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摘要：　以巯基壳聚糖（ＴＣＳ）为基因载体，采用离子交联法制备能用于基因口服研究的质粒ＤＮＡ?巯基壳聚

糖纳米粒（ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ）．分别以ＴＣＳ质量浓度、三聚磷酸钠（ＴＰＰ）质量浓度、ｐＨ值和转速为考察对象，

以ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ粒径和Ｚｅｔａ电位为评价指标，采用４因素３水平Ｂｏｘ?Ｂｅｈｎｋｅｎ效应面法筛选最佳制备工

艺，并对其外观形态，包封率等体外性质进行考察．结果表明：ＴＣＳ质量浓度为０．８０ｍｇ·ｍＬ
－１，ＴＰＰ质量浓

度为０．６５ｍｇ·ｍＬ
－１，ｐＨ＝５．３，转速为２０００ｒ·ｍｉｎ

－１是最优制备工艺，可制得粒径为（１３４．２１±１．３４）ｎｍ，

Ｚｅｔａ电位为（２４．３６±０．２９）ｍＶ，包封率在（８０．２６±０．５６）％，形状规则且分散良好的ｐＤＮＡ?巯基壳聚糖纳米

粒；Ｂｏｘ?Ｂｅｈｎｋｅｎ实验设计可用于预测和优化ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰ制备工艺优化筛选．
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犓犲狔狑狅狉犱狊：　ｔｈｉｏｌａｔｅｄｃｈｉｔｏｓａｎ；ｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ；ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ；Ｂｏｘ?Ｂｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄ；ｉｏｎ

ｉｃｃｒｏｓｓ?ｌｉｎｋｉｎｇｍｅｔｈｏｄ；ｆｏｒｍｕｌａｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

　　如何用药学技术手段提高口服基因药物在体内外的稳定性，从而提高口服基因转染效率，是当前口

服基因治疗的首要问题［１?２］．通过采用高分子材料制备出直径１０００ｎｍ以内的纳米粒．以此构建出非病

毒口服基因药物递送系统，因其具有提高基因药物稳定性，促进生物膜的转运和吸收，且靶向性、顺应性

好等诸多优点已成为一大研究热点［３］．与使用其他非病毒纳米粒制备的载体相比，以巯基壳聚糖为基础

的口服纳米递送系统，具有以下３个主要特点：１）巯基壳聚糖中游离的巯基经氧化可形成二硫键，其结

合力远强于静电效应可提高载体的胞外稳定性［４］；２）巯基壳聚糖上的巯基通过与肠黏膜和肠上皮细胞

表面富含半胱氨酸残基的粘蛋白形成二硫键，发挥黏附作用延长所载药物滞留时间，促进药物吸收；３）

当其入胞后，在细胞内谷胱甘肽的参与下，破坏其二硫键，将基因药物与载体解离令目的基因得以释

放［５?６］．响应曲面法（ＲＳＭ）是通过对实验设计的因素进行考察，对其相关关系进行分析，从而确定出最

佳实验方案，并利用计算机技术进行数据分析的优化方法．目前，最常用有星点设计法（ＣＣＤ），Ｂｏｘ?Ｂｅ

ｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ（ＢＢＤ）法等
［７］．本文通过采用 Ｂｏｘ?Ｂｅｈｎｋｅｎ效应面法，对质粒ＤＮＡ?巯基壳聚糖纳米粒

（ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ）的制备工艺进行优化．

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

微量紫外分光光度计（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；集热式磁力搅拌器（河南省巩义市华仪仪器有限公司）；

台式高速离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＭａｌｖｅｒｎＺＥＮ?３６００型粒径测试仪（英国马尔文公司）；ＬＧＪ?１８Ｓ

型冷冻干燥机（北京松源华兴科技有限公司）；透射电镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）．

巯基壳聚糖（华侨大学实验室提供）；三聚磷酸钠（分析纯，上海国药集团化学试剂有限公司）；增强

型绿色荧光蛋白质粒基因（ｐＤＮＡ，５．３ｋｂ，华侨大学实验室扩增和提纯）；其余常规试剂（上海国药集团

化学试剂有限公司）．

１．２　狆犇犖犃?犜犆犛?犖犘狊的制备

采用离子交联法制备质粒ＤＮＡ?巯基壳聚糖纳米粒（ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ）．取适量巯基壳聚糖，缓慢加

入０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的醋酸溶液，在３７℃下搅拌溶解，并调节其ｐＨ值，制备出巯基壳聚糖溶液；然后，向溶

