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组氨酸修饰的聚乙二醇 －聚谷氨酸 －聚乙烯亚胺
作为基因载体的体外性能研究

白　凤，田守琴，冯　敏
（中山大学药学院，广东 广州 ５１００８０）

摘　要：为了对组氨酸修饰的阳离子聚合物载体进行研究，重点考察其基因转染效率与细胞毒性，探讨其作为
基因载体的可能性。采用自由基聚合法合成聚乙二醇 －聚谷氨酸 －聚乙烯亚胺 －组氨酸 （ＰＥＧｂＰＬＧｇＰＥＩｓ
ＨＩＳｓ，ＧＧＩＳ）聚阳离子载体，用１ＨＮＭＲ表征载体材料结构；通过凝胶电泳实验研究载体对质粒 ＤＮＡ的压缩能
力，粒径分析仪测定载体结合ＤＮＡ后在不同Ｎ／Ｐ比条件下的粒径及表面电荷；用ＭＴＴ法测定载体在ＨＥＫ２９３Ｔ，
Ｈｅｌａ，ＢＥＬ７４０２和Ａ５４９等细胞株上的细胞毒性，考察ＧＧＩＳ体外细胞转染效率。结果显示在 Ｎ／Ｐ≤３０时，载体
材料的平均粒径在１００～２００ｎｍ，表面电荷在１０～３０ｍＶ，适合细胞吞噬。体外细胞毒性表明，ＧＧＩＳ的细胞毒性
较ＰＥＩ２５Ｋ低。ＧＧＩＳ具有较强的ＤＮＡ缩合能力，且有较好的体外基因转染能力。因此，ＧＧＩＳ有较好的体外基
因转染能力，能够携带报告基因在体外有效表达，是具有应用前景的非病毒性基因药物载体。
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　　基因治疗是通过载体材料将治疗基因传递到特
定的组织细胞内进行适当表达以达到治疗疾病目的

的方式［１］。基因传递载体是影响基因治疗效果的

关键因素，将外源性基因导入体内必须借助于一个

安全、稳定、转染效率高的载体。目前，基因载体

主要分为病毒载体和非病毒载体。病毒载体由于存

在安全性，免疫原性，体内不能反复应用等缺陷，

限制了其在临床治疗中的应用［２］。而非病毒载体

具有安全性高，免疫原性小，毒性低，易于制造等

优点，故愈来愈受到人们的重视人［３－５］。

阳离子聚合物聚乙烯亚胺 （ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，
ＰＥＩ）［６］，是目前研究较多的聚阳离子型基因载体，
具有较高的转染效率，但也往往有较高的细胞毒

性。当ＰＥＩ相对分子质量≥２５０００时，基因转染效
率高，同时细胞毒性也较大且不可生物降解；相

反，低相对分子质量ＰＥＩ细胞毒性小，但转染效率
也低。为了解决这两者之间的矛盾，利用生理条件

下可生物降解的聚谷氨酸 （ＰＢＬＧ）为骨架，链段
引入小相对分子质量ＰＥＩ（８００），制备可生物降解
阳离子聚合物ＰＬＧｇＰＥＩｓ（ＰＬＧＥ）。

聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ）［５］，是一
种由环氧乙烷经阴离子开环聚合而成的聚醚类高分

子化合物。由于具有亲水性，无毒性，无免疫原

性，生物相容性好，延长体内循环时间等优势而得

到广泛的关注。被 ＦＤＡ批准为可体内注射用高分
子。通过ＰＥＧ修饰，可以减少生物体内蛋白质与
载体材料表面的非特异性吸附和细胞黏附作用，使

载体在体内不易被免疫系统识别，不受免疫系统的

破坏，从而延长载体在血液中循环时间，增强其靶

向给药能力。

组氨酸是组成蛋白质的２０中氨基酸中的一种，
由于其分子结构中含有带正电的咪唑官能团 （ｐＫａ
值为６０），在ｐＨ＜６时可发生质子化，吸收溶液
中可用的质子，具逃逸内涵体的能力和细胞毒性低

的特点［７］。通过使用含咪唑基的组氨酸对聚乙二

醇－聚谷氨酸 －聚乙烯亚胺（ＰＥＧｂＰＬＧｇＰＥＩｓ，
ＧＧＩ）的部分氨基进行取代，可以增强载体逃逸内
涵体的能力，从而减少载体的细胞毒性，提高转染

效率。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　试剂　Ｌ－谷氨酸 （Ｌｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ，生化
试剂，上海国药集团化学试剂有限公司），支链型

