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分枝 PEI 修饰的 PLGA 纳米粒转染 DNA 的研究 *
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摘要 目的：建立基于聚（乳酸 -羟基乙酸）纳米粒（PLGA）载 DNA的基因转染体系，比较用空白聚(乳酸 -羟基乙酸）纳米粒（PLG-

A-E）吸附质粒 DNA和用分枝 PEI修饰后的 PLGA纳米粒（PLGA-BPEI）吸附质粒 DNA优缺点。方法：用乳化蒸发法制备纳米
粒，对纳米粒进行表征研究，包括包封率、Zeta电位、粒径大小、稳定性，用荧光显微镜观察它们对 NIH3T3和 HEK293细胞的转染
效率，用MTT检测对它们细胞的毒性。结果：制备了两种基于 PLGA的纳米粒，PLGA-E和 PLGA-BPEI粒径大小为 200-270nm，
zeta电位为 0-30mV，在血清和不同的 pH值时两者均较稳定，转染效率 PLGA-BPEI较 PLGA-E高，且释放时间早，但前者较后者
对细胞毒性大。结论：这两种基于 PLGA纳米粒均能有效转染质粒 DNA，它们存在不同的优缺点，应根据不同需要进行选择。
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ABSTRACT Objective: To build up two PLGA nanoparticle (NP)-based gene delivery systems, namely plasmid DNA (pDNA)

encapsulated PLGA NPs (PLGA-E) and surface adsorbed pDNA on PLGA-BPEI NPs (PLGA-BPEI), with respect to the extent of intern-

alization and intracellular release of pDNA. Methods: Several formulations have also been evaluated systematically for determination of

the optimal transfection efficiency. The zeta-potential, particle size measurements and DNase I protection assay established the

importance of the BPEI chain length in regulating the effective loading and condensation of pDNA with PLGA-BPEI NPs and pDNA

protection ability of PLGA-BPEI NPs. The stability of these formulations was also investigated as a function of serum concentration. In

vitro time-dependent gene transfection efficiencies were studied in presence as well as in absence of serum for NIH3T3 and HEK293

cells. The cell viability were also investigated using MTTassay. Results: We build up two PLGA nanoparticle (NP)-based gene delivery

systems namely, plasmid DNA (pDNA) encapsulated PLGA NPs (PLGA-E) and surface adsorbed pDNA on PLGA-BPEI NPs

(PLGA-BPEI), the size of PLGA-E and PLGA-BPEI are between 200 to 270 nm, zeta are from 0 to 30mV, In serum and different pH

both are stable, the transfection efficiency of PLGA-BPEI are higher than PLGA-E and release early, but the former have more toxic to

the cell. Conclusion: We have developed two kinds of PLGA-based gene delivery systems and investigated their transfection efficiencies.

Therefore it can be assumed that this kind of study should provide a strong basis in choosing appropriate delivery system for specific gene

expression.
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前言

基因治疗需要有把治疗性基因转载到靶细胞的载体，这些

载体需要转染效率高，对人类安全，而且在基因到达靶细胞之

前阻止其被降解。除了这些特性外，它们应该具有细胞和组织

的靶向性[1]。尽管病毒载体有非常高的转染效率，但其相关的毒
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性和免疫原性限制其作为载体在基因治疗中的使用。有必要发

