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疏水修饰聚阳离子高分子 SP-Chol在 COS-7细胞中转染和毒性的研究 *
李 晖 刘一浓 王 菲 魏蓓蓓 周 毅 杜子秀 吴 飞△

（上海交通大学药学院 上海 200240）

摘要 目的：研究以精胺为单体，以乙二醇二氯甲酸酯作为连接剂，以胆固醇氯甲酸酯作为疏水基团连接剂合成的疏水修饰聚阳

离子高分子 SP-Chol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
SP-Chol与 DNA的复合物在 COS-7细胞的转染活性，用MTT方法研究 SP-Chol对 COS-7细胞的毒性。结果：COS-7细胞实验显
示，SP-Chol具有低于 PEI 25kDa的细胞毒性，同时也具有高效输送 DNA的能力。结论：SP-Chol是一种新型的高效、低毒，在基因
治疗领域有潜在应用价值的非病毒基因输送载体。
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ABSTRACT Objective: To investigate the transfection efficiency and cell cytotoxicity of hydrophobically modified cationic polymer

SP-Chol which is systhesized by using spermine as monomer, ethylenebis (chloroformate) as coupling agent and cholesterol chlorofor-
mate as hydrophobic coupling agent. Methods: Luciferase plasmid was used as the reporter gene to investigate transfection efficiency on
COS-7 cells. Cytotoxicity was detected by MTT method. Results: COS-7 cells transfection and cytotoxicity results suggested that
SP-Chol was less cytotoxic than PEI 25kDa, and had a high transfection efficiency. Conclusion: SP-Chol is a highly efficient and less tox-
ic non-viral gene delivery vector which has potential application in gene therapy.

Key words: Hydrophobically modified; Spermine; Cationic Polymer; Transfection; Cytotoxicity
Chinese Library Classification: Q813, Q813, R918 Document code: A
Article ID:1673-6273（2011）07-1205-03

*基金项目：国家 "重大新药创制 "科技专项（2009ZX09310-007：针对生物技术药物的相关给药技术平台）

作者简介：李晖（1986-），男，硕士研究生，主要研究方向：生物大分子给药。

电话:+86(21)3420-4842, Email: cmlih@hotmail.com

△通讯作者：吴飞，电话：+86(21)3420-5072, Email: feiwu@sjtu.edu.cn

(收稿日期：2011-01-17 接受日期：2011-02-12 )

前言

近年来，随着分子生物学、遗传学和生物技术的不断进步
以及人类基因组计划[1]的完成，许多引起疾病的基因被逐步鉴

定。如能将疾病细胞中的某些错误基因进行修正或替换，或者
插入能够治疗疾病的基因，对于某些现有医疗手段难治的疾

病，可能能起到治疗的效果[2]。由于基因治疗具有理论上的巨大
治疗潜力，在过去的数十年中，人们对基因治疗的机理和临床

应用进行了广泛和深入的研究[3]。对于基因治疗而言，有一个步
骤至关重要，即将基因安全、高效和可控地输送进靶细胞中[4]。
本课题组前期合成了以精胺[5]为单体，以乙二醇二氯甲酸酯作

为连接剂，以胆固醇氯甲酸酯作为疏水基团连接剂的疏水修饰

聚阳离子高分子 SP-Chol。本文研究了 SP-Chol在 COS-7细胞
中的转染活性和细胞毒性。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

