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摘 要 阐述了一种新的用于输送小干扰核糖核酸（7/=>)）的聚乙烯亚胺$聚乙二醇二丙烯酸酯纳米凝胶的
合成及其表征 :在反相微乳液体系中，聚乙烯亚胺（?,@）和聚乙二醇二丙烯酸酯（?,A$B)）通过麦克尔加成交
联得到纳米凝胶 : +C$>D=和 EF@=的结果充分证明纳米凝胶的化学结构，而动态光散射则表明纳米凝胶的颗
粒粒径均匀，约为 +#" 3-，G;8.电位为 ’%H& -I:同时，DFF结果表明纳米凝胶在高达 + -4J-K的浓度下对 DLE$
%细胞也基本没有毒性 :凝胶阻滞实验证明纳米凝胶在体外可以通过静电相互作用稳定结合 7/=>):转染实验
结果表明纳米凝胶与 AE? 7/=>)的复合物能降低 DLE$% MD=I细胞（一种能稳定表达 AE?蛋白的 DLE$%细胞
系）AE?蛋白的表达 :以上结果证明这种生物相容性的纳米凝胶可以结合并输送 7/=>)进入细胞，沉默相关基
因的表达 :
关键词 反相微乳液，=>)干扰，7/=>)载体，纳米凝胶，基因治疗

=>)干扰（=>) /38;NO;N;39;，=>)/）是由双链
=>)（<P6Q0;$78N.3< =>)，<7=>)）引发的序列特异
性的转录后基因沉默机制［+］:长度约为 !+ R !’个
碱基对的小干扰核糖核酸（7-.00 /38;NO;N/34 =>)，
7/=>)），是 =>)/的效应分子，在胞内通过 =>)诱
导 基 因 沉 默 复 合 物（ =>)/$/3<69;< 7/0;39/34
9P-S0;T，=@UL）的生成，序列特异性降解 -=>)，从
而使目的蛋白表达量下调［!］: 7/=>) 其作为一种
新药物治疗疾病已经显示了巨大的应用前

景［’ R V］，目前一些生物制药公司致力于 7/=>) 药
物研发，并且已有部分药物进入三期临床试验［(］:
然而，7/=>)作为生物活性的核酸类物质，它的稳
定性差，吸收率低，7/=>)的输运是其能否应用于
临床的关键瓶颈，设计和合成安全有效的 7/=>)
输运载体已经成为目前 7/=>)药物研发的重要方
向 :
纳米颗粒作为药物输运载体具有多方面的优

点，如天然或合成的纳米颗粒具有非常好的生物

相容性，不会对机体产生副作用，而且纳米颗粒其

特有的纳米尺寸、大比表面积、高表面活性、强吸

附能力等特点，容许其穿透极细的毛细血管并被

细胞摄取，最终使药物在体内靶部位富集［%］:基于
多种天然或合成的高分子的纳米颗粒在核酸类药

物的输运中具有良好的效果，引起了高度关

注［# R +!］:大量文献报道了基于水溶性聚阳离子如
聚乙烯亚胺（?,@）、聚赖氨酸和透明质酸等的高分
子用于质粒脱氧核糖核酸（<;PTWN/QP3690;/9 .9/<，
B>)）输送的基因药物载体［+’，+X］，最近也有用于
7/=>)输运的报道 :相比较而言，带有正电荷的纳
米尺度的空间网状的水凝胶（即纳米凝胶）在一定

程度上具有更好的稳定性，合成相对简单，特别适

合带有负电荷的水溶性核酸类药物分子的输运，

在输送反义核酸方面已经显示了良好的应用潜

力［+V，+(］:
除采用乳液聚合方法合成粒径均一的球形纳

米颗粒［+% R !"］外，I/3P4N.<PY 等还报道了运用改良
的乳液溶剂蒸发法合成交联的聚乙烯亚胺和聚乙

二醇的网状颗粒［!+］:这些颗粒粒径分布在 X" R
’"" 3-，可以同带负电荷的寡核苷酸形成复合物，
在体外实验中提高了寡核苷酸的细胞内吞 :姚思
德等也利用光诱导合成 ?,@纳米凝胶［!!］:反相微
乳液是在表面活性剂作用下，由水相高度分散在

