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外源基因转染细胞技术的研究进展 *
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摘要：细胞转染技术是分析细胞内基因及基因产物功能的重要工具。它不仅是基因功能研究、基因免疫的理论和技术基础，也是

研究基因表达调控、突变分析等的常规工具。同时也是体内应用的重要过程，比如基因治疗、疫苗接种、药物开发等。在过去的 40

年里，已开发了多种外源基因转染细胞的方法。主要包括以病毒介导的外源基因转染细胞方法和非病毒介导的细胞转染方法。其

具体可细分为三类：即生物学方法、化学方法、物理方法。这些方法的提出使外源分子如 DNA、RNA等导入特定细胞并表达目的
基因及产生特定功能的蛋白质分子得以实现。理想的细胞转染方法应该具有较好的生物降解性、稳定性、靶向性强、有助于基因

的表达并能应用于基因方面疾病的治疗。但每种方法都有自己的优势和不足，应根据具体实验的设计和目的来选择最佳细胞转

染方法.
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Advances in Technology of Heterologous Genes Transfecting Cells*

Transfection is a powerful analytical tool enabling study of the function of genes and gene products in cells. It is the

theoretical and technical basis of the study of gene function,genetic immunization theory; it is also conventional tools of gene expression

and regulation, mutation analysis; and even is a critical process for in vivo applications such as gene therapy, vaccination, and drug

development. Over the last 40 years, multiple different methods of nucleic acid delivery have been developed. These include viral
methods and non-viral methods, which can be further subdivided into three groups:biological, chemical, and physical. These methods

have advanced to make it possible to deliver foreign nucleic acids (DNAs and RNAs) into the special cells and express the aim gene and

protein. An ideal gene delivery system should be biodegradable, nontoxic, stable, and target-specific, should assist to improve gene

expression, and be able to be used to treat genetic diseases.However, each method has its own advantages and disadvantages so the

optimum method depends on experimental design and objective.
Cells; Transfection technology; Gene

*基金项目：国家自然科学基金项目（30970869）

作者简介：王月丽（1982-），女，硕士研究生，主要研究方向：鼻咽癌的诊断和治疗

△通讯作者：王若雨，男，教授，E-mail:wry1963@sohu.com

(收稿日期：2013-05-14 接受日期：2013-06-07）

前言

细胞转染指真核细胞由于外源 DNA或 RNA掺入而获得

新遗传标志的过程。它是分析细胞内基因、基因产物、蛋白表达

功能的重要分析工具。根据外源基因在细胞中表达时间的长短

可将细胞转染技术分为瞬时转染和稳定转染（永久转染）两类。

瞬时转染时外源 DNA/RNA不整合到宿主染色体中且只持续

很短的时间[1]，转染进的遗传物质可能随着环境因素的改变及

细胞分裂而丢失。相反稳定转染的外源 DNA/RNA可以整合到

宿主细胞染色体上且宿主细胞可以长期表达目的基因及蛋白[2]。

因此可根据实验目的来选择瞬时转染或稳定转染。细胞转染的

主要目的是通过增强或抑制细胞中特定基因的表达来研究基

因、基因产物及重组蛋白的功能[3]。例如：通过基因疗法将目的

基因转染进细胞来治疗疾病或改善患者的症状；小干扰 RNA

的敲除过程；通过中国仓鼠卵巢细胞获得的人组织纤溶酶原激

活物[3-6]。

1细胞转染方法的多样性

为研究真核表达质粒在真核细胞中的生物学特性，人们一

直在研究传送质粒 DNA的有效途径。常根据不同的细胞类型

及实验目的来选择细胞转染的方法。理想的细胞转染方法应该

具有较高的转染效率，低细胞毒性，对细胞的正常生理特性影

响较小，且便于实施及具有较好的可重复性。常用的方法有：生

物学方法（即以病毒为载体的转染法）、化学方法（磷酸钙共沉

淀法、DEAE-葡聚糖法、阳离子脂质体法、阳离子聚合物法）、

物理方法（显微注射法、基因枪法、电穿孔法、激光照射法、声孔
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效应法、磁性纳米颗粒等）。

