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技术与方法

EL转染试剂转染食管鳞癌细胞的条件优化
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(1徐州医科大学基础医学院法医学教研室, 徐州 221000; 2徐州医科大学公共平台实验中心, 徐州 221000;
 3徐州医科大学临床学院, 徐州 221000)

摘要      该文探讨了关于EL转染试剂转染Hsa-miR-6743质粒至食管鳞癌细胞转染效果的影响

因素。以食管鳞癌细胞株Eca-109、TE-1和Eca-9706为研究对象, GFP标记的Hsa-miR-6743为报告

基因, 通过倒置荧光显微镜检测荧光信号优化转染试剂和质粒比值。结果表明, 食管鳞癌细胞的种

类影响EL转染试剂的转染效果, EL转染试剂在Eca-109细胞株中的转染效果最好, 在另外两种细胞

中转染效果不佳。在Eca-109细胞株中, 转染效果最佳检测时间为转染36 h时, 细胞存活情况不受转

染试剂影响。EL转染试剂与Hsa-miR-6743质粒最佳转染比例范围为1:4~1:2。EL转染试剂的转染

效果受细胞种类、转染试剂与质粒比值以及转染时间的影响。

关键词      食管鳞癌细胞; 阳离子聚合物转染试剂; 基因转染; 细胞内吞; 细胞种类
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Abstract       This study aimed to explore the influencing factor on the transfection effects of EL transfection 
reagent, which was used to transfect Hsa-miR-6743 plasmid into esophageal squamous cells. The esophageal squa-
mous cells Eca-109, TE-1 and Eca-9706 were chosen as the research objects. Hsa-miR-6743 marked by GFP (green 
fluorescent protein) was selected as a reporter gene. The fluorescence signals were detected by inverted fluorescence 
microscopy to optimize the proportion of transfection reagent and plasmid. The results turned out that the transfec-
tion efficiency of EL transfection reagent was influnced by cell types of esophageal squamous cells. The transfec-
tion efficiency of EL transfection reagent in Eca-109 cells was better than that in other two cells. The best detection 
time-point of the optimal transfection efficiency was at 36 h in Eca-109 cells, and cell viability was not affected by 
EL transfection reagent. The optimal transfection ratio of EL transfection reagent to Hsa-miR-6743 plasmid ranged 
from 1:4 to 1:2. The transfection efficiency of EL transfection reagent was affected by cell types, the ratio of trans-
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fection reagent to plasmid, and transfection time.
Keywords        esophageal squamous cells; cationic polymer transfection reagent; gene transfection; endocy-

tosis; cell type

细胞转染技术是将外源性的遗传物质导入至真

核细胞内并进行基因表达的一项技术。根据对转染

载体的区分, 现有的细胞转染技术可分为非病毒载体

转染和病毒载体转染。其中病毒载体转染是通过病

毒载体, 例如逆转录病毒或腺病毒, 将核酸分子递送

至细胞中。病毒载体转染因其具有转染效率高、稳

定性高、细胞毒性低的特点而被认为是最先进的转

染技术, 但是病毒载体转染操作复杂, 有致癌和感染

的可能性等生物安全因素而限制了其应用[1]。为了解

决这一问题, 非病毒载体被用作替代的转染方法, 非
病毒载体主要包括阳离子脂质体、阳离子聚合物和

阳离子肽, 虽转染效率相对较低, 但其安全性高, 操作

简便, 因而被广泛运用于DNA以及RNA的转染中[2-4]。

阳离子聚合物由于缺乏免疫原性, 在包装不同

种类和大小的核酸方面具有灵活性, 因其具有易于

大规模合成、便于降解等优点而被广泛用作非病

毒基因载体[5]。阳离子聚合物被运用到多种细胞的

转染之中, 携带正电荷的载体通过压缩带负电荷的

核酸分子, 在大多数情况下形成体积相对小且稳定

的纳米复合物(polyplexes), 使核酸免受核酸酶的降

解, 并且可与细胞表面蛋白多糖相互作用从而进入

细胞[6-8]。转染效率受诸多因素影响, 其中包括细胞

所处周期、生长状态、铺板密度、载体的化学性质、

摄取机制和细胞内递送途径、载体与质粒的配比

以及质粒的纯度和浓度等[9-10]。

在本研究中, 我们着眼于非病毒转染载体, 选
择了细胞毒性低、操作灵活、易于合成的EL转染

试剂, 通过探索阳离子聚合物转染试剂EL在食管鳞

癌三种细胞Eca-109、Eca-9706、TE-1中的转染效果, 
检测转染效果显示的最佳时间, 优化该种试剂的使

用条件。本项研究可以为肿瘤细胞选择转染试剂提

供更丰富的理论依据, 以期在保证转染效率的情况

下获得最优的转染效果, 为之后进行细胞系的稳定

转染奠定基础。

1   材料方法
1.1   细胞株与主要试剂

人食管鳞癌细胞株 Eca-109、TE-1购自武汉

Procell公司。Eca-9706细胞株由徐州医科大学形

态学实验室保存。TransIntroTM EL Transfection Re-
agent购自北京全式金生物技术有限公司。质粒中提

试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。标记有

绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP) Hsa-
miR-6743质粒购自GenePharma公司。Opti-DMEM
培养基购自美国Gibco公司。RPMI 1640完全培养基

