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摘 要:研究了以聚乙烯亚胶( PEI) 为骨架复合高迁移率族蛋白 Bl (HMGBl )的复合型载体 HMGBlIPEI 的

性能，以期提高非病毒基因载体的转染效率。透射电镜观察 pDNAlHMGBlIPEI 复合物粒子形态呈球形;动态光

散射法测定粒径与表面电位，结果显示复合 HMGBl 后，复合物粒径降低，且随 HMGBl 加人量的增大表面电位

有增大的趋势;凝胶电泳阻滞试验表明 HMGBl 可协助 PEI 与 pDNA 结合 ;MTT 试验结果显示 HMGBlIPEI 复合

载体的细胞毒性低于 PEI; HMGBlIPEI 复合载体的转染率较 PEI 的转染率增大 2. 9 ~4. 0 倍，且 HMGBl 可以弱

化血清对转染的阻碍作用。所以 HMGB1 被证实能有效提高 PEI 的体外转染效率。
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Abstract: This study investigates the properties of a combined calTier , which is comprised of polyethyler卜

imine (PEI) and a nuclear peptide , high mobility group box 1 (HMGB1) , in order to obtain higher 

transfection efficiency of non-飞riral carriers. The pDNA/HMGB1/PEI combined polyplexes are spherical 

particles observed by 缸~ansmission electron microscopy. Compared with using PEI alone , improved 

HMGB1 complexation is observed for smaller唱 particle size of polyplexes and higher surface charge by dy­

namic light scattering. Gel electrophoresis retardation assays show that HMGB1 could help PEI to bind 

and condense The results of cell viability by MTT assays suggest lower cytotoxicity for HMGB1/ 

PEI than PEI. The transfectÍon efficiencies for combined polyplexes show more than 

2. 9 ~ 4.0 times higher than for polyplexes , moreover , HMGBl could weaken 由e inhibit。可
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effects of serum on comp1exes. Thus , the com丑叶lbi升ined ca剖lT吐1

pol片yme臼r and the nuclear ‘ peptide is proved to enhance tr喻ansfl扣'ection ef枉fi让Cl止ency 0叶f PEI i仇n 1仇Jitro.
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安全、有效的载体系统是基因治疗成功的关键

因素之一，普遍使用的载体系统包括病毒载体和非

病毒载体两类，非病毒载体较病毒载体的安全性有

了明显的提高 9 但到目前为止非病毒型载体的低转

染率一直是研究急需解决的问题。对非病毒载体进
行化学改性[lU 偶联配体[2] 或复合功能性多肤[均

是目前提高其转染效率的主耍手段。

本研究以近年研究最为广泛的非病毒载体一阳

离子多聚物聚乙烯亚胶( P01)叫可1enimine ， PEI) 

为骨架?复合高迁移率族蛋白 B1 (high mobility 

group box 1 , HMGB1) 构建 HMGBI/PEI 复合载体。

HMG因为一种核蛋白?分子结构中含有核定位信

(功能的片段9 在细胞内能寻找到与核膜

合适结合的位点?快速穿梭于细胞核[4 ]。 该复合

载体的结构设计以期突破基因传递的二道

障: PEI 部分其表面正电荷可与细胞膜负电荷相互

作用?吞噬进入细胞?突破细胞膜屏障[5]; 其次?

