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Abstract: In order to study the important factors involved in cationic liposome-mediated gene transfer,   

Lipofectamine 2000 or DOTAP was evaluated using three types of cells (Hep-2, MCF-7 and SW-480) in vitro 
transfection efficiencies.  Different properties of the two reagents were analyzed and compared by DNA     
arrearage assay and MTT assay.  Both Lipofectamine 2000 and DOTAP had strong capability to combine with 
DNA; Lipofectamine 2000 can get higher transfection efficiency of the three cells by using GFP as report gene, 
meanwhile, DOTAP can also get higher transfection efficiency against Hep-2 cell.  However, DOTAP showed 
lower transfection efficiency against MCF-7 and SW-480 cell.  On the other hand, the cytotoxicity assay 
showed that over 85% cell viability of MCF-7 cell could be achieved both by Lipofectamine 2000 and DOTAP 
under the optimal transfection condition.  Relatively speaking, Lipofectamine 2000 has very high transfection 
efficiency in a broad range of cell lines, but because of the special selectivity of cell type on liposome, DOTAP 
also has a broad application prospect. 
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 基因治疗作为一种革命性的治疗手段，对免疫缺陷

病、肿瘤等多种疾病的疗效已得到验证[1−3]。而基因

治疗若要大规模进入临床治疗，还需进行很多基础性

的研究。其中高效、稳定、无毒、具有靶向性的基因

导入载体的研究是基因治疗基础研究进一步深入的

关键。基因导入载体主要分为病毒型和非病毒型两种
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[4]。目前大量应用的病毒类载体的缺陷是免疫原性

高、容量小、制备困难、成本较高，而非病毒类基因

载体可以克服这些缺点[5, 6]，作为非病毒类基因载体

中重要的一种——阳离子脂质体因其操作简便，转染

的安全性、高效性和通用性而得到广泛应用[7−9]。 
本文选取的 3 种细胞，Hep-2 为人喉癌上皮细胞, 

MCF-7 为人乳腺癌细胞，SW-480 为人结肠癌细胞, 
这 3 种癌症的发病率都比较高，是目前研究的热点。

Lipofectamine 2000 是一种常用的阳离子脂质体转染 
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试剂，它是由几种阳离子脂质体混合而形成的, 在多

种细胞系中具有极高的转染效率和较高水平的重组

蛋白表达, 在体内外基因转染的研究中已有很多文

献[10, 11]报道。DOTAP 体外培养时，培养血清和抗生

素不影响其转染效率，其介导的基因转染还具有效率

较高、重复性好等特点。所以，本文选取阳离子脂质

体 Lipofectamine 2000 和 DOTAP 为研究对象，考察

不同条件下的转染效率，优化两种试剂的使用条件。

通过比较两种试剂的优缺点，为新型阳离子基因载体

的设计开发提供信息。 
 

材料与方法 
材料与仪器  转染试剂 Lipofectamine 2000 购自

Invitrogen 公司，DOTAP 购自 Roche 公司。质粒

pGFP-N2（含有绿色荧光蛋白基因）购自 Clontech
公司，质粒提取试剂盒购自 Bio Basic Inc.公司。

Marker（λ DNA/EcoR I + Hind III Markers 3）购自

Fermentas 公司。细胞培养基 Opti-MEM 购自 Gibco
公司, DMEM 基础培养液购自 Invitrogen 公司。Hep-2 
细胞、MCF-7 细胞和 SW-480 细胞由大连民族学院 
的实验室保存和使用。倒置荧光显微镜 (Olympus IX 
71, 日本)、多孔板照度计 (Perkin Elmer LS-55, USA)、
紫外-可见光分光光度计 (Perkin Elmer Lambada 25, 
USA)、酶标仪 (Sunrise Tecan, 澳大利亚)、二氧化  
碳培养箱  (NAPCO 7000, 法国 )、凝胶成像系统 
(SYNGENE, USA)。 

DNA 延滞实验 [10]  首先将酶切质粒 DNA 
(pGFP-N2) 1.0 μg 稀释于 DMEM 中，总体积 10 μL; 
再分别取质量浓度为 1 mg·mL−1 的 Lipofectamine 
2000 和 DOTAP 试剂 0、0.5、1、2、3、4、6 和 8 μL
稀释于 DMEM 中，总体积 10 μL；然后将上述转染

试剂稀释液滴加到质粒 DNA 的稀释液中，使得转染

试剂和 DNA 的质量比分别为 0、0.5、1、2、3、4、
6、8 倍，用漩涡振荡器充分混匀，室温温育 15 min。
将加样缓冲液 3.2 μL 加入上述样品中混匀，取 20 μL
加入到 1.2%琼脂糖凝胶中，90 V 电泳 50 min。在紫

外线下观察 DNA 电泳图谱并照相。 
细胞株培养  在 DMEM 基础培养液中加入 10%

胎牛血清和 100 u·mL−1 青霉素、100 μg·mL−1 链霉素。

细胞传代后放置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。 
基因转染实验  ① 细胞铺板：于 96 孔板中每孔