油相中形成的热力学稳定体系，油水界面上表面

活性剂形成有序组合体，水核被表面活性剂单分

子层包围，类似于“微型反应器”［!’］:由反相微乳
液制备的纳米颗粒不仅固含量高、分散快、粒径小
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且均一，而且高度稳定，已有的研究结果显示其非

常适合于制备新型纳米药物载体［!"］，包括用于蛋

白或核酸类药物输送的纳米颗粒［!" # !$］%到目前为
止，已经有大量文献报道了 &’()&’*聚合物作为
基 因 载 体，用 以 输 送 寡 脱 氧 核 苷 酸

（+,-.+/0+12345,0+6-/0，789）、质粒 89: 等基因药
物［!; # <=］，其中 &’()&’*的合成多采用活化 &’*后
再与 &’(反应的方法 %我们在此项研究中，利用分
子量为 >?? 道尔顿的 &’(（&’(>??）和两端带不饱
和双键的聚乙二醇二丙烯酸酯（&’*"??)8:），在
反相微乳液中通过麦克尔加成合成了带正电荷的

纳米凝胶，研究了纳米凝胶的化学组成、粒径、分

散度、@06A电位等物理特性和细胞相容性，纳米凝
胶结合 B-C9:的能力及其复合物转染 B-C9:的效
果 %

! 实验部分

!"! 原料与试剂
支链 &’(>??、&’(!DE（ !F 分别为 >?? 和

!D???）、噻唑蓝（GHH）、青霉素、链霉素购自 I-.JA)
:,/K-5L公司，丙烯酰氯为市售试剂，使用前蒸馏
两次纯化；牛血清白蛋白（MI:）购自加拿大 MM(
公司；N-O+P056AJ-30 !???HG 购自 (3Q-6K+.03 公司；
C&G( =$"?培养基购自 *-R-5+公司；胎牛血清购自
S25,+30公司 %聚乙二醇 "??（&’*"??，!3 "??，美
国陶氏化学公司，医药级），反应前用甲苯共沸除

水 %环己烷、IOA3 >?、HF003 $?、十二烷基硫酸钠
（I8I）、"，")二甲基甲酰胺（8GT）、四氢呋喃
（HST）、三乙胺、二氯甲烷均为国药集团化学试剂
有限公司产品，其余试剂均为分析纯 %实验用水为
G-,,-U水（水的电导率为 =>V! G!·5J，测试温度为
!DW）%B-C9: 由上海吉玛制药技术有限公司合
成， ’*T& 的 目 的 序 列 是

*X::*XH*:XXXH*::*HHX， 正 义 链 是 DY)
*X::*XZ*:XXXZ*::*ZZX/H/H)<Y，反义链是 <Y)
/H/HX*ZZX*:XZ***:XZZX::*)DY %
!"# 合成 $%&’(()*+
于 D?? JN 圆底烧瓶中装入无水二氯甲烷

（XS!X,!，!?? JN），三乙胺（H’:，DV?$ .，D? JJ+,）
及聚乙二醇 "??（&’*"??，D .，=!VD JJ+,），在 ?W
的低温浴中搅拌 <? J-3 后，逐滴加入丙烯酰氯
（"VD< .，D? JJ+,）%滴加完后继续搅拌 =! L，随后
转移到 !DW下继续反应 !" L%反应结束后，过滤
以除去三乙胺盐，并将二氯甲烷旋转蒸发，得到粗

产物先用 =?? JN四氢呋喃萃取，有机相再用 ?V=
J+,[N 9A!X7< 洗涤 D 遍然后用水再洗涤 < 遍 %最
后用无水 G.I7" 干燥，过滤并减压下除去溶剂后

得到黏稠状产物 %
!", 聚乙烯亚胺)聚乙二醇二丙烯酸酯（$%-)
$%&)*+）纳米凝胶的合成及表征

&’(>??和 &’*"??)8: 在反相微乳液中通过
麦克尔加成反应合成纳米凝胶 %在 =?? JN圆底烧
瓶中加入 !? . 环己烷，=V!D . IOA3>? 和 <V;D .
HF003$?，超声形成透明均相乳液 % 将 <?V$ J.
&’(>??和 =\V" J. &’*"??)8:分别溶于 = JN 水
中，混合超声后迅速加入到反相微乳液中，超声

