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摘 要: 为了研究不同转染试剂对慢病毒载体包装效率及包装后病毒感染细胞的能力，试验利用磷酸

钙、脂质体 2000、脂质体 LTX 和 QuickShuttle － 293 转染编码绿色荧光蛋白( Green Fluorescent Protein，

GFP) 基因的重组慢病毒载体进入 293T 细胞包装病毒，包装的病毒感染豚鼠成纤维细胞，通过流式细

胞仪检测转染试剂的转染效率和病毒感染效率，同时利用 MTT 法检测了 4 种转染试剂的细胞毒性。
结果表明: 磷酸钙在转染效率、转染后细胞活力及包装后病毒对豚鼠成纤维细胞的感染效率都最低，

分别为( 54． 8 ± 2． 9) %、( 26． 7 ± 6． 0) %和( 7． 6 ± 1． 1) % ; 脂质体 2000 和脂质体 LTX 对 293T 细胞转

染效率差异不显著( P ＞ 0． 05) ，但脂质体 LTX 转染后细胞活力显著高于脂质体 2000( P ＜ 0． 05) ，即脂

质体 LTX 的细胞毒性显著低于脂质体 2000。而 QuickShuttle － 293 法转染后的转染效率、转染后细胞

活力和其包装后的病毒对靶细胞的感染率分别为( 95． 5 ± 1． 8) %、( 88． 5 ± 5． 7) %和( 93． 3 ± 1． 0) %，

都显著高于其他三种转染试剂( P ＜ 0． 05) 。说明在本试验条件下，QuickShuttle － 293 是一种高效、低
毒的慢病毒转染包装试剂，可用于通过病毒载体介导的基因转染技术制备豚鼠诱导多能性干细胞

( iPS) 。

将外源基因转染入靶细胞是免疫学、细胞生物学

和遗传学研究的基本技术，如何高效、无害地将外源

基因导入靶细胞是技术的关键［1］。病毒载体是一种

有效的基因运载工具，在基因转染效率方面显示出很

大的优势，尤其是慢病毒载体，其免疫原性低，可以感

染处于分裂期的细胞，而且还易于将外源基因整合到

宿主染色体上［2］，从而达到持久性表达的效果。另

外，慢病毒的生物安全性也较好，是目前临床靶向基

因治疗中应用较多的载体［3］。已证实慢病毒可感染

神经元、肝细胞、心肌细胞、肿瘤细胞、内皮细胞和干

细胞等多种类型的细胞［4 － 6］。
在病毒包装过程中，转染效率是影响高效价病毒

产生的重要因素。慢病毒包装常采用价格低廉的磷

酸钙法，但该方法转染效率较低，严重影响了慢病毒

的包装效率。近年来，有研究者采用脂质体试剂和非

脂质体试剂( FuGENE 6) 制备慢病毒［7 － 8］。还有人报

道阳离子转染试剂 QuickShuttle － 293 具有高效、低毒

和易于使用等优点。
豚鼠因其对多种病原体具有高敏感性而成为研

究发育生物学和许多疾病( 如结核与流感) 致病机理

与药物筛选的理想动物模型。但对于豚鼠体细胞重

编程的研究尚未见报道。本课题组已建立了豚鼠胎

儿成纤维细胞系［9］，但对豚鼠胎儿成纤维细胞的基

因转染尚需进一步的探讨。
为了寻找一种高效的感染豚鼠胎儿成纤维细胞

的慢病毒制备方法，本研究首次比较了磷酸钙、脂质

体 2000、脂质体 LTX 和 QuickShuttle － 293 四种不同

的转染试剂对编码绿色荧光蛋白( GFP) 基因的重组

慢病毒载体的包装效率和对细胞的毒性作用，并比较

了利用以上四种试剂包装的病毒感染豚鼠胎儿成纤

维细胞的能力，以期为通过病毒载体介导的基因转染

技术制备豚鼠 诱 导 多 能 性 干 细 胞 ( iPS ) 提 供 技 术

支持。
1 材料
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293T 细胞，购自中国科学院上海生命科学研究

院; 豚鼠胎儿成纤维细胞，西部特色生物资源保护与

利用教育部重点实验室分离培养。
磷酸钙法细胞转染试剂盒，碧云天生物技术研究

所产品; 脂质体 2000、脂质体 LTX，美国 Invitrogen 公

司产品; QuickShuttle － 293，北京康碧泉生物科技有

限公司产品; 无内毒素质粒大提试剂盒，北京天根生

化科技有限公司产品; MTT 细胞增殖及细胞毒性检

测试剂盒，南京凯基生物科技发展有限公司产品;