聚乙烯亚胺 ＰＥＩ２５Ｋ，ＰＥＩ８００（ＡｌｄｒｉｃｈＳｉｇｍａ公

司）；甲氧基聚乙二醇胺 （ｍＰＥＧＮＨ２，ＭＷ ＝
２０００，ＡｌｄｒｉｃｈＳｉｇｍａ公司）；Ｌ－组氨酸甲酯盐酸盐
（上海瀚鸿化工科技有限公司，中国）；ＤＭＥＭ培
养基，胎牛血清 （Ｇｉｂｃｏ公司，美国），青链霉素 （

Ｓｉｇｍａ公司，美国）；无内毒素质粒大提试剂盒
（ＴＩＡＮＧＥＮ公司）；增强型绿色荧光蛋白表达质粒
ｐＥＧＦＰＣ１（华西医科大学微生物实验室赠予）
１１２　仪器　真空干燥箱 （ＤＺＧ－６０２０，上海森
信），磁力搅拌器 （ＩＫＡ，德国），旋转蒸发仪 （Ｎ
－１０００，ＥＹＥＬＡ，日本），低速离心机 （ＴＤＬ－５，
上海安亭科学仪器厂），冷冻干燥机 （ＡＬＰＨＡ１－４
ＬＳＣ，ＣＨＲＩＳＴ，德国），超净工作台 （苏州安泰净

化设备厂），台式高速离心机 （Ｈｅｔｔｉｃｈ公司，德
国），细胞培养箱 （Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国），通用酶
标仪 （ＥＬＸ８００，ＢｉｏＴｅｋ公司，美国），倒置相差
显微镜 （ＥＣＬＩＰＳＥＴＳ１００，Ｎｉｋｏｎ公司，日本）。
１２　方法
１２１　聚合物ＧＧＩＳ的合成 （反应路线如图１）　

１）聚乙二醇 －ｂ－谷氨酸苄酯 （ＰＥＧｂ
ＰＢＬＧ）的合成。

称取６ｇ新制的 ＢＬＧＮＣＡ单体于密闭容器中，
加入１２０ｍＬ无水氯仿，按单体ＢＬＧ（Ａ）／引发剂
（Ｉ）的摩尔比５０∶１加入引发剂甲氧基聚乙二醇胺，
室温搅拌下连续反应３ｄ。反应结束后，将反应液
倒入６００ｍＬ无水乙醇中沉淀，将白色絮状沉淀过
滤，４０℃真空干燥，得ＰＥＧｂＰＢＬＧ聚合物。
２）聚合物ＰＥＧｂＰＬＧｇＰＥＩｓ（ＧＧＩ）的合成。
称取１ｇ上述合成的ＰＥＧｂＰＢＬＧ，溶于２０ｍＬ

无水处理的Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺中，按一定比例加
入ＰＥＩ８００（ＭｏｌＰＥＩ／ＭｏｌＢＬＧ＝１０∶１）及催化剂２－羟
基吡啶 （Ｍｏｌ２ＨＰ／ＭｏｌＢＬＧ＝５∶１）。４０℃水浴加热磁
力搅拌，反应 ４８ｈ。反应结束后，将反应液倒入
１００ｍＬ冰冷乙醚中混匀，溶液分层，分离下层浅
黄色粘稠液体，用３Ｌ蒸馏水透析７２ｈ。透析结束
后，将透析液冷冻干燥，制得白色疏松粉末ＧＧＩ。
３）聚合物 ＰＥＧｂＰＬＧｇＰＥＩｓＨＩＳｓ（ＧＧＩＳ）的

合成。

称取１ｇＧＧＩ溶于无水ＤＭＳＯ中，加入ＧＧＩ表
面胺基５倍摩尔量的２－羟基吡啶 （２ＨＰ）），搅拌
均匀后，再加入 ＧＧＩ表面胺基５倍摩尔量的组氨
酸甲酯盐酸盐，磁力搅拌４０℃下连续反应４８ｈ，
然后经透析和冷冻干燥得到终产品 ＰＥＧｂＰＬＧｇ
ＰＥＩｓＨＩＳｓ（ＧＧＩＳ）。
１２２　１Ｈ核磁共振（１ＨＮＭＲ）的测定　以１ＨＮＭＲ
对所合成的聚合物结构进行表征。将一定量的

