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【摘+ 要】目的：评估制备的多聚胺阳离子脂质体转染哺乳

动物细胞的转染效率及细胞毒性/ 方法：多聚胺阳离子脂质

0O#OIA2 与中性磷脂 BRQ3 以 *[! 摩尔比，制备多聚胺阳离子

脂质体，通过转染以增强型绿色荧光蛋白为报告基因的质粒

QVE3P$#3.HQ 入 G1T5 细胞，G1C$ 细胞，倒置荧光显微镜下

检测转染细胞的报告基因表达，通过 J00 法，检测细胞存活

分数，并以 T6CA91>D54681$""" 为对照，评价制备阳离子脂质体

转染效率及细胞毒性/ 结果：多聚胺阳离子脂质体转染效率

略低于 T6CA91>D54681 $"""，但细胞毒性较低，为一种相对高效

低毒的阳离子脂质体/ 结论：多聚胺阳离子脂质体为一种相

对高效低毒的阳离子脂质体，在基因转染和基因治疗方面具

有较广阔的前景/
【关键词】多聚胺阳离子脂质体；制备；转染

【中图号】E*!&；E&!(/ *+ + + 【文献标识码】\

EF 引言

基因治疗能否成功最重要的影响因素是基因转

染载体/ 阳离子脂质体能与目的基因以静电作用相

结合，可携带的外源基因容量较大，且不含抗原成

分，细胞毒性低，可被机体降解，能多次反复转染，因

此成为一种有临床应用潜力的基因转染载体［!］/ 多

聚胺 阳 离 子 脂 质 体（ CA2F54681 >5D6A86> 26CA?A41，

QOT）易与核酸形成静电复合物而自由通过亲脂性

膜，因此，是阳离子脂质体中效果较好的核酸运载载

体［$］/ 本研究旨在以 V8L6D@A:18 公司阳离子脂质体

T6CA91>D54681$""" 为对照，转染带有增强型绿色荧光

蛋白 3.HQ 质粒 QVE3P$#3.HQ 入 G1T5 细胞或 G1C$
细胞，通过荧光显微镜观察报告基因的表达，评价

QOT 的转染效率，通过 J00 法检测细胞存活分数，评

价自制 QOT 的细胞毒性/

GF 材料和方法

G/ GF 材料F 0O#OIA2（P6:45），二油酰磷脂酰乙醇胺

BRQ3（P6:45），T6CA91>D54681 $"""（ V8L6D@A:18），质粒

QVE3P$#3.HQ，感受态细胞 BG)! 均由我校免疫教研

室杨安钢教授惠赠，质粒微量抽提试剂盒（安徽优晶

生物工程有限公司），BJ3J 培养基（.6Y>A），胎牛血

清（天津 0SB），$( 孔培养板（R@58:1），&’ 孔培养板

（R@58:1），J00（\4@1?>A）/
G/ HF 方法

!/ $/ !+ QOT 的制备［* ] (］+ 0O#OIA2 溶于适量氯仿后，

分别与 BRQ3 以 ![!，*[! 摩尔比混合，在茄形瓶中振
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荡摇匀使形成一层薄膜，真空除去有机溶剂，同时加

!"#"$（#! %& ’），水浴超声约 ( ) *+ ,-. 制备 /01，透

射电镜检测后 23保存&
*& 4& 4 5 质 粒 678 提 取 与 纯 化［(］5 质 粒 /9:;<4=
;>?/转化感受态细胞 6!(!，@%3，4++ A B ,-. 摇菌

过夜，质粒微量抽提试剂盒提取质粒，取少许稀释后，

紫外分光光度计，以洗脱液为调零孔，测量 !4@+ .,，

!4C+ .,，!4’+ .,，以 !4C+ ., B !4@+ ., D *& (，*& ’! !4C+ ., B
!4’+ .,!4& + 为合格质粒，E 4+3保存备用&
*& 4& @5 体外细胞转染［C E %］5 转染前 * F，胰酶消化

!"1G 细胞，!"#4 细胞并计数，按 * ) 4 H *+( B 孔接种

于 42 孔培养板中，置 @%3，(+ ,1 B 1 孵箱中培养使

其在转染日密度为 ’+I & 对于每孔细胞，使用 (+ "1
无血清 6J;J 培养基稀释 +& ’ "K 质粒，按照脂质体

与质粒不同质量比分别用 (+ "1 无血清 6J;J 培养

基稀释阳离子脂质体，每组 2 孔，在 *+ ,-. 内同稀释

的质粒混合并静置 @+ ,-.，形成 /01 B 678 复合物，

1-#LM"NOG,-."4+++ B 678 复合物& 用滴管吸去含血清

培养基，用无血清 6J;J 培养基漂洗细胞 4 次，替换

为+& C ,1无血清培养基，分别将复合物加入到每孔

中，摇动培养板，轻轻混匀以使复合物充分散开& 在

@%3，(+ ,1 B 1 的 0P4 中孵育，( Q 后换含 *++ ,1 B 1
胎牛血清 6J;J 培养液&
*& 4& 25 基因转染效率测定5 转染后 2’ Q，倒置荧光

