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摘　要:【目的】探讨高效阳离子脂质体介导外源基因转染体外生长的小鼠脾细胞的方法。【方法】用新型阳离子脂质

体 DOSPER包裹携带 lac Z报告基因的质粒 pCAGGS-lacZ按 3种方法转染小鼠脾细胞 , ①常规方法直接转染;②脾细胞经刀

豆球蛋白 A(Con A)活化后再按常规方法转染;③用黏附辅助脂质体法(adhesion-assisted lipofection , AAL)转染脾细胞。转染

效率用 X-gal染色法测定。【结果】上述 3种方法的转染效率依次为<0.010 , 0.057 及 0.199 ,经方差分析 , 3 种方法转染效率

的差异有显著性(P <0.01 , n =3)。【结论】AAL 法介导外源基因转染体外生长的小鼠脾细胞的转染效率最高。
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Abstract:【Objective】To investiga te the high efficient methods of foreign gene transferring mouse spleen cells cultured in v itro

mediated by cationic liposomes.【M ethods】M ouse spleen cells were transfected with Lac Z reporter gene harbo red plasmid pCAGGS-

lacZ coated by cationic liposome DOSPER using the following three alternative methods:First , the spleen cells w ere transfected di-

rectly w ith plasmids/ liposome complexes using conventional procedure;Second , Concanavalin A(Con A)stimulated spleen cells w ere

transfected using routine method ;Third , spleen cells were transfected using adhesion-assisted lipofection (AAL)method.The trans-

fection efficiency was determined by X-gal staining method.【Results】The transfection efficiency of the three methods were <

0.010 , 0.057 and 0.199 respectively.Statistical results of SNK Test show ed significant differences (P <0.01 , n =3)among the

three g roups.【Conclusion】AAL mediated foreign gene transferring the in vitro cultured mouse spleen cells shows the highest efficiency.
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　　外源基因可通过病毒载体或非病毒载体两类

方法导入真核细胞(转染)。阳离子脂质体(cationic

liposome)是非病毒载体中应用最多的基因转染方

法之一 。阳离子脂质体的基因转染效率受脂质体

成分 ,细胞种类及实验条件等诸多因素的影响
[ 1]

。

常规的阳离子脂质体体外转染悬浮生长的细胞(包

括脾细胞)或体内转染的效率往往低于 1 %。因此

探讨新的阳离子脂质体转染方法仍是当务之急。

本研究比较了 3种脂质体转染方案 ,以寻求适合于

体外培养小鼠脾细胞的质粒 DNA转染方法 ,为脾

细胞及其他悬浮生长细胞的外源基因转染提供实

验依据。

1 　材料与方法

1.1　材料和试剂

昆明小鼠(20±2)g 由中山医科大学实验动物

中心提供 。N IH3T3细胞由广东医学院生物化学

与分子生物学研究所翁云老师惠赠。携带 lac Z

报告基因的质粒 pCAGGS-lacZ[ 2]由第二军医大学

医学生物技术和分子遗传研究所陈坚老师惠赠。

刀豆球蛋白 A (Con A)为 SIGMA 公司产品。

DOSPER脂质体为 Boehringer Mannheim(Roche)

