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文章亮点： 
实验创新性地将小分子质量聚乙烯亚胺共价连接于壳聚糖骨架上制作聚乙烯亚胺-壳聚糖复合载体，再以

复凝聚法制备聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒，体外基因转染实验显示聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒对关
节软骨细胞具有较高的转染效率，达到与 LipofectamineTM 2000 相近，但其在活体内环境多种因素影响下效
果如何，尚需进一步研究以验证其有效性。 
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摘要 
背景：壳聚糖对软骨细胞具有良好的生物相容性和可降解性，但存在基因转染效率偏低的缺陷。  
目的：构建负载增强型绿色荧光蛋白基因的聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA 纳米粒，检测其理化性能，以及体外对
关节软骨细胞的基因转染效率。 
方法：将聚乙烯亚胺共价连接于壳聚糖骨架上构建聚乙烯亚胺-壳聚糖复合物，再将聚乙烯亚胺-壳聚糖与负

载增强型绿色荧光蛋白基因的质粒 DNA 以复凝聚法制成纳米粒，以扫描电镜检测纳米粒形态，Zeta 电位粒
度分析仪测定其粒径、表面电位；凝胶电泳阻滞实验观察聚乙烯亚胺-壳聚糖和质粒 DNA 的结合力。以聚乙
烯亚胺-壳聚糖/DNA 纳米粒、裸质粒 DNA、脂质体 2000 及壳聚糖/DNA 纳米粒转染体外培养的兔关节软骨
细胞，流式细胞仪及荧光显微镜检测基因转染率；激光共聚焦显微镜检测 DNA的入核情况。 
结果与结论：聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA 纳米粒多呈球形，粒径为(154.6±18.6) nm，表面 Zeta 电位为(24.68±    
6.82) mV，可有效保护质粒DNA免受 DNaseⅠ的降解。体外转染实验证明聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒能介
导增强型绿色荧光蛋白基因转染关节软骨细胞并在细胞内表达绿色荧光蛋白，转染率达(23.80±1.74)%，转染率
高于裸质粒DNA组及壳聚糖/DNA纳米粒组(P < 0.05)，与脂质体 2000组无显著差别(P=0.522)。表明聚乙烯亚
胺-壳聚糖/DNA纳米粒能有效保护质粒DNA免受核酸酶降解，对关节软骨细胞有良好的基因转染能力。 
 

Preparation of polyethylenimine-chitosan/DNA nanoparticles for transfecting 
articular chondrocytes in vitro  

 

Lu Hua-ding, Dai Yu-hu, Lian Li-yi, Lü Lu-lu, Zhao Hui-qing (Department of Orthopaedics, the Third 
Affiliated Hospital of Sun Yat-san University, Guangzhou  510630, Guangdong Province, China) 
 

Abstract 
BACKGROUND: Chitosan is well known as good biocompatibility and biodegradability; however, its extensive 
use in biomedical applications is restricted due to its poor transfection efficiency. 
OBJECTIVE: To prepare the polyethyleneimine-chitosan/DNA nanoparticles loading enhanced green fluorescent 
protein gene, and to detect their physicochemical properties and gene transfection efficiency towards 
chondrocytes in vitro. 
METHODS: Low molecular weight polyethyleneimine was covalently linked to chitosan backbone to construct 
chitosan-graft-polyethyleneimine; then the chitosan-graft-polyethyleneimine was mixed with DNA nanoparticles, 
which loaded enhanced green fluorescent protein gene, by a complex coacervation method. The nanoparticle 
morphology was observed under a scanning electron microscopy. The sizes and zeta-potentials of the 
nanoparticles were measured by a Marven-nano laser diffractometer. The binding capacity of plasmid DNA was 
evaluated by agarose gel electrophoresis analysis. The gene transfection experiments in vitro were performed 
towards rabbit’s chondrocytes. The gene transfection efficiency was measured with flow cytometry and under 
fluorescence microscope. How marked DNA entered into the nucleus of chondrocytes mediated by the    
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nanoparticles was detected by laser scanning confocal microscopy.  
RESULTS AND CONCLUSION: The prepared nanoparticles were mainly spherical, with an average size of  
(154.6±18.6) nm, and zeta-potential of (24.68±6.82) mV. The agarose gel electrophoresis analysis confirmed that the 
nanoparticles could effectively protect plasmid DNA from DNase Ⅰ-induced degradation. Gene transfection in vitro 
proved that the nanoparticles were efficient in transfecting rabbit’s chondrocytes and the expression of green fluorescent 
proteins was observed under fluorescent microscope, with a transfection efficiency of (23.80±1.74)% that was 
significantly higher than that of the naked plasmid DNA and chitosan/DNA nanoparticles (P < 0.05). But no significant 
differences were observed between polyethyleneimine-chitosan/DNA nanoparticles and LipofectamineTM 2000. These 
findings indicate that the polyethyleneimine-chitosan/DNA nanoparticles can effectively protect plasmid DNA from 
nuclease degradation, and exhibit the favorable transfection ability towards articular chondrocytes.  
 
