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聚酰胺-胺-聚谷氨酸-聚乙烯亚胺共聚物的制备及

作为基因载体的性能研究

陈 英 1,3, 胡锦芳 1, 张长林 2, 曹端文 1*, 魏筱华 1,3*

(南昌大学 1. 第一附属医院药学部GCP中心, 2. 第一附属医院检验科, 3. 药学院, 江西 南昌 330006)

摘要: 本文合成了一种以零“代”聚酰胺-胺 (generation 0 polyamidoamine, PAMAM G0) 为内核、聚谷氨酸接枝

小分子聚乙烯亚胺 (polyethylenimine, PEI) 为侧链的共聚物 (PGLP), 并研究了其作为基因载体的性能。应用 1H NMR

(proton nuclear magnetic resonance spectroscopy) 确认结构; 采用琼脂糖凝胶电泳考察 PGLP对基因的压缩包裹能

力和保护能力, 动态光散射粒度分析仪测定 PGLP/pDNA 复合物的粒径及电位; 运用细胞毒性检测试剂盒 (Cell

Counting Kit-8, CCK-8) 和溶血实验 (南昌大学第一附属医院科研伦理委员会批准) 考察PGLP的细胞毒性, 体外细

胞转染实验评估 PGLP/pDNA复合物的转染能力。结果表明, PGLP可以有效压缩包裹 DNA并保护其免受血清

酶的降解 ; 当 PGLP/pDNA 质量比大于或等于 1 (w/w ≥ 1) 时 , 复合物平均粒径和电位分别约在 105～200 nm 和

+10～+28 mV之间。毒性实验表明: PGLP及其复合物的细胞毒性均显著低于PEI 25K及其复合物, 具有较高的安

全性。细胞转染实验表明: PGLP/pDNA复合物在w/w = 8时可获得最大转染能力, 在有血清和无血清的条件下对多

种细胞 (HEK 293T、HeLa、BEL 7402和RASMC) 的转染效率均显著高于PEI 25K或Lipofectamine 2000在最优转染

比的效率。抗血清转染能力分析表明: PGLP/pDNA复合物 (w/w = 8) 在血清中的转染效率与无血清转染效率的比

值 (转染比) 高于PEI 25K/pDNA复合物, 具有更强的抗血清转染能力。因此, PGLP是一种有潜力的基因载体。
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Abstract: The study was designed to synthesize a novel dendritic copolymer composed of polyamidoamine

dendrimer G0 as the inner core and poly(L-glutamic acid) grafted low molecular weight polyethylenimine (PGLP)

as surrounding arms for gene delivery vector. The molecular structure of PGLP was confirmed by 1H NMR (proton

nuclear magnetic resonance spectroscopy). The DNA combination capability of PGLP was examined by gel retarda‐

tion electrophoresis. The particle sizes and zeta potentials of PGLP/pDNA complexes were determined by dynamic

light scattering (DLS). The cytotoxicity of PGLP was evaluated by Cell Counting Kit-8 (CCK-8) and hemolysis

assays, which was approved by Research Ethics Committee of the First Affiliated Hospital of Nanchang University.

The in vitro transfection efficiency of PGLP was measured by a flow cytometry. The results of physicochemical
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properties suggested that PGLP could self-assemble with DNA to form complexes with average particle sizes of

about 105-200 nm and zeta potentials of about +10 - +28 mV, which could protect DNA from serum degradation.

The results of biological properties suggested that PGLP showed more higher transfection efficiencies but lower

cytotoxicity than PEI 25K or Lipofectamine 2000 in various cell lines (HEK 293T, HeLa, BEL 7402, RASMC).

Importantly, it was found that PGLP/pDNA complexes at w /w = 8 showed more strong serum-resistant capacity

than PEI 25K/pDNA complexes. Therefore, PGLP is a promising candidate vector for gene delivery.

