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核酸转染技术和阳离子脂质体

王 且是林其谁

(中国科学院上海生物化学研究所分子生物学国家重点实验室 20003 1)

目前已有多种能将分子传递进入真核细胞

的技术和试剂。它们导入的分子通过同细胞组

份的相互作用，可以分别导致基因表达、蛋白质

合成、细胞分裂或分裂被抑制、细胞结构和形态

的改变、细胞不受控制地繁殖或恶性转化〈癌

变〉。但是迄今为止，没有任何一种方法或试剂

自认为是最佳的，因此必须按照实验需要针对

不同目标选择合适的转染方法。已有许多种技

术都可用来传递 DNA 、 RNA 、 寡核昔酸、 蛋白

质或小分子，但通常介导核酸进入真核细胞有

如下两种不同的方法:

转染 (Transfection) 使目的基因通过

生物化学或生物物理学的方法介导进入真核细

胞的过程。一般需要使用一些试剂同含有需要

表达的基因的质粒 DNA Y昆合后，导入靶细胞

中表达。

感染(Infection) 靶细胞被一个基因组

中包含有克隆化序列的病毒所感染而产生介导

的过程。通常感染比转染需要更多的步骤和时

间，由于依赖病毒的作用，所以这方面还牵涉到

安全性的问题。

当前，在基因治疗领域有效性和安全性日

益受到重视，研究高效的、非致免疫的且制备容

易的非病毒载体成了当务之急，本文就此着重

阐述介导核酸进入真核细胞的转染技术和试

剂。

转染技术的发展史

转染技术已有三十几年的历史 .DEAE-葡

聚糖法是在 60 年代末报道的，而磷酸钙共沉淀

法则是在 1973 年提出的。今天，这两种转基因

方法仍作为通用的、普及的转染 DNA 的技术

继续得到应用 。

一些物理学方法如显微注射法(1980 年)、

电 穿孔法(1982 年)、基因枪技术(1990 年)、喷

气注射法(1995 年)和脉冲电场(1996 年〉等，均

能成功地介导核酸进入真核细胞。这些方法有

较高的转染效率，但并不是对所有的细胞都有

效 ，而且对细胞有较高的毒性，操作上需要有专

门的精密仪器。

到了 80 年代中期 ，虽然能成功地进行转染

的细胞株已显著增加，但高表达的重复性仍很

差 ，还有一些难转染的细胞株。产率较低且重复

性并不理想的磷酸钙法仍被广泛地应用。

198 7 年，美国生命技术公司推出一种商品

化的阳离子脂质体转染试剂一- Lipofectin 

Reagent旧。它被证明能显著改进转染效率，在

用于多种真核细胞时有瞬时转染和用量少的特

点 。 1990 年，简单运用 LipofectACE Reagent 

使一个 T1/牛症病毒系统在胞浆中大量表

达[幻。 1992 年，制成的 SA 阳离子脂质体被证明
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能提供可重复的、持续的、高效的实验结果井且

