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新型“脂质!"#$!%&# 复合体”的制备和用于真核细胞基因转染研究
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摘 要 为寻找一种简单、经济、有效的 M*: 递送系统用于基因转染和基因治疗，制备了表面电荷为正电的纳米 G:P，与表面

电荷为负电的 M*: 结合形成 M*:BG:P 复合物，采用逆向蒸发法，用卵磷脂、MQPA 和胆固醇制备成脂质体包封 M*:BG:P 复合

物形成脂质BG:PBM*: 复合体，脂质体和 G:P 对照，对所形成的脂质BG:PBM*: 复合体（IGM）的特性、包封率、转染 G,(8 细胞

的效果进行初步检测研究。所获得的脂质BG:PBM*: 复合体呈球形、平均粒径为 $NF=/；平均包封率达 CCR$OS，为中性脂质

体；能有效转染真核细胞。该方法可作为提高基因转染效果的简单、经济、有效的手段之一，也为进一步提高非病毒载体的转

染效率提供了一个思路。

关键词 G:P，脂质体，脂质BG:PBM*: 复合体，基因转染，非病毒基因载体
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非病毒载体具有低毒、低免疫反应、靶向性和易

于组装等优点而成为目前的研究热点，但转染效率

一直不高。用传统的基因载体进行基因转染时，或

是由于吸附在细胞表面的 M*: 分子的浓度比较低，

致使进入细胞内 M*: 分子较少，基因转染的效率得

不到很高的提高；或是虽然 M*: 在细胞膜上有较高

的富集浓度，M*: 分子从细胞膜外进入细胞膜内有

一定的效率，但进入细胞内的 M*: 易于被溶酶体内



的核酸酶降解，同样不能使外源基因得到高效表达。

在非病毒基因载体中，脂质体及无机纳米基因载体

分别以其在基因转染中展示出来独特的作用方式，

启发了我们构建新型非病毒基因载体的思考。脂质

体作为 !"# 载体，除能保护 !"# 免受核酸酶的攻

击，增加其生物稳定性与生物利用度外，还具有在生

物体内可降解、无毒、免疫学惰性、容易制备以及组

分可调整的优点［$］，脂质体的类细胞膜结构使其在

基因转染中具有良好的膜亲和性，可以增加 !"# 入

膜机率，从而提高基因转染效率。无机纳米颗粒基

因载体具有低分散性，可重复合成性，良好的生物亲

和性，较低细胞毒性，代谢产物少，无免疫排斥反应，

稳定性好等许多优点。无机纳米颗粒易与细胞膜融

合被受体细胞高效率吞噬；无机纳米颗粒对 !"# 的

结合能力很强并对 !"# 有保护作用，可保护 !"#
免受 !"%&’!降解。本研究采用低毒性的中性脂质

卵磷脂为主要脂质成分，生物亲和性较高的纳米

(#) 粒子浓缩 !"# 形成 (#)*!"# 复合物，用逆向

蒸发法制备的脂质体包裹 (#)*!"# 复合物进行基

因转染，并初步探讨了不同条件下 (#) 结合 !"#
的性质及形成的中性脂质复合体体外转染效果，为

同时使用多种非病毒基因载体提高基因转染效率开

拓思路，并为其用于体内试验打下基础。

! 材料和方法

!"! 材料、菌种及细胞株

真核细胞表达质粒 +,-"（购自 )./0’1% 公司），

编码"*半乳糖苷酶（"*1%2%34/&56%&’，"*1%2）报告基因，

由 ,-78 早期启动子和增强子驱动；大肠杆菌 !(9#
菌株（获赠于华中科技大学）；(’2% 细胞（购自武汉大

学）；:*1%2：武汉生命科学技术有限公司；;< 培养粉：

!=>="? <@8?=>(；琼脂粉：武汉 生 命 技 术 有 限 公

司，日本进口分装；卵磷脂：上海伯奥生物有限公司

（进口分装）；二油酰磷脂酰乙醇胺（!8)=）：,510%
