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前言

基因治疗在先天性和获得性疾病的治疗中具有广阔的应

用前景，安全有效的基因载体仍然是基因治疗的重要前提[1,2]。
随着基因治疗的发展，非病毒载体越来越受到重视[3,4]。与病毒
载体相比，非病毒载体具有无免疫原性、易于制备、成本低、基
因携载量大等优点[5]。在非病毒载体中，聚乙烯亚胺（PEI）是设
计最为成功的基因载体。PEI在生理环境下就能质子化而带正
电荷，从而能够包裹带负电的 DNA，同时 PEI特有的“质子海
绵”效应可使 PEI/pDNA复合物从内涵体中逃逸出来，避免

DNA被降解,这使其在体内外实验中均显示出较高的转染效率
[6,7]。我们课题组 Songlin Xu[8]以前的研究证实以 1, 4-丁二醇二
氯甲酸酯为连接剂的聚乙烯亚胺聚阳离子非病毒基因载体

PEIC，在 COS-7 细胞中具有很高的转染效率，并且在 PE-
IC/pDNA质量比为 40时达到最高转染效率。本研究优化了合
成方法，对产物用截留分子量为 3500Da的透析袋透析以除去
未反应的反应物，进一步纯化得到 PEI-Bu。PEI-Bu在 COS-7细
胞中仍然具有很高的转染效率和较低的细胞毒性（与 PEI
25kDa相比），并且在 PEI-Bu/pDNA质量比为 5时即达到最高
转染效率，低的质量比可产生更低的毒性，更有利于基因输送。
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摘要 目的：优化构建交联聚乙烯亚胺（Polyethylenemine,PEI）衍生物 PEI-Bu，研究其对非洲绿猴肾成纤维细胞系（COS-7）的转染
活性和细胞毒性。方法：以 PEI 800Da为骨架，1,4-丁二醇二氯甲酸酯为连接剂制备聚合物 PEI-Bu，琼脂糖凝胶电泳考察其复合
质粒 DNA的能力，MTT法检测 PEI-Bu对 COS-7的毒性，以荧光素酶质粒作为报告基因，测定 PEI-Bu/DNA复合物在 COS-7细
胞的转染活性。结果：凝胶电泳表明 PEI-Bu/DNA在质量比大于 1时即具有复合 DNA的能力，PEI-Bu的细胞毒性随浓度增大而
增大，在同一浓度下 PEI-Bu的细胞毒性小于 PEI 25kDa,(P<0.05), PEI-Bu/DNA在质量比为 5时达到最高转染活性，高于 PEI 25
kDa(P<0.01)，并与 Lipofectamine2000相当（P>0.05）。结论：PEI-Bu在 COS-7细胞中是一种低细胞毒性、高转染活性的非病毒基
因载体(与商业化的 PEI 25kDa比较)，其在基因治疗领域中具有潜在的应用前景。
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图 1不同质量比 PEI-Bu/pDNA复合物琼脂糖凝胶电泳 :1：marker，2:裸
DNA，3-11: PEI-Bu/pDNA质量比分别为 0.1,0.5,1,2,3,5,7,10,15

Fig.1 Agarose gel electrophoresis of PEI-Bu/ pDNA complexes at various

w/w ratios:1：marker 2：naked DNA 3-11：PEI-Bu/pDNA at w/w ratios of

0.1,0.5,1,2,3,5,7,10,15

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
PEI 800Da、PEI 25kDa、1,4-丁二醇二氯甲酸酯、MTT(Sig-

ma公司)，胎牛血清、EMEM培养基、胰酶（德国 PAA公司），透
析袋（MWCO=3500）、MicroBCA 蛋白浓度试剂盒（美国 Ther-
mo公司），荧光素酶试剂盒、质粒 DNA（pGL3-control, 美国
Promega公司），Lipofectamine2000(美国 Invitrogen公司)，凝胶
成像系统（Bio-Rad 公司），酶标仪（美国 Molecular Devices 公
司），Sirius化学发光检测仪 (德国 Berthold detection system公
司), COS-7（非洲绿猴肾成纤维细胞,中科院上海生命科学院细
胞资源中心）。
1.2 方法
1.2.1 PEI-Bu合成 冰浴下将 1,4-丁二醇二氯甲酸酯的重蒸氯
仿溶液（10 mg/ml, 21.5 ml）滴加入 PEI 800Da的重蒸氯仿溶液
（300 mg/ml,3 ml）中，在氮气氛围中搅拌反应约 24小时。然后
用旋转蒸发仪把大部分溶剂蒸出得粗产物，将粗产物加水溶解

