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半乳糖化壳聚糖低分子聚乙烯亚胺／ＤＮＡ复合物的
肝靶向性研究

谭平萍，李曼，王颖，冯德云

（中南大学基础医学院病理学系，长沙 ４１００７８）

［摘要］　目的：研究半乳糖化壳聚糖低分子聚乙烯亚胺（ｇａｌａｃｔｏｓｙｌａｔｅｄｃｈｉｔｏｓａｎｇｒａｆｔｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ，

ＧＣＰＥＩ）／ＤＮＡ复合物在体内外的肝靶向性。方法：ＧＣＰＥＩ与增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）质粒（ｐＥＧＦＰＣｌ）在０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５％葡萄糖溶液中自组装成３种不同
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溶媒介导的ＧＣＰＥＩ／ＤＮＡ复合物，检测复合物粒径大小与形态，Ｚｅｔａ电位以及结合和保护ＤＮＡ的能力；并进
一步测定ＧＣＰＥＩ聚合物的毒性，研究复合物的肝靶向转染效率。结果：在 ＧＣＰＥＩ与 ＤＮＡ质量比为１∶１～
２．５∶１时，ＧＣＰＥＩ聚合物能有效地结合和保护所携带的 ＤＮＡ免受核酸酶和血清的降解。复合物粒子呈规则
的球形，有明显的核壳结构。ＧＣＰＥＩ聚合物在检测细胞中未显示出明显毒性；动物体内急性毒性实验显示：
通过尾静脉注射５０～３００μｇ的ＧＣＰＥＩ聚合物入小鼠后，实验小鼠２周内无急性毒性反应和死亡发生。荧光
显微镜和流式细胞仪检测证实 ＧＣＰＥＩ／ＤＮＡ复合物在肝细胞系（ＱＳＧ７７０１／ｃｏｒｅ，Ｌ０２）中的绿色荧光蛋白
（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）表达明显高于非肝细胞系（ＳＧＣ７９０１，ＨＢＥ）细胞。体内实验表明转染４８ｈ
后，小鼠肝组织在荧光显微镜下可以检测到明显的绿色荧光，而其他主要脏器未见明显荧光。结论：ＧＣＰＥＩ
聚合物能够在体内外特异性将外源基因或ＤＮＡ导入肝细胞，具有良好的肝靶向性。
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ｔｒａｎｓｆｅｒ．Ａｌｓｏｉｔｉｓａｒｅｃｅｐｔｏｒｍｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒ
ｓｙｓｔｅｍｗｈｉｃｈｉｓｗｉｄｅｌｙｓｔｕｄｉｅｄａｔｐｒｅｓｅｎｔ．

Ｉｎｔｈｉｓｒｅｓｅａｒｃｈ，ｗｅｇｒａｆｔｅｄｔｈｅｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔＰＥＩ２ＫｔｏｇａｌａｃｔｏｓｙｌａｔｅｄＣＳｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｈｅｄｏ
ｃｕｍｅｎｔ［１２］， ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｇａｌａｃｔｏｓｙｌａｔｅｄ ＣＳＰＥＩ２Ｋ
（ＧＣＰＥＩ），ａｎｄｓｔｕｄｉｅｄｔｈｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆＧＣＰＥＩ／
ＤＮＡｃｏｍｐｌｅｘｉｎｈｅｐａｔｉｃｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（Ｌ０２，ＱＳＧ７７０１，
ａｎｄＱＳＧ７７０１／ｃｏｒｅ）ａｎｄｈｅｐａｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｍｏｕｓｅ．Ｔｏ
ｏｐｔｉｍｉｚｅｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｇｅｎｅｖｅｃｔｏｒｓ，
ｗｅｐｒｅｐａｒｅｄＧＣＰＥＩ／ＤＮＡｃｏｍｐｌｅｘｅｓｉｎ３ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｏｌｖｅｎｔｓ，ａｎｄｓｅｌｅｃｔｅｄａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅｇｅｎｅｖｅｃｔｏｒｆｏｒｅｘ
ｐｅｒｉｍｅｎｔｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ．

１　ＭＡＴＥＲＩＡＬＳＡＮＤＭＥＴＨＯＤＳ

１．１　Ｍａｉｎｒｅａｇｅｎｔｓａｎｄｅｑｕｉｐｍｅｎｔｓ
ＢｒａｎｃｈｅｄＰＥＩ（ｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ２５

ｋＤ，ｎｏｗａｔｅｒ，ＰＥＩ２５Ｋ），ｂｒａｎｃｈｅｄＰＥＩ（ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ２０００Ｄ，５０％ ｗａｔｅｒ，ＰＥＩ２Ｋ），Ｎ
ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ（ＮＨＳ），１ｅｔｈｙｌ３（３ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ）ｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ（ＥＤＣ），ｌａｃｔｏｂｉｏｎｉｃａｃｉｄ
（ＬＡ），３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙ
ｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ（ＭＴＴ），ａｎｄｐｏｔａｓｓｉｕｍｐｅｒｉｏ
ｄａｔｅｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ
（ＵＳＡ）；ＣＳ（ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅ９３％）ｗａｓｆｒｏｍ
ＳｈａｎｇｈａｉＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ．
（Ｃｈｉｎａ）；ＤＮａｓｅⅠｗａｓｆｒｏｍＲｏｃｈｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎｉｎ
Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ；ＤＭＥＭｍｅｄｉｕｍｗａｓｆｒｏｍＧｉｂｃｏＣｏｒｐｏ
ｒａｔｉｏｎ（ＵＳＡ）；ａｎｄｐｌａｓｍｉｄｏｆｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ（ｐＥＧＦＰＣ１）ｗａｓｆｒｏｍＣｌｏｎｔｅｃｈＣｏｒ
ｐｏｒａｔｉｏｎ（ＵＳＡ）；ａｌｌｏｔｈｅｒｒｅａｇｅｎｔｓｗｅｒｅｏｆａｎａｌｙｔｉｃａｌ
ｐｕｒｅ．

Ｄｉａｌｙｓｉｓｂａｇｓｏｆ１２０００１４０００Ｄａｎｄ３５００Ｄ
ｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＰｉｅｒｃｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（ＵＳＡ）；ｔｒａｎｓ
ｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｗａｓｆｒｏｍＳｉｍｅｎｓ（Ｇｅｒｍａ
ｎｙ）；ｆｒｅｅｚｅｄｒｉｅｒｗａｓｆｒｏｍＴｈｅｒｍｏＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｇｅｒ
ｍａｎｙ），ａｎｄｌａｓｅｒｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｐａｒｔｉｃｌｅａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎａ
ｌｙｚｅｒｗａｓｆｒｏｍＭａｌｖｅｒｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｅｎｇｌａｎｄ）．
１．２　Ｍｅｔｈｏｄｓ
１．２．１　ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＧＣＰＥＩ２Ｋ［１２］

Ｃｈｉｔｏｓａｎ（０．８ｇ），ＥＤＣ（１．４５６ｇ），ａｎｄＮＨＳ
（０．８ｇ）ｗｅｒｅｄｉｓｓｏｌｖｅｄｉｎ２４ｍＬｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ
ｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ／ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄｂｕｆｆｅｒ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，
ｐＨ４．７）ａｎｄｍｉｘｅｄｗｉｔｈＬＡ．Ｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｗａｓｆｕｌｌｙ
ｍａｇｎｅｔｉｃｓｔｉｒｒｅｄｆｏｒ７２ｈａｎｄｖａｃｕｕｍｆｒｅｅｚｅｄｒｉｅｄ．
ＦｒｅｅｚｅｄｒｉｅｄＧＣ（０．２０ｇ）ａｎｄｐｏｔａｓｓｉｕｍｐｅｒｉｏｄａｔｅ
（０．２８７ｇ）ｗａｓｓｅｐａｒａｔｅｌｙｄｉｓｓｏｌｖｅｄｉｎ１２ｍＬｓｏｄｉｕｍ

