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摘 要 用低分子量的聚乙亚胺（ESW）开发一种新的非病毒基因转染系统，为基因在皮肤组织中的有效转染提供一种可靠、廉

价的方法。将带有绿色荧光蛋白报告基因（1-8）的真核表达质粒与阳离子聚合物聚乙亚胺结合，用肝癌细胞株 M\%%!# 试验，

研究其转染效率及可能引起的细胞毒性；进一步转染小鼠皮肤组织，研究转染基因的表达位置及持续表达时间。结果发现，

低分子量 ESW 介导的细胞转染效率最高可达 NN]，转染效率与 ESW 结构无关（C ^ $_$N），但是随着 ESW 分子量的增加，其转染

活性略有下降。同时，随着分子量的增加，ESW 对细胞的毒性也相应加大；小鼠皮肤转染实验显示，转染 !HA 后，1-8 即可在皮

肤组织的毛囊、汗腺、皮脂腺等处高效表达，表达可持续 % ‘ Q6；进一步对皮肤用氮酮、维甲酸处理后，1-8 可在皮肤组织的颗粒

层细胞中高效表达。ESW 是一种高效、有用的非病毒基因转染载体，能够在体外培养的动物细胞及动物皮肤组织中进行基因

转移，这对皮肤疾病的基因治疗具有潜在的应用价值。
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聚乙亚胺（!"#）是一种线状或分支状的多聚阳

离子聚合体，是一种新的非病毒基因转染系统［$］。

分子量在 %& ’ ())*+ 的 !"# 已经成功应用于体内或

体外的基因转移。但是，高分子量的 !"# 对细胞的

潜在毒性也相对较大，这就大大地影响了其在生物

医学领域的应用范围。所以，开发一种更为有效、毒

性更低的基因转染试剂就成为当务之急。目前的研

究显示，低分子量的 !"# 同样有效地进行基因转移，

已成功应用于呼吸道上皮细胞、人类软骨样 ,-./%0(
细胞等的基因转化［%，1］。本文用低分子量的 !"# 进

行研究，用肝癌细胞系 -233%$ 以及小鼠皮肤组织

进行实验，结果显示，低分子量聚阳离子脂质体能

够将绿色荧光蛋白基因（ !"#）成功转入小鼠皮肤组

织并有效表达，这对进一步开发皮肤疾病的基因治

疗药物具有重要的临床意义。

! 材料和方法

!"! 材料

-233%$ 肝癌细胞株，本实验室保存；昆明小白

鼠（%& ’ 1)4），购自第四军医大学实验动物中心；聚

乙亚胺（!"#），购自 .5467 公司；带有 !"# 的真核表达

质粒，本实验室保存；绿色荧光蛋白（89!）抗体，购

自 .5467 公司；.:;- 免疫组化试剂盒，购自华美生

物工程公司；$<=) 培养基，8#;-> 产品；胎牛血清，

购自原平公司。其余化学试剂均为分析纯。

!"# 方法

!"#"! !"#0+?: 复合物的形成：在 @, 值 <A) 条件

下，将分子量为 <))+、$())+、$%)))+、%&)))+ 的直链

（支链）!"# 与质粒 +?: 分别按 $ B $ 的质量比在 &C
的葡萄糖水溶液中混合（!"# 和 +?: 质粒的浓度均

为 $6406D），同 时 加 入 四 氢 叶 酸（ 终 浓 度 为 %)

!6EF0D）和 $&C 的 聚 乙 二 醇（!"8）。反 应 温 度 为

13G，反应时间为 1)65H。结合所形成的 !"#0+?:
复合体分别转染入肝癌细胞株 -233%$ 和昆明小白

鼠皮肤组织。

!"#"# 细 胞 培 养：-233%$ 细 胞 株 接 种 于 含 有

$))6D0D 胎牛血清的 I!2# $<=) 培养基中，在 13G，

&C ->%条件下，连续培养。待细胞长到培养面积的

(&C 的时候，进行转染。

!"#"$ 肝癌 -233%$ 细胞转染及检测：取处于对数

生长期的 -233%$ 细胞 $ J $)< 个，用 !;. 洗 % 次，重

悬于 )A(6D 无血清培养液中。分别取 =)!D 的 !"#0
+?: 复合物加入到 )A(6D 重悬的细胞中，13G，&C
->% 条件下培养 (K 之后，每隔 %=K 取样观察，连续

