
论著·基础研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．３３．００５

脂质体法与电穿孔法转染两种细胞效率的比较

张禾璇１，单可人２△，何　燕
２，张　婷

２，王婵娟２，官志忠２

（１．贵州省妇幼保健院优生遗传科，贵阳５５０００１；２．贵州省医学分子生物学重点实验室，贵阳５５０００４）

　　摘　要：目的　对比脂质体与电穿孔法对 ＨｅｐＧ２、ＳＧＣ７９０１／ＡＤＭ两种细胞的转染效率。方法　以 ＨｅｐＧ２、ＳＧＣ７９０１／ＡＤＭ

细胞为研究对象，采用脂质体法和电穿孔法分别转染ｐｃＤＮＡ３．１ＥＧＦＰ质粒，流式细胞仪计算细胞存活率，借助绿色荧光标志蛋

白ｅＧＦＰ测算转染效率。结果　利用脂质体转染ｅＧＦＰ质粒至ＨｅｐＧ２细胞所获得的阳性转染率为（２０．８±２．１）％，而电穿孔法转

染效率增高至（４９．６±２．５）％，二者比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。利用脂质体转染ｅＧＦＰ质粒至ＳＧＣ７９０１／ＡＤＭ细胞所获

得的阳性转染率为（２５．４±１．３）％，而电穿孔法转染效率增高至（５２．６±２．１）％，二者比较差异亦有统计学意义（犘＜０．０５）。结论

使用电穿孔法能明显提高大片段载体的转染效率。
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　　细胞转染技术是采用一定的途径将外源分子导入细胞、表

达目的基因的过程。细胞转染载体有病毒载体和非病毒载体

两大类。病毒载体转染效率高，但由于其转染具有免疫原性和

致突变性限制了它的应用；非病毒载体系统具有低毒、低免疫

原性、转移的核苷酸大小范围广和相对靶向性等优点。当用化

学或物理方法转染某些类型细胞效率不高或有毒性时，电穿孔

可能是一种有用的方法［１２］。目前，非病毒载体转染法中运用

最广泛的主要有阳离子脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００

［３４］和电

穿孔法。选择合适的细胞转染方式，高效率质粒转染肿瘤细胞

对于细胞生物学和分子生物学以及肿瘤防治等科学研究有十

分重要的意义［５６］。本研究分别采用脂质体法和电穿孔法转染

人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２、ＳＧＣ７９０１／ＡＤＭ 细胞，并比较转染效

率，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨｅｐＧ２、ＳＧＣ７９０１／ＡＤＭ 细胞株均购自中国科学

院上海生命科学研究院细胞库；ｐｃＤＮＡ３．１ＥＧＦＰ质粒由贵州

省医学分子生物学重点实验室周建奖教授惠赠。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ

ｎｅＴＭ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，电穿孔仪（美国ＢｉｏｒａｄＧｅｎｅ

ＰｕｌｓｅｒＸｃｅｌｌ真核系统），Ｂｉｏｒａｄ０．４ｃｍ电转杯，电转ｂｕｆｆｅｒ（自

配含１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，

６ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖ｐＨ７．２的缓冲液）；ＥｚｇｅｎｅＥｎｄｏＦｒｅｅＰｌａｓ

ｍｉｄｅｚＦｌｏｗＭｉｎｉｐｒｅｐＫｉｔ购自Ｂｉｏｍｇａ公司；ＤＭＥＭ、磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）、胰蛋白酶、胎牛血清（ＦＢＳ）购自 Ｇｉｂｃｏ公司，细胞

培养器皿购自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　ＨｅｐＧ２细胞培养液成分为高糖 ＤＭＥＭ

（含１０％ＦＢＳ，１％双抗）。ＳＧＣ７９０１／ＡＤＭ 细胞培养液成分为

ＲＰＭＩ１６４０（含１０％ＦＢＳ，１％双抗），在细胞培养瓶中培养，每

天换液，２～３ｄ传代１次。

１．２．２　细胞转染　（１）脂质体转染法：完全培养基培养

ＨｅｐＧ２、ＳＧＣ７９０１／ＡＤＭ细胞，转染时取传代３次的对数生长

期细胞，以５×１０４ 个细胞接种至６孔板，每孔设２个复孔，加

入１ｍＬ无抗性培养基，细胞贴壁密度为５０％～８０％时即可进

行转染。将ｅＧＦＰ质粒用相应脂质体Ｌｉｐｏｆｅｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００转

染细胞（详细步骤参见Ｌｉｐｏｆｅｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００产品说明书）。（２）

电穿孔转染法：传代３次的细胞长满７０％～８０％时可用于转

染，ＰＢＳ冲洗３次，０．２５％胰酶消化６０ｓ，完全培养基终止消

化。收集细胞悬液后１０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，弃上清液，用无

２３４４ 重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３３期
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血清培养液洗涤１次，离心后弃上清液，用电转ｂｕｆｆｅｒ重悬２