公司；胆固醇：上海惠世生化试剂有限公司。

!" # 方法

!"#"! 质粒 +,-*"*1%2 的克隆及大量提取：参照文

献［A］，将制备的感受态大肠杆菌大量培养，用质粒

大量提取试剂盒提取质粒 !"#，聚乙二醇沉淀法纯

化质粒 !"#，经 B1C; 琼脂糖电泳分离，并用紫外分

光光度计测定其在 ADEF0 和 ABEF0 处的吸光度，根

据 !ADE C!ABE比值估算其纯度，根据公式（!"# 浓度 G
!ADE H 9E$1C0; H 稀释倍数）计算其质量浓度。

!"#"# 纳米 (#) 的制备及改性方法［I J 9］：反应方程

式：$E>%（"8I ）A K D（"(7 ）A()87 K B"(I·(A8*>%$E
（)87）D（8(）A K AE"(7"8I K D(A8

配制 ELA0/2C; 的相同浓度的 >%（"8I）A 溶液（加

入稳定剂 # 至反应后的最终浓度为 EL901C0;）和

（"(7）A()87 溶液，体积比为 $LDM，控制反应温度在

A9N，不断搅拌的条件下，将（"(7）A()87 溶液以 I
滴C& 的速度滴入 >%（"8I）A 溶液，反应过程中，用精

密 +( 计在线检测并用 ("8I 或氨水调节溶液 +(
值，直至反应完全，超声处理数次，然后放置沉化

$AO。经激光粒度分布仪（P#,?=Q,@R=Q AEEE，ST）

和扫描电镜（#0%.U，S,#）测定粒径大小，检验 >%C)
值和表面电荷。

!"#"$ (#)*!"# 复合物的制备：取改性后的纳米

(#)加 入 (’+’& 缓 冲 液 中，超 声 分 散 A05F（功 率

BEV），制备成 IE$1C$; 纳米 (#) 悬液。分别取适量

!"# 溶液加入到 $0; 纳米 (#) 悬液中，使 !"# 最

终浓 度 为 IE、$9、$E、ML9 和 D$1C0; ，室 温 混 合

$905F，然后 7EEE.C05F，离心 905F；取离心后的上清

液，用紫外分光光度计测残留 !"# 的吸光度，判断

(#) 与 !"# 结合的情况。按结果最优一组的 (#)C
!"# 比例制备 (#)*!"# 复合物，7EEE.C05F 离心，沉

淀悬于 (’+’& 缓冲液中制备成按 (#) 计算 IE$1C$;
的 (#)*!"# 复合物悬液，备用。

!"#"% 逆相蒸发法（Q=-）［D］制备脂质*羟基磷灰石*
!"# 复合体：空白脂质体制备：称取 ELD1 卵磷脂、

ELA1 !8)= 和 ELA1 的胆固醇，置于圆底烧瓶中，用

$E0; 的氯仿C甲醇（A W $ ，" C"）溶解，经真空旋转蒸

发得到脂质薄膜，继续干燥 $O，用 $E00/2C; (’+’&
缓冲 液（+( ML7）A0; 水 合 脂 质 薄 膜，加 入 适 量

?X’’F*BE（ 9Y），充入氮气后超声处理 I05F，得到空

白脂质体。

;(! 的制备：取悬于 (’+’& 缓冲液的 !"#*(#)
复合物（+(ML7）$LB0; 加入到 $0; 空白脂质体中，

轻微振荡以混匀，室温孵育 IE05F，7EEE.C05F 离心

$E05F 分离未被包裹的复合物，得脂质*(#)*!"# 复

合体（;(!）。

对照组脂质*!"# 制备：取上空白脂质体水合脂

质薄膜 $0;，加入质粒 !"#，使 !"# 的最终浓度为

$E$1C0;，并补充蒸馏水使最终体积为 ALB0;，轻微

振荡以混匀，室温孵育 IE05F，得到封装 !"# 的脂质

体（脂质*!"#）。

!"#"& 脂质*羟基磷灰石*!"# 复合体的特性测定：
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脂质!羟基磷灰石!"#$ 复合体的粒径大小经激光粒