PEI 的质子海绵效应可突破吞噬小体膜屏障?进入

细胞质[6]; 最后 9 部分可携带 DNA 突破核

膜屏障?将 DNA 快速转移入细胞核?在核区内

成 DNA 的复制及转录[的。本研究探讨了 HMGB11

PEI 复合载体的细胞毒性 9 复合载体与的复

合作用?以及复合物的体外转

染效率。以期获得高转染效率的非病毒载体?并为

优化阳离子多聚物为骨架的基因传递系统提供了一

种方法。

1 实验部分

1. 1 

透射电子显微镜( JEM-2010HR，日本) ，粒

度IZeta 电位分析仪( Ma1 vern Zetasizer N ano Series 

90 ，英国) ，细胞培养箱 (Thermo Forma Series II , 

国) ，倒置显微镜( Nikon 凹凸盹日本) , 

相差荧光显微镜 (Olympus BX51 ，日本) ，流式细

胞仪 (BeckmanCoulter ESP ELITE ，美国) ，凝胶成

像系统 (UVP Bio1magi吨 GDS-8000 , 

) ，酶联免疫检测仪( Bio-Tek E1x 800 , 

国)。

人宫颈癌细胞系 HeLa 细胞 (ATCC No. CCL-

2. 1) ，真核表达质粒编码增强型绿色荧光蛋白

(enhanced green fluorescent protein , ，华

西医科大学惠赠)， RP阳 Medium 1640 培养基

( GIBCO 公司) ，支链型聚乙烯亚胶 (b-P凹 ， Mw= 

25 000 , A1drich 公司) ，直链型聚乙烯亚胶( 1-

PEI , lV/w 工 25 000 , Po1ysciences 公司) ，高迁移率

族蛋白 Bl (HMGB1 , Sigma-A1drich 公司) ，琼脂

糖 (Agarose ， BIOWEST 公司)。

1. 2 pEGFP-CI/HMGBI/PEI 复合物的制备

, ( 1 )将 b-PEI 或 1-PEI 与 pEGFP-Cl 分别在磷

酸盐缓冲液 (PBS pH = 7. 4 )中配成一定浓度的

溶液，按转染质粒剂量为 2μg/孔，分别按不同的

N/P 混合，涡游 10 s ，室温温育 30 min 即得 pEG­

捋倒CI/PEI 复合物;

(2) 按的质量比为0.01 ，

o. 1? 1 , 10 和 100 的不同比例分别在 PBS 中混合?

涡被 10 s? 室温温育 mm; 然后再按不同的时IP

加入适当浓度的 b-PEI 或 l-PEI 溶液混合 9 涡油在 m

S ，室温温育 mln 即

复合物

。 3

100μ 按 .2 项下新鲜制得的

HMGBI/PEI 复合物与 ω=2% 磷鸽酸进行负染 l

nnn ，然后将负染复合物液滴加到 200 目的超薄喷

碳铜网上?沉淀 mln ，用JÆ纸吸取铜网土多余的

液体?重复沉淀 3 次。干燥后在透射电镜上观察复

合物的形态及测量其粒径。

1. 4 粒径和表面电位测定

按1. 2 项下新鲜制得的复合物?使的终

质量浓度为 20μg/mL，在粒径电位分析仪上?测

定粒径及表面电位。

1. 5 

采用琼脂糖凝胶电泳阻滞试验考察 HMGBl 是

否参与的压缩复合，用裸质粒作为对照。电

泳条件:1. 2 项下新鲜制得的复合物 10 ， ω= 

%琼脂糖(含 0.5μ 澳化乙钝) , 0.5 x TAE 

电泳缓冲液?电压 80 V，电泳时间 60 min。电泳结

束后于凝胶成像系统下进行分析。

1. 6 (MTT 法)

取 HeLa 单细胞悬液以细胞数 4x 个ImL 接

种于 96 孔培养板， 37 oC 、伊 5% 、 100% 相对

湿度条件下培养细胞 24 h 至贴壁完全;吸弃培养

液?加入按1. 2 项下新鲜制得的复合物溶液?继续
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培养 4 h; 吸弃培养液罗加入含 ω 二 10% 小牛血清

