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［摘要］ 目的 采用中心组合设计法优化载基因壳聚糖纳米粒的最佳转染制备区域。方法 采用复凝聚法制备载质

粒基因的壳聚糖纳米粒，选择壳聚糖浓度和质粒基因浓度作为实验考察因素，应用两因素五水平中心组合设计优化最佳转染

制备区域，优化指标选择平均粒径和基因转染率。通过透射电镜观察纳米粒的形态; 通过动态光散射和电泳光散射技术分别

测量纳米粒的粒径和 Zeta 电位; 通过凝胶电泳分析考察质粒在纳米粒制备过程中的稳定性; 通过倒置荧光显微镜观察质粒基

因在细胞内的表达; 通过流式细胞技术测定纳米粒的转染效率。结果 成功优化了载基因壳聚糖纳米粒的最佳转染制备区

域。优选条件下制备的纳米粒大多呈球形，纳米粒平均粒径为 217． 6 nm，粒径多分散系数为 0． 241，表明粒径分布较窄。纳米

粒 zeta 电位为 + 22． 4 mV，表明纳米粒表面带有正电荷，可以增加纳米粒混悬液的稳定性。凝胶电泳分析结果表明质粒基因

在纳米粒制备过程中没有遭到破坏。纳米粒的细胞转染效率比较高，能够高效地将绿色荧光蛋白质粒基因递送到细胞内，并

且基因表达产生绿色荧光蛋白。结论 本研究建立的数学模型具有良好的预测性。在优化的制备区域内制备的载基因壳聚

糖纳米粒的转染性能比较理想。
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Optimized preparation of DNA-chitosan nanoparticles with high transfection effi-
cency through a central composition design
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［Abstract］ Objective This study aimed to optimize the preparation condition of DNA-chitosan nanoparticles with high transfec-
tion efficency through a central composition design． Methods The DNA-chitosan nanoparticles were prepared by complex coacervation
between pEGFP and chitosan． We selected the concentrations of chitosan and plasmid as two experimental factors，and a central compos-
ite design with two factors and five levels was used to optimize the preparation condition of DNA-chitosan nanoparticles for high transfec-
tion efficency． The concentrations of chitosan and plasmid were selected as the independent variables，respectively． The dependent varia-
bles included average particle size and transfection efficiency． The morphology of DNA-chitosan nanoparticles was observed using a trans-
mission electron microscope． The size and zeta potential of nanoparticles were measured by dynamic light scattering ( DLS) and electro-
phoretic light scattering ( ELS) ，respectively． The stability of plasmids in the process of nanoparticles preparation was investigated
through the agrose gel electrophoresis． The expression of plasmids delivered by nanoparticles was observed under an inverted fluorescence
microscope． The transfection efficiency of DNA-chitosan nanoparticles was assayed by flow cytometry． Ｒesults The preparation condition
of DNA-chitosan nanoparticles with high transfection efficency was optimized successfully． Under the optimum preparative conditions，
the DNA-chitosan nanoparticles were almost spherical． The average size of nanoparticles was 217． 6nm，and distributed in a narrow
range with a polydispersity index of 0． 241． The zeta potential was + 22． 4 mV，which suggested that a den-sity of positive charge exist
onto the surface of nanoparticles and consequently enhanced the stability of nanoparticles suspension． The results of gel electrophoresis
showed that plasmids were not destroyed in the process of nanoparticles preparation． The cell transfection of nanoparticles was very
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highly efficient． The nanoparticles could effectively deliver the pEGFP plasmids into cells to express the green fluorescent protein at a
high level． Conclusion The established mathematic models have the good predictive function． Under the optimum preparative condi-
tions，the DNA-chitosan nanoparticles have the high potential of cell transfection．

［Key words］ nanoparticles; plasmid DNA; central composition design; chitosan; transfection efficency