和DMEM高糖培养基购自南京凯基科技有限公司。

胎牛血清(fatal bovine serun, FBS)购自美国CLARK
公司。CCK-8试剂购自大连美仑生物技术有限公司。

1.2   方法

1.2.1   质粒载体的扩增      用LB培养基扩大培养含

有Hsa-miR-6743质粒的菌液。按照质粒中提试剂盒

说明书提取并纯化质粒, 通过紫外分光光度计测定

质粒的浓度和纯度。用滤膜(0.22 µm微孔)过滤除菌。

1.2.2   细胞培养      Eca-109、TE-1、Eca-9706细胞培

养液成分均为RPMI 1640完全培养基(含10% FBS、
1%双抗), 于37 °C、5% CO2培养箱中培养, 每隔1~2
天用0.25%胰酶消化传代。

1.2.3   细胞转染      取处于对数生长期的Eca-109、
TE-1、Eca-9706细胞, 经0.25%胰酶消化, 当细胞浓度

为1×105个/mL时, 接种于96孔板中(100 µL/孔)。当每孔

细胞密度达到70%左右时进行转染。

转染时移去生长培养基, 用PBS清洗之后加入

等量DMEM空培养基(无血清、无双抗)。
以96孔板中1孔为例:
(1) 将0.2 µg Hsa-miR-6743质粒稀释于10 µL Opti-

MEM培养基中; 
(2) 选取 EL转染试剂 (µL) 与质粒 Hsa-miR-

6743(µg)比例分别为1:1、1:2、1:3和1:4, 即将0.2、
0.4、0.6、0.8 µg Hsa-miR-6743质粒稀释于200 µL 
Opti-MEM培养基(该步骤用于观察不同质粒比例对

Eca-109细胞转染效率的影响实验, 其余实验略过该

步骤); 
(3) 取0.2 µL EL转染试剂加入到稀释好的质粒

中, 轻柔摇匀, 于室温静置15~20 min, 将质粒转染试

剂复合物加入到细胞中。

于37 °C、5% CO2培养箱中培养4~5 h, 更换新
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鲜培养基(含10% FBS和1%双抗), 继续培育。

1.2.4   转染效率测定      细胞转染后, 采用倒置荧光

显微镜进行拍摄, 每个视野分别在可见光和488 nm
激发光激发下拍照, 图像处理工具为Image J, 对绿色

荧光强度进行统计, 每次实验随机选取3个具有代表

性的视野进行观察计算(实验独立重复3次)。使用荧

光积分光密度(integral optical density, IOD)量化转染

效果。荧光积分光密度可反映转染成功的细胞表达

的GFP总强度, 反映细胞转染总程度。GFP表达阳

性细胞越多, 荧光强度越强, 表明转染成功的程度越

高。

1.2.5    细胞存活率测定        细胞转染后于96孔板加

入CCK-8试剂(10 µL/孔), 于37 °C细胞培养箱中孵育

1 h后, 使用酶标仪检测450 nm波长处吸光度值。细

胞存活率=(转染孔吸光度–对照孔吸光度)/(对照孔

吸光度–空白孔吸光度)×100%。其中实验孔含细胞、

培养基、CCK-8溶液和转染试剂; 对照孔含细胞、

培养基、CCK-8溶液, 不含转染试剂; 空白孔含培养

基、CCK-8溶液, 不含细胞和转染试剂。

1.2.6   统计学处理      数据分析使用SPSS 22统计软

件, 计量数据以均数±标准差(x
_
±s)表示, 两组独立样本

采用t检验, 两组以上比较采用单因素方差分析(One-
Way ANOVA), 统计差异设定为P<0.05为差异具有统

计学意义。

2   结果
2.1   不同食管鳞癌细胞株中的转染差异

为了观察转染细胞的种类是否会影响EL转染

试剂的转染效果, 将含GFP报告基因的Hsa-miR-6743
质粒以EL/DNA复合体形式分别递送至Eca-109、
Eca-9706和TE-1三种细胞系, 阳性细胞发出明亮

