
!" 卷 # 期

!$$% 年 % 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,(- !$$%

./0/12/3：4/0/56/7 !8，!$$9；:00/;</3：=/67,>7- ?!，!$$%)

@A1B C’7D C>B B,;;’7</3 6- <A/ E7>F<B G7’5 <A/ *><1’F>( *><,7>( H01/F0/ =,F3（*’)8$8%!$%#）>F3 *>F’ B;/01>( G,F3 ’G HA>FEA>1（*’)$88!F5$!I）)

" J’77/B;’F31FE >,<A’7 ) @/(：K I9L!?L98MI!8M8；NL5>1(：CB(O5>1( ) <’FEP1 ) /3,) 0F
国家自然科学基金（*’)8$8%!$%#）和上海市纳米专项基金（*’)$88!F5$!I）资助项目。

纳米级壳寡糖!"#$ 复合物的制备和性能研究
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摘 要 同甲壳素和壳聚糖这种生物大分子相比，壳寡糖具有许多独特的功能性质，如水溶性、保湿性、抗菌性、抗肿瘤和免

疫促进性等。以数均分子量为 8$$$ 的壳寡糖作为研究模型，根据凝胶电泳和紫外光谱分析，提出纳米级壳寡糖与 ;NX=\JL?
质粒能通过静电结合或物理包裹形成复合物从而对 4*: 进行保护，同时证明形成壳寡糖]4*: 复合物后，壳寡糖能够极大地

提高 4*: 的贮存稳定性和结构稳定性；而 4*>B/ R 酶解实验也显示纳米级壳寡糖在合适比例下 4*: 有良好的保护作用，使其

不被 4*>B/ R 降解，证明了纳米级壳寡糖应用于基因治疗载体的可行性与安全性。
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?MM8 年，‘,5;/7 等［?］首次报道壳聚糖溶液与

