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大质粒转染人源心室肌Ac16细胞条件探究
李亚欢  范承昊  向晨莹  廉虹*

(中国医学科学院, 北京协和医学院, 国家心血管疾病中心, 阜外医院, 动物实验中心, 
心血管植入材料临床前研究评价北京市重点实验室, 北京 102300)

摘要      该研究主要针对大质粒转染人源心室肌Ac16细胞的方式及最适条件进行摸索。采用

人源心室肌Ac16细胞作为研究模型, 分别用Lip3000转染、核酸脂质体(Hieff Trans™ Liposomal)转染

和慢病毒转染三种方法将外源大质粒pLenti-CasRx-EGFP导入Ac16细胞中, 通过统计表达绿色荧光

蛋白的阳性细胞比例, 分析外源基因的转染效率, 探索大质粒pLenti-CasRx-EGFP的最佳转染方式和

转染条件。结果表明, Lip3000转染Ac16细胞的最适转染条件为: 质粒与Lip3000的比例为1:2; 核酸

脂质体转染Ac16细胞的最适条件为: 质粒与脂质体的比例为1:3; 慢病毒感染Ac16细胞的最适MOI值
为200; 通过比较三种转染方式的转染效率发现慢病毒的转染效率最高。最后得出大于10 Kb的大型

质粒(pLenti-CasRx-EGFP)转染人源心室肌Ac16细胞最适合的方式是利用慢病毒转染, 最佳MOI值
为200。
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Study on the Condition of Transfection of Human Ventricular 
Muscle Ac16 Cells with Large Plasmid

LI Yahuan, FAN Chenghao, XIANG Chenying, LIAN Hong*
(Beijing Key Laboratory of Preclinical Research and Evaluation of Cardiovascular Implant Materials, 

Animal Experiment Center, Fuwai Hospital, National Center for Cardiovascular Diseases,
Chinese Academy of Medical Sciences, Peking Union Medical College, Beijing 102300, China)

Abstract       The aim of this study was to explore the transfection method and optimum condition of large 
plasmid transfecting human ventricular muscle Ac16 cell. The plasmid pLenti-CasRx-EGFP was transfected into 
Ac16 cells by three methods: Lip3000 transfection, Hieff Trans™ Liposomal transfection and lentivirus transfec-
tion. The transfection efficiency of exogenous gene was determined by analyzing the proportion of positive cells ex-
pressing EGFP. Finally, the optimal transfection method and transfection condition of large plasmid pLenti-CasRx-
EGFP was explored. For Ac16 cells, the optimum transfection ratio of plasmid to Lip3000 was 1:2; the optimal 
transfection ratio of plasmid to Hieff Trans™ Liposomal transfection was 1:3; the optimal MOI value infected with 
lentivirus was 200. The transfection efficiency of lentivirus was the highest by comparing the efficiency of the three 
transfection methods. It is concluded that lentivirus is the most suitable method for transfection the large plasmid 
(pLenti- CasRx-EGFP) larger than 10 Kb into Ac16 cells with MOI of 200.
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在心血管疾病研究领域 , 基于心肌细胞所开展

