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阳离子聚合物基因转染载体的研究进展
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（中国科学院成都有机化学研究所�成都　610041）

　　摘要：安全有效的基因载体是实现基因治疗的必要条件�由于阳离子聚合物易于合成和改性�无免疫原性�
可以方便地与 DNA形成紧密的超分子复合物�保护 DNA免受核酸酶的降解�并促进其进入细胞�从而成为非病
毒基因载体中的一个重要类型；但阳离子聚合物基因载体�对细胞具有电荷相关的毒性�转染效率低于病毒载
体�这成为限制其进入临床使用的瓶颈。本文从提高阳离子聚合物作为基因载体时的转染效率及降低其毒性
方面综述了阳离子聚合物基因载体的研究进展�归纳了改善阳离子聚合物基因载体转染特性的八种方法�预测
了阳离子聚合物基因载体的发展前景。
　　关键词：阳离子聚合物；基因载体；转染效率；细胞毒性

1　基因转染载体
1∙1　 基因转染载体的作用及类型

基因治疗方法为先天性遗传疾病和严重后天获得性疾病的治疗提供了一条富有前景的新途径［1�2］ 。
基因治疗的实施方式多种多样�但都离不开将外源基因高效地导入细胞。DNA分子通常以带负电的疏松
状态存在�体积较大�满负电荷与细胞表面之间存在排斥作用�难于进入细胞；另外�血液及细胞内存在大
量的水解酶尤其是核酸酶�能将裸 DNA分子破坏�因此单独使用 DNA转染时�效率较低［3］ 。为了使 DNA
有效转染�需要借助物理方法或使用基因载体辅助 DNA转染。物理方法需要使用专门的设备�不能进行
全身性使用�并且会对组织和细胞产生严重损害［4�5］ �采用基因载体法有望克服物理方法的缺陷。基因载
体包括病毒载体及非病毒载体�病毒载体尽管转染效率高�但是存在免疫原性、致癌性、宿主 DNA插入整
合等弊端［6�7］ �从而限制了它们的应用。非病毒载体无免疫原性�便于大规模生产�但转染效率低于病毒
载体。非病毒载体中的阳离子聚合物载体具有优异的 DNA结合及保护能力�便于进行靶向性及生物适
用性改性�成为基因载体研究中的一个重要研究对象。文献中报道了很多合成阳离子聚合物基因载体如
聚赖氨酸［8�9］ 、聚乙烯亚胺［10］ 、聚酰胺基胺［11�12］ 、聚氨基酯［13�14］ 、聚脒［15］ 、壳聚糖［16～18］ 、带有阳离子侧基的
聚烯烃［19～21］等类型。
1∙2　 基因转染载体的效率和毒性

高效率且低毒性的基因载体是基因治疗进入临床使用的必要条件［22］ �因此高效率而低毒性也就成
了开发新的基因载体的目标。基因载体的效率可用细胞转染率及编码外源蛋白的表达量来表示�它与载
体能否有效地保护外源基因免于水解酶的破坏并促进其突破各种生物屏障进入细胞核等适于基因表达

的细胞器内有关［23］ 。基因载体的毒性根据聚合物的侵害对象可分为细胞毒性、血液毒性和组织毒性�其
中细胞毒性是体外基因转染时评价基因载体的一个重要指标�当将基因载体复合物用于体内时�如果是
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通过血液途径的系统性基因治疗�可能出现诸如溶血等毒性�当基因载体复合物在体内进行局部支撑治
疗及血液途径的系统性基因治疗时�复合物分布到器官或组织后可能产生相应的组织毒性；另外�根据毒
性随时间的变化可分为瞬时毒性和累积毒性。

提高转染效率与降低毒性是两个密切相关的概念�一种基因转染载体真正应用于基因治疗临床必须
同时具有这两个特性。高效高毒的基因转染载体由于其毒性破坏了细胞的生存能力从而使其效率无法
发挥�低效低毒的基因转染载体由于其效率低�而体现不出基因治疗相对于传统治疗的优越性。对毒性
与效率都低的基因载体进行改性提高其效率�对毒性与效率都高的基因载体进行改性以降低其毒性�或
通过改性同时提高基因载体的效率又降低其毒性�都将推动基因载体的研究进展。
1∙3　 阳离子聚合物的阳离子特性对其转染特性的影响

阳离子聚合物作为基因载体时�其阳离子特性对基因转染效率有如下影响：一�提供与 DNA自组装
的动力�有利于保护 DNA免受降解；二�压缩 DNA成为比自由 DNA体积小的复合物颗粒�有利于进入细
胞［28～30］ ；三�复合物颗粒之间产生静电排斥作用�稳定复合物；四�与细胞膜产生静电吸引作用�促进复合
物内吞；五�与体液负电组分结合�不利于体内转运；六�阻止 DNA释放�不利于编码基因表达。前四种影
响有利于提高转染效率�后两种影响不利于提高转染效率�由此可见阳离子聚合物的阳离子特性对基因
转染效率具有双重性影响。提高阳离子聚合物作为基因载体时的转染效率就要促进阳离子特性的有利
影响抑制其不利影响。阳离子聚合物的阳离子特性也是其具有细胞毒性的决定因素之一�其所携带的正
电荷会破坏细胞的膜结构�对于血细胞而言会产生溶血现象。阳离子聚合物的分子量越高�电荷量越大�
毒性也越大［24～27］ 。

