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　　［摘要］　目的　制备一种应用于基因递送系统的硫辛酸修饰的聚精氨酸多肽纳米复合物，并考察其对人胚肾细胞系

ＨＥＫ２９３细胞的转染效率及细胞毒性。方法　以不同量的半胱氨酸作为交联剂，合成４种不同交联度的还原性硫辛酸修饰

的交联聚精氨酸组氨酸（ＬＨＲｓｓ），利用 １ＨＮＭＲ和凝胶色谱鉴定合成的ＬＨＲｓｓ。取质粒ＤＮＡ（ｐＤＮＡ）和ＬＨＲｓｓ以不同氮

磷比（Ｎ／Ｐ）自组装形成纳米复合物，用粒度测定仪测定复合物的粒径和ｚｅｔａ电位，凝胶阻滞电泳测定载体ＬＨＲｓｓ对ｐＤＮＡ的

包裹能力。用ＬＨＲｓｓ／ｐＤＮＡ纳米复合物与ＨＥＫ２９３细胞共同培养，考察不同交联度复合物的细胞摄取情况及相关基因转染

情况，并测定不同纳米复合物对ＨＥＫ２９３细胞的细胞毒性。结果　通过结构鉴定确定ＬＨＲｓｓ多肽合成成功。组装形成的纳

米复合物粒径分布均匀，Ｎ／Ｐ≥４０时ＬＨＲｓｓ３／ｐＤＮＡ及ＬＨＲｓｓ４／ｐＤＮＡ复合物的ｚｅｔａ电位均大于３０ｍＶ。凝胶阻滞电泳结

果显示Ｎ／Ｐ值为５时，ＬＨＲｓｓ３可完全包裹ｐＤＮＡ。当Ｎ／Ｐ值为４０时，ＨＥＫ２９３细胞对ＬＨＲｓｓ３／ｐＤＮＡ的摄取及转染效率高

于其他３种复合物及单体硫辛酸修饰的聚精氨酸组氨酸（ＬＨＲ）；其中ＬＨＲｓｓ３／ｐＧＬ３复合物的平均荧光强度约为ＬＨＲ／ｐＧＬ３

复合物的３．９８倍，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。细胞毒性实验显示ＬＨＲ／ｐＧＬ３及不同交联度ＬＨＲｓｓ／ｐＧＬ３转染

ＨＥＫ２９３细胞２４ｈ后，细胞存活率均在８０％以上，其毒性作用均低于ｂＰＥＩ２５Ｋ（２０μｇ／ｍＬｂＰＥＩ２５Ｋ转染细胞２４ｈ后细胞存

活率为２５％左右，犘＜０．０５）。结论　制备的硫辛酸修饰的聚精氨酸多肽纳米复合物有望成为一种高效的基因载体。
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　　 近年来基因治疗已发展为一种非常有前景的

