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低分子量聚乙烯亚胺 /金纳米棒纳米载体的制备及毒性研究
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(长春理工大学理学院 国际纳米光子学与生物光子学联合研究中心, 吉林 长春摇 130022)

摘要: 以表面修饰巯基十一烷酸的金纳米棒 (GNRs / MUA)为骨架,将低分子量的聚乙烯亚胺(PEI)连接到

GNRs / MUA 表面,构建 GNRs / MUA / PEI 纳米载体。 首先采用 MUA 对 GNRs 进行表面修饰,减少由于 GNRs
表面的十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)所造成的生物毒性。 然后采用低分子量 PEI 进一步修饰,同时利用

GNRs 巨大的比表面积进一步放大 PEI 的携带基因能力,这样既能够降低阳离子聚合物的毒性,又能够提高

整个体系的转染效率。 利用透射电子显微镜(TEM)、紫外可见吸收光谱(UV鄄Vis)、Zeta 电位等对纳米载体进

行了表征。 结果显示,MUA 与 PEI 已成功修饰到 GNRs 表面,并很好地保留了 GNRs 的光学性质,其表面电位

发生正负交替变化。 采用噻唑蓝(MTT)比色法对纳米载体进行细胞毒性研究,结果显示 GNRs / MUA / PEI
(1. 8 kDa)非病毒纳米载体,细胞存活率在控制聚合物浓度为 300 滋g / mL 时仍然稳定在 75% 以上,明显高于

商品化的 PEI(25 kDa)。
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Abstract: Based on the gold nanorods modified by 11鄄mercaptopropanic acid (MUA) as the skele鄄
ton, the low molecular weight polyethylenimine PEI was conjugated to the surface of GNRs / MUA to
form GNRs / MUA / PEI nanocomplexes. Firstly, surface modification of gold nanorods was carried out
by using MUA to reduce the toxicity of gold nanorods caused by CTAB surfactants, and then further
modified by low molecular weight PEI. The large surface area of gold nanorods allows them to carry
more genes, which can simultaneously reduce the toxicity of cationic polymer and improve the trans鄄
fection efficiency of the whole system. GNRs / MUA / PEI were characterized by transmission electron
microscopy (TEM), UV鄄Vis absorption spectra, and Zeta potential. The results show that MUA and
PEI are conjugated to GNRs successfully which cause charge reversal on the surface of GNRs, and
the optical properties of GNRs are well preserved. In vitro cytotoxic effects of GNRs / MUA / PEI
(1. 8 kDa) are quantified by MTT assay, and the results suggest that the cell viability is above 75%
at the concentration of 300 滋g / mL, much higher than the commercialized PEI(25 kDa).
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1摇 引摇 摇 言

基因疗法在介入治疗领域应用广泛,可以治

疗多种疾病,包括传染病、遗传病、癌症等。 它克

服了蛋白治疗的缺点,成为一种新的治疗方法,引
起了越来越多科研学者的极大兴趣和广泛关注。
然而,限制基因治疗的一个关键因素是安全高效

基因载体的制备。 基因载体一般分为病毒类和非

病毒类。 相对于病毒载体,非病毒基因载体具有

低细胞毒性和低免疫原性、生物相容性好、可以生

物降解等优点,因此应用最为广泛,主要包括有脂

质体、阳离子聚合物和纳米颗粒等[1鄄5]。 金纳米

棒(Gold nanorods,GNRs) 是一种棒状的金纳米颗

粒,它比球形金纳米粒子具有更大的比表面积和

更为奇特的光电性质[6],具有合成方法简单、化
学性质稳定、产率高、低毒性、易于官能化等优点,
可作为小分子药物及大生物分子如 DNA、SiRNA
的输送载体,展现出了良好的应用前景。 到目前