DMEM 培养基，GIBCO 公司产品; FBS，Hyclone 公司

产品。
编码 GFP 的慢病毒质粒 pGF1 － CMV － GFP 及

包装质粒 pMD． 2G 和 psPAX2，美国德州大学健康科

学中心 Peter J． Hornsby 教授馈赠。
2 方法
2． 1 质粒的提取

将 pGF1 － CMV － GFP 骨 架 质 粒 及 包 装 质 粒
pMD． 2G、psPAX2 接种于液体 LB 培养基中，37 ℃、
150 r /min 培养过夜。按照产品说明书进行质粒的提

取及纯化，测定浓度后 － 20 ℃保存，备用。
2． 2 细胞的培养

按照常规方法解冻 293T 和豚鼠胎儿成纤维细

胞，接种于含有 10% FBS ( 胎牛血清) 和双抗 ( 青霉

素、链霉素) 的 DMEM 培养液中，37 ℃、饱和湿度、
5% CO2 条件下培养，75% 左右汇合时用胰蛋白酶消

化、传代。
2． 3 病毒的包装

转染前 24 h 用 0． 25 % 胰蛋白酶消化上述培养
293T 细胞，按 1 × 106 /mL 重新接种于 60 mm 细胞培

养皿上，置于 CO2 培养箱中继续培养。待 60 mm 细

胞培养皿中培养的 293T 细胞生长至 70% ～ 80% 融

合时吸出培养液，并用 PBS 洗 2 次。按照转染试剂

的不同进行如下试验。
2． 3． 1 磷 酸 钙 转 染 按 照 产 品 说 明 书 在 转 染 前
30 ～60 min，吸去培养液，加入含 10% FBS 的新鲜培

养液( 无抗生素) 4 mL，将 pGF1 － CMV － GFP 12 μg、
pMD． 2G 3． 6 μg 和 psPAX2 质粒 9 μg 加入到 200 μL
氯化钙溶液中，混匀; 把 DNA － 氯化钙溶液加入到
200 μL BBS 溶 液 中，混 匀，室 温 孵 育 20 min; 把
DNA － 氯化钙 － BBS 混合物均匀滴加到培养皿内，在
37 ℃、5% CO2 的细胞培养箱内培养，6 h 后吸去含

磷酸钙沉淀的培养液，加入 4 mL 新鲜的完全培养液

继续培养。
2． 3． 2 脂质体 2000 转染 将 pGF1 － CMV － GFP
12 μg、pMD． 2G 3． 6 μg 和 psPAX2 质粒 9 μg 稀释在
2 mL opti － MEM 中，加入脂质体 2000 20 μL，室温静

置 25 min; 将上述混合液加入培养有 293T 细胞的
60 mm培养皿中，放入 5% CO2、37 ℃ 培养箱中培养，

6 h后更换为含有 10% FBS 的完全培养液继续培养。
2． 3． 3 脂质体 LTX 转染 将 pGF1 － CMV － GFP
12 μg、pMD． 2G 3． 6 μg 和 psPAX2 9 μg 稀释在 2 mL
opti － MEM 中，加入脂 质 体 LTX 20 μL，室 温 静 置
25 min; 将 上 述 混 合 液 加 入 培 养 有 293T 细 胞 的
60 mm培养皿中，放入 37 ℃、5 % CO2培养箱中培养，

6 h 后 更 换 为 含 有 10 % FBS 的 完 全 培 养 液 继 续

培养。
2． 3． 4 QuickShuttle － 293 转染 将 pGF1 － CMV －
GFP 5． 46 μg、pMD． 2G 1． 64 μg 和 psPAX2 4． 10 μg
以及 QuickShuttle － 293 22． 4 μL 分别稀释到 100 μL
生理盐水中，合并上述两溶液并混匀，直接加入到细

