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影响人脐静脉内皮细胞脂质体转染 
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【摘 要】目的：探讨影响人脐静脉内皮细胞转染效率的因素，为优化外源基因在其中的表达提供实验依据。方法：选用适于转 

染人脐静脉内皮细胞的脂质体lipofectin，采用不同的转染条件：脂质体和DNA的用量；铺板密度；细胞与DNA一脂质体复合物 

孵育时间转染内皮细胞。荧光显微镜 、流式细胞仪测定不同转染参数下的转染效率。 结果：(1)24孑L板中，铺板密度大于 2×l0 

个 ／孔和孵育时间超过 4 h，反而使转染效率下降。(2)随质粒质量增加转染效率逐渐上升 ，达峰后质粒质量的增加并不能显著增 

高转染效率。(3)转染效率达峰前，随着脂质体用量的增加 ，转染效率增高；达峰后 ，脂质体用量的增加，转染效率反降低。当DNA 

( g)和脂质体( 1)的用量比为 1：6～1：8时，获得最高的转染效率：18．62％。 结论 ：采用优化后的转染参数在人脐静脉内皮 

细胞转染中可获得较优的转染效率。 
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The infIuenCing factOrS fOr efficienCy Of lipOSOme—mediated tranSfeCtiOn Of 

pReceiver—M29一PRKCB1 lntO human umbilicaI vein endOtheIiaI Cell 

D Ⅳ ，J 伽 。e 

(D印 凡 Q厂 d0cr nof0gy， e尼 Z ed 0印 ， 。 胁  c ) 

【Abstract】O赴 8c坑 e：To observe the innuencing factors f0r e佑ciency of liposome—mediated trans cti0n into human umbilica1 vein 

end0thelial cell(HUVEC)． B 0ds：Trans I ng HUVECs by distinct c0nditions，such as mtios of lip0some and plasmid，densities of per 

weU and diⅡ．erent times 0f incubation，and tTansfection rates were observed and cakulated byⅡuorescent micmscope and n0w cytometry． 

∞ Z括： (1)when density 0f per weU exceeded 2×l04 and times exceeded 4 h0urs，liposome—mediated tmnsfection emciency of 

end0thelial ceUs decI℃ased．(2)With adding plasmid quality， trans ction mtes increased；while plasmid quality exceeded 1．0 g，in 

condition 0f 2×l0 per well and liposome v0lume 2 l，transfection e佑ciency reached the peak leveL(3)With adding lip0s0me volume， 

trans ction rates increased；while lipos0me volume was 8 l，in condition 0f 2×104 per wel1 and plasmid quality 1 g，tmns ction 

emciency was depressed．When ratios of liposome and plasmid were 1：6 ～1：8，the optima1 tmnsfection emciency was 1 8．62％ ． 

( c }s 0竹：Using 0ptimaltmns ction pammeter，we obtained the optimal trans ction emciency． 

【Key w0rds】Liposome； rrans cti0n；Human umbilical vein endothelial ceⅡ 

血管并发症已成为糖尿病患者致残 、早亡的重 

要病因l1I 2】。人脐静脉内皮细胞(Human umbilical vein 

endothelial cell，HUVEC)作为研究糖尿病血管并发 

症常用的靶细胞，已广泛用作分子机制研究 ，细胞 

转染则是这类研究中强有力的工具。HUVEC不同 

于其他细胞的生理功能异质性决定了内皮细胞转 

染效率不高，故提高其转染效率具有重要的科研价 
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值。本文研究了影响人脐静脉内皮细胞转染效率的 

多个参数：脂质体和 DNA的用量，铺板密度及细胞 

暴露于 DNA一脂质体复合物中的时间。通过荧光显 

微镜及流式细胞仪检测手段，优化转染条件。提高 

了HUVEC转染效率，为进一步外源基因研究提供了 

重要工具。 

l 材料和方法 

1．1 主要试剂及仪器 

人脐静脉内皮细胞株 、DH5 由重庆医科大学基础医学 
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研 究 所 保 存 ；p R e c e i v e r — M 2 9 一 P R K C B l 为 本课 题 组 构 建 并 测

