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　 　 ［摘要］ 　目的 　 通过构建具有前列腺癌细胞特异性靶向作用的基因载体适配体 ———聚乙二醇唱聚酰胺唱胺（APT唱PEG唱
PAMAM ） ，携带具有抗前列腺癌增殖作用的基因 miRNA唱３４a ，考察载体系统的转染效率及其对前列腺癌细胞的抑制作用 。

方法 　 运用核磁共振（NMR）鉴定 APT唱PEG唱PAMAM 基因载体的结构 ；利用粒径电位仪对 APT唱PEG唱PAMAM ／miRNA 纳
米复合物进行表征 ；利用基因转染实验考察 APT唱PEG唱PAMAM ／miRNA 纳米复合物在前列腺癌细胞（PC３和 LNCaP）上的
表达效果 ；利用 CCK唱８细胞增殖抑制实验考察 APT唱PEG唱PAMAM ／miRNA唱３４a对前列腺癌细胞的抑制作用 。结果 　 通过

结构鉴定确定 APT唱PEG唱PAMAM 合成成功 。定性 、定量转染效率实验证明 ，经 APT 进一步修饰后 ，对 LNCaP细胞转染效
率显著增加 ，证明 APT 的靶向作用 。 CCK唱８细胞增殖实验证明 ，APT唱PEG唱PAMAM ／miRNA唱３４a对前列腺癌细胞具有抑制
作用 。结论 　 APT唱PEG唱PAMAM ／miRNA唱３４a有望成为今后靶向治疗前列腺癌的基因药物 。
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Functional investigation of a new targeting gene delivery system of miRNA唱34a
nano唱complexes into prostate cancer cell lines
YU Miao ，MAO Junqin （Department of Pharmacy ，No ．８５ Hospital of PLA ，Shanghai ２０００５２ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To construct a gene delivery carrier with aptamer唱polyethylene glycol唱dendrimer唱polyamidoamine
（APT唱PEG唱PAMAM ） ，forming nanoparticles to specifically target prostate cancer cell lines ，carrying prostate cancer cell pro唱
liferative suppressor microRNA ：miRNA唱３４a ．We investigated the transfection efficiency of this gene delivery system as well as
functionally studied its inhibitory effect on prostate cancer （PCa） cell proliferation ．Methods 　 The construction of APT唱PEG唱
PAMAM gene carrier was identified and confirmed by nuclear magnetic resonance （NMR） ．The nano唱complex sizes and zeta
potential of APT唱PEG唱PAMAM gene carrier complexes were measured by zeta sizer ．The efficiency of gene transfection of
APT唱PEG唱PAMAM ／ miRNA nano唱complexes were investigated by measuring the expression miRNA唱３４a in prostate cancer
cells （PC３ and LNCaP） ； the PCa specific cell proliferation inhibition of APT唱PEG唱PAMAM ／ miRNA唱３４a nano唱complexes
were investigated by measuring CCK唱８ cell proliferation inhibition experiments by comparing with APT 唱PEG唱PAMAM and
APT唱PEG唱PAMAM ／ miRNA唱３４a nano唱complexes ．Results 　 NMR results demonstrated that APT唱PEG唱PAMAM ／ miRNA唱
３４a nano唱complexes were successfully synthesized by structural identification ．Qualitative and quantitative transfection efficien唱
cy experiments data show that the cellular uptake of vectors were concentration唱dependent ，after the APT further modified it
significantly and increased the LNCaP cell transfection efficiency and specificity of PCa cells targeting ability ．CCK８ cell prolif唱
eration assay data indicated that APT唱PEG唱PAMAM ／miRNA唱３４a has the anti唱PCa cells effect ．Conclusion 　 APT唱PEG唱PAM唱

AM ／miRNA唱３４a may prove to see its efficacy for near future in pre唱clinical and clinical study on the treatment of PCa ．

　 　 ［Key words］ 　 microRNA ；polyamidoamine ；cancer targeting ；prostatic cancer ；gene vector

