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本文引用：冯培，杨海杰，王磊，等．分枝状聚乙烯亚胺对不同细胞系的转染效率和细胞毒性作用［Ｊ］．新乡医学

院学报，２０１５，３２（７）：６１１６１３． 【基础研究】

分枝状聚乙烯亚胺对不同细胞系的转染效率和细胞毒性作用

冯　培，杨海杰，王　磊，李志超，马双平，王　勉，丰慧根
（新乡医学院生命科学技术学院，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨分支状聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）作为载体对不同细胞株的转染效率和细胞毒性。方法　培养人类
胚胎肾细胞２９３Ｔ、人上皮癌细胞Ｈｅｌａ、小鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣ）和大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 ＰＣ１２。悬浮转
染ｐＥＧＦＰ质粒与ＰＥＩ的复合物，利用荧光细胞计数法分析转染效率；悬浮转染ｐＬｕｃ（ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ基因来自Ｒｅｎｉｌｌａ）质粒
与ＰＥＩ的复合物，利用分光光度计分析各细胞的荧光素酶活性；采用３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐
（ＭＴＴ）比色法分析ＰＥＩ对２９３Ｔ、Ｈｅｌａ、ＢＭＳＣ和 ＰＣ１２细胞的毒性，分析转染效率和细胞毒性之间的相关性。结果　
２９３Ｔ、Ｈｅｌａ、ＢＭＳＣ和 ＰＣ１２细胞的转染效率分别为（９２．１±４．５）％、（２９．２±３．４）％、（２１．５±２．１）％ 和（１７．０±
３２）％。２９３Ｔ、Ｈｅｌａ、ＢＭＳＣ和 ＰＣ１２细胞的荧光素酶活性分别是 ２．８７×１０８、３．３５×１０７、１．９４×１０７和 １．０８×
１０７ＲＬＵ·ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ－１。２９３Ｔ、Ｈｅｌａ、ＢＭＳＣ和ＰＣ１２细胞转染效率排序：２９３Ｔ＞Ｈｅｌａ＞ＢＭＳＣ＞ＰＣ１２细胞。同时，ＭＴＴ
比色法结果表明细胞毒性排序：２９３Ｔ＞Ｈｅｌａ＞ＢＭＳＣ＞ＰＣ１２细胞。转染效率与细胞毒性呈正相关（ｒ＝０．８６５，Ｐ＜
００５）。结论　ＰＥＩ对不同细胞株的转染效率和细胞毒性存在一定的正相关性。

关键词：　聚乙烯亚胺；基因转染；细胞毒性
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　　非病毒基因传递系统作为一种非病毒载体，可
以克服病毒载体的诸多缺陷，日益受到学者们的重

视。非病毒基因传递系统的主要特点是安全性好，

免疫原性低，但其转染效率亦相对较低［１２］。阳离子

聚合物如聚乙烯亚胺（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）是非病
毒载体的典型代表［３］，在细胞转染时可结合大量的

核酸分子。大量研究表明，使用 ＰＥＩ进行细胞转染
时转染效率可达４０％以上，同时 ＰＥＩ作为高效转染
试剂的成本十分低廉［４５］。研究显示，ＰＥＩ能将ＤＮＡ
压缩成带正电荷的微粒，这些微粒与带负电的细胞

膜表面接触从而内吞进入细胞［３］。ＰＥＩ／ＤＮＡ复合
物进入细胞后，胺的质子化导致阴离子大量涌入，使

胞内渗透压降低。上述变化导致的渗透膨胀使囊泡

释放 ＰＥＩ／ＤＮＡ复合物进入细胞质，待复合物解离
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后，游离的外源 ＤＮＡ即可进入细胞核［６７］进行转录

和表达。相对分子质量为２５０００的分枝状 ＰＥＩ最
早被作为基因载体用于体外转染和基因治疗［８］。

虽然相对分子质量为２５０００的分枝状 ＰＥＩ具有很
高的转染效率，但 ＰＥＩ的高细胞毒性限制了其在临
床治疗中的应用［９１０］。同时有研究显示，在某些细

胞株中ＰＥＩ的转染效率远低于４０％，有学者推测这
可能与ＰＥＩ的细胞毒性有关［１０１１］。但是，ＰＥＩ作为
基因转染载体对不同细胞株的转染效率和细胞毒性

间的内在联系尚缺乏研究。本研究对３个低转染效
率的细胞株和１个高转染效率的细胞株（２９３Ｔ）进
行了研究，拟阐明 ＰＥＩ的转染效率与细胞毒性之间
的关系，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　细胞株　人类胚胎肾细胞２９３Ｔ、人上皮癌细
胞Ｈｅｌａ和大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞ＰＣ１２购自美
国ＡＴＣＣ公司，小鼠骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣ）细胞株取自本实验室。
１．２　主要试剂　相对分子质量 ２５０００的分枝状
ＰＥＩ购自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，其工作液浓度
１ｇ·Ｌ－１；３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮
唑溴盐［３（４，５Ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙ
ｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］购自生工生物工程（上
海）股份有限公司；达尔伯克改良伊格尔培养基

（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）
和胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自美国 Ｇｉｂ
ｃｏ公司；测定蛋白浓度的 ＱｕｉｃｋｓｔａｒｔＢｒａｄｆｏｒｄ试剂
购自美国ＢｉｏＲａｄ公司；荧光素酶检测试剂盒购自
美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
１．３　细胞培养　２９３Ｔ、Ｈｅｌａ和 ＰＣ１２细胞用高糖
ＤＭＥＭ（含 ４．５ｇ·Ｌ－１葡萄糖）培养，ＢＭＳＣ细胞用
低糖ＤＭＥＭ（含１．０ｇ·Ｌ－１葡萄糖）培养［１２］。细胞

培养时，所有的培养基均含体积分数 １０％ ＦＢＳ、
１００ＩＵ·ｍＬ－１青霉素和 １００μｇ·ｍＬ－１链霉素，置
于 ３７℃、含体积分数５％ ＣＯ２的培养箱，在饱和湿
度条件下培养。

１．４　绿色荧光蛋白表达　将２９３Ｔ、Ｈｅｌａ、ＢＭＳＣ和
ＰＣ１２细胞按每孔５×１０５个细胞接种于６孔板中，悬
浮转染，ＰＥＩ／ＤＮＡ复合物包括２００μＬ磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ），２μｇ质粒（ｐＥＧＦＰ）
和４μｇＰＥＩ（转染之前ＰＥＩ／ＤＮＡ复合物在ＰＢＳ中孵
育１５ｍｉｎ），置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱培
养４８ｈ。换培养基之后在荧光显微镜下观察绿色荧
光蛋白信号，阳性细胞发出明亮的绿色荧光，而阴性

细胞则无，每孔选择３个视野照相。转染效率（％）＝
ＥＧＦＰ阳性细胞数／总细胞数×１００％。
１．５　荧光素酶活性检测　参照文献［１３］，被检测

细胞按每孔 １×１０５接种于 ２４孔板中，悬浮转染，
ＰＥＩ／ＤＮＡ复合物包括５０μＬＰＢＳ、０．５μｇ质粒 （Ｒｅ
ｎｉｌｌａ）和１μｇＰＥＩ（每孔设４个复孔）。于３７℃，体
积分数５％ ＣＯ２的培养箱培养４８ｈ，ＰＢＳ冲洗１次，
每孔加入１００μＬ细胞裂解液。室温放置１０ｍｉｎ，用
漩涡振荡器震动１０～１５ｓ，取出所有含细胞碎片的裂
解液，转移到微量离心管中，４℃、１００００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ。按照荧光素酶检测试剂盒的操作说明，
取 １０μＬ上清液置于１．５ｍＬＥＰ管中，加入 ４０μＬ
荧光素酶分析底物，放入 ＧｌｏＭａｘ ２０／２０光度计
中，检测１０ｓ内荧光素酶荧光素氧化反应产生的光
强度，用相对光度单位（ＲＬＵ）表示。按照 Ｑｕｉｃｋ
ｓｔａｒｔＢｒａｄｆｏｒｄ的操作说明测定蛋白浓度。
１．６　细胞毒性检测　采用 ＭＴＴ比色法分析２９３Ｔ、
Ｈｅｌａ、ＢＭＳＣ和ＰＣ１２细胞的毒性［１４］。将被检细胞接

种于９６孔板中，悬浮转染，ＰＥＩＤＮＡ（μｇμｇ）＝２，
置于３７℃、含体积分数５％ ＣＯ２的培养箱培养 ３ｄ
（每个浓度设４个复孔），同时设空白孔（不含细胞
的完全培养基）和对照孔，ＰＥＩＤＮＡ（μｇμｇ）＝
０，然后每孔加入 ５ｇ·Ｌ－１的无菌 ＭＴＴ工作溶液
２０μＬ。３７℃孵育４ｈ后，翻板法弃去孔内所有液
体，可见甲硂结晶形成于细胞内，每孔加入１５０μＬ
二甲基亚砜，震荡 １０ｍｉｎ，使甲硂结晶充分溶解。
最后在酶联免疫检测仪上测定各孔在５７０ｎｍ波长
的吸光度值。细胞活力（％）＝（试验组吸光度
值－空白组吸光度值）／（对照组吸光度值 －空白组
吸光度值）×１００％。
１．７　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件包进
行统计分析，数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，各组
间观察指标的比较采用单因素方差分析和最小显著