的相关基因表达、信号转导、细胞增殖及细胞凋亡

等研究在揭示心脏疾病的发病机制和发现潜在治疗

靶点等方面起着不可替代的作用 [1]。然而心肌细胞

在退出细胞周期后形成终末分化细胞 , 丧失增殖能

力[2]。与其他肌细胞如骨骼肌不同, 心肌细胞没有能

在损伤时增殖的卫星细胞 , 不具有持续增殖的能力 , 
因此, 在体外培养寿命有限[3]。体内分离的原代心肌

细胞体外培养仅能维持数周 , 细胞的形态和功能随

着时间的推移也会发生变化, 除此之外, 还会产生异

质性细胞群 , 不利于后续的实验研究 [4]。因此 , 建立

永生化心肌细胞系对于心脏疾病机制的研究至关重

要。

2005年 , 研究人员将人源心室心肌细胞与经过

SV40转化的无线粒体DNA的成纤维细胞融合而构建

出Ac16细胞系, 该细胞系不仅能够在体外稳定增殖, 同
时还具有心肌细胞的超微结构及其分子遗传和免疫细

胞等化学特征 [5]。目前此细胞系已经被用于多个方面

的研究。2012年MAHMOODZADEH等 [6]在Cardiovas-
cular Research发表文章 , 利用Ac16细胞研究NPPA与

E2/ERα的相互作用; 2018年ZHANG等 [7]在Circulation
发表文章 , 利用Ac16细胞分析比较 SIRT3–/–和mi-
croRNA-195过表达的乙酰化水平; 2020年PALOMER
等 [8]在Signal Transduction and Targeted Therapy发表

文章, 利用Ac16细胞研究SIRT3在心脏炎症和纤维化

中的作用; 2021年YAO等[9]在EMBO Molecular Medi-
cine发表文章 , 利用Ac16细胞发现miR-574可调节

FAM210A的表达 , 进而影响心力衰竭时的心脏重塑 ; 
2021年TSENG等[10]在Small发表文章, 利用Ac16细胞

研究超分子纳米颗粒包装的Cas9-sgRNA核糖核蛋白

复合物在细胞中的传递情况。

综上所述 , Ac16细胞是研究心脏疾病致病机制

及药理条件探索的一个有利的体外细胞模型 , 已经

被广泛应用于心血管疾病研究中。高效转染Ac16细
胞的条件摸索对于基于此细胞系进行科学研究的研

究者来说非常重要 , 因此本研究主要围绕Ac16细胞

的转染方式进行探索。

1   材料与方法
1.1   材料

Ac16细胞由本实验室保存 ;  pLenti-CasRx-
EGFP质粒 , 其分子量大小为12 991 bp, 慢病毒包装

的相关质粒PMD2.G、psPAX2均来自于本实验室 ; 
脂质体核酸转染试剂盒 (Hieff Trans™ Liposomal)购
买于上海翊圣生物科技有限公司 ; Lip3000转染试剂

盒购买于美国Gibco公司。

1.2   细胞培养

将冻存的成人心室肌细胞Ac16从液氮中取出 , 
置于37 °C细胞复苏仪中复苏细胞 , 将复苏的Ac16
细胞用含有10%胎牛血清的DMEM的培养基进行重

悬, 随后置于37 °C、5% CO2培养箱中培养。

1.3   细胞转染

1.3.1   Lip3000转染      转染前24 h将细胞种于12孔板

(2×105个 /孔 ), 并于细胞密度80%左右进行质粒转染。

为了探究pLenti-CasRx-EGFP质粒转染Ac16细胞的最

适条件, 我们将质粒的量固定为3 μg, 设置NC组, 质粒

质量与Lip3000体积比分别是1:1、1:2、1:3和1:4, 共五

组。根据转染增强剂p3000的浓度为2 μL/μg, 每组分

别加入一定比例的p3000。
转染方法如下 : 用Opti-MEM无血清培养基各

50 μL, 分别稀释一定比例的Lip3000和相应浓度的

质粒与p3000的混合物, 室温放置5 min后, 将二者轻

轻吹打混匀, 室温静置15 min后加入12孔板, 摇匀后

于37 °C、5% CO2培养箱中培养6~9 h后更换新鲜的

培养基, 48 h后在荧光显微镜下观察转染情况, 进行

拍照。

1.3.2   核酸脂质体 (Hieff Trans™ Liposomal)转染      
同样如1.3.1方法进行细胞种板 , 转染前24 h将细胞

种于12孔板 , 待细胞密度达到80%左右 , 利用Hieff 
Trans™ Liposomal转染。为了探究转染的合适条件, 
转染质粒3 μg, 加入不同比例的脂质体, 设计不同的