　 　 前列腺癌（prostatic cancer ，PCa）是指发生在
前列腺的上皮恶性肿瘤 。 ２０１２ 年我国肿瘤登记地

区前列腺癌发病率为 ９ ．９２／１０万 ，列男性恶性肿瘤

发病率的第 ６位［１］
。前列腺癌发病率在 ５５岁前处

于较低水平 ，５５ 岁后逐渐升高 ，发病率随着年龄的

增加而上升 ，高峰年龄是 ７０ ～ ８０岁 。家族遗传型前

列腺癌患者发病年龄稍早 ，年龄 ≤ ５５ 岁的患者占

４３％
［２］

。对于早期前列腺癌患者可采用根治性治疗

方法 ，能够治愈早期前列腺癌的方法包括 ：放射性粒

子植入 、根治性前列腺切除术 、根治性外放射治疗 。

对于中期前列腺癌患者应采用综合治疗方法 ，如手

９３５
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术 ＋放疗 、内分泌治疗 ＋ 放疗等 。但这些治疗方法

存在不良反应多 、毒副作用大 、患者依从性差等缺

点 。因此 ，针对前列腺癌中晚期基因药物治疗的研

究是近年来的热点之一［３］
。

　 　将目的基因靶向 、可控并有效表达 ，是基因治疗

成功的关键 。 前列腺特异性膜抗原（prostate spe唱
cific membrane antigen ，PSMA）是一种前列腺癌表

面特异性表达的肿瘤标志物 ，可作为前列腺癌靶向

给药的潜在靶点［４］
。 寡核苷酸适配体 （aptamer ，

APT ，简称适体）是一种具有特定三维立体结构的

双链或单链寡核苷酸 ，具有体外稳定 、易于合成等特

点 。适体 A１０唱３ ．２ 是人工合成的第二代寡核苷酸

适配体 ，可与前列腺癌细胞膜表面 PSMA 结合 ，以

介导靶向给药系统向前列腺癌组织富集 ，实现靶向

递送作用［５］
。另外 ，阳离子聚合物聚酰胺唱胺（poly唱

amidoamine ，PAMAM ）是一类带有正电荷的树枝

状高分子化合物 。 PAMAM 表面富含氨基 ，带正电

荷 ，可与带有负电荷的核苷酸通过静电作用结合 。

同时 ，在前列腺癌 ，特别是 p５３突变的前列腺癌中 ，

miRNA唱３４a表达下调 ，导致 CD４４ 高表达 。 抑制

miRNA唱３４a可抑制前列腺癌干细胞生长和肿瘤转
移 ，提示 miRNA唱３４a 在前列腺癌治疗中具有很好
的应用前景［６］

。

　 　因此 ，本研究利用 APT唱PEG唱PAMAM 包裹具
有抑制前列腺癌增殖作用的基因 miRNA唱３４a ，构建

前列腺癌纳米靶向给药系统 ，考察靶向给药系统

的体外靶向性及对前列腺癌细胞增殖的抑制

效果 。

1 　材料与方法

1 ．1 　主要仪器和试剂 　 Mercury Plus ３００ MHz 超
导核磁共振波谱仪（美国 Varian 公司） ；IX２唱RFA唱
CA 倒置荧光显微镜（日本 Olympus 公司） ；FACS唱
Calibur流式细胞仪（美国 BD 公司） ；绿色荧光蛋白

质粒 pEGFP唱N２（美国 Clontech 公司） ；荧光素酶质

粒 pGL３唱Control Vector ，细胞裂解液和荧光素酶分
析系统 ，化学发光检测仪 （美国 Promega 公司） ；

QIAGEN Plasmid Mega Kit （德国 Qiagen GmbH） ；

第五代 PAMAM 甲醇溶液（５％ ，体积分数） ，Sulf唱
hydryl Addition Kit ，BCA Protein Assay kit （美国
Thermo公司） ；MAL唱PEG唱NHS ，分子量 ３ ５００（美