胞培养基中，轻摇细胞板以混匀; 将细胞培养皿移至
37 ℃ 、5% CO2 培养箱中进行培养。

经以上四种试剂转染后的 293T 细胞继续培养
24 h 后观察转染结果，并于 24 小时及 48 小时收集病

毒液，－ 80 ℃保存。
2． 4 流式细胞仪测定转染效率

将 4 组转染 48 h 后及对照 293T 细胞分别用
0． 25%的胰蛋白酶消化，1 000 r /min 离心 5 min; 弃

掉上清液，收集细胞，用 PBS 重悬细胞，使细胞密度

达到 1 × 106 /mL，用流式细胞仪收集 2 × 104 个细胞，

将其中表达 GFP 的细胞数与细胞总数相比，即为转

染效率。
2． 5 MTT 法检测 293T 细胞转染后的活性

将 4 组转染 48 h 后及对照 293T 细胞分别用
0． 25%的胰蛋白酶消化，1 000 r /min 离心 5 min; 用

适量的完全培养液重悬细胞，使细胞浓度达到 1 ×
105 /mL; 取 100 μL 细胞悬液加入到 96 孔板中，每组

样品 3 个重复，同时设不加细胞的空白对照组，置
37 ℃、5 % CO2 细胞培养箱培养 24 h; 每孔加 50 μL
1 × MTT，在 37 ℃ 孵 育 4 h; 吸 出 上 清 液，每 孔 加
150 μL DMSO，用 平 板 摇 床 摇 匀 后，用 酶 标 仪 在
490 nm波长处检测其吸光度。将各测试孔的 OD 值

减去本底 OD 值( 完全培养基加 MTT，无细胞) ，按照

以下公式计算细胞存活率。细胞存活率 = ( OD 转染

细胞值 /OD 未转染细胞值) × 100%。
2． 6 豚鼠成纤维细胞的感染

将上述收集的病毒液经 0． 45 μm 滤膜过滤，并

加入终浓度为 8 μg /mL 的聚凝 胺，再 加 入 生 长 至
80%融合的豚鼠成纤维细胞中，12 h 后换取新鲜病

毒液。重复感染 2 次。
2． 7 感染效率的流式细胞仪测定

将 4 组病毒感染 48 h 后及未被感染的豚鼠胎儿

成纤 维 细 胞 分 别 用 0． 25% 的 胰 蛋 白 酶 消 化，

800 r /min离心 5 min; 弃掉上清液，收集细胞，用适量
PBS 重悬细胞，使细胞浓度达到 1 × 106 /mL。用流式

细胞仪收集 1 × 104 个细胞，将表达 GFP 的细胞与细
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胞总数相比，所得比值即为病毒感染效率。
3 结果
3． 1 不同转染试剂转染 293T 细胞的效率

转染 24 h 后荧光显微镜下观察发现，四种转染

试剂都可以成功转染质粒进入细胞中，但 QuickShut-
tle － 293 转染后表达荧光蛋白的细胞数最多，而磷酸

钙转染后的表达荧光蛋白的细胞数最少，见 295 页彩

图 1A、B、C 和 D 图。
3． 2 流式细胞仪检测转染效率

通过流式细胞仪分析四种转染试剂的转染效率，

结果 表 明: 磷 酸 钙 法 转 染 效 率 最 低，为 ( 54． 8 ±
2． 9) % ; 其次是脂质体 2000 和 LTX，分别为( 87． 8 ±
2． 5) %和 ( 85． 5 ± 2． 5 ) % ; 而 QuickShuttle － 293 为
( 95． 5 ± 1． 8) %，显著高于其他三种试剂( P ＜ 0． 05) ，

见图 2 和图 3。

图 2 流式细胞仪检测不同转染试剂转染 293T
细胞后 GFP 阳性细胞比例

Fig． 2 The percentages of GFP － positive cells
detected by flow cytometry after transfecting
293T cells using different transfection reagents

3． 3 MTT 法检测转染后 293T 细胞的活力

利用 MTT 法分析转染 72 h 后的 293T 细胞的活
力，可以反映转染试剂对细胞的毒性。本试验通过
MTT 法测定四种不同转染试剂转染后细胞的存活
率，结果表明: 在转染 72 h 后，QuickShuttle － 293 对

注: 字母不同表示差异显著( P ＜ 0． 05) ，相同表示

差异不显著( P ＞ 0． 05) 。

图 3 不同转染试剂转染 293T 细胞后 GFP
阳性细胞比例

Fig． 3 The statistics of the percentages of GFP －
positive cells detected by flow cytometry after

transfecting 293T cells using different tranfection reagents

293T 细 胞 活 力 的 影 响 最 小，即 活 细 胞 数 最 多，为
( 88． 5 ± 5． 7) % ; 其次为脂质体 LTX 和脂质体 2000，

但脂质体 LTX 对细胞的影响显著低于脂质体 2000
( P ＜ 0． 05 ) ; 而 影 响 最 大 的 为 磷 酸 钙，活 力 仅 为
26． 68%，显著低于其他 3 组( P ＜ 0． 05) 。见图 4。