Key words: poly (amidoamine); poly(L-glutamic acid); polyethyleneimine; copolymer; gene vector

基因治疗是一种新型的分子治疗技术, 在治疗基

因缺陷、肿瘤及心血管疾病等具有巨大潜力[1-3]。基因

治疗的成功取决于安全、有效的基因载体[4,5]。常用的

载体包括病毒载体和非病毒载体[6]。病毒基因载体转

染效率高, 但存在安全性问题 (免疫原性反应、致畸、

致癌等), 而且制造工艺复杂、成本高、基因装载能力低

等缺点[7], 临床应用受限。近年来, 由于在安全性、生

产成本、制备工艺和基因装载量等方面优于病毒载体,

非病毒基因载体成为研究热点[8,9]。

聚酰胺-胺 (polyamidoamine, PAMAM) 和聚乙烯

亚胺 (polyethylenimine, PEI) 是两类结构不同的阳离

子型非病毒基因载体 , 被广泛用于体内外研究[10,11]。

两者结构中具有大量的伯胺和叔胺: 伯胺在生理条件

下质子化带正电荷, 可以压缩包裹带负电荷的基因, 从

而实现对基因的装载和保护; 叔胺在溶酶体/内含体中

通过“质子海绵效应”保护基因在细胞内免受破坏和降

解, 实现有效传递[12]。通常, PAMAM (整代) 和 PEI的

基因转染效率与分子量密切相关, 分子量越大转染效

率越高但伴随着较大的细胞毒性, 而分子量越小毒性

越低但伴随着低或无转染效率[13]。转染效率与细胞毒

性之间的矛盾导致 PAMAM和 PEI均无法直接作为基

因载体。然而 , PAMAM 和 PEI易被修饰的性质为改

善其性能、实现多功能化提供了多种可能性。有研究

发现, 用低代 PAMAM作为“内核”或将小分子 PEI接

枝到生物兼容材料构成的基因载体均可以获得高转染

效率而同时保持较低的细胞毒性[13-19], 可以解决上述

转染效率与细胞毒性之间的矛盾。此外, 血清中低转

染效率是另一个阻碍 PAMAM和 PEI进行体内研究应

用的重要因素。聚谷酸苄酯 (poly benzyl glutamate,

PBLG) 是聚谷氨酸的一种衍生物, 具有良好的生物兼

容性和易降解的特性, 常被用于药物传递和阳离子聚

合物的修饰[14,20]。Zhao等[21]发现在 PBLG上引入精胺

形成的聚合物具有较低的摩擦系数和蛋白吸附, 其与

基因形成的复合物具有较强的稳定性。Wu等[16]、Cao

等[22] 和 Pan 等[23] 都发现以 PAMAM G1 或 G2 氨解

PBLG形成的阳离子聚合物在血清条件下具有较高的

转染效率。上述研究结果提示, 基于聚谷氨酸构建的

阳离子基因载体在血清中具有较强的稳定性。

根据上述背景, 本研究以低代PAMAM G0 (G0) 为

内核引发合成G0-PBLG, 然后用小分子 PEI 423Da进

行氨解脱苄合成了一种新型的聚合物 G0-PLG-g-PEI

(PGLP)。应用 1H NMR对其结构进行表征, 并对其基因

复合物的理化性质、生物性能及基因传递效率进行评价。

材料与方法

材料 L-谷氨酸-γ-苄酯 (98%, 阿拉丁试剂公司);

三光气 (分析纯 , 广州化学试剂厂); PAMAM G0、PEI

(支链型 Mn 25 000 和 423 Da, 分别简称为 PEI 25K 和

PEI 423)、4,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride

(DAPI) (美国 Sigma-Aldrich 公司); 核酸标记试剂盒

(label IT TM-rhodamine labeling kit, 美国 Mirus 公司);

绿色荧光蛋白质粒 pEGFP-C3 (美国Promega公司); 罗

丹明试剂盒标记的 pEGFP-C3 (Rho-labeled pDNA, 自

制); HKE 293T 细胞株、肝癌细胞 BEL 7402、宫颈癌

细胞 HeLa (中国科学院上海细胞库); 大鼠主动脉平

滑肌细胞 (rat aortic smooth muscle cells, RASMC, 美

国 ScienCell 公司); DMEM (Dulbecco's modified eagle

medium) 培养基、平滑肌细胞培养基 (smooth muscle cell

medium, SMCM)、胎牛血清 (美国Gibco公司); TAE缓

冲液、磷酸缓冲盐溶液 (PBS) (武汉博士德生物公司);

