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新型靶向纳米材料介导基因治疗胶质瘤的体外研究

梁兵，，肖中鹏z，李艺-，孔祥复，，帅心涛圯，彭英-
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【摘要】目的：合成可降解性叶酸( FA)一PEG—PEI和PEG—PEI 并研究其负载质粒DNA的能力，比较所形成纳米材料／DNA复合物

在体外对 细胞的毒性大 小及其转染效率 ，为进一步体 内基因治疗做好 准备。方法： 化学方法合成 可降解性FA—PEG—PEI 和PEG—PEI ，

检测所形成纳米材料，DNA复合物的粒径、zet a一电位和凝胶阻滞能力，以及对C6(叶酸受体中度表达)、293T(叶酸高度表达)和

HepG2(叶酸不表达) 3种细胞的细胞毒性，并对3种细胞进行转染，分别用流式细胞仪、荧光素酶基因表达水平和倒置荧光显微

镜检测转染 效果。结果：FA—PEG—PEl 与PEG—PEI 复合pDNA后进行电 位、粒度分析表明 其带正电，粒径在2( )o～300nm，FA—PEc—PEI

和DNA的完全结合在N，P比为5，PEI 和PEG—PEI 与DNA的完全结合则出现在N，P比为10。M兀怯证实了复合物在c6、293T、HepG23

种细胞中的细胞毒陛表明其细胞毒I生 比常 用的PEl 25ku低；在3种细胞中，转染效率从整体来看，N／P比=15时，FA—PEG—PEI萤光素酶基

因表达水平最高；类似的，通过流式细胞仪和倒置荧光显微镜更直观的检测了转染效果，表明FA—PEG—PEI对c6、293T细胞都有

靶向效果且在N／P比为15时靶向效果最好，而在HepG2细胞中没有靶向效果。结论：此研究结果为叶酸靶向基因治疗神经胶质瘤

寻找行之有效的基凶载体提供了理论和实践基础，可进一步于动物体内进行联合基因治疗神经胶质瘤。
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分子生物学与基因工程技术的发展，为神经系

统疾病发病机制的认识和治疗提供了崭新的手段

和思路，而DNA重组和基因转染技术的发展使基因

治疗从理论上的可能性成为现实【l l 。基因治疗目前已
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材料，pDNA复合物的毒性，并以c6细胞检测了各纳米材料的

