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Nucleofector
TM
与脂质体转染 PA317细胞效率的比较

代　飞 ,吴　军 ,陈希炜 ,贺伟峰 ,张小容　　(第三军医大学西南医院全军烧伤研究所 ,创伤烧伤复合伤国家重点实验室 , 重
庆 400038)

　　提　要:目的　比较传统的脂质体转染技术与NucleofectorTM转染技术将 pLXSN-CTLA4Ig-TRES2-EGFP重组质粒转染入

PA317细胞的效率。方法　分别用脂质体技术与 NucleofectorTM转染技术将 pLXSN-CTLA4Ig-IRES2-EGFP 重组质粒转染

PA317细胞 , 应用倒置荧光显微镜 、流式细胞仪检测转染后PA317 细胞绿色荧光蛋白表达情况及阳性细胞率 ,比较两种方

法的转染效率。结果　脂质体转染后 4、8 h 未观察到阳性细胞 ,转染后 12 h 阳性率为(0.59±0.2)%, 转染后 24 h 阳性率

为(4.39±2.43)%;NucleofectorTM转染技术转染后约 4 h观察到阳性细胞 ,转染后 12 h 阳性率为(12.27±3.38)%, 转染后 24

h 阳性率为(50.16±2.41)%。两者比较 ,在转染后 12 、24 h , 后者阴性率显著高于前者(P<0.01)。 结论　NucleofectorTM技

术与传统的脂质体技术比较 ,是一种具有转染速度快 、效率高的新的转染技术。
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Comparison of transfection efficiency of Nucleofector
TM
and liposome transfection tech-

niques for transfection of recombinant plasmid into PA317 cells
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　　Abstract:Objective　To compare the traditional transfection efficiency of liposome transfection technique and

Nucleofector
TM

technique for the transfection of PLXSN-CTLA4Ig-TRES2-EGFP recombinant plasmid into PA317

cells.Methods　Liposome transfection technique and Nucleofector
TM

technique were employed for the transfection of

pLXSN-CTLA4Ig-TRES2-EGFP recombinant plasmid into PA317 cells , respectively.The expression of green fluores-

cent protein(EGFP)by PA317 cells and the positive cell rates were detected with inverted fluorescence microscope

and flow cytometer for the comparison of the transfection efficiency by the two methods.Results　Positive cells were

not observed at 8 h after liposome transfection.Liposome transfection technique resulted in positive cell rates of(0.59

±0.2)% and(4.39±2.43)% at 12 h and 24 h , respectively .However , Nucleofector
TM

technique revealed posi-

tive cells at 4 h , and resulted in positive cell rates of(12.27±3.38)% and(50.16±2.41)% at 12 h and 24 h ,

respectively.Conclusion　Compared with the traditional liposome transfection technique , Nucleofector
TM

technique

is a transfection technique with faster speed and higher efficiency.

　　Key words:CTLA4Ig;Nucleofector
TM

technique;liposome

　　德国 Amaxa 公司的 Nucleofector
TM
细胞转染技术是

将转染的电穿孔技术和专用的转染试剂结合起来 ,针

对不同的细胞类型 ,采用最优化的转染程序 ,以达到最

理想的转染效率的一种方法。具有转染效率高 、转染

速度快和操作简便等优点;尤其是在转染原代细胞和

现有方法难于转染细胞系的转染方面具有优势
[ 1]
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离子脂质体是一种本身带正电的脂质囊泡 ,它与带负

电的 DNA分子稳定结合并能通过细胞的质膜 ,从而将

目的基因传递到细胞内与基因组整合;被认为是一种

具有广泛应用前景的细胞转染载体
[ 2]
。本研究用上述

两种方法分别将 pLXSN-CTLA4Ig-IRES2-EGFP 质粒转

染入 PA317细胞中 ,比较了两种方法的转染效率 。

1　材料与方法

1.1　材料
　　pLXSN-CTLA4Ig-IRES2-EGFP 由本室构建和保存[8] ;PA317

细胞由本室培养和保存;DOTAP 脂质体试剂购自 Roche 公司
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(美国);NucleofectorTM转染试剂购自深圳达科为公司;质粒提取

