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质粒分别在脂质体的介导下转染大鼠骨髓间充质干细胞!并在荧光显微

镜下观察!确定
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个时间点的表达情况$结果
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质粒组转率最高$通过蛋白免疫印迹法检测后!
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个目的蛋白灰度值与内参甘油醛
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质粒
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可在脂质体的介导下转染入大鼠骨髓间充质干细胞!携

带载脂蛋白
-+

基因的靶细胞可表达载脂蛋白
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载脂蛋白类&间质干细胞&载脂蛋白
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&重组质粒&骨髓间充质干细胞&转染&蛋白免疫印迹法
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载脂蛋白
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'是一种新型糖蛋白!它是一种分子量为
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% 的二聚体蛋白质!广泛分布于人体各种组织!以脑含

量最多%相关研究显示
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在多种神经系统疾病中均有高

表达#
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功能广泛!在神经系统方面对神经元有保护作

用!有利于神经元的可塑性等生理过程#
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%细胞转染技术是采

用某种方法和途径将外源分子如
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等导入特定的细

胞!并表达目的基因!产生特定功能的蛋白质分子%本实验在

于不同量质粒
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转染大鼠骨髓间充质干细胞
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'!并检测
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的表达情况!以获得高转染效率!筛选

转基因细胞%
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材料与方法
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材料
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大鼠
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和质粒
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属医院医学实验中心赠送%含绿色荧光蛋白基因质粒
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细胞的复苏"传代及培养
!

细胞株从液氮中取出后迅

速复苏!接种于
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$ 培养瓶!采用全骨髓贴壁培养法培
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%待骨髓间充质干细胞&
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'生长至
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脂质体介导不同质量的质粒
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细胞接种到
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孔板融合达
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左右时即可进行转

染!转染前
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换液%转染前用无血清培养基冲洗细胞
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质粒用
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培养基稀释至
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培养基稀释至
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&每管都标为
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'!室温

条件下孵育
(J/7

%将
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号管与
&

号管中培养基均匀混合!使

总体积为
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!混合物在室温条件下孵育
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%转染分
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孔!将含不同
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质粒量的转染复合物分别加入

到相对应的孔中转染&并在
)

孔板上做好标记'*将转染处理过

后的细胞置于
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!

(d[\
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的培养箱中培养!培养
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后

更换无双抗含有血清的培养基培养%
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测定转染效率
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转染
$'

"

',

"

S$I

后将细胞置于荧光

显微镜下观察!观察细胞中绿色荧光蛋白表达!在
"#

个细胞分

别均匀分布的视野下用
"##

倍镜观察!该孔细胞转染效率为
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个视野转染阳性细胞数之和除以细胞总数之和的值%
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脂质体介导质粒转染大鼠
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组转染质粒
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的量与
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空质粒
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&所用空质粒的量与
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组所用质粒的量相
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组为空白对照!加入等量的脂质体%余下步骤与
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中均相同%分别在
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时间点将各组细胞置于荧光显

微镜下观察%
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蛋白质的提取及蛋白免疫印迹法检测
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的表达
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分别在转染
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个时间点!采用标准裂解法#
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白%然后!应用
T1301:7G2D0

对
M

E

D-+

进行检测(检测蛋白浓

度!制胶*上样分别加入(
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物!行
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蛋白电泳*室温封闭
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抗体

一抗&
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孵育过夜!羊抗兔
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.

二抗&
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'室温

孵育
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!曝光!显影!拍照%内参为甘油醛
-%-

磷酸脱氢酶
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.MXY]

'%根据实验结果重复实验!计算机
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软

件分析灰度值!以目的片段的灰度值与相应
.MXY]

灰度值

的比作为两者蛋白质的相对水平%
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统计学处理
!

采用
&X&&"!*#

统计软件进行分析处理!

计量资料用
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表示!组间比较采用
2

检验!组间比较采用完

全随机设计资料的方差分析&
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结
!!

果
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大鼠
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的形态学观察
!

将细胞置于光学显微镜下

"##

倍观察!大鼠
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贴壁生长!形态为多角形和扁平形%

细胞复苏后培养
'
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可达
!#d

左右融合!形态变为长梭形%

第
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$

'

代后细胞形态挤压成束状!细胞胞质丰富!核大!核仁

明显!细胞形态相对稳定!见图
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(荧光显微镜观察转染的
?4&[3

细胞*
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(可见光下观察转染的
?4&[3

细胞%
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(转染
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后的观察结果%

图
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绿色荧光蛋白在大鼠
?4&[3

中的表达%

i"##

&
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!

转染后绿色荧光蛋白的观察及转染效率的测定
!

在适宜 条件下培养转染细胞!并在
$'

"

',

"

S$I

时间点将细胞置于荧

%'!"