4*: 以自聚集的方式沉淀能得到一种粒径大小为

?8$ a 8$$F5 的复合物，壳聚糖]4*: 复合物的平均

粒径与所用壳聚糖分子量有关（?$I a 8#$D4），而与

缓冲液组成无关，初步认为壳聚糖有用于基因治疗

载体的潜质。从载体递送基因的释放角度看［!］，壳



聚糖!"#$ 复合物的粒径大小尤为重要，尺寸的变化

将严重影响复合物在体内的循环时间、靶向细胞的

进入以及在体内的效用。虽然有许多有关壳聚糖转

染的相关报道，但是关于壳聚糖!"#$ 复合物的大小

与转染率的关系，不同研究者所得的结论似乎是矛

盾的。一般情况下，纳米粒子粒径在 %&&’( 以下能

够很好的保证细胞对粒子的内吞［)］。*++,( 等［-］合

成出粒径为 .& / 0&&’( 壳聚糖!"#$ 复合物，实验表

明粒径越小的复合物越容易被细胞内吞或者胞饮，

因而转染效率就越高。但是 #121’3453 等［0］的研究

表明中等粒径大小为 &6- / %6-!( 的壳聚糖!"#$ 颗

粒具有最高的转染率，而小于 -&&’( 的复合物的转

染率反而降低。壳寡糖是由甲壳素和壳聚糖经过降

解产生的一类低聚合度的糖类化合物，或者称之为

壳寡糖，其聚合度为 % / %& 的寡糖。同甲壳素和壳

聚糖这种生物大分子相比，壳寡糖具有许多独特的

功能 性 质，如 水 溶 性、保 湿 性［7］、抗 菌 性［8］、抗 肿

瘤［9、:］和免疫促进性等。本文分子量为 0&&& 左右的

壳寡糖作为载体探讨纳米级壳寡糖应用于基因治疗

的可行性与安全性，通过紫外光谱分析和凝胶电泳

分析纳米级壳寡糖对 "#$ 的结合和保护能力。

! 材料与方法

!"! 实验材料和仪器

凝胶电泳仪及凝胶电泳成像系统（;3<=>1?），紫

外=可见光谱仪（@1A31’ B1AC0&），DBE（;FG2(1’ B<,+HFA
IE.)&）酶标仪（JFG1’），"#14F"（J$K$>$），壳寡糖

（LM N 0&&&），脱乙酰度为 :%60O，由济南海得贝海

洋生物工程有限公司馈赠，质粒 PQRSDB=% 由本实

验室自行构建。

!"# 实验方法

!"#"! 壳聚糖的细胞毒性实验：分别配制不同浓度

的壳 寡 糖 进 行 体 外 细 胞 实 验，壳 寡 糖 的 浓 度 为

&6%.0(T!(I、 &6.0(T!(I、 &60(T!(I、 %(T!(I、

.(T!(I，.:)J 细胞以 . U %&- 个每孔加入 :7 孔板，过

夜贴壁后，每孔加入 .&!I 含不同浓度的样品，每板

设 % 个空白细胞对照组和不同浓度样品组，每组设

) 个复孔，加样后置于 )8V、0O BW. 的培养箱分别

培养 .-5、-95、8.5 后，再进行 LJJ 实验。

!"#"# 壳寡糖!"#$ 复合物的制备：壳寡糖用 %O的

X$G 洗涤，以除去不溶性的杂质。滤液用 &6..!( 的

尼龙膜过滤，冷冻干燥得到纯化后的壳寡糖。采用

复凝聚法［%&］制备壳寡糖!"#$ 复合物，将用 PX86-
的 D;E 溶液配制 &6-O的纳米壳寡糖以及 %9!T!(I

的 PQRSD=B% 质粒 "#$，分别于 0&V的温浴预热一

定时间。将纳米壳寡糖加入 %60(I QD 管中与质粒

"#$ 溶液以一定体积比快速均匀地漩涡 )&4 后，室

温放置 %5 后，即可得壳寡糖!"#$ 复合物纳米粒，并

进行实验分析。

!"#"$ 壳寡糖!"#$ 复合物贮存稳定性研究：将已

制备的壳寡糖!"#$ 复合物以及相同浓度的质粒

"#$ 放置于 )8V的恒温培养箱中，分别以浓度减半

的壳寡糖及空白的超纯水作为空白，用紫外=可见光

谱仪测定 .-5、-95、8.5、:75、%.&5 后 纳 米 壳 寡 糖!
"#$ 复合物以及裸质粒 "#$ 的 "#$ .&& / -&&’( 的

紫外吸收光谱。

!"#"% 壳寡糖!"#$ 复合物的凝胶电泳分析：采用

复凝 聚 法 以 不 同 体 积 比 的 .O（ ! !"）壳 寡 糖 与

)7!T!(I "#$，制备不同 #!D 比的壳寡糖!"#$ 复合

物。用 J$Q 缓冲液制备 %6&O（! !"）琼脂糖凝胶，

向其中加入微量 Q;，混合 .&!I 样品和 -!I 溴酚兰

电泳指示剂于点样孔中，在 9&@ 电压下恒压电泳

%5，用凝胶成像仪照相［%%］。

!"#"& 壳 寡 糖!"#$ 复 合 物 的 酶 保 护 分 析：使 用

"#14F"贮存液（.&((<+!I #1$B=X$B Y,ZZFA（PX N
06&）、&6%0((<+!I #1B+、0&O R+CGFA<+）配 制 浓 度 为

.60,!!I "#14F"。将 "#$ 溶液（)9!T!(I）.&!I，壳

寡糖!"#$ 复 合 物（ 含 等 量 "#$）分 别 加 入 %&,
"#14F"进行酶解，反应时间设为 %0(3’、)&(3’，以

0!I &60(<+!I Q"J$ 终止酶解反应，并分别设空白对

照样。反应完成，将上述 7 个样品进行凝胶电泳实

验，在 80@ 电压下恒压电泳 %5，用凝胶成像仪照相。

# 结果

图 % 壳寡糖的粒径分布图

S3T[ % D1AH3G+F4 43\F ?34HA3Y,H3<’ <Z G53H<41’=
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#"! 纳米级壳寡糖的形态分析

图 % 为壳寡糖的粒径分布图，可以看出，壳寡

糖的粒径分布绝大多数在 %&&’( 以下，但是由于其
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分子上的 !"# 容易在水中进行分子自组装而形成

