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　　［摘要］　目的　制备聚乙烯亚胺修饰纳米金基因载体并研究其理化性质的表征参数和体外转染
效率。方法　通过化学还原法制备聚乙烯亚胺修饰的纳米金基因载体，用绿色荧光蛋白质粒（ｐＡｃＧＦＰ
Ｎ１）做报告基因，纳米基因载体可通过静电吸附的方式结合质粒 ＤＮＡ。用紫外分光光度计检测其吸收
光谱，用透射电镜观察其形态特征，激光粒度分析仪测定其粒度分布、表面电位（Ｚｅｔａ电位），１％琼脂糖
凝胶电泳检测该基因载体与质粒ＤＮＡ的结合稳定性，ＣＣＫ８实验检测聚乙烯亚胺修饰纳米金基因载体
及ＤＮＡ纳米金复合物对ＨＥＫ２９３细胞的细胞毒性作用，通过荧光显微镜观察聚乙烯亚胺纳米基因载体
介导ｐＡｃＧＦＰＮ１在体外培养的ＨＥＫ２９３细胞中的表达，并分析其转染效率。结果　聚乙烯亚胺还原氯
金酸可以得到带正电荷的纳米颗粒，呈单分散球形分布，其粒径为（１２．３±３．３）ｎｍ。在 ｐＨ＝７．２时，
Ｚｅｔａ电位为＋（２９．７±５．１）ｍＶ。１％琼脂糖凝胶电泳结果表明，当纳米金／质粒 ＤＮＡ≥０．５时，质粒
ＤＮＡ可完全结合到纳米金表面。体外转染实验表明，聚乙烯亚胺修饰纳米金基因载体能介导 ｐＡｃＧＦＰ
Ｎ１转染ＨＥＫ２９３细胞并在细胞中表达绿色荧光蛋白，其转染效率可达２５％。结论　聚乙烯亚胺修饰纳
米金是一种新型非病毒基因载体，具有转染效率高、对细胞毒性小等优势。
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　　基因治疗在许多疾病如肿瘤、先天性免疫缺陷、心
血管病、先天性失明和神经系统退行性病变中具有广

阔的应用前景［１］。基因载体的选择是基因治疗成功

的关键。基因载体分为病毒载体和非病毒载体两大

类。病毒载体具有较高的转染效率，因而在生物医学

研究中应用广泛。然而，病毒载体具有免疫原性、致癌

和致突变等潜在安全威胁，且构建造价昂贵，故而限制

了其在临床治疗中的应用［２］。与病毒载体相比较，非

病毒类载体如阳离子脂质体、高分子聚合物和纳米颗

粒等具有低免疫原性、低细胞毒性、价格低廉、制备简

易和较好的生物相容性等优点而成为当今基因治疗研

究的热点［３－４］。其中，纳米颗粒具有小尺寸效应、表面

效应等优势，可以包裹、浓缩、保护核酸分子，使其免受

核酸酶降解；通过表面修饰功能化，能够连接特异性靶

向分子，并具有在体内循环时间明显长于普通颗粒的

优点［５－７］。基于此，我们拟设计、制备合适的基因载

体，使其能够高效输送基因进入靶细胞，有效地发挥基

因治疗的作用。

　　粒径在１～１００ｎｍ的纳米金（Ａｕｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ）是
惰性物质，制备方法简易，具有良好的生物相容性和表

面易于功能化等优点，是良好的药物输送载体［８－１０］。

１９９５年 Ｂｏｕｓｓｉｆ［１１］等首次报道了聚乙烯亚胺（ｐｏｌｙｅｔｈ
ｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）可作为基因载体用于体外和体内实验
研究。聚乙烯亚胺是迄今为止转染效率最高的阳离子

聚合物之一。ＰＥＩ单体中含有２个碳原子和１个氮原
子，因此分支状的 ＰＥＩ分子中可含有伯胺、仲胺和叔
胺，且每个氨基都能质子化［１２］。聚乙烯亚胺富含氨

基，具有“质子海绵效应”，带正电荷的氨基基团能与

ＤＮＡ分子中带负电荷的磷酸基团通过静电吸附作用
相互结合，所形成的复合物能被细胞内吞［１３］。该复合

物的转染效率是基于 ＰＥＩ具有较强的结合和压缩
ＤＮＡ能力，能使ＤＮＡ逃脱体内溶酶体的吞噬，免受核
酸酶降解。但ＰＥＩ作为基因载体还存在一定的缺陷。
ＰＥＩ随着分子量增大转染效率升高，细胞毒性也随之
增加。此外，采用直接结合法难以制备稳定的 ＰＥＩ
ＤＮＡ给药系统［１２，１４］。

