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血清因素对阳离子脂质体转染的影响及其对策

玉 珠 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 上海 200031) 

尽管许多由合成脂构成的阳离子脂质体传

递系统已被成功地应用于体外转染和体内基因

泊疗，但在介导寡核昔酸 (ODNs ) 以及质粒转

染真核细胞时尚有它们的局限: 由 于它们的转

染效率是受血清的影响， 因此只有在无血清的

条件下才可获得最佳的转染效果，这显然不利

于体内 (in vivo)应用，运用于临床治疗的前景

不大。

大多数阳离子脂质体介导转染细胞，至少

在最初几个小时的阶段需要在无血清的情况下

进行，然而无血清却对转染的细胞是不利的。在

有血清条件下，转染操作对细胞生长、功能、活

力的影响可减至最小 ，并且 : 1) . 转染的操作变

得简便; 2). 介质需求的减少将降低实验的成

本; 3) . 避免可能产生的细胞功能及其原有生

存习性的改变。 研究发现，在一定条件下，阳离

子脂质体也可在有血清存在的环境中得到较高

水平的表达。

一、 血清因素影响转染的机制

阳离子脂质体在血清环境下转染活性降低
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的原因，有四种解释: 1. 血清中的高密度载脂

蛋白 (HDU与脂质体相互作用会导致脂肪酸

链运动的自由度降低 、双分子层堆积特性改变、

脂质成分被转移到载脂蛋白上，使脂质体膜的

ji1í透性增加，脂质体结构不稳定、分解最终破裂

失活。血清白蛋白、α-和 β珠蛋白、抗磷脂抗体

和可溶性脂交换蛋白同样也可引起脂质体膜的

不稳定[1) 0 2. 脂质体与一些能促进巨噬细胞吞

噬的被称为"调理素"的血浆蛋白结合而被清

除，或者通过直接与细胞表面融合，最终被肝或

脾的网状内皮细胞所吞噬[2) 。实验表明补体成

分、免疫球蛋白和纤维粘连蛋白可以作为调理

素来增强脂质体的被吞噬 ，而 ß2-糖蛋白 l 是

体内廓清 (clearance) 脂质体的一种重要蛋

白 [J) 0 3. 阳离子脂质体-DNA 复合物介导基因

传递对于血清蛋白的敏感性还可能是由于复合

物中的 DNA 被血清中的核酸酶所降解， DNA

与某些阳离子脂质体只是形成复合物，不可能

完全阻断 DNA 被核酸酶的降解[ 4 ) 0 4. 脂质体

被网状内皮细胞系统从血液中清除的速率是由

其表面特性所决定的 ，这些特征能被网状内皮

细胞系统的吞噬细胞上的受体所识别。脂质体

表面特性同时可决定脂质体与巨噬细胞上受体

的亲和力 ，对这类受体有高亲和力的脂质体易

于被从血液中排除[口。

近年来一些实验室曾尝试用各种方式来得

到半衰期长并能靶向到非网状内皮细胞组织的

阳离子脂质体，实验表明，通过改进脂质成分 、

脂质颗粒大小、表面电荷分布等途径是能够获

得体内高效、稳定的转染表达活力的 。在含血清

条件下，转染步骤、 细 胞密度以及脂质体和

DNA 浓度的不同都可导致转染表达活力的差

异。

通过视觉检测和细胞染色鉴定都证实在无

血洁的条件下，一定浓度的转染试剂会对立III 胞

产生毒性 ， 而在 10%- 5 0 % 的血清存在的条

件下，各种转染试剂对细胞的毒性明显减缓了。

无血清条件下， LipofectAmine 在高浓度 时

(20μg/m l ) ，会对 90% 的细胞产生毒性， Lipo-

fectin 和 GS 2888 只对 20%-30%的细胞有

毒性时，而在同等改度下， 目前唯一由天然阳离

子脂质合成的硬脂胶 (SA )脂质体的毒性仅是

Lipofec tin 的四分之一的。一般说来，脂质体­

DNA 复合物的形成应在无血清条件下进行，

形成过程中若有血清存在将会降低转染的表达

活力，这可能是由于复合物同带负电荷和血清

蛋白结合，电荷被中和的缘故。脂质体-DNA 复

合物一旦形成，影响就不那么显著。

二 、 消除血清影响的对策

1. 改进 DNA 和脂质体的比率

在血清存在的条件下，这时 DNA-脂质体

复合物的活力会减少很多，可能是由于复合物

同带负电荷的血清蛋白结合，电荷被中和的缘

故[飞 例如:Watanabe 用 Lipfectin 在含血清条

件下介导 pCHllO 质粒转染原代培养的小鼠肝

细胞表达的效率比在无血清条件下转染的低。

在无血清条件下转染 6 小时表达效率达到峰

值，井可维持 48 小时，而有血清情况则不同，

表达效率在转染 8 小时后逐渐减少到对照水

平时。 Farhood 用四种阳离子的胆固醇衍生物

分别与 DOPE 合成的阳离子脂质体介导质粒

pUCSV2CAT 转染 L929 细胞，结果 5 % 的小

牛血清即可抑制表达活力达 85% ，而当血清浓

度达到 20%时，在细胞抽提液中就基本测不到

CAT 的表达活力阳。 对于成功的转染来说 . 为

了能同细胞有效结合并被细胞吸收，复合物的

表面应呈网状布满正电荷， 因 此正确地选择

DNA 和脂质体的比率是很重要的，DNA 和脂

质体的比率决定了复合物表面电荷的分布以及

复合物颗粒的大小，所有的这些参数可能影响

转染实验的结果。一些商品化的阳离子脂质体

试剂如 Lipfectin 、 LipofectACE 、 Lipofect

Amine 、 DC-Chol 、 DOSPA 等分别介导 pCMV­

CAT 和 pCMVßga l 质粒 转 染 BHK-21 和

CHO-kl 细胞株，对它们 CAT 和 ß-gal 基因表

达效率的研究表明各种阳离子脂质体的最高转
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染效率部是在无血清培液条件下转染获得的，