较大的颗粒，因此在 $%%&’ 后溶液中仍然存在较大

粒径的粒子，从图中看出有较长的拖尾现象，壳寡糖

的数目平均值为 ()&’。

!"! 壳寡糖的生物相容性

以 *++ 法而作的生长曲线如图 # 可以看出壳

寡糖处理后的细胞生长繁殖正常，在不同浓度的壳

寡糖体外细胞不同培养时间实验，壳寡糖对细胞的

增殖作用与培养时间和壳寡糖的浓度存在比较典型

的依赖性，在低浓度的时候，壳聚糖完全没有细胞毒

性，仅在高浓度（$’,-’.）下，对细胞增殖有一定的

抑制作用。

图 # 不同浓度壳寡糖的体外细胞毒性曲线
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!"# 壳寡糖$%&’ 复合物的稳定性

组成 A!B 的嘌呤碱和嘧啶碱具有共轭双键，使

A!B 在 #C% D #E%&’ 的紫外区有一强烈吸收峰，最大

吸收波长在 #F%&’ 附近。将 A!B 在 #F%&’ 左右的

强吸收峰作为其的特征峰，来表征 A!B 在 G)H的

IJK 溶液中的稳定性（表 $）。

表 ( #)*下壳寡糖$%&’ 复合物及裸 %&’ 不同培养

时间的紫外吸收光谱的重要参量

+,-./ ( 01!2,3 ,-4567895: 47/;86, 5< ;=9854,:>
5.9?54,;;=,69@/$%&’ ;527./3 ,:@ :,A/@ %&’ 9: #)*

$ -2 !L2067:;&<7=0,7:;442;>0?3-A!B 47’M=38 -&’ !!;N3? A!B 47’M=38 -&’

#C #(EO$ #(P

CP #(P #()

)# #(E #(FOE

EF #(E Q

$#% #F% Q

从表 $ 中可以看出裸 A!B 在 EF2 后已经无最

大吸收，说明质粒 A!B 已经断链降解，而壳寡糖-
A!B 复合物中的 A!B 在 #F%&’ 仍然有强吸收，吸光

度变化很小，这是因为壳寡糖通过静电作用与 A!B
形成复合物从而对 A!B 起到保护作用，从而提高了

A!B 的贮存稳定性。

!"B 壳寡糖$%&’ 复合物的凝胶电泳分析

图 G 为壳寡糖与质粒 A!B 在 G)H下反应 $#2
后的电泳谱带。图中 $$ 个点样孔从左至右第一孔

为裸质粒 A!B，最后一孔为壳寡糖，其余 E 孔依次代

表壳寡糖与质粒 A!B 的体积比为 $ R $%，$ R (，$ R #，

$ R$O#(，$ R$，# R$，( R$，P R$，$% R$。

图 G 壳寡糖-A!B 复合物的凝胶电泳分析图
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用琼脂糖凝胶电泳来表征两种相反电荷的聚电