　　为此，本研究采用化学还原法［１５－１７］，制备以纳米

金颗粒为核，表面包裹聚乙烯亚胺的聚乙烯亚胺修饰

的纳米金基因载体。通过静电吸附将含绿色荧光蛋白

报告基因 ｐＡｃＧＦＰＮ１质粒 ＤＮＡ吸附在其表面，形成
ＤＮＡＰＥＩ纳米金复合物，用透射电镜观察纳米颗粒的
形态特征，用激光粒度分析仪测定其粒径分布、表面电

位（Ｚｅｔａ电位），１％琼脂糖凝胶电泳实验检测 ＰＥＩ纳
米金基因载体与 ＤＮＡ结合的稳定性，用 ＣＣＫ８细胞
增殖及凋亡试剂盒检测 ＰＥＩ纳米金基因载体及 ＤＮＡ
纳米金复合物对 ＨＥＫ２９３的细胞毒性作用，用体外转
染的实验评价纳米粒的转染活性，并通过荧光显微镜

观察测定转染效率。最后，通过考察纳米金与质粒

ＤＮＡ按不同质量比结合的 ＰＥＩ纳米金基因复合体的
转染效率，寻找本递送系统最佳的转染条件。

１　材料与方法

１．１　材料
　　聚乙烯亚胺（ＰＥＩ，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，相对分子
质量２５×１０３），氯金酸（ＨＡｕＣｌ４·３Ｈ２Ｏ，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
公司，相对分子质量３９４），含绿色荧光蛋白报告基因
质粒ｐＡｃＧＦＰＮ１（购自华大基因），Ｌｉｐｏｆｅｎｃｔａｍｉｎｅ２０００
转染试剂盒（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ），高糖培养基ＤＭＥＭ，胎牛血
清ＦＢＳ，青链霉素双抗，胰酶（Ｇｉｂｃｏ公司），ＣＣＫ８法
细胞增殖检测试剂盒（ＡＴＧｅｎｅ公司），ＨＥＫ２９３细胞由
本实验室提供，其余试剂均为国产分析纯，由西南医院

肝胆外科实验室提供。

　　智能数控温控磁力加热搅拌器（型号 ＺＮＣＬＢＳ，
重庆东悦仪器有限公司），紫外分光光度仪（Ｔｈｅｒｍｏ，
美国），琼脂糖凝胶电泳仪（ＢｉｏＲａｄ公司，美国），激光
粒度分析仪（Ｎａｎｏ９０，英国 Ｍａｌｗｅｒｎ公司），透射电镜
（ＪＥＯＬ１４００Ｐｌｕｓ，日本株式会社），荧光显微镜（日本
Ｎｉｋｏｎ公司）。
１．２　方法
１．２．１　聚乙烯亚胺纳米金基因载体的制备　　采用
化学还原法制备ＰＥＩ纳米金复合物。取２５ｍＬ浓度为
０．０５６％的氯金酸溶液于５０ｍＬ锥形瓶中，加入０．８ｍＬ
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质量浓度为１％的聚乙烯亚胺溶液，室温下（２５℃）持
续搅拌２４ｈ，搅拌转速为５００ｒ／ｍｉｎ，待充分反应后用
２２０ｎｍ的针式过滤器除去大颗粒，然后用蒸馏水恢复
到原来的体积，得到ＰＥＩ修饰纳米金溶液，保存于４℃
冰箱中。

１．２．２　聚乙烯亚胺纳米金复合物的表征参数测定　
　用紫外分光光度仪进行全波长扫描（４００～８００ｎｍ）
分析其吸收光谱及最大吸收峰的波长 λｍａｘ，并测定
Ｄ（５２０）计算其浓度。透射电镜观察 ＰＥＩ纳米金颗粒
的形态特征，激光粒度分析仪测定该纳米粒的粒径分

布及表面电位（Ｚｅｔａ电位）。
１．２．３　聚乙烯亚胺纳米金复合物与质粒 ＤＮＡ结合
稳定性检测　　因为聚乙烯亚胺既是还原剂参与反
应，又是纳米金的修饰物，稳定纳米金颗粒防止出现聚