治疗方式。基因治疗是将外源性正常基因导入靶细

胞，纠正或补偿因基因缺陷、异常引起的疾病，达到

治疗目的。外源基因的导入必须借助一定的方法或

载体［１］，而良好的基因载体要求材料具有较好的生

物相容性、无免疫原性及体内可降解性［２］。

多肽类载体是指各种细胞穿透肽，主要为各种

人体必需的氨基酸。多肽类载体在基因治疗中因其

具有高效传递、低毒性和易制备的特点而在过去２０

多年中成为研究热点［３］。研究发现，多肽类载体中

的精氨酸表面富集的正电荷可有效地吸附带负电荷

的基因物质，形成粒径小、结构稳定而可被细胞摄取

的载体／基因复合物，从而成为一种能跨膜转运基因

物质的载体［４６］。

纳米复合物通过细胞内吞作用进入细胞后被内

吞体吞噬，进而与溶酶体融合，而基因药物在进入溶

酶体后容易被溶酶体中的酶降解，因此，基因物质只

有在内吞体和溶酶体中逃逸出来才能发挥作用［７］。

研究发现，组氨酸因“质子海绵效应”而具有内吞体

逃逸的能力［８］，因此本研究采用精氨酸与组氨酸相

连的序列连接方式，以达到复合物高效转染、有效逃

逸出内吞体的目的。

目前国内非病毒基因载体的研究主要集中于不

可生物降解的合成或天然材料，可生物降解的基因

载体的研究仍处于起步阶段［９１０］。硫辛酸（ｌｏｐｏｉｃ

ａｃｉｄ，ＬＡ）是一种具有分子内五元环二硫键结构和末

端羧基的两亲性物质。其分子内二硫键可在半胱氨

酸条件下聚合形成具有内部空腔的交联大分子物

质，与细胞膜的脂质双分子层亲和力强，具有较好的

包载脂溶性药物的作用；且其二硫键可在细胞还原

性条件下裂解，为药物在肿瘤部位的有效释放提供

条件［１１１２］。本研究在聚精氨酸聚组氨酸（Ｒ６Ｈ３）的

组氨酸末端氨基上修饰ＬＡ，并通过ＬＡ二硫键的交

联形成聚合大分子载体，同时选择人胚肾细胞系

ＨＥＫ２９３细胞作为实验对象，探讨ＬＡ修饰的聚精

氨酸载体的ＤＮＡ转染能力，旨在寻找一种转染能

力强、生物相容性好、毒性低的基因载体。

１　材料和方法

１．１　主要仪器及试剂　ＺｅｔａｓｉｚｅｒＺＳ９０粒度测定

仪（Ｍａｌｖｅｒｎ 公司，英国）；ＪＥＭ２０１０ 透射电镜

（ＪＥＯＬ公司，日本）；全自动酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司，

美国）；荧 光 显 微 镜 （Ｌｅｉｃａ 公 司，德 国）；

ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（ＢＤ公司，美国），ＧｌｏＭａｘ

２０／２０发光检测仪（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，美国）；犔组氨酸

盐酸盐、犔精氨酸和ＬＡ［生工生物工程（上海）股份

有限公司］；ｐＥＧＦＰ、ｐＧＬ３质粒（上海英为信生物科

技有限公司）；ｂＰＥＩ（相对分子质量２５０００；Ｓｉｇｍａ公

司，美国）；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ公

司，美国）；ＤＭＥＭ培养液、胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司，美

国），其他试剂均为分析纯。

１．２　还原性ＬＡ修饰的交联聚精氨酸组氨酸

（ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅ

ｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｈｉｓｔｉｄｉｎｅ，ＬＨＲｓｓ）多肽的合成与表

征　（犔Ｒ６）（ＲＲＲＲＲＲ）和 Ｈ３（ＨＨＨ）肽及ＬＡ在使

用芴甲氧羰基保护的前提下用固相多肽合成法合成，

并用反相高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）进行纯化。采用半

胱氨酸盐酸盐进行交联合成ＬＨＲｓｓ：将ＬＡ修饰的聚

精氨酸组氨酸（ＬＨＲ）多肽溶于甲醇中，加入１０

ｍｇ／ｍＬ的半胱氨酸盐酸盐，在室温下聚合１２ｈ，Ｎ２吹

干甲醇；产物用去离子水经透析膜（截留相对分子质

量为３５００）纯化１２ｈ、冻干，去除多余单体。为了优

化ＬＨＲｓｓ的合成，本实验选择４种不同摩尔分数的

半胱氨酸（２．５％、５．０％、１０．０％、２０．０％），所得产物分

别命名为ＬＨＲｓｓ１、ＬＨＲｓｓ２、ＬＨＲｓｓ３、ＬＨＲｓｓ４。用核

磁共振氢谱（１ＨＮＭＲ；６００ＭＨｚ）和凝胶色谱（ＧＰＣ）

进行产物分析。

１．３　ＬＨＲｓｓ／ｐＤＮＡ纳米复合物的合成与表征　取

２μｇｐＤＮＡ（ｐＧＬ３）和ＬＨＲｓｓ以不同氮磷比（Ｎ／Ｐ）自

组装形成ＬＨＲｓｓ／ｐＤＮＡ纳米复合物（图１），取适量复

合物溶于１ｍＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ；１９ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ

７．４）中，室温下孵育３０ｍｉｎ。用ＺｅｔａｓｉｚｅｒＺＳ９０粒度

测定仪测定纳米复合物的粒径和电位。

图１　犔犎犚狊狊／狆犇犖犃纳米复合物示意图

犉犻犵１　犇犻犪犵狉犪犿犿犪狋犻犮狊犽犲狋犮犺狅犳犔犎犚狊狊／狆犇犖犃狀犪狀狅犮狅犿狆犾犲狓

ＬＨＲｓｓ：Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅ

ｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｈｉｓｔｉｄｉｎｅ；ｐＤＮＡ：ＰｌａｓｍｉｄＤＮＡ
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１．４　ＬＨＲｓｓ３／ｐＤＮＡ纳米复合物的凝胶阻滞电泳

分析　多肽的结合能力用琼脂糖凝胶测定。选择粒

径电位分布较为均匀的ＬＨＲｓｓ３作为研究对象，制

备Ｎ／Ｐ值为０、０．１、１、２．５、５、１０、１５、２０的ＬＨＲｓｓ３／

ｐＧＬ３纳米复合物，孵育３０ｍｉｎ后，将含１μｇｐＤＮＡ
的多肽加入含１％琼脂糖凝胶的ＴＡＥ缓冲液的孔

中，１００Ｖ条件下电泳３０ｍｉｎ，在紫外光下显像。

１．５　ＬＨＲｓｓ／ｐＤＮＡ纳米复合物的细胞摄取能力的

测定　用ＨＥＫ２９３细胞（美国ＡＴＣＣ）测定ＬＨＲｓｓ／

ｐＤＮＡ纳米复合物的细胞摄取能力。细胞培养液为

含有青霉素、链霉素和１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培

养液，在５％ＣＯ２、３７℃培养箱中培养。取ＨＥＫ２９３

细胞按３×１０５／孔的密度接种于１２孔板，培养２４ｈ
后更换为无血清培养液。之后每孔加入含０．７５

ｎｍｏｌＹＯＹＯ１标记的ｐＤＮＡ（ｐＧＬ３）的纳米复合物

（Ｎ／Ｐ＝４０）。培养４ｈ后去除培养液，消化、离心，

并将细胞重悬于３００μＬＰＢＳ中，用流式细胞仪检测

细胞摄取情况。以 Ｎ／Ｐ值为１０的 ｂＰＥＩ２５Ｋ／

ｐＧＬ３进行同样处理作为对照。

１．６　ＬＨＲｓｓ／ｐＤＮＡ纳米复合物的基因转染情况

检测　取ＨＥＫ２９３细胞按１×１０５／孔的密度接种于

４８孔板，培养２４ｈ，转染前更换为无血清培养液。

每孔加入含０．５μｇｐＤＮＡ（ｐＥＧＦＰ或ｐＧＬ３）的不同

Ｎ／Ｐ值的纳米复合物。培养４ｈ后，换成含１０％胎

牛血清的培养液。ｐＥＧＦＰ转染细胞４８ｈ后，消化

细胞并悬浮于３００μＬＰＢＳ中，用流式细胞仪检测细

胞的荧光强度。而ｐＧＬ３转染细胞４８ｈ后用ＰＢＳ
冲洗，加入２００μＬ裂解缓冲液（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，美

