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阳离子脂质体介导基因转染肿瘤细胞
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(1大连民族学院生物技术与资源利用国家民委–教育部重点实验室, 大连 116600; 
2大连理工大学精细化工国家重点实验室, 大连 116012)

摘要      使用基因转运载体运载肿瘤细胞进行转染是基因治疗的关键环节之一。Lipo-
fectamine 2000和DOTAP作为商品转染试剂, 具有较高的转染效率。为了进一步发掘其作为基因

转运载体的应用潜力, 该文研究了Lipofectamine 2000和DOTAP的粒径、Zeta电位及形态, 并分别

与绿色荧光蛋白基因(pGFP-N2)、荧光素酶基因(pGL3)结合, 形成脂质体/DNA复合物, 通过载入

人喉癌细胞(Hep-2)和人肺癌细胞(NCI-H460), 考察了其转染效率和细胞毒性。结果表明, 脂质体

Lipofectamine 2000与DOTAP都能有效压缩DNA, 形成复合物。Lipofectamine 2000与DOTAP相比, 
转染效率高, 与DNA最佳转染比例范围为2:1~4:1。毒性实验显示, 在N/P大于3/1时, Lipofectamine 
2000与DOTAP对癌细胞具有一定的细胞毒性。细胞种类对脂质体的转染效率有很大影响, Lipo-
fectamine 2000对Hep-2细胞的转染效率比NCI-H460高。
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Transfection of Genes into Cancer Cells Mediated by Cationic Liposomes
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Abstract       The transfection of gene vectors into cancer cells is a key step for gene therapy. Lipofectamine 
2000 and DOTAP are two commonly used transfection reagents as they have relatively higher transfection efficiency. 
The size, zeta potential and morphology of Lipofectamine 2000 and DOTAP were researched. Lipoplexes formed by 
the combination of cationic liposomes with pGFP-N2 were evaluated in terms of transfection efficiency and cytotox-
icity by using two types of cells (Hep-2 and NCI-H460). The results indicated that both of Lipofectamine 2000 and 
DOTAP could condense DNA to form lipoplexes. Lipofectamine 2000 showed higher transfection efficiency com-
pared to DOTAP with an optimal mass ratio range of 2/1 to 4/1. Lipofectamine 2000 and DOTAP showed cytotoxici-
ty to some degree under the optimal transfection conditions. Cell type was important influence factor for transfection, 
and Hep-2 cell was easier to be transfected than NCI-H460 with Lipofectamine 2000. 
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肿瘤是威胁人类健康的重大疾病, 肿瘤药物递

送系统的研发已成为目前医药领域的热点方向。阳

离子脂质体是一种非病毒基因载体, 具有类细胞结

构和生物膜的特性, 在体内可降解, 可以保护其运载
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基因片段的生物活性, 而且操作简单, 重复性好, 是
一种有临床应用潜力的抗肿瘤药物递药系统之一[1]。

Lipofectamine 2000是一种常用的阳离子脂质体转染

试剂, 它由几种阳离子类脂组成, 在多种细胞系中具

有极高的转染效率和较高水平的重组蛋白表达, 在
转染肿瘤细胞的研究中已有很多报道[2-4]。DOTAP
是由单阳离子-N,N,N-三甲胺丙烷甲基硫酸盐以

1 mg/mL的浓度在无菌水中制备而成的, 是典型的

商品化阳离子类脂, 其三维结构模型如图1所示。

DOTAP转染DNA包括酵母人工染色体, 在有无血清

的情况下, 均可稳定地表达基因。另外, DOTAP还
适合转染寡核苷酸、核酸、核苷酸、核糖体蛋白复

合物和蛋白质。大多数情况下, 在无血清条件下能

得到较高的转染率。因此, 人们常用它们作为对照

转染试剂应用于体内和体外, 大大降低了实验成本。

本文研究了阳离子脂质体Lipofectamine 2000、
DOTAP的尺寸、形态、结构及与DNA在不同比例

下结合形成复合物, 对Hep-2和NCI-H460细胞的转

染效率及毒性的影响, 优化两种试剂的使用条件, 考
察细胞种类对两种脂质体基因转染效率的影响。通

过本研究, 可为转染肿瘤细胞载体的选择提供依据, 
为阳离子类脂的合成及生物学评价实验提供依据和

理论参考, 并进一步挖掘常用转染试剂的应用潜力。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株及培养方法      人喉癌上皮细胞Hep-2、
人肺癌细胞NCI-H460(中国科学院上海生命科学研