序 的携带 P R K C B l 目的基 因 的真核 表 达 质粒 。 去 内毒素质 粒

抽 提 试 剂 盒 ( 博 大 泰 克 ) ；序 列 分 析 ( 上 海 生 工 生 物 工 程 技 术

服务有限公 司 ) ；l i p o f e c t i n (I n v i t r o g e n ) ；荧光显 微镜(N i k o n T E 2 0 0 0

一 U ) ；流 式 细胞 仪 ( B e c t o n — D i c k i n s o n 公 司 ) 。

1 ． 2 细 胞 培 养

人 脐静 脉 内皮 细 胞 用 含 1 0 ％ ／b 牛 血 清 、 青霉 素 、 链 霉 素

的 R P M l l 6 4 0 培 养液培 养 ， 培 养条件 为 3 7 ％
， 5 ％ C O ：。

1 ． 3 质 粒 D N A 制 备

按 《分子 克 隆》方 法 制作 D H 5 仪 感 受 态 ， 取 上 述 纯 化 的

重 组 质 粒 1 仙 g 转入 感 受 态 细 胞 中 ， 冰浴 ， 热 激 后 加 人 L B 培

养 基 ， 3 7 ℃ 振 荡 培 养 。 次 日挑 取 白色 单 菌 落 于 含 A m p 的 L B

培 养液 中过 夜 培 养 。 采用 碱裂解 一 中和 法 及 去 内毒 素质粒 抽

提 试 剂盒 ， 结合 台式 高速 离 心 机 抽提质 粒 ， 纯 化 后 备用 。

1 ． 4 转 染 细 胞

我 们用 以 下 方 法 按 影 响转 染 效 率 的铺 板 密 度 、 质 粒及 脂

质体 用 量 和 比例 、 孵 育时 间逐 一 优 化 转 染 条 件 ， 优 化 脂 质 体

( 1i p o f e c t i n ， I n v i t r o g e n )介 导 的人 脐静 脉 内皮 细胞 的瞬时 转染 。

转 染 前 1 d 将 生 长 良好 的 内皮 细 胞 消 化 后 按 不 同要 求

接种 于 无 菌 2 4 孔 板 上 ， 完全 培 养 基 培养 。 待细胞 融 合 至 5 0 ％

～ 6 0 ％ ， 使用 I n v i t r o g e n 公 司推荐 的内皮细胞特异转染试剂 l i p o —

f e c t i n 转 染 。

将 0 ． 2 ～ 1 ． 2 肛 g 质 粒 D N A 用 1 0 0 斗 l 双 无 ( L B 培 养 液

去 抗 生 素及 血 清 )培 养液 稀 释 于 1 ． 5 m l E P 管 中 。

脂 质体使用 前 轻混 。 将 l ～ 1 0 斗 1 l i p o f e c t i n 用 1 0 0 ¨ l 双

无 培养 液稀 释 于 1 ． 5 m l E P 管 中 ， 室 温 下 孵 育 3 0 ～ 4 5 ra i n 。

将 2 、 3 步混 合物轻 混 后 于 室 温 下 静 置 孵 育 1 0 ～ 1 5 m i n ，

以 利 于 D N A 一 脂 质体 复合 物形 成 。

转染 前 使用 双 无 培养 液 清洗细胞 2 遍 ， 弃尽 培 养液 。

向 每 孔 中加 入 8 0 0 斗 l 双 无 培 养 液 ， 混 匀 后 ， 将 孵 育好

的上 述 混 合物逐 滴加入 对 应 的孔 中 ， 边 加边 摇 匀 。

加好后 ， 将 细 胞 置 于 3 7 ％ 孵箱 ， 孵 育时 间 2 ～ 8 h 不 等 。

在 不 同的 孵 育 时 间点 ， 将 培 养 基 置 换 成 完 全 培 养液 ( 含

