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LipofectamineTM和 Fugene一6介导 GFP基因转染 

绵羊胎儿成纤维细胞的比较研究 
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2．内蒙古大学哺乳动物繁殖生物学与生物技术教育部重点实验室，呼和浩特 010021) 

摘 要：分别用Lipofectamine ”和Fegene-6介导质粒pEGFP—C1转染体外培养的绵羊胎儿成纤维细胞(sheep 

fetal fibroblast cells，sFFCs)，比较了 DNA浓度、转染试剂用量以及细胞暴露于 DNA、转染试剂中作用时间对转 

染效率的影响，通过含 G418的 DMEM／F12培养液筛选得到转基因单克隆细胞。结果表明脂质体转染试剂 

Lipofectamine 转染效率优于 Fegene-6。另外，对转基因细胞进行了染色体核型分析。结果表明，转基因细胞 

中二倍体核型占74．5％，与对照组比较没有显著性差异。以上研究为其他基因转染 sFFCs以及利用体细胞 

克隆法生产转基因绵羊提供了参考依据。 
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Comparison Between Sheep Fetal Fibroblast Cells transfected with 

GFP by Lipofectamine TM and by Fugene-6 
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Abstract：Sheep fetal fibrobast cell were transfected with pEGFP—C1 by using Lipofeetamine or Fugene-6 substance 

respectively．The impacts of DNA concentration，concentration of transfection agents，exposure time and incubation 

time on transfeetion efficiency were earefully compared．The transfected cells were incubated in DMEM／F12 media 

containing G418．The results showed that the emciency of transgenic with Lipofeetamine M were excelled Fugene-6． 

Chromosome analysis shows DO remarkable difference between transgenic and nonnal cells．Lipofeetamine ”transfec— 

tion method developed iD this paper can be easily adopted by most research 1abs and will provide a basic referenee for 

transfection of sheep fetal fibroblast cells with other gene and transgenic nuclear transfor． 
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自从 1997年第一头转基因体细胞克隆绵羊 

诞生以来，在转基因动物研究中，将基因转染和筛 

选的步骤从个体水平提前到了细胞水平，大大提 

高了转基因动物的生产效率。DNA导人哺乳动 

物细胞的方法有病毒介导和非病毒介导两大类， 

前者多采用逆转录病毒、腺病毒或腺相关病毒介 

导转染，但是由于这些活病毒本身的危险性限制 

了该方法在基因转染中的广泛应用；在非病毒介 

导的基因转染系统中，常用的转基因方法有磷酸 

钙沉淀法、电穿孔法和脂质体法。卜 。脂质体介 

导的细胞转染是通过脂质体 DNA复合物与细胞 

融合而将 DNA导人细胞的，该方法具有高效、简 

便、对细胞损伤小和容易重复等优点，因而在体内 

外细胞转染中成为首选工具 ，但是其转染效率很 

大程度上取决于细胞类型及转基因参数的选择。 

近年来在转基因体细胞克隆动物研究中，由胎儿 
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成纤维细胞提供核供体相继产生了转基因克隆山 