介质复合物的形成，因为 A!B 的迁移速率除电荷效

应外，凝胶介质还具有分子筛效应，使得分子大小和

构象不同的核酸分子迁移率出现较大差异。当超螺

旋 A!B 转变成开环或线性 A!B 时，电泳后呈现的

迁移位置明显不同，从而获取 A!B 构象变化的信

息。质粒 A!B（细菌质粒 A!B），它存在超螺旋、松

散螺旋和线性三种空间构型，三者的泳动率明显不

同。由于超螺旋分子最为紧密，线性最为松弛，因而

在一般情况下，超螺旋分子位置最靠前，松散螺旋的

次之，而线性结构最后。在壳寡糖与 A!B 作用后通

过观察 A!B 迁移位置的变化来了解壳寡糖与 A!B
作用的特点。

在图 G 中，裸质粒 A!B 电泳后有三条明显的条

带至上而下分别为超螺旋结构、松散螺旋结构和线

性结构，随着纳米级壳寡糖与质粒 A!B 体积比的变

大，即纳米级壳寡糖量的增加，从图 G 中可以看出质

粒 A!B 随着壳寡糖量的增大而逐渐被阻凝在点样

孔中而发亮，与裸质粒 A!B 相比超螺旋结构与线性

结构条带的明亮程度随着壳寡糖量的增大却在逐渐

地减弱，在壳寡糖与 A!B 体积比较大时，质粒 A!B
在电场的作用下仍然有部分迁移出孔形成条带，而

在二者体积比为 $ R $ 时质粒 A!B 几乎完全被阻凝

在点样孔中，说明质粒 A!B 几乎全部与壳聚糖以静

GC)钱君律等：纳米级壳寡糖-A!B 复合物的制备和性能研究



电结合而形成稳定的复合物，而纯壳寡糖在凝胶电

泳上无任何显示。

通过凝胶电泳测定 !"# 在壳寡糖中的配合作

用或者包裹程度，从而间接确定 !"# 的运载效率。

使用凝胶电泳也考察了质粒 !"# 在纳米粒制备过

程中的结构稳定性，结果表明质粒 !"# 的超螺旋结

构与线性结构都基本没有改变，说明复合物的制备

条件对质粒 !"# 并没有破坏作用。

!"# 壳寡糖$%&’ 复合物的酶保护分析

由非病毒载体转运的 !"# 易于被 !"$%&!降

解，!"# 转运体系的一个重要参数就是载体材料对

包裹 !"# 的 !"$%&!降解保护作用（图 ’）。

图 ’ 壳寡糖(!"# 复合物的 !"$%&!保护凝胶电泳图

)*+, ’ -./0&10*/2 $+$*2%0 !"$%&!3*+&%0*/2
4./5 16*0/%$27/8*+/%$116$.*3&

9：2$:&3 ;8$%5*3 !"# < =!>#；?：2$:&3 ;8$%5*3 !"# < !"$%&!
（9@5*2） < =!>#；A：2$:&3 ;8$%5*3 !"# < !"$%&!（AB5*2） <
=!>#；’：16*0/%$27/8*+/%$116$.*3&(!"# 1/5;8&C < =!>#；@：16*0/%$27
/8*+/%$116$.*3&(!"# 1/5;8&C < !"$%&!（9@5*2）< =!>#；D：16*0/%$27
/8*+/%$116$.*3&(!"# 1/5;8&C < !"$%&!（AB5*2）< =!>#,

