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　　［摘要］　目的　通过优化电穿孔转染条件，探讨影响人原代成纤维细胞电转染效率和转染后细胞存活率的因素，

筛选出人原代成纤维细胞的最佳电转染条件。方法　通过改变脉冲电压、脉冲次数和质粒浓度等条件，将含有增强型

绿色荧光蛋白（犈犌犉犘）基因的质粒ｐＥＧＦＰＮ１电穿孔转染入人原代成纤维细胞。利用锥虫蓝染色检测细胞存活情况，

采用流式细胞术检测转染２４ｈ后的转染效率。结果　在低电压模式下，脉冲电压３２０Ｖ、质粒浓度为２０μｇ／ｍＬ、脉冲

１次时，人原代成纤维细胞的电转染效果最理想，转染效率达到（４２．５３±０．６３）％，细胞存活率为（７４．３０±３．０１）％。

结论　优化了人原代成纤维细胞的电转染条件，在保证细胞较高存活率的前提下提高了人原代成纤维细胞的电转染

效率，为后续基因功能的研究打下基础。
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　　质粒转染对分子生物学和细胞生物学研究具有

十分重要的意义，反转录病毒法、阳离子脂质体法和

电穿孔转染法是目前最常用的３种质粒转染方

法［１］。阳离子脂质体法对细胞毒性大，反转录病毒

法需要考虑安全因素，而电穿孔转染法作为一种物

理细胞转染方法，具有操作简单、转染效率高、可重

复性好、适用谱广、作用机制相对比较清楚等优点，

且在转染过程中无需激活细胞，在转染原代细胞及

现有方法难以转染细胞系的转染方面具有优势［２３］。

成纤维细胞由胚胎时期的间充质细胞分化而

成，是机体疏松结缔组织的重要组成细胞，来源广

泛，其分离、筛选和培养操作简单且技术成熟［４］。近

年来随着细胞重编程研究的深入，成纤维细胞作为

质粒转染的目标细胞，被越来越广泛地应用于诱导

多能干细胞技术及基因功能方面的研究［５６］。陈素

珠等［７］通过优化电转染介质，使小鼠成纤维细胞

ＮＩＨ３Ｔ３细胞的电转染效率提高到２１．２％。本研

究拟对人原代成纤维细胞的电转染条件进一步优

化，提高人原代成纤维细胞的电转染效率，为后续研

究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　电穿孔仪器与材料　电穿孔仪为美国ＢＴＸ公

司的ＥＣＭ８３０型细胞电穿孔仪，电转杯购于美国哈

佛仪器公司（电极间距离为４ｍｍ），电穿孔缓冲液为

无钙、无镁的ＰＢＳ（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）。

１．２　质粒构建与细胞培养　大肠杆菌ＤＨ５α和携

带增强型绿色荧光蛋白（犈犌犉犘）基因的质粒

ｐＥＧＦＰＮ１购于和元生物（上海）股份有限公司。人

原代成纤维细胞由第二军医大学长海医院烧伤研究

所惠赠，常规培养于含１０％胎牛血清（ＦＢＳ，美国

ＨｙＣｌｏｎｅ公司）的高糖ＤＭＥＭ培养液（美国Ｇｉｂｃｏ

公司）中，置于５％ＣＯ２、３７℃细胞培养箱中培养，

２～３ｄ换液１次，待细胞密度达到９０％时采用胰酶

消化法１∶３传代，细胞培养至第５代进行电穿孔转

染实验。

１．３　电穿孔转染　人原代成纤维细胞在电穿孔转

染前用０．２５％胰酶消化，离心后吹打为单细胞悬

液，用流式细胞仪（ＭＡＣＳＱｕａｎｔＶＹＢ，德国美天旎

公司）计数并调节细胞密度为１×１０６／ｍＬ，将细胞悬

液分别与浓度为５、１０、２０和３０μｇ／ｍＬ的质粒混合

均匀，选择２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３３０Ｖ脉冲分别

进行转染，单次脉冲时间为２０ｍｓ，分别脉冲１～３

次。电穿孔转染后将细胞吹打混匀，显微镜观察后

置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，２４ｈ后检测转

染情况。

１．４　人原代成纤维细胞免疫荧光检测　实验前预

先铺细胞爬片，消化细胞后吹打至单细胞悬液，２×

１０４／孔接种。贴壁２４ｈ后取出爬片，ＰＢＳ洗涤３次，

４％多聚甲醛（美国Ｓｉｇｍａ公司）４℃固定３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ洗涤３次，１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ｔ９２８４，美国

