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mPEG-PCL-g-PEI 聚合物纳米粒介导的小干扰 RNA递送 
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摘要 : 本文旨在合成小干扰核糖核酸  (siRNA) 递送载体聚合物聚乙二醇-聚己内酯-聚乙烯亚胺 
(mPEG-PCL-g-PEI), 并探讨其体外 siRNA 递送性能。通过开环聚合反应制备二嵌段共聚物聚乙二醇-聚己内酯 
(mPEG-PCL-OH), 将 mPEG-PCL-OH 的羟基末端依次化学转化为羧基 (-COOH) 和 N-羟基琥珀酰亚胺 (-NHS) 

生成 mPEG-PCL-NHS, 再将 mPEG-PCL-NHS同枝化聚乙烯亚胺(PEI)反应生成三元共聚物 mPEG-PCL-g-PEI。应
用傅里叶变换红外光谱 (FTIR)、核磁共振 (NMR) 和凝胶渗透色谱 (GPC) 对聚合物 mPEG-PCL-g-PEI 进行结
构表征; 通过复凝聚法制备 mPEG-PCL-g-PEI/siRNA纳米粒, 并测定其粒径和 zeta电位; 通过体外细胞MTT测

试, 比较 mPEG-PCL-g-PEI/siRNA 纳米粒和 PEI/siRNA 纳米粒的细胞毒性; 通过体外细胞转染实验, 考察不同
N/P比的 mPEG-PCL-g-PEI/siRNA纳米粒对萤火虫荧光素酶基因表达的抑制效率。结果表明, 合成的三元聚合物 
(mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k能压缩 siRNA形成粒径为 50～200 nm的纳米粒, 其表面带有正电荷。MTT分析结

果显示 (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA纳米粒的细胞毒性显著小于 PEI10K/siRNA纳米粒 (P < 0.05)。当 N/P
比在 50～150, 萤火虫荧光素酶基因的表达显著下调 (P < 0.01)。当 N/P比为 125时, 萤火虫荧光素酶基因表达
的抑制效率最大。聚合物 mPEG-PCL-g-PEI能递送 siRNA进入细胞, 抑制靶基因表达, 且细胞毒性较低, 有望成

为一种新型的 siRNA递送载体。 
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Abstract: The aim of this paper is to report the synthesis of the mPEG-PCL-g-PEI copolymers as small     

interfering RNA (siRNA) delivery vector, and exploration of the siRNA delivery potential of mPEG-PCL-g-PEI 
in vitro.  The diblock copolymers mPEG-PCL-OH was prepared through the ring-opening polymerization.  
Then, the hydroxyl terminal (-OH) of mPEG-PCL-OH was chemically converted into the carboxy (-COOH) and 
N-hydroxysuccinimide (NHS) in turn to prepare mPEG-PCL-NHS.  The branched PEI was reacted with 
mPEG-PCL-NHS to synthesize the ternary copolymers mPEG-PCL-g-PEI.  The structure of mPEG-PCL-g-PEI 
copolymers was characterized with Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), nuclear magnetic resonance 
(NMR) and gel permeation chromatography (GPC).  The mPEG-PCL-g-PEI/siRNA nanoparticles were prepared 
by complex coacervation, and the nanoparticles size and zeta potential were determined, separately.  The    
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cytotoxicities of mPEG-PCL-g-PEI/siRNA nanoparticles and PEI/siRNA nanoparticles were compared through 
cells MTT assays in vitro.  The inhibition efficiencies of firefly luciferase gene expression by mPEG-PCL-g-PEI/ 
siRNA nanoparticle at various N/P ratios were investigated through cell transfection in vitro.  The experimental 
results suggested that the ternary (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k copolymers were successfully synthesized.  
(mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k could condense siRNA into nanoparticles (50−200 nm) with positive zeta potential.  
MTT assay results showed that the cytotoxicity of (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA nanoparticles was    
significantly lower than that of PEI10k/siRNA nanoparticles (P < 0.05).  The expression of firefly luciferase  
gene could be significantly down-regulated at a range of N/P ratio from 50 to 150 (P < 0.01), and maximally  
inhibited at the N/P ratio of 125.  The mPEG-PCL-g-PEI polymers could delivery siRNA into cells to inhibit  
the expression of target gene with very low cytotoxicity, which suggested that mPEG-PCL-g-PEI could serve as  
a new type of siRNA delivery vector. 
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小干扰核糖核酸 (small interfering RNA, siRNA) 
是长双链 RNA 分子在细胞质中 Dicer 酶的切割作用
下生成长度为 21～28 bp的双螺旋 RNA分子。参与
RNA干扰效应的蛋白分子能够特异性识别 siRNA的
双链结构, 并与其中的一条单链结合形成 RNA 诱导
沉默复合物(RNA-induced silencing complex, RISC)。
RISC可以切割同 siRNA具有完全互补序列的mRNA
分子, 阻断靶 mRNA 的翻译过程, 进而下调或完全
封闭靶基因的表达[1, 2], 这无疑给包括癌症在内的许
多疑难疾病提供了一种崭新的治疗方法[3, 4]。 