公司产品。X-gal及 RPMI-1640 培养基为 GIBCO

公司产品。淋巴细胞分离液为华美生物工程公司

产品 。
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1.2　脾细胞悬液的制备

取昆明鼠 1 只 ,颈椎脱位处死后 ,置于体积分

数为 70 %乙醇中浸泡 5 min ,取出后右侧卧位 ,消

毒左侧背腹交界处皮肤 ,无菌取脾脏置于盛有不含

小牛血清的 RPM I-1640培养基的平皿中 ,洗去血

迹 ,剪去脂肪及筋膜组织 ,于 200目金属网筛上研

压 ,用 RPM I-1640培养基冲洗 ,收集网下的细胞悬

液 ,用尖咀吸管吹打使成单细胞悬液 ,将细胞悬液

缓慢铺于淋巴细胞分离液液面上 ,注意使两种液体

分层良好 ,于水平离心机上 3 000 r/min 离心 20

min(TD5型离心机 ,离心半径为 12 cm)。吸取中

间层单个核细胞 ,用 RPM I-1640 培养基洗涤两次

后 ,配成所需浓度。

1.3　DOSPER脂质体介导质粒 DNA转染脾细胞

1.3.1　直接转染 　用 RPM I-1640培养基调整脾

细胞浓度为 2.5×106/mL ,于 24孔培养板中每孔

加 0.2 mL 。用 HBS 缓冲液(20 mmol/ L Hepes ,pH

7.4 , 150 mmol/L NaCl)稀释 0.5 μg 含 Lac Z 报告

基因的质粒 pCAGGS-lacZ DNA 至总体积为 10

μL ,此为 A 液;用 HBS 缓冲液稀释 2 μL DOSPER

脂质体至总体积为 10 μL ,此为 B液。混合 A液和

B液 ,轻摇混匀 ,室温放置 15 min ,期间再轻摇混匀

5次 ,然后逐滴加入 24孔培养板的细胞悬液中 ,轻

轻旋转培养板混匀 ,于 37 ℃, 体积分数为 5 %CO2

孵箱中孵育 6 h后 ,移去培养基 ,加入 2 m L含体积

分数为 10%胎牛血清的 RPM I-1640 完全培养基 ,

继续孵育至 48 h ,收集细胞作下一步转染效率测定

试验 。

1.3.2　质粒 DNA 转染 Con A 激活后的脾细胞　

按上述方法制备脾细胞 ,调整细胞浓度为 1 ×106/

mL ,加入 10 μg/m L Con A ,孵育 48 h , 用 RPM I-

1640培养基洗涤两次 ,重悬于 RPMI-1640 培养基

中 ,加入 24孔培养板 ,每孔 5 ×105 ,总体积为 0.2

mL ,按上述方法转染细胞 。

1.3.3　黏附辅助脂质体法(adhesion-assisted lipo-

fection , AAL)转染脾细胞[ 3] 　0.1 ×106/mL

N IH3T3细胞悬于 1 m L 含体积分数为 10%胎牛

血清的 RPM I-1640完全培养基中 ,接种于 24孔培

养板中 ,孵育 6 h ,使其形成单层贴壁细胞(约贴满

总面积的 70 %)。将 5×105 新鲜制备好的脾细胞

悬于 1 mL RPMI-1640 完全培养 基中 , 铺于

N IH3T3细胞上 ,继续孵育 12 h后 ,吸去培养基 ,用

RPM I-1640培养基冲洗一遍 ,加入 0.2 m L RPM I-

1640培养基 。按上述方法制备 DOSPER脂质体/

pCAGGS-lacZ 质粒 DNA 混合物并转染细胞 。于

37 ℃, 体积分数为 5%CO2孵箱中孵育至48 h ,吸

去培养基 ,用含 0.5 mmol/L EDTA的 PBS冲洗一

遍 ,加入 0.2 m L 2.5 g/L 胰蛋白酶和 0.2 mL 含

0.5 mmol/L EDTA 的 PBS 消化 5 min ,重悬于 2.5

mL RPM I-1640完全培养基中 ,转入 25 m L 小培养

瓶 , 37 ℃孵育 2 h 左右 ,收集悬浮生长的细胞 ,将该

细胞悬液转入另一培养瓶中 ,37 ℃培养 2 h 左右 ,

再次收集悬浮生长的细胞 ,然后按下述方法测定转

染效率。

1.4　X-gal染色法测定转染效率[ 4]

细胞内 β-半乳糖苷酶基因(lac Z)的表达用

X-gal染色法检测 ,记数染成蓝色的(阳性)细胞的

