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摘 要 报道了多聚赖氨酸淀粉纳米颗粒#*++,-./*)在 超 声 波 介 导 下 作 基 因 载 体 的 研 究!实 验 发 现01/2,

*++,-./*3复合物经过超声波处理不同的时间后的电泳分析显示!结合的 1/2受到保护!其生物学性质没

有改变4将56789*质粒1/2,*++,-./*3复合物与:;-,<细胞混合!在 %(&= 和 $&>?@的超声波强度下

处理 (ABC!细胞表达绿色荧光蛋白的比率最大!达到 <&DE这种基于超声波下淀粉纳米颗粒作载体的基因

转导方法可被广泛应用于动物转基因技术和人类基因治疗!同样可被广泛应用于植物转基因技术E
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以纳米颗粒作基因载体!相对常用的基因载体而言!具有生物亲和性高V稳定性好V易于控制及

靶向性强等优点!在基因转导和基因治疗方面显示出巨大的应用前景W%!(XE但在以纳米颗粒为基因载

体将外源基因导入受体细胞时!仍然存在以下方面的问题0基因,纳米颗粒复合物与细胞进行共培养

时!细胞膜的屏障使外源基因整合到细胞基因组的中间环节增多!使大部分携带 1/2的纳米颗粒难

以直接进入细胞WI!$X!从而直接携 1/2扩散到细胞核膜上!并穿过核膜孔或在细胞分裂过程中进入细

胞核以表达外源基因WJY<XE因此!有必要寻找提高纳米基因载体转导效率的新方法E研究表明!一定强

度的超声波能使细胞壁V细胞膜以至细胞核膜产生瞬间通道W’X!外源 1/2可借此进入细胞并进行表

达!然而!1/2直接由超声波介导时!超声波对外源 1/2有很大的破坏作用E
本文利用淀粉纳米颗粒所具有的良好的生物相容性V对 1/2的保护作用并结合超声波介导的特

点!建立了一种超声波介导纳米颗粒将外源基因直接转入细胞基因组的方法!基本上解决了上述存在

的问题E

Z 实验部分

ZEZ 仪器与试剂

2QB[\]̂.(&&蔡 司 倒 置 荧 光 显 微 镜#德 国 :N̂O_]B33公 司)4*[ON̂[B‘1a:显 微 成 像 系 统#美 国

*[ON̂[B‘公司)4bc*:1-’&&&*:凝胶图像分析系统#美国 bc*公司)4d]CUSAN̂>*OT3酶标仪#美
国 d6;,721公司)4琼脂糖凝胶水平电泳仪#1LL,e $I2北京六一仪器厂)4超声波发生器#I&&=!
%’&= 和 %(&= I种 型 号!上 海 新 芝 生 物 技 术 研 究 所)E多 聚 赖 氨 酸 淀 粉 纳 米 颗 粒#*[Of,g,Of3BC],
3.N̂USCNC[5N̂.BUO]!*++,-./*)由本实验室制备WGX4多聚赖氨酸#*[Of,g,Of3BC])购自鼎国生物技术公

司4绿色荧光蛋白#8̂]]ChOT[̂]3U]CU]5̂[.]BC!89*)表达载体 56789*和 :;-,<细胞取自本实验室E
ZEi 实验方法

%E(E% 超声波处理 1/2,*++,-./*复合物 取 F个 %J&j+离心管!在其中分别加入 *++,-./*溶

液!再加入质粒1/2溶液!混匀!于室温静置 I&ABC后!分为两组E将第一组的 I个离心管放在超声

波发生器上!在 %(&= 和 $&>?@的强度下!分别经超声波处理 I&!(&和 %&ABC4将第二组的 I个离
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心 管 中 的 样 品 经 过 与 第 一 组 相 同 的 处 理 后!加 入 "#$%溶 液!摇 匀!用 提 取 &"’的 方 法()*+洗 脱

&"’,-..,/0"-复合物中的 &"’1最后!从每个管中取样!加入凝胶点样孔!进行电泳分析!以经过

超声波处理的 &"’作对照2
)2323 超声波处理 &"’,-..复合物 在 4个 )5*6.的离心管中分别加入 -..溶液!再加入 &"’
溶液!混匀!于室温静置 4*789!按 ):3:)节的方法!分别经超声波处理 4*!3*和 )*789!用琼脂糖

凝胶电泳分析 &"’与 -..的结合状况!洗脱复合物中的 &"’!并进行电泳分析2
)2324 超声波处理;$/,<细胞 取;$/,<细胞接种于培养瓶中!在含体积分数为 5=的;$3和于 4<
>的培养箱中培养至细胞覆盖率达 5*=?<*=后!倒掉培养基!用 &,%#9@A液洗涤细胞后!以胰酶消