Endo free plasmid kit (Tiangen公司)。

仪器 LGJ-18型冷冻干燥机 (北京四环科学仪器

厂); Bruker Auance 600型核磁共振波谱仪 (瑞士Bruker

公司); Zetasizer Nano Series 90 动态光散射粒度分析

仪 (英国Malvern公司); 倒置荧光显微镜 (日本Olympus

公司); Multiskan FC 酶联免疫检测仪 (美国 Thermo‐

Fisher公司); 流式细胞仪 (美国Beckman公司); 高速离

心机 (德国Eppendorf公司); 激光共聚焦显微镜 (LSM

700, 德国Carl Zeiss公司)。

阳离子聚合物PGLP的合成 聚酰胺-胺-b-聚谷

氨酸苄酯 (G0-PBLG) 共聚物的制备主要是参考作者

先前的报道[14]。首先, 将L-谷氨酸-γ-苄酯 (5 g, 0.021 mol)

与三光气 (3 g, 0.01 mol) 置于无水四氢呋喃 (tetrahy‐

drofuran, THF) 中, 在 60 ℃条件下搅拌反应 30 min, 然
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后将反应液倒入过量的冰冷石油醚中沉淀, 置于-20 ℃

冰箱 , 48 h 后过滤 , 真空干燥得到白色粉末状固体

(BLG-NCA) (5.1 g, 产率92.2%)。然后, 将PAMAM G0

(0.1 g, 0.2 mmol) 和BLG-NCA (4.2 g, 0.016 mol) 溶解

于无水的N,N-二甲基甲酰胺 (N,N-dimethylformamide,

DMF) 中, 在25 ℃搅拌的条件下反应 48 h, 将反应液加

入到过量的乙醇中沉淀, 过滤, 真空干燥得到G0-PBLG

(3.2 g, 89%)。

称取新制备的 G0-PBLG (0.2 g, 0.014 mmol) 和

PEI 423 (3.8 g, 9.0 mmol) 溶解于无水 DMF 中 , 并加

入催化剂二羟基吡啶 (0.43 g, 4.5 mmol), 混合溶液于

40 ℃搅拌反应 48 h, 然后将其加到无水乙醚中沉淀 ,

再将沉淀物于透析袋 (截留分子质量 7 000 Da) 中透析

72 h, 最后将透析液真空干燥 48 h，得 G0-PLG-g-PEI

(0.35 g, 73%), 即阳离子聚合物 PGLP。以氘代氯仿

(deuterated chloroform, CDCl3) 为溶剂溶解 G0-PBLG,

氘代水溶解起始原料 PEI 423和聚合物 PGLP, 四甲基

硅烷为内标, 在室温条件下采用Bruker Auance 600型

核磁共振仪测定聚合物的氢谱。

PGLP/pDNA复合物的制备 精密称取一定质量

的 PGLP, 加去离子水配成 2 mg ·mL-1溶液, 根据预先

设定的质量比 (w/w) 稀释成不同的浓度, 再与等体积

的 pEGFP-C3溶液混合均匀, 室温孵育 30 min，得到不

同质量比的PGLP/pDNA复合物。

琼脂糖凝胶电泳 聚合物/pDNA 含 0.5 μg 质粒

按 w /w = 0、0.05、0.1、0.3、0.5 新鲜配制 , PEI 25K 和

PEI 423作为对照。在孵育 30 min后, 向复合物溶液中

加入 6×上样缓冲溶液 2 μL, 混匀, 然后将复合物溶液

上样至 1%琼脂糖凝胶, 以 120 V在 1×TAE缓冲液中电

泳 30 min, 最后通过凝胶成像系统观察 DNA 迁移情

况。此外, 为了考察PGLP对DNA的保护能力, 在复合

物孵育 30 min后加入胎牛血清 (10%) 并在 37 ℃再孵

育1 h, 按上述实验条件进行电泳分析DNA的迁移情况。

复合物的粒径与电位的检测 将 PGLP/pDNA含

20 μg质粒按 w/w = 0.5、1、3、5、8配制成 1 mL复合物

