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基因载体材料聚乙烯亚胺与磷脂酰胆碱
脂质体的相互作用对膜结构的影响

韦艳珊，韦邦帜，黄爱民，马 林
( 广西大学化学化工学院，南宁 530004)

摘要 采用动态光散射、荧光光谱、zeta 电位测定和等温滴定量热技术分析了分子量分别为 25000，10000 和

1800 的聚乙烯亚胺( PEI) 与二油酰磷脂酰胆碱( DOPC) 脂质体的相互作用及其对脂质体膜内环境极性和膜

通透性的影响． 结果表明，PEI 通过氨基与 DOPC 的磷脂基团和胆碱基团产生氢键或范德华作用，从而与脂

质体结合形成复合物; 低浓度 PEI( ＜0. 075 mg /mL) 导致 DOPC 脂质体的聚集和表面电位的增加，但未引起

脂质体膜融合和表面电位反转; 进一步增加 PEI 的浓度对脂质体表面电位的影响很小，而结合在表面的 PEI

分子链之间的排斥作用阻碍了脂质体聚集． PEI 分子与 DOPC 脂质体的结合降低了脂质分子碳氢链的堆积密

度和脂质体膜内环境的疏水性，从而增强了钙黄绿素和槲皮素在脂质体膜中的通透性． PEI 与 DOPC 脂质体

的相互作用具有明显的分子尺寸效应，增大 PEI 的分子量可以增强与脂质体的相互作用及对脂质体膜结构

的影响．
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基因治疗是现代医学领域最前沿的研究课题之一，其核心是建立高效、安全的基因载体系统［1～3］．
聚乙烯亚胺( PEI) 因其高电荷密度和独特的“质子海绵效应”而具有良好的转染效率，分子量分别为

25000 的支化 PEI 和 22000 的线性 PEI 被认为是高分子基因载体的“黄金标准”［4～9］． 在实际应用中，生

物医用材料不可避免地与各种生物大分子、细胞、组织和器官接触，因此材料的安全性是最重要的研

究内容之一，需要进行严格的评估［10～12］． 研究表明，PEI 材料具有不同程度的细胞毒性，然而这些细

胞毒性评估多数是建立在体外细胞活性分析( 如 MTT) 基础上的，通常在利用材料处理细胞后 4 ～ 8 h
进行，其结果只能反映细胞对材料的急性应答，并不一定代表载体材料安全性的真实情况． Moghimi
等［12］研究发现，利用 PEI 处理细胞 24 h 后，受处理细胞才表现出明显的半胱天冬酶激活现象( 细胞凋

亡的表现) ． 目前，尽管 PEI 基因载体材料的改性工作已被大量报道［4～9］，仍然缺乏针对 PEI 进入生物

体后对各种生物大分子和细胞器结构功能的影响和作用机理的了解．
通常认为，PEI 可通过静电作用将核酸长链压缩形成复合物纳米颗粒，其表面正电荷有利于复合

物颗粒与细胞质膜的相互作用，从而启动胞吞或者胞饮作用进入细胞并形成内涵体和溶酶体; 也有研

究者认为复合物颗粒通过 PEI 介导的在细胞膜和溶酶体膜上形成的纳米孔洞进入细胞质［13～15］． 由此推

断 PEI 的毒性与其对生物膜的扰动有关． 脂质是生物膜的主要成分，由于 PEI 的氨基易于质子化而带

正电荷，目前的研究主要关注 PEI 与阴离子脂质体的相互作用［16，17］，而对 PEI 与中性脂质体如磷脂酰

胆碱脂质体的相互作用及对脂膜结构的研究报道尚不多见．
为了解 PEI 对中性脂质体的结构性质的影响，本文通过荧光光谱、动态光散射( DLS) 、zeta 电位测

定和等温滴定量热 ( ITC ) 技术研究了分子量分别为 25000，10000 和 1800 的支化 PEI ( 分别记为

PEI25k，PEI10k 和 PEI1. 8k) 与二油酰磷脂酰胆碱( DOPC) 脂质体的相互作用及机理，并以 N-( 7-硝基
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苯并-2-氧杂-1，3 二唑-4-氨基)  -磷脂酰乙醇胺三乙胺盐(  NBD-PE)  、N-丽丝胺罗丹明 B-磷脂酰乙醇胺三

