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  摘 要:
 

聚乙烯亚胺(Polyethyleneimine,
 

PEI)纳米载体广泛应用于核酸药物的递送,但高细胞毒性限制了其在

临床上的应用。采用二油酰基磷脂酰乙醇胺(Dioleoyl
 

phosphatidylethanolamine,
 

DOPE)和胆固醇修饰分子量为

1.2
 

kDa与25.0
 

kDa的PEI,并将修饰后的PEI与DNA按照不同的氮磷比混合,制备PEI/DNA纳米颗粒;评估纳

米颗粒的理化性质、细胞毒性与转染效率,筛选高效低毒的PEI纳米载体。结果显示:DOPE和胆固醇修饰显著降

低了PEI/DNA纳米颗粒的细胞毒性。当氮磷比为3和5时,修饰后的纳米颗粒的平均粒径约为200
 

nm,Zeta电位在

5
 

mV至10
 

mV之间,分散度在0.1至0.2之间;当氮磷比为5时,修饰后的25.0
 

kDa纳米颗粒展现出最高的DNA体

内外递送效率和低细胞毒性。该结果表明辅助脂质修饰显著影响了纳米颗粒的细胞毒性,PEI分子量和氮磷比显著影

响了纳米颗粒的理化性质和转染效率。筛选出修饰后的25.0
 

kDa
 

PEI在氮磷比为5时与DNA混合制备的纳米颗粒

兼具高效的基因递送效率和良好的生物相容性,为PEI纳米载体在DNA疫苗递送领域的应用提供了数据支撑。
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Abstract:
  

Polyethyleneimine
 

(PEI)
 

nanocarriers
 

are
 

widely
 

used
 

for
 

nucleic
 

acid
 

drug
 

delivery,
 

but
 

high
 

cytotoxicity
 

limits
 

their
 

clinical
 

applications.
 

Dioleoyl
 

phosphatidylethanolamine
 

(DOPE)
 

and
 

cholesterol
 

were
 

used
 

to
 

modify
 

PEI
 

with
 

molecular
 

weights
 

of
 

1.2
 

kDa
 

and
 

25.0
 

kDa,
 

and
 

PEI/DNA
 

nanoparticles
 

were
 

prepared
 

by
 

mixing
 

modified
 

PEI
 

with
 

DNA
 

at
 

different
 

nitrogen-to-phosphorus
 

ratios.
The

 

physicochemical
 

properties,
 

cytotoxicity
 

and
 

transfection
 

efficiency
 

of
 

the
 

nanoparticles
 

were
 

evaluated,
 

and
 

efficient
 

and
 

low-toxicity
 

PEI
 

nanocarriers
 

were
 

screened.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

DOPE
 

and
 

cholesterol
 

modifications
 

significantly
 

reduced
 

the
 

cytotoxicity
 

of
 

PEI/DNA
 

nanoparticles.
 

When
 

the
 

nitrogen-phosphorus
 

ratios
 

were
 

3
 

and
 

5,
 

the
 

modified
 

nanoparticles
 

had
 

an
 

average
 

particle
 

size
 

of
 

about
 

200
 

nm,
 

a
 

zeta
 

potential
 

between
 

5
 

mV
 

and
 

10
 

mV,
 

and
 

a
 

dispersion
 

between
 

0.1
 

and
 

0.2.
 

When
 

the
 



nitrogen-phosphorus
 

ratio
 

was
 

5,
 

the
 

modified
 

25.0
 

kDa
 

nanoparticles
 

exhibited
 

the
 

highest
 

DNA
 

in
 

vivo
 

and
 

ex
 

vivo
 

delivery
 

efficiency
 

and
 

low
 

cytotoxicity.
 

This
 

result
 

indicated
 

that
 

auxiliary
 

lipid
 

modification
 

significantly
 

affected
 

the
 

cytotoxicity
 

of
 

the
 

nanoparticles,
 

and
 

the
 

PEI
 

molecular
 

weight
 

and
 

nitrogen-
phosphorus

 

ratio
 

significantly
 

affected
 

the
 

physicochemical
 

properties
 

and
 

transfection
 

efficiency
 

of
 

the
 

nanoparticles.
 

