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新型壳聚糖季铵盐载体介导 ]ICa6$DYB转染
D0I细胞的研究
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..#摘要$.背景.将目的基因安全(有效地导入并使其适度表达是基因治疗的关键' 病毒载体具有潜在
的致病性(免疫原性及致突变性等缺点"而非病毒载体以其安全(价廉(灵活性成为目前研究的热点' 目前"
L(羧甲基壳聚糖十八烷基季铵盐R胆固醇%Lj-)XR?*5:&脂质体作为基因载体的相关研究鲜见报道'.目的.
研究 Lj-)XR?*5:脂质体的性能及其作为非病毒载体的最适转染条件'.方法.常规培养人视网膜色素上皮
%D0I&细胞株)根据 C+'+K"'^ 人%YJ(OONQN/S/&血管内皮生长因子%]ICa&7DYB的已知序列制备和抽提质
粒 !YB"采用电泳阻滞法研究 Lj-)XR?*5:脂质体与质粒 !YB在不同质量比(不同作用时间及是否存在血清
等条件下的包载效能"筛选最优转染条件)采用高速离心法进行体外释放动力学实验"绘制体外释放曲线)将
培养的细胞分为 Lj-)XR?*5:脂质体组和 -$=5SOOO 组"采用共培养法分别用 Lj-)XR?*5:脂质体和 -$=5SOOO
转染 D0I细胞"采用绿色荧光蛋白%Ca0&染色法比较和评价其转染效率)利用细胞计数试剂盒(V%))g(V&检
测 Lj-)XR?*5:脂质体转染后 D0I细胞的存活率"确定 Lj-)XR?*5:脂质体的最佳转染安全质量浓度'.结果
.Lj-)XR?*5:脂质体纳米粒平均有效粒径为 NP2 '7"e+8"电位为[PT /̀2 7]' 体外释放实验显示"载质粒 !YB
的 Lj-)XR?*5:脂质体的体外快速释放相在最初 U %"质粒释放量约为 QO Òd"至 N2 % 缓释量呈稳态相'
Lj-)XR?*5:的最高安全质量浓度为 SO %,R7:"Lj-)XR?*5:与质粒 !YB质量比! S hN(混合时间为 PO _
2O 7$'(无血清培养条件下转染条件为最优' 载质粒 !YB的 Lj-)XR?*5:脂质体转染组 D0I细胞转染率为
QN ÒUd"-$=5SOOO 转染组为 QO ÙVd"差异无统计学意义%$S qO ÙP2"!qO 2̀/U&'.结论.自行制备的跨膜肽
修饰的 Lj-)XR?*5:脂质体具有粒径均匀(分散性好(e+8"电位高(细胞毒性小(能在较短时间释放达到治疗质
量浓度的基因且后续可缓慢平稳释放等特性' Lj-)XR?*5:脂质体将 ]ICa6$DYB转染到 D0I细胞的转染效率与
-$=5SOOO接近'.

#关键词$.基因传递) 纳米粒) 非病毒载体) 小干扰 DYB) 细胞转染) 视网膜色素上皮细胞
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..选择安全(有效的载体是基因治疗的关键 +N, ' 近
年来"在基因治疗领域"基于可生物降解的大分子多聚
体给药系统的应用已成为趋势"其具有制备简单(携带
的基因不受限制及无特异性免疫反应等特点

+S, ' 作
为天然的碱性多糖"壳聚糖具有低细胞毒性(生物可降
解性和跨细胞膜特性"目前已被尝试用作非病毒转基
因载体' 壳聚糖具有转染效率低和靶向性欠佳的缺
点"但对其加工后的衍生物可改善其溶解性(可加工性
和对基因的转运能力"而增加其转染效率' 壳聚糖衍
生物在神经外科(肿瘤科的研究中发挥了有效转染的
作用"但仍存在转染效率较低(细胞毒性大等问题' 本
研究中应用经穿膜肽表面修饰的 L(羧甲基壳聚糖十
八烷基季铵盐R胆固醇 %5?8"%+?<:A9"8+3'$i+% :<6$'+
75%$;$+% ?*$856"'R?*5:+68+35:"Lj-)XR?*5:&脂质体"首
次介导 6$DYB转染视网膜色素上皮 %3+8$'":=$,7+'8
+=$8*+:$97"D0I&细胞"筛选最优转染条件"观察其转
染效率和细胞毒性"为下一步体内转染研究提供参考'

