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阿司匹林为配体的聚阳离子复合材料作为

非病毒基因载体的研究
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[摘 要] 目的：以阿司匹林为配体的聚乙烯亚胺一p一环糊精(PEI—pCyD)生物复合材料，观察其理

化特性和转基因功能。方法：通过N，N’一羰基二咪唑(1，1’carbonyldiimidazole，CDI)将阿司匹林偶

联到PEI—pCyD载体材料上，制成PEI一3-CyD—ASP复合材料。用1H—NMR、FT—IR、UV和XRD对合

成的栽体材料进行了化学表征，用凝胶电泳阻滞实验观察PEI—pCyD—ASP浓缩质粒DNA的能力，

用MTT法在A293、B1 6、Hela细胞上对载体的细胞毒性进行评价，以及体外转染实验。结果：成功

合成了以阿司匹林为配体的聚乙烯亚胺一p环糊精复合材料，在N／P为4：l时其能有效浓缩质粒

DNA；而且其在A293、B16、Hela细胞上的毒性较低，在B16肿瘤细胞上表现出较高的转染效率。结

论：以阿司匹林为配体的聚乙烯亚胺一8一环糊精复合材料是低毒、选择性高的非病毒基因载体。
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Aspirin—PEI—p—CyD as a novel non—viral vector for gene transfer
WANG Zhong—ren，CHEN Dan，ZHOU Jun，TANG Gu—ping(Institute of Chemical Biology and

Pharmaceutical Chemistry，Zh巧iang University，Hangzhou 3 1 0028，China)

[Abstract]Objective：To develop a novel non—viral gene delivery vector based on PEI一8-CyD as

backbone modified with aspirin，and tO identify its physicochemical characters．Methods：1，1

一carbonyldiimidazole(CDI)was used tO bind aspirin onto PEI—pCyD tO form PEI一／3-CyD—ASP．

1H—NMR。FT—IR，UV and XRD were used tO confirm the polymer structure．The ability of

condensation was demonstrated by gel retardation assay．MTT assay was used tO test the eell

viability in B1 6，Hela and A293 eell lines．Transfection efficiency of the polymer was tested in B1 6

cells．Results：The structure of PEI一肛CyD—ASP was confirmed by
1

H—NMR，FT—IR，UV and

XRD，which efficiently condensed plasmid DNA at the N／P ratio of 4．The copolymer showed lOW

cytotoxicity and high transfection efficiency in B16 ceils．Conclusion：The synthesized aspirin
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“基因治疗”概念的提出使传统的根据症状

给药转变成根据病因给药，为医药模式的进步

注入了新的希望。基因治疗的基本思路是将正

常的外源性基因植入人体靶细胞以取代有缺陷

的基因，恢复该基因的功能或是提供一种新的

治疗功能以改善相关症状。

阿斯匹林(aspirin)是一种古老的解热、镇

痛、抗炎药。近年来随着前列腺素研究的深入，

对阿斯匹林有了新的认识，最近的流行病学研

究提示，阿斯匹林及其它非类固醇类抗炎药物

可以减少患结直肠癌的危险，其原理可能是该

类药物能抑制环氧化酶，藉此阻滞前列腺素的

分泌。相关研究显示，阿司匹林对肿瘤细胞诸如

SMMC一7721、SGC一7901等具有直接抑制作

用【1-2J，与阿那曲唑联用可起到抑制MCF一7细

胞的作用[3]，与奥沙利铂联JH町起到抑制A549

细胞的牛长f4 J，并可增强7艿T细胞杀伤肿瘤细

胞的作用【sJ。研究认为该类药物有可能被发展

为一种新型抗肿瘤类药物。为此，本研究将阿司

匹林偶联到聚乙烯哑胺一p环糊精上，制成控制

释放药物，同时以阿司匹林作为协同用药的配

体，以起到协同、加强基因治疗效果的作用。实

验成功地将阿司匹林偶合到聚乙烯亚胺一p环

糊精载体材料上，并对其结构进行了化学和生

物学表征，对其结合质粒DNA能力、细胞毒性

及体外细胞转染作了初步的评价。

1材料与方法

1．1 材料 树枝状PEI 600 Da，p环糊精(p

—CyD)，阿司匹林(aspirin，ASP)。甲基噻唑基四

唑(methyl thiazolyl tetrazolium，MTT)，N，N’

一羰基二咪唑(N，N’一carbonyldiimidazole，CDI)

