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蔗糖脂肪酸酯型阳离子脂质体的制备及

基因转运性能研究
刘圣强  赵轶男*  李明善  刘鸿瑜  李海月  张树彪

(大连民族大学生命科学学院, 大连 116600)

摘要      该文采用蔗糖脂肪酸酯(sucrose fatty acid esters, SEs)作为助脂质与季铵盐型阳离子

脂质1,2-双-[N-十四烷氧酰胺乙基-N,N-二甲基碘化铵](CTA14)制备阳离子脂质体, 测定了脂质

体的粒径及Zeta电位, 脂质体的平均粒径为210~230 nm, Zeta电位为50~65 mV。DNA延滞实验表

明, 蔗糖脂肪酸酯型脂质体能够有效压缩DNA。阳离子脂质体与绿色荧光蛋白基因(plasmid green 
fluorescent protein-N2, pGFP-N2)结合, 形成脂质体/DNA复合物, 通过载入人喉癌细胞(Hep-2)和人

宫颈癌细胞(Hela), 观察其转染效率和细胞毒性。结果表明, 阳离子脂质与SEs以质量比11׃2、1׃混
合制备的脂质体均能高效转染Hep-2和Hela细胞。毒性实验显示, SEs对两种细胞的毒性很小, 阳离

子脂质单独存在时对癌细胞具有一定的细胞毒性, 随着SEs加入量的增加, 脂质体对的细胞毒性也

明显减小。该文进一步证实了SEs能够作为助脂质用于基因载体系统进行基因转运。
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Preparation of SEs-Based Cationic Liposomes and Their Gene Delivery Performance
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Abstract       A quaternary ammonium-based lipid, and sucrose esters (SEs) as helper-lipids, were prepared 
into liposomes. The size, Zeta potential and morphology of cationic liposomes were researched. The sizes of 
these liposomes were from 210-230 nm, and Zeta potential were in the range of 50-65 mV. Lipoplexes formed 
by the cationic liposomes with pGFP-N2 (plasmid green fluorescent protein-N2) were evaluated in terms of gene 
transferring efficiency and cytotoxicity in Hep-2 and Hela cells. The liposomes with SEs as helper lipid showed high 
transfection at the lipid/SEs ratios of 11׃ and 21׃. Cytotoxicity assay indicated that SEs could reduce the toxicity of 
liposomes to some extent. The results convincingly demonstrated that SEs could be highly desirable candidates for 
gene delivery systems.
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阳离子脂质体是最有潜力的基因载体之一, 具
有免疫原性低、插入基因片段大小不受限制和制

备简便等优点[1-2]。阳离子脂质体由阳离子脂质组

成, 阳离子脂质可以单独形成脂质体, 但是很多时候
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它们都和助脂质一起使用, 如二油酰磷脂酰乙醇胺

(dioleoyl phosphoethanolamine, DOPE)、磷脂酰胆碱

(phosphatidylcholine, PC)、胆固醇(cholesterol)等, 这些

中性磷脂能起到稳定双层膜和降低阳性成分毒性的

作用, 同时提供阳性类脂的细胞渗透功能[3-4]。DOPE、
PC作为助脂质制备的脂质体, 转染效率高, 但是毒性

相对较大[5-6]。胆固醇作为助脂质制备的脂质体, 体
外转染效率低于DOPE为助脂质的脂质体[7]。蔗糖

脂肪酸酯(sucrose fatty acid esters, SEs)是由蔗糖与

羧酸反应生成一大类有机化合物的总称, 是一种新

型的表面活性剂(单酯结构如图1A)[8]。它具有良好

的乳化、增溶、渗透、防止老化和抗菌等性能[9-12]。

SEs可食用, 本身及水解产物可作为营养物质被人体

吸收, 对人体无害且无刺激性[13-14]。近年来, SEs越
来越多地被用于制备各种纳米给药系统, 如纳米混

悬剂或脂质纳米粒。Wissing等[15]制备了含有硬脂

酸蔗糖酯的脂质纳米粒, 并研究了其在小鼠体内的

影响。Arica等[16]证实了通过溶剂注入法或超声乳

化法可以制备含有SEs的脂质纳米粒。Levente等[9]

首次应用月桂酸蔗糖酯和肉豆蔻酸蔗糖酯作为药物

辅料, 确定了使用的无毒剂量并证实了这两种蔗糖

酯可以用作鼻用制剂中的通透性增强剂, 以增加药

物递送循环能力。

本文选用两种碳链长度分别为18碳和16碳, 亲
水亲油平衡值(hydrophilic lypophilic balance, HLB)≤1
的硬脂酸蔗糖酯和棕榈酸蔗糖酯作为助脂质, 与课

