
收稿日期!!""#$%%$%&

基金项目!国家自然科学基金资助项目’#()&"&%*+,国家教委博士点基金资助项目’((-&+

作者简介!王金林 !%()) . " # 男# 江西南康人# 博士生# 主治医师# 现在广东省东莞市人民医院外科 ’*%%&"" " , 陈积圣/教授/博士导师 0

1$2345$ 6378947547: ;<=2345> ?<2

流式细胞仪快速优化大鼠原代培养肝细胞基因转染
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摘 要! "目的# 用流式细胞仪 ! @AB " 快速检测外源性血管内皮生长因子基因 ! C1D@ 基因 " 在大鼠原代培
养肝细胞转染表达/根据结果优化其转染表达条件E"方法$ 以加强型黄色荧光素蛋白’1F@G+为标记/用 @AB 快
速检测重组质粒 HIJ1K$1F@G L C1D@%!% 在大鼠原代培养肝细胞中转染表达/根据结果优化 HIJ1K$1F@G L C1D@%!%

转染表达条件E %结果$ HIJ1K$1F@G L C1D@%!% 得以成功构建/ 并转染大鼠原代培养肝细胞, 优化的转染表达条
件M在细胞数密度 "> % N %") L 2O/质粒孵育时间 #" 247/质粒与脂质体混合物孵育时间 %* 247/质粒与脂质体比
例为 %P %"/转染时间 ! ;/QRIJ$% 作转染培养液时/转染效率达 %&> *S T "结论$以 1F@G 为标记/ @AB 可简便
快捷地检测并优化外源性 C1D@ 基因在大鼠原代培养肝细胞转染表达/可为研究 C1D@ 基因修饰大鼠原代培养
肝细胞移植和肝基因治疗打基础E
关键词! 流式细胞仪% 黄色荧光蛋白% 转染% 脂质体% 细胞/培养的% 内皮生长因子
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以绿色荧光蛋白 ! !"##$ %&’("#)#$* +"(*#,$-
./0 " 基因作为报告基因可以对基因转染表达进
行研究- 加强型黄色荧光蛋白 ! #$12$3#4 5#&&(6
%&’("#)#$* +"(*#,$7 89:0 "是一个野生型 .:0黄绿
色变种; 本研究通过自行构建的携 <9:0 和人源
性血管内皮生长因子 ! =2)3’&2" #$4(*1#&,2& !"(6*1
%23*("7 ><./ " 双基因的真核表达载体7 以 <9/0
作为标记7应用流式细胞仪?%&(6 35*(@#*#"7:ABC
对 +DE8FG<9:0 H >8.:IJI 质粒在大鼠原代培养肝

细胞中转染表达K 快速检测L 根据结果优化可能
影响转染表达的各种因素M 细胞数密度K 脂质体
孵育时间K质粒 NOP与脂质体混合物比例7以及
孵育时间K转染时间K转染培养液等;

! 材料与方法

!" ! 材 料
!" !" ! 试 剂 +3NOPQ>8.:IJI 质粒由本室

保存;阳离子脂质体转染试剂 RSTO%#3*,$和质粒
+DE8FG89:0 购自美国 RSTO*#31 公司 7 +DE8FG
89:0 为含有 DE8F和 89:0 的基因载体7在激发
波长为 UVV $@ 或 WIX $@ 时发出黄色荧光L内切
酶 Y2@Z[K 83(E[K 83(E\7以及 ]UNOP 连接酶
均为德国 Y(#1",$!#" B2$$1#,@ 公司产品7 ^&#$(6
片段购自华美生物公司_
!" !" # 动 物 同系成年雄性 FN 大鼠7 体质
量 J‘a b JWa !-原中山医科大学实验动物中心提
供;
!" !" # 分 组 P 组为未转染阴性对照组- 以
消除荧光本底的影响L Y 组为 +DE8FG>8.:cJc 质

粒转染实验对照组- 以排除脂质体对自发荧光的
影响L R 组为质粒 +DE8FG89:0 d >8.:cJc 转染实

验组L 各组细胞均来自共同灌注分离的大鼠原代
培养肝细胞;
!" $ 检测方法
!" #" ! 重组质粒 $%&’()’*+, - .’/+!#! 构建 0
扩增0 纯化和鉴定 将含 cJc 个氨基酸编码序列
的 >8.:cJc 3NOP 进 行 定 向 克 隆 插 入 质 粒
+DE8FG89:0 中- 构建 +DE8FG89:0 d >8.:cJc; 质
粒扩增K 纯化和酶切鉴定- NOP 测序- 质粒部
分 NOP 序列分析结果与 .#$Y2$e 中 >8.:cJc

3NOP 序列一致- 表明 +DE8FG89:0 d >8.:cJc 构

建正确 # c $L质粒扩增K提纯K紫外分光光度计检测

后- 调整质粒质量浓度 f! +DE8FG89:0 d >8.:cJc " g c
@! d S;
!" #" # 原代肝细胞分离0培养 按改良原位胶原酶
灌注法制备肝细胞悬液 # J $7离心K过滤7用 0#"3(&&去
除死的肝细胞7 肝细胞重悬于 OPDE h ci日本通商产
业省工业技术院产业技术融合领域研究所仿生组配

