
作者简介：曹慧玲，女，主管检验技师，主要从事医学检验基础研究。

·论　　著·
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　　摘　要：目的　比较新型转染试剂阳离子聚合物聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）与脂质体２０００介导的血管内皮细胞生长因子 ＶＥＧＦ１６５

基因转染人胚肾细胞２９３Ｔ的转染效率，为基因转染提供新的方法。方法　分别采用脂质体和不同Ｎ／Ｐ比值的ＰＥＩ将合成的含

有绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）和ＶＥＧＦ１６５的质粒转入２９３Ｔ细胞。转染２４ｈ后，采用ＣＣＫ８试剂盒检测细胞活性；转染４８ｈ后在荧光

显微镜下观察比较两种转染方法的转染效率，并通过ＥＬＩＳＡ方法检测细胞上清液中 ＶＥＧＦ１６５浓度，比较两种方法的转染效果。

结果　当Ｎ／Ｐ＝９时，ＰＥＩ转染的细胞活性与脂质体转染相近，对细胞的毒性较小；此时，ＰＥＩ转染效率与脂质体也相似，均可达到

约７０％；同样，转染后细胞上清中ＶＥＧＦ１６５浓度较未转染组提高（犘＜０．０５），但两种方法转染组间比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。结论　ＰＥＩ作为一种新型的转染试剂，与脂质体相比，在一定比例范围内，具有转染效率高，对细胞毒性小且价格低廉的

优势，有望成为基因转染的有效载体。
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　　基因转染需要一定的转染试剂将带有目的基因的载体运

送至细胞内。目前，应用最广泛的转染试剂是阳离子脂质体和

阳离子聚合物，它们容易通过细胞膜，在通过细胞屏障方面跟

病毒有很相似的特征。阳离子脂质体在体外基因转染中有很

高的效率，应用也最为广泛。然而在体内，它会被迅速清除，并

在肺组织内累积，诱发强烈的抗炎反应，具有毒性，这使其应用

受到限制。由于阳离子脂质体使用的局限性，阳离子聚合物转

染试剂日益受到关注，聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）就是这样一类转染试

剂［１］。ＰＥＩ中的 Ｎ元素与质粒ＤＮＡ中Ｐ元素的摩尔数的比

值（Ｎ／Ｐ比值）是影响ＰＥＩ转染效率的重要因素。本研究旨在

观察不同Ｎ／Ｐ比值ＰＥＩ的转染效率及其对细胞活性的影响并

与脂质体转染试剂进行比较，从而为扩大其应用提供实验

依据。

１　材料与方法

１．１　材料　２９３Ｔ细胞由南京医科大学惠赠。ＰＥＩ分支型，相

对分子质量为２５×１０３，为Ｓｉｇｍａ公司产品；脂质体２０００为Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；ＶＥＧＦ１６５质粒［携带绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）