展非病毒载体用于基因治疗[2,3]。目前的许多非病毒载体多集中

在可降解的纳米粒的研究，即包裹或吸附 DNA、siRNA 的可降

解的多聚体纳米粒，例如 PLGA （polylactic-co-glycolic acid）、
PLA 等。因此，对这几个纳米粒载体在体内和体外研究显示较

高的转染效率和较好的生物相容性[4,5]。一般将质粒 DNA 包载

到纳米粒内[6]。该方法能有效地保护 DNA 免受血清酶的降解，

能够使基因缓慢释放，但由于在制备过程中使暴露在水和有机

界面的 DNA/siRNA 不稳定，所载 DNA 的量也受到限制[7]。一

方面，由于采用的生物材料是高分子材料，被包裹的 DNA 相对

缓慢释放，因此，可能达不到期望的治疗效果。另一方面的障碍

是 PLGA 水解产生酸性介质引起的 DNA 的降解[8]。为了克服

这个问题，有学者采用阳离子多聚体修饰可降解纳米粒的表面

来吸附 DNA/siRNA。在 PLGA 纳米粒吸附 DNA 是一个较新的

方法[9]。通过 DNA 的负电荷可以与附在纳米粒上的正电荷相

互作用。用阳离子表面活性剂、多聚体或两者的联合可以制备

带正电荷的纳米粒，从而便于 DNA 的结合，且有利于与带负电

荷的细胞膜相互作用，增加细胞对纳米粒的摄取。PEI 为“质子

海绵”，可以吸附负电荷的 DNA，并阻止酶对 DNA 的降解[10]。
所以，PEI 常常作为阳离子多聚体用于修饰 PLGA 纳米粒。此

外，研究显示 PEI 是良好的转染试剂，进入细胞后因“质子海

绵”的酸化而逃脱细胞内体的作用[11]。因此，该方法有利于提高

DNA 的载量和运载质粒 DNA 到细胞内。但是，需要对其 DNA

的保护能力和表面结合的 DNA 的可控释放进行研究。尽管两

种不同基因传递的 PLGA 纳米粒体系的这些显著特征，即对

DNA 的包封和表面吸附体系，但对其整个过程仍了解不多。评

价不同基因载体系统有助于阐明其机制和功能上的差异。我们

认为基于 PLGA 的基因载体系统在细胞内释放 DNA 可能不

同。本研究旨在比较两个基于 PLGA 纳米粒的 DNA 载体系统

的物理特性、细胞吸收、细胞分布和 DNA 的释放。

1 材料和方法

1.1 材料

PLGA （50：50），（MW :3 万），poly（vinyl alchohol）（PVA）

（80%水解），分枝 PEI（25K）购自 Sigma-Aldrich。DMEM 培养

基购自 Invitrogen；DNase I 购自 TaKaRa 公司；DMEM、青霉素

- 链霉素，胎牛血清购自 Promega 公司；质粒 pIRES-EGFP 购自

Invitrogen 公司，DH5α由本室保存；质粒 DNA 的纯化采用试

剂盒（Qiagen, Valencia,CA）。
1.2 方法

1.2.1 PLGA-BPEI 和 PLGA-E 纳米粒的制备 在本研究中，我

们采用改进的乳化挥发法制备纳米粒[12]。BPEI（25K）直接溶解

在 1mL 含 PLGA 的二氯甲烷中，终浓度为 5 %（BPEI/PLGA :

W/W）。再将溶液倒入 2 mL 3 % PVA 溶液中，冰浴，70 W 超声

5 分钟形成水包油乳化液。将乳化液 （O/W） 立即倒入 50 mL

0.3%PVA 溶液，500 rpm 搅拌 6 小时，使二氯甲烷挥发干净。纳

米悬液用 14000 rpm 离心，用 ddH2O 清洗重悬，重复 3 次。重悬

的纳米粒进行真空冷冻干燥(FD-1000, EYELA)。PLGA-E 纳米

粒的制备不含 BPEI，其余的步骤同上。
1.2.2 质粒 DNA 吸附到 PLGA-BPEI 纳米粒上 将 pDNA 加到

等体积不同浓度的纳米粒溶液中，轻轻混合，在室温下孵育 30

分钟，以便它们充分结合。
1.2.3 纳米粒的表征 (1) 粒径和表面电荷的检测 纳米的平均

粒径和表面电荷用质子相关光谱仪和 Malvern 4700 亚微粒分

析仪进行检测。胶体的稳定性用纳米粒与含 10-50%（V/V）RP-

MI 的培养基，37℃孵育 10 分钟到 3 小时 (2) 用扫描电子显微

镜分析纳米粒的表面形状。 (3) 纳米粒载 pDNA 效率的评估。
纳米粒载质粒 DNA 效率的评价，用检测纳米粒与 pDNA 孵育

结合 30 分钟后，通过离心除去结合在 NP 上的 DNA，然后检测

上清液中的 DNA 含量，推测 NP 的结合 DNA 的效率。
1.2.4 凝胶阻滞实验 用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 PLGA-BPEI