溶液 , 室温孵育 30 min 后 , 采用 Zetasizer Nano Series

90粒径分析仪在25 ℃测定复合物的粒径和电位。

聚合物的细胞毒性评估 将对数生长期的HeLa

细胞和BEL 7402细胞以 5 000个/孔分别接种于 96孔

板中, 当细胞培养达 80%汇合度时, 吸出原培养基并

加入 150 μL 预先配制的含不同浓度聚合物 (10、30、

50、100和 200 μg·mL-1) 无血清培养基孵育 4 h, 然后替

换新鲜的完全培养基 , 再培养 48 h 后 , 向每孔加入

CCK-8试剂 10 μL, 继续培养 2 h, 最后用酶联免疫检测

仪在 450 nm波长下测定吸光度 (A) 值, 根据A值计算

细胞的存活率 (CL), 公式 (1) 如下:

CL (%) = (Asample-Ablank)/(Acontrol-Ablank)×100% (1)

溶血分析 采集新西兰大白兔 (长沙市天勤生物

技术有限公司 , 合格证号 : No.43006700014864) 耳缘

静脉血液 2 mL (南昌大学第一附属医院科研伦理委员

会批准), 置于抗凝采血管内 , 3 000 r · min-1、4 ℃离心

10 min, 去血清后加入 0.9%生理盐水重悬并离心, 清

洗下层的红细胞至上清液为无色。以 0.9%生理盐水

为稀释剂, 制备 2%红细胞悬液。将质量比为 5和 8的

PGLP/pDNA复合物溶液与等体积的红细胞悬液混合

后, 置于 37 ℃水浴中孵育 1 h, 再置于离心机中离心收

集上清液并将其置于紫外分光光度计中 540 nm波长

下测量样品A值[24]。1% Triton X-100溶液处理组作为

阳性对照, 生理盐水处理组为阴性对照, 计算溶血率

(HR), 公式 (2) 如下:

HR (%) = (A实验组 - A阴性对照组) / (A阳性对照组 -

A阴性对照组) × 100% (2)

共聚焦显微镜观察细胞摄取 将细胞爬片加入

24孔板, 按 10 000个/孔加入对数生长期的HEK 293T

细胞 , 在 37 ℃、含 5% CO2 孵箱中培养 20～24 h, 待

细胞密度达到 60% 左右时 , 吸出原培养基并每孔加

入无血清的DMEM 300 μL, 然后分别加入 PGLP/Rho-

labeled pDNA 复合物 (w /w = 8, 含 1 μg pDNA), 孵育

0.5、1和 4 h后, 吸出原培养基, 用 PBS洗涤 3次, 用 4%

多聚甲醛固定 10 min, 加入 DAPI (0.2 μg · mL-1) 孵育

10 min, 再用 PBS洗涤 3次, 取出细胞爬片, 用甘油封

片, 最后通过共聚焦显微镜观察细胞摄取。

体外转染 将对数生长期的 HEK 293T、HeLa、

BEL 7402 和 RASMC 细胞以 30 000 个/孔分别接种于

24孔板中, 在 37 ℃、含 5% CO2孵箱中培养 20～24 h,

待细胞密度达到 80%左右时, 吸出原培养基并每孔加

入不含血清或含血清的 DMEM 600 μL, 然后将聚合

物/pEGFP-C3复合物按预先设计好的质量比分别与细

胞孵育 4 h, 转染完毕后, 用新鲜的含 10% FBS的培养

基换液, 继续培养 48 h, 再置于荧光显微镜下初步评估

转染效率, 用PBS洗涤 1次, 再用胰酶消化、离心、收集

细胞, 0.5%多聚甲醛溶液重悬, 最后用流式细胞仪测

定转染效率。

统计学处理 统计学处理计数资料以均数±标准

差 (
-
x ± s) 表示, 运用SPSS 19.0进行 t检验或方差分析,

当P≤0.05时认为差异有统计学意义。

结果与讨论

1 PGLP载体的合成与表征

本文首先以 PAMAM G0 引发 BLG-NCA 开环聚
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合生成G0-PBLG共聚物, 再以 PEI 423对G0-PBLG进

