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摘要 目的  研究阳离子膜融合脂质体≤ƒ介导反义寡核苷酸≥的细胞转染效率及影响因素 ∀方法

逆相蒸发法制备 种不同阳离子含量的脂质体≤ 在 ≤上引入仙台病毒形成 ≤ƒ将制得的阳离子膜融合脂质体

与反义寡核苷酸混合得到复合物 考察形态学及载药量 用 ××法考察该载体的细胞毒性 流式细胞仪测定阳性细

胞百分率和平均荧光强度 ∀结果  制得的 ≤ƒ形态均匀 粒径为 ?   ∀载药量随着磷脂Π≥ Π 电荷

比增加而增加 ∀ ≤ƒ细胞毒性明显低于相同电荷比的 ≤细胞转染效率是随阳离子含量 !磷脂Π≥ Π 电荷比

增加而增加 血清和低温均对 ≤ƒ的细胞转染有影响 ∀结论  阳离子膜融合脂质体作为载体在低电荷比条件下可

降低细胞毒性并可提高细胞转染效率 可作为该 ≥的给药系统而进一步研究 ∀
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  基因治疗需将外源性目的基因导入机体细胞

中 ∀目的基因如 ⁄  及反义核酸等为高度

亲水性的大分子物质 表面带有很强的负电荷 因此

难以穿透细胞膜 故转染效率低 ∀非病毒载体介导

的基因转染已成为近年来基因治疗领域中的热点 

其中阳离子脂质体≤是最具有

代表性的一种≈ ∀因为阳离子脂质体中带正电荷的

类脂既是增加载药量和转染效率所必需的 同时也

是对细胞产生毒性的原因≈ ∀ 等≈在脂质

体基础上引入能与细胞膜融合的病毒 仙台病毒

Σενδαι ϖιρυσ 形成杂合体 即膜融合脂质体

∏ƒ 但存在载药量相对低的缺

点 ∀本文通过在阳离子脂质体上引入仙台病毒 形

成一种新的杂合体 阳离子膜融合脂质体

∏≤ƒ 并以反义寡核苷酸

¬∏≥为基因药物模

型 考察其性质及其介导的 细胞转染效率研究 ∀

材 料 和 方 法

药物与试剂  与端粒酶  模板区互补的全

硫代修饰的 聚 ≥序列为 χ2≤×≤ × × 

× × ≤2χ 且 χ端用荧光素 ƒ激发波长

为   发射波长为  标记 由上海生工生
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病研究所提供 在含   超级小牛血清的  °

培养液  ε   ≤ 的孵箱条件下连续培

养 ∀实验细胞均处于对数生长期 ∀
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离心机 2 日本 流式细胞仪≤∏美国 
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分光光度计 °  ±∏∏ 

离心管∏ 低温超高速离心机

 
×

¬ ∀

ΧΛ和 ΧΦΛ的制备  用逆相蒸发法制备 个处

方的 ≤表  以氯仿作为成膜的有机溶剂 然后用

乙醚与 ≥≥缓冲液Β≥≥ ∏
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 #
≤  #

∞⁄×2  

#
×2≤ 1成乳 逆向蒸发得到脂质

体混悬液 定容至  后 充氮气去残留乙醚 ∀探

头超声 经 1 Λ的聚碳酸树脂纤维膜过滤 即得

粒径分布均匀 !无菌的脂质体 ∀将得到的 种 ≤分

别与等体积的紫外  #  
灭活  的仙台

病毒血凝效价为  ∏#
融合 ε  

 ε   轻轻的振荡≈ ∀用     蔗糖梯

度离心  #
 除去多余的病毒≈ ∀

Ταβλε 1  Πρεσχριπτιον οφτηρεεχατιονιχ λιποσοµεσ(ΧΛ)

° ≥°≤Π ≤Π ⁄≤2≤Π

   

   

    