购自Aldrich—Sigma公司。萤火虫荧光素酶真核

表达质粒pCAG(带有pCMV启动子)购自

Promega公司。绿色荧光蛋白真核表达质粒的

真核表达质粒由增强绿色荧光蛋白(enhanced

green green fl uorescent protein，pEGFP)插入

pcDNA3．1一myc—His B构建而成，带有CMV启

动子和SV40启动子，在TOP 10菌株中扩增为

高拷贝质粒。RPMI 1 640培养基购自杭州吉诺

公司。A293、Hela、B16、COS一7细胞系由浙江

大学免疫所保种。其它实验所用试剂均为分

析纯。

1．2方法

1．2．1 聚乙烯亚胺一p环糊精一阿司匹林(PEI

—pCyD—ASP)的合成：PEI—pCyD的合成方法

按照文献[6。8]，步骤为：将聚乙烯亚胺～p环糊精

复合材料(57 mg)溶于5 ml DMSO／水混合溶

剂(DMS0：水约为9：1)备川；另将CDI配制

成溶液(0．02 mmol／ml，3 ml I)MSO)，与阿司

匹林I)MSO溶液(0．01 mmol／ml，6 m1)一起加

入50 ml圆底烧瓶中，避光、充氮气保护，再加

入100弘l三乙胺为催化剂，反应1．5 h。逐渐将

已配好的聚乙烯亚胺一p环糊精溶液滴入上述

反应体系，在氮气保护避光条件下反应过夜。次

日，将反应液取出，用Mw 8 000一--14 000透析

膜在流动纯水中透析48 h。冷冻于燥3 d，得到

产物。

1．2．2核磁共振氢谱(1H—NMR)分析：分别

称取PEI—pCyD、PEI—p—CyD—ASP、ASP 5～8

mg，用700肛l D2 O溶解。室温下用Bruker

Avance 400 DMX核磁共振光谱仪进行分析。

I．2．3红外光谱(FT—IR)分析：分别取PEI—B

-CyD、PEI—pCyD—ASP 1～2 mg制成KBr盐片

红外扫描分析(室温下用Thermo Nicolet

AVATAR 330傅立叶红外光谱仪进行分析)。

1．2．4紫外吸收光谱(UV)分析：分别取一定

量的PEI-pCyD、PEI一／3-CyD—ASP、ASP配置成

稀溶液，在220"--340 nm波段的紫外光下进行

扫描分析(室温下用UV一2401紫外一可见分光
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光度计)。取浓度分别为0．133 mg／ml、0．1 rag／