国 Nektar公司） ；miRNA唱３４a 质粒（上海英为信公

司） ；A１０适配体（广州锐博公司） ；腺癌细胞 PC３和
LNCaP（上海中科院细胞库） 。

1 ．2 　细胞培养 　培养前列腺癌细胞 PC３（PSMA －
）

和 LNCaP（PSMA ＋
）方法参照文献［７］进行 。

1 ．3 　 APT唱PEG唱PAMAM 的合成 　 精密量取

PAMAM 甲醇溶液 ，氮气吹干 ，与双活化的 NHS唱
PEG唱MAL（PEG）溶液（溶于 pH ８ ．０磷酸盐缓冲液

PBS）按照摩尔比 PAMAM ∶ PEG ＝ １ ∶ ２ 混合 ，室

温避光反应 １５ min ，产物采用超滤管（分子量１０ ０００

截留）超滤纯化 ，制得 PEG唱PAMAM 。按照摩尔比

PAMAM ∶ APT ＝ ５ ∶ １ ，定量取用 DTT 活化后的
APT唱SH溶液和 PEG唱PAMAM 溶液 ，室温避光反

应 ２４ h ，制得 APT唱PEG唱PAMAM ［７］
。

1 ．4 　 APT唱PEG唱PAMAM 的结构鉴定 　分别称量

１ mg 的 PAMAM 、PEG唱PAMAM 和 APT唱PAM唱

AM ，溶于 D２ O ，进行核磁共振波谱分析 。

1 ．5 　 APT唱PAMAM ／miRNA唱３４a纳米复合物的制
备及粒径 Zeta电位测定 　 APT唱PAMAM 与可表达
miRNA唱３４a 质粒溶液 （DNA ） （１２ μg ／ml ）按照
PAMAM 与 DNA 的氮／磷 （N ／P）比 １ ∶ １ 、５ ∶ １ 、

１０ ∶ １ 、１５ ∶ １ 、２０ ∶ １ 、２５ ∶ １ 漩涡混合 ３０ s ，即制得
APT唱PEG唱PAMAM ／miRNA 复合物 。 不同 N ／P
比 APT唱PEG唱PAMAM ／miRNA 复合物粒径和Zeta
电位通过激光粒度测定仪 Z９０（英国 Malvern公司）

进行测定 。

1 ．6 　定性考察 APT唱PEG唱PAMAM 的转染效率 　

pEGFP唱N２绿色荧光蛋白表达质粒转染前列腺癌细
胞 PC３（PSMA －

）和 LNCaP （PSMA ＋
）方法参照文

献［７］进行 。基因表达产物的绿色荧光利用倒置荧

光显微镜观察并拍照 。

1 ．7 　定量考察 APT唱PEG唱PAMAM 的转染效率 　

pGL３虫荧光素酶表达质粒转染前列腺癌细胞 PC３
（PSMA －

）和 LNCaP （PSMA ＋
）方法参照文献 ［７］

进行 。

1 ．8 　 miRNA唱３４a纳米复合物抗前列腺癌细胞增殖
效果考察 　 前列腺癌细胞 LNCaP 同“１ ．２”项培养 ，

将新鲜配制的 ３ 种纳米复合物 PEG唱PAMAM ／

miRNA ，APT唱PEG唱PAMAM ／NC唱miRNA （ nega唱
tive control唱miRNA ） ，APT唱PEG唱PAMAM ／miR唱
NA （miRNA ；miRNA唱３４a）按照以下浓度稀释备
用 ：１０ 、５０ 、１００ 、１５０ 、２００ 、３００ 、４００ 、６００ 、８００ 、