度分布仪（%$&’()&*+() ,---，./）测定，荷电性用

琼脂糖电泳法测定：将脂质!羟基磷灰石!"#$ 复合

体混悬液放入电泳装置样品池内，外加电压，观察脂

质体的泳动情况。

!"#"$ 包封率测定：将 01" 溶液于 23，2---45678
离心 9-678，精密量取上清液 :60，加入 :60 蒸馏水，

在紫外分光光度计上测定 !,;-，得到上清液 !,;-；在

离心管中加入终浓度为 :<的 ’47=>8 ?!:-- 溶液并调

节 @1 值，以破坏脂质层并释放出 1$A!"#$ 中的

"#$，同样在紫外分光光度计上测定 !,;-，得到沉淀

!,;-。按公式计算包封率：

包封率（<）B 沉淀 !,;- 5（上 清 液 !,;- C 沉 淀

!,;-）D :--<
!"#"% 体外细胞转染与检测：1EFG（人宫颈癌细胞）

用含有 :-<小牛血清的 "%(% 培养液进行常规培

养。转染前 ,2H，在 ; 孔培养板上接种细胞数为 , D
:-I 5孔，转染时细胞约达到 J-< 融合。用 1E@EK 缓

冲液冲洗细胞 , 次，每孔中加入无血清、无抗生素的

培养基 , 60，其中 , 孔分别加入上述方法制备的

01" L--!0，另外 , 孔分别加入脂质!"#$ L--!0，最

后 , 孔分别加入按 1$A 计算 9-!M5!0 的 1$A!"#$
复合物悬液 I,-!0。于 9J3，I< NO, 培养箱中培养

IH，吸去培养液，每孔用 1E@EK 缓冲液冲洗细胞 ,
次，加入含有 :-<小牛血清的培养基培养 2LH，使胞

内的基因得以表达。

细 胞 "!MGF 表 达 产 物 "!半 乳 糖 苷 酶（"!
MGFGP=>K7QGQE，"!MGF）的检测采用原位固定 ?!MGF 染色

法［,］：细胞转染培养 2LH 后，每孔用 1E@EK 缓冲液洗

: 次，每孔中加入 ,60 固定剂室温作用 I678。每孔

用 260 1E@EK 洗 , 次，分别加 :60 ?!MGF 底物5染色

液，室温过夜（:2H）。用 260 1E@EK 洗 : 次，然后用

倒置显微镜观察，评估蓝色（"!MGF 阳性）细胞比例并

照相。蓝染的细胞为转染了"!半乳糖苷酶质粒，然

后在显微镜下每孔选取 I 个视野计数，记录蓝色细

胞占总细胞的百分率。

# 结果

# &! 质粒 ’() 的纯度与浓度

将制备的原始质粒 "#$ 溶液稀释 I- 倍，用紫

外分光光度计分别于测其在 ,;-86 和 ,L-86 处的紫

外吸收，结果如表 : 所示。

表 ! 质粒 ’() 的纯度与浓度

*+,-. ! /01234 +56 7857.531+3285 89 :;<!:-+=>26
’EK= =76EK !,;- !,L- !,;- 5!,L- ""#$ R（!M5!0）

: -S2--J -S,9:: :SJ92 :S--:JI
, -S9TT, -S,,TL :SJ9J -STTL
9 -S9TTI -S,9-2 :SJ92 -STTLJI

由以上结果可以看出，制备的质粒 "#$ 具有较

高的纯度，原始 "#$ 的浓度 -STTTI!M5!0。

#"# 改性 ?)/ 的特性

在扫描电子显微镜下（见图 :）观察改性 1$A 呈

现针状，平均粒径在纳米级范围，经激光粒度分布仪