羊、绵羊、奶牛 ，以及基因定点修饰的绵羊l8 

和猪 ，因此，胎儿成纤维细胞成为用于生产 

转基因克隆动物的首选体细胞系。由于基因转染 

及体外筛选对细胞在体外的传代次数和基因组的 

稳定性也有较高的要求，在体外培养的过程中应 

尽快得到转基因细胞。为了获得成纤维细胞的最 

佳转染效率，在将 目的基因转入 sFFCs之前，我们 

以EGFP为报告基因进行细胞转染，优化转染试 

剂 Lipofectamine⋯和Fegene．6转染 sFFCs的多种 

参数。旨在建立一种简便快速、高效低毒、重复性 

好的基因转移体系，为其他基因转染绵羊胎儿成 

纤维细胞以及生产转基因绵羊提供实验依据。 

1 材料与方法 

I．I 材料 

I．I．I 实验动物 30 d左右绵羊胎儿来自内蒙 

古自治区呼和浩特市屠宰场。 

I．I．2 酶和试剂 pEGFP．C1质粒购自Clontech 

公司，DMEM培养液、Lipofectamine 和 Fugene．6 

购自Gibco公司，胰蛋白酶、胎牛血清购自Sigma 

公司，质粒提取和纯化试剂盒购自Promege公司， 

小牛血清为本实验室自制。 

1．2 实验方法 

1．2．1 质粒 DNA的提 取与纯化 pEGFP．C1质 

粒转化大肠杆菌 DH．5a，将转化菌扩大培养；用 

试剂盒提取、纯化质粒，方法参见 Promege公司试 

剂盒说明书，经电泳、紫外分光光度计确定质粒浓 

度、纯度后用于细胞转染。 

1．2．2 绵羊胎儿成纤维细胞的培养 妊娠 30 d 

左右绵羊胎儿，除去头、四肢和内脏，在含 10％ 

FCS的DMEM培养液中以小组织块法培养，培养 

条件为 38．5 、5％CO，、饱和湿度。0．25％的胰 

蛋白酶消化传代培养2—3代，待细胞纯化为成纤 

维细胞后用于转基因研究。 

1．2．3 Lipofectamine 。和 Fugene．6介 导 pEGFP． 

C1转染 sFFCs条件的优化 在六孔板中培养 

sFFCs细胞，细胞密度达 70％ 一80％时进行基因 

转染。共分为三组 ，一组为 pEGFP—C1质粒 2 g， 

分另U与2 L、4 L、6 L、8 L、10 L和 12 L的 

Lipofectamine 或 Fugene．6混合转染 sFFCs；另一 

组为 10 L Lipofectamine“”或 6 L Fugene一6与 

0．5 g、1 g、2 g、3 g、5 g和 7 g的 pEGFP— 

C1质粒转染 sFFCs，培养8 h后，换入含 10％ FCS 

的 DMEM培养液，同样条件下继续培养 48 h；第 

三组为 10 L Lipofectamine 或 6 L Fugene．6介 

导2 g pEGFP．C1质粒转染 sFFCs，分别培养 4 

h、8 h、12 h和16 h后 ，换入含 10％ FCS的DMEM 

培养液，继续培养48 h。 

1．2．4 G418抗性克隆的筛选及转染效率计 

算 0．25％的胰蛋白酶消化转基因 sFFCs，六孔 

板中每孔接种 2×10 细胞，加入含 800 g·mL 

G418的DMEM／F12培养液，常规培养，每 3 d更 

换培养液一次，共筛选14 d，激光共聚焦显微镜下 

计数荧光单克隆个数，计算转染效率。每组设 3 

个复孔，结果取其平均数，各组间的差异显著性经 

sscp软件分析。 

1．2．5 转基因细胞的染色体核型分析 通过秋 

水仙素培养使转基因单克隆细胞和对照组细胞终 

止于对数期，经低渗、固定、滴片、Giemsa染色、自 

然干燥后用树胶封片，在光学显微镜下检片。选 

取染色体分散良好、长度适中、着丝粒和染色单体 

清晰的片子拍照，随机抽取 100个分散较好的中 

期相进行染色体计数，并进行染色体核型分析。 

通过 sscp软件分析二者的差异显著性。 

2 结果 

2．1 G418筛选荧光单克隆细胞 

激光共聚焦显微镜观察转基因细胞，转染 8 h 

后，可见细胞中出现弥散的微弱荧光，发绿色荧光 

的细胞较少。转染 48 h时荧光细胞数最多。激 

光共聚焦显微镜下观察到绿色荧光分布于细胞胞 

核和胞质，且胞核含量多于胞质(图 1)；转基因 

sFFCs经含有 800 g·mL G418的 DMEM／F12 

培养液筛选 6 d时。60％ 一70％的细胞死亡，继续 

培养 8 d，形成单克隆细胞(图2)。 

2．2 DNA量对转染效率的影响 

如图3所示，六孔板中，不同浓度的 pEGFP质 

粒DNA与LipofectamineTM或Fugene．6转染sFFCs，筛 

选 培 养 12 d后 计 算 荧 光 单 克 隆 细 胞 数。 

LipofectamineⅢ介导的转染效率明显优=PFugene．6， 
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图1 激光共聚焦显微镜下观察转基因细胞(200、) 

