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摘要 目的：研究交联小分子量聚乙烯亚胺衍生物 PEI-Et对大鼠肝细胞（BRL-3A）的细胞毒性、转染效率和携带高血压相关基因血

管紧张素原（AGT）短发卡 RNA(shRNA)沉默 AGT表达的能力。方法：MTT法检测 PEI-Et/shRNA复合物对 BRL-3A细胞的毒
性，流式细胞术检测 PEI-Et/shRNA复合物对 BRL-3A细胞的转染效率，RT-PCR和Western blot检测 PEI-Et/shRNA对 AGT的基

因沉默效果。结果：在相同质量比(w/w)时 PEI-Et/shRNA的细胞毒性小于 PEI 25kDa/shRNA(P<0.01)，PEI-Et/shRNA在 w/w为 30

时达到最高转染效率，高于 PEI 25 kDa (P<0.01), PEI-Et/shRNA能高效沉默 BRL-3A细胞中 AGT基因的表达。结论：PEI-Et在
BRL-3A细胞中是一种低细胞毒性、高转染效率的非病毒基因载体(与商业化的 PEI 25kDa比较)，能携带 AGT shRNA高效沉默
BRL-3A细胞中 AGT基因的表达，通过用 PEI-Et/AGT shRNA来抑制 AGT的表达将为高血压的基因治疗提供一种新的思路。
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Effects of Delivery of Specific shRNA using PEI-Et on AGT Gene
Expression in Rat Liver Cells*

To synthesize cross-linked small-molecular-weight polyethylenimine derivative PEI-Et and investigate its

cytotoxicity, transfection efficiency and ability to delivery hypertension related gene angiotensinogen （AGT） short hairpin RNA
(shRNA) to silence AGT expression. MTT assay was used to measure the cytotoxicity of PEI-Et/shRNA complexes. Flow

cytometry was performed to investigate transfection efficiency of PEI-Et/shRNA in BRL-3A cells. RT-PCR and Western blot were used

to detect the AGT gene silencing effect of PEI-Et/shRNA. PEI-Et/shRNA showed lower cytotoxicity than PEI 25kDa/shRNA at

the same weight ratio (w/w). Transfection results indicated that PEI-Et/shRNA displayed the highest transfection efficiency at w/w 30,

which was higher than PEI 25kDa/shRNA (P<0.01). PEI-Et/shRNA could efficiently inhibit the expression of AGT in BRL-3A cells.
PEI-Et was a non-viral vector with much lower cytotoxicity and enhanced transfection efficiency than PEI 25kDa in BRL-3A

cells, and it could delivery AGT shRNA to efficiently silence AGT expression in BRL-3A cells. Therefore, PEI-Et/AGTshRNA would be

a promising tool for delivering AGT shRNA to BRL-3A cells for hypertension therapy.
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前言

肾素－血管紧张素系统 (rennin-angiotensin system，RAS)

作为一个重要的水电解质平衡调节系统，在高血压的发生发展

中起重要作用[1，2]。血管紧张素原（angiotensinogen，AGT）主要在

肝细胞中合成，是 RAS系统的重要组成成分，是血管活性物质

血管紧张素 II的唯一前体物质，对于血管抗性和血压的维持发

挥着重要作用。目前对于高血压防治研究的最多、作用最重要

的易感基因正是 AGT基因，成为高血压基因治疗的一个重要

靶点[3，4]，而抑制 AGT基因的表达有望成为高血压治疗的一种

新策略。

由 RNA干扰介导的基因沉默是基因治疗领域的一种新方

法[5]。然而直到今天，寻找低毒、高效的非病毒载体仍然是一个

巨大的挑战[6,7]。本课题组曾以小分子量 PEI 800Da为骨架合成

新型聚乙烯亚胺衍生物 PEI-Et,研究结果显示 PEI-Et在三种细

胞系中均比商业化的转染试剂 PEI 25kDa 具有更低的细胞毒
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图 1 PEI-Et/shRNA复合物对 BRL-3A细胞的细胞毒性（**P<0.01 vs

PEI25kDa）

Fig.1 Cytotoxicity of PEI-Et/shRNA complexes to BRL-3A cells（**P<0.

