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磁性纳米颗粒负载质粒 DNA 的研究
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摘要: 【目的】研究磁性纳米颗粒 (MNP)负载质粒 DNA形成的纳米载体−基因复合物的生物物理学特性、负载形态

与负载机理，为基于磁性纳米载体定向编辑技术的应用奠定基础。【方法】以 MNP作为基因载体，与质粒 DNA

pRGEB32制备纳米载体−基因复合物 MNP−pRGEB32，分析 MNP负载、保护 pRGEB32的能力，并对其粒度分布、

Zeta电位、结合形态进行研究。【结果】MNP通过静电作用压缩、吸附、聚集 pRGEB32，形成纳米载体−基因复合

物。MNP能有效负载并保护 pRGEB32。【结论】MNP可作为一种理想的基因转移载体。
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Abstract:  【Objective】To  study  biophysical  property,  loading  morphology  and  loading  mechanism  of

nanocarrier-gene complex prepared by magnetic nanoparticle (MNP) loading plasmind DNA, and lay a foundation

for application of oriented editing technology based on magnetic nano carrier.【Method】MNP was used as gene

carrier to prepare nanocarrier-gene complex MNP-pRGEB32 with plasmid DNA pRGEB32. The abilities of MNP

loading  and  protecting  pRGEB32  were  analyzed.  The  particle  size  distribution,  Zeta  potential  and  loading

morphology  of  MNP-pRGEB32  were  investigated.【Result】MNP  compressed,  adsorbed  and  aggregated

pRGEB32  through  electrostatic  interaction  to  form  nanocarrier-gene  complex.  MNP  could  effectively  load  and

protect pRGEB32.【Conclusion】MNP can be used as an ideal gene transfer carrier.

Key words:  magnetic nanoparticle; nanocarrier-gene complex; loading morphology; loading mechanism
  

随着纳米生物技术的迅速发展，纳米材料可作

为基因载体，通过包裹、静电吸附及化学键作用等

方式负载外源基因[1-3]，通过细胞吞噬作用将其传送

到细胞内，使基因成功表达[4]。与其他纳米载体相

比，磁性纳米载体具有超顺磁性优势[5]，在磁场作用

下可快速负载、运输目的基因[6]。有研究表明外源

基因成功整合到基因组中需要通过 3 个细胞屏障：

细胞膜、溶酶体和细胞核[7]，影响整合效率的关键因

素是避开溶酶体的消化作用[8-9]，纳米载体的表面电

荷[10]、粒径大小[11] 和修饰功能基团[12] 等是影响整合 
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效率的重要因素。有学者提出纳米载体基因复合

物可通过“质子海绵效应”免受溶酶体的消化作

用[13-14]。

纳米载体基因传输技术为动植物遗传育种提

供了新思路，Wang 等[15] 将磁性纳米载体与精子介

导的基因转染相结合，获得了转基因小鼠。Zhao等[16]

利用磁性纳米颗粒 (Magnetic nanoparticle，MNP)作
为基因载体，负载 pGBIF4ABCΔα 质粒，在磁场作

用下磁转染棉花花粉，成功筛选到转融合抗虫基因

的棉花。随着 CRISPR 基因编辑和修饰技术的使

用，磁性纳米颗粒会是将生物分子传送到植物体内

进行基因编辑和修饰的最佳平台[17]。

本研究选用 MNP 作为基因载体，负载质粒

pRGEB32，构建了不同质量比的纳米载体−基因复

合物MNP−pRGEB32。通过琼脂糖凝胶电泳阻滞试

验评价和分析了MNP对 pRGEB32的结合和保护能

力。通过纳米粒度分析仪、Zeta电位分析仪、透射电

子显微镜和原子力显微镜对MNP和MNP−pRGEB32
复合物的粒径、表面电位、形貌、分布等进行了检测

和观察，研究了MNP−pRGEB32复合物的生物物理

特性、基因负载形态与负载机理，以期为 MNP 负

载 CRISPR/Cas9表达载体的应用提供依据。

1   材料与方法

1.1    试验材料

MNP poly MAG1000 购自德国 Chemicell 公
司；DNase I 购自 TaKaRa 公司；无内毒素质粒大提

试剂盒购自 TIANGEN 生物技术有限公司；含

CRISPR/Cas9表达载体 pRGEB32[18] 的大肠埃希菌

Escherichia coli DH5α由国家植物航天育种工程技

术研究中心保存；核酸染料 GelRed购自美国 Biotium
公司。

1.2    质粒 DNA 的提取与纯化

取 pRGEB32(15 888 bp) 大肠埃希菌菌液加入

到含 50 ng/μL 卡那霉素的 LB 液体培养基 (每升培

养基含酵母提取物 5 g、胰蛋白胨 10 g、NaCl 10 g)
中，于 37 ℃、220 r/min 培养 16 h，按照 TIANGEN
无内毒素质粒大提试剂盒说明书提取质粒。利用