容易操作，在转染某些细胞时有很高的转染效

率，其总体转染效率与Lipofectin Reagent 相

当【3] 0 SA 脂质体的成本较低，是目前唯一一种

由天然脂质构成的阳离子脂质体，在基因治疗

领域有很好的应用前景。 1993 年发现的多聚阳

离子脂质体转染试剂一一LipofectAMINE 能

持续、高效介导 DNA 转染多种细胞[飞至 1994

-1995 年， DMRIE/DOPE 脂质体和 DC-chol/

DOPE 脂质体被批准用于基因治疗的临床试

验[叫。

转染核酸的技术

转染在原代细胞培养方面是很有用的，因

为原代细胞能提供给分化组织中基因表达的信

息。表 1 中列举了几种转染技术，各种方法在

DNA 传递的原理、效率、结果的重复性以及操

作的方便性之间各有特点，而且不管使用哪一

种将 DNA 导入的试剂和操作技术，都会对生

物体产生一定的毒性和损伤，因此很难预言哪

一项转染技术将是最有效的，瞬时或稳定转染

的效率在很大程度上取决于细胞类型。

表 1 各种转染方法的与细胞相互作用的机制以及它们传递分子的类型

转染的方法 与细胞相互作用
的机制

阳离子脂质体 通过电荷的相互作用与细胞吸附

磷酸钙共沉淀 共沉淀、细胞的吞噬作用

电穿孔 膜上打孔的形式

DEAE一葡聚糖 通过电荷的相互作用与细胞吸附

聚季钱盐 通过电荷的相互作用与细胞吸附

基因枪技术 膜穿刺

细胞核直接微注射 膜穿刺

1.磷酸钙共沉淀 渥合 CaCl z 、 DNA 和

磷酸缓冲液会导致非常小的 DNA-磷酸钙共沉

淀颗粒的形成。这些微粒吸附在细胞膜表面，由

细胞内吞作用进入到靶细胞的细胞质中，但形

成共沉淀的大小和品质对磷酸钙转染的成功与

否是极其关键的。在实验中，必须掌握好条件，

因为哪怕仅仅偏离 O. 1 个 pH 单位就可能导致

磷酸钙转染实验的失败。磷酸钙介导的转染可

用以建立带有整合外源 DNA 的细胞系，其中

的 DNA 常以首尾相接的串联形式存在。

2. 电穿孔 在多种哺乳动物细胞和植

物细胞上施加一个短暂、高压的电流脉冲，暴露

在电场下的细胞表面会形成一个过膜电位差，

这种过膜电位差在细胞膜上造成一些瞬时的

孔。分子可以直接通过这些微孔，或者作为微孔

传递的分子

DNA RNA 寡核背酸 蛋白质

了仅 1纣 1传 1告

1纣

1纭 女 1纣

合

"* 
了仅 1斗

7公 会 ?如 1纭

闭合时所伴随发生的膜组分重新分布的结果而

进入细胞质中。最佳的电脉冲和电压参数是转

染成功与否的关键，过强的电压和电脉冲会造

成细胞膜的不可逆损伤并使细胞融解。电穿孔

法既可用于克隆化基因的瞬时表达，又可用于

建立整合有外源基因的细胞系。

3. 三重复合 L. Huang 实验室提出了

"三重复合"的概念，它是一种多聚赖氨酸结合

靶基因配对的方法，包含了质粒、脂质体和能同

DNA 结合的变异目标配体。多聚赖氨酸-抗体

配对与 DNA 结合，DNA 上剩余电荷被与多聚

赖氨酸-抗体配对同时加入的阳离子脂质体所

中和。在三相复合物中，抗体提供了目标专一

性，而且可能触发复合物的内吞作用。腺病毒和

其它破裂核内体的多肤近来也被用来增加特殊
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的 DNA-配体-多聚赖氨酸配体结合导向细胞

