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采用电穿孔的方法!将
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细胞中!通过改变电转时的电压来检测细胞存活率!调节电压&细胞密度&电转质粒数&电转缓冲液!通过流式

细胞仪检测质转染效率%结果
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&细胞密度
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* 个'毫升&质粒数
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&电转缓冲液为优化培养基时!电转

染效率可达"

*'%!f,%!$
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%本研究为外源基因电转染
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细胞提供了可靠的试验参数依据%结论
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本实验通过优化
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细胞电转染条件能够有效地提高
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细胞的电转染效率%
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随着社会的不断变化(环境污染的加剧#人们生活压力的

增加等一些外界因素影响#白血病发病率不断提升#其中急性

淋巴细胞白血病在儿童恶性肿瘤发病率中居首位'近年来对

急性淋巴细胞白血病的研究成为对白血病研究的热点之一)
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'

以人急性淋巴细胞白血病细胞株细胞$
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细胞&为模型#

成为研究急性淋巴细胞白血病的重要手段)

!

*

'电转染方法与

脂质体转染比较#有转染效率高(可重复性强(无试剂费用等优

点)

,

*

'但电转染需高电压脉冲刺激#会降低细胞的存活率'本

实验通过改变电转过程中的电压(细胞密度(质粒数以及电转

缓冲液#确立
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细胞的电转染条件#为该菌株相关研究

提供试验参考依据'
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材料与方法
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细胞株和质粒
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细胞#
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载体均由

本实验室保存'
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试剂和仪器
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巯基乙醇等

细胞培养试剂购自
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公司%优化培养基$
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质粒的制备
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培养箱培养过夜#质粒提取试剂盒提取质粒#去内毒素'

W>2.-?.

;

WK3$"""

微量测定仪测定质粒浓度#

QK

!#"

"

QK

!)"

g

!%"

'

>%?%?

!

电转染及转染效率的测定
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#电转前用
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培养基处

理细胞'使用计数板调整细胞密度#台盼蓝染色法在显微镜下

观测细胞活力#记录活细胞数'用
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电转杯中'再将
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质粒按

一定微量数加入电转杯中#小心混匀#准备电转'设置各电转

条件#将电转杯放入电转槽中电转)

&
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'电转完成后#立即取出

电转杯#将转染的细胞及电转缓冲液小心移入
$!

孔培养板中

培养'培养板中已预先加入
$<\RJXP3$#&"

培养基#在
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培养箱预热
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'放入
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#饱和湿度
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培养箱中静

置培养'电转后
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#小心取出
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孔培养板'收集每孔电转后

细胞#
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细胞'取
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细胞培

养液稀释至
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'用正常
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细胞作为对照#检测绿

色荧光信号'获取带有绿色荧光表达的
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细胞个数'

电转染效率
g

)$绿色荧光细胞个数
a

稀释倍数&"$
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电

转时总细胞数&*

a$""+ 4

为电转细胞存活系数)
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电转结果的鉴定
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载体带有编码绿色荧光

蛋白的基因片段#转入细胞体内后#编码绿色荧光蛋白$
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蓝色波长下观测#可见稳
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统计学处理
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每组实验在相同条件下重复
,

次'数据用
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表示#所得组间数据结果用
SJSS$*%"

统计软件进行数据

分析'
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为差异有统计学意义'
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结
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电压对细胞存活率的影响
!

在细胞电转实验中#首先对

不同电压强度下的细胞存活率做了比较'取
#

个
"%!=<

的电

转杯#在每个电转杯中移入
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细胞浓度为
$"

* 个"毫升的

培养基'分别用
"

(
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(

$#"
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的电压刺激细胞后#立

即小心移入
#

孔板中培养'在
,*`

培养箱中培养
)9

后#分

别收集细胞#用碘化丙啶$

JP

&避光染色
$"</2

后#流式细胞仪

检测细胞存活率'由实验数据可得细胞存活率#即电转细胞存

活系数$
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注!$
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&是用
"c

电压刺激下的细胞作为参照组'$

=

&中各组

数据显示细胞在不同电压情况下$

$!"

(

$&"

(

$#"

(
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&细胞情况'

X$

表示各组中细胞死亡数量'细胞存活率
g

$截取细胞总数
NX$

&"截取

细胞总数'

图
$
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电压对细胞存活率的影响
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电压对转染效率的影响
!

当电转时电容为
!(

+

H

(电阻

为
!""

.

的固定条件下#分别用
$!"

(

$&"

(

$#"

(

$)"c

电压对细

胞进行电穿孔试验#电转后于
,*`

培养箱中静置培养
)9

后

取出培养板测定绿色荧光表达情况'转染效率与电压关系如

图
$

'当电压在
$&"c

时#电转染效率达到最大值'

图
!

!!

电压对电转化效率的影响

?%@

!

细胞密度对转染效率的影响
!

当固定电转电容 的条件

下#选择不同细胞密度对细胞电穿孔试验进行参数优化'如图

!

所示#在流式细胞仪检测中#

$%(a$"

* 个"毫升和
!a$"

* 个"

毫升虽然能捕获相对多的绿色荧光表达个体#但是因为总电转

细胞数量的增加#使得效率降低'本实验中#在细胞密度为

$"

* 个"毫升时#细胞电转染效率最高'

图
,

!!

细胞密度对电转化效率的影响

?%A

!

质粒浓度对转染效率的影响
!

转染质粒浓度在电转电容

!(

+

H

(电阻
!""

.

(电压
$&"c

以及细胞密度电转染参数恒定

的情况下#随着质粒浓度的增加#电转染效率先增加明显#后相

对恒定在一定数值'本实验结果如表
$

所示#质粒浓度在
,"

+

D

时有最大转染效率$

*'%#f&%"!

