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摘要    合成了一种 pH 敏感的遮蔽体系-谷氨酸苄酯/谷氨酸共聚物(PBLG-co-PGA), 用于对

DNA/阳离子基因载体复合物颗粒表面正电荷的遮蔽, 以提高其在体内的稳定性. 研究表明, 

PBLG-co-PGA (PGA(x), x为 PGA占共聚物中摩尔百分数)具有 pH敏感性. 并以 pH敏感点接近生

理 pH 值的 PGA(60)为遮蔽体系进行研究. PGA(60)能够对 DNA/PEI(1:1)复合物颗粒表面正电荷

进行有效遮蔽. 凝胶阻滞电泳显示, 用 PGA(60)对 DNA/PEI 复合物进行不同比例遮蔽, 没有发生

与 DNA 的链交换作用. MTT 细胞毒性测试表明, PGA(60)和三元复合物 DNA/PEI/PGA(60) 在测

试范围内几乎没有细胞毒性 . 荧光素酶转染实验表明 , 部分遮蔽后转染效率有所提高 ; 用

PGA(60)对 DNA/PEI 复合物完全遮蔽为负电后, 由于同细胞表面的电荷排斥作用, 三元复合物不

易被细胞内吞, 导致不发生细胞转染. 因其合适的 pH 响应性, PGA(60)将可能成为一种能随 pH

值的变化, 实现对聚阳离子基因载体进行电荷遮蔽/智能释放的遮蔽材料.  
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1  引言  

近二十年来, 在治疗基因疾病的领域里, 基因治

疗的方法取得了很大的进步[1, 2]. 基因治疗的瓶颈问

题在于如何将基因药物安全有效地传输到人体的病

灶部位. 人工合成的阳离子聚合物由于其无免疫原

性, 结构和尺寸设计可多样化而被广泛研究[3~6]. 其

中聚乙烯亚胺(PEI)由于其独特的“质子海绵效应”而

倍受关注, PEI-25k 已经成为被大家认可的阳离子聚

合物基因载体性能评价参照.  

由于阳离子聚合物基因载体与 DNA 形成的复合

物颗粒表面多呈现较强的正电性, 体液中带负电的

细胞外基质通常会与复合物颗粒相互作用, 导致复

合物颗粒凝聚或者解体, 从而阻碍复合物颗粒有效

的将DNA运载至目标组织. 因此研究者们考虑引入遮

蔽体系来掩盖复合物表面多余的正电荷. 通过稳定 

的共价键直接将聚乙二醇 (PEG)
[7~9]

或者生物大分    

子[10, 11]连接在载体上, 可以屏蔽复合物颗粒表面的

部分正电荷 , 一定程度上避免载体的自身凝聚 . 

Walker 等人
[12, 13]

利用 pH 敏感的化学键将 PEG 接到

载体上, 使起遮蔽作用的 PEG 在肿瘤组织周围能够

离去, 利于细胞对阳离子载体/DNA 复合物颗粒的吞

噬. Gu 等人[14]的研究发现, 阴离子聚聚合物对阳离

子载体/DNA 复合物进行遮蔽后, 会出现阴离子聚合

物与 DNA 的链交换作用, 置换出 DNA, 并提出用壳

交联的方法来避免这种链交换作用. Bae[15]和Kataoka

等人[16, 17]开发了独立的 pH 敏感的遮蔽体系, 通过静

电作用, 对阳离子载体/DNA 复合物颗粒的表面正电

荷进行遮蔽. 遮蔽体系与阳离子载体/DNA 复合物颗

粒通过静电结合, 在正常的体液中稳定, 防止颗粒

团聚或解体. 如果到了 pH 较低的肿瘤组织, 遮蔽体

系从复合物颗粒表面脱离, 将带正电的核心载体体
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系暴露, 有利于细胞对载体的吞噬. 这种设计思路

充分考虑到载体体系在体内传输过程中的正电荷遮

蔽以及到达肿瘤组织后遮蔽体系的解离、正电荷恢

复等问题, 更利于载体的体内循环和在病灶位置的

被吞噬.  

本文通过反应时间控制, 合成了一定分子量的

谷氨酸苄酯/谷氨酸共聚物 PGA(x). 选择 pH 转变点

接近生理 pH 值的 PGA(60)作为遮蔽体系, 对其理化

性质和生物性能进行评价. PGA(60)对 DNA/PEI 复合

物有良好的遮蔽性能, 且不发生链交换反应. 通过用

PGA(60)对DNA/PEI进行不同程度的遮蔽, 得到了截

然不同的转染效果. 结合 PGA(60)的 pH 敏感性, 推

测 PGA(60)遮蔽后的复合物将能实现在正常细胞不

转染, 在 pH更低的肿瘤组织, DNA/PEI将被释放, 实

现转染.  

2  实验部分 

2.1  试剂 

超支化聚乙烯亚胺(PEI-25k)(Sigma, Mw=25000); 

正己胺(Sigma); γ-谷氨酸苄酯-NCA(BLG-NCA)按照

文献[18]方法合成; 三氟乙酸(吉尔生化); 33%(V/V)

溴化氢的醋酸溶液(ACROS); 小牛胸腺 DNA(Sigma); 

荧光素酶质粒(pGL3-control)、细胞裂解液、荧光素

酶检测试剂盒(Promega); 噻唑蓝(MTT, Sigma); BCA

法蛋白检测试剂盒 (Pierce); 溴化乙锭 (EB, Sigma); 
透析袋(MWCO3500, 上海绿鸟); 氯仿, 用 CaH2干燥

处理, 常压蒸馏收集; 其他试剂和溶剂均为分析纯, 

使用时未经进一步提纯.  

2.2  仪器 

Zeta 电位及粒度分析仪(ZetaPALS 型, 美国布鲁

克海文); 核磁共振仪(Bruker AV300 NMR); 紫外可

见分光光度计(UV-2401PC, 日本岛津); 酶标仪(Bio

－Rad, 美国); 光度计(GloMaxTM20/20, Promega); 凝

胶成像系统(UVP Inc., Upland, 美国).  

2.3  聚谷氨酸苄酯(PBLG)的合成 

将BLG-NCA 7.15g(27.19 mmol)置于干燥的反应

安瓶中, 加入 130 mL无水氯仿溶解; 将 5%(V/V)正己

胺的氯仿溶液 1.1 mL(0.379 mmol)加入到 BLG-NCA

的氯仿溶液中, 于 30℃油浴中反应 72 h. 反应完毕后

适当浓缩, 用 800 mL 乙醚进行沉降两遍. 滤取白色

沉淀, 真空干燥.  

2.4  谷氨酸苄酯/谷氨酸共聚物(PGA(x))的合成 

称取 0.20 g PBLG 于反应安瓶中, 用 2 mL 二氯

乙酸溶解后, 加入 0.6 mL 溴化氢的醋酸溶液用于脱

除苄酯保护基 , 获得谷氨酸苄酯 /谷氨酸共聚物

PBLG-co-PGA (PGA(x), 其中 x为PGA占共聚物中摩

尔百分数). 室温反应到确定时间后, 反应液置入到

大量乙醚中沉降. 沉淀经真空干燥 10 h 后, 加适量

DMF 溶解, 用截留分子量 3500 的透析袋透析 2 天, 

冷冻干燥得白色固体.  

2.5  遮蔽体系的pH敏感性能表征 

将 PGA(35)、PGA(60)、PGA(70)、PGA(80)和

PGA(95)分别用0.1 mol/L NaOH配制成 0.1 g/mL的溶

液, 并用 0.1 mol/L HCl滴定, 用紫外可见分光光度计

监测溶液的透过率.  

2.6  DNA/PEI/PGA(60)三元复合物的制备 

PEI-25k, DNA 分别用二次水配制 0.1 mg/mL 的

溶液; PGA(60)配成 0.1 mg/mL 和 1.0 mg/mL 水溶液. 

PEI-25k 和 DNA 以质量比 1:1 的比例混合, 搅拌均匀

后静置 30 min, 制得 DNA/PEI 复合物颗粒, 其中

DNA 浓度为 10 μg/mL. 向 DNA/PEI 复合物颗粒中加

入确定量的 PGA(60), 混合均匀后静置 30 min, 制得

DNA/PEI/PGA(60)三元复合物颗粒. 文中所提到的所

有复合物中, DNA/PEI 的质量比都为 1:1.  

2.7  三元复合物颗粒的粒径与表面电位表征 

制备用不同质量 PGA(60)遮蔽 DNA/PEI(1:1)的

三元复合物颗粒 , 粒径大小与表面电位通过采用

Zeta 电位及粒度分析仪进行测定.  

2.8  细胞毒性实验 

材料的细胞毒性采用 MTT 方法, 以两种形式进

行评价. HeLa 细胞接种于 96 孔细胞培养板, 细胞密

度为 1×104 个/孔, DMEM 培养液中含 10%FBS, 100 

units/mL 青霉素, 100 μg/mL 链霉素, 在 37℃, 5%CO2

孵箱中培养 24 h.  