≥°≤  ≥  ≤ ≤ ⁄≤2≤
Β≈ Ν2 Νχ Νχ22 

  ΑΣΟΝ2脂质体复合物的形成  按脂质体中所含

的阳离子与寡核苷酸的电荷比率将磷脂Π≥

 Π 以1Β Β Β Β等体积混合 ∀轻轻振

摇 室温放置  ∀计算寡核苷酸和脂质体的电

荷比率 以脂质体中 ⁄≤2≤的含量计算正电荷 即

 的 ⁄≤2≤带  个单位的正电荷 负电荷以

≥的量计算 即 的 ≥带 个单位的负

电荷 ∀

粒径分析  室温条件下 分别取 ≤≤ƒ混悬

液 用 ≥≥缓冲液稀释 倍 用 ≤∏激光粒径分

析仪测定粒径分布及平均粒径 ∀

形态观察  将 ≤和 ≤ƒ以 ≥≥缓冲液稀释 

倍 滴到铜网上 用  的磷钨酸负染 用透射电镜

观察形态并照片 ∀

载药量测定  取 ≥溶液1 Λ#
 

Λ≤ƒ用 ≥稀释后 按磷脂Π≥ Π 电荷比

为1Β Β Β Β制备总体积为  Λ的

≥2脂质体复合物 精密吸取上述混悬液 置于

离心管   #离心  收集离心

液 再用 ≥≥ 缓冲液洗涤   #
离心 

重复 次 分别收集离心洗涤液 用分光光度法

测定离心液中 Α的值 以不加脂质体的相同量

≥离心液的 Α为对照 ∀以换算系数为 计算

离心液及各洗涤离心液反义寡核苷酸的量 Χ ∀对

照离心液中所含的反义寡核苷酸的量为 Χ ≤的

载药量为  ΧΠΧ ≅   ∀

ΧΛ和 ΧΦΛ的毒性考察  由预实验知 ≤和

≤ƒ中的 ⁄≤2≤是对细胞产生毒性的原因 故选

用其中一个处方表  来考察 ⁄≤2≤的用量对

细胞生长的影响 ∀孔培养板 接种 细胞每孔

 ≅ 
 个  ε ≤ 孵箱培养  待细胞贴壁后 

每孔中加入处方的 ≤及所形成的 ≤ƒ每孔加

入量根据细胞转染实验 即当每孔中所含 ≥为

1 Λ且按磷脂Π≥ Π 电荷比1Β Β 

Β Β时每孔所加的载体的量 ∀最终的工作体系

为  Λ∀每一梯度做 个复孔 培养 1 后 每

孔加 ××溶液  Λ Λ#
 继续培养  弃

上清液 每孔加二甲基亚砜  Λ酶联免疫测定

 处各孔吸光度 Α 以无血清培养基为空白

对照 取平均值 并计算细胞生长抑制率   对照

组平均 Α值 实验组平均 Α值Π对照组平均 Α值

≅   ∀

体外细胞转染试验  考察 ⁄≤2≤含量对 ≤ƒ

对体外细胞转染效率的影响 以及 ≤和 ≤ƒ两种

脂质体在不同电荷比 !温度 !血清条件下对转染效率

的影响 ∀即在  孔培养板上接种每孔  ≅ 
 个

细胞 按常规培养 待贴壁后 用 °≥冲洗 次 

加无血清培养基 用 ≤和 ≤ƒ两种脂质体与 ≥

形成不同电荷比的复合物 每孔含 ≥1 Λ且

整个工作体系体积为  Λ∀ ε ≤ 孵箱培养

1 后 收集细胞 离心 去上清液 用 °≥洗涤 

次 上流式细胞仪检测细胞的阳性染色率 Α细胞内

平均荧光强度 ∏ƒ 并计

算进入细胞内的总荧光强度  ∏

×ƒ 即 ×ƒ   ≅ Α≅ ƒ∀同时设立

不加脂质体的 ≥作对照 ∀每份标本分析 

个细胞 ∀

结 果

1  ΧΛ和 ΧΦΛ的粒径和形态

用逆向蒸发法制备的 ≤及其 ≤ƒ形态圆整 

大小均匀 ∀透射电镜的照片见图  ∀用激光散射法

测定 ≤的粒径分布为 ?   ≤ƒ的粒径分

布为 ?    的粒子粒径分别小于  

 ∀

2  载药量的测定

当电荷比为1Β Β Β Β时载药量分别

为1 ? 1  1 ? 1  1 ? 1  

1 ? 1  ∀表明载药量随着电荷比的增加而

增大 当电荷比大于Β时 有较高的载药率 ∀
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ƒ∏  ×   ∏≤ƒ  

