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要"旨在分析生长抑素重组质粒
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转染
/012

细胞"人宫颈癌上皮细胞#转染效果的影响因素!探讨

最佳转染条件!为进一步研究生长抑素基因疫苗的作用机制和作用效果奠定基础'以脂质体转染法将带有绿色荧

光蛋白"
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#报告基因的重组质粒
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转染
/012

细胞!探讨质粒转染
/012

细胞最佳条件的
#

个参数$质

粒
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剂量(脂质体剂量(最佳转染时间和质粒提取方法!在荧光显微镜下观察细胞转染情况并计算转染率'结

果$在六孔细胞培养板上!当
567

&脂质体剂量为
"

!

8

&

9

!

8

时!转染效率最高!在转染后
*$:

达到
%#&'$;

%当用

4<2=>?@A2B?C?D

试剂盒提取质粒!转染时间为
#E:

!转染效率最高!达到
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'重组质粒
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转染
/0!
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细胞条件是$采用试剂盒"

4<2=>?@A2B?C?D

#提取的质粒!
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和脂质体的剂量分别为
"

!

8

与
9

!

8

!转染时间

#E:

!此时的转染效率最高!达
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基因疫苗的发现被称为第
%

次疫苗革命!可以

有效地刺激机体产生特异的体液和细胞免疫反应!

已经成为免疫学研究的热点之一)

"!%

*

'近几年!畜牧

业上以促进动物生长和繁殖为目的的基因疫苗研究

也逐渐成为研究热点)

#!"'

*

'与传统的疫苗相比!基

因疫苗具有省时(省力(成本低等优点!且免疫效果

可以在动物体内持续较长一段时间!是一种很有潜

力的新型疫苗)

""

*

'目前!国外关于生长抑素"

.L>2!

DL=D2D?I..

#的研究主要集中在基因治疗)

"$!")

*和
..

通过膜受体产生作用的机理上)

"9!"*

*

!国内有关生长

抑素的基因工程苗主要有大肠杆菌中表达的亚单位

苗)

"E!"(

*和痘苗病毒表达的活载体苗)

$'

*等'真核细

胞表达的基因疫苗+++重组质粒
+

,-.

&

$..

是由

本实验室构建的)

$"

*

!它带有生长抑素基因(乙肝表

面抗原
.

基因以及绿色荧光蛋白"

-34

#报告基因序

列!免疫动物可促进其生长'

一般认为基因疫苗的作用机理是$注入的外源

基因被周围的组织细胞(

74N

细胞"

7ID?

8

0I

+

T0=!

0ID?I

8

H0<<=

!抗原递呈细胞#或其他炎症细胞摄取!

在外源基因携带的启动子作用下表达外源基因!诱

导机体产生细胞免疫和体液免疫)

$$

*

!但确切的作用

机理目前还并不十分清楚)

$%

*

'将外源基因导入真

核细胞是研究外源基因功能及其调控的有效方法!

已成为基因治疗)

"$

!

$#

*

(基因疫苗构建)

$)!$9

*及转基因

动物生产研究)

$*!$E

*中必要的步骤'然而!很多研究

发现转染效率低是制约研究的重要因素!在瞬时表

达系统中!外源基因的高效表达可以有效地掩盖内

源性表达的干挠!从而有利于研究或观察外源基因

表达产物的功能'因此!尽可能提高转染效率是试

验成功的关键)

$(

*

'

将
567

导入哺乳动物细胞的方法有磷酸钙沉

淀法)

%'!%$

*

(

5,7,!

葡聚糖法)

%%!%#

*

(电穿孔法)

%)!%9

*及

脂质体转染法)

%*!%E

*

'前两种方法操作繁琐!转染率

低!电穿孔法需要特殊仪器!脂质体法操作简便!可

获得满意的转染率!由于近年其产品不断更新(转染

效率不断提高及细胞毒性日益减少!越来越受到人

们的欢迎)

%(

*

'本研究以
/012

细胞作为转染的受

体细胞!采用脂质体转染法!旨在从质粒
567

剂

量(脂质体剂量(转染时间和质粒提取方法
#

个参数

优化生长抑素重组质粒
+

,-.

&

$..

转染
/012

细胞

的转染条件!为下一步将质粒
+

,-.

&

$..

导入目的

细胞!探讨生长抑素重组质粒的作用机制和作用效

果奠定基础'

#

!

材料与方法

#I#

!

主要仪器

AN!")7

型
.76PO

二氧化碳培养箱"日本#!

%*M7$

倒置显微镜"上海光学仪器厂#!

%'"!"E)

型

10?H2

倒置荧光显微镜"德国#!

.#)

型
N2ILI4LX!

0T=:LD

数码相机"日本#'

#I!

!

主要试剂

生长抑素重组质粒
+

,-.

&

$..

由本实验室构

建!

