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新型 PEI衍生物的体外表征及对巨噬细胞的转染效果研究 *
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摘要 目的：以 PEI1.8kDa为基础连接戊二醛合成新型可降解 PEI衍生物 GPEI后，研究 GPEI包裹质粒转染巨噬细胞后对巨噬细

胞合成蛋白及表型的影响。方法：合成 GPEI后，检测了 GPEI质粒聚合物的粒径及电位，并通过透射电镜观察聚合物形态，通过免

疫荧光、WB、RT-PCR、Elisa及 Transwell实验检测巨噬细胞 RNA、蛋白、终产物水平变化及表型改变。结果：GPEI能够包裹质粒，

形成 100 nm左右带有正电荷的聚合物，WB、RT-PCR结果表明 GPEI转染较 PEI25kDa有优势（P<0.05），巨噬细胞转染后 6天持

续分泌 PGI2(P<0.05)。结论：以 PEI1.8kDa为基础合成的 GPEI能够包裹 PTGIS质粒并将其转染进巨噬细胞后对巨噬细胞的表型

有明显影响。
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Characterization of Novel PEI Derivatives and Transfection Effects on
Macrophages*

Synthesizing a novel degradable PEI derivative (GPEI), and studying the protein level and phenotype of

macrophage transfected by GPEI-plasmid. The particle size and potential of GPEI-plasmid were detected by Zeta potentiome-

ter. The morphology of GPEI-plasmid was observed by transmission electron microscopy. The RNA, protein, end products and phenotypic

changes were detected by immunofluorescence, WB, RT-PCR, Elisa and Transwell experiments. Plasmid coated GPEI was posi-

tive charge and about 100 nm. GPEI transfection is superior to commercial PEI25kDa (P<0.05), and PGI2 was secreted for 6 days by
transfected macrophage(P<0.05). The synthesized GPEI can encapsulate the PTGIS plasmid and successfully transfect it into

macrophages, which has a significant effect on the phenotype of macrophages.
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前言

下肢动脉缺血是栓塞或动脉粥样硬化等多种因素导致的

下肢动脉血流减少或中断的疾病，是下肢截肢的主要原因，严

重可导致病人死亡[1]。目前，针对下肢动脉缺血的主要治疗手段

为开放手术或介入治疗的动脉重建[2]。但是目前治疗方式尚不

能一次性彻底解决动脉狭窄情况[3]，病人术后常继续口服前列

腺素类药物，但是该药物在体内半衰期非常短，疗效持续短而

不稳定[4]。如能找到能够长时间持续作用的给药方式，那么将明

显改善治疗结果，给病人带来长期稳定疗效[5]。

基因转染的作用时间相对较长，是解决短期作用的办法之

一[6]。动物实验体内目前常用转染试剂主要为腺病毒、脂质体与

聚阳离子。脂质体在生物相容性和免疫原性上优于腺病毒，但

是转染效率和细胞毒性上较聚阳离子差[7]。聚阳离子可以通过

静电力作用与质粒结合，形成纳米颗粒，通过质子海绵效应帮

助核酸材料内体逃逸，进而在细胞质中释放核酸。聚阳离子具

有分子量越大，同时细胞毒性也越大的特点[8]，目前商品化的

PEI25kDa分子量较大，在转染过程中对细胞的损伤更加严重。

以往试验中合成 PEI衍生物往往是以油性介质为主，本次实验

选用 PEI1.8 kDa作为转染试剂主体，戊二醛作为 PEI1.8kDA

的交联剂，在去离子水中合成戊二醛交联的聚乙烯亚胺(Glu-

taraldehyde-Polyethyleneimine，GPEI)，不需要复杂的去除介质

或者表面改性过程，直接可以使用。下肢缺血局部往往富集数

量较多的巨噬细胞。巨噬细胞合成蛋白水平旺盛，是下肢缺血

修复的工作细胞之一[9]，其本身不能合成环前列腺素(PGI2)。对

其转染后就能够把巨噬细胞作为 PGI2分泌的介质细胞。
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本文主要考察了 GPEI对于巨噬细胞的细胞毒性、巨噬细