2 生物学方法

即以病毒为载体介导的细胞转染，常用的载体病毒有单纯

疱疹病毒、腺病毒、牛痘病毒、辛德毕斯病毒等。该方法具有转

染效率高、能够持续稳定表达外源基因的特点，且实施方便，在

体内外均能有效的转染。但是由于病毒载体需整合到转染细胞

的染色体中才能够使外源基因得以表达，因此而具有致癌、致

畸的危险。安全性较差这一缺陷已经成为限制病毒载体广泛应

用的主要原因[4,7-9]。

3 化学方法

3.1磷酸钙法

其原理是将氯化钙、DNA、磷酸缓冲液混合，形成微小的磷

酸钙 -DNA复合物颗粒沉淀，粘附到细胞膜表面并通过内吞作

用而进入细胞质[10，11]。DNA-磷酸钙共沉淀物进入细胞的内吞
作用机制还不明确，但是最近 Dana Y.E. Olton等应用磷酸钙

纳米颗粒为载体的细胞转染方法转染了 HeLa 、COS-7 细胞

株，发现磷酸钙介导的基因转运可能是通过依赖网格蛋白和细

胞膜小窝的细胞内吞作用来实现的[12]。影响磷酸钙转染效率的

主要因素有：DNA-磷酸钙共沉淀物中的 DNA数量；共沉淀物
与细胞接触的保温时间；以及甘油或 DMSO等促进因子作用

的时间等。有报道称应用硫酸鱼精蛋白包被的碳酸钙纳米颗粒

在体积上较传统的磷酸钙颗粒小，更有利于促进基因载体通过

胞吞作用进入细胞。并发现鱼精蛋白能增加磷酸钙纳米颗粒的

稳定性且能够降低转染时的细胞毒性[13]。Zhou C等使用壳—核
纳米颗粒即阳离子脂质作为外壳，包被磷酸钙颗粒为核，组成

一个新的基因载体，其携带 DNA的数量可以比单用磷酸钙为

载体提高 10倍[14]。磷酸钙法转染细胞虽然简单、实用，但对细

胞有一定的选择性，使其广泛应用有一定的局限性。

3.2 DEAE-葡聚糖介导法转染

其原理是带正电的 DEAE-葡聚糖与带负电的 DNA分子

结合，粘附在带负电的细胞表面，再通过渗透休克或内吞作用

将 DNA复合物导入细胞。由于该方法的突变率高而仅限于瞬

时转染，且转染时要去除血清，但具有可重复性好的优点。影响

转染效率的主要因素是 DEAE-葡聚糖的浓度及细胞暴露于混
合液的时间。

3.3脂质体介导的细胞转染

脂质体是由天然脂类和类固醇组成的微球，根据其结构所

包含的双层膜层数可分为单室脂质体和多室脂质体，含有 1层

类脂双分子层的囊泡称单室脂质体，含有多层类脂双分子层的

囊泡称为多室脂质体。脂质体转染法可能的机理是阳离子脂质

体与带负电的基因借静电作用形成脂质体基因复合物，此复合

物因阳离子脂质体的过剩正电荷而带正电，借助静电作用吸附

于带负电的细胞表面，再通过与细胞膜融合或细胞内吞作用而

进入细胞内，脂质体基因复合物在细胞质中可能进一步传递到

细胞核内释放基因,并在细胞内获得表达[15]。

脂质体介导的细胞转染包括两个步骤，首先是脂质体与

DNA形成复合物，然后介导与细胞作用，将 DNA释放到细胞

中。脂质体作为基因转移载体具有以下优点：易于制备，使用方

便,不需要特殊的仪器设备；无毒；与生物膜有较大的相似性和

相容性，可生物降解；目的基因容量大，可将 DNA特异性传递
到靶细胞中，使外源基因在体外细胞中有效表达；脂质体转染

所需的 DNA用量与磷酸钙法相比大为减少，而转染效率却高
5-100倍，具有广谱、高效、快速转染的特点。但也存在不足：表

达量较低，持续时间较短，稳定性欠佳。

3.4 阳离子聚合物细胞转染法

原理是带正电的聚合物与核酸带负电的磷酸基团形成带

正电的复合物后与细胞表面带负电的蛋白多糖相互作用并通

过内吞作用进入细胞。常用的阳离子聚合物有聚 L-赖氨酸

（PLL）、聚乙烯亚胺（PEI）、树状高分子聚合物等。Liang Y等将

聚乙二醇 -聚乙烯亚安（PEG-PEI）聚合物作为非病毒载体成功

的将小干扰 RNA转进神经干细胞，且比 Lipofectamine2000的

转染效率高及具有较低的细胞毒性 [16]。Zhao N,Qi J等将聚 茁-

氨基酸酯聚合物与包被绿色荧光蛋白的质粒 DNA合成直径为
200纳米的聚合物，且成功将质粒 DNA转进了难转的淋巴瘤

细胞及白血病细胞[17]。也有报道以超声波法将脂质体 -聚 L-精

氨酸合成的聚合物（PCLs）作为载体成功将质粒 DNA

（pEGFP-C2）转染进人宫颈癌细胞及人肝癌细胞，结果显示该

聚合物能够安全、有效的改善了基因载体的转运能力，且该载

体的转染效率高于聚 L-精氨酸载体的两倍[18]。

4 物理方法

物理方法是最近提出的使用不同物理工具来转运核酸的

方法。常用的包括：显微注射法、基因枪法、电穿孔法、激光转染

法等[19]。

4.1显微注射法

是基因枪技术最早应用在动物中的一种基因转移方法。这

项技术是利用管尖极细（0.1~0.5 滋m）的玻璃微量注射针将外

源基因片段直接注射到培养的细胞中，然后藉由宿主基因序列

可能发生的重组、缺失、复制或移位等现象而使外源基因嵌入

宿主的染色体内。这种显微注射术的程序，需有相当精密的显

微操作设备，制造长管尖时，需用微量吸管拉长器，注射时需有

固定管尖位置的微量操作器。这种技术的优点是任何 DNA在

原则上均可传入任何种类的细胞内。此法已成功运用于包括小

鼠、鱼、大鼠、兔子及许多大型家畜，如牛、羊、猪等基因转殖动

物。Ikawa等首先将荧光蛋白基因 GFP作为筛选标记用于转基
因小鼠的研究,在小鼠原核中显微注射 GFP基因,由荧光显微
镜观察确定的荧光胚胎与 PCR的检测结果符合率达 100%[20]。