The
 

nanoparticles
 

prepared
 

by
 

screening
 

the
 

modified
 

25.0
 

kDa
 

PEI
 

mixed
 

with
 

DNA
 

at
 

a
 

nitrogen-phosphorus
 

ratio
 

of
 

5
 

exhibited
 

both
 

high
 

gene
 

delivery
 

efficiency
 

and
 

good
 

biocompatibility,
 

which
 

provided
 

data
 

support
 

for
 

the
 

application
 

of
 

PEI
 

nanocarriers
 

in
 

the
 

field
 

of
 

DNA
 

vaccine
 

delivery.
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0 引 言

  核酸药物在疾病治疗中应用潜力巨大,但核酸

分子的不稳定性及其在内化过程中存在的递送屏障

等问题,限制了其在临床上的应用[1-2]。聚乙烯亚胺

(Polyethyleneimine,
 

PEI)在1995年首次报道后被

研究者广泛用作基因递送载体,该载体具有高效的

基因转染、良好的基因压缩和内体逃逸能力以及可

修饰性强等优点,在核酸药物递送领域展现出巨大

的应用潜力[3]。PEI富含氨基基团,可通过静电作

用与核酸紧密结合,将其压缩形成稳定的纳米颗粒。
这一结构可在一定程度上避免核酸降解,并提高细

胞摄取效率,实现有效的细胞内递送[4]。同时,PEI
具备“质子海绵效应”,能在内体内吸收质子,诱导内

体渗透压上升和破裂,从而促进核酸从内体释放至

细胞质,实现基因表达
 [5-7]。然而,PEI存在较高的

细胞毒性问题,其高密度氨基易与细胞膜发生强烈

相互作用,尤其是高分子量PEI(25.0
 

kDa)更易造

成细胞膜损伤并诱发细胞死亡[8]。此外,PEI还易

与血液中带负电的血清蛋白发生非特异性结合,形
成血栓并破坏血浆膜结构,引发系统性毒性和免疫

反应[9]。
PEI可以通过化学修饰来改善其性能、降低细

胞毒性[10-12]。将二油酰基磷脂酰乙醇胺(Dioleoyl
 

phosphatidylethanolamine,
 

DOPE)与低分子量PEI
进行化学偶联,可提高siRNA的细胞内递送效率和

基因沉默效果,同时维持较低的细胞毒性水平[13-14]。
此外,在PEI分子上接枝靶向配体(如叶酸、抗体、
寡核苷酸等),可实现核酸药物向特定细胞的靶向递

送[15]。引入生物学可降解材料也是常用策略。例

如,将壳聚糖[16-17]、淀粉[18]、葡聚糖[19]等与PEI偶

联,可显著改善PEI的生物降解性和生物相容性。
Nicolle等[20]将解聚壳聚糖与PEI偶联后,用于

DNA的递送,修饰后的载体表现出良好的生物相容

性,并提高了基因表达效率、降低了PEI的细胞毒

性。Noga等[21]发现将羟乙基淀粉与低分子量PEI
偶联后,显著降低了PEI的细胞毒性和溶血率。

化学修饰在一定程度上可以改善PEI的性能,
但也会产生一些负面效果,如聚乙二醇(PEG)修饰

可有效降低PEI的细胞毒性,但可能干扰其质子海

绵效应,从而削弱内体逃逸能力[22]。同样,壳聚糖

或淀粉修饰虽能改善PEI的细胞毒性,可能影响

PEI与核酸的结合稳定性,递送效率下降[16-18]。寻

找能在降低细胞毒性的同时维持或提升递送效率的

修饰策略,对PEI在临床核酸药物递送中的应用具

有重 要 意 义,在 脂 质 纳 米 颗 粒 中 加 入 胆 固 醇

(Cholesterol,Chol)和DOPE能改变纳米颗粒的静

电作用、脂质自组装、堆积参数、粒径及表面电荷等