近年来�阳离子聚合物基因载体的研究取得了很大的进展�尤其是发现了一些转染效率与 PEI25K相
当甚至效率比 PEI25K更高的载体。本文对近年来阳离子聚合物基因载体的研究进行了综述�重点总结
了改善阳离子聚合物基因载体转染特性的方法。
2　改善阳离子聚合物基因载体转染特性的方法
2．1　在阳离子聚合物中引入亲水基团

一般作为基因载体的阳离子聚合物本身具有较好的水溶性�但当其与 DNA形成超分子复合物后�水
溶性降低。通过血液途径进行系统性的基因治疗时�带正电的基因与阳离子聚合物的复合物容易和血液
中的负电组分结合并被网状内皮系统清除�在体外进行血清存在条件下的转染实验时�则形成难于被细
胞内吞的大颗粒沉淀�从而降低转染效率［31�32］ 。为了克服这一问题�可以在阳离子聚合物上引入非离子
的亲水性基团�当聚合物与 DNA复合时�形成内部为水溶性较低的核�而外部为水溶性较高的壳的具有
核壳结构的复合物颗粒�从而提高了复合物的稳定性。PEG 是被广泛运用的亲水改性成分［33～39］ 。Tang
等［38］用分子量为2K的 PEG对分子量为25K的 PEI进行接枝改性�得到了一系列平均每条 PEI 分子链上
接枝 PEG数从1～14∙5的改性聚合物�对改性聚合物的接枝率与有或无血清条件下的转染及体内转染之
间的关系进行了较为详细的研究。他们发现接枝数为1时�PEG-g-PEI在0～2mM的实验浓度范围内�对
定向的人神经前体细胞 NT2的毒性没有明显变化�而接枝数为5时�在实验浓度范围内�毒性明显降低�
尤其是在聚合物浓度为2mM时�未改性 PEI 的细胞存活率几乎为0�而 PEG-g-PEI 的细胞存活率保持在
100％以上。接枝度越高�聚合物的毒性对浓度的依赖性越小�即增加聚合物浓度时细胞的存活率降低越
小。在无血清存在条件下的体外转染实验中�接枝数为1的改性聚合物的转染效率是起始 PEI 的10倍。
血清存在的条件下�PEI的转染效率是无血清时的6％�而接枝数为1的改性聚合物的转染效率在血清存
在条件下的转染效率是 PEI的5倍�接枝数为5的聚合物的转染效率在血清存在条件下的转染效率是
PEI的6∙3倍。可见 PEG接枝改性可以提高 PEI在血清存在条件下的转染效率。通过将复合物经由胸部
注射到成年雄性wistar鼠腰椎蛛网膜下隙的方法进行了体内转染实验�对冷冻切片进行免疫组织化学染
色后�发现脊髓和脑膜部位有明显报告基因表达。荧光素酶活性分析表明�在 N/P 为20时�接枝数为1
的聚合物的体内转染效率是起始 PEI的转染效率的3倍�接枝数为2∙5的聚合物的转染效率是起始 PEI
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的2倍�接枝数为14∙5时�体内转染效率没有增加。用起始PEI进行转染时�在远离注射位点的脑部没有
明显转染�而用 PEG-g-PEI转染时�脑干、小脑等脑部部位出现可明显检测的转染。可见对阳离子聚合物
进行亲水改性时�聚合物的毒性随着接枝率的增加而减小�接枝率对转染效率的影响不是单调增加的�转
染效率的增加在适当的接枝率时出现最大值�增大或减小接枝率时�转染效率都会降低�当然这只是具体
实验细节问题�与亲水改性作为一种提高转染效率并降低毒性的方法并不矛盾。

Petersen等［40�41］不仅研究了 PEG接枝率对 PEI转染特性的影响�还研究了 PEG分子量对转染特性的
影响。他们在分子量为25K的 PEI 上适度接枝分子量为5K的 PEG后�发现复合物粒径从142±59nm 变
为61±28nm。在最佳接枝率以上�随着接枝率的进一步增加�复合物的形成受到了阻碍�且复合物不再
是球形。PEI上接枝1个分子量为20K的PEG后可以与DNA形成球形51±23nm的紧密微粒。而接枝35
个分子量为550的PEG时�与DNA形成130±60nm的离散微粒�且不能有效屏蔽PEI的电荷�会导致明显
的红血球聚集及溶血现象。PEG分子量对毒性的研究表明�随着 PEG分子量的增加�毒性降低；PEG接枝
数对毒性的研究表明�接枝数在6个以上时�即可得到无毒的载体。

亲水改性的阳离子聚合物与起始阳离子聚合物在基因转染方面存在一些相同点�如它们的细胞毒性
都随着 N/P的增加而增加�复合物颗粒的粒径随 N/P 的增加而减小�转染效率随 N/P 的增加先增加后减
小。但亲水改性的阳离子聚合物与起始阳离子聚合物在转染特性方面又存在着不同点�如在相同的 N/P
条件下�效率、毒性、zeta电势、粒径、抗盐性及抗血清性都不同�无血清及血清存在条件下�出现最佳转染
效率时的 N/P也不相同。从根本上说�亲水基团对阳离子聚合物具有两种作用：一是增强了水溶性或水
稳定性�二是屏蔽阳离子聚合物的电荷。增强水稳定性有利于减小团聚�促进内在化；有利于增强抗血清
及抗盐性�避免或减小被网状内皮系统清除（如果是进行体外有血清时的转染或体内血液途径的系统性
治疗时）；有利于增强复合物在血液及体液中的扩散�促进到达病灶部位。屏蔽阳离子聚合物的电荷有利
于减小细胞毒性�进而增强转染效率；有利于减弱与体内负电组分的结合�保持复合物的体内稳定；同时�
不利于聚合物与 DNA形成紧密的复合物�降低保护作用；不利于复合物与细胞表面的静电结合�减弱内
在化能力。可见亲水改性对聚合物的毒性有确定的减小作用�但对转染效率却有双重影响�需要合理优
化。亲水基团的双重影响造成了上述改性与未改性阳离子聚合物在作为基因载体时存在的相同点和不
同点�改性用 PEG的分子量及 PEG的百分用量的增加都将增强亲水基团对阳离子聚合物的这两种根本
作用。适当亲水改性后�复合物颗粒能稳定存在�减小团聚�在体外转染时有利于内吞�在体内转染时除
了有利于内吞外�还有利于延长复合物在体内的存在时间�从而增加转染效率降低细胞毒性。亲水改性
基团隔离了阳离子聚合物与生物体膜的接触�降低了聚合物的细胞毒性�细胞的生存能力增强�可能使得
转基因的表达能力相应增强。