题组制备的季铵盐型阳离子脂质(CTA14, 结构如图

1B)[8]制备阳离子脂质体, 观察蔗糖脂肪酸酯型阳

离子脂质体的物理化学性质及体外基因转运性能。

观察两种SEs的碳链长度及HLB值对脂质体转染效

率及细胞毒性的影响。通过本研究挖掘了SEs在基

因转运载体领域的应用潜力, 为构建新型阳离子脂

质体基因载体提供理论依据和参考。    

1   材料与方法
1.1   试剂与仪器

硬脂酸蔗糖酯S1、棕榈酸蔗糖酯P1均购自日本

三菱公司; 类脂CTA14(分子量为938.4)由本课题组合

成; Hep-2购自中国科学院上海生命科学研究院细

胞库; 转染试剂Lipofectamine 2000(Lipo 2000)购自

Invitrogen公司 ; 质粒 pGFP-N2购自Clontech公
司 ; Marker(λ DNA/EcoR I+Hind III Markers 3)购自

Fermentas公司 ; 胎牛血清、Opti-DMEM基础培养

液均购自美国Gibico公司; GelRed、MTT均购自杭

州四季青生物工程材料有限责任公司; 分析纯氯仿

(CHCl3)购自天津市科密欧化学试剂有限公司。

倒置荧光显微镜(IX 71)购自日本奥林巴斯公

司; 二氧化碳培养箱购自美国热电公司; 凝胶成像

系统(LG3000)购自杭州朗基科学仪器有限责任公

司; 携Zeta电位测定与纳米激光散射粒度分布仪

(HORIBASZ-100)购自日本HORIBA公司; 酶标仪

(Sunrise)购自澳大利亚Tecan公司。

1.2   脂质体的制备方法

课题组前期工作基础, 建立了阳离子脂质体

的薄膜–超声分散制备法[8,17-18]。称取阳离子脂质

CTA14和SEs(S1或P1), 分别溶于0.5 mL氯仿中, 两
种溶液混合后用振荡器充分混匀。在N2下吹成均

匀薄膜, 置于真空干燥箱干燥过夜。加入1 mL超
纯水进行水化, 55 °C左右超声并反复多次震荡, 使
壁上的膜充分水化, 得到澄清的脂质体溶液, 浓
度为1 mg/mL。得到的四种阳离子脂质体分别标

记为CTA14S(11׃)、CTA14S(21׃)、CTA14P(11׃)、

图1   蔗糖脂肪酸单酯(A)和阳离子脂质CTA14(B)的化学结构

Fig.1   Structure of SEs (A) and cationic lipid CTA14 (B)
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CTA14P(21׃), 将制好的脂质体置于4 °C冰箱保存。

1.3   脂质体的物理性质表征

1.3.1   脂质体的粒径、Zeta电位检测      将脂质体超

声处理20 min, 用超纯水稀释。通过纳米激光散射

粒度分布仪测量脂质体平均粒径和Zeta电位, 检测

条件为氦–氖激光, 波长630 nm。每个样品重复测量

3次[17-18]。

1.3.2   脂质体的浊度检测      采用WGZ-2000型浊度

计测定阳离子脂质体存放3个月前后的浊度, 测定前

将脂质体超声处理, 准确移取脂质体20 μL, 用1 mL
超纯水稀释, 样品重复测量5次, 仪器显示读数稳定

后即为被测样品浊度值。

1.4   细胞培养

按照常规方法将Hep-2培养于含10%胎牛血清、

100 μg/mL青霉素、100 μg/mL链霉素的DMEM培养

液中, 在37 °C、5% CO2培养箱中培养, 每1~2 d更换

1次培养液。

1.5   脂质体/DNA复合物的制备

将0.3 μg pGFP-N2质粒及相应比例脂质体分别

稀释于25 μL DMEM中, 将质粒稀释液滴加到脂质

体稀释液中, 用漩涡振荡器使其充分混匀, 室温温育

20 min, 得到脂质体/DNA复合物。

1.6   复合物粒径、Zeta电位检测

参照实验方法1.3.1, 测定阳离子脂质体/DNA复

合物的平均粒径和Zeta电位。

1.7   脂质体与DNA结合能力

首先将1.0 μg质粒DNAp GFP-N2(plasmid green 
fluorescent protein- N2)稀释于DMEM中 , 总体积

10 μL; 分别取质量浓度为1 mg/mL的CTA14S(11׃)、
CTA14S(21׃)、CTA14P(11׃)和CTA14P(21׃)脂质体0、
0.5、1、2、3、4、6 、8 μL稀释于DMEM中, 试样

