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摘  要 : 考察自制的肽型阳离子脂质体 CDO14 作为 RNA 转染载体的细胞毒性及其运载 siRNA 进行 RNA 干

扰的效果。通过 MTT 法检测脂质体对稳定表达荧光素酶的肺癌 A549 (Luc-A549) 细胞的毒性。以脂质体为载

体将荧光素酶 siRNA (Luc-siRNA) 转染至 Luc-A549 细胞内，用发光仪检测转染细胞内荧光素酶含量，BCA

法检测细胞内总蛋白含量。在裸鼠腋下接种 Luc-A549 细胞，成瘤后尾静脉注射 Luc-siRNA 和脂质体的复合物，

利用活体成像系统检测模型小鼠体内荧光素酶的表达量。细胞毒性实验表明，自制脂质体的毒性与商品脂质体

DOTAP 相近，低于商品脂质体 Lipo2000；细胞转染实验表明自制脂质体作为基因转染载体的转染效率高于

DOTAP；体内转染实验表明 CDO14 作为载体转染效果优于 DOTAP。结果表明，肽型阳离子脂质体 CDO14

具有毒性小、转染效率高等优点，有望作为转染载体用于基因治疗。 

关键词 : 阳离子脂质体, 荧光素酶, A549 细胞, RNA 干扰 
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Efficacy of RNA interference mediated by cationic liposomes 
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Abstract:  To investigate the cytotoxicity of the homemade peptide cationic liposome CDO14 and its efficacy of RNA 

interference (RNAi). MTT method was used to determine the cytotoxicity of the liposome to a human lung cancer cell line 

Luc-A549 that can express luciferase stably. Luciferase siRNA (Luc-siRNA) was transfected into Luc-A549 cells by 

CDO14. Contents of luciferase in the transfected cells were detected by luminous instrument and contents of total protein in 

these cells were detected by BCA method. Nude mice were inoculated with Luc-A549 cells in axilla to establish xenograft 

tumor model. Complexes of Luc-siRNA and the cationic liposomes were injected into the modeling mice via tail vein. 

Contents of luciferase in the transfected mice were detected by the whole body imaging system. The cytotoxicity of the 

homemade cationic liposome was similar to that of commercial liposome DOTAP, and lower than that of Lipo2000. The 

siRNA transfection efficacy mediated by CDO14 was higher than that mediated by DOTAP. The homemade peptide 

cationic liposome CDO14 is expected to serve as delivery vector in gene therapy because of its low cytotoxicity and high 

transfection efficiency. 

Keywords:  cationic liposome, luciferase, A549 cell, RNAi 

RNA 干扰 (RNA interference，RNAi) 是生

物体内双链 RNA 介导的同源 mRNA 降解现象，

是一种序列特异性的转录后基因沉默机制[1-2]。

RNAi 为特异性抑制目的基因的表达提供了有

效的方法，目前主要应用于调节目的基因功能，

抗病毒和抗肿瘤的基因治疗等领域 [3-4]。RNAi

研究近年发展迅速，但如何高效转运 siRNA，

尤其是以较低浓度的 siRNA 高效沉默目的基因

仍是一个急需解决的问题。 

目前用于基因转染的载体可分为病毒载体

和非病毒载体。虽然病毒作为转运载体具有效

率高的优点[5-7]，但存在免疫原性高、载体容量

小和致癌性等缺点[8-10]，限制了它在临床治疗上

的应用。非病毒载体中最典型的是阳离子脂质

体 (Cationic liposomes)，具有可自然降解、无

免疫原性、可重复转染等优点[11-15]，近年来备

受研究者的重视，至今已有数十种阳离子脂质

体被研制出来[16]。本文将考察自制的肽型阳离

子脂质体 CDO14 (图 1) 的毒性及其介导 RNA

干扰的效果。 

 
 

 

 
图 1  阳离子脂质体 CDO14 的结构 

Fig. 1  Structure of cationic liposome CDO14. 
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1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  siRNA 与细胞株 

siRNA 购自 Invitrogen 公司；表达荧光素酶

的人肺癌细胞 A549 (Luc-A549) 由美国北卡罗

莱纳大学药学院惠赠。 

1.1.2  检测试剂及化学试剂   

脂质体 DOTAP 和 Lipo2000 购自 Life 公司；

CDO14 自制；Luciferase Assay Kit 购自 Promega

公司；D-luciferin Potassium Salt 购自上海科远

迪生物科技有限公司。 

1.1.3  实验动物   

4−6 周雌性 BALB/c-nude 小鼠购自大连医

科大学 SPF 动物中心，实验动物使用许可证号：

SCXK (辽) 2010-0002，于无特异致病原 (SPF) 

