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基因治疗，就是将正常基因导入体内以弥补

缺失或替换突变基因来医治囊性纤维化和血友病

等［&］多种疾病 8而制备高效安全的基因转染载体
至今仍是基因治疗的一个瓶颈 8
非病毒类载体的基因转染效率目前虽不高，

但由于其具有低毒、低免疫反应、无基因插入片断

大小限制、制备方便、易保存等优点，越来越受到

关注，聚乙烯亚胺（72015<=105+5/,/+5，>-?）就是其
中研究较多的一种 8 &::) 年 @233/A 首先提出 >-?
在基因转染方面具有潜在应用前景［!］，随后越来

越多的体内、体外基因转染实验表明 >-?具有较
高的基因转染效率［! B %］8
要使目的基因被成功载带到载体上，并输送

到靶点进入需要治疗的病变组织细胞，往往对载

体的粒径尺寸有一定要求 8载体的分子量或粒径
太小，其浓缩 CDE的能力也就很小［)］，且无法附
着于细胞壁上被细胞内吞 8载体的分子量或粒径
过大的缺点是，载体载带基因后无法被细胞以内

吞方式吸收［#］；易在细胞壁上堆积（.99F,F0.<5）；
毒性大于小粒径载体［’］8此外，靶向转染不同种类
的细胞也需用不同粒径大小的载体 8例如，脑部基
因治疗通常要求小于 &"" +,的载体，这一尺寸的
颗粒较易通过脑部毛细血管的血脑屏障［(］8因此，
制备具有特定粒径尺寸、且在水中分散均匀的载

体，在基因转染中具有重要意义 8
近年来，光交联法制备高分子物质在国内外

得到了广泛应用 8该方法可以在室温操作且操作
简单、设备投资小 8其主要特点是有可能通过改变
实验条件实现聚合物分子量或粒径尺寸的有效控

制［:］8
本文介绍了一种使用光助 ;5+<2+反应制备粒

径可控的G$>-?3（G代表 ;5原子）纳米凝胶的方
法，即 >-?预聚物在水中自组装后和氯化亚铁络
合得到络合纳米粒子，以双氧水作为引发剂，在

!)*H’ +,的紫外光辐射下，络合纳米粒子交联，制
备出粒径均匀的纳米凝胶（G$>-?3）8该体系中亚
铁离子通过 ;5+<2+反应催化 I!J! 产生高活性的

·JI与 I!J! 在酸性条件下光降解生成的·JI一
起协同实现 >-?预聚物的交联或降解，同时 ;5* K

与紫外光产生的协同效应可促进 ;5! K 离子的再
生，从而提高了 ;5+<2+反应的氧化效率 8
, 试剂与仪器

>-? 预聚物购自日本东京化成工业株式会
社，原液的质量浓度为 *"L；实验中使用的水为
三蒸水；氯化亚铁、双氧水等其它试剂为市售 EM
试剂 8

( N低压汞灯系上海金光灯具厂的 OPO系列
紫外杀菌灯，该灯辐射以 !)*H’ +,光波为主的短
波紫外线 8 用英国 GEMQR-D 公司的 O5<.3/S5T
*"""IP 型 光 相 干 光 谱 仪（ 7=2<2+ 92TT50.</2+
3759<T239271，>UP）对纳米凝胶的粒径进行表征，测
试温度为 !)V，入射激光波长为 #** +,，其偏振
方向与散射检测光平面垂直，文中所采用数据为

O均分子量 8使用 D.+239275 ! . 原子力显微镜
（E;G，C/W/<.0 ?+3<TF,5+<3，XPE）对纯化后的 G$>-?3
纳米凝胶进行形貌表征 8
- (.%$%’!"#$%#反应合成 &’()*+纳米凝胶的机
理

在 ’) ,Q三孔石英烧瓶中加入用三蒸水稀释
的 >-?预聚物，在机械搅拌（转速，*") TY,/+）的同
时，滴加 & ,20YQ的盐酸调节反应物的 7I值 8通入
氮气排出体系中的溶解氧，并在氮气保护下加入一
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定量的 !"#$% 水溶液（文中所有反应中 !"#$% 和 &’(
氨基基团的摩尔比均小于 ) * +）和交联剂 ,%-%，以

紫外灯照射该体系引发反应 .产物 /0&’(1纳米凝
胶的纯化方法是，经 2345!6的水相针式滤器过滤
后用截留分子量小于 ) 7 )24 的透析袋透析 .