０７３



Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｔａｒｇｅｔｅｄｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｇａｌａｃｔｏｓｙｌａｔｅｄｃｈｉｔｏｓａｎｇｒａｆｔｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ／ＤＮＡｃｏｍｐｌｅｘｅｓ　ＴＡＮＰｉｎｇｐｉｎｇ，ｅｔａｌ．

ａｃｅｔａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ４．５）．Ｔｈｅ２ｗｅｒｅｍｉｘｅｄｉｎｎｉｔｒｏ
ｇｅｎ，ｒｅａｃｔｅｄｉｎ４℃，ｄａｒｋｓｅａｌｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｆｏｒ４８ｈ
ｂｅｆｏｒｅｔｅｒｍｉｎａｔｅｄｂｙａｄｄｉｎｇｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ａｎｄ
ｔｈｅｎｐｕｔｉｎｔｏｄｉａｌｙｓｉｓｂａｇ（３．５ｋＤ）ｔｏｂｅｄｉａｌｙｚｅｄｉｎ
０．２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｐＨ４．５）ａｎｄｄｏｕｂｌｅｄｉｓ
ｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ１（ｐＨ４．５）．Ｔｈｅｎ１．８ｇＰＥＩ２Ｋｗａｓ
ａｄｄｅｄａｎｄｔｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓｍａｇｎｅｔｉｃｓｔｉｒｒｅｄａｔ４℃
ｆｏｒ４８ｈ．Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｈａｔ，０．４ｇｂｏｒｏｈｙｄｒｉｄｅｓｏｄｉｕｍ
ｗａｓａｄｄｅｄ．Ｔｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓｐｕｔｉｎｔｏｄｉａｌｙｓｉｓｂａｇ
（１２－１４ｋＤ）ｔｏｂｅｄｉａｌｙｚｅｄｉｎ０．２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌｓｏ
ｌｕｔｉｏｎ （ｐＨ４．５） ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ
（ｐＨ４．５），ａｎｄｔｈｅｎｖａｃｕｕｍ ｆｒｅｅｚｅｄｒｉｅｄ．Ｔｈｅ
ｄｒｉｅｄｐｏｌｙｍｅｒｗａｓａｃｃｕｒａｔｅｌｙｍｅａｓｕｒｅｄａｎｄｄｉｓｓｏｌｖｅｄ
ｉｎ５％ ｇｌｕｃｏｓｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＧＳ），１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ａｎｄ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳｓｅｐａｒａｔｅｌｙｔｏｂｅｍａｄｅ
ｉｎｔｏ２００μｇ／ｍＬｓｏｌｖｅｎｔｓ（ｐＨｗａｓａｄｊｕｓｔｅｄｔｏ７．２），
ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｎａｍｅｄＧＣＰＥＩ／５％ＧＳ，ＧＣＰＥＩ／ＮａＣｌ，
ａｎｄＧＣＰＥＩ／ＰＢＳｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
１．２．２　ＧＣＰＥＩ２Ｋ／ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｔｅｓｔ

Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍｏｂｉｌｉｔｙｓｈｉｆｔａｓｓａｙ（ＥＭＳＡ）
ａｎｄＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｔｅｓｔｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏ
ｔｅｓｔｔｈｅＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＧＣＰＥＩｐｏｌｙｍｅｒ．
ＴｈｅＧＣＰＥＩｐｏｌｙｍｅｒｓａｎｄｐＥＧＦＰＣ１ｗｅｒｅｍｉｘｅｄｉｎ
ａｖｏｒｔｅｘｍｉｘｅｒｉｎ３ｓｏｌｖｅｎｔｓｓｅｐａｒａｔｅｌｙ．Ｔｈｅｍａｓｓｒａ
ｔｉｏｓｏｆＧＣＰＥＩ／ＤＮＡｗｅｒｅ０．２５∶１，０．７５∶１，１∶１，
１．５∶１，ａｎｄ２．５∶１．Ａｆｔｅｒｒｅａｃｔｅｄｆｏｒ３０ｍｉｎａｔｒｏｏｍ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｕｎｄｅｒｗｅｎｔｅｌｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｒｅｓｉｓｉｎ１．０％ ａｇａｒｏｓｅｇｅｌａｔ８０Ｖｆｏｒ５０ｍｉｎａｎｄ
ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄａｎｄｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄｔｈｅｍ
ｗｉｔｈｇｅｌｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ．ＴｈｅＧＣＰＥＩ／ＤＮＡｃｏｍｐｌｅｘ
ｅｓｏｆａｂｏｖｅｒａｔｉｏｓｗｅｒｅｓｔｉｌｌｅｄａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ
６０ｍｉｎ，ａｎｄｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄａｔ１２０００ｒ／ｍｉｎｆｏｒ１５ｍｉｎ．
Ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｉｔｓａｂｓｏｒ
ｂａｎｃｅａｔｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ２６０ｎｍｗｉｔｈａｎ
ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ．Ｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆｔｈｅｓｕ
ｐｅｒｎａｔａｎｔａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｕｎｃｏｍｂｉｎｅｄＤＮＡ
ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ．ＡｎｄｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｕｎｃｏｍｂｉｎｅｄＤＮＡ
ｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｆｏｒｍｕｌａ： ｕｎｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｒａｔｉｏ＝ｕｎｃｏｍｂｉｎｅｄＤＮＡ／ｔｏｔａｌＤＮＡ×１００％ （ｔｏ
ｔａｌＤＮＡｒｅｆｅｒｓｔｏｐＥＧＦＰＣ１ＤＮＡａｄｄｅｄ；ｕｎｃｏｍ
ｂｉｎｅｄＤＮＡｒｅｆｅｒｓｔｏＤＮＡｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ）．
１．２．３　ＴｅｓｔｏｆＧＣＰＥＩ／ＤＮＡｃｏｍｐｌｅｘｅｓｒｅｓｉｓ
ｔｉｎｇＤＮａｓｅＩｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

ＧＣＰＥＩ／５％ＧＳ，ＧＣＰＥＩ／ＮａＣｌ，ａｎｄＧＣＰＥＩ／
ＰＢＳｗｅｒｅｍｉｘｅｄｗｉｔｈｐＥＧＦＰＣ１ａｔｔｈｅｍａｓｓｒａｔｉｏｏｆ
１．５∶１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＡｎｄｔｈｅＧＣＰＥＩ／ＤＮＡｃｏｍｐｌｅｘ
ｅｓｗｅｒｅａｌｌｏｗｅｄｔｏｒｅａｃｔａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ１ｈ．
ＤＮａｓｅＩｗａｓｄｉｓｓｏｌｖｅｄｉｎＤＮａｓｅ／Ｍｇ２＋ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ
（５０ｍｍｏｌＴｒｉｓＣｌ，１０ｍｍｏｌＭｇＣｌ２，ｐＨ７．６）ａｎｄｗａｓ

ｍａｄｅｉｎｔｏ０．２５μｇ／μＬＤＮａｓｅＩｓｏｌｕｔｉｏｎ．Ｔｈｒｅｅｍｉ
ｃｒｏｌｉｔｒｅｏｆｔｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓｔａｋｅｎａｎｄｍｉｘｅｄｗｉｔｈｎａ
ｋｅｄＤＮＡｏｒＧＣＰＥＩ／ＤＮＡｃｏｍｐｌｅｘｅｓ（ｔｈｅｍａｓｓｒａｔｉｏ
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ｔｏｍｅｔｒｙ．ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ｎａｋｅｄｐｌａｓｍｉｄＤＮＡｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ３ｐａｒ
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２．１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆＧＣＰＥＩ２Ｋ
ｐｏｌｙｍｅｒａｎｄＤＮＡ
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