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[摘 要] 目的：探索新型阳离子聚合物纳米载体mPEG-P(Asp-AED-g-HFB) (PAEF)和 PiggyBac转座子介导嵌合抗原受体

（chimeric antigen receptor，CAR）修饰自然杀伤（natural killer，NK）细胞的基因转染方法，为肿瘤细胞免疫治疗制剂研发提供新策

略。方法：制备PAEF/DNA（转座酶+转座子）复合物，通过Nano-ZSE动态光散射系统（Malvern Instruments）测量PAEF/DNA复

合物的粒径分布和表面电位；DNA凝胶电泳验证PAEF的DNA包封率、释放性和稳定性，结合粒径电位选择进入细胞合适的N/P

值；CCK-8细胞毒性实验分析不同N/P值条件下PAEF/DNA复合物的细胞毒性；荧光显微镜及流式细胞术检测细胞转染效率，评

估PAEF基因转染载体的可行性。结果：PAEF可包裹DNA形成粒径100~150 nm的纳米复合物，后者易于介导DNA进入细胞；

当N/P值为20时，PAEF即可实现DNA的完全包裹；在还原剂二硫苏糖醇（dithiothreotol，DTT）存在下，PAEF对DNA有良好的释

放能力；N/P值为80时，PAEF/DNA复合物转染组的NK-92细胞存活率显著高于脂质体转染组 [（72.50±3.9）% vs（64.03±1.8）%，

P<0.05]；荧光显微镜下观察发现，PAEF/DNA组荧光多、荧光强度大；流式细胞术显示最高转染效率为83.4%。结论：纳米载体

PAEF通过静电吸附作用能够很好地包裹DNA，且生物相容性好，基因转导效率较高，成功制备的CAR-NK细胞为过继免疫治疗

提供良好的实验基础。
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[Abstract] Objective: To explore the gene transduction method of chimeric antigen receptor (CAR) mediated by novel cationic

polymer nanocarrier mPEG-P (Asp-AED-g-HFB) (PAEF) and PigyBac transposon system to modify natural killer (NK) cells, providing

a new strategy for immunotherapy of cancer cells. Methods: PAEF/DNA (transposase+transposon) complex were prepared. The

particle size distribution and surface potential of PAEF/DNA complexes were measured with Nano-ZSE Dynamic Light Scattering

System (Malvern Instruments). The DNA encapsulation rate, release and stability of PAEF were evaluated by DNA gel electrophoresis,

and then by combining with particle size and surface potential to determine the preferential N/P ratio to enter NK cells. The cell cytotoxicity

of PAEF/DNA complexes under different N/P ratios was analyzed by CCK-8 cytotoxicity test. Transduction efficiency of NK cells was

evaluated by Fluorescence microscopy and Flow cytometry, and the feasibility of PAEF gene transfection vectors was assessed.

Results: PAEF could encapsulate DNA to form nano-complexes with the diameter of 100-150 nm, which was suitable to mediate DNA

entering into cells. PAEF could completely encapsulate DNA with N/P ratio of 20. In the presence of reducing agent dithiothreitol

(DTT), PAEF had a good ability to release DNA. NK-92 cells transfected with PAEF/DNA complex, which was formed at the N/P

ratio of 80, attained a significantly higher cell viability than cells of lipofectamine transfection group [(72.50±3.9)% vs (64.03±1.8)%,

P<0.05]; Fluorescence microscopic observation showed more fluorescence and higher fluorescence intensity in cells of PAEF/DNA

group; Flow cytometry showed the highest transfection efficiency of 83.4%. Conclusions: Nanocarrier PAEF can encapsulate DNA
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well by electrostatic adsorption, and has good biocompatibility and high efficiency for gene transduction. It provides a good experimen‐

tal basis for adoptive immunotherapy.

[Key words] nanocarrier; PiggyBac transposon; chimeric antigen receptor (CAR); NK cell; tumor immunotherapy
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过继免疫疗法（adoptive immunotherapy，AIT）

已成为治疗恶性肿瘤的重要方法，嵌合抗原受体

（chimeric antigen receptor，CAR）修饰免疫细胞是近

年来的主要进展之一，大量临床前研究及临床试验

数据均显示出可喜的效果[1-2]。2017年美国FDA批准了

第一个CAR-T药物 tisagenlecleucel（商品名Kymriah）

上市[3]，然而，CAR-T细胞疗法引发的细胞因子释放

综合征（cytokine release syndrome，CRS）、移植物抗

宿主病（graft-versus-host-disease，GVHD）及巨额花费

成为临床推广应用的难点[4]。NK细胞的非MHC限

制性、泛特异性识别和杀伤靶细胞及快速应答等特

点，使其在细胞免疫疗法中被寄予更多期待。

细胞免疫治疗中最关键的步骤是将目的基因导

入细胞，建立安全高效的基因转导方法。目前常用

的方法有慢病毒、逆转录病毒转染及电穿孔等，但其

制备复杂性、生物安全性始终困扰着研究者。阳离

子聚合物纳米材料作为一种新型基因载体受到广泛

关注，具有易于修饰、生物相容性好、转导效率高、操

作简单、稳定性好等优点，在免疫检查点阻断、肿瘤

疫苗、肿瘤细胞免疫治疗中均取得良好的效果。Pig‐

gyBac转座子系统采用“剪切-粘贴”机制，可特异地

整合到人类基因组中，具有更高的生物安全性，在基

因转导中有很大潜力[5]。本研究利用新型阳离子聚

合物纳米载体mPEG-P（Asp-AED-g-HFB）（PAEF）介

导PiggyBac转座子系统优化转导NK细胞，实现纳米

负载基因高表达，为过继免疫治疗制剂研发打开新

的思路。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

PiggyBac转座子质粒（PB512B-1）、转座酶质粒

（PB210PA.1）购自 SBI 公司，EGFRvIII-CAR 质粒和

NK-92细胞系由本实验室保存。限制性内切酶XbaⅠ

和BamHⅠ购自BioLabs公司，核酸染料Super GelRed

购自US Everbright公司，无内毒素质粒提取试剂盒

购自Omega公司，细胞因子白细胞介素 2(IL-2)购自

Peprotech公司，Nano-ZSE电位及粒度测定仪购自英国

Malvern公司，CCK-8 细胞毒性试剂盒购自 Dojindo

公司。

1.2 纳米材料的合成及表观特性

mPEG-PBLAsp的合成：由mPEG-NH2引发苄氧

羰基天冬氨酸酸酐（BLAsp-NCA）开环、聚合得到

mPEG-PBLAsp，将 PEG-NH2（2.0 g，1 mmol）加入

50 ml烧瓶内 70 ℃真空干燥 4 h后用 20 ml无水氯仿

溶解，在氩的保护下将BLAsp-NCA（1.34 g，5.38 mmol）

溶解于10 ml无水DMF中，35 ℃反应72 h。随后，将

反应混合物加入过量冷冻二乙醚进行沉淀处理，过

滤，二乙醚洗涤，真空干燥 24 h 直至获得恒定重量

（Mn=3.0 kD，1H 核磁光谱测定 ，mPEG-PBLAsp-

NH2）。收率：93%。

mPEG-PLAsp-AED的合成：于 100 ml烧瓶内用

80 ml DMSO 溶解 AED·HCl，mPEG-PBLAsp（2.0 g）

溶解于10 ml DMSO，三乙胺（1 ml）加入上述溶液，室

温搅拌 4 h，反应后用甲醇透析（NWCO：3 500 Da）

72 h，旋蒸浓缩，最后真空干燥得到最终产物mPEG-P

（Asp-AED）。

mPEG-P（Asp-AED-g-HFB）（PAEF）的 合 成 ：

mPEG-P（Asp-AED）与HFB以不同摩尔值共溶解于

甲醇溶液，在混合物中加入三乙胺，室温搅拌48 h，双

蒸馏水透析，所得产物冻干成白色粉末，即为目标产

物PAEF。

1.3 pDNA的制备

本课题组前期构建的 EGFRvIII-CAR 通过引物

（PB-EGFRvⅢ-CAR 上游引物为 5'-GCTCTAGAAC‐

CATGGGATGGAGCTGTATCAT-3'、下游引物为 5'-

CGGGATCCTTAGCGAGGGGGCAGGGC CTGCA-3'）

扩增后克隆入PiggyBac转座子载体PB512B-1的XbaⅠ

和BamHⅠ位点（下划线者为限制性内切酶位点），质粒

在感受态菌株DH5α中扩增，无内毒素质粒提取试剂盒

提取纯化，获得质粒经XbaⅠ和BamHⅠ双酶切，1%琼

脂糖凝胶电泳确认基因连接，核酸测序鉴定。

1.4 PAEF/pDNA复合物制备

取 pDNA 500 ng/管置于Eppendorf管中，按不同

N/P 值（N/P 值是指纳米材料中的 NH4
+与 pDNA 中

PO3
-的摩尔比例）将相应浓度的 PAEF 加入新的

Eppendorf管，ddH2O稀释至相同体积后添加于相应

标记的pDNA管内，混匀，室温静置30 min，使纳米材

料与pDNA充分结合。

1.5 PAEF/pDNA复合物粒径电位测定

取pDNA 1 μg（转座酶与转座子的比例为2∶1）于

2 ml EP管内，按不同N/P值（0、5、10、20、40、60、80、

100、120）将纳米材料用 ddH2O 稀释后加入相应含

pDNA的EP管内，使总体积为 1 ml，充分混合，室温

静置 30 min 后通过马尔文粒径电位测量仪测定
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PAEF/pDNA复合物的粒径电位。

