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三种方法转染绿色荧光蛋白质粒的效果评价

孙丽娜!魏建春!张慧娟!张恩民!俞东征!海!荣

摘!要!目的!比较常见的真核细胞转染技术!评价采用绿色荧光蛋白为报告基因来观察细胞转染效率高低的方法$

方法 !分别采用磷酸钙法'电穿孔法和脂质体法将 ERQS7NP% 质粒转染 P$6 N+ 细胞!对每种方法的转染效率及对细胞的毒性

进行评价$ 结果!脂质体法的转染率为 *+V!电穿孔的转染率为 O)V!磷酸钙法的转染率为 (-V$ 脂质体法转染对细胞的毒性

最小$ 结论!采用绿色荧光蛋白为报告基因的真核细胞转染技术中!脂质体法是效率高'安全性大的方法$

关键词!绿色荧光蛋白!转染!脂质体
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!!基因转染技术是指将外源分子如 .B5'<B5等导

入真核细胞的技术!它是研究基因表达'调控'突变分

析等的常规工具$ 在基因转染的载体中!绿色荧光蛋

白"QS7#载体已经成为一种新型荧光探针工具!以其

独特的生物学特性为活细胞内生物大分子在细胞内的

定位和相互作用的实时可视化研究提供了可能$ 此

外!增强型绿色荧光蛋白"RQS7#是经过改造的 QS7!使

其荧光增强 O W), 倍!RQS7可以作为报告基因来反应

基因的转染效率!其表达产物非常容易被鉴定
/%0

$

目前!将外源基因导入细胞常用的方法有*磷酸

钙法'电穿孔法和脂质体介导法等
/(0

$ 转染技术的

选择对转染结果影响很大!本研究通过采用绿色荧光

蛋白为报告基因!瞬时转染 P$6 N+ 细胞!比较磷酸

钙法'电穿孔和阳离子脂质体法这 ) 种转染方法的转

染效率及它们对细胞生长的影响!来确定转染效率高

且对细胞毒性小的基因转染方法$

材料与方法

%A材料*绿色荧光蛋白质粒 ERQS7NP% 由香港中文大学

提供!P$6 N+ "非洲绿猴肾成纤维细胞#购自武汉大学细胞

库$ P=P@

(

购自 U2=>[:> 公司!电穿孔仪购自 :EE:>;1̀a公司!

阳离子脂质体 @2E1a:MD=Z2>:(&&& 购自 2>b2D̀1[:> 公司$

(A方法*"%#ERQS7NP% 质粒的大量提取与纯化*将 ERQJ

S7NP% 质粒转化入 .#,

*

!)+j!摇床 ((& F̀Z2>!过夜培养细

菌 (,&Z@!按照试剂说明书!用 n45QRBND2E,&& 柱子大提质粒

并纯化$ 测定质粒浓度!用紫外分光光度计分别测 $.(*&'

$.(-& 值!计算 .B5浓度!并检测其纯度$ "$.(*&F$.(-&

比值一定要在 %A- W(A& 之间 #$ "(# P$6 N+ 细胞的培养*

P$6 N+ 细胞培养于 <794%*O& 完全培养基中!)+j!,VP$

(

条件下培养!接种量为 % Y%&

,

细胞F毫升!细胞长满至单层后

"约 ( W) 天#!用胰酶消化传代!使细胞保持在对数生长期$

")#) 种不同转染方法*

#

磷酸钙转染法*指数生长的细胞!转

染时细胞的汇合度不能超过 -&V!于 ,Z@灭菌塑料管内混合

%&&

-

@(A,Z1@FX P=P@

(

与 (,

-

[质 粒 .B5! 用 &A% YUR

"E#+\*#将体积补至 %Z@$ 室温下将以上 ( Y钙 N.B5溶液

与等体积的 ( Y#R7R6 盐溶液混合$ 迅速敲弹试管侧壁混匀

溶液!静置 %Z2>$ 立即将磷酸钙 N.B5悬液转移至上述单层

细胞的细胞培养基中$ 每 %Z@培养基加 &A%Z@悬液$ 轻轻摇

动平皿混匀培养基!培养基会变成浑浊的桔黄色$ 室温下孵

育 %,Z2>!再加入培养液$ 将转染的细胞置于含 ,VP$

(

的

.+(.
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)+j温箱孵育 ( W*C 后!吸去培养基与 .B5沉淀$ 加入 ,Z@

)+j预热的完全培养基!继续培养细胞!荧光显微镜下观察转

染效率+

$

电穿孔转染法*细胞生长到对数期!用胰酶消化!