用 PEG对阳离子聚合物进行改性时�既可以用 PEG接枝阳离子聚合物�也可以用 PEG与阳离子聚合
物形成嵌段共聚物［42］ 。Choi ［43］等用氨基 PEG和赖氨酸合成了哑铃形的树枝状聚赖氨酸与 PEG的三嵌段
共聚物（见图1）�由于分布在复合物表面的 PEG 段的屏蔽作用�几乎不存在细胞毒性。除了 PEG 外�聚
N-羟丙基甲基丙烯酰胺（pHPMA） ［44�45］和聚 N-乙烯吡咯烷酮［46�47］也被用于阳离子聚合物亲水改性。
2．2　 在阳离子聚合物中引入可降解基团

基因治疗的过程中包括两个重要步骤�一个是基因传输�另一个是基因表达。为了使前一个步骤实
现�对于聚合物基因载体来说�就需要提高聚合物与 DNA的结合能力�使其更容易组装成紧密微小的超
分子复合物［48］ 。为了使后一个步骤实现�就要在适当的时候�使载体与 DNA容易地分离�也就是需要在
适当的时候减小 DNA与载体之间的相互作用。根据前面1∙3中的分析�聚合物与 DNA的结合特性及聚
合物的毒性都具有分子量依赖性�如果能使得阳离子聚合物在与 DNA复合时�具有较高的分子量�而形
成的复合物进入细胞后又能变为分子量较小电荷量较低的副产物�则可以同时实现上述的两个步骤�进
而同时实现降低聚合物的毒性和提高转染效率两个方面的作用�为此可采用可降解阳离子聚合物�尤其
是响应细胞内环境的可降解聚合物［49］作为基因载体。

Zhong等［50］合成了一系列可降解超支化聚（β-氨基酯）（见图2�其中折线部分代表含有酯键的连接部
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图1　由 PEG与赖氨酸共聚得到的哑铃形共聚物
Figure1　Copolymer of dendritic polylysine and PEG

分）�它们在37℃�pH为7∙4的生理条件下可降解�在4h内�会有10％的酯键被水解�这些聚氨基酯在 pH
为5∙1～7∙4的范围内具有高的缓冲能力�部分聚合物在N/P为40时�可以与质粒形成94～135nm的小微
粒�具有与 PEI相当或比 PEI高的转染效率�在血清存在的条件下仍可保持其转染效率�并且毒性低于
PEI、PLL及 pDMAEMA。

图2　可降解超支化聚（β-氨基酯）
Figure2　Biodegradable hyperbranched poly（ester amine）

Lim等［51］合成了侧基与聚赖氨酸相同�而主链
与之不同的聚胺丁基乙醇酸（PAGA）�在 pH为7∙3
的37℃的水溶液中进行降解实验�发现其分子量半
衰期为30min�5h 后分子量变为起始的1/3�1d 后
降解变慢�完全降解需要6个月。N/P 为3时�DNA
得到部分保护�N/P为5时�在4h内 DNA都可以得
到完全保护。单独的 PAGA 的浓度即使在300μg/
mL时�也检测不出毒性�PAGA与 DNA在 N/P为60
时形成的复合物�没有细胞毒性�与空白细胞对照�
存活率反而增加了30％�在此条件下�用 PLL 作载
体时�细胞的存活率仅为25％。在用氯喹辅助内涵体破坏的条件下�当 N/P 为6时�PLL 的转染效率最
高�而 PAGA在 N/P为60时转染效率最高�后者的转染效率是前者的3倍。与此类似�Luten等［52］合成了
与聚甲基丙烯酸二甲基胺乙酯（pDMAEMA）具有类似侧基结构而主链可降解的聚二甲基胺乙基聚膦腈
（pDMAEPZ1和 pDMAEPZ2）（见图3）�在转染效率方面�当 pDMAEPZ与 DNA的质量比为24时�pDMAEPZ1
具有最佳转染效率�且与 pDMAEMA相当。当质量比为6时�pDMAEPZ2具有最佳转染效率�且其转染效
率是 pDMAEMA 的2倍。在细胞毒性方面�pDMAEMA 的 IC50为4μg/mL�pDMAEPZ1的 IC50为20μg/mL�
pDMAEPZ2的 IC50为6μg/mL。表面上看 pDMAEPZ2的毒性没有比 pDMAEMA小的少�但实际上每个结构
单元中 pDMAEPZ2的 N原子数比 pDMAEMA的多一倍�考虑到这一点�可以认为 pDMAEPZ2比 pDMAEMA
具有显著的生物相容性。