Fig．1 Fransgenic sFI ’Cs D,PI’P obsel’、ed UD(IPr 

the lase r’eonfi)(。al nlic!【Js【‘ope(200 x)． 

图2 激光共聚焦显微镜下观察转基因单克隆细胞(100 X) 

Fig．2 Single cell clone of transgenie SFFCs~、cl obsel。ved 

un(Iel。the laser COl1 。al I|li( ) ：ope(1O0 x)． 

大约为Fugene一6转染效率的2倍．．二者的转染效 

率均随着 DNA量的增加而先增加后降低 DNA 

量为2 g时，转染效率最高，同一种转染试剂中， 

前四组问统计学分析没有显著性差异(P<0．05)， 

与后两组比较均有 苦性差异(P>0．05)。 
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2．3 脂质体量对转染效率的影响 

转染试剂的剂量影响转染效率，如图4所示， 

IApofeetamine ”转染效率明显优于 Fugene一6，l0 

Lipofectamine 及 6 Fugene一6下转染效率最高。 

经统计学分析，Lipofectamine ≥6 时各组问没有 

显著性差异(P<O．05)，与2 、4 txI 组比较均有显 

著陛差异(P>0．05)。Fugene一6前四组问没有显著 

性差异(P<0．05)，与后两组比较均有显著性差异(P 

>0．05) 

、  

坠lO0 
号 90 
8 80 

2．4 不同转染时间对转染效率的影响 

为了优化细胞 DNA、转染试剂共作用时 

间，2 Ixg DNA与 10 L IApoti~ctamine 或 6 txL 

Fugene一6共培养4 h、8}l、12 h和1 6 h后比较转染 

效率：结果如图5所示，Lipofectamine。”与DNA、 

细胞共培养8 h时转染效率最高，延长转染时问， 

转化率反而下降；Fugene一6与 DNA、细胞共培养 

12 h时转染效率最高 ．Lipot>etamine ”对细胞的 

损伤较大j 

溲 
证 

熊 

4 8时间(h)l2 l6 

Time(h) 

图5 DNA、转染试剂与细胞共培养时间 

对转染效率的影响 

Fig．5 Transfeetion efficiene~ of s FCs CO—eulhire with DNA 

and transfeetion agents in different tinle． 

∞ ∞ ∞ 如∞如加 m 0 

呐 旨 【。8Il8呐20； 5  JU．I3q§ Z 

∞ ∞ ∞ 如∞ 加 m 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


1期 马千珍等：Lipt)fectamine 和 Fugene一6介导 G 基因转染绵羊胎儿成纤维细咆的比较研究 l1 1 

2．5 转基因细胞染色体核型分析 

对绵羊胎儿成纤维细胞染色体进行核型分 

析，结果见图 6。400x倒置显微镜下观察，有 26 

对常染色体，其中一对为性染色体，以短臂长度与 

体长之比计算着丝粒指数，总体可将其分为两组： 

1～3号常染色体为大的中部着丝粒，4～26号常 

染色体为端部着丝粒。在性染色体中，x染色体 

为端着丝粒染色体，Y染色体为最小的中部着丝 

3 讨论 

母 1．-． < ． 

． 0 一 厂 ． 三 

粒染色体。分别分析200个转基因荧光细胞和对 

照组细 胞，转基 因组 正常 核型 为 149个，占 

74．5％；对照组正常核型为 l62个，占 8l％；经 

sscp软件分析二者没有显著性差异(P>0．05) 