siRNA 本身不能被细胞摄取吸收, 且容易被核
酸酶降解。因此, siRNA必须借助载体的保护和递送
才能进入细胞发挥作用[5, 6]。目前 siRNA递送载体分
为病毒载体 (viral vectors) 和非病毒载体 (non-viral 
vectors) 两大类。虽然病毒载体细胞转染效率高, 但
是病毒具有免疫原性, 容易致畸和致突, 而且制备成
本较高, 因此病毒载体的应用受到很大限制[7]。近年

来, 非病毒载体因其无免疫原性, 具有良好生物相容
性, 且制备容易等优点而倍受关注, 成为 siRNA递送 
(siRNA delivery) 领域的研究热点[8]。 

聚乙烯亚胺 (polyethylenimine, PEI) 是一种高
效的 siRNA非病毒型递送载体[9, 10], 但是其分子表面
具有高密度正电荷会导致严重的细胞毒性, 成为限
制 PEI临床应用的重要影响因素[11]。本文旨在研制基

于 PEI 的新型 siRNA 递送载体。本研究合成了二段
共聚物聚乙二醇- 聚己内酯 (mPEG-PCL), 然后将其
化学枝接在 PEI分子上的伯胺基 (-NH2) 部位形成聚
合物聚乙二醇-聚己内酯-聚乙烯亚胺 (mPEG-PCL- 
g-PEI)。本文对该聚合物的结构进行了表征, 并初步
探讨了其细胞毒性和 siRNA递送性能。 

材料与方法 
材料与试剂  聚乙烯亚胺 (PEI, Mw 10 000) (美

国 Polysciences 公司); 聚乙二醇单甲醚 (mPEG, Mw 
5 000) (Fluka公司); ε-己内酯 (ε-CL) 和 4-二甲氨基
吡啶 (DMAP) (Acros公司); 丁二酸酐、N-羟基琥珀
酰亚胺 (NHS) 和辛酸亚锡 (SnOct) (美国 Sigma- 
Aldrich 公司); 细胞培养基和胎牛血清 (美国 Hyclone
公司); QIAprep Spin Miniprep kit 质粒提取试剂盒 
(QIAGEN 公司 ); Dual-Luciferase Reporter Assay  
System试剂盒、质粒 pGL3_Control和 pGL 4.75 (美国
Promega 公司); GL3_Luc_siRNA (Dharmacon 公司); 
其他试剂均为分析纯。 

聚合物 mPEG-PCL-g-PEI的制备  分别将适量
的 mPEG 与 ε-CL 单体用甲苯溶解, 通入氮气, 加入
催化剂辛酸亚锡, 在氮气的保护下于 120 ℃磁力搅 
拌反应 24 h, 纯化得白色产物 mPEG-PCL-OH。将 
0.5 mmol的 mPEG-PCL-OH加无水甲苯 20 mL溶解, 
再加入 3 mmol丁二酸酐与 3 mmol DMAP, 室温下反
应 24 h, 纯化得白色蜡状沉淀 mPEG-PCL-COOH。在
通氮气下用二氯甲烷 (DCM, 30 mL) 溶解 0.5 mmol 
mPEG-PCL-COOH和 1 mmol NHS, 冰水浴中磁力搅
拌 1 h后加入 1 mmol二环己基碳二亚胺 (DCC), 室
温下反应 12 h。反应液经 0.45 µm微孔滤膜过滤, 滤
液在大量的乙醚中沉淀, 过滤, 异丙醇洗涤, 将白色
蜡状沉淀真空干燥得 mPEG-PCL-NHS。最后, 将一定
比例的 PEI 和 mPEG-PCL-NHS 用 DCM 溶解, 室温
下搅拌反应 24 h。反应液在 DCM中透析 48 h (透析
袋截流相对分子质量 12 000～14 000), 纯水中透析
48 h, 除去未反应的 PEI及二嵌段共聚物。将透析袋
内的液体离心 (5 000 r·min−1), 上清液经 0.8 µm微孔
滤膜过滤后放入冷冻干燥机 (Martin Christ, Germany) 
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中干燥, 得 mPEG-PCL-g-PEI。聚合物 mPEG-PCL-g- 
PEI 的结构通过傅里叶变换红外光谱 (FTIR)、核磁
共振 (NMR) 和凝胶渗透色谱 (GPC) 进行测定。 

