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摘 要!$目的% 观察多种非病毒载体介导增强型绿色荧光蛋白&&’()#基因在舌鳞癌细胞内的表达情
况!评价各载体的转染效率及其对细胞生长增殖的影响’ $方法%采用 *&’()#+! 评估阳离子脂质体(聚酰胺#
胺型树枝状高聚物 &),-,-#.)以及 /0*12(134 纳米微粒在舌鳞癌 5367!!8 细胞中的转染效率*绘制生长曲

线!计算细胞的相对存活率!流式细胞仪检测细胞增殖与凋亡’ $结果%第 " 代&’$#),-,-#. 的转染效率明显
高于第 $ 代 &’"#),-,-#. &9"#!: !" !;#9:!#%%#%%8#! 与 /0*12(134 和脂质体转染组的结果无统计学差异
&9"#!: !" 8$#;:和 9"#!: !" 9<#<:!# = %#%$#’’$ ),-,-#. 对细胞的生长增殖无明显影响&# = %#%$#!而脂
质体转染组细胞的生长增殖受到明显的抑制>#%%#%%!?!细胞凋亡水平升高&#%%#%!#’ $结论% ’$ ),-,-#. 载
体安全低毒!转染效率高!是一种有良好应用前景的新型纳米载体基因转移系统’
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!!!!!!目前应用的基因转移系统主要有病毒载体和
非病毒载体两大类!非病毒载体中"以阳离子脂质
体应用最广泛" 而纳米微粒则是近年来发展起来
的最有前途的基因转移系统!体内外研究表明"阳
离子脂质体和纳米微粒可以将人内皮抑素等目的

基因有效转运至多种人类肿瘤细胞并发挥杀瘤效

应 !""#$ ! 本研究以增强型绿色荧光蛋白#%&’(&)%*
+,%%& -./0,%1)%&2 3,02%4&5 6789$为报告基因"分别
应用阳离子脂质体% 聚酰胺!胺型树枝状高聚物
&30.:(;4*0(;4&% *%&*,4;%,5 9<=<=!>$ 和
?/3%,8%)2 纳米微粒对人舌鳞癌 @)(AB"C 细胞进行
基因转染"观察绿色荧光蛋白在细胞内的表达"评
价各种非病毒载体的转染效率及其对肿瘤细胞生

长增殖的影响" 为舌鳞癌 &20&+/% 1D/(;0/1 )%..
)(,)4&0;(5 @?EE$和其他口腔肿瘤的基因治疗寻
找合适的新型载体’

" 材料和方法

"F" 细胞培养和质粒 !"#$%!&’ 的制备
人舌鳞癌 @)(A""C 细胞株由上海第二医科大

学何荣根教授惠赠" 本实验室保存! 用含有 "GG
;"HI 胎牛血清&8E?$的 J!>=6= 培养基"普通培
养箱中常规培养细胞! 转染前 K * 以每孔 LFM#"GN

个细胞接种 KL 孔板"继续培养至细胞密度达 OGP
$AGP融合时进行基因转染 ! 真核表达质粒
36789!Q" 由中山大学基础医学院药理教研室黎
明涛教授惠赠! 以 >JM! 为宿主菌"对真核表达质
粒 36789! Q" 进行转化%扩增和质粒抽提"直接测
序和 !"#R" 单酶切琼脂糖凝胶电泳验证" 紫外
分光光度计测定质粒 >Q< 的浓度和纯度!
"FL 转染复合物的制备
第 % 代&+%&%,(240& L5 7L$和第 & 代&+%&%,(240&

M57M$ 9<=<=!>% ?/3%,8%)2 和 I430-%)2(;4&%@=

LGGG 分别购自美国 >%&*,42%)’ 和 74S)0 公司 (预
实验摸索出最佳条件后" 取 "FG #+ 质粒加入 CGG
#I T324!=6= U 培养基中" 混匀后置室温下孵育
"G ;4&(另取等量 T324!=6= U 培养基"然后分别按
质量比 " ’ L 和 " ’ A 加入 7L 和 7M 9<=<=!>"按
质量比 " ’ N 加入 ?/3%,8%)2 或脂质体" 将质粒与
各载体溶液混合" 振荡摇匀" 室温下孵育 LG ;4&
备用)
"FC 转染复合物粒径和 ()*+ 电位的测定

取转染复合物溶液滴加在铜网支持膜上"自
然干燥后把铜网浸入磷钨酸溶液中"静置约 L ;4&
后拿起铜网" 待自然干燥后置于透射电镜&@6=$
下观察! 用动态激光散射仪&>I?$在波长为 VVG
&;"散射角为 WG( 的条件下"测定各转染复合物的
粒径"各样品重复测定 V 次"求均值及标准差(输
入平均粒径" 用 X%2( 电位分析仪测定相应的 X%2(
电位"相同条件下测定 V 次并求其均值!
KFN 基因转染和转染效率的测定
设立转染组%单纯质粒组&>Q<$和对照组&单

