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电穿孔法和化学法在多药耐药胃癌细胞转染中的效果比较
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摘   要 目的：比较电穿孔法和化学法在多药耐药（MDR）胃癌细胞中转染效果。

方法：将表达抑癌基因 WTX 的质粒分别用电穿孔法和两种化学法（Lipofectamine2000、Attractene）

转 染 MDR 胃 癌 SGC7901/VCR 细 胞， 观 察 转 染 后 细 胞 中 增 强 型 绿 色 荧 光 蛋 白（eGFP） 和 目 的 基 因

WTX mRNA 的表达情况。

结果：eGFP 分析结果显示，与无耐药的亲代 SGC7901 细胞比较，两种化学转染法对 SGC7901/VCR

细胞的转染效率明显降低（均 P<0.05），而电穿孔转染法未见明显降低（P>0.05），且明显高于两

种 化 学 转 染 法 对 SGC7901/VCR 细 胞 的 转 染 效 率（ 均 P<0.05）。RT-PCR 结 果 显 示， 电 穿 孔 转 染 的

SGC7901/VCR 细 胞 中 WTX mRNA 表 达 量 明 显 高 于 两 种 化 学 法 转 染 的 SGC7901/VCR 细 胞 中 的 WTX 

mRNA 表达量（均 P<0.05）。

结论：对于 MDR 胃癌细胞，电穿孔转染法不易受其细胞膜成分的影响，可以保持较好的转染效率。
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Abstract Objective: To compare the transfection efficiency of electroporation and chemical transfection agents in 

multidrug-resistant (MDR) gastric cancer cells.

Methods: MDR gastric cancer SGC7901/VCR cells were transfected with plasmids bearing tumor suppressor 

gene WTX through electroporation method and two chemical agents (Lipofectamine2000 and Attractene), 

respectively. Then, the expression of enhanced green fluorescent protein (eGFP) and the WTX mRNA in the cells 

after transfection were examined.

Results: Results of eGFP analysis showed that in SGC7901/VCR cells compared with the parental non-drug-
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胃癌是我国常见恶性肿瘤，发病率居于第2位，