=9材料与方法

=>=9主要试剂及仪器
壳聚糖%青岛海普生物技术有限公司&)生化级胆

固醇%合肥博美生物科技有限责任公司 &)胎牛血清
%美国 C$4?5公司&)细胞计数试剂盒(V %?+::?59'8$',
^$8(V"))g(V & % 日 本 同 仁 公 司 &) 跨 膜 肽 修 饰 的
Lj-)XR?*5:脂质体 +P,%天津大学材料学院纳米生物技
术研究所&)-$=5SOOO %美国 M'#$835,+' 公司&' \IL-(
NOO)f*型透射电子显微镜%日本电子光学公司&)激
光粒度仪(e+8"电位仪(KM(TO =:96纳米R亚微米激光粒
度分析仪%美国布鲁克海文仪器公司&)孵育箱(!35=
SOOO 型紫外分光光度计%美国 G*+375公司&)酶联免
疫检测仪%瑞士 G+?"' 公司&'
=>>9方法
=>>>=9细胞培养9人 D0I细胞株%中南大学湘雅医
院细胞中心 &置于改良胎牛血清 N/2O 含体积分数

NOd培养液中"在 PQ s(体积分数 Ud)LS孵育箱内进

行培养'
=>>>>9血管内皮生长因子 6$DYB的设计与合成.根
据 C+'+K"'^ 人 %YJ(OONQN/S/ & 血管内皮生长因子
%#"6?9:"3+'%58*+:$":,35E8* ;"?853"]ICa&7DYB的已
知序列"用 DYB6839?893+U>S 软件预测其二级结构"尽
量使设计靶点部位的二级结构活化能较低' 合成的
6$DYB正义链和反义链的!YB模板之间用 Q个碱基组成
的一段环序列隔开"两端分别加入 K"7H'和 I)LD'酶
切位点及绿色荧光蛋白 % ,3++' ;:953+6?+'8=358+$'"
Ca0&"靶序列为 U 0(C)GB)GC))BG))BBG)CB(P 0'
人 ]ICa6$DYB序列*a*U0()B))C)GB)GC))BG))BB
G)CBGG)BBCBCBG)CBGGCCBGCC)BCGC)GGGGGG(P 0)
D*U 0(CBG))BBBBBBC)GB)GC))BG))BBG)CBG)G
)GGCBBG)CBGGCCBGCC)BCGBC(P0"由上海吉凯基
因公司合成并行质粒 !YB抽提"行双酶切及基因测序
鉴定'
=>>>?9电泳阻滞实验验证 Lj-)XR?*5:脂质体与质
粒 !YB的结合.无血清 N/2O 培养基中 Lj-)XR?*5:
脂质体与质粒 !YB的质量比分别为 O hN(N hN(S hN(
P hN(2 hN(U hN(/ hN)含胎牛血清的 N/2O 培养基中
Lj-)XR?*5:脂质体与质粒 !YB的质量比分别为S hN(
P hN(2 hN(U hN(/ hN(V hN(NO hN"混合液总体积为 NOO %:
%相当于 N Ò %,质粒 !YB&' 培养液室温静置 PO 7$'
后分别行质量分数 Nd琼脂糖凝胶电泳"NSO ]电泳
PO 7$'' 电泳结束后用紫外线摄影凝胶成像系统观察
并拍照' 无血清 N/2O 培养基中"按照 Lj-)XR?*5:与
质粒 !YB的质量比为 S hN%N Ò %,的质粒 !YB&配制
总体积为 NOO %:的混合液"混合时间分别为 O(NO(SO(
PO(2O( /O 7$'" 行 O Q̀Ud 琼脂糖凝胶电泳" 观察
Lj-)XR?*5:脂质体与质粒 !YB的结合情况'
=>>>@9采用 Ca0染色法比较 Lj-)XR?*5:脂质体与
-$=5SOOO 的转染效率.D0I细胞接种到 NS 孔板"每孔
UuNO2