化 5789!加入新鲜培养基制成细胞悬浮液!取 )5个 )7.的离心管!在每个离心管中加入 B**6.细

胞悬浮液!将实验平均分为 4组!和分别在 4**C 和 D*@%E1)B*C 和 D*@%E及 )3*C 和 D*@%E的

强度下进行超声波处理!将每组的 5个离心管在同一强度下分别处理 )5!)*!5!3及 )789!将处理后

的细胞接种于 4F孔培养板中培养 DBG后!用 HI9JG7#K@-LMA酶标仪检测细胞的成活率2
)232D 超声波介导 -..,/0"-的基因转导 取 ;$/,<细胞接种于 F孔培养板中!在含体积分数为

5=的;$3和 4<>的培养箱中培养!当细胞覆盖率达 5*=?<*=后!倒掉培养基!用&,%#9@A液洗涤

细胞后!用胰酶消化 5789!加入新鲜培养基制成细胞悬浮液!在悬浮液中加入 &"’,-..,/0"-溶

液!用超声波处理 3789!培养 3DG后!在荧光显微镜下观察2对照实验设计如下N在经胰酶消化后的

细胞悬浮液中加入无小牛血清的培养基!再加入 &"’,-..,/0"-溶液!与细胞进行共培养!FG后替

换为含小牛血清的完全培养基2

O 结果与讨论

O2P QRRSTUVQ对 WVX的保护

将多聚赖氨酸淀粉纳米颗粒与 &"’结合!质量分数为 )=的凝胶电泳表明!-..,/0"-具有很强

的 &"’富集能力Y图 )中第 3道Z2&"’,-..,/0"-复合物分别经超声波处理 )*?4*789后!其电泳

条 带Y图 )中第 4?5道Z与没有进行超声波处理的复合物的电泳条带相同Y图 )中第 3道Z!将经过超

声波处理的 &"’,-..,/0"-复合物中的 &"’洗脱下来并以凝胶电泳考察Y图 )中第 F?B道Z!发现

与对照质 粒 &"’条 带Y图 )中 第 )道Z相 同2表 明 超 声 波 处 理 不 影 响 -..,/0"-对 &"’的 结 合!
-..,/0"-可保护 &"’!防止被超声波破坏2而未与 -..,/0"-结合的 &"’经超声波处理 5789后

的电泳泳道没有明显的条带而呈连带状Y图 )中第 [道Z!表明 &"’已被超声波破坏2
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\]̂2O X̂ _‘abĉ cdcdceU‘afga‘cb]bah

WVXSQRReaifdclcb
将多聚赖氨酸与 &"’结合!并经过超声波处理!质量分数为 )=的凝胶电泳显示!-..仍结合有

&"’!滞留在凝胶点样孔中Y图 3中第 )道Z2洗脱经超声波处理的&"’,-..复合物的&"’!电泳实

验发现只有连片状的亮带Y图 3中第 3?D道Z!表明复合物中的 &"’已被超声波破坏2
上述结果表明!-..,/0"-可避免 &"’受到超声波的破坏!而单一 -..却不能避免 &"’受超

声波的破坏2这可能因为纳米颗粒具有特殊的体积效应!结合 &"’后空间构型发生了变化!从而不

受超声波的破坏2
O2O 超声波处理对 mnTSo细胞存活率的影响

将 ;$/,<细胞悬浮液置于离心管中!在不同的超声波强度下处理不同时间!转入 4F孔培养板上!
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!"#后通过酶标仪检测细胞的成活率$结果见表 %&由表 %可知$在不同超声波强度下处理不同的时

间$细胞的存活率不同$当超声波强度较大或处理时间较长时$细胞存活率较低’当超声波强度较小

或处理时间较短时$细胞存活率较高&综合细胞成活率和纳米颗粒的导入率$选择在 %!() 和 "(*+,
强度下处理 !-./$用于超声波作用下基因转导较为合适&
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k&l 超声波介导多聚赖氨酸淀粉纳米颗粒的基因转导

基于超声波介导的纳米颗粒载体能有效地将外源 mno基因转入受体 fghi\细胞中$并能得到高

效表达p见图 ]q&由图 ]可见$大部分细胞发出绿色荧光$但所见细胞发出荧光的强弱有所不同$主要

r8E&l stuvrws31Cx8Fyz{@w||@?9zwC9D4194FG896H39D1C;HIF1IFB1DD84F8I9;964=>?@AB433C

x4F8194F2:H39D1C;HIF$1IFvrwE4I44}sD4CC4Fvrw191<D4~H4IB:;<12;H9A!"
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是因为细胞表达 mno在时间上存在差异&用显微镜观察时$聚焦的平面有所不同$也会造成差异$经