集现象，故聚乙烯亚胺浓度未知。而纳米金（Ａｕｎａｎｏ
ｐａｒｔｉｃｌｅ，ＡｕＮＰ）的浓度恒定，按不同质量比结合 ｐＡｃＧ
ＦＰＮ１质粒 ＤＮＡ，ＡｕＮＰ／ＤＮＡ（ｗ／ｗ）比值分别为０∶１、
０．１∶１、０．２∶１、０．３∶１、０．４∶１、０．５∶１、０．７５∶１、１．０∶１。配
制１％的琼脂糖凝胶，核酸染料用低毒性的 Ｇｅｌｒｅｄ替
代ＥＢ。取１μＬ质粒 ＤＮＡ（浓度为５００ｎｇ／μＬ），按上
述质量比加入不同体积的纳米金溶液，每孔ＤＮＡ上样
缓冲液（６×）１μＬ，双蒸水配平总体积６μＬ，充分混匀
ＰＥＩ纳米金与 ＤＮＡ结合的复合物，室温孵育１０ｍｉｎ。
在ＢｉｏＲａｄ电泳槽中进行１％琼脂糖凝胶电泳，１２０Ｖ
３５ｍｉｎ后置于２５４ｎｍ紫外灯下观察并照相。
１．２．４　聚乙烯亚胺纳米金复合物细胞毒性实验　　
取对数期生长的 ＨＥＫ２９３细胞分别按１×１０４个／孔的
密度接种到９６孔板上，３７℃、５％ ＣＯ２恒温孵育箱中
培养２４ｈ。考察聚乙烯亚胺纳米金对 ＨＥＫ２９３的细
胞毒性时，不加ｐＡｃＧＦＰＮ１质粒 ＤＮＡ分为６组：空白
对照组、ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００组（ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００浓
度为４μｇ／ｍＬ）、不同浓度 ＡｕＮＰ组（纳米金的浓度分
别为５、１０、１５、２０μｇ／ｍＬ）。考察 ＤＮＡ纳米金复合物
对ＨＥＫ２９３的细胞毒性，也分为６组：ＤＮＡ空白对照
组，ＤＮＡｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００组（ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００浓度
为４μｇ／ｍＬ），ＡｕＮＰ与ＤＮＡ按不同质量比结合的ＤＮＡ
纳米金复合物 ＡｕＮＰ／ＤＮＡ（ｗ／ｗ）２．５∶１、５∶１、７．５∶１、
１０∶１组（纳米金的浓度分别为５、１０、１５、２０μｇ／ｍＬ）。
与单独基因载体组比较，每孔需加入０．２μｇｐＡｃＧＦＰ
Ｎ１质粒ＤＮＡ。待细胞贴壁后，按上述分组分别加入
不同浓度的基因载体、ＤＮＡ基因载体复合物及 ＤＭＥＭ
培养基共 １００μＬ，每个浓度均设置 ３个复孔。置于
３７℃、５％ ＣＯ２恒温孵育箱中，孵育２４ｈ后取出９６孔
板，每孔加入１０μＬＣＣＫ８检测试剂，孵育２ｈ后用酶
标仪检测Ｄ（４５０），评价聚乙烯亚胺纳米金及ＤＮＡ纳

米金复合物的细胞毒性。计算公式为：细胞存活率

（％）＝［Ｄ（４５０）加药细胞 －Ｄ（４５０）空白］／［Ｄ（４５０）

对照细胞 －Ｄ（４５０）空白］×１００％。根据 ＣＣＫ８实验结果
计算细胞生存率：细胞生存率 ＝Ｄ（４５０）实验组均值／Ｄ
（４５０）对照细胞均值 ×１００％。以未加 ＤＮＡ的空白对照组
为１００％，计算各组细胞存活率。
１．２．５　聚乙烯亚胺纳米金复合物的体外转染实验　
　取对数生长期的 ＨＥＫ２９３细胞按５×１０４个／孔的密
度接种到２４孔板上，３７℃５％ ＣＯ２恒温孵育箱中培养
２４ｈ，待细胞贴壁程度达到９０％以上，即可进行体外转
染实验。ＡｕＮＰ与携带绿色荧光蛋白报告基因的
ｐＡｃＧＦＰＮ１质粒 ＤＮＡ按不同质量比 ２．５∶１、５∶１、
７．５∶１、１０∶１混合（聚乙烯亚胺纳米金浓度依次为５、
１０、１５、２０μｇ／ｍＬ），对照组用 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（浓度
为４μｇ／ｍＬ）转染。每孔转染１μｇｐＡｃＧＦＰＮ１质粒。
４８ｈ后荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白表达情况。
选取６个不同的视野观察ＧＦＰ表达阳性率，分析各组
的转染效率。