1.6 DNA琼脂糖凝胶电泳验证PAEF对 pDNA的包

裹及释放能力

包裹实验：配制不同 N/P 值（2.5、5、7.5、10、15、

20）的 PAEF/pDNA 复合物，充分混匀，室温静置

30 min。1%的琼脂糖凝胶加入 3 μl Super GelRed染

色剂，待胶凝固后与 6×DNA凝胶加样缓冲液混合上

样。电泳（120 V，40 min）后紫外灯下观察结果。取

上述实验中纳米材料完全包裹DNA的N/P值（20）配

制 PAEF/DNA 复合物，加入限制性内切酶 XbaⅠ及

BamHⅠ,37 ℃酶切 1 h后行 1%琼脂糖凝胶电泳，进

一步验证纳米材料对DNA的包裹能力。

释放实验：取上述包裹实验中最佳N/P值（20）配

比PAEF/DNA复合物，加入一定量的还原剂DTT，使

其终浓度为 10 mmol/L，充分混合，室温静置 1.5 h后

行1%琼脂糖凝胶电泳，验证纳米材料的还原降解性

及 PAEF/DNA 复合物中 PAEF 对 DNA 的体外释放

能力。

1.7 CCK-8细胞毒性试验

NK-92细胞以 2×104/孔（100 μl）铺 96孔板，设置

不同N/P值梯度（0、20、40、60、80、100、120），同时设

置实验孔（含细胞、PAEF/DNA复合物及CCK-8）、对

照孔（含细胞、CCK-8，无PAEF/DNA复合物）及空白

孔（含CCK-8，无细胞及PAEF/DNA复合物），每组设

4 个复孔。向实验孔加入 10 μl 不同浓度的 PAEF/

DNA复合物，于培养箱中孵育6 h后加入CCK-8溶液

10 μl/孔，孵育 4 h 后酶标仪测定 450 nm 光密度（D）

值。细胞存活率=（D实验孔-D空白孔）/（D对照孔-D空白孔）×

100%。

1.8 体外细胞转染

配置 100 μl 不同 N/P 值的 PAEF/DNA 复合物

（DNA定量 1.5 μg，转座酶与转座子的比例为 2∶1），

充分混匀，室温静置30 min。NK-92细胞1×105个/孔

铺 24孔板（细胞悬液调整为 200 μl/孔），将不同N/P

值的 PAEF/DNA复合物滴加于相应孔内，置于培养

箱孵育4 h后，更换500 μl含10%FBS的1640培养基，

补充 IL-2（300 U/ml），继续培养，转染后 48 h荧光显

微镜及流式细胞术检测转染效率。

1.9 统计学处理

应用 SPSS17.0统计软件分析，正态分布的计量

资料以 x̄±s 表示，计数资料采用百分率表示，两组间

比较采用 t检验，以 P<0.05或 P<0.01表示差异具有

统计学意义。

2 结 果

2.1 PAEF/pDNA复合物的粒径和Zeta电位

在马尔文粒径电位测量仪上测定 PAEF/pDNA

复合物的粒径和电位（图 1）：N/P 值为 0 时，PAEF

的粒径均值为 61.10 nm，随着 N/P 值增大其粒径

表现出先增后降的趋势，在 N/P 值 20 时粒径达到

高峰，至 N/P 值为 60 时渐趋稳定在 110 nm 左右，

电位在 N/P 值为 5 时达最低值（-13.8±0.9）mV，其

后随 N/P 值增大电位 值 回 升 ，当 N/P 值 ≥20 时

电位波动幅度减小且渐趋稳定，≥40 时波动在

24 mV左右，可见随着N/P值增大，表面电位大体呈

现逐渐增大的趋势，最后趋于稳定。结果表明随着

纳米颗粒含量增多，其静电吸附能力越强，当达到一