mPEG-PCL-g-PEI/siRNA 纳米粒的制备   将 
(mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k载体溶于去离子水中得到

不同浓度的聚合物溶液, 0.22 μm滤膜除菌过滤。将一
定量的 siRNA用一定体积 RNase-free Water稀释, 然
后分别加入等体积的不同浓度的聚合物水溶液, 涡旋
混合 30 s, 即得 (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA纳
米粒混悬液。 

mPEG-PCL-g-PEI/siRNA 纳米粒的粒径和 zeta
电位  吸取少量 (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA
纳米粒混悬液, 加双蒸水稀释后用 Zetasizer 3000HS
纳米粒度分析仪 (Malvern, England) 测定粒径和 zeta
电位。 

细胞培养  MCF-7人乳腺癌细胞和 HepG2人肝
癌细胞均由中国医学科学院基础医学研究所细胞中

心提供。MCF-7细胞使用 DMEM高糖培养基加 10%
胎牛血清进行培养; HepG2细胞使用MEM/NEAA培
养基加 10% 胎牛血清进行培养。细胞生长至 80% 融合

时进行传代。取处于对数生长期的细胞用于以下实验。 
mPEG-PCL-g-PEI/siRNA 纳米粒的细胞毒性实

验  将HepG2细胞按 8 000/孔、 MCF-7细胞按 5 000/
孔的密度接种到 96孔板中, 接种体积均为 100 µL。
将接种细胞置于 5% CO2、37 ℃培养箱中培养。将
N/P比为 25、50、75、100、125和 150的 mPEG-PCL- 
g-PEI/siRNA纳米粒混悬液各取 20 µL分别加入到每
组实验孔中, 每组设 5个复孔。细胞继续培养 24 h后, 
每孔中加入 MTT溶液 20 µL, 再于 37 ℃培养 4 h后, 
每孔加入 DMSO 150 µL, 置摇床上低速振荡 10 min, 
使结晶物充分溶解。同时设置调零孔和对照孔。使用

酶标仪在 560 nm波长下测定各孔吸光度 (A), 计算细
胞存活率 (cell viability)。细胞存活率 (%) = A值实验组/ 
A值对照组 ×  100%。 

体外细胞转染  将 MCF-7 细胞以 6×104/孔的密
度接种到 24孔板中, 于培养箱 (37 ℃, 5% CO2) 中孵
育 24 h。将旧培养基吸去, 每孔换上新鲜培养基 500 
µL。使用 Lipofectamine 2000转染试剂, 每孔共转染
报告质粒 pGL3_Control 400 ng和内参质粒 pGL4.75 
1 ng。转染 4 h后, 实验组每孔分别加入不同 N/P比
的 (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA纳米粒混悬液
100 µL, 空白对照组加入等体积 RNase-free Water; 
阴性对照组每孔分别加入等量的裸 siRNA溶液; 阳性
对照组加入 Lipofectamine 2000/siRNA 转染复合物

100 µL。每组均设 3个平行孔, 每孔 siRNA的转染剂
量均为 4 pmol。 

双荧光素酶报告基因分析  细胞转染 36 h 后, 
使用 Dual-Luciferase Reporter Assay System试剂盒进
行双荧光素酶活力分析。首先, 去除各孔培养基, 每孔
用 PBS缓冲液 1 mL漂洗 1次。去除 PBS缓冲液后,  
每孔加入细胞裂解液 100 μL, 室温温和振荡 30 min, 
各孔形成细胞裂解物。然后, 使用 TriStar LB941 
luminometer仪器 (Brthold Detection Systems, Germany) 
进行活力分析, 取细胞裂解物 20 μL 加入 LAR II 
Reagent试剂 100 µL, 测定 5 s, 得到萤火虫荧光素酶
活力; 再加入 Stop & Glo Reagent试剂 100 µL, 测定
5 s, 得到 Rennila荧光素酶活力。计算相对荧光素酶
活力 (relative luciferase activity, RLA): 萤火虫荧光
素酶活力/ Rennila荧光素酶活力。 