１．３　统计学处理
　　计量资料的数据采用 珋ｘ±ｓ表示。采用ＳＰＳＳ１８．０
进行统计学分析，各组细胞存活率及转染效率比较采

用ｔ检验分析，以α＝０．０５为显著性水平。

２　结果

２．１　聚乙烯亚胺纳米金溶液的形态特征及紫外吸收
光谱

　　通过化学还原法合成的纳米金溶液呈酒红色，澄
清，未见大颗粒聚集沉淀。４℃保存６个月后观察颜
色仍为酒红色澄清溶液，说明合成的纳米金溶液比较

稳定。紫外分光光度计全波长扫描（４００～８００ｎｍ）可
见纳米金溶最大吸收峰波长 λｍａｘ≈５２０ｎｍ，ＣＡｕＮＰ＝
２８０μｇ／ｍＬ，Ｄ（５２０）≈０．８（图１）。
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图１　聚乙烯亚胺修饰纳米金溶液的外观及紫外可见
吸收光谱
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２．２　聚乙烯亚胺纳米金复合物的粒径分布及 Ｚｅｔａ
电位

　　经透射电镜观察 ＰＥＩ纳米金呈现单分散球形分
布，未出现颗粒团聚现象（图２）。通过激光粒度分析
仪检测ＰＥＩ纳米金颗粒的粒径分布及其分散状态，可
知ＰＥＩ纳米金颗粒的分散系数为０．２０６，说明纳米金
颗粒的分散状况良好。粒径为（１２．３±３．３）ｎｍ。测得
ＰＥＩ纳米金复合物的Ｚｅｔａ电位为＋（２９７±５．１）ｍＶ。

!"" #$

图２　透射电镜观察聚乙烯亚胺纳米金复合物的
粒径分布

２．３　聚乙烯亚胺纳米金与ＤＮＡ结合稳定性实验
　　因为聚乙烯亚胺修饰可使纳米金表面带有大量正
电荷，上述实验 Ｚｅｔａ电位为 ＋（２９．７±５．１）ｍＶ已证
实。质粒 ＤＮＡ带负电荷可通过静电吸附作用结合到
带正电荷的纳米金表面。１％琼脂糖凝胶电泳实验结
果表明：随着聚乙烯亚胺纳米金的量逐渐增加，结合
到纳米金载体表面的质粒ＤＮＡ增多。结合后ＤＮＡ纳
米金复合物仍带正电，停留在加样孔处。而游离的质

粒ＤＮＡ逐渐减少，直至最后向正极电泳的条带消失。
当ＡｕＮＰ／ＤＮＡ≥０．５时，ＤＮＡ可通过静电吸附作用完
全结合到纳米金的表面（图３）。
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１～８分别为 ＡｕＮＰ／ＤＮＡ（ｗ／ｗ）比值：０∶１、０．１∶１、０．２∶１、

０３∶１、０．４∶１、０．５∶１、０．７５∶１、１．０∶１

图３　ＤＮＡ凝胶电泳阻滞实验检测ＰＥＩ纳米金与ＤＮＡ

结合稳定性

２．４　聚乙烯亚胺纳米金颗粒的细胞毒性
　　本实验应用 ＣＣＫ８法检测不同浓度纳米金基因

载体及ＤＮＡ纳米金复合物对 ＨＥＫ２９３细胞的细胞毒
性，以确定其用于基因转染的可行性及可用剂量（图

４）。随着纳米金浓度增加，细胞毒性随之增强。加入
质粒ＤＮＡ后，ＤＮＡ纳米金复合物对细胞的毒性作用
减弱，这可能与纳米金表面正电荷减少有关。当纳米

金浓度为１０μｇ／ｍＬ时，ＡｕＮＰ组与 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
组细胞存活率比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
加入ＤＮＡ后，ＡｕＮＰ／ＤＮＡ（ｗ／ｗ）５．０组与ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００组细胞存活率比较仍无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。
ＣＣＫ８实验与显微镜下形态学观察基本吻合。
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１：空白对照组；２：ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００组；３：ＡｕＮＰ
５μｇ／ｍＬ组；４：ＡｕＮＰ１０μｇ／ｍＬ组；５：ＡｕＮＰ１５μｇ／ｍＬ
组；６：ＡｕＮＰ２０μｇ／ｍＬ组
图４　不同浓度的纳米金颗粒及ＤＮＡ纳米金复合物对

ＨＥＫ２９３细胞的毒性

２．５　ＤＮＡ纳米金复合体的体外转染结果
　　将转染４８ｈ后的 ＨＥＫ２９３细胞置于荧光显微镜
下观察，可见纳米金组、ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００组均有绿色
荧光蛋白表达，但纳米金组绿色荧光点的数目比 ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００组少，而阴性对照组则无绿色荧光表达
（图５）。ＡｕＮＰ／ＤＮＡ按不同质量浓度混合后转染效率
有差异。荧光显微镜观察各组转染效率结果表明，当