的绿色荧光信号。按照EL转染试剂说明书的推

荐, 转染24 h后, 在倒置荧光显微镜下观察到的

Eca-109、Eca-9706和TE-1三种细胞的细胞状态以

及GFP表达情况如图1所示。三种细胞转染后的生

长存活状态均未发生明显改变, Eca-9706、TE-1
和Eca-109三种细胞转染后荧光积分光密度分别为

900.9、682.8、16 816.3, Eca-109细胞转染程度远

高于TE-1和Eca-9706细胞。

2.2   转染效果最佳观测时间

为了观察Eca-109细胞进行转染之后转染效果

随时间变化的情况, 本实验选取转染18、24、30、
36、48、60、72、96 h时对Eca-109的转染效果进

行检测, 图2所示为转染后不同时间点倒置荧光显微

镜下观察到的GFP表达及细胞状态照片。然后对荧

光强度进行分析, 荧光平均光密度(mean optical den-

A: Eca-9706细胞GFP表达图; B: TE-1细胞GFP表达图; C: Eca-109细胞GFP表达图; D: Eca-9706细胞状态图; E: TE-1细胞状态图; F: Eca-109细
胞状态图; G: 转染后Eca-9706、Eca-109以及TE-1荧光积分光密度。 ****P<0.000 1。
A: fluorescence microscopic image of GFP expression in Eca-9706 cells; B: fluorescence microscopic image of GFP expression in TE-1 cells; C: 
fluorescence microscopic image of GFP expression in Eca-109 cells; D: cell morphology of Eca-9706 cells; E: cell morphology of TE-1 cells; F: cell 
morphology of TE-1 cells; G: the integral optical densities of Eca-9706, Eca-109 and TE-1 cells after transfection. ****P<0.000 1. 

图1   细胞种类对EL转染试剂转染效率的影响

Fig.1   Effects of cell types on transfection efficiency of EL transfection reagent
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sity, MOD)是每个细胞的GFP表达强度的指标, 对
应于每个细胞转染的程度。EL转染试剂在转染18、
24、30、36、48、60、72、96 h时荧光平均光密度

分别为0.073、0.096、0.104、0.178、0.109、0.112、
0.084、0.078, 由结果可知, EL转染试剂对Eca-109细
胞转染的最佳观测时间为转染36 h时。

2.3   EL转染试剂对细胞存活率的影响

如图3所示, 在转染36 h时通过CCK-8检测Eca-
109细胞存活率表明, 只添加EL转染试剂组细胞与

空白对照组相比存活率超过100%, 结果无统计学差

异。这证明了EL转染试剂对细胞存活率无影响。

2.4   EL转染试剂与Hsa-miR-6743质粒比例对Eca-
109细胞转染效率的影响

为选择合适的转染试剂与质粒的比例, 选取EL
转染试剂(µL)与Hsa-miR-6743质粒(µg)比例分别为

1:1、1:2、1:3和1:4, 转染入Eca-109细胞, 转染36 h
后检测绿色荧光蛋白(图4A)。结果(图4B)显示, 通
过荧光积分光密度定量分析, 得出当其比例为1:1、

A: EL转染试剂转染miR-6743-5p后不同时间点Eca-109细胞GFP表达图; B: EL转染试剂转染miR-6743-5p后不同时间点荧光平均光密度。

***P<0.001, 与其他时间点相比。

A: fluorescence microscopic images of GFP expression of miR-6743-5p transfected by  EL transfection reagent  at different time points in Eca-109 cells; 
B: fluorescence mean optical density of miR-6743-5p transfected by EL transfection reagent at different time points in Eca-109 cells. ***P<0.001 com-
pare with other time points.

图2   EL转染试剂转染miR-6743-5p后不同时间点转染效果

Fig.2   Transfection efficiency of miR-6743-5p transfected by EL transfection reagent at different time points

EL: 添加EL转染试剂组; miR-6743-5p: 添加Hsa-miR-6743-5p质粒组; control: 对照组。

EL: the group with EL transfection reagent; miR-6743-5p: the group with Hsa-miR-6743-5p plasmid; control: control group without EL transfeciton 
reagent and Hsa-miR-6743-5p plasmid.