SP-Chol（本实验室合成），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），
Sirius化学发光检测仪（德国 Berthold detection system公司），
酶标仪（美国 Molecular Devices公司），Lipofectamine 2000 (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 SP-Chol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 10-15*104/ml的细胞悬液，培养过
夜。转染时，每孔需加入 500ng荧光素酶质粒，SP-Chol用超纯
水配成 2mg/ml的储备液，用 0.22μm无菌滤膜过滤，再按照与
DNA 质 量 比 稀 释 成 所 需 的 浓 度
（0，1，2，3，5，7，10，15，20，30，50，70，100），阳性对照采用 PEI
25kDa（与 DNA质量比为 2和 5）和 Lipofectamine 2000（与
DNA质量比为 1），将高分子加入到 DNA中，吹打若干次，室
温下静置 30min。静置时，拿出细胞板，除去有血清培养基，用
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200μL PBS洗一遍，将复合好的复合物按顺序依次加入到细
胞中，每个样品做 3个复孔。4h后，吸去无血清培养基，加入有
血清培养基 500μl，培养 48h后，检测转染结果。为了消除细胞
生长状况不同对结果的影响，转染结果检测之后，再用MicroB-
CA法测定每孔细胞裂解液蛋白总量。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 SP-Chol 在 COS-7 细胞中的毒性研究 实验前将
15-30*104/ml COS-7细胞加入到 96孔板，每孔 100ul，培养过
夜。SP-Chol用超纯水配成 2mg/ml的储备液，用 0.22μm无菌
滤膜过滤，再用 DMEM 培养基稀释成如下的浓度梯度：
100ug/ml, 40ug/ml, 20ug/ml, 10ug/ml, 4ug/ml， 终 体 积 为
100μL，阳性对照组 PEI 25kDa也稀释为与待测样品组一致的
浓度梯度。然后在细胞板中加入 SP-Chol溶液和阳性对照 PEI
25kDa，阴性对照组中加入 100μL的 DMEM培养基，每个样
品做 5个复孔。24小时之后，除去培养液和高分子溶液，每孔

加入 100μL的无酚红无血清 DMEM培养基，再加入 25μL
的MTT溶液，置于细胞培养箱中培养 6小时，吸去培养基和
MTT溶液，最后加入 150ulDMSO，摇床上室温摇晃 10min，酶
标仪于 490nm测吸光度。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 SP-Chol在 COS-7细胞中的转染活性
体外细胞转染实验用于考察 SP-Chol对荧光素酶质粒的

输送能力。实验结果见图 1，结果显示 SP-Chol可以有效地转染
COS-7细胞，且高分子与 DNA的质量比为 20时，达到最高转
染效率。SP-Chol对 COS-7的传染效率虽然不及商业化的转染
试剂 PEI 25kDa和 Lipofectamine 2000，但和 PEI 25kDa的传染
效率已比较接近，并且比裸 DNA的传染效率要高出 2个数量
级以上。

图 1 SP-Chol在 COS-7细胞中的转染结果
Fig. 1 Transfection results of SP-Chol to COS-7 cells

2.2 SP-Chol在 COS-7细胞中的细胞毒性
MTT 毒性实验用于考察 SP-Chol 对 COS-7 细胞毒性情
况。实验结果见图 2，结果显示 SP-Chol在各个浓度对 COS-7

细胞的毒性都明显小于 PEI，并且在低浓度（4μ g/ml）时已经
无法检测到毒性，而 PEI在此浓度时仍然有较大毒性（细胞存
活率只有 60%）。

图 2 SP-Chol在 COS-7细胞毒性结果
Fig. 2 Cytotoxicity result of SP-Chol to COS-7 cells
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3 讨论

安全、高效、质量可控的基因输送载体的缺位仍然是基因
治疗广泛应用于临床的最大障碍[6]。本文分别利用荧光素酶质
粒转染实验和MTT实验研究了本实验室合成的疏水修饰聚阳
离子高分子 SP-Chol在 COS-7细胞中的转染活性和细胞毒性。
实验结果显示，SP-Chol能够有效输送报告基因，并且具有较低
的毒性。这些优点可能与其结构中的连接基团和疏水修饰基团
有关。一方面，其连接基团具有可降解性，可是帮助高分子进行
低毒化代谢；另一方面，DNA的碱基具有一定疏水性，细胞膜
也具有一定疏水性，所以将阳离子高分子进行疏水修饰，可能

能增加其与 DNA和细胞膜的相互作用，从而提高基因输送效
率，降低毒性和增强所形成的复合物的稳定性。我们希望本研
究能够对以后非病毒基因载体的构建提供新思路。
此外，本研究也有许多可以进一步改进和深入的方面，如：

研究此高分子的降解特性，特别是在酸性 pH下的降解特性；
研究将此高分子与 DNA形成的复合物包裹进脂质体 [7] 的方

法；研究将靶向基团与此高分子连接，从而实现靶向基因输送

的方法[8-11]；研究将能够屏蔽电荷的分子，如 PEG与此高分子连
接的方法[12-13]；以及研究此高分子对于 siRNA的输送能力[14-16]

等等。
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