仅 次 于 肺 癌 ， 而 病 死 率 居 第 3 位 ， 术 后 长 期 生 存

率 也 不 高 [ 1 - 3 ]。 化 疗 是 胃 癌 综 合 治 疗 中 一 种 重 要

的 方 法 ， 而 肿 瘤 细 胞 对 化 疗 药 物 产 生 多 药 耐 药

（multidrug resistance，MDR）是化疗失败及胃癌

复发的重要原因。笔者[4]前期实验以MDR胃癌细胞

SGC7901/VCR为模型研究一个新的抑癌基因WTX

（Wilms'tumor gene on the X-chromosome）。在

进行WTX质粒转染时发现SGC7901/VCR转染效率

明显低于非耐药的亲代SGC7901，分析原因可能

是耐药株高表达的P -gp“泵”将转染试剂和质粒

排 出 细 胞 ， 降 低 了 转 染 效 率 。 本 研 究 将 电 穿 孔 法

和 两 种 化 学 转 染 法 进 行 对 比 ， 探 讨 电 穿 孔 转 染 法

在化学试剂难以转染的细胞系中的应用。

1　材料与方法  

1.1  实验材料与设备

人 耐 药 胃 癌 细 胞 S G C 7 9 0 1 / V C R 和 亲 代 细 胞

SGC7901由西安第四军医大学肿瘤生物学国家重

点 实 验 室 提 供 。 S G C 7 9 0 1 / V C R 细 胞 培 养 时 加 入 

1 μg/mL的VCR以维持其耐药性。携带WTX基因的

质粒（大小为12 087 bp）和空载体质粒（均带有

增强型绿色荧光蛋白，eGFP）由本实验组保存。

O p t i - M E M 培 养 液 （ N o ： 3 1 9 8 5 - 0 7 0 ，

GIBCO），RPMI 1640培养液（No:C11875500BT，

G I B C O ） 。 胎 牛 血 清 F B S （ N o ： 1 0 0 9 9 - 1 4 1 ，

GBICO）。Lipofectamine 2000（No：11668-09，

invi t rogen），At t r ac t ene  T rans f ec t i on  Reagen t

（No：301005，QIAGEN），总RNA抽提试剂盒

（No：K0731，Thermo），反转录试剂盒（No：

K 1 6 2 2 ， T h e r m o ） 。 P C R 仪 （ i C y c l e r  T h e r m a l 

Cycler，BIO-RAD）和凝胶图像分析系统（Biosens 

S C 7 1 0 ， B I O T O P ） ， 荧 光 倒 置 显 微 镜 （ T i - S ，

N i k o n ） 。 G e n e P u l s e r  X c e l l 电 穿 孔 仪 和 电 击 槽

（Bio-Rad），使用2 mm石英电转杯。所有无菌操

作均在Thermo生物安全柜内进行。

1.2  方法

1.2.1  分组和转染　分别将 SGC7901 和 SGC7901/

VCR 细 胞 分 为 Lipofectamine 转 染 组、Attractene

转染组和电穿孔转染组。将对数生长期的细胞接种

于六孔板中，每孔约 2×105 个细胞。接种后培养

12 h，待细胞贴壁后开始转染。

1.2.2  化学法转染　Lipofectamine 2000 和 Attractene 

转染均按说明书标准流程进行操作，48 h 后荧光显

微镜下观察，拍照。Attractene 转染过程中无需换液。

1.2.3  电穿孔转染　⑴ 细胞处理：SGC7901/VCR

制成细胞悬液。计数后分组，每组约 5×106 个细

胞。800  r/min 离心 5 min，去上清后用 400 μL 的

电转液（无血清无抗生素的 Opti-MEM）重新悬起。 

⑵ 质粒用量：电穿孔转染法的质粒用量比较大，

根据预实验结果每组选择加入 20 μg 质粒。⑶ 电

转 方 法： 将 细 胞 悬 液 和 质 粒 混 匀 后， 移 至 灭 菌

处 理 的 电 转 杯 内， 冰 上 静 置 40 min。 将 电 转 杯

置 于 电 击 槽 中， 按 测 量 值 设 定 电 阻。 根 据 说 明 书

和 笔 者 前 期 实 验 确 定 的 条 件， 设 定 电 压 250 V，

电 容 300 μF， 单 次 脉 冲 电 击。 电 击 后 室 温 下 静 置 

10 min， 冰 上 静 置 10 min。 将 细 胞 悬 液 吸 入 2 mL 

EP 管内，加入 1 mL 的 1640 完全培养液，600 r/min 

离 心 10 min。 弃 上 清，4 mL 完 全 培 养 液（ 含

15%~20% FBS）悬起，放入六孔板继续培养。48 h

后荧光显微镜下观察，拍照。

1.2.4  转染效率的测定　经试剂和电穿孔转染的

细胞培养 48 h 后，消化、离心收集细胞，将细胞

悬液滴加入细胞计数板。以 200 倍的视野为标准，

2 人同时独立观察相同视野，在光镜下计数细胞总

resistant SGC7901 cells, the transection efficiencies of both chemical methods were significantly decreased (both 

P<0.05), but the transfection efficiency of electroporation exhibited no significant decrease (P>0.05), which was 

significantly higher than that of either chemical agent (both P<0.05). Results of RT-PCR showed that the WTX 

mRNA expression level in SGC7901/VCR cells undergoing electroporation transfection was significantly higher 

than that in those transfected by the two chemical agents (both P<0.05). 

Conclusion: In MDR gastric cancer cells, electroporation transfection will not be influenced easily by their cell 

membrane components, and can maintain its transfection efficiency.

Key words Stomach Neoplasms; Transfection; Electroporation; Multidrug Resistance-Associated Proteins

CLC number: R735.2
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数， 荧 光 显 微 镜 下 计 数 发 出 绿 色 荧 光 的 细 胞 数，