基因治疗是一种富有前景的疾病治疗方法。目

前制备纳米粒基因递送系统选用的材料主要有壳聚

糖［1-5］、聚乳酸-乙醇酸共聚物( PLGA) ［6］和明胶［7］等，

制备工艺主要有凝聚法［1-5，7］和乳化挥发法［6］等。壳

聚糖( chitosan) 是甲壳素 N-脱乙酰基的衍生物，是一

种生物可降解多糖，具有良好的组织相容性。壳聚糖

高分子链上有许多游离氨基，在酸性条件下游离氨基

可以发生质子化而使壳聚糖分子带正电荷，而质粒基

因分子链上有很多磷酸基团，其分子上的 H + 解离导

致 DNA 分子链带负电荷，DNA 和壳聚糖分子混合后

通过静电络合，两者压缩在一起形成转染复合物或纳

米粒等［8，9］。利用这一特点，可以使用复凝聚法制备

载基因壳聚糖纳米粒［1-5］。该方法较乳化挥发法制备

工艺简单，不使用有机溶剂，制备条件温和，也不会破

坏质粒基因的结构和功能［10］。
由于基因递送系统的转染能力从根本上反映基

因递送系统的效率，所以大都采用基因转染实验来

评价基因递送系统的性能。在基因转染实验中多采

用绿色荧光蛋白( pEGFP) 、萤火虫荧光素酶等报告

基因来评价转染性能，因为这些基因的表达产物易

于检测。中心组合 设 计 ( central composite design，

CCD) 是近年来国内外应用较多的一种优化方法，可

用非线性数学模型拟合，复相关系数较高，模型预测

性比较好［11，12］。
过去众多学者研究制备了载基因壳聚糖纳米

粒，但是还未见对最佳转染制备区域进行优化的报

道。在前期研究基础上，本研究选择绿色荧光蛋白

质粒报告基因为模型基因药物，通过复凝聚法制备

载基因壳聚糖纳米粒，采用 CCD 设计比较系统地优

化壳聚糖纳米粒基因递送系统的最佳转染制备区

域，并系统考察载基因壳聚糖纳米粒的基本理化性

质，为研究者制备和拓展使用载基因壳聚糖纳米粒

提供方法借鉴和技术参考，推动载基因壳聚糖纳米

粒的应用和发展。

1 材料与仪器

1． 1 材料 PＲOTASANTM CL 113 壳聚糖( Pronova
Biomedical，Norway，MW 110 000，脱乙酰度 87% ) ;

DMEM 培养基( GIBCO BＲL ，USA) ; Lipofectamine
脂质体转染试剂( GIBCO BＲL ，USA) ; pEGFP 绿

色荧光蛋白质粒基因 ( clontech，实验 室 扩 增 和 提

取) ; HEK293 人胚胎肾细胞 ( 北京大学 医 学 部 提

供) ; 各种细胞培养用试剂; 其他试剂均为分析纯;

实验用水均为双蒸水。
1． 2 仪器 CM120 透射电子显微镜( Pillips，Neth-
erlands) ; QL-901 旋涡混合器( 江苏海门麒麟医用仪

器厂) ; Finnpipette 移 液 器 ( Labsystems，Finland ) ;

Zetasizer 3000HS 纳米粒度分析仪 ( Malvern Instru-
ments，UK ) ; IX70 倒 置 荧 光 显 微 镜 ( Olympus，Ja-
pan) ; CO2 恒温培养箱( Sanyo，Japan ) ; TLL-C 台式