方C培养液中7用 j ! H S 台盼蓝法检测肝细胞活力为
klm 7肝细胞数为 n‘ o I‘np 按 I‘ o I‘X b ‘q W o I‘r H
@S 接种在 sj 孔板7培养 jV 1;
!" #" 1 质粒 $%&’()’*+, - .’/+!#! 转染大鼠原代

培养肝细胞 参照RSTO%#3*,$ 使用说明和 t2*2$2u#
等 # X $的方法7用 RSTO%#3*,$将 +DE8FG89:0 H >8.:IsI

质粒转染到用 sj 孔板培养的大鼠原代培养的肝细胞
中% v质粒 NOP和 RSTO%#3*,$按比例混合孵育7 用
培养液稀释L w将混合液加入大鼠原代培养肝细胞
中7孵育& 吸去转染液7加入 OPDEGI 培养基继续进行
原代培养;在质粒与脂质体混合物孵育温度为 Xx y 7
质粒的质量浓度 f! +DE8FG89:0 H >8.:IsI " g I @! H S
时7对细胞数密度iI‘ o I‘Q H @S7W‘ o I‘Q H @S7‘q I o
I‘r H @S7W‘ o I‘r H @SCK质粒孵育时间iI‘Ks‘KQ‘KU‘
@,$CK质粒与脂质体混合物孵育时间 iI‘K Isq WK IWK
Ixq W @,$CK质粒与脂质体的比例 iIz I7 Iz W7 Iz I‘7 Iz
IWCK转染时间iIKsKQKU 1C及转染培养液iOPDE h I7
NB8BC等与大鼠原代培养肝细胞转染效率的关系分
别进行研究; 每组设 Q 个复孔;
Iq sq U 流式细胞仪检测基因转染表达0根据结果优
化基因转染表达条件 转染后 UV 17 用荧光显微镜
观察 89:0 黄色荧光L 收集上清液经 t#)*#"$ u&(**,$!
检测 >8.:浓度L参照 B,31#&&# 等 # U $ 方法在聚苯乙烯

管中用 Z2$e{ ) 液稀释重新摇悬大鼠原代培养肝细
胞7 以 89:0为标记7 用 :RBi美国 YN 公司7 :PR!
FR2&,u’"C检测本底荧光K自发荧光和黄色荧光素蛋白
荧光的强度L分析计数发黄色荧光的转染阳性细胞个
数7 确定质粒 +DE8FG89:0 H >8.:IJI 转染效率; 用装
备有 IW @tK UVV $@7氩离子激光器的 :PRF32$]B 描

记前向散射光 i%("62"4 )32**#"& :FRCK 侧向散射光
i),4# )32**#"& FFRC和黄色荧光i:SIC; :FR 和 FFR 用
于确定活细胞数7设立 .2*#EI& 把单个细胞从细胞碎
片中区分开7收集 I‘ ‘‘‘ 个细胞;质粒 +DE8FG89:0 H
>8.:IJI 转染效率用 R#&&|’#)*软件 iY#3*($ N,3e,$)($
D@@’$(35*(@#*"5 F5)*#@)C 从实验组转染细胞黄色荧
光 :SI 中减去实验对照组转染细胞自发荧光 :SI 而

计算得出;
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! 结 果

荧光显微镜观察到发黄色荧光的转染阳性细

胞 ! #$%&$’( )*+&&,(- 检测到培养上清液中分泌
./01232 质量浓度 4567012328 9 2: ; 3: (- <
=>?
用 1@A 检测质粒 BCD7EF7G1H I 6701232 转染J

转染后 KL MN1O@EPQ(RA 描记 1E@SEE@ 和 1>2N确定
活细胞数N设立 0Q&$D2N把单个细胞从细胞碎片中
区分开T 检测各实验组肝细胞的荧光强度N 未发现
本底荧光强度和自发荧光强度对质粒 BCD7EF
7G1H I 6701232 转染肝细胞 7G1H 荧光强度产生明
显影响?随着细胞密度增加N转染效率升高N随后转
染效率下降T 质粒孵育时间 :U V M前N 转染效率随
质粒孵育时间延长而升高N 随后下降T 质粒与脂质
体混合物孵育时间 2V =,( 前N 转染效率随质粒孵
育时间延长而升高N 随后下降T 质粒与脂质体比例
为 2 W 2: 及以下N 转染效率随质粒与脂质体比例升
高而升高N 随后下降T @>XYZ$P&,(在转染过程中对
血清无严格限制N 本研究所用的 YOCD [ 2 培养基
含 \ 9 V]胎牛血清! 与 ^A7A 培养基相比N转染
效率由 2_U 3]升高到 2‘U V] ?本研究用 1@A优化
转染过程N在细胞数密度 :U 2 a 2:b < =>N质粒孵育
时间 _: =,(N 质粒与脂质体混合物孵育时间 2V
=,(N转染时间 3 MN YOCDF2 作转染培养液时N转染
效率为 2‘U V] ?
虽然 @>XYZ$P&,(对大多数细胞是低或无毒N但

本研究发现N质粒与脂质体比例和转染时间对细胞
活性产生影响N随着质粒与脂质体比例升高和转染
时间延长N转染效率升高N但当脂质体浓度达到 _:
=- < > 时或转染时间延长达 K MN细胞活力分别下降
到 LV]和 L3] ?