Subject headings: biocompatible materials; chitosan; polyethyleneimine; chondrocytes  
Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 82172040*, 30600632*; the Science and Technology 
Project of Guangdong Province, No. 2012B031800451*; the Natural Science Foundation of Guangdong Province, No. 
S2011010004808* 
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0  引言  Introduction 
 

选择合适的载体是基因治疗的关键问题。病毒类载

体在临床应用上面临免疫原性、致癌性等严重的安全问

题
[1-2]
。非病毒类基因载体如脂质体虽能增加体外基因转

染率，但细胞毒性明显，不适于体内转染。壳聚糖作为

一种天然碱性多糖，具有良好的生物相容性和生物可降

解性，以及具有安全性较高、成本低廉、构建聚合物-

质粒纳米粒的反应条件温和、操作简易、能保护DNA免
被降解等优点，其主要缺陷是较低的基因转染效     
率

[3-4]
。 
聚乙烯亚胺与壳聚糖一样为阳离子非病毒基因载

体，都能与细胞表面的蛋白多糖结合，通过内吞作用进

入细胞。聚乙烯亚胺的“质子海绵效应”使载体易于从

细胞内涵体逃逸以提高转染效率，但聚乙烯亚胺存在与

其分子质量大小相关的细胞毒性。小分子质量的聚乙烯

亚胺基本没有细胞毒性，但其转染率也低下
[5]
。实验通

过将小分子质量聚乙烯亚胺共价连接于壳聚糖骨架上

制作聚乙烯亚胺-壳聚糖复合载体，再制备聚乙烯亚胺-

壳聚糖/DNA纳米粒，通过理化特征检测及体外基因转
染软骨细胞实验等，以期为治疗骨关节炎等关节疾患提

供有效低毒的非病毒基因载体。 
 
1  材料和方法  Materials and methods   

 
设计：对比观察实验。 
时间及地点：实验于2011年10月至2013年6月在中

山大学附属第三医院中心实验室完成。 
材料： 
实验动物：3周龄雄性新西兰大白兔2只，体质量分

别为0.25，0.28 kg，购于广东省医学实验动物中心，许
可证号：2011-0905。 

聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒制备及体外转染关节软

骨细胞实验的主要试剂与仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

实验方法： 

质粒DNA 的扩增：包含增强型绿色荧光蛋白基因的

pReceiver-M29载体购于Invitrogene公司。将重组质粒
DNA经大肠杆菌EcoliDH5α在含氨苄青霉素的LB培养
基中增殖，提纯。提纯的质粒DNA含量由紫外分光光度
计(UV-2000，UNICO)在260 nm和280 nm波长测定，
并经测序鉴定。 

聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒的制备：按照Tripathi
等

[3]
所述方法，将100 mg壳多糖溶解在质量分数为

1%HCl溶液中，搅拌过夜；再在60 ℃下搅拌，加入   
0.25 mL环氧氯丙烷。60 ℃下搅拌3 h，得到壳多糖氯
醇盐酸盐，在旋转蒸发器上浓缩为白色粉末。以无水乙

醇洗涤2次，以去除多余的环氧氯丙烷。将壳多糖氯醇
盐酸盐和聚乙烯亚胺以1∶4的质量比溶于100 mL水
中，加热至60 ℃。滴加2 mol/L NaOH溶液2 mL于上述

试剂及仪器 来源 

壳聚糖(相对分子质量 50 000，脱乙酰度 
85%)；聚乙烯亚胺，相对分子质量 1 800；
异硫氰酸荧光素 (fluorescein  
isothiocyanate, FITC)；2-(4-  
Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine 
dihydrochloride (DAPI)及 DNaseⅠ  

高糖 DMEM培养基 
胎牛血清 
三磷酸五钠 
含增强型绿色荧光蛋白基因的 

pReceiver-M29 
LipofectamineTM 2000  
大肠杆菌 EcoliDH5α 
冷冻干燥机 
扫描电镜  
激光粒度分析仪 

美国 Sigma-Aldrich公司 
 
 
 
