
第 26 卷 第 3 期

2004 年 6 月
细 胞 生 物 学 杂志

Chinese Journal of Cell Biology 
Vo l. 26, No. 3 

June, 2004 

原代大鼠海马神经元的高效转染
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摘 要:用房、代大鼠海马神经元为模型，对新型 电转染方法 Nucleofector ™ 与脂质体 DOTAP

和 Lipofectai m.ine™ 的转染效率和转染前后细胞存活率进行比较研究 ， 探讨 NucIeofector™ 的 高效

性与可靠性。 从 E1 8 胎鼠海马中取出神经元进行体外培养， 并用神经微丝(NF)抗体进行免疫细胞

化学染色鉴定细胞类型 。 分别用 DOTAP， Lipofectamine™ and Nuc l eofector™ 包裹 pCMV-eGFP 质

粒转染原代大鼠海马神经元 。 神经元的存活率用流式细胞仪检测 。 实验结果表明 : DOTAP 和

Lipofectam.ine ™的基因转染效率仅为 1 .55 % 和 2.45 % ， 而 Nucleofector ™的转染效率则超过 20 % ;

细胞转染前后的存活率在 DOTAP 组分别为 98.37 % 和 88 . 3 5% ， Lipofectamine™ 组分别为 98 . 37 % 

和 90. 11 % ， 而在 T、~ucIeofectorTM 组中分别为 98 . 37 % 和 5 1. 82% 。 上述实验数据表明 Nucleofector ™ 

特染技术能高效并安全地转染原代大鼠海马神经元 ， 但死亡率较高 。
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原代培养中枢神经系统的细胞由于直接来自体

内 ， 在形态 、 生理功能上类似母体组织 ， 能够模

拟体内环境 ， 较之细胞系而言 ， 在神经系统及相关

疾病 [1刑的研究中 ， 发挥着更为重要的作用 。

目前常用的基因转染的方法有 4 种 : 磷酸钙沉

淀转染 ， 质脂体转染 ， 电穿孔转染及病毒转染 。 这

些方法对于细胞系而言 ， 均有较为理想的效果 。 但

是由于神经细胞细胞核处于后有丝分裂阶段 ， 外源

基因很难进入 ， 传统方法的转染效率很不理想、 [4 ] 。

举例来说 ， 对于原代神经元 ， 磷酸钙穿透法的转染

效率不足 5% ， 而且结果不稳定 ， 不同实验室报道

的数据差别很大lM] ; 病毒转染法能够得到较高的转染

率 ， 但操作复杂 ， 毒性大 ， 不适合治疗性的实验

研究[7 ， 8 ] 。 近年来 ， 一些新技术 ， 特别是质脂体转

染法得到了很快的发展 。 体内和体外实验表明， 质

脂体介导的基因转染能够成功地将目 的基因转移入

细胞 ， 并且无自身免疫反应 ， 毒性低 ， 无生殖系

统转移[9] ; 但其转染率仍比较低 ， 不能用于基因治

疗和组织工程的研究[101 。

本研究介绍一种由 Amaxa B iosystems 公司最新

发明的 Nucleofector™ 转染方法 ， 在转染原代胚胎

大鼠海马神经元的实验中得到了较高的转染效率。

文章编号: 0253-9977(2004)03-305-04 

同时我们采用 了两种目前最为常用的质脂体DOTAP

Liposome 和 Lipofectami ne™ 与之进行比较 。

1 材料与方法

1. 1 细胞培养

将怀孕 1 8 天的大鼠用 10% 水合氯醒麻醉后打开

腹腔取出胎鼠 ， 置于 60mm 培养皿中， 加入 HBS

(HEPES-buffered saline without Ca2
+ and Mg勺 ， 手术

显微镜下，剖开皮层取 出 C 型的海马组织 。 加入

0 ， 03% 膜蛋白酶置于 37 'C ， 5 %C02 细胞培养箱中温
育 20 min 完成消化， 加入膜蛋白酶抑制剂(购于

G IB C 0 公司 ) 终止消化 。 离 心去上清液 ， 用

DMEM+ lO%FBS 培养基将细胞清洗 3 遍 ， 每次 5m.in

去除细胞碎片 。 离心后加入 Neurobasal+5%B27 培养
基(均购于 GIBCO 公司 ) 将细胞吹打成单细胞悬液 ，

以 2x 1 0 5 的密度铺置于 35m m 培养皿中 ， 37 'C , 

5 %C02 培养箱中培养1" 1 。

l. 2 免疫组织荧光染色

采用神经元特异性表面标志神经微丝(neuro n-
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fil ament, NF) 抗体对所培养的细胞进行鉴定 。 细胞