点样孔 9：裸质粒 !"# 为两条带，分别超螺旋结

构和线性结构。

点样孔 ?：裸质粒 !"# 加入 9BE !"$%&!作用

9@5*2，质粒 !"# 已经完全降解，电泳后已经无法看

到明显的片段。

点样孔 A：因为裸质粒 !"# 加入 9BE !"$%&!作

用 9@5*2，质粒 !"# 已经完全降解，因此反应 AB5*2
后电泳同样无法看到明显的片段。

点样孔 ’：壳寡糖(!"# 复合物，电泳后在点样

孔中未发现明显的移动，!"# 完全被阻凝在孔内，

这是由于 !"# 分子上的负电荷和带正电的壳聚糖

结合后形成复合物，在电场的作用下 !"# 也不发生

电泳，而停留在孔内。

点样孔 @：壳寡糖(!"# 复合物加入 9BE !"$%&!
作用 9@5*2 后，!"# 被阻凝在孔内发亮，未发生明显

的降解，证明了 !"# 被壳寡糖保护而免受!"$%&!
的降解。

点样孔 D：壳寡糖(!"# 复合物加入 9BE !"$%&!
作用 AB5*2 后，!"# 仍然阻凝在点样孔内发亮，但是

亮度较样品 ’ 和样品 @ 暗，条带上方呈现较暗的彗

星带，表明随着 !"$%&!酶解时间的增长，壳寡糖仍

然显示出对 !"# 强大的保护作用，即便有少量的

!"# 被酶解。

纳米级壳寡糖对 ;=F)-G79 质粒的保护作用的

探讨：纳米 !"# 复合物通过循环系统到达组织细胞

后，细胞将以吞噬或吞饮的方式将其摄入胞内，并通

过克服一系列障碍而发挥作用。首先纳米 !"# 复

合物与胞膜等形成核内体，核内体被溶酶体迅速吞

噬。在溶酶体内基因如果不能被保护，并及时有效

地被释放，则会被溶酶体酶降解。大多数研究者认

为基因能否有效地从溶酶体内迅速逃离是影响基因

转移效率的关键步骤。基因逃离溶酶体后能否在胞

质内不被降解，并顺利进入到核内也同样影响着基

因的表达和功能。甚至有研究者认为胞质内质粒

!"# 不被降解可能比基因从溶酶体逃脱更能决定

基因的转移效率［9?］。作为一种基因转染载体，纳米

级壳寡糖必须不仅能结合、浓缩 !"#，还要能有效

保护 !"#，使其不被核酸酶降解，这样才能使 !"#
在胞内从溶酶体游离，并进入核内表达。

( 讨论

传统的非病毒载体，如裸 !"#、脂质体、阳离子

多聚物等，虽然安全但基因传递效率极低难以获得

有意义的基因表达［9A］。因此，发展基因治疗的关键

在于开发安全、有效并具有优良特性的非病毒基因

转运载体系统。近年来发展起来的一种新型非病毒

基因转运载体———壳聚糖，除了具有可生物降解性

和低细胞毒性等优越性之外，还具有独特的跨细胞

膜能力而倍受关注［9’］。壳聚糖通过化学法、酶法等

解 聚 而 成 低 分 子 壳 聚 糖 即 壳 寡 糖（ 16*0/%$27
/8*+/%$116$.*3&），和壳聚糖相比较，壳寡糖不仅水溶

性大，而且具有多种生物学功能。

本实验根据凝胶电泳和紫外光谱分析，得出纳

米级壳寡糖与 ;=F)-G79 质粒能通过静电结合或物

理包裹形成复合物从而对 !"# 进行保护，同时证明

形成壳寡糖(!"# 复合物后，壳寡糖能够极大地提高

!"# 的贮存稳定性和结构稳定性；而 !"$%& H 酶解

实验也显示纳米级壳寡糖在合适比例下 !"# 有

良好的保护作用，使其不被 !"$%& H 降解，证明了

纳米级壳寡糖应用于基因治疗载体的可行性与安

全性。

’’I !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 ?BBI，J/8K?A，"/K’
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安捷伦科技推出

全新 <=:HO 旗舰气相色谱仪及 ;:<;. 气G质联用仪

安捷伦科技今年 I 月正式推出了最新 <=:HO 气相色谱（A.）系统及 ;:<;. 气G质联用（A._"KD）系统。

安捷伦工程师们经过长期探索和追求，最终开发出了突破性的微板流控技术，并将其应用于全新的 <=:HO 气

相色谱仪，把过去想做而不可靠或不可能的许多分析成为现实：不管柱箱温度程序如何变化，在柱箱内进行

气路连接、切换、分流和转向而保持硬件不漏气。同时安捷伦 <=:HO 气相色谱仪还立足在色谱分析运行前和

运行后节约时间，大大提高分析效率而又无需改变现有的分析方法。安捷伦 <=:HO 气相色谱仪还具有新的

仪器监测和诊断软件，能告知用户潜在问题，预报维修并帮助排除过早地更换消耗品以节省费用。

安捷伦 ;:<;. 气G质联用系统是第一个具有安捷伦独一无二的微量离子检测功能的气 > 质联用仪，此功

能明显降低噪音水平，提高峰形和质谱的可信度，使得系统可以精确，快速和容易地分析复杂样品，同时也

扩展了简单样品的可靠性。除了独一无二的微板流控技术带来的优点之外，安捷伦还将快速转换装置

（^#67VKQ+%）用于 ;:<;. 气质联用仪，因此无需放真空就可以更换色谱柱，节约了大量时间。

安捷伦科技公司生命科学与化学分析事业部大中国区总经理牟一萍女士表示：“安捷伦在中国一直致

力于为客户提供领先的分析仪器和解决方案，帮助他们提高研究和分析工作的效率和质量，得到了客户的

广泛认可和好评。我们将通过 <=:HO 气相色谱仪和 ;:<;. 气G质联用仪这些重要的新产品，为客户带来更加

完善和强大的系统。”

要了解安捷伦科技的信息，请访问：QQQ1 +-6/&,F 1 73$1 7,。

;R<钱君律等：纳米级壳寡糖_D2O 复合物的制备和性能研究