性能[23-24]。这种调控显著提升了脂质纳米颗粒的递

送效率[25]。
本文采用DOPE和Chol修饰分子量分别为

1.2
 

kDa和25.0
 

kDa的PEI分子,修饰后的PEI与

DNA按照不同氮磷比混合制备PEI/DNA纳米颗

粒。通过动态光散射仪检测PEI分子量和氮磷比

对纳米颗粒的理化性质的影响;利用CCK-8方法分

析PEI分子量、脂质修饰和氮磷比对纳米颗粒转染

人胚肾细胞(HEK
 

293T)细胞活力的影响;通过细

胞转染和小动物活体成像系统分别评价PEI分子

量和氮磷比对纳米颗粒体内外递送效率。研究旨在

筛选出兼具低毒性与高转染效率的PEI纳米载体,
为其在DNA疫苗等核酸药物递送中的应用提供实

验依据和理论支持。

1 实验部分

1.1 材 料

1.1.1 仪 器

  动态光散射仪(英国 Malvern
 

Panalytical公

司)、IVIS小动物活体成像系统(美国Caliper
 

Life
 

Sciences公司)、微流控双通道注射泵(南京晞迈纳

米科技有限公司)、微流控芯片(江苏澎赞生物科技
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有限公司)、二氧化碳培养箱(美国Thermo公司)、
倒置荧光显微镜(日本Nikon公司)、pH计(江苏梅

特勒-托利多科技)、倒置荧光显微镜(日本Nikon公

司)、小动物活体成像系统(美国Caliper公司)、酶标

仪(浙江天能科技有限公司)和细胞培养箱(美国

Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司)。
1.1.2 试

 

剂

  分子量分别为1.2
 

kDa和25.0
 

kDa的聚乙烯

亚胺和柠檬酸钠(上海阿拉丁生化科技股份有限公

司),DOPE(美国 MedChemExpress生物科技公

司),胆固醇(浙江赛诺佩生物医药有限公司),
DMEM培养基、胎牛血清(Fetal

 

Bovine
 

Serum,
 

FBS)、青霉素、链霉素和胰酶(浙江浩克世纪生物科

技有限公司),D-荧光素钠盐(上海翌圣生物科技股

份有限公司),三溴乙醇(南京爱贝生物科技有限公

司),50
 

kDa超滤管(德国 Merk公司)和 Cell
 

Counting
 

Kit-8(CCK-8)试剂盒、Lipo8000TM 商业转

染 试 剂 和 去 内 毒 素 质 粒 pCMV-N-EGFP/

pSV40Luc(上海碧云天生物科技股份有限公司)。
1.1.3 动物和细胞系

  6周龄雌性BALB/c小鼠(杭州杭斯生物科技

有限公司)和HEK
 

293T细胞(浙江浩克世纪生物

科技有限公司)。
1.2 方 法

1.2.1 PEI/DNA纳米颗粒的制备

  将分子量分别为1.2
 

kDa和25.0
 

kDa的PEI
分别与DOPE、Chol、无水乙醇按体积比8.0∶1.6∶
5.4∶85.0混合,制备经DOPE、Chol脂质修饰的

PEI纳米颗粒,分别命名为1.2
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol和

25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol 纳 米 载 体;并 制 备 未 经

DOPE、Chol脂质修饰的PEI纳米颗粒作为对照。将

PEIDOPE+Chol纳米载体和未经修饰的PEI纳米颗粒负

载溶解于含10
 

μg
 

pCMV-N-EGFP和pSV40Luc去内

毒素质粒的50
 

mmol/L柠檬酸钠溶液中(pH
 

值

4.5),按体积比1∶1通过微流控技术制备形成不同

氮磷比(1、3、5、7、9)的纳米颗粒。
纳米颗粒用PBS缓冲液(pH

 

