。虽然前列腺癌干

细胞在癌细胞中只占极少数，但它极有可能是前列腺癌

出现耐药、复发及转移等现象的根源［１２］。因此，针对前

列腺癌干细胞的治疗研究有着重要的临床意义，是治疗

前列腺癌的新思路和新策略［１３］。本研究利用ＰＥＧ对

可降解载体ＰＬＲ进行改造，在具有前列腺癌干细胞特

性的ＲＣ９２ａ／ｈＴＥＲＴ细胞上，对改造后的ＰＬＲＰＥＧ载

体进行了一系列评价。ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲＮＡ复合物的粒
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径根据Ｎ／Ｐ的不同在８０～４００ｎｍ之间变化，ＰＥＧ修饰

增大了ＰＬＲ与ｓｉＲＮＡ所形成复合物的粒径，其粒径范

围仍符合载体／基因复合物在体内应用的要求；ＰＬＲ

ＰＥＧ／ｓｉＲＮＡ复合物在溶液中的Ｚｅｔａ电位为正值，因此

可以有效地被细胞摄取，ＰＥＧ的修饰降低了复合物的

Ｚｅｔａ电位。在ＰＬＲ分子上引入ＰＥＧ基团可以明显降

低ＰＬＲ的细胞毒性，使其达到作为基因载体材料的要

求，原因可能是ＰＥＧ可以屏蔽ＰＬＲ的部分正电荷，减

少ＰＬＲ与细胞膜表面的相互作用。由于ＰＬＲ与ｓｉＲ

ＮＡ之间主要通过静电力结合，ＰＥＧ修饰在降低ＰＬＲ

毒性的同时也降低了ＰＬＲ对ｓｉＲＮＡ的包裹能力，ＰＬＲ

ＰＥＧ／ｓｉＲＮＡ复合物表面正电荷的减弱也使得细胞摄取

效率有所降低，但在高Ｎ／Ｐ时依然能保持较高的细胞

摄取率。在基因干扰效率方面，随着ＰＥＧ修饰度的增

加，ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＢｃｌ２复合物对犅犮犾２基因表达的干扰

效率呈下降趋势，产生这种趋势的原因一方面是随着

ＰＥＧ修饰度的增加，细胞对ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲＮＡ复合物

的摄取效率下降，导致进入细胞内的ｓｉＢｃｌ２有所减少，

另一方面由于ＰＥＧ的亲水作用，致使ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＢｃｌ２

复合物的内涵体逃逸能力有所减弱，进入细胞质内的

ｓｉＢｃｌ２也有所减少，而ｓｉＢｃｌ２需要随载体从内涵体逃

逸出来进入细胞质后才能发挥干扰作用。当修饰每分

子ＰＬＲ的ＰＥＧ数目不超过３个时，对ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＲ

ＮＡ复合物的基因干扰效率影响比较小。综合上述实

验结果，ＰＥＧ修饰ＰＬＲ可以降低后者的细胞毒性，同时

保持ＰＬＲ／ｓｉＲＮＡ复合物在前列腺癌干细胞模型细胞

中较高的基因干扰效率，我们认为ＰＥＧ修饰度为３的

ＰＬＲＰＥＧ３是本研究中最合适的基因载体。

在细胞凋亡过程中，犅犮犾２基因的表达起着至关重

要的作用［１４］，Ｂｃｌ２的过表达还与肿瘤耐药有关
［１５］，目

前已有一些针对前列腺癌细胞犅犮犾２基因的治疗研

究［１６］。本研究中的ＰＬＲＰＥＧ／ｓｉＢｃｌ２复合物明显减少

了ＲＣ９２ａ／ｈＴＥＲＴ细胞中Ｂｃｌ２蛋白的表达，显示出了

ＰＬＲＰＥＧ载体在前列腺癌干细胞基因治疗中的潜力。
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