胞在经 GPEI转染 PTGIS质粒后合成 PTGIS蛋白与分泌 PGI2

水平的变化，证明了 GPEI对于下肢缺血部位细胞转染的可行

性与有效性。

1 材料和方法

1.1 仪器与试剂

1.1.1 仪器 荧光定量 PCR仪 (ABI美国)，转膜、电泳仪

(Bio-Rad美国)，酶标仪(Bio-Tek Synergy HT美国)，CO2培养箱

(THERMO FORMA3111 美国)，超净工作台(BIO-HAZARD，

VCM-420中国台湾)，荧光显微镜(LEICA DM6000M德国)，图

像分析系统(IMAGE PRO PLUS 6.0美国)，台式高速低温离心

机(Beckman Co滋lter法国)。

1.1.2 试剂 PEI1.8kDA (Sigma-Aldich)，PEI25kDa (Sigma-

Aldich)，山羊抗鼠二抗(Cell Signaling Technology)，HRP标记的

GAPDH (Proteintech)，PTGIS一抗 (Abcam)，Raw264.7巨噬细

胞、HUVEC(ATCC)，高糖 DMEM培养基(Gibco)。

1.2 实验方法

1.2.1 GPEI材料的纳米颗粒粒径检测与 zeta电位检测 用超

纯水完全溶解 PEI1.8kDa (2 mg/mL)，再向其中加入终浓度为

0.125 %的戊二醛，搅拌均匀后置于玻璃锥形瓶中水浴锅加热

至 60℃，搅拌加热 30分钟，溶液变至橙红色，该合成方式为本

实验首创。将购买得到的 PEI25kDa 溶液使用超纯水稀释至

2.0 mg/mL，在无菌操作台内通过 0.22 滋m的滤膜除菌。将连接
有绿色荧光蛋白(GFP)的 PTGIS质粒使用高糖 DMEM完全培

养基稀释到 20 ng/mL。根据实验要求，配置不同浓度的

GPEI-PTGIS复合溶液，混匀后静置 30分钟。将各样品置于

zeta电位仪中检测，每个样品溶液重复三次，取平均值与标准

差作图。

1.2.2 GPEI材料纳米颗粒的形态学研究 按照以上配置方法

将 GPEI与质粒分别稀释于去离子水中，以 100 滋g/mL的浓度
静置 30 min，得到稳定的 GPEI-PTGIS复合物。吸取约 10 滋L
样品溶液，滴加于透射电镜铜网上，通风干燥后使用透射电镜

