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聚乙二醇化学修饰的聚乙烯亚胺衍生物的制备及其细胞毒性研究 *
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摘要 目的：合成聚乙二醇（PEG）化的聚乙烯亚胺衍生物（PEI-Et）基因输送载体 PET 1和 PET 2，并考察两个载体材料在 HeLa细

胞、MCF-7细胞中的细胞毒性及在 HeLa细胞中的转染效率。方法：将亚乙基二氯甲酸酯与 PEI 800 Da交联制备成交联 PEI衍生

物 PEI-Et，进一步将 PEI-Et与聚乙二醇（PEG）以不同摩尔比例（1:1，2:1）交联连接，得到 PEG化的 PET 1和 PET 2。采用 MTT法

检测 PEI-Et、PET 1、PET 2对 HeLa细胞、MCF-7细胞的细胞毒性。检测单位质量的荧光强度测定转染效率。结果：PET的细胞毒

性随浓度增大而增大，在同一浓度下 PET的细胞毒性小于 PEI 25 KDa（P<0.01）；并且与 DNA复合后，复合物细胞毒性随质量比
的增高而增大，在同一质量比下 PET的细胞毒性小于 PEI 25 KDa（P<0.01），特别是 PET 1。并且最佳比例时，PET 1的转染活性最

高。结论：作为非病毒基因载体，PET 1具有高的转染效率及低的细胞毒性。
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Study on Preparation and Cytotoxicity of
Polyethylenimine Derivatives Modified by Polyethylene Glycol*

Gene delivery vectors: PET 1 and PET 2 were synthesized by chemically conjugating polyethylene glycol

(PEG) with polyethylene imine derivatives (PEI-Et). Respectively, the article investigated the cytotoxicity of the two vectors on HeLa

cells, MCF-7 cells and transfection efficiency on HeLa cells. PEI-Et was prepared by cross-linking PEI 800 Da with ethylene

biscarbamate linkages. Then PEI-Et were conjugated with polyethylene glycol (PEG) in different molar ratios (1:1, 2:1), to get the PET 1

and PET 2. MTT method was used to detect the toxicity of PEI-Et, PET 1, PET 2 on HeLa cells, MCF-7 cells. The transfection efficiency

was detected by the fluorescence intensity. The cytotoxicity of PET increased with the increasing of the concentrations and
weigh ratios. Compared to PEI 25 KDa, PET cytotoxicity was significantly reduced at the same concentration and weigh ratio, especially

PET 1. And the transfection efficiency of PET 1 was the highest at the optimal weight ratio. As a non-viral gene carrier，
PET 1 showed high transfection efficiency and low cytotoxicity.
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前言

基因疗法应用于人体的关键是寻找安全有效的基因运载

系统。聚乙烯亚胺(PEI)是目前研究较多的一类非病毒载体材

料，通过质子海绵效应与基因结合[1-4]。近年来，研究者在 PEI的
基础上引入不同的官能基团，以降低载体的毒性提高其转染效

率，例如：壳聚糖[5]、β -环糊精[6]、组氨酸[7]、聚乙二醇(PEG)[8]等。

本课题组之前将亚乙基二氯甲酸酯连接 PEI 800 Da，合成

聚乙烯亚胺衍生物 PEI-Et，发现其具有较高的基因转染效率[9]。

但是，PEI-Et表面正电荷过多，细胞毒性较大。因此，本研究在
PEI-Et的基础上引入 PEG，以增强 PEI-Et组织相容性，提高细

胞的生存能力[10]。

本研究中，基于之前的工作，我们将 PEI-Et与 PEG以不同
的摩尔比例合成 PEG修饰的 PEI-Et，即 PET。检测其在人子宫

颈癌细胞 (HeLa) 和人乳腺癌细胞 (Michigan Cancer Founda-

tion-7，MCF-7)中的毒性，筛选细胞毒性小、转染率高的材料作

为基因输送载体。
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1 材料与方法

1.1 实验材料

支链 PEI (25 KDa，800 Da)、亚乙基二氯甲酸酯[ethylene

bis(chloroformate)]、MTT(Sigma-Aldrich)；单甲氧基聚乙二醇琥
珀酰亚胺碳酸酯 (mPEG-Sc)(Yare Biotech)。胎牛血清、DMEM