!89. ) :; 1<"=>?@ AB（@）&’( <?"<A$C6"?，（D）!"#$%，（=）,%-% @EF

（F）<?"<A$C6"? G !"#$% @> 6A$@? ?@>8A AB )H *)

体系中各组分及 &’(预聚物和 !" 离子络合
后的紫外吸收谱如图 )（@）、（D）、（=）、（F）所示，在
%5I3J E6 波长处，&’( 预聚物没有吸收，!"#$% 有
一定的吸收，,%-% 有较强吸收，而 &’( 与 !"% G

络合所得的纳米粒子也有吸收，但比双氧水的吸

收弱很多 .因此，在整个体系中，!"#$% 和 ,%-% 发

生 !"E>AE反应产生·-,和 !"I G（反应式 )），紫外
线辐照后，生成的 !"I G按反应式（%）还原回 !"% G，
该反应决定了整个过程的反应速率［)2］，同时 ,%-%

在酸性条件下也会被紫外光分解生成·-,（反应
式 I）. KE>AE8A等［)%］认为 !"E>AE体系在紫外光的照
射下不仅可以加速 !"E>AE反应（,%-% L!"% G），而且
可以加速 !"E>AE0$8M"反应（,%-% L!"I G）.如示意式

)所示，·-,引起的抽氢反应不具有选择性，·-,
不仅可抽取 #,% 基团上的 ,原子，也可抽取氨基
上的 ,原子，抽氢反应使被铁离子络合的 &’(预
聚物之间发生化学交联 .由此推测产物应是络合
在 !"离子周围的 &’(交联网状凝胶，在凝胶的表
面伸展着一些 &’(链段 .

!"% G G ,%- !% !"I G G -,N G·-, （)）

!"I G G ,%-% G ,%-
!
!
" !"% G G ,I-G G ,-·N%

（%）

,%-%
!
!
" %·,- （I）

O=P"6" ) QP" 6"=P@E816 AB , @D1>?@=>8AE

研究表明，/0&’(1纳米凝胶的合成受多种因
素的控制，如 <,值、交联剂浓度、!"#$% 浓度及光

照时间等 .通过改变单个反应条件，可研究 /0
&’(1纳米凝胶的粒径和反应条件的相关性，由此
来控制产物的粒径 .
! 光照与否对产物粒径的影响
在非光照的情况下，!"#$% 和 ,%-% 组成的

!"E>AE体系本身就能引发交联反应，但因反应中
亚铁离子浓度通常控制在较低浓度下，所以形成

的交联密度不高 .在同样的实验条件下比较非光
照和光照两组产物的粒径（图 %）可以看出，非光
照产物粒径为双峰分布，粒径不均匀，而光照产物

粒径呈单峰分布，粒径均匀 .在光照情况下，络合
了预聚乙烯亚胺的 !"% G 离子被双氧水氧化为
!"I G，使得聚乙烯亚胺络合物吸收 %5I3J E6紫外
光的截面增加，诱导了 &’( 的氧化降解；另一方
面，光分解 ,%-% 生成的·-,浓度更高，在抽氢引

发 &’(预聚物交联的同时也会进攻 &’(主链，导
致 &’(预聚物的降解 .因此在光照条件下，光降解
和光交联反应总是竞争存在，在光照一段时间后，

二者会达到一定的平衡，从而使产物的粒径趋于

均匀化 .
" <,值对粒径的影响
从图 I可以看出，随着盐酸加入量的增多，/0

&’(1粒径逐渐减小 . <,值的减小，使体系的离子
强度相应增大 . ,%-% 在酸性环境中更易光分解，

因此·-,的生成速率增大，&’(预聚物自由基之
间的交联反应速率相应加快 .和传统的自由基聚
合反应一样，交联密度与自由基浓度成正相关，产

物的粒径随反应速率的增加而逐渐减小 .
# 双氧水浓度对粒径的影响
体系中双氧水用量的增加会使·-,自由基的

有效生成速率增大，生成的 /0&’(1纳米凝胶粒子
结构更加紧密，粒径相应减小 .但是，当双氧水增大
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!"#$ % &’( )"*() +(,( -.-/0*(1 20 345 2(67,( 89 ",,-1"-:"7.（-）

-.1 -6:(, 89 ",,-1"-:"7.（2）

3;< =,(=7/0>(, ? @A（+("#’: ,-:"7）；!(4/% ? BB >#C>D；E%F% ?

GHIJA（K7/L>/ ,-:"7）；<,,-1"-:"7. :">( ? GHM ’

!"#$ I 3-,:"N/( )"*() 76 OP3;<) .-.7#(/) )0.:’()"*(1 +":’ 1"66(,(.:

->7L.:) 76 E4/

3;< =,(=7/0>(, ? IHJA（+("#’: ,-:"7），!(4/% ? GH@ >#C>D；E%F% ?