个细胞" 待细胞融合至 QOd 时" 分别应用
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Lj-)XR?*5:和 -$=5SOOO 为载体进行转染' Lj-)XR
?*5:脂质体与 !YB质量比为 S hN"-$=5SOOO 用量参照
说明书"每孔转染 2 %,质粒' 转染 / * 后换液"2V * 后
荧光显微镜下观察 Ca0的表达"每孔选取 P 个具有代
表性的视野"观察 NOO 个细胞"计算阳性细胞率'
=>>>A9Lj-)XR?*5:脂质体体外释放试验.精确量取
Lj-)XR?*5:R质粒 !YB混悬液 N OOO %:%相当于质量
浓度 SOO %,R7:6$DYB&"加入等容积 =HQ>2 的 0KX"
PQ s恒温摇床振荡%NOO 3R7$'&' 分别于混合后 N *(
NS *(S2 *(P %(U %(Q %(NO %(NS %(N2 % 取样"离心半径
为 / ?7"/U OOO 3R7$' 离心 PO 7$'"取上清 P %:"紫外分
光光度计测定 S/O '7处上清液的吸光度 %Q&值' 用
0KX 补充相应的上清样品量"继续 PQ s摇床孵育' 计
算各时间点的 6$DYB释放量和释放率*释放率q上清
液中 6$DYB量R纳米粒中 6$DYB总量uNOOd"绘制释
放曲线'
=>>>19采用 ))g(V 法测定转染细胞的存活率.D0I
细胞接种于 T/ 孔板中"待细胞贴壁后"分别加入不同
质量浓度 Lj-)XR?*5:"使最终质量浓度为 O Ò(S Ù(
U Ò(NO Ò(SO Ò(2O Ò 和 VO Ò %,R7:"每个浓度设 S 个
复孔' 以 -$=5SOOO 作为阳性对照"按说明书每孔加
O Ù %:%相当于终质量浓度 U %,R7:&" 并设未加
Lj-)XR?*5:或 -$=5SOOO 的空白对照组"分别培养 NS(
S2(2V * 后每孔加入 NO Ò %:))g(V 试剂"混匀后继续
培养 2 *"用酶联免疫检测仪在 2UO '7波长处检测 Q
值"确定 Lj-)XR?*5:转染的最佳安全质量浓度' 细
胞存活率q实验组 Q值R空白对照组 Q值uNOOd'
=>?9统计学方法

采用 X0XX NP>O 统计学软件进行统计分析' 本研
究检测指标的数据资料经 &检验证实呈正态分布"以
#p7表示"采用均衡分组单因素干预实验设计"各检测
指标的总体差异比较采用单因素方差分析"组间多重
比较采用 -X!(&检验)率的差异比较采用 $S检验' 采
用双尾检验法"!tO ÒU 为差异有统计学意义'

>9结果

>>=9Lj-)XR?*5:脂质体表征
Lj-)XR?*5:脂质体在水系中稳定性好"无聚集与

沉淀' 纳米粒集中分布在 NSO _N2O '7"呈窄带分布"
平均有效粒径为 NP2 '7"e+8"电位为[PT /̀2 7]"包载
了质粒 !YB的 Lj-)XR?*5:脂质体粒径在 SPO _
S2O '7"呈窄带分布"平均有效粒径为 SP/ '7' 透射
电子显微镜下纳米粒呈大小均匀的圆形或椭圆形粒

子"直径约为 NOO '7%图 N&"与光粒度分析结果相符'