 
 
美国 Gibco公司 
Hyclone公司 
上海江莱生物科技有限公司 
Invitrogen公司 
 
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
Promega公司 
OHRIST BETA1-15，德国 
SEM，JSM-6360，Jap 
Malvern Instruments,  

Worcestershire, UK 



 
卢华定，等. 聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒的制备及介导体外转染关节软骨细胞 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   www.CRTER.org 8164 

www.CRTER.org 

溶液中迅速搅拌，待在60 ℃下搅拌20 h后，将所得溶液
进行透析。再经冷冻干燥机冻干，得到聚乙烯亚胺-壳

聚糖复合物。将上述聚乙烯亚胺-壳聚糖溶于水中制成  
0.5 g/L的溶液，搅拌过夜。按N与P比为4∶1的比例，
分别在聚乙烯亚胺-壳聚糖溶液中加入适量的质粒

DNA(表达绿色荧光蛋白)并搅拌2 min，按照复凝聚法制
得聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒溶液。壳聚糖接枝聚
乙烯亚胺构建聚乙烯亚胺-壳聚糖化学反应示意图 ，见
图1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒形貌及特征的检测：将

聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒溶液冷冻干燥，分散在
样品台上，喷铂金，扫描电镜观察其形貌。通过激光

粒度分析仪测量纳米粒的粒径、表面Zeta电位及分散
度。 

琼脂糖凝胶阻滞电泳：取裸质粒DNA和聚乙烯亚胺-

壳聚糖/DNA纳米粒溶液，进行1%琼脂糖凝胶电泳，分
析载体与DNA的结合能力。再将聚乙烯亚胺-壳聚糖/ 
DNA纳米粒和质粒DNA溶液(各含0.5 μg的DNA)，加入  
5 U的DNaseⅠ，37 ℃水浴20 min，1%琼脂糖凝胶电
泳分析结果。 

体外基因转染软骨细胞观察：取新西兰大白兔，切取

双侧膝股骨髁关节软骨，体外分离培养软骨细胞。取第

二三代软骨细胞，按5×105/孔加入24孔板。每孔预先加
入1 mL含体积分数10%胎牛血清的DMEM液培养24 h。

转染时先吸除培养基，将聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米
粒(相当于每孔加入2.5 μg的质粒DNA)加入不含血清的
DMEM培养液中，以裸质粒DNA及按照复凝聚法制备的
壳聚糖/DNA纳米粒为对照[6]

。将细胞置于37 ℃、体积
分数为5%的CO2、饱和湿度条件下孵育4 h，吸除转染
液，加入含有体积分数10%胎牛血清的DMEM液继续培
养。以 LipofectamineTM 2000 为阳性对照，转染时以 
DMEM 液 清 洗  2 次 ， 按 照 操 作 说 明 加 入 
LipofectamineTM 2000至不含血清和双抗的DMEM液
中，每孔加入0.8 μg质粒DNA，在37 ℃、体积分数为5%
的CO2、饱和湿度条件下孵育4 h，吸除转染液，加入含
体积分数10%胎牛血清的DMEM液继续培养。将转染 
48 h的细胞以PBS冲洗，以质量分数0.02%的EDTA和质
量分数为0.25%的胰蛋白酶消化后，1 000 r/min离心   
6 min，离心半径为13.5 cm，PBS重悬，以流式细胞仪
检测软骨细胞基因转染率。其余转染的细胞在倒置相差

显微镜和荧光显微镜下观察细胞生长情况，以及细胞内

绿色荧光蛋白表达情况。 
激光共聚焦显微镜检测聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒

转染软骨细胞入胞、入核途径：将软骨细胞接种于激光共

聚焦检测专用培养皿中(每个皿1×105
个细胞)，以含体积

分数为10%胎牛血清的培养基培养。24 h时后移除培养
液，PBS洗2次，把含有2 μg FITC标记的质粒DNA构建
的聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒加入200 μL无血清
DMEM液中，混匀，滴加到培养皿中。转染后1 h或2 h
终止转染，移除转染液，PBS洗2次，加40 g/L多聚甲醛
固定10 min，PBS洗2次，加300 nmol/L DAPI培养     
10 min以染核，再用PBS洗2次，加入防淬灭剂GelTol 
mounting medium，以激光共聚焦显微镜检测。 