高速冷冻离心机( 北京四环科学仪器厂) ; 普通光学

显微镜( Olympus，Japan) ; 超净工作台( 北京半导体

设备一厂) 。

2 方法与结果

2 ． 1 载基因壳聚糖纳米粒的制备 采用复凝聚

法制备载基因壳聚糖纳米粒。将一定浓度的壳聚

糖溶液和 200 μl 一定浓度的绿色荧光蛋白质粒基

因溶液分别置于 55 ℃ 水浴恒温 20 min。精密吸

取壳聚糖溶液 200 μl 加到质粒基因溶液中，迅速

在旋涡混合器上混合 30 s，即得载基因壳聚糖纳米

粒混悬液。
2． 2 纳米粒形态、粒径与 Zeta 电位的测定 吸取

少量纳米粒混悬液滴至铺有碳膜的铜网上，静置 2
min，用滤纸吸干混悬液，再滴加 2% ( W/V) 磷钨酸

染色，晾干后，于透射电子显微镜下观察纳米粒形

态。另取 纳 米 粒 混 悬 液 适 量，通 过 动 态 光 散 射

( DLS) 和电泳光散射( ELS) 技术，使用马尔文纳米

粒度及 zeta 电位分析仪测定平均粒径、多分散系数

及其 zeta 电位。
2． 3 基因转染 将 HEK293 细胞按 3 × 104 /孔分别

接种于 24 孔细胞培养板中，培养 24 h 后进行基因转

染实验，设立样品孔、阳性对照孔和阴性对照孔。将

200 μl 纳米粒混悬液铺加到样品孔中，每个样品平行

做 3 孔; 同时，将 200 μl 脂质体-pDNA 复合物加到阳

性对照孔中; 阴性对照孔不加纳米粒或只加裸质粒基

因。孵育3 h 后吸去转染物，加入1 ml 含10%胎牛血

清的 DMEM 培养基，继续培养，每隔 48 h 换加 1 ml
新鲜培养基。在转染 24 h 后，用倒置荧光显微镜对

细胞进行定时观察。
2． 4 基因转染效率的测定 在设定时间吸弃孔中旧

培养基，用 PBS 洗一遍，加入 0． 25% 胰蛋白酶消化
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液，室温放置 3 ～ 5 min。向孔中加入 PBS，制备单个

细胞悬液。将细胞悬液于 1 200 r /min 离心 10 min，

弃去 PBS，加入 2%多聚甲醛固定液 0． 5 ml，将细胞

沉淀吹打散开再制成细胞悬液，用流式细胞技术测

定转染效率。
2． 5 处方优化
2． 5． 1 中心组合实验设计 在预实验基础上，选取

对纳米粒制备和性质影响较显著的 2 个因素: 壳聚

糖浓度( X1 ) 和质粒基因浓度( X2 ) 作为实验设计因

素，并确定 2 个因素的考察范围。根据 CCD 设计原

理，每个因素设 5 个水平考察，各因素及水平见表

1，实验安排见表 2。各处方点的考察指标平均粒径

和基因转染效率测定结果见表 3。

表 1 各因素水平代码及实验操作值

因素
水平

－ 1． 414 － 1 0 1 1． 414
Cchitosan ( X1，mg/ml) 0． 100 0． 202 0． 450 0． 698 0． 800
Cplasmid ( X2，mg/ml) 0． 080 0． 092 0． 120 0． 148 0． 160

表 2 实验安排( n = 2)

处方编号
编码

X1 X2

安排
X1 ( mg /ml) X2 ( mg /ml)

1 － 1 － 1 0． 202 0． 092
2 － 1 1 0． 202 0． 148
3 1 － 1 0． 698 0． 092
4 1 1 0． 698 0． 148
5 － 1． 414 0 0． 100 0． 120
6 1． 414 0 0． 800 0． 120
7 0 － 1． 414 0． 450 0． 080
8 0 1． 414 0． 450 0． 160
9 0 0 0． 450 0． 120
10 0 0 0． 450 0． 120
11 0 0 0． 450 0． 120
12 0 0 0． 450 0． 120
13 0 0 0． 450 0． 120

表 3 考察指标平均粒径和基因转染效率测定结果

处方编号 平均粒径 ( nm) 基因转染效率 ( % )

1 230． 4 24． 30
2 290． 8 9． 16
3 175． 8 4． 43
4 204． 0 9． 64
5 纳米粒聚集沉淀

6 183． 0 7． 17
7 181． 2 6． 88
8 242． 5 22． 58
9 217． 5 19． 58
10 216． 4 19． 48
11 218． 9 20． 66
12 223． 5 20． 92
13 218． 1 18． 46

2． 5． 2 模型拟合 以平均粒径和基因转染率作为

指标( 因变量) ，分别对各因素( 自变量) 进行多元线

性回归和多元非线性回归拟合。模型如下:

多元线性回归: Y = B0 + B1X1 + B2 X2

多元 非 线 性 回 归: Y = B0 + B1X1 + B2X2 +
B3X1

2 + B4X
2
2 + B5X1X2

对拟合方程进行方差分析，舍去 P ＞ 0． 05 的各

拟合项，再进行拟合，求得简化方程。根据拟合的回

归方程绘制各指标随自变量变化的三维效应面( re-
sponse surface) ，由效应面选取优化工艺条件，按优

化的工艺条件制备基因壳聚糖纳米粒，并进行预测

分析。
拟合多元线性回归方程如下:

平 均 粒 径: Y1 = 186． 700 － 131． 085X1 +
774. 608X2 ( r2 = 0． 939，F = 69． 497，P ＜ 0． 05)

基因 转 染 效 率: Y2 = 19． 003 － 21． 365X1 +
54. 220X2 ( r2 = 0． 322，F = 2． 138，P ＞ 0． 05)

以上结果表明: 平均粒径各因素呈良好的线性

关系，线性检验 F 值均较大，P 值 ＜ 0． 05，表明有显

著性差异; 而基因转染率多元线性回归方程相关性

均不好，P 值 ＞ 0． 05，表明线性关系不显著。
多元非线性回归二项式拟合结果如下:

平均粒径: Y1 =102．554 －131．996X1 +2 204．808X2 +
138．263X1

2 － 3 803．640X2
2 － 1 149．620X1X2 ( r

2 = 0. 996，

F = 41． 142，P ＜ 0． 05)

基因 转 染 效 率: Y2 = － 6． 700 － 43． 503X1 +
615. 463X2 － 67． 659X1

2 － 3 700． 780X2
2 +

726. 543X1X2 ( r2 = 0． 950，F = 141． 299，P ＜ 0． 05)

以方程的回归系数 r 最大且 P 最小为原则，结

果表明多元非线性回归二项式拟合效果最好。
2． 5． 3 效应面优化 根据上述优化的各指标( 因

变量) 多元非线性回归二项式拟合方程，使用 Origin
统计软件绘制了因变量随自变量变化的效应面图

( 图 1、2) 。从各指标的因变量效应面上优选出较佳

的制备区域( 表 4) ，并综合分析得出公共优化区域:

X1 为 0． 40 ～ 0． 55 mg /ml，X2 为 0． 11 ～ 0． 14 mg /ml。

表 4 因变量效应面上最佳制备区域

因变量
自变量

X1 ( mg /ml) X2 ( mg /ml)
平均粒径 ( nm) 0． 40 ～ 0． 65 0． 10 ～ 0． 14
基因转染效率( % ) 0． 25 ～ 0． 55 0． 11 ～ 0． 15

各因变量随自变量 X1 和 X2 变化的三维效应面

及相应等高线图如下:
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图 1 平均粒径效应面和对应的等高线图

图 2 基因转染效率效应面和对应的等高线图

在优选区域内选取较优条件( X1 = 0． 45 mg /ml，
X2 =0． 12 mg /ml) 制备基因壳聚糖纳米粒，测定了平

均粒径和基因转染效率，然后与模型预测值进行比

较，以上各指标的偏差分别为 0． 64% 和 － 5． 01% ( 表

5) ，表明各因变量的预测值与观测值的偏差均较小，

证明本研究所建立的数学模型具有良好的预测性，可

用来预测载基因壳聚糖纳米粒的平均粒径和基因转

染效率。

表 5 预测值与实测值比较

指标 预测值 实测值 偏差( % )