比例 , 即转染效率 。收集上述转染 pCAGGS-lacZ

质粒 DNA的脾细胞于 eppendorf离心管中 ,用 PBS

洗 1次 ,加入 2.5 g/L 戊二醛 0.3 mL 固定 15 min ,

用 PBS 洗 3次 ,用吸管移去上清液 ,加入 0.3 mL

X-gal 溶液(2.45 mmol/L X-gal , 5 mmol/ L K3Fe

(CN)6 , 5 mmol/L K4Fe(CN)6 ,1 m mol/L MgCl2),

转入 24孔培养板中 , 37 ℃保温过夜 ,显微镜下计

数每 1 000个细胞中染成蓝色细胞的比例。

2 　结　果

阳离子脂质体 DOSPER包裹的 pCAGGS-lacZ

质粒 DNA直接转染脾细胞 ,其转染效率 <0.010

(图 1A)。脾细胞经 Con A 激活后再用 DOSPER/

pCAGGS-lacZ 复合物转染脾细胞 ,转染效率有所提

高 ,达 0.057±0.021(图 1B)。将悬浮生长的脾细

胞接种在贴壁生长的 N IH3T3细胞上 ,再一同转染

质粒 DNA(即AAL 转染法),转染 48 h后两次贴壁

去除 N IH3T3 细胞 , 收集纯化的脾细胞 ,作 X-gal

染色 ,记数阳性细胞比例 ,结果显示(图 1 C),转染

效率达 0.199±0.033 。经方差分析 , 3种方法转染

效率有显著性差异(P <0.01 , n =3),其中 AAL

法转染效率最高 。

3 　讨　论

外源基因导入细胞及表达的效率一直是制约

基因治疗(包括反义 RNA基因治疗)的重要影响因

素之一[ 5] 。到目前为止 ,还没有一种 DNA 转运方

法既高效又方便 、安全 、实用 ,现有的病毒载体及非

病毒载体均有各自的优缺点 。探寻新的更优越的
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图 1　用不同的方案作 DOSPER脂质体介导 pCAGGS- lacZ

质粒 DNA导入脾细胞的转染效率测定

Fig.1　Analysis of β-galactosidase expression in spleen cells

after transfection with DOSPER/pCAGGS-lacZ com-

plexes by alternative strategies(×100)

A :S pleen cells w ere t ransfected di rect ly ;B:After st imulated by

Con A , the spleen cells w ere t ransfected;C:Spleen cells w ere t rans-

f ected using adhesion-assi sted lipofect ion procedure

DNA转运方法仍然是目前基因治疗基础研究领域

的重要课题之一 。病毒载体是目前应用最广泛也

是效率最高的外源基因转运系统 ,但由于其可能存

在的遗传毒性 、免疫原性及难于象质粒那样大规模

制备重组病毒而限制了他们的应用 。由 Felgner[ 6]

首创的阳离子脂质体载体没有遗传毒性和免疫原

性 ,可以运载几乎任意大小的核酸分子 ,核酸分子

被脂质体包裹后不易被核酸酶降解 ,脂质体可大规

模地制备 ,储存和使用也很方便。用脂质体载体转

染贴壁生长的细胞株可获得很高的转染效率(可达

90%以上)。但对于原代培养的贴壁生长细胞 ,淋

巴细胞及其他血细胞等悬浮生长的细胞用脂质体

转染的效果却不尽人意 ,转染效率常低于 1%,本

文的实验结果也证实了这点。传统的观点认为 ,脂

质体/DNA复合物进入细胞的多少即代表其转染

效率 ,但 Keller 等
[ 3]
的试验结果并不支持这种观

点。他们将 pCM V β质粒用脂质体转染悬浮生长

的 TF1细胞及贴壁生长的 NIH3T3 细胞 ,结果两

种细胞内几乎有同样多的质粒 DNA ,但经质粒转

染后两种细胞内 β半乳糖苷酶报告基因的表达水

平却相差悬殊 ,在 N IH3T3细胞内有高水平的表

达 ,而在 TF1细胞内则几乎检测不出报告基因的

表达。说明细胞内质粒 DNA 的数量与目的基因的

表达水平不呈正相关
[ 7]