&

+

'

表
$

!!

质粒数量对点转染效率的影响#

Nf?

%

质粒数$

+

D

& 转染效率$

+

&

( !,%#f,%*$

!" *'%!f,%!$
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#" *!%$f!%**
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!

电转缓冲液对转染效率的影响
!

电转染前分别用普通

RJXP3$#&"

培养基和优化培养基$

V/B=.

&处理重悬
U7?O>65

细胞'在电容(电阻(电压一定条件下#对电转后
U7?O>65

细

胞进行培养#检测绿色荧光表达个体'实验结果如图
,

所示#

优化培养基处理后的
U7?O>65

细胞有较高的电转染效率#电

转染效率为$

*,f,%&(

&

+

'

图
&

!!

电转缓冲液对转染效率的影响

图
(
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不同电压条件下电转后
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细胞

绿色荧光蛋白表达情况
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期
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电转结果的鉴定
!

用
;

LVHJ3E$

电转染
U7?O>65

细胞#

;

LVHJ3E$

转入细胞内后#参与细胞内的蛋白翻译#表达
VHJ

'

在汞灯激发
&'"2<

蓝色波长下#暗室中能观察到绿色荧光信

号'下图用软件做了荧光强度分析'

@

!

讨
!!

论

电转技术是通过外加电场产生一定的电脉冲#诱导活细胞

产生跨膜点位'当外加电场强度大于细胞膜穿孔的临界值#导

致细胞膜产生小孔#使外源基因进入细胞内)

#

*

'电转技术相较

脂质体转染技术有更高的转染率#但因为较大的电压刺激#使

得电转后细胞的死亡率也较高'而在高转染率和低死亡率间

达到一个相对的平衡#就成为了本实验的目的)

*3)

*

'电转染效

率受很多方面的影响#包括电压(电阻(电容(电转前后温度的

控制(反应物的性质和状态$

KW4

和细胞&(电转缓冲液(培养

基成分等多种因素控制)

'

*

'本实验选取了其中几个相对重要

的影响因素进行研究#为
U7?O>65

细胞电转染外源基因的电

转条件提供可靠的实验参数依据'

电压对电转染效率的影响是重要因素之一'电压从两个

方面直接影响电转染的成功'一是电压刺激后细胞的死亡率#

一是电压刺激过程中质粒成功导入细胞内的效率'当电压越

低时#细胞数的死亡率越低#呈线性关系)

$"

*

'但是当电压过低

时#又因为达到阈刺激的细胞数量相对较少#而导致进入细胞

内的质粒数量少'本研究对不同电压情况下的
U7?O>65

细胞

电转染效率的一个检测'在
U7?O>65

细胞内成功导入外源

;
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质粒时#质粒在
U7?O>65

细胞内部转录翻译#在蓝

色荧光激发下可表达绿色荧光'而没有成功导入质粒的
U7?3

O>65

细胞则不会表达绿色荧光'由实验可知#当电压小于

$&"c

时#电压值越大#产生的疏水小孔越多#细胞膜通透性越

好#外源质粒更容易进入细胞内'随着电压的不断增强#相对

更多细胞数能产生跨膜点位#细胞获取外源质粒更容易#但高

电压对细胞的损伤也越大)

$$

*

'电压越强#引起细胞死亡率也

随之增高'本实验结果显示#当电压为
$&"c

时#电转染有最

高效率$

*'%!f,%!$

&

+

'

在电压一定的条件下#细胞存活系数一定的情况下#电转

染中其他条件的改变#也对电转染效率有着重要的影响'电转

染效率在细胞密度在$

"%(

!

$

&

a$"

*

"

<\

之间时#随着细胞密

度的增加而有增加'这个数值间#因为细胞数量越大#而相对

的能够获得电转子的细胞个数越多'而在细胞密度大于
$%(

a$"

*

"

<\

后#细胞电转染效率反而降低'因为本实验中选用

的电转杯是
"%!=<

规格的#细胞密度过大会使得细胞在电转

时电刺激过程受到影响#可能导致部分细胞没有达到阈值#而

使得成功获得的电转子数反而减小#最终导致电转染效率的降

低)

$!

*

'质粒浓度对电转染效率也起着一定的影响作用'从实

验结果可以看出#质粒浓度对电转染效率的影响并不是一个简

单的线性关系'当质粒浓度低于
!"

+

D

时#电转染效率随着质

粒数的增加有明显的升高#当质粒浓度为
!"

!

,"

+

D

之间时#

质粒浓度的增加并没有太大影响电转染效率#

$"

+

D

数值上的

变化仅提高了
"%&+

的转染效率'当质粒浓度高于
,"

+

D

时#

电转染效率反而随着质粒数的增加而降低'在细胞密度一定

时#质粒浓度在未达到饱和状态时电转染效率会随着质粒浓度

的增大而提高#但当质粒浓度达到饱和状态后#电转染率就没

有太大的变化)

$,

*

'在质粒浓度过大的情况下#电转染率反而

有下降的趋势#考虑可能是质粒浓度过大#内毒素对细胞毒性

也相应增大#从而导致电转染率的下降'

综上所述#本实验表明在电压
$&"c

(细胞密度
$"

* 个"毫

升(质粒数
,"

+

D

(电转缓冲液为优化培养基时#电转染效率可

以达到最高#为$

*'%!f,%!$

&

+

'通过优化
U7?O>65

细胞的电

转染条件#对
U7?O>65

细胞的电转染效率有明显提高'在将

来的白血病等以
U7?O>65

细胞作为研究模型的基础和临床研

究中提供了有效的实验研究方法'
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