每 孔 共 计 5 个 高 倍 镜 视 野。 发 绿 色 荧 光 的 细 胞 数

与总数相比就是转染率：转染率 =（绿色荧光细胞 

数 / 细 胞 总 数）×100%， 取 5 个 视 野 平 均 值， 每

组 3 孔均值为转染效率最终结果。

1.2.5  RT-PCR 检 测 WTX mRNA 的 表 达　 分

别收集各组细胞，裂解细胞，提取总 RNA，反转

生 成 cDNA。WTX 正 义 引 物：5'-GAC AAT AAC 

CGG GCT AGG AAC-3'， 反 义 引 物：3'-GCC ATC 

GTG GGT CTT GCT CTT G-5'， 退 火 温 度 58.7 

℃，产物长度 426 bp；GAPDH 正义引物：5'-CAA 

GGT CAT CCA TGA CAA CTT TG-3'，反义引物：

5'-GTC CAC CAC CCT GTT GCT GTA G-5'，退火

温 度 57 ℃， 产 物 长 度 496 bp。PCR 扩 增 条 件： 

95 ℃ 4 min，95 ℃ 30 s，58.7 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，

30 个循环，72 ℃延伸 10 min。RT-PCR 产物进行 1%

琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统拍照，分析灰度值。

实验重复 3 次。

1.3  统计学处理

实验所得数据以均数±标准差（x±s）表示，

应用SPSS 13.0软件进行统计分析。多组间比较采

用方差分析或秩和检验，进一步两组间比较采用q

检验或秩和检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  荧光显微镜下观察与转染效率的比较

前 期 实 验 发 现 转 染 后 4 8  h 绿 色 荧 光 蛋 白 表

达最强，故均观察转染48 h后细胞的形态和绿色

荧 光 蛋 白 表 达 [ 5 ]。 S G C 7 9 0 1 细 胞 贴 壁 生 长 良 好 ，

形 态 正 常 ； S G C 7 9 0 1 / V C R 细 胞 形 态 与 S G C 7 9 0 1

稍 有 不 同 。 S G C 7 9 0 1 的 L i p o f e c t a m i n e 转 染 组 和

Att rac tene转染组有荧光表达，而SGC7901/VCR

的Lipo f ec t amine转染组和Att rac t ene转染组荧光

表达明显减弱(表1）。SGC7901和SGC7901/VCR

的 电 穿 孔 转 染 组 均 有 明 显 的 绿 色 荧 蛋 白 表 达 ， 以

SGC7901/VCR的电穿孔转染组为明显（图1）。

转染效率分析显示，3种转染方式对SGC7901

细胞的转染效率差异无统计学差异（ P >0 .05），

但两种化学转染法对SGC7901/VCR细胞的转染效

率明显降低，与SGC7901细胞比较有统计学差异

（ 均 P < 0 . 0 5 ） ， 而 电 穿 孔 转 染 对 S G C 7 9 0 1 / V C R

细胞的转染效率，与SGC7901细胞比较无统计学

差 异 （ P > 0 . 0 5 ） ， 明 显 高 于 两 种 化 学 转 染 法 对

SGC7901/VCR细胞的转染效率（均P<0.05）。

2.2  RT-PCR 检测转染后 WTX mRNA 表达情况

各 组 中 阴 性 对 照 没 有 任 何 条 带 出 现 ， 阳 性 对

照各组GAPDH产物为496 bp，条带位置正确，亮

度一致。WTX组产物为426 bp，条带位置正确，

对照组和空载体组都有淡条带出现，说明WTX在

SGC7901/VCR细胞中有表达。而转染WTX质粒后

条 带 亮 度 明 显 增 加 （ 图 2 ） 。 灰 度 值 比 值 结 果 显

示，Lipofectamine转染后WTX mRNA表达上调不

明显，Attractene转染和电穿孔转染后WTX mRNA

表达有明显增加，而电穿孔组的WTX mRNA表达

量均高于前两者（均P<0.05）（表2）。

图 1　镜下各组细胞形态及转染后 48 h 荧光表达（×200）
Figure 1　Cell shapes and fluorescence expressions 48 h after transfection in each group (×200)
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表 1　不同转染方法转染率的比较（%，x±s）
Table 1　Comparison of the transfection efficiencies among 

different transfection methods (%, x±s)
组别 SGC7901 SGC7901/VCR

Lipofectamine 转染组 24.98±2.80 11.46±3.631), 2)

Attractene 转染组 30.09±3.34 16.98±1.401), 2)

电穿孔转染组 34.17±4.38     32.13±2.59
注：1）与电穿孔转染组比较，P<0.05；2）与 SGC7901

细胞比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. electroporation transfection group; 2) P<0.05 vs. 

SGC7901 cells

图 2　琼脂糖凝胶电泳结果　　A：Lipofectamine 转染组， 
B：Attractene 转染组，C：电穿孔转染组

Figure 2　Agarose gel electrophoresis　　A: Lipofectamine 
transfection; B: Attractene transfection; C: Electroporation 
transfection
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表 2　各组 WTX mRNA 表达量比较（x±s）
Table 2　Comparison of the WTX mRNA expression levels 

among groups (x±s)
　　　组别 细胞对照 空载体转染 WTX 转染
Lipofectamine 转染组 0.448±0.016 0.464±0.023 0.514±0.0201)

Attractene 转染组 0.355±0.019 0.346±0.013 0.517±0.0241)

电穿孔转染组 0.420±0.023 0.417±0.009 0.835±0.026
注：1）与电穿孔转染组比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. electroporation transfection group