为止,研究者们已经能够制备出多种形貌的金纳

米颗粒。 其中棒状金纳米颗粒具有更为特殊的表

面等离子体共振(SPR)特性,通过控制不同长短

轴比可以人为调控纵向 SPR 峰位置(从可见光区

到近红外光区)。 另外,GNRs 能够有效地吸收红

外光能量进行局部加热,导致蛋白质变性并致细

胞死亡,在疾病的光热治疗中具有特殊的优

越性[7鄄9]。
阳离子聚合物聚乙烯亚胺(PEI),富含氨基,

可以通过静电作用与 DNA 或 SiRNA 等生物分子

缔合成复合物。 由于其独特的“质子海绵效应冶,
能够保护 DNA 免受核酸酶降解,促进与细胞的

结合和摄取,成为阳离子聚合物基因载体的典型

代表,在大多数的体外基因转染和动物体内基因

治疗研究中均取得了良好的效果[10鄄14]。 但同时

它也会对细胞产生较大的毒性作用,同时不可降

解,限制了其在生物医学领域的应用[12,15]。 研究

发现,降低相对分子质量可以减少聚乙烯亚胺的

毒性,但同时转染效率下降[16鄄18]。 因此,越来越

多的研究者们投入到进一步提高聚乙烯亚胺的转

染效率并降低其毒性的研究中。 本文将低分子量

的 PEI 与 GNRs 相结合,采用低分子量 PEI 降低

阳离子聚合物的细胞毒性,同时利用 GNRs 巨大

的比表面积进一步放大 PEI 的携带基因能力,构
建 GNRs / MUA / PEI 基因载体。 这样既能够降低

阳离子聚合物的毒性,又能够提高整个体系的转

染效 率。 利 用 MTT 法 检 测 GNRs / MUA / PEI
(1. 8 kDa)对 MCF鄄7 细胞的细胞毒性,结果证实

GNRs / MUA / PEI(1. 8 kDa)对细胞毒性较小,体现

了其作为新型非病毒纳米载体的可行性及优越

性,为开发高效基因及药物运输载体提供了一个

新的思路。

2摇 实摇 摇 验

2. 1摇 仪器与试剂

仪器:样品的吸收光谱通过紫外可见近红外

分光光度计(Carry5000,美国,安捷伦)检测,高倍

透视电镜 ( FEI Tecnai G2 S鄄Twin) 观察制备的

GNRs 的形貌和尺寸。 胶体粒度 Zeta 电位测定仪

(Nano ZS90,德国,马尔文)用于测定样品的水合

粒径及表面电位。 利用多功能酶标仪 ( Infinite
M200 Pro,瑞士,TECAN)进行 MTT 测试。

试剂:氯金酸(HAuCl4 ·3H2O,99% )、十六

烷基三甲基溴化胺(CTAB,99% )、抗坏血酸(As鄄
corbic acid,AA,99% )、硝酸银(AgNO3,99. 9% )、
硼氢化钠 (NaBH4,98% )、聚乙烯亚胺 ( PEI,25
kDa, 99% )、 11鄄巯 基 十 一 酸 ( 11鄄mercaptounde鄄
canoic acid,MUDA,95% )均购自 Sigma 公司。 聚

乙烯亚胺( PEI,1. 8 kDa,99% ) 购自 Alfa 公司。
pH 7. 2 的 PBS 缓冲溶液、DMEM(GIBCO)、胎牛

血清(Fetal bovine serum,FBS)、胰酶细胞消化液

(Typsin鄄EDTA solution)、抗生素( Penicillin鄄strep鄄
tomycin)、甲基噻唑基四唑 (Methyl thiazolyl tet鄄
razolium,MTT)均购自碧云天生物技术有限公司。
2. 2摇 金纳米棒的合成

目前,对于 GNRs 的合成已经研究出许多有

效的方法,如模板法、电化学法、光化学法以及晶

种生长法等。 晶种法对设备的要求比较低且制备

过程较简单, 是目前制备 GNRs 最成功的方

法[19鄄22],因此本文采用晶种生长法制备 GNRs。
在 10 mL 浓度为 0. 1mol / L 的 CTAB 溶液中

加入 0. 2 mL 浓度为 0. 01 mol / L 的 HAuCl4溶液,
缓慢搅拌,溶液立即由浅黄色转为棕黄色。 然后,
迅速加入 500 滋L 浓度为 0. 01 mol / L 的冰的

NaBH4,溶液呈金棕色,继续缓慢搅拌 2 min,即得

到金种溶液待用。
分别配制适量浓度为 25 mmol / L 的 HAuCl4、

浓度为 0. 2 mol / L 的抗坏血酸(AA),浓度为 0. 1
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mol / L 的 CTAB 溶液。 取一个试剂瓶,取适量上