究院细胞库)分别培养于含10%胎牛血清、100 μ/mL
青霉素、100 μg/mL链霉素的DMEM及1640培养液中, 
在37 °C、5% CO2培养箱中培养, 每1~2天更换一次

培养液。

1.1.2   主要试剂与仪器      Lipofectamine 2000(美国

Invitrogen公司); 1,2-二油烯氧基-3-三甲氨基丙烷

(1,2-dioleoyl-3-trimethy-lammonium-propane(chloride 
salt), DOTAP, 美国Roche公司); 质粒pGFP-N2(含绿

色荧光蛋白基因, 美国Clontech公司); 质粒pGL3(含
荧光素酶基因, 美国Clontech公司); MTT(美国Sigma
公司); Opti-DMEM培养基、1640培养基(美国Gibico
公司); 胎牛血清(杭州四季青生物工程材料有限公

司); 超纯水(MiliQ); 倒置荧光显微镜(Olympus IX71, 
日本Olympus); 酶标仪(Sunrise Tecan, 澳大利亚); 二
氧化碳培养箱(Thermo, 美国); 携Zeta电位测定与纳

米激光散射粒度分布仪(HORIBASZ-100, 日本HOR-
IBA公司); 高解析穿透式电子显微镜(JEM-2100, 日
本JEOL公司); 高压蒸汽灭菌锅(MLS-3750, 日本三

洋公司)。
1.2   穿透式电子显微镜检测

阳离子脂质体超声10 min, 400目碳膜铜网吸附

脂质体20~30 min, 滴上2%磷钨酸染色30 s, 干燥后

在透射电镜下观测并照相, 加速电压200 kV, 检测最

小物镜光阑孔为20~30 μm, 倍数为30 K。

1.3   粒径、Zeta电位检测 
阳离子脂质体平均粒径和Zeta电位测定通过携

Zeta电位测定与纳米激光散射粒度分布仪测量, 测
定前将脂质体超声处理, 用超纯水稀释, 1 mL超纯水

加入20 μL脂质体样品。检测条件为: 氦–氖激光波

长630 nm。每个样品测量重复3次。

1.4   转染绿色荧光蛋白基因, 定性检测转染效果 
将Hep-2细胞种植于96孔细胞培养板中, 每孔

加DMEM细胞培养液(含双抗和血清)100 μL, 浓度

约为1.0×105/孔。将细胞放置在37 °C、5% CO2培

养箱中孵育24 h, 使在转染日细胞密度达80%~90%。

移去生长培养基, 用等量DMEM培养基(无血清)清

图1  DOTAP的三维结构模型

Fig.1  Structures of DOTAP at minimum energy states (ball and stick models)
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洗, 再用等量DMEM培养基(无血清)替换。将酶切

质粒0.3 μg DNA(pGFP-N2)及相应比例脂质体分别

稀释于25 μL DMEM中, 将脂质体稀释液滴加到质

粒稀释液中, 用漩涡振荡器使其充分混匀, 室温温

育15 min, 得到脂质体/DNA复合物[5-6]。将脂质体/
DNA复合物50 μL加到每孔中, 摇动培养板, 轻轻混

匀。在37 °C、5%的CO2(培养箱)中培养4~5 h, 更换

含10%血清和抗生素的培养基, 培育48 h。采用倒置

荧光显微镜进行基因表达分析[7-8]。利用细胞百分比

评估转染效率, 每孔找出3个代表性的视野进行观察

计数, 观察倍数200×。
1.5   转染荧光素酶报告基因, 定量检测转染效果 

转染后将细胞用DPBS洗1次, 每孔加入600 μL 
裂解液, 20 min后移至96孔白板中, 每孔加20 μL, 再
加80 μL普洛麦格E151A检测液。使用Bright-Glo荧
光素酶评价体系(Promega公司), 利用Synergy 2多功

能酶标仪(BioTek)检测相对酶活力。以热电公司的

Pierce BCA Protein Assay试剂盒为标准对照测定总

蛋白含量。即其A组分和B组分按照50:1的比例混合, 
取250 μL加到每孔中, 取裂解液5 μL加到96孔透明板

中(平底), 37 °C孵育20 min。使用酶标仪在570 nm下

分析蛋白含量。蛋白质测定后, 转染效率可表示为: 