定的比例后，pDNA含量的增加不会再引起电位的显

著变化。

图1 不同N/P值条件下PAEF/DNA复合物的粒径电位示意图

Fig.1 The particle size and zeta potential of PAEF/DNA com‐

plexes at different N/P ratios

2.2 PAEF/DNA复合物可以体外释放DNA

琼脂糖凝胶电泳结果（图 2）显示，以裸DNA为

对照，随着N/P值的增大，PAEF对DNA的包裹能力

增强，部分复合物阻滞于加样孔内，DNA条带逐渐减

弱；至N/P值为 10时，DNA条带消失（图 2A）。酶切

实验显示（图2B），在未加入限制性内切酶的情况下，

N/P值为 10、15、20时均未见明显DNA条带泳出；酶

切后，在N/P值为 10时可见微弱条带，15时次之，20

时未能见到DNA条带，说明在N/P值为20的条件下，

纳米材料即可完全包裹目的DNA，这是基因转染成

功的重要因素之一。在还原试验中（图 2C），PAEF/

DNA复合物泳道未见条带泳出，DTT处理后 PAEF/

DNA 复合物泳道可见明显 DNA 条带，证明 PAEF/

DNA复合物可以体外释放DNA。

2.3 PAEF/DNA复合物对细胞毒性较小

CCK-8毒性实验结果（图 3）显示，PAEF/DNA复

合物对细胞存活率的影响随着N/P值增大而增加，细

胞存活率呈下降趋势。在N/P比为100时，细胞存活

率为（69.4±2.2）%，明显高于脂质体的（64.03±1.8）%，

差异有统计学意义（P<0.05）。结果说明N/P值小于

100时，PAEF/DNA复合物对细胞毒性小，生物相容
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性好，作为基因转导载体具有很大的优势。

2.4 体外细胞转染

倒置荧光显微镜观察结果（图4）显示，PAEF/DNA

复合物与NK-92 细胞共孵育 24 h 后，N/P 值为 80

时红色荧光蛋白（RFP）表达较多、荧光强度大，

提示在此 N/P 值条件下，PAEF介导的DNA转导效

率较高（P<0.05）。流式细胞术检测结果（图5）显示，

N/P值为 80时可达最高转染效率（83.4%），显著高于

N/P 值为 20、40、60、100 时的转染效率（20.3%、

31.5%、59.7%、83.4%、78.0%，均 P<0.05）。传代培养

10 d，RFP仍能保持稳定的表达。

A: PAEF enfolded DNA; B: Under the condition of N/P value of 20, the nano material can completely encapsulate the target DNA,

preventing the DNA from being digested by restriction endonuclease XbaI and BamHI;

C: Reducing agent DTT treatment releases DNA from PAEF/DNA complex

图2 不同N/P值下PAEF/DNA复合物凝胶电泳结果

Fig.2 Gel electrophoresis results of PAEF/DNA complexes with different N/P ratios