测试改性 1$A 平均粒径为 ,I-86，典型粒度分布范

围从 :L:86 至 9,286，分布较为均匀，表面电荷为正

电荷，测试符合预期的要求。

经紫外分光光度计检测不同 1$A5"#$ 质量比

（6M5!M）制备 1$A!"#$ 复合物的上清吸光度，结果

如表 , 所示。

由表 , 1$A5"#$ 质量比（6M5!M）对上清吸光度

的关系可以看出，1$A 对 "#$ 的吸收量是随着 "#$
浓度的增加而上升的，1$A5"#$ 质量比（6M5!M）接

近 9 时，1$A 与 "#$ 的结合是较为理想的，实验确

定质粒 1$A 与 "#$ 复合的合适质量比（6M5!M）比例

为 9。

图 : 稳定剂浓度为 -SI6M560 制备所得 1$A 的 ’(% 照片

U7MV: ’(% M4G@HK >W HXQ4>YXG@G=7=E @4E@G4EQ G= - VI6M560 P>8PE8=4G=7>8 >W =HE K=GZ7F7[E4
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表 ! 不同 "#$%&’# 质量比（()%!)）制备 "#$*&’#
复合物的上清吸光度结果

+,-./ ! #-0 12 034/56,7,67 12 "#$*&’# (89735/ ,7
:822/5/67 "#$%&’# ;3,.87< 5,781

!"#$%&" ’()*+,-
.),+/$（01$!1）

!234 /5 ,67 8)07
9/:97:,.),+/: ;(.7 %&"

!234 /5
8(;7.:),):,

< 4=34>> 4=<2?>
2 4=2@>@ 4=4A3@
B 4=24<B 4=4<@2
C 4=<C@2 4=4<B<
A 4=<<@? 4=4<A?

!=> 脂质*羟基磷灰石*&’# 复合体的特性

粒度分布仪测试脂质D羟基磷灰石D%&" 复合体

平均粒径为 3CB:0，典型粒度分布范围从 C@>:0 至

<42C:0，分布较为均匀。

经电泳测定脂质D羟基磷灰石D%&" 复合体悬液

的荷电性，结果脂质D羟基磷灰石D%&" 复合体几乎

没有泳动迁移，说明脂质D羟基磷灰石D%&" 复合体

悬液是中性的，为中性脂质体。

计算所得脂质D羟基磷灰石D%&" 复合体的平均

包封率达 <<=3?E。

表 > 对照脂质体、?"&、"#$*&’# 复合物用于 "/., 细胞基因转染的效率

+,-./ > +5,602/@7816 /228@8/6@< 86 "/., @/..0 A87B @16751. .84101(/、?"&、"#$*&’# @1(4./9

F+8()* 5+7*G
H/:,./* *+;/8/07$E I!%$E !"#D%&" 9/0;*7J$E

6/*7 < 6/*7 2 6/*7 B 6/*7 C 6/*7 A 6/*7 3
< 2=<? <=>? C=<C C=2< <=3< <=CA
2 <=>4 2=2> C=2C C=4B <=?C <=??
B <=?B <=>2 C=4< B=@2 <=?4 <=B3
C 2=C? <=@A B=>@ B=?@ <=AA <=34
A <=>> <=?> C=<B B=>2 <=C2 <=33