的 RPMI1640 培养液继续培养 24 h; 再加入 5 mg/ 

mL 的 MTT20 μ? 继续培养 4 h; 然后吸弃含 MTT

的培养液?加入 DMSO 150μL; 酶联免疫检测仪

检测各孔 OD 值(检测波长为 570 nm) ，记录结

果，以未经加样的细胞同法操作?作为对照;按下

式计算细胞存活率 (Cell Viability , CV /% ) ，通过

细胞存活率来表征复合物的毒性。

CV/% =样品吸收值/对照吸收值 x 100% 

1. 7 细胞转染试验

取处于对数生长期的 HeLa 单细胞悬液以细胞

数 7.5 X 104个/mL 接种于 12 孔培养板?培养待细

胞汇合度二三 70% ，转染前用 PBS 洗细胞两次，加

入不含血清或含 ω= 109毛小牛血清的 RPMI1640 培

养液 800μL，再加入按1. 2 项下新鲜制得的复合

物溶液 200μL 培养 4 h 后终止转染?移去介质，

加入含 ω=10%小牛血清的 RPlVH 1640 培养液继续

培养 40 ~48 h ，在荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白

(的表达。转染试验细胞培养结束后用 PBS

冲洗一遍?再用 'w =0.25%膜酶/EDTA 消化液将细

胞消化下来?再用 500μPBS 重新悬浮细胞?转染

率通过在流式细胞仪上测定每 000 个细胞中

荧光的细胞百分数获得。

2 结果和讨论

2.1 

由电镜图可见 b早日与 HMGBl 和形成

的复合物粒子均为规则紧密的球形结构?边缘清

晰，分散性良好，粒径在 20 ~ 50 nm 范围(图 1

A); pEGFP-Cl/HMGB1/1-PEI 复合物粒子形态呈

较不规则球状结构，粒径大小差别较大?分散性较

好(图 1: B) 。电镜结果显示复合载体均能有效压

图 1 pEGFP-ClIHMGBlIPEI 复合物的透射电镜图

Fig. 1 TEM images of pEGFP-ClIHMGBlIPEI 

combined polyplexes 

A: pEGFP-C1/HMGB1/b-PEI 复合物;

B: pEGFP-Cl/HMGB1 /1♂EI 复合物

缩形成纳米级大小的粒子?其中 HMGBl/b.

PEI 压缩的能力强于 HMGBl/l-PEI。这可能

由于 b-PEI l:~ l-PEI 具有更多一级脐?能更有效地

与相互作用?形成紧密的粒子[7 斗]。

2.2 

本研究测定复合物的

粒径和表面电位，考察了复合 HMGBl 后对 pEG白

FP同Cl/HMGBl/PEI 复合物的粒径和表面电位的影

响。结果如图 2 所示?随 HMGB1/pDNA 质量比的

增大， pEGFP-Cl/HMGB1/b-PEI 复合物纳米粒粒

径变化不明显;而 pEGFP-Cl/HMGB1/1丰田复合

物纳米粒粒径明显减小。 HMGBl 的结构具有蛋白

质的两性特征， N 端由富含带正电荷的赖氨酸和精

氨酸等氨基酸残基组成的碱性区域; C 端主要由带

负电荷的谷氨酸和天冬氨酸组成的酸性区域。因

此， HMGBl 与带负电荷的和带正电荷的

PEI 均可发生静电结合作用。已有文献报道

HMGBl 具有和 DNA 非特异性结合的结构域[9J 。因

而推测可|办同 PEI 压缩形成结构更紧

密的纳米粒。这种协同作用可使结构较为疏松的 L

P旦I 的 DNA 复合物的粒径由 224 i戚小到 70

考察纳米粒的表面电位发现(如图 3) , 

FP甲Cl/HMGB1/b巳四1 复合物纳米粒随若

浓度的增大?其电位略有增加;

HMGBl/l早日复合物纳米粒的表面电位随

质量比的增大而增大的趋势较明显O

Zeta 电位的变化可能是由于日MGBl 参与了

NA 的结合?使 PEI 带正电荷的氨基过剩?

