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细胞膜仿生修饰树枝状聚酰胺!胺的研究!
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摘 要 利用 !$丙烯酰氧基乙基磷酸胆碱的双键与树枝状聚酰胺$胺表面的氨基进行 @4?A3=5加成反应，实现
树枝状聚酰胺$胺表面的磷酸胆碱仿生修饰，修饰过程用 B1CD、%E$/@D进行了表征 <体外细胞活性测定和细
胞形貌观察证实磷酸胆碱仿生修饰有效地改善了聚酰胺$胺树枝状聚合物的生物相容性；修饰后的聚酰胺$胺
树枝状聚合物表面剩余的氨基仍然可以有效的与 F/+复合，有可能作为一种潜在的基因载体得到广泛应用 <
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树枝状聚合物作为一种人工合成的新型纳米

材料，以其独特的结构和性能在生物医学领域受

到了日益广泛的关注，在药物释放、基因传递和医

疗诊断等方面具有广阔的应用前景［%，!］<树枝状聚
合物作为一种新型纳米级基因载体，具有无免疫

原性及遗传毒性的优点，成为该领域的研究热点

之一［)，(］<
目前，聚酰胺$胺（G+@+@）树枝状聚合物是

基因载体领域中受到广泛关注的树枝状聚合物之

一 < G+@+@$F/+复合物可保护 F/+避免酶的降
解，且 G+@+@分子结构外表面具有大量的官能
团，可以进行多重修饰 <生物相容性和溶解性能是
影响基因载体应用的因素之一 < 研究发现［&］，
G+@+@表现出浓度及大小依赖的毒性，其分子代
数和浓度越高，细胞毒性越强 < H& 代 G+@+@ 在
%"!2I5JK 浓度时显示出细胞毒性，而 H’ 代
G+@+@在 &!2I5JK浓度下即可导致细胞死亡 <随
着研究的深入，人们开始关注树枝状聚合物的表

面功能化修饰 < 6=LMN3O=OMA38P 等［*］的研究结果表
明，用月桂酰基或 G0H链对 G+@+@树枝状聚合
物进行表面修饰，可以明显降低其细胞毒性，提高

其生物相容性 <
模拟生物膜结构的新型生物相容性材料的研

究引起了极大的关注 <研究表明［’］，细胞膜外层具

有双性电荷结构的磷酸胆碱极性头部可以与水分

子形成非常牢固的水合层，减弱蛋白与其的相互

作用，可以有效地改善材料的血液相容性［#，-］<近
年来，将细胞膜仿生的磷酸胆碱设计用于纳米材

料的表面改性和设计，为解决纳米材料在生物医

学应用中所面临的溶解性、稳定性和生物相容性

等问题提供了良好的思路 <与以聚氧乙烯为亲水
段的聚合物胶束相比，以磷酸胆碱聚合物为亲水

段的聚合物胶束显示出更为优异的生物相容

性［%"，%%］<
本文通过对聚酰胺$胺树枝状聚合物进行设

计和优化，从细胞膜仿生的设计出发，利用 !$丙烯
酰氧基乙基磷酸胆碱的双键与聚酰胺$胺表面的
氨基进行 @4?A3=5 加成反应，实现对聚酰胺$胺树
枝状聚合物的磷酸胆碱基团修饰，提高其生物相

容性，同时利用剩余的氨基与 F/+有效的复合 <
通过体外细胞培养，研究细胞膜仿生改性对改善

聚酰胺$胺树枝状聚合物生物相容性的有效性，对
细胞膜仿生改性聚酰胺$胺树枝状聚合物作为基
因载体应用的可能性进行初步探索 <
" 试剂和仪器

G+@+@树枝状聚合物合成按照文献［%!］的
方法，以乙二胺和丙烯酸甲酯为原料，经反复进行

@4?A3=5加成、酯胺解反应得到不同半、整代的
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!"#"#树枝状聚合物，其中第 $代的 !"#"#简
写为 %$&’(丙烯酰氧基乙基磷酸胆碱（"!)）的合
成按照文献［*+］的方法进行 &
红外光谱在 ,-./01’（2134-1）仪器上进行，核