国）处理３０ｍｉｎ；取２０μＬ细胞裂解物，加入１００μＬ

底物，用ＧｌｏＭａｘ２０／２０发光检测仪检测荧光素酶

活 性。以 Ｎ／Ｐ 值 为 １０ 的 ｂＰＥＩ２５Ｋ／ｐＤＮＡ
（ｐＥＧＦＰ或ｐＧＬ３）进行同样处理作为对照。

１．７　ＬＨＲｓｓ／ｐＤＮＡ 纳米复合物的细胞毒性实

验　采用ＣＣＫ８法评价ＬＨＲｓｓ／ｐＧＬ３纳米复合物

对ＨＥＫ２９３细胞的细胞毒性。取ＨＥＫ２９３细胞按

１×１０４／孔的密度接种于９６孔板，孵育２４ｈ。每孔

加入不同Ｎ／Ｐ值的复合物多肽，孵育２４ｈ后更换为

含１０％ＣＣＫ８溶液的新鲜培养液，继续孵育１ｈ。

用酶标仪检测每孔在４５０ｎｍ处的光密度（犇）值。

取未经处理的细胞作为对照，并将其存活率记为

１００％。细胞存活率计算公式：细胞存活率（％）＝
（犇实验组－犇空白组）／（犇对照组－犇空白组）×１００％。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计

学分析。数据以珔狓±狊表示，组间比较采用方差分析

（ＡＮＯＶＡ）。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＬＨＲｓｓ３多肽的１Ｈ ＮＭＲ 和 ＧＰＣ检测结

果　取合成的多肽类载体ＬＨＲ溶于Ｄ２Ｏ中，利用

６００ＭＨｚ１ＨＮＭＲ检测，选取交联程度较为合适的

ＬＨＲｓｓ３进行分析，图２为合成的ＬＨＲｓｓ３的谱图，

其中化学位移约为４．８的是Ｄ２Ｏ溶剂峰；峰ａ、ｂ、ｃ、

ｅ、ｄ、ｆ、ｌ归属于ＬＡ部分；峰ｄ、ｈ归属于精氨酸亚甲

基；峰ｊ、ｋ来源于组氨酸的咪唑基。不同ＬＨＲｓｓ的

合成条件及相对分子质量如表１所示，随着半胱氨

酸比例的增加，ＬＨＲｓｓ的相对分子质量逐渐增大，

表明复合物多肽成功合成。

图２　犔犎犚狊狊３的１犎犖犕犚谱图

犉犻犵２　
１犎犖犕犚狊狆犲犮狋狉狌犿狅犳犔犎犚狊狊３

ＬＨＲｓｓ：Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｈｉｓｔｉｄｉｎｅ；１ＨＮＭＲ：１Ｈｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ；ａ，ｂ，ｃ，ｅ，ｆ，

ｌ：Ｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ；ｄ，ｈ：ＣＨ２ｏｆａｒｇｉｎｉｎｅ；ｇ：Ｈｙｄｒｏｇｅｎｏｎｔｈｅｍｅｔｈｙｌｅｎｅｇｒｏｕｐｏｆｔｈｅｃａｒｂｏｎｙｌｇｒｏｕｐ；ｉ，ｍ：Ｔｅｒｔｉａｒｙｃａｒｂｏｎｉｎａｒｇｉｎｉｎｅａｎｄ

ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ；ｊ，ｋ：Ｉｍｉｄａｚｏｌｅｉｎｈｉｓｔｉｄｉｎｅ

·５５３１·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　２０１６年１１月，第３７卷

表１　不同犔犎犚狊狊的合成条件及相对分子质量

犜犪犫１　犛狔狀狋犺犲狊犻狊犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊犪狀犱狉犲犾犪狋犻狏犲犿狅犾犲犮狌犾犪狉犿犪狊狊