的浓度越高， PEI 过剩的正电荷氨基就越多?从而

导致复合物纳米粒的 Zeta 电位随着 HMGBl 的加入

量的增加而增加。

240 [j pEGFP-CIIHMGBI/l卜 PEI

, p巳GFP-CI/HMGBI/I-PEI

ê 200 

] 160 

~ 120 
() 

E80 
40 

0 -i nu -­AV 
A
υ
 

A
υ
 

10 100 

Weight ratio(HMGB lIpDNA) 

图 2 复合物的粒径

Fig. 2 Particle size of pEGFP阿C lIHMGBlIPEI

combined polyplexes 
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2. 3 HMGB1/PEI 复合载体与 pDNA

基因载体能有效保护和传递 pDNA 的一个基本

条件就是能与 DNA 形成压缩复合物， PEI 是经典

的阳离子多聚物，其与 pDNA 的压缩复合作用日多

50 
卢萨pEGFP-Cl 足-IMGB lIb-PEI

~pEGFP-Cl厅IMGB lII-PEI
~ 40 

号 30
<I.l 

E20 
6 
'tr) 10 
N 

。

o 0.01 0.1 1 10 100 

Weight ratio(卧1GB lIpDNA)

图 3 pEGFP-C1/HMGB1/PEI 复合物的表面电位

Fig. 3 Zeta potential of pEGFP-C1/HMGB1/PEI 

combined polyplexes 

了吗

图 4 pEGFP-C1/HMGB1/PEI 复合物的琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 4 Agarose gel electrophoresis of pEGFP-ClIHMGB1/PEI 

combined polyplexes 

(A 一 l-A-5: 分别为 pEGFP-Cl/HMGBl/h乎EI 复合物，

HMGBl/ pDNA (w/w) 工 0.01 ， O. 1 , 1 , 10 , 100; B - 1 - B - 5 :分

别为 pEGFP Cl/HMGBl/I-PEI 复合物， HMGBl/ pDNA (w/w) 

0.01 , O. 1 , 1 , 10 , 100) 

有报道[10 -11 J 。上述粒径和电位考察推断 HMGB1

与 pDNA 可能存在静电作用，鉴此本研究利用凝胶

电泳阻滞试验来验证 HMGB1 是否能协同 PEI 压缩

pDNA。试验结果显示， b-PEI 完全阻滞 DNA 的 NI

P 为1. 8 ，随着 HMGB1/pDNA 质量比增加(图 4:

A 一 1 ~ A - 5) , HMGB1/b-PEI 复合载体阻滞 pDNA

的 N/P 逐渐减小 9 在 HMGB1/pDNA 质量比为 100

时 ， HMGB1/b-PEI 阻滞 DNA 的 N/P 仅为1. 0; 1-

PEI 完全阻滞 pDNA 的 N/P 为 2.4 ，当 HMGB1/pD­

NA 质量比由 0.01 增加至 100 时(图 4: B-1 ~ B-
5) ，可观察到阻滞 N/P 比由 2.4 逐渐下降至1. 20 

阻滞电泳试验的结果验证了 HMGB1 能够协同 b­

PEI 和 l-PEI 压缩 pDNA。但在复合物的粒径和电位

测定时发现复合不同量的 HMGB1 对 b-P凹的 DNA

复合物的粒径和表面电位的影响不大 9 这可能是由

40.0 
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tι、ph j 
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图 5 pEGFP-ClIHMGBlIPEI 复合物在元血清

条件下转染 HeLa 细胞的转染效率

Fig. 5 The transfection efficiency of pEGFP-ClIHMGBlIPEI 

combined polyplexes in the semm free medium 

(A: pEGFP-Cl/HMGBl/h-PEI 复合物;

B: pEGFP-C l/HMGBl/I-PEI 复合物)
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血清中大量带负电荷的蛋白可结合 DNA 复合物?