值7.4)定容至10
 

mL后,转入50
 

kDa超滤管,在4
 

℃下以12000
 

r/min
离心15

 

min;重复离心操作,直到管内上层溶液体

积浓缩至1
 

mL。浓缩液根据PEI分子量、脂质修饰

策略和所负载质粒类型分别命名为1.2
 

kDa
 

PEI/
EGFP、25.0

 

kDa
 

PEI/EGFP、1.2
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/
EGFP、25.0

 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP、1.2
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/Luc和25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/Luc纳米

颗粒。上述超滤后的纳米颗粒统称为PEI/DNA纳

米颗粒,全部制品均于4
 

℃保存,现配现用。
1.2.2 PEI/DNA纳米颗粒理化性质测定

  通过动态光散射仪检测分析PEI分子量,氮磷

比对PEI/DNA纳米颗粒粒径大小和Zeta电位及

分散 度 的 影 响。取 1
 

mL 超 滤 后 的 1.2
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP、25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP纳

米颗粒溶液,置于Y形微量比色皿中,温度、散射角

和工作电压分别设置为25
 

℃、90°和100
 

mV。
1.2.3 PEI/DNA纳米颗粒对HEK

 

293T细胞活

力的检测

  采用CCK-8方法评价PEI分子量、脂质修饰策

略和氮磷比对PEI/DNA纳米颗粒转染HEK
 

293T
细胞活力的影响。将HEK

 

293T细胞接种到96孔

板中,细胞密度为8×103个/孔,取超滤后不同氮磷

比的1.2
 

kDa
 

PEI/EGFP、25.0
 

kDa
 

PEI/EGFP、
1.2

 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP、25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/
EGFP纳米颗粒溶液,分别转染 HEK

 

293T细胞,
每组3个复孔。

取HEK
 

293T细胞,弃去旧培养基,将各组纳

米颗粒和阴性对照分别与完全DMEM培养基(含
质量分数10%

 

FBS、质量分数1%青霉素和质量分

数1%链霉素)按照1∶1比例混匀;取100
 

μL分别加

入设定孔中,将96孔板放回细胞培养箱,培养24
 

h
后,吸去培养基,加入质量分数为0.1

 

mg/mL的

100
 

μL
 

CCK-8溶液;在细胞培养箱中孵育1
 

h后,
取出96孔板,观察96孔板中溶液变色情况,使用酶

标仪检测每个孔在450
 

nm 波长下的吸光度值

(OD)。细胞活力(Cell
 

viability)计算公式如式(1)
所示:

CV/%=
ΔOD1

ΔOD2
×100 (1)

其中:CV 为细胞活力,ΔOD1 为实验组与不含细胞

的CCK-8溶液组在450
 

nm 处的吸光度差值;
ΔOD2为对照组与不含细胞的CCK-8溶液组在450

 

nm处的吸光度差值。
1.2.4 PEI/DNA纳米颗粒对HEK

 

293T细胞的

转染效率检测

  将HEK
 

293T细胞接种于12孔板,细胞密度

为2.5×105 个/孔,将超滤后不同氮磷比的1.2
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP、25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/
EGFP纳米颗粒溶液,分别与完全DMEM 培养基

(含质量分数10%
 

FBS、质量分数1%青霉素和质量

分数1%链霉素)按照1∶1比例混匀,取100
 

μL分别
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加入设定孔中,以加入等量PBS溶液的HEK
 

293T
细胞为空白对照,商业转染试剂Lipo8000TM 转染的

HEK
 

293T细胞为阳性对照,每组3个复孔;转染

24
 

h和48
 

h后,通过倒置荧光显微镜观察EGFP的

表达情况。
1.2.5 PEI/DNA纳米颗粒对小鼠的转染效率

  通过小动物活体成像系统定量检测氮磷比为5
时制 备 的 1.2

 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/Luc、25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/Luc纳米颗粒在小鼠体内的转染效率。
各取50

 