=? J-3以均匀分散乳液，随后转移至室温搅拌反
应 " 天，后用 =!? JN HST 破解乳液，=V< ] =?" K[
J-3高速离心上述溶液，弃上清，沉淀用 HST超声
混匀，反复离心（=<??? K[J-3）洗涤 <次，得到纳米
凝胶，减压除去 HST 后用水溶解，冻干，"W保存
备用 %
核磁共振氢谱（=S)9GC）在 :^:9X’ <??（<??

GS@）型超导核磁共振波谱仪（MK4_0K，瑞士）上室
温测定，&’()&’* 纳米凝胶以重水为溶剂，
&’*"??)8:和支链 &’(>??以氘代氯仿（X8X,<）为
溶剂，HGI为内标 %红外光谱是将待测物与 EMK碾
磨压制成片后，在 MK4_0K ’UZ(97‘DD红外光谱仪
上测得 % 粒径和 @06A 电位是用马尔文 a06AB-@0K
9A3A+ aI\?仪器在 !DW下测量，分析软件是由马
尔文公司提供的 GA,Q0K3 8-BO0KB-+3 H05L3+,+.2
I+P6FAK0 "V!? %
!"’ 扫描电子显微镜（.%/）
将 &’()&’*纳米凝胶溶液（= J.[JN）滴在 !<?

目包被碳的铜网，室温下晾干后将样品台放入扫

描电子显微镜中（日本电子公司 bIG)$;??T），抽成
真空后进行观察，加速电压为 D _^%得到 I’G图
片 %
!"0 细胞生长抑制实验
运用标准 GHH 法来评价纳米凝胶的细胞毒

性，所用细胞是处于对数生长期的 GXT); 细胞 %
在 \$孔板中按 =?" 细胞[孔的密度接种细胞，每孔
加入 =??"N CG&( =$"?完全培养基（=?c TXI d
D? Z[JN青霉素 d D? Z[JN链霉素），置于 <;W的
X7! 培养箱中培养 !" L，然后，弃去原培养基，实
验组（纳米凝胶、&’(>??和 &’(!DE）每孔加入不同
浓度梯度的聚合物 CG&( =$"? 完全培养基，对照
组加入 =??"N CG&( =$"?完全培养基，每组 < 个
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复孔；!"#继续培养 $% & 后每孔加入 $’!( )**
（’ +,-+(）./0溶液，继续 !"#孵育 $ &后，每孔加
入 122!(细胞裂解液（$23 040 5 ’23 4)6）并
于 !"#培养过夜，用酶标仪（/789:;4 )8<=> ?@2）
在 ’"2 A+处测得各孔的吸光值（B4值）C以只含
完全培养基的 )D69" 细胞作为对照计算细胞生
长抑制率 C
!"# 纳米凝胶和 $%&蛋白结合实验
将分别含 1 +,-+( 纳米凝胶、.EF@22 和

.EF$’G的 %’ +,-+( /0;溶液置于 !"#恒温水浴
箱中，孵育 ! &后，高速离心 1’ +7A（$ H 12% I-+7A），
弃上清，沉淀用水重悬，反复离心（1J! H 12% I-+7A）
洗涤 ! 次 C用 0409.;KE 胶分离纳米凝胶和 /0;
复合物，采用 /FB9:;4垂直板电泳槽进行 0409聚
丙烯酰胺凝胶电泳 C分离胶浓度是 1’3，浓缩胶
浓度为 ’3 C样品上样液含 $3 040，’3巯基乙
醇，123甘油，2J2$3溴酚蓝的 2J21 +8>-( LI7M9
ND>，ON P @J2 C122 Q下 $ &后终止电泳 C用 2J$’3
考马斯亮蓝染色液（考马斯亮蓝 :$$’2 1J$’ ,，$$’
+( 甲醇，%’ +(冰醋酸，定容至 ’22 +(）染色 1 &，
脱色（$$’ +(甲醇，%’ +(冰醋酸，定容至 ’22 +(）
! &，直到背景脱净为止，后在凝胶成像仪上观察
分析 C
!"’ 纳米凝胶结合 ()*+&的阻滞实验
在 2JR3 STD> 溶液中，纳米凝胶和 %2 O+8>