行氨解, 制得了一种树枝状聚合物 (PGLP), 见合成路

线 1。在合成过程中, 由于BLG-NCA单体活性高, 遇

水易导致PAMAM G0引发反应失败, 本文所使用的试

剂均经过严格除水, 使反应一直在惰性环境下进行。

另外, 为了减少氨解过程中G0-PBLG链的降解和分子

间的交联, 通过使用过量的PEI和控制氨解条件 (2-羟

基吡啶作为催化剂, 40 ℃, 48 h) 对此类副反应进行控

制。结合最终产物的高产率和良好的水溶性, 初步表

明聚谷氨酸链的降解和分子间的交联得到有效控制。

为了进一步确认聚合物 PGLP的化学结构, 本文

采用 1H NMR进行了表征, 结果如图 1所示。图 1A～

C分别为原料PEI 423、中间产物G0-PBLG和目标产物

PGLP的 1H NMR谱图。在图 1A中, δ 2.40～2.89 (A+

B峰) 为 PEI中-CH2CH2NH-质子的特征吸收峰; 图 1B

中 , δ 5.03 (k) 为苄基的亚甲基峰 , δ 3.92 (g) 和 δ 7.25

(m) 分别为聚谷氨酸中次亚甲基峰和苯环的质子

峰[14], δ 2.41～2.96为 PAMAM G0骨架质子吸收峰[13],

这些峰的存在证明 G0-PBLG 成功合成 , 产率 73.0%;

图 1C中, 由于 k峰消失, 而聚谷氨酸中次亚甲基峰 (g、

h) 和 PEI的质子吸收峰同时出现 , 证明 PGLP成功合

成。根据 g/A+B峰面积的比值算得PGLP的聚合度为

56、平均分子质量为30 493 Da。

2 PGLP对基因的压缩包裹能力

载体能否对基因进行压缩包裹是实现有效基因传

递的首要条件。本文采用琼脂糖凝胶电泳考察 PGLP

对基因的压缩包裹能力, PEI 25K作为阳性对照, 实验

结果如图2所示。从图2A可以发现, 随着PGLP/pDNA

复合物质量比的升高, 电场作用下迁移的DNA越来越

少, 说明 PGLP对基因的压缩包裹能力随着质量比的

增高而增强。当w/w = 0.3时, 泳道中已完全观察不到

迁移的 DNA, 表明此时 PGLP 已可完全压缩包载

DNA, 其能力与 PEI 25K相似。相反, PEI 423在所有

质量比均无法阻滞DNA在电场作用下迁移, 不具备压

缩包裹能力。这些结果表明，PGLP具有较强的基因

压缩包裹能力。

基因在传递过程中易被血清酶降解是引起基因治

疗失败的一个原因。为了考察 PGLP/pDNA复合物对

血清酶降解的耐受能力, 本文采用 PGLP/pDNA复合

物与血清共孵育的方法进行验证。结果表明 (图 2B),

PEI 423/pDNA复合物不能耐受血清酶的降解, 即使在

w/w = 5时, 泳道中仍然出现DNA的降解片段。而PEI

25K/pDNA复合物在w/w≥0.5时就能完全保护DNA免

受血清酶的降解。PGLP/pDNA复合抗血清酶降解的

能力稍弱于 PEI 25K, 在w/w = 0.5时泳道中出现少量

的DNA降解片段; 当w/w≥1时泳道中无DNA降解片

段, 表明此时 PGLP/pDNA复合物可以耐受血清酶的

降解。另外, PGLP/pDNA复合物抗血清酶降解的能力

随着质量比的增大而增强, 这与 PGLP在高质量比对

基因的压缩包裹能力增强有关。

3 PGLP/pDNA复合物的粒径和电位测定

粒径和电位是影响阳离子基因载体转染效率的重

要理化性质。据报道, 适度的正电荷有利于维持基因传

递系统的稳定性和转染时对细胞膜的黏附; 合适大小

的粒径 (50～200 nm) 有利于细胞摄取和胞内运输[25,26]。

采用动态光散射粒度分析仪对PGLP/pDNA复合物在

Scheme 1 Synthesis of PGLP composed of polyamidoamine

dendrimer G0 as the inner core and poly (L-glutamic acid) grafted

low molecular weight polyethylenimine as surrounding arms. BLG-

NCA: γ-Benzyl-L-glutamate N-carboxyanhydride; DMF: Dimethyl‐

formamide;PAMAM G0: Generation 0 polyamidoamine; PAMAM

G0-PBLG: PAMAM G0-b-poly(γ - benzyl-L-glutamate); PEI 423:

Polyethylenimine with average molecular weight of 423 Da

Figure 1 1H NMR spectra of PEI 423 (A), G0-PBLG (B), PGLP

(C)
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w/w = 0.5～8内的粒径和电位进行测定, 结果如表1和

图 3所示。PGLP/pDNA复合物的粒径随质量比的增

大先减小而后稳定 , 这与 PGLP 的压缩包裹能力随质

量比增加而逐渐增强有关。当w/w≥3时, PGLP/pDNA

复合物粒径保持相对稳定, 大小维持在 110 nm左右、

多分散指数 (PDI) 在 0.3左右, 表明粒径的均一度相对

较高, 有利于细胞摄取和胞内运输。由于PGLP与DNA

之间是通过正负电荷相互作用形成复合物, 当 PGLP/

pDNA的质量比增大时正电荷就会增多, 从而引起PGLP/

pDNA复合物的电位从+8.5 mV升高至+28.5 mV。基

于以上结果, PGLP/pDNA复合物的粒径和电位可满足

转染要求。

4 细胞毒性分析

细胞毒性是影响阳离子基因载体安全运用的主要

障碍之一, 过高的细胞毒性易导致非靶细胞的凋亡和

治疗窗变窄。通过引入具有生物兼容性、可降解的聚

谷酸肽作为载体骨架, 低毒的小分子 PEI作为阳离子

供体 , 期望得到低细胞毒性的 PGLP。CCK-8 评估

PGLP的细胞毒性的结果如图 4A、B 所示 , PEI 423对

两种测试细胞几乎均无毒性, 细胞存活率均达 90%以

上 ; 相反 , PEI 25K 的细胞毒性随着浓度升高明显增

大, 30 μg·mL-1时细胞活力就低于 70%, 200 μg·mL-1时

细胞活力低于 20%; PGLP 的细胞毒性也与浓度呈正

相关, 但在浓度高达 200 μg ·mL-1时, 细胞活力仍然维

持 70%以上 (约为 PEI 25K浓度的 7倍), 表明 PGLP的

细胞毒性低于 PEI 25K。图 4C 显示的是溶血实验结

果, 在w/w = 5和 8时 PGLP/pDNA复合物的溶血率分

别为 9.1%和 15.3%, 与PEI 423/pDNA复合物的溶血率

无统计学差别 (P>0.05), 但显著低于PEI 25K/pDNA的

溶血率 (30.6%, P<0.001)。进一步表明, PGLP的细胞

Figure 2 Gel retardation assay. Agarose gel electrophoresis of

different polymer / pDNA complexes at various w / w ratios (A).

Serum degradation assay (B). Lane 1: Naked plasmid DNA; Lane

2: Naked DNA treated with 10% fetal bovine serum (FBS); Lanes

3-6: PGLP or PEI 423/pDNA complexes at w/w ratios of 0.1, 0.5,

1.0, 5.0 treated with 10% FBS, respectively. PEI 25K / pDNA

complexes at w/w ratios of 0.1, 0.5, 1.0, 1.3 were used as positive

controls

Table 1 Particle sizes and zeta potentials of PGLP / pDNA

complexes at different w/w ratios

w/w ratio

0.5
1
3
5
8

Particle

size/nm

238.3 ± 1.8
153.0 ± 9.9
110.2 ± 4.5
125.5 ± 7.7
105.2 ± 11.9

Polydispersity

index (PDI)

0.08 ± 0.04
0.30 ± 0.02
0.34 ± 0.02
0.34 ± 0.01
0.30 ± 0.01

Zeta potential

/mV

+8.5 ± 0.5
+13.5 ± 0.8
+21.0 ± 2.8
+28.5 ± 0.7
+28.1 ± 0.6

Figure 3 Size distribution by intensity of PGLP/pDNA complexes

at w/w = 8

Figure 4 Cytotoxicity assays. Relative viability of HeLa cells (A) and BEL 7402 cells (B) treated with different polymers at various

concentrations. Percentage of hemolytic activity of polymer/DNA complexes compared to total hemolysis caused by 1% (v/v) Triton