从上述实例中可以看出�可降解聚合物由于在水溶液中分子量会降低�因此每个分子上的电荷量也
会逐渐减少�为了充分发挥对 DNA的保护作用�在形成复合物时�通常需要比不可降解聚合物高的 N/P�
相应最佳转染效率的发挥�也需要较高的 N/P。尽管在最佳转染条件下的操作中�可降解聚合物作载体
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图3　聚双（二甲基胺乙氧基）膦腈及聚双（二甲基胺乙胺基）膦腈
Figure3　Poly（N�N-dimethylaminoethyl） phosphazenes

时的 N/P高于不可降解聚合物�但前者的毒性不但不会高于后者�反而低于后者�甚至可能不具有任何毒
性�可见可降解阳离子聚合物的降解性削弱了分子量增加对载体毒性和效率影响之间的矛盾。利用可降

图4　可降解交联 PEI
Figure4　Biodegradable crosslinked PEI

解阳离子聚合物在基因转染方面提高效率降低毒性的优势�有人将不可降解的低分子量 PEI 通过可降解
部分交联起来得到了一系列可降解的高分子量 PEI�这些交联 PEI即保持了 PEI的转染效率�同时大大降
低了 PEI的毒性［53～55］ （见图4�其中折线部分表示含有可降解键的交联部分）。Forrest 等［55］将分子量为
0∙8K的PEI用含有酯键的小分子交联剂交联后得到了分子量为14～30K的可降解PEI。交联PEI可以与
DNA形成30～80nm左右的复合物颗粒�降解半衰期为4h�且在中性及内涵体酸性环境下的降解速率相
差不大�尽管交联 PEI可降解�但与 DNA形成的复合物在实验的24h内都能阻止溴乙啶的内插。动态光
散射显示紧密复合物颗粒至少可以保持6h。起始0∙8KPEI 与 DNA的复合物对 MB-231和 C2C12实验细
胞系没有可检测的转染�交联 PEI因结构和细胞系的不同�可产生2～16倍于 PEI25K的转染效率。交联
PEI在基因治疗通常使用的载体浓度范围内�没有毒性�聚合物降解越快�毒性越小。
2．3　 在阳离子聚合物中引入内涵体破坏性基团或成分

要使阳离子聚合物载体/基因复合物产生高的转染效率�必须使它能克服基因传输时面临的各种生
理屏障�其中复合物能否从进入细胞后形成的内涵体中逸出是对阳离子聚合物基因载体的转染效率有重
要影响的转移过程。如聚赖氨酸和聚乙烯亚胺是两种较早应用于基因转染的阳离子聚合物基因载体�但
是单纯的聚赖氨酸的转染效率比聚乙烯亚胺低得多［56～58］ �这是因为聚赖氨酸与 DNA的复合物通过内吞
作用［59�60］进入细胞后�往往被限制在内涵体的酸性环境中［61］ �在内涵体的生命周期后期�聚赖氨酸及其
所携带的 DNA可被其中的水解酶降解破坏。聚乙烯亚胺由于具有独特的“质子海绵”作用�在中性 pH条
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件下只发生部分质子化而与 DNA结合�还剩余一部分胺基（主要是叔胺）未质子化�当它进入内涵体后�
剩余的胺基在内涵体中继续发生质子化�并与内涵体膜产生相互作用�导致内涵体膜破坏；另外内涵体中
pH升高�会促进其吸收细胞液膨胀瓦解内涵体［62］ 。这就使得聚乙烯亚胺/DNA复合物在内吞入细胞后能
较快地从内涵体中逃逸�因此聚乙烯亚胺至今仍是不需另外添加内涵体破坏剂而保持较高转染效率的聚
合物载体之一［63］ 。可见�增强复合物的内涵体破坏能力将增强其转染效率。为了改善复合物从内涵体
的逃逸能力�可以在形成复合物时添加氯喹［64］ �膜破坏性肽［65�66］及聚丙基丙烯酸［67�68］等。其中氯喹虽然
可以明显提高转染效率�但是具有较大的细胞毒性。膜破坏性肽及聚丙基丙烯酸具有响应 pH的变化而
发生构象转变的能力�在较低 pH值条件下可以插入细胞内膜�导致膜上成孔�使膜内包含物逸出。

根据 PEI破坏内涵体的原理�在保证阳离子聚合物的基因复合能力的前提下�设计合成能在内涵体
pH条件下继续质子化的阳离子聚合物可以增强复合物的内涵体逸出能力�从而提高转染效率。在阳离
子聚合物上引入三级胺或咪唑环等具有质子海绵效应的基团时�可以实现这种效果［69～71］ 。Benns等［70］为
了提高聚赖氨酸的转染效率�合成了聚组氨酸接枝的聚赖氨酸 PLH-g-PLL�PLH-g-PLL 与 DNA可以形成
117～336nm的复合物颗粒�在聚合物与 DNA 的质量比相同的条件下�PLH-g-PLL 在293T 细胞中的转染
效率高于 PLL。毒性研究表明�在聚合物与 DNA的质量比为20/1时�使用 PLL作载体时细胞的存活率为
40％�而使用 PLH-g-PLL时的存活率为90％。Kim等［71］为了改善壳聚糖/基因复合物的转染效率�通过在
侧基上引入尿刊酸的方法合成了改性壳聚糖UAC（见图5）。在实验的 N/P范围内�各种接枝度的UAC 均
可以与 DNA形成100nm以下的复合物颗粒�在实验的配比范围内�不管是改性壳聚糖还是未改性壳聚
糖�对细胞的存活率均没有明显影响�细胞存活率均保持在90％以上�但引入尿刊酸可以进一步提高细
胞的存活率。UAC的转染效率均高于相同条件下的壳聚糖的转染效率�尤其是在 N/P 为20时�UAC70的
效率大约是壳聚糖的400倍左右。