述溶液依次加入试剂瓶中,反应一定时间配制成

50 mL 生长液。
将 0. 5 mL 金种加入到 50 mL 生长液中,静置

在 30 益水浴中过夜,即得到 GNRs / CTAB 溶液。
2. 3摇 GNRs / MUA / PEI 的制备

GNRs / MUA / PEI 纳米载体的制备原理如图 1
所示。 首先,取 22 mg MUA 固体于一支 10 mL 玻

璃试剂瓶中,加入 4 mL HPLC 水,超声分散至溶

液呈白色悬浊液。 加入 800 滋L 20%的 NaOH,缓
慢搅拌 5 min 后得到透明溶液,补加水到 5 mL,得
到浓度为 23 mmol / L 的 MUA 溶液。 向装有 5 mL
浓度为 3 mg / mL 的 GNRs 溶液的试剂瓶中缓慢加

入 1 mL 浓度为 23 mmol / L 的 MUA 溶液,常温反

应 24 h。 以 6 000 r / min 的转速离心 20 min,移去

上清液,向其中加入 5 mL 水,超声分散,得到

GNRs / MUA 溶液。
然后,取浓度为 1 mg / mL 的 PEI 溶液加入到

1 mL 的 GNRs / MUA 溶液中,室温下反应 30 min。
以 4 500 r / min 的转速离心 15 min,去除未结合的

反应物。 之后,向其中加入 1 mL 水溶解,待用。

CTAB

MUA

PEI

GNRs

MUA
exchange

PEI
coating

图 1摇 GNRs / MUA / PEI 纳米载体的制备原理示意图

Fig. 1摇 Synthetic scheme of GNRs / MUA / PEI

2. 4摇 毒性测试

将对数生长期的 MCF鄄7 细胞分散在含 10%
胎牛血清的培养基中。 细胞计数之后,将其置于

96 孔板中,每孔约 10 000 个细胞,在 CO2 孵育箱

中孵育 12 h (37 益、体积分数为 5% 的饱和湿

度),使其贴壁。 分别将 20 滋L 的细胞培养液和

不同浓度的 GNRs / CTAB、GNRs / MUA、PEI (1. 8
kDa)、PEI(25 kDa)、GNRs / MUA / PEI(25 kDa)、
GNRs / MUA / PEI(1. 8 kDa)加入 96 孔板。 不同聚

合物在体系中的最终浓度分别为 25,50,100,

200,300 滋g / mL。 第一组孵育时间为 24 h,第二

组孵育时间为 48 h。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 不同长径比 GNRs 的表征

图 2 为采用晶种生长法制备的 GNRs 的透射

电镜(TEM) 图像,GNRs 的长径比分别为 2 颐 1、
3. 5颐 1、4. 5 颐 1,0. 3 mol / L 盐酸的加入量分别为

200,400,600 滋L。 由图 2 可以看出,所制备的

GNRs 大小尺度均一,表面光滑,分散性较好。 通

过改变实验条件,可以调控 GNRs 的红外共振吸

收峰位置。 图 3 分别为加入 200,400,600,800
滋L 盐酸所制备的不同长径比的 GNRs 的吸收光

谱。 由图中可知,随着盐酸加入量的增加,GNRs
的纵向等离子共振吸收峰发生了不同程度的红

移,从 640 nm 红移至 850 nm,表明 GNRs 的长径

比不断增大。
结果显示,通过控制溶液中盐酸的加入量可

以有效地控制金纳米粒子的长径比。 这是由于随

着酸的加入,溶液的 pH 值随之减小,CTAB 的吸

附特性也随之改变。 CTAB 强吸附在{110}面上

形成双层从而抑制金纳米颗粒在{110}面上的生

2∶1 3.5∶1 4.5∶1

图 2摇 长径比分别为 2颐 1、3. 5颐 1、4. 5颐 1的 GNRs 的实物图

及对应的 TEM 图。
Fig. 2摇 TEM images of GNRs with aspect ratios of 2颐 1, 3. 5颐

1, and 4. 5颐 1, respectively.