1 0 ％ 的 小 牛 血 清 ) 。 转染 后 4 8 h ， 摄 像并 收集 细胞 ， 重 悬 后 上

流式 细 胞 仪测 定 转染 效率 。

1 ． 5 转 染 效 率

转 染 后 4 8 h ， 使 用 0 ． 2 5 ％ 的胰 酶 消化 孔 板 的 细 胞 ， 完全

培养液 ( 含 10 ％ 的小 牛 血 清 )终 止 消化 后 收集 细胞 ， 重 悬 后 上

流 式 细 胞仪测 定转染效率

2 结 果

2 ． 1 不 同 观 测 时 间 对 转 染 效 率 的 影 响

2 4 孔 板 上 ， 不 同 观 测 时 间 发 现 ：转 染 2 4 h 后 ．

H U V E C s 内始 见 绿 色 荧 光 蛋 白表 达 ，
4 8 h 表 达 最 稳

定 ， 7 2 h 可 见 荧 光 蛋 白淬 灭 ( 细 胞 形 态 消 失 ) 如 箭 头

所 示 。 故 而 确 定 转 染 4 8 h 后 为 转 染 效 率 检 测 的 最 佳

时 间 窗 ， 见 图 l 。

图 1 不 同观 测 时 间 ( A 。 C ：2 4 h 、 4 8 h 、 7 2 h ) 。 荧 光 显 微 镜 下 荧 光 蛋 白 的表 达 量 ( x 2 0 0 )

2 ． 2 铺 板 密度 对 转 染 效 率 的 影 响

2 4 孔 板 上 ， 不 同数 量 的 内皮 细 胞 ( 1 x l O
。 个／孔 、

2 x l O
。

个／：E 、
4 x l O

。
个 ／- { L ) 被 p R e c e i v e r — M 2 9 一 P R K C B 1

0 ． 5 斗g 、 2 Ix l l i p o f e c t i n 转 染 ， 暴 露 时 间 固 定 为 4 h 。 其

转 染 效 率 与 细 胞 数 关 系 如 图 2 所 示 。 细 胞 数 增 加 到

2 x l O
。

个 ／：f L 时 ， 转 染 效 率 最 高 ， 随 细 胞 数 进 一 步 增 加

转 染 效 率 反 下 降 。

2 -3 D N A 质 量 对 转 染 效 率 的 影 响

2 4 孔 细胞 培 养 板 上 固定 下 列 参数 ：细 胞 数 2 x l O
。

个 ／-f
：

L ；脂 质 体 用 量 2 斗l ；作 用 时 间 4 h
， 观 察 转 染 不

同量 的 p R e c e i v e r
- M 2 9 - P R K C B 1 (0 ．2 Ix g 、0．4 斗g 、0 ． 6 肛g 、

0 ． 8 斗g 、 1 ． 0 I．z g 、
1 ． 2 Ix g ) 质 粒 入 内皮 细 胞 的转 染 效 率 。

结 果 如 图 3 所 示 ， 随 质 粒 质 量 增 加 转 染 效率 逐 渐 上

升 ， 当质 粒 质 量 为 1 ． 0 斗g 可 得 到 最 高转 染 效 率 。 之

后 随 着 质 粒 质 量 的 增 加 转 染 效 率 无 明 显 增 高 。

2 ． 4 脂 质 体 剂 量 对 转 染 效 率 的 影 响

当用 2 4 孔 细 胞 培 养 板 培养 H U V E C s ． 固定 下

列 参 数 ：每 孔 细 胞 数 2 x l O
。

个 ；质 粒 用 量 1 Ix g ；作 用
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时 间4 h ， 本 文 探 讨 了 不 同量 的 l i p o f e c t i n ( 1 斗l 、
2 “l 、

3 斗l 、 5 肛l
、 8 斗l 、

1 0 “1 ) 转 染 内皮 细 胞 ， 对 转 染 效 率 的

影 响 。 结 果 如 图 4 所 示 ， 脂 质 体 用 量 增 加 到 8 ¨l 时

转 染 效 率 最 高 ， 之 后 随 脂 质 体 用 量 增 加 转 染 效 率 逐

渐 下 降 。

2 ． 5 孵 育 时 间 ( D N A 一 脂 质 体 复合 物 与 细 胞 作 用 时

间 )对 转 染 效 率 的 影 响

当用 2 4 孔 细 胞 培 养 板 培 养 H U V E C s ， 固 定 下 列

参 数 ：每 孔 细 胞 数 2 x l O
。

个 ；质 粒 用 量 0 ． 5 斗g ；脂 质

体 用 量 2 ¨l ；本 实 验 观 察 了 不 同 的 孵 育 时 间 (2 h
，

4

h
， 6 h ，

8 h ) 对 转 染 效 率 的影 响 。 结 果 如 图 5 所 示 ( 其

中 图③ 可 见 分 裂 象 细 胞 ) ， 当作 用 u ,／l
'

~3 达 4 h 时 ， 转 染

效 率 最 高 ， 以 后 随 作 用 时 间 延 长 ， 细 胞 漂 浮 增 加 ， 转

染 效 率 反 下 降 。 箭 头 所 示 为 正 常 的 贴 壁 ( 红 色 ) 及 漂

浮 ( 蓝 色 ) 的 内皮 细 胞 。

图 2 不 同铺 板 密 度 ( A ～ C ：l x l 0
4 个／子L 、 2 x 1 0

4 个／EL 、 4 x 10
a 个／孔 ) ， 荧光 显 微 镜 下 荧 光 蛋 白 的表 达 量 ( x 2 0 0 )

图 3 不 同量 质 粒 质 量 ( A ～ F ：O． 2 肛g 、 0 ． 4 ¨g 、0 ． 6 斗g 、 0 ． 8 p． g 、 1 ． 0 肛g 、 1 ． 2 肛g ) ， 荧 光 显 微 镜 下 荧 光 蛋 白的 表 达 量 ( x 10 0 )

图 4 不 同 用 量 的脂 质 体 ( I 川 、 2 斗I 、 3 “l 、 5 斗l 、 8 1．z l 、 10 p , 1 ) ， 流 式 细 胞 仪 测 定 的转 染效 率
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图 5 不 同孵育 时 间( A ～ D ：2 h 、 4 h 、 6 h 、 8 l、 ) ， 荧光 显 微镜 下 荧光 蛋 白的表达 量 ( x 2 0 0 ) ， E 为转染 8 h 后部 分 内皮 细 胞 漂 浮 ( x 2 0 0 )

3 讨 论

真核 细 胞转 染 常用 ：电穿孑L法 、 磷 酸钙 法 、 D E A E 一

葡 聚 糖 法 、 病 毒 介 导 法 及 阳 离 子 脂 质 体 法 嘲
。 阳 离 子

脂 质 体 与 D N A 通 过 静 电作 用 构 成 脂 质 体／质 粒 复合

物 ；而 后 ， 复 合 体 通 过 膜 内 吞 作 用 进 入 细 胞 内州
；最

终 ， 在 细 胞 内释 放 质 粒 D N A ， 使 外 源 基 因 得 以 表 达 15 1
。

该 法 介 导 的 真 核 细 胞 转 染 ， 因 其 具 有 毒 性 小 、 操 作

简 便 、 可 重 复 性 好 、 对 包 裹 的 基 因 没 有 限 制 、 又 没 有

病 毒作载 体 引 发 生 物 变 异 和 癌 变 可 能 的 特 点 ， 故 受

到 研 究 者 青 睐 。 但 脂 质 体 法 转 染 效 率 较 低 ， 限 制 了

其 应 用 ， 故 优 化 、 提 高 其 转 染 效 率 可 增 加 此 法 应 用

范 围 。 由 于 不 同 细 胞 其 胞 膜 成 分 的 异 质 性 ， 对 不 同

细 胞 。 需 采 取 特 异 转 染 条 件 ， 才 能 在 最 低 毒 性 时 获

得 最 高转 染 效 率 。

在 I n v i t r o g e n 推 荐 的 针 对 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 的

特 异 性 脂 质 体 一 ]i p o f e c t i n 介 导 下 ， 本 文 探 讨 了影 响 人

脐 静 脉 内 皮 细 胞 转 染 效 率 的 多 个 因 素 ： 如 铺 板 密

度 、 脂 质 体 的 用 量 、 D N A 与 脂 质 体 的 比 例 及 D N A 一

脂 质 体 复 合 物 与 细 胞 作 用 时 间 。 研 究 发 现 ：① 铺 板

细 胞 数 增 加 到 2 × 1 0
。

个／孔 时 转 染 效 率 最 高 ， 随 细 胞

数 增 加 转 染 效 率 反 逐 渐 下 降 ；② 固 定 脂 质 体 量 及 铺

板 密度 ， 随着 质粒 量 增 加 转 染 效率 逐 渐 上 升 ，
D N A 剂

量 为 1 ． 0 斗g 时 可 获 得 最 高 的 转 染 效 率 ， 之 后 随 着 量

的增 加 转 染 效 率 无 明 显 增 高 ；③ 固 定 质 粒 量 及 铺 板

密 度 ， 脂 质体 用 量 增 加 到 8 斗1 时转 染效率 最 高 ，
以 后

随 脂 质 体 用 量 增 加 转 染 效 率 逐 渐 下 降 ；④ 固 定 质 粒

量 及 脂质体体 积 ， 当作 用 时 间 达 4 h 时 ， 转 染 效率 最

高 ， 以 后 随 作 用 时 问 延 长 ， 细 胞 漂 浮 增 加 ， 转 染 效 率

反 下 降 。 故 而 得 出 ：在 2 4 孔 板 中 ， 当铺 板 密 度 为 2 ×

10
。

个／孑L ， 孵 育 时 间 为 4 h
， 质 粒 (斗g )／li p o f e c t i n (斗1) 之

比 在 l ：6 ～ 1 ：8 之 间 时 转 染 效 率 最 高 ， 达 】8 ． 6 2 ％ ，
4 8 h

后 表 达 最 稳 定 。

研 究 表 明 ， 作 为 糖 尿 病 血 管 并 发 症 的 关 键 靶 细

胞 ， H U V E C s 转 染 效 率低下 ， 约 0 ．4 5 ％ 至 1 0 ％ 不 等16 1
。 除

与 磷 脂 双 分 子 层 阻 碍 电 荷 分 子 进 人 的 电 荷 屏 障 机

制 有 关 外 ， 尚有 学 者 认 为 此 亦 与 内 皮 细 胞 保 护 其 下

细 胞 外 基 质 免 受 外 来 有 害 物 侵 袭 ， 而 构 成 生 物 屏 障

的 分 子 功 能 相 关 I’I
。 故 提 高 其转 染 效率 及 上 调 外 源

基 因 表 达 ， 对 阐 明 血 管 并 发 症 的 分 子 机 制 ， 及 细 胞

水 平 的 精 确 干 预 具 有 重 要 科 研 价 值 。 本 研 究 同 时 亦

发 现 ， 在 优 化 的 转 染 条 件 范 围 内 可 获 得 最 大 的 转 染

效 率 ， 而 铺 板 密度 增 大 、 质 粒 D N A 及 脂 质 体 用 量 增

加 、 孵 育 时 间 的 延 长 并 不 能 增 加 转 染 效 率 、 甚 至 破

坏 了 未 转 染 的 正 常 细 胞 ， 使转 染 效 率 降低 。 总 之 ， 我

们 使 用 人 脐 静 脉 内皮 细 胞 特 异 性 转 染 试 剂 ， 按 优 化

后 的 转 染 参 数 取 得 了 较 高 的 转 染 效 率 ， 为 下 一 步 信

号 蛋 白组 学 研 究 和 筛 选 关 键 蛋 白药 靶 提 供 分 子 工

具 。
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