平均粒径 ( nm) 218． 9 217． 5 0． 64
基因转染率 ( % ) 19． 70 20． 74 － 5． 01

注: 偏差( % ) = ( 预测值 － 实测值) /预测值 × 100

2． 6 质粒基因在纳米粒制备过程中的稳定性 在

不加入壳聚糖的情况下，将经过不同制备工艺参数

处理的质粒基因进行 0． 8% ( W/V) 琼脂糖凝胶电泳

实验，同未经处理的质粒对照比较，观察质粒电泳条

带的变化，考察质粒基因在各种制备条件下的稳定

性。结果表明( 图 3) ，质粒基因在不同工艺参数条

件下的电泳条带和对照质粒相比都几乎没有变化，

说明质粒基因在纳米粒制备过程中没有遭到破坏，

不仅证明了复凝聚法制备载基因壳聚糖纳米粒的工

艺合理性，也为质粒基因被纳米粒递送进入细胞后

保持基因表达活性提供了保障。

图 3 不同制备工艺参数条件对质粒基因稳定性的影响
A． λ-EcoT14Ⅰ相对分子质量对照; B． 未处理质粒( 对照) ; C．

未加 Na2 SO4，涡旋混合，室温; D． 未加 Na2 SO4，涡旋混合，55℃ ; E．
加 Na2 SO4，未涡旋混合，室温; F． 加 Na2 SO4，涡旋混合，室温; G． 加

Na2 SO4，涡旋混合，55℃ ; H． 加 Na2 SO4，未涡旋混合，55℃
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2． 7 优化条件下纳米粒的形态、粒径及分布 通过

透射电镜观察结果表明，优选条件下制备的载基因壳

聚糖纳米粒呈现良好的分散状态，形态比较规则，大

多呈球形( 图 4) 。经纳米粒度分析测定，结果表明，

纳米粒平均粒径为 217． 6 nm，粒径多分散系数为

0. 241，表明粒径分布较窄，纳米粒大小比较均匀。

图 4 载基因壳聚糖纳米粒透射电镜图 ( ×22 000)

2． 8 载基因壳聚糖纳米粒表面的 zeta电位 纳米

粒子表面的电荷性质对于纳米制剂的体系稳定性至

关重要。本研究对中心组合设计不同实验点制备的

载基因壳聚糖纳米粒的 zeta 电位进行测定。其中，5
号实验点由于纳米粒制备后发生团聚沉淀而未做测

定。结果表明，各实验点制备的纳米粒表面都带有一

定强度的正电荷( 表 6) ，这使得纳米粒凭借同种电荷

相互排斥作用而不易聚集，可增加纳米粒混悬液的体

系稳定性。另外，通过中心组合设计优选条件制备的

纳米粒 zeta 电位测定结果为 +22． 4 mV( 图 5) 。

图 5 载基因壳聚糖纳米粒 Zeta 电位分布

表 6 中心组合设计不同实验点制备的载基因壳聚糖纳米粒的 zeta 电位

处方编号 壳聚糖( CTS) ( mg /ml) 质粒基因( pDNA) ( mg /ml) 质量比( WCTS /WpDNA ) zeta 电位( mV)

1 0． 202 0． 092 2． 2 + 19． 4
2 0． 202 0． 148 1． 4 + 17． 0
3 0． 698 0． 092 7． 6 + 7． 9
4 0． 698 0． 148 4． 7 + 15． 2
6 0． 800 0． 120 6． 7 + 8． 2
7 0． 450 0． 080 5． 6 + 5． 3
8 0． 450 0． 160 2． 8 + 22． 1

9 ～ 13 0． 450 0． 120 3． 8 + 22． 0

2 ． 9 倒置荧光显微镜观察结果 使用优选条件

制备的载基因纳米粒转染 HEK293 细胞。通过倒

置荧光显微镜进行动态观察，转染第 1 天后发现

在纳米粒组能够观察到零星的绿色荧光点，而在

阴性对照组和裸质粒组却观察不到，说明在纳米

粒组细胞内有绿色荧光蛋白表达生成，证明壳聚

糖纳米粒能够将绿色荧光蛋白质粒基因递送到了

细胞内，并且基因表达产生了绿色荧光蛋白。图 6
是第 3 天的基因转染效果照片，可以看出在较优

条件下制备的载 pEGFP 质粒基因壳聚糖纳米粒转

染 HEK293 细胞转染效率很高，表达效果比较理

想。

图 6 载 pEGFP 基因壳聚糖纳米粒转染 HEK293 细胞后绿色荧光蛋白的表达( A． × 100; B． × 200)
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3 讨论