毒性。

1．9转染效果试验

1．9．1转染过程将细胞以l ×l 05个细胞每孔接种在24孔板

上培养24h，待细胞丰度70％，在转染前4h用不加FBs的DMEM

培养基置换培养液，然后把其吸走后每孔加入含有l 肛g pDNA

不同N／P比的复合物和200¨l 不含FBs的DMEM培养基，在

37℃下培养4h，吸去转染液，加入DMEM培养基在37℃下继

续培养20h。

1．9．2荧光素酶基因表达水平检测 纳米材料与pGL3复合物

在24孔板上按照上：述方法进行转染，每个浓度分别培养在四

个孔中，48h后用PBS冲洗，每孔加人11) 0斗1细胞裂解液，室温

放置10mi n，用漩涡振荡器震动细胞10—15mi n。取出50“l 上层

清液，加入到试管中，每孑L加入50斗 l荧光素酶分析底物，在

光度计中检测，用相对光度单位／孑L蛋白含量(RuL／weu) 表示。

其中3种细胞各为l 组，同时检测各纳米材料／pDNA复合物的

转染效率。

1．9．3倒置荧光显微镜观测 pAAv—EGFP同纳 米材料复合后

对c6、293T和HepG2细胞转染后，弃去上层培养液，通过倒置

荧光显微镜观测pDNA在3种细胞中的转染效果，照片用Ni kon

荧光软件捕 获。其中3种细胞各为1组，同时检测各纳 米材料／p

DNA复合物的转染效率。

1．9．4流式细胞仪观测pAAv—EGFP同纳米材料复合并对3

种细胞转染后，弃去上层培养液，细胞用500“l Hank’s平衡

盐溶液悬浮，然后应用FACS Ar i aTM系统计数表达绿色荧光

蛋白的细胞的百分比。其中3种细胞各为l 组，同时检测各纳

米材料，pDNA复合物的转染效率。

1．10统计学分析

实验数据采用(；±s)表示，应用sPSsl l ．0统计软件进行

统计学分析，差异显著性枪验所选用的统计方法有￡检验等；

P<0．05及P<O．01分别表示差别具有统计学意义和显著统计学

意义。

2结果

2．1粒径和zet a一电位

本试验在MALvERN Zet asi zer Nano zS90仪器

上钡4定FA—PEG—PEI／pDNA、PEG—PEI／pDNA2种纳

米复合体的粒径和zet a一电位，如图2所示，FA—PEG—

PEI／pDNA复合体粒径为(264±5)nm，而PEG—PE邯D

NA的粒车圣贝0达至U( 396±5)nm，FA—PEG—PEI，DDNA复

合体电位是( +20．6±3)mV，后者的电位相对而言就

比较低，只有(+6．92±3)mV，从此结果看FA—PEG—

PE郇DNA结合的比较好( 尸≮0．05)。
2．2琼脂糖凝胶电泳

如图3所示，FA—PEG—PEI和DNA的完全结合在

N伊比为5即达到结合，而PEG—PEI、PEI和DNA的完全

结合则出现在N／P比为10。所以FA—PEG—PEI作为转

染试验需要在MP≥5，而PEG_PEI 和PEI则需要≥10。

2

图2 FA—PEG—PEI ／pDNA( 1)、PEG—PE邯DNA(2)两 种纳米

复合体的粒径和zet a一电位

图3琼脂糖凝胶电泳结果

1．3细胞毒性试验

以PEI 25ku为对照，在不同的N伊分别对c6，293T

和HeDG2细胞进行了M州佥测，所有的纳米材料载体
都有一定的细胞毒性118一。从图4可以得出，在3种细

胞中，在试验范围内的M呐，FA_PEG．- PEI和PEG-PEI

的细胞存活率E匕PEI 要高(尺o．01)，N脓15时，PEG—PEI
和FA—PEG—PEI／DDNA的存活率相当，只是在N／P>

15时FA—PEG—PEI 的细胞存活率才比PEG—PEI 低

(尺0．05) 。

2．4细胞转染效果

纳米材料与pGL3结合后转染3种细胞的荧光素

酶基因表达水平如图5所示，在3种细胞中，从整体

来看，随N，P比增大，RLu／wel l 增高，在N／P=15时达到

最大值。为了更直观检测纳米材料负载pDNA的转染

效果，纳米材料与pAAv—EGFP在N／P=15时复合后，

在3种细胞中进行转染，然后分别用倒置荧光显微镜

和流式细胞仪观测。在C6和293T两种细胞中，FA—

PEG—PEI ，pAAv—EGFP复合物比另外两种复合物的
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安全高效的基因传输载体是实现基因治疗的
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关键之一。阳离子纳米材料易于合成和改性、无免

疫原性等优点使其成为非病毒基因载体的一种重

要类型；但由于其对细胞有正电荷相关的毒性、转染

效率较病毒载体低、缺乏传输特异性等缺点制约了

其在临床上的应用。本文从提高基因靶向转染效率

出发，合成并体外检测了叶酸偶联聚乙二醇接枝支

化聚乙烯亚胺(FA—PEG—PEI )、单甲基醚聚乙二醇

接枝支化聚乙烯亚胺(PEG—PEI )的理化特性、毒性

和靶向传输及转染能力。

粒径和zet a一电位是衡量复合物结合细胞的能

力以及通过胞吞作用进入细胞的参数；FA—PEG—

PEI 与PEG—PEI 复合pDNA后进行电位、粒度分析表

明其带正电，粒径在20肌300nm，而FA廿E呻E％DNA
粒径较小、电位较高，说明FA—PEG—PEI与质粒的结
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合较PED-PEI 和PEI 25ku要好，更容易与细胞膜结合。

纳米材料载体和DNA通过静电作用结合后，其

结合强度和结合效率，一般通过琼脂糖凝胶电泳来

研究。FA—PEG—PEI和pDNA的完全结合在N／P比为

5，PEI 和PEG—PEI与pDNA的完全结合则出现在N／P

比为10；所以FA_PEG-PEI作为转染试验需要在N／P≥

5，而PEG—PEI 则需要≥10，由此可以减少纳米材料

的用量，以便减轻毒性。

基因载体的转染效率是和纳米材料载体或者

复合体的细胞毒性相关的，如果复合物的毒性比较

高，则相应的转染表达水平也要下降。MTT比色法是

免疫学衡量细胞增值的经典方法，本实验采用了MTT

比色法研究FA—PEG—PEI 和PEG—PEI 两种纳米材料

载体复合pDNA后的细胞毒性，在3种细胞中，FA_PEG—

PEI 和PEG—PEI在所有的N／P范围内，细胞存活率都比

PEI 要高；在N压) <15时，FA- PEG．PEI 细胞存活率和PEG—

PEI的细胞 存活率基本相当， 达到92％，但N／P>15时，

FA—PEG—PEI细胞存活率相对PEG—PEI下降，但比

PEI高，从而说明合成的纳米材料在同样用量的时候

毒性大大降低了。

为了衡量转染效果，纳米材料在不同的N／P比和

表达荧光素酶的pGL3与表达绿色荧光蛋白的

pAAV—EGFP复合后在C6、293T和HepG2 3种细胞中

进行转染，分别采用荧光素酶基因表达水平方法和

更直观的在荧光显微镜下观测以及流式细胞仪检

测。在293T细胞中，FA—PEG—PEI／pGL3转染的荧光

素酶基因表达水平比PEG—PEI和PEI 25ku都高，这

是由于293嘞胞是叶酸受体高度表达的，所以FA—PE
G—PEI ／pCL3传输转染时可以通过叶酸调节靶向而

提高转染效果，使荧光素酶基因表达水平提高 l 冽；在

C6细胞中，FA—PEG—PEI的荧光素酶基因表达水平

比另外两种载体的表达水平都高，这有可能是由于

C6细胞的叶酸受体中度表达，FA—PEG—PEI／DGL3可

以通过叶酸受体调节靶向而内吞进入细胞转染而

使其效果好，故荧光素酶基因表达水平相对另外两

种无叶酸配体来调节的复合物要高【2l 】。HepG2细胞

则由于叶酸受体不表达，从其转染效果可以看出，FA

—PEG—PEI ／DGL3的萤光素酶基因表达水平甚至比

PEG—PEI 都低。荧光显微镜下观测以及流式细胞仪

检测结果也证实了FA—PEG—PEI 的转染效率最好。

由此可以得出结论：FA—PEG—PEI可以作为C6和

293T细胞基因靶向传输的载体。

总之，本研究明确了FA—PEG—PEI 的基因转染效

率及细胞毒性作用，为叶酸靶向基因治疗神经胶质

瘤寻找行之有效的基因载体提供了理论和实践基

础，可进一步用于动物体内进行联合基因治疗神经

胶质瘤。
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