图 =9纳米颗粒的透射电子显微镜下形态特征%标尺qNOO '7&

>>>9Lj-)XR?*5:脂质体与质粒 !YB的结合情况
Lj-)XR?*5:脂质体与质粒 !YB的质量比达到

S hN以上时"就可以看到泳道内不再有荧光条带"说明
质粒 !YB已被完全包裹"不能在电场中泳动%图 S&'
Lj-)XR?*5:脂质体与质粒 !YB以质量比 S hN混合后
PO 7$' 及 2O 7$' 条带均消失"混合后 /O 7$' 时出现弱
条带%图 P&' 在含血清的情况下"Lj-)XR?*5:脂质体
与质粒 !YB的质量比达到 2 hN以上时"泳道内不再有
荧光条带%图 2&'
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图 >9不同质量比的 E8OJBR
8G-3脂质体与质粒 XM!电泳
结果.N*!YBJ"3̂+3.S _V*
质量比分别为 O hN(N hN(S hN(
P hN(2 hN(U hN(/ hN.图 ?9
E8OJBR8G-3脂质 体与质粒

XM!以 > Y=混合后不同时间点电泳结果.N _/*混合时间分别为 O(
NO(SO(PO( 2O( /O 7$' . 图 @ 9 含血清培养基中不同质量比的
E8OJBR8G-3脂质体与质粒 XM!的电泳结果. N*!YB J"3̂+3
S _V*质量比分别为 S hN(P hN(2 hN(U hN(/ hN(V hN(NO hN

>>?9Lj-)XR?*5:脂质体体外释放速率
载质粒 !YB的 Lj-)XR?*5:脂质体在体外 NS *

时可以检测到质粒 !YB的释放"2 _U % 质粒 !YB释
放量约为 QO Òd"此后释放量逐渐下降"Q % 时释放量
平稳"N2 % 时共释放 TN /̀d"而 -$=5SOOO 组释放速率
较快"U % 时释放量约为 TU Òd%图 U&'
>>@9Lj-)XR?*5:脂质体的细胞毒性

不同质量浓度 Lj-)XR?*5:脂质体与 D0I细胞共
培养 NS(S2(2V * 后"2O %,R7:组和 VO %,R7:组人 D0I
细胞存活率明显下降"SO %,R7:组细胞存活率均在
QOd以上"明显高于 -$=5SOOO 组"差异有统计学意义
%NS **&qS Q̀/O"!qO ÒOT)S2 **&qP S̀VO"!qO ÒOS)
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2V **&q/ S̀/O"!qO ÒOO & %表 N &"因此"Lj-)XR?*5:
脂质体的最高安全质量浓度为 SO %,R7:'

体
外

释
放

速
率（

%
）
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80

60

40

20

0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

t/d
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图 A9载质粒 XM!的 E8OJBR8G-3脂质体体外释放曲线.Lj-)XR
?*5:*L羧甲基壳聚糖十八烷基季铵盐R胆固醇
.

表 =9不同质量浓度 E8OJBR8G-3脂质体
作用不同时间细胞存活率%#Q%"0&

Lj-)XR?*5:脂质
体质量浓度%%,R7:& 样本量

不同时间点细胞存活率

NS * S2 * 2V *

S Ù PO O T̀TpO ÒN O T̀QpO ÒS O T̀SpO ÒQ
U Ò PO O V̀TpO ÒV O T̀PpO Ò2 O V̀2pO ǸN
NO Ò PO O V̀PpO Ò/ O Q̀VpO ǸV O Q̀VpO ÒT
SO Ò PO O Q̀TpO ǸS O Q̀/pO ǸO O Q̀SpO ǸU
2O Ò PO O 2̀TpO ǸT O ÙNpO S̀P O 2̀SpO P̀N
VO Ò PO O P̀2pO ǸS O S̀2pO Ǹ/ O P̀PpO S̀U
-$=5SOOO PO O Q̀PpO S̀T O Q̀NpO ǸU O ÙTpO S̀N
N NU ÒT NN Ù/ N/ S̀2
! O ÒO O ÒO O ÒO

