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［摘要］ 目的 制备微小 ＲNA( miＲNA) 传递载体聚乙二醇-b-聚赖氨酸( PEG-b-PLL) ，并且选用模型细胞对其进行毒性

考察。方法 通过核磁谱测定聚赖氨酸的聚合度，用 4% 琼脂糖凝胶电泳检测聚复合物对 miＲNA 的包封，用动态光散射法测

定制备所得聚复合物粒径、多分散性指数( PDI) ，Zeta 电位，用荧光标记的 FAM-hsa-miＲ-15a 进行包封率的测定，采用 CKK-8
试剂盒测定 K562 细胞( 人慢性淋巴白血病细胞) 活力考察 PEG-b-PLL 的细胞毒性。结果 用 PEG-b-PLL 制备的聚阳离子胶

束 /miＲNA 复合物特性符合应用要求，并且细胞毒性显著低于聚乙烯亚胺 ( PEI) ，lipo2000。结论 离子聚合物载体 PEG-b-
PLL 符合应用要求，同时毒性较低，有望成为基因转染的有效载体。

［关键词］ 非病毒载体; 聚赖氨酸; 微 ＲNA( miＲNA) ; 细胞毒性

［中图分类号］ Ｒ94 ［文献标志码］ A ［文章编号］ 1006 － 0111( 2014) 05 － 0362 － 05
［DOI］ 10． 3969 / j． issn． 1006 － 0111． 2014． 05． 013

Study on synthesis and cyto-toxicity of polyethylene glycol-b-polylysine as poten-
cial miＲNA carrier
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Shanghai 200433，China)

［Abstract］ Objective To synthesize miＲNA carrier PEG-b-PLL and to testify the stability ，encapsulation efficiency and cyto-
toxicity of its complexes．Methods H1NMＲ was used to determine the degree of polymerization of PLL，4% agarose gel electrophore-
sis was used to determine entrapment of the polyer to the miＲNA; then dynamic light scattering( DLS) was used to measure the hydro-
dynamic parameter such as size，polydispersity index( PDI) and zeta potential of the polyplexes． The entrapment efficiency was deter-
mined by ultraviolet-visible spectrophotometer，and finally，the cyto-toxicity of PEG-b-PLL was evaluated by CKK-8 kit with K562 cell
lines． Ｒesults The characteristics indicated polyplexes prepared by PEG-b-PLL and miＲNA fulfill the demand of being the gene carri-
er of miＲNA because of low cyto-toxicity ，high encapsulation efficiency and stability． Conclusion The miＲNA carrier PEG-b-PLL
had good character and low cyto-toxicity． It showed considerable potential as an efficient miＲNA carrier．
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微小 ＲNA( microＲNA，miＲNA) 是由内源性发夹