μL纳米颗粒溶液大腿肌肉注射6周龄雌性

BALB/c小鼠,以注射等量体积PBS溶液的BALB/c
小鼠为空白对照组,每组3个重复;注射72

 

h后,使
用三溴乙醇麻醉小鼠,并腹膜内注射质量分数为15

 

mg/mL的200
 

μL
 

D-荧光素钠盐,处理15
 

min,利
用小动物活体成像系统检测小鼠体内Luc的表达

情况,划定统一ROI进行荧光信号定量。
1.2.6 统计学分析

  实验数据的分析和图表制作采用GraphPad
 

Prism9软件进行。所有数据均使用平均值±标准

差(mean±SD)的形式来表示3个重复的平均值,单
因素多样本分析采用双因素方差分析(two-way

 

ANOVA)来比较单组数据之间的差异,当P 值小

于0.05时,不同组之间存在统计学显著性差异。

2 结果与讨论

2.1 PEI/DNA纳米颗粒理化性质分析

2.1.1 PEI/DNA纳米颗粒的粒径分析

  为了解PEI分子量和氮磷比对PEI纳米颗粒

理化性质的影响,以不同氮磷比将修饰后的PEI与

pCMV-N-EGFP质粒混合纳米颗粒,并通过动态光

散射仪检测纳米颗粒的粒径大小,结果如图1所示。
图1表明:当氮磷比为1时,经DOPE和Chol修饰

分子量为25.0
 

kDa的PEI与pCMV-N-EGFP质粒

形成的纳米颗粒(25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP纳米

颗粒)的 粒 径 最 大,为 810
 

nm,大 于 1.2
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP纳米颗粒(粒径约610
 

nm);当
氮磷比为3、5、7和9时,纳米颗粒的粒径随氮磷比

值的增加而增大,在氮磷比相同的条件下,2种分子

量不同的PEI与pCMV-N-EGFP质粒混合制备的

纳米颗粒粒径大小相等;在氮磷比为3时,两种纳米

颗粒的粒径最小,约190
 

nm,氮磷比为5时的粒径

增加至200
 

nm,氮磷比为7时的粒径约为300
 

nm
以及氮磷比为9时的粒径约400

 

nm。综上所述,纳
米颗粒粒径控制在约200

 

nm更有利于细胞摄取与

胞内分布的均匀性,能够减少胞吞效率差异或局部

聚集现象,提高基因递送效率与转染稳定[26]。

图1 不同分子量PEIDOPE+Chol/EGFP纳米颗粒在不同

氮磷比下的粒径分布曲线

注:****P<0.0001。

2.1.2 PEI/DNA纳米颗粒的表面Zeta电位分析

  为了进一步了解制备的PEI纳米颗粒的表面

电位,利用动态光散射仪检测其Zeta电位。结果如

图2所示,随着氮磷比的增加,2种纳米颗粒的Zeta
电位逐渐升高,Zeta电位由负值转为正值,表明更

多阳离子的引入中和了DNA分子的负电荷,纳米

颗粒表面逐渐呈正电性;在相同氮磷比条件下,
25.0

 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP纳米颗粒的Zeta电位

高于1.2
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP纳米颗粒。这说

明高分子量的PEI具有更稳定的复合结构与更强

的细胞摄取潜力,其原因在于高分子量的PEI具有

更高的阳离子密度和更强的DNA压缩能力,使其

能够更有效地包裹DNA并形成带更多正电荷的复

合物,在较高氮磷比条件下能更有效地与DNA结

合并形成带正电的稳定纳米颗粒。

图2 不同分子量PEIDOPE+Chol/EGFP纳米颗粒

在不同氮磷比下的Zeta电位分布曲线

注:****P<0.0001。

956第5期 孙佳怡等:聚乙烯亚胺纳米载体的设计及其在DNA体内外递送中的性能评估



2.1.3 PEI/DNA纳米颗粒的分散度分析

  PEI纳米颗粒的分散度如图3所示,2种PEI
形成的纳米颗粒在不同氮磷比下的分散度变化趋势

基本一致,呈“U”字形变化。在氮磷比为1、7及9
时,纳米颗粒分散度较高,表明此时纳米颗粒系统不

均 一,特 别 是 在 氮 磷 比 为 1 时,25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP的分散度值接近0.85,表明存在