培养基、胰酶(Hyclone)；HeLa(人子宫颈癌细胞)、MCF-7(人乳腺

癌细胞 ) (中科院上海生命科学院细胞资源中心 )。酶标仪
(Moleclar Devices)。
1.2 细胞培养

HeLa、MCF-7培养在 DMEM培养基中(含 10%胎牛血清)。

细胞置入 37 ℃，5% CO2的恒温培养箱中。

1.3 PEI-Et的合成

氮气保护、冰浴中，将 0.04 mol亚乙基二氯甲酸酯的氯仿

溶液(体积 40 mL)缓慢滴入 0.06 mol PEI 800 Da 氯仿溶液(体
积 6 mL)，反应 24 h。24 h后蒸除氯仿，得到粗品。然后将粗品溶

于超纯水，透析袋透析 (MWCO: 3500 Da)48 h，48 h后冻干得
PEI-Et。样品储存于 -20 ℃冰箱备用[9]。

1.4 PET的合成
0.02 mmol mPEG-Sc 碳酸氢钠溶液(0.1 M)逐滴滴入 0.02

mmol PEI-Et碳酸氢钠溶液(0.1 M)中，室温下反应 4 h，透析袋

透析(MWCO: 3500 Da)48 h，48 h后冻干得 PET 1 [11]。同样方法

合成 PET 2 (PEI-Et与 mPEG-Sc摩尔比为 2:1)。样品储存于
-20℃冰箱备用。
1.5 PET /DNA复合物的制备

PET/DNA复合物要现用现配，PET与 DNA分别溶于 PBS

中配制成适当浓度的溶液。根据不同质量比(w/w)，将等体积的
PET溶液加入到 DNA溶液中混合均匀，室温下孵育 30 min，

制备得复合物。

1.6 细胞毒性试验

使用 MTT法检测 PET 及 PET/DNA 复合物的细胞毒性。
PEI 25 KDa组作为阳性对照，未予药物处理组作为阴性对照。

细胞悬液加入到 96孔板，每孔 100 滋L，细胞浓度为 5000/孔。

细胞培养 24 h 后加入不同浓度的 PET 或不同质量比的
PET/DNA复合物(以无酚红 DMEM 配制)，每孔 100 滋L，37 ℃

孵育 4 h。4 h 后吸除溶液，PBS 冲洗，每孔加入 125 滋L 0.5

mg/mL MTT溶液(无酚红 DMEM配制)，继续培养 6 h。6 h后

吸除 MTT溶液，PBS冲洗，每孔加入 150 滋L二甲基亚砜(DM-

SO)，震荡 1 min。酶标仪检测记录 570 nm、630 nm处的吸光度

取差值。阴性对照组细胞活力定位 100%。实验组细胞活力计算

公式：实验组细胞活力 =实验组 D(570 nm-630 nm)/对照组 D

(570 nm-630 nm)。每组设置 6个复孔，取平均值。实验重复 3

次。

1.7 细胞转染试验

采用 Micro BCA的方法检测细胞的蛋白总量，以单位质

量的荧光强度表示转染效率。PEI 25 KDa组作为阳性对照，荧

光素酶质粒作为阴性对照。细胞悬液加入到 48孔板，每孔 500

滋L，细胞浓度为 8 x 104/孔。细胞培养 24 h后，每孔加入 50 滋L

复合物(最佳质量比，以 PBS配制)及 250 滋LDMEM。轻轻震摇

培养板，置培养箱 4 h。4 h后吸除溶液，PBS冲洗，每孔加入

500 滋L的完全培养基继续培养，48 h后检测转染活性。每个样

品设置 3个复孔。
1.8 统计学方法

采用 SPSS 17.0软件进行统计学分析。以计量数据，采用 t

检验及方差分析进行组间比较。P < 0.01表示具有显著性差异，
P<0.05表示具有差异，差异具有统计学意义。

2 结果

两种细胞 MTT 结果显示：与 PEI 25 KDa、PEI-Et 相比，
PET 1、PET 2的细胞毒性低，安全性高。在最佳质量比，PET 1

的转染效率高于 PEI 25 KDa、PEI-Et，证明了降低材料的毒性，

提高细胞的生存率，可提高其转染效率。

2.1 细胞毒性

图 1示：PET对MCF-7的细胞毒性。由图 1B、1D可知：质

量比和浓度增高，材料的细胞毒性随之增高。但与 PEI 25 KDa

相比，PEI-Et、PET 1、PET 2的细胞毒性的增长趋势较缓和。

图 1A：同一质量比，不同材料的细胞毒性。与 PEI 25 KDa

相比，PEI-Et、PET 1、PET 2的细胞毒性较低，w/w ≥ 3 (3, 5, 10,
20, 40, 60)，差异具有显著性(P<0.01)。与 PEI-Et相比，PET 1的