总体积10 μL; 然后将上述转染试剂稀释液滴加到质

粒DNA的稀释液中, 使得转染试剂和DNA的质量比

分别为0、0.5、1、2、3、4、6、8倍, 用漩涡振荡

器充分混匀, 室温温育20 min。将加样缓冲液3.2 μL
加入上述样品中混匀, 取20 μL复合物加入到1.2%琼

脂糖凝胶中, 90 V电泳50 min。在凝胶成像系统中

观察DNA电泳条带并拍照[8,17]。

1.8   转染绿色荧光蛋白基因

根据课题组前期工作基础, 将Hep-2细胞种植

于96孔细胞培养板中每孔加DMEM细胞培养液(含
双抗和血清)100 μL, 浓度约为1.0×105/孔。将细胞

放置在37 ºC、5% CO2培养箱中孵育24 h, 使在转

染日细胞密度达80%~90%。移去生长培养基, 等量

DMEM培养基(无血清)清洗, 再用等量DMEM培养

基(无血清)替换。将质粒pGFP-N2 0.3 μg及相应比

例脂质体分别稀释于25 mL DMEM中, 将脂质体稀

释液滴加到质粒稀释液中, 用漩涡振荡器使其充分

混匀, 室温温育15 min, 得到脂质体/DNA复合物。

将50 μL脂质体/DNA复合物加到每孔中, 摇动培养

板, 轻轻混匀。在37 ºC、5% CO2培养箱中培养4~5 h, 
更换含10%血清和抗生素的培养基, 培育48 h。采

用倒置荧光显微镜进行基因表达分析, 观察倍数200
倍[8,17-18]。

1.9   细胞毒性评价

采用MTT法测定Hep-2细胞的存活率。将复合

物加入细胞中, 置于37 ºC、5% CO2培养箱中培养24 h。
每孔加入5 mg/mL MTT 20 μL, 于37 ºC、5% CO2培

养箱中培养4 h, 弃去培养液, 加入150 μL DMSO溶

破细胞, 用酶标仪测定D570
[14]。

1.10  统计学分析

统计结果以均数±标准差(mean±S.D.)表示。

2   结果
2.1   阳离子脂质体的粒径、Zeta电位检测

使用激光粒度仪测定了类脂分别与两种蔗糖酯

以不同比例结合制备的脂质体粒径(图2A)和Zeta电位

(图2B)。四个脂质体的平均粒径都为210~230 nm, 分
散指数(polymer dispersity index, PDI)分别为0.214、
0.119、0.302和0.223, 电位为50~65 mV, 粒径均比商

品转染试剂Lipofectamine 2000大, 所带的正电荷多。

2.2   阳离子脂质体的浊度检测

脂质体的浊度可以直接反映脂质体的稳定性。

当光通过阳离子脂质体时, 产生的90°散射光信号与

前向透射光和前向散射光信号的和之比随浊度大小

而变化, 即90°散射信号/(前向投射+前向散射)信号。

图3为4种阳离子脂质体制备后3个月内的结果。裸

眼观测无沉降, 经浊度仪测定浊度值, 所制备的阳离

子脂质体在放置3个月内浊度无明显变化。脂质体

的浊度为4.5~6.5 NTU(nephelometric turbidity units)
波动, 且波动幅度较小, 在可接受的合理范围内, 可
以看出制得的阳离子脂质体稳定性较好。

2.3   脂质体/DNA复合物的粒径、Zeta电位检测

同样的方法测定了脂质体CTA14S(11׃)/DNA
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复合物不同N/P下的粒径(图4A)和Zeta电位(图4B), 
脂质体与DNA静电复合后粒径增大约17%。Zeta电
位随着N/P增加而增大, 当N/P=31׃时, Zeta电位大于

商品转染剂Lipofectamine 2000, 说明其DNA复合效

率优于商品转染剂Lipofectamine 2000, 当N/P=41׃

时, 电位为正, 说明此比例下脂质体与DNA复合完

全。

2.4   脂质体与DNA复合能力

由于阳离子表面带有正电荷, 可以与DNA的磷

酸根负离子发生静电复合作用, 从而达到转染细胞

的目的。采用琼脂糖凝胶电泳实验来检测阳离子

脂质体与DNA复合的能力(图5), 从而确定最佳复

合比例。如图5所示, M为标志物, 0为裸DNA, 0.5、
1、2、3、4、6和8分别为脂质体与DNA复合的质

量比(N/P)。随着N/P比例的增加, DNA延滞作用明

显增强。以P1为助脂质制备的脂质体CTA14P, 在N/
P=31׃时, DNA完全被压缩。以S1为助脂质制备的脂

质体CTA14S, 在N/P=41׃时, DNA完全被压缩。结合

CTA14S/DNA复合物的Zeta电位分析, 在N/P=41׃时, 
复合物电位为正电势, 能够完全压缩DNA, 与琼脂

糖凝胶电泳结果相符。
图3   脂质体3个月内的浊度变化

Fig.3   Turbidity changes of cationic liposomes within 3 months
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2.5   转染绿色荧光蛋白基因