主要观察指标：扫描电镜检测纳米粒形态，马尔文

激光粒度分析仪测定其粒径、表面电位；凝胶电泳阻滞

实验观察壳聚糖和质粒DNA的结合力；以聚乙烯亚胺-

壳聚糖/DNA纳米粒转染体外培养的兔关节软骨细胞，
流式细胞仪及荧光显微镜检测基因转染率；激光共聚焦

显微镜检测聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒转染软骨
细胞入胞、入核途径。 
统计学分析：计量资料以x

_

±s表示，不同载体之间
的体外基因转染率均数比较采用单因素方差分析，进一

步两两比较采用 LSD-t 法检验。采用SPSS 13.0统计
软件分析，P < 0.05认为差异有显著性意义。 
   
2  结果  Results 
 
2.1  聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒的形态特征  见
图2所示，扫描电镜下观察聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳
米粒呈球形，粒径在100-300 nm之间。经激光粒度分
析仪检测，在pH=5.5时，粒径为(154.6±18.6) nm，Zeta

图 1  壳聚糖接枝聚乙烯亚胺构建聚乙烯亚胺-壳聚糖化学

反应示意图 

Figure 1  Chemical reaction scheme of constructing 
chitosan-graft-polyethyleneimine 
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电位为(24.68±6.82) mV，分散度为0.284±0.078。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
2.2  凝胶电泳阻滞实验结果  见图3所示，裸质粒DNA
跑出加样孔，而聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒能阻滞
DNA向阳极移动；不同N/P比值的聚乙烯亚胺-壳聚糖/ 
DNA 纳米粒稳定性不同，N/P比值升高，使DNA与聚乙
烯亚胺-壳聚糖通过静电作用结合更加紧密。加入

DNaseⅠ后，裸质粒DNA 泳道内的条带完全消失，而
聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒泳道内的荧光亮度基
本没变。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
2.3  聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒入胞、入核考察  
见图4所示，图中绿色部分为FITC标记的DNA，在1 h

时，激光共聚焦显微镜检测可见绿色部分已经入胞，

大部分在胞浆中，围绕着蓝色DAPI标记的细胞核周围；  
2 h后绿色部分与蓝色已开始重叠，说明DNA已经入
核。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
2.4  体外基因转染实验结果  软骨细胞转染后24 h，聚
乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒组在荧光显微镜下有较
少细胞表达绿色荧光蛋白，壳聚糖/DNA纳米粒组只有
少数细胞表达弱的绿色荧光，至48 h细胞的转染率增
高，荧光强度也增强；裸质粒DNA组只有极个别的细胞
表达绿色荧光蛋白蛋白阳性，聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA
纳米粒组在48 h阳性细胞的比例明显增加，荧光强度也
增强，见图5，LipofectamineTM 2000转染软骨细胞24 h 
后，荧光显微镜下已有表达绿色荧光蛋白的阳性细胞，

转染48 h后细胞的转染率更高。 

图 2  扫描电镜观察聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒形貌
(×20 000) 

Figure 2  Scanning electron micrograph of  
polyethylenimine-chitosan/DNA nanoparticles    
(×20 000) 

注：聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒呈球形，粒径在 100-300 nm
之间。 

图 3  聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒凝胶阻滞实验 

Figure 3  Electrophoresis photo of 
polyethylenimine-chitosan/DNA nanoparticles 

注：1：DNA Marker；2：裸质粒 DNA；3-6 分别为 N/P 为
1∶2-4∶1的聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒；7：裸质粒 DNA
在37 ℃加入DNase Ⅰ消化20 min；8：聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA
纳米粒在 37 ℃加入 DNase Ⅰ消化 20 min。裸质粒 DNA跑出加
样孔，而聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒能阻滞 DNA向阳极移
动；不同 N/P 比值的聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA 纳米粒稳定性不
同，N/P比值升高，使 DNA与聚乙烯亚胺-壳聚糖通过静电作用
结合更加紧密。加入 DNase Ⅰ后，裸质粒 DNA 泳道内的条带
完全消失，而聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒泳道内的荧光亮度
基本没变。 

图 4  聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA 纳米粒在软骨细胞胞内分
布的激光共聚焦检测(×1 000) 

Figure 4  Intracellular distribution of polyethylenimine-  
chitosan/DNA nanoparticles in chondrocytes  
observed with a confocal fluorescence microscope 
(×1 000) 

注：聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA 纳米粒中的 DNA已做 FITC 标记。
左排为转染后 1 h检测，右排为转染后 2 h 检测。以 DAPI染色
细胞核，可见转染 2 h时已有 FITC 标记的 DNA 进入细胞核内。 

1 h                   2 h 
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见图6所示，4组之间对软骨细胞的转染效率(绿色

荧光蛋白表达阳性率)存在明显差别(F=258.234，P=0)；
组间两两比较采用LSD-t 法检验，聚乙烯亚胺-壳聚糖/ 
DNA纳米粒与LipofectamineTM 2000组均与裸质粒DNA
组及壳聚糖/DNA纳米粒组存在明显差别(P < 0.001)，但
聚乙烯亚胺-壳聚糖 /DNA纳米粒与LipofectamineTM 
2000之间差别不显著(P=0.522)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

3  讨论  Discussion 
 
骨关节炎的基因治疗高度靶向于其发病机制而不

只是针对症状的缓解
[7]
，而选择理想的非病毒基因载体

是目前基因治疗的关键问题。由于病毒类载体在临床

应用上面临免疫原性、致癌性等严重的安全问题，非

病毒类基因载体在近年来受到越来越多的关       
注

[1-2,4,8-9]
。壳聚糖对软骨细胞具有良好的生物相容性

和可降解性
[10]
，然而，由于其转染效率较低而在医学

领域的应用受到限制
[4,11]
，这主要是因为：壳聚糖本身

在生理pH值条件下溶解度低[12]
；因缺乏缓冲胺而内涵

体逃逸能力差
[13]
；其与DNA非常强的结合力导致进入

细胞质后DNA不易从复合物中解离[14]
。针对壳聚糖的

这些缺陷，通过不同方法对壳聚糖进行改性以尽量提

高其基因转染效率。Chang 等[15]
将组氨酸基团共价连

接到壳聚糖骨架中增加其缓冲能力，使其易于从内涵

体-溶酶体逃逸，有效提高基因转染效率，但发现其细

胞摄取能力仍不如脂质体。其他如在壳聚糖分子上轭

连半乳糖
[16]
、聚乙二醇

[17]
、聚乙烯亚胺

[3, 5, 18]
、精氨酸

等
[19]
，以及进行三甲基化

[20]
、解聚合

[21]
、巯基化修饰

等
[22]
，这些经过改性的壳聚糖/ DNA复合物均在不同程

度上提高了其基因转染效率，但转染效率仍不够理想。

作者采用透明质酸对壳聚糖/ DNA纳米粒进行修饰，因
透 明 质 酸 可 与 软 骨 细 胞 表 面 的 CD44 、
Toll-like-receptor 4 (TLR4)等受体结合[23-24]

，实现受体

介导下的靶向基因转染，同时因透明质酸- CD44作用
引发细胞内的信号传导，以及透明质酸沉积于壳聚糖

/DNA聚合物表面，可活化基因转录，结果表明，透明
质酸修饰的壳聚糖/DNA纳米粒对软骨细胞的基因转染
效率有大幅提高

[25]
，但对应用于临床仍欠理想。

A：聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA 纳米

粒(倒置相差显微镜) 

B：质粒 DNA(倒置相差显微镜) 

C：壳聚糖/DNA 纳米粒(倒置相差

显微镜) 

D：LipofectamineTM 2000 (倒置相

差显微镜) 

E：聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA 纳米

粒(荧光显微镜) 

F：质粒 DNA(荧光显微镜) 

G：壳聚糖/DNA 纳米粒(荧光显微

镜) 

H：LipofectamineTM 2000 (荧光

显微镜) 

图 5  不同载体转染关节软骨细胞 48 h (×40) 

Figure 5  Chondrocytes transfected with different vectors for 
48 h (×40) 

注：聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA组及 LipofectamineTM 2000组软骨
细胞内绿色荧光蛋白表达率高，荧光强度也较强。 

图 6  不同载体转染软骨细胞 48 h基因转染率的比较 

Figure 6  Comparison of transfection efficiency of  
different vectors towards chondrocytes after 48 h

 

与质粒 DNA组、壳聚糖/DNA纳米粒组比较，aP < 0.001。 

注：聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒对软骨细胞有较高的基因转
染效率，效果与 LipofectamineTM 2000相近。 
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Tripathi 等[3]
研究发现，与DNA 的结合力为：壳聚

