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摘要  富精氨酸短肽由于其独特的内在化机理而受到了广泛的关注. 研究结果表明, 精氨酸和胍基能
有效转运穿透细胞膜, 在细胞穿膜过程中扮演非常重要的角色. 本文将精氨酸接枝到壳聚糖上制备了
一种新型的壳聚糖衍生物——精氨酸修饰的壳聚糖(Arg-CS), 并用复凝聚的方法制备了Arg-CS/DNA纳
米复合物. 对Arg-CS及Arg-CS/DNA复合物的物理化学性质进行了表征, 并以HeLa细胞为宿主细胞研
究了Arg-CS/DNA复合物的转染行为和效率. Arg-CS介导的荧光素酶质粒的表达较壳聚糖介导的荧光素
酶的表达提高了大约 100 倍, 而MTT实验表明, Arg-CS及其与DNA复合物在整个实验浓度范围内细胞
毒性均很小, Arg-CS有望成为一种高效、安全的壳聚糖基非病毒载体.    
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基因治疗通过将外源基因导入到靶细胞核内以

修复或置换导致疾病的缺陷基因 , 为先天和后天的
基因缺陷疾病提供了新的治疗方法 [1~3]. 寻求合适的
载体将治疗基因导入到靶细胞内无疑成为基因治疗

成功与否的关键所在. 由于具有安全性好、免疫原性
低、毒性低、携带基因能力强及费用低等优点, 非病
毒载体, 如脂质体 [4,5]、聚L-赖氨酸 [6]、聚乙烯亚胺

(PEI)[7,8]、聚酰胺-胺型树状高分子 [9,10]、明胶 [11]和壳

聚糖 [12,13]等, 受到了越来越多的关注. 然而, 非病毒
载体的基因转染效率与病毒载体相比还有一定的差

距, 成为制约其在实际临床应用中的瓶颈 [14,15]. 开发
高效、安全的非病毒载体已成为基因治疗的热门研究

内容之一.  
壳聚糖是一种可生物降解、生物相容性良好、无

毒的天然多糖, 由β(1,4)糖苷键连接D-氨基葡萄糖和
N-乙酰-D-氨基葡萄糖这两个基本单元结构而成 [16]. 
在低pH条件下 , 壳聚糖的伯胺可发生质子化 , 质子
化后的壳聚糖与带负电的DNA形成聚电解质复合物, 
从而有效地保护DNA免受DNA酶的降解 [17,18]. 自从
Mumper等人 [19]首次将壳聚糖用作非病毒载体以来, 
很多研究组对壳聚糖基非病毒载体的研究做了大量

的工作. Park等人 [20]开发了半乳糖化壳聚糖接枝聚乙

二醇(GCP)非病毒基因载体. 壳聚糖半乳糖化以提供
载体识别肝细胞的靶向性 , 接枝聚乙二醇以增强复

合物在水中的稳定性 . 由于亲水性 PEG的保护 , 
DNA-GCP复合物更加稳定, 可以免受细胞质中酶的
降解. 同时, GCP具有较小的尺寸(100 nm), 且GCP- 
DNA复合物仅仅转染具有脱唾液酸糖蛋白受体的
HepG2 细胞, 说明半乳糖化的壳聚糖可以用作肝细
胞靶向的基因载体. 本课题组 [21,22]发现十二烷基化

壳聚糖能提高DNA的热稳定性并保护DNA免受DNA
酶的降解. Kim等人 [23]开发了脱氧胆酸修饰的壳聚糖

载体. Kiang等人 [24]考察了壳聚糖的脱乙酰度对基因

转染效率的影响, 发现在血清条件下, 随着脱乙酰度
的降低基因转染效率也随之降低 , 这可能与复合物
的稳定性下降有关.  