纳米粒对质粒 DNA 的结合。用一定量的质粒 DNA 加到系列

纳米溶液中，孵育 30 分钟后电泳，在紫外线下观察质粒 DNA

与纳米粒的结合。
1.2.5 体外释放实验 将 5 mgPLGA-BPEI 和 PLGA-E 分别加入

到 1 mL DPBS（pH7.4）中，37℃，振荡，孵育 24 小时后，一半样

品转移到 25 mM 乙酸钠缓冲液（pH5.0）中模仿溶酶体的酸化。
样品在设置的时间点进行 14000 rpm 离心 10 分钟获得 NPs，

除去上清液，再加新鲜的缓冲液，重悬 NPs，上清液保存在 4℃
直到用 UV 检测。未被修饰的 PLGANPs 作为背景对照。
1.2.6 DNase I 保护实验 将 400 ng pDNA 和 400 μgPLGA-BPEI

混合，接着加 100 μL 1U DnaseI 的反应缓冲液制备 NPs/pDNA

复合物，在 37℃孵育 0，30，60，120 分钟，然后用 20 μL0.5 M

EDTA 使反应终止，4℃保存，加入 80μL肝素溶液（2 mg/mL），

37℃孵育 30 分钟让 pDNA 与 NPs 解离，然后用 1 %琼脂糖凝

胶电泳分析。
1.2.7 荧光显微镜观察质粒的转染效率 HeLa 和 HEK293 以

4×104/ 孔培养在 24 孔细胞培养板，在 500 μL含有 10 %FBS，

青霉素和链霉素的 DMEM 培养液中孵育 24 小时。将 NPs 与

质粒 pIRES-EGFP 孵育 30 分钟后，加到细胞培养板中，用 500

μL 无血清的培养液培养 4 小时后，用 PBS 洗一次，再加含

10%FBS 培养液继续培养 20 小时，在荧光显微镜下观察结果。
1.2.8 细胞活性实验 MTT 检测 PLGA-E 和 PLGA-BPEI/pDNA

的细胞毒性。以 1×104 密度的细胞种到 96 孔细胞培养板孔

内，培养方法同上。培养 24 小时后，用 PBS 洗一次，再加 200 μL

新鲜培养基和 20 μL MTT 溶液（5 mg/mL）继续培养 4 小时。然

后除去培养基，加入 150 μLDMSO 溶解染料。取 100 μL在

570nm 检测 OD 值。未用纳米粒处理的对照视为 100%细胞活

性。
1.3 统计学分析

各分组所得计量数据采用均数±标准差 (X±S) 表示，用

SPSS16.0 软件处理数据，两组间均数比较用 t 检验。检验水准

α=0.05，P<0.05 有统计学意义。

2 结果

2.1 纳米粒的鉴定

在 DPBS（pH 7.4）中，PLGA-BPEI 和 PLGA 的表面电荷是

正电荷，值为 0-30 mV，粒径范围为 200-270 nm，PLGA-BPEI 的

直径比 PLGA 纳米粒稍大。 pDNA 和 PLGA-BPEI 的混合使

得 PLGA-BPEI 的电荷减少了一些，当 PLGA-BPEI/pDNA 的比
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例达到 50 时，PLGA-BPEI/pDNA 复合物的大小从 220 nm 增

加到 380 nm，然后渐渐减少（图 1）。当两者的比例在 50 时，纳

米粒能完全吸附质粒，可见凝胶阻滞实验（图 2），此时电荷的

相互作用达到饱和状态，并且复合物没有发生聚集，其 zeta 电

位为 0 mV，见图 1B。

A B

图 1 PLGA-BPEI/pDNA 的比值对纳米粒粒径（A）和电荷（B）的影响

Fig. 1 Effect of PLGA-BPEI/pDNA wt ratios on the size (A) and zeta-potential (B)