ml、0．05 mg／ml、0．025 mg／ml、0．0125 mg／ml

的ASP乙醇／水溶液进行吸光度测定，制作

ASP标准曲线。测定PEI—B-CyD—ASP吸光度，

以确定PEI—p-(2yD—ASP中ASP的含量。

1．2．5粉末衍射分析(XRD)：将PEI一8一CyD、

PEI—pCyD—ASP和阿司匹林在D／Max一2550Pc

上进行粉末X一衍射谱分析。

1．2．6凝胶电泳阻滞实验：将PEI一／3-CyD和

PEI—B—CyD—ASP与pCAG—iuc(浓度为1 t_￡g／t-d

DNA)按一定的N／P(PEI的氮元素摩尔数：

DNA中磷元素摩尔数)混合，加入1％琼脂糖

(含有0．5肛g／pl溴化乙啶)制备的凝胶孔中，在

1×TAE缓冲液中80 V、电泳45 min。

1．2．7 MTT法测定细胞毒性：将A293、B16、

Hela细胞接种到96孑L板上。细胞数为12 000细

胞／孔，37 C、5％C0。培养箱培养24 h。PEI—p

—CyD、PEI—pCyD—ASP、PEI 25 kDa分别用无

血清的培养液1640配制成浓度梯度(2．5、7．5、

12．5、17．5、22．5、27．0 t_g／m1)的溶液。吸去每

孔中培养液，加入含不同聚合物浓度的培养液，

每孔o．2 ml，3复孔，共温育4 h后，吸去培养液，

加入含有10％MTT(O．5 mg／m1)的有血清培

养液100 t-d，培养3 h后翻板弃去培养液，每孔加

入100肛l DMSO检测细胞的代谢活动。细胞活

性=样本(吸光度)／对照组(吸光度)×100。

1．2．8体外转染：将A293细胞接种到48孔板

上，5x 10 4细胞／孑L，铺于48孔板，孵箱中培养

24 h，待细胞密度为70％～80％时进行转染实

验。将载体材料及对照材料与表达荧光素酶质

粒(1／lg)按照一定的N／P(PEI的氮元素摩尔

数：DNA中磷元素摩尔数)值混合形成共聚物

／DNA复合物，加入各孔中。37 C、5％CO：培

养箱培养。6 h后，吸去培养液，每孔加入500肛l

含10％血清的新鲜培养液继续培养36 h。实验

均为3复孑L，培养48 h后用PBS洗涤一次，细胞

培养板每孔加入200弘l PBS，一80 C冻存至少1

h，然后37 C融化，取25弘l细胞裂解液，采用荧

光素酶检测试剂盒测定荧光素酶活性。pEGFP

质粒转染用荧光倒置显微镜观察荧光强度。

2 结 果

2．1 PEI—pCyD—ASP的合成(图1) 溶剂的

选择是偶合反应的重要因素，阿司匹林易溶于

DMSO，故选择DMSO为溶解溶剂，而PEI一8

一CyD贝II在DMSO／水复合溶剂中溶解，两者比

例为9：1。在反应投料比例中阿司匹林和CDI

的摩尔比为1：I．2，而活化后阿司匹林与PEI—B

—CyD单体的摩尔比例为1：1。为使反应完全，

反应的滴加速度需控制，以防止局部过浓现象。

从反应物形状来看，所得产物为黄色的絮状物。

2．2化学表征

2．2．1 1H—NMR：为确定PEI—p-CyD—ASP的

结构，实验用1H—NMR对其进行了表征。从图

2A看阿司匹林在化学位移7．1～7．7处有苯环

的特征吸收峰；图2B是PEI—B-CyD的图谱，在

化学位移2．5～2．8和4．8范围内有环糊精上亚

甲基和次甲基(一CH2、一CH一)的吸收峰；图2C是

PEI—p-CyD—ASP的图谱，从图上可以发现，其

保持着PEI一|3一CyD特征吸收峰外，在化学位移

7．O～7．5处有吸收峰信号，但峰位略有移动，

其为阿司匹林的苯环特征峰，说明其已经成功

偶联于载体材料上。

2．2．2 FT—IR：图3是PEI—JB-CyD和PEI—p

—CyD—ASP的红外光谱图。从图3A PEI—p-CyD

的红外图谱中可以发现在1704．10 cm-1处有羰

基峰，这是偶联剂CDI联结PEI和pCyD时的

羰基吸收峰；图3B是PEI—p-CyD—ASP的红外

吸收图谱，由图可知，除1 700．72 cm．1CDI上

的羰基外，在1 652．72 cm-1处出现了明显的新

羰基峰，其为ASP偶联到PEI—B—CyD上后形成

的酯羰基峰，从红外图谱吸收峰可以说明，阿司

匹林已经成功偶联到载体材料上。

2．2．3 UV：图4是PEI—p-CyD、PEI—p-CyD

—ASP和ASP的紫外吸收光谱图。PEI—p—CyD基

本无紫外吸收谱带；阿司匹林在288 nm处有苯

环的K吸收带；而PEI一8-CyD—ASP在290 am

处有苯环的吸收谱带出现，说明阿司匹林已经

偶合于PE!一pCyD上，但最大吸收谱峰略有位

移。根据阿斯匹林的标准曲线(A=7．600C一

0．012，，z=5，r一0．99)可以计算，所合成的PEI

—p-CyD—ASP中阿斯匹林的接入率为7．32％。

2．2．4 XRD：图5是PEI—p-cyD、PEI—p-CyD

—ASP和ASP的粉末衍射曲线。从曲线分析可以

发现，阿司匹林为结晶型化合物，PEI一8-CyD为
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PEI 戶 CyD ASP 的合成紋路示意囡