图3   EL转染试剂对细胞存活率影响 
Fig.3   Effects of EL transfection reagent on cell viability 
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1:2、1:3和1:4时, 荧光积分光密度分别为1.237×107、

2.403×107、3.084×107和4.777×107, 由上数据可知, 
EL转染试剂转染效果随质粒比例的增加而增强。

为保证转染效果和降低成本, 我们后期实验将选择

EL转染试剂(µL)与质粒Hsa-miR-6743(µg)比例为1:2
进行。

3   讨论
为了确定Eca-109、Eca-9706和TE-1三种食管

鳞癌细胞株中的转染差异, 通过将含GFP报告基因

的Hsa-miR-6743质粒以EL/DNA复合物形式递送至

三种细胞系中, 比较转染后细胞表达的荧光积分光

密度, 可知与Eca-9706、TE-1细胞相比, Eca-109细
胞更容易被转染。如前所述, IOD其定义为测量标

本结构范围内各个像素点光密度之和, 在本文中荧

光积分光密度是指已转染和转录成功的细胞发出的

绿色荧光总强度。因此, Eca-109细胞转染效果比另

外两种细胞更高的这一事实, 表明Eca-109细胞可能

在吸收EL/DNA复合体以及运输这些复合物和/或转

录DNA的效率比另外两种细胞更高。有研究表明, 
转染细胞的种类会影响转染试剂介导的转染效率, 

但其具体原因尚不清楚[6]。考虑阳离子转染色试剂

原理是带正电的阳离子聚合物通过静电相互作用与

带负电的基因(DNA以及RNA)形成载体/核酸复合

物, 如图5所示, 这些纳米级别的复合物颗粒主要是

通过胞吞作用形成内涵体(endosome)进入细胞, 核
酸从内涵体释放至细胞质中, 通过膜受体进入细胞

核内进行转录、翻译[6,11-12]。我们从三个方面分析其

可能原因, 在Eca-9706、TE-1细胞中, (1) EL/DNA复

合物难以逃脱溶酶体的降解; (2) EL/DNA复合物难

以在细胞质中运输; (3) EL/DNA复合物难以进入细

胞核。

在Eca-9706、TE-1细胞中观察到较慢内化的一

个可能原因可能是由于它们过量产生黏蛋白[13]。之

前相关转染研究表明, 黏蛋白可能成为基因传递和

复合物颗粒摄取的物理屏障, 因为它们倾向于与局

部培养基中的阳离子聚合物/DNA复合物结合并诱

导聚集体形成。黏蛋白通常可以通过破坏聚阳离

子聚合物和聚阴离子DNA之间的静电相互作用来

诱导聚合复合物的增加聚集[14]。因此, 黏蛋白与EL/
DNA复合物在Eca-9706、TE-1细胞中的相互作用可

能导致这些复合物聚集到足以产生足够的溶酶体膜

A: EL转染试剂转染Eca-109细胞GFP表达图; B: 转染试剂与质粒不同比例转染后荧光积分光密度。1/1~1/4分别为1:1~1:4组。

A: fluorescence microscopic images of GFP expression in Eca-109 cells transfected by EL transfection regent; B: integral optical density transfected by 
different ratios of transfection reagent to plasmid. 1/1-1/4 correspond to the groups of 1:1-1:4.

图4   EL转染试剂与质粒的比例对转染效果的影响

Fig.4   Effects of the ratio of EL transfection reagent to plasmid on transfection efficiency
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透化作用的点, 使已经递送到Eca-9706、TE-1细胞

中的EL/DNA复合物颗粒在内涵体逃逸后于细胞质

中被捕获, 无法进入细胞核的复合物而后被降解。

成功内化到细胞后, 阳离子聚合物/DNA复合

物必须通过胞吞途径才能进入细胞质, 然后被转运

至细胞核。复合物的内化通常由网格蛋白和小窝蛋

白介导的胞吞作用产生。胞吞作用越强, 细胞的转

染效率越高[3,9]。有研究通过使用药物内吞抑制剂

和共聚焦显微镜分析, 发现小窝蛋白/筏介导的内吞

作用是导致阳离子聚合物核转运和有效表达的主要

途径[11-12,15]。细胞在有丝分裂间期摄入阳离子聚合

物转染试剂的量高于有丝分裂期。细胞所处分裂间

期不同, 胞吞作用不同, 导致转染效率也不同[6,16-17]。

另外, EL转染试剂说明书中对于转染的最佳观

测时间建议为转染24 h时, 由于相关实验项目此时

间点检测效果不佳, 于是我们通过量化荧光强度, 得
到经过EL转染试剂转染Hsa-miR-6743质粒的Eca-
109细胞转染效果检测最佳的时间点为转染36 h时, 
并且在此时间点, EL转染试剂对Eca-109细胞生存率

未产生影响, 因而, 我们后续相关实验将会选择此时

间点进行。本研究表明, EL转染试剂与转染质粒的

比例为1:4~1:2时形成的纳米颗粒, 转染效果较好, 与
试剂说明书所推荐使用量相符。

我们目前的工作优化了EL转染试剂转染Hsa-
miR-6743质粒的条件, 可为转染食管鳞癌肿瘤细胞

载体的选择提供依据。
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