由 PBS 洗 2 次 ， 4% 多聚甲自主室温固定 15min ， PBS 

冲洗 2 次 ， 加入封闭缓冲液(D-PBS ， 10% FBS , 0.2% 

Triton X-I 00) , 3 7
0

C温育 20min 。 加入一抗(1: 100 

小 鼠抗大鼠 NF IgG)(DAKO) , 4
0

C过夜 。 PBS 洗 2

次 ， 然后加入罗丹明标记二抗(1 : 500 111 羊抗小 鼠

IgG) (Kirkegaard Perry Laboratories ， 巴1L ， USA) 37 0C 

温育 90mi n o PB S 洗 3 次后在荧光显微镜下观察 。

1. 3 转染

1.3. 1 DOTAP 转染 转染于神经元培养 24h 后进

行。 5μg DNA-pCMV -eGFP 用 HBSS 稀释至 50μ1;

30μ1 DOTAP 用 HBSS 稀释至 100μ1 ; 将二者混合室

温放置 1 5rnin ， 将 2x105 神经元培养液换成 DOTAP/

DNA 混合液 ， 37
0

C /5%C02 中温育 仙， 然后换成新

鲜 Neurobasal+5%B 27 培养基 。

1.3.2 Lipofectarnine™转染 转染于神经元培养24h

后进行。 1 00μ1 OptiMEM 1 与 15μ1 Lipofectamine™ 

(2mg/ml)混合 ， 室温放置 5min ; 100μ1 OptiMEM 1 

与 2.5μg DNA (pCMV -eGFP) (1 mg/ml)混合 ， 室温放

置 5min。二者混合后室温放置 20min(所有转染试剂

来 自 Invitrogen， Rockville， 岛。) 。 将 Opt出伍MI@IDNAI

Li pofec tamine ™ 混合液加入 2x 105 细胞中 ， 37
0

C/ 

5%C02 中温育 仙，然后换成新鲜 Neurobasal+5%B27
培养基 [ 1 21 。

1.3.3 Nucl eofector™ 转染 膜蛋白酶消化后 ， 用

DMEM+I0%FBS 培养基清洗 3 次的大鼠海马神经元

混悬液离心后 ， 重悬于 Nucleofector™ 溶液中 ， 使

其终浓度为 l x 106~6x 106 个细胞 1100μl 。 将混合液

与 1 ~3μg DNA 混合均匀， 装入转染盒后放入电转

仪中 ， G - 1 3 程序转染 。 转染结束后 ， 加入 500μl

事先预热的 DMEM + 10%FBS 培养基 ， 温育 2~4h

后 ， 将培养液更换成 750μl 新鲜 Neurobasa]TM+ B
27

, 

置入 37
0

C /5 %C02 培养箱中 。

1 .4生存率的测定

生存率在未转染神经元培养 24h 后和转染神经

元培养 24 h 后测定 。 细胞收集后 ， 进行 PI 染色 ，

然后由流式细胞仪 FACStar(Becton Dickin s on )在

585nm 波长下激发测定 。

1. 5 统计方法

数据以平均数土标准差形式呈现 。 三种转染方

法转染效率的比较分析和存活率的比较分析采用Stu­

den t' t-test 检验 。

2 结果

2. 1 神经元的鉴定

免疫组织荧光染色的结果表明 : 我们所培养的

细胞大部分能够被以 NF 抗体为一抗 ， 罗丹明为二

抗的化学试剂所染色 ， 发出特异性的红荧光 。 说明

所培养的细胞主要为神经元，只有少部分胶质细胞

未被染色( 图 1 ) 。

2 . 2 转染效率的评价

转染后 48h ， 用 pCMV-eGFP 转染的细胞放在倒

置荧光显微镜下观察转染效率 。 转染成功的细胞发