Synthesis route of PEI－戶CyD-ASP

圈 1

Fig. 1 

CyD 和 PEI 戶 CyD ASP 兩科載体材料消

A293 、He la 和 Bl 6 細胞株遊行細胞毒性安麓，

并以PEI 25 kDa 作方間性滑照 。 囡7 是MTT 的

案噓結果，由囡可知，豈 PEI 戶 CyD/DNA 和

PEI 戶 －CyD-ASP/DNA 笈合物的 NIP ~句 5 : 1 

～曰： 1 吋，兩神栽体材料財A29 3 、 Hela 和Bl6

細胞株的存活率均在 80 % 以上，而又才照組 PEI

25 kDa 的細胞毒性逗高于其駿材料，對NIP 方

55 : 1 吋，細胞存活率在 20 %以下 。 說明 PEI 戶

-CyD和 PEI－戶－CyD-ASP 在安強余件下几乎沒

有毒性，遠方栽体材料的特染~~金提供了依掘 。

2. 5 体外特染奕磕 囡 8 是 PEI－~－CyD 和

PEI－戶－CyD-ASP 栽体材料在 Bl6 、 Hela 、 A293

和 COS-7 細胞上的体外細胞特染宴噓結果 。 h人

特染宴草金結果來看 ， PEI 戶 CyD ASP 裁体材料

有一定的細胞造擇性，在 Hel a 、 A2 93 和 COS- 7

細胞上，隨著NIP 的增加PEI 戶 CyD ASP 載体

材料的特染效率略有增加，但低于未偶合阿司

元定型措拘，且 ze 克 18 . 3 度，對阿司匹林偶合

于 PEIφ－CyD 上后，形成 PEI－戶－CyD-ASP 共聚

物，以粉末衍射曲或上分析其也是元定型結拘，

但 2e 方 18. 6 ，峰寬斐寬，元定型程度增加，峰形

中克阿司匹林的吸收峰，說明阿司匹林是偶合

于裁体材料。
2.3 凝肢屯泳阻滯宰殺 囡 6 是 PEI－戶毛yD

和PEI 戶 CyD ASP 的琮脂糖凝跤屯泳照片 。 ~

B金結果監示，PEI 戶 CyD 在N IP 方 3 : 1 吋能縮

合 DNA ，而 PEI－戶－CyD-ASP 則在 NIP 方 4 : 1 

吋可以縮合DNA 。 因此可以推測， 三百阿司匹林

偶合于 PEI－~－CyD 裁体材料上后，裁体材料表

面的氮墓教減少，同肘，由于阿司匹林的接人使

PEIφ－CyD-ASP /DNA 微粒的致密程度有所減

小，放而使 PEI一戶一CyD-ASP 結合 DNA 的能力

略有減弱 。

2.4 MTT 細胞毒性安說是反映載体材料生

物相容性的重要方法和手段。~~金進用 PEI－ ~
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A:PEI－~ CyO;B ：阿司匹林﹔C :PEI－~－CyO-ASP

囝 2 PEI－βCyD 、 PEI－ ~－CyD-ASP 和阿司

匹林的核磁共振氫偕

Fig. 2 'H-NMR spectra of PEI－戶－CyD,

PEI－戶－CyD-ASP and aspirin 
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囝 3 PEIβCyD 和PEIφ－CyD-ASP 的紅外

光圓滑

Fig. 3 FT-IR spectra of PEI－戶－CyD and 

PEI－戶－CyD-ASP
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囝 5 PEI－戶－CyD-ASP 、 PEI －~－CyD 和阿司

匹林的粉末衍射分析困培

Fig. 5 XRD image of PEI－戶－CyD-ASP,

PEI－戶－CyD and aspirin 
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囡 8

Fig. 8 

PEJ －戶－CyD-ASP / I 〕N八 友合物在 1:316

知胞株上綠色焚光照片

EGF P image o f PE I －戶 CyD ASP / 

DN八 compl e xes in Bl 6 ce ll lines 

囡 9

Fig. 9 

匹林的PE I －~－CyD 材料 。 在： l:H 6 細胞中，特染情

配不同 ，隨著 N /P 的憎 ）Jll. PEI －戶 CyD-ASP 的

特染效率明晃提高 ， 過 N/P 景：I 50 : 1 肘， PEI 戶

CyD ASP/DNA 的特染效率是 PEI －~－CyD/

DN八 的 3 倍，混 明 偶合阿 叫匹林后 ， PE I －戶

CyD-ASP 裁体材料在 1316 細胞上 的逃摔判 。

因 9 是 PE I －戶－CyD-ASP/DNA 笙合物在 Bl 6 細

胞妹上的綠色焚光照片，以煦片上可以友剔，其

在改細胞株仁的特染效三字約3句 30 % 。
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本裝設采用文獻扳道方法﹝H﹞合成了 PEI

一戶，CyD-ASP，并通垃一系列化掌表征手段碗定

了其站拘組成。 在PEI－戶－CyD-ASP 的合成垃程

中，阿司匹林的暈庇根錯 PEI－~－CyD 縫上的氯

基數量而定，本宴草金采取和主縫氮基等摩分之量

的阿司匹林避行技料，相庄的 CDI 量也勻主縫

氮基量一致 。 PEI －戶一CyD 在DMSO 中溶解性一

般，故需采取混合溶弄lj 溶解 CDMSO ：水 ＝ 9 :

1 ） 。活化后的阿司匹林需緩速滴人，若速度垃快

則易引起原料沉綻，影H向反座i堂程。主糙的非錢

性格在一定程度上戶生空間位阻，使得阿司匹

林的按人率元法迷到理洽值（勻主髓氮基 1 : 1 

偶朕） 。而表征 llfl'段所反映出的信息也印証了空

間位阻的存在，阿司匹林的接人率仗方7, 32% 。

阿司匹林滑姻胞具有一定的刺激性，因此阿司

匹林的按人率直接影吶到我体的毒性水平。 b人

毒性淑IJi式結果來看，所得裁体的接人率是比較

合遁的 。

本宴5金成功地合成了阿司匹林－聚乙：除草

胺φ 那糊精靈合材料，而且証明了其涓細胞具

有低毒性和逃擇性的特性，造一步的安哥金研究

正在遊行中 。
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