试剂盒购自 Omega 公司(美国);其余试剂为进口或国产分析

纯。

1.2　方法
1.2.1　提取 pLXSN-CTLA4Ig-IRES2-EGFP(简称:PLCIE)质粒　

　将含 PLCIE 的冷冻保存的 JM109 菌落解冻后涂 AmprLP 板 ,

37 ℃过夜;挑阳性克隆入 Ampr 培养液 37 ℃、150 r min 摇过

夜;应用 Omega质粒提取试剂盒提供的方法提取质粒 , 进行酶

切鉴定 、DNA浓度和纯度鉴定。

1.2.2　PA317细胞培养和转染准备　　将液氮保存的 PA317

细胞株复苏 , DMEM+10%NCS 培养基培养。在 DOTAP转染前

1 天传代于 6孔板中 , 接种密度为1.5×105 ml;次日细胞生长至

60%～ 80%融合时进行 DOTAP转染 。NucleofectorTM转染技术的

细胞不需特殊处理。

1.2.3　细胞转染方法　　DOTAP 介导的转染方法:取6μg PL-

CIE入无菌 EP 管①中 ,HBS 液稀释至 60μl(DNA浓度为 0.1μg 

μl);取 36 μl DOTAP液入另一 EP 管②中 ,HBS 液稀释至 120μl;

将①和②轻柔混合后室温孵育 15 min;然后与 6 ml培养基混合

备用。观察 6 孔板中的细胞已 80%融合 , 吸去所有培养基 , 每

孔中加入 1 ml 转染液进行转染 , 6 h 后更换培养基继续培养。

NucleofectorTM转染方法:消化 、离心收集 PA317 细胞 , 细胞数为

106 , 选择针对 NIH3T3 细胞的转染液 100 μl重旋细胞(因为

PA317是缺陷型逆转录病毒感染后的 NIH3T3 细胞), 加入2μg

PLCIE 混合后移入 Amaxa特制小杯;然后将小杯放入 Nucleofec-

torTM转染仪中 ,选择 NIH3T3 细胞转染程序电转 3 s , 取出小杯用

500 μl培养基冲洗后移入 6 孔板的一孔中培养。按上述方法重

复转染 5次 , 分别移入 6 孔板其余 5 孔 ,最后每孔加入 1 ml培

养基培养。

1.2.4　荧光显微镜观察及流式细胞仪检测　　转染后每 4 h

进行倒置荧光显微镜观察;转染后 12 、24 h 分别取 6 孔板中的 3

孔细胞作流式细胞仪检测。

1.2.5　统计学处理　　转染率以( x ±s)%表示 ,用 SPSS 统计

软件行 t检验。

2　结果

2.1　PLCIE 质粒提取及鉴定
　　应用Omega质粒提取试剂盒提取质粒后 ,分光光度计测定

质粒浓度为 0.198μg μl ,纯度大于 95%(A260 A280为 1.93)。 PL-

CIE 质粒经 XhoⅠ单酶切出现 9.2 kb单一片断;XhoⅠ 、StuⅠ 双

酶切出现(5.6+3.6)kb 两个片断。与理论值相符。

2.2　荧光显微镜观察及流式细胞仪检测
　　DOTAP介导 PLCIE 转染 PA317细胞后4 、8 h 倒置荧光显微

镜下未见 EGFP 表达;转染后 12 h 见少量 EGFP阳性表达细胞 ,

流式细胞仪检测阳性率为:(0.59±0.2)%;24 h 后阳性率为:

(4.39±2.43)%。NucleofectorTM转染 4 h 后即见到较多 EGFP 阳

性表达细胞 ,转染 8 h 后见到更多阳性细胞;12 h后流式细胞仪

检测阳性率为:(12.27±3.38)%, 见图 1;24 h 后阳性率为:

(50.16±2.41)%, 见图 2。 NucleofectorTM技术转染 PA317 细胞的

转染率在转染后不同时相点均显著高于 DOTAP 介导转染 , 见

表 1。

图 1　倒置荧光显微镜观察PA317细胞 EGFP表达情况　(Nucleo-

f ectorTM转染后 12 h×100)

Fig 1　EGFP expression of PA317 cells at 12 h after NucleofectorTM

transfection　(Inverted fluorescence microscope ×100)

图 2　倒置荧光显微镜观察 PA317 细胞 EGFP 表达情况　

(NucleofectorTM转染后 24 h×100)

Fig 2　EGFP expression of PA317 cells observed with inverted

fluorescence microscope at 24 h after NucleofectorTM

transfection　(×100)