≤   ≅  

3  ΜΤΤ检测细胞生长的抑制率

≤或 ≤ƒ对细胞生长的抑制率随着电荷比的

增加而增加 在同电荷条件下 ≤ƒ的毒性低于 ≤∀

当磷脂Π≥ Π 电荷比为Β时 ≤对细胞抑

制率是 1倍 ∀结果见图  ∀

ƒ∏  ∞ 

   ×  Π    

≥Π≤ƒ≥Π≤¬√ 
υ ) υ ≤ƒ ≥ ω ) ω ≤ ≥

4  体外细胞转染

4 .1  ∆Χ2Χηολ含量对 ΧΦΛ的细胞转染的影响  

种不同 ⁄≤2≤含量的 ≤ƒ当磷脂Π≥ Π 电

荷比为1Β或Β对细胞的转染效率均随着 ⁄≤2

≤含量增加而增大 ∀当 ⁄≤2≤含量为 1 

时 胞内的总荧光强度比对照组提高了 1 倍 ∀

结果见图  ∀

4 .2  不同磷脂ΠΑΣΟΝ( +Π− )电荷比对细胞转染的

影响  根据以上结果选择 ⁄≤2≤含量为 1 的

≤ƒ和 ≤ƒ分别与 ≥形成不同电荷比的复合物

介导 ≥转染 细胞的影响 ∀结果图 可

见 两种脂质体介导的 ≥转染 细胞的胞内

总荧光强度均随磷脂Π≥ Π 电荷比例的增加

而增强 ∀此外 当磷脂Π≥ Π 电荷比为

1Β Β Β和Β时 相应 ≤ƒ组的胞内总荧光

强度分别为 ≤ƒ组的 1 1 1和 1倍 表

明相同电荷条件下 ≤和 ≤ƒ对 ≥的转染效率

不一样 ∀在低电荷比时 ≤ƒ的作用比 ≤明显 而

高电荷比时 ≤的作用较 ≤ƒ明显 ∀

ƒ∏  ≤  ⁄≤2≤ ≤ƒ

   × Π≥  Π 

 ≥Π≤ƒ¬1Β Β
τ 1Β  υ Β

ƒ∏  ≤∏ ×ƒ 

  ≤≤ƒ

Π≥ Π    ≥
υ ) υ ≤ƒ ≥ ω ) ω ≤ ≥
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4 .3  温度对细胞转染影响  根据以上结果选择磷