分组, 分组情况如下: NC组, 转染质粒质量与脂质体

体积比为1:1、1:2、1:3、1:4、1:5, 共6组。

转染方法如下 : 用Opti-MEM无血清培养基各

100 μL, 分别稀释一定比例的脂质体和相应浓度的

质粒, 室温放置5 min后, 将二者轻轻吹打混匀, 室温

静置20 min后加入12孔板, 摇匀后于37 °C、5% CO2

培养箱中培养6~9 h, 更换新鲜的培养基, 48 h后在荧

光显微镜下观察转染情况, 进行拍照。

1.3.3   慢病毒包装及转染      采用二代慢病毒包装系

统, 将pLenti-CasRx-EGFP和编码病毒包膜以及外壳的

质粒PMD2.G和psPAX2通过脂质体共转入HEK293T
细胞中 , 进行慢病毒的自组装 , 分别在转染后48 h和
72 h两个时间点收集上清 , 并将两次收集到的上清进
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行混合后冻于–80 °C, 即为粗病毒。随后将293T细胞

按每孔1×106个细胞接种于6孔板中 , 待细胞密度达到

70%~90%时, 按病毒原液250 μL、500 μL、1 000 μL、
2 000 μL将病毒加入293T细胞。感染48 h后收集细

胞, 用流式细胞仪检测EGFP阳性率。选取荧光比例

为10%~20%的孔, 按如下公式进行病毒滴度计算:
病毒滴度(TU/mL) =

测定包装得到的慢病毒滴度。根据公式计算所需添

加的病毒量:             
                                    

探究Ac16细胞最合适的病毒MOI值 , 设计不同MOI
值即25、50、100、200、400, 计算相应病毒含量 , 
感染Ac16细胞 , 72 h后在荧光显微镜下观察慢病毒

感染情况。

1.4   统计学分析

所有统计分析均采用GraphaPad Prism 8.0软件

进行。P<0.05表示具有统计学差异。

2   结果与分析
2.1   Lip3000转染

将pLenti-CasRx-EGFP质粒、对应的Lip3000和
相应量的转染增强剂p3000共转染到Ac16细胞, 培
养48 h后在倒置荧光显微镜下观察带有绿色荧光的

细胞并进行拍照(图1)。转染结果显示: 与NC组相比, 
转染质粒与Lip3000比例为1:3荧光数量占比最多, 
其转染效率为23.33%。

2.2   Hieff Trans™ Liposomal转染

同样转染3 μg质粒, 根据转染质粒质量与脂质

体体积比为1:1、1:2、1:3、1:4、1:5分组进行转染, 
结果(图2)表明: 当质粒与脂质体的比例为1:3时的转

染效率最高为7.33%; 当提高脂质体核酸转染试剂的

量时, 由于脂质体本身的毒性过大, 造成细胞在转染

6 h后出现大量细胞死亡, 因此造成转染效率过低。

2.3   慢病毒制备及滴度测定

根据二代慢病毒包装系统要求进行慢病毒的

包装 , 将pLenti-CasRx-EGFP和病毒包装质粒PMD2.
G和psPAX2通过脂质体共转293T细胞 , 进行粗病毒

包装。分别在转染后48 h和72 h两个时间点收集上

A: 实验组一, 转染质粒ː脂质体为1ː1; B: 实验组二, 转染质粒ː脂质体为1:2; C: 实验组三, 转染质粒:脂质体为1:3; D: 实验组四, 转染质粒ː脂质体

为1:4; E: EGFP阳性细胞占比统计。

A: experimental group 1, the ratio of transfected plasmid to Lip3000 was 1:1; B: experimental group 2, the ratio of transfected plasmid to Lip3000 was 
1:2; C: experimental group 3, the ratio of transfected plasmid to Lip3000 was 1:3; D: experimental group 4, the ratio of transfected plasmid to Lip3000 
was 1:4; E: proportion of EGFP positive cells.