表 1　流式细胞仪检测 DOTAP 、NucleofectorTM的转染效率(n=3)( x±s)%

Tab 1　Transfection efficiency of DOTAP and NucleofectorTM transfection

techniques by flow cytometry(n=3)( x±s)%

Type of
transfection

Transfection efficiency
at 12 h after transfection

Transfection efficiency rate
at 24 h after transfection

DOTAP 0.59±0.2 4.39±2.43

NucleofectorTM 12.27±3.38△ 50.16±2.41★

△:P<0.01 , vs DOTAP at 12 h;★:P<0.01 , vs DOTAP at 24 h

3　讨论

　　Nucleofector
TM
技术是将转染的电穿孔技术和专用

的转染试剂结合起来 ,针对不同的细胞类型 ,采用最优

化的转染程序 ,以达到最理想的转染效率的一种方法。

其在电转仪 、针对原代细胞或细胞系特异的转染缓冲

液和电转参数上拥有专利 。Nucleofector
TM
技术与脂质

体等非病毒转染载体相比有很多优点:①前者可以直

接将目的基因转染入细胞核;后者是利用脂质体与细

胞膜的亲合性先将目的基因转染入细胞浆 ,然后在细
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胞分裂时被摄入细胞核。 ②前者因为结合了电转与转

染缓冲液 ,并在实验室里对特定细胞进行了参数优化;

所以其转染率比后者高。 ③前者转染不依赖于细胞分

裂 ,转染前不需要刺激细胞生长;而且可以成功转染分

裂缓慢的细胞如神经元等 。而后者转染成功与否及转

染率很大程度上依赖于细胞分裂增值活性 ,转染前需

要刺激细胞成长(如转染前 1天传代等),在细胞对数

生长期转染才能获得好的效果 。 ④前者还有转染快

(电转仅需 3 s)、操作简单等优点 。目前 Nucleofector
TM

技术已成功转染了人的 B细胞 、T 细胞 、CD34
+
造血干

细胞 、间充质干细胞(MSCs)、树突状细胞(DCs)、动脉

平滑肌细胞 、血管内皮细胞 、软骨细胞 、角朊细胞 、真皮

纤维细胞 、表皮黑色素细胞 、神经元细胞以及一些细胞

系等。均获得了很高的转染效率(40%～ 80%);并未

发现细胞损伤和功能改变
[ 3～ 7]

。

　　本实验中比较了 Nucleofector
TM
技术与常用的 DOT-

AP 分别将PLCTE转入PA317细胞的情况。实验结果显

示:Nucleofector
TM
技术转染率显著高于 DOTAP 介导转

染 ,细胞目的基因表达早而且未见明显的细胞毒性表

现。这为包装细胞的克隆筛选提供了方便 ,大幅度降低

了工作量。Nucleofector
TM
技术的诸多优点 ,为基因转染

研究以及基因治疗的临床应用提供了一种新的手段。
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贵阳地区献血者 HIV检测结果分析

Results of HIV test among blood donors in Guiyang , China

邱淑华 ,陆　蓉 ,李　豫　　(贵州省血液中心 ,贵州省疾控中心艾滋病确证实验室 ,贵阳 550002)

　　近年来我国已进入HIV感染流行期和快速增长期 ,感染人

数逐年大幅上升[1] , 易感人群也从高危人群转入普通人群[ 2] ,

血液是HIV传播的主要途径之一 ,应引起我们的高度重视。 为

了防止输血传播 HIV , 我们对所有献血员的血液都进行了双人

双试剂的检测 ,现将检测结果报告如下。

1　材料与方法

　　本中心 1999 年 4 月至 2002 年 12 月无偿献血者标本 103

842 份。年龄 18～ 55 周岁。

　　Denley Dragon MK2 酶标仪 、Thermo LabsystemsWellwash 4MK2

洗板机 ,HH.W21.Cu600电热恒温水浴箱(上海医疗器械七厂),

初筛用 ELISA法 ,试剂为厦门新创科技有限公司及上海科华生

　　作者简介:邱淑华(1963-),女 ,重庆市人 ,副主任药师 ,主要从事输血质量管

理方面的研究 ,发表论文 10余篇。电话:(0851)5921095
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物工程股份有限公司生产 , 均为卫生部中检所批批检合格试

剂 ,均在有效期内使用。确证试验由贵州省疾控中心艾滋病确

证实验室采用蛋白印迹法(Western blot), 用新加坡Genelabs HIV

BLOT 2.2 确证。

　　各试验均严格按试剂操作说明书进行 , 初筛实验分初检和

复检 , 初检双人双试剂进行 , 根据说明书所给公式计算 CutOff

值对结果进行判定 ,两种试剂阳性为阳性 , 一阴一阳为可疑 , 二

阴为阴性。初检可疑及阳性复试双孔 , 二孔均为阳性或一阴一

阳 ,为 ELISA检测阳性 , 送省疾控中心确证实验室 , 用 Genelabs

HIV BLOT 2.2确证 , 根据特异性条带出现与否 , 进行结果判定 ,

结果包括抗-HIV阴性(-)、可疑(±)及阳性(+)。

2　结果

　　献血者抗-HIV检出情况及性别 、年龄分布见表 1。
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