图 2 PLGA-BPEI 吸附质粒后的凝胶电泳

Fig.2 Gel retardation assay of pDNA complexed with PLGA-BPEI

2.2 琼脂糖凝胶阻滞实验

为了成为有效的基因载体，纳米粒需要具有结合和浓缩

DNA 的能力，并且能防止 DNA 降解。为此，我们进行了凝胶阻

滞实验（图 2），PLGA-BPEI 与 pDNA 的质量比为 0，10，25，50，

75，150 孵育 30 min 后跑胶，如图当纳米粒与质粒比值为 50

时，刚好能使质粒完全被吸收。
2.3 纳米粒在血清中的稳定性

纳米粒的大小和稳定性是药物传递体系的重要因素，与靶

向淋巴系统和细胞摄取紧密相关[13]。本实验在 0-150 分钟时间

内，测定 PLGA-BPEI 和 PLGA-E 在 10 % 血清的 RPMI 培养基

中孵育质粒后粒径随时间变化的曲线，当 PLGA-BPEI/pDNA

的大小在孵育到 120 分钟时，其大小从 315nm 增加到 463 nm，

PLGA-E/pDNA 粒径随时间变化不明显（图 3）。为了评估在血

清条件培养基中的物化性质，检测了血清浓度 0-50 %时对纳

米粒稳定性的影响。随着血清浓度从 0 到 50%，PLGA-BPEI 的

粒径也轻微地增加，从 135 nm 到 165 nm（图 4A），这可能是血

清中非特异蛋白吸附到正电荷的 PLGA-BPEI 纳米粒，导致粒

子间的聚集导致粒径增大。两种纳米粒的电荷的变化差异明

显，PLGA-E 纳米粒的电荷变化更剧烈（图 4B）。上述数据表明

PLGA-E 纳米粒比 PLGA-BPEI 纳米粒稳定性更高，其粒径大

小和表面电荷一致，同时不易聚集，没有非特异性的相互作用。
2.4 DNaseI 酶切实验

用琼脂糖凝胶电泳进行了研究纳米粒的保护作用研究。结

果说明，疏水的 PLGA 粒子能有效的保护 pDNA，避免了来自

血浆中蛋白和酶的作用。对于 PLGA-BPEI 纳米粒，不能确保被

吸附的 pDNA 的稳定性，因为 pDNA 位于纳米粒结构的最外

层，经常暴露在血清环境中，位于 PLGA 纳米粒表面的 BPEI

可能影响 DNase I 对 pDNA 的降解。
2.5 体外 pDNA 的释放

NPs 的降解以及 DNA 的释放的时间对基因的表达有重要

的调节作用[14]。通过比较 pH 7.4 和 pH 5.0 时 pDNA 的释放，来

说明 pH 值对 PLGA-BPEI 和 PLGA-E 的 pDNA 释放的影响。
为了模仿细胞摄取后细胞内的溶酶体的酸化，NPs 在 pH7.4 的

缓冲液孵育 24 小时，然后转移一半到 pH 5.0 的缓冲液中，在

预定的时间点检测溶液中的 DNA 含量。PLGA-E 初始暴发释

放，且量比 PLGA-BPEI 高些。在第 48 小时 PLGA-E 和 PLGA-
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图 3 PLGA-BPEI/pDNA 以及 PLGA-E/ pDNA 在含有 10% RPMI 培养基中孵育粒径变化

Fig.3 Particle size measurements of PLGA-BPEI/pDNA and PLGA-E/pDNA complexes in 10 % serum contained RPMI media with incubation time

*P<0.01 compared with each group

BPEI 纳米粒释放 pDNA 的量分别为 53 和 31 %，接着缓慢释

放直到第 9 天（图 5）。在 pH 5.0 时，在第 9 天释放突然加速，这

一结果可能是 PLGA 的降解所致。这个结果说明，BPEI 能影响

pDNA 的释放率，比 PLGA-E 慢约 20 %，这可能因为 BPEI 和

pDNA 强烈的静电相互作用，推迟 pDNA 的释放。

图 4 血清浓度变化对 PLGA-BPEI 以及 PLGA-E 粒径和电位的影响

Fig.4 Effect of serum concentration on the size (A) and zeta-potential (B) changes of PLGA-E and PLGA-BPEI nanoparticles

图 5 在 pH7.4 和 pH 5.0 时，PLGA-BPEI/pDNA 以及 PLGA-E/ pDNA 的 pDNA 释放曲线

Fig.5 Cumulative release of pDNA from PLGA-BPEI and PLGA-E into DPBS (pH7.4) or 25 M sodium acetate buffer (pH 5.0) at 37℃