基因］，由本实验室构建，见图１；ＣＣＫ８试剂盒为日本同仁公

司生产；高糖ＤＭＥＭ培养液为Ｈｙｃｌｏｎｅ公司生产；胎牛血清为

Ｈｙｃｌｏｎｅ公司生产；胰蛋白酶为 Ｓｉｇｍａ公司生产；ＶＥＧＦ１６５

ＥＬＩＳＡ试剂盒为 Ｒ＆Ｄ公司生产；ＰＢＳ缓冲液购自南京天为

公司。

图１　　人ＶＥＧＦ１６５质粒构建图
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１．２　方法

１．２．１　脂质体转染混合液配制　取无血清ＤＭＥＭ１００μＬ，

加入质粒ＤＮＡ８μｇ，室温放置５ｍｉｎ，取１０μＬ脂质体２０００加

入无血清ＤＭＥＭ１００μＬ，放置５ｍｉｎ，将二者混合后放置２０

ｍｉｎ，备用。

１．２．２　ＰＥＩ转染混合液配制　取无血清ＤＭＥＭ１００μＬ，加入

质粒ＤＮＡ８μｇ，放置５ｍｉｎ，另根据不同Ｎ／Ｐ比值将ＰＥＩ稀释

至不同质量浓度，加入无血清ＤＭＥＭ１００μＬ中，放置５ｍｉｎ，

将两者混合，边加入边震荡，混合后放置２０ｍｉｎ，备用。

１．２．３　Ｎ／Ｐ比值的优化　本实验所用ＤＮＡ质量为８μｇ，根

据公式：Ｎ／Ｐ＝ＰＥＩ（μｇ）／ＤＮＡ（μｇ）×７．７５进行计算，所需ＰＥＩ

的质量见表１。

表１　　不同Ｎ／Ｐ对应的ＰＥＩ和ＤＮＡ质量

Ｎ／Ｐ比值 ＰＥＩ质量（μｇ） ＤＮＡ质量（μｇ）

０ ０．００ ８．００

１ １．０３ ８．００

３ ３．０９ ８．００

５ ５．１６ ８．００

７ ７．２３ ８．００

９ ９．２９ ８．００

１１ １１．３５ ８．００

１．２．４　细胞培养　２９３Ｔ细胞培养于ＤＭＥＭ［含１０％胎牛血

清（ＦＢＳ）中］，置于３７℃、５％ＣＯ２ 条件下连续培养，转染前２４

ｈ将细胞接种于６孔板中，每孔５×１０５ 个细胞且均匀分布，用

于转染。

１．２．５　２９３Ｔ细胞转染　取６孔板细胞，ＰＢＳ缓冲液洗涤两

次，转染组细胞分别加入脂质体转染混合液和ＰＥＩ转染混合

液，对照组加入等量无血清 ＤＭＥＭ，边加边混匀，３７℃，５％

ＣＯ２ 培养６ｈ。转染后去除转染混合液，每孔加入完全培养基

２ｍＬ继续培养，４８ｈ后检测转染效果。

１．２．６　细胞活性检测　采用ＣＣＫ８试剂盒进行检测。取转

染４８ｈ的细胞接种于９６孔板，培养过夜后，每孔加入ＣＣＫ８

检测试剂１０μＬ，３７℃孵育４ｈ，酶标仪检测吸光度（犃）值。

１．２．７　转染后绿色荧光观察　在荧光显微镜下观察转染４８ｈ

后带有绿色荧光的细胞比例，有绿色荧光说明转染成功。

１．２．８　ＥＬＩＳＡ检测培养上清ＶＥＧＦ１６５　取转染４８ｈ后细胞

培养上清，按照ＶＥＧＦ１６５ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作，得到培

养上清中ＶＥＧＦ１６５的浓度。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行统计分析，

计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞活性检测　ＰＥＩ转染组细胞活性随 Ｎ／Ｐ比值的升

高而降低，Ｎ／Ｐ＝９时接近脂质体转染组，而所有转染组细胞

较未转染组细胞活性均有所降低，但除 Ｎ／Ｐ＝１１时外，其他

Ｎ／Ｐ比值的ＰＥＩ转染与脂质体转染的差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表２。

２．２　细胞转染效率　荧光显微镜观察到未转染组未见绿色荧

光蛋白表达（转染率为０％），脂质体转染组可见大部分细胞表

达绿色荧光蛋白（转染率约为７０％），ＰＥＩ转染组也可见大量

细胞表达ＧＦＰ（转染率约为７５％），可见两种转染试剂均能达

到较高的转染效率，见附图１（见《国际检验医学杂志》网站主

页“论文附件”）。

２．３　细胞上清液ＶＥＧＦ１６５的浓度　转染４８ｈ后，ＥＬＩＳＡ法

检测细胞上清液中ＶＥＧＦ１６５的浓度，见表３。ＶＥＧＦ１６５的浓

度随Ｎ／Ｐ比值的增高而增加，当 Ｎ／Ｐ＝９时，ＰＥＩ转染结果与

脂质体相似，较未转染组有明显升高（犘＜０．０１）。

表２　　各组的细胞活性检测结果（ｐｇ／ｍＬ，狓±狊）

分组 检测结果

ＰＥＩ转染组 －

　Ｎ／Ｐ＝０ ３．２８±０．３４

　Ｎ／Ｐ＝１ ３．２１±０．３２

　Ｎ／Ｐ＝３ ３．１５±０．２７

　Ｎ／Ｐ＝５ ３．０１±０．２８

　Ｎ／Ｐ＝７ ２．９３±０．２２

　Ｎ／Ｐ＝９ ２．８７±０．２５

　Ｎ／Ｐ＝１１ ２．２４±０．３０

脂质体转染组 ２．８９±０．２８

未转染组 ３．２９±０．３６

　　：犘＜０．０５，与脂质体转染组比较；－：无数据。