乙胺盐(  Ｒh-PE)  和 8-苯氨基萘-1-磺酸(  ANS)  为荧光探针，以钙黄绿素和槲皮素为小分子模型化合物，

探讨了 PEI 对 DOPC 脂质体之间相互作用、脂质体膜内环境和膜通透性的影响．

1 实验部分

1．1 试剂与仪器
二油酰磷脂酰胆碱(  DOPC，冻干粉)  、支化聚乙烯亚胺(  PEI)  和 8-苯氨基萘-1-磺酸(  ANS，纯度＞

98%)  购自美国 Sigma 公司;  N-(  7-硝基苯并-2-氧杂-1，3 二唑-4-氨基)  -磷脂酰乙醇胺三乙胺盐(  NBD-
PE)  和 N-丽丝胺罗丹明 B-磷脂酰乙醇胺三乙胺盐(  Ｒh-PE)  均为分析纯，购自美国 Molecular Probes 公
司;  钙黄绿素(  分析纯)  购自天津博迪化工股份有限公司;  Triton X-100(  分析纯)  购自美国 Amresco 公
司;  槲皮素(  Que，生化纯)  购自国药集团试剂有限公司;  氯仿、甲醇和乙醇(  分析纯)  购自广东汕头西

陇化工有限公司． 所有试剂均未经进一步纯化直接使用;  分析所用溶液和储备液使用磷酸盐缓冲液

(  PBS，10 mmol /L，pH = 7. 4)  配制．
将 PEI 溶解于 PBS 缓冲液中配制成 5 mg /mL 储备液，以 HCl /NaOH 溶液调节 pH = 7. 4，于 0 ～ 5 ℃

保存备用，使用时稀释至所需要浓度． 由于实验所用的 PEI 平均分子量相差很大，为便于比较，PEI 的
浓度以质量浓度表示，其它物料的浓度则以摩尔浓度表示． 将 ANS 溶解于 PBS 缓冲液中配制成储备

液，于 0 ～ 5 ℃ 保存． ANS 储备液浓度根据  350 nm 吸光度计算，摩尔吸光系数取  6300 L·mol－1 · 
cm－1［18］． 将槲皮素溶解于乙醇中配制成 1. 0×10－2 mol /L 储备液，于 0 ～ 5 ℃保存备用． 使用前以 PBS 缓
冲液稀释至所需浓度，稀释后 2 h 内使用．

UV-2501PC 型分光光度计(  日本 Shimadzu 公司)  ; H  a n d E x t r  u d e r  ™- 1 m l  型脂质体挤出器( 美国Genizer公
司)  ;  Zetasizer Nano ZS 纳米粒度电位测定仪(  英国 Malvern 公司)  ;  ＲF6000 型荧光分光光度计(  日

本Shimadzu 公司)  ;  MicroCal ITC200型等温滴定量热仪(  美国 GE 公司)  ．
1．2 实验方法

1．2．1 脂质体的制备 称取一定量的 DOPC 溶解于 6 mL V(  氯仿)  ∶ V(  甲醇)  = 2 ∶ 1的混合溶剂中，于

45 ℃旋转蒸发去除溶剂，用氮气冲刷磷脂膜 30 s，真空下干燥过夜;  加入 5 mL PBS 缓冲液进行水化，

超声波分散后，利用脂质体挤出器挤压通过 100 nm 碳酸酯膜 21 次． 所得大单层脂质体(  LUV)  用 PBS
缓冲液稀释至 100 mL，根据 Stewart 法［19］测定磷脂含量，于 0 ～ 5 ℃保存备用．

将 NBD-PE 和 Ｒh-PE 与 DOPC 按摩尔比 0. 8 ∶ 100 混合［20］，参照上述方法制备 NBD-PE 和 Ｒh-PE
共标记脂质体．

钙黄绿素负载脂质体采用相同方法制备，区别在于使用 80 mmol /L 的钙黄绿素溶液水化，并利用

Sephadex G-50 葡聚糖凝胶柱分离除去未包封的钙黄绿素［20］，以 PBS 缓冲液稀释脂质体分散液至
50 μmol /L．
1．2．2 粒径和 zeta 电位的测定 将 PEI 储备液以 PBS 缓冲液稀释至所需浓度，加入脂质体储备液并混

合均匀(  DOPC 终浓度为 50 μmol /L)  ，于 25 ℃测定脂质体的流体动力学直径和 zeta 电位． 相同条件下

至少测定 3 次，结果取平均值．
1．2．3 脂质体膜融合 将 NBD-PE 和 Ｒh-PE 共标记脂质体与未标记脂质体按摩尔比 1 ∶ 9混合［20］，加

入不同浓度的 PEI 溶液(  DOPC 终浓度为 50 μmol /L)  ，于 25 ℃温育 30 min 后，测定其发射荧光光谱

(  λex = 463 nm)  ，波长扫描范围 500 ～ 650 nm．
1．2．4 等温滴定量热分析 等温滴定量热实验在 25 ℃下进行． PEI 溶液(  5. 0 mg /mL)  和 DOPC 脂质体