重庆医学
$#")

年
(

月第
'(

卷第
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期



光显微镜
"##

倍下观察各组荧光蛋白的表达情况!各组间表达

绿色荧光蛋白的阳性细胞在数量上存在着差异&图
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$###

脂质体分别与
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"
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和
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#

6E

.WX-

Z"-9

E
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质粒混合作用转染后!表达绿色荧光蛋白的阳性细胞

数逐渐增多!脂质体与
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#

6E

@.WX-Z"-9

E

D+

质粒转染后绿

色荧光蛋白表达最多!分别在
%

个时间段获得最高的转染效率
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"

%'*%d

%当参与转染的
E
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E
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质粒

量增加到
$*#

#

6

时!表达阳性细胞的数没有提高!表现出降低

的趋势&图
%

'%不同质粒浓度组间的转染效率不全相同!分别

为
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组#&
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组#&
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M%

组
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%#*"h%*)

'

d

$"

M'

组#&

$"*Sh(*(

'

d

$!差异具有统计学意

义&

!

$

#*#(

'%

?*@

!

最佳浓度重组质粒及空质粒转染大鼠
?4&[3

后观察
!

采用
%*#

#

b

脂质体与
"*)

#

6

的重组质粒及空质粒配制成复

合物进行转染后分别在
$'

"

',

"

S$I

后在荧光显微镜下观察各

组细胞荧光的表达情况!见图
'

%

图
%

!!

质粒转染大鼠
?4&[3

的转染效率

?*A

!

M

E

D+

表达情况分析
!

T1301:7G2D0

法检测到在
$'

"

',

"

S$I%

个时间点!

9

组在相对分子质量
S#i"#

% 处可见大量

M

E

D+

表达!

G

组及
C

组见微量
M

E

D+

表达!差异有统计学意义

&

Qe$"(*)')

!

!

$

#*#(

'*各组蛋白质相对表达水平分别为(

9

组
"*!"h#*"$

"

G

组
#*()h#*""

"

C

组
#*(Sh#*"S

!差异有统计

学意义&

!

$

#*#(

'!见图
(

$

S

%

!!

M

$

W

(荧光显微镜观察转染的
?4&[3

细胞*

.

$

b

(可见光下观察转染的
?4&[3

细胞*

M

"

.

"

Y

"

+

(转染
$'I

后的观察结果*

?

"

]

"

@

"

P

(转染
',

I

后的观察结果*

[

"

O

"

W

"

b

(转染
S$I

后的观察结果%

图
'

!!

最佳浓度质粒及空质粒转染大鼠
?4&[3

'绿色荧光融合蛋白的表达%

i"##

&

图
(

!!

T1301:7G2D0

检测转染
$'I

后
M

E

D+

表达

图
)

!!

T1301:7G2D0

检测转染
',I

后
M

E

D+

表达

图
S

!!

T1301:7G2D0

检测转染
S$I

后
M

E

D+

表达

@

!

讨
!!

论

!!

?4&[3

在骨髓组织中含量最为丰富!它作为干细胞具有

多向分化的潜能#

'-(

$

%

?4&[3

具有易获得"低免疫原性等特

性!在良好的培养条件下可以诱导分化为特定类型和有功能的

神经元并且通过独立的调节机制完成向神经元分化#

)-!

$

!以及

容易被外源基因转染并能相对稳定表达目的蛋白!所以它可以

被作为一种良好介质应用于基因及细胞治疗等方面#

"#-""

$

%脂

质体水相内核是由磷脂双层构的#

"$-"%

$

!脂质体介导的转染具

有以下优点#

"'

$

%操作简单"安全性高!能够感染分裂细胞也能

感染非分裂细胞!携带外源基因大小不受限制等特点%基于这

些优势脂质体被选为基因转染的载体%

该实验证明携带相关基因的质粒能够在脂质体的介导下

对大鼠
?4&[3

能进行转染%通过该实验可以发现影响脂质

体转染因素主要有质粒的浓度"脂质体浓度"孵育时间等!其中

质粒浓度尤为关键%探索并优化转染条件后发现!质粒浓度过

低时!转染效率低!而浓度过高时!转染效率反而降低%当质粒

浓度低时!脂质体不能充分有效的携带质粒进行转染!故转染

效率低*当质粒浓度过高时!容易增加细胞毒性导致细胞死亡!

转染效率也低#

"(

$

%合适的质粒和脂质体比例下!脂质体可高

效的介导外源性质粒基因转染
?4&[3

%与此同时本实验说明

?4&[3

成功地与携带
M

E

D-+

外源性基因的质粒结合后能有效

的表达目的蛋白%为进一步探索携载脂蛋白
-+

基因
?4&[3

的后续基因工程相关实验奠定了基础%
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育必不可少!这需提高医务人员主动教育的积极性!逐渐消除

人群中对宫颈癌不正确的观念和偏见%结合细胞学初筛手段!
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可预防宫颈癌及癌前病变的发生%
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