.注*Lj-)XR?*5:*L(羧甲基壳聚糖十八烷基季铵盐R胆固醇%单因素方

差分析"-X!(&检验&

A B

C D
图 19E8OJBR8G-3脂质体与 O+7->[[[ 分别转染 I/4细胞%uSOO&
B*光学显微镜下显示 -$=5SOOO 转染 D0I细胞.K*B图的荧光显微
镜下观察%Ca0&.)*光学显微镜下显示 Lj-)XR?*5:脂质体转染
D0I细胞.!*)图的荧光显微镜下观察%Ca0&

>>A9Lj-)XR?*5:脂质体与-$=5SOOO 转染效率的比较
光学显微镜下观察显示"Lj-)XR?*5:脂质体与

-$=5SOOO 分别转染 D0I细胞 2V * 后细胞贴附正常"生
长状态良好"荧光显微镜下观察相应视野下 Ca0的表
达"结果显示 Ca0能激发峰值 UOV '7的绿色荧光"而
阴性细胞则无%图 /&' 每孔选取 P 个具有代表性的视
野"计算阳性细胞的百分率' Lj-)XR?*5:脂质体转染
效率较 -$=5SOOO 略高"但差异无统计学意义 %$S q
O ÙP2"!qO 2̀/U&%表 S&'

表 >9E8OJBR8G-3脂质体和 O+7->[[[ 转染效率的比较%#Q%&

组别 样本量
阳性细胞数

%个R视野&
细胞总数

%个R视野&
转染效率

%d&

Lj-)XR?*5:脂质体组 SO NOP Òp2 V̀ N2U ÒpNN P̀ QN ÒU
-$=5SOOO 组 SO T/ ÒpU /̀ NP/ ÒpSO 2̀ QO ÙV

$S Z Z O ÙP2
! Z Z O 2̀/U

.注*Lj-)XR?*5:*L(羧甲基壳聚糖十八烷基季铵盐R胆固醇)Z*未进行

统计学分析%$S 检验&

?9讨论

在缺血(缺氧等病理条件下"由视网膜血管周细
胞(D0I细胞和血管内皮细胞分泌]ICa"尤以D0I表
达的 ]ICa最显著 +2, "在疾病发生和发展过程中还伴
有 D0I细胞异常增生和移行 +U, "此外 D0I外屏障破
坏可导致脉络膜新生血管在视网膜神经上皮下生长"
同时 D0I分泌大量的细胞因子"促使新生血管生
成

+/, "因此D0I细胞是相关疾病基因治疗的重要靶细胞'
基因载体的构建是基因治疗的焦点' 能安全(有

效地将外源基因导入到相应的部位并得以适度表达是

基因治疗的关键' 研究表明"阳离子多聚物载体比较
稳定"其相对分子质量和聚合物易调整"可引入侧链和
特异靶向性基团来调整和改善载体的性能"成为研究
的热点

+Q, '
壳聚糖是天然高分子多聚糖"具有抗菌性(生物可

降解性(安全性(生物相容性(细胞黏附性等特点"适合
作为基因递送的载体

+V, "但存在一定的缺点"如稳定
性欠佳"水溶液中分散性不好)官能团少"不易进行表
面修饰"功能单一)基因转染效率低等"限制了其在临
床上的应用"因此研制稳定的多功能脂质体具有重要
的理论意义和实用价值' 本研究采用自制的跨膜肽修
饰的 Lj-)XR?*5:替代磷脂"利用脂质体制备技术"成
功制备了表面带有正电荷并同时含有氨基和羧基等官

能团 的 新 型 阳 离 子 高 分 子 脂 质 体 Lj-)XR?*5:'
Lj-)XR?*5:脂质体具备以下特点*%N&将壳聚糖季铵
化"提高了壳聚糖的水溶性"质子化的可溶性壳聚糖能
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使细胞膜形成短暂的通道"提高基因跨膜运输效
率