Oj!%&&&[离心 ,Z2>$ 用 &A, 倍体积的电穿孔液重悬细胞!细

胞密度调至 ) Y%&

*

细胞F毫升$ 将 O&&

-

@的细胞悬液"%&

*

W

%&

+

细胞#内加入 )&

-

[的质粒 .B5!用吸管将细胞和 .B5轻

轻混匀$ 将混合物加入电转化池中!冰浴$ 注意*混匀时不要

产生气泡$ 将电转化池移至电极间放电!% W(Z2> 后!取出电

转化池!冰浴!立即进行下一步操作$ 用灭菌的吸头将电穿孔

的细胞转移至培养皿中!加入细胞完全培养液!置于含 ,V

P$

(

的 )+j温箱孵育!用于转染效率观察+

&

脂质体转染法*

转染前 (OC!用胰蛋白酶消化收集处于对数生长期的细胞!细

胞加入 %( 孔板内!每个孔内加 (Z@已调整好浓度的细胞悬

液!使每个孔内细胞数为 ) Y%&

,

!)+j!,VP$

(

培养箱孵育!

(OC 后细胞密度达 -&V左右!可以用来转染$ 按照 X2E1J

a:MD=Z2>:(&&& 脂质体使用说明书!取 )A&

-

[用于转染的质粒

加入 %&&

-

@无血清'无抗生素的 $ED2N9R9液!轻轻混匀$ 取

(

-

@脂质体加入 %&&

-

@$ED2N9R9!轻轻混匀!室温下孵育

,Z2>$ 将稀释的质粒和稀释的 X2E1a:MD=Z2>:(&&& 混合!轻轻混

匀!室温下孵育 (&Z2>$ 将混合物加到 %( 孔板的每个孔内!每

个孔内加入混合物的体积为 (&&

-

@!轻轻混匀$ )+j!,VP$

(

培养箱孵育 O W*C 后将含有脂质体和质粒的培养液换掉!代

之以含有 %&V小牛血清 %*O& 培养液!置于 )+j!,VP$

(

培养

箱孵育+

'

比较 ) 种转染方法对于 ERQS7NP% 质粒的转染效

率*分别用 ) 种方法转染细胞后!利用倒置荧光显微镜观察绿

色荧光蛋白的表达!并计数细胞的转染效率$ 分别用 ) 种方

法转染后的 (O W+(C!观察细胞的生长状况$

结!!果

%A绿色荧光蛋白在 P$6 N+ 细胞中的表达*ERQJ

S7NP% 质粒转染的细胞!在倒置荧光显微镜下蓝光

" W)',>Z#激发时!可以见到细胞内发射出均匀明亮

的绿色荧光"封三彩图 %#$

(A绿色荧光蛋白在瞬时转染细胞中表达的动力

学*将 ERQS7NP% 质粒转染的细胞后!动态观察从转

染后 * W+(C 内!绿色荧光蛋白在细胞内的表达随时

间的变化$ 在 (& 倍视野下!随机计数 ,&& 个细胞!绿

色荧光蛋白的水平用荧光强度来测定$ 结果显示!最

早在转染后的 *C 可见到 RQS7蛋白的表达!它的表

达逐渐增高!在 (%C 达到高峰!之后!RQS7的表达随

时间的延长而逐渐减低"图 %#$

)A磷酸钙'电穿孔和脂质体法转染 ERQS7NP%

质粒效率的评定*"%#) 种方法转染效率高低的比较*

将 P$6 N+ 细胞培养至对数生长期!经胰酶消化传

代!以每孔 O Y%&

,

细胞接种于 * 孔板$ )+j!,VP$

(

培养箱孵育 (&C 后!细胞的汇合度约为 -&V!用上述

图 LF!H-ST 细胞在转染 @$P%&S!L 后的

U VTM3*绿色荧光蛋白表达的水平

!

) 种方法分别进行转染!每 % Y%&

,

细胞中加入 ERQJ

S7NP% 质粒 %

-

[!具体操作过程同上$ 在转染后的

(%C!荧光显微镜下观察!并随机计数 ,&& 个细胞中!

表达 RQS7的阳性细胞百分比$ 结果表明!脂质体法

的转染最高!为 *+V+电穿孔的转染率较高!为 O)V+

磷酸钙法的转染率相对较低!为 (-V "图 (#$ "(# )

种方法转染 ERQS7NP% 质粒后!观察细胞的生长状

况*结果显示!在用磷酸钙和脂质体法转染后!细胞的

生长状态良好!细胞较好贴壁$ 但是!用电穿孔转染

后!从转染后 (OC 起!有将近一半的细胞漂浮!并可见

到细胞碎片$ 另外!在转染后的 (O W+(C!采用台盼

蓝法计数活细胞$ 每种的细胞分别取 ) 孔进行计数!

计算平均值!分析细胞的增长状况"图 )#$ 细胞计数

结果表明!采用脂质体法和磷酸钙转染法的细胞增长

状态与未处理的细胞相近!这两种方法对细胞的生长

没有明显影响$ 而电穿孔转染后!活细胞计数明显下

降!表明有大量的细胞死亡$

图 MFN 种方法转染转染效率的比较

!

图 NFN 种方法转染对 !H-ST 细胞生长的影响

!

.-(.
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实验采用 ) 种不同的转染方法!将报告基因绿色

荧光蛋白瞬时转导入真核细胞!结果显示脂质体法的

转染效率最高!细胞毒性最小!是一种较为理想的转

染方法$

本实验将绿色荧光蛋白的哺乳动物表达载体

ERQS7NP% 转导入真核细胞中!观察到 RQS7发出明

亮的绿光!并且 RQS7的表达和转染的时间有相关

性!即从转染后的 *C 开始表达!到 (%C 到达高峰!之

后!其表达强度随时间延长而逐渐减低$ 这表明绿色

荧光蛋白是非常易于检测的报告基因!并且它的表达

具有时效性$

我们比较了磷酸钙法'电穿孔法和脂质体法对于

绿色荧光蛋白瞬时转染的效率$ 结果显示!脂质体法

的转染效率最高!对细胞生长影响的不良反应最小$

综合比较这 ) 种转染方法!磷酸钙法是磷酸钙 N.B5

复合物黏附到细胞膜并通过胞饮进入目的细胞的细

胞质
/)0

$ 电穿孔是通过将细胞暴露在短暂的高场强

电脉冲中转导分子的方法
/O0

$ 阳离子脂质体转染是

带负电的 .B5自动结合到带正电的脂质体上!形成

.B5N阳离子脂质体复合物!被俘获的 .B5就会被

导入培养的细胞$ 通过实验!我们可以看到磷酸钙法

优点为价格低!细胞毒性小!但是!该实验对技术的要

求较高!且实验的重复性较差$ 每种试剂都必须小心

校准!保证质量!因为甚至偏离最优条件 %F%& 个 E#

值!都可能导致磷酸钙转染的失败
/,0

$ 电穿孔法虽

然很多报道表明电穿孔转染效率很高!但是!一般情

况下成功的电穿孔过程都伴随高度",&V或更高#的

毒性!会引起细胞的死亡$ 另外!高强度的电场脉冲

也能引起细胞融合!可能会影响到细胞的性状和生

长
/*0

$ 阳离子脂质体介导的转染方法是因转染效率

高'安全'细胞毒性小'无免疫原性'操作简单!成为较

理想的转染方法
/+0

$

此外!采用阳离子脂质体法为保证转染的成功!

在操作的过程中需要注意选用对数期生长的细胞!尽

可能地提纯用于转染的质粒 .B5!去除内毒素的污

染可保证理想的转染效果!应按照转染说明书适量配

比用于转染 .B5量和脂质体量!并进行预实验找到

最佳的比例等$

总之!在以绿色荧光蛋白为报告基因的真核细胞

转染系统中!脂质体法是相对转染效率高'毒性小的

理想的转染方法$
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基于 W&=!SXSBH%的经前期综合征

肝气逆证大鼠模型代谢表征研究
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摘!要!目的!研究经前期综合征"796#肝气逆证大鼠代谢指纹差异!以期为 796 肝气逆证在代谢层次上的发病机制寻
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