出绿色荧光 。 为定量观察统计 ， 取 3 个视野记数后

取平均数 。 然后采用流式细胞仪进行细胞记数并用

CellQuest 软件进行计算。 结果如下 : DOTAP 转染

的神经元约 1.55% eGFP- 阳性(图 2A); Lipofectarnine™ 

转染的神经元2.45% eGFP-阳性(图 2B); Nucleofector™ 

图 l 原代培养大鼠海马神经无特异性表面标志神经微丝

(NF)免疫荧光染色

图 2 三种方法转染 pCMV-eGFP 质粒的细胞在倒置荧光显

微镜下观察

(A)采用 DOTA P 转染海马神经元 ， 摄于转染 24h 后 ( IOO x); (B) 

采用 Lipo fe ct a min e™ 转染海马神经元 ， 饭 子转染后 24h ( 1 OOx ); 

(c)采用 Nucleofec tor ™ 转染海马神经元 ， 饭 F转染后 24h ( I OOx ) ;

( D ) 采用 Nu c l eofec t o r ™ 转染海马神经元 ， 摄于转染后 7 天

( 1 O O x) 。
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图 3 三种不同方法转染 pCMV-eGFP 质粒转染效率比较

口转染前
·转染后

句‘
d

(
J、萨}M骨
样
川一、

转染方法

图 4 不同转染方法在转染前后细胞生存率的比较

转染的神经元 39 . 8% eGFP- 阳性(图 2C ， 2D) 。 三者

转染效率的比较见图 3 ， P<0 .05 。

2.3 存活率

存活率于转染前和转染后 24h 测定 。 转染前神

经元的存活率为 98. 3 7% (平均值 98.37% ， S .E.M. 

士0 . 68) 0 DOTAP 转染后神经元存活率为 88.35 %(平

均值 88.35% ， S.E .M .土1. 18 ); Lipofectamine™ 转染

后存活率为 90.11 % (平均值 90.11%, S.E.M. :t1.80); 

而 Nucleofector™ 转染后的存活率为 5 1. 82 % (平均值

5 1.82% , S .E.M . :t 3 . 91) ( 图 的 。

3 讨论

出代细胞来自于母体， 在外型和生理功能上都

有很强的相似性 。 因此， 原代细胞基因转染是模拟

体内情况研究基因功能的很好方法 。 相比于细胞

系 ， 它们能提供更准确的医学和生物学信息。 本研

究中所利用的原代大鼠海马神经元是研究很多中枢

神经系统疾病(比如脑缺血和帕金森症)和脑中许多常

规事件的重要体外模型[ 1 -3) 。 利用神经元特异性标记

NF抗体进行的免疫细胞化学结果证实我们分离培养

的主要是神经元。

目前在基因转染原代培养细胞方面已经有了不

小进展，但是大都不尽如人意 。 根据绿荧光蛋白的

表达水平，磷酸钙质粒沉淀在神经细胞转染效率只

有 1 %至 5 %[5 ， 6) 。 而且钙沉淀转染对 pH 值 ， 离子

浓度 ， 温度和缓冲液的微小变化很敏感，导致了不

同实验室所报告的结果重复性较差。 研究显示，微

管电穿孔转染法能在体内有效转染单细胞，但不适

合大量细胞实验(13)。病毒载体， 如腺病毒或杆状病

毒 ， 在神经细胞上有较高的转染效率， 但需要复杂

的载体制备过程和防备局部免疫反应的威胁 [7，8) 0 

脂质体基因转染是目前在遗传学和细胞生物学

中应用最广泛的转染方法 。 在 NIH3T3 ， COS-7 和

HeLa 等细胞中，阳性脂质体有较高的转染效率(14) 。

本研究中 ， 两种脂质体ρOTAP and Lipofectarnine TM) 