并且血泊的存在无一例外地降低转染效率 ，但

通过选择合适的脂质体/DNA 的比率，在一定

血清浓度下成功地转染了 CV- 1 、 MEL 、 BHK-

21 和 CHO-k l 等细胞株[叫。

2. 改进阳离子脂质体脂质成分

选用适合的脂质成分也是获得成功转染的

关键， Lewis 等由 人工合成的阳离子脂质 GS

2888 与 DOPE(2: 1m/m)配制成的 GS 2888 阳

离子脂质体[町，它能克服 Li pofec ti n 试剂介导

寡核昔酸 (ODNs) 以及质粒转染的缺陷，在有

血清或无血清的介质中转染许多细胞株都获得

了比 Lipofectin 高的表达效率，并可降低试齐IJ

用量。在 10%小牛血清 CFBS)存在的条件下，

现有的大多数阳离子脂质成分或脂质棍合物都

不能有效地介导 ODNs 传递到细胞内，而 GS

2888 试剂能在 50% 的血清谁度下 ，有效介导

ODNs 进入 CV- 1 细胞 。 在对 COS- 7 细胞的转

染中， 10% FBS 的条件下用 GS 2888 介导质粒

DNA 转染的效率明显高于已商品化的 Lipo­

fectin 、 LipofectAmine 、 LipofectAce 和 Trans

fectam ì:i\剂。 GIBCO 公司新近推出的 Tfx™_

50 试剂转染 Hep G2 和 COS- 7 细胞也可在有

血清条件下获得好的表达效率。

3. ..稳定型"的阳离子脂质/DNA 复合物

形式

传统的阳离子脂质体/DNA 复合物寿命

有限，放置 24 小时后再表达就会渐渐失活，再

加上血m蛋白对复合物的破坏作用以及人工合

成类脂质体对细胞尚有一定毒性等因素均限制

了阳离子脂质体的应用。 Hofland 用阳离子脂

质 DOSPA 与"脂质伴侣 "DOPEC二油酌乙醉

胶)形成脂质体后增溶于 1 % 的辛基葡萄柑背

(octylgl川oside) 中 ，再与质粒 DNA 形成复合

物，透析方法除去去垢剂后得到"稳定型"阳离

子脂质体/DNA 复合物[气它在有血清存在的

条件下转染 NIH3T3 细胞，可保持 30% 的表

达活力.血清浓度达到 15 % 时仍可维持一定

的转染效率，而传统的复合物在 2% 血清存在

时基因表达就被抑制了。他们还将有活性的脂

质体/DNA 复合物同未复合的游离脂质体分

离，从而明显降低了对细胞的毒副作用。由于体

内基因表达实验往往需要几周才能获得结果，

因此转染试剂自身的稳定性也决定了其在体内

基因治疗中的应用价值 。

4. "融合基因 "的脂质体

M izuguchi 发明了一种称为"融合基因"的

脂质体[11凡是将仙台病毒(副流感病毒， Sendai 

viru s)融合在多片层的脂质体上，形成被囔脂

质体，通过与细胞膜的融合将携带基因有效导

入细胞内，在 40% 小牛血清条件下尚能维持

70% 的转染活力。阳离子脂质体不存在被囊结

构，而融合基因脂质体的被囊膜可有效保护

DNA 不被核酸酶所降解。由于血清中的高放

度唾液酸一般认为是仙台病毒的受体，因此，

"融合基因"脂质体达到高饱和浓度才能进行有

效基因传递，此时血清中的唾掖酸与细胞表面

结合融合基因脂质体的受体的竞争才不突出。

5. 天然成分的阳离子脂质体

由于大多数阳离子脂质成分是由人工合成

的，有可能被免疫系统识别为"外来物质";而过

分追求延长在体内的半衰期和提高血液中的稳

定性，又会使其自然生物降解能力减弱对细胞

的潜在毒性增大。 SA 脂质体是由天然脂质构

成的，它稳定性好、抗降 解性强，免疫原性

弱[ 1 2J 。 我们发现 SA 脂质体在血清存在下能维

持无血清转染获得的高水平表达。在一系列血

清放度的条件下分别用 SA 脂质体和 Lipo­

fe c tin 试剂介导 pCHllO 质粒转染 10 种不同

类型的真核细胞，结果显示 SA 脂质体在血清

存在条件下转染的表达效率均优于 Lipofectin

试剂，并且可达到最高转染效率，有广泛的体内

应用前景。

6 . 其他改进措施

有实验证明增大脂质体直径或含有长的饱

和碳氢链或用胆固醇的脂质所形成的脂质体能

延长半衰期并能减少脂质体的渗漏，可有效抑

制同载脂蛋白的脂交换，降低与血清蛋白的结
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合的敏感性问。

三、阳离子脂质体与网状内

皮细胞系 统的关系

血清能影响鼠肝对脂质体的吸收。以原代

培养的 Kupffer 肝细胞作为模型 ，发现脂质体

在血清存在下被网状内皮细胞所清除的速率与

脂质体的脂质成分有关[气 脂质体含有磷脂肮

丝氨酸 (PS) 、联十六皖基脂质成分或单由磷JJ旨

酌胆碱 (PC)和阻固醇组成的脂质体会提高被

清除率;而含有单唾液酸神经节昔脂(GM 1 ) 或

多聚亲水脂分子(乙二醇)脂质成分的脂质体能

减缓被清除速率[13) 。

用小鼠肝脏作为模型，证明肝脏对中性和

阴离子脂质体的吸收不涉及血清的作用，然而

网状内皮细胞系统吞噬阳离子脂质体的速率直

接受到脂质体表面特性的影响 ， 并且血清会增

强肝脏对阳两子脂质体的吸收 。 血清蛋白导致

脂质体聚集是影响肝吸收的原因之一。许多文

献的研究证明，使用长效脂质体(能经受长期血

液循环)可以增加基因治疗的功效 ，但是这类JJ旨

质体是如何逃避网状内皮细胞系统吞噬的机制

尚不了解。 不论是网状内皮细胞系统的巨噬细

胞还是原代培养的肝 Kupffe r 细胞究竟是如何

区分不同脂质体之间仅仅是表面电荷、大小和

脂质组分等细微结构上的差别的，目前有两种

看法:一种认为依靠调理素的脂质体廓清

(clearance) 。 它认为脂质体暴露在血液中时将

被血浆蛋白所覆盖 ，这个过程将决定脂质体最

终被网状内皮细胞系统所识别。具有不同表面

特征的脂质体 l吸附血浆蛋白的数量不等 ， 与这

些蛋白作用的脂质体从质和量上都会发生改

变，但变化幅度依其表面结构而有差异，这些差

异可能是造成脂质体在血液中的清除率和组织

中 |哗解放率不同的原因。 用原代培养的取 自J12[

膜的巨噬细胞作为模型 ，表明补体成分、免疫球

蛋白和纤维粘连蛋白可以作为调理素来增强JJ旨

质体的被吞噬，然而这些物质在高浓度的其它

血清蛋白存在的条件下是否还具有相同的活力

就不十分清楚了。另一个看法则强调了脂质体

-细胞相互作用的重要性，认为脂质体被网状内

皮细胞系统从血液中清除的速率是由脂质体表

面特性所决定的，这些特征能被网状内皮细胞

系统的巨噬细胞上的受体所识别，并决定了与

脂质体的亲和力。 对这类受体有高亲和力的脂

质体从血液中被排除得更快 。

目前，许多体外实验结果主要是在含有小

牛血清或无血清的条件下获得的。尽管一些体

内 (i n vivo)的实验结果在体外(in vitro) 的模型

系统中能被重复，但问题在于，从这些模型系统

得到的结果是在特定的、不可能真正模拟体内

环境的条件下获得的，例如这些系统不可能提

供关于脂质体被网状内皮细胞系统吞噬的数

据。脂质体在体内血液中与网状内皮细胞系统

的巨 l盟细胞的作用比在体外相对静止状态下要

难得多，再者网状内皮细胞系统的巨噬细胞在

细胞培养的状态下失去了某些原有特性。用胶

原酶从肝脏分离的 Kup ffer 细胞也面临类似问

题[ 1 3)

摘 要