( hairpin) 结构转录衍生而来的一种长度为 19 ～ 25
nt 的单链 ＲNA ( single-stranded ＲNA，ssＲNA) ，广泛

存在于真核生物细胞中，是一种非编码 ＲNA，它可

以介导基因沉默［1］。近年来，越来越多的证据显示

miＲNA 在生理过程中起到很大的作用［2］，它们的异

常表达会导致很多疾病的发生［3，4］。因此，近年来

不少科学家试图利用 miＲNA 的生理功能实现疾病

治疗的目的［5，6］。但是，裸 miＲNA 通过注射等方式

进入机体存在诸多问题，包括: 在血清中稳定性差，

很快被细胞外的 ＲNA 酶降解; 在正常组织中会有非

特异性分布，从而使它们在靶组织的水平降低，发挥

不了期望的药理活性［7］。因此，将 miＲNA 成功地导

入体内，有效地到达靶组织，迫切需要寻找一种高效

的载体来克服上述障碍。
目前常用的两种基因载体: 病毒载体和非病毒

载体。病毒载体虽然有极高的转染效率，但是其转

基因表达时间短，不能在宿主细胞中持续表达，临床

上也存在多种安全问题［7-10］，因此病毒载体的应用

前景备受质疑。为了解决病毒载体出现的问题，大

量的非病毒载体被开发出来用于基因传递，例如壳

聚糖、阳离子脂质体以及阳离子高分子嵌段聚合物

等。在诸多非病毒载体中，具有质子海绵效应的聚

阳离子高分子材料日益受到重视，有望成为解决基

因传递问题的重要材料。该类材料可以增强复合物

粒子在血液中的稳定性，避开网状内皮系统( reticu-
loendothelial system ，ＲES) 的吞噬作用，具有良好的
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内涵体逃逸功能，同时兼具较低的细胞毒性，是一种

理想的基因载体。
聚赖氨酸是近年来应用较广泛的一种阳离子载

体，极具应用前景。在质粒 DNA 以及 siＲNA( small
interfering ＲNA) 的传递系统中多有报道［11-13］，但是

尚未见 该 材 料 用 于 miＲNA 的 基 因 传 递 系 统 中。
hsa-miＲ-15a 是一种典型的 miＲNA，在多种肿瘤中

该基因缺失或者下调。本实验合成了 PEG 化的聚

赖氨酸，并以 hsa-miＲ-15a 为模型基因探讨 PEG 化

的聚赖氨酸包覆 miＲNA 的性能，对其细胞毒性进行

考察，实验结果表明 PEG-b-PLL 是一种有潜力的

miＲNA 基因传递载体。

1 材料与方法

1． 1 实验材料

1． 1． 1 试剂 甲氧基聚乙二醇胺( mPEG-NH2 ) 和 N-
碳苄氧基赖氨酸( Nepsilon-Cbz-L-Lysine) 购于上海阿

拉丁试剂有限公司; 二亚乙基三胺( DET) 购自百灵威

科技有限公司; Goldview 核酸染料，购自北京赛百盛

基因技术有限公司; CKK-8 试剂盒，购自同仁化学研

究所; 其余有机溶剂与反应介质购自国药集团。
1． 1． 2 仪器 核磁共振仪( 美国 Bruker 公司) ; 冷

冻干燥机 V55C 型 ( 美国 Virtis 公司) ; CO2 培养箱

( 美国 Barnstead 公司) ; 电泳仪 WH-300-LCD ( 上海

伊瑞生物科技仪器有限公司) ; 水平电泳槽 YＲ-158
( 上海伊瑞生物科技有限公司) ; 凝胶成像仪( 上海

复日科技有限公司) 。
1． 2 试验方法

1． 2． 1 PEG-b-PLL 的合成

图 1 PEG-b-PLL 合成示意图

称取 N-碳苄氧基氨酸 10 g，溶于回流过的四氢

呋喃 50 ml，升温至 60℃，在磁力搅拌下加入三光气

7 g，待反应液变成澄清后充入氮气去除多余的光气

和 HCl 气体，旋蒸浓缩反应液，用氯仿稀释，并缓慢

加入过量正己烷沉淀产物，在冰箱中静置 12 h，过滤

得粗产物，并用乙酸乙酯-正己烷( 1∶1 ) 重结晶，静

置 12 h，过滤，真空干燥得产物 L-碳苄氧基赖氨酸-
N-羧酸酐。

精密称取 PEG-NH2 500 mg、L-碳苄氧基赖氨酸-
N-羧酸酐 2． 5 g，溶于 6． 2 ml 的 DMF( 二甲基甲酰

胺) 中，氮气保护，体系隔绝水，在 35 ℃条件下反应

72 h，用纯水透析，即得 PEG-b-PLL-Cbz。
取 PEG-b-PLL-Cbz 500 mg，加入 10 ml 混合溶剂

HBr-HAc( 1∶2) ，再加入 2 ml TFA( 三氟乙酸) ，室温

下反应 72 h，加入过量乙醚沉淀分层，取水相，加入碱

调至弱酸，透析，加入过量乙醚，沉淀，加入水静置分

层，除去乙醚层，加碱中和，透析，冻干，得终产品。
1． 2． 2 聚复合物的合成及表征 采用自组装法合

成聚复合物。按照 N /P = 0，5，10，20，取 PEG-b-PLL
和 hsa-miＲ-15a 在 10 mmol /L Tris-HCl ( pH 7． 4) 中，