培养 $)L。观察时，将细胞固定，在荧光显微镜下观

察并对阳性细胞记数，设阴性对照，细胞有绿色荧光

信号为阳性。

!"#"% 细胞毒性检测：分别在 -233%$ 细胞转染后

%=K、=(K、3%K、M<K、$%)K 时，取细胞置普通光学显微

镜下观察细胞形态的变化，并经台盼蓝染色，以不加

转染试剂的 -233%$ 细胞作为对照，计算细胞死亡

率。

!"#"& 小鼠皮肤细胞转染及检测：将小鼠皮肤用

$&C 硫化钠脱毛处理，$%K 后进行皮肤转染试验。

转染时将 &)!D 的 !"#0+?: 复合物均匀涂抹在处理

过的小鼠皮肤表面，然后对小鼠进行正常饲养。每

隔 %=K 取小鼠皮肤，做冰冻切片并用荧光显微镜直

接观察 89! 表达情况，同时做石蜡切片，通过免疫

组织化学的方法检测 89! 在皮肤组织中的表达情

况并用普通光学显微镜对绿色荧光蛋白表达部位相

应的组织结构和细胞结构进行确定。

!"#"’ 免疫组织化学分析（#,-）：将小鼠皮肤组织

标本经过 $)C 甲醛固定，石蜡包埋后 &!6 切片。

组织切片在覆盖有多聚赖氨酸的载玻片上于 13G
下烤片 $% ’ %=K。免疫组织化学实验采用 .:;- 试

剂盒。$ 抗为 89! 抗体，染色步骤按 .:;- 试剂盒

说明书进行。细胞浆着色，阳性信号呈棕黄色颗粒。

# 结果

#"! !"# 在 ()**#! 细胞中的表达

用分 子 量 为 <))+ 的 !"#0+?: 复 合 物 转 染

-233%$ 细胞，每隔 %=K 取样观察，检测细胞阳性

率。结果发现，转染 %=K 后就有 89! 表达，细胞转

染效率可达 &)C 以上，表达可持续 & ’ 3L。图 $ 为

-233%$ 细胞转染 =(K 后的观察结果。

图 $ !"# 在 -233%$ 细胞中的表达

954N$ "O@PQRR5EH ES !"# 5H -233%$ TQFFR（ J %)))）

#"# +,- 结构及其分子量与细胞转染效率的关系

用不同分子量（<))+ ’ %&)))+）的直链和支链

!"# 与 +?: 在 @, 为 <A) 的条件下形成的复合物转
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染肝癌 !"##$% 细胞，&’ ( 后检测阳性率。结果发

现，转染效率与 )*+ 结构无关（! , -.-/）。分子量为

0--1 的直链2支链 )*+ 在 34 值为 0.- 时，细胞转染

效率最高为（//.5 6 &.5）7。随着分子量的增大，转

染效率略有下降。)*+ 分子量为 $/---1 时，转染效

率为（&- 6 5.$）7，与分子量为 0--1 时有显著差异

（! 8 -.-/），见图 $。

图 / "#$ 在皮肤毛囊细胞中的表达

9:;< / *=3>?@@:AB AC "#$ :B D(? E?FF AC (G:> H?@:EF?
I：4* @DG:B:B; AC @J:B D:@@K?@，L(:E( @(AL?M E?FF@ AC (G:> H?@:EF?；N：O>??B CFKA>?@E?BE? @:;BGF :@ D(? 3A@:D:H?
?=3>?@@:AB AC O9) :B D(? E?FF@ AC (G:> H?@:EF?；!：+PPKBA(:@DAE(?P:@D>Q @(AL?M D(? 3A@:D:H? ?=3>?@@:AB AC O9)
:B D(? E?FF@ AC (G:> H?@:EF?<

