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著!

转染试剂
G>9PCX

和
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

对
KXV#B#

转染效果

及毒性的比较和评价

张世新"杨
!

康"廖克龙"王海东"吴
!

蔚#

"刘鸿翔"张现普"吴
!

涛

!第三军医大学西南医院胸心外科"重庆
!"""#$

#

!!

摘
!

要"目的
!

比较及评价两种转染试剂
G>9PCX

和
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

对小鼠胚胎成纤维细胞!

KXV#B#

#的转染效果及毒

性$方法
!

分别用阳离子聚合物
G>9PCX

和阳离子脂质体
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

将表达绿色荧光蛋白!

N\P

#的质粒转染
KXV#B#

"

1!

5

后"用流式细胞仪检测转染效率(分别用
G>9PCX

和
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

将
/3.J1!=

D

的双链寡脱氧核苷酸!

4[K

#转染

KXV#B#

"

(15

后"用激光共聚焦显微镜观察
4[K

在细胞内的分布(分别将转染相同量
[K2

的
G>9PCX

和
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

加入

细胞培养基中"

!$5

后"用
THB0$

试剂检测其对细胞的毒性$结果
!

对于大分子质粒"

G>9PCX

的转染效率更高(对于小分子

4[K

"

G>9PCX

包裹
4[K

后形成的颗粒更小"更易于进入细胞核内(转染相同量的
[K2

"

G>9PCX

对细胞的毒性更小$结论
!

对于

转染
KXV#B#

"

G>9PCX

是一种更理想的转染试剂$

关键词"转染(成纤维细胞(毒性
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8

>.9-

$

G>9PCX

6.% '̀

D

&R>;96?'.>PE<-'.KXV#B#)=%+/->9

!

]>;9&:>̂

D

:>--'.

8

N\P76-9:6.-R>;9>%'.9&KXV#B#;>EE-?>%'69>%=

F

G>9PCX&: '̀0

D

&R>;96?'.>PE<-)1!5&<>-E69>:

!

9:6.-R>;9'&.:69>76-%>9>;9>%=

F

RE&7;

F

9&?>9:

F

)/3.J 4E'

8

&%>&̂

F

.<;E>&9'%>

(

4[K

)

76-9:6.-0

R>;9>%'.9&KXV#B#;>EE-?>%'69>%=

F

G>9PCX&: '̀

D

&R>;96?'.>PE<-)(15&<:-E69>:

!

95>%'-9:'=<9'&.&R4[K'.95>;>EE-76-'.Q>-9'0

8

69>%=

F

E6->:-;6..'.

8

;&.R&;6ERE<&:>-;>.;>?';:&-;&

D

>)KXV#B#;>EE-7>:>9:6.-R>;9>%7'95G>9PCX6.% '̀

D

&R>;96?'.>PE<-:>0

-

D

>;9'Q>E

F

)!$5&<:-E69>:

!

95>9&̂';'9

F

&R9:6.-R>;9'&.:>6

8

>.99&;>EE-76->̂6?'.>%=

F

THB0$)$%9*)+9

!

G>9PCX56%5'

8

5>:9:6.-R>;0

9'&.:69>956. '̀

D

&R>;96?'.>PE<-75>.KXV#B#;>EE-7>:>9:6.-R>;9>%7'95?6;:&?&E>;<E>Q>;9&:)B&?';:&?&E>;<E>4[K

!

X9

->6?-95699:6.-R>;9'&.:69>76-.&%'RR>:>.;>=>97>>.G>9PCX6.% '̀

D

&R>;96?'.>PE<-

!

=<995>[K2

D

6:9';E>-9569G>9PCX;&?

D

6;9>%

7>:>-?6EE>:956. '̀

D

&R>;96?'.>PE<-;&?

D

6;9>%

!

-&'976->6-'>:R&:4[K9&>.9>:95>;>EE.<;E><-)G>9PCX56%E&7>:;>EE9&̂';'9

F

956. '̀

D

&R>;96?'.>PE<-75>.KXV#B#;>EE-7>:>9:6.-R>;9>%7'951"".J 4[K)?-.1)*9,-.

!

G>9PCX56-5'

8

5>:9:6.-R>;9'&.:69>

6.%E&7>:9&̂';'9

F

956. '̀

D

&R>;96?'.>PE<-9&KXV#B#)

@%

2

A-3>9

$

9:6.-R>;9'&.

*

R'=:&=E6-9-

*

9&̂';'9

F

!!

基因转染是指将外源分子如
[K2

#

LK2

等导入细胞!它

是研究基因表达调控#基因功能#信号转导等的常规工具"基

因转染需要一定的转染试剂将带有目的基因的载体运送到细

胞内"阳离子脂质体和阳离子聚合物是目前比较常用的细胞

试剂&

(01

'

"选取生物安全性好#转染效率高#细胞毒性小#操作

简便的转染试剂!对实验往往能起到事半功倍的效果"小鼠胚

胎成纤维细胞(

KXV#B#

)是纤维化相关疾病#恶性肿瘤等体外

研究的重要载体细胞&

#0!

'

"作者选取目前实验室常用的
1

种转

染试剂$阳离子脂质体
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

和阳离子聚合物

G>9PCX

!比较其对
KXV#B#

细胞的转染效率及毒性!以寻找出

KXV#B#

细胞转染的较佳方法"

!

!

材料与方法

!)!

!

材料
!

小鼠胚胎成纤维细胞
KXV#B#

购自中科院上海

生命科学院细胞库!

[JCJ

高糖培养基(美国
N'=;&

公司)!

("@

的胎牛血清(

\MH

)(美国
V

F

;E&.

公司)!寡脱氧核苷酸

(

4[K

)的合成与修饰(美国
X.Q'9:&

8

>.

公司)!

D

CN\P0K(

质粒

(美国
IE&.B>;5

公司)!阳离子转染试剂
G>9PCX

试剂盒(法国

P&E

FD

E<-09:6.-R>;9'&.

公司)!

'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

试剂盒(美国

X.Q'9:&

8

>.

公司)!

IIO0$

细胞计数试剂盒(日本
[&

,

'.%&

公

司)!共聚焦激光扫描显微镜(日本
4̀ WJPaH

公司)!流式细

胞仪(

Mi[

公司)"

!)"

!

4[K

的设计合成
!

设计合成单链
!$=4[K

(上海英骏

公司)!序列为$

3c0IBN2IBN2IBBBBB2NBI2NBI2N

BI2NBI2NBIBBBBN2IBN2IBN20#c

"部分碱基用

+0

羧基荧光素(

+0;6:=&̂

F

0RE<&:>-;>'.

!

\2J

)标记"加水溶解

4[K

!

*!e

水浴
3?'.

!缓慢降至室温!以退火形成哑铃形双链

4[K

!再加入
B![K2

连接酶(大连
B6O6L6

公司)!

(+e

反应

1!5

!以闭合缺口"

b1"e

冰箱保存备用"

!+((

重庆医学
1"((

年
!

月第
!"

卷第
(1

期



!)#

!

细胞培养与转染
!

用
[JCJ

高糖培养基培养小鼠胚胎

成纤维细胞
KXV#B#

!培养基中含
("@

的胎牛血清(

\MH

)#

(""

a

%

?̀

青霉素和
(""

"

8

%

?̀

链霉素!于
#/e

#

3@I4

1

孵箱内

培养"细胞的转染根据
G>9PCX

及
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

转染试

剂说明书完成"

!)B

!

流式细胞仪检测
D

CN\P0K(

质粒转染效率
!

于
(1

孔板

中接种
KXV#B#

!第
1

天细胞融合约
$"@

!用
D

CN\P0K(

质粒

转染
KXV#B#

!转染质粒量为
1

"

8

"

G>9PCX0

D

CN\P0K(

混合物

分别按照
K

%

Ph3

和
$

计算转染所需
G>9PCX

的量"

'̀

D

&0

R>;96?'.>PE<-0

D

CN\P0K(

混合物中
'̀

D

&R>;96?'.>

和
PE<-

的

量分别是
(

#

1

"

`

!

(

#

#

"

`

!

(

#

!

"

`

"

1!5

后!收集细胞!用流式

细胞仪检测质粒的转染效率"

!)E

!

激光共聚焦显微镜观察
4[K

在细胞内的分布
!

KXV#B#

接种在盖玻片上!待细胞生长至
+"@

汇合时!用

\2J

标记哑铃形
4[K

转染
KXV#B#

!转染
4[K

终浓度为
/3

.J

"

(15

后!

!@

多聚甲醛固定细胞!

[2PX

染色!用激光共聚

焦显微镜观察
4[K

在细胞内的分布"

!)F

!

细胞毒性的检测
!

于
1!

孔板中接种
KXV#B#

!第
1

天细

胞融合约
+"@

!分别用
13

#

3"

#

(""

#

1"".J 4[K

与
G>9PCX

试

剂(

K

%

Ph3

)和
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

试剂(

(k#

)混合后转染

KXV#B#

!每组设
+

个孔!并设一组空白对照组(只有细胞和

4[K

!不加脂质体)"

!5

后!吸去培养基!加入新鲜含
("@

\MH

的
[JCJ

!继续培养"

!$5

后!吸去培养基!每孔加入

1""

"

`

新鲜
[JCJ

和
("

"

` THB0$

试剂(日本
[&

,

'.%&

公

司)!

#/e

培养箱内培养
(5

!

!3".?

处测吸光值"细胞存活

率(

@

)

h

实验组光吸收值%对照组光吸收值
d(""@

"

!)I

!

统计学处理
!

采用
H'

8

?6PE&9)Q)(")"

统计绘图软件对

资料进行统计分析!实验数据以
FA5

表示!以
@

&

")"3

为差异

有统计学意义"

"

!

结
!!

果

")!

!

哑铃形
4[K

的设计及合成
!

合成单链
4[K

!退火形成

哑铃形双链
4[K

!用
B![K2

连接酶连接缺口!形成闭环结构

(图
(

)"

!!(

处为退火后缺口!用
B![K2

连接酶连接!

B

为
\2J

标记

位点"

图
(

!!

哑铃形
4[K

")"

!D

CN\P0K(

质粒转染效率检测
!

用
1

"

8D

CN\P0K(

质

粒转染
KXV#B#

细胞!

1!5

后!收集细胞!以只加质粒不用转

染试剂组为空白对照!用流式细胞仪检测质粒的转染效率(图

1

)"结果发现!当转染试剂
G>9PCXK

%

Ph3

时质粒转染效率最

高!为
3+)*$@

*当
K

%

Ph$

时转染效率反而下降(

!3)3!@

)"

对于
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

转染试剂!当
'̀

D

&R>;96?'.>

的用量为

(

"

`

时!改变
PE<-

的量(

1

#

#

#

!

"

`

)!转染效率并无明显改变!

分别是
#3)"3@

#

#()/*@

#

##)1/@

"总体来说!

G>9PCX

的转染

效率高于
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

"

")#

!

4[K

在细胞内分布
!

用荧光标记的
4[K

转染
KXV#B#

细胞!

(15

后!在激光共聚焦显微镜下观察
4[K

在细胞内的

分布"比较发现!

G>9PCX

和
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

都能将
4[K

高

效转入细胞内!但
G>9PCX

转染的
4[K

以分布在细胞核内为

主!且荧光呈散在分布!而
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

转染的
4[K

以

分布在细胞浆内为主!荧光信号聚集成团"

")B

!

细胞毒性检测
!

用
G>9PCX

和
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

试剂分

别转染
13

#

3"

#

(""

#

1"".J4[K

"

!$5

后!用
JBB

法检测细

胞存活率"

G>9PCX

试剂转染组细胞活力依次为$(

()"3"/A

")"/"!

)#(

")*$$*A")((3/

)#(

")$/1#A")(++1

)#(

")++!+

A")"3#3

)*

'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

试剂转染组细胞活力依次为$

(

")*$++A")"+!(

)#(

")*##*A")"!("

)#(

")/*/(A")("+

!

)#(

")#*/*A")"#"(

)"可见!随转染试剂浓度的增加!细胞

存活力逐渐下降!当转染
1"".J 4[K

时!转染试剂
'̀

D

&0

R>;96?'.>PE<-

对细胞的毒性更大(

@

&

")"(

)!见图
1

"

图
1

!!

细胞毒性检测

#

!

讨
!!

论

基因治疗的关键是如何高效地将目标基因安全递送到目

的细胞内&

3

'

"基因递送载体包括病毒载体和非病毒载体"病

毒引起的免疫毒性及致癌性等潜在危害阻碍其在临床的应

用&

+

'

"高效#低毒#生物相容性好的非病毒载体逐步成为基因

治疗相关研究的热点"目前!常用的非病毒载体主要是阳离子

脂质体和阳离子聚合物!它们通过自身的阳离子与核酸结合!

形成带正电荷的复合物与带负电荷的细胞膜融合!通过内吞作

用将
[K2

#

LK2

导入细胞&

/0$

'

"阳离子脂质体具有类细胞结

构和生物膜的特性!在体内可降解!同时可以保护其运载基因

片段的生物活性&

*

'

"但这类化合物因会迅速从血清中被清除

并在肺部聚集!诱导炎症反应!导致高水平的毒性等限制了其

进一步的应用&

("0((

'

"新一代转染试剂阳离子聚合物能在细胞

内涵体中形成吸收质子的.海绵/!使之崩解!而使
[K2

免受

内涵体酶解&

(1

'

"且具有细胞毒性很低#很稳定#不被血清清

除等特点!日益受到重视"

哑铃形
4[K

能抵抗核酶裂解!无毒!并能保持双链
[K2

的天然构象&

(#

'

"本实验以哑铃形
4[K

为转染对象!能防止

4[K

在细胞内酶解!有利于观察
4[K

在细胞内的分布情况!

同时排除
4[K

自身对细胞的毒性影响!保证实验结果的准确

性"通过观察
4[K

在细胞内分布!作者发现在相同的转染条

件下!

G>9PCX

和
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

对
4[K

都有很高的转染

效率!但
'̀

D

&R>;96?'.>PE<-

包裹
4[K

后形成的复合物更大!

以聚集在细胞核外周为主!而
G>9PCX

介导的转染!

4[K

能均

匀分布在核内!这点对于今后根据转染目的基因作用的靶位点

而选择相应的转染试剂有很好的指导意义"对于转染大分子

3+((

重庆医学
1"((

年
!

月第
!"

卷第
(1

期



质粒!

G>9PCX

在
K

%

Ph3

时的转染效率最高!接近
+"@

!而
'̀0

D

&R>;96?'.>PE<-

试剂!调整
PE<-

剂量!转染效率并无明显改

变!在
#3@

左右"另外!随转染试剂浓度的增加!

G>9PCX

和
'̀0

D

&R>;96?'.>PE<-

均表现出对细胞的毒性!当转染
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对细胞的毒性更大(
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