注: 字母不同表示差异显著( P ＜ 0． 05) ，相同表示

差异不显著( P ＞ 0． 05) 。

图 4 MTT 法检测不同转染试剂转染 293T
细胞后细胞的存活率

Fig． 4 The cell viability rates detected by MTT
assay after transfecting 293T cells using

different transfection reagents

3． 4 收集的病毒对豚鼠成纤维细胞感染的结果

利用四种转染试剂转染 293T 细胞收获后的病毒

液连续感染豚鼠胎儿成纤维细胞 2 次，3 d 后观察
GFP 表达情况。荧光显微镜下观察发现，QuickShut-
tle － 293 组表达 GFP 细胞数量最多，而磷酸钙组最

少，结果见 295 页彩图 5A、B、C、D。
3． 5 流式细胞仪检测病毒感染豚鼠细胞的效率

通过流式细胞仪检测四种转染试剂转染 293T 细

胞后包装的病毒感染豚鼠胎儿成纤维细胞的效率，结

果表明: 磷酸钙法转染效率最低，为 ( 7． 6 ± 1． 1 ) % ;

其次是脂质体 2000 和脂质体 LTX，分别为 ( 63． 8 ±
2． 2) %和( 57． 8 ± 1． 7) % ; 而 QuickShuttle － 293 最高
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为( 93． 3 ± 1． 0) %。见图 6 和 7。

图 6 流式细胞仪检测不同转染试剂包装病毒感染

豚鼠胎儿成纤维细胞后 GFP 阳性率

Fig． 6 GFP － positive rates detected by flow
cytometry after the packaged － lentivius infecting

guinea － pig fetal fibroblasts using different
transfection reagents

注: 字母不同表示差异显著( P ＜ 0． 05) ，相同表示

差异不显著( P ＞ 0． 05) 。

图 7 不同转染试剂包装病毒感染豚鼠胎儿

成纤维细胞后 GFP 阳性率统计

Fig． 7 The statistics of the GFP － positive rates
after the packaged － lentivius infecting guinea － pig
fetal fibroblasts using different transfection reagents

4 讨论

慢病毒载体在生物医学研究中起着越来越重要

的作用，尤其在药物筛选与评价，病毒与宿主相互作

用，病毒复制、分泌、感染机制研究等方面已成为一个

十分常用的工具［10］。

转染效率和转染毒性是决定选择何种转染试剂

以及剂量的两个主要因素［1］。在病毒包装过程中，

寻找一种转染效率高、毒性低的转染试剂或方法是保

证病毒包装及其后感染靶细胞成功与否的重要条件。
在病毒包装过程中使用最广泛的是磷酸钙，具有

简便、经济等优点。但该法受很多因素影响，试验结

果不稳定，又成为其一大缺点［11］。通过技术改良的

磷酸钙转染法能有效地提高转染效果，但利用其包装

的病毒产量也仅为脂质体法产量的 1 /2［4］。
大量试验证实，利用脂质体法转染包括 293T 细

胞在内的多数种类细胞中有较好的效率［12］，尤其是

脂质 体 2000 在 病 毒 包 装 中 的 使 用 已 有 大 量 的 报

道［7］。但随着研究的深入，研究者发现脂质体 2000
对一些细胞具有较高的毒性［13］。新近研发的脂质体
LTX 在细胞毒性方面有很大的改善，但价格昂贵难以

被大规模利用。
为了寻找一种经济、简便且转染效率高的适合于

慢病毒包装的转染试剂，本研究对比了磷酸钙、脂质

体 2000、脂质体 LTX 和新型针对 293 细胞的阳离子

转染试剂 QuickShuttle － 293 的包装效率、细胞毒性及

其包装后的病毒对豚鼠胎儿成纤维细胞的感染效率，

结果表明: 磷酸钙在转染效率、转染后细胞活力及包

装的病毒对其后的感染效率都最低，分别为( 54． 8 ±
2． 9) %、( 26． 7 ± 6． 0) % 和( 7． 6 ± 1． 1 ) % ; 在对 293T
细胞转染效率方面，脂质体 2000 和脂质体 LTX 差异

不显著( P ＞ 0． 05) ，但在转染后细胞活力方面脂质体
LTX 显著高于脂质体 2000( P ＜ 0． 05) ，即脂质体 LTX
的细胞毒性显著低于脂质体 2000。而 QuickShuttle －
293 在转染效率、转染后细胞活力和其包装后的病毒