制剂工艺优化普遍采用正交设计或均匀设计，

实验次数少，数据处理较为方便。但上述方法均为

基于线性模型的实验设计，如果因素与效应间为非

线性关系，特别是各因素间存在相互作用时，那么得

出的最优工艺可能与实际情况存在较大偏离。目

前，中心组合设计在制剂工艺优化中被广泛采用，该

设计充分考虑了因素与效应间的非线性可能和各因

素间的交互作用，可克服正交设计和均匀设计精度

低、预测性差等不足。中心组合设计法优化制剂处

方工艺，方法简便，可对多因素和多指标的实验进行

综合优化筛选，实验结果预测较为准确。因此，中心

组合设计是进行多因素及多指标处方和制备工艺优

化筛选的较佳方法。
在一些发表的论文中，有研究者使用 N/P 比作

为影响因素来考察材料与基因的比例对转染效率的

影响。N/P 比的定义是基因载体中能够质子化的氨

基的摩尔数与基因中能够解离的磷酸根的摩尔数的

比值。首先，从定义来看，N/P 比这个概念只适用于

含有氨基的聚阳离子基因载体，覆盖面显得有点窄，

因为有的基因递送载体本身不含氨基，例如 PLGA。
其次，N/P 比的数值不是很准确，一方面，因为聚合物

本身不是分子量均一的物质，其分子量有一个分布，

在计算载体的氨基摩尔数时只能使用聚合物平均分

子量这个指标，这样得出的氨基摩尔数可以说并不十

分精确; 另一方面，组成基因( DNA) 的 4 种脱氧核糖

核苷酸( 每个核苷酸含有一分子磷酸) 的分子量不同，

相互间略有差别，在计算解离磷酸根摩尔数时只能使

用核苷酸平均分子量这个指标，由此得出的磷酸根摩

尔数也不精确，进而导致最终计算的 N/P 比的数值

不精确。所以，本研究没有使用 N/P 比作为指标因

素来考察材料与基因的比例对转染效率的影响。
此外，本研究发现在中心组合设计中质量比

( 也可理解为 N /P 比) 较高的处方点( 例如 3、6、7 )

对应的转染效率反而较低( 表 3 ) 。为了解释该现

象，本研究对中心组合设计不同实验点制备的载基

因壳聚糖纳米粒的 zeta 电位进行了测定( 表 6) 。结

果表明，质量比较高的处方点( 例如 3、6、7) 对应的

zeta 电位较低。众所周知，细胞膜表面带有一定密

度负电荷，这样表面带有正电荷的纳米粒子可以通

过电性作用黏附于细胞膜表面，有利于荷正电纳米

粒的细胞摄取。因此可以推断: 对于上述质量比较

高的处方点制备的纳米粒，其具有较低的 zeta 电位，

在一定程度上降低了纳米粒和细胞膜的黏附效率，

减少了纳米粒入胞数量，进而导致转染效率较低。

综上所述，本研究采用复凝聚法制备载 pEGFP
质粒基因的壳聚糖纳米粒，并采用中心组合设计成功

对载基因壳聚糖纳米粒基因递送系统的最佳转染制

备区域进行了优化，建立的数学模型具有良好的预测

性。本研究在优化条件下制备的基因壳聚糖纳米粒

大多呈球形，粒径大小分布均匀，纳米粒的转染性能

比较理想。壳聚糖本身没有细胞毒性，其在体内可生

物降解，具有良好的组织相容性，壳聚糖纳米粒用作

基因递送载体是安全的。虽然优化的转染效率仍然

比不上一些商业转染试剂( 如 Lipofectamine 2000) ，但

是壳聚糖纳米粒在体内应用中具有独特的优势( 例如

口服基因递送效果理想［5］) ，是一种很有前景的体内

基因递送载体。笔者旨在为研究者制备和拓展应用

载基因壳聚糖纳米粒提供一定参考和借鉴。
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