" 讨 论

肝脏是基因治疗的重要靶器官N肝细胞的基因
转导技术已在肝细胞移植增殖研究方面进行了有

益的尝试 ! V "? 以大鼠原代培养肝细胞为靶点进行基
因转染N是研究肝细胞基因表达和肝细胞移植的重
要手段? 将 ^YO 有效转染到肝细胞内是产生肝细
胞稳定转化的第一步N也是分析肝细胞暂时性基因
表达的有用工具?

脂质体具有制备方便N应用范围广N毒性小N免
疫原性小N 且可以与抗体相连以进行 ^YO 定向导
入等N 其转染效率可与微注射法及电脉冲法相比
拟N但在原代培养的肝细胞用脂质体转染质粒 ^YO
存在一定困难N 转染效率和表达水平较低N 特别是
在大鼠? cQ&Q(Q)$等 ! _ "在原代培养肝细胞中用脂质

体转染 >QPd 基因N在小鼠和仓鼠中见 >QPd 基因高
效转染和表达N 而在大鼠中却未见 >QPd 基因的高
效转染? 因此N在原代培养的大鼠肝细胞中高效地
转染和表达质粒 ^YO 并使之优化就显得尤其重
要?
在基因转染过程中N常用转染标志或报告基因

检测转染效率N诸如 >QPdN PQ&N以及荧光素酶等N涉
及细胞固定S染色S孵化S摄影S计数染色细胞或细
胞溶解S 可溶性蛋白质提纯和分光光度计检测等N
通过分析转染细胞提取物中蛋白活力而间接检测

基因转染表达T以表达报告基因的细胞所占百分比
#即阳性率 $ 来衡量载体对不同细胞的基因转染效
率N这些方法工作量大N存在人为误差N检测繁杂N
需要较长时间N 无法衡量多重转染N 并且难于同时
检测转染效率和表达水平?而荧光素蛋白质荧光能
在活细胞中无创检测到? 用 1@A 对荧光素蛋白表
达进行分析成为一种基因转移定量常用方法 ! b "N这
种技术可以在不需要细胞固定和标本准备情况下N
同时进行外源性基因转染效率和表达水平快速检

测?在转染后大约 KL ; b: MN细胞仅在 eQ(fgE液中
就可以用 1@A 快速检测阳性细胞数比例以及在每
一个细胞中荧光蛋白质表达水平?
以 01H 基因为报告基因S 通过 1@A 测定基因

转染率和荧光指数N避免了酶蛋白的存在与催化活
性之间的差异N 大大增强敏感性T 克服了主观因素
的影响N提高了准确性N减少了工作量T克服了基因
转染的多拷贝问题N能更准确地反应基因转染效率
和目的基因的表达效率?可用于比较不同转染条件
对基因转染效率的影响T 将 01H 基因与目的基因
插入同一载体 %或构建成融合基因 & 可直接检测目
的基因的转移和表达效率 ! ‘ "?
本研究以 7G1H 为报告蛋白质N 用 1@A 检测

7G1H 发出黄色荧光的阳性细胞数以确定转染效
率N 并对 7G1H基因在大鼠原代培养肝细胞转染过
程进行快速优化N确定转染最佳条件? 研究结果显
示N YOCD [ 2 培养 KL M后N大鼠原代培养细胞数密
度为 :U 2 a 2:b < P=3N质粒孵育时间 _: =,(N质粒与
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!上接第 !!" 页 #$%& ’()* !!" "

脂质体混合物孵育时间 !" #$% 时& 转染时间 ’ (&
转染效率为 !)* "+ , 虽然阳离子脂质体对细胞毒
性小-但在大剂量时-不仅不经济-而且脂质体对细
胞的活性也会产生毒性反应- 转染时间过长- 脂质
体对细胞的活性也会产生毒性反应,
本研究中质粒 ./01231456 7 8195!’! 在原代

培养大鼠肝细胞的转染效率达到 !)* "+ - 可能与
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基因转染效率和细胞平均表达水平的方法,为以大
鼠原代培养肝细胞进行肝细胞移植和肝基因治疗

的深入研究奠定基础,
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一级释药模型, 有研究表明用于眼部的药物从其
基质中 " (内释放小于 ‘H+有较好的缓释效果 # _ $&
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总之&通过本法制得的哌仑西平脂质体包封率

高=缓释作用可靠=稳定性好&符合设计要求, 为下
一阶段进行药物吸收& 生物利用度等实验打下基
础,
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