图 $ )*+ 结构及其分子量与细胞转染活性的关系

9:;<$ R?FGD:AB@(:3 GPAB; )*+ @D>KEDK>?，
"S GBM :D@ D>GB@C?ED:AB GED:H:DQ

!"# $%& 浓度对细胞转染效率的影响

在 )*+ 与 1TI 结合的时 候，分 别 将 )*+（"S
0--1）的浓度调整为 -P;2PU、-./P;2PU、%.-P;2PU、

%./P;2PU、$.-P;2PU、$./P;2PU，1TI 浓 度 为 %.-
P;2PU，其他条件不变。转染肝癌 !"##$% 细胞后

发现，)*+ 和 1TI 的浓度均为 %.-P;2PU 的时候，转

染效率最高，与 )*+ 浓度为 -./P;2PU 时的转染效率

有显著性差异（! 8 -.-/）。当 )*+ 的浓度升高时，转

染效率没有发生变化（! , -.-/）（图 5）。

!"’ $%& 对细胞的毒性试验

用不同分子量的直链、支链 )*+21TI 复合物

&-!U 转染 !"##$% 细胞（)*+ 与质粒 1TI 的质量比

为 % V%），分别在 $&(、&’(、#$(、W0(、%$-( 的时候用台

盼蓝对细胞染色，然后在光学显微镜下观察细胞的

图 5 )*+ 的浓度与细胞转染活性的关系

9:;<5 R?FGD:AB@(:3 X?DL??B )*+ EABE?BD>GD:AB
GBM :D@ D>G@C?ED:AB GED:H:DQ

死亡率，以此确定 )*+ 对细胞的毒性。结果分子量

为 0--1 的直链2支链 )*+ 都没有引起细胞毒性或使

细胞形态改变或死亡，但是随着分子量的增大，)*+
对细胞的毒性也相应加大（图 &）。

图 & )*+ 对细胞的毒性试验

9:;<& !QDADA=:E:DQ AC )*+ AB !"##$% E?FF F:B?

!"( 小鼠皮肤组织转染试验

用不同分子量、不同结构的 )*+21TI 复合物转

染经脱毛处理的小鼠皮肤细胞，结果发现（图 /），转

染 $&( 后，就可以观察到 O9) 在小鼠皮肤组织中有

所表达，但是表达只是局限在皮肤毛囊细胞、汗腺及

皮脂腺细胞中，而在皮肤组织的其它地方未观察到

有 O9) 的表达，表达可持续 #M，)*+ 的结构以及分子

量的大小对转染效率的影响不大。

’0% %&’()*) +,-.(/0 ,# 1’,2)3&(,0,"4 生物工程学报 $--#，YAF.$5，TA.%



!"# 氮酮、维甲酸对 !"# 在小鼠皮肤组织中转染的

影响

将小鼠皮肤用 !"# 硫化钠脱毛处理，处理 !$%
后，再 将 经 脱 毛 处 理 后 的 皮 肤 用 $# 的 氮 酮 和

&’&(# 的维甲酸涂抹处理，$% 后用 )*+,-./ 复合物

进行皮肤转染试验，转染 $0 % 后取样分析。结果发

现，12) 不仅在小鼠皮肤毛囊细胞、汗腺及皮脂腺细

胞中有所表达，而且在皮肤组织的颗粒层也观察到

有 12) 的高效表达。这说明小鼠皮肤经过氮酮和

维甲酸的处理后，皮肤的角质层去掉同时增加了皮

肤的通透性，这就使得质粒 -./ 能够到达皮肤的颗

粒层细胞并表达。如图 3 所示。

图 3 !"# 在皮肤颗粒层细胞中的表达

2456 3 *789:;;4<= <> !"# 4= ?%: @:AA; <> 59B=CA: ABD:9
/：E* ;?B4=4=5 <> ;F4= ?4;;C:;，G%4@% ;%<G:H @:AA; <> 59B=CA: ABD:9；

I：59::= >AC<9:;@:=@: ;45=BA 4; ?%: 8<;4?4J: :789:;;4<= <> 12) 4= ?%: @:AA;