RLU/mg蛋白。 
1.6   阳离子脂质体的细胞毒性检测 

采用MTT法测定Hep-2细胞存活率[9]。将复合物

加入细胞中, 置于37 °C、5% CO2(培养箱)中培养24 h。
每孔加入5 mg/mL MTT 20 μL, 于37 °C、5% CO2(培
养箱)中培养4 h, 弃去培养液, 加入150 μL DMSO溶

破细胞, 用酶标仪测定D570。以未转染细胞的光密度

为对照, 计算基因转染后细胞存活的百分率。

2   结果
2.1   DOTAP 和Lipofectamine 2000的尺寸、Zeta电位

本文使用激光粒度仪测定了脂质体及脂质体/
DNA复合物的粒径和Zeta电位, 结果显示两种脂质

体的平均粒径都在100~120 nm之间, 尺寸及Zeta电
位见表1。由表1可知, DOTAP的平均粒径要比Lipo-
fectamine 2000小, 所带正电荷数多。当两种脂质体

与DNA结合形成复合物后, 粒径均增大, Zeta电位值

降低。

2.2   DOTAP 和Lipofectamine 2000透射电镜检测

本论文采用负染色透射电子显微法对阳离子

脂质体Lipofectamine 2000和DOTAP进行形态研究, 
从而可以获得脂质体粒子的微观信息。结果如图2

A: Lipo2000; B: DOTAP; C: Lipo2000/DNA; D: DOTAP/DNA. 100 kV.
图2  脂质体Lipofectamine 2000和DOTAP的透射电镜图

Fig.2  TEM images of Lipofectamine 2000 and DOTAP liposomes
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所示, 脂质体溶液经磷钨酸负染色后在电镜下观察, 
可以观察到两种脂质体均基本为球形, 粒径有一定

的分布。两类脂质体与DNA结合形成复合物后, 尺
寸均变大。 
2.3   脂质体/DNA结合比例对Hep-2细胞转染效率

的影响

质粒pGFP-N2中含有绿色荧光蛋白基因, 基因

表达的产物含有绿色荧光蛋白(GFP), 阳性细胞发出

明亮的绿色荧光, GFP阳性细胞越多, 信号越强, 表

明转染效率越高。选取脂质体/DNA(N/P)比例分别

为 1:1、2:1、3:1、4:1、6:1和8:1, 转染Hep-2细胞, 
48 h后检测绿色荧光蛋白(图3)。Lipofectamine 2000
的转染效率要高于DOTAP。N/P≤4:1时, 两种脂质

体转染效率随N/P的增加而提高, 当N/P>4:1时, 转染

效率逐渐降低。当N/P为3:1、4:1时, 转染达到最高

转染效率。

2.4   荧光素酶报告基因的定量检测

采用荧光素酶质粒pGL3进行荧光素酶报告基

因的定量检测。选取脂质体/DNA(N/P)比例为3:1, 
转染Hep-2和NCI-H460细胞, 48 h后检测细胞总蛋白

含量和荧光发光强度, 转染效率表示为: RLU/mg蛋
白。由图4可知, Lipofectamin 2000对两种细胞的转

染效率高于DOTAP, 两种脂质体对Hep-2细胞转染效

果要好于NCI-H460。
2.5   细胞毒性实验

阳离子脂质体由于能和细胞表面带负电的多糖

图3  脂质体Lipofectamine 2000和DOTAP转染Hep-2细胞绿色荧光图(200×)
Fig.3  Fluorescence microscopic images of GFP expression in Hep-2 cells using Lipofectamine 2000 and DOTAP (200×)
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Lipo2000
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图4  脂质体DOTAP和Lipofectamine 2000转染Hep-2、NCI-H460细胞荧光素酶表达(N/P=3/1)
Fig. 4  Luciferase expression in Hep-2 and NCI-H460 cells in the presence of DOTAP and Lipofectamine 2000 at an N/P weight ratio of 3:1
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表1  脂质体及复合体粒径和Zeta电位

Table 1  Particle size and Zeta potential of cationic 
liposomes and lipoplexes

脂质体(复合物)
Liposomes(lipoplexes)

平均粒径(nm)
Z-average(nm)

分散度

PDI
Zeta电位(mV)
Zeta potential(mV)

Lipofectamine 2000 121.1 0.306 46.4
Lipo2000/DNA 200.4 0.467 5.2
DOTAP 94.2 0.242 56.0
DOTAP/DNA 189.4 0.365 10.7
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蛋白质复合物发生静电作用, 因此常会引起细胞膜