磁共振氢谱*5(6#7在 8#9$::（213.4-1）上进行，
使用 ;<1/01=3> !2(*: ?5计进行电位滴定，紫外可
见光谱在 ;@=A<BC3 D,(’:$$ 上进行测试 &粒径分
析在 21004@<E-F公司的 G:!H3>粒度分析仪上进行
测试 &
! 磷酸胆碱仿生修饰聚酰胺"胺的合成（%#"!)）
在 *:: AI 三口烧瓶中加入 "!)（J K，:L:*J

A0H）的甲醇溶液（’: AI），通氮气保护，在 :M逐滴
加入第 $代 !"#"#（%$，* K，JLN$ O *:P $ A0H）的甲
醇溶液（*: AI），滴加完毕后反应体系在 :M下继
续搅拌 +: A=F，然后在室温下反应 Q’ @&反应完毕
后经透析除去未反应单体，冻干得到粉末状固体

产物 %$(!) :LQ$ K，产率为 JJL+R &
$ 树枝状聚合物的细胞相容性评价
+L* 细胞毒性 通过（+(（J，$(二甲基噻唑）(’，$(
二苯基四氮唑溴盐（#SS）法测试聚合物的细胞毒
性 &将内皮细胞（T),+:J）种植在 GU 孔细胞培养
板中，种植密度为每孔 *:$ 个细胞，加入 *N:!I含
*:R牛血清的 83HV-..0 改良的 T<KH- 培养基
（8#T#）&细胞在培养箱中培养 ’J @后加入 ’:!I
不同浓度的 %$ 或者 %$(!) 的磷酸盐缓冲液

（!2;）溶液，继续培养 ’J @，每孔加入 #SS溶液（$
AKWAI的 !2;溶液）’:!I，+QM继续孵育 J @，终止
培养，小心吸弃孔内培养上清液，每孔加入 *$:!I
二甲基亚砜（8#;X），轻轻震荡 ’: A=F&测定各孔
的光吸收值，以该吸收值与未加聚合物的单纯的

培养基 8#T# 条件下进行的细胞培养（S)!;）上
测定的吸收值的百分比表示细胞活性 &
+ L’ 细胞形态的观察 用活细胞染料荧光素二
乙酯（Y8"）对细胞染色，然后用激光共聚焦显微
镜进行细胞形态观察 &
% !"#"#"86" 复合物的形成
参照文献［*J］的方法，%$，%$(!) 和 86" 的

水溶液在使用前保存在 JM，将 %$或 %$(!)的水
溶液与 86" 的水溶液以一定 6W! 比（从 :L’ 到
’:）混合（终体积 $ AI，86" 的终浓度恒定为 ’$

!KWAI），涡旋 +: >后在室温孵育 +: A=F形成复合
物，用粒度分析仪测定不同 6W!比下得到复合物
的平均粒径 & 6W! 比等于 !"#"# %$ 或 !"#"#
%$(!)中表面氨基个数比 86"中磷酸基团个数 &
# 聚酰胺"胺的磷酸胆碱仿生修饰与产物表征
本文利用 ’(丙烯酰氧基乙基磷酸胆碱（"!)）

的双键与外层为氨基的 !"#"# 进行 #=.@<-H 加
成，在 !"#"#表面引入磷酸胆碱基团，从而实现
仿生修饰，其过程如示意图 *所示 &

;.@-A- * ;.@-A</=. 1-?1->-F/</=0F Z01 A0B=Z=.</=0F 0Z %$ !"#"# V[ !) K103?

对仿生修饰前后的核磁共振的结果如图 *所
示 &%$ 中! \ ’L+U 对应于—)5’65’中亚甲基的

峰，与磷酸胆碱基团反应，在 %$(!)的核磁图中移
到 ’L$* &与 %$相比，%$(!)的核磁共振谱图上在

!\ JL’N ] JL+:，JL*Q ] JL*G，+LG* 和 +LU’ ] +LQ$
处新出现了 J个峰，分别对应于磷酸胆碱基团中
的—)5’X!，—!X)5’，—X)5’ 和—)5’6的峰 &红
外和核磁共振的结果表明 $L:代 !"#"#表面已
接枝上了磷酸胆碱基团 &
通过对 !"#"# 制备过程进行核磁跟踪，发