８０１



　第 ３期 白　凤等：组氨酸修饰的聚乙二醇－聚谷氨酸－聚乙烯亚胺作为基因载体的体外性能研究

ｍＰＥＧＮＨ２、ＰＥＩ８００、聚合物 ＧＧＩ和 ＧＧＩＳ分别溶
解在Ｄ２Ｏ中，中间产物ＰＥＧｂＰＢＬＧ以ＣＤＣＬ３为溶
剂， 在核磁共振谱仪 （ＶａｒｉａｎＩＮＯＶＡ５００ＮＢ，美
国）上测定。

１２３　聚合物／ＤＮＡ纳米粒复合物的制备　将

ＧＧＩＳ聚合物溶于适当体积去离子水配制成所需浓
度 （由Ｎ／Ｐ决定），然后向载体溶液加入等体积
质量浓度为４０ｎｇμＬ－１的 ｐＥＧＦＰＣ１质粒溶液，涡
旋１０ｓ，室温孵育３０ｍｉｎ。为后续的凝胶阻滞实
验、粒径和电位测试等实验做准备。

图１　ＧＧＩＳ的合成路线
Ｆｉｇ１　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｒｏｕｔｅｏｆＧＧＩＳ

１２４　聚合物／ＤＮＡ复合物凝胶阻滞实验　按上
述方法制备聚合物／ＤＮＡ复合物，以ＰＥＩ２５Ｋ／ＤＮＡ
复合物作为对照。在不同 Ｎ／Ｐ设计比值条件下，
将聚合物载体与ＤＮＡ进行混合，室温静置３０ｍｉｎ，
制备得到聚合物／ＤＮＡ复合物。电泳条件：ｗ＝１％
琼脂糖 （含 ０５μｇｍＬ－１溴化乙锭），１×ＴＡＥ缓
冲液，电压１００Ｖ，电泳时间为３０ｍｉｎ。ＤＮＡ条带
用凝胶成像系统分析。

１２５　聚合物／ＤＮＡ复合物粒径和电位测定　聚
合物／ＤＮＡ复合物的粒径和表面电位在室温下用
ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＳｅｒｉｅｓ９０粒径分析仪测定。复合物
溶液终体积为１０ｍＬ，复合物中ＤＮＡ质量浓度为
２０μｇｍＬ－１。每个样品重复测试３次。

１２６　ＭＴＴ实验　采用ＭＴＴ法评价聚合物的细胞
毒性，并以ＰＥＩ８００和 ＰＥＩ２５Ｋ作为对照。以５×
１０３细胞／孔的密度将 ＨＥＫ２９３Ｔ、Ｈｅｌａ、Ｂｅｌ７４０２细
胞和Ａ５４９细胞分别接种到９６孔板中，在３７℃，
φ＝５％ ＣＯ２的条件下培育２４ｈ，待细胞汇合度达
８０％，以不同质量浓度的聚合物溶液 （用不含血

清培养液溶解）替代原有培养液，分别培养６ｈ，
每个浓度３个复孔，以对应的培养基作为阴性对
照。待培育结束后，以含 φ＝１０％血清的培养液
替换聚合物溶液继续培养。４８ｈ后，每孔加入
２０μＬＭＴＴ溶液 （５ｍｇｍＬ－１）继续培养 ４ｈ，吸
尽上清，每孔加入２００μＬＤＭＳＯ溶解结晶，振摇
１０ｍｉｎ。然后用酶标仪测试每孔的吸光值，测试波
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长选用４９０ｎｍ。每组３个复孔。

细胞存活率 ＝
Ａ４９０（ｓａｍｐｌｅ）
Ａ４９０（ｃｏｎｔｒｏｌ）

×１００％

１２７　细胞转染实验　将５×１０５细胞／孔的密度将
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞和 Ｈｅｌａ细胞接种到 ２４孔板上，培
养２４ｈ，进行转染实验 。每孔加入１００μＬ载体／
ＤＮＡ复合物溶液 （含 ２μｇ质粒），每孔再加 ４００
μＬ不含血清的ＤＭＥＭ培养液。在无血清条件下培
育６ｈ，弃去转染复合物，加入新鲜含 φ＝１０％胎
牛血清ＤＭＥＭ培养液继续培养４８ｈ，在荧光显微
镜下观察 ＧＦＰ的表达，转染率通过流式细胞仪
测定。