<> 59B=CA: ABD:9； K：4LLC=<%4;?<@%:L4;?9D =:5B?4J: @<=?9<A；

-：4LLC=<%4;?<@%:L4;?9D，G%4@% ;%<G:H ?%: 8<;4?4J: :789:;;4<= <> 12) 4=

?%: @:AA; <> 59B=CA: ABD:9 6

$ 讨论

目前，基因转移的方法分为生物学方法、物理方

法和化学方法。腺病毒载体是目前基因治疗最为常

用的病毒载体之一。脂质体作为一种可供选择的基

因载体，具有无毒、无免疫原性、可生物降解的特点，

可保护质粒 -./ 被核酸酶降解［0］，能将目的基因

-./ 特异传递到靶细胞中。聚乙亚胺（)*+）是一类

阳离子多聚体，其结构特点为每隔 ( 个原子即出现

氨基氮，这就构成了多聚网状结构，从而与 -./ 结

合，在适当条件下均能将 -./ 浓缩为相似的超环结

构，通过细胞的内吞途径（:=H<@D?<;4; 8B?%GBD）进行

基因的转移［"］，目前被认为是基因治疗最为有效的

非病毒载体之一［3］。目前在美国实施的基因治疗方

案中阳离子脂质体介导的基因传递系统占 !$ 项。

关于 )*+ 介导的基因转染的研究，近年来在国外有

很多报道［M N O］。

本文分别用 0 个不同分子量的聚乙亚胺进行研

究，用肝癌细胞系 KPMM$! 做靶细胞，通过检测 12)，

研究其转染活性。结果显示，聚阳离子脂质体显示

出非同一般的转染效率。进一步研究 )*+ 的结构以

及分子量与转染效率的关系，结果发现分子量为

!Q&&-、!$&&&- 的 )*+ 转染效果与分子量为 3&&- 的

)*+ 一样，但是分子量为 $"&&&- 时，转染效率远远

降低。这可能是因为小分子 )*+ 与 -./ 形成的复

合物不易聚集成较大的结构［!&］，)*+ 分子量大，形成

的复合物结构相应的也大，这样不容易进入细胞，从

而使转染效率下降。但是，转染效率的高低与 )*+
的结构没有多大的关系。这与 R:<=5 RE 等［!!，!$］报道

的结果有所区别。关于 )*+ 的分子量与细胞毒性的

关系，研究发现，随着分子量的增大细胞毒性也相应

增大，这与 I4:S:9 T 等［!( N !"］的研究结果一致。

用 )*+,-./ 复合物对小鼠皮肤组织进行转染，

通过 12) 的表达位置以及表达持续时间等的研究

结果显示，!"# 在皮肤组织的毛囊、汗腺、皮脂腺等

处高效表达，表达可持续 MH。进一步将小鼠皮肤用

氮酮、维甲酸等处理后，发现 !"# 能够进入皮肤颗粒

层细胞并表达，有关这方面的研究结果在国内外还

未见报道。此项研究结果对于进一步研究开发银屑

病等与人体自身性免疫相关的皮肤疾病的基因治疗

药物具有重要的意义。
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"B- 干扰：原理与应用

汤华 主编 H F DG F DE!GGE F E@]5E!ZZ 定价：HM5DD =DD! 年 ED 月出版

双链 "B- 可抑制含有特定序列的基因表达即 "B- 干扰的发现开创一个新的生命科学研究领域，

目前这个研究领域正在快速发展之中。本书对 "B- 干扰的理论系统、技术体系及应用研究进行整体

的构思，以该领域最新的研究成果为基础，除了双链 "B- 干扰之外，重点突出了新发现的微小 "B-
（$)"B-）的进展，从而全面系统的描述了 "B- 干扰；并结合本实验室的研究经验，系统地介绍了当今

"B- 干扰在多种生物体系中研究的实用技术方法，对相关的专业人员颇具参考价值。

本书适合于细胞生物学、基因组学、发育生物学、遗传学、神经生物学、医学及兽医学、微生物学、

药学、动植物学等相关领域的专业人员、教师及学生使用。

水生动物体内的微囊藻毒素及其对人类健康的潜在威胁

谢平 著 H F DG F DEH=ZZ F =@]5EHGE 定价：HN5DD =DD! 年 ED 月出版

本书是一部论述由蓝藻产生的一类毒性极强的天然的环肽肝毒素 F 微囊藻毒素（Q)9(69%*+),*）在

水生动物体内的生物累积及其对人类健康的潜在威胁的专著，作者首先论述了 Q. 的化学结构和性

质、稳定性和致毒的分子机制以及动物体内 Q. 的萃取与检测技术，接下来详细地介绍了国内外有关

水生动物（鱼类、软体动物、虾蟹）对 Q. 摄取、清除、生物富集规律的野外和实验研究，然后简述了 Q.
在水生动物体内的药代动力学过程研究以及 Q. 在水生动物体内的累积的一般模式，最后就 Q. 对人

类健康的危害（特别是为何人类等哺乳动物比水生动物对 Q. 更加脆弱）进行了系统的分析。

本书可供环境毒理学、食品安全、公共卫生、环境化学、水产、动物生理学等相关领域的研究人员

和管理人员、大专院校师生参考。
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