超微量紫外分光度计测定质粒 DNA的浓度和纯度，

选取 D260 nm/D280 nm≈1.8的质粒 DNA于−20 ℃贮存

备用。

1.3    磁性纳米颗粒−DNA 复合物的制备

pRGEB32质量固定为 4 μg，将 poly MAG1000
和 pRGEB32 按照质量比为 1∶1、1∶4、1∶8、1∶16、
1∶24、1∶40、1∶50混合，于 37 ℃ 条件下培育 30 min，

连接制备MNP−DNA复合物。

1.4    琼脂糖凝胶阻滞试验

将 MNP−pRGEB32 复合物点样在 8 g/L 的琼

脂糖凝胶 (含 7 μL 荧光染料 GelRed)上，在 TAE缓

冲液中于 130 V电泳 30 min，然后在凝胶成像仪上

观察，分析 MNP 对 pRGEB32 的负载能力；同时，

将 MNP−pRGEB32 复合物在 37 ℃ 分别用 DNase
I酶切 4 h，用 Hind III和 Bsa I双酶切 16 h，然后电

泳跑胶，分析对MNP对 pRGEB32的保护能力。

1.5    粒度分布及 Zeta 电位分析

将 MNP 和 pRGEB32 按照质量比为 1∶1、1∶4、
1∶8 制备的 MNP−pRGEB32 复合物分别用超纯水

稀释至 0.001 μg/μL，采用纳米粒度分析仪及 Zeta
电位分析仪分析粒度分布及 Zeta电位。

1.6    透射电子显微镜观测

吸取 MNP 和 MNP、pRGEB32 质量比为 1∶1
的 MNP−pRGEB32 复合物，用超纯水分别稀释至

0.001 μg/μL，各取 10 μL 均匀滴加到干净的碳膜覆

盖的铜网上，用滤纸吸干多余的液体，静置晾干

30 min，用 20 g/L的磷钨酸负染 1 min，置于干净的

培养皿中自然干燥，然后在透射电子显微镜下观测

形态并拍照。

1.7    原子力显微镜观测

吸取 MNP 和 pRGEB32 质量比为 1 ∶1 的

MNP−pRGEB32复合物，用超纯水稀释至 0.01 μg/μL，
取 10 μL 均匀滴加到新剥离的云母片表面，置于干

净的培养皿中自然干燥，然后在原子力显微镜下扫

描成像，用 NanoScope Analysis 1.5 在 Height
Sensor模式下分析图像。

2   结果与分析

2.1    磁性纳米颗粒对质粒 DNA 负载和保护能力分析

2.1.1    磁性纳米颗粒对质粒 DNA 的负载能力分

析　MNP 和 pRGEB32 质量比为 1∶1、1∶4、1∶8、
1∶16 时，MNP 与 pRGEB32 完全结合，泳道中无游

离的 pRGEB32；质量比为 1∶24、1∶40、1∶50时，逐渐

减少的MNP难以负载逐步增多的 pRGEB32，形成

的 MNP−pRGEB32 复合物较少，过量的 pRGEB32
在泳道中呈现明显条带 (图 1)。结果表明 MNP 能

有效装载相当于自身质量 16倍的 pRGEB32。
2.1.2    磁性纳米载体对 pRGEB32 的保护能力分

析　MNP−pRGEB32 复合物用核酸酶 DNase I 处
理 4 h 后，质量比为 1∶1、1∶4、1∶8、1∶16 的复合物

样品仍停留在点样孔，纯质粒及质量比为 1∶24、
1∶40、1∶50的复合物样品中过量的 DNA被完全消
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化，完全结合的 MNP−pRGEB32 复合物停留在点

样孔 (图 2)。MNP−pRGEB32复合物用 Hind III和
Bsa  I 双酶切 16 h 后，纯质粒及质量比为 1∶24、
1∶40、1∶50的复合物样品中过量的 DNA随电场迁

移，被限制性内切酶  Hind III 和 Bsa I 切开形成

2条线性质粒条带，MNP−pRGEB32复合物质量比

为 1∶1、1∶4、1∶8、1∶16的泳道没有 DNA痕迹，说明

MNP−pRGEB32复合物没有被酶切割 (图 3)。结果

证明MNP能保护其负载的 pRGEB32免受酶促降解。

2.2    粒度分布及 Zeta 电位分析

纳米粒度及 Zeta 电位分析仪结果显示，MNP
的平均疏水粒径为 127.5 nm，Zeta电位为 12.1 mV，
在结合带负电的 pRGEB32 后，MNP−pRGEB32 复