液中缓慢加入１μｇ的ｐＤＮＡ，另取适量的ＴＰＰ溶于去离子水中，将ＴＰＰ溶液以１５滴·ｍｉｎ
－１的速度

缓慢加入到巯基壳聚糖溶液中，搅拌３０ｍｉｎ，于超纯水中透析３６ｈ（截留相对分子质量为３．５ｕ），冻干

可得ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ．

１．３　狆犇犖犃?犜犆犛?犖犘狊体外性质初步评价

１．３．１　形态测定　采用复染法对其形态进行测定，吸取适量浓缩ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ溶液置于铜网中，

使用磷钼酸铵溶液进行负染，待其风干后，采用透射电镜拍摄纳米粒的形态．

１．３．２　粒径与Ｚｅｔａ电位的测定　使用去离子水对经过透析浓缩的ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ悬液进行稀释，采

用马尔文粒径测试仪测量其粒径（犱）和Ｚｅｔａ电位（犈）．

１．３．３　包封率的测定　将ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ置于高速离心机中２００００犵离心３０ｍｉｎ，取上清液，使用微

量紫外分光光度仪测得上清液质粒ＤＮＡ浓度（犮１）及未经包封前质粒ＤＮＡ的总浓度（犮０）．由此，可计算

出包封率ε＝
（犮０－犮１）

犮０
×１００％．

１．４　犅狅狓?犅犲犺狀犽犲狀效应面法优化

选取对ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ粒径和电位影响较为显著的４个因素，即ＴＣＳ质量浓度（Ａ），ＴＰＰ质量浓

度（Ｂ），ｐＨ值（Ｃ），转速（Ｄ），在３个水平上进行优化研究．效应面因素水平，如表１所示．
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表１　效应面因素水平表