Ｓｉｇｍａ公司）室温穿膜３０ｍｉｎ，３％ ＦＢＳ室温封闭

３０ｍｉｎ。分别４℃过夜标记１∶１００稀释的一抗［血管

平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）抗体（ａｂ５６９４，英国Ａｂｃａｍ

公司），细胞波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）抗体（ａｂ８９７８，英国

Ａｂｃａｍ公司）］，ＰＢＳ洗涤３次；室温标记二抗２ｈ，ＰＢＳ

洗涤３次；ＤＡＰＩ室温孵育５ｍｉｎ，封片，荧光显微镜下

观察。

１．５　锥虫蓝染色检测细胞存活率　胰酶消化细胞

后，培养液重悬细胞悬液，用Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ自动细胞计

数仪（上海瑞钰科技有限公司）计数，取２０μＬ５％锥

虫蓝与２０μＬ细胞悬液混匀，加入Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ专用计

数板，插入计数仪中计数细胞并检测细胞存活率。

１．６　流式细胞术检测细胞转染效率　消化细胞，吹

打至单细胞悬液，ＰＢＳ洗涤２次，调整细胞密度为

１０６／ｍＬ，利用ＦＩＴＣ通道检测细胞绿色荧光表达阳

性率［８］。计算细胞转染效率：细胞转染效率（％）＝

绿色荧光阳性细胞数／总细胞数×１００％
［９］。

１．７　统计学处理　每组实验在相同条件下重复

４次。所得数据应用ＳＰＳＳ１７．０软件分析。数据以

珔狓±狊 表 示，采 用 单 因 素 方 差 分 析 （ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ）进行组间比较。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　人原代成纤维细胞鉴定及电转染前后形态

对比　免疫荧光检测结果显示人原代成纤维细胞

αＳＭＡ和ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达呈双阳性，纯度大于９５％

（图１Ａ）。电转染前人原代成纤维细胞贴壁生长，呈

长梭形，胞体平坦，体积较大，细胞核较大且呈椭圆

形；电转染１ｈ后，细胞呈不规则形或椭圆形，悬浮

于培养液中；４８ｈ后细胞呈长梭形贴壁生长，荧光检

测结果显示细胞呈绿色荧光（图１Ｂ）。

·２１３１·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第１０期．张　放，等．电穿孔法转染人原代成纤维细胞条件的优化

图１　人原代成纤维细胞的鉴定及电转染

犉犻犵１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犲犾犲犮狋狉狅狆狅狉犪狋犻狅狀狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀狅犳犺狌犿犪狀狆狉犻犿犪狉狔犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋狊

Ａ：ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｐｒｉｍａｒｙｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｗｉｔｈαＳＭＡａｎｄｖｉｍｅｎｔｉｎｕｓｉｎｇｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔａｓｓａｙ；Ｂ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｏｆｈｕｍａｎ

ｐｒｉｍａｒｙｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｂｅｆｏｒｅ（０ｈ）ａｎｄ１ｈａｎｄ４８ｈａｆｔｅｒｃｅｌｌｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄＧＦＰｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｔ４８ｈａｆｔｅｒｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．αＳＭＡ：αＳｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ；ＧＦＰ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ

２．２　不同电压条件对细胞转染效率及存活率的影

响　质粒浓度为２０μｇ／ｍＬ时，２８０、２９０、３００、３１０、

３２０Ｖ电压条件下人原代成纤维细胞的转染效率逐渐

升高（犘＜０．０５），３２０Ｖ和３３０Ｖ电压条件下细胞的

转染效率差异无统计学意义，见图２Ａ。而细胞存活

率则随着脉冲电压的升高而逐渐降低，３３０Ｖ电压脉

冲下的细胞存活率由３２０Ｖ电压条件下的（７４．３０±

３．０１）％降为（４７．３０±６．８８）％，差异有统计学意义

（犘＜０．０５，图２Ｂ）。

２．３　电压恒定时不同质粒浓度对电穿孔转染效率

的影响　在低电压（ＬＶ）模式下，脉冲电压固定在

３２０Ｖ时，人原代成纤维细胞的电转染效率随质粒

浓度的增加而逐渐增加，质粒浓度为２０μｇ／ｍＬ时

的电转染效率为（４２．５３±０．６３）％，高于质粒浓度为

１０μｇ／ｍＬ时的电转染效率［（２６．９０±１．３５）％，犘＜

０．０５］，而２０μｇ／ｍＬ和３０μｇ／ｍＬ浓度时的电转染

效率差异无统计学意义（图２Ｃ）。

图２　脉冲电压和质粒浓度对电转染效果的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狅犳狆狌犾狊犲狏狅犾狋犪犵犲狊犪狀犱狆犾犪狊犿犻犱犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅狀犲犾犲犮狋狉狅狆狅狉犪狋犻狅狀狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀

Ａ：Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｔｅｓｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔｐｕｌｓｅｄｖｏｌｔａｇｅｓ；Ｂ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔ

ｐｕｌｓｅｄｖｏｌｔａｇｅｓ；Ｃ：Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．犘＜０．０５．狀＝４，珔狓±狊

２．４　电压和质粒浓度固定时不同脉冲次数对电穿

孔转染效率的影响　在ＬＶ模式下，脉冲电压３２０Ｖ、

质粒浓度为２０μｇ／ｍＬ时，脉冲１次和２次的电转

染效率分别为（４２．５３±０．６３）％和（４７．２０±

２．４７）％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。然而，脉

冲１次的细胞存活率为（７４．３０±３．０１）％，脉冲２次

的细胞存活率降低为（４３．０５±２．０６）％，差异也有统

计学意义（犘＜０．０５）。说明脉冲１次时具有较高的

转染效率和更好的细胞存活率。

３　讨　论

成纤维细胞是人体皮肤的重要组成细胞，也是皮

肤组织工程的种子细胞，具有来源广泛、获取容易、培

养传代技术相对成熟等特点，对创面修复起到十分重

要的作用［１０］。近年随着细胞重编程技术的发展，人成

纤维细胞被作为重要的基础细胞得到广泛应用［１１１３］。

细胞电穿孔转染技术始于２０世纪８０年代中

期［１４］。电穿孔转染是一种在电击作用下，在细胞膜上

·３１３１·
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第二军医大学学报　２０１７年１０月，第３８卷

短时间形成穿孔，将ＤＮＡ等大分子在电泳力的作用

下导入细胞并最终进入胞核的技术［１５］。细胞电穿孔

转染是一种高效、简便的基因转移系统，具有其他转

移方法无可比拟的优越性，如操作简便、快捷、可重复

性强、适用谱广等［１６］。但是细胞电穿孔转染的转染效

率却受到很多因素的影响，如脉冲介质、脉冲时间、脉

冲电压、脉冲个数，甚至操作时的室内温度、湿度等都

可能影响到细胞转染效率［１７］。鉴于人成纤维细胞作

为基础细胞被广泛应用于基因相关的基础研究，因此

本研究对其电转染条件进行优化。

在电阻一定的时候，脉冲电压的大小决定了通过

细胞及电转液的电流大小，对电转染效率和细胞存活

率有着重要的作用。本研究发现在ＬＶ模式下，脉冲

电压３２０Ｖ和３３０Ｖ时的电转染效率高于２８０～

３１０Ｖ时的细胞转染效率，而３２０Ｖ条件下细胞存活

率高于３３０Ｖ的细胞存活率；同时，研究发现在脉冲

１次、质粒浓度为２０μｇ／ｍＬ条件下，在保证细胞较高

存活率的基础上能比较好地提高细胞转染效率。因

此，我们认为在ＬＶ模式下，脉冲电压３２０Ｖ、质粒浓

度２０μｇ／ｍＬ、脉冲１次是比较理想的人原代成纤维细

胞电穿孔转染的转染条件。另外，本研究还发现电穿

孔转染过程中电转杯的使用次数需要严格按照说明

书操作，一般情况下电转染２次就应该更换电转杯。

综上所述，本研究通过优化质粒浓度、脉冲电压

和脉冲次数，在保证细胞较高存活率的前提下，提高

了人原代成纤维细胞电穿孔转染效率，为后续基因

转染相关的基础研究提供了相关依据。
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