0.8

500 1000
姿 / nm

Ab
so
rb
an
ce

400

1.0

0.6

0.4

0.2

0

600 700 800 900

2∶1
3∶1
3.5∶1
4∶1
4.5∶1

图 3摇 不同长径比的 GNRs 的吸收光谱

Fig. 3摇 Surface plasmon absorption spectra of GNRs with dif鄄
ferent aspect ratios
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长,所以金纳米棒的宽度(侧面)生长减慢,GNRs
的长径比不断增大。
3. 2摇 不同长径比的金纳米棒的胶体稳定性测试

为了选择稳定性较好的 GNRs 进行进一步的

研究应用,我们对所制备的不同长径比的 GNRs
进行了胶体稳定性测试。 首先通过调节实验中加

入盐酸的量,制备不同长径比的 GNRs。 然后利

用动态光散射粒度分析设备测定了不同长径比的

GNRs 在水溶液中的胶体稳定性,以便于后续修

饰以及生物应用。 从图 4 中的结果可以发现,长
径比为 2颐 1的 GNRs 的水合粒径稳定在 50 nm 左

右,无大幅度变化,其分散性及稳定性较好,所以

在后面的实验中我们选用的 GNRs 长径比约为 2颐 1。
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图 4摇 长径比分别为 2颐 1、3. 5颐 1、4. 5颐 1的 GNRs 在水溶液

中的胶体稳定性。
Fig. 4摇 Colloid stability of GNRs at the aspect ratios of 2颐 1,

3. 5颐 1, and 4. 5颐 1, respectively.

3. 3摇 GNRs / MUA / PEI 纳米粒子的物理表征

由于MUA 与阳离子聚合物 PEI 修饰到 GNRs
表面会导致其 Zeta 电位发生明显的正负交替变

化,因此由图 5 的结果可知,MUA 与 PEI 已成功

修饰到 GNRs 表面。 由于表面修饰前 GNRs 的表

GNRs/MUA

GNRs/MUA/
PE1(1.8 kDa)
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GNRs

-60

-40

0

20

40

60

-20Ze
ta

po
te
nt
ia
l/m

V

图 5 摇 GNRs、 GNRs / MUA、 GNRs / MUA / PEI 的 Zeta 电

位图。
Fig. 5 摇 Zeta potential of GNRs, GNRs / MUA, and GNRs /

MUA / PEI, rspectively.

面吸附了大量的 CTAB 分子,Zeta 电位为 + 36. 8
mV,其表面带正电;修饰 MUA 后,其 Zeta 电位变

为 - 46. 4 mV,说明 MUA 通过 S—Au 键成功地共

价连接起来,其表面的 CTAB 被 MUA 分子替换,
使金纳米棒表面带负电[23]。 经过不同分子量的

PEI 修饰后,GNRs 的 Zeta 电位分别为 + 32. 4 mV
和 + 48. 5 mV,证明阳离子聚合物已成功地通过

静电吸附作用吸附到 GNRs / MUA 表面。
图 6 是经过不同表面修饰的 GNRs 溶液的可

见鄄近红外吸收光谱。 从图中可以看到,GNRs 的
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图 6摇 表面修饰后的 GNRs 的吸收光谱

Fig. 6 摇 Surface plasmon absorption spectra of the surface
functionalized GNRs

GNRs/MUA/PEI(1.8 kDa) GNRs/MUA/PEI(25 kDa)

GNRs/MUAGNRs

50 nm 20 nm

20 nm 50 nm

图 7 摇 GNRs、 GNRs / MUA、GNRs / MUA / PEI (1. 8 kDa)、
GNRs / MUA / PEI(25 kDa)纳米颗粒的 TEM 图像。

Fig. 7 摇 TEM images of GNRs, GNRs / MUA, GNRs / MUA /
PEI(1. 8 kDa), and GNRs / MUA / PEI(25 kDa),
respectively.
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吸收峰在 650 nm 处,GNRs / MUA、GNRs / MUA /
PEI 的纵向吸收峰相比于 GNRs 均发生了不同程

度的红移。 这是由于金纳米棒所处的环境介质折

射率发生了变化,这与理论上 PEI 的折射率大于

MUA 及 CTAB 分子层的折射率相符[24]。 修饰后

的 GNRs 峰形对称、未发生展宽,说明聚合物未造

成纳米颗粒的团聚,GNRs / MUA、GNRs / MUA / PEI
可以很好地保留 GNRs 的光学性质。 图 7 分别为

修饰 MUA 和 PEI 的 GNRs 的 TEM 图。 从图中可

以看到,修饰后 GNRs 的长约为 50 nm,宽约为 20
nm,且修饰后的纳米材料具有很好的分散性。
3. 4摇 不同分子量 PEI 修饰的 GNRs 的细胞毒性