*P<0.05 vs Lipofectmine group

图3 CCK-8毒性试验检测PAEF/DNA复合物

在不同N/P值条件下转染NK-92细胞的存活率

Fig.3 Cell viability of NK-92 cells transfected with

PAEF/DNA complexes under different N/P ratios

detected by CCK-8 assay

3 讨 论

近年来，肿瘤AIT受到研究者们的日益关注，其

中，CAR修饰免疫细胞是肿瘤免疫治疗领域的热点，

在血液肿瘤的治疗中已取得突破性进展[6-7]，在实体

瘤中也在积极探索。CAR-T疗法突飞猛进的同时，

其不容忽视的不良反应也引起了研究者的广泛关

注。相较而言，NK细胞在CAR的改造方面有更大的

优势，可通过天然受体分子和CAR双重作用靶向识

别杀伤肿瘤细胞，且不会引发GVHD[8-9]、CRS[10]。所

以，CAR-NK疗法在很多临床前及临床试验中有所应

用[11-13]。

安全高效的基因转导是实现基因治疗的关键。

研究[14]发现，用携带CAR的纳米载体原位激活T细

胞，靶向杀伤白血病细胞，可实现疾病的长期缓解。

阳离子聚合物纳米载体负载基因的主要机制是静电

吸附作用，其本身带正电荷，可与表面带负电荷的

DNA 结合，使其免受 DNA 酶降解[15]。本研究中

PAEF含有还原敏感的二硫键，当复合物进入细胞内，

细胞质中的谷胱甘肽等还原性蛋白酶将二硫键还原

成巯基，使聚合物发生降解，促进DNA的释放。检测

发现 PAEF/DNA复合物粒径均在 100~200 nm之间，

具有中性正电位，适于细胞对复合物的胞吞，PAEF/

DNA复合物在N/P值20时可完全包裹DNA，加入还

原剂DTT后能明显看到条带泳出，说明 PAEF/DNA

复合物在还原环境能快速释放DNA，实现基因高效

转导，同时，即使 PAEF/DNA 复合物 N/P 值高达 100

时，细胞存活率仍明显高于脂质体，因此该纳米材料

细胞毒性弱，具有很好的应用前景。

PiggyBac转座子/转座酶系统是一种非病毒基因

转导方法，在多种物种中具有较高的转座活性，其转

座形式属“剪切-粘贴”机制，其优势在于：（1）转座效

率高；（2）负载容量大（可长达 100 kb）；（3）插入基因

可长期稳定表达；（4）可实现“无缝切除”。相对于病

毒基因转导方法，PiggyBac转座子系统具有高生物

安全性、高运载能力、高转座效率等优点，在细胞免

疫疗法中具有很大潜力。目前，正在开发针对多种

人类疾病的相关细胞如 hESCs[16]、hiPSCs[17]、HSCs[18]

和人T细胞等的修饰。利用PiggyBac转座子修饰T

细胞、NK细胞的免疫治疗也在尝试之中[19-20]。本研

究利用纳米+PiggyBac转座子将EGFRvⅢ-CAR导入
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NK-92细胞，传代培养 10 d后仍能保持与初始检测

（83.4%）相似的红色荧光表达，说明转座效率和外源

基因的稳定表达。

本研究表明，PAEF/DNA复合物对NK细胞的良

好转染效率，建立了基于纳米载体的 PiggyBac转座

子介导的NK细胞基因转导方法，实现了较高的基因

转导效率，为肿瘤过继免疫治疗基因转导提供了试

验依据。

A: Observation under light microscope; B: Observation under a fluorescence microscope;

1-5: PAEF/DNA complexes with N/P ratios of 20, 40, 60, 80 and 100 respectively

图4 不同N/P值条件下PAEF/DNA对NK-92细胞的转染效率（（×10）

Fig.4 Transfection efficiency of PAEF/DNA at various N/P ratios into NK-92 cells (×10)

A: Blank control; B-F: PAEF/DNA complexes with N/P ratios of 20, 40, 60, 80 and 100 respectively

图5 流式细胞术检测不同N/P值条件下PAEF/DNA复合物对NK-92的转染效率

Fig.5 Transfection efficiency of PAEF/DNA at various N/P ratios into NK-92 cells by Flow cytometry
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