方法一: 配制不同浓度 PGA(x)的 DEME 溶液. 

每孔中加入 200 μL 的聚合物溶液, 继续培养 24 h;  
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方法二: 更换新的培养液 180 μL, 分别加入不同

PGA(60)比例的三元复合物溶液 20 μL, 继续培养  

48 h;  
每孔加入 20μL MTT溶液(5 mg/mL, 溶解于 PBS

中, 过滤除菌). 在 37℃继续孵育 4 h, 小心弃去培养

液, 每孔加入 200 μL DMSO, 振荡 10 min. 然后用酶

标仪检测光吸收, 测试波长选用 492 nm. 细胞存活

率按下面公式计算:   

Cell viability(%)＝(Asample / Acontrol)×100 

Asample是与阴离子聚合物溶液或三元复合物颗粒

作用的细胞样品孔的吸收; Acontrol 空白细胞作为阴性

对照, 每组实验做四个平行对照, 重复三次.  

2.9  凝胶阻滞电泳 

配制不同 PGA(x)比例的三元复合物溶液, 室温

下孵育 20 min, 用 1%的琼脂糖跑电泳, 100 V 电压 45 

min, EB 溶液(0.06 µg/mL)染色 20 min 后用凝胶成像

系统分析 . 本项实验中以荧光素酶质粒 DNA 

(pGL3-control)为模型 DNA.  

2.10  细胞转染实验 

细胞转染研究选用人宫颈癌细胞(HeLa 细胞)进

行, 选用荧光素酶质粒 DNA(pGL3-control plasmid)

为报告基因. 具体操作步骤如下: 转染前 24 h将细胞

接种于 96 孔细胞培养板中, 细胞密度约为 1×10
4 个/

孔, 加入 DMEM 培养液培养 24 h 后使细胞汇合度达

到 80%左右. 转染前, 更新 DMEM 培养液 180 µL/孔, 

配制不同 PGA(x)质量比的三元复合物, 孵育 30 min

后加入 96 孔板中, 20 µL/孔. 继续培养 48 h 后, 小心

移去培养液, 使用 PBS 缓冲液冲洗两次, 完全吸除

PBS 后, 每孔加入 50 μL 细胞裂解液, 吹打均匀后放

入−80℃冰箱中冻存 1 h. 取 20 µL 裂解液用于荧光素

酶分析系统检测. 另取 20 μL 裂解液用于 BCA 法检

测, 测定裂解液中的总蛋白含量, 最终结果的荧光素

酶活性表示为每毫克蛋白的相对光单位(RLU).  

3  结果与讨论 

3.1  遮蔽体系的合成与表征 

遮蔽体系 PGA(x)的合成路线见示意图 1. 用正

己胺做引发剂的 BLG-NCA 开环聚合, 可以通过投料

比控制聚合物分子量. 根据投料比, 设计的 PBLG 分 

 

图 1  谷氨酸苄酯/谷氨酸共聚物 PGA(x)的合成路线 

子量为 15.5 k, 通过核磁结果计算, PBLG 分子量为

14.2 k, 与设计分子量相当.  

在室温下用溴化氢对PBLG进行脱保护, 分别反

应 5、10、20、30 和 40 min. 沉降后的固体溶解于

DMF 后进行透析, 除尽溴化氢、二氯乙酸等杂质, 冻

干后得到不同比例的谷氨酸苄酯/谷氨酸共聚物. 对

所得到的一系列产物进行 1H NMR 表征. 如图 2, 核

磁谱图上, δ =7.14 ppm(e)和δ =5.02 ppm(d)分别为苄

基的苯环和-CH2 的特征峰 , 随着反应时间的增加 , 

苄基的特征峰逐渐消失.  

图 3 为共聚物中谷氨酸含量随反应时间增加的

变化趋势, 其谷氨酸含量是通过核磁谱图中苄基上- 

CH2 与主链上δ = 4.62 ppm(a)的 α-C-H 的积分面积比

的变化计算而得. 通过计算得终产物分别为 PGA(35)、

PGA(60)、PGA(70)、PGA(80)和 PGA(95). 由图 3 可

见, 共聚物中谷氨酸的含量可以通过反应时间来控

制, 而且核磁结果表明, 脱保护反应过程中不存在断 

 

 
图 2  PBLG 及 PGA(x)的 1H NMR 谱图. 1~6 分别为 PBLG, 

PGA(35), PGA(60), PGA(70), PGA(80)和 PGA(95), 所有测

试均以氘代三氟乙酸(TFA-d)为溶剂 
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图 3  共聚物中谷氨酸含量随反应时间增加的变化趋势 

链反应. 反应时间达到 1 h 后, 脱保护率达到 100%.  