按照一定比例混合孵育，自组装得到载基因聚复合

物( hsa-miＲ-15a-polyplex) 。将 hsa-miＲ-15a-polyplex
稀释于 0． 001 mol /L NaCl 溶液中，测定光散射粒径、
PDI、Zeta 电位值。

同时，为了考察该胶束复合物的性质随时间变

化的趋势，选定 N /P = 20 的情况对各组胶束复合物

的粒径和 PDI 在 10% FBS( 胎牛血清) 的 PBS( 磷酸

盐缓冲液) 溶液中考察，每半小时测定一次，直到最
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稳定组的粒径和 PDI 发生凝聚后 1 h 停止记录。
用 4% 琼脂糖凝胶电泳检测聚复合物对 miＲNA

的包封率。称取琼脂糖 4 g，加入 87 ml 无菌蒸馏水，

微波炉中加热溶解，加入 10 ml ＲNArun 溶液，室温下

将溶液冷却至 60 ℃左右，再加入 3 ml 去离子甲醛，

混匀，趁热灌胶，上样前用 110 V 电压预电泳 5 min。
1． 2． 3 聚复合物细胞毒性的研究 培养的慢性淋

巴白血病细胞( K562 细胞) ，采用 CKK-8 试剂盒测

定考察 PEG-b-PLL 的细胞毒性。实验步骤如下:

1． 2． 3． 1 取出对数生长期的 K562 细胞，吹匀，1 500
r /min 离心 5 min，弃去培养基，收集 K562 细胞，重

悬接种于 96 孔板，每孔加细胞悬液 90 μl，浓度为 1
× 104 cell /well。加入不同浓度的合成聚合物溶液，

混合均匀，于 37℃、5% CO2 条件下连续培养 4 h。
设计每个浓度 3 个复孔。同时设不加细胞的空白孔

和不进行任何处理的阴性对照孔。
1． 2． 3． 2 各因素组细胞孵育 2 d 后，取出 96 孔板，

每孔加入 15 μl 的 CCK-8 溶液，将孔板置于孵箱中

继续孵育 4 h。
1． 2． 3． 3 用紫外酶标仪测定在450 nm 处的吸光度值。
1． 2． 3． 4 计算每组 3 个复孔的平均吸光度值( OD
值) ，按以下公式计算细胞生存率:

细胞生存率( % ) = ( 样品 OD 值 － 空白 OD 值) / ( 阴

性对照 OD 值 － 空白组 OD 值) × 100%

2 结果

2． 1 PEG-b-PLL 的合成 设计聚赖氨酸的聚合度

为 80，合成的产品核磁谱如图 1，以分子中 PEG 定

标的情况下得出苄基的个数为 82． 7 个，即所得产品

赖氨酸聚合度约为 83。PEG-b-PLL-Cbz 在脱掉苄基

后即生成 PEG-b-PLL。

图 1 PEG-b-PLL-Cbz 核磁图谱

2． 2 聚复合物的合成及表征 实验结果如表 1，结

果显示随着 N /P( 氮磷比) 的增大，miＲNA 由游离状

态逐渐与高分子材料复合，形成胶束复合物，胶束复

合物的纳米粒比较松散，粒径在 150 ～ 260 nm 之间。
可能因为 miＲNA 的链段很短( 只有 21 个碱基对) ，

并且刚性很强的缘故，因此在我们的实验里，并未

见到胶束的粒径与 N /P 有明显的线性关系。PDI
( 多分散性) 可衡量胶束复合物粒径的分散程度，通

常认为在胶束复合物系统中，PDI ＜ 0． 3 方可满足进

一步研究的要求。我们制备的胶束复合物的 PDI 均

在 0． 3 以下，并且胶束复合物整体带正电荷( Zata 电

位都在 10 mV 以上) ，满足后续实验通过与细胞膜

的负电荷物质( 主要为磷脂双分子层) 相互作用，内

吞进入细胞的要求。

表 1 不同氮磷比下胶束复合物的动态光散射数据

N /P d( nm) PDI Zata( mV)

0 668． 4 0． 738 － 25． 1
5 185． 5 0． 277 15． 6
10 250． 6 0． 284 12． 2
20 155． 7 0． 244 16． 3

中性溶液中，带有负电荷的 miＲNA 可利用甲醛

变性琼脂糖从负极向正极泳动，利用 Goldview 核酸

染料插入到 miＲNA 后在紫外灯下呈现荧光条带。
凝胶电泳阻滞分析法可以通过荧光的位置和强度直

观地反映聚合物与 ＲNA 结合作用的强弱。当聚合

物与 miＲNA 结合牢固时，紫外灯下无法观察到荧

光; 如果结合得不牢固，那么游离的 miＲNA 就会与

核酸染料结合显示出荧光。如图 2 所示，当 N /P = 0
时，裸的 miＲNA 显示出非常强的荧光，随着 N /P 的

增大，荧光逐渐减弱，并且拖尾现象消失，显示 miＲ-
NA 已经与 PEG-b-PLL 稳定结合形成胶束复合物，

滞留在加样孔中。

图 2 不同 N/P 条件下，高分子嵌段共聚物对于 miＲNA
的复合效率( 图中 0 ～ 5 为复合物中的 N /P，即氮磷比)

为了测定该胶束复合物在生理条件下的稳定

性，在 0． 1 mol /L PBS 的溶液体系中制备 N /P = 10，

基因浓度在 5 nmol /L 的胶束复合物溶液，每隔 2 h
测一次其粒径和 PDI 变化( 图 3) 。可以看出，粒径

和 PDI 的变化是比较一致的。随着时间的推移，复
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合物的粒径逐渐增大，由 160 nm 左右增至 1 000 nm
以上，伴随的是 PDI 的数值由 0． 2 左右逐渐增大到

0． 45 左右，表明随着时间的推移，胶束复合物的稳

定性逐渐下降，胶束复合物在溶液电解质的作用下，

在 20 h 后明显发生团聚现象。

图 3 N /P =10 时，胶束复合物的粒径和
PDI 随时间变化趋势

2． 3 聚复合物细胞毒性的研究 实验所得结果如

图 4，分别在 PEG-b-PLL 的浓度为 0． 04、0． 2、1 mg /
ml 时测定其毒性。由实验结果我们可以看出，在相

同浓度下，相对传统的转染试剂 PEI，胶束复合物的

细胞存 活 率 远 高 于 PEI 组; 同 已 经 商 业 化 的 li-
po2000 比较，只有高分子材料在 1 mg /ml 的高浓度

时毒性高于 lipo2000，而在接近工作浓度的 0． 04
mg /ml，高分子材料的表现略优于 lip2000。表明该

材料可作为基因载体做进一步的研究。

图 4 不同浓度下，PEG-b-PLL 的细胞毒性
( 赖: PEG-b-PLL)