狅犳犔犎犚狊狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狉狅狊狊犾犻狀犽犲犱犱犲犵狉犲犲狊

Ｐｏｌｙｍｅｒｓ
ＬＨＲ

犿／ｍｇ

Ｃｙｓｔｅｉｎｅ

犿／ｍｇ

Ｆｅｅｄｒａｔｉｏａ

（％）
犕ｒｂ

（×１０３）

ＬＨＲ － － － １．５５５

ＬＨＲｓｓ１ ５０ ０．０９８ ２．５ １７．２

ＬＨＲｓｓ２ ５０ ０．１９５ ５．０ １８．８

ＬＨＲｓｓ３ ５０ ０．３９０ １０．０ ２２．９

ＬＨＲｓｓ４ ５０ ０．７８０ ２０．０ ２４．４

　　ａ：ＭｏｌａｒｒａｔｉｏｏｆＬＨＲｔｏｃｙｓｔｅｉｎｅ；ｂ：Ｄａｔａｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｇｅｌ

ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ．ＬＨＲ：Ｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅ

ｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｈｉｓｔｉｄｉｎｅ；ＬＨＲｓｓ：Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｈｉｓｔｉｄｉｎｅ

２．２　不同交联度条件下不同Ｎ／Ｐ值复合物的粒径

与ｚｅｔａ电位　不同交联度纳米复合物的粒径随着

Ｎ／Ｐ值的增大而降低，当Ｎ／Ｐ值大于２．５时，ＬＨＲ／

ｐＧＬ３及不同交联度的ＬＨＲｓｓ／ｐＧＬ３纳米复合物的

粒径均小于 ３００ｎｍ；当 Ｎ／Ｐ 值为 ２０、４０ 时，

ＬＨＲｓｓ１～３／ｐＧＬ３纳米复合物的平均粒径最好，在

７０～１００ｎｍ之间（图３Ａ），差异具有统计学意义

（犘＜０．０５）。不同交联度纳米复合物多肽的ｚｅｔａ电

位则随着Ｎ／Ｐ值的增大而增加（图３Ｂ），可能是由

于Ｎ／Ｐ值的增加，导致载体表面的正电荷增加，其包

载ＤＮＡ 的能力也随之增强。当 Ｎ／Ｐ≥４０时，

ＬＨＲｓｓ３／ｐＧＬ３及 ＬＨＲｓｓ４／ｐＧＬ３纳米复合物的

ｚｅｔａ电位在３０～４０ｍＶ之间，符合包载要求。综合

粒径、电位的结果可以看出ＬＨＲｓｓ３在Ｎ／Ｐ＝４０时

具有较好的粒径电位分布。

２．３　不同Ｎ／Ｐ值ＬＨＲｓｓ３／ｐＧＬ３纳米复合物的凝

胶阻滞电泳　当Ｎ／Ｐ值为０．１～２．５时，ｐＧＬ３不能

与ＬＨＲｓｓ３有效结合，可在电场作用下观察到清晰

的条带；而当Ｎ／Ｐ值为５时未见明显的条带，提示

ｐＧＬ３在电场作用下未发生迁移，表明此时ＬＨＲｓｓ３

能较好地包载ｐＧＬ３（图４）。

２．４　ＬＨＲｓｓ／ｐＤＮＡ纳米复合物的细胞摄取能

力　利用 流 式 细 胞 仪 观 察 ＨＥＫ２９３ 细 胞 对

ＬＨＲｓｓ／ＹＯＹＯ１ｐＧＬ３／ｐＧＬ３的摄取能力，结果

（图５）显示，ＨＥＫ２９３细胞对不同交联度的纳米

复合物均具有较好的摄取效率。ＨＥＫ２９３细胞

对 ＬＨＲｓｓ２／ｐＧＬ３、ＬＨＲｓｓ３／ｐＧＬ３ 的 摄 取 高 于

ｂＰＥＩ２５Ｋ和ＬＨＲ，其中ＬＨＲｓｓ３／ｐＧＬ３复合物的

平均荧光强度约为ＬＨＲ／ｐＧＬ３复合物的３．９８倍

（犘＜０．０５）。ＬＨＲｓｓ１／ｐＧＬ３、ＬＨＲｓｓ２／ｐＧＬ３、

ＬＨＲｓｓ３／ｐＧＬ３和ＬＨＲｓｓ４／ｐＧＬ３复合物的平均

荧光强度分别是 ＬＨＲ／ｐＧＬ３复合物的１．２８、

３．７１、３．９８、１．２２倍。

图３　不同犖／犘值犔犎犚狊狊／狆犌犔３复合物的

粒径和狕犲狋犪电位

犉犻犵３　犜犺犲狊犻狕犲（犃）犪狀犱狕犲狋犪狆狅狋犲狀狋犻犪犾（犅）狅犳犔犎犚狊狊／狆犌犔３

狀犪狀狅犮狅犿狆犾犲狓犲狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犖／犘狉犪狋犻狅狊