内部传递的效率的。但还没有经过广泛的体内

(in vivo)特殊性导向转染的检测 。

4. 中性脂质体 人工膜泡(脂质体〉作

为体内和体外输送的载体的用途，已经研究得

十分深入，通常需要将 DNA 或 RNA 包裹于脂

质体内，然后经脂质体与细胞膜的融合或者细

胞的内吞作用导入。脂质体可保护基因不被降

解，免疫原性小，并且经表面修饰后，有专一性

导向靶细胞的功能。脂质体可快速大量制备，对

外源基因的大小无限制，但转染效率较低。

5. 阴离子脂质体 这是近年才发展起

来的基因传递的方法，利用带强正电荷的 Poly

L-Lysine 与需要传递的 DNA 形成复合物，通

过电荷作用与携带配体的阴离子脂质体结合，

然后转染细胞。

6. DEAE- 葡聚糖和聚季钱盐 (Polybrene)

转染法 DEAE-葡聚糖和聚季接盐 (Poly-

其他细胞器(诸如 pH 较低的内含体)接触，但

它所导入的 DNA 量不足以进行生化分析，因

此微注射只是作为以建立整合有目的 DNA 拷

贝的细胞系的一种方法。"基因枪"是通过瞬间

高速微量发射核酸分子，并使之导入细胞的技

术。

阳离子脂质体

1.阳离子脂质体介导 DNA 转染的原理

大多数的转染方法或多或少都还存在着问

题一一细胞毒性、重复性差、使用不方便，效率

不高等。阳离子脂质体介导的转染不同于其它

转染技术，容易获得重复性的结果，并且能使大

部分真核细胞得到高表达[1.z] ，再者，有一些运

用其它手段转染有困难的细胞，用阳离子脂质

体有可能成功。阳离子脂质体介导 DNA 转染

与 Ca3 (PO.)2 法不同在于，它只需要不带载体

的 DNA，因而相对来说所用的 DNA 量比较

brene)都被证明可用于 DNA 转染。两种试剂 小。

都同带负电的 DNA 分子聚合，通过一个渗透 阳离子脂质体的表面带有正电荷，因而能

压震扰作用传递进入细胞内。 DEAE-葡聚糖通

常只用于克隆化基因的瞬时表达，而不用于细

胞的稳定转化，它对转染 BSC- l_ CV-l 和 COS

等细胞系有效，但对许多其它型别的细胞却不

尽人意。聚阳离子 Polybrene 可把低分子量的

DNA 有效而稳定地导入 CHO 细胞，但对稳定

转化其它类型细胞系的报道较少。

7. 原生质休融合 采用大量目的质粒

拷贝的细菌原生质体同培养的哺乳动物细胞直

接融合，通过聚乙二醇的促融合作用，细菌内容

物传入真核细胞的细胞质中，质粒 DNA 被转

移至细胞核。原生质体融合的方法在通常用来

测定瞬时表达的细胞系中不如转染有效，且往

往会产生质粒 DNA 以多个拷贝串联整合于宿

主染色体的情况，但它在 DNA 内吞效率较低

的细胞中比较有用。

8. 物理方法 细胞核直接微注射法和

"基因枪"技术。微注射可以直接将 DNA 、RNA

以及小分子蛋白导入细胞质或细胞核中而不同

被 DNA 的磷酸根链所吸附形成脂质体-DNA

复合物，同样也能被表面带负电荷的细胞膜吸

附[1.8]。阳离子脂质体介导传递的方法与从前使

用中性脂质体包裹 DNA 完全不同。如图 1 所

示，阳离子脂质体介导的转染是基于 DNA 和

阳离子脂质体之间的离子相互作用，DNA 通过

形成一个脂质体-DNA 复合物再被细胞捕获并

最后表达的。一般认为一个 5kb 大小的质粒可

结合二到四个脂质体，而 DNA 进入细胞的机

制尚有待阐明。

2. 常用的阳离子转染试剂

LipofectAMINE i式剂 LipofectAMINE 

试剂是按照由人工合成的聚阳离子脂

(DOSPA) 和中性的二油酌磷脂酷乙醇胶

(DOPE) 以 3 : l(w/w)的专利配方合成的。聚

阳离子试剂一- LipofectAMINE 比那些用单

阳离子类试剂能成功转染更多细胞株，通常可

获得更高的转染效率[4] ，这主要是由于它含有

带强正电荷的精胶极性头一一DOSPA 0 Lipo-
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(ectAMINE 试剂稳定转染 NIH3T3 细胞可获

得 1 %GENETICIN-抗性的克隆，而对于 CHO

细胞则高达 2.5% 。实验表明无论 CHO-K1 ，

BHK-21 、 Hela 、 COS- 7 和 NIH3T3 等一般类型

阳离子脂质体一「、

DNA一~

一一/gg 

的细胞，还是一些难转染的细胞类型(如 PC-12

和原代传代培养的人的成纤维细胞等) .应用

LipofectAMINE 试剂转染均可获得暂时性的

高表达 。

脂质体 -DNA

复合物

f@ ) 
细胞 J\ fG到 33~

图 1 阳离子脂质体介导核酸转染真核细胞的机制[.)