用 9<=<=!>$! 各组平行设置 C 孔"重复 C 次! 将
生长至约 OGP$AGP融合状态的细胞用 9Y? 漂洗
后"加入转染复合物"单纯质粒组和对照组加入等
量 >Q< 或 9<=<=!>! 培养 L ’ 后加入 MGG #I 含
胎牛血清的 J!>=6= 培养基继续培养"每天在倒
置相差荧光显微镜下对细胞中 789 的表达情况连
续观察"光镜下观察细胞的形态变化%生长特点%
移行方式以及培养基的改变"进行记录并拍照!在
荧光显微镜下" 计数至少 KGG 个细胞中发出绿色
荧光的细胞"计算其所占百分比&转染效率$!各培
养孔随机选取 C 个视野计数" 求其平均值及标准
差"比较各组间的转染效率!
KFM 生长曲线的绘制和细胞毒性检测
以每孔 KFM#KGN个细胞接种 LN 孔板" 设对照

组%脂质体和 7M 9<=<=!> 转染组! 按上述方案
转染! 每天用 LFM ;+H;I 胰酶消化 N 孔细胞"台盼
蓝染色后计数并求其均值"连续测定 O *"绘制生
长曲线! 以每孔 C#KGC个细胞接种 WV 孔板" LN ’
后按上述质量比转染细胞 &质粒浓度分别为 GFM%
KFG%LFG%NFG 和 VFG #+H;I$" 转染 C * 后用四唑盐
&=@@$比色试验检测细胞存活和生长情况"测定
吸光度 $NWL 值! 每组设 O 个复孔"重复 C 次"按公
式* 相对存活率)&实验组 $NWL值H对照组 $NWL值$#
KGG*计算各组细胞的相对存活率)
KFV 细胞凋亡与增殖的检测
以每孔 V#KGN 个细胞接种 V 孔板" 按上述方

案进行基因转染&质粒浓度为 N #+H ;I$"继续培
养 L * 后收集细胞"9Y? 重悬"体积分数 OGP的冰
乙醇固定 "+LG ,下过夜 ) 9Y? 洗后加入 MG #I
RQ< 酶 &KGG #+H;I$消化 CG ;4&"常规碘化丙啶
&9U$一步法染色"N ,下避光放置 CG ;4&"流式细
胞仪 &8E=$ 分析细胞周期改变及细胞凋亡指数
&(30320141 4&*%Z5 <U$ 和增殖指数 &3,0.4-%,(240&
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图 ! 不同载体介导的基因转染效率的比较
"#$%! &’()*+,-.#/) ,++#-#,)-#,* /+ 0(’#/1* )/)0#’(2 0,-!

./’* #) &-(345! -,22*

图 6 78 9:;:;!< 介导质粒 =>7"9!?5 荧光表达
"#$%6 >@=’,**#/) /+ =>7"9!?5 A,B#(.,B CD 78 9:!

;:;!< 1)B,’ +21/’,*-,)-, A#-’/*-/=, !!!"""
#$ !% &’ ($ %) &

图 5 78 9:;:;!<E<?: 复合物的透射电镜图像
"#$%5 78 9:;:;!<E<?: -/A=2,@ /C*,’0,B 1)B,’

.’()*A#**#/) ,2,-.’/)#- A#-’/*-/=, *!+! """,

-./0123
4!567#
48567#

9:02;<2=>567#
?@0@A567#

!5B/
%C"+D
ED"+!
CF"E
+ED"8+ +,

"G2>H5/I
D"J!"!J+
!FJ%"!J8
DDJ)"%J8
D8J""DJF

@BA23!KL"#
+JE 统计学分析
所有实验数据均经 9K99 ++J" M.; N@BA.OP 统

计软件包进行分析处理! 多组间比较采用单因素
方差分析 $.B2#OHQ #7RI#"! 两组间比较采用
9>:A2B> # 检验!检验水平为 !$"J"8%

! 结 果

!J+ 非病毒载体基因转移系统的理化特征
K#S#S#6 或 9:02;<2=> 与 67# 以最佳质量

比混合!TUS 下观察复合物呈圆形或类圆形颗粒!
部分聚集成团! 微粒的平均直径约为 D"%C" B/
&图 +"%6?9 测得的 % 种转染复合物在水溶液中的
平均粒径和 G2>H 电位见表 +! 可见! 脂质体567#
复合物的平均粒径明显大于其余 D 种复合物的平
均粒径 &$ V "J"8"% 以最佳质量比混合后 !48
K#S#S#6567# 复合物的 G2>H 电位相对较小!但
与其余 D 种复合物间并无统计学差异&$ W "J"8"%

!J! 转染效率测定及 >7"9 的表达
转染后 %) & 时的测定结果表明!48 K#S#S#

6 的转染效率 *%!J+X, 明显高于 4! K#S#S#6
&+FJ%X!$$"J""D"!与 9:02;<2=> *D8JFX,和脂质体
转染组 *%EJEX,的结果无统计学差异 &$ W "J"8"%