"K7.)17 2=4< L 4=C3 <=@C L 4=BC C=4> L 4=<@ B=@A L 4=23 <=34 L 4=<> <=A? L 4=<2

!=C 脂质*羟基磷灰石*&’# 复合体的体外转染结

果

转染后倒置显微镜下观察到 !7*) 细胞在底物

MD1)* 作用下成为蓝色的细胞。图 2、图 B、图 C 分别

为对照脂质D%&"、I!% 复合体、!"#D%&" 复合物在

!7*) 细胞中转染的照片。

各组在倒置显微镜下观察，选取 A 个视野计数，

计算转染效率，结果如表 B 所示。

结果表明，质粒基因能被脂质体、I!%、!"# 递

送到细胞内并开始表达产生半乳糖苷酶，三种方法

都能在人宫颈癌 !7*) 细胞中成功的转染报告基因

;NFD"D1)* 质粒，而单独使用 !"# 转染的效率最小，

约为脂质体方法的 >4E，采取 I!% 复合体方法转染

的效率是传统中性脂质体方法的 2 倍左右，表明

I!% 复合体方法能够有效地提高基因转染的效率。

图 2 对照脂质体基因转染（244 O ）

P+1Q2 R7:7 ,.):8579,+/: S+,6 9/:,./* *+;/8/07（244 O ）

图 B I!% 用于基因转染（244 O ）

P+1QB R7:7 ,.):8579,+/: S+,6 I!%（244 O ）

图 C !"#D%&" 复合物用于基因转染（244 O ）

P+1QC R7:7 ,.):8579,+/: S+,6 !"#D%&" 9/0;*7J（244 O ）
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! 讨论

基因治疗在防治感染性疾病及遗传性疾病方面

有其独特的优势，因而倍受人们的关注，但基因治疗

的效果受多种因素的影响。其中，携带目的基因的

表达载体是否能有效地被递送至靶细胞并有效表达

是其关键［!］。病毒型载体转染效率高效果好，但其

安全性让人担心，非病毒型载体中常规的注射方

法［"］（如裸 #$% 注射、溶于生理盐水的质粒 #$% 载

体进行肌注等）都存在一个问题，即注入体内的基因

稳定性差，生物利用率低，仅有部分转染进入细胞，

导致基因的定向摄取及表达均处于一个较低的水

平，从而影响使用效果。脂质体由于其类细胞结构

和生物膜的特性，可以用来将多种物质（药物、#$%
等）转入到动、植物和微生物的多种类型的细胞中。

脂质体可以运载大小不同的基因片段、质粒 #$%
等，其生物学活性不被破坏，而且还可提高转化效

率［&］。脂质体作为 #$% 载体已被用于多种疾病的

基因治疗及基因免疫的研究中，而脂质体介导、#$%
转染细胞已成为实验室常规方法。

阳离子脂质体一般包封率较高，转染效果也比

较好，尽管低毒，但是现在的研究表明用于在体转染

时其毒性仍然为人们关注，而中性脂质体和阴性脂

质体又由于电性问题导致包封率和转染效率一直较

低而限制其使用。本研究利用普通的材料和常规的

制备技术，选用中性脂质体包封 #$% 后用于基因转

染。考虑到传统上常用钙磷沉淀体系———磷酸钙转

染法进行基因转染并得到一定的转染效率，我们想

到把多种非病毒基因载体结合运用可能会提高基因

转染的效率，因此选择生物相容性很好的与磷酸钙

成分接近的 ’%( 先与 #$% 形成复合物再进行包

封，由于常规情况下 #$% 在 )’ 中性条件下带负电

荷，并且 ’%( 也是在 )’ 中性条件下带负电荷，因此

首先对制备的 ’%( 表面改性。其结果显示 ’%( 与

#$% 复合的质量比（*+,!+）接近 - 时结合情况较理

想，形成的 .’# 复合体用于体外转染时转染的效率

是传统中性脂质体方法的 / 倍左右，表明 .’# 复合

体方法能够有效地提高中性脂质体基因转染的效

率，其原因可能是脂质体的存在促进了细胞融合，而

’%( 的存在则保护 #$% 进入细胞后免遭溶酶体的

降解。

尽管本研究中制备的 .’# 复合体用于体外转

染时转染的效率与阳离子脂质体相比仍然较低，但

实验证明多种非病毒载体方法结合运用确实能够有

效地提高基因转染的效率，为后续研究打下了一定

的基础，也为进一步提高非病毒载体的效率提供了

一个思路。
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