将 PGA(35)、PGA(60)、PGA(70)、PGA(80)和

PGA(95)用 0.1 mol/L 的 NaOH 配成 0.1 g/mL 的溶液, 

再用 0.1 mol/L HCl 进行滴定, 同时用狭缝为 3 mm 的

比色皿监测溶液的透过率, 以 pH 值对透过率(T%)

作图. 如图 4所示, 随着 pH的降低, 溶液从透明变为

浑浊, 透过率降低到 15%左右. 聚合物中电离的羧基

为亲水基团, 未电离的羧基及残留的苄基为疏水基

团, 亲水/疏水基团比例随着 pH 值的变化而变化, 溶
液出现从透明到浑浊的转变. 因聚合物残留的苄酯

基的含量不同, PGA(x)的 pH 相转变点随谷氨酸含量

的增大而降低. PGA(95)的羧基含量很高, 因为羧基

跟水有很强的氢键作用, 所以 PGA(95)滴定到最后, 

透过率仍然在 40%左右.  

由图 4 中可得, PGA(35)、PGA(60)、PGA(70)、

PGA(80)、PGA(95)的相转变 pH 点分别为 3.6, 4.7, 5.4, 

6.0 和 8.0. 因 PGA(60)的转变点 pH 值处于肿瘤组织

pH 值(5.5)与生理 pH 值(7.4)之间, 用此聚合物作遮  

 

 
图 4  PGA(x)的透过率随 pH 的变化趋势 

蔽, 更有利于实现遮蔽体系“在体液中遮蔽, 到肿瘤

出释放”的要求, 所以选择 PGA(60)作为遮蔽材料, 

进行进一步的表征.  

3.2  复合物的粒径与表面电位 

遮蔽体系与基因载体及 DNA 通过静电复合形成

纳米颗粒, 其粒径大小、结构致密与否以及表面电荷

密度都将成为影响基因传递效果的影响因素. 通过

图 5(a)的表面电位结果并结合图 5(b)的粒径测试结果, 

可以得出如下结论: 单纯的 DNA/PEI 复合物颗粒粒

径在 260 nm 左右, 电位在+18 mV 左右. 随着遮蔽材

料 PGA(60)投入质量的增加, 三元复合物的表面电位

逐渐向电负性转变, 在 DNA/PEI/PGA(60) 质量比为

1:1:5.0 的时候变为负值; 粒径会随着 PGA(60)量的

增加而逐步增大. 结合表面电位数据分析, 2、3 号样

品粒径变化不明显, 主要由于三元复合物表面仍有

较多的正电荷而比较稳定; 4、5 号样粒径增大很多, 

主要是由于三元复合物表面接近电中性, 结构松散; 

6~9 号样品粒径很大, 主要是随着遮蔽体系比例增大, 

三元复合物质量浓度增大造成的.  

3.3  细胞毒性 

本文采用 MTT 的方法分别测试材料本身及三元

复合物的细胞毒性, 本项实验选用 HeLa 细胞. 如图 

 

 

图 5  PGA(60)遮蔽 DNA/PEI(1:1)后的电位与粒径. (a)图为

电位, (b)图为粒径; 从左到右, 1 为 DNA/PEI(1:1), 2~9 为

DNA/PEI/PGA(60), PGA(60)的比例分别为 0.625, 1.25, 2.5, 

5.0, 7.5, 10, 15 和 20. 粒径测试条件: 25℃, 测 3 个平行样品

取平均值, 每个样品测 3 min; 表面电位测试条件: 25℃, 测

3 个平行样品取平均值, 每个样品测 30 个循环 
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6(a)图为在不同浓度 PGA(x)系列材料培养 24 h 后的细

胞存活率. 6(b)图为PGA(60)跟DNA/PEI复合转染48 h

后的细胞存活率. 可见在测试浓度范围内, 无论是遮

蔽材料本身, 还是对 DNA/PEI 进行遮蔽后的三元复合

物, 都没有明显细胞毒性. 这主要是因为这类聚氨基

酸材料的良好生物相容性以及 PGA 材料的电负性.  

3.4  凝胶阻滞电泳 

通过凝胶阻滞实验来考察加入遮蔽材料后对

DNA/PEI 复合物的影响. 如图 7, DNA/PEI(1:1)对

DNA 能够完全阻滞(2). 用不同比例的 PGA(60)对

DNA/PEI(1:1)进行遮蔽(3~8), 加入 PGA(60)后 , 在

PGA(60)分子中残留的苄酯和未电离的羧基等疏水

基团的压缩作用下, 并没有破坏 DNA/PEI 的结合情

况, 所以没有出现 PGA(60)与 DNA 的交换, 没有发

现 DNA 被释放的现象.  