脂Π≥ Π 电荷比Β进行比较 ∀ ε 条件下 

两种载体的细胞转染效率比  ε 均有不同程度的

降低 结果见图  ∀同一电荷比的 ≤比 ≤ƒ转染效

率降低明显 ∀

ƒ∏  ∞∏ ≥ 

   ≤ƒ ≤  

∏ ε  ε 

τ  ε  υ  ε

4 .4  血清对转染的影响  与无血清的转染介质相

比 当培养基中加入  的 ƒ≥时 ≤和 ≤ƒ介导

的 ≥转染 细胞的能力均有所下降 其中以

≤下降较为明显 胞内总荧光强度比无血清时降低

了   而 ≤ƒ仅降低 1  ∀说明血清对 ≤的

影响更显著 ∀

讨 论

本实验旨在 ≤基础上引进仙台病毒形成 ≤ƒ

考察其形态 !包封率 !细胞毒性及阳离子含量 !转染

介质中的血清 !转染温度对其转染效率的影响 ∀由

于一般的 ƒ在制备过程中需将基因药物包裹于脂

质体中 存在包封率低 以及在制备过程中超声 !过

滤等步骤有可能使药物损失等问题≈ ∀本实验在

≤的基础上引入仙台病毒 利用 ≤能与带有负电

荷的基因药物直接混合的优点 并通过静电吸附提

高脂质体的载药量 ∀但是 几乎所有的阳离子脂质

都会对细胞有一定毒性 在高浓度用量时尤为明显 

并且容易受到血清等因素的影响 因此限制了它在

某些方面的应用≈ ∀本实验结果表明同一电荷比条

件下 ≤ƒ的细胞毒性明显低于 ≤而且在低电荷比

下 ≤ƒ的转染效率高于 ≤这是由于 ≤ƒ上引入的

仙台病毒是一种   逆转录酶 属于副粘病毒科 

具有生物膜融合特征 在中性  条件下利用仙台

病毒上的 ƒ 和 两个膜蛋白能迅速与细胞膜融

合 故可将包裹于脂质体中的药物直接导入胞浆中 

从而大大减少由于内吞途径而被溶酶体降解≈ ∀

≤的细胞毒性高 可能的原因是阳离子与细胞膜的

持续作用引起细胞破膜≈
而 ≤ƒ中仙台病毒膜带

有负电荷 中和 ≤上的部分阳离子 ∀高电荷比时

≤的转染效率高于 ≤ƒ可能的解释是由于大量的

阳离子脂质的作用 对细胞膜的通透性大大增加 细

胞膜去稳定化≈ ∀由此可见 在 ≤上引入的仙台病

毒可以在较少的阳离子脂质用量的情况下 增加转

染效果 同时也降低对细胞的毒性 ∀

本实验将两种不同类型的脂质体结合一起 得

到的 ≤ƒ同时具有上述两种脂质体的优点 ∀据文

献≈报道 普通的阳离子脂质体携带的生物大分子

物质主要是通过内吞途径进入细胞 易被溶酶体中

的核酸酶降解 ∀这种内吞需要消耗能量  ε 的低能

量条件下 细胞处于/休眠0状态 其内吞途径被抑

制 而细胞的融合并不受影响 ∀本实验同时在  ε

和  ε 条件下进行转染 发现  ε 条件下 ≤和 ≤ƒ

两种载体的细胞摄取率相对于  ε 均有下降 而 ≤

下降相对明显 ∀可见 ≤ƒ介导 ≥的机理同时包

含内吞和融合 其转染的机理有待于进一步研究 ∀

在完全血清培养基中 ≤ƒ的转染效率下降的幅度

比 ≤小 其原因是 ≤依靠静电的作用与 ≥结

合 因此在有血清蛋白的存在下 可产生竞争性作

用 故影响了转染效率≈ ∀随着阳离子电荷比的增

加其毒性增加 ∀而仙台病毒的融合作用受血清影响

甚微 因此扩大其适用范围 ∀

端粒酶是一种特殊逆转录酶 是由  和蛋白

质两部分组成的核糖核蛋白 能以自身的  为模

板逆转录出端粒重复序列 维持染色体末端稳定 ∀

现研究认为端粒酶活性增加与恶性肿瘤发生 !发展

密切相关 正常的细胞无端粒酶活性 因此 应用端

粒酶反义寡核苷酸抑制端粒酶活性使肿瘤细胞内端

粒丢失 进而促进肿瘤细胞凋亡来治疗肿瘤是一种

非常诱人的基因治疗新靶点≈ ∀本实验结果表明 

≤ƒ在低电荷比时 低细胞毒性及转染效率明显提

高的前提下 进一步研究 ≤ƒ介导端粒酶 ≥诱

导细胞凋亡具有一定的意义 ∀

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 

≈ ≥ × ⁄  ∞ιν ϖιϖο √

√ ¬

⁄ ≈  Βιοχηιµ Βιοπηψ Αχτ  29   

  

≈  ≤ƒ  ≤°  ∏
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∏      ∏ ∂
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≈ ∏∏  ×  ετ αλ

 ∏   

¬ ≈  Βρϑ Χανχερ 73 

  

≈ ∏∏   ×     ετ αλ ƒ∏ 

Σενδαι ϖιρυσ   ƒ ∏

 ≈  ςιρυσ Ρεσ 59    

≈ ⁄∏ ∂      ετ αλ ƒ∏√

  √∏ ≈ 

Προχ Νατλ Αχαδ Σχι ΥΣΑ 93    

≈   ∏∏     ετ αλ 

√   Σενδαι ϖιρυσ ≈  ϑ Χοντρολλεδ

Ρελεασε  54    

≈  ÷  ∏   √  

     ≈  Βιοχηεµ

Βιοπηψσ Ρεσ Χοµ µον  179    

≈ ⁄≥ °∏⁄ ±∏√

2 ιν ϖιτρο  

∏  

∏ ≈  Βιοχηεµιστρψ 32   
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