GHGIJA（K7/L>/ ,-:"7）；<,,-1"-:"7. :">( ? GHM ’

到一定量时，每个络合物纳米粒子被抽掉的氢原子

数目急剧增多，导致其表面有相当多的活性自由基

与游离的 3;<预聚物分子发生反应，使已交联的络
合物纳米粒子粒径继续增大 $当双氧水加入量继续
增大时，在胶束内部生成的·FE有可能进攻 3;<的
主链，使得部分 3;<分子链从 OP3;<)纳米凝胶上
降解下来，从而使 OP3;<)粒径随着双氧水浓度的

进一步增加而有所减小，如图 Q所示 $

!"#$ Q 3-,:"N/( )"*() 76 OP3;<) .-.7#(/) )0.:’()"*(1 +":’ 1"66(,(.:

N7.N(.:,-:"7.) 76 E%F%

3;< =,(=7/0>(, ? IHJA（ +("#’: ,-:"7）；!(4/% ? GH@ >#C>D；

<,,-1"-:"7. :">( ? B ’

! 氯化亚铁浓度对粒径的影响
图 M的实验结果显示，!(4/% 用量的增加会使

OP3;<)纳米凝胶的粒径减小 $首先，增多的 !(% R

离子提供了更多的络合中心，使得在 3;<预聚物
用量一定的条件下，络合纳米粒子的数目增多，产

物 OP3;<)的粒径就相应减小；其次，经 !(.:7. 反
应后，络合的 !(% R 被双氧水氧化成 !(I R，同时产
生更多的·FE自由基，导致预聚物之间交联程度
更强，也可导致 OP3;<)粒径减小；据雷乐成［BB］的
结果推测，3;<预聚物和 !(% R 生成的络合纳米粒
子不如 3;<预聚物和 !(I R生成的络合纳米粒子对
紫外光敏感，3;< 预聚物被 !(I R 诱导的光降解更
强，因此 !(I R 的增多导致产物粒径减小 $几种因
素中，哪一种为主有待进一步深入研究 $

!"#$ M 3-,:"N/( )"*() 76 OP3;<) .-.7#(/) )0.:’()"*(1 +":’ 1"66(,(.:

N7.N(.:,-:"7.) 76 !(4/%
3;< =,(=7/0>(, ? QHSA（+("#’: ,-:"7）；E%F% ? GHBIA（ K7/L>(

,-:"7）；<,,-1"-:"7. :">( ? GHM ’
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! 反应时间对产物粒径的影响
反应时间对粒径的影响主要表现在光交联和

光降解的竞争反应上 !辐照时间太短，会使 "#$#

没有反应完全，且光降解和光交联达不到平衡，此

时的产物粒径用 %&’检测通常多分散系数偏大，
说明此时纳米凝胶的粒径分布不均匀 !辐照时间
过长，纳米凝胶的交联密度将过高，从而更多氨基

参与交联反应使得纳米凝胶表面的氨基数目减

少，这不利于基因转染载体载带 ()*!以本文所
使用的紫外灯装置，紫外线辐照时间通常选择在

#+ , -+ ./0 之间较为适宜 !
" 纳米凝胶的形貌及组成
将 12%345的一个样品经真空冷冻干燥，作原

子力显微镜测试得到的结果如图 -所示 !从该图
可以看出，12%345 纳米凝胶为球形，其表面凹凸
不平 !凝胶的具体结构及形貌用现有谱学还较难
表征，该工作还在进展中 !
我们用光助 670890法合成了粒径可控的聚乙

烯亚胺纳米凝胶 ! 12%345 纳米凝胶合成操作简
单、成本低廉，除 67&:# 和 "#$# 外，未添加任何表

6/;! - <=7 *61 >2( /.?;75 9@ 12%345 0?09 =ABC9;7:5

面活性剂和引发剂 !该合成方法及产品已经申请
国家发明专利［D#，D>］! 12%345纳米凝胶的粒径随体
系 E"值的增大而增大，随氯化亚铁及双氧水浓
度的增大而减小 !据此，可通过改变反应条件控制
产物粒径，制备不同需要的 12%345纳米凝胶用作
基因转染载体 !体外基因转染实验表明，12%345纳
米凝胶具有相当的基因转染效率，低的细胞毒性及

免疫原性，有关研究将另文报道 !

#$%$#$&’$(
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