的环境下饲养。动物饲养和使用符合实验动物

管理条例，动物实验经大连医科大学动物伦理

委员会批准。  

1.1.4  实验仪器   

活体成像仪 IVIS200购自美国Xenogen公司；

发光仪 GioMaxTM 96 Microplate Luminometer 购

自 Promega 公司；CO2 培养箱购自上海智城分

析仪器制造有限公司；酶标仪 FC 购自美国

Thermol 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  MTT 法检测脂质体毒性  

将 Luc-A549 细胞接种于 96 孔细胞培养板

中，每孔加入 200 μL 含 10% FBS 不含双抗的

DMEM 培养基，接种 4×103−5×103 个细胞。将

细胞置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育 16−24 h，

使细胞密度达 80%−90%左右。将 DOTAP、

Lipo2000、CDO14 三种脂质体分别用无血清

DMEM 稀释，每种脂质体均稀释为 0.06、0.006、

0.000 6 mg/mL，室温放置 5 min，吸弃孔内培养

上清液，每孔加 200 μL 脂质体稀释液，在 5% 

CO2 培养箱中 37 ℃孵育 4−5 h 后弃除脂质体稀

释液，加入含 FBS 的 DMEM 继续培养，48 h

后吸弃孔内培养上清液，每孔加入 100 μL    

0.5 mg/mL MTT，4−6 h 后每孔加入 100 μL 三联

液继续培养，12−20 h 后用酶标仪检测各孔在

570 nm 下的吸光值。 

1.2.2  siRNA 的合成 

siRNA 由 Invitrogen 公司合成，Luc-siRNA

序列：正义 5′-CUUACGCUGAGUACUUCGAT 

T-3′，反义 3′-TTGAAUGCGACUCAUGAAGC 

U-5′；阴性对照 siRNA 序列：正义 5′-UUCUCCG 

AACGUGUCACGUTT-3′，反义 3′-ACGUGACA 

CGUUCGGAGAATT-5′，此序列不与任何人类

基因序列同源，命名为 N-siRNA。 

1.2.3  细胞转染 

将 A549 细胞接种于 24 孔细胞培养板中，

每孔加入 500 μL 含 10% FBS 不含双抗的

DMEM，接种 0.5×105−2×105 个细胞，将细胞置

于 37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育 16−24 h 使细胞

密度达 80%−90%左右。将 1.5 μg Luc-siRNA 或

N-siRNA 用 PBS 稀释至 50 μL，3 μg 脂质体

DOTAP 或 CDO14 用 PBS 稀释至 50 μL，将稀

释后的 siRNA 与脂质体混合 (即质量比 1︰2)，

制备的复合物在室温放置 20 min，然后每孔加

入 100 μL 上述复合物转染细胞。对照组不加

siRNA，只加相同剂量的脂质体。转染的细胞在

5% CO2 培养箱中 37 ℃孵育 4−5 h，吸弃原培养

液，重新加入 500 μL 含 10% FBS 不含双抗的
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DMEM，继续培养 48 h。 

1.2.4  发光值的测定   

细胞转染 48 h 后，去除孔中 DMEM，用

DPBS 润洗 2 次，每孔加入 600 μL 裂解液 (10%

甘油，1% Triton-100 溶于 DPBS 中)，室温充分

裂解 20 min 后，取细胞裂解液 20 μL 移至 96 孔

白板中，加 80 μL 荧光素酶检测液，使用发光仪

测发光值，以发光值表示荧光素酶的量。 

1.2.5  总蛋白含量的测定   

将 250 μL 蛋白检测试剂和 5 μL 细胞裂解液

混匀，加到 96 孔透明板中，37 ℃孵育 20 min。

使用酶标仪测 570 nm 下吸光值，计算总蛋白  

含量。 

以荧光素酶含量 /总蛋白含量  (RLU/mg) 