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄ

水平

因素

Ａ

ρ（ＴＣＳ）／ｍｇ·ｍＬ
－１

Ｂ

ρ（ＴＰＰ）／ｍｇ·ｍＬ
－１

Ｃ

ｐＨ

Ｄ

狀／ｒ·ｍｉｎ－１

－１ ０．５０ ０．５０ ３．５０ ５００

０ １．７５ １．２５ ４．５０ １２５０

１ ３．００ ２．００ ５．５０ ２０００

２　实验结果与分析

２．１　犅狅狓?犅犲犺狀犽犲狀效应面法设计结果

２．１．１　拟合方程　以犢１（粒径，犱）和犢２（电位，犈）为相应指标，进行２９个实验点的优化实验，结果如表

２所示．

表２　Ｂｏｘ?Ｂｅｈｎｋｅｎ实验设计及响应值

Ｔａｂ．２　Ｂｏｘ?Ｂｅｈｎｋｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｖａｌｕｅｓ

试验号
Ａ

ρ（ＴＣＳ）／ｍｇ·ｍＬ
－１

Ｂ

ρ（ＴＰＰ）／ｍｇ·ｍＬ
－１

Ｃ

ｐＨ

Ｄ

狀／ｒ·ｍｉｎ－１

犢１

犱／ｎｍ

犢２

犈／ｍＶ

１ ３．００ ０．５０ ４．５０ １２５０ ２８９．４ ３２．１

２ ０．５０ １．２５ ４．５０ ５００ １４５．０ ２８．８

３ １．７５ １．２５ ５．５０ ２０００ ３０８．８ ２４．７

４ ０．５０ ０．５０ ４．５０ １２５０ １００．０ ２９．５

５ １．７５ １．２５ ４．５０ １２５０ ２３４．０ ３０．４

６ １．７５ １．２５ ４．５０ １２５０ ３２７．１ ２８．４

７ １．７５ ０．５０ ３．５０ １２５０ ２０４．７ ４２．９

８ １．７５ １．２５ ３．５０ ５００ ２４５．２ ３８．９

９ ３．００ １．２５ ４．５０ ２０００ ４８９．０ ３０．９

１０ １．７５ ０．５０ ４．５０ ５００ １６７．０ ２８．４

１１ １．７５ １．２５ ３．５０ ２０００ ２１０．０ ３８．６

１２ ３．００ １．２５ ３．５０ １２５０ ３５５．８ ４２．９

１３ ３．００ ２．００ ４．５０ １２５０ ５４２．６ ２９．６

１４ １．７５ １．２５ ５．５０ ５００ ３０２．０ ２０．７

１５ ０．５０ １．２５ ３．５０ １２５０ １６７．０ ３９．５

１６ １．７５ ２．００ ４．５０ ２０００ ２４７．１ ３３．３

１７ ０．５０ １．２５ ５．５０ １２５０ １３４．５ ２１．８

１８ １．７５ ２．００ ４．５０ ２０００ ２９７．０ ３６．２

１９ １．７５ １．２５ ４．５０ １２５０ ４５２．８ ３５．６

２０ １．７５ １．２５ ４．５０ １２５０ ３２７．１ ３１．８

２１ ３．００ １．２５ ４．５０ ５００ ３３０．１ ２９．１

２２ ０．５０ ２．００ ４．５０ １２５０ ２０４．７ ２８．８

２３ １．７５ ０．５０ ５．５０ １２５０ ２２８．０ ２２．７

２４ ０．５０ １．２５ ４．５０ ２０００ １２３．６ ３１．１

２５ １．７５ ０．５０ ４．５０ ２０００ ２４０．０ ２８．９

２６ １．７５ ２．００ ５．５０ １２５０ ３１０．０ １９．８

２７ １．７５ １．２５ ４．５０ １２５０ ３２７．１ ３４．３

２８ ３．００ １．２５ ５．５０ １２５０ ４５２．８ ２１．４

２９ １．７５ ２．００ ３．５０ １２５０ ３７８．６ ４１．８

　　利用Ｄｅｓｉｇｎ?Ｅｘｐｅｒｔ８．０软件，对设计实验结果（表２）进行分析．以粒径犢１ 作为因变量，通过拟合，

得出的方程为

犢１ ＝－５８６．８７－７６．３６Ａ＋３７７．４９Ｂ＋２０９．０９Ｃ＋０．１５Ｄ＋３９．６ＡＢ＋

２５．９ＡＣ＋０．０４８ＡＤ－３０．６３ＢＣ－０．０５ＢＤ＋０．１４ＣＤ－１２．６１Ａ
２
－

６２．８９Ｂ２－２４．３４Ｃ
２
－０．０００８Ｄ

２，　　犘＝０．０００３，　犚
２
＝０．９２１６． （１）
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　　以电位犢２ 作为因变量，通过拟合，得出的方程为

犢２ ＝６１．６７３６６＋７．５２２６７Ａ＋７．０２１４８Ｂ－８．９８２５０Ｃ－２．４６２９６×１０
－４Ｄ－

０．４８ＡＢ－０．７６０００ＡＣ－０．０００１ＡＤ－０．６ＢＣ－０．００１ＢＤ＋０．００１４ＣＤ－

０．８３Ａ２－０．４１Ｂ
２
－０．０２Ｃ

２
－０．０００１Ｄ

２，　　犘＜０．０００１，　犚
２
＝０．９１５１． （２）

２．１．２　效应面优化与预测　根据拟合方程的相关系数可知，该模型拟合度良好，可以用来作为ＴＣＳ?

ＮＰ的分析和预测，结果如表３所示．

表３　检测回归方程中系数的显著性

Ｔａｂ．３　Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｔｅｓｔｏｆｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｉｎｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

因子
犢１

犉值　　　　犘值　

犢２

犉值　　　犘值
因子

犢１

犉值　　　犘值

犢２

犉值　　　犘值

模型 ７．４５ ０．０００３ １０．７７００ ＜０．０００１ ＢＣ ０．７２ ０．４１０２ ０．１１００ ０．７４４７

Ａ ７１．４６ ＜０．０００１ ０．４８００ ０．５０００ ＢＤ １．２９ ０．２７５３ ０．３９００ ０．５０００

Ｂ １６．０４ ０．００１３ ０．２８００ ０．６０２７ ＣＤ ０．１５ ０．７０３８ ０．６３００ ０．４４０８

Ｃ ０．８７ ０．３６７０ １４６．７０００ ＜０．０００１ Ａ２ ０．８６ ０．３６９６ １．４８００ ０．２４３４

Ｄ ０．５０ ０．４９２３ ０．３３００ ０．５７４３ Ｂ２ ２．７７ ０．１１８２ ０．０４８０ ０．８２９６

ＡＢ １．８８ ０．１９１７ ０．１１００ ０．７４４７ Ｃ２ １．３１ ０．２７１３ ０．０００３ ０．９８４７

ＡＣ １．４３ ０．２５１４ ０．４９００ ０．４９４７ Ｄ２ ５．１９ ０．０３８９ ０．５４００ ０．４７３８

ＡＤ ２．７７ ０．１１８０ ０．００８５ ０．９２７８

　　根据拟合方程（１），（２），运用Ｄｅｓｉｇｎ?Ｅｘｐｅｒｔ８．０软件，绘制因素Ａ（ρ（ＴＣＳ）），Ｂ（ρ（ＴＰＰ）），Ｃ（ｐＨ），

Ｄ（狀）对犢１（犱），犢２（犈）的响应面图
［７］，如图１所示．

　　（ａ）Ａ?Ｂ?犢１　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）Ａ?Ｂ?犢２

　　（ｃ）Ａ?Ｃ?犢１　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）Ａ?Ｃ?犢２

　　（ｅ）Ａ?Ｄ?犢１　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｆ）Ａ?Ｄ?犢２

９７６第５期　　　　　 曾皓月，等：ｐＤＮＡ?巯基壳聚糖纳米粒的制备及Ｂｏｘ?Ｂｅｈｎｋｅｎ效应面法工艺优化
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　　（ｇ）Ｂ?Ｃ?犢１　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｈ）Ｂ?Ｃ?犢２