图5　尿刊酸改性壳聚糖
Figure5　Urocanic acid-modified chitosan

图6　环糊精衍生化树枝状聚酰胺基胺
Figure6　Polyamidoamine？dendrimer conjugates with cyclodextrin

另外�根据环糊精具有溶血性�能增强水溶性药物对生物体膜的渗透作用原理�Kihara等［72�73］合成了
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环糊精衍生化的不同代数的聚酰胺基胺树枝状聚合物（见图6）�环糊精衍生化的2代树枝状聚合物在
NIH3T3细胞系中的转染效率在 N/P为200时提高大约60倍�改性3代聚合物的转染效率在实验的2～
200的 N/P范围内�转染效率都得到了提高�N/P 为20时�转染效率约提高了15倍�四代改性聚合物的转
染效率在实验的 N/P范围内也得到了提高�只是提高的范围不如三代聚合物。环糊精改性的树枝状聚酰
胺基胺的细胞毒性没有明显改变�在 NIH3T3细胞系中�当 N/P 在100/1以下时�改性聚合物几乎没有毒
性。
2．4　 在阳离子聚合物中引入靶向基团

有效的系统性的基因治疗离不开基因的靶向传输。除了癌组织独特的渗透容留效应可以使 DNA药
物被动靶向之外［74］ �不具有靶向特性的基因载体不但难以使足量的外源治疗基因到达病灶部位�反而可
能使正常细胞受到影响。靶向传输与细胞表面存在的特定受体有关�载体上的靶向基团对特定细胞的表
面受体具有特异性识别作用�可以使载体转染特定类型的细胞�增强了复合物受体介导的内吞�从而提高
转染效率。通过血液途径的体内系统性治疗中�有利于减小正常组织受影响的范围�增强病变组织的治
疗效果。文献中研究较多的靶向传输是肝细胞及癌细胞的靶向传输［75�76］ 。Gao 等［77］为了增强壳聚糖/基
因复合物向肝细胞的传输�合成了侧基部分半乳糖化的壳聚糖。在 N/P 为3时�半乳糖化低分子量壳聚
糖的转染效率比低分子量壳聚糖高1倍。在浓度高达1400μg/mL 时�高分子量壳聚糖几乎把细胞全部杀
死�而低分子量壳聚糖的细胞存活率为38％左右�半乳糖化的低分子量壳聚糖的细胞存活率则提高到
84％左右。Sagara等［78］通过双官能团 PEG将半乳糖耦合到 PEI上�耦合率为1％时�外源基因在肝源细胞
系 HepG2中的表达效率即高于相同条件下的 PEI�耦合率为1％�N/P 为20时的转染效率是 PEI 的2∙1
倍。而在非肝源细胞 NIH3T3中�耦合靶向基团的载体所得到的转染效率只有相应 PEI 的1/40�可见靶向
基团改性后的阳离子聚合物的转染选择性增强。Ogris等［79］通过 PEG间隔合成了转铁蛋白（Tf）和上皮生
长因子（EGF）靶向配体的 PEI。通过静脉将靶向改性的 PEI 与质粒的复合物注射到荷瘤实验鼠体内�报
告基因在肿瘤组织中的表达效率比其它组织高10～100倍。反复注射编码肿瘤坏死因子的 DNA与改性
PEI的复合物到荷瘤细胞鼠中�没有发现明显的细胞和组织毒性�并且肿瘤生长得到了抑制。Benns等［80］

用 PEG间隔合成了叶酸改性的 PEI（FPF-g-PEI）�接枝数度为5∙2的改性 PEI的细胞毒性低于 PEI�在实验
的0∙1/1～7/1的聚合物与DNA的重量比范围内�改性聚合物在克隆腺癌细胞CT-26中的转染效率都高于
未改性的PEI�而在口腔上皮细胞KB和平滑肌细胞中改性聚合物作载体时的转染效率与PEI相当或低于
PEI。

图7　抗体-JL1靶向改性的聚赖氨酸
Figure7　Ant-i JL1antibody-conjugated poly （L-lysine）

除了癌细胞及肝细胞的靶向传输之外�Kang等［81］

为了向胰岛素分泌细胞靶向传输治疗 DNA�合成了磺
酰脲改性的聚赖氨酸 PLL-SU�该聚合物与质粒形成
100nm的复合物微粒�接枝率为5mol％的 PLL-SU 在胰
岛素分泌细胞 RINm5F 中的转染效率比 PLL 高出至少
5倍�而在非胰岛素分泌细胞系 NIH3T3和 HepG2中的
效率低于 PLL。乳糖除了可以靶向肝细胞外�有研究
表明它也可以促进呼吸道上皮细胞对复合物的吸收�
如40％乳糖化聚赖氨酸增强了复合物在呼吸道上皮
细胞的内在化［82］ 。抗体也被用作靶向配体连接到了聚合物载体上�Suh 等［83］合成了抗白血病特异性 JL1
抗原的单克隆抗体 ant-i JL1改性的聚赖氨酸（见图7）�聚合物与质粒在质量比为5/1时�可以形成直径为
200～300nm的微粒�复合物微粒与白血病细胞Molt4在37℃的条件下培养4h�可以被有效内在化�转染效
率是使用聚赖氨酸作载体时的10倍以上。