表３　　细胞上清液中ＶＥＧＦ１６５的检测（ｐｇ／ｍＬ，狓±狊）

分组 ＶＥＧＦ１６５水平

ＰＥＩ转染组 －

　Ｎ／Ｐ＝０ ５．８±０．４６

　Ｎ／Ｐ＝１ ９．２±０．１１

　Ｎ／Ｐ＝３ ２３．７±２．３４

　Ｎ／Ｐ＝５ ６７．９±５．５３

　Ｎ／Ｐ＝７ １４７．１±８．２４

　Ｎ／Ｐ＝９ ２４１．５±１４．７６

　Ｎ／Ｐ＝１１ ２３５．０±１７．５５

脂质体转染组 ２４０．３±１６．６５

未转染组 ６．１±０．５４

　　－：无数据。

３　讨　　论

ＰＥＩ是人工合成的含有极高密度正电荷的有机大分子阳

离子聚合物。ＰＥＩ与ＤＮＡ通过正负电荷的相互吸引形成复合

物［２］，是较为有效的聚阳离子型基因载体，转染效率高，常辅助

超声等物理方法携带外源基因进入目的细胞［３４］。然而，随着

ＰＥＩ用量的增大，其细胞毒性也随之升高。同样，应用最多的

脂质体转染方法与ＰＥＩ转染有着相似的特性。但脂质体往往

价格较高，相比较而言，ＰＥＩ价格较低，在适当的比例下，也可

发挥较好的转染效果［５］。

胡伟等［６］比较了ＰＥＩ与阳离子脂质体转染人舌鳞癌细胞

的转染效率和细胞毒性，研究发现在各自最佳转染条件下，

ＰＥＩ转染效率更高，细胞毒性小。为了进一步了解ＰＥＩ作为新

型转染试剂的优势，本研究以２９３Ｔ作为转染细胞，通过观察

质粒载体上 ＧＦＰ和 ＶＥＧＦ１６５的表达情况，比较了脂质体、

ＰＥＩ两种转染试剂的转染效率。细胞活性检测结果显示，较未

转染细胞的细胞活性而言，经过转染的细胞活性均有所降低，

且随着Ｎ／Ｐ比值的增加ＰＥＩ对细胞的毒性也逐渐加大。但是

当ＰＥＩ控制在一定范围内，与未转染组相比，差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。同时，研究表明当ＰＥＩ浓度为Ｎ／Ｐ＝９时，对细

胞活性的影响与脂质体转染方法接近，说明在一定比例范围

内，ＰＥＩ毒性对细胞活性的影响不大。荧光显微镜观察细胞转

染结果显示，两种转染方法的转染效率均达到７０％（产生绿色
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荧光的细胞即转染阳性细胞占总细胞的比例），与脂质体相比，

一定Ｎ／Ｐ比值的 ＰＥＩ转染同样具有较好转染效果。携带

ＶＥＧＦ１６５基因的质粒转染入２９３Ｔ细胞，培养后转染细胞可

表达ＶＥＧＦ１６５相应蛋白，并分泌入细胞上清中，使得细胞上

清中ＶＥＧＦ１６５的含量增加，增加程度与荧光结果相一致。本

研究显示，加入适当Ｎ／Ｐ比值的ＰＥＩ后，两种方法转染后细胞

上清液中的ＶＥＧＦ１６５水平与未转染组比较，均显著提高，再

次验证了ＰＥＩ与脂质体转染具有较高的转染效率，且转染效

果相似。

目前，ＰＥＩ及其相关复合试剂广泛应用于医学的各个领

域［７］，Ｌｉａｎｇ等
［８］认为ＰＥＩ与普流尼克通过表面交联可以达到

更好的转染效果；Ｓｈａｏ等
［９］学者则利用ＰＥＩ包裹病毒样颗粒

介导ｉｓＲＮＡ用于治疗乳腺癌研究；Ｌｉｕ等
［１０］利用ＰＥＩＰＥＧ将

ＤＮＡ及药物特异性导入肿瘤细胞；傅晓源等
［１１］制备了ＰＥＩ载

基因纳米颗粒并研究其理化性质及体外活性。本文的研究也

提示，在适合的比例下ＰＥＩ可以替代脂质体，作为新型有效的

转染试剂用于实验研究中。

ＰＥＩ作为新型转染试剂，其细胞毒性一定程度上制约了其

的应用，因此，有更多的研究者提出对ＰＥＩ的加入量加以控制

（Ｎ／Ｐ比值）或对其进行重新构建，以减少其对细胞活性的影

响［１２］。

综上所述，通过比较阳性聚合物ＰＥＩ与脂质体２０００两种

转染试剂分别介导ＶＥＧＦ１６５质粒的转染效率，说明ＰＥＩ在适

当的Ｎ／Ｐ比值时，可以达到与脂质体同样或更好的转染效果，

如将ＰＥＩ加以改造，构建新的复合转染试剂，可有效降低ＰＥＩ

的生物毒性，使其应用更为广泛。由于ＰＥＩ较脂质体而言具

有转染效率高且经济实惠的优势，提示其可作为新型的转染试

剂广泛应用于医疗领域。
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载量可能是控制肝纤维化进展的重要因素［１１］，但在使用抗病

毒药物抑制 ＨＢＶ复制改善患者肝功能的同时，如何尽早发现

肝纤维化并及时合理地选择抗纤维化治疗，将肝纤维化在早期

逆转从而阻断肝硬化的形成，是保护肝脏功能，改善乙型肝炎

患者的生活质量及预后的重要手段。因此，血清 ＨＢＶＤＮＡ

与肝纤维化指标相关性分析提示慢性乙型肝炎患者在抗病毒

治疗的同时也应加强抗纤维化的治疗，对早期肝纤维化患者显

得尤为重要。
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