分散液(  750 μmol /L)  在实验前配制，并利用 HCl 或 NaOH 溶液(  0. 1 mol /L)  调节 pH = 7. 4，配制好的溶

液经脱气处理后分别装入滴定针和样品池． 滴定过程中，PEI 溶液由滴定针逐滴滴入测量池，每次滴定

体积为 1 μL，时间间隔 90 s，搅拌转速 300 r /min，滴定过程的热效应由仪器自动记录． 在相同条件下

将 PEI 溶液滴定至 PBS 缓冲液中，得到 PEI 的稀释热效应．
1．2．5 ANS 荧光的测定 配制系列不同 PEI 浓度的 ANS-PEI 溶液和 ANS-PEI-脂质体分散液(  ANS 和
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DOPC 终浓度分别为 2. 5 和 50 μmol /L) ，测定 ANS 的荧光发射光谱( λex = 388 nm) ，波长扫描范围为

400～700 nm．
1．2．6 钙黄绿素泄漏实验 将 100 μL 钙黄绿素负载脂质体储备液用 PBS 缓冲液稀释至 1900 μL，置

于 1 cm×1 cm 石英比色皿中，搅拌下用微量进样针加入 100 μL 预先配制的不同浓度的 PEI 溶液，于

25 ℃下记录加入 PEI 前后钙黄绿素发射荧光强度随时间的变化情况． 测定所用激发波长为 490 nm，发

射波长为 520 nm． 实验结束后，加入 100 μL Triton X-100 溶液( 体积分数 10%) 裂解脂质体，使其中钙

黄绿素完全释放． t 时刻钙黄绿素的累积泄漏百分率( qt，%) 根据以下方程计算［20］:

qt = ( Ft － F0 ) / ( Fmax － F0 ) × 100% ( 1)

式中: Ft为 t 时刻的荧光强度; F0为加入 PEI 前的荧光强度; Fmax为脂质体裂解后的荧光强度．
1．2．7 PEI 对槲皮素通透性的影响 配制系列不同 PEI 浓度的槲皮素-PEI 溶液和槲皮素-PEI-脂质体

分散液( 槲皮素和 DOPC 终浓度分别为 5 和 50 μmol /L) ，测定槲皮素的荧光发射光谱( λex = 465 nm) ，

波长扫描范围为 475～700 nm．

2 结果与讨论

2．1 PEI 对脂质体粒径的影响

粒径是反映脂质体结构稳定性的重要参数，为了解 PEI 对脂质体结构的影响，分析了 DOPC 脂质

体在含不同浓度 PEI 的缓冲液中的粒径变化，结果如图 1 所示． 可见，PBS 缓冲液中 DOPC 脂质体的粒

Fig．1 PEI concentration dependence of hydrody-
namic diameter ( Dhy ) of DOPC LUVs in

PBS
cDOPC = 50 μmol /L．

径为 155 nm，添加少量 PEI25k( ＜0. 03 mg /mL) 对

脂质体的粒径无明显影响． 随着溶液中 PEI25k 浓

度的增加，脂质体的粒径先急剧增加后迅速减小，

在约 0. 05 mg /mL 时达到最大值，当 c( PEI25k) ≥
0. 075 mg /mL 时，脂质体的粒径基本保持不变，且

与无 PEI 缓冲液时脂质体粒径相近． 在含 PEI10k
的缓冲液中 DOPC 脂质体的粒径也有相同的变化规

律，但是与 PEI25k 相比，PEI10k 对脂质体粒径的

影响 较 小，当 PEI25k 和 PEI10k 的 浓 度 为 0. 05
mg /mL时，脂质体粒径分别为 291 和 201 nm． PEI
对 DOPC 脂质体粒径的影响随着 PEI 分子量的减小

