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新型聚乙烯亚胺衍生物在 COS-7 细胞中转染和毒性的研究 *
何倩倩 杜子秀△ 何 沐 臧 怡 胡振华 王 菲 金 拓

（上海交通大学药学院 上海 200240）

摘要 目的：研究以乙二醛为连接剂的聚乙烯亚胺（Polyethyleneimine,PEI）衍生物 Polyimine-PEI 对非洲绿猴肾癌细胞 COS-7 的转

染活性和细胞毒性的影响。方法：以荧光素酶质粒为报告基因，研究高分子与 DNA 的复合物在 COS-7 细胞的转染活性，用 MTT
方法研究高分子对 COS-7 细胞的毒性。 结果：COS-7 细胞实验显示，Polyimine-PEI 具有很低细胞毒性，其毒性显著低于

PEI25kDa，同时也具有高效输送质粒的能力。结论：Polyimine-PEI 是一种新型的高效，低毒在基因治疗领域有相当前景的非病毒

载体。
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ABSTRACT Objective: To investigate the transfection efficiency and cell cytotoxicity of Polyethyleneimine (PEI) derivative linking
with glyoxal. Methods: Luciferase plasmid was used as the reporter gene to investigate transfection efficiency in COS-7 cells.
Cytotoxicity was detected by MTT method. Results: COS-7 cells transfection and cytotoxicity results suggested that the gene carrier
(Polyimine-PEI) was less cytotoxicity than that of PEI25kDa, and expressed equal transfection efficiency with PEI25kDa and
Lipofectamine 2000. Conclusion: Polyimine-PEI could be a highly efficient and less toxic gene carrier which was promising in gene
therapy.
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前言

基因治疗目前主要针对那些对人类健康威胁严重的疾病，

包括遗传病，恶性肿瘤，心血管疾病，感染性疾病（艾滋病，类风

湿等）[1,2]。目前，有效输送载体成为基因治疗发展的瓶颈。各种

基因输送载体中，聚阳离子非病毒载体具有基因担载量大，无

免疫原性，化学结构可控，性质稳定和可大量制备等优点受到

研究者的重视。但是聚阳离子载体需要克服转染活性低，细胞

毒性大的问题[3-6]。本研究构建了一种新型聚乙烯亚胺衍生物，

命名为 Polyimine-PEI。进一步检测了 Polyimine-PEI 在 COS-7
细胞中的转染活性和细胞毒性，结果显示，它具有高转染效率

和低细胞毒性的特点。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

聚乙烯亚胺，MW=800 Da (Sigma 公司)，乙二醛（Sigma 公

司），胎牛血清（德国 PAA 公司），DMEM 培养基（德国 PAA 公

司），MicroBCA 蛋白浓度试剂盒（美国 Thermo 公司），荧光素

酶试剂盒（美国 Promega 公司），酶标仪（美国 Thermo 公司），

Lipofectamine2000 (美国 Invitrogen 公司)，COS-7 细胞（中科院

上海生命科学院细胞资源中心）。
1.2 实验方法

1.2.1 Polyimine-PEI 在 COS-7 细胞中的转染活性的研究 48 孔

细胞培养板中，加入 500ul 浓度为 5.0-10×104/mL 的细胞悬

液，培养过夜。转染时，每孔 500ng 荧光素酶质粒，高分子按照

设置质量比稀释成所需的比例，阳性对照采用 PEI25kDa 和

Lipofectamine2000。高分子溶液加入质粒的溶液中快速混匀，

孵育 30min。取出 48 孔板，移除有血清的培养基，PBS 溶液洗

两遍，每孔加入 250μl 无血清培养基，孵育好复合物按顺序加

入细胞中。4 小时后，除去无血清培养基，每孔加 500μl 完全培

养基，培养 48 小时，检测转染活性结果。此外为了消除细胞生

长状况不同对结果的影响，MicroBCA 法测定蛋白总量。最后

转染效率用单位质量蛋白的发光强度（RLU/mg Protein）表示。
1.2.2 Polyimine-PEI 在 COS-7 细胞中的毒性研究 实验前 24
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小时将 5.0-10×104/mlCOS-7 细胞加入到 96 孔板，每孔 100μl。
将高分子溶液用无酚红的 DMEM 培养基稀释成不同的浓度梯