次，以电转ｂｕｆｆｅｒ重悬细胞至１×１０７ 个／ｍＬ。取１×１０６ 个细

胞悬液和ｐｃＤＮＡ３．１ＥＧＦＰ质粒１０μｇ分装入０．４ｃｍ电转杯

中，小心混匀后４℃静置１０ｍｉｎ，以１个电脉冲、脉冲时间２０

ｍｓ、电压２７０Ｖ方波电转。电转后培养于１２孔板，电转后转

移至３７℃、含１５％ＦＢＳ的培养基培养，每孔设两个复孔。

１．２．３　细胞存活率测定　两种转染实验中均设置未转染的细

胞为阴性对照，且各组细胞数量保持一致，完成转染后培养８

ｈ，胰蛋白酶消化各组细胞，以流式分析细胞计数，各转染组细

胞数与阴性对照细胞数的比值即转染８ｈ的细胞存活率。

１．２．４　转染效率测定　电转染后培养４８ｈ，借助绿色荧光标

志蛋白ｅＧＦＰ判断转染效率。用ＰＢＳ洗涤贴壁细胞３遍后置

显微镜下观察，由于ｅＧＦＰ为绿色荧光，显微参数为４８０ｎｍ激

发波长，５２０ｎｍ发射波长。每孔共计５个高倍镜视野观察计

算绿色荧光细胞数。转染效率（％）＝绿色荧光细胞数／总细胞

数×１００％，取５个视野平均值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用独立样本狋检验。以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞存活率　重复３次以上实验，脂质体法转染 ＨｅｐＧ２

细胞存活率为（６５．７±１．８）％，电穿孔法 ＨｅｐＧ２细胞存活率为

（３８．５±２．４）％，二者比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。脂

质体法转染ＳＧＣ７９０１／ＡＤＭ细胞存活率为（６０．６±１．４）％，电

穿孔法ＳＧＣ７９０１／ＡＤＭ细胞存活率为（３７．２±１．６）％，二者比

较差异亦有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　细胞转染率　重复３次以上实验，利用脂质体转染ｅＧＦＰ

质粒至 ＨｅｐＧ２细胞所获得的阳性转染率为（２０．８±２．１）％，而

电穿孔法转染效率增高至（４９．６±２．５）％，二者比较差异有统

计学 意 义 （犘＜０．０５）。利 用 脂 质 体 转 染 ｅＧＦＰ 质 粒 至

ＳＧＣ７９０１／ＡＤＭ细胞所获得的阳性转染率为（２５．４±１．３）％，

而电穿孔法转染效率增高至（５２．６±２．１）％，二者比较差异亦

有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

　　脂质体法是通过脂质双分子层所构成的囊状载体包裹外

源基因与细胞膜融合内吞而完成外源基因的导入，该方法操作

简便、细胞毒性低，但对细胞具有选择性，转染效率受细胞类型

影响。电穿孔法是利用高强度的电场瞬时改变细胞膜的状态

和通透性，从而吸收周围介质中的外源分子进入细胞，具有简

单易行、可重复性强、安全性高、适用性广等优点［２］，但伴随较

高的细胞毒性。

本研究选取较大分子带ＧＦＰ绿色荧光蛋白的质粒ｅＧＦＰ

为转染物，以常用的阳离子脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００和电

穿孔两种方法分别转染 ＨｅｐＧ２、ＳＧＣ７９０１／ＡＤＭ 细胞。脂质

体表面带正电荷，与核酸中带负电荷的磷酸根相互吸附形成脂

质体核酸复合物，该复合物能与细胞膜表面负电荷相互吸附，

通过胞饮作用进入细胞内［７８］。利用脂质体法转染ｅＧＦＰ质粒

的转染效率为（２０．８±２．１）％，这与朱晓莹等
［９］的结果相符，用

于转染时，脂质体虽具有良好的膜亲和性，但缺点在于其细胞

毒性和低转染效率性［１０］。电穿孔法是利用外加电场产生一定

的电脉冲，诱导活细胞产生跨膜电位，由于外加电场强度大于

细胞膜穿孔的临界值，引起细胞质膜结构暂时性改变，导致细

胞膜形成可恢复的孔隙，细胞膜产生小孔，从而使外源基因进

入细胞内。相较脂质体转染技术，电转技术因较大的电压刺激

使得电转后细胞的死亡率较高。有研究发现，细胞存活率在

５０％左右时的电场参数可获得最佳的转染效率
［１１］。本研究结

果显示，脂质体法转染时细胞存活率较高，电穿孔转染时细胞

存活率虽然偏低，但是电穿孔法转染可使上述两种细胞的转染

效率均提高至５０％左右，提示使用电穿孔法能明显改善大片

段载体低转染效率的情况，这与江雪等［１２］的观点一致。

综上所述，脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００更容易包裹吞入

片段较小的转染物，电穿孔法操作简单，能将ＤＮＡ、ＲＮＡ、抗

体、酶等物质转入细菌、动物细胞、植物细胞等，改善大片段载

体低转染效率的情况，更适合用于常规环状质粒转染构建工程

细胞。
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