数据分析  采用 SPSS 13.0 软件进行数据分析, 
计量资料采用 x ± s表示, 两组间比较采用 t检验, P < 
0.05为差异有统计学意义。 
 

结果 
1  mPEG-PCL-g-PEI的结构和分子质量 

FTIR 和 NMR 的测定结果显示, 合成的 mPEG- 
PCL-g-PEI结构为 (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k。以四

氢呋喃为流动相, 聚苯乙烯为内标, 采用 GPC测定的
聚合物数均分子质量 (Mn) 为 16 352, 重均分子质量 
(Mw) 为 19 542, 分子质量多分散度 (polydispersity) 
为 1.195, 说明聚合物 (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k的

分子质量分布较窄 (图 1)。 
2  (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA 纳米粒的粒
径和 zeta电位 

分别制备 N/P 比为 25、50、75、100 和 125 的
(mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA 纳米粒。取各处 
 

 
Figure 1  Gel permeation chromatography (GPC) results of 
synthetic polymers.  A: Final product (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g- 
PEI10k; B: Mediate product mPEG5k- PCL1.2k-OH 



 黄  伟等: mPEG-PCL-g-PEI聚合物纳米粒介导的小干扰 RNA递送 · 347 · 

 

方纳米粒混悬液适量, 用RNase-free Water稀释至1.5 
mL, 用 Malvern 纳米粒度分析仪测定粒径及 zeta 电
位, 测定结果见图 2。当 N/P 比为 125 时, (mPEG5k- 
PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA纳米粒平均粒径为 (68.8 ± 
2.1) nm, 其粒径分布见图 3。 
 

 
Figure 2  Particle size and zeta potential of (mPEG5k-PCL1.2k)1.4- 
g-PEI10k/siRNA nanoparticles at various N/P ratios.  n = 3, x ± s 

 

 
Figure 3  Particle size distribution of (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g- 
PEI10k/siRNA nanoparticle at the N/P ratio of 125 
 
3  (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA 纳米粒的细
胞毒性 
不同N/P比的 (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA

纳米粒对细胞毒性的影响结果见图 4。结果显示, 当
N/P比较小时, 两种载体制备的纳米粒所带正电荷均
较少, 产生的细胞毒性小, 两者比较无显著性差异。
随着 N/P比增加, 纳米粒的细胞毒性逐渐增大, 但在
相同 N/P比时, (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA纳
米粒的细胞毒性显著小于 PEI10K/siRNA 纳米粒 (P < 
0.05)。当 N/P比增大时, 由于正电荷强度的增加幅度
较大 , 两种载体均产生较大的细胞毒性 , 因此在
siRNA 递送中 (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k的浓度应

控制在一定范围内。 
4  (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA 纳米粒对萤
火虫荧光素酶报告基因表达的抑制 
不同N/P比的 (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA 

 

 

Figure 4  Effect of (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA 
nanoparticle at various N/P ratios on cell viability.  A: HepG2 
cells; B: MCF-7 cells.  Test: (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/ 
siRNA nanoparticles; Control: PEI10k/siRNA nanoparticles.     
n = 5, x ± s.  #P < 0.05 vs control 

 
纳米粒对萤火虫荧光素酶报告基因表达的抑制结果

见图 5。结果显示, 当 N/P比在 50～150, 萤火虫荧光
素酶基因的表达被显著下调, 与阴性对照组 (NC) 和

空白对照组 (BC) 比较均有显著性差异 (P < 0.01)。
当N/P比为 125时, 萤火虫荧光素酶基因表达的抑制
效果最好, 与 Lipofectamine 2000 阳性对照组 (PC) 
比较无显著性差异 (P > 0.05)。 
 

 

 