的毒性。为此采用MTT法测定了不同N/P的复合物

对Hep-2细胞的毒性(图5)。结果表明, 随着N/P增加, 
细胞毒性增大。在N/P≤2/1时, 两种脂质体对Hep-2
细胞几乎无毒性, 在N/P>2/1时, 两种脂质体对Hep-2
细胞具有一定毒性, 细胞存活率能达到80%以下。 
2.6   细胞株种类对转染效率的影响

转染细胞的种类会影响到阳离子脂质体基因

转染效率, 为了进一步证明Lipofectamine 2000的
转染效果, 本实验选取转染的N/P为3/1, 通过Hep-2
和NCI-H460两种细胞对其进行了检测。图6所示

为转染48 h后倒置荧光显微镜下观察到的绿色荧

光蛋白及细胞状态照片。由图6可知, 脂质体Li-
pofectamine2000对Hep-2细胞转染效率高于NCI-
H460细胞, 两种细胞转染后的状态均未发生明显

改变。

A: Lipofectamine 2000; B: DOTAP.
图5  脂质体Lipofectamine 2000和DOTAP对Hep-2细胞毒性

Fig.5  Cytotoxicity of the Lipofectamine 2000 and DOTAP against Hep-2 cells
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A1: green photofluorogram of Hep-2 cells; A2: cell morphology of Hep-2; B1: green photofluorogram of NCI-H460 cells; B2: cell morphology of NCI-H460.
图6  细胞种类对脂质体Lipofectamine 2000 转染效率的影响

Fig.6  The influence of cell types on transfection efficiency of Lipofectamine 2000
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3   讨论
阳离子类脂与DNA的相对比例决定了复合物

的性质, 即大小、表面电荷(Zeta电位)、复合的功效、

胶态稳定性与生物学活性。最近的研究表明, 带较多

正电荷(即阳离子类脂与DNA的相对比例大)的复合

物具有均匀的粒度分布, 平均直径为100~450 nm[10], 
在此种复合物中DNA被完全压缩。Lee等[11]对不同

摩尔比的阳离子脂质体/DNA对基因转染效率的影

响作了较详细的研究, 认为不同的阳离子脂质体有

其最佳的DNA结合摩尔比。本研究表明, 当阳离子

脂质体与DNA在2:1~4:1时结合形成复合物, 核酸转

运的效果最佳。

脂质体在介导基因转染时的细胞毒性通常与

脂质体/DNA复合物的正电性及使用剂量相关, 电荷

比高的往往也会增大各类细胞的毒性[12]。另外, 脂
质体的细胞毒性很大程度上也取决于复合物的尺寸

大小以及复合物表面的Zeta电位高低, 复合物的尺

寸大以及Zeta电位高都会增大其细胞毒性[13]。本研

究显示, 脂质体Lipofectamine 2000和DOTAP均能有

效地转染Hep-2细胞及NCI-H460细胞, 细胞存活率

可达80%以上, DOTAP的细胞毒性比Lipofectamine 
2000更低。

转染细胞的种类会影响到阳离子脂质体介导

的基因转染效率, 但引起这种影响的原因目前并不

清楚。本研究中, 脂质体对Hep-2细胞转染效率要

高于NCI-H460细胞, 可能是因为细胞内吞作用越

强, 转染率越高, 而处于分裂间期的细胞通过胞吞

作用摄取阳离子脂质体的数量较有丝分裂期细胞

多。细胞处于不同的细胞分裂间期, 内吞作用不同, 
从而造成了转染效率的不同[14]。对同一细胞来说, 
Lipofectamine 2000的转染效率明显优于DOTAP, 这
两种转染试剂性质的差异是由其结构的不同决定

的。Lipofectamine 2000作为混合型阳离子脂质体, 
分子中正电荷密度相对DOTAP较高, 因而与DNA结

合能力较DOTAP强, 能较多地结合DNA, 形成的复

合物有利于细胞的吸收从而表现出较高的转染效

率。

综上所述, 通过优化转染条件, 两类阳离子脂

质体转染肿瘤细胞均可以得到较高的转染效率, 但
两类试剂各有优缺点, 相对来讲, Lipofectamine 2000
试剂对多数细胞转染效率较高, 但由于细胞种类对

脂质体的特殊选择性, DOTAP试剂仍有较好的应用

前景。本研究可为转染肿瘤细胞载体的选择提供依

据, 为阳离子类脂的合成及生物学评价实验提供依

据和理论参考, 并进一步挖掘常用转染试剂的应用

潜力。
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