3 讨论

因为 miＲNA 较质粒 DNA 和 siＲNA 脆弱，因此

在载体系统的设计中能保证其稳定性就显得十分重

要。在本实验中成功制得 PEG-b-PLL，核磁谱显示

聚赖氨酸聚合度 83，与实验设计的结构接近，说明

本合成方案可行。利用动态光散射对不同 N /P 条

件下胶束复合物的流体力学半径以及 Zeta 电位进

行研究，实验结果表明，随着 N /P 的增大，胶束复合

物的流体力学半径变小，Zeta 电位变化不大，表明可

能在此过程中，胶束复合物复合 miＲNA 的能力逐渐

增大。本实验还利用凝胶阻滞色谱测定了胶束复合

物复合 miＲNA 的能力，在 N /P≥5 时，聚合物可以

对 miＲNA 进行有效包覆; 动态光散射数据显示，在

N /P = 10 时，在 20 h 后胶束复合物开始发生聚沉现

象，显示胶束复合物在类生理环境下具有一定的稳

定性。最后对该高分子材料的细胞生物毒性进行了

考察，结果显示聚赖氨酸-miＲNA 聚复合物各项特性

符合应用要求，相比其他载体毒性低，极具应用前

景。该材料有望通过传递 miＲNA 进入细胞内，在肿

瘤治疗等领域发挥巨大作用。
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总发生率。
1． 5 统计学分析 采用 χ2 检验，P ＜ 0． 05 为差异

有统计学意义。

2 结果

两组患者于第 4 个周期完成后进行评价，详见

表 1。结果显示，预防组周围神经毒性总发生率低

于对照组( P ＜ 0． 05 ) ，两组间各级周围神经毒性发

生率无显著性差异。

表 1 两组第 4 周期化疗后神经毒性比较( n = 32)

组别
神经毒性级别

0 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
发生率( % ) χ2

对照组 18 8 6 0 0 43． 8( 14 /32)

4． 654 5
预防组 26 3 3 0 0 18． 8( 6 /23) 1)

1) P ＜ 0． 05，与对照组比较

3 讨论

紫杉醇是一种抗微管装配的抑制剂，自 1992 年

在美国上市以来，越来越广泛地应用在乳腺癌、卵巢

癌、非小细胞肺癌、胃癌、食管癌等的一线二线治疗

中。其毒副作用包括过敏反应、骨髓抑制、神经毒性

和心脏毒性等，是限制其临床进一步应用的重要原

因。其神经毒性发生率较高，呈剂量依赖，多为周围

神经病变，表现为麻木、感觉异常等。研究发现紫杉

醇致神经毒性的机制与铂类药物类似: 其会导致感

觉神经元线粒体功能损害，表现为线粒体呼吸功能

减弱、ATP 产量减少等［4］。目前临床上尚无有效预

防及治疗周围神经毒性的药物及治疗方案。
左卡尼汀是人体能量代谢必需物质，广泛存在

于机体各组织中，心肌和骨骼肌含量较高，主要功能

是调节能量代谢。足量游离左卡尼汀可使因缺氧缺

血堆积的酯酰 CoA 进入线粒体从而使氧化磷酸化

顺利进行，在新陈代谢中起重要的作用。有基础研

究发现左卡尼汀可通过改善周围神经轴突线粒体功

能保护周围神经免受神经毒性药物损害［5，6］。更有

研究发现在紫杉醇及铂类药物诱导产生神经病变的

大鼠模型中，同时预防性给予左卡尼汀可以保护线

粒体功能而避免神经毒性发生［1-7］。
本研究尝试选用左卡尼汀来预防紫杉醇的周围

神经毒性。临床观察发现: 在应用紫杉醇联合卡培

他滨化疗的患者中加用左卡尼汀组的周围神经毒性

发生率较低，差异有统计学意义。初步说明左卡尼

汀对紫杉醇引起的周围神经毒性具有预防及治疗作

用，其机制可能与其改善神经细胞能量代谢及保护

线粒体功能有关。左卡尼汀也可尝试联合 B 族维

生素以及还原性谷胱甘肽等药进一步减少紫杉醇等

化疗药物的神经毒性及各种不良反应，最大限度发

挥化疗药物的抗肿瘤活性，改善患者生存质量。作

为一个新型的周围神经保护剂，左卡尼汀值得临床

应用及进一步研究。
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