　　（ｉ）Ｂ?Ｄ?犢１　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｊ）Ｂ?Ｄ?犢２

　　（ｋ）Ｃ?Ｄ?犢１　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｌ）Ｃ?Ｄ?犢２

图１　各因素与响应值的三维图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｒｅｅ?ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｐｌｏｔｏｆｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｆａｃｔｏｒｓａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｖａｌｕｅｓ

　　根据实验结果选定适当的评价指标范围，可以得到最优制备工艺，即ＴＣＳ质量浓度为０．８２ｍｇ·

ｍＬ－１，ＴＰＰ质量浓度为０．６７ｍｇ·ｍＬ
－１，ｐＨ值为５．２７，转速为１９９２．２３ｒ·ｍｉｎ

－１，则由此可预测粒径

图２　ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ

纳米粒透射电镜照片

Ｆｉｇ．２　ＳＥＭｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆ

ｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ?ｌｏａｄｅｄｔｈｉｏｌａｔｅｄ

ｃｈｉｔｏｓａｎｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

为１３０．２１５ｎｍ，电位为２５ｍＶ．

２．１．３　优化工艺验证　为验证最优制备工艺及模型的准确性，并考虑

实际操作的可行性，将各个处方因素进行细微调整，即ＴＣＳ质量浓度为

０．８０ｍｇ·ｍＬ
－１，ＴＰＰ质量浓度为０．６５ｍｇ·ｍＬ

－１，ｐＨ值为５．３，转速

为２０００ｒ·ｍｉｎ－１．按照上述工艺制备出３批ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ，并对其

粒径、电位、包封率进行测试，可得粒径为（１３４．２１±１．３４）ｎｍ，电位为

（２４．３６±０．２９）ｍＶ，包封率为（８０．２６±０．５６）％．通过透射电镜观察

ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ，发现其外观为较规则的圆形，如图２所示．

３　讨论

对壳聚糖进行化学修饰，能够进一步改善壳聚糖基因药物运输载体

的稳定性、运输效率及转染效率等性能．Ｊｉａｎｇ等
［８］通过对聚乙二醇壳聚

糖接枝聚乙烯亚胺，制备出可用于肝细胞的基因药物运输载体．Ｋｗｏｎ等
［９］采用叶酸修饰壳聚糖，制备

出能够在叶酸阳性受体细胞表达的基因药物载体．研究采用经巯基修饰的壳聚糖，制备出可用于口服的
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纳米药物运输载体．

在进行多变量多水平的实验设计时，采用Ｂｏｘ?Ｂｅｈｎｋｅｎ效应面法，可以考察各变量间交互作用．该

方法与中心复合设计法相比，具有试验次数少、节约成本的特点，还避免了由于正交设计和均匀设计试

验所引起的无法精确得到最佳点的问题［１０］．

选择ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ粒径和Ｚｅｔａ电位作为评价标准，对其制备工艺进行改善．结果表明：在一定

范围内，ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ粒粒径大小与巯基壳聚糖质量浓度关系呈正相关，ＴＣＳ质量浓度高，高分子

数目增多，增强了分子间凝聚作用，所以ｐＤＮＡ?ＴＣＳ?ＮＰｓ粒粒径变大．在低质量浓度ＴＣＳ下，ＴＰＰ质

量浓度变化对粒径的影响不大；但在高质量浓度下，纳米粒粒径随着ＴＰＰ质量浓度呈现出正相关关系．

因为在合适的质量浓度下，微粒间的接触增加利于发生交联，从而可通过调节ＴＣＳ与ＴＰＰ的质量浓度

来改变纳米粒的粒径．

ＴＣＳ纳米粒的电位则主要与溶液ｐＨ值有关．纳米粒电位随着ｐＨ值的降低而增大，ｐＨ值较低时，

聚合物电离程度高，便于其与ＴＰＰ反应，形成小粒径纳米粒．文中所制备的纳米粒呈较为规则的球形，

包封率良好，用于细胞和动物模型均得到理想的实验预期，保证了体内外的稳定性．说明该纳米粒在口

服基因领域的独特优势，后期可研究其胞内转运的相关机制．
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