质粒pGFP-N2中含有绿色荧光蛋白基因, 基
因表达的产物含有绿色荧光蛋白(green fluorescent 
protein, GFP), 阳性细胞发出明亮的绿色荧光。GFP
阳性细胞越多, 信号越强, 表明转染效率越高, 可以

定性分析脂质体/DNA复合物的转染效率。选取N/P
质量比例为11׃4、1׃3、1׃2、1׃和61׃, 转染处于对数

增殖期的Hep-2细胞和Hela细胞, 48 h后检测GFP(图
6和图7)。从图中可以看出, 对于Hep-2细胞, 脂质体

CTA14S(11׃)和CTA14S(21׃)与DNA在质量比为31׃
时, 有最佳的转染效率。而脂质体CTA14P(11׃)和
CTA14P(21׃)与DNA在质量比为41׃时, 转染效率最

佳。对于Hela细胞, 四种脂质体在N/P=31׃时, 有最

佳的转染效率, 但低于Hep-2细胞。在N/P=61׃时, 四

种脂质体/DNA复合物的粒径较大, 正电荷过多, 转
染效率明显下降。

2.6   脂质体/DNA复合物及蔗糖脂肪酸酯的细胞

毒性

阳离子脂质体由于能和细胞表面带负电荷的

多糖蛋白质复合物发生静电作用, 因此会引起细胞

膜的毒性。采用MTT法测定了SEs及四种阳离子脂

质体与DNA在N/P为31׃时对Hep-2和Hela细胞的毒

性。从图8中可以看出, 四种脂质体转染细胞24 h后
细胞存活率均在80%以上, CTA14与S1和P1以质量

比11׃制备的脂质体, 两种细胞存活率均比CTA14与
S1和P1以质量比21׃制备的脂质体高, 且都高于商品

转染剂Lipofectamine 2000。结果表明, 通过SEs的加

入, 能更好地帮助脂质体进入细胞, 从而提高季铵盐

1: marker; 2: 裸DNA; 3~9: N/P质量比例分别为0.51׃6、1׃4、1׃3、1׃2、1׃1、1׃和81׃。
1: marker; 2: naked pDNA; 3-9: N/P ratios of 0.51׃8 ,1׃6 ,1׃4 ,1׃3 ,1׃2 ,1׃1 ,1׃, respectively.

图5   阳离子脂质体的琼脂糖凝胶电泳

Fig.5   Gel electrophoresis of cationic liposomes 
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图6   运载绿色荧光蛋白基因转染Hep-2细胞的转染效率

Fig.6   The efficiency of transfection of GFP against Hep-2 cells
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图8   蔗糖脂肪酸酯型阳离子脂质体对Hep-2(A)及Hela(B)的细胞毒性

Fig.8   Cytotoxicity of the cationic liposomes at different CTA14/SEs ratios and SEs in Hep-2 (A) and Hela (B) cells

图9   脂质体(A)及SEs(B)的浓度对Hela细胞存活率的影响

Fig.9   The effect of liposomes (A) and SEs (B) on the viability of Hela cells

CTA14S(11׃)

N/P

100 µm 100 µm 100 µm 100 µm 100 µm

100 µm 100 µm 100 µm 100 µm 100 µm

100 µm 100 µm 100 µm 100 µm 100 µm

100 µm 100 µm 100 µm

100 µm

100 µm 100 µm

1׃1 1׃2 1׃3 1׃4 1׃6

CTA14S(21׃)

CTA14P(11׃)

CTA14P(21׃)

Lipo 2000

图7   运载绿色荧光蛋白基因转染Hela细胞的转染效率

Fig.7   The efficiency of transfection of GFP against Hela cells
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脂质体的转染效率, 并降低季铵盐脂质体的细胞毒

性。

四种阳离子脂质体及SEs对Hela细胞存活率的

影响呈剂量效应关系。由图9可见, 随着脂质体和

SEs的浓度逐渐增大, 细胞存活率逐渐降低。SEs在
80 μg/mL浓度下, Hela细胞的存活率都在90%以上, 
在240 μg/mL浓度下, 细胞存活率也能达到60%以