/012

细胞和
5/)

#

细菌由本实验室保存!脂质

体
<?

+

LS0HD2>?I0GA

"

$>

8

,
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["

#购自
\IR?DTL

8

0I

公司!去内毒素质粒抽提试剂盒"

%./1.

+

?INL<!

K>I4<2=>?@A2B?!

+

T0

+

C?D]#

#购自申能博彩生物

科技有限公司!大量质粒抽提试剂盒"

4<2=>?@A2B?

C?D

#购自上海华舜生物工程有限公司'

#I%

!

$

种质粒
JKE

抽提方法

比较质粒抽提试剂盒
%./1.

+

?INL<K>I4<2=!

>?@A2B?!

+

T0

+

C?D]#

"能去除大肠杆菌分泌的内毒

素!简称方法
"

#(试剂盒
4<2=>?@A2B?C?D

"不能去

除大肠杆菌分泌的内毒素!简称方法
$

#(试剂盒

4<2=>?@A2B?C?D

抽提后用酚&氯仿提纯"简称方法

%

#以及
.5.

裂解法"简称方法
#

#这
#

种质粒抽提方

法对转染效果的影响!抽提的质粒都用分子克隆方

法)

#'

*进行纯化'

#I$

!

细胞培养

将冻存的
/012

细胞从液氮中取出!于室温解

冻!迅速加入
%*^

含
"';

血清的培养液!移液器轻

轻吹散细胞!于离心机中离心!去上清!用培养液将

细胞再洗一遍!于含
"';

血清的
"9#'

生长培养基

中!

%*^

!

); NO

$

"体积分数#的培养箱中培养'

'E$
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期 何晓红等$影响生长抑素重组质粒
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转染
/012

细胞效果的因素研究

#I)

!

试验设计与分组

"&)&"

!

567

和脂质体对转染效率的影响
!!

试剂

盒
"

抽提质粒
567

!

567%

个剂量$

'&)

(

"&'

(

$&'

!

8

!脂质体
%

个剂量$

$

(

#

(

9

!

8

!按两因素"

%_%

#析

因试验设计!共
(

组!每组试验
%

个重复孔!转染
*$

:

检测细胞转染率'

"&)&$

!

质粒
+

,-.

&

$..

转染
/012

细胞的最佳转

染时间和质粒提取方法
!!

分别用方法
"

$

#

这
#

种质粒抽提方法制备的
567"

!

8

与
9

!

8

脂质体

转染
/012

细胞!每个试验组
%

个重复孔!于
$#

(

#E

(

*$:

检测
#

种方法提取质粒的转染效率'

#IL

!

细胞转染分组及步骤

%

按
1?

+

LS0HD2>?I0GA

试 剂 说 明!将
"_

"'

)

/012

细胞接种于六孔细胞培养板!培养
$#

$

#E

:

!待细胞生长至
9';

$

*';

汇合时!用无血清
"9#'

培养液洗细胞
$

次!每孔加
E''

!

1

无血清
"9#'

培

养液'

&

将适量
567

及脂质体分别溶于
"''

!

1

的

无血清
"9#'

培养液中!将两者混匀!室温放置
$'

>?I

!加入培养板!

%*^

!

); NO

$

"

"'';

湿度#培养
)

:

'

'

将培养液换成含
"';

血清的
"9#'

培养液!继续

培养'

(

转染后
*$:

荧光显微镜下计算转染率'

#I&

!

转染率计算

在荧光显微镜下!在可见光先固定一个视野!记

总细胞数!然后换成荧光计数能发出绿色荧光的细

胞!以能发出绿色荧光的细胞数除以总细胞数为转

染效率'

转染率"

;

#

`

发出荧光细胞数&细胞总数
_"'';

#I(

!

统计分析

应用
.7.

软件进行两因子方差分析!用
5a6!

N76

法进行多重比较'

!

!

结
!

果

转染后
"$:

开始!在荧光显微镜下陆续观察到

发出绿色荧光的细胞!

#E:

后!发出绿色荧光的细

胞数量最多"图
"

#!而对照组未发现发出绿色荧光

的细胞'

图
#

!

#

!

M*

+,-

!
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和
L

!

M

脂质体转染
./01

细胞后
$(N

细胞荧光照片$

!""O

%

;6

M

P#

!

;AD:3/59/49/

*

N:7::8./019/AA5731458/97/BH67N#

!

M

*

A15>6B

*

+,-

!

!--14BL

!

M

06

*

:8/971>64/2Q8:37

G

R

/6

M

N7N:D35187/3731458/976:4

$

!""O

%

!I#

!

质粒
JKE

和脂质体剂量对转染效率的影响

两因子方差分析"

%_%

#结果表明$不同剂量的

567

和脂质体对
/012

细胞的转染率有极显著影

响"

C

#

'&'"

!