而降低，在实验浓度范围内( 0 ～ 0. 15 mg /mL) ，含

PEI1．8k 的缓冲液中脂质体的粒径几乎保持不变．
含 PEI 缓冲液中脂质体粒径增大的可能原因如下: ( 1) PEI 分子发生聚集，对溶液体系粒径的测

定产生影响; ( 2) PEI 与脂质体结合形成复合物; ( 3) 脂质体产生聚集或者膜融合． 为了解 PEI 是否会

产生聚集，将高支化 PEI 作球形近似［16］，利用 DLS 技术测定了 PEI 在 0. 1，0. 5 和 1. 0 mg /mL 浓度下

的流体动力学直径． 结果显示，PEI 分子的流体动力学直径远小于脂质体，改变浓度对 PEI 分子的流体

动力学直径的影响可以忽略( 表 S1，见本文支持信息) ，这表明 PEI 自身不会产生大的聚集，脂质体粒

径的变化归因于 PEI 与脂质体的结合及其引起的脂质体的聚集或融合．
2．2 脂质体的聚集

脂质体的聚集和融合均会导致其粒径发生变化，为探究 DOPC 脂质体粒径增加的机理，本文利用

NBD-PE 和 Ｒh-PE 膜探针对脂质体进行标记，并与非标记的脂质体按摩尔比 1 ∶ 9混合，考察了 PEI 对

NBD-PE 与 Ｒh-PE 间荧光共振能量转移的影响． 图 2 示出了含典型浓度 PEI25k 的缓冲液中荧光标记脂

质体的荧光光谱，含 PEI10k 和 PEI1. 8k 的缓冲液中也有相似结果( 见支持信息图 S1) ． 如图 2 所示，荧

光标记脂质体在约 520 和 590 nm 处出现 NBD-PE 和 Ｒh-PE 的特征荧光［16，21，22］，由于从 NBD-PE 到 Ｒh-
PE 的共振能量转移作用，NBD-PE 的荧光很弱，脂质体主要表现为 Ｒh-PE 的荧光特征． 实验中，脂质

体膜融合将引起供体 /受体对( 即 NBD-PE /Ｒh-PE) 从“标记”脂质体转移到“非标记”的脂质体而被稀
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Fig．2 Fluorescence spectra of DOPC LUVs labeled
with NBD-PE and Ｒh-PE in PBS ( pH = 7. 4 )

containing 0( a) ，0. 05( b) and 0. 1( c) mg/mL
PEI25k
Insert: relative intensity of fluorescence emission of

NBD-PE and Ｒh-PE ( F520 /F590 ) in DOPC LUVs in

PBS containing different concentrations of PEI25k． λex =

463 nm，c( DOPC) = 50 μmol /L．

释，NBD-PE 和 Ｒh-PE 分子之间的距离增大降低了

两者间能量转移效率，从而导致供体 NBD-PE 的荧

光强度增强及受体 Ｒh-PE 的荧光强度减弱［16，21，22］．
实验中发现，可能由于 PEI 在脂质体表面的结合减

少了溶剂分子对脂质体中 NBD-PE 和 Ｒh-PE 荧光

的碰撞猝灭，两者的特征荧光同时随着溶液中 PEI
浓度的增加而轻微增强，但是其荧光强度比变化并

不明显 ( 图 2 和 支 持 信 息 图 S1 中 插 图) ，表 明

DOPC 脂质体并未产生膜融合，其粒径的变化是由

于脂质体聚集所致．
2．3 PEI 对脂质体表面电位的影响

PEI 与脂质体的结合还表现为脂质体表面电位

的变 化． 图 3 示 出 了 分 别 含 不 同 浓 度 PEI25k，

PEI10k 和 PEI1. 8k 的缓冲液中 DOPC 脂质体的 zeta
电位． DOPC 为中性磷脂，在 pH = 7. 4 的 PBS 缓冲

液中其 zeta 电位为小的负值( －3. 6 mV) ，PEI 的存

在导致脂质体的 zeta 电位增加，但是这一作用随着溶液中 PEI 浓度的增加而迅速减弱，当 PEI 浓度大

于 0. 075 mg /mL 时脂质体表面电位基本不变．
PEI 为多胺化合物，其氨基易发生质子化而带正电荷． 实验结果显示，PEI25k，PEI10k 和 PEI1. 8k

在 PBS 缓冲液( pH= 7. 4) 中的 zeta 电位分别为 7. 0，10. 7 和 14. 1 mV，与文献［16，17］结果相符，说明

低分子量的 PEI 更易于质子化． DOPC 脂质体与 PEI 形成静态复合物或简单混合均会导致脂质体的zeta
电位增大． 由于低分子量的 PEI 更易于质子化，其与脂质体仅发生简单混合时，脂质体 zeta 电位增大

应更为明显． 然而，本实验结果与上述推测不符． 如图 3 所示，当 PEI 浓度相同时，脂质体的 zeta 电位

Fig．3 Variation of zeta potential of DOPC LUVs in
PBS( pH=7. 4) containing PEIs
c( DOPC) = 50 μmol /L．