Ｎ／Ｐ：Ｎｉｔｒｏｇｅｎ／ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＬＨＲ：Ｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅ

ｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｈｉｓｔｉｄｉｎｅ；ＬＨＲｓｓ：Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｈｉｓｔｉｄｉｎｅ；ｐＧＬ３：ＰｌａｓｍｉｄＧＬ３．

犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊

图４　不同犖／犘值时犔犎犚狊狊３／狆犌犔３复合物的

琼脂糖凝胶阻滞电泳图

犉犻犵４　犃犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狉犲狋犪狉犱犪狋犻狅狀犱犻犪犵狉犪犿

狅犳犔犎犚狊狊３／狆犌犔３狀犪狀狅犮狅犿狆犾犲狓犲狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犖／犘狉犪狋犻狅狊

１：ＮａｋｅｄｐＧＬ３；２８：ＬＨＲｓｓ３／ｐＧＬ３（Ｎ／Ｐ＝０．１，１，２．５，５，１０，

１５，ａｎｄ２０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）．Ｎ／Ｐ：Ｎｉｔｒｏｇｅｎ／ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＬＨＲｓｓ：

Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅｐｅｐｔｉｄｅａｎｄ

ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ；ｐＧＬ３：ＰｌａｓｍｉｄＧＬ３
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图５　犎犈犓２９３细胞对犔犎犚狊狊／狆犌犔３复合物的摄取情况

犉犻犵５　犆犲犾犾狌犾犪狉狌狆狋犪犽犲狅犳犔犎犚狊狊／狆犌犔３狀犪狀狅犮狅犿狆犾犲狓犲狊

犫狔犎犈犓２９３犮犲犾犾狊

Ａ：Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｆｉｇｕｒｅ；Ｂ：ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅＹＯＹＯ１ｃｅｌｌｓ

ａｎｄｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＬＨＲｓｓ／ｐＧＬ３ｎａｎｏｃｏｍｐｌｅｘｅｓｗｈｅｎ

Ｎ／Ｐ＝４０．ＬＨＲ：Ｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｈｉｓｔｉｄｉｎｅ；

ＬＨＲｓｓ：Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅｐｅｐｔｉｄｅａｎｄ

ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ；ｂＰＥＩ２５Ｋ：Ｂｒａｎｃｈｅｄｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ（犕ｒ＝２５０００）；ｐＧＬ３：

ＰｌａｓｍｉｄＧＬ３；Ｎ／Ｐ：Ｎｉｔｒｏｇｅｎ／ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ．犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊

２．５　ＬＨＲｓｓ／ｐＤＮＡ 纳米复合物的基因转染

情况　荧光显微镜下观察ＬＨＲｓｓ／ｐＥＧＦＰ纳米复

合物的基因转染情况（图６Ａ），可见单体ＬＨＲ组细

胞的荧光强度较弱，而随着交联度的增加，ＬＨＲｓｓ／

ｐＥＧＦＰ复合物作用的细胞的荧光强度逐渐增强，

ＬＨＲｓｓ３／ｐＥＧＦＰ组与ＬＨＲｓｓ４／ｐＥＧＦＰ组细胞的荧

光强度与ｂＰＥＩ２５Ｋ相近。ＢＣＡ法考察蛋白表达情

况，结果显示所合成的纳米载体具有较高的转染效

率；其中，在不同Ｎ／Ｐ条件下时，ＬＨＲｓｓ３／ｐＧＬ３组

细胞的荧光素酶表达量高于未交联的ＬＨＲ／ｐＧＬ３，

差异具有统计学意义（犘＜０．０５，图６Ｂ）。

２．６　ＬＨＲｓｓ／ｐＤＮＡ纳米复合物的细胞毒性　与

ｂＰＥＩ２５Ｋ相比，ＬＨＲ和不同交联度ＬＨＲｓｓ空白载

体的细胞毒性均较低（犘＜０．０５），在浓度达到

２００μｇ／ｍＬ时仍具有较高的细胞活性，且各组间差

异无统计学意义（犘＞０．０５，图７Ａ）。经ＬＨＲ／ｐＧＬ３

或不同交联度 ＬＨＲｓｓ／ｐＧＬ３纳米复合物转染

ＨＥＫ２９３细胞２４ｈ后，均未见明显的细胞毒性作

用；而ｂＰＥＩ２５Ｋ浓度达到２０μｇ／ｍＬ时，经ｂＰＥＩ

２５Ｋ／ｐＧＬ３转染的细胞活性已降至２５％（图７Ｂ），与

合成的载体毒性相比差异具有统计学意义（犘＜

０．０５）。表明所合成载体具有良好的生物相容性。

图６　犔犎犚狊狊／狆犇犖犃复合物的体外基因转染效率

犉犻犵６　犐狀狏犻狋狉狅狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狅犳

犔犎犚狊狊／狆犇犖犃狀犪狀狅犮狅犿狆犾犲狓犲狊

Ａ：ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＬＨＲｓｓ／ｐＥＧＦＰ

ｎａｎｏｃｏｍｐｌｅｘｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮ／ＰｒａｔｉｏｓｏｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ

ａｓｓａｙｏｆＬＨＲｓｓ／ｐＧＬ３ｎａｎｏｃｏｍｐｌｅｘｅｓｏｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ．Ｎ／Ｐ：Ｎｉｔｒｏｇｅｎ／

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＬＨＲ：Ｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅ ｐｅｐｔｉｄｅａｎｄ

ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ；ＬＨＲｓｓ：Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅ

ｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｈｉｓｔｉｄｉｎｅ；ｂＰＥＩ２５Ｋ：Ｂｒａｎｃｈｅｄｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ（犕ｒ＝

２５０００）；ｐＧＬ３：ＰｌａｓｍｉｄＧＬ３；ｐＥＧＦＰ：ＰｌａｓｍｉｄＥＧＦＰ；ＲＬＵ：Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｌｉｇｈｔｕｎｉｔ．Ｂａｒ＝２５０μｍ．
犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊
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图７　空白载体（犃）和犔犎犚狊狊／狆犌犔３复合物（犅）对犎犈犓２９３细胞的细胞毒性

犉犻犵７　犆狔狋狅狋狓犻狅犮犻狋狔狅犳犫犾犪狀犽狆狅犾狔犿犲狉（犃）犪狀犱犔犎犚狊狊／狆犌犔３狀犪狀狅犮狅犿狆犾犲狓犲狊（犅）狅狀犎犈犓２９３犮犲犾犾狊

ＬＨＲ：Ｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｈｉｓｔｉｄｉｎｅ；ＬＨＲｓｓ：Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙａｒｇｉｎｉｎｅｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｈｉｓｔｉｄｉｎｅ；ｂＰＥＩ

２５Ｋ：Ｂｒａｎｃｈｅｄｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ（犕ｒ＝２５０００）；ｐＧＬ３：ＰｌａｓｍｉｄＧＬ３．犘＜０．０５ｖｓＬＨＲｇｒｏｕｐａｎｄＬＨＲｓｓｇｒｏｕｐｓ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