现所制备的第 $L: 代 !"#"#表面含有 *:U 个氨 Y=K& * *5(6#7 >?-./1< 0Z %$ <FB %$(!)
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基 !对比接枝磷酸胆碱后的 "#$代 %&’&’的核磁
共振结果，计算出 (")%*表面接枝上了 +,个磷酸
胆碱基团 !进一步的，通过电位滴定法对 %&’&’
的表面氨基含量进行了跟踪，仿生修饰后 %&’&’
的表面氨基个数为 "+个，由此，有 "-个表面氨基
经过转化接枝上了磷酸胆碱基团 !因此，核磁共振
和电位滴定的结果都表明，每个 (")%*分子表面
含有约 "$个磷酸胆碱基团 !
! 树枝状聚合物的细胞相容性评价
通过内皮细胞的培养，利用细胞活性测定和

细胞形貌观察，对仿生修饰过程对 %&’&’ 的细
胞相容性的影响进行了观察 !图 - 给出了通过
’..法测定的细胞活性 !结果表明，虽然在较低浓
度下（$#/ 01203），不经磷酸胆碱仿生修饰的 "#$
代 %&’&’的细胞毒性不大，但是，当浓度增加到
$#" 01203 时，%&’&’ (" 显示出明显的细胞毒
性，当浓度增加到 - 01203 时，细胞活性只达到
"/4 !而经过磷酸胆碱仿生修饰后，即使聚合物浓
度增加到 - 01203，其细胞都具有良好的活性，达
到 554，(")%*与 ("相比，具有更低的细胞毒性
和更好的细胞相容性 !
图 6中细胞形貌的观察结果也表明，尽管低

781! - *9:: ;8<=8:8>89? @A >B9 C9::? CD:>DE9F G8>B (" <HF (")

%* G8>B F8AA9E9H> C@HC9H>E<>8@H?

浓度时（$#/ 01203）时，未经修饰的 %&’&’溶液
中细胞生长状态较好，但是当浓度增加到 $#" 012
03或 - 01203，细胞的生长受到明显的抑制 !而经
过磷酸胆碱仿生修饰后，即使在聚合物溶液的浓

度达到 - 01203时，细胞显示出良好的生长状态，
并与对照组 .*%I中的细胞生长状态一致 !
细胞活性测定和形貌观察的结果都表明，磷

酸胆碱仿生修饰能显著降低 %&’&’ 的细胞毒
性，改善生物相容性 !

781! 6 *9:: 0@EJB@:@189? @A >B9 C9::? CD:>DE9F G8>B (" <HF (")%* G8>B F8AA9E9H> C@HC9H>E<>8@H

<）("，$#/ 01203；=）("，$#" 01203；C）("，- 01203；F）(")%*，$#/ 01203；9）(")%*，$#" 01203；A）(")%*，- 01203

" %&’&’#KL&复合物的形成
M9><电位的测定 ("和 (")%*的 M9><电位分

别为 N --#+ 0O和 N 66#+ 0O，说明磷酸胆碱修饰
的 %&’&’表面仍然带正电荷，这是因为磷酸胆

碱基团本身的链段并不长，不会屏蔽掉其表面的

氨基 !从图 + 中可以看出，在 L2% 比为 / 时 ("2
KL&和 (")%*2KL&复合物的粒径均达到最大值，
L2%比大于 /后，复合物尺寸都迅速减小，大于 6
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!"#$ % &’()*#( +",( -"+.)"/0."12 13 45 *2- 45678 "2 ’*)"10+

9:7 )*."1+ )*2#"2# 3)1; <=> .1 ><

后，复合物尺寸均趋于稳定 $ 45678 与 ?9& 复合
能力与 45相当，磷酸胆碱修饰的 7&@&@仍然可
以有效的与 ?9&复合 $
! 结论
利用 >6丙烯酰氧基乙基磷酸胆碱的双键与外

层为氨基的 7&@&@进行 @"AB*(C加成，实现了对
7&@&@的仿生修饰，仿生修饰过程有效的降低了
材料的细胞毒性、增进了材料的生物相容性；同时

修饰后的 7&@&@ 表面剩余的氨基仍然可以与
?9&有效的缔合，仿生修饰后的 7&@&@有可能
作为一种潜在的载体广泛应用于基因传递 $

"#$#"#%&#’
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