１ ０００ nmol／L 。CCK唱８法测定 IC５０曲线方法参照文

献［８］进行 。

1 ．9 　统计学处理 　用软件 SPSS １８进行独立样本

t检验统计分析 ，数据以均数 ±标准差（珚x ± s）表示 。

2 　结果

2 ．1 　 APT唱PEG唱PAMAM 结构鉴定 　本研究选用
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的双功能 PEG ，两端分别带有马来酰亚胺 （MAL ）
和琥珀酰亚胺（NHS ）基团 ，其中 NHS 可与 PAM唱

AM 表面氨基（唱NH２ ）特异连接 ，得到 PEG 修饰的
PAMAM 。经巯基（唱SH）修饰的 APT ，可与 PEG另
一端 MAL 特异反应而连接到 PAMAM 上 。经核

磁共振（NMR）分析鉴定 ，４ ．７ ppm 左右为 D２ O 溶
剂峰 ，２ ．２ ～ ３ ．４ ppm 处是 PAMAM 骨架峰 （图

１A） ；３ ．６ ppm 左右为 PEG 中亚甲基特征吸收峰 ，

６ ．７ ppm 处为 MAL 的特征峰（图 １B） ，从峰面积比

可以得出 ，PEG ∶ PAMAM 为 ２ ．７ ，符合实验设计要

求 。在图 １C中 ，２ ．２ ～ ３ ．４ ppm处是 PAMAM 骨架
峰和 APT 中各氨基氢峰的重叠峰 ，６ ．７ ppm 处
MAL 的特征峰消失 ，说明 MAL 已与唱SH 反应 ，证

明合成了 APT唱PEG唱PAMAM 。

图 1 　核磁共振波谱图
A ．PAMAM ；B ．PEG唱PAMAM ；C ．APT唱PEG唱PAMAM

2 ．2 　 不同 N ／P 比的 APT唱PEG唱PAMAM ／miRNA
纳米复合物粒径和 Zeta 电位考察 　 APT唱PEG唱
PAMAM ／miRNA 复合物粒径随着 N ／P 比的增大
而降低（图 ２） ，Zeta 电位随 N ／P 比的增大而增加
（图 ３） ，说明随着 N ／P 比的增大 ，载体所带电荷增

加 ，使得纳米复合物颗粒包裹更加紧密 。

图 2 　不同 N／P比的 APT唱PEG唱PAMAM／

miRNA纳米复合物粒径

图 3 　不同 N／P比的 APT唱PEG唱PAMAM／

miRNA纳米复合物 Zeta电位

2 ．3 　定性观察和定量检测 APT唱PEG唱PAMAM 的
转染效率 　 荧光显微镜（图 ４）和生物发光检测仪

（图 ５）的检测结果均显示 ，随着 N ／P 比的增加 ，报

告基因在细胞内的表达效率增加 。在相同浓度下 ，

PEG唱PAMAM 经 APT 修饰后 ，LNCaP（PSMA ＋
）

图 4 　不同纳米复合物在前列腺癌细胞 PC唱3和 LNCaP中的 pEGFP唱N2蛋白表达效果
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图 5 　不同纳米复合物在前列腺癌细胞 PC唱3和 LNCaP中的 pGl唱3蛋白表达效果
倡 P ≤ ０ ．０５ ，与 LNCaP唱PEG唱PAMAM 比较

转染效率显著增加 ，但 PC３（PSMA －
）细胞转染效率

反而有所下降 ，表明经 APT 修饰 ，能提高基因在

PSMA 阳性的前列腺癌细胞内的表达效率（图 ５） 。

2 ．4 　 miRNA唱３４a纳米复合物抗前列腺癌细胞增殖
效果考察 　 ３ 种纳米复合物对 LNCaP 细胞作用结
果经 GraPhpad ５ ．０软件拟合后 ，得出 ３条细胞 IC５０

曲线（图 ６） ，与阴性对照组相比 ，２ 组纳米复合物的

IC５０值都低于阴性对照组 ，说明 miRNA唱３４a对前列
腺癌细胞 LNCaP 具有抑制作用 ；PEG唱PAMAM ／

miRNA 的 IC５０ 值高于 APT唱PEG唱PAMAM ／miR唱
NA ，说明 APT 的存在可以增加 miRNA唱３４a 进入
细胞的总量 ，增强抑制前列腺癌细胞 LNCaP 增殖
的效果 。