Lipofectin 试剂 Lipofectin 试剂是按

照由人工合成的阳离子脂(DOTMA)和中性的

二油酷磷脂酷乙醇胶(DOPE)以 1 : 1(w/w)的

比例配制而成的。 Lipofectin 试剂在转染

DNA 、RNA、寡核昔酸、一些蛋白质、部分转录

因子和 T7RNA 聚合酶等方面都获得了 成

功。0]。不少细胞株和细胞系使用 Lipofectin 试

剂都能得到成功介导 DNA 转染; Lipofectin 试

剂还能在一些难于转染的细胞系中使 RNA 得

到了高效率的转染。使用 Lipofectin 试剂体外

转录的 RNA 后，约 90%的 BHK-21 细胞可明

显看到有 LacZ 基因的表达【111.

LipofectACE 试剂 LipofectACE 是按

照由人工合成的阳离子脂(DDAB )和 中性的二

油酷磷脂酌乙醇胶(DOPE) 以 1 : 2.5(w/w)的

比例配制而成的，它在 Hela 细胞、 BHK-21 细

胞【2]和小鼠 L-细胞的牛症/T7 瞬时表达的分

析中使用。

SA liposome 试剂 由硬脂胶 SA

(Stearylamine)/DOPE (1 I 1W /W)制备的脂

质体是目前已知的完全由天然脂质所构成的阳

离子脂质体阳。 SA 的结构很简单，有一条 18 碳

原子的饱和脂肪酸的疏水链和一个氨基极性

头，与 DOPE 一起形成稳定脂质体。 SA 脂质体

能高效转染绝大部分的细胞株[121 ，它转染 cv-

1 细胞的效率是 lipofectin 试剂的 10 倍，细胞

的毒性是 Lipofectin 试剂的 1/4.对机体的免疫

原性小，可能会有利于体内的基因治疗【时，对

日益发展的基因转染技术起着补充作用。

DC-chol 脂质体 胆固醇衍生物一-

DC-chol 是一个三价胶极性基团的阳离子脂

质，它有一个稳定的氨甲酷键，可能被生物降
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解。 DC-chol/DOPE 脂质体能有效地转染许多

难被转染的细胞株。与 Lipofectin 试剂相比较，

对于人的表皮样癌细胞一- A431 , DC-chol/ 

DOPE 脂质体的转染活力高 2 到 3 倍，而细胞

毒性要低得多。由于转染效率、稳定性和潜在的

安全性等特点，DC-chol/DOPE 脂质体已被批

准为第一个可应用于人类基因治疗临床试验的

阳离子脂质体试剂[叫。

今天，阳离子脂质体介导核酸转染真核细

胞已是最具创新性的、高效率的转染技术，并且

逐渐成为基因治疗领域的一种标准方法。

摘 要

阳离子脂质体介导转染是一种具创新性

的、高效的转染技术，并且逐渐成为介导核酸进

入真核细胞的标准方法。因此，如果在使用其他

的转染手段并不理想时，宜试用阳离子脂质体

介导的转染技术。
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端粒酶 RNA 和端粒酶活性在人生殖道癌细胞株中的表达 怜

郑伟石一复 谢幸程琪 i尤串生

(浙江医科大学附属妇产科医院杭州 310006)

近年来的研究发现，端粒酶的激活与恶性

肿瘤细胞的形成和发展密切相关[1.2] 。端粒

(Telomere)是位于染色体末端的 DNA 与特殊

蛋白质结合的复合体，对于维持染色体的完整

性至关重要。端粒酶(Telomerase )是一种 RNA

依赖性核酸蛋白复合体，参与合成端粒 DNA

的重复序列(TTAGGG)[飞端粒酶的激活是细

王什启

(军事医学科学院放射医学研究所北京 100039)

胞阻止端粒重复序列的缩短并获得永生化的必

要途径。在许多恶性肿瘤中显示有端粒酶活动。

现已知人端粒酶 RNA 成分 (human Telo

merase RNA ， hTR)决定着端粒酶重复序列的

合成，并参与端粒酶的活化[气反义端粒酶
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