度并加入到 96 孔板中，阳性对照组 PEI25kDa 和 Lipofec-
tamine2000 稀释为与待测样品组一致的浓度梯度。培养 4h,移
除含有高分子的培养基，加入 100μl 无酚红培养基，同时加入

25μlMTT 溶液（5mg/ml）。继续培养 6h,观察会形成紫色甲瓒结

晶，然后每孔加 DMSO,用酶标仪测定在 490nm 的 OD 值。以样

品组和对照组 OD 值的比值来表示细胞的生存状况。

2 结果

2.1 Polyimine-PEI 在 COS-7 细胞中的转染活性

体外细胞转染实验用于考察 Polyimine-PEI 对质粒输送情

况，由结果可知，随着 Polyimine-PEI 对 DNA 质量比增加，转染

效 率 也 随 之 增 加 ， 在 质 量 比 50 时 可 以 达 到 比 阳 性 对 照

PEI25kDa 和 Lipofectamine2000 更 好 的 转 染 效 率。而 且 在

Polyimine-PEI 的高转染效率可以维持到质量比为 100 时，这也

证明 Polyimine-PEI 低细胞毒性的特点。

图 1 Polyimine-PEI 在 COS-7 细胞中的转染结果

Fig. 1 Transfection results of Polyimine-PEI to COS-7 cells

图 2 Polyimine-PEI 在 COS-7 细胞毒性结果

Fig. 2 Cytotoxicity result of Polyimine-PEI to COS-7 cells

2.2 Polyimine-PEI 在 COS-7 细胞中的细胞毒性

体外 MTT 毒性实验用于考察 Polyimine-PEI 对 COS-7 细

胞毒性情况,由结果可知，在高分子浓度范围为 1-200μg/ml 范

围内，Polyimine-PEI 的毒性始终低于 PEI25kDa，达到和市售的

转染试剂 Lipofectamine2000 低毒性。在浓度为 1-100 的范围内

Polyimine-PEI 的细胞存活率在 80%以上。浓度高于 100μg/ml
后，Polyimine-PEI 的细胞存活率有所下降，但是毒性仍显著低

于 PEI25kDa。

3 讨论

基因治疗的关键是有效进行基因转染的载体。目前研究的

基因载体分为病毒载体和非病毒载体，病毒载体虽然具有高转

染效率，但是其安全隐患一直存在。而在各种非病毒载体中，聚

阳离子非病毒载体与脂质体相比具有基因担载密度大、担载量

大、制备简单、便于化学修饰等优点，但是同时也面临着毒性大

和转染效率低两大挑战，如何降低聚阳离子的毒性一直是研究

的热点。聚乙烯亚胺 PEI 是应用最广泛的聚阳离子载体，转染

活性随分子量变化而变化，PEI25kDa 转染效率最高，细胞毒性

也较大。所以我们用可降解的基团连接无毒小分子 PEI800 合

成高效，低毒的载体(Polyimine-PEI)[7-10]。实验结果显示，Poly-
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imine-PEI 的转染活性能够达到甚至高于阳性对照 PEI25kDa
和市售转染试剂 Lipofectamine2000。细胞毒性实验结果证实在

质量比为 1-200 的范围内，Polyimine-PEI 细胞毒性显著低于

PEI25kDa, 甚至细胞存活 率 高 于 市 售 的 转 染 试 剂 Lipofec-
tamine2000。Polyimine-PEI 的毒性可能与连接剂的选择，形成

的可降解碳氮双键有关（碳氮双键能够在酸性环境下降解产生

小分子 PEI 从而降低细胞毒性）。
本研究给出了一种新型具有亚胺结构的聚乙烯亚胺衍生

物，其中亚胺结构使得复合物在内吞小泡遇到酸性环境快速降

解从而降低了细胞毒性。进一步的研究可以进行 Polyimine-PEI
的结构优化（PEG 化降低表面正电荷[11]），也可以通过表面修饰

兼顾体内循环和细胞靶向而提高体内细胞的摄取[12,13]。此外我

们载体也可以做为 siRNA 或 miRNA 的输送 [14-16], 同时也希望

本研究能够为基因载体的构建提供新的思路和方法。
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