糖>聚乙烯亚胺(相对分子质量25 000)>聚乙烯亚胺-壳

聚糖>聚乙烯亚胺(相对分子质量2 500)。说明聚乙烯亚
胺-壳聚糖与DNA的结合力既不太强也不松散，从而既
不易被核酸酶所降解，又有利于提高转染效率

[3]
。实验

针对导致壳聚糖基因转染效率低下的主要缺陷，以壳聚

糖为骨架，共价连接小分子质量聚乙烯亚胺构建新型复

合载体，利用复合载体中带有较多小分子质量聚乙烯亚

胺的缓冲胺基，其“质子海绵效应”使载体易于从细胞

内涵体逃逸以提高转染效率，从内涵体逃逸出来后，部

分聚乙烯亚胺可从聚乙烯亚胺-壳聚糖上解离下来，而小

分子质量的聚乙烯亚胺毒性低，对软骨细胞不会造成太

大的毒性。由于壳聚糖/DNA纳米粒具有基因缓释性能，
起着逐步释放DNA的功能[26-27]

。因此，聚乙烯亚胺-壳聚

糖/DNA的基因表达也能持续较长时间。从图5，6可见，
聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒对软骨细胞有较高的
基因转染效率，达到与LipofectamineTM 2000相近
(P=0.522)。体外基因转染实验显示聚乙烯亚胺-壳聚糖

/DNA纳米粒可将绿色荧光蛋白基因递送到软骨细胞
内，成功转染并表达绿色荧光蛋白，同时进一步证实在

制备过程中并未损害质粒DNA活性。 
在制备聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒时，其N/P比

值对复合载体的稳定性及理化特性有重要影响。由图3可
见，在N/P比值为1∶2时，聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米
粒中的DNA仍有跑出泳道，说明聚乙烯亚胺-壳聚糖尚不

足完全结合并浓缩DNA，此时的聚乙烯亚胺-壳聚糖/ 
DNA纳米粒不稳定，在N/P比值达到2∶1乃至4∶1，聚
乙烯亚胺-壳聚糖与DNA通过静电作用结合更加紧密，
已无DNA跑出泳道；在加入DNase Ⅰ后，裸质粒DNA 
泳道内的条带完全消失，而聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA 纳
米粒泳道内的荧光亮度基本没变，说明纳米粒可保护

DNA免受核酸酶降解。在N/P比值为4时通过扫描电镜观
察其形态，可见纳米粒大多呈圆球形，粒径在100-   
300 nm之间；进一步经激光粒度分析仪测得此时纳米粒
粒径平均为 (154.6±18.6) nm，Zeta电位为 (24.68±   
6.82) mV，说明其粒径和电位均有利于聚乙烯亚胺-壳

聚糖/DNA 纳米粒经由细胞内吞作用入胞。 
研究显示，壳聚糖/DNA纳米粒容易进入细胞内，但

入核困难，在观察6 h尚难见到DNA进入胞核[28]
，因此壳

聚糖/DNA纳米粒转染软骨细胞表达绿色荧光蛋白较慢，
转染率也低下；相反，高相对分子质量(25 000)聚乙烯亚
胺能快速从内涵体逃逸并入核

[29]
。但逃逸过快，因“质

子海绵效应”导致的溶胀作用使内涵体在短时间大量破

裂对细胞的生理环境造成巨大损伤，影响细胞的生存状

态而对细胞产生大的毒性
[5]
。由图4可见，聚乙烯亚胺-

壳聚糖/DNA携载的DNA在1 h大部分入胞而聚集在细胞
核周围，2 h后开始已经有部分进入细胞核了，说明复合

载体的“质子海绵效应”在内涵体-溶酶体逃逸能力及入

核时间上起了关键的作用。因此，壳聚糖接枝低分子质

量(1 800)聚乙烯亚胺能够在适当的时间逃逸内涵体并入
核表达，显示其作为非病毒基因载体相对于单纯壳聚糖

或高相对分子质量(25 000)聚乙烯亚胺的优越性。 
实验将小分子质量聚乙烯亚胺共价嫁接于壳聚糖

骨架上构建聚乙烯亚胺-壳聚糖，再采用复凝聚法制备

聚乙烯亚胺-壳聚糖/DNA纳米粒，在制备过程中不涉及
超声及有机溶剂的使用，对DNA的损害少[30]

，体外基因

转染实验显示其对关节软骨细胞具有较高的转染效率，

达到与LipofectamineTM 2000相近，但其在活体内环境
多种因素影响下效果如何，尚需进一步研究以验证其有

效性。另外，其在体内应用的安全性、基因表达的调控

及缓释性能也有待进一步研究。 
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