Figure 5  Inhibition of firefly luciferase expression by (mPEG5k- 
PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA nanoparticle at various N/P ratios.  
PC: Positive control; NC: Negative control; BC: Blank control.  
n = 3, x ± s.  ∗P < 0.01 vs negative and blank controls 
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讨论 
PEI在分子结构上具有大量的游离伯胺基。在酸

性条件下, 这些伯胺基能够发生质子化而使 PEI分子
表面带有高密度的正电荷[12]。通过电性作用, PEI可
以结合带有负电荷的核酸分子 (包括 DNA 和 RNA) 
并能够有效转染细胞[13]。虽然 PEI 已经成为一种高
效的核酸递送载体, 但是 PEI分子表面带有的高密度
正电荷对细胞具有很大的毒性[14], 这在很大程度上
限制了 PEI 在核酸递送领域的应用。为了降低 PEI
的细胞毒性, 可以在 PEI高分子上的伯胺基部位键合
引入化学基团, 减少伯胺基的数量, 进而降低 PEI分
子表面的正电荷密度, 减小 PEI载体的细胞毒性。因
此, 本文首先合成了二嵌段共聚物 mPEG-PCL, 然后
将 mPEG-PCL 分子的 PCL 一端和 PEI 分子的 -NH2

基团化学键连接, 形成新型载体材料 mPEG-PCL-g- 
PEI。本文采用 FTIR, NMR和 GPC等方法对聚合物
mPEG-PCL-g-PEI 进行了结构表征, 结果表明合成的
聚合物组成明确, 分子结构为 (mPEG5k-PCL1.2k)1.4- 
g-PEI10k, 分子质量可控且分布较窄 (图 1)。 

mPEG-PCL 聚合物基团的引入改变了 PEI 分子
的两亲性, 其中亲脂性片段 PCL 使 mPEG-PCL-g- 
PEI 分子具有一定程度的疏水性, 这有利于 mPEG- 
PCL-g-PEI 压缩核酸分子形成纳米粒。结果表明 

(mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k 能够压缩 siRNA 形成 
粒径小于 200 nm的纳米粒, 粒度分布较窄, 且纳米
粒表面带有一定强度的正电荷 (图 2)。随着 N/P 比 
的增大, (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k 载体与 siRNA 
的结合力逐渐增大, 压缩 siRNA 的能力逐渐增强,  
因而纳米粒的粒径随之减小; 同时, 随着 (mPEG5k- 
PCL1.2k)1.4-g-PEI10k 比例的逐渐增大, 整个纳米粒体
系的正电荷密度增大, zeta电位也逐渐升高。 

另外, 细胞毒性实验显示 (mPEG5k-PCL1.2k)1.4- 
g-PEI10k/siRNA 纳米粒的细胞毒性显著小于 PEI10K/ 
siRNA 纳米粒 (图 4), 表明合成的聚合物 (mPEG5k- 
PCL1.2k)1.4-g-PEI10k的细胞毒性相对于 PEI10k载体显

著降低, 原因在于无毒的 mPEG-PCL基团的引入减
少了伯胺基的数量, 降低PEI分子表面的正电荷密度, 
从而降低了PEI载体的细胞毒性, 达到了本实验的设
计目的。 

萤火虫荧光素酶报告基因表达灵敏且表达产物

易于定量检测[15], 因此本文选择该基因为靶基因进
行体外 siRNA 递送研究。由于萤火虫荧光素酶基因
为外源性基因, 哺乳动物细胞本身不表达萤火虫荧

光素酶, 所以在体外 siRNA 递送实验中首先将报告
质粒 pGL3_Control 和 pGL4.75 共同转染细胞, 其中
pGL3_Control 能够表达产生萤火虫荧光素酶, 用于
测试 siRNA递送效率, 而 pGL4.75为内参质粒, 能够
表达产生 Rennila 荧光素酶, 在此用作转染实验内部
对照, 用来校正各实验孔间转染效率的差异。体外细
胞转染结果显示 (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k/siRNA
纳米粒能显著下调萤火虫荧光素酶的表达水平 (图5), 
表明 (mPEG5k-PCL1.2k)1.4-g-PEI10k载体可以将 siRNA
递送到细胞内并有效抑制萤火虫荧光素酶基因的表

达。总之, 合成的新型载体聚合物 mPEG-PCL-g-PEI
细胞毒性显著小于 PEI, 能有效递送 siRNA进入细胞
干扰靶基因表达, 其有望成为一种较有前途的 siRNA
递送载体。 
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