合物的粒径增大，Zeta 电位降低 (图 4)。随着结合

的 pRGEB32 的量逐渐增加，MNP−pRGEB32 复合

物的粒径也逐渐增加，Zeta 电位逐渐降低。结果

说明MNP能通过静电作用负载 pRGEB32，并能有

效地结合和负载 pRGEB32 形成纳米载体基因复

合物。

2.3    透射电子显微镜观测

透射电镜下MNP为规则球形，分散性较好，粒

径约 10~150 nm(图 5a)。中心深色部分为磁性氧化

铁核心，外层附有阳离子 PEI膜包裹 (图 5b)。MNP
与 pRGEB32 结合后大量的 pRGEB32 被压缩、吸

附、聚集在纳米颗粒表面 (图 5c 和 5d)。试验表明

MNP 可携带大量的 pRGEB32，从而作为外源基因

转移的载体。

2.4    原子力显微镜观测

原子力显微镜观察到MNP周围吸附了杆状的

pRGEB32，以载体颗粒为中心，越靠近中心浓度越

高，呈放射状向外扩展 (图 6)，与透射电镜观测的形

态相符合。这种高浓度的聚集有利于载体颗粒携带

大量的 pRGEB32，从而通过细胞的吞噬作用将外源

基因传送至细胞内部。

 

M

bp

10 000

250

1 2 3 4 5 6 7 8
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图 1    MNP−pRGEB32 复合物电泳分析

Fig. 1    Electrophoreses analyses of MNP-pRGEB32
complexes
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质量比分别为 1∶1、1∶4、1∶8、1∶16、1∶24、1∶40、1∶50
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图 2    MNP−pRGEB32 复合物用 DNase I 酶切处理的电泳

分析

Fig. 2    Electrophoresis analyses of MNP-pRGEB32
complexes digested with DNase I
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图 3    MNP−pRGEB32 复合物用 Hind III 和 Bsa I 双酶切

处理的电泳分析

Fig. 3    Electrophoresis analyses of MNP-pRGEB32
complexes digested with Hind III and Bsa I
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图 4    MNP 和 MNP−pRGEB32 复合物的粒径及 Zeta 电位

分析       
Fig. 4    Size distribution and Zeta potential of MNP and

MNP-pRGEB32 complex
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3   讨论与结论

纳米技术已经与许多学科交叉研究，具有巨大

的潜在价值，已经广泛应用于生物及医学领域[19-21]。

理想的基因载体应该能有效地负载外源核酸，具有

较高的生物相容性，在细胞质内可以有效保护外源

核酸免受酶促降解，使其最终能实现高效表达[22-23]。

琼脂糖凝胶电泳阻滞试验显示了 MNP 高效负载

pRGEB32的能力，并能够有效保护 pRGEB32免受

核酸酶降解作用。有研究推测可能是 DNA 和纳米

载体结合后导致 DNA 构象发生变化，阻止 Mg2+、

核酸酶与 DNA接触，从而保护 DNA免受酶的消化

作用 [ 2 4 - 2 5 ]。通过粒度分布和 Zeta 电位测试显示

MNP结合 pRGEB32后，粒径增大，电位降低，说明

二者通过静电相互作用形成了MNP−pRGEB32复合

物。透射电镜和原子力显微镜的观测证实 pRGEB32
被吸附压缩后聚集在 MNP 表面[26]，这种压缩和高

浓度的聚集，使载体能够有效地负载和保护 pRGEB32。
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图 5    MNP 和 MNP−pRGEB32 复合物的透射电镜图像

Fig. 5    Transmission electron microscope images of MNP and MNP-pRGEB32 complex
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图 6    MNP−pRGEB32 复合物的原子力显微镜图像

Fig. 6    Atomic force microscope images of MNP and MNP-pRGEB32 complex
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通过上述结果可知，MNP 在负载、聚集和保护

pRGEB32方面表现优越，是一种理想的基因载体。

有研究通过磁性纳米载体负载外源基因，将外

源基因整合到生殖细胞中，外源基因能在后代稳定

遗传[16]。同时有研究证明可以利用 CRISPR/Cas9
编辑性细胞基因组，如 Chapman等[27] 利用 CRISPR/
Cas9直接编辑大鼠的精原细胞，产生纯合非镶嵌突

变后代。若能将纳米材料和 CRISPR基因编辑技术

有效结合，直接对动植物生殖细胞定向编辑，将克

服传统方式中部分物种基因转化困难、育种周期长

等瓶颈问题。本试验证实磁性纳米载体能有效结

合 CRISPR 编辑系统，为探索基于磁性纳米载体定

向编辑技术的研究奠定了基础。
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