2.6 体外基因转染效率的比较

纳米粒与 pDNA 孵育后，转染 HeLa 和 HEK293 细胞，在

不同时间点观察 EFGP 的表达。我们发现 PLGA-BPEI 纳米粒

的转染效率较 PLGA-E 高，表明阳离子的多聚体修饰 PLGA 纳

米粒可以增加其转染效率，这与其他文献表述一致[15]，这是因

为 PLGA-BPEI 纳米粒的阳离子表面能通过与负电荷的细胞膜

的静电相互作用强化细胞的摄取。而且，PLGA-BPEI 纳米粒表

面 的 亲 水 性 ，BPEI 通 过 水 化 能 加 速 纳 米 粒 的 降 解 释 放

BPEI/pDNA 复合物，而没有游离的 pDNA[15]。对于 PLGA-E 纳

米粒，位于 PLGA-E 纳米粒的表面的 pDNA 在转染的早期迅速
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释放，接着是 PLGA 被分解，包裹在纳米粒内的质粒释放。这个

过程比 PLGA-BPEI 纳米粒相对快些，可能是因为缺乏静电相

互作用。 PLGA-BPEI 纳米粒比 PLGA-E 纳米粒的转染效率高

2 倍。这可能由于 BPEI 诱导的细胞毒性，使得 PLGA-BPEI 纳

米粒比 PLGA-E 的细胞毒性大，导致质粒被大量摄取，如图 6。

图 6 HEK293 细胞吸收纳米粒后发出荧光

(A/B):PLGA-BPEI/pIRES-EGFP(A: 24 h; B:48 h); (C/D):PLGA-E/pIRES-EGFP (C: 24 h; D: 48 h)

Fig.6 HEK293 cell absorb nanoparticle to send out fluorescence

(A/B)PLGA-BPEI/pIRES-EGFP(A: 24h; B: 48h); (C/D):PLGA-E/pIRES-EGFP (C: 24 h; D: 48 h)

2.7 细胞活性

用 MTT 实验比较 PLGA-BPEI 和 PLGA 纳米粒的细胞毒

性。同预料的一致，PLGA-E 纳米粒转染的细胞存活率大于 90%

（图 7），PLGA-BPEI 纳米粒比 PLGA-E 有显著的细胞毒性。说

明尽管 BPEI 有较高的转染效率，但对细胞有一定的毒性。

图 7 HEK293 细胞吸收 PLGA-BPEI, PLGA-E 和 BPEI 后的活性

Fig.7 The cell viabilities of PLGA-BPEI, PLGA-E and BPEI for HEK293 cells

Data were shown as mean±S.D (n=3)
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3 讨论

基因转载的受 NPs 的物理化学特性的影响，而这又与制备

NPs 的方法相关。在本研究中，我们采用改进后的 W/O/W 乳剂

方法制备 PLGA-E 和 PLGA-BPEI 纳米粒。结果显示 PLGA-B-

PEI 较 PLGA-E 纳米粒较大的电荷和直径，这表明 BPEI 链被

有效地引入到 PLGA 表面，从而影响其物理化学特性。从吸收

质粒的能力来看，PLGA-BPEI 吸附的 pDNA 的量是 PLGA-E

的 2-2.5 倍。纳米粒的稳定性实验表明 PLGA-E 纳米粒稳定性

更高，其粒径大小和表面电荷一致，同时不易聚集，没有发现非

特异性的相互作用，原因可能是 PLGA-E 比 PLGA-BPEI 的成

分相对简单。在细胞毒性实验中的结果显示 PLGA-BPEI 比

PLGA-E 对细胞毒性大，表明虽然 BPEI 有较高的转染效率，但

是细胞毒性较高。
本研究两种纳米粒 PLGA-BPEI 和 PLGA-E 载 pDNA 的能

力以及在细胞中的释放，运输和分布。这两种基于纳米粒均能

有效转染质粒 DNA，它们存在不同的优缺点，应根据不同需要

进行选择，为选择纳米粒运载质粒用于转染细胞提供了理论基

础。
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