细胞毒性低，w/w ≥ 10 (10, 20, 40, 60)，具有差异 (P<0.05)；但
PET 2与 PEI-Et细胞毒性无差异。w/w ≤ 40 (1, 3, 5, 10, 20 ,

40)，PET 1的细胞存活率 > 90%；PET 2的细胞存活率 > 69%。
w/w = 20，PEI-Et 细胞存活率 79% ± 3%；PET 1 细胞存活率
99% ± 3%，PET 2细胞存活率 84% ± 2%；w/w=40，PEI-Et细胞

存活率 44% ± 1%；PET 1 细胞存活率 90% ± 3%，PET 2细胞

存活率 69% ± 4%。图 1C：比较相同浓度时不同材料的细胞毒
性。PEI-Et、PET 1、PET 2的细胞毒性低于 PEI 25 KDa，浓度 >

5 滋g/mL时，具有显著性差异(P<0.01)。与 PEI-Et相比，PET 1

的细胞毒性相对较低，浓度 > 20 滋g/mL时，二者具有显著性差

异(P<0.01)；但 PET 2细胞毒性与 PEI-Et相比无差异。浓度 <

50 滋g/mL 时，PET 1 细胞存活率 >91%，PET 2 细胞存活率 >

67%。浓度为 20 滋g/mL时，PEI-Et细胞存活率为 77% ± 3%，
PET 1细胞存活率 94% ± 4%，PET 2细胞存活率为 82%± 1%；

浓度为 50 滋g/mL 时，PEI-Et 细胞存活率为 59% ± 4%，PET 1

细胞存活率 91% ± 3%，PET 2细胞存活率为 67% ± 2%。
图 2示：PET在 HeLa细胞中毒性。图 2B、2D示：随质量比

和浓度的增高，细胞毒性增高。与 PEI 25 KDa相比，PEI-Et、
PET 1、PET 2的细胞存活率降低趋势减缓。

图 2A：同一质量比，不同材料的细胞毒性。与 PEI 25 KDa

相比，PEI-Et、PET 1、PET 2的细胞毒性低；w/w ≥ 3(3, 5, 10, 20,
40，60)，具有显著性差异(P<0.01)。与 PEI-Et相比，PET 1的细胞

存活率相对较高，w/w ≥ 10 (10, 20, 40, 60)，具有显著性差异(P

<0.01)；但 PET 2与 PEI-Et的细胞毒性相比无差异。w/w ≤ 40

(1, 3, 5, 10, 20 ,40)，PET 1 细胞存活率 >90%；PET 1细胞存活
率 >63%。w/w = 20，PEI-Et细胞存活率 83% ± 4%，PET 1细胞

存活率 97.5% ± 3%，PET 2 细胞存活率 90% ± 2%；w/w = 40，
PEI-Et细胞存活率 63% ± 3%，PET 1 细胞存活率 90% ± 3%，
PET 2细胞存活率 63% ± 2%。图 2C：相同浓度时，不同材料的

细胞毒性。与 PEI 25 KDa相比，PEI-Et、PET 1、PET 2的细胞毒

性低，浓度 > 5 滋g/mL时，具有显著性差异(P< 0.01)。与 PEI-Et
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图 1 聚合物 /DNA复合物(A/B)和聚合物(C/D)对MCF-7的细胞毒性(**P<0.01vs PEI 25 KDa)

Fig. 1 Cytotoxicity of polymer/DNA(A/B) and polymer(C/D) in MCF-7 cells(**P<0.01vs PEI 25 KDa)

Notes: PET 1: nPEI-Et: nPEG=1:1, PET 2: nPEI-Et: nPEG=2:1.