为提高非病毒载体的转染效率 , 人们尝试了很
多方法 , 如连接细胞特异性配体和细胞穿透肽
(CPPs)、TAT衍生多肽或者寡肽. 细胞穿透肽通常指
具有穿透细胞膜并转运药物到细胞内能力的一类短

肽, 常少于 30个氨基酸残基, 如HIV-1病毒反式激活
蛋白(Tat)衍生的肽段 [25]、果蝇触角足转录因子的同

源异构结构域 [26]、单纯疱疹病毒 1型VP22转录因子
[27]. 这些肽段有个共同的特点就是都富含精氨酸残
基. 1997年, Vives等人 [28]报道了Tat蛋白的富精氨酸
片段(位点 48~60, GRKKRRQRRRPPQ)在转运过程中
起着非常关键的作用, 其中 13 个氨基酸残基中包含
了 6个精氨酸残基. VP22, 34个氨基酸残基中包含 9
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个精氨酸(位点 267~300), 其独特的性质使其在体外
培养和体内的情况下均能从感染的细胞转运到非感

染的细胞. 如果将其他蛋白结合到VP22 上, 它也能
成功地将其他的蛋白递送到细胞内 [29]. Penetratin, 源
于触角足同源异构结构域的第三螺旋(位点 43~58), 
16个氨基酸残基中包含 3个精氨酸残基, 能有效地穿
透质膜并且与温度无关 [30]. 虽然许多现象暗示富精
氨酸短肽能有效地提高转染效率 , 但富精氨酸短肽
介导基因转染的机理依然不大清楚 , 明显有别于受
体介导的内吞机制 [31].  

目前, 探讨精氨酸对壳聚糖/DNA复合物的物理
化学性质和基因转染效率的影响还未见文献报道 . 
在壳聚糖上引入亲水性且富含伯胺的精氨酸 , 不会
降低壳聚糖的电荷密度进而影响壳聚糖的水溶性 . 
我们前期的工作表明 , 精氨酸修饰的壳聚糖表现出
良好的抗凝血性能 [32], 这对于非病毒载体在体内进
行基因转染时非常重要 . 本文将精氨酸接枝到壳聚
糖上 , 用多种方法研究了精氨酸修饰的壳聚糖及其
与DNA的相互作用, 考察了Arg-CS对细胞的毒性及
作为非病毒载体转染细胞的可行性.  

1  材料和方法 
(ⅰ) 材料.  壳聚糖(CS)(分子量 50 kDa, 脱乙酰

度 82%) 购自青岛海汇生物技术公司. L-精氨酸, 溴
化乙锭, 胰蛋白酶, TEMED, 聚乙烯亚胺(PEI, 枝状, 
25 kD), 卡那霉素, 1-乙基-3(3-二甲胺丙基)碳二亚胺
(EDC)和 N-羟基-丁二酰亚胺(NHS)购自 Sigma 公司. 
RPMI 1640培养基, 胎牛血清购自 Gibco公司.  pGL3- 
Control (5.3 kb)质粒 , 荧光素酶检测试剂盒购自
Promega公司. 去内毒素核酸提取试剂盒购自 Qiagen
公司. BCA蛋白检测试剂盒购自 Pierce公司.  

(ⅱ) 精氨酸修饰壳聚糖(Arg-CS)的制备 .  以 
EDC和NHS为偶联剂 , 对壳聚糖进行精氨酸化修饰
[32]. 0.5 g壳聚糖溶于pH 4.5~5.0 的TEMED/HCl缓冲
溶液中, 然后加入一定量的EDC和NHS偶联剂, 搅拌
均匀后, 再加入壳聚糖氨基摩尔量 50%的精氨酸, 在
磁力搅拌下室温连续反应 6~10 h, 然后经脱盐水透
析和冷冻干燥处理得到最终产品——精氨酸修饰的
壳聚糖.  

(ⅲ) Arg-CS/DNA复合物的制备 .  用复凝聚的
方法制备Arg-CS/DNA纳米复合物 [33]. 将Arg-CS溶解
于pH为 5.5 的NaAc/HAc缓冲液中至浓度为 0.02% 
(w/w), 过滤灭菌后置于 4℃冰箱保存 . DNA溶于 5 

mmol/L NaCl溶液中. 根据所要制备纳米复合物的正
负电荷比(+/−)的不同 , 分别取所需精氨酸修饰的壳
聚糖和DNA溶液并在 55℃的水浴锅中加热 10 min, 
然后将二者快速混合, 用高速匀浆机搅拌 40 s, 制备
的复合物置于 4℃冰箱保存待用.  

(ⅳ) 傅里叶变换红外光谱(FTIR).  将壳聚糖、
精氨酸以及 Arg-CS 分别经 KBr 压片后在 Bio-Rad 
FTS135傅里叶红外光谱仪上测试.  

(ⅴ) 13C核磁共振.  将一定量的壳聚糖、精氨酸
以及 Arg-CS 分别溶解在 D2O/H2O(1:1, V/V)的溶剂 
中, 在 Varian UNITY plus 400核磁共振谱仪上记录
13C-NMR谱.  

(ⅵ) 琼脂糖凝胶电泳阻滞实验.  10 μL 不同电
荷比的壳聚糖/DNA复合物和 Arg-CS/DNA复合物在
DYY-Ⅲ2 型电泳仪上观测电泳条带 . 电泳条件为 : 
0.8%琼脂糖凝胶, 电泳缓冲液为 1× ATE, 电压为 60 
V, 时间为 40 min.  

(ⅶ) 动态光散射.  在室温和 90°固定角条件下, 
运用 Brookhaven BI-9000AT 激光光散射仪来检测不
同电荷比壳聚糖/ DNA和Arg-CS/DNA复合物的粒径
大小和粒径分布. 为避免灰尘对测量结果的影响, 复
合物溶液经 0.45 μm滤器过滤后再上机检测. 每个样
品重复检测 3次.  

(ⅷ) 原子力显微镜(AFM)观察.  借助原子力显
微镜 (Nanoscope IV Bioscopet, Digital Instruments, 
Veeco)来观察Arg-CS/DNA复合物的尺寸大小和表面
形态. 在新剥离的云母片上滴加 1∼2 μL Arg-CS/DNA
纳米复合物 , 室温干燥后放入洁净的玻璃平皿中待
测.  

(ⅸ) MTT 实验 .  以 1×104 细胞 /孔的密度将
HeLa细胞接种到 96孔板中, 在 37℃, 5%CO2条件下

孵育 24 h后分别加入 20 μL终浓度分别为 1, 5, 10, 20, 
30, 40, 50 μg/mL的壳聚糖, Arg-CS, PEI溶液. 培养 
24 h后, 每孔加入 MTT溶液(5 mg/ml)20 μL, 37℃继
续孵育 4 h, 终止培养, 小心吸取孔内培养上清液后, 
每孔加入 150 μL DMSO, 在 37℃继续孵育 30 min. 
选择 570 nm波长, 在 Spectramax plus 384紫外分光
光度计上测定各孔吸光值, 检测前自动混匀 300 s. 
细胞活性的表达结果为: 细胞存活率(%) = A570 (sample)/ 
A 570 (control)×100, 其中 A570 (sample)为聚合物及其复合物

加入的孔的吸光值, A570 (control)为只含培养基的孔的

吸光值. 聚合物/DNA复合物(1 μg DNA/孔)对细胞的
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毒性同样按照上述的方法进行检测.  
(ⅹ) 细胞转染实验.  以 5×104细胞/孔的密度将

HeLa细胞接种到 24孔板中, 在 37℃, 5%CO2条件下

孵育 18∼24 h后至细胞融合度为 60%∼80%. 转染前  
2 h, 将完全培养基吸去, 用D-Hanks洗涤两次, 加入
500 μL pH分别为 6.0, 6.2, 6.5, 6.8, 7.0, 7.2, 7.5, 7.8的
无血清培养基(pH用 5% NaHCO3或者 1 mol/L HCl调
节). 加入不同电荷比的聚合物/DNA复合物(每孔含 1 
μg DNA)孵育 5 h后, 将无血清培养基换成完全培养
基. 48 h后, 按照试剂盒所提供的说明书在TD- 20/20n

化学发光仪上检测光子的强度 . 用BCA检测出总蛋
白的浓度, 从而将结果统一标准化成RLU/mg蛋白(每
毫克蛋白所对应的相对光子数)[34].  