部分DNA未被完全包裹或颗粒聚集现象。此外,
在氮磷比为1和7时,25.0

 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP
的分散度显著高于1.2

 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP
(P<0.0001),这可能与25.0

 

kDa
 

PEI具有更强的电

荷密度相关。在氮磷比为3和5时,2种纳米颗粒分

散度较低。此时颗粒结构稳定,粒径均一,是形成稳

定纳米颗粒的最佳条件区间。综上,氮磷比为3和5
是构建粒径均一、稳定结构的PEI/DNA纳米颗粒的

最优区间。同时,25
 

kDa
 

PEI制备的纳米颗粒具有更

强的电荷密度,表现出较强的DNA压缩能力。

图3 不同分子量PEIDOPE+Chol/EGFP纳米颗粒

在不同氮磷比下的分散度分布曲线

注:****P<0.0001。

2.2 PEI/DNA纳米颗粒对HEK
 

293T细胞活力的

影响

  为了分析PEI分子量、脂质修饰和氮磷比对纳

米颗粒转染HEK
 

293T细胞活力的影响。将上述

制备的所有纳米颗粒分别转染HEK
 

293T细胞,以
未修饰的PEI纳米颗粒为对照,利用CCK-8试剂盒

对细胞活力进行测定。结果如图4所示,随着氮磷

比的增加,2种纳米颗粒的细胞活力均呈缓慢下降

趋势,表明更多阳离子的引入造成了对细胞的损伤。
在不同氮磷比下,两种不同分子量的纳米颗粒对细

胞的活力影响未见明显变化。此外,与未经修饰的

纳米颗粒相比,1.2
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP和25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP纳米颗粒处理细胞后的存

活率明显增高,表明DOPE和Chol修饰可显著降

低了PEI/DNA纳米颗粒的细胞毒性,提升细胞活

力。PEI细胞毒性的下降可能是Chol修饰改善了

纳米颗粒的血液稳定性,从而抑制其在循环中的早

期解离,阻碍PEI与细胞膜的直接接触,降低了PEI
对细胞膜的损伤风险,进而降低了PEI的细胞毒

性[27-30];DOPE的不饱和脂肪酸结构增强了纳米颗

粒与细胞膜的融合能力,促进了内体逃逸并提高了

内化效率,在一定程度上降低PEI的细胞毒性[31]。
2.3 PEI/DNA纳米颗粒对HEK

 

293T细胞的转染

效率分析

  为了分析PEI分子量和氮磷比对纳米颗粒转

染效率的影响,通过荧光显微镜观察纳米颗粒在

HEK
 

293T细胞中递送pCMV-N-EGFP质粒的表

达情况。结果如图5所示,当氮磷比为3和5时,转
染后24

 

h和48
 

h的细胞中可见明显的绿色荧光

信号。

图4 不同分子量PEIDOPE+Chol/EGFP纳米颗粒转染后HEK
 

293T细胞活力变化直方图

注:**P<0.01;****P<0.0001。
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  在氮磷比为5时,纳米颗粒转染细胞中的绿色

荧光信号最强,优于氮磷比为3时的纳米颗粒,说明

较高氮磷比有利于质粒表达。转染48
 

h后,在25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP转染细胞中的绿色荧光信

号明显比1.2
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP转染细胞中

的强,表明高分子量PEI具有更强的转染效率。氮

磷比为1、7和9制备的纳米颗粒处理细胞中均无任

何荧光信号,说明了这些纳米颗粒不能有效递送外

源DNA进入细胞,这可能与这些纳米颗粒具有较

大的粒径和分散度有关。综上,当氮磷比为5时制

备的25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP纳米颗粒的递送

效率最佳;氮磷比为3的25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/
EGFP纳米颗粒次之;以氮磷比为3和5制备的1.2