C

#

'&'"

#'两者之间存在互作"

C

#

'&'"

#!如表
"

'

表
#

!

不同剂量
JKE

和脂质体转染
./01

细胞后
&!N

细胞转染率

21?A/#

!

J688/3/47731458/976:4/88696/49

G

:8./019/AA5H67NB688/3/479:49/473176:4:8
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A15>6B
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!--14B06

*

:8/971>64/2Q

5/S/47

G

R7H:N:D35187/3731458/976:4

$
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!T-J

%

脂质体剂量&
!

8

]L<K>0LS

+

<2=>?@K=0@

567

剂量&
!

8

7>LKIDLS567

转染率&
;
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值

CR2<K0
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" *&(*b)&$)
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#

'&) "#&E$b)&'*

" "#&E'b"&E9

$ ")&$*b%&9%

9

'&) "#&9'b%&9%

" %#&'$bE&$E

$ $#&E)b)&'%

$ *&E"b#&"9

N

#

"#&(9b%&)#

Z

'&'''"

""

9 $#&#(b(&('

7

'&) "%&%Eb#&"%

Z

" "E&(%b"$&)*

7

'&''$"

""

$

"#&()b(&")

Z

两因子互作
'&'''"

""

同行肩标字母不同表示差异显著"

C

#

'&')

#'

"

&C

#

'&')

%

""

&C

#

'&'"

'下同

]2<K0=X?D:@?SS0T0ID=K

+

0T=HT?

+

D=?ID:0=2>0TLX2T0=?

8

I?S?H2ID<

J

@?SS0T0ID

"

C

#

'&')

#

&

"

&C

#

'&')

%

""

&C

#

'&'"&G:0=2>02=U0<LX

"E$
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表
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!

不同质粒提取方法和转染时间条件下
./01

细胞转染率$

!T-J

&

4UL

%

21?A/!

!

J688/3/47731458/976:4/88696/49

G

:8./A19/AA5H67N8:D3

*

A15>6BJKE/<7319764

M

>/7N:B57H/47

G

R8:D3

&

8:37

G

R/6

M

N714B

464/7

G

R56<N:D35187/3731458/976:4

$

!T-J

&

4UL

%

方法

A0D:L@

转染时间&
:

GT2I=S0HD?LID?>0

转染率&
;

GT2I=S0HD?LI0SS?H?0IH

J

C

值

CR2<K0

"

$# E&"'b%&##

#E E&**b$&#'

(9 (&)%b$&$#

$

$# E&9*b%&""

#E "*&EEbE&9'

(9 E&$'b%&$E

%

$# "'&#*b$&"9

#E "#&"#b#&#%

(9 *&E%b$&$$

#

$# ""&*Eb%&(*

#E "'&E)b#&)*

(9 ""&E$b#&)#

" E&E'b$&9)

$ ""&)Eb9&(( '&"9"*

% "'&E"b%&(9

# ""&#Eb#&"%

$# (&)*b%&%*

Z

'&''*"

""

#E "$&("b9&$"

7

(9 (&%)b%&%(

Z

两因子互作
'&'"$#

"

!!

不同
567

剂量组之间的多重比较发现!

567

剂量为
"

!

8

组细胞转染率显著高于
'&)

和
$&'

!

8

转染组'不同脂质体剂量组之间的多重比较发现!

转染率随脂质体剂量增高而增大!

#

和
9

!

8

组转染

率显著高于
$

!

8

组'

9

!

8

转染组显著高于
#

!

8

组!此时细胞的转染率最高'由上可知!当脂质体&

567

剂量为
9

!

8

&

"

!

8

时!

/012

细胞的转染率最

高!达到
%#&'$;

'

!I!

!

转染时间和质粒提取方法对转染效果的影响

$&$&"

!

质粒
567

提取物纯度
!!

应用电泳方法

分析提取纯化后的质粒
567

!发现泳道
"

(

$

(

%

(

#

的

分子量在
)'''

$

*)''U

+

!大约
))''U

+

!证明提取

到的是目的质粒'

#

种质粒抽提方法提取的
567

没有明显的基因组
567

污染"图
$

#'

$&$&$

!

质粒提取纯化方法对转染效率的影响
!!

两

因子方差分析"

%_#

#结果表明$不同转染时间对细胞

的转染率有极显著影响"

C

#

'&'"

#'不同质粒提取方

法对细胞的转染率没有显著影响"

C

%

'&')

#!转染时

间和质粒提取方法间存在互作"

C

#

'&')

#'

不同转染时间组之间的多重比较发现!