3.5  细胞荧光素酶转染 

本部分选用荧光素酶质粒 DNA(pGL3-control)作

为报告基因进行 HeLa 细胞转染实验来评价 PGA(60) 

 

 
图 6  PGA(x)系列材料的细胞毒性 

 
图7  DNA/PEI/PGA(60)三元复合物的凝胶阻滞电泳. 1为裸

DNA; 2 为 DNA/PEI(1:1); 3~8 为不同比例的 PGA(60)对

DNA/PEI(1:1)进行遮蔽, PGA(60)比例分别为0.625, 1.25, 2.5, 
5.0, 7.5, 10.0 

对 DNA/PEI 进行遮蔽后的转染情况. 如图 8, 结合表

面电位结果分析, 对 DNA/PEI 进行部分遮蔽后, 转

染效率有所提高, 随着遮蔽比例的增加, 当 PGA(60)

对 DNA/PEI 表面正电荷完全遮蔽后, 几乎没有转染. 

由此推测, 在 DNA/PEI/PGA(60)这个体系的转染中, 

复合物表面的正电荷, 是复合物被细胞吞噬并实现

转染的一个重要条件. 同时可以推测, 在体内环境下, 

三元复合物抵达肿瘤组织后 , 由于 pH 值的变化 , 

PGA(60)因不带电而脱离DNA/PEI复合物, 被释放出

的表面带正电的 DNA/PEI 复合物的转染效果将因此

而得到恢复. 此部分推断的实验, 正在进行中.  

4  结论 

本文通过对反应时间的控制合成并表征了不同

谷氨酸含量的具有 pH 敏感性的谷氨酸苄酯-谷氨酸

共聚物(PGA(x)s). 并选择 pH 敏感区间接近生理 pH

的 PGA(60)作为阳离子基因载体遮蔽体系进行研究. 

PGA(60)能对 DNA/PEI 复合物表面正电荷进行不同

程度的稳定的遮蔽, 且没有遮蔽材料与 DNA 的链交 

 

 
图 8  不同比例三元复合物 HeLa 细胞中的荧光素酶转染 



夏加亮等: 阳离子基因载体的 pH 敏感遮蔽体系的制备及表征 
 

260 

换而置换出 DNA 的反应发生, 有利于载体体系在体

内的稳定. 用 PGA(60)对 DNA/PEI 进行部分遮蔽后, 

能有效的提高转染效率, 完全遮蔽后没有转染效果. 

推测可能是因为完全遮蔽后, 带有 DNA 的三元复合

物表面变为负电, 不利于被细胞吞噬. 这样更利于载

体体系的靶向传输: 只有当体系抵达低 pH 值(如肿 

瘤)组织, 因 PGA(60)的 pH 敏感性而使体系表面恢复

正电荷, 然后后被内吞而实现转染.  
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Synthesis and characterization of a pH-sensitive shielding system for 
polycation gene carriers 

XIA JiaLiang1,2, CHEN Jie1, TIAN HuaYu1 & CHEN XueSi1 
1 Key Laboratory of Polymer Ecomaterials, Changchun Institute of Applied Chemistry, Chinese Academy of Science, Changchun 
130022, China;  
2 Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 

 
Abstract:  To increase the in vivo stability of polycation gene carriers, a pH-sensitive shielding system, γ -benzyl 
l-glutamate-co-glutamate acid polymer (PGA(60) (60 means the mol ratio of glutamate acid in the polymer)), was 
synthesized and characterized. PGA(60) shows pH sensitivity at about pH 6.0. PGA(60) could efficiently shield the 

positive charge of DNA/PEI (1:1) complexes. Gel retardation assay showed that no DNA-strand exchange with 
PGA(60) occurred after adding PGA(60) to DNA/PEI complexes in different proportions. MTT cytotoxicity test 
demonstrated that both PGA(60) and DNA/PEI/PGA(60) ternary complexes had no cytotoxicity within the test 
concentration. The transfection efficiency was improved when the positive charge was partly shielded by PGA(60). 
Because of the charge repulsion between the surface of cells and ternary complex particles, there was almost no 
transfection efficiency when the zeta potential of ternary complexes turned to negative. Because of the suitable pH 
sensitive range, PGA(60) may be a potential shielding system for polycation gene carriers to be used in vivo. 

Keywords  gene delivery, shielding system, pH-sensitive, polyglutamate 
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