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率
$+G

均超过
<8Z

#

+@G

均超过
//Z

#

/$G

均超过
@8Z

)

A

!

讨
!!

论

高效的
K;0!%

阻遏物转染是研究
K;0!%

生物学作用的

基本途径#故选择最合适的转染方法是整个实验成败的第
)

步)目前#

K;0!%

阻遏物转染的方法众多#但各有优缺点)磷

酸钙沉淀法重复性差*转染效率低#电穿孔法无法避免高水平

的细胞毒性#显微注射法技术要求高*操作繁琐*工作效率低*

装置昂贵#逆转录病毒法耗时长且价格昂贵#尤其不适合于有

效片段的筛选实验#且需考虑安全因素'

+

(

%阳离子脂质体试剂

可形成微小的$平均大小约
),,

$

+,,>K

&单层脂质体)这些

脂质体带正电#可以靠静电作用结合到
P!%

的磷酸骨架上以

及带负电的细胞膜表面#故其容易透过细胞膜#在各种体外培

养细胞的
0!%

干扰实验中得到了广泛的应用'

<

(

#但仍有一定

的细胞毒作用#而且对于原代细胞*悬浮细胞仍存在转染效率

低的情况)本实验使用的磁性转染方法将磁性纳米微粒与

K;0!%

阻遏物结合成磁性
K;0!%

复合体#在磁力的作用下

进行转染#该方法还可与其他转染方法结合#提高
K;0!%

阻

遏物转染效率'

8

(

#为了探讨最佳的将
K;0?$$)

阻遏物转染至

3C

Q

&$

细胞的方法#本实验对比了
/

种转染试剂的
K;0!%?

$$)

敲除率#结果显示在各个时间段#

SF

E

>CD:#CID;:>

联合
H;?

Q

:#CIDFK;>C$,,,

$即
I:KL;S%&>CD:#CID;:>

&均获得了比其他

方法更强的
K;0!%

敲除#为
K;0!%

阻遏物转染提供了新的

选择)

K;0!%

敲除率由多种因素共同支配#如转染方法*转染细

胞状态*

K;0!%

阻遏物浓度*转染试剂的用量*转染复合物的

孵育时间*培养液中血清和抗生素含量等'

+

(

)转染试剂与转染

物使用过量可引起细胞形状改变*脱落*甚至死亡#直接影响着

转染的效率#故对转染条件进行优化是成功的
K;0!%

干扰实

验的前提)本实验对比了
I:KL;S%&>CD:#CID;:>

不同的用量

以及不同
K;0!%

阻遏物浓度的
K;0!%

敲除效果)结果显示

最佳的实验条件是!

$

#

WI:KL;S%&>CD:#CID;:>

"

$,,>K:H

"

W

K;0!%

阻遏物"
$+

孔板"
/$G

#

K;0!%

敲除率为
/$Z

)由于

K;0?$$)

本身对细胞增殖有影响'

/

(

#故本实验使用与细胞增殖

无关的
K;0?).)

阻遏物来检验
I:KL;S%&>CD:#CID;:>

转染系

统的细胞活力)结果显示细胞活性高#证明
I:KL;S%&>CD:?

#CID;:>

转染系统操作过程对细胞损伤小#细胞毒性效应低)

反向转染法与传统正向转染法的区别是传统方法需在转

染前
)9

接种细胞铺板#培养
$+G

后再加转染复合物进行转

染%而反向转染则是先加入转染试剂和
K;0!%

阻遏物混合物

在培养板上共同温育数
),K;>

#然后加入细胞铺板培养#其优

点可节约培养时间'

@

(

)避免传统正向转染方法培养条件的频

繁变化对细胞表达可能产生的影响%对于某些贴壁重叠生长的

细胞#可使细胞更完全的接触转染混合物#提高转染效率)本

实验发现反向转染法的
K;0!%

敲除率明显高于传统正向转

染法#有可能因为
GC

Q

&$

细胞部分可重叠生长#在传统的正向

转染中#并非所有的细胞都能均匀的接触转染混合物#从而影

响了
K;0!%

的敲除效率)反向转染法使用细胞悬液进行转

染#同时在磁力及脂质体的双重作用下#

K;0!%

阻遏物可以更

彻底的接触细胞#得以高效的转入细胞中)本课题组也对比了

正反向转染数个
K;0!%

模拟物$

K;0?$$)

#

K;0?$$+

#

K;0?)+<F

等&的实验#发现反向转染的效果均优于正向转染$结果未示&)

该转染条件可用于后续的
K;0!%

在肝癌中生物学作用的

研究)

综上所述#本实验结果提示人肝癌细胞适合应用磁性纳米

微粒反向转染法进行化学合成
K;0!%

阻遏物及模拟物的转

染#

K;0!%

阻遏物及模拟物浓度*磁性纳米微粒用量*转染时

间及反向转染的使用是转染的重要影响因素)
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