X-100 solution (C). n = 3,
-
x ± s. ***P<0.001 vs PEI 25K
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毒性较低, 具有较高的安全性。PGLP的细胞毒性低

于 PEI 25K很可能与其结构中含生物兼容性良好、可

降解的聚谷氨酸和低毒性的PEI 423有关。

5 共聚焦显微镜观察细胞摄取

复合物进入细胞是治疗基因产生效应的必经途

径。为了描述复合物在转染过程中的细胞摄入行为,

利用共聚焦显微镜在不同的时间点观察细胞摄入[27]

PGLP/Rho-labeled pDNA 复合物的情况 , 结果如图 5

所示 , 其中蓝色为 DAPI 标记的细胞核 , 红色为罗丹

明标记的DNA。从图可以发现, 当复合物与细胞共孵

育 0.5 h后, 图 5A中出现轻淡的红色细胞膜轮廓, 表明

PGLP/Rho-labeled pDNA 已经开始被细胞摄取或吸

附; 细胞内吞复合物时, 其轮廓上或胞内一般会出现点

状/块状的荧光团[28]。当复合物与细胞共孵育 1 h后,

图 5B出现清晰、由点/块构成的红色细胞膜轮廓, 表明

PGLP/Rho-labeled pDNA已被细胞大量摄取。当复合

物与细胞共孵育 4 h后, 图 5C中细胞内出现大量红色

荧光和部分红蓝叠加荧光区域 (紫色), 表明复合物已

经被细胞大量摄取并进入胞内, 且有部分DNA已到达

细胞核。综上, PGLP/Rho-labeled pDNA 复合物可以

被细胞通过内吞摄入。

6 体外转染

6.1 PGLP的体外转染能力分析 以 pEGFP-C3为报

告基因, 利用流式细胞仪测定 PGLP分别在有血清和

无血清条件下的转染效率,“金标准”PEI 25K及商业

化转染试剂 Lipofectamine 2000 (Lipo 2000) 作为阳性

对照, 结果如图 6所示。图 6A显示, PGLP在无血清的

条件下对HEK 293T的基因转染效率先随质量比增加

而增大而后降低, 在w/w = 8时转染效率达57.7%, 显著

高于 PEI 25K的 34.7% (P<0.01) 及 Lipo 2000的 42.3%

(P<0.01)。图 6B 显示 , PGLP 在有血清条件下的基因

转染效率的变化趋势与无血清条件下的趋势相似, 在

w /w = 8 时转染效率为 59.6%, 显著高于 PEI 25K 的

19.4% (P<0.001) 和 Lipo 2000 的 1.2% (P<0.001)。细

胞转染后的荧光点密度也直观显示PGLP在无血清和

有血清转染条件下的转染能力均高于PEI 25K。PGLP

获得高转染效率的原因有: ① 细胞毒性相对较低 (图

4), 可以通过高转染比例获得高转染效率 (图 6), 而

PEI 25K的细胞毒性较大, 提高转染比例后细胞毒性

增大, 导致细胞死亡从而引起转染效率降低[13]; ② 结

构中的聚谷氨酸具有可降解特性[23], 有利于DNA释放

和进入细胞核表达也可能是其获得高转染活力的

原因。

6.2 细胞类型对 PGLP转染效率的影响 为了进一

步评估 PGLP作为基因载体的潜力, 采用不同类型的

细胞 (HeLa、BEL 7402 和 RASMC 细胞) 考察 PGLP/

pDNA复合物在有血清和无血清条件下的转染效率,

PEI 25K作为阳性对照。从图 7可见, PGLP在不同细

胞上转染效率均显著高于PEI 25K或与其保持相当水

平 , 该结果与 HEK 293T 细胞转染一致 , 进一步证明

PGLP作为基因载体性能优于 PEI 25K。此外, 细胞类

型对 PGLP的转染效率有明显影响, 无血清时的转染

效率大小趋势是HeLa > BEL 7402 > RASMC; 有血清

时转染效率大小趋势为BEL 7402 > HeLa > RASMC。

这些结果可为 PGLP 开发基因治疗的适应症提供参

考。两种转染条件下 RASMC 的转染效率相对较低 ,

其原因可能与RASMC (正常细胞) 的分裂速度比肿瘤

细胞慢 , 导致 DNA 进入细胞核的几率和数量降低

有关。

6.3 抗血清能力分析 阳离子基因传递系统由于在

体内容易被血清破坏, 导致转染无效或效率大幅度降

低, 因此具备抗血清能力是实现体内研究或应用的一

个重要前提。本文采用血清中的转染效率/无血清中

的转染效率的比值 (转染比)[15]评估 PGLP/pDNA复合

物 (w/w = 8) 的抗血清能力, PEI 25K作为对照。从表2

可知, PGLP和PEI 25K在多种细胞上的转染比均小于

1 (PGLP 对 HEK 293T 细胞除外), 说明血清的存在对

它们的转染具有一定程度的不利影响。这可能是由于

血清蛋白的负电荷与 PGLP和 PEI 25K复合物的正电