使复合物的结构特征发生改变?进而使复合物中的

DNA 处于易被核酸酶降解的构象 9 从而导致转染

率降低[口]。本研究考察了 HMGB1/PEI 复合载体

在含血清条件下的转染效率，同样以 PEI 作为对

照。相对于无血清的培养液，培养液中的血清成分

对复合载体介导的基因转染有阻碍作用，结果显示

无血清组的转染率约为含 ω= 10% 血清组的 4 ~ 5 

倍(图 6: A1 、 B1) 。比较在含 ω= 10% 血清环境

下的转染率与无血清环境下转染率的比值发现

(图 6: A2 、 B2) ，随着 HMGB1/pDNA 质量比的增

加，该比值逐渐增大，且各均数的两两比较有显著

性差异， P 均小于 0.05 0 说明 HMGB1 有减弱血清

阻碍基因传递的作用。这可能是由于 HMGB1 和

PEI 皆可压缩 pDNA ，达到双重保护 pDNA 免受核

酸酶降解的作用[叫'因而降低血清中带负电荷的
臼成分对基因传递的影响?有利于 HMGB1/PEI

复合载体在体内转染的应用。

援等:构建挂MGBlIPEI 非病毒载体介导高效基因传递的研究第 5 期

于 b-PEI 压缩 pDNA 的能力远强于 HMGBl ，掩蔽了

HMGB1 压缩 pDNA 后引起的粒径和电位的变化。

2.4 日MGB1

复合 HMGB1 后对 PEI 转染效率的影响如图 5

所示。与 b-PEI 和 l-PEI 相比， HMGBl/b-PEI 和

HMGBI/I-PEI 复合载体在不同条件下的转染效率

都有一定程度增加。在最优 N/P (b-PEI 为 N/P = 
10; l-PEI 为 N/P =20) 条件下 ， HMGB1/pDNA 质

量比为 0.01 时，复合 HMGB1 对 b-PEI 和 l阳PEI 转

染效率提高不明显;当 HMGB1/pDNA 质量比大于

O. 1 时，复合 HMGB1 使 b-PEI 和 l-PEI 的转染率提

高的幅度增大。在 N/P = 10 , HMGB1/pDNA 质量

比为 10 时 ， pDNA/HMGB1/b-PEI 复合物达到转染

的最佳效果，转染率为 36.3% ，为未加入 HMGB1

时的 4.0 倍;在 N/P = 20 , HMGB1/pDNA 质量比

为 10 时， pDNA/HMGB1/1-PEI 复合物转染率达到

最高值为 62.3% ，为未加入 HMGB1 时的 2.9 倍。
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图 6 pEGFP-ClIHMGBlIPEI 复合物在有血清条件下转染 HeLa 细胞的转染效率

Fig. 6 The transfection efficiency 0 1' pEGFP-C lIHMGBlIPEI combined polyplexes in the present 0 1' semm medium 

(A: pEGFP-C l/HMGBl/b-PEI 复合物 ， N/P = 10 ; B: pEGFP-C l/HMGB1/1-PEI 复合物 ， N/P = 20) 

Weight ratio(HMGB 1/pDNA) 
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2.6 

基因载体的毒性是决定载体能否推广使用的一

个关键因素。 PEI 作为经典的阳离子聚合物载体?

其主要缺陷在于细胞毒性较大[14J 。本研究采用

MTI 法，考察了 HMGB1/PEI 复合载体以及 pEG­

FP-C1/HMGB1/PEI 复合物的细胞毒性。结果如图

7 所示 ， N/P = 10 和 N/P = 20 分别为复合载体
HMGB1/b阳P固和 HMGB1/1-PEI 最优转染效率时的

N/P。与 l-PEI 和 b-PEI 相比?加入 HMGB1 后的复

合载体其细胞毒性均有减小的趋势，这可能是由于

没有细胞毒性的大分子 HMGB1 掩蔽了部分 PEI 链

段，从而减弱了 PEI 对细胞的毒性。

3 结论

本研究以 P因为骨架复合核蛋白 HMGB1 ，构

建了 HMGB1/PEI 复合载体。复合载体中 HMGB1

能协助 PEI 压缩形成球形纳米粒?降低 PEI

的细胞毒性?显著提高 P凹的转染效率?并且能弱

化血清对转染的阻碍作用。 HMGB1/PEI 复合载体

有望成为新型的高效低毒非病毒基因载体。

N/P=10 
Weight Ratio 
HMGBl/pDNA 

。

0.01 
1 
10 
100 

图 7 日MGBlIPEI 复合载体的细胞毒性

Fig. 7 Cytotoxicity studies of HMGBlIPEI combined carriers 
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