２　结　果

２１　ＧＧＩＳ的１ＨＮＭＲ光谱分析
图２为原料 ｍＰＥＧＮＨ２和 ＰＥＩ８００，中间产物

ＰＥＧｂＰＢＬＧ，聚合物 ＧＧＩ和 ＧＧＩＳ的核磁氢谱以
及各峰的具体指征。

如图２（Ａ），峰ａ（δ３６５）为ＰＥＧ嵌段的特
征峰（－ＣＨ２ＣＨ２－）。在图２（Ｂ），（Ｄ），（Ｅ）中ＰＥＧ
嵌段的特征吸收峰的出现表明 ＰＥＧ嵌段存在于聚
合物 ＰＥＧｂＰＢＬＧ，ＧＧＩ，ＧＧＩＳ中。峰 ｂ（δ３９１，－
ＣＨ－）和峰 ｃ，ｄ（δ１８９～２２５，－ＣＨ２ＣＨ２－）为
ＰＢＬＧ嵌段的特征峰，峰ｆ（δ７２４，－Ｃ６Ｈ５）和峰

图２　１ＨＮＭＲ核磁光谱图及对应化合物结构式

Ｆｉｇ２　Ｔｈｅ１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａａｎｄｔｈｅｉｒａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ
Ａ：ｍＰＥＧ－ＮＨ２ （Ｄ２Ｏ）；Ｂ：ＰＥＧ－ｂ－ＰＢＬＧ（ＣＤＣＬ３）；Ｃ：ＰＥＩ８００（Ｄ２Ｏ）；Ｄ：ＧＧＩ（Ｄ２Ｏ）；Ｅ：ＧＧＩＳ（Ｄ２Ｏ）
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ｅ（δ５０２４，－ＣＨ２Ｐｈ）是ＰＢＬＧ上苯环与谷氨酸的保
护基苄基的亚甲基峰。该峰在 ＧＧＩ中消失，证明
中间体聚合物ＰＥＧｂＰＢＬＧ中苄酯基在氨解反应中
完全脱去，并形成了新的酰胺基（δ７９０４，－ＣＯＮＨ
－）。在图２（Ｄ）中，ｊ是新形成的酰胺基峰（δ
７９０４，－ＣＯＮＨ－）。聚合物 ＰＢＬＧ的聚合物度
（ＤＰＰＢＬＧ）可以通过对共聚物ＰＥＧｂＰＢＬＧ上峰ａ（δ
３５４，－ＣＨ２ＣＨ２）和峰 ｅ（δ５０２，－ＣＨ２Ｐｈ）积分
得到，具体公式如下：ＤＰＰＢＬＧ ＝（２０００）／（４４） ×
（２ｅ）／（ａ）。同理，ＧＧＩ和ＧＧＩＳ各组分的比率由此
方法计算可得 （如表１）。ｉ和ｈ为ＰＥＩ的乙撑基吸
收峰（δ２１２～２９６，－ＣＨ２ＣＨ２ＮＨ－），图２（Ｄ）
表明，ＰＥＩ接枝成功。图２（Ｄ）ＧＧＩ与图２（Ｅ）
ＧＧＩＳ相比，增加了组氨酸咪唑环的特征峰 ｓ和 ｆ，
证明组氨酸成功接枝于ＧＧＩ上。

表１　 载体材料ＧＧＩ，ＧＧＩＳ各组分相对分子质量
Ｔａｂｌｅ１　ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐｏｌｙｍｅｒＧＧＩａｎｄＧＧＩＳ

载体材料
各部分相对分子质量

ＰＥＧ ＰＬＧ ＰＥＩ
ＨＩＳ Ｍｎ

ＧＧＩ ２０００ １０１６０ ４６６２６ ５８７８６
ＧＧＩＳ ２０００ ８６２４ ２３１７７ ６７８４ ４０５８５

２２　琼脂糖凝胶电泳阻滞试验
如图３，ＰＥＩ２５Ｋ压缩ＤＮＡ的凝胶电泳结果显

示，ＰＥＩ２５Ｋ在Ｎ／Ｐ＝２５时完全与ＤＮＡ形成复合
物粒子，末见ＤＮＡ条带跑出，并且随着 Ｎ／Ｐ比增
大，凝胶孔口的荧光也逐渐消失。ＧＧＩ凝胶电泳显
示其在Ｎ／Ｐ比２５时就能完全压缩 ＤＮＡ，且随着
Ｎ／Ｐ比增加，孔内荧光减弱，在 Ｎ／Ｐ比为８时荧
光完全消失。ＧＧＩＳ的凝胶电泳结果显示，其在 Ｎ／
Ｐ比为４时就能完全压缩 ＤＮＡ，阻滞 ＤＮＡ迁移。
在随着Ｎ／Ｐ比增加，孔内荧光减弱，在 Ｎ／Ｐ比为
８时完全消失。