图6 　 3种复合物抑制前列腺癌细胞
LNCaP增殖效果考察（n＝ ３ ，珚x ± s）

3 　讨论

　 　 PAMAM 是一类高度枝化 、具有特定三维结

构 、分子大小和构型高度可控的树枝状大分子 ，其表

面带有正电荷 ，可以与基因形成纳米复合物 。

PAMAM 的分枝状结构特殊 ，随着代数的增加 ，在

４ ～ ６代的 PAMAM 中 ，出现了类似口袋的特殊结

构 ，它可以随着 pH 值的变化而张开或关闭 ，由于细

胞内外 pH值不同 ，PAMAM 在进入细胞后会形成
质子海绵效应 。近年来有研究利用 PAMAM 这一
特性 ，将其作为化疗药物载体 ，利用进入细胞内外的

pH 值变化 ，实现化疗药物的缓释［７］
。 本实验选用

第五代 PAMAM ，利用具有双功能活化的 PEG 修
饰 PAMAM ，不仅能增加 PAMAM 分子结构的柔
性 ，同时可降低 PAMAM 的毒性 ，实现长循环

作用［９］
。

　 　具有 PSMA 靶向作用的适体 A１０是一种单链
的 RNA 核苷酸 ，由于碱基之间存在错配 ，在体内会

形成特定的三维结构 ，并与 PSMA 结合 ，从而发挥

靶向作用 。 A１０没有明显的免疫原性 ，其介导的靶

向药物注入人体内不会引发免疫反应 。因此 ，本实

验选用 A１０ 与 PEG唱PAMAM 连接 ，构建 APT唱
PEG唱PAMAM 基因靶向载体 ，以实现对前列腺癌

细胞的靶向作用 。

　 　 根据 NMR 结构鉴定结果显示 ，APT唱PEG唱
PAMAM 的合成是成功的 。 利用其包裹可表达

miRNA唱３４a的质粒 ，可形成带有正电荷的纳米复合

物 。利用定性及定量考察其对 PC唱３ 和 LNCaP 细
胞的转染效率发现 ，PEG唱PAMAM 载体经 APT 修
饰后 ，PSMA 高表达的 LNCaP 细胞转染效率显著
增加 ，同时 ，PSMA 低表达的 PC３ 细胞转染效率却
发生下降 ，结果提示 APT 对 PAMAM 修饰后 ，会对

载体进入细胞的途径产生影响 ，导致载体转染及入

胞过程发生改变 ，对于 PSMA 阳性 LNCaP 细胞 ，

APT 的存在有利于 miRNA 的表达 ，但对于 PSMA
阴性 PC唱３ 细胞 ，由于 APT 带有负电荷 ，会降低

PAMAM唱PEG 表面的正电荷 ，导致细胞非特异性
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吸附降低 ，表现为转染效率降低 。 CCK唱８抗 LNCaP
细胞增殖实验也证明 ，APT唱PEG唱PAMAM ／miR唱
NA唱３４a对前列腺癌细胞的抗增殖作用优于 PEG唱
PAMAM ／miRNA唱３４a ，可能是由于 APT 的存在 ，

增加了 miRNA唱３４a质粒进入 LNCaP的数量 ，以及

在细胞内的表达效果 ，导致 miRNA唱３４a 在细胞中
的表达量增加 ，进而增强了其抑制前列腺癌细胞的

增殖效果 。

　 　综上所述 ，本研究为以适配体 APT 为靶头 ，靶

向具有 PSMA 表达前列腺癌细胞的聚阳离子载体
纳米基因给药系统提供了实验依据 ，并为临床应用

miRNA唱３４a治疗激素依赖型前列腺癌增殖提供了
方法借鉴 。
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