图1   Lip3000转染Ac16细胞效率分析

Fig.1   Efficiency analysis of Lip3000 transfected Ac16 cells
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A: 质粒与脂质体的比例1:1组; B: 质粒与脂质体的比例1:2组; C: 质粒与脂质体的比例1:3组; D: 质粒与脂质体的比例1:4组; E: 质粒与脂质体的

比例1:5组; F: EGFP阳性细胞占比统计。

A: the ratio of transfected plasmid to liposome was 1:1; B: the ratio of transfected plasmid to liposome was 1:2; C: the ratio of transfected plasmid to liposome 
was 1:3; D: the ratio of transfected plasmid to liposome was 1:4; E: the ratio of transfected plasmid to liposome was 1:5; F: proportion of EGFP positive cells.

图2   Hieff Trans™ Liposomal转染Ac16细胞效率分析

Fig.2   Efficiency analysis of Hieff Trans™ Liposomal transfected Ac16 cells

(A) (B) (C)

100 µm 100 µm100 µm

100 µm100 µm

(E) (F)(D)

1:1P
er

ce
n
ta

g
e 

o
f 

p
o
si

ti
v
e 

cl
o
n
es

 /
%

1:2 1:3 1:4 1:5

10

8

6

4

2

0

清, 并将两次上清进行混合后冻于–80 °C, 即为粗病

毒。制备粗病毒转染293T细胞, 依次加入250 μL、
500 μL、1 000 μL、2 000 μL不同浓度的粗病毒(图
3), 通过流式分析EGFP阳性率分别为3.6%、7.8%、

13.7%、21.8%, 即病毒的滴度值为1×105 TU/mL。
2.4   慢病毒感染

根据制备粗病毒的滴度, 设计感染病毒的不同

MOI值, 即25、50、100、200进行6孔板细胞的感染, 
72 h后进行荧光倒置显微镜拍照及进行阳性细胞统

计(图4), 结果表明, Ac16细胞进行慢病毒感染的最

适MOI值为200, 此条件下其转染效率为64.33%。

3   讨论
心血管疾病已经成为危害人类健康的重要病

因之一, 对于心血管疾病的病理和致病机制的研究

越来越受到关注[11]。但对于心血管研究最困难的因

素之一是心肌细胞不能够在体外进行无限次数的增

殖, 而开发的Ac16细胞, 其具有稳定增殖的特性, 并
且具有心肌细胞的超微结构、分子遗传学和免疫细

胞化学特征, 是用来代替原代心肌细胞, 用于体外研

究的一个有利的细胞模型[5]。为了解Ac16细胞在进

行体外转染及抗生素使用方面的特性, 我们通过进

行不同的外界质粒转入的方法进行实验探究。

外源基因导入细胞一般有三种方式: 电穿孔/显
微注射等物理方法、阳离子脂质体介导的化学方法

和病毒介导的生物方法[12]。脂质体介导的化学方法

的原理是: 利用阳离子与带阴离子的DNA相结合, 形
成稳定的复合物后, 通过细胞的内吞作用进入细胞质, 
实现目的基因的瞬时表达[13]。因此对于小于10 Kb的
DNA分子, 其与脂质体形成的复合物相对较均匀, 与
细胞膜融合度较高, 并且相对于慢病毒转染来说操作

更加简单。综合考虑, 对于小于10 Kb的DNA分子转

染一般采用阳离子脂质体介导的转染系统[14]。因此

本研究主要针对大于10 Kb的DNA分子转染Ac16细
胞的最合适的转染方式进行探索。

本研究选用化学方法中的脂质体转染及病毒

转染的生物方法从转染效率及细胞毒性方面探索针

对大于10 Kb的质粒转染Ac16细胞的最适合方式。

结果表明, 从转染效率的角度分析, 慢病毒的转染效

率最高, 72 h之后基本上所有的细胞均表达绿色荧

光蛋白, 而对于化学方法转染, 在最合适的范围内, 
Lip3000的转染效率明显高于Hieff Trans™ Liposo-
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A: 荧光显微镜50倍下293T细胞包被慢病毒时EGFP的表达情况; B: 荧光显微镜100倍下293T细胞包被慢病毒时EGFP的表达情况; C: 不同浓度