表示细胞内 RNAi 的效果。 

1.2.6  裸鼠移植瘤模型的建立   

取对数生长期 Luc-A549 细胞，用胰蛋白酶

消化，离心、收集细胞后用 PBS 洗两次。再次

重 悬 后 ，用 PBS 调 整 体 积 ，使 浓 度 达到    

2×107 cells/mL。在无菌室内，将裸鼠常规消毒

后，在前肢腋下皮下接种上述细胞，每只 0.2 mL。

接种后，定期观察小鼠的精神、饮食及排便等

情况，称量小鼠体重。接种 1 周左右，可见接

种部位皮下长出米粒大小的硬结，为移植瘤模

型建成。接种 15 d 左右，瘤体积 (计算公式

V=ab2/2，a 和 b 分别代表移植瘤最大长径和横

径) 达到 100−200 mm3，开始实验。 

1.2.7  裸鼠体内转染 

将 12 只成瘤裸鼠随机分为 4 组，每组 3

只，分别为空白对照组、阴性对照组、DOTAP

转染组、CDO14 转染组。每只裸鼠用量为 8 μg 

siRNA 和 24 μg 脂质体，先将 siRNA 与脂质体

分别稀释于 42 μL 与 76 μL PBS 中，然后将

siRNA 加到脂质体中，混匀，制备的复合物室

温放置 20 min 后，给裸鼠尾静脉注射进行体内

转染。 

1.2.8  裸鼠体重、瘤体积和活体成像检测   

于转染前和转染后 48 h 测量并记录裸鼠体

重，用游标卡尺测瘤大小，并计算瘤体积。活

体成像检测体内荧光素酶的表达，裸鼠腹腔注

射荧光素 3 mg/20 g，自由活动 15 min 后用异氟

烷麻醉，再进入活体成像系统拍照。以转染前

后小鼠瘤内的净光密度比表示体内 RNAi 的   

效果。 

1.2.9  数据分析 

实验数据用平均数±标准误 ( x ±s) 表示，

应用 SPSS 11.5 统计软件进行分析。两组间均数

采用 t 检验，P<0.05 具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  脂质体对 Luc-A549 细胞的毒性 

在给药 48 h 后，MTT 法检测细胞的存活率。

由图 2 可见，在脂质体浓度为 0.000 6 mg/mL 时，

不同脂质体对细胞存活率的影响无显著性差

异；当脂质体浓度为 0.006 mg/mL 时，DOTAP

组和 Lipo2000 组细胞的存活率分别为 80%和

49%，CDO14 组细胞的存活率为 79%，自制脂

质体组细胞的存活率高于商品脂质体 Lipo2000 

(P<0.05)，与 DOTAP 相当；当脂质体浓度为 

0.06 mg/mL 时，各组的细胞存活率均较低，但

CDO14 组与 DOTAP 组相当，明显高于 Lipo2000

组  (P<0.05) 。可见，自制脂质体的毒性与

DOTAP 相当，低于 Lipo2000，在后续的实验中

将采用 DOTAP 作为阳性对照。 
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图 2  不同脂质体对 Luc-A549 细胞的毒性 

Fig. 2  Cytotoxicity of different liposomes to 

Luc-A549 cells. * Compared with DOTAP at the same 
concentration, P<0.05; # Compared with Lipo2000 at 

the same concentration, P<0.05. 

 

2.2  脂质体介导的细胞内 RNAi 

将 siRNA转染至Luc-A549细胞，Luc-siRNA

转染组荧光素酶的表达量明显低于 N-siRNA 转

染组及未转染 siRNA 组 (P<0.05)，N-siRNA 转

染组和未转染 siRNA 组间无明显差异，表明合

成的 Luc-siRNA 可在转录水平上抑制荧光素酶

报告基因的表达 (图 3)。 

两种脂质体介导的 Luc-siRNA 转染组荧光

素酶的表达量明显低于无脂质体组 (P<0.05)；

以 CDO14 为载体组 Luc-A549 细胞的荧光素酶

表达量明显低于以 DOTAP 为载体组 (P<0.05) 

(图 3)。 

2.3  脂质体介导小鼠体内 RNAi 

小鼠腋下接种 Luc-A549细胞 15 d后进行体

内转染，分别在转染前及转染后 48 h 检测小鼠

体内荧光素酶的表达量和小鼠的瘤体积。如图 

4 所示，在小鼠肿瘤接种部位能观察到荧光素酶

的表达，Luc-RNAi 特异性转染组荧光素酶表达

量在转染后明显降低。如图 5 所示，随着时间

的推移，各组小鼠体内肿瘤细胞增多，瘤体积

增大；转染 48 h 后，空白对照组和 N-siRNA 非

特异性转染组荧光素酶表达量随着肿瘤体积的

增加而升高，而两种脂质体介导的 Luc-RNAi

特异性转染组荧光素酶表达量均显著降低，以

脂质体 CDO14 介导的干扰效果更明显。 

 
 

 
 

 

图 3  不同脂质体介导 Luc-A549 细胞内 Luc-RNAi 

Fig. 3  Luc-RNAi in Luc-A549 cells mediated by 
different liposomes. K: not transfected group; N: 

N-siRNA transfected group; L: Luc-siRNA transfected 
group; * Compared with the same liposome in group K, 
P<0.05;  # Compared with DOTAP in the same group, 
P<0.05. 