对靶细胞的感染方面都显著高于其他三种转染试剂
( P ＜ 0． 05) ，分别为( 95． 5 ± 1． 8) %、( 88． 5 ± 5． 7 ) %
和( 93． 3 ± 1． 0) %。

综上所述，在本试验条件下，QuickShuttle － 293
无论在慢病毒包装过程中的转染效率、细胞毒性及包

装后病毒的感染效率方面显示出较好的效果。本研

究结果不仅为后续通过慢病毒介导转录因子诱导豚

鼠 iPS 细胞提供了技术保障，也为其他研究者在转染

试剂的选择方面提供了一定的数据支持。
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Effects of different transfection reagents on lentiviral packaging efficiency and
the lentiviral infection efficiency of guinea － pig fibroblasts after packaging

HE Cheng － wen1，HE Yu － long1，WU Yue － hong1，2，SHAO Feng － hui3

( 1． Key Laboratory of the Ministry of Education for Protection and Utilization of Special Biological Ｒesource in
Western China，Ningxia University，Yinchuan 750021，China; 2． College of Life Science，Zhejiang Sci － Tech University，

Hangzhou 310018，China; 3． Inner Mongolia Fufeng Biotechnology Co． ，Ltd． ，Hohhot 010070，China)

Key words: gene transfection; lentivirus; green fluorescent protein( GFP) ; guinea pig; fibroblast
Abstract: To study the effects of different transfection reagents on the packaging efficiency of lentiviral vector and the ability of the lentivirus to
infect the cells，the recombinant lentiviral vector encoding green fluorescent protein ( GFP) gene was transfected into 293T cells by using calci-
um phosphate，liposome 2000，liposome LTX and QuickShuttle － 293，respectively，and subsequently the guinea pig fibroblasts were infected
by the lentivirus． The transfection efficiency of the transfection reagents and the efficiency of lentiviral infection were detected by flow cytometry，

and the cytotoxicity of four transfection reagents was detected by MTT assay at the same time． The results showed that The transfection efficien-
cy，cell viability after transfection and the lentiviral infection efficiency of guinea pig fibroblasts were the lowest using calcium phosphate，they
were ( 54． 8 ± 2． 9) %，( 26． 7 ± 6． 0) % and ( 7． 6 ± 1． 1) %，respectively． There were no significant differences ( P ＞ 0． 05) in the trans-
fection efficiency of 293T cells using liposome 2000 and liposome LTX，but the cell viability after transfection by using liposomes LTX was sig-
nificantly higher than ( P ＜ 0． 05) that using liposome 2000，namely，the cytotoxicity of liposome LTX was significantly lower than that of lipo-
some 2000． The transfection efficiency，cell viability after transfection and the lentiviral infection efficiency of target cells by using QuickShuttle
－ 293 was ( 95． 5 ± 1． 8) %，( 88． 5 ± 5． 7) % and ( 93． 3 ± 1． 0) %，respectively，which were significantly higher ( P ＜ 0． 05) than using
the other three transfection reagents． The results indicate that under the experimental conditions described in the present study，QuickShuttle －
293 is an efficient，low － toxicity lentiviral transfection reagent，which can be used to prepare the induced pluripotent stem ( iPS) cells of
guinea pig by using a lentiviral vector － mediated gene transfer technology．
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·试验研究·

不同转染试剂对慢病毒包装及包装后
病毒感染豚鼠成纤维细胞效率的影响

( 作者何承文 等，正文见第 34 ～ 38 页)

图 1 不同转染试剂转染 293T 细胞后荧光

显微镜下 GFP 阳性细胞比较

Fig． 1 Comparison of the GFP － positive cells under a
fluorescence microscope after transfecting 293T cells

using different transfection reagents

图 5 不同转染试剂包装病毒感染豚鼠胎儿

成纤维细胞能力的比较

Fig． 5 Comparison of the packaged － lentiviral infection
ability of guinea － pig fetal fibroblasts using different

transfection reagents
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·试验研究·

慢性饮水染镉对大鼠睾丸的病理学影响
( 作者潘顺叶 等，正文见第 47 ～ 49，53 页)

图 2 镉对大鼠睾丸显微结构的影响( H． E． ，400 × )

Fig． 2 Effect of cadmium on testicular microstructure of rats( H． E． ，400 × )

图 3 镉对大鼠睾丸超微结构的影响

Fig． 3 Effect of cadmium on testicular ultrastructure of rats
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