M7:S;按不同 S-. 比（纳米凝胶中氮摩尔含量与
M7:S;中磷摩尔含量的比率）混合，室温静置 !2
+7AC上述纳米凝胶-M7:S;复合物溶液用非变性的
聚丙烯酰胺胶分析 C同样采用 /FB9:;4垂直板电
泳槽进行电泳 C分离胶浓度是 123，浓缩胶浓度
为 ’3 C样品上样液含 123甘油，2J%3 8ITA,= K
的 2J21 +8>-( LI7M9ND>，ON P @J2 C R’ Q下电泳 $ &
后，取出胶模，将分离胶置入 2J%3溴化乙锭（E/）
染色 ’ +7A，后在紫外灯下观察电泳结果并照相 C
!", 纳米凝胶输运 ()*+&
在 $%孔板中以 % H 12% 细胞-孔的密度接种能

稳定表达绿色荧光蛋白质（K6.）的 )D69" G):Q
（一种能稳定表达 K6.蛋白的 )D69" 细胞系）细
胞，每孔加入 1 +( :).F 1?%2 完全培养基（123
6D0 5 ’2 U-+(青霉素 5 ’2 U-+(链霉素）C置于
!"#的 DB$ 培养箱中培养 $! &后，用无抗生素的

:).F 1?%2 5 123 6D0 培养基替换原来的培养
基，并继续培养 1 &C纳米凝胶与 %2 O+8> M7:S;按
S-. P ’2制备成纳米凝胶-M7:S;复合物 C静置 !2

+7A 后，加入到上述无抗生素的细胞中 C 以
(7O8V=WLT+7A= $222*)-M7:S;（含 M7:S;，复合物制备
及转染实验步骤参照提供商说明）作为阳性对照，

游离 M7:S;作为阴性对照 C %@ &后，在倒置荧光显
微镜（尼康 *E $222）下观测 G):Q细胞中绿色荧
光蛋白表达情况 C

- 结果和讨论

-"! 纳米凝胶的合成及表征
.EK%2294;是利用 .EK%22 与丙烯酰氯反应

制备得到，产率为 ’%3，类似的方法已经在文献
中有报道［!$］C .EF@22和 .EK%2294;单体在反相微
乳液中通过麦克尔加成聚合生成亲水性的纳米凝

胶 C .EF@22含有可质子化氨离子，故可以通过静
电作用吸附带负电荷的 M7:S;（M7:S;中的磷酸基
团带负电荷）C .EK%2294;可以赋予纳米凝胶良好
的生物相容性，亲水性和稳定性 C目前已有许多
.EK衍生物用来增加蛋白质、脂质体、纳米颗粒的
生物相容性，亲水性和稳定性，并延长其在体内的

循环 C
反相微乳液聚合是将水溶性单体溶于水中，

然后借助于乳化剂分散于非极性液体中，形成油

包水型（X-B）状态分散在油中（油为连续相）而进
行聚合 C此法实验装置简单、操作容易，并且可以
人为控制粒径，而且微乳液属于热力学稳定体系，

所得乳粒表面包有一层表面活性剂保护层，不易

发生团聚 C本研究采用以环己烷为油相，0OTA @2
和 *Y==A ?2 为表面活性剂的反相微乳液体系合
成纳米凝胶，环己烷、0OTA @2、*Y==A ?2、水的重量
比为 $2-1J$’-!J"’-$ C由这个比例所形成的反相微
乳液粒径为 @2 A+，分散度也比较小（.4F P 2J1"’
Z 2J2R2），如图 1所示，这说明此反相微乳液能形
成粒径均一，大小合适的“微反应器”，非常适合形

成分散度窄的纳米颗粒 C .EF@22和 .EK%2294;在
表面活性剂包被的水中通过麦克尔加成反应生成

结构成空间网状的纳米凝胶，如示意图 1所示 C聚
合完成后，用过量的 *N6破乳，高速离心得到纳
米凝胶 C通过 *N6反复洗涤除去环己烷和表面活
性剂，最后减压除去 *N6，得到纳米凝胶，产率为
’’3 C
图 $为纳米凝胶的扫描电镜图片，可以看出