48 K#S#S#6 按最佳质量比转染后连续观察!可
见在 !% & 时细胞内已有 U4<K 表达! 此后表达渐
多! %) & 左右可获得最高转染效率!E! & 时仍可
维持较高的表达水平&图 !"% 用 4! K#S#S#6 和
9:02;<2=> 转 染 后 !U4<K 的 表 达 趋 势 与 48
K#S#S#6 的观察结果大致相似!而脂质体转染组
的表达则稍有不同&图 D"%

!JD 生长曲线和细胞增殖#凋亡检测结果
48 K#S#S#6 按最佳质量比介导不同浓度的

67# 转染后! 细胞生长良好! 呈多角形! 单层贴
壁 ! 核分裂相明显 % 绘制生长曲线图可知 48
K#S#S#6 对细胞的生长增殖无明显影响 &$ W
"J"8"% 脂质体对细胞的生长增殖呈剂量依赖性抑
制’当其浓度超过 +C !Y5/?&对应的质粒浓度为 %
!Y5/?" 时! 会显著抑制细胞的生长增殖 &"JC%"
"J"E %& "J8" ""J"C!$ $"J""+"% 转染 %) & 后 !由
<-S 检测结果可知 48 K#S#S#6 组中处于 4"5
4+(4!5S 和 9 期的细胞百分比以及细胞的增殖和
凋亡指数都与对照组接近! 4+ 亚群峰&凋亡峰"
很低&见图 %"% 脂质体转染组 4!5S 期细胞减少!
#L 值显著高于对照组 &8JE"!J% %& +JD""J%!$$

表 + 转染复合物在水溶液中的平均粒径和 G2>H 电位
THZ12 + T&2 H[2;HY2 P@\2P HBA \2>H 0.>2B>@H1P .M >&2

>;HBPM2=>@.B =./01232P !!"#"

+, -./0H;2A O@>& .>&2; Y;.:0P!$ V "J"8

& ’

$ ( )
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!!"

!""

!#"

!$"

!%"

!"!##$而 $% 值低于对照组%&’"(&)") !" (*"+& ("&&
#’!"!#’’&凋亡峰较明显%见图 &#(

, 讨 论

阳离子脂质体具有瞬时转染效率较高) 无免
疫原性和操作简便等优点$ 是目前应用最为广泛
的非病毒载体 ( 本研究中应用阳离子脂质体
-./0123456.72 ’!!! 介 导 89:$ 基 因 瞬 时 转 染
;35+##, 细胞$获得了较高的转染效率*但同时也
发现&当脂质体的终浓度超过 #) !<=6- 时&对细
胞的生长增殖有明显的抑制作用(
与阳离子脂质体相比&纳米载体具有毒性低&

可缓释)压缩和保护核酸&易于进行表面修饰和较
强的靶向输送能力等优势&其应用前景更为看好(
$>?>?(@ 是一种人工合成的新型纳米材料&最早
由美国化学家 ;065A.5 博士在 #B+( 年发明& 直径
范围为 #)## 76( $>?>?(@ 的合成步骤决定其精
确的代数和体积& 代数越高& 表面胺基团数目倍
增&与核酸结合能力更强(在多种细胞系中 C,D &E的研

究显示&$>?>?(@ 比其它阳离子载体 +包括脂质
体’介导基因的转染效率要高$尤其在人和猴的肿
瘤细胞株中更是如此 ( FG/2H:234 为热降解型

$>?>?(@$有研究 C(E提示它所介导的基因转移效

率要高于完整的 $>?>?(@ 分子并认为与其结构
灵活性的增加有关(
理论上讲$$>?>?(@ 的代数越高$ 转染效率

越高$但同时细胞毒性也越大( 由于受自身理化性
能以及多种转染条件的影响$$>?>?(@ 的最佳转
染效率在不同类型细胞中差异较大( 从本实验结
果可看出$$>?>?(@ 和 FG/2H:234 与 @I> 形成复
合物的平均粒径虽然明显小于脂质体* 但在最佳
质量比条件下$& 种转染复合物的表面 J245 电位
之间并无统计学差异 ( 进一步的研究表明 $9(
$>?>?(@ 的转染效率明显高于 9’ $>?>?(@$
但与 FG/2H:234 和脂质体的转染效率相类似( 上述
结果提示$ 影响转染效率最根本的因素是转染复
合物的表面 J245 电位( 不同的载体只有按一定的
质量比与 @I> 形成复合物$在溶液中具有合适的
表面电位$才可获得最佳的转染效率( 同时$这也
说明 $>?>?(@ 介导的入胞机制与脂质体等非病
毒载体相似(
本研究应用 89:$ 作为报告基因$ 发现相比

脂质体而言$$>?>?(@ 具有缓释和低细胞毒性的
优点( 9( $>?>?(@ 和 FG/2H:234 的转染效率与脂
质体大致相当$而 9’ $>?>?(@ 的转染效果则不
够理想( 综合来看$9( $>?>?(@ 载体安全无毒$
转染效率高$ 是一种有良好应用前景的新型纳米
载体基因转移系统(
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图 ! "#$ 检测脂质体和 %& ’($)$!* 转染 + , 后细
胞周期的改变
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