相比，PET 1、PET 2的细胞毒性相对较低，浓度 >10 滋g/mL时，

毒性具有差异(P<0.05)。浓度 <50 滋g/mL时，PET 1细胞存活率
>92%，PET 2细胞存活率 >70%。浓度为 20 滋g/mL时，PEI-Et

细胞存活率为 82% ± 2%，PET 1细胞存活率 97% ± 1%，PET 2

细胞存活率为 84% ± 2%；浓度为 50 滋g/mL时，PEI-Et细胞存

活率为 68% ± 1%，PET 1 细胞存活率 92% ± 3%，PET 2细胞
存活率为 70% ± 2%。

图 2 聚合物 /DNA复合物(A/B)和聚合物(C/D)对 HeLa的细胞毒性(**P<0.01vs PEI 25 KDa)

Fig. 2 Cytotoxicity of polymer/DNA(A/B) and polymer(C/D) in HeLa cells(**P<0.01vs PEI 25 KDa)

Notes: PET 1: nPEI-Et: nPEG=1:1, PET 2: nPEI-Et: nPEG=2:1

由细胞毒性结果可知：与 PEI 25 KDa、PEI-Et相比，PET 1

在较大质量比和较高浓度时毒性均较小，细胞存活率高，因此

PET 1的治疗区间较广，安全性较 PEI 25 KDa、PEI-Et更高。
2.2 转染效率
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通过检测四种载体输送荧光素酶质粒的能力评价其转染

效率。图 3示：在最佳质量比时，PET 1转染率在 108，是 PEI-Et

的 3.35倍，PEI 25 KDa的 5.21倍(P<0.01)。

综上实验结果：无论载体本身的毒性，还是载体与 DNA复合

后复合物的毒性，PET 1的毒性小于 PEI-Et，并且在最佳质量比
时，PET 1的转染效率高。因此 PET 1更适合作为基因的运载体。

3 讨论

研究表明体内 DNA、siRNA可以迅速被 DNA酶、RNA酶

降解并通过肾脏排出[12]。并且基因分子量大、带有负电荷，裸

DNA或 siRNA不能穿过细胞膜进入细胞[13]。因此安全有效的

基因运载系统是研究的重点。

PEI类衍生物是合成的一系列高分子聚合物，体内外均具

有较高的转染效率。聚合物的转染效率与其分子量、其与基因

复合的质量比、粒径、表面电荷相关。近年来，研究发现 PEI转

染效率及毒性具有结构依赖性[14]。与线型 PEI相比，分支型 PEI

具有更多的氨基末端，可以复合更多的 DNA或 RNA。但这些

研究选择 PEI 25 KDa作为分子骨架，众所周知 PEI的毒性与
其分子量成正相关，因此本实验选择分支型 PEI 800 Da作为分

子骨架，以达到降低毒性的目的。

分支型 PEI的氨基末端增多虽然可以复合较多的 DNA，

但载体表面电荷密度也相应增大。PEI携带的正电荷可以与携

带负电荷的蛋白结合，破坏细胞膜的结构，载体表面电荷密度

越大，载体毒性越高[15]。为了克服这一障碍，对分支型 PEI进行

简单的修饰可以降低毒性，如：伯胺乙酰化[16]、引入带负电荷的

丙酸或琥珀酸[16]、引入中性的壳聚糖[17]。

同时聚乙二醇 (PEG) 作为亲水官能基团广泛连接于 PLA
[18]、金纳米粒[19]等纳米粒子，免于纳米粒子与蛋白结合，增强其

渗透性。PEG是一种电中性的亲水性分子，无毒、无免疫性、生

物相容性良好[20]。大量的研究结果表明经 PEG修饰后，可以屏

蔽载体多余正电荷，同时提高细胞的存活率 [21-24]。因此本研究在

PEI-Et的基础上引入 PEG，以达到屏蔽纳米材料表面正电荷，

降低毒性的作用。

本研究选择分子量低的分支型 PEI 800 Da作为分子骨架，

以 PEG屏蔽多余的表面电荷，以达到保障原有转染效率的同

时降低细胞毒性的目的。细胞毒性实验显示 PEG官能基团的
引入降低载体的毒性。转染实验中，最佳质量比时 PET 1表现

出比 PEI 25 KDa更高的转染活性(P<0.01)，并且转染效率高于
PEI-Et。从而证明了引入 PEG后，转染活性未受影响。转染活性

高的原因可能是载体材料细胞毒性较低，细胞存活率高。同时

转染实验也可表明 PET 1可以与质粒 DNA复合，形成较小的

复合物，成功的将基因运载入细胞，有效表达基因。

4 结论

本研究中合成 PEG化学修饰的 PEI-Et即 PET，其细胞毒

性明显低于 PEI 25 KDa及 PEI-Et。PET 1与 PET 2相比，细胞

毒性较低。最佳比例时，PET 1细胞转染率更高，作为基因运载

体具有应用价值。
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