随着溶液中 PEI 分子量的增加而增大． 当 PEI25k，

PEI10k 和 PEI1. 8k 浓度为 0. 075 mg /mL 时，脂质

体的 zeta 电位分别为－0. 58，－1. 00 和－1. 44 mV，

表明 DOPC 脂质体 zeta 电位的提高不是由于脂质体

和带正电荷的 PEI 分子的简单混合，而是由于 PEI
在脂质体表面结合形成复合物所导致． 由于 PEI 分

子之间的静电排斥作用，脂质体对 PEI 的亲和力将

随着已结合 PEI 分子数的增加而降低，这就很好地

解释了低浓度 PEI 导致 DOPC 脂质体表面电位明显

增大，而高浓度 PEI 对脂质体表面电位影响很小的

现象．
2．4 PEI 与 DOPC 脂质体的等温滴定量热

为探讨 PEI 与 DOPC 脂质体之间相互作用的机理，采用等温量热仪测定了 PEI 滴定 DOPC 脂质体

的热效应． PEI 在水中的稀释是一个显著的放热过程，而 DOPC 脂质体的稀释热可以忽略不计． 因此，

在相同条件下将 PEI 溶液滴定到 PBS 缓冲液中，记录 PEI 的稀释热，并从 PEI-DOPC 脂质体滴定曲线

中点对点扣除，得到滴定过程中 PEI 与 DOPC 脂质体相互作用的热效应． 实验中发现，PEI 与 DOPC 脂

质体相互作用的热效应不大，使用高浓度的 PEI 和脂质体才能出现明显的热效应． 但是，高浓度 PEI
在滴定过程中巨大的稀释热对获得 PEI 与 DOPC 脂质体相互作用的热谱图会造成很大的影响． 因此，

本文使用浓度为 5. 0 mg /mL 的 PEI 溶液滴定浓度为 750 μmol /L 的 DOPC 脂质体． 图 4( A) 和( B) 分别

示出了 PEI25k 对 DOPC 脂质体的等温滴定量热曲线和 PEI25k 与 DOPC 的相互作用焓随着滴定过程中

PEI25k 与 DOPC 摩尔比的变化关系． PEI10k 和 PEI1. 8k 的滴定结果与此相似，但是与 DOPC 的相互作
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用焓随着 PEI 分子量的降低而减小( 见本文支持信息图 S2) ．

Fig．4 ITC profiles for titration of PEI25k into DOPC LUVs in PBS solution at 25 ℃ and pH=7．4
( A) Exothermic heat release upon injection of PEI25k into DOPC LUVs dispersion; ( B ) integrated heat data associated with

the interaction of PEI25k and DOPC LUVs． c( PEI25k) = 5. 0 mg /mL，c( DOPC) = 750 μmol /L．

分子间非键相互作用通常可以归纳为疏水相互作用、静电结合( 电荷中和) 、氢键和范德华力． 根

据热力学理论，疏水相互作用是熵驱动过程，伴随着焓和熵的增加( ΔH＞0，ΔS＞0，|ΔH | ＜ | TΔS | ) ; 而

氢键和范德华作用是焓驱动过程，伴随着焓和熵的减少( ΔH＜0，ΔS＜0，|ΔH | ＞ |TΔS | ) ; 静电结合则表

现为熵的增加和小的焓增加( ΔH≈0 或 ΔH＞0，ΔS＞0) ［23］． 可能由于 PEI 分子与 DOPC 脂质体并非特异

性结合，利用常见的数学模型难以根据滴定量热曲线拟合计算两者相互作用的热力学参数，因此仅根

据 PEI 与 DOPC 的相互作用焓对其作用机理进行了定性分析． 由图 4( B) 可见，PEI 与 DOPC 的相互作

用焓为负值，说明 PEI 分子 CH2CH2 基团的疏水性较弱，而且其分子链亲水基团-疏水基团之间的结构

使得 PEI 分子难以通过疏水相互作用插入脂质体双分子层疏水区; 同时，质子化氨基与 DOPC 极性头

部的胆碱基团之间的电荷排斥作用使其不易接近脂质分子的磷酯基团而产生稳定的静电结合． 因此，

PEI 与 DOPC 的相互作用应该以未发生质子化的氨基与 DOPC 胆碱基团之间的范德华作用以及与磷酯

基团之间的氢键作用为主． 这种弱的静电相互作用可能也是 PEI 未能引发 DOPC 脂质体融合及表面电

位反转的原因，这与 PEI 与阴离子脂质体-二油酰磷脂酰丝氨酸( DOPS) 的静电结合区别显著［16］．
综上可知，质子化氨基与胆碱基团的静电排斥作用不利于 PEI 与 DOPC 脂质体的结合． 由表面电

位分析可知，与高分子量 PEI 相比，低分子量的 PEI 更易于发生质子化而具有更高的电荷密度，与脂

质分子头部的胆碱基团和其它 PEI 分子之间可以产生更强的静电排斥作用，这可能也是高分子量 PEI
对 DOPC 脂质体的粒径和表面电位的增强作用更明显的原因．
2．5 PEI 与 DOPC 脂质体间相互作用的方式

阳离子高分子表面吸附是影响脂质体稳定性的重要因素，这主要归因于高分子的桥联作用和脂质

体表面性质的变化［16，24］． 根据补丁电荷模型，由于 PEI 分子间的静电排斥作用，其在负电荷脂质体表

面的吸附并不均匀，只有部分脂质体表面与 PEI 结合形成“补丁”状的微区结构［16，24］． 另一方面，由于

分子链之间的静电排斥作用，已吸附的 PEI 分子中只有部分链段与脂质体表面产生结合，因此在 PEI
溶液中多个脂质体可能通过 PEI 分子的桥联作用形成聚集体，甚至融合［16］． PEI 吸附的增多对脂质体