2  结果和讨论 
2.1  FTIR和 NMR光谱分析 

在精氨酸与壳聚糖反应过程中 , 精氨酸可发生
分子间反应, 故用截留分子量为 8000 的透析袋将未
反应的反应物和副产物透析除去. 图 1为壳聚糖、精
氨酸、精氨酸修饰壳聚糖的红外光谱图. 在壳聚糖的
红外谱图中, 1657 cm−1出现了壳聚糖 C=O酰基的弯
曲振动带, 1564 cm−1 的振动带归属于壳聚糖酰胺键 
的不对称伸缩振动, 壳聚糖吡喃环上的 C—O伸缩振
动带出现在 1089∼1031 cm−1; 在精氨酸的红外谱图中, 
1630 cm−1处的峰归属于精氨酸的胍基, 1419 cm−1处

的吸收带属于羰基 COO—的对称伸缩振动, 1136 和
772 cm−1分别属于 C—C—N 键的非对称伸缩振动和
羰基 COO—的弯曲振动. 在 Arg-CS 的红外谱图中,  

 

 
图 1  精氨酸、壳聚糖及精氨酸修饰的壳聚糖的红外光谱 

1631和 1415 cm−1处出现了精氨酸的特征峰, 同时也
出现了壳聚糖吡喃环的特征伸缩振动带 , 在 1526 
cm−1 出现的吸收峰归属于由壳聚糖和精氨酸相互反

应生成的酰胺键 . 核磁共振谱图进一步证实了精氨
酸已经结合到了壳聚糖上 [32]. 根据元素分析结果估
算出精氨酸对壳聚糖的取代度为 6.8%(数据未给出). 

2.2  凝胶阻滞实验分析 

用琼脂糖凝胶电泳来考察不同配比 Arg-CS/ 
DNA 复合物中 DNA 的迁移能力, 可以反映 Arg-CS
与 DNA 之间的静电相互作用与结合状态. 如图 2 所
示, 在低N/P比(小于 2:1)时, 可以观察到未被完全包
覆的裸 DNA 发生迁移, 但随着电荷比的增加, 未被
包覆的 DNA 的量逐渐减少 . 当电荷比大于或等于
2:1时, Arg-CS能完全阻滞 DNA的迁移, 表明所有的
DNA均已被Arg-CS完全包覆. 与Arg-CS相比, 壳聚
糖需要在电荷比为 4:1时才能开始完全包覆住 DNA, 
说明Arg-CS包覆DNA的能力比壳聚糖要强一些, 可
以认为精氨酸修饰的壳聚糖的正电荷密度较壳聚糖

有所提高, 从而增强了与 DNA的静电相互作用.  

 
图 2  壳聚糖/DNA复合物(a)及精氨酸修饰的壳聚糖/ 

DNA复合物(b)的凝胶电泳图 
条带 1, 质粒 DNA; 条带 2(+/−), 1:4; 条带 3, 1:2; 条带 4, 1:1;  

条带 5, 2:1; 条带 6, 4:1; 条带 7, 8:1; 条带 8, 10:1 

 
2.3  动态光散射分析 

基因释放系统的尺寸和形状对外源基因转运到

靶细胞和治疗基因的表达非常重要 , 因此非常有必
要获取相关的信息. 动态光散射为研究非病毒载体/ 
DNA 复合物的尺寸与分布的提供了有效的方法. 图
3(b)为光子相关光谱检测的不同电荷比精氨酸修饰
的壳聚糖与 DNA 所形成复合物的平均粒径, 当 N/P
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为 2:1, 4:1, 8:1, 10:1时, 复合物的平均粒径分别为
126.1, 118.9, 179, 174.9 nm, 均为纳米级尺寸. 当电
荷比从 2:1增加到 4:1时, 正电荷密度的增加使得载
体与DNA之间的静电相互作用增强, 促使DNA进一
步被浓缩, 复合物的平均粒径相应减小, 粒子的平均
粒径从 126 nm减小到 119 nm; 当电荷比进一步升高
以后, 粒子表面的正电荷密度相应提高, 使得富余的
正电荷之间的排斥作用成为主导因素 , 斥力的增加
使得复合物的平均粒径依次增加. 图 3(a)为光子相关
光谱检测的不同电荷比的壳聚糖/DNA复合物的平均
粒径. 当电荷比从 1:1 增加到 4:1 时, 复合物粒径从
123 nm 减小到 100 nm, 电荷比高于 4:1继续增加时, 
复合物粒径也相应地增大. 在 pH为 6.8的介质中, 壳
聚糖/DNA 复合物(N/P=4:1, 8:1)的 zeta 电位大约分
别为 3.3 mV和 3.5 mV, 而 Arg-CS/DNA复合物(N/P= 
4:1, 8:1)的 zeta电位大约分别为 6.3 mV和 10.8 mV 
(数据未提供). 由此可见, 壳聚糖及其衍生物与 DNA
形成的复合物的粒径大小和 zeta 电位均适于复合物
进入细胞内.  