观察并记录图片。

1.2.3 GPEI与巨噬细胞共培养的细胞毒性研究 Raw264.7

巨噬细胞常规培养后，待汇合度达 80 %时，消化并重新铺种于

96孔板中。每孔约 5× 103个细胞。待巨噬细胞完全贴壁后将不

同浓度 GPEI 溶液和 PEI25kDa 溶液加入到新鲜的培养上清

中，混匀，放入培养箱中继续培养 6小时。结束后弃去上清，反

复轻柔冲洗细胞，按照 CCK-8说明书加入一定量的新鲜上清

与 CCK-8试剂，避光培养 1.5小时后，在酶标仪内检测，读取读

数并记录。实验重复三次。

1.2.4 GPEI-PTGIS转染巨噬细胞的细胞免疫荧光实验 生

长状态良好的巨噬细胞消化并重新铺种于 24孔板中，待细胞

汇合度到达 50 %时，将 GPEI/质粒质量比为 3:1的复合物加入

新鲜细胞上清，常规培养 6小时后弃转染上清，并用 PBS冲洗

两次，重新加入新鲜完全培养基，继续培养 48小时。之后将细

胞取出并固定，行 CD206与 DAPI染色，染色成功后在细胞荧

光显微镜下观察并记录图片。

1.2.5 GPEI-PTGIS转染巨噬细胞后细胞内 PTGIS水平变化研

究 按不同质量比配置多个 GPEI-PTGIS复合物溶液，并按

2:1质量比配置 PEI25kDa-PTGIS溶液，依照上述转染方式转染

巨噬细胞。转染完成后，收集细胞并裂解，提取巨噬细胞内总蛋

白。将各样品蛋白依照蛋白印迹法检测蛋白中 PTGIS蛋白含

量。在成像软件中保存图片，并使用 ImageJ软件处理图像得到

数据，制作统计图。实验重复三次。

1.2.6 GPEI-PTGIS转染巨噬细胞后细胞内 PTGIS-RNA水平变

化研究 按照 1.2.5中方法收集转染细胞，使用 Trizol提取细

胞内总 mRNA，并使用 qPCR及 RT-PCR技术扩增基因片段。

引 物 序 列 为 ：Forward:ACGCAGATGTGGAGATCCCT; Re-

verse:GTCGTGTTCCGGCTGCA。扩增完毕后读取荧光定量

PCR仪中读数，制作统计图。实验重复三次。

1.2.7 GPEI-PTGIS转染巨噬细胞后细胞分泌 PGI2水平变化研

究 按照 1.2.5中的方法转染细胞，在 48小时后更换新鲜培

养基。每隔 24小时更换新鲜培养基，并收集更换前的陈旧培养

基，连续收集 6天。使用 PGI2的 Elisa试剂盒检测细胞上清中

的 PGI2含量。收集数据并制作统计图。实验重复三次。

1.2.8 GPEI-PTGIS转染巨噬细胞后对 HUVEC的趋化作用研

究 将转染后 48小时的巨噬细胞与未转染的巨噬细胞消化，

铺种于 transwell小室下层；正常培养的脐静脉内皮细胞铺种于

小室上层膜表面。铺种完毕后放回培养箱，继续培养 12小时。

之后取出小室，擦去膜上层细胞，固定并染色下层细胞，在荧光

显微镜下观察拍照，记录数据，绘制统计图。实验重复三次。

1.3 统计学方法

对全部数据通过均值± 标准差方法表示，其中的计数数据

通过百分比表示，采用 SPSS 21.0软件对全部数据惊醒处理，对

符合方差齐性要求的数据配对 t检验，设置的显著性差异水平

为 0.05。

2 结果

2.1 GPEI材料的纳米颗粒粒径检测与 zeta电位

在不同浓度的聚阳离子与质粒结合后，聚合物的尺寸总体

都在 50-150 nm 范围内。 PEI 浓度高于 50 滋g/mL 后比
PEI25kDa粒径更小。200 nm左右的颗粒是细胞内涵体形成的

合适大小[10]。总体上说，GPEI浓度提高后，聚合物能够保持在

200 nm以下。

图 1 不同浓度聚阳离子包裹质粒后粒径

聚阳离子浓度高于 50 滋g/mL后 GPEI形成的聚合物较 PEI25kDa粒径

减小，*表示 t检验 P<0.05
Fig.1 Particle size after polycation encapsulated plasmid

When the polycation concentration is higher than 50 滋g/mL, the polymer
formed by GPEI is smaller than the PEI25kDa particle size. *P<0.05
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聚合物测得的 zeta电位约为 10-30 mV，在未包裹质粒时，

聚合物 zeta电位约为 30-50 mV，可知聚阳离子在与质粒混合

后能够和带有负电荷的 DNA质粒结合，并且结合之后仍然保

持正电荷，这使得聚合物溶液相对稳定[6]，不会发生聚沉。

2.2 GPEI材料纳米颗粒的形态学研究

我们按照 100 滋g/mL的 GPEI浓度与质粒混合，使用透射

电镜观察聚合物。聚合物电镜结果可以观察到聚合物与质粒相

互结合，形成了纳米颗粒，大小较为均匀，形态呈球状，粒径呈

100 nm左右分布，与颗粒粒径检测出结果相吻合。

2.3 GPEI与巨噬细胞共培养的细胞毒性研究

为了确认 GPEI 在体外实验环境下对细胞的毒性较

PEI25kDa更小，我们用多组不同浓度的 GPEI与 PEI25k与巨

噬细胞在常规的培养条件下共培养相同时间，相互比较两种不

同材料环境下细胞存活的数量。根据实验结果，在浓度较低的

三组对比中，GPEI与 PEI25kDa两组细胞存活数量都较高。当

两种材料浓度到达 50 滋g/mL之后，GPEI对于巨噬细胞毒性较
PEI25kDa更小。

2.4 GPEI-PTGIS转染巨噬细胞的细胞免疫荧光

图 2 不同浓度 GPEI包裹质粒前后的电位水平

各浓度下 GPEI包裹质粒后电位均降低，*表示 t检验 P<0.05。
Fig.2 Potential levels before and after GPEI encapsulated plasmid

The potential of GPEI was reduced after coating the plasmid*P<0.05.