图３　不同Ｎ／Ｐ的琼脂糖凝胶电泳图
Ｆｉｇ３　ＧｅｌｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎａｓｓａｙｏｆｃｏｍｐｌｅｘｅｓａｔｖａｒｉｏｕｓＮ／Ｐｒａｔｉｏｓ

图４　聚合物／ＤＮＡ复合物的粒径和表面电位
Ｆｉｇ４　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅａｎｄｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｃｏｍｐｌｅｘｅｓ

Ａ：聚合物／ＤＮＡ不同Ｎ／Ｐ比的粒径；Ｂ：聚合物／ＤＮＡ不同Ｎ／Ｐ比电位；Ｃ：ＧＧＩ／ＤＮＡ粒径分布图；Ｄ：ＧＧＩＳ／ＤＮＡ粒径分布图
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２３　粒径和电位分析
如图４（Ａ）所示，Ｎ／Ｐ比从１／１～３０／１，ＰＥＩ

８００与ＤＮＡ形成的复合物结构疏松，粒径较大，
都接近８００ｎｍ。与 ＰＥＩ８００相比，ＰＥＩ２５Ｋ，ＧＧＩ，
ＧＧＩＳ与ＤＮＡ复合的纳米的粒径都在１００～２００ｎｍ
之间。由图４（Ｂ）可知，ＰＥＩ８００／ＤＮＡ复合物当
Ｎ／Ｐ比大于５开始呈现一定正电性，当 Ｎ／Ｐ比为
３０时表面电荷小于５ｍＶ，Ｎ／Ｐ比从１０／１～３０／１，
ＰＥＩ２５Ｋ／ＤＮＡ复合物电位在 ３０左右，ＧＧＩ／ＤＮＡ，
ＧＧＩＳ／ＤＮＡ复合物电位略低，变化范围在 ＋１５４
ｍＶ到 ＋２７６ｍＶ之间，随着Ｎ／Ｐ比的增加，复合
物表面电位逐渐增加，这是由于随着载体材料的增

加，聚合物／ＤＮＡ复合物中的氨基解离后产生过量

的正电荷。图 ４（Ｃ）与图 ４（Ｄ）为 ＧＧＩ／ＤＮＡ，
ＧＧＩＳ／ＤＮＡ复合物在 Ｎ／Ｐ比为２０时候的粒径分布
图，呈正态分布趋势，粒径分布较窄，分散系数合

格，表明复合物不易聚集，有利于细胞的吞噬及体

内外基因的转染。

２４　细胞毒性分析
由图５可知，在ＨＥＫ２９３Ｔ，Ｈｅｌａ，ＢＥＬ７４０２和

Ａ５４９四株细胞株上测定的载体材料的细胞毒性中，
ＰＥＩ８００的细胞毒性较低，ＰＥＩ２５Ｋ的细胞毒性最
大。载体 ＧＧＩ与 ＧＧＩＳ的细胞毒性均显著低于 ＰＥＩ
２５Ｋ。在实验所测定的浓度范围中，细胞的存活率
高于８０％。

图５　不同质量浓度聚合物在无血清条件下的细胞毒性实验
Ｆｉｇ５　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｓｓａｙｏｆｐｏｌｙｍｅｒａｔｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ＧＧＩＳ对应ＰＥＩ２５Ｋ；＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃Ｐ＜０．００１，ＧＧＩ对应 ＰＥＩ２５Ｋ

２５　基因转染效率分析
图６和图７是载体 ＰＥＩ２５Ｋ，ＧＧＩ，ＧＧＩＳ携带

ｐＥＧＦＰ质粒在ＨＥＫ２９３和Ｈｅｌａ细胞上的转染情况。
ＰＥＩ２５Ｋ与 ｐＥＧＦＰ质粒按最佳 Ｎ／Ｐ比１０形成复合
物，ＧＧＩ和ＧＧＩＳ与ｐＥＧＦＰ质粒按Ｎ／Ｐ比１０，２０，
３０形成复合物。从图６（Ａ）、图７（Ａ）可看出，
ＧＧＩＳ在ＨＥＫ２９３Ｔ与 Ｈｅｌａ胞中转染效率明显优于
ＰＥＩ２５Ｋ。图６（Ｃ），图７（Ｃ）分别是载体 ＧＧＩ，
ＧＧＩＳ在最佳Ｎ／Ｐ比为２０时的细胞转染情况，可以
看出，ＧＧＩＳ（Ｎ／Ｐ＝２０）转染效率显著优于 ＰＥＩ