晶种生长法合成得到的 GNRs 表面被大量的

CTAB 所覆盖。 而 GNRs 表面的 CTAB 所具有的

生物毒性对于 GNRs 在生物体系中的应用有很大

的限制性[25鄄26]。 因此,我们对 GNRs 初步离心去

除一部分 CTAB 之后,再在其表面修饰 MUA,分
别与 MCF鄄7 细胞作用 24 h 和 48 h 后,测得的毒
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图 8摇 MTT 法检测 GNRs、GNRs / MUA、GNRs / MUA / PEI 在

不同浓度下与 MCF鄄7 细胞分别作用 24 h(a)、48 h

(b)的细胞毒性。

Fig. 8 摇 Viability of MCF鄄7 cells incubated with GNRs,

GNRs / MUA, GNRs / MUA / PEI for 24 h ( a) and

48 h(b) at different concentrations.

性结果如图 8 所示,只加入培养基的细胞作为空

白对照(Control)。 GNRs 在修饰 MUA 后的毒性

明显减小,生物兼容性增大,可以更好地应用于生

物体系中。 然后,我们再将低分子量的 PEI 修饰

到 GNRs 的表面,测得的毒性结果如图 8 所示。
GNRs / MUA / PEI(1. 8 kDa)的细胞毒性较小,改变

聚合物的浓度从 25 ~ 300 滋g / mL,细胞存活率仍

在 75%以上,远高于商品化的 PEI(25 kDa)。 在

另一对照组中,我们采用高分子量的 PEI (25
kDa)修饰 GNRs / MUA,结果显示,随着聚合物浓

度的增大,GNRs / MUA / PEI(25 kDa)对 MCF鄄7 细

胞的毒性明显增强。 相比之下,GNRs / MUA / PEI
(1. 8 kDa)体现出明显的优越性。

我们采用另一对照组, 分别对比 GNRs /
MUA / PEI(1. 8 kDa)与 PEI(1. 8 kDa)及 GNRs /
MUA / PEI(25 kDa)、PEI(25 kDa)对 MCF鄄7 细胞
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图 9摇 MTT 法检测 PEI(1. 8 kDa)、GNRs / MUA / PEI (1. 8
kDa) ( a) 和 PEI ( 25 kDa)、 GNRs / MUA / PEI ( 25
kDa)(b)在不同浓度下与 MCF鄄7 细胞作用 24 h 的

细胞毒性。
Fig. 9 摇 Viability of MCF鄄7 cells incubated with PEI (1. 8

kDa), GNRs / MUA / PEI (1. 8 kDa) (a), and PEI
(25 kDa), GNRs / MUA / PEI (25 kDa) (b) for 24
h at different concentrations.
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的毒性。 结果从图 9 中可以看到,PEI(1. 8 kDa)
毒性较低;而当浓度不断增大时,PEI(25 kDa)的
细胞存活率明显降低。 这进一步证实了我们采用

低分子量 PEI 制备纳米载体的合理性。 在相同浓

度的情况下,GNRs / MUA / PEI (1. 8 kDa) 与 PEI
(1. 8 kDa)相比无明显变化。

4摇 结摇 摇 论

采用晶种生长法制备 GNRs,通过改变生长

液中酸的加入量对 GNRs 的长径比进行调控,从
而选取稳定性较高的样品进行了表面修饰。 然后

分别将 MUA 与 PEI 修饰到 GNRs 表面,成功得到

GNRs / MUA / PEI(1. 8 kDa)纳米载体。 所制备的

纳米载体很好地保留了 GNRs 的光学性质。 采用

MTT 比色法测试纳米载体的细胞毒性,结果显示

GNRs / MUA / PEI(1. 8 kDa)纳米载体细胞毒性较

小。 改变聚合物的浓度从 25 ~ 300 滋g / mL,细胞

存活率仍在 75% 以上,而相同条件下的 PEI(25
kDa)细胞存活率仅在 30%以上,可见其细胞存活

率远高于商品化的 PEI(25 kDa)。 GNRs / MUA /
PEI(1. 8 kDa)纳米载体的制备方法简单,并且结

合了 PEI(1. 8 kDa)低毒性和 GNRs 巨大表面积

的优势,有望作为高效的纳米载体运送基因及药

物应用于生物医学领域。
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