间相互作用具有多个方面的影响: ( 1) 裸露的脂质体表面减少，但是脂质体表面 PEI 分子未结合的链

段增加; ( 2) 脂质体之间的静电排斥作用减弱，但是结合在表面的 PEI 分子间静电排斥作用增强． 受

到上述因素的共同作用，阴离子脂质体-DOPS 脂质体的粒径和表面电位在特定 PEI 浓度范围内急剧增

加，进一步增加 PEI 浓度导致脂质体的粒径迅速减小，而表面电位保持不变［16］． PEI 对 DOPC 脂质体

的粒径和表面电位的影响也有类似规律，区别是 PEI 与 DOPC 脂质体之间的范德华作用和氢键作用不

足以破坏脂质体表面局部区域的稳定性而产生膜融合，只能通过桥联作用使 DOPC 脂质体产生聚集．
结合动态光散射( 图 1) 和表面电位测定( 图 3) 结果，PEI 浓度变化引起的 DOPC 脂质体聚集状态

的改变可以用图 5 描述． 在低浓度的 PEI 溶液中，少量 PEI 的结合降低了 DOPC 脂质体表面电位的负

值及脂质体之间的静电排斥作用，使得脂质体可以相互接近并通过 PEI 的桥联产生聚集，随着脂质体
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表面结合的 PEI 分子的增加，PEI 分子间的静电排斥作用增强，妨碍了脂质体聚集．

Fig．5 Schematic representation of concentration-dependent interaction of PEI with DOPC LUVs

2．6 PEI 对脂质体膜内环境疏水性的影响

与两亲型高分子材料的相互作用常常引起脂质体结构的变化，应用荧光探针可了解脂质体的结构

变化情况［25］． 脂质分子间疏水相互作用是维持其结构稳定的重要基础，为考察 PEI 对脂质体膜内环境

的影响，本文选择 ANS 为探针分子，测定了含系列浓度 PEI 的 ANS-PEI-DOPC 脂质体分散液中 ANS

Fig．6 PEI concentration dependence of ANS
fluorescence emission maximum in PBS
( pH=7. 4) in the absence ( dash line) and
presence( solid line) of DOPC LUVs
λex = 388 nm; c( ANS) = 2. 5 μmol /L; c( DOPC) =

50 μmol /L．

的荧光发射光谱 ( λex = 388 nm ) ，考 虑 到 PEI 对

ANS 荧光的可能影响，同时测定了 ANS-PEI 溶液中

ANS 的荧光光谱( 见本文支持信息图 S3 和 S4) ，其

最大荧光发射强度随着溶液中 PEI 浓度的变化规律

示于图 6．
作为研究疏水相互作用的荧光探针，ANS 的荧

光量子产率和最大发射波长与其所处环境的极性密

切相关，其荧光发射光谱蓝移和荧光强度的增强通

常归因于所处微区环境疏水性的增强［26］． 实验结果

表明，在 PBS 缓冲液中 ANS 在约 525 nm 处有非常

弱的荧光，添加 PEI 引起 ANS 的最大荧光发射波

长蓝移和荧光强度轻微增强 ( 见本文支持信息图

S3) ，说明 PEI 能与 ANS 结合并略微增强 ANS 所处

环境的疏水性． 在 DOPC 脂质体分散液中，ANS 的

最大荧光发射波长蓝移至约 476 nm，荧光强度急剧增加( 见本文支持信息图 S4) ，表明 ANS 已进入脂

质体双分子层的疏水区域内．
结合动态光散射和表面电位分析结果可知，ANS-PEI-DOPC 脂质体三元体系中任何 2 个组分间都

能形成复合物． 由于 PEI 和 ANS 分别结合在脂质体表面和内部的疏水区域，同时 PEI 分子由大量的

CH2CH2 基团和氨基构成，因此可以假设 DOPC-PEI 复合物的形成对 PEI 与 ANS 的亲和力影响较小，

DOPC 脂质体与 ANS 结合的变化主要归因于脂质体膜结构的变化和 PEI 的竞争结合． 由于 PEI 对 ANS
荧光的增强作用远小于 DOPC 脂质体( 见图 6) ，三元体系中 ANS 的荧光取决于与 DOPC 脂质体的结

合，PEI 的竞争结合将降低 ANS 的荧光强度． 由图 6 可见，在实验所用 PEI 浓度范围内，ANS-PEI 溶液

中 ANS 荧光随着 PEI 浓度的增加而线性增强． 由 zeta 电位分析可知，当体系中 PEI 浓度大于 0. 075
mg /mL 时，其在 DOPC 脂质体表面的吸附不再增加( 图 3) ． 在不考虑脂质体膜结构变化的情况下，三