显微镜（PRS,#T$=9U%*）检测 ;>?/ 表达并计算转染

效率：将转染后的细胞调整细胞密度 *++ ) 4++ H
*+% B 1 之间，4& ( K B 1 胰酶消化，血球计数板普通视野

下计细胞数 8，换荧光下相同视野计荧光细胞数 G，

计算转染效率（转染效率 V G B 8 H *++I）&
*& 4& (5 细胞毒性检测=JWW 试验5 转染后 *4 Q 将各

孔细胞分别吸出，按 * H *+2 B 孔传至 XC 孔培养板，至

2’ Q 每孔加入 ( K B 1 JWW，@%3，(+ ,1 B 1 的 0P4 中

继续孵育 2 Q 后将上清液吸弃并加入 6J<P，以无血

清 6J;J 为调零孔，以未转染细胞为对照组，酶联免

疫检测仪测 !2X+ .,，并计算细胞存活分数（ 细胞存活

分数 V 转染细胞 8 B 对照组细胞 8 H*++I）&
统计学处理：采用 </<<**& + 软件进行统计学分

析，数据均以 " # $ 表示，组间比较采用成组 % 检验，&
Y +& +( 表示有统计学差异&

!" 结果

!& #" 转染效率评价"
4& *& *5 /01 转染 !"1G 细胞、!"#4 细胞后 2’ Q 荧光

显微镜观察（图 *）&

8：/01 转染 !"1G 细胞后 2’ Q；Z：/01 转染 !"#4 细胞后 2’ Q；0：1-=

#LM"NOG,-." 4+++ 转染 !"1G 细胞后 2’ Q；6：1-#LM"NOG,-." 4+++ 转染

!"#4 细胞后 2’ Q&

图 *5 /01 或 1-#LM"NOG,-." 4+++ 转染 /9:;<4=;>?/ 入 !"1G
细胞或 !"#4 细胞5 H *+

4& *& 4 5 分 别 比 较 /01 与 1-#LM"NOG,-." 4+++ 转 染

!"1G 细胞，!"#4 细胞 2’ Q 后转染效率，结果表明，

/01 转染效率略低于 1-#LM"NOG,-." 4+++（& Y +& +(，

图 4）&

G& Y +& +( ’$ 1-#LM"NOG,-."4+++ 组&

图 45 /01，1-#LM"NOG,-." 4+++ 转染 /9:;<4=;>?/ 入 !"1G 细

胞、!"#4 细胞转染效率比较

!& !" 细胞毒性评价 " JWW 法分别比较 /01，1-#L=
M"NOG,-." 4+++ 转染 !"1G 细胞 2’ Q 后存活分数，分

别为（’%& 2 [ 2& C）I，（%+& @ [ @& +）I，经统计学分

析，二者有显著性差异（& Y +& +(）；检测 /01，1-#L=
M"NOG,-."4+++ 转染后 !"#4 细胞 2’ Q 后存活分数分

别为（’’& 4 [ @& (）I，（CX& 2 [ 2& @）I，经统计学分

析，二者有显著性差异（& Y +& +(）& 结果表明，/01
细胞毒性低于 1-#LM"NOG,-." 4+++&
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!" 讨论

影响基因转染效率的因素很多［!］，包括细胞种

类，转染时间，载体结构，脂质体 " #$% 复合物内部净

电荷数量［&］，脂质体粒径大小等方面，此外 ’( 等［)］认

为脂质体 #$% 复合物中两者比例对基因转染效率也

有重要的影响* 我们在前期试验中制备四种 +,’，并

按照 +,’ 与 #$% 的 不 同 质 量 比，通 过 转 染 质 粒

+-./012/34+ 入 56’7 细胞，检测转染后不同时间的

转染效率和细胞存活分数，发现转染后 8& 9，转染效

率最高，阳离子脂质体与 #$% 结合比例为 ! : 8 ; <
时，同时筛选出相对高效低毒 +,’*

本研究利用前期制备并筛选出的 +,’，采用前期

实验筛选的 +,’ 与 #$% 比例，转染时间等参数，通

过转染携带绿色荧光蛋白报告基因的质粒 +-./012
/34+ 进入 56’7 细胞，56=1 细胞，通过荧光显微镜

检测 /34+ 的表达，反映 +,’ 的转染效率，研究发现，

本 实 验 制 备 的 +,’ 转 染 效 率 略 低 于 ’(=>2
?6@A7B(C61DDD*

转染 56’7 细胞、56=1 细胞，前者转染效率较高，

其机制尚不清楚，考虑可能与细胞摄取能力有关，但

尚不能认为 56’7 细胞摄取任何脂质体的能力均强

于 56=1 细胞* 通过 EFF 法检测细胞存活分数，实验

发现，转染后 8& 9，+,’ 组较 ’(=>?6@A7B(6 1DDD 组表

现出 较 小 的 细 胞 毒 性，考 虑 +,’ 同 ’(=>?6@A7B(C6
1DDD 相比，其疏水基团前者为胆固醇，后者为两条长

链脂肪酸链，而胆固醇成分同细胞膜结构成分类似有

关，因此细胞毒性较小* 同时有学者报道，多聚胺胆

固醇阳离子脂质以胆固醇基团替代两条长链脂肪酸

后，从而 亲 水 基 团 与 胆 固 醇 基 团 形 成“ F”空 间 结

构［!］，且与 #$% 形成的复合物更稳定［<D］，从而提高

由其组成的载体的转染效率*

综上 所 述，本 实 验 中 成 功 制 备 的 +,’［ F,2
,9>G;#H+/ !;<（摩尔比）］具有转染效率较高，细胞毒

性较小的特点，在基因治疗方面具有广阔的应用前景*
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