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用于基因传输及磁共振显像的聚乙烯亚胺!!!
聚己内酯共聚物的合成与表征!
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摘 要 采用可生物降解的聚己内酯改性聚乙烯亚胺，得到两亲性的接枝共聚物（=,>$!$=?@）7该共聚物通过
溶剂挥发法在水中自组装形成纳米粒子，其内部负载有超顺磁性四氧化三铁纳米粒子（A=>B）及质粒 CDE
（FCDE）7研究表明，=,>$!$=?@聚合物自组装形成的颗粒为胶束状，无论是否负载 A=>B纳米粒子都可以有效
地负载 FCDE，并对 !&)细胞具有较高的转染效率 7此类载体有望在基因转染的过程中利用磁共振手段进行实
时、无创观测 7
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基因治疗的关键是选择合适的方式，将该基

因安全、高效地传输到特定的细胞中 7聚乙烯亚胺
（=,>）是目前最有效的基因传输聚合物，在 =,>上
引入一些亲油基团可以降低聚合物与质粒 CDE
（FCDE）间的相互作用，并同时增加复合物与细胞
膜间的作用，有利于基因的转染和细胞对复合物

的内吞 7 =,> 被胆固醇［* G )］、脂肪酸［H］、聚酯［%］、聚
谷氨酸苄酯（=I@J）［’，(］等亲油性物质改性已经被
报道 7相对于 =,>均聚物，上述改性 =,>载体复合
FCDE后转染效率都有所提高且细胞毒性下降 7
此外，采用亲油性基团改性聚赖氨酸及树枝状大

分子聚酰胺$胺（=EKEK）也已取得了类似的结
果［# G **］7
与此同时，聚合物载体作为多功能肿瘤治疗

平台的相关研究已受到了极大的关注 7有文献报
道用聚合物胶束作为磁共振显像（KL>）对比剂和
抗肿瘤药物的双功能载体［*!，*)］，此类传输载体可

以在进行疾病治疗的同时使用 KL>监测治疗效
果 7超顺磁性氧化铁纳米粒子（A=>B）即是一种用
途非常广泛的磁共振显像对比剂，而关于基因与

A=>B结合的多功能载体研究尚鲜见报道 7据此，
本文设计了一种可以同时负载基因与显像试剂的

聚合物载体，即采用亲油性聚己内酯（=?@）改性
聚乙烯亚胺得到两亲性接枝共聚物 =,>$!$=?@，
其自组装形成的胶束的内核负载 A=>B、外壳负载
基因，以此来验证其作为多功能载体的可行性 7

" 实验部分

"#" 试剂
十二醇，国药集团化学试剂有限公司，分析

纯；辛酸亚锡（A<（B;5）!），A/M-.，&&N；!$己内酯，
O03P.，&&N；H$二甲氨基吡啶（CKE=），O03P.，&&N；
=,>（!% PC.），IEAO；"，"Q$二环己基碳酰亚胺
（C??），国药集团化学试剂有限公司，"&#N；四
唑盐（KRR）A/M-.，&&N；超顺磁性四氧化三铁按
文献［ *H］报道的方法合成，粒径为 ’ <-；
L=K>*’H" 培养基，J/S;T7
"#$ 仪器
产物的化学结构通过 UEL>ED K9V;3V8$=031

)""型核磁共振仪进行分析鉴定；OR$>L，D/;T095W
D9431 ’(" 红外光谱仪，样品均为 XIV 压片，扫描
波长 %"" G H""" ;-Y *；J=?，Z.59V1凝胶渗透色谱
仪（*%!% I/<.V8 [=@? =3-F，Z.59V1 !H*H L9\V.;5/]9
><:94 C959;5TV），A58V.M90#L (^# _ )"" -- [R) 色谱
柱，R[O为洗脱剂，洗脱速度 * -@W-/<，柱温 )"‘，
标样为单分散聚乙二醇（=,J）；胶束形貌采用热
场发射环境扫描电镜（a3.<5. H"" O,J A,K）及
R,K（b,B@ b,K$!"*"[L）进行观测；胶束粒径采用
IVTTP9< [.]9< I>$!""AK 动静态激光光散射仪进
行测定，入射激光波长" c %)! <-，入射角# c
&"d，温度为 !%‘；基因转染结果通过倒置荧光显
微镜观测（@9/;.）；凝胶电泳仪（北京市六一仪器
产，Cee$!$(型），凝胶成像系统（I/T$LEC）；流式
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细胞计数仪（!"#$%&’(#)*+,"-，.#/00）1
!"# 实验过程
23432 聚（!(己内酯）（5#+()6）的合成 把