荷发生相互作用引起复合物聚集和DNA释放, 导致转

染效率降低有关。但与 PEI 25K相比, 血清的存在对

Figure 5 Confocal laser scanning microscope images (400 ×

magnification) of PGLP / rhodamine-labeled pDNA complexes in

HEK 293T cells after incubation for 0.5 h (A), 1 h (B) and 4 h (C)
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PGLP的转染影响较小甚至无影响 (HEK 293T为1.03),

PGLP的转染比是 PEI 25K的 2～9倍, 表明 PGLP具有

更强的抗血清能力。根据Wu等[16]报道, G2 PAMAM-

PGlu-G1 PAMAMs (ALA) 在血清中的转染效率提高

很可能与其结构导致的空间位阻和静电屏蔽效应相

关。鉴于 PGLP 的骨架结构与 ALA 相似 , 作者认为

PGLP的抗血清转染能力可能与以下原因有关: PGLP

是以球状 PAMAM G0为核心和小分子 PEI修饰的聚

谷氨酸为侧链构建而成的星射形“蛛网”状嵌段共聚

物 (合成路线 1), 被压缩包裹内到“蛛网”内的DNA分

子可以凭借网内空间位阻避免被血清蛋白解聚, 而网

外的PEI分子在吸附血清蛋白后可通过电荷屏蔽进一

步保护网内DNA避免解聚, 加上聚谷氨酸链的柔性,

最终使复合物获得较高的稳定性, 从而实现 PGLP在

血清转染条件下也可获得高转染活力。

结论

本文成功合成了一种以 PAMAM G0为内核、聚

谷氨酸为骨架并接枝小分子 PEI 的树枝状聚合物

(PGLP)。PGLP可以与DNA形成粒径和电位大小适宜

的纳米粒并保护DNA避免血清酶的降解。PGLP具有

细胞毒性低、转染效率高和一定的抗血清能力, 是一种

Figure 6 Transfection efficiencies of PGLP/pDNA complexes at different w/w ratios in HEK 293T cells without serum (A) and with serum

(B). PEI 25K and Lipofectamine 2000 (Lipo2000) at their optimal transfection ratio were used as controls. Fluorescence images (right) of

cells transfected with PGLP/pDNA complexes at w/w = 8 and PEI 25K/pDNA complexes at w/w = 1.3 (the optimal ratio) in the absence or

presence of serum were showed for qualitative comparison (100X magnification). n = 3,
-
x ± s. **P<0.01, ***P<0.001 vs PEI 25K and Lipo

2000

Figure 7 Transfection efficiencies of PGLP/pDNA complexes at

w /w = 5 and 8 in different cell lines without serum (A) and with

serum (B). PEI 25K/pDNA complexes at w /w =1.3 (the optimal

ratio) were used as control. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, ***P<0.001 vs

PEI 25K

Table 2 The rates of average transfection efficiency of PGLP /

pDNA(w/w = 8) and PEI 25K/pDNA(w/w = 1.3) with serum/without

serum in different cell lines

Polymer/cell line

PGLP

PEI 25K

HEK 293T

1.03

0.56

HeLa

0.67

0.10

BEL 7402

0.88

0.10

RASMC

0.65

0.13
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有潜力的阳离子基因载体。
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