荧光单克隆细胞染色体核型和着丝粒指数分析结 

果与对照组及相关资料相比无明显差别，表明其 

遗传学特性稳定，体外培养并没有造成染色体核 

型的不稳定，可为体细胞克隆提供供体核物质。 

葛l jIri ；l，1I n·以̂o6 
n̂ ^ ●J) ĴI fIlI朋 ^̂ 

 ̂ n̂ n̂ 一̂  ，’n ●̂ ^̂ 

●̂ ●̂  ^̂  ●̂ 鼻‘ ●‘ 

图6 转染 EGFP基因的绵羊胎儿成纤维细胞染色体核型(400x) 

Fig．6 Chr()ifflOSOllle analysis of sFFCs transfected by EGFP gene(400x) 

研究发现多种脂类可以在合适的条件下形成 

小的单层阳离子脂质体，这些脂质体的表面带有 

正电荷，能被 DNA的磷酸根所吸附，同时也能被 

表面带负电荷的细胞膜吸附，通过细胞融合或胞 

吞作用使脂质体 一DNA复合物进入细胞质，最终 

进入细胞核并使外源基因整合到染色体中进行基 

因的表达。由于不同类型的细胞其吸收大小各异 

颗粒的能力不尽相同，针对不同类型的细胞株以 

及所介导的核酸(DNA、RNA或核苷酸)，选择合 

适的脂质体是十分重要的，Lipofectamine ”是一种 

新型脂质体，其独特的精胺基团强正电子头部可 

以同时与带负电的 DNA和细胞形成复合物，大大 

提高了转染效率基因；Lipofectamine 作为载体 

在体内外基因转染的研究中已有很多文献报道， 

但是对不同类型细胞转染效率基因差别较大。 

Fugene一6是一种以脂质体为基础的多成分转染试 

剂，其介导的基因转染具有效率高、重复性好的特 

点，国内胡义德等 “ 利用 Fugene一6转染4个癌细 

胞系，取得 32．4％ ～56．6％的转染效率。Uytter— 

spore等 研究发现，Fugene一6对增殖缓慢、较难 

培养的原代细胞同样具有 良好的转染效果，但是 

对于介导外源基因转染绵羊胎儿成纤维细胞的研 

究少见报道。本研究比较了以上二者的转染效率 

及优化条件，发现对于绵羊胎儿成纤维细胞，10 

L Lipofectamine “和6 L Fugene一6分另1与2 g 

质粒与细胞共培养 8 h时转染效率最高，而且 

Lipofectamine 的转染效率优于 Fugene一6，这可能 

是 Lipofectamine 能结合较多的DNA而且形成的 

颗粒有利于绵羊IIJL成纤维细胞的吸收，然而过 

量的DNA或脂质体沉积于细胞表面，会对细胞造 

成毒性作用，从而影响转染效率，因此选择合适浓 

度的脂质体和适量的 DNA十J分必要。 

体细胞介导转基因技术是克隆技术的成熟和 

完善，它为实验动物和大家畜的遗传修饰和改造 

提供了一条新的途径。已有研究认为体外的长期 

培养及不同的培养方法，可能会导致培养细胞发 

生突变，克隆时会增加克隆胚胎发生异常的机 
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率 3̈IH J。对于转基因体细胞克隆来说，从细胞的 

转染到阳性克隆的获得到提供核供体至少需要 

30—40 d(相当于 l0一l5代)，再加上原代细胞培 

养以及细胞的纯化，到转基因细胞核移植时，细胞 

在体外培养至少已经是 l8—20代，远比大多数体 

细胞核移植所用的供体细胞在体外的传代次数 

多。因此核移植前分析细胞核型十分必要。本研 

究对筛选出的绵羊转基因单克隆细胞核型分析表 

明，二倍体核型正常率在 74．5％，正常对照组二 

倍体核型正常率为 8l％，二者没有显著性差异。 

说明筛选出的转基因绵羊胎儿成纤维细胞单克隆 

扩大培养后，能够满足转基因克隆操作对供体细 

胞的要求。 
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