图 3 GPEI(100滋g/mL)包裹质粒后的透射电镜图片
Fig. 3 TEM image of GPEI (100 滋g/mL) wrapped plasmid

图 4 不同种类聚阳离子不同浓度下对巨噬细胞的细胞毒性

聚阳离子浓度高于 50 滋g/mL后 GPEI的细胞毒性较 PEI25kDa小，

*表示 t检验 P<0.05。
Fig.4 Cytotoxicity of macrophages at different concentrations of different

kinds of polycations

When the concentration is higher than 50 滋g/mL, the cytotoxicity of GPEI
is lower than PEI25kDa.*P<0.05.

图 5 GPEI(100 滋g/mL)包裹质粒后转染巨噬细胞免疫荧光图片
Fig. 5 Immunofluorescence picture of macrophage transfected with GPEI (100 滋g/mL) wrapped plasmid
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我们将转染后与未转染巨噬细胞置于荧光显微镜下。红光

下显色为M2型巨噬细胞表面特异性蛋白 CD206，绿色荧光为

转染后的巨噬细胞内表达的 GFP。质粒转染进细胞后，PTGIS

蛋白得到表达是非常明确的。从本实验结果来看，GPEI-PTGIS

转染巨噬细胞后最终能够在细胞内表达。

2.5 GPEI-PTGIS转染巨噬细胞后细胞内 PTGIS水平变化

为了明确精确的 GPEI浓度，我们按照 GPEI与质粒不同

的质量比设置了多组样品。根据结果可以看出，在未转染的巨

噬细胞内不表达 PTGIS蛋白，3:1质量比组较其他组蛋白水平

更高。对于 PEI25kDa来说，目前最优的质量比为 2:1，这也是本

次实验选用的 PEI25kDa的质量比。即使在最优的质量比下，

PEI25kDa 与 GPEI 仍存在转染效率的区别。所以我们认为

GPEI作为 PEI的衍生物，在转染效率和细胞毒性方面都是优

于 PEI25kDa的。

2.6 GPEI-PTGIS转染巨噬细胞后细胞内 PTGIS-RNA水平变化

如果仅从蛋白水平说明 PTGIS合成水平是上升的，就可

能会遗漏存在蛋白合成后修饰与降解的可能。所以需要进一步

验证PTGIS-RNA。从实验结果可以看出，空白组巨噬细胞内没

有 PTGIS-RNA表达，其它组别的样品中 PTGIS-RNA分别出

图 6 正常巨噬细胞免疫荧光图片

Fig.6 Normal macrophage immunofluorescence

图 7 不同质量比GPEI与 PEI25kDa转染巨噬细胞WesternBlotting结果

Fig.7 Western Blotting results of different ratios of GPEI and PEI25kDa

transfected macrophages

图 8 Western Blotting结果统计图

Fig.8 Western Blotting results statistics

Note: 3:1 group are expressed as 2.451± 0.177, n=3. *P<0.05, compared
with each other group.

图 9 不同质量比 GPEI与 PEI25kDa转染巨噬细胞 RT-PCR结果

Fig.9 RT-PCR results of different mass ratios of GPEI and PEI25kDa

transfected macrophages

Note: 3:1 group are expressed as 1362.961± 284.466, n=3. *P<0.05,
compared with each other group.
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图 12 巨噬细胞对 HUVEC趋化作用结果统计图

Fig.12 Statistical graph of macrophage cell chemotaxis to HUVEC

Note: P-Raw are expressed as 1.743± 0.178, n=3. *P<0.05, compared
with Raw group.

现了不同的升高水平。其中与蛋白水平相同的是，GPEI与质粒

质量比 3：1组较其他组均有明显升高，与蛋白水平波动一致，

所以 GPEI包裹质粒形成聚合物的转染能力是明确的。

2.7 GPEI-PTGIS转染巨噬细胞后细胞分泌 PGI2水平变化

PTGIS是直接合成 PGI2的蛋白酶，在已证实成功转染

PTGIS 质粒后，我们又测量了体外巨噬细胞培养上清中的

PGI2含量，从结果可知，转染后的细胞在连续 6天时间内都可

以连续分泌高浓度的 PGI2。连续收集 6天上清后，转染细胞状

态较差，各个培养皿中的细胞都达到生长密度的上限，故没有

延长收集天数。

2.8 GPEI-PTGIS转染巨噬细胞后对巨噬细胞的趋化作用研究

文献表明，局部的内皮细胞数量越多，下肢血流回复情况

越好[11]。所以转染 PTGIS后的巨噬细胞通过旁分泌作用趋化临

近的内皮细胞是修复下肢缺血的重要过程。从结果来看，实验

时间至 12 小时后高分泌 PGI2 的转染后巨噬细胞对于上层

HUVEC的趋化作用明显高于正常巨噬细胞。这个结果说明在

高 PGI2浓度下，HUVEC能够更加快速的到达缺血部位修复

血管。

图 10 转染后巨噬细胞分泌 PGI2结果

Fig.10 Results of secretion of PGI2 by macrophages after transfection

Note: P-raw in each day are expressed as 15.737± 0.912, 14.136±

1.324,13.422± 1.245, 13.548± 1.197, 12.473± 1.261, 13.620± 1.386,

n=3. *P<0.05, compared with raw in the same day.

图 11 巨噬细胞对 HUVEC趋化作用结果

Fig.11 Results of macrophage chemotaxis to HUVEC

3 讨论

基因治疗的挑战是将 DNA有效递送至患病细胞[12]。DNA

的物理化学特征，例如高分子量、负电荷和亲水性，大多数细胞

能够防止其通过被动扩散穿过质膜。用于细胞内传递并且在治

疗上可行的基因材料载体应该完成一系列任务，例如：凝聚核

酸、保护核酸免于体内泄漏、促进内体逃逸和将 DNA释放到靶

位点[13]。本实验内验证了了 GPEI聚阳离子包裹质粒后的基本

特性，能够确定的是现有方法制作的 GPEI能够包裹质粒，并且

包裹的聚合物总体为正电荷，能够在接触到细胞后与细胞黏

附，为细胞吞噬聚合物提供条件；

虽然已经成品的 PEI25kDa能够满足转染要求，但是其高

细胞毒性在很大程度上阻止了其在体内的临床应用[14]，所以我

们有必要寻找解决办法，能够避免 PEI25kDa的缺点，同时提高

其作用能力，由于改进后的 PEI衍生物具有低毒性和高转染效

率的特点，我们发现使用戊二醛作为交联剂的低分子量 PEI聚

阳离子能够用于体外和体内 DNA 的细胞内外传递，较

PEI25kDa有低细胞毒性、高转染效率的优势。GPEI聚阳离子

可以通过静电力相互作用将 DNA聚合成纳米尺寸的颗粒，聚

阳离子外表面的正电荷可以有助于其与细胞膜表面接触。在聚

阳离子与质粒聚合物接触到细胞膜之后，细胞会将聚合物以细

胞吞噬的形式吞入胞内，形成溶酶体。聚合物会在质子海绵效

应的作用下吸引水和氯离子，当达到临界值时，溶酶体膜将会

被涨破，释放出包裹的质粒，由此质粒开始发挥其转录 RNA，
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进而合成 PTGIS蛋白的作用。我们在体外研究了细胞接受聚

合物转染后发生的变化，细胞免疫荧光显示转染后的巨噬细胞

内存在绿色荧光蛋白的存在，从侧面提示 PTGIS质粒在转染

后在细胞内合成；Western Blotting与 RT-PCR结果显示不同质

量比下 GPEI转染效率存在差异，在 3:1质量比下效果最好。

PGI2作为经典的扩血管药物，在临床上使用非常广泛[15]。

下肢动脉缺血病人无论是否采取手术治疗、重建血管后常规需

要长时间、每日多次口服或静脉使用 PGI2[16]。在体内，PGI2通

过其血管舒张，抗炎和抗血栓性质提供血管保护作用[17]。由于

这些有益作用，PGI2已被用于治疗以内皮功能障碍为特征的

疾病[18]。尽管具有良好的临床益处，PGI2治疗仍然很麻烦[19]。患

者必须使用连续输注泵入外源性使用的 PGI2，因为其循环半

衰期短，为 1至 2分钟。可以使用更长效的类似物，但都被认为

比 PGI2效果差[20]。本实验中运用 Elisa与 Transwell证明巨噬

细胞在转染后能跟持续分泌 PGI2并趋化 HUVEC迁移，能够

在体外长时间分泌 PGI2，能够弥补外源性 PGI2的缺点。

从整个实验结果来看，以 PEI1.8kDa为基础合成的 GPEI

能够包裹 PTGIS质粒并将其转染进巨噬细胞，并且对巨噬细

胞的表型有明显影响，这为治疗下肢缺血提供了新的方式。
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