纳米凝胶为直径约 ?2 A+左右的球体；而动态光
散射所测的纳米凝胶粒径在 1@2 A+（图 1），与
0E)照片显示粒径差异较大，这与文献［!!］中报
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道的纳米凝胶溶胀前后的粒径变化相符 6上述现
象是因为动态光散射测得的粒径，是其在水溶液

中处于完全溶胀状态下的结果，而 !;C照片中的
纳米凝胶是处于干燥状态 6纳米凝胶在电镜下观
察的和动态光散射所测得的粒径比，即纳米凝胶

在湿态和干态的粒径比，大约为 D，这也说明合成
的纳米凝胶是一种网状结构，在水溶液中具有良

好的溶胀性能 6
图 D是 7;<EFF、7;>GFF=@H、纳米凝胶的核磁

共振氢谱（&I=JCK）和红外光谱图 6从图 D（H）中
可以看到，相对于 7;>GFF=@H 和 7;<EFF，纳米凝
胶谱图中 7;<和 7;>的特征峰都存在，而在!L
MNEM，ON&M 和 ONGM 不饱和双键峰却消失，这表明

纳米凝胶是由 7;>GFF=@H和 7;<交联反应生成 6
在图 D（P）的红外谱图中，与 7;>GFF=@H相比，纳
米凝胶在 &OQF "%=&处也没有出现双键的伸缩振
动峰，表明双键参与了交联反应 6

5)16 D &I=JCK（H）’/4 5R<K（P）.0 7;<=7;> /’/.1$*
（’），7;<EFF（9），’/4 7;>GFF=@H（"）

!"! 纳米凝胶的细胞毒性评价
采用 CRR法检测纳米凝胶针对 CS5=Q 细胞

系的细胞毒性 6图 G显示了不同浓度的纳米凝胶
在与 CS5=Q细胞共培养 BG #后的相对细胞活力 6
纳米凝胶在浓度高达到 & %1T%A时，相对细胞活
力仍然在 UFV，这说明在浓度高达 & %1T%A时，纳
米凝胶都没有显示明显的细胞毒性 6同样低分子
量的 7;<EFF在高浓度下也没有显示出细胞毒性 6
相比之下，分子量为 BM W@的 7;<（7;<BMX）则表
现出非常大的毒性 6阳离子聚合物的细胞毒性可
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能是由于聚合物在细胞表面的聚集，而引起重要

的细胞膜功能损伤［!"］，相对于 #$%&’(，#$%)#$*
纳米凝胶的相对低毒性可能源自其低分子量的

#$%和 #$*的改性 +因此，相对于常用的转染聚合
物 #$%&’(，纳米凝胶具有更好的细胞相容性 +

,-.+ " /0123-40 5011 4-26-1-37 89 :;,)< 5011= 2930> &" ?

-@5A623-8@ B-3? #$%)#$* @2@8.01，#$%CDD 2@E #$%&’(

,-.+ ’ FGFH#I*$ 2@217=-= 89 J>05-J-3230E 9>253-8@= 9>8K 3?0

50@3>-9A.23-8@ 89 #$%&’( 2@E #$%)#$* @2@8.01 -@ LFI =81A3-8@

M2@0 & 2@E 12@0 ! >0J>0=0@3 ND!. 89 LFI =32@E2>E 2@E LFI

3>0230E B-3? =21-@0 -@=302E 89 @2@8.01 A@E0> 3?0 =2K0

J>850EA>0，>0=J053-4017+

!"# 纳米凝胶和 $%&结合实验
吸附在纳米颗粒表面的蛋白是纳米颗粒在血

液中稳定性的一个重要参数［!’］+已有文献报道选
用 FGF)#I*$分析纳米颗粒蛋白复合物［!O］+我们
选用纳米凝胶和生理浓度一致的 LFI的相互作
用来反映纳米凝胶在体内的稳定性 +纳米凝胶和
LFI在 !<P培养 ! ?后，高速离心，用 FGF)#I*$
来分析沉淀物的蛋白含量 +如图 ’ 所示，游离的
LFI中没有可见的蛋白条带，#$%CDD 中蛋白条带
比较浅，可能因为小分子量的 #$%结合 LFI后，由
于 #$%分子量小，不易通过离心方法来分离 +相对
于常用的转染聚合物 #$%&’(，纳米凝胶结合的蛋
白量非常少，这主要是因为纳米凝胶中的 #$*链
段具有良好的抗蛋白黏附作用 +这说明纳米凝胶