种植适量细胞 (Hep-2 细胞、MCF-7 细胞和 SW-480
细胞)，细胞培养液为 DMEM (含血清，不含抗生素), 

总体积 100 μL。将细胞放置在 37 ℃、5% CO2 培养

箱中孵育 16～24 h，使在转染时日细胞密度达 70%～

90%；② 转染复合物制备 (按每孔 50 μL 用量计算): 
将质粒 DNA (pGFP-N2) 0.2 μg 和转染试剂分别稀释

于 Opti-MEM 25 μL 中，然后将转染试剂稀释液 25 μL
滴加到质粒 DNA 的稀释液 25 μL 中，边加边用旋涡

振荡器振荡，室温温育 20 min；③ 转染：移去生长

培养基，用等量 (100 μL) DMEM (无血清) 培养基清

洗，再用等量 (100 μL) Opti-MEM (无血清) 培养基

替换。每孔直接加入复合物 50 μL，摇动培养板, 轻
轻混匀。在 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 4～5 h, 更
换含血清和抗生素的培养基，培育 48 h, 进行基因表

达分析。 
绿色荧光蛋白表达  用倒置荧光显微镜观察绿

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。 
细胞毒性分析[10]  在 96 孔细胞培养板上种植

SW-480 细胞株，每孔细胞数为 1.5×105/100 μL 培养

液。将细胞置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 16～
24 h。将质粒 DNA (pGFP-N2) 0.5 μg 和转染试剂分别

稀释于 DMEM 25 μL 中, 然后将转染试剂稀释液 25 
μL 滴加到质粒 DNA 稀释液 25 μL 中，边加边用漩涡

振荡器振荡，室温温育 20 min。其中 Lipofectamine 
2000 和质粒的质量比为 3∶1，DOTAP 和质粒的质量

比为 6∶1。将转染试剂/DNA 混合物（50 μL）加入

细胞中，轻轻摇匀，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养 24 h。每孔细胞中加入 MTT (Sigma, 5 mg·mL−1) 20 
μL, 于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 4 h。小心弃去

所有液体, 加入 DMSO 150 μL。用酶标仪检测 A550。

以对照（未转染细胞）的吸收度为 100%, 计算基因

转染后细胞存活的百分率。 

 
结果 
1  DNA 延滞实验 

DNA 延滞实验用于检测转染试剂结合 DNA 的

能力。图 1 中的数字表示转染试剂与 DNA 的质量比, 
随着复合物中转染试剂比例的增加，DNA 延滞作用

明显增强。如图 1A 所示, 当 Lipofectamine 2000 与

DNA 的质量比增加到 4 以上时，所有的 DNA 都被

Lipofectamine 2000 结合，在电场中停止泳动。如图

1B 所示，DOTAP 与 DNA 的质量比为 8 时，所有的

DNA 都被阳离子脂质体 DOTAP 结合。 
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Figure 1  Gel electrophoresis of Lipofectamine 2000/DNA 
complexes (A) and DOTAP/DNA complexes (B) 
 
2  不同条件基因转染效率的研究 

在前期工作中，作者曾详细考察过 Lipofectamine 
2000 和 DOTAP 的转染时间、转染试剂/DNA 比例等

因素对 HeLa 细胞的转染效率的影响。结果表明 , 
Lipofectamine 2000 的最佳转染时间为 6 h, Lipofec-
tamine 2000/DNA 最佳比例为 3∶1，DOTAP/DNA 比

例为 6∶1[10, 11]。在此重点考察 Lipofectamine 2000  
和 DOTAP 在不同质粒浓度、不同细胞中转染效率的

差别。 
2.1  质粒浓度对转染效率的影响  转染时质粒浓度

的高低影响转染效率，本实验以绿色荧光蛋白基因 
(GFP) 作为报告基因，可在 508 nm 用倒置荧光显微

镜观察绿色荧光, 选取两组质粒 (分别为 0.3 μg/孔和

0.5 μg/孔) 进行比较, 浓度高则细胞毒性大, 更低时

转染效率比较差。GFP 阳性细胞越多, 信号越强, 表
明转染效率越高。如图 2 所示, 在用 Lipofectamine 
2000 作为转染试剂对 Hep-2 细胞进行转染的过程中, 
每孔质粒为 0.3 μg 时，转染效率达到最高，而在用

Lipofectamine 2000 和 DOTAP 作为转染试剂分别对

MCF-7 和 SW-480 等 2 种细胞株进行转染的过程中, 
每孔质粒都为 0.5 μg 时, 转染效率均达到最高。 
2.2  DOTAP 和 Lipofectamine 2000 对细胞的转染 

选择性  DOTAP 和 Lipofectamine 2000 对 Hep-2、
MCF-7 和 SW-480 等 3 种细胞株的转染荧光照片如 
图 2 所示。从图中可以看出, 由于细胞种类的不同, 
转染试剂 DOTAP 和 Lipofectamine 2000 的转染效率