后用截留分子量为 3500Da的透析袋透析约 48小时，最后于冻
干机冻干后保存在 -20℃冰箱备用。
1.2.2 PEI-Bu/pDNA复合物的制备 取适量的 PEI-Bu 和 DNA
分别溶解在超纯水中配制成适当浓度, 将 PEI-Bu溶液加入到
等体积的 DNA溶液中并混合均匀，室温孵育 30min，制成不同
质量比的复合物。
1.2.3 复合物琼脂糖凝胶电泳 配置不同质量比（0.1,0.5，1,2,3,
5,7,10,15）的 PEI-Bu/pDNA复合物，电泳条件为：1%琼脂糖（含
0.5 μg/mL溴化乙锭）做电泳凝胶，1×TAE(Tris-醋酸)缓冲液，
电压 80v，电泳时间 45分钟。最后于凝胶成像系统中观察凝胶
的 DNA条带。
1.2.4 细胞系培养 COS-7 细胞的培养基为 DMEM+10%胎牛
血清，在 37℃, 5% CO2的培养箱中生长，当细胞融合率达到

90%左右时用胰酶传代。
1.2.5 细胞毒性分析 将 8.5×104/mlCOS-7 细胞加入到 96 孔
板，每孔 100μl，培养 24 小时。将聚合物和阳性对照组
PEI25kDa用无酚红的 DMEM培养基稀释成不同的浓度梯度，
5,10,20,50,100μg/ml，终体积为 100μL。检测时，先移除含有血
清的培养基，用 PBS洗一遍一出去残留的血清，然后加入配好
的聚合物和 PEI 25kDa溶液, 阴性对照组加入不含聚合物的培
养基，每个样品做 5个复孔。继续培养 4小时后移除含有聚合
物的培养基，每孔加入 100μL无酚红 DMEM和 25μLMTT溶
液（5mg/ml）。继续培养 6小时，吸去培养基和MTT溶液，每孔
加入 150μLDMSO，37℃摇床上摇晃 10min以充分溶解甲瓒，
最后用酶标仪测定在 570nm处的吸光度（OD值），以样品组和
对照组 OD值的比值来表示细胞的存活率。
1.2.6 转染活性分析 将 9.2×104/mlCOS-7细胞加入到 48孔板
中，每孔 500μL，培养 24小时。转染时每孔加入的荧光素酶质
粒 DNA为 500ng，在 PBS中配制 PEI-Bu/DNA复合物，质量比
为（2，3，5，7，10，20，30），阳性对照组用 PEI 25kDa 和 Lipofec-
tamine2000。将复合物在室温下孵育 30min，在此期间，取出 48
孔板，吸去含有血清的培养基，用 PBS洗一遍以除去残留的血
清，然后每孔加入 250μLDMEM和孵育好的复合物，每个样品

做 3个复孔。培养 4小时后，除去培养基，每孔加入 500μL完
全培养基，继续培养 48小时后检测转染活性。此外，为了消除
细胞生长状况不同对结果的影响，用 MicroBCA法测定细胞蛋
白总量，最后转染活性用单位质量蛋白的发光强度（RLU/mg
protein）来表示。
1.2.7 统计学分析 采用 SPSS 16.0软件进行统计学分析。数据
以 x±s表示。两独立样本比较用 t检验，P<0.05表示差异有统
计学意义，P <0.01表示差异有显著性统计学意义。

2 结果

2.1 复合物琼脂糖凝胶电泳
凝胶阻滞分析表明（图 1），PEI-Bu/pDNA复合物在 w/w大

于 1时可阻止 DNA在琼脂糖凝胶中的迁移，PEI-Bu可完全包
裹 DNA。

2.2 细胞毒性分析
采用 MTT法测定不同浓度聚合物对 COS-7细胞的毒性
情况，以未经聚合物处理的细胞作为对照（100%），计算细胞的
相对存活率。图 2表明在 5-50μg/mL浓度范围内，PEI-Bu 和
PEI-25 kDa的胞毒性随浓度增大而增大,表现出浓度依赖性特
点，如在浓度为 5μg/mL时，PEI-Bu和 PEI 25kDa的存活率分
别是 97.32±2.24%和 77.66±6.96%，而在浓度为 50μg/m L时
存活率降低为 51.93±6.15%和 42.19±3.49%。但是 PEI-Bu的
毒性始终比 PEI 25kDa小，体现出 PEI-Bu安全性更好。
2.3 转染活性分析
细胞转染实验用于考察 PEI-Bu对荧光素酶质粒的输送能
力。由图 3可知，随着 PEI-Bu/DNA质量比的的增加，转染效率
呈现先升高后下降的趋势，在质量比为 5时转染效率达到最
高，为阳性对照 PEI 25kDa的 2.6倍（P<0.05），并且与 Lipofec-
tamine2000的转染效率接近（P>0.05）。裸 DNA的转染效率要
比其他组低 3-5个数量级。

3 讨论

PEI-Bu分子链中的游离氨基质子化后带正电，可与带负
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图 2 PEI-Bu对 COS-7细胞的细胞毒性（*P<0.05,**P<0.01 vs PEI

25kDa）
Fig.2 Cytotoxicity of PEI-Bu to COS-7 cells（*P<0.05,**P<0.01vsPEI

25kDa）

图 3 PEI-Bu在 COS-7细胞中的转染效率(*P<0.05 vs 25k) 25k:PEI

25kDa, L:Lipofectamine2000

Fig.3 Transfection efficiency of PEI-Bu in COS-7 cells(*P<0.05 vs 25k)

25k:PEI 25kDa, L:Lipofectamine2000

电的质粒 DNA发生电性结合而形成稳定的 PEI-Bu/DNA复合
物。使用凝胶阻滞电泳可以评价共聚物与基因的结合能力[9]。随
着 PEI-Bu/DNA质量比的增加，复合物中的 PEI-Bu的正电荷
会增加，其对 DNA的结合能力也随之增大，当达到一定质量比
后就能实现与 DNA完全结合，此时表现为 DNA在琼脂糖凝
胶中不再迁移。
阳离子聚合物细胞毒性的产生是由于聚合物在静电作用

下聚集在细胞膜上对细胞膜产生损害而引起[10,11]。分子量是影
响 PEI的细胞毒性的一个重要因素，高分子量 PEI的细胞毒性
高于低分子量 PEI[12,13]。最近，Bieber 等 [14]用凝胶过滤色谱法

(GFC)将高分子量的 PEI分成不同分子量的片段，他们发现细
胞毒性和分子量成正相关。我们课题组曾用凝胶渗透色谱法
（GPC）测定过 PEI-Bu 的分子量为 Mw4289Da，Mn3278，远低
于 PEI 25kDa，因此可以推测本研究中分子量小是 PEI-Bu毒性
比 PEI 25kDa低的一个重要的原因。
在转染实验中，PEI-Bu/pDNA的转染效率随质量比增加呈

现先升高后下降的趋势，出现这种现象可能是因为，在低的质

量比时形成的复合物不稳定从而表现较低的转染效率，而在较

高的质量比时 PEI-Bu与 DNA结合太过紧密，不利于 DNA从
复合物中释放出来。PEI-Bu/pDNA在质量比为 5-10范围内均

表现出比 PEI 25kDa更高的转染活性（P<0.05），说明通过交联
小分子量 PEI能够提高转染活性。与以前报道的 PEIC相比，经
纯化后 PEI-Bu在 COS-7细胞中依然具有很高转染活性的同
时，将达到最高转染活性的聚合物 /pDNA质量比由 40降低到
5，这样在用相同量的 pDNA时低质量比会用更少的聚合物，其
产生的细胞毒性也就越小从而更有利于基因输送。
进一步的研究可以对 PEI-Bu进行表面修饰，如 PEG化以

降低表面正电荷、减小细胞毒性和增加体内循环时间，还可以
连接靶向基团实现靶向基因输送[15,16]。

4 结论

PEI-Bu 具有复合质粒 DNA 的能力，和商业化的 PEI
25kDa相比，在 COS-7细胞中具有更低的细胞毒性和更高的转
染活性，且优化后的 PEI-Bu比 PEIC能在更低的 PEI-Bu/DNA
质量比达到最高转染活性，因此在基因治疗领域中具有潜在的

应用前景。
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