上。脂质体与DNA在N/P为11׃3~1׃, 细胞存活率均

能达到80%。结果表明, 通过SEs的加入, 能更好地

帮助脂质体进入细胞, 从而提高季铵盐脂质体的转

染效率, 并降低季铵盐脂质体的细胞毒性。

3   讨论
本课题组前期工作选择阳离子脂质与SEs的质

量比为12׃1、1׃2、1׃制备了阳离子脂质体, 但是以

 ,2比例制备的脂质体粒径较大, 放置后出现沉降׃1
稳定性较差, 不能用于生物学评价实验。因此, 本
论文选择阳离子脂质与SEs混合比例为质量比21׃和
有研究表明, 带较多正电荷的脂质体具有均匀。1׃1

的粒度分布, 平均直径为100~200 nm[19-20], 此种脂质

体与DNA复合能够完全压缩DNA。脂质体Zeta电位

的绝对值大于30 mV时, 具有较好的静电稳定性, 绝对

值大于60 mV, 已经相当稳定, 而绝对值小于30 mV容

易产生融合并发生聚集。从粒径和Zeta电位结果可

见, 选用两种蔗糖脂肪酸酯S1和P1作为助脂质与季

铵盐型阳离子脂质制备阳离子脂质体, 可得到粒径

为200 nm左右, 颗粒分布均匀的纳米级颗粒。阳离

子脂质体和脂质体/DNA复合物的Zeta电位绝对值

均为30~70 mV, 说明阳离子脂质体和脂质体/DNA复

合物均具有良好的稳定性, 能有效压缩质粒DNA。

多分散系数PDI指粒径分布的均一性, PDI值越小, 
粒径分散越均匀。本研究中, 脂质体的PDI值均为

0.2~0.3, 粒径分散均匀。助脂质S1和P1脂肪酸的碳

链长度分别为18碳和16碳, 对脂质体的粒径和Zeta
电位无太大影响, 较长碳链可使脂质体更易形成双

层囊泡结构, 调节脂质体的刚性使其和流动性达到

较好的平衡。因此, 本研究构建的蔗糖酯型阳离子

脂质体满足作为基因转染载体的条件, 具有适于体

内转染的应用潜力。

由于SEs是一种非离子表面活性剂, 由蔗糖和

脂肪酸经酯化反应生成的单质或混合物, 以蔗糖

的-OH为亲水基, 脂肪酸的碳链部分为亲油基。这

种结构在阳离子脂质体中可以起到稳定双层膜的作

用, 可以增强脂质体的分散性, 同时提供阳离子脂质

体的细胞渗透功能。常用的SEs的脂肪酸有饱和的

癸酸、月桂酸、豆蔻酸、硬脂酸、棕榈酸等和非饱

和的马来酸、油酸、亚油酸等。硬脂酸蔗糖酯是单酯、

双酯和三酯的混合物, 改变三者的比例, 其亲水性也

随之发生改变。棕榈酸蔗糖酯是比脂肪酸单甘酯性

能更为优良的非离子表面活性剂。硬脂酸蔗糖酯和

棕榈酸蔗糖酯形成的脂质载体对包覆的药物或基因

的释放速度与其他类型蔗糖酯要缓慢, 可以实现长

循环。同时, SEs具有广泛的亲水亲油平衡值HLB, 
不同HLB值的SEs用途也有所不同, 在药物控释领域

所用SEs的HLB值为1~16。本论文采用的是硬脂酸

蔗糖酯S1和棕榈酸蔗糖酯P1, 脂肪酸碳链长度分别

为18碳和16碳, HLB值分别为<1和1。两种脂肪酸蔗

糖酯饱和度相同, 碳链长度和HLB值相差不大, 结果

证实了构建的脂质体对Hep-2和Hela细胞的转染效

率相当。目前, 课题组正在对SEs的脂肪酸碳链长度、

饱和度及HLB值进一步研究, 找到SEs的物理性能与

基因转运效率的关系, 优化出最适合用作基因载体

助脂质的SEs。
由于蔗糖脂肪酸酯的表面活性较强, 使脂质体

微粒均匀分散不容易聚集, 从而降低脂质体的正电

性所导致的细胞毒性。此外, SEs可食用, 在生物体

内能降解成脂肪酸和蔗糖, 是生物体本身所需要的

营养物质, 因此SEs对生物体是无毒的。本研究中, 
类脂与SEs以质量比11׃混合时, 细胞存活率高于类

脂与SEs以质量比21׃混合时的细胞存活率。本研究

挖掘了SEs作为助脂质在基因转运载体领域的应用

潜力, 为新型阳离子脂质体基因载体的构建提供了

新思路。
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