01vsPEI25kDa）

性和更高的转染活性[8]。但是在以前的研究中用的只是报告基

因荧光素酶质粒，作为一种新型的非病毒载体，其能不能携带

治疗性的干扰 RNA特异性沉默靶基因的表达尚不清楚。为此，

本研究以 PEI-Et作为输送载体，以 AGT shRNA作为治疗性基
因，考察 PEI-Et/shRNA复合物对大鼠肝细胞 BRL-3A的细胞

毒性、转染效率以及 PEI-Et携带 AGT shRNA沉默 AGT基因

表达的能力，旨在为高血压的的基因治疗提供一种新的思路。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
PEI 25kDa、MTT(Sigma公司)，胎牛血清、胰酶、DMEM培

养基（德国 PAA 公司），PEI-Et (本实验室前期合成 )，AGT
shRNA、PCR引物（上海吉凯基因技术有限公司合成），酶标仪

（美国Molecular Devices公司），Trizol (中国上海 Invitrogen公

司), AGT抗体(swant公司)，流式细胞仪(美国 Franklin Lakes公
司), BRL-3A（大鼠肝细胞,中科院上海生命科学院细胞资源中

心）。

1.2 方法
1.2.1 细胞系培养 DMEM+10%胎牛血清的培养基培养
BRL-3A细胞，培养条件为：37 ℃ , 5% CO2，当细胞达到 90%左
右融合率时用胰酶进行传代。

1.2.2 PEI-Et/shRNA复合物细胞毒性分析 按照文献所述方

法并加以改进[9]，将密度为 8× 104/mL的 BRL-3A 细胞以每孔
100 滋L的体积加到 96孔板中。继续培养 24小时后，加入不同

质量比（2，5，10，20，30，50）的 PEI-Et/shRNA 和 PEI25kDa/

shRNA，空白对照组加入 DMEM培养基。培养 4小时后移除培
养基，加入 100 滋L无酚红 DMEM，同时加入 25 滋L MTT 溶液

（5 mg/mL）。6小时后，移除培养基加入 150 滋L DMSO。37℃摇

床上摇晃 10 min 后用酶标仪测定在 570 nm 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相对存活

率。

1.2.3 PEI-Et/shRNA 复合物转染效率分析 将密度为 9×
104/mL的 BRL-3A细胞以每孔 2 mL的体积加入到 12孔板中

培养 24小时。转染时先除去含血清的 DMEM培养基，用 500

滋LPBS洗一遍，再加入不含血清的 DMEM 培养基，将事先制

备的 PEI-Et/shRNA复合物按照特定质量比（5，10，20，30）加入
细胞，阳性对照组用 PEI 25kDa(w/w 2:1)。4小时后用 2mL含有

血清的培养基替换含有复合物的培养基，继续培养 44小时。随

后在荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达，流式细胞仪检测

绿色荧光蛋白表达的阳性细胞占总细胞数的百分比。其具体方

法为：每个细胞孔中加入 100 滋L 0.25%的胰酶溶液，使细胞消

化脱壁后，用 1 mL PBS使孔中细胞完全混悬其中，置于流式细

胞仪上检测，以未转染的阴性细胞作为对照，计数 10000个细
胞数。

1.2.4 Real time PCR 检测 使用 Trizol 试剂盒提取 BRL-3A

细胞中的 RNA，使用 SYBRR Prime Script RT-PCR试剂盒进行

反转录。AGT扩增引物上游: 5'-CATCTTCCCTCGCTCTCTG

-3'，下游: 5'-GCCTCTCATCTTCCCTTGG-3'，看家基因 茁-actin

扩增引物上游 5'-CTGTCCCTGTATGCCTCTG-3'，下游 5'-TG

TCACGCACGATTTCC-3'。以 茁-actin作为内参照，用相对定量

法计算 AGT在实验组和对照组表达的差异，每个样本重复测

定 3次。
1.2.5 Western blot 检测 转染后 72 小时提取 BRL-3A 细胞

中总蛋白,BCA法测定蛋白含量。10%聚丙烯酰胺凝胶电泳分
离后用半干式电转印仪转移到 PVDF膜上。一抗为 Mouse an-
ti-AGT：1：500；Mouse anti-beta-actin：1：5000；二抗为 Goat An-

ti-Mouse IgG：1：8000。以 茁-actin为内参，凝胶成像系统拍照。

拍的图像用软件 Imagetool 3.0测灰度值，并与内参相比得相对

值，每个样本重复测定 3次。
1.2.6 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 PEI-Et/shRNA复合物细胞毒性分析
不同 w/w的 PEI-Et/shRNA复合物对 BRL-3A细胞的毒性

情况用MTT法进行检测，细胞毒性大小以相对于未经处理的

细胞的存活率表示。用 PEI25kDa/shRNA作为阳性对照。由图
1可知，在 w/w为 2-50范围内，PEI-Et/shRNA的细胞存活率均

在 90%以上，几乎没有细胞毒性。而 PEI25kDa/shRNA的细胞
毒性随着 w/w的增大而增大，例如在 w/w为 2时，细胞存活率

为 91%，而在 w/w为 50时，细胞存活率明显下降到 21%。但是

在 相 同 w/w，PEI-Et/shRNA 的 细 胞 毒 性 始 终 比

PEI25kDa/shRNA小（P<0.01）。

2.2 PEI-Et/shRNA复合物转染效率分析

转染效率用于检测 PEI-Et对 shRNA 的输送能力。由于
shRNA 携带绿色荧光蛋白（GFP）序列，转染效率以表达 GFP

的细胞的阳性率来定量表示。图 2A为绿色荧光显微镜照片，

可以看出在 w/w为 30时，PEI-Et组具有最多的绿色荧光点，并

且多于 PEI25kDa组。图 2B流式细胞仪测定结果显示 PEI-Et

的转染效率随 w/w的增加而增大, 在 w/w位 30达到最大值为
57%，明显高于 PEI25kDa 组的 40%（P<0.01），且在 w/w 为
20-30范围内均表现出比 PEI25kDa更高的转染效率（P<0.01）。
2.3 PEI-Et/shRNA对 AGT基因沉默效果检测

根据转染效率结果选取 w/w为 30的 PEI-Et/shRNA，通过

1268窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.7 MAR.2014

图 2 PEI-Et/shRNA在 BRL-3A细胞中的转染效率.A:荧光显微镜图片

B：流式细胞仪定量分析转染效率(**P<0.01 vs PEI 25kDa)

Fig.2 Transfection efficiency of PEI-Et/shRNA in BRL-3A cells. A:

fluorescence images observed with fluorescence microscopy. B:

quantitative analysis of transfection efficiency using flow cytometry

(**P<0.01 vs PEI 25kDa)

图 3 Real time PCR检测 BRL-3A细胞中 AGT mRNA表达(**P<0.01

vs Blank control, P<0.01 vs PEI-Et/nonsense shRNA)

Fig.3 Expression of AGT mRNA in BRL-3A cells detected by Real time

PCR (**P<0.01 vs Blank control, P<0.01 vs PEI-Et/nonsense shRNA)

图 4 Western blot检测 BRL-3A细胞中 AGT蛋白表达 (**P<0.01 vs

Blank control, P<0.01 vs PEI-Et/nonsense shRNA)

Fig.4 Expression of AGT protein in BRL-3A cells detected by Western

blot (**P<0.01 vs Blank control, P<0.01 vs PEI-Et/nonsense shRNA)

Real time PCR 和 Western blot 检测 PEI-Et/shRNA 对 BRL-3A

细胞 AGT的基因沉默效果。同空白对照组和无关序列对照组

（PEI-Et/nonsense shRNA）相比，PEI-Et/antisense shRNA 组的
AGT mRNA(图 3)和蛋白表达水平（图 4）显著下降(P<0.01)，而
PEI-Et/nonsense shRNA 和裸 shRNA 组的 AGT表达却没受到

影响。

3 讨论

原发性高血压是一种严重影响人类健康的、困扰全球的常

见的心血管疾病。随着医学科技的发展，降压药尤其是新型降

压药的出现使高血压治疗效果明显改善。但是这并不能从根本

上治疗高血压，并且还存在着患者依从性差、药物不良反应大、

患者需终身服药等缺点。RNA干扰技术作为一种重要的基因

治疗手段在许多先天性和获得性疾病的治疗中具有广阔的应

用前景[10，11]。基因治疗的一个重要瓶颈就是安全、高效的基因输

送载体[12，13]。与病毒载体相比，非病毒载体以其制备简单、易于

进行化学修饰、无免疫原性、基因携带量大等优点越来越受到

重视 [14-16]。本研究就是应用一种新型的聚乙烯亚胺衍生物

PEI-Et 作为非病毒载体，以与高血压发生发展密切相关的
AGT作为靶基因设计 AGT shRNA, 观察 PEI-Et 输送 shRNA

沉默 AGT基因表达的能力。

高细胞毒性是聚乙烯亚胺类聚阳离子的共同特点[17]。而本

实验结果显示，在 w/w 2-50范围内，PEI-Et/shRNA对 BRL-3A

细胞几乎没有细胞毒性，并且毒性远低于商业化的转染试剂

PEI 25kDa，这体现出其今后应用的安全优越性。同时在适当
w/w(20-30)时，PEI-Et在 BRL-3A 细胞中的转染效率明显高于
PEI 25kDa,这说明 PEI-Et是一种安全性好、转染效率高的基因

载体，结合 PEI-Et/shRNA能够高效的沉默 AGT基因的表达，

我们有理由认为通过用 PEI-Et输送 AGTshRNA 来抑制 AGT

的表达将为高血压的基因治疗提供一种新的思路和方法。进一

步可以进行动物实验验证 PEI-Et/AGTshRNA对高血压的治疗
作用，还可以对 PEI-Et修饰以靶向基团以实现靶向基因输送
[18，19]。
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