元体系中 ANS 的荧光强度将随着 PEI 浓度的增加而进一步下降． 然而，当 PEI 浓度大于 0. 075 mg /mL
时，三元体系中 ANS 的荧光强度几乎保持不变( 见图 6) ，说明 DOPC 脂质体对 ANS 的亲和力远大于

PEI，与 PEI 的相互作用对 ANS 与 DOPC 脂质体的结合影响很小． 含低浓度 PEI 的脂质体分散液中，

ANS 荧光强度的下降应该归因于脂质体膜内环境极性的增强，这意味着 PEI 在 DOPC 脂质体表面结合

降低了膜内碳氢链的堆积密度，使得水分子更易于进入脂质体的膜内空间． 此结果与聚乙二醇( PEG)

对二肉豆蔻酰磷脂酰胆碱 /双十六烷基二甲基溴化铵脂质体和二棕榈酰磷脂酰胆碱( DPPC) 膜结构的

影响类似［25，27，28］，可以归因于结合到脂质体表面的两亲型高分子亲水链段之间及其与脂膜之间的排斥

作用对脂膜产生的拉伸和弯曲效应［29，30］．
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2．7 PEI 对钙黄绿素从脂质体泄漏的影响

物质运输是生物膜的基本生物学功能之一，选择性透过是物质分子跨膜转运的基本特征，与生物

膜的结构具有密切的关系． 钙黄绿素泄漏是了解水溶液中脂质体膜通透性的常用方法［20］． 本文将钙黄

绿素包封于 DOPC 脂质体的内水相，绘制了脂质体在含系列浓度 PEI 的缓冲液中的泄漏曲线． 图 7 示

出了含 PEI25k 的缓冲液中钙黄绿素从 DOPC 脂质体的泄漏动力学曲线，含 PEI10k 和 PEI1. 8k 缓冲液

中也有相似的结果( 见支持信息图 S5) ． 可见，DOPC 脂质体在 PBS 缓冲液中具有相当高的稳定性，钙

黄绿素的泄漏几乎可以忽略，添加 PEI 使得钙黄绿素的泄漏急剧增加．
应用伪二级动力学方程对钙黄绿素泄漏动力学曲线进行拟合:

t /qt = 1 / ( kq2 ) + t /q ( 2)

式中: q 为最大泄漏百分率; k 为泄漏过程的速率常数． 结果表明，钙黄绿素从 DOPC 脂质体的泄漏与

伪二级动力学方程符合良好( 拟合相关系数＞0. 99) ． 由于含 PEI 溶液中钙黄绿素从 DOPC 脂质体的泄

漏是一个快速过程( 图 7) ，其速率常数容易受到起始阶段 PEI 与脂质体结合速率、脂质体聚集、实验

过程中 PEI 与脂质体的混合情况等因素干扰，因此图 8 仅给出最大泄漏百分率随着溶液中 PEI 浓度的

变化关系． 可见，钙黄绿素的最大泄漏百分率随着溶液中 PEI 浓度的增加而增加，但是其增加速率迅

速减小，当 PEI 浓度＞5 μg /mL 时钙黄绿素的最大泄漏百分率基本保持不变．

Fig．7 Time course leakage of calcein from DOPC
LUVs in PBS containing PEI25k
c( DOPC) = 2. 5 μmol /L．

Fig．8 PEI concentration dependence of maximum
leakage of calcein from DOPC LUVs
c( DOPC) = 2. 5 μmol /L．

生物小分子通过被动扩散机理实现跨膜转运时对脂质分子的排列非常敏感［31］． 原子力显微镜分析

结果显示，聚酰胺-胺( PAMAM) 使 DPPC 脂质体膜形成小的缺陷，并导致钙黄绿素泄漏的增加［32］． PEI
和 PAMAM 都是阳离子聚胺型高分子，由 ANS 荧光分析可知，PEI 与 DOPC 脂质体的相互作用降低了