+T, ' %S&合 成 的 Lj-)XR?*5:脂 质 体 粒 径 约 为
NP2 '7"呈球形"分布均匀"无聚集现象"其水溶液透
明' %P&e+8"电位可达[PT /̀2 7]"脂质体表面存在较
多的亲水性季铵基团"形成一种稳定的双层膜结构"小
分子胆固醇镶嵌其中"起到稳定作用' 高正电性使脂
质体更易与带负电荷的细胞膜结合"增强其跨膜能力'
%2&Lj-)XR?*5:脂质体同时含有氨基和羧基等官能
团"容易进行多功能组装 +P, '

细胞的天然屏障作用是影响转染效率的主要障

碍' 跨膜肽来源于获得性免疫缺陷病毒"可直接穿过
细胞膜(细胞核膜并锚定于特异的基因调控区' 跨膜
肽对反应条件的要求不高"转导效率高"可介导多种物
质进入细胞"对细胞的损伤比较小' 本研究中制备的
跨膜肽修饰的 Lj-)XR?*5:脂质体与 -$=5SOOO 的转染
效率相当"显示当转染试剂与质粒 !YB的质量比为
P hN _U hN时"可完全包裹 !YB"形成载体Z质粒 !YB
复合物"而质量比越高"形成复合物颗粒就越小且越致
密"更利于复合物质粒的转染' 但高浓度的转染试剂
毒性较大"因而包载率较高的转染试剂有较高的安全
性' b+等 +NO,

发现壳聚糖R聚乙二醇R聚乙烯亚胺%)XR
0ICR0IM&与质粒 !YB的质量比超过 U hN后能将基因
完全包裹' 本研究显示当高分子脂质体与质粒 !YB
质量比达到 S hN时即可以完全包裹基因"形成中性复
合体"在电场的作用下不再移动' 混合时间过长可能
导致游离 !YB与复合物非特异性结合"在电场的作用
下分离

+NN, '
稳定的聚合物可为 !YB提供保护作用"免受细胞

内外核酸酶攻击"但由于释放的限制而可能无法达到
最大转染效率' 相反"稳定性较差的聚合物可以很快
解除对 !YB的包裹"使后者在细胞质区域过早降解"
无法发挥作用"因此稳定性适中的聚合物才能达到理
想的转染效率

+NS, ' 本研究中的高分子脂质体 NS * 时
可检测到质粒 !YB的释放"P _U % 时释放约 QO Òd"
此后 释 放 平 稳 缓 慢" N2 % 时 共 释 放 TN /̀d" 与
-$=5SOOO 相比具有缓释现象"理论上药物浓度能维持
较长时间'

根据聚合物的侵害对象"基因载体的毒性可分为
细胞毒性(血液毒性和组织毒性"其中细胞毒性是评价
基因载体的重要指标' 壳聚糖具有生物黏附性(生物
相容性和可降解性"通过对壳聚糖改性制备其衍生物"
保留了壳聚糖的生物可降解性"同时其相对分子质量
减小"细胞毒性降低"使其更适合作为基因转染材
料

+NP, ' 本研究中"Lj-)XR?*5:脂质体质量浓度小于

SO %,R7:"))g(V 法检测 P 个时间点 D0I细胞存活率
与空白对照组比较均在 QOd以上"较 -$=5SOOO 毒性
低' 阳离子脂质体聚乙烯亚胺的安全剂量为 V _
NO %,R7:+N2, "聚乙二醇为 NO %,R7:+NO, "因此"本研究
中研制的 Lj-)XR?*5:脂质体安全范围更大'

综上所述"跨膜肽修饰的 Lj-)XR?*5:可有效地
转染 D0I细胞"转染效率较 -$=5SOOO 略高"有望应用
于由 D0I病变引起的视网膜和脉络膜的相关疾病的
靶向治疗'
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