明显不同。从实验考察的 3 种细胞可以看出, 当每孔

质粒为 0.5 μg 时, 用 DOTAP 作为转染试剂对 Hep-2
细胞转染的转染效果明显优于其他 2 种细胞。当每 
孔质粒为 0.3 μg 时，用 Lipofectamine 2000 作为转染

试剂对 Hep-2 细胞转染的转染效果明显优于其他 2
种细胞; 而当每孔质粒为 0.5 μg 时，Hep-2、MCF-7
和 SW-480 等 3 种细胞株的转染效率虽然都表现出较

好的效果，但同时也存在一些差异。这些差异性也正

是源于不同种类的细胞结构上的差异，这点对于基因

治疗的应用是很有意义的。利用大多数组织和器官对

于阳离子脂质体的“不敏感性”，这样可以在保证敏

感部位进行基因治疗的同时，达到降低脂质体基因载

体副作用的目的，可以用来选择合适的转染试剂。 
2.3  同一细胞不同试剂的转染效率  对同一细胞株

的转染，不同的试剂也有明显的区别。在对 Hep-2、
MCF-7 和 SW-480 等 3 种细胞株的转染中，作者发现 

 

 
Figure 2  GFP gene transfection by Lipofectamine 2000 and DOTAP reagents with different kinds of cells 
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Lipofectamine 2000 的转染效果要比 DOTAP 明显（图

2）。 
3  细胞毒性实验 

在基因转染 24 h 后，用 MTT 法测定细胞存活率。

由于通过基因转染实验，找到了两种转染试剂与

DNA 的最佳比例。在较佳比例下，用 Lipofectamine 
2000 和 DOTAP 转染的 3 组平行实验中，MCF-7 细

胞的平均细胞存活率分别为 86.6%和 95.2%（图 3）。

说明，在该比例下，两种转染试剂对细胞的毒性都很

小。 
 

 
Figure 3  Cell viability (% of control) of MCF-7 cells by MTT 
(Lipofectamine 2000 and DOTAP) 

 
讨论 

阳离子脂质体在生理 pH 值下带有正电荷, 能够

与 DNA 分子中的磷酸基团自组装形成脂质体/DNA
复合物, 借静电作用吸附于细胞表面, 通过细胞内吞

将基因导入细胞, 而发挥基因的治疗作用。阳离子脂

质体介导基因转染的效率与脂质体结构、质粒浓度、

脂质体与 DNA 的比例、细胞状态、转染时间以及靶

细胞的选择性作用有关。由于转染时脂质体与 DNA
形成了小单层脂质体包裹 DNA 的复合物, 适当的

DNA/转染试剂比例有利于两者形成稳定的空间结构, 
利于转染的顺利进行; 而脂质体与 DNA 的比例较最

佳值低时, 产生的游离的 DNA 分子会影响脂质体

/DNA 复合物的稳定性，当脂质体与 DNA 的比例较

最佳值高时, 产生的游离的脂质体则可增加细胞毒

性, 对细胞的代谢产生负面作用, 使细胞表达外源基

因受到影响, 最终降低细胞的转染效率。DNA 和脂

质体的比例也决定了复合物表面电荷的分布以及复

合物颗粒的大小, 在最佳的 DNA 和脂质体的比例下, 
复合物的表面呈网状布满正电荷。这些都可能影响转

染实验的结果。DNA 延滞实验已经证明, Lipofec-
tamine 2000 和 DOTAP 能与 DNA 很好地结合。实验

表明, 当 Lipofectamine 2000 和 DOTAP 与 DNA 的转

染比例分别为 3∶1 和 6∶1 时转染效果最好。在转染

过程中，质粒浓度也是一个很重要的参数，随着质粒

浓度的上升，虽然细胞接受转染复合物的可能性增

加，但是它对细胞生长和代谢的负面影响将导致有效

转染的效率降低。所以，质粒浓度也不是越大越好。

在本实验中，在用 Lipofectamine 2000 作为转染试剂

对 Hep-2 细胞进行转染的过程中，每孔质粒为 0.3 μg
时，转染效率达到最高；而在用 Lipofectamine 2000
和 DOTAP 作为转染试剂分别对 MCF-7 和 SW-480
两种细胞株进行转染的过程中，每孔质粒都为 0.5 μg
时，转染效率均达到最高。对于不同的细胞, 它们吸

收颗粒的能力是不同的，导致了有些细胞的转染远比

其他细胞困难。Lipofectamine 2000 在 3 种细胞株中

的转染效率均较高，DOTAP 在 Hep-2 细胞株中的转

染效率较高，而在 MCF-7 和 SW-480 细胞株中的转

染效率较低。对同一细胞来说, Lipofectamine 2000 的

转染效率明显优于 DOTAP, 这两种转染试剂性质的

差异是由其结构的不同决定的[8]。Lipofectamine 2000
作为混合型阳离子脂质体, 分子中正电荷密度相对

DOTAP 较高, 因而与 DNA 结合能力较 DOTAