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ＭＴ 肽修饰阳离子脂质体作为新型基因载体的
体外细胞学评价

鹿　 月ꎬ宋宝慧ꎬ陈大为∗

(沈阳药科大学 药学院ꎬ辽宁 沈阳 １１００１６)

摘要: 目的 通过体外细胞学实验对 ＭＴ 肽修饰的阳离子脂质体进行基因载体递送能力的评价ꎮ
方法 通过点击反应制备 ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣ＭＴ 用于修饰阳离子脂质体ꎬ并通过１Ｈ￣ＮＭＲ 对 ＤＳＰＥ￣
ＰＥＧ２０００ ￣ＭＴ 进行结构表征ꎮ 以能够表达增强型绿色荧光蛋白的 ｐＥＧＦＰ￣Ｃ１ 报告基因为模型基因ꎬ
首先通过琼脂糖凝胶电泳实验进行复合物包封率测定ꎬ选出最佳质量比ꎬ然后应用 Ａ５４９ 细胞对其
进行细胞毒性评价、报告基因转染与表达研究ꎬ以及细胞摄取实验ꎮ 以 ＰＥＧ２０００修饰阳离子脂质体
和空白阳离子脂质体为对照ꎬ充分研究 ＭＴ 肽修饰阳离子脂质体作为基因递送系统的潜力ꎮ 结果

ＭＴ 肽修饰阳离子脂质体(ｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣ＭＴꎬＭＣＬ)对比参照阳离子
脂质体(ｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓꎬＣＬꎻｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｂｙ ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ꎬＰＣＬ)具有更高的稳定性及包封
率ꎻ并通过细胞毒性实验验证 ＭＴ 肽修饰阳离子脂质体的细胞毒性较低ꎻ通过共聚焦显微镜和流
式细胞仪验证该复合物具有更好的细胞摄取能力ꎬ能够促进绿色荧光蛋白的表达ꎻ而且通过时间、
温度依赖性实验表明了该摄取行为与时间和温度有一定的关系ꎮ 结论 ＭＴ 肽修饰的阳离子脂质
体拥有较好的稳定性ꎬ较低的细胞毒性以及更好的细胞摄取能力ꎬ是一个十分有潜力的基因递送
载体ꎮ
关键词: ＭＴ 肽ꎻ阳离子脂质体ꎻ基因递送ꎻ细胞学研究
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　 　 随着精准医学[１] 时代的到来ꎬ基因治疗[１ － ４]

在临床应用中占有越来越重要的地位ꎮ 基因治疗

主要是通过载体将外源性遗传物质导入某些特定

细胞实现的ꎬ由此可见基因递送载体的选择是基

因治疗的关键[５ － ６]ꎮ 阳离子脂质体[７ － ９]是除去裸

ＤＮＡ 外应用最为普遍的非病毒基因传导系统ꎬ可
适用于多种细胞系ꎬ对 ＤＮＡ 的负载率可高达

１００％ [１０ － １１]ꎮ 阳离子脂质体主要由阳离子头部基

团、疏水尾部和它们之间的连接基团 ３ 种成分构

成ꎬ常用的阳离子脂质体脂质膜材主要有阳离子

脂质如:(２ꎬ３ －二油酰基 丙基) 三甲基铵 氯盐

[( ２ꎬ ３￣ｄｉｏｌｅｏｙｌｏｘｙ￣ｐｒｏｐｙｌ )￣ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ￣
ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＤＯＴＡＰ]、Ｎ － (２ － 精胺甲酰基) － Ｎ′ꎬ
Ｎ′ －双 十 八 烷 基 甘 氨 酰 胺 [ Ｎ￣( ２￣ｓｐｅｒｍｉｎｏ￣
ｆｏｒｍｙｌ) ￣Ｎ ′ꎬＮ ′￣ｄｉｄｅｃａｄｅｃｙｌｇｌｙｃｅｒａｍｉｄｅꎬＤＯＧＳ]、
氯化三甲基 ２ꎬ３ 二油烯氧基丙基铵( ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ￣
２ꎬ３￣ｄｉｏｌｅｅｎｏｘｙ ｐｒｏｐｙｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＤＯＴ￣
ＭＡ)ꎬ中性脂质如:胆固醇、二油酰磷脂酰乙醇胺

(ｄｉｏｌｅｏｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅꎬＤＯＰＥ)等ꎮ 阳

离子脂质体具有生物相容性、细胞亲和性ꎬ可以通

过实体瘤组织的高通透性和滞留效应( ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔꎬ简称 ＥＰＲ 效应)
靶向至肿瘤细胞[１２ － １３]ꎮ 然而阳离子脂质体协载

基因之后的不稳定性ꎬ低细胞摄取量以及在细胞

内容易被网状内皮系统( ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｓｙｓ￣
ｔｅｍꎬＲＥＳ)识别并吞噬等问题也进一步阻止了阳

离子脂质体在基因递送系统中的应用[１４]ꎮ 因此

本文作者选用一种类似于细胞穿膜肽[１５] 的 ＭＴ
肽ꎬ该多肽具有正电性ꎬ能够修饰阳离子脂质体后

更有效地压缩 ＤＮＡꎬ其次该多肽拥有一段多聚精

氨酸和多聚赖氨酸序列ꎬ该序列能够促进复合物

的细胞摄取[１６ － １８]ꎮ 因此作者通过点击反应[１９] 合

成 ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣ＭＴ 用于修饰阳离子脂质体ꎬ经
过修饰的阳离子脂质体包裹 ＤＮＡ 后的稳定性明

显增强ꎬ而且 ＰＥＧ[２０ － ２２] 的修饰能够避免被 ＲＥＳ
系统识别并吞噬ꎬ而 ＭＴ 肽具有的类似于多聚氨
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基酸序列能够有效地促进细胞摄取ꎻ作者采用报

告基因 ｐＥＧＦＰ￣Ｃ１ 表达的绿色荧光蛋白来验证该

基因递送载体的递送效率ꎮ

１　 仪器与材料

旋转 蒸 发 仪 ( 上 海 亚 荣 生 化 仪 器 厂 )ꎬ
ＪＹ９２２２Ｄ 超声波细胞粉碎机(宁波新芝科器研究

所)ꎬＨＥ￣１２０ 多功能水平电泳槽、Ｔａｎｏｎ ２５００Ｒ 全

自动数码凝胶图像分析系统(上海天能科技有限公

司)ꎬＶａｒｉｏｓｋａｎ Ｆｌａｓｈ 多功能酶标仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ
科技公司)ꎬ共聚焦激光扫描显微镜(Ｃｏｎｆｏｃａｌ ｌａｓｅｒ
ｓｃａｎｎｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬＣＬＳＭꎬ日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎬ
流式细胞仪(美国 ＢＤ 生物科技有限公司)ꎮ

ＤＯＴＡＰ、胆固醇(上海艾伟特医药科技有限

公司)ꎬ大豆磷脂(ｓｏｙｂｅａｎ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄꎬ上海泰威

药业有限公司)ꎬα (１ꎬ２ 二硬脂酰基 ｓｎ 甘油

基 ３ 磷酸乙醇胺) 甲基 ＭＴ(乙二醇) ２０００
(ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣Ｍａｌ)、１ꎬ２ 二硬脂酰基 ｓｎ 甘油

基 ３ 磷酸乙醇胺 Ｎ [甲氧基 (聚乙二醇)
２０００](ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００)(上海芃硕生物科技有限公

司)ꎬ多肽 ＭＴ￣Ｃｙｓ (上海淘普生物科技有限公司)ꎬ
氯仿(天津孵育精细化工有限公司)ꎬＨｅｐｅｓ 缓冲液、
３ (４ꎬ５ 二甲基噻唑 ２ 基) ２ꎬ５ 二苯基四唑溴化

物[３￣(４ꎬ５￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ￣２￣ｙｌ)￣２ꎬ５￣ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏ￣
ｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅꎬＭＴＴ](美国 Ｓｉｇｍａ 生物科技有限公

司)ꎬＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 和溴化乙锭(ｅｔｈｉｄｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅꎬ
ＥＢꎬ大连美伦生物科技有限公司)ꎬＤＭＥＭ 培养基、
胎牛血清、塑料细胞培养板、质量分数 ０􀆰 ２５％胰蛋白

酶 ＥＤＴＡ 和卡那霉素(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎮ

２　 方法

２􀆰 １　 ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣ＭＴ 的合成

按照物质的量比为 １􀆰 ５ ∶ １ 分别称取 ＤＳＰＥ￣
ＰＥＧ２０００ ￣Ｍａｌ 和末端修饰巯基的 ＭＴ 肽 (ＭＴ￣
Ｃｙｓ)ꎮ 首先将 ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣Ｍａｌ 溶解在 ５ ｍＬ 氯

仿中ꎬ３２ ℃旋蒸除氯仿ꎬ用 Ｈｅｐｅｓ 缓冲液 ３ ｍＬ 水

化 ５ ｍｉｎꎬ待瓶壁上的 ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣Ｍａｌ 完全水

化下来ꎬ加入 ＭＴ￣Ｃｙｓ 肽至反应瓶中ꎬ维持温度为

２５ ℃ꎬ搅拌ꎬ氮气保护ꎬ过夜ꎮ
２􀆰 ２　 多肽修饰阳离子脂质体的制备

采用薄膜分散法[２３] 分别制备空白阳离子脂

质体 ( ＣＬ)ꎬ ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ 修饰阳离子脂质体

(ＰＣＬ)和 ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣ＭＴ 修饰阳离子脂质体

(ＭＣＬ)ꎮ ( １ ) 空白阳离子脂质体ꎬ 精密称取

ＤＯＴＡＰ、胆固醇、磷脂(质量比 ４∶ １∶ ２)溶于 ５ ｍＬ
氯仿和甲醇混合溶液(体积比 ４∶ １)中ꎬ３２ ℃旋转

蒸发除去氯仿ꎮ 在 ６０ ℃水浴中加入 ３ ｍＬ 预热

至同温度的 Ｈｅｐｅｓ 缓冲液水化 １０ ｍｉｎꎬ即得脂质

体混悬液ꎮ 通过超声波细胞粉碎仪对脂质体进行

超声(２００ Ｗꎬ３ ｍｉｎ)ꎬ过 ０􀆰 ２２ μｍ 聚碳酸酯膜ꎬ得
空白阳离子脂质体(ＣＬ)ꎮ (２)ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００修饰

阳离子脂质体ꎬ精密称取 ＤＯＴＡＰ、胆固醇、磷脂、
ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００(质量比 ４∶１∶２∶０􀆰 ０４)溶于 ５ ｍＬ 氯仿

和甲醇混合溶液(体积比 ４∶１)中ꎬ３２ ℃旋转蒸发除

去氯仿ꎮ 随后除将水浴温度改为 ４５ ℃ꎬ其余同上ꎬ
即得 ＤＳＰＥ － ＰＥＧ２０００ 修饰阳离子脂质体(ＰＣＬ)ꎮ
(３) ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００￣ＭＴ 修 饰 阳 离 子 脂 质 体ꎬ 与

ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００修饰脂质体制备方法一致ꎬ需注意将

ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ 替 换 为 ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００￣ＭＴꎬ 即 得

ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００￣ＭＴ 修饰的阳离子脂质体(ＭＣＬ)ꎮ
２􀆰 ３　 ＭＣＬ 形态学表征

采用 Ｍａｌｖｅｒｎ 激光粒度仪测定 ＭＣＬ 的粒径ꎮ
取 ＭＣＬ ２００ μＬꎬ用蒸馏水稀释至 ２ ｍＬꎬ加入样品

池ꎬ测定粒径ꎻ采用 Ｍａｌｖｅｒｎ 电位分析仪测定其

Ｚｅｔｅ 电位ꎬ同样取 ＭＣＬ ２００ μＬꎬ用蒸馏水稀释至

２ ｍＬꎬ加入样品池ꎬ测定 Ｚｅｔａ 电位ꎮ
２􀆰 ４　 ｐＤＮＡ￣阳离子脂质体复合物的制备

ｐＤＮＡ 和 ＣＬ、ＰＣＬ、ＭＣＬ 用 ＰＢＳ 稀释至不同

浓度ꎬ分别将不同浓度的 ＣＬ、ＰＣＬ、ＭＣＬ 脂质体

混悬液与 ｐＤＮＡ 等体积混合ꎬ得到 ＤＯＴＡＰ 与

ｐＤＮＡ 质量比分别为 ０ ∶ １、１ ∶ １、５ ∶ １、１０ ∶ １、１５ ∶ １、
３０∶ １的混合溶液ꎮ 涡旋 １ ｍｉｎꎬ室温孵育 ４０ ｍｉｎꎬ
即得到 ｐＤＮＡ 和不同阳离子脂质体不同质量比

的复合物 ＣＬＰ( ｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｗｉｔｈ ｐＤＮＡ)、
ＰＣＬＰ ( ｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ＤＳＰＥ￣
ＰＥＧ２０００ ｗｉｔｈ ｐＤＮＡ)和 ＭＣＬＰ( ｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣ＭＴ ｗｉｔｈ ｐＤＮＡ)ꎮ
２􀆰 ５　 琼脂糖凝胶电泳试验

称取 ＥＢ ０􀆰 １ ｇꎬ溶解于 ０􀆰 ５ × ＴＢＥ(Ｔｒｉｓ 硼酸由

１０􀆰 ８ ｇ􀅰Ｌ －１ Ｔｒｉｓꎬ５􀆰 ５ ｇ􀅰Ｌ －１ 硼酸和 ０􀆰 ７４４ ｇ􀅰Ｌ －１

Ｎａ２ＥＤＴＡ􀅰２Ｈ２Ｏ 构成) 中ꎬ定容至 １０ ｍＬꎬ即得

ＥＢ 溶液ꎻ称取琼脂糖 ０􀆰 ３５ ｇꎬ加入 ５０ ｍＬ ０􀆰 ５ ×
ＴＢＥꎬ置于加热套上加热至全溶ꎬ精密吸取 ＥＢ 溶

液１ μＬ加入凝胶中混合均匀ꎬ倒入模具中ꎬ待冷

却至室温即可ꎮ 将上述所制得的不同 ｐＤＮＡ 阳

离子脂质体复合物分别与 ５ × １０５ ｍｇ􀅰Ｌ － １蔗糖溶

液 ２ μＬ 混合均匀ꎬ即可进行电泳(１００ Ｖꎬ１００ Ａꎬ
４０ ｍｉｎ)ꎬ然后于全自动数码凝胶图像分析系统中
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成像分析ꎮ
２􀆰 ６　 细胞培养

实验室冻存人非小细胞肺癌细胞 Ａ５４９ꎬ培养

于包含体积分数 １０％血清和 １ × １０４ ｍｇ􀅰Ｌ － １双抗

的 ＤＭＥＭ 培养液中ꎬ并保持培养温度为 ３７ ℃ꎬ维
持一定的湿度及体积分数 ５％的 ＣＯ２ 浓度ꎮ
２􀆰 ７　 细胞毒性试验

Ａ５４９ 细胞接种于 ９６ 孔板(每孔 ５ × １０３ 个细

胞)ꎬ并培养过夜ꎮ 弃去上清液ꎬ加入不同的 ｐＤ￣
ＮＡ￣脂质体复合物分别于体积分数 ５％ ＣＯ２、饱和

湿度、３７ ℃培养 ２４ ｈ 和 ４８ ｈꎮ 然后加入 ５ ｇ􀅰Ｌ －１

ＭＴＴ 溶液 ２０ μＬ 继续培养 ４ ｈꎬ弃去上清液ꎬ每孔

加入１５０ μＬ ＤＭＳＯ 震荡５ ｍｉｎꎬ用实验中心多功能

酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长处测定吸光度值(ＯＤ)ꎬ然后

用公 式: 细 胞 存 活 率 ＝ (ＯＤ实验组 － ＯＤ空白组 ) /
(ＯＤ对照组 －ＯＤ空白组) ×１００％计算细胞存活率ꎮ
２􀆰 ８　 报告基因转染与表达研究

Ａ５４９ 细胞接种于铺有盖玻片的 ６ 孔板中(每
孔 ３ × １０５ 个细胞)ꎬ培养过夜ꎮ 弃去上清液ꎬＰＢＳ
清洗两遍之后加入不同浓度的 ｐＤＮＡ￣ＭＣＬ 无血

清培养液ꎬ并保证每孔 ｐＤＮＡ 的量为 ５ μｇꎬ继续

于 ３７ ℃、体积分数 ５％ＣＯ２ 环境下培养 ２４ ｈꎮ 弃

去上清液ꎬ ＰＢＳ 清洗 ３ 遍后ꎬ用多聚甲醛固定

３０ ｍｉｎꎮ 继续用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ随后用 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８(１０ － ２ ｇ􀅰Ｌ － １)染核 １０ ｍｉｎꎬ小心吸取染料ꎬ
加入 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 取出盖玻片ꎬ
反压在载玻片上ꎬ用甘油￣ＰＢＳ 混合液 (体积比

１∶ １)封片ꎬ于共聚焦显微镜下观察并拍照ꎮ
２􀆰 ９　 复合物细胞摄取研究

２􀆰 ９􀆰 １　 共聚焦显微镜用于细胞摄取定性分析

Ａ５４９ 细胞接种于含有盖玻片的 ６ 孔板中(每
孔 ３ ×１０５ 个细胞)孵育过夜ꎮ 弃去上清液ꎬ加入含

有不同 ｐＤＮＡ￣脂质体复合物的无血清培养液(每
孔 ｐＤＮＡ ５ μｇ)ꎬ继续在 ３７ ℃、体积分数 ５％ ＣＯ２

环境下培养 ２４ ｈꎮ 余下操作见“２􀆰 ６”条方法ꎮ
２􀆰 ９􀆰 ２　 流式细胞仪用于细胞摄取定量分析

Ａ５４９ 细胞接种于 ６ 孔板中(每孔 ５ × １０５ 个

细胞)ꎬ于 ＤＭＥＭ 完全培养基中培养至细胞覆盖

面积为 ８０％ 左右ꎬ弃去上清液ꎬ加入含有不同

ｐＤＮＡ 脂质体混合物的无血清培养液 (每孔

ｐＤＮＡ ５ μｇ)继续培养 ２４ ｈꎮ 冷 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ
加入胰酶消化ꎬ于 １ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １离心 ５ ｍｉｎ 将细

胞吸出ꎬ分散于 ５００ μＬ ＰＢＳ 溶液中ꎬ过筛网至流

式管内ꎬ通过流式细胞仪进行摄取情况分析ꎮ

２􀆰 ９􀆰 ３　 复合物摄取行为的时间、温度依赖性分析

Ａ５４９ 细胞接种于 ６ 孔板中(每孔 ５ × １０５ 个

细胞)ꎬ于 ＤＭＥＭ 完全培养基中培养至细胞覆盖

面积为 ８０％左右ꎬ弃去上清液ꎬ加入含有不同 ｐＤ￣
ＮＡ 脂质体复合物的无血清培养液(每孔 ｐＤＮＡ
５ μｇ)分别继续培养１、４、８、１２ 和２４ ｈꎮ 冷 ＰＢＳ 清洗

３ 遍ꎬ加入胰酶消化ꎬ于 １ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ －１离心 ５ ｍｉｎ将
细胞吸出ꎬ分散于 ５００ μＬ ＰＢＳ 溶液中ꎬ过筛网至流

式管内ꎬ通过流式细胞仪进行摄取分析ꎻＡ５４９ 细胞

接种于 ６ 孔板中(每孔 ５ × １０５ 个细胞)ꎬ于 ＤＭＥＭ
完全培养基中培养至细胞覆盖面积为 ８０％左右ꎬ弃
去上清液ꎬ加入含有不同 ｐＤＮＡ 脂质体复合物的无

血清培养液(每孔 ｐＤＮＡ ５ μｇ)分别于４、２５ 和３７ ℃
条件下继续培养 ４ ｈꎬ冷 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ加入胰酶消

化ꎬ于１ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ －１离心 ５ ｍｉｎ 将细胞吸出ꎬ分散于

５００ μＬ ＰＢＳ溶液中ꎬ过筛网至流式管内ꎬ通过流式细

胞仪进行摄取分析ꎮ

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣ＭＴ 结构表征

通过 ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００￣Ｍａｌ 和 ＭＴ￣Ｃｙｓ 肽之间进

行硫醇 迈克尔加成反应得到 ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００￣ＭＴꎮ
结果见图１ꎬＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣Ｍａｌ中马来酰亚胺的信

Ｆｉｇ. １　 １Ｈ￣ＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣Ｍａｌ(Ａ)ꎬＭＴ￣
ｃｙｓ(Ｂ) ａｎｄ ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣ＭＴ(Ｃ)
图 １ 　 ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣Ｍａｌ (Ａ)ꎬＭＴ￣ｃｙｓ ( Ｂ) 和 ＤＳＰＥ￣
ＰＥＧ２０００ ￣ＭＴ(Ｃ)的核磁共振氢谱( １Ｈ￣ＮＭＲ)
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号峰 δ ６􀆰 ７ 消失ꎬ且 δ ７􀆰 ０ ~８􀆰 ０ 处出现ＭＴ 肽信号峰

( －ＮＨＣＯ － )ꎬ而 δ ３􀆰 ５ 为 ＰＥＧ 中 － ＯＣＨ２ＣＨ２Ｏ －
信号峰ꎬδ ２􀆰 ０ ~ ３􀆰 ０ 为 ＤＳＰＥ 中的 － ＣＨ２ＣＨ２ＣＯ －
信号峰ꎬ以上成功证实了 ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００￣ＭＴ 的合成ꎮ
３􀆰 ２　 ＭＣＬ 制剂学表征

基因递送载体的大小、电位以及形态都会对

其细胞毒性和细胞摄取行为产生影响ꎬ因此对该

载体进行制剂学评价是研究过程中不可或缺的一

步ꎮ 如图 ２ 所示ꎬＭＣＬ 粒径为 １２９􀆰 ２ ｎｍ、电位为

４２􀆰 ２ ｍＶꎬ且电镜图显示该阳离子脂质体分布均

匀ꎬ且呈近似球形ꎮ

Ｆｉｇ. ２　 Ｔｈｅ Ｚ￣Ａｖｅｒａｇｅ (Ａ)ꎬｔｈｅ Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ (Ｂ) ａｎｄ ｔｈｅ ＴＥＭ ｐｉｃｔｕｒｅ (Ｃ) ｏｆ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ＭＴ
ｐｅｐｔｉｄｅ (ＭＣＬ)

图 ２　 ＭＴ 肽修饰阳离子脂质体(ＭＣＬ)粒径(Ａ)、电位(Ｂ)、透射电镜图(Ｃ)

３􀆰 ３　 ｐＤＮＡ 阳离子脂质体复合物稳定性表征

　 　 在质粒ＤＮＡ的结构中存在很多磷酸基团ꎬ因
此 ＤＮＡ 分子呈负电性ꎬ当加入外加电场时ꎬ根据

同性相斥的原则ꎬＤＮＡ 分子可以从负极向正极移

动ꎮ 而溴化乙锭溶液能够特异性与 ＤＮＡ 分子结

合ꎬ形成 ＤＮＡ￣ＥＢ 复合物ꎬ增强 ＥＢ 的荧光强度ꎬ
经过凝胶电泳之后ꎬ在紫外灯下可以呈现十分强

烈的荧光条带ꎬ从而在凝胶成像系统中进行分析ꎮ
如图 ３ 所示ꎬ随着质量比的增加ꎬ不同载体包封

ＤＮＡ 的能力逐渐增加ꎮ 而对比三组复合物ꎬ复合

物 ＰＣＬＰ 稳定性最差ꎬ可以看到当质量比为 ３０∶ １
时仍然有 ＤＮＡ 条带跑出ꎬ说明该载体并不能很

好地包封住质粒 ＤＮＡꎬ这是因为当阳离子脂质体

修饰 ＰＥＧ２０００时正电性略有下降ꎬ不能很好地包裹

带负电的质粒 ＤＮＡꎻ而空白阳离子脂质体能够在

质量比为 ３０∶ １ 时阻滞大部分 ＤＮＡ 条带ꎻ相比之

下ꎬ复合物 ＭＣＬＰ 在质量比为 １０ ∶ １ 时即看不到

ＤＮＡ 条带跑出ꎬ说明 ＭＣＬＰ 对 ＤＮＡ 具有很好的

压缩能力ꎮ
３􀆰 ４　 载体体外细胞毒性研究

细胞内低毒性是基因递送载体不可或缺的条

件ꎮ 通过 ＭＴＴ 实验ꎬ测定载体在 Ａ５４９ 细胞内于

２４ 和 ４８ ｈ 培养下的细胞存活率ꎮ 测定结果见图

４ꎬ当孵育 ２４ ｈ 时(图 ４Ａ)ꎬ随着不同载体的浓度

的增加ꎬ细胞存活率逐渐下降ꎬ在载体质量浓度为

１０ ~ ５００ ｍｇ􀅰Ｌ － １时ꎬＭＣＬ 的细胞存活率基本上略

低于 ＣＬ 和 ＰＣＬꎬ这与其制剂学表征结果一致ꎬ在
电位测定结果中ꎬ可以知道 ＭＣＬ 的正电位最强ꎬ

ＣＬ 次之ꎬ修饰有 ＰＥＧ 的阳离子脂质体的正电位

最低ꎬ所以细胞毒性也就最弱ꎬＭＣＬ 具有最高的

正电位ꎬ也即是细胞毒性最强ꎬ但是我们可以看到

即使在质量浓度为 ５００ ｍｇ􀅰Ｌ － １时ꎬ不同载体的细

胞存活率仍能达到 ８０％以上ꎬ也就是说载体的细

胞毒性并不影响细胞的正常行为ꎮ 相比之下ꎬ当
孵育 ４８ ｈ (图 ４Ｂ)时ꎬ不同载体的细胞存活率明

显下降ꎬ而且当质量浓度达到５００ ｍｇ􀅰Ｌ － １时ꎬ细

Ｆｉｇ. ３ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ
(ＣＬＰꎬＰＣＬＰꎬＭＣＬＰ) ｗｉｔｈ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏｓ ０∶１ꎬ１∶１ꎬ５∶１ꎬ１０∶１ꎬ
１５∶１ꎬ３０∶１ ａｔ ｔｈｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｏｆ １００ Ｖꎬ１００ Ａꎬ４０ ｍｉｎ
图 ３　 ＣＬＰ、ＰＣＬＰ、ＭＣＬＰ 不同复合物分别在质量比为

０∶１、１∶１、５∶１、１０∶１、１５∶１ 和 ３０∶１ 时进行琼脂糖凝胶电泳

图(１００ Ｖꎬ１００ Ａꎬ４０ ｍｉｎ)
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Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＣＬꎬＰＣＬꎬＭＣＬ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １０ꎬ３０ꎬ５０ꎬ１００ꎬ３００ ａｎｄ ５００ μｇ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ２４ ｈ
(Ａ) ａｎｄ ４８ ｈ (Ｂ)
图 ４　 ＣＬ、ＰＣＬ、ＭＣＬ分别在其浓度为 １０、３０、５０、１００、３００和 ５００ μｇ时ꎬ在 Ａ５４９细胞中的 ２４ ｈ(Ａ)和 ４８ ｈ(Ｂ)的细胞存活率

胞存活率已经下降到 ７５％ ꎬ但是当不同载体质量

浓度为 １０ ~ ３００ ｍｇ􀅰Ｌ － １时ꎬ虽然 ＭＣＬ 的细胞存

活率仍基本上略低于 ＣＬ 和 ＰＣＬꎬ但是其细胞存

活率仍能达到 ８５％ 以上ꎬ说明 ＭＣＬ 作为基因递

送载体并不会对细胞存活率造成明显影响ꎬ不会

干扰接下来的细胞转染、表达、摄取研究ꎮ
３􀆰 ５　 体外转染与表达研究

体外细胞毒性考察之后ꎬ继续考察了 ＭＣＬ
作为基因递送载体的促进基因转染与表达的能

力ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ当没有载体存在时ꎬ基本上没有

见到绿色荧光蛋白的表达ꎬ说明裸露的质粒不能

实现基因的转染与表达ꎻ而随着质量比逐渐增大ꎬ
绿色荧光蛋白的表达逐渐增加ꎬ当质量比为 １０∶ １
时实现了最大表达量ꎬ而当质量比大于 １０∶ １ 时表

达量略有下降ꎮ 这可能是因为当质量比大于１０∶ １
时ꎬ阳离子脂质体应用增多ꎬ导致其细胞毒性有所

增加ꎬ从而减少了细胞摄取ꎬ也就减少了绿色荧光

蛋白的表达ꎮ

Ｆｉｇ. ５　 ＬＣＳＭ ( ｌａｓｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ) ｉｍ￣
ａｇｅｓ ｏｆ ＭＣＬＰ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏｓ􀆰 Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬａｎｄ ｂｌｕｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｕｓ
图 ５　 复合物 ＭＣＬＰ 在不同质量比条件下的体外转染与

表达的共聚焦显微镜成像ꎮ 绿色代表绿色荧光蛋白在细

胞内的表达情况ꎬ蓝色代表由细胞核

３􀆰 ６　 ＣＬＰꎬＰＣＬＰꎬＭＣＬＰ 不同复合物的体外转

染与表达

　 　 确定复合物质量比为 １０∶ １ꎬ测定不同复合物

的体内转染与表达情况ꎬ分别应用共聚焦显微镜

和流式细胞仪进行定性和定量测定ꎬ测定结果见

图 ６ꎮ 如图 ６Ａ 所示ꎬ裸露的质粒在细胞内基本上

没有表达ꎬ也就是说ꎬ裸露的质粒 ＤＮＡ 在细胞内

极不稳定ꎬ无法实现绿色荧光蛋白的成功表达ꎻ相
比之下ꎬＣＬＰ 能够实现部分绿色荧光蛋白的表

达ꎬ说明阳离子脂质体具有一定的质粒 ＤＮＡ 的

压缩和保护能力ꎬ而且 ＣＬＰ 组的绿色荧光蛋白表

达量明显高于 ＰＣＬＰꎬ可能原因是 ＰＣＬＰ 由于有

ＰＥＧ 修饰阳离子脂质体ꎬＰＥＧ 上面部分负电荷导

致阳离子脂质体表面正电性略有下降ꎬ而细胞膜

带负电ꎬ即正负电相吸引的能力减弱ꎬ即可能会减

少复合物的细胞摄取量ꎬ也就导致了绿色荧光蛋

白的表达量减少ꎮ 而 ＭＣＬＰ 组ꎬ由于在 ＰＥＧ 的表

面又修饰有富含正电荷的 ＭＴ 肽ꎬ即增强了其正

电性ꎬ在保证其低细胞毒性的前提下增加其与细

胞膜的正负电相吸引特性ꎬ即增加了复合物的细

胞摄取量ꎬ从而绿色荧光蛋白表达量得到加强ꎮ
另一方面ꎬ如图 ６Ｂ 和图 ６Ｃ 所示ꎬ绿色荧光蛋白

的定量表达结果显示ꎬ与共聚焦测定结果一致ꎬ
ＭＣＬＰ 表达量最高ꎬＣＬＰ 表达量次之ꎬ而正电性最

低的 ＰＣＬＰ 的绿色荧光蛋白表达量最低ꎮ 从定性

和定量的角度共同分析不同复合物之间ꎬ修饰有

ＭＴ 肽的阳离子脂质体修饰质粒 ＤＮＡ 具有最大

的细胞摄取量以及绿色荧光蛋白的表达量ꎮ
３􀆰 ７　 复合物 ＭＣＬＰ 的摄取与时间、温度依赖性

研究

　 　 通过上述的研究可知ＭＣＬＰ具有很好的稳

３５３第 ４ 期 鹿　 月等:ＭＴ 肽修饰阳离子脂质体作为新型基因载体的体外细胞学评价



Ｆｉｇ. ６　 ＣＬＳＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＣＬＰꎬＰＣＬＰꎬＭＣＬＰ ｉｎ ３７ ℃ꎬｃｅｒｔａｉｎ ｈｕｍｉｄｉｔｙ ａｎｄ ＣＯ２ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ｏｆ ２４ ｈ (Ａ) 􀆰 Ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬａｎｄ ｂｌｕｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｕｓ. Ｔｈｅ ｍｅａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉ￣
ｔｙ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｏｆ ＣＬＰꎬＰＣＬＰꎬＭＣＬＰ ｉｎ ３７ ℃ꎬｃｅｒｔａｉｎ ｈｕｍｉｄｉｔｙ ａｎｄ ＣＯ２ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ｏｆ ２４ ｈ (ＢꎬＣ)
图 ６　 复合物 ＣＬＰ、ＰＣＬＰ、ＭＣＬＰ 分别于 ３７ ℃、一定湿度和 ＣＯ２ 条件下培养 ２４ ｈ 时体外转染与表达的共聚焦显微镜成

像(Ａ)ꎬ绿色代表 ｐＥＧＦＰ￣Ｃ１ 报告基因表达的绿色荧光蛋白ꎬ蓝色代表细胞核ꎻ复合物 ＣＬＰ、ＰＣＬＰ、ＭＣＬＰ 分别于

３７ ℃、一定湿度和 ＣＯ２ 条件下培养 ２４ ｈ 时后流式细胞仪测定的相对平均荧光强度值(ＢꎬＣ)

定性、低细胞毒性、较高的细胞摄取量和绿色荧光

蛋白表达量ꎮ 接下来需要考察其细胞内摄取条

件ꎬ首先考察其在不同时间内的细胞摄取规律ꎬ由
图 ７Ａ 和图 ７Ｂ 所示ꎬ复合物在 １、４、８ 和 １２ ｈ 的平

均荧光强度依次递增ꎬ而 ２４ ｈ 时增加显著ꎬ可以

看到该复合物的细胞摄取具有明显的时间依赖

性ꎻ又考察了该复合物的细胞摄取是否与温度有

关ꎬ细胞经过一夜的培养之后ꎬ分别在 ４ 和 ３７ ℃
条件下继续培养 ４ ｈꎬ后续处理方法同“２􀆰 ９􀆰 ３”条
方法ꎬ得到图 ７Ｃ 和图 ７Ｄꎬ当复合物在 ４ ℃条件下

培养 ４ ｈ 后ꎬ其相对荧光强度明显较 ３７ ℃培养的

复合物有所降低ꎬ说明在 ４ ℃时ꎬ该复合物的细胞

Ｆｉｇ. ７　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｅａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ＭＣＬＰ ｉｎ １ꎬ４ꎬ８ꎬ１２ ａｎｄ ２４ ｈ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ (ＡꎬＢ)􀆰 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｅａｎ ｆｌｕ￣
ｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ＭＣＬＰ ｉｎ ４ ℃ ａｎｄ ３７ ℃ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ (ＣꎬＤ)
图 ７　 ＭＣＬＰ 分别在 １、４、８、１２ 和 ２４ ｈ 表达的绿色荧光蛋白的相对平均荧光强度(ＡꎬＢ)ꎻＭＣＬＰ 分别在 ４ ℃和 ３７ ℃时

表达的绿色荧光蛋白的相对平均荧光强度(ＣꎬＤ)
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摄取量有所下降ꎬ也就导致了其绿色荧光蛋白的

表达量下降ꎮ 也就是说 ＭＣＬＰ 作为基因递送载

体ꎬ其细胞摄取行为是受到时间和温度影响的ꎬ时
间越长摄取量越多ꎬ温度在 ３７ ℃时摄取量最大ꎬ
而当温度在 ４ ℃时ꎬ细胞摄取量受到明显的抑制ꎮ

４　 结论

本研究以 ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣ＭＴ 修饰阳离子脂

质体ꎬ旨在改善阳离子脂质体的基因递送能力ꎬ通
过制剂学实验表明ꎬＭＣＬＰ 的形态圆整ꎬ分布均

匀ꎻ通过琼脂糖凝胶电泳实验表明在细胞内具有

良好的稳定性ꎻ并且通过流式细胞仪以及共聚焦

显微镜分析可以知道该复合物能够很好的被细胞

摄取ꎬ实现绿色荧光蛋白的表达ꎬ并且该摄取行为

具有一定的时间及温度依赖性ꎮ 也就是说 ＭＣＬＰ
作为基因递送载体具有良好的制剂学性质ꎬ良好

的物理稳定性ꎬ并且能够实现有效的细胞摄取ꎬ表
达绿色荧光蛋白ꎬ且该摄取行为与时间及温度都有

一定的关系ꎬ是一种十分有潜力的基因递送载体ꎮ
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ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ＮＧＲ ｌｉｇａｎｄ ｆｏｒ ｓｉＲＮＡ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ
[Ｊ] . Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ２０１５(４８):８４ － ９６.

[１６] ＲＯＴＨ Ｄ ＭꎬＭＯＳＥＬＥＹ Ｇ ＷꎬＰＯＵＴＯＮ Ｃ Ｗꎬｅｔ ａｌ.
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｄ " Ｆａｓｔ Ｔｒａｃｋ"
ｎｕｃｌｅａｒ ｉｍｐｏｒｔ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ
２０１１ꎬ２８６(１６):１４３３５ － １４３５１.

[１７] ＲＯＴＨ Ｄ ＭꎬＭＯＳＥＬＥＹ Ｇ ＷꎬＧＬＯＶＥＲ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ａ
ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｉｍｐｏｒｔ ｐａｔｈｗａｙ ｆｏｒ
ｃａｎｃｅｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ [ Ｊ] . Ｔｒａｆｆｉｃꎬ２００７ꎬ８ (６):
６７３ － ６８６.

[１８] ＪＩＡ Ｊ ＺꎬＸＩ ＺꎬＫＵＩ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｄｉｒｅｃｔ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｄｅｌｉｖ￣
ｅｒｙ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ＨＰＭＡ￣ＭＴ ｃｏｎ￣
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ｊｕｇａｔｅｓ ｉｎ ａ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｆａｓｈｉｏｎ[ Ｊ] . Ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓꎬ２０１６ꎬ１３(９):３０６９ － ３０７９.

[１９] ＹＵ Ｌ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌ ｇｒｏｕｐ ｃｌｉｃｋ ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｏｌｙｍｅｒ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ[Ｊ] . Ａｃｓ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍａｔｅｒｉ￣
ａｌｓ ＆ Ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓꎬ２０１８ꎬ１０(２５):２１５９０ － ２１６００.

[２０] ＰＥＮＧ ＹꎬＴＡＮＧ Ｙ ＮꎬＺＨＯＵ Ｌ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ
ａｎｔｉ￣ｔｕｍｏｒ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｎｅｗ Ｄｒｕｇｓ (中国新药杂志)ꎬ ２０１８ꎬ ２７ ( １３ ):
１５１０ － １５１４.

[２１] ＬＩ Ｎ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｄｏｃｅｔａｘｅｌ ｌｉｐｏ￣
ｓｏｍｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ＴＰＧＳ (ＴＰＧＳ 修饰的多西他赛脂

质体抗肿瘤多药耐药的研究) [ Ｄ] . Ｙｉｎｃｈｕａｎ:

Ｎｉｎｇｘｉａ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ(宁夏医科大学)ꎬ２０１８.
[２２] ＪＩＵ Ｌ ＺꎬＺＨＯＵ Ｑ ＤꎬＳＨＵＡＮＧ Ｐꎬｅｔ ａｌ . Ｏｖｅｒｃｏｍｉｎｇ

ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂｙ ｃｏｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ＭＤＲ１￣ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ｓｉＲＮＡ ａｎｄ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｕｓｉｎｇ ＥｐｈＡ１０￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐＨ￣
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ: Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ａｃｓ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ＆ Ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓꎬ ２０１８ꎬ １０
(２５):２１５９０ － ２１６００.

[２３] ＷＡＮＧ Ｌ ＹꎬＬＩＮ Ｈ ＱꎬＣＨＥＮ Ｊ Ｗꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ
ｎｏｖｅｌ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ[ Ｊ] .
Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｙ(中国药房)ꎬ２０１８ꎬ２９(１５):２１５２ －
２１５６.

Ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ＭＴ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｇｅｎｅ ｖｅｃｔｏｒ

ＬＵ ＹｕｅꎬＳＯＮＧ ＢａｏｈｕｉꎬＣＨＥＮ Ｄａｗｅｉ∗

(Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ ＰｈａｒｍａｃｙꎬＳｈｅｎｙａｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＳｈｅｎｙａｎｇ １１００１６ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ＭＴ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ｃｙｔｏｌｏｇｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣ＭＴ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｃｌｉｃｋ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｏ ｍｏｄｉｆｙ ｃａｔｉｏｎｉｃ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｓꎬａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣ＭＴ ｗａｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ １Ｈ￣ＮＭＲ. Ｔｈｅ ｐＥＧＦＰ￣Ｃ１ ｒｅｐｏｒｔｅｒ
ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ ｇｅｎｅ. Ｆｉｒｓｔꎬｔｈｅ
ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｅꎬａｎｄ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎꎬ
ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓꎬ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｕｐｔａｋｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. ＰＥＧ２０００ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃａｔｉｏｎｉｃ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｔｏ ｆｕｌｌｙ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ＭＴ ｐｅｐｔｉｄｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ａｓ ａ ｇｅｎｅ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ＭＣＬ (ｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ＤＳＰＥ￣ＰＥＧ２０００ ￣
ＭＴ) ｈａｄ ｈｉｇｈｅｒ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＭＣＬＰ ｃｏｕｌｄ ｅｘｐｒｅｓｓ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙꎬｗｈｉｃｈ ｗａｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ ＭＴ ｐｅｐｔｉｄｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ
ｈａｓ ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙꎬｌｏｗ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｉｇｈｅｒ ｃｅｌｌ ｕｐｔａｋｅ ｃａｐａｃｉｔｙꎬｍａｋｉｎｇ ｔｈｅｍ ａｓ ａ ｖｅｒｙ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ
ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｖｅｈｉｃｌｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ＭＴ ｐｅｐｔｉｄｅꎻｃａｔｉｏｎｉｃ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓꎻｇｅｎｅ ｄｅｌｉｖｅｒｙꎻｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ
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