#E:

转

染组的细胞转染率显著高于
$#

和
(9:

转染组'不

同质粒提取方法组之间的多重比较发现!按转染率

由大到小排列!各种方法分别为$方法
$

(方法
#

(方

法
%

(方法
"

!转染率分别为$

""&)E;

(

""&#E;

(

"'&E";

(

E&E';

!各组间差异不显著'综合分析认

为!用方法
$

提取的质粒!转染
#E:

后
/012

细胞

的转染率最高!达到
"*&EE;

'

"&

去除内毒素试剂盒提取的质粒%

$&

含内毒素质粒抽提试剂

盒提取!再用酚抽提的质粒%

%&

含内毒素质粒提取试剂盒提

取的质粒%

#&

分子克隆方法提取的质粒%

A&51")'''A2TV0T

"&5670BDT2HD0@X?D:%./1/?

8

:

+

KT0

+

<2=>?@A2B?!4T0

+

C?D]#

%

$&5670BDT2HD0@X?D:4<2=>?@A2B?C?DD:0I

+

KT?!

S

J

?I

8

X?D:

+

:0IL<

&

H:<LTLSLT>

%

%&5670BDT2HD0@X?D:4<2=!

>?@A2B?C?D

%

#&5670BDT2HD0@U

J

>L<0HK<0H<LI0D0H:!

I?

W

K0=

%

A&A2TV0T

"

51")'''

#

图
!

!

不同抽提方法提取质粒
*

+,-

!

!--

的电泳分析

;6

M

P!

!

+A/973:

*

N:3/5651551

G

:8

*

A15>6B

*

+,-

!

!--/<73197/B

?

G

8:D3/<7319764

M

7/9N46

V

D/5

%

!

讨
!

论

检测转染效果的方法有很多!常用的有免疫组

化染色法)

#"!#$

*

(免疫荧光检测法)

#%!##

*和流式细胞仪

检测法)

#)!#9

*等!但所有这些都需要对细胞进行一定

的处理!才能对其转染和表达进行检测'本试验采

$E$



!

%

期 何晓红等$影响生长抑素重组质粒
+

,-.

&

$..

转染
/012

细胞效果的因素研究

用的是带有绿色荧光蛋白报告基因的表达载体!可

在不对细胞进行任何处理的条件下观察并检测细胞

转染(基因表达的效果!十分方便(快捷!且观察后可

继续对细胞进行培养'目前已有很多研究都采用这

种载体)

#*!)'

*

'本研究首次将真核细胞表达的基因疫

苗+++生长抑素重组质粒
+

,-.

&

$..

转染
/012

细

胞!探讨转染质粒
567

的剂量(脂质体剂量(最佳

转染时间和质粒提取方法的最佳条件!为进一步探

讨生长抑素重组质粒的作用机制和作用效果奠定基

础'

在瞬时表达体系中!

567

和脂质体剂量是两个

重要的因素)

)"

*

!一般!不同的脂质体产品所需的脂

质体(

567

剂量和比例也不相同!一般
567

与脂

质体的比例范围从
"c"

$

"c"'

)

)$!)#

*

!本试验的脂

质体转染试剂盒推荐比例为$

567

&脂质体
"̀c#

'

在本试验中比例从
"c"

$

"c"$

范围内!最佳比例

为
"c#

!与脂质体
1?

+

LS0HD2>?I0GA

产品建议的最

佳比例一致'

567

的提取方法也是影响转染效果的又一重

要因素!提取的
567

超螺旋比例越高(纯度越高(

提取方法的得率越高!转染的效果越好'如果考虑

以后大量提取!既考虑成本因素!用分子克隆方法提

取质粒
567

是最经济的!但存在
567

获得率不高

的缺点'试剂盒提取可提高质粒
567

的得率!且

操作方便(用时短!一般分为不能去除内毒素和能去

除内毒素试剂盒两种!前者因没能去除大肠杆菌中

的内毒素!可能影响转染效果!降低转染率!一般提

倡用后者!但其价格大约是前者的两倍!所以在不显

著影响转染效果的前提下!当然用前者更加经济'

试验中!方法
"

"

%./1 /?

8

:

+

KT0

+

<2=>?@ A2B?!

4T0

+

C?D

#的转染率与方法
$

"

4<2=>?@A2B?C?D

#和

方法
%

"

4<2=>?@A2B?C?D

提取再用酚&氯仿抽提#差

异不大!显著大于方法
#

"

.5.

裂解法#!说明本试验

中是否去除质粒
567

中的内毒素对细胞转染率没

有显著影响'因方法
$

试剂盒的价格比方法
"

的便

宜!比方法
#

操作简单(省时!建议使用'

瞬时表达系统所需的转染时间一般为
$#

$

(9

:

!依各种不同的质粒结构(不同的转染条件和程序

而不同!一般转染
#E:

的较多)

))!)*

*

!本试验中最佳

的转染时间
#E:

!与其它试验结果一致'此外!试

验中质粒
+

,-.

&

$..

两次转染
/012

细胞的转染率

相差较大!可能和细胞的生长状态不同以及密度有

关'
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