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新型 PEI 衍生物在 COS-7 细胞中的转染与毒性研究 *
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摘要 目的：寻找一种新型的转染效率高，毒性低的非病毒基因载体。方法：通过化学方法合成 Polyimine-MPEI，然后以不同质量

比包裹绿色荧光蛋白质粒，检测在 COS-7 细胞中的转染效率和毒性。结果：在比例从 5 到 100 之间，转染效率均比较理想，能达到

1.00E+07 以上，Polyimine-MPEI 的毒性也很小，细胞的生长率均在 80%以上，明显高于 PEI25KDa 对照组。结论：Polyimine-MPEI
是一个很有研究前景的聚合物载体，具有高转染效率低毒性的特点，可以通过延长反应时间，增加分子量，增大转染能力。
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ABSTRACT Objective: To find a novel nonviral gene vector with a high transfection efficiency and low cytotoxicity. Methods:
Polyimine-MPEI is synthesized, then packed with luciferase gene at different mass ratio. The transfection efficiency and cytotoxitity of this
polyplex was detected. Results: Frommass ratio 5 to 100, the transfection efficiency of the polyplex was above 1.00E+07 and it was relatively
ideal. Its cytotoxicity was lower comparing with the PEI25KDa control group and the cell viability was all above the 80%. Conclusions:
Polyimine-MPEI is a polycation vector with a bright research prospect, which has high transfection efficiency and low cytotoxicity. Pro-
longing the synthesis time and making its molecular weight higher can increase the transfection efficiency.
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前言

对于严重危害人类健康的疾病，包括如血友病、家庭型高

胆固醇血症等遗传病，恶性肿瘤，心血管疾病，艾滋病和类风湿

等感染性疾病，人们将希望寄托于基因治疗[1,2]。基因治疗是

指将外源正常基因导入靶细胞，以纠正或补偿因基因缺陷和异

常引起的疾病，以达到治疗目的[3,4]。裸基因由于具有负电基团

和体积较大等问题，不能有效的进入细胞内。此外，裸基因非常

容易受到细胞内核酸酶的作用而降解。所以对于基因治疗来

说，最大的障碍就是如何找到一个合适的载体[5-7]，将目的基因

输送到细胞中，而避免被核酸酶降解。为了构建安全有效的基

因载体，本研究以小分子量聚乙酰亚胺（PEI-800）作为基本构

建单元，丙酮醛作为连接剂，合成聚阳离子基因载体，命名为

Polyimine-MPEI.研究其在 COS-7 细胞中的转染效率和毒性。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

PEI800（Sigma 公司），丙酮醛（Sigma 公司），COS-7 细胞

（中科院细胞所），PEI25KDa（Sigma 公司），胎牛血清 （德国

PAA 公司），荧光素酶试剂盒（美国 Promega 公司），MicroBCA
试剂盒（美国 Thermo 公司），DMEM 培养基(德国 PAA 公司)，
CCK-8（日本 Dojindo 公司），ELX800 酶标仪（Bio-Tech 公司）

1.2 实验方法

1.2.1 Polyimine-MPEI 在 COS-7 细胞中的转染效率研究 将

COS-7 细胞用胰酶消化，离心，在 50mL 离心管中加入含有10%
胎牛血清的培养基 27mL，吸取离心细胞的上清液，加入 2mL
培养基吹打均匀，吸取 1mL培养基加入离心管中，取 10μL细胞

混悬液于细胞计数器上，在显微镜下观察，保证细胞密度约为

1×105 个 /mL，取 48 孔板，每孔加入细胞液 500μL，培养过夜。
聚合物与 DNA 质粒分别以质量比为 5、10、220、50、70、100，

PEI25KDa 与 DNA 质粒质量比为 2 复合 30min。将 48 孔板从

培养箱中取出，吸去培养基，每孔加入 200μL PBS 洗一下，然

后吸去，再加入 250μL DMEM，每个比例做三个复孔，每孔加

入 50μL。四小时后将 DMEM 换成有血清的培养基，培养 48 小

时。48 小时后，出去培养基，用超纯水洗一遍，每孔加入 75μL
裂解液，20min 后划板，将裂解液离心。用荧光计数器测定发光
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图 2 Polyimine-MPEI 在 COS-7 细胞毒性结果

Fig.2 Cytotoxicity result of Polyimine-MPEI to COS-7 cells

值（RLU 为单位），取 20μL上清液，快速加入荧光素酶底物

20μL 混匀，采集时间为 10s。并采用 MicroBCA 法测定蛋白总

量，转染效率用每单位蛋白质量的发荧光强度表示。
1.2.2 Polyimine-MPEI 在 COS-7 细 胞 中 的 毒 性 研 究 培 养

COS-7 细胞，并且以密度约为 1.0×105 个 /mL 种在 96 孔板上，

每孔加入 100μL细胞悬液，培养过夜。将聚合物和 DNA 质粒以

5、10、20、50、100，PEI25KDa 与 DNA 质粒以 2 的比例复合，高

分子浓度为 2mg/mL，用无酚红的 DMEM 稀释。复合物孵育

30min。将 96 孔板从培养箱中取出，除去有血清的培养基，用

100μL的 PBS 洗一遍，每孔加入 100μL无酚红的 DMEM，每个

比例做三个复孔，每孔加入 100μL复合物。4 小时后每孔加入

10μLCCK8 试剂。放入培养箱，3 小时后每隔 1 小时用酶标仪

在 450nm 和 600nm 下检测。以样品组和正常生长组的 OD 比

值来表示细胞生长状况。

2 结果

2.1 Polyimine-MPEI 在 COS-7 细胞中的转染效率研究

从实验结果看，比例在 5 到 100 之间均有很高的活性，根

据文献，PEI25KDa 与质粒在质量比为 2 时转染活性最好，本

实验中转染活性达到 1.00E+08，Polyimine-MPEI 在比例为 10
时转染活性最好，在 1.00E+07 以上。

2.2 Polyimine-MPEI 在 COS-7 细胞中的毒性研究

从毒性数据看，随着聚合物与质粒的比例的上升，细胞毒

性有所增加，但是在 5 到 100 之间，细胞生长率均在 80%以上，

要远远小于 PEI25KDa 的细胞毒性，其中比例为 10 时，细胞毒

性最小，细胞生长率接近 90%。

3 讨论

在过去的四十年中，科学家致力于找到合适的基因输送载

体[9]，安全有效的输送载体已经成为基因治疗的瓶颈，病毒载体

具有高效性，但是其安全性一直是难以解决的问题，后来人们

研究了大量的非病毒载体，有物理方法，机械方法，和化学合成

的载体[10,11]。目前化学合成载体在低毒方面有着很大的优势，如

何提高转染效率是一个亟待解决的问题[11-13]。
PEI25KDa 是一种最为常用的聚阳离子基因载体，其转染

效率也一直较高，但是由于其毒性较大，应用一直受到限制，该

实验以无毒小分子聚乙烯亚胺为基本单元，以丙酮醛为连接剂

合成聚阳离子基因载体，这种基因载体能够稳定的包裹基因物

质形成稳定的纳米颗粒，并且显著的降低了细胞毒性，从实验

结果看，在比例为 10 时，Polyimine-MPEI 的转染活性最高，并

且毒性最低，是一个比较理想的聚阳离子 / 质粒质量比例，但由

于聚合物的分子量不够，氨基密度不够大，阳离子浓度不够[14,15]，

转染效率比对照 PEI25KDa 低了一个数量级。在后续实验中，

可以尝试延长聚合物反应的时间，增加聚合物的分子量，从而

提高其转染效率。但兼顾转染效率与毒性来看，该聚合物有着

很好的应用前景，具有很高的研究意义，并且可以对其表面进

行修饰和优化[16]，来更大程度的降低细胞毒性，继续 siRNA 转

染实验和动物实验，希望本研究为以后基因载体系统的构建提

供了一定的新的思路与想法。
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由哈尔滨医科大学附属第四医院申宝忠教授主编的《分子影像学》第二版( ISBN：978-7-117-13344-9/R·
13345) 一书已于 2010 年 9 月 14 日由人民卫生出版社出版发行。《分子影像学》是国内第一部分子影像学大型

专著。对于分子影像学的基本概念、基本原理、基本方法和应用概况都有精彩而详细的论述，充分体现了国际

分子影像学的最新进展。
《分子影像学》第二版由著名医学影像学家、中国工程院院士刘玉清教授和美国分子影像学专家、美国医

学科学院院士 Sanjiv Sam Gamhbir 教授亲自作序。编委会包括美国哈佛大学、斯坦福大学等国外知名院校 7
名专家作为国外编委，国内多家知名大学、研究中心学术带头人 13 名作为国内编委，还包括国内外共 40 名专

家参与编写。
全书共计 130 余万字，收录图片 378 幅，共分基础篇和应用篇。
基础篇共分 10 章，主要介绍了分子影像学的发展简史，分子成像的相关概念、基本原理、基本技术和设备

等，内容较第一版更为精准、完善，覆盖面更加宽泛。着重针对探针合成这一当前分子成像研究的技术瓶颈，纳

入了材料学、生物学和化学等相关技术内容。
应用篇共分 7 章，着重介绍了分子影像学技术的最新进展和应用情况，并详细介绍了分子成像在肿瘤、中

枢神经系统和心血管系统疾病诊断中的应用情况，重点阐述了分子成像在监测基因治疗、活体细胞示踪以及

新药研发等方面的最新研究进展，并就分子影像学向临床转化所面临的问题进行了深入剖析。
本书内容系统详实，深入浅出，图文并茂，可读性强。可供医学影像学专业、临床专业学生使用，并可为临

床各学科研究生、临床医师及其他相关生命科学的研究人员提供参考。
《分子影像学》精装本定价 260 元, 全国各大书店有售。
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