ＡｕＮＰ／ＤＮＡ（ｗ／ｗ）＝５（即 ＰＥＩ纳米金载体浓度为
１０μｇ／ｍＬ）时，转染效率最高［转染效率为（２４．９±
１９）％］，低于ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００组［（５０．３±２２）％］，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

! "

Ａ：ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００组；Ｂ：纳米金组
图５　荧光显微镜下观察纳米金基因载体的体外转染结果

　（×１００）

４２９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



３　讨论

　　纳米基因载体具有合成简单、成本低廉、低免疫原
性和低细胞毒性等优点，是目前基因载体研究的热点

之一［１］。通过控制反应条件，能够合成不同粒径范围

的纳米金颗粒，合成的纳米金溶液性质稳定、具有良好

的生物相容性，还可以通过对纳米金进行表面修饰增

加其在体内循环的时间，增强其对肿瘤细胞靶向性，从

而广泛地应用于药物输送系统［６，８，１８］。

　　本研究采用化学还原法制备的聚乙烯亚胺修饰的
纳米金颗粒合成条件温和，方法简便。通过紫外光谱

分析、透射电镜观察、激光粒度仪动态光散射等对合成

的纳米金颗粒的等离子吸收光谱、形貌特征、粒径分布

及分散度、Ｚｅｔａ电位进行检测，结果表明我们合成的聚
乙烯亚胺纳米金基因载体粒径为１２ｎｍ左右，粒子呈
单分散球形分布，分散状态较好，这与大多数文献报道

结果一致［１５，１７，１９－２０］。聚乙烯亚胺包被的纳米金颗粒

具有巨大的表面积，且表面带正电荷，可通过静电吸附

带负电荷的质粒ＤＮＡ形成稳定的复合体。此外，本研
究还考察了不同质量浓度的聚乙烯亚胺纳米金溶液
的细胞毒性及其转染效率。发现该纳米载体与ＰＥＩ分
子相比，不仅保持了ＰＥＩ分子作为基因载体的优点，即
包裹、浓缩和保护 ＤＮＡ，经内吞作用进入细胞后可逃
避溶酶体的吞噬，并将 ＤＮＡ释放到细胞质中，还能够
通过调整与ＤＮＡ结合的质量比，降低ＰＥＩ分子的细胞
毒性，得到较为理想的转染效率［２１］。ＡｕＮＰ／ＤＮＡ质量
比为５时，转染效率最高，仍低于商品化的阳离子脂质
体转染试剂 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００。限于本实验室条件，
本研究未能准确测定反应后 ＰＥＩ的浓度，因而不能研
究不同Ｎ／Ｐ对转染效率的影响［２２］。聚乙烯亚胺纳米
金基因载体的转染效率受到多种因素影响，调整溶液

ｐＨ、血清含量、转染时间等转染条件以达到最优的转
染效率仍有待研究［１３］。

　　本研究结果表明，聚乙烯亚胺纳米金基因载体能
够介导基因转染ＨＥＫ２９３细胞并表达。纳米金载体具
有巨大表面积，通过聚乙烯亚胺可使其表面带正电荷，

不仅能结合ＤＮＡ介导细胞转染，还能与ｓｉＲＮＡ结合介
导基因沉默，甚至还可与特异性抗体结合介导肿瘤分

子靶向治疗和靶向化疗药物输送［９，２３－２４］。但其对细胞

的选择性、各种细胞不同的转染条件、细胞毒性及剂量

效应关系、最佳转染条件等需要进一步的探索［２，２５－２６］。
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ｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ：ｗｈａｔｗｅｈａｖｅｌｅａｒｎｅｄｓｏｆａｒ？［Ｊ］．Ｊ

ＮａｎｏｐａｒｔＲｅｓ，２０１０，１２（７）：２３１３－２３３３．ＤＯＩ：１０．

１００７／ｓ１１０５１０１０９９１１８

［２６］ＨａｎＮ，ＹａｎｇＹＹ，ＷａｎｇＳ，ｅｔａｌ．Ｐｏｌｙｍｅｒｂａｓｅｄｃａｎｃｅｒ

ｎａｎｏｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ：ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｓｏｆｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｉｅｓａｎｄ

ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＤｒｕｇＭｅｔａｂ，２０１３，１４（６）：６６１－

６７４．
（收稿：２０１５１０２６；修回：２０１５１２３０）
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