23/ 7干燥的十二醇加入两口烧瓶中，809下真空
干燥 : ;，加 4滴 <=（)>?）@ 继续干燥 03/ ;，然后加
入 @0 A+干燥的!(己内酯，在 20/9搅拌反应 @B
;；冷却后加入 / A+乙醇溶解未反应的!(己内酯，
过滤，粗产品溶于 2/ A+四氢呋喃，沉淀在大量无
水乙醚中，过滤后干燥得白色粉末状产物，产率

C/D 1
2343@ 聚（!(己内酯）丁二酸酯（5#+(#))6）的合
成 把 / 7 5#+()6（!= E @@F0）加入两口烧瓶
中，809下真空干燥 : ;，溶于 40 A+三氯甲烷后
加入 03CF 7丁二酸酐，809回流反应 B: ;，冷却后
沉淀在冷乙醇中，离心，除掉上清液，室温真空干

燥得白色粉末状产物，产率 :FD 1
23434 聚己内酯接枝支化聚乙烯亚胺（5"G("(
5#+）的合成 参考文献中的方法［2/］，把 /00 A7
5"G加入到 /0 A+两口烧瓶中，809真空干燥 : ;，
加入 @0 A+三氯甲烷，待聚合物溶解后加入 /@0
A7 5#+(#))6（!= E @@F0），:B A7 H## 与 /0 A7
H%&5，室温反应 @B ;1所得混合溶液用透析袋
（%I#) E 43/ JHK）在三氯甲烷中透析 @B ;，然后
在无水乙醚中重沉淀，过滤干燥得白色黏稠状产

物，产率 8:3CD 1
2343B 5"G("(5#+ 胶束的制备 称取 / A7
<5G)、@0 A7 5"G("(5#+溶于 4 A+三氯甲烷中（空
白胶束不加 <5G)），把上述溶液在超声作用下逐
滴加入 @0 A+蒸馏水中，挥发除去三氯甲烷，用孔
径为 @@0 =A针头过滤器过滤，所得产物置于 B9
下保存备用，并采用动态光散射及电镜表征此类

胶束 1
2 343/ 琼脂糖凝胶电泳实验 在 03CD的 ’K#L
溶液中，将材料 5"G("(5#+、5"G("(5#+(<5G) 按氮
磷比（’M5）比 2、@、4、B、/和 20分别与携带绿色荧
光蛋白报告基因的质粒（N"O.5(#@）在室温复合
2/AP=，然后与 F Q H’& 上样缓冲液混合，分别取
20!+样品在 03:D琼脂糖凝胶中电泳 B/ AP=后
（电压 200R），溴乙锭染色，在紫外光下观察结果 1
2 343F 细胞转染实验 -5%G2FB0加 20D磷酸
盐缓冲液培养的 @C4细胞，以 B Q 20B 细胞M孔接种
在 @B孔板上，489下在 /D #)@ 培养箱中培养 @B
;，转染前换成不加血清的 -5%G2FB0 1以每孔转染
2!7 N"O.5(#@计算，将聚合物按不同 ’M5比的量

与质粒混合，短暂振荡后室温复合 @0 AP=，然后将
该复合物加入对应的孔中，在 489下培养 B ;，吸
弃转染液，加入含 20D磷酸盐缓冲液的 -5%G
2FB0培养基继续培养 @B ;，在倒置荧光显微镜下
观察转染效率 1

$ 结果与讨论

$"! %&’(!(%)*的合成
5"G("(5#+的合成路线如图 2所示，用十二醇

作为引发剂，以 <=（)>?）@ 催化!(己内酯开环聚合
得到端羟基聚己内酯（5#+()6）1为了把 5#+接枝
到 5"G上，首先采用丁二酸酐把其端基转化为可以
与氨基反应的羧基（5#+(#))6）1 5#+()6与 5#+(
#))6的核磁谱如图 @所示 1图 @（&）中质子特征
化学位移归属分别为，26(’%-（#H#L4，"）：03C（S，
46，#64—（#6@）22—)—），23@/（ S，@@6，#64—

（#6@）22—)—），23B0（A，@6，—#)#6@#6@#6@#6@(
#6@)—）， 23FC （ A， B6，—#)#6@#6@#6@#6@(
#6@)—）， @34@ （ ?， @6，—#)#6@#6@#6@#6@(
#6@)—），43F（ S，@6，—#6@)6），B30/（ ?，@6，
—#)#6@#6@#6@#6@# 6@)—）1" E 03C 和 @34 两
处质子特征峰的积分面积比可以计算出 5#+()6
的分子量，计算公式为 != E 2:/ T 4M@（ #@34 M #03C）Q
22B15#+()6由核磁计算得 != E @@F0，而由 O5#
测得 != E @F@0，分子量分布为 234B，两者相近，且
与设计分子量基本相符合 1对比两图可以发现图
@（!）中，与端羟基相连的亚甲基上的质子对应的
化学位移消失（"E 43F），相应地在"E @3F/处出
现了新的化学位移，应该归属于丁二酸酯上亚甲