2.4  原子力显微镜观察 

原子力显微镜可用来有效地观测复合物的尺寸

大小和表面形态. 与透射电子显微镜相比, 原子力显
微镜可在多种模式下 , 不需要对样品进行染色或增
强背景的情况下观察复杂的表面. 图 4(b)所示为原子
力显微镜下 N/P为 2:1时 Arg-CS/DNA纳米复合物的
表面形态. 从图中我们可以看到, 在 N/P 为 2:1 时, 
精氨酸修饰的壳聚糖可非常有效地将 DNA完全包覆
并形成了类似球形的纳米复合物 , 复合物的尺寸分
布比较均匀, 大多在 100~180 nm 之间, 这与我们用 

透射电子显微镜和光子相关光谱检测的结果基本吻

合. 与壳聚糖/DNA 复合物的原子力显微镜图(图 4(a), 
N/P = 4:1)相比, 精氨酸修饰的壳聚糖与DNA可形成
更加紧凑的结构 , 这可能是由于精氨酸修饰的壳聚
糖与 DNA之间的静电相互作用更加强烈的原因. 

2.5  细胞毒性评价 

加入 1~50 μg/mL 浓度的载体 24 h 后, 用 MTT
比色实验来评价壳聚糖及其衍生物对 HeLa细胞的毒
性. 图 5为加入不同浓度的壳聚糖和 Arg-CS对 HeLa
细胞存活率的影响 . 当壳聚糖及 Arg-CS 的浓度在
1~50 μg/mL范围内, HeLa细胞的存活率没有显著的
差别, 均高于 90%. 当与DNA复合后, 同样得到类似
的结果. 然而, PEI 的细胞毒性随着浓度的提高而增
加, 在 HeLa细胞中加入 50 μg/mL浓度的 PEI后, 细
胞的存活率降至 37%. 当与 DNA 复合后, PEI/DNA
复合物和 Arg-CS/DNA 复合物的细胞毒性均有一定
程度的降低 . 阳离子载体所带的正电荷部分被带负
电的质粒 DNA 所平衡而导致构象发生变化, 复合物
的毒性要相应地低于其载体本身所产生的细胞毒性. 
由此可见, 精氨酸修饰的壳聚糖有望作为毒性小、生
物相容性好、安全的基因载体. 

2.6  细胞转染实验 

要有效、顺利地将基因递送到靶向位点, 需要克
服许多障碍, 这些障碍主要包括: 靶向细胞的定位、
转运通过细胞膜、被内涵体吞噬、从溶酶体中逃逸出

来、进入细胞核以及表达出治疗蛋白等. 对于壳聚糖
基因递送系统来说, 很多因素都会影响壳聚糖/DNA
复合物的转染效率, 诸如壳聚糖的分子量, 脱乙酰度, 
电荷比, pH, 血清浓度等. 壳聚糖的分子量和脱乙酰 

 

 
图 3  不同电荷比的壳聚糖/DNA复合物(a)及精氨酸修饰的壳聚糖/DNA复合物(b)的平均粒径
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图 4  壳聚糖/DNA复合物(N/P=4:1)(a)及精氨酸修饰的壳
聚糖/DNA复合物(N/P=2:1)(b)的 AFM图像 

度对转染效率的影响已有文献报道 [24,35,36], 本文主
要考察电荷比和pH对壳聚糖 /DNA和精氨酸修饰的
壳聚糖/DNA复合物转染效率的影响.  