 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP也能有效递送外源DNA进

入细胞,在48
 

h的转染效率远远低于25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/EGFP纳米颗粒。

图5 不同分子量PEIDOPE+Chol/EGFP纳米颗粒递送EGFP在HEK
 

293T细胞中荧光表型图

注:PBS表示磷酸缓冲液,作为阴性对照;Lipo表示Lipo8000TM,作为阳性对照;白线标尺为100
 

μm。

2.4 PEI/DNA纳米颗粒体内转染分析

  为了在活体动物水平分析PEI分子量对纳米

颗粒体内递送DNA的影响,以氮磷比为5分别制

备1.2
 

kDa和25.0
 

kDa
 

PEI纳米颗粒,并肌肉注射

于小鼠体内。小鼠处理72
 

h,利用小动物活体成像

系统观察pSV40Luc质粒的表达情况,结果如图6
所示。从图6可以看出:与PBS对照组相比,1.2

 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/Luc和25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/Luc
纳米颗粒均能成功将pSV40Luc质粒递送到小鼠体

内并得到表达,25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/Luc注射小鼠

体内的平均荧光信号强高于1.2
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/
Luc处理组;在25.0

 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/Luc纳米颗粒

处理组中,小鼠体内的平均荧光强度为0.2595×105
 

p/(s·cm2·sr),比1.2
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/Luc处理组

的平均荧光强度为0.2095×105
 

p/(s·cm2·sr)提升

约20%,高分子量PEI比低分子量PEI具备更强的

DNA递送效率,其原因可能是高分子量PEI具有

较强的DNA压缩能力和更高的表面电荷,增强了

其与细胞膜的相互作用,提升了体内递送效果[32-33]。

3 结 论

  本文采用DOPE和Chol修饰分子量分别为

1.2
 

kDa和25.0
 

kDa的PEI为基础,将修饰后的

PEI与DNA按照不同的氮磷比进行混合,制备

PEI/DNA纳米颗粒。通过评估纳米颗粒的理化性

质、转染效率和细胞毒性,筛选得到了高效低毒的

PEI纳米载体。主要结果如下:
a)DOPE和Chol修饰能显著降低PEI的细胞

毒性,显著提升PEI/DNA纳米颗粒在HEK
 

293T
细胞中的细胞活力。
b)当氮磷比为3和5时制备的PEI/DNA纳米

颗粒具有理想的粒径(190~200
 

nm)、适中的Zeta
电位(5~10

 

mV)和较低的分散度(0.1~0.2),有利

于细胞摄取和基因递送。
c)当氮磷比为5时,25.0

 

kDa
 

PEI/DNA纳米

颗粒展现出最优的 DNA 递送效率。25.0
 

kDa
 

PEI/DNA纳米颗粒体外转染产生的绿色荧光信号

明显强于1.2
 

kDa
 

PEI/DNA纳米颗粒。在活体实
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验中,25.0
 

kDa
 

PEI/DNA纳米颗粒在活体中转染

产生的平均荧光强度比1.2
 

kDa
 

PEI/DNA纳米颗

粒处理组提升约20%。

图6 不同分子量PEIDOPE+Chol/Luc纳米颗粒递送Luc在小鼠活体中的表达

注:
 

PBS表示磷酸缓冲液,作为阴性对照;1.2kDa
 

表示1.2
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/Luc纳米颗粒,

25.0
 

kDa
 

表示25.0
 

kDa
 

PEIDOPE+Chol/Luc纳米颗粒;*P<0.05;***P<0.001。

  本文的研究结果表明,在氮磷比为5时,经
DOPE和Chol修饰的25.0

 

kDa
 

PEI/DNA纳米颗

粒不仅显著降低了细胞毒性,同时实现了高效稳定

的DNA递送,为利用PEI纳米载体进行DNA疫苗

开发和应用研究奠定基础。但未来还需PEI纳米

载体在DNA
 

疫苗递送研究中的稳定性和免疫原

性,进一步优化其在DNA疫苗递送中的实际应用

效果。
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