基的质子（—)（ !!# )）#6@#6@#))6）1以上结果
可以证明 5#+()6上的羟基已经转化为羧基，由
核磁积分面积可以计算出端基转化率在 C0D以
上，由核磁计算得到 5#+(#))6的分子量为 @4F0 1
采用 H##MH%&5 作为催化剂，使 5#+(#))6

上的羧基与 5"G上的氨基发生酰胺化反应 1从图
4可以看出，除了 5#+段上对应的质子化学位移
外，在" E @3/ U @3C 处出现了 5"G 上—#6@(
#6@’6—的质子化学位移 1同时，在 5"G("(5#+红
外光谱中，不仅出现了 5#+链段上—（ !!# )）)—
羰基在 2840 >AV 2处的振动吸收峰和 5"G上氨基
在 4B2/ >AV 2处的振动吸收峰，而且在 2F/: >AV 2

处出现了酰胺化反应生成的—（ !!# )）’6—的特
征峰 1
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!"#$ % &’()*+,", -. /-0’+)*’0+("1"(+2!2/-0’（!234/5-043)-(+）（6782!269:）

!"#$ ; %<2=>? ,/+3)54 -.（@）69:2A< 4(B（C）69:29AA< "(

9D90E

以上结果表明 69:已经接枝到 678上 $由"F
GHIJ与"F ;HJ K EH;两处质子化学位移积分面积
比可以计算出 6782!269:接枝率和分子量，计算公
式为 "69: L"678 F JM%HG## LNH%（ #* O " P %HEE#4）（ #4，

##，#* O "分别为图 E 中对应峰的积分面积），$( F
;EQI（"69: L"678）O ;JIII$不同投料比合成的 6782!2
69:由核磁确定的分子量与接枝率等见表 %$
!"! #$%&!&#’(的自组装

6782!269: 是一种两亲性聚合物，其在水中

!"#$ E %<2=>? ,/+3)5R1 -. 6782!269:（9D90E，EII ><S）

可以自组装形成胶束，亲油性的69:形成胶束的

)*+,- . 65-/+5)"+, -. 6782!269: 3-/-0’1+5

&41/0+ 69:4 $(
T U54.)（V)W）3

6782!269:2% IHN ;X%II XHG
6782!269:2; EH; E;JII ;QH;
6782!269:2E GHN EQJII EIHX

4 =R1T+5 -. 69: 3*4"(, /+5 678;JYD4 1-0+3R0+，B+)+51"(+B T’ %<2

=>?；T >-0+3R045 V+"#*) -. )*+ 6782!269: #54.) 3-/-0’1+5，B+)+51"(+B
%<2=>?；3 9403R04)+B 4, 4 V+"#*) 54)"- -. 69: "( )*+ #54.) 3-/-0’1+5

核，而 678则形成胶束的外壳（示意图 %），本文合
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成的 ! 种聚合物的临界胶束浓度在 "#"$ %&’%(
以下（芘探针法）)胶束内部通常可以负载亲油性
药物或蛋白质，外部则负载基因，从而成为多功能

载体 )本文把亲油性的 *+!,- 纳米粒子负载到胶

束内部 ) ./0上含有的大量氨基使胶束表面带有
正电，可以与带负电的 1234通过静电作用复合 )
复合后的胶束粒子能够作为潜在的 560对比剂

与基因双载体 )本文采用溶剂挥发法制备 ./07!7
.8(胶束 )为了确定样品的形貌与粒径，在扫描电
子显微镜（9/5）下进行了观测 )从图 -（:）中可以
看出，胶束的粒径范围在 ;;" < ;$" =%，呈球状 )负
载 9.0,胶束的 >/5的结果见图 -（?），可以看到
团簇状的 9.0,聚集体，证明磁性粒子包裹在胶束
之中 )

9@A+%+ ; 9A+%:BC@ CDDEFBG:BCH= HI 9.0, DH:J+J ./07!7.8( %C@+DD+

*C&) - 9@:==C=& +D+@BGH= %C@GHF@H1K（9/5）C%:&+F HI

./07!7.8(7L %C@+DD+（ :），:=J BG:=F%CFFCH= +D+@BGH=

%C@GHF@H1K（>/5）C%:&+ HI 9.0, DH:J+J %C@+DD+（?）

*HEG =:=H1:GBC@D+F :F +M:%1D+F N+G+ %:GO+J NCBA JHBB+J

@CG@D+F)

用动态光散射测定空白胶束和负载 P =%
9.0,的胶束的粒径，结果如图 $ 所示 )其粒径范

*C&) $ 2K=:%C@ DC&AB F@:BB+GC=&（2(9）ACFBH&G:% HI ?D:=O

1HDK%+GC@ %C@+DD+F :=J P =% 9.0, DH:J+J %C@+DD+F ?:F+J H=

./07!7.8( @H1HDK%+G（; ./07!7.8(7;，L ./07!7.8(7L，!