。后来 Keller 等将 TF1 细

胞铺在 N IH3T3细胞上共同孵育一定时间后再作

常规的脂质体/pCM V β 转染 ,结果 TF1 细胞内 β

半乳糖苷酶的表达水平相当于 NIH3T3 细胞的

50%～ 80 %。可见 ,悬浮生长细胞与贴壁生长细胞

的黏附及进一步的相互作用对于外源基因在悬浮

生长细胞内的高效表达是至关重要的。脂质体/

DNA复合体的摄入量并不是外源基因表达水平的

决定因素 ,细胞是否有适合于外源基因高效表达的

内环境才是关键所在 。Dow ty[ 8] 和 Bebok 等[ 9] 的

实验结果也表明 ,即使所有细胞内均转染有重组质

粒 ,但却只有少部分细胞有外源基因表达 。细胞内

究竟有那些因素影响和调控外源基因表达目前还

不清楚 ,有待深入的研究 。过去人们主要把注意力

集中在如何提高 DNA 的转运效率上 ,现在看来应

该把注意力转移到研究如何提高外源基因的表达

水平及其调控机制上来了 。

本研究对象是脾细胞。脾细胞为悬浮生长的

细胞 ,用常规方法将脂质体/DNA 转染脾细胞 ,转

染效率不到 1%。如果用该方法将目的基因转染

脾细胞以作功能研究将是毫无意义的 。王晓林

等[ 10]先用植物血球凝集素(PHA)和 IL-2刺激外

周血淋巴细胞活化增殖 2至 3周后 ,再用常规脂质

体转染法将 pBlacZ 质粒导入细胞 ,转染效率可达

30%以上 。作者用类似的方法转染脾细胞 ,转染效

率提高至 5.7%,仍不能满足一般实验的需要。后

来参照 Keller 等[ 3]首创的黏附辅助脂质体转染法

(AAL法)转染脾细胞 ,转染效率可达 19.9%。由

于 X-gal染色法检测转染效率的灵敏度有限 ,外源

基因的实际表达水平可能比测定值高。但总的说

来 ,转染效率仍太低 ,研究新的更高效率的基因转

导方法及干预外源基因在宿主细胞内的表达环境

仍是今后需努力的方向。
(下转第 93 页　to page 93)
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时 ,染色图片输入全自动图像分析系统 ,测量神经

细胞胞体大小和突起长度 , 从而定量地反映 AA 、

DHA共同对海马神经细胞的细胞学效应 。

本研究结果显示 ,一定浓度的 AA或 DHA 具

有促进培养海马神经细胞存活的作用 ,与许多研究

报道[ 7 , 8]一致。研究中发现 ,AA或 DHA对培养海

马神经细胞存活的作用的最佳有效浓度均为 4

μmol/L 。不同比例的 AA和 DHA对培养海马神经

细胞生长发育的作用的结果显示 ,当无血清培养液

中添加 AA 和 DHA 的总浓度为 4 μmol/L ,比例为

2∶1和 4∶1 组的海马神经细胞的活力 、胞体面积 、

最大长径 、最大短径以及平均突起长度均高于单独

添加 AA 、DHA 和对照组。由此表明 ,与单一添加

AA 或 DHA 相比 , AA 和 DHA 的适宜比例具有更

好地促进海马神经细胞生长发育的作用 。

神经发育最重要的步骤之一是形成细胞间连

接的庞大网络 。神经突触作为大脑神经活动微观

联络枢纽 ,反映到功能上表现为脑神经功能发育逐

渐成熟 ,宏观上可能增强机体高级学习能力。海马

与大鼠空间记忆以及海马分支程度与海马突触密

切相关
[ 10 , 11]

。海马神经细胞活力增强 、胞体的增

大 、突起的生长和延长 ,可以增加海马区突触的密

度 ,加速神经细胞之间枢纽的形成 。因而 ,AA 和

DHA 对海马神经细胞的细胞学效应 , 可看作是

AA 、DHA提高智力 、增强学习能力的细胞形态学

基础。本研究进一步说明了 AA和 DHA 的同时补

充 ,对神经系统的发育和功能具有重要意义。
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