3　讨　论

细 胞 转 染 对 细 胞 生 物 学 和 分 子 生 物 学 以 及

肿 瘤 防 治 等 科 学 研 究 有 十 分 重 要 的 意 义 [ 6 - 7 ]。 转

染 方 法 主 要 包 括 病 毒 法 和 非 病 毒 载 体 法 。 非 病 毒

载 体 转 染 法 中 运 用 最 广 泛 的 主 要 有 阳 离 子 脂 质 体

L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 和 电 穿 孔 法 。 若 化 学 法 转 染

某 些 类 型 细 胞 的 效 率 不 高 或 有 毒 性 时 ， 电 穿 孔 法

是 一 种 有 用 的 方 法 [ 8 ]。 脂 质 体 法 的 转 染 效 率 受 下

列 因 素 影 响 ： ⑴  转 染 时 质 粒 的 量 [ 9 ]； ⑵  质 粒 和

脂 质 体 的 比 例 [ 1 0 ]； ⑶  随 插 入 片 段 长 度 的 增 加 ，

报告基因表达降低 [11]。与Lipofectamine2000相比

较，本实验采用的另一种转染试剂是Attractene，

其 操 作 更 简 单 ， 细 胞 毒 性 更 低 。 但 A t t r a c t e n e 可

能 也 不 适 用 于 某 些 特 殊 细 胞 的 转 染 [ 1 2 ] 。 电 穿 孔

（electroporat ion）可促进非渗透性外源性大分子

物质，如基因、药物等进入细胞 [ 13]。电穿孔技术

具 有 可 重 复 性 、 高 效 、 大 量 样 本 处 理 等 优 点 ， 对

化学法转染效率低的细胞具有较好的效果 [ 14]。本

实验研究的WTX蛋白由1 135个氨基酸组成[15]，合

成质粒中编码区（CDS）约3 408 bp，质粒构建后

大小约12 087 bp。实践证明，脂质体法转染很难

获得高转染效率。

S G C 7 9 0 1 / V C R 是 具 有 以 P 1 7 0 糖 蛋 白 （ P -
g p ） 高 表 达 为 特 点 的 典 型 的 肿 瘤 M D R 细 胞 ， 是

MDR相关研究和实验良好的细胞模型 [16]。P -gp是

一 个 能 量 依 赖 的 膜 结 合 蛋 白 ， 属 于 三 磷 酸 腺 苷 结

合盒（ABC）转运子 [17]，高表达的P -gp被认为是

MDR的主要原因 [18-19]，其表达程度与肿瘤预后密

切相关 [20]。前期实验中应用Lipofectamine2000和

Attractene在转染耐药细胞SGC7901/VCR发现转染

效 率 很 低 ， 影 响 了 进 一 步 实 验 的 继 续 进 行 。 分 析

原因可能是：其高表达的P -gp将转染试剂和质粒

泵 出 细 胞 而 降 低 了 细 胞 内 质 粒 的 浓 度 ， 影 响 了 转

染效率。与文献 [ 21]报道相似，本实验亦证实电穿

孔 这 样 的 物 理 方 法 能 明 显 提 高 耐 药 细 胞 的 转 染 效

率，可满足实验的需要，为进一步的研究WTX在

耐药胃癌细胞中的作用创造了条件。

不 同 电 击 条 件 转 染 效 率 不 同 ， 随 电 击 强 度

上 升 ， 转 染 效 率 也 可 提 高 ， 但 细 胞 死 亡 率 也 随 之

增 高 。 需 通 过 对 比 不 同 的 电 击 条 件 对 细 胞 转 染

效 率 和 死 亡 率 的 影 响 ， 选 择 合 适 的 电 击 条 件 。

另 外 ， 电 击 前 后 置 于 冰 水 浴 低 温 条 件 下 、 提 高

初 始 细 胞 浓 度 、 转 染 后 提 高 培 养 液 中 F B S 含 量

（15%~20%）等方法均有利于保证电击后存活细

胞量足够满足实验要求。

综 上 所 述 ， 化 学 转 染 法 在 操 作 方 面 比 电 穿
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孔 法 优 越 ， 大 多 数 细 胞 用 化 学 转 染 法 就 可 以 获 得

较 高 的 转 染 率 。 而 电 穿 孔 法 对 细 胞 种 类 的 适 用

性 方 面 比 化 学 转 染 法 广 [ 2 2 ] 。 新 一 代 的 转 染 试 剂

A t t r a c t e n e 对 于 普 通 细 胞 的 转 染 优 于 传 统 的 阳 离

子 脂 质 体 L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 。 而 对 于 耐 药 细 胞

等 特 殊 细 胞 的 转 染 ， 电 穿 孔 转 染 法 则 不 易 受 细 胞

膜 成 分 的 影 响 ， 能 显 著 提 高 转 染 效 率 ， 满 足 实 验

要求。
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