计数统计分析$建立的该基因转导法所得到基因的转导率约为 \("$而对照未经超声波介导的纳米颗

粒载体的基因转导率约为 "("&结果表明$借助超声波的作用可显著提高纳米颗粒基因载体的基因转

导 率&这可能归因于以下原因%多聚赖氨酸淀粉纳米颗粒po&&ihM’oPq的粒径p约 W(/-q较小$结合

有 (’#的 (’#io&&ihM’oP的粒径pW()%((/-q也较小*Z+$而在超声波作用下$细胞膜和细胞核膜

产 生 微 米 级 大 小 的 瞬 间 通 道*[+$因 此$(’#io&&ihM’oP易 于 穿 过 这 些 瞬 间 通 道’超 声 波 对 单 纯 的

(’#有破坏作用$可能是因为超声波的空化作用将 (’#片段打碎$而纳米颗粒具有特殊的体积效

应$结合到颗粒上的 (’#的空间构型发生了变化$从而有效地防止了超声波的破坏$在超声波的介

导作用下$纳米颗粒i(’#复合物较易通过细胞膜和细胞核膜$从而使外源基因直接整合到细胞基因

组内$显著提高基因转导效率&该方法与目前国际上采用的病毒载体法*%%+和脂质体载体法*%!+相比较$
具有以下优点%p%q具有良好的细胞相容性$因为淀粉为可降解的生物材料$故淀粉纳米颗粒对细胞

的毒性极小’p!q不具有免疫原性$这是病毒载体所不能比拟的$因为病毒载体本身能编码免疫蛋白’
p]q具有良好的稳定性$而脂质体在体内不稳定$也具有细胞毒性’p"q在超声波的介导下$(’#直

接整合到细胞基因组内的机会增加&

l 结 论

通过用超声波处理多聚赖氨酸淀粉纳米颗粒i(’#复合物和在超声波的作用下由多聚赖氨酸淀粉

纳米颗粒将外源基因转入 fghi\细胞这一系列的实验表明$多聚赖氨酸淀粉纳米颗粒不仅能有效地

结合 (’#$而且能完全保护 (’#免受超声波的破坏$在超声波作用下$淀粉纳米颗粒基因载体的基

因转导效率明显提高&此方法具有操作简便,转导效率高及不要求有受体细胞特异性等优点$可望广

泛应用于动物和植物转基因技术&
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DFF_年度国家自然科学基金重点学术期刊评审揭晓

经专家评审.国家自然科学基金委员会委务会议审定.ABBQ年度共有 C"种学术期刊获得国家自然科学基金重点

学术期刊专项基金资助K资助期限为两年.资助强度分别为每年 "B万元和 "A万元.总经费 aba万元K为了进一步提高

评审工作的科学性L权威性L公正性.ABBQ年的评审程序做了相应调整.以 /]$T=],和 ]=],检索数据的定量测评为

主.辅以函评专家的定性评审意见K评审结果按科学部统计情况为G数理科学 H刊.化学科学 H刊.生命科学 b刊.地

球科学 Q刊.工程与材料科学 C刊.信息科学 A刊.管理科学 "刊.综合类 A刊U详见下表

MMM MMM MMM

VK

MM MM MM

序号 期刊名称 序号 期刊名称 序号 期刊名称 序号 期刊名称

" 数学学报U英V b 中国化学工程学报U英V "R 生物化学与生物物理学报 AH 材料科学技术U英MM MM MM V
A 物理学报 "B 化学通报 "k 中华医学杂志 AaMM MM MM 金属学报

C 中国物理快报U英V "" 中国药理学报U英V "b 中国中西医结合杂志 AR 计算机科学技术学报U英MM MM MM V
Q 天体物理学报U英V "A 世界胃肠病学杂志U英V AB 地质学报U英V AkMM MM MM 电子学报

H 力学学报U英V "C 植物学报U英V A" 地球物理学报 AbMM MM MM 管理科学学报

a 高等学校化学学报 "Q 细胞研究U英V AA 地理学报 CB 科学通报U英MM MM MM V
R 化学学报 "H 作物学报 AC 大气科学进展U英V C"MM MM MM 中国科学

k 分析化学 "a 中国农业科学 AQ 稀有金属材料与工程

国家自然科学基金委员会科学基金杂志社事业发展处 莫京L武长白-

RCaX;-Q 刘 俊等G
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM

基于超声波下淀粉纳米颗粒作载体的基因转导

万方数据