差法，转染效率与细胞毒性的关系采用相关性分析；

检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＥＧＦＰ基因转染　荧光倒置显微镜下观察转
染ｐＥＧＦＰ４８ｈ后的 ２９３Ｔ、Ｈｅｌａ、ＢＭＳＣ和 ＰＣ１２细
胞，发现所有被检测的细胞株均有不同程度的绿色

荧光蛋白表达，但表达效率差别很大。其中转染效

率最高的是２９３Ｔ细胞，转染效率最低的是 ＰＣ１２细
胞（图１）。运用细胞计数法得出２９３Ｔ、Ｈｅｌａ、ＢＭＳＣ
和ＰＣ１２细胞的转染效率分别为（９２．１±４．５）％、
（２９．２±３．４）％、（２１．５±２．１）％和（１７．０±３２）％。
经两两比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），转染
效率排序为：２９３Ｔ＞Ｈｅｌａ＞ＢＭＳＣ＞ＰＣ１２。
２．２　荧光素酶报告基因转染　结果显示２９３Ｔ、Ｈｅ
ｌａ、ＢＭＳＣ和 ＰＣ１２细胞的荧光素酶活性分别是
２．８７×１０８、３．３５×１０７、１．９４×１０７ 和 １．０８×
１０７ＲＬＵ·ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ－１。
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Ａ：２９３Ｔ；Ｂ：Ｈｅｌａ；Ｃ：ＢＭＳＣ；Ｄ：ＰＣ１２。

图１　不同细胞ＥＧＦＰ基因转染效率
Ｆｉｇ．１　ＧｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗｉｔｈｐＥＧＦＰＤＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

２．３　细胞毒性分析　结果显示，经 ＰＥＩ处理后
２９３Ｔ、Ｈｅｌａ、ＢＭＳＣ和ＰＣ１２细胞活力分别为（３３．９±
２．１）％、（４４．１±２．５）％、（５４．９±６．７）％和（８０．０±
６．１）％。经两两比较差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），表明ＰＥＩ对４种细胞的毒性顺序为：２９３Ｔ＞
Ｈｅｌａ＞ＢＭＳＣ＞ＰＣ１２。相关性分析结果显示，转染效
率与细胞毒性呈正相关（ｒ＝０．８６５，Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

基因治疗是指将外源正常基因导入靶细胞，以

纠正或补偿因基因缺陷和异常引起的疾病，从而达

到治疗的目的。基因治疗为治疗先天性遗传疾病和

严重后天获得性疾病提供了治疗措施和新方法［３］。

ＰＥＩ是目前用于基因传递最成功、最广泛的聚合物
之一［４５］。它具有很高的转染效率，但同时易诱发较

强的细胞毒性。

为了阐明ＰＥＩ载体的基因转染效率和ＰＥＩ诱发
的细胞毒性的内在联系，本研究利用荧光显微镜分

析法确定了 ＰＥＩ对２９３Ｔ、Ｈｅｌａ、ＢＭＳＣ和 ＰＣ１２细胞
的转染效率，２９３Ｔ细胞获得高达９２．１％的 ＥＧＦＰ阳
性表达率。与之相比，Ｈｅｌａ、ＢＭＳＣ和 ＰＣ１２细胞的
ＥＧＦＰ阳性率仅为２９．２％、２１．５％和１７．０％。同时，
荧光素酶活性检测也支持该结果（２９３Ｔ＞Ｈｅｌａ＞
ＢＭＳＣ＞ＰＣ１２细胞）。这些数据表明 ＰＥＩ在各种细
胞系中的基因传递效率存在很大差异，也从侧面揭

示了２９３Ｔ细胞的高基因转染效率或许可以解释为
什么２９３Ｔ细胞系被广泛用作外源蛋白的表达宿主
细胞。

同时，本研究比较了ＰＥＩ对不同细胞株的毒性。
ＭＴＴ分析法表明 ＰＥＩ对２９３Ｔ、Ｈｅｌａ、ＢＭＳＣ和 ＰＣ１２
细胞都有一定的细胞毒性，且细胞毒性具有剂量依

赖性。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法结果与 ＭＴＴ法相一致，即细
胞毒性高低排序：２９３Ｔ＞Ｈｅｌａ＞ＢＭＳＣ＞ＰＣ１２细胞。
特别是相同条件下［ＰＥＩＤＮＡ（μｇμｇ）＝２］，ＰＥＩ

对４种细胞株的毒性顺序与 ＥＧＦＰ和 ｐＬｕｃ基因转
染效率的顺序高度一致，该研究结果提示 ＰＥＩ对４
种细胞的细胞毒性和转染效率正相关，即转染效率

越高，ＰＥＩ的细胞毒性亦越高。这也正是 ＰＥＩ转染
试剂发展的瓶颈。如何对 ＰＥＩ进行更合理的改造，
在保持其高转染效率的同时，有效降低其细胞毒性，

将是人们长期的研究目标。
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