靶向基团除了其靶向作用可以提高转染效率外�作为一般的基团�也会对复合物的电荷屏蔽及亲水、
憎水特性发生影响�所以靶向基团改性基因载体时存在一个最佳连接率。半乳糖化 PEI 的复合物粒径随
着半乳糖连接量的增加而增大�不连接配体时为156nm�连接3∙5％配体时为486nm�连接31％配体时为
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652nm�电势随半乳糖量增加而降低�不连接配体时为30mV�连接3∙5％配体时为22mV�连接31％配体时
为-26mV ［84］ 。
2．5　在阳离子聚合物中引入赋予阳离子聚合物以脂质特性的基团或成分

尽管阳离子聚合物基因载体与 DNA形成复合物后水溶性降低�但适当的引入赋予聚合物以脂质特
性的憎水基团可以增强与细胞膜的结合能力�增加复合物被细胞吸收的几率或促进复合物从内涵体逃
逸�从而可以提高转染效率［85］ 。Wang等［86］将胆固醇接枝到分子量为1800和10K的 PEI 的仲胺后�得到
了水溶的脂质阳离子聚合物 PEI-Chol。两种脂质聚合物的临界胶束浓度分别是496∙6μg/mL 和1330∙5μg/
mL�低分子量脂质聚合物与 DNA 形成384±300nm 的微粒�而高分子量脂质聚合物与 DNA 形成110～
205nm的微粒�当 N/P为15/1时�低分子量脂质 PEI的转染效率是低分子量 PEI 的5倍左右�细胞的存活
率由70％提高到90％以上。

四代树枝状聚酰胺基胺外周以憎水苯丙氨酸改性（见图8）�随着苯丙氨酸数目由16增加到46�转染
活性也逐渐增加�接枝数为64的聚酰胺基胺在CV1细胞系中的转染效率分别是Lipofectamine和SuperFect
（两种商业化的基因载体）2倍和10倍。两种商业化的基因载体与基因复合物的细胞存活率分别为90％
和80％�而改性聚酰胺基胺的细胞存活率为100％［87］ 。赖氨酸与憎水性色氨酸以4/1的比例无规共聚后
所得的聚合物的抗盐性高于聚赖氨酸�预期具有高的血液稳定性及转染效率［88］ 。Yoo等［89］为了研究树枝
状聚酰胺基胺与基因复合物的细胞内转移机理�在 PAMAM上引入憎水荧光染料 Oregon green488以跟踪
复合物时�意外发现憎水改性的 PAMAM比未改性 PAMAM具有更高的转染效率。Jeong等［90］在聚赖氨酸
上接枝 PLGA（乙醇酸乳酸共聚物）后得到了脂质聚赖氨酸 PLL-g-PLGA�该聚合物在水溶液中具有成胶束
特性�胶束大小为149nm�且分布较窄�临界胶束浓度为9∙6mg/L。脂质聚赖氨酸可以与 DNA形成200～
300nm的复合粒子�有效地保护 DNA免受 Dnase的降解。在 N/P 为13∙4时改性聚合物的转染效率最高�
未改性 PLL的最佳转染效率出现在N/P为5时�前者的效率是后者的10倍�细胞毒性研究显示�改性PLL
的 LD50是500μg/mL�而未改性 PLL 的 LD50是100μg/mL。可见通过脂质接枝改性�尽管阳离子聚合物的电
荷量降低�但转染效率却增加�有效地解决了电荷量对转染效率和存活率的矛盾性影响。PEI 链上引入
十四酰基得到了憎水改性聚合物PEI-PA�纯聚合物的 IC50（μg/mL）在A431细胞中由1∙9上升为3∙98�复合
物的 IC50（μg/mL）在 A549细胞系中由13∙3增加为27∙8�在 A431细胞中由3∙6上升为5∙6［91］ 。

图8　表面憎水氨基酸改性的树枝状聚酰胺基胺
Figure8　Polyamidoamine dendrimers having？hydrophobic amino acid residues in the periphery

除了对聚合物进行化学改性得到的脂质聚合物可以增强聚合物的基因转染效率外�直接添加助脂质
体到阳离子聚合物与 DNA的混合物中也可以通过增强复合物的膜融合特性增强转染效率。5％mol 十六
烷基化 PEI与脂质体 DOPE合用在体外转染时得到了高于经典脂质体 DPPC/胆固醇（2/1）的转染效率�脂
质聚合物复合物经尾静脉注射入小鼠体内后在肺内得到了高于 PEI的转染效率［92］ 。多肽/DNA/脂质体三
元复合物的辅助转染效率比多肽/DNA复合物的转染效率提高了104～105倍［93］ 。PEI2K复合物几乎不能
被细胞吸收�但是 DOPE/PEI2K/DNA复合物却可以被大量吸收［62］ 。从这些实例中可以看出脂质特性对于
提高聚合物基因复合物的转染效率的潜力。有意思的是叶酸不光可以作为靶向配体共价连接到载体上
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提高转染效率�也可以采用物理混合的方式形成叶酸/PEI/DNA三元复合物�使得原本在血清存在条件下
难以转染的 PEI产生较高的转染效率�而且转染效率具有叶酸浓度依赖性�而不管细胞表面有无叶酸受
体�这种效果可能由叶酸的憎水性引起［94］ 。
2．6　 在阳离子聚合物中引入潜在酸性基团或直接引入阴离子成分