作为载体将报告基因 eGFP 转染到神经元中。但是

极低的转染效率表明，脂质体不适于转染原代培养

神经元。 这与 Wang 等人用 DOTAP 转染大鼠原代

海马神经元取得的结果相似[ 1 5) 。

在研究中 ， 利用了一种由 Amaxa公司最新发明的

电穿孔转染方法。此方法的独特之处在于作用机制为

一种物理过程， 适合一些化学转染方法效果很不理想

的非吞噬细胞和非增殖细胞的基因转染[ 16， 1 7) :如外周

血细胞、神经细胞和干细胞 。 同时，这种新方法

也不存在生物污染和免疫反应的危险。实验结果表

明:与脂质体转染相比， Nucleofector™ 技术能够

得到存活细胞中大于 38.9 % 的转染效率(全部细胞大

于 20 % )，高于前者 20 倍以上。与常用的病毒转染

相比，有高速度、低风险的优点 。 这对于进一步

开展基因治疗和组织工程的工作是非常重要的。

另一方面 ， 通过对转染细胞存活率的比较，我

们注意到， Nucleofector™ 技术引起的细胞死亡率

亦远远大于脂质体转染的死亡率。原因可能有以下 3

方面 : (1)外源 DNA 摄取引起细胞的凋亡 ; (2) 电

子脉冲后胶体渗透压的改变引起细胞的肿胀[18-20) 。

通过使用 caspase 抑制剂阻断细胞凋亡途径，和脉

冲后细胞粒化以减轻细胞肿胀后细胞死亡率会有所

降低(2 1) 0 (3) 膜蛋白酶消化后引起细胞表面损伤降低

了对电脉冲的耐受。 本实验采用专用的膜蛋白酶抑

制剂来中止消化而不是常规使用的血清，力图将这

方面的损伤减到最低 。 因此，此项转染技术能够满

足大多数分子生物学实验要求 。
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Improving the transfec tion efficiency of post-rnitotic n巳u-

Efficient Transfection Method for Rat Primary Hippocampal Neurons 

MIAO H ong Sheng'气 YU Lu Yang2, LIN B02, WU Jia CaF, GUO Li He2飞 HUI Guo Zhen' * 
( 'Department of Neurosurgery, The First Hospital of Soochow University, Suzhou 215006, China; 2lnstitute of Biochemistry and 

Cell Biology, Shanghai lnstitutes for Biological Sciences, Chinese Academy of Sciences. Shanghai 200031, China) 

Abstract: To compare Nucleofector™ , a new electroporation transfection m ethod developed by Amaxa 
Biosystems, with two lipofection methods: DOTAP and Lipofectaimine™ in E18 rat primary hippocarnpal neurons. 
The neurons freshly prepared by hippocampal dissection were identified with neuron-filament (NF) antibody by 
immunocytochemica1 staining. DOTAP, Lipofectamine™ and rat neuron Nucleofector™ were employed to transfer 
pCMV -eGFP plasmid into the rat hippocampa1 primary neurons respectively . The viability of the cells was assessed 
by fluorescence-activated cell sorting (FACS) . The immunocytochemical staining for the neuronal marker NF 
showed that cells grown in NeurobasaFM supplemented with B 27, and then transfected, were m ostly neurons. The 
transfection efficiency of D OTAP and Lipofectamine™ reaches only 1.55% and 2 .45% whereas Nucleofector™ can 
achieve over 20% transfection efficiency. The viability ofpre- and post-transfected cells with D OTAP is 98.379毛/
88.35% and 98.37 %/90.1 1 % with Lipofectamine™ whereas 98.37%/5 1.82% with Nucleofector™. The results of 
the experiment showed that the newly developed Nucleofector™ technology can lead a much higher transfection 
efficiency than other transfection methods in rat primary hippocampal neurons although the viability of transfected 
cells was somewhat reduced . Furthermore, this new technology is a suitable transfection method for most molecu-

lar biological aþplications. 

Key words: transfection; rat p r imary hippocampal neur on; DOTAP; lipofectamine™; n ucleofector™; 

eGFP 
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