脂质分子碳氢链的堆积密度和膜内环境的疏水性，本质上与 PAMAM 在 DPPC 脂质体表面形成缺陷相

同，有利于亲水性的钙黄绿素分子从内水相扩散到外水相． 由图 6 可见，高分子量的 PEI 对 DOPC 脂

质体膜结构的影响更明显，与此一致，在含相同浓度 PEI 的缓冲液中，钙黄绿素从脂质体的最大泄漏

百分率随着 PEI 分子量的增加而增大( 见图 8) ．
2．8 PEI 对槲皮素通透性的影响

槲皮素是一种常见的类黄酮化合物，适中的亲水 /疏水性使其具有良好的生物膜通透性［33］，是研

究细胞膜通透性变化的良好模型． 槲皮素分子具有荧光活性，但是由于 5-羟基与 4-羰基之间的分子内

氢键作用，槲皮素容易发生激发态质子转移反应，在水中观察不到明显的发射荧光［34］． 质子性溶剂，

如乙醇和纤维素，可与槲皮素的 5-羟基形成氢键，从而消除槲皮素分子内氢键导致的荧光猝灭［35，36］．
为分析含 PEI 的缓冲液中槲皮素在 DOPC 脂质体中通透性的变化，测定了槲皮素-PEI 溶液和槲皮素-
PEI-脂质体分散液中槲皮素的荧光发射光谱( 见本文支持信息图 S6) ． 结果表明，在含 PEI 的缓冲液中

槲皮素在约 564 nm 附近显示出较强的荧光，与乙醇中槲皮素的发射荧光光谱类似［35］，表明 PEI 通过

氨基与槲皮素分子 5-羟基形成氢键结合． 溶液中添加 DOPC 脂质体对槲皮素荧光光谱特征无影响，但

是使其荧光强度明显降低( 见本文支持信息图 S7) ，说明槲皮素已进入脂质体膜内区域． 如图 9 所示，

PEI 浓度相同的槲皮素-PEI 溶液和槲皮素-PEI-脂质体分散液中槲皮素的荧光强度差随着 PEI 浓度的
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增加而增强，说明 PEI 增强了槲皮素在脂质体中的通透性． 同时，槲皮素在 DOPC 脂质体膜上的通透

性随着 PEI 分子量的增加而增强，这与钙黄绿素泄漏结果相一致( 图 9) ．

Fig．9 PEI concentration dependence of fluorescence intensity of quercetin at 564 nm( F564 )

( A) In the absence( solid line) and presence( dash line) of DOPC LUVs in PBS( pH= 7．4) ; ( B) difference in the fluorescence emission in

the absence and presence of DOPC LUVs． λex = 465 nm，c( DOPC) = 50 μmol /L，c( Que) = 5 μmol /L．

3 结 论

阳离子高分子 PEI 通过氢键或者范德华作用与 DOPC 脂质体结合形成静态复合物，并对脂质体的

膜结构和表面性质产生影响． 低浓度 PEI( ＜0. 075 mg /mL) 可导致 DOPC 脂质体的聚集和表面电位的增

加，却不能引起脂质体产生膜融合和表面电位反转; 高浓度 PEI 对脂质体表面电位的影响很小，而结

合在脂质体表面的 PEI 分子链之间的排斥作用则妨碍了脂质体的聚集． PEI 分子与 DOPC 脂质体的结

合降低了脂质分子碳氢链的堆积密度和脂质体膜内环境的疏水性，从而增强了钙黄绿素和槲皮素在脂

质体中的通透性． PEI 与 DOPC 脂质体的相互作用具有明显的分子尺寸效应，增加 PEI 的分子量可以

增强与 DOPC 脂质体的相互作用及其对脂质体膜结构的影响．

支持信息见 http: / /www．cjcu．jlu．edu．cn /CN /10．7503 /cjcu20170273．
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Membrane Structure Alteration of DOPC Liposome Induced by
Interaction with Gene Carrier Polyethyleneimine

WEI Yanshan，WEI Bangzhi，HUANG Aimin，MA Lin*

( School of Chemistry and Chemical Engineering，Guangxi University，Nanning 530004，China)

Abstract To get a better understanding on the molecular basis of the cytotoxicity of PEI which has been
considered as“golden standard”for polymeric gene delivery carriers． Dynamic light scattering，fluorescence
spectra，zeta-potential measurement and isothermal titration calorimetry were conducted to reveal the
mechanism of interaction between PEIs( average molecular weight of 25000，10000 and 1800) and 1，2-dio-
leoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine( DOPC) liposome． The influence on the polarity of microenvironment
and the permeability of liposome bilayer were also investigated． The result showed that PEI bound to DOPC
vesicles via hydrogen bond or van Waals interactions between the amide groups and the phosphorylcholine
heads． The complex formation with PEI induced aggregation and increase in zeta potential of liposomes at low
PEI concentration up to 0. 075 mg /mL． A further increase in PEI concentration made little change on the sur-
face potential，however reduced the aggregation of the vesicle due to the repulsion between the adsorbed PEI
chains． PEI binding decreased the packing density of hydrocarbon chain of lipid molecules and the hydropho-
bicity in the bilayer membrane，and thus resulted in an enhanced permeability of calcein and quercetin
through the membrane． The polymer size played an important role in PEI-DOPC liposome interaction． PEI with
higher molecular weight was more favorable to interact with DOPC and more efficient to perturb the structural
properties of the membrane．
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