基因从复合物释放出来是其在细胞内表达的前提条件［95］ �由2∙2的阐述可知�采用可生物降解阳离
子聚合物作基因载体有利于实现这种效果。除此之外�在阳离子聚合物中引入潜在酸性基团时�潜在酸
性基团逐渐释放出自由的酸性基团�将有效中和载体的正电荷�减弱载体与基因的相互作用�促进释放
DNA�同时载体的电荷部分中和后�会相应降低载体电荷相关的毒性。在载体与 DNA 形成正电复合物
后�再适当引入阴离子组分�也有利于实现这一过程。虽然 PEI仍是目前最有效的非病毒基因载体之一�
如果利用其较高的电荷密度�高效结合 DNA�快速突破内涵体�同时使其在细胞内能有效地与 DNA分离�
则有利于提高转染效率。通过锌离子将阴离子聚合物磺酸葡聚糖（DS）引入 PEI/DNA复合物�在 pH为8�
PEI与 DS 质量比大于2�硫酸锌浓度为0∙025mM时得到了粒径约为200nm、分散指数为0∙2的复合物微
粒�DNA在复合物中保持 B构象�随着 DS 用量增加�毒性降低［96］ 。为了促进释放复合物中的 DNA以使
其所携带的目的基因表达目标产物�Liu等［97］合成了侧基含有甲酯基的线形 PEI�在水溶液中�聚乙烯亚
胺上的酯键会逐渐水解生成羧酸�并与聚乙烯亚胺上的胺基成盐�减小了聚合物/DNA复合物之间的离子
相互作用�促进了 DNA的释放�实验表明�酯基化在20％以上时可以实现这种促进释放的效果。
2．7　控制聚合物的 N类型

N的类型不同�在基因转染中的作用也不同�如2∙3中提到的三级胺和咪唑环上的 N虽然对与 DNA
的复合贡献很小�但对内涵体的破坏作用贡献很大。主体阳离子聚合物的 N类型除了影响 DNA从内涵
体释放外�控制聚合物的 N类型还可以影响其对 DNA的结合能力�通过对阳离子聚合物的 N类型进行转
换�不是通过改变聚合度或 N的摩尔量实现的�所以也是一个独立的改善转染效率�降低毒性的方法。

将低级胺转化为具有永久电荷的四级胺有利于增强阳离子聚合物的阳离子特性及水溶性。用碘甲
烷对 PEI进行部分季铵化后�纯聚合物的 IC50（μg/mL）在A549细胞系中由5∙2增加为7∙7�在A431细胞中
由1∙9上升为8∙6�复合物的 IC50（μg/mL）在 A549细胞系中由13∙3增加为32∙3�在 A431细胞中由3∙6上
升为24∙2［91］ 。对外部为羟基的聚酰胺基胺树枝状聚合物内部的叔胺季铵化后�毒性小于聚酰胺基胺树
枝状聚合物�同时由于季铵化增加了聚合物的电荷量�使其比起始聚合物具有更强的复合 DNA的能力�
随着季铵化程度的增强�压缩能力增强�在最佳电荷比条件下�复合物粒径达53∙3nm ［98�99］ 。用组氨酸取
代赖氨酸六代树枝状聚合物的第六代后�在中性条件下的转染效率接近于0�这是因为在中性条件下组
氨酸的咪唑基团不能质子化�DNA的结合能力较弱�电泳试验显示�中性条件下阳离子/阴离子为1∙0时�
聚赖氨酸可以完全阻滞DNA�而组氨酸改性聚赖氨酸只能部分地阻滞DNA；相反在 pH为5∙0时组氨酸改
性聚赖氨酸可以具有与聚赖氨酸相当的转染效率［100］ 。

控制聚合物的 N类型或实现聚合物上不同 N类型的转变时�应当根据待改性阳离子聚合物的实际
情况�因为不同的 N类型在基因转染中扮演着不同的作用�随便地将一种胺转化为另一种胺未必使转染
特性改善�反而可能降低转染特性。
2．8　在阳离子聚合物上引入核定位信号因子

复合物能否在细胞液中接近细胞核并将 DNA 转运至细胞核也是影响基因表达效率的一个重要因
素。连接核定位信号因子（NLS）有助于实现这一过程。第一个被发现的 NLS 是猿肾病毒大 T 抗原序列
SV40�几个小组的研究表明无论 SV40与 DNA结合还是与载体结合都会促进 DNA进入细胞核�增强编码
蛋白的表达。在 NLS 的作用下�较大的 DNA颗粒也可以通过 importin介导的方式由细胞核导入系统转运
至细胞核内。Talsma等［101］合成了3型呼肠孤病毒σ1结合蛋白和NLS 双重改性的 PEI阳离子聚合物基因
载体σ1-NLS-PEI�在纤维原细胞系 L929中的转染效率是 PEI的16倍�是σ1-PEI的3倍。
3　综合运用多种方法改善阳离子聚合物基因载体的转染特性