阳离子多肽因其安全性好、转染效率高而成为

研究热点。在我们前期研究的基础上，本研究设计

合成了一种高效的基因载体，其由６犔精氨酸、３犔

组氨酸和１ＬＡ通过ＬＡ二硫键交联而成；并用这种

载体包载ＤＮＡ，评价ＤＮＡ是否能被摄取与转染。

设计合成的载体ＬＨＲｓｓ／ｐＤＮＡ复合物粒径根据

Ｎ／Ｐ值及ＬＡ交联度的不同而在７０～３００ｎｍ间变

化。与未交联的单体ＬＨＲ相比，交联纳米复合物

的粒径明显减小，这可能是由于随着载体的交联，复

合物亲脂性内核结构更加紧密。ＬＡ交联度的不同

影响复合物的粒径，当半胱氨酸摩尔分数为１０％

时，复合物具有较为合适的粒径，符合载体／基因复

合物在体内应用的要求［１３１４］。ＬＨＲｓｓ／ｐＤＮＡ复合

物的ｚｅｔａ电位在Ｎ／Ｐ值≥２．５时均为正值，可保证

基因物质通过静电相互作用被载体包裹；而交联度

对复合物的ｚｅｔａ电位影响不大。本研究制备的纳米

复合物稳定性好、粒径大小均匀，此粒径大小可充分

利用 肿 瘤 的 增 强 渗 透 滞 留 效 应 （ｅｎｈａｎｃｅｄ

ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ，ＥＰＲ），使纳米复

合物富集于靶区［１５１６］。在细胞摄取方面，当半胱氨

酸量为２．５％～１０．０％时，ＬＡ交联度显著增加了细

胞对复合物的摄取能力，可能是因为ＬＡ的交联增

强了载体与细胞膜的亲和力，使其更容易进入胞

体［１７］；而当半胱氨酸量达到２０．０％时，细胞的摄取

下降，可能是由于交联度的增加促使其细胞毒性增

加。在基因转染方面，随着 ＬＡ 交联度的增加，

ＬＨＲｓｓ／ｐＥＧＦＰ纳米复合物作用的细胞的荧光强度

显著增强，绿色荧光蛋白酶的表达也显著升高，其中

ＬＨＲｓｓ３／ｐＧＬ３在Ｎ／Ｐ＝４０时的细胞荧光素酶表达

接近于ｂＰＥＩ２５Ｋ在Ｎ／Ｐ＝１０时的荧光素酶表达，

可能是由于ＬＡ五元环的交联增加了载体／基因复

合物与细胞膜的亲和力，同时二硫键在细胞内还原

性条件下裂解释放基因药物，从而达到有效运输和

高效释放的目的［１８］。对空白载体和载体／基因复合

物进行细胞毒性考察，结果发现空白载体和载体／基

因复合物均具有较低的细胞毒性。载体质量浓度达

到２００μｇ／ｍＬ时，其细胞存活率仍有８０％左右；而

当ｂＰＥＩ２５Ｋ浓度达到２０μｇ／ｍＬ时，其细胞存活率

已下降至２５％左右。上述研究表明ＬＡ的交联可能

可以提高细胞的摄取和基因转染能力，其中

ＬＨＲｓｓ３是本研究中最为合适的基因载体。

综上所述，ＬＡ修饰提高对于聚精氨酸多肽载

体的基因转染能力具有一定的意义。ＬＨＲｓｓ在体

外被证明可有效压缩ＤＮＡ形成纳米复合物；其在

体外培养的ＨＥＫ２９３细胞中具有促进ｐＤＮＡ跨膜

转运和内吞体逃逸，并最终在细胞内降解的作用，且

具有较低的细胞毒性。本研究表明ＬＨＲｓｓ适合作

为一种基因载体应用于多种疾病的研究中，后期我

们将进一步开展ＬＨＲｓｓ作为基因载体包载治疗基

因在抗乳腺癌方面的研究。
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