由于大多数阳离子脂质体在血液中的稳定

性差，致使它们进一步运用于基因治疗的潜能

没能完全发挥出来。本文阐述了血清因素影响

阳离子脂质体转染的机制 ，阳离子脂质体与网

状内皮细胞系统的关系以及目前消除血清影响

的一些对策和亟待改进之处 。
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碱性成纤维细胞生长因子 CBasic FGF )的

结构、功能 、释放机理及其与肿瘤发生的关系

王楠徐永华

(中国科学院上海细胞生物学研究所 上海 200031) 

目前，对 FGF 家族中的 bFGF(碱性成纤

维细胞生长因子)的研究已日 益引起人们的关

注。 bFGF 在体内功能多样，在细胞的增殖 、分

化、胚胎的发育以及肿瘤的发生与转移中均起

重要的作用。但由于 bFGF 缺乏一段可供分泌

于胞外的信号 j比序 列，使得人们难于理解

bFGF 在体内是如何行使功能的。本文着重介

绍 bFGF 的结构、功能、释放机理、及其在肿瘤

发生中的作用。

bFGF 的蛋 白质结构及其特征

bFGF 最早是从牛垂体中提纯到的一个

146 个氨基酸、分子量为 16.5 KDa ， P I 值为 9 . 6 

的蛋白质[1]。以后人们发现 bFGF 在体内分布

广泛，存在于神经组织、骨恪、 生殖器官、 j跟体、

自~[IJ胞等以及多种肿瘤细胞中 。

当人和牛的 bFGFcDNA 被克隆以后，人

们发现了一个处于合适位置的起始密码子

AUG. 由此可转录出一个 15 5 个氨基酸的蛋白

质[2] 。此外，从三个上游的起始密码子 CUG 也

可以依次转录出三种高分子量的 bFGF 蛋

白问。 现在已知人的 bFGF 有四种表达形式 :

18KDa ( 从 AUG 起 始转录)、 22KDa 、 22.5

KDa 、 24KDa(从 CUG 起始转录)[4] 。其中后三

种高分子量蛋白的氨基酸序列除了 N 端有一

段长短不一的延伸之外，其余部分与 18KDa 的

蛋白相同。这四种形式的 bFGF 分子有脑及许

多不同的细胞系中均有表达，可能与不同的亚

细胞分布有关。 18KDa 的分子主要分布于细胞

质中，而高分子量的分子则多分布于细胞核内

及核糖体中[5] ，这表明 N 端的延伸序列中可能

包含一段核定位序列。如果将高分子量 bFGF

的 N 末端接到正常的胞内蛋白上，可使这种融

合蛋白定位于核内向。利用定点突变选择性地

抑制胞质或核内 bFGF 亚型分子表达的实验

表明 :这些 bFGF 亚型分子在细胞内的功能是

不一样的。胞内的 bFGF 可以增强细胞的迁

移、介导 FGF 受体的下行调节以及细胞在软

琼脂中的生长 。 这些效应在 FGF 受体显性失

活突变存在的情况下可被抑制。而细胞核内的

bFGF 亚型分子只能介导细胞在软琼脂中以及
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