Serge Gueroussov 等应用显微注射法将携带目的基因的质粒
DNA转染进 COS-7细胞（非洲绿猴肾细胞）[21]。但是此种方法

转染细胞需要特殊的技术及对细胞的损伤较大而不能广泛应

用。

4.2 基因枪法
用火药爆炸或者高压气体加速包裹了 DNA的球形金粉

或者钨粉颗粒直接送入细胞中的一种转染方法。弹丸是由

DNA、CaCl2、亚精胺的混合物制成。该方法因为简单、可靠而被

广泛用于细胞的稳定转染和瞬时转染[22]。 但是由于基因枪法

需要特殊的设备且价格昂贵及在转染时对细胞具有物理损伤

而不能被普及应用。Sergei Svarovsky等通过将金的微米级微球
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包被上带正电的聚乙烯亚安，使其通过静电作用与带负电的

DNA结合，改善了金属微球携带 DNA量低的问题[23]。 Uchida

M 等应用基因枪技术将 GFP 质粒转染 HEK 293, MCF7 and

NIH/3T3细胞，发现其转染效率取决于基因枪内氦气的压力、

金属颗粒微球的大小、数量、DNA的量；对细胞的损伤程度取

决于氦气压力和金属离子的数量[24]。

4.3电穿孔法

是利用脉冲电场在细胞膜上形成空洞，从而使外源基因进

入细胞的一种物理方法[25]。具有操作方便、低毒性、转染效率

高、使用细胞种类广泛的优点，当最佳实验条件确定后能够大

批量的转染细胞。有研究报道使用电穿孔法介导增强型绿色荧

光蛋白（EGFP）基因转染体外培养的视网膜 Mller细胞，获得了

较高的转染效率且表达时间更长[26]。Rita Arabsolghar等应用电

穿孔法将 siRNA 转染体外培养的乳腺癌细胞，转染率高达
97%，经MTT法检测转染后 24 h细胞存活率为 72%[27]。有研究

报道通过调整电穿孔法的各项参数可改善难转染性细胞及原

代细胞的转染率[28]。

4.4激光介导的转染法

采用脉冲激光照射使细胞膜上形成一个短暂的孔隙，由于

细胞内外的渗透压不同质粒 DNA转进细胞内。该该方法可以

用于单个细胞的转染且可在细胞的任何部位开孔。由于这种转

染方法是用激光钻孔所以适用于非常小的单个细胞的转染且

具有较高的转染效率，但是由于该方法需要的激光纤维系统设

备非常昂贵，使得此法的广泛应用得到了限制。

4.5声孔效应介导的细胞转染法
即超声微泡介导的细胞转染法，其原理是超声造影剂是一

种以白蛋白、脂质、多聚体等为外壳的含气体的微泡，在一定能

量的声场中，微泡随着声波频率产生压缩和扩张并伴随着气泡

内压力和体积的反复变化，这个过程叫做超声空化。而在较高

的声场中，气泡因急剧压缩、闭合破裂而形成微流、冲击波及射

流等激烈过程使周围组织的细胞膜上出现可逆性或不可逆性

小孔，使细胞膜通透性增高，促进外源基因进入细胞内 [29]。

Somphop Rodamporn 等应用声孔效应系统成功将 pEGFP-N1

基因导入 HeLa细胞，细胞转染率可达到 78%[30]。

4.6磁性纳米颗粒介导的转染法
是将磁性颗粒与某些生物大分子通过化学共价键或物理

粘附作用相结合，形成具有磁性的微粒。通过磁性微粒的表面

活性与病毒或非病毒载体耦联再与目的基因相结合，或者直接

与目的基因相结合，构成载附基因的磁性微球。在外加梯度磁

场的作用下，磁性微球会随着磁场力的导向浓集于细胞表面，

在细胞的内吞作用下，磁性微球进入细胞内从而使目的基因载

入。该方法具有靶向强、转染效率高的优点。

5展望

细胞转染的方法正在迅速的发展，即使同一种方法每年也

会推出改善细胞转染效率及降低细胞毒性的新产品和新技术。

未来的转染技术要朝两个方向发展，从精确的亚细胞转染领域

到整个个体的转染。将外源基因（特别是 mRNA）转送到亚细胞
位点（如轴突或树突）和细胞器（如线粒体、高尔基体或细胞核）

的能力将为基因研究开创一个新纪元，因为它将改变我们思考

和评价细胞内基因功能的方式。除了一个细胞的整体基因表达

图谱外，基因表达产物的定位对发现细胞的功能起着重要作用[31]。

同时安全可靠的转染方法可以应用于人类疾病的基因治疗。

总之，转染方法已经迅速发展并表现出多元化，因此我们

根据实验目的可选择最佳的转染方法。然而随着细胞的研究进

展将需要更先进的转染技术。
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