２５Ｋ。且转染效率高于未经组氨酸修饰的ＧＧＩ。

３　讨　论
低相对分子质量的聚乙烯亚胺转染效率低，但

毒性也低且易于被生物代谢，因此，以 ＰＥＧ修饰
的聚谷氨酸为母体，用低相对分子质量聚乙烯亚胺

作为侧基制成 ＰＥＧｂＰＬＧｇＰＥＩｓ（ＧＧＩ）载体材
料，利用ＰＥＩ８００表面的伯胺基氨解组氨酸甲酯盐
酸盐的酯基，将组氨酸接枝在 ＧＧＩ的侧枝 ＰＥＩ８００
的表面形成ＧＧＩＳ。以期得到转染效率高，同时保
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图６　聚合物／ＤＮＡ复合物在ＨＥＫ２９３Ｔ细胞上的转染情况 （ｎ＝３，Ｐ＜００１）
Ｆｉｇ６　Ｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｐｏｌｙｍｅｒ／ＤＮＡｃｏｍｐｌｅｘｅｓｉｎＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓ

（ＤａｔａａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｏｆａｔｌｅａｓｔｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓＰ＜００１）

图７　聚合物／ＤＮＡ复合物在ＨＥＬＡ细胞上的转染情况 （ｎ＝３，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）
Ｆｉｇ７　Ｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｐｏｌｙｍｅｒ／ＤＮＡｃｏｍｐｌｅｘｅｓＨＥＬＡｃｅｌｌｓ

（Ｄａｔａａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｏｆａｔｌｅａｓｔｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）

持较低细胞毒性的基因载体。

研究用１Ｈ核磁共振法对所设计合成的载体材
料进行了结构表征。通过凝胶阻滞实验、粒径及电

位考察，对其体外生物学性质进行了表征。凝胶阻

滞实验中可以看出，ＧＧＩＳ压缩 ＤＮＡ的能力要比没

经组氨酸修饰的 ＧＧＩ略弱一些，这是由于组氨酸
中咪唑环上氨基质子化的能力没有 ＧＧＩ上的伯胺
基强，所以需要更高的 Ｎ／Ｐ才能完全压缩 ＤＮＡ。
ＧＧＩ／ＤＮＡ复合物 ｚｅｔａ电位高于 ＧＧＩＳ／ＤＮＡ，主要
在于 ＧＧＩＳ聚合物上一部分氨基被组氨酸所取代，
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原来的伯胺基部分被替换为咪唑环基团，在生理

ｐＨ值条件下，咪唑环基团的氨基质子化程度没有
伯胺基强，导致形成的复合物的表面电荷降低。

ＰＥＩ２５Ｋ／ＤＮＡ的表面电荷高于 ＧＧＩ／ＤＮＡ复合物和
ＧＧＩＳ／ＤＮＡ复合物。如果聚合物／ＤＮＡ复合物表面
电荷过高，复合物与细胞膜作用强烈，会破坏细胞

膜的正常功能，从而导致细胞死亡。ＰＥＩ２５Ｋ的细
胞毒性显著高于 ＧＧＩ与 ＧＧＩＳ，其原因可能是由于
其表面过高的正电荷导致。只有适当的表面正电荷

才更利于复合物进入细胞。ＧＧＩＳ与 ＰＥＩ２５Ｋ相比，
ｚｅｔａ电位的大小在细胞毒性与细胞效率之间有一个
更好的平衡，更适合作为基因载体。在载体材料的

体外基因转染实验中，ＧＧＩＳ也表现出较好的转染
效率，在最优Ｎ／Ｐ为２０条件下，ＧＧＩＳ的转染效率
显著优于ＧＧＩ，其原因可能是由于 ＧＧＩＳ中含有咪
唑基，咪唑基的ｐＫａ值为６０，在 ｐＨ＜６时组氨酸
会发生质子化，更容易使载体材料在酸性的内涵体

环境中逃逸出来，释放 ＤＮＡ，从而提高转染效率。
但目前机理还不清楚，有待进行更深入的研究。
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