在体内血液环境中可能具有良好的稳定性，和在

体内长循环的潜能 +
!"’ 纳米凝胶结合 ()*+&的凝胶阻滞试验
纳米凝胶的 Q032 电位为 !<RS KT，表明其可

能通过静电结合带负电荷的 =-/UI+在电场中，当
=-/UI被带正电荷的纳米凝胶结合后，有两种效
应 +第一种是相对分子量加大，泳动速度减慢甚至
停滞；第二种是负电荷减弱，正电荷增强，使电泳

速度甚至方向发生改变 +我们保持定量 =-/UI（"D
JK81），改变 UH#比，通过纳米凝胶结合 =-/UI 延
滞实验来研究纳米凝胶结合 =-/UI的能力 +如图
O所示，在 UH#!’时，相对于游离的 =-/UI，纳米
凝胶和 =-/UI 复合物中就只能观察到极少量的
=-/UI，且位置比游离 =-/UI靠后，应该是纳米凝
胶和 =-/UI的复合物的泳动速度减慢所致 +当 UH
#为 ’D 时，已基本没有亮带出现，表明 =-/UI 已
基本被完全结合 +

,-.+ O $1053>8J?8>03-5 K86-1-37 89 =-/UI -@ @2@8.01H=-/UI

58KJ10V0= 23 E-990>0@3 UH# >23-8=

!", 纳米凝胶输运 ()*+&沉默 -./的表达
我们选用经典的 *,# 基因沉默来评价纳米

凝胶运载的 =-/UI的能力 +纳米凝胶H=-/UI复合
物转染 :;,)< (:/T细胞，"C ?后荧光显微镜下
观察 *,#蛋白的表达情况 +结果如图 < 所示，相
对于游离的 =-/UI，纳米凝胶H=-/UI 复合物孔中
绿色荧光强度明显减弱，效果与 M-J890532K-@0
&DDDW:H=-/UI复合物接近，提示 *,#蛋白表达水
平下降 +而相对于阴性对照，游离 =-/UI没有显示
明显的绿色荧光减弱，即 *,#蛋白表达下降没有
改变 +先前已经证明纳米凝胶在浓度高达 N K.H
KM时对细胞没有明显的毒性，说明纳米凝胶不会
引起 (:/T细胞蛋白表达水平的下降 +从而证明
纳米凝胶H=-/UI 复合物能运载 =-/UI 到 :;,)<
(:/T细胞中沉默 *,# 基因而引起 *,# 蛋白表
达水平下降 +
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!"#$ % !&’()*+,*-. /",)(+,(0* "/1#*+ (2 +"3456.)1-+2*,.*7 89!6% :83; ,*&&+

1）-1<* +"345；=）4*#1.">* ,(-.)(&；,）?"0(2*,.1/"-* @AAAB8C+"345 ,(/0&*D；7）41-(#*&C+"345 ,(/0&*D+ 1. 4CE F GA

! 结论
合成了一种可以结合并输送 +"345 的 EHI6

EHJ纳米凝胶，这种纳米凝胶具有合适的尺寸，良
好的生物相容性和抗蛋白吸附功能 $纳米凝胶可
以结合并输送 +"345 进入细胞内达到沉默 J!E
基因的效果 $纳米凝胶富含铵离子，是具有活性的

反应性基团，可以进一步键连一些生物靶向分子

如生物素、转铁蛋白、血管表面生长因子等肿瘤细

胞，以达到主动靶向的目的 $同时，纳米凝胶的中
空网状结构也可以包载一些亲水性抗癌药物（如

阿霉素），以达到化学药物与基因药物联合治疗的

目的，在癌症治疗的 +"345和药物输运中具有良
好应用前景 $

"#$#"#%&#’
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