慢病毒感染293T细胞后, 流式细胞仪检测EGFP的阳性细胞率。

A: expression of EGFP in 293T cells coated with lentivirus under fluorescence microscope at 50 times; B: expression of EGFP in 293T cells coated with 
lentivirus under fluorescence microscope at 100 times; C: EGFP positive rate was detected by flow cytometry after 293T cells were infected with differ-
ent concentrations of lentivirus.

图3   慢病毒滴度检测

Fig.3   Lentivirus MOI detection 

A: 转染病毒MOI值为25; B: 转染病毒MOI值为50; C: 转染病毒MOI值为100; D: 转染病毒MOI值为200; E: 转染病毒MOI值为400; F: EGFP阳性

细胞占比。

A: MOI was 25; B: MOI was 50; C: MOI was 100; D: MOI was 200; E: MOI was 400; F: proportion of EGFP positive cells.
图4   慢病毒感染细胞效率分析

Fig.4   Efficiency analysis of lentivirus transfection Ac16 cells
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mal试剂。慢病毒相较于脂质体转染效率高, 主要是

因为病毒载体进入宿主细胞的方式不同, 病毒主要

是通过与细胞膜表面的蛋白相结合, 改变细胞膜的

结构, 从而能够高效地进入宿主细胞, 并将目的基因

整合到宿主细胞的基因组中, 实现目的基因的稳定

表达, 并且病毒同样可以感染正在分裂的细胞, 这也

是病毒转染效率高的原因之一。而脂质体转染的化

学方法是利用细胞膜的内吞作用, 使包裹目的基因

的脂质体进入细胞质中, 实现目的基因表达的。其

转染效率受到脂质体-DNA复合物与细胞膜融合程

度影响, 因此针对不同的脂质体, 转染效率也不尽相

同[15]。本研究中Lip3000比Hieff Trans™ Liposomal
试剂转染效率略高的原因, 可能是在Lip3000试剂盒

中添加了一种促进脂质体与DNA相融合的转染增

强剂(p3000), 在一定程度上增强了转染效率。

RNA干扰长期以来一直被用作特定基因沉默的

有力工具, 其优势在于可操作性强, 但其稳定性、效

率、特异性和可重复性等因素, 限制了其在许多生

物系统中的应用[16-17]。Cas13系统作为基因敲除的

新型研究工具已成功被用于生物体的特异性RNA
敲低。另外, 并且无核酸酶活性的dCas13保留了与

RNA结合的能力, 作为可编辑的RNA结合蛋白, 使得

各种RNA操作如编辑、修改、可视化成为可能[18-20]。

目前, 最新报道的Cas13d家族, RfxCas13d(CasRx)有
着比Cas13a、Cas13b更高效的剪切效率, 且极低的

脱靶效率, 以及适合包装病毒应用于体内的基因干

扰和临床治疗等优势和前景, 受到很高的关注[21-23]。

本研究中, 探索表达CasRx的质粒转染Ac16细胞的

合适转染方式, 为今后将CasRx系统应用到心肌细

胞中实现特定基因的敲低提供一定的技术支持。

本研究结果证明, 大于10 Kb的质粒转染Ac16
细胞最高效的方法是慢病毒转染法, 此方法具有高

效转染、稳定表达、可长期观察等特征; 而构建短

期表达外源基因时, 可选用Lip3000脂质体转染方

法, 条件为质粒3 μg和脂质体6 μL, 此方法具有操作

简单、价格低廉的优势。以上结论为心血管领域利

用人源心室肌Ac16细胞进行病理和致病机制研究

提供了可靠的方法学指导。
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