./07!7.8(7!）

围在 ;!" < ;P" =%之间，粒径随着 .8(链接枝率
的增加而增大 )因为在水溶液中，亲水性的 ./0在
胶束表面自由伸展，而亲油性 .8( 则处于内部，
形成胶束的内核，它的大小直接决定着胶束的粒

径大小 )另一方面，空白胶束与负载 9.0,胶束的
粒径没有明显差别 )如示意图 ; 所示，9.0,处于
胶束内部，并未真正占有流体力学体积，因而也并

未增加胶束的粒径 ) 2(9测得粒径大 9/5观测到
的结果，这是由于 2(9测定的是样品的总流体力
学体积，既包括疏水性的内核又包括亲水性的壳，

在水溶液中亲水性的 ./0比较伸展，而在干燥的
9/5样品中，亲水性的 ./0外壳会随着水分的挥
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发出现塌陷，导致用 !"# 观测到的样品粒径偏
小 $
!"# $%&’!’$()复合 *+,-的能力
聚合物作为基因载体的必要条件是可以浓缩

%&’，即带有正电荷，因为浓缩的过程正是通过载
体正电荷与 (%&’ 负电荷间的静电作用来实现
的 $ )"*+!+),-胶束的表面电位在 . /0 1 20 34之
间，其复合 (%&’的能力采用凝胶阻滞实验证明 $
在凝胶电泳中，由于电场的作用，裸露的 %&’朝
正电极移动的距离与其分子量的对数成反比 $如

果此时 %&’分子与某种载体结合，其在凝胶中的
迁移作用便会受到阻滞，在特定的电压和时间内

朝正电极移动的距离也就相应地缩短了 $琼脂糖
凝胶电泳被用来研究 )"*+!+),- 对 %&’ 的复合
效果 $图 5 给出了聚合物对 %&’ 的阻滞实验结
果 $从中可以看出随着 &6)比的增加，复合物的电
泳移动能力降低，&6)比在 / 以上时能完全阻滞
%&’的迁移，表明该胶束载体对 %&’的浓缩效果
好，形成的粒子致密 $ ),-接枝对质粒的复合效果
与纯)"*的复合能力相当，但比之前文献报道的

789$ 5 %:;:<38=>;8?= ?@ %&’ A8=B8=9 AC 9:D <:;><B>;8?= >EE>C

)D>E38B %&’ 8E F?3(D:G:B H8;I )"*+!+),-+J+!)*K ?< )"*+!+),-+J >; L><8?ME &6) <>;8?E >=B D?>B:B 8=;? >= >9><?E: 9:D；

,?3(D:G>;8?= ?@ %&’ (<:L:=;E 389<>;8?= 8=;? 9:D $

789$ N 7DM?<:EF:=; 38F<?EF?(: 83>9:E ?@ JO/ F:DDE ;>=E@:F;:B H8;I )"*+!+),-+J+!)*K6(%&’ F?3(D:G:E，>; &6) P Q，R0，RQ，J0，<:E(:F;8L:DC
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两亲性 !"#的复合能力强［$%］&载体引入 ’!#(后，
其对 )*+的复合能力并未受到影响 & ),’测试显
示 !"#-!-!.,胶束与 /)*+所形成的复合物的粒
径在 011 23左右 &这也表明，该载体有望同时具
有基因传输和 45显像功能 &
!"# $%&’!’$()细胞转染实验
用负载 ’!#( 的 !"#-!-!.,-0 胶束（!"#-!-

!.,-0-’!#(）复合可以表达绿色荧光蛋白的 /)*+
（/"67!-.0）后转染 089 细胞，在倒置荧光显微镜
下观察绿色荧光强度，如图 :所示 &在 *;! < = > 01
的范围内，荧光强度逐渐增强，表明转染效率逐渐

提高，*;! < $= 时用流式细胞计数仪检测 !"#-!-
!.,-0-’!#(;/"67!-.0的转染效率达到 :1? &

* 结论
把 !.,接枝到 !"#上，制备了两亲性接枝共

聚物 & $@-*45及 7A-#5的表征证明合成了目的产
物 &该两亲性聚合物在水溶液中可自组装成球状
胶束，能够同时负载 ’!#(和 /)*+，并对 089细胞
具有较高的转染效率 &因此，此类载体具有作为
45#可见基因载体的潜力 &
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