上述改善阳离子聚合物转染特性的方法�不光可以用于阳离子聚合物改性�也可以用于阳离子聚合
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物的合成�而且既可以单独应用�也可以综合应用�综合利用提高转染效率的多个措施比运用单个措施更
能提高转染效率。如连接半乳糖的聚赖氨酸 Ga-l PLL 与质粒在质量比为1/0∙4形成256nm 的荷正电微
粒�在表达半乳糖特异性膜凝集素的 HepG2细胞系中高效转染�而在 NIH3T3细胞系中只有微弱转染�再
添加膜破坏肽 KALA时�转染效率可以进一步提高10倍［102］ 。同时运用提高效率和降低毒性两种措施则
有望得到低毒的效率保持或增加的阳离子聚合物基因转染载体。靶向基团及内涵体破坏基团通过 PEG
间隔共同改性阳离子聚合物是较常采用的综合运用方法。融合蛋白 KALA具有促进复合物摆脱内涵体
局限的功能�但当将 KALA、PEI和 DNA 直接复合时�所得到的复合物微粒会团聚�而当将 KALA 耦合到
PEG上�然后再与 PEI/DNA的负电复合物进一步组装后便可以得到直径为200～400nm的稳定微粒（见图
9）。在 N/P为2∙5时�PEG-KALA/DNA/PEI的转染效率是 KALA/DNA/PEI的60多倍�而在 N/P为15时�前
者是后者的转染效率的100多倍。在细胞毒性方面�293T 细胞在 PEI 的浓度为20μg/mL 时�培养2h 后存
活率为31∙1％�培养12h 后�细胞的存活率为11∙2％�而细胞与 PEG-KALA/DNA/PEI 的基因复合物培养
12h后�细胞的存活率为89∙2％［103］ 。

图9　KALA/PEI/DNA与 PEG-KALA/PEI/DNA的稳定性比较
Figure9　The comparison of stability between KALA/PEI/DNA and PEG-KALA/PEI/DNA

HIV-1蛋白 TAT 的衍生多肽通过杂双官能团 PEG连接到 PEI 得到的 TAT-PEG-PEI 与 DNA在 N/P 为
10时形成了90nm左右的小微粒�复合物对器官壁液、表面活性剂 Alveofact 及 Dnase 稳定�通过气管吸入
实验鼠体内后�编码蛋白在肺中的表达效率是单纯使用 PEI 的6倍�而单纯使用 TAT 衍生肽或 TAT 衍生
肽与PEI/DNA复合物直接混合时�都没有明显转染�体内转染效率的改善与PEG的稳定作用及TAT 衍生
肽的细胞膜结合作用都有关（见图10）。实验细胞系中 PEI 的 IC50为0∙071mg/mL�而 TAT-PEG-PEI 的
IC50为0∙2mg/mL�当 PEI 在0∙1mg/mL 时�细胞存活率为23％�而相应 TAT-PEG-PEI 的细胞存活率为
70％［104］ 。

图10　TAT-PEG-PEI/DNA复合物及与细胞之间的作用
Figure10　The complex of TAT-PEG-PEI/DNA and its interaction with cell
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Bikram等［105］合成了含有内涵体破坏侧基（N�N-二甲基组氨酸基�简称 His）、主链含有可降解酯键、
分子量为1450的聚乙二醇嵌段亲水改性的可降解聚乙二醇与分子量为2∙62K的聚赖氨酸的共聚物 PEG-
PLL-g-His（见图11）。经过筛选后得出组氨酸侧基含量为16mol％时的分子量为31K的共聚物�在37℃�
pH为7∙4的磷酸缓冲溶液中降解的半衰期为5h�但与 DNA形成的复合物在 PBS 缓冲溶液中可以保持6
天的稳定期。复合物对 A7r5细胞的生长能力没有明显影响�而原始聚赖氨酸使细胞的生长能力下降为
70％。PEG-PLL-g-16％His在 A7r5细胞中的转染效率是聚赖氨酸的3～4倍。

图11　组氨酸化可降解 PEG-b-PLL
Figure11　Biodegradable poly（ethylene glycol）-co-poly（lysine）-g-histidine multiblock copolymer

4　展望
尽管阳离子聚合物基因载体得到了广泛的研究�但要在临床上使用�还有待于进一步优化和改进�因

为其转染效率仍低于治疗期望�并且可能存在除细胞毒性以外的其它生理毒性。未来的阳离子聚合物基
因载体可能在以下方面取得进展或突破：首先�更加综合地利用已经发现的有助于改善转染特性的方法
改性传统阳离子聚合物或合成新的阳离子聚合物；其次�进一步探讨复合物在细胞内的转运�尤其是复合
物进入细胞核及表达的机制�探讨使 NLS 发挥最佳效果的方法�因为尽管一些核定位信号因子被实验过�
但是效果时常不佳［106～108］ �这说明人们对于成功应用 NLS 提高转染效率的方法仍不完全清楚；再次�阳离
子聚合物基因载体与其它基因转染载体及转染方式可以进行综合运用�以进一步提高转染效率。
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Cationic Polymeric Gene Carrier

WU Chuan-bao　HAO Jian-yuan　DENG Xian-mo　XIA Yu
（Chinese Academy of Science Chengdu Institute of Organic Chemistry�Chengdu610041�China）

Abstract：Secure and efficient gene carrier is a prerequisite of gene therapy coming into reality．Cationic
polymer is an important kind of non-viral gene carriers because it is easily produced and modified at a large scale�has
no immunogenecity�can complex DNA into compact microparticle to prevent degradation of DNA from Dnase and
carry DNA into cell．But cationic polymer has acute cytotoxicity related to charge and lower transfection efficiency
than viral carrier�which limits its use in clinical gene therapy．Here�research progress on cationic polymeric gene
carrier was summarized in enhancing transfection efficiency and decreasing cytotoxicity．Eight measures of improving
cationic polymeric gene carrier in transfection were summaried and the development of cationic polymeric gene carrier
was forcast．
Key words：Cationic polymer；Gene carrier；Transfection efficiency；Cytotoxocity
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