本文以荧光素酶载体 pGL3-control 为报告基因
来考察 Arg-CS/DNA复合物在不同 pH和不同电荷比
下基因转染的情况(图 6(b)). 从图中可以看出, 荧光
素酶表达量先随着电荷比的升高而增加 , 在电荷比
为 2:1 时达到最大值(接近于 PEI 的转染效率), 但电
荷比进一步升高时荧光素酶表达量反而有所降低 . 
这种现象可以解释为在低电荷比情况下 , 载体不能
有效地包覆 DNA而导致部分 DNA受到 DNA酶的降 

 

 
图 5  壳聚糖及其与 DNA的复合物(a)与 Arg-CS及其与 DNA的复合物(b)对 HeLa细胞存活率的影响 

 

 
图 6  不同电荷比和不同 pH条件下, 壳聚糖/DNA复合物(a)及精氨酸修饰的壳聚糖/DNA复合物(b) 

转染荧光素酶质粒的表达量(P <0.05) 
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解, 而电荷比太高时, 载体与 DNA 的静电相互作用
太强, DNA 进入细胞后不能从复合物中适时解离出
来进入细胞核, 从而影响了目的基因的表达. 在相同
条件下, Arg-CS 介导基因转染表达的荧光素酶的量
大约比未修饰的壳聚糖提高了 100倍左右. 

培养基的 pH对壳聚糖的基因转染行为有很大的
影响, 我们考察了不同 pH 对 Arg-CS/DNA 复合物转
染行为的影响. 从图 6 可以看出, Arg-CS/DNA 和壳
聚糖/DNA 复合物的转染效率与 pH 密切有关. 通常, 
在低 pH(6.0~6.8)条件下转染效率比高 pH(7.0~7.8)条
件下要高, 并随着 pH的升高而降低. 在同一 pH条件
下, 壳聚糖/DNA 和 Arg-CS/DNA 复合物均在电荷比
为 2:1 时获得最高的转染效率. 低 pH 时的转染效率
较高可能与壳聚糖的 pKa(大约 6.5)有关, 因为在 pKa

附近有利于壳聚糖质子化.  
精氨酸修饰壳聚糖后引入了胍基官能团 , 而精

氨酸和胍基官能团被发现能有效穿透细胞膜 [37]. 含
有胍基官能团的多肽, 如Tat肽段(48~60), 7个精氨酸
的肽段, 肽核酸和氨基糖甙, 都表现出很强的跨膜能
力 . 虽然侧链上的亚甲基的长度对跨膜能力没有影
响 , 但若把含有胍基的精氨酸替换成含有尿素的瓜
氨酸后 , 这些肽的细胞膜穿透能力完全消失了 [38], 
这说明具有胍基活性基团的精氨酸修饰壳聚糖可能

在DNA转运到细胞内的过程发挥着非常重要的作用. 
胍基与RNA上的磷酸和脂双分子层的磷脂均可以形
成氢键 [39]. 氢键的形成以及胍基的强碱性(pKa ~12.5)
在控制细胞膜转运过程中起着非常重要的作用 , 并
促进了荧光素酶的表达. 此外, 细胞摄取实验证明, 
转染后 4 h内细胞对Arg-CS/DNA复合物的摄入量明
显高于壳聚糖 /DNA复合物 , 这可能与Arg-CS/DNA
复合物zeta电位的提高有关, 从而加剧了对细胞膜的
扰动 [40].  

3  结论 
精氨酸修饰的壳聚糖与 DNA能形成利于基因转

染的聚电解质复合物, 与壳聚糖相比较, 精氨酸修饰
的壳聚糖对 HeLa细胞的荧光素酶的表达量提高了大
约 100倍, 精氨酸的胍基可能在细胞膜的穿透过程中
起着非常重要的作用, 促进了外源基因的表达. 寡精
氨酸和富精氨酸短肽的转运机制目前还不清楚 , 既
不能用吸附性内吞 , 也不能用受体介导的内吞作用
解释 . 本课题组对精氨酸促进壳聚糖基因转染的机

理和体内的转染效率正在进行更深入的研究.  
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