 

Luc-RNAi 特 异 性 转 染 组 与 空 白 组 及

N-siRNA 非特异性转染组相比，转染前后瘤体

积比例无显著差异。说明 Luc-RNAi 并没有影响

肿瘤的大小，只是干扰了荧光素酶的表达。 

3  讨论 

RNAi 是进化上保守的转录后基因沉默途

径，是一种具有巨大潜力的人类疾病治疗工具，

但如何高效运载 siRNA 进入靶组织已成为限制 
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图 4  不同脂质体介导小鼠体内 Luc-RNAi 

Fig. 4  Luc-RNAi in mice mediated by different liposomes. Control: blank control; CDO14+N-siRNA: CDO14 

carrying N-siRNA; DOTAP+Luc-siRNA: DOTAP carrying Luc-siRNA; CDO14+Luc-siRNA: CDO14 carrying Luc-siRNA. 

 

 
 

图 5  转染后 48 h 与转染前净光密度比和瘤体积比 
Fig. 5  Ratios of bare density and ratios of tumor 

volume after transfection for 48 h. Control: blank 
control; CDO14+N-siRNA: CDO14 carrying N-siRNA; 

DOTAP+Luc-siRNA: DOTAP carrying Luc-siRNA; 
CDO14+Luc-siRNA: CDO14 carrying Luc-siRNA;   

*: compared with control group, P<0.05. 

 

RNAi 应用的主要障碍[17]。阳离子脂质体是一种

由多聚阳离子磷脂和胆固醇构成的表面带有正

电荷的脂质体复合物，是目前公认的转染效率

较高的非病毒载体之一，但有一定的细胞毒  

性[18]。其介导基因转染的机制为：带正电荷的

阳离子脂质体通过静电作用与带负电的基因 

(DNA 或 RNA) 形成脂质体-基因复合物，通过

细胞内吞或细胞膜融合作用进入细胞内，进一

步释放基因，从而在细胞内转录和翻译[19]。 

肽型阳离子脂质体与其他类型的阳离子脂

质体相比具有良好的生物降解能力和生物相容

性，并具有靶向性，近年来受到广泛关注[20-21]。

阳离子脂质体作为基因转染载体，转染效果与

脂质体的氨基酸、多肽等头部有关，而连接键

决定了其稳定性和生物降解性[22-23]。本研究中

考察的肽型阳离子脂质体 CDO14 的极性头部是

由 3 个鸟氨酸形成的三肽；疏水尾部是两个 14

碳烷基链，连接键为氨基甲酸酯。细胞毒性实

验表明该脂质体的细胞毒性与常用的商品脂质

体 DOTAP 相近，其作为 siRNA 转染载体，在

体内外的 RNAi 效果均优于 DOTAP。DOTAP



韩文琦 等/阳离子脂质体介导 RNA 干扰的效果评价 

cjb@im.ac.cn 

1245

的极性头部是季铵盐，其与基因的结合域比肽

型头部要小，因而其结合力可能会弱。此外，

DOTAP 中的连接键是酯键，而 CDO14 中的连

接键是氨基甲酸酯键，相对而言后者具有更好

的稳定性。DOTAP 的季铵盐头部可能使其毒性

大于肽型头部的脂质体，我们在考察脂质体对

A549 细胞毒性的实验中得到的结果是二者毒性

相近，但对于其他细胞及在体内的毒性如何，

还有待于深入研究。 

为了评价体内 siRNA 干扰效果，我们将稳

定表达荧光素酶的细胞株 Luc-A549 接种小鼠腋

下，在裸鼠体内稳定成瘤，建立了表达荧光素

酶的小鼠移植瘤模型。该模型与传统的肿瘤动

物模型相比，能够通过活体成像技术在空间和

时间分布上反映细胞内荧光素酶的表达，便于

检测活体动物体内肿瘤的生长和转移情况，同

时可以对同一个研究个体进行长时间反复跟踪

成像，以便长期观察，并减少了不同实验动物

之间的个体差异[24-25]。 

4  结论 

本实验结果表明肽型阳离子脂质体 CDO14 

与商品脂质体相比具有毒性小、转染效率高等

优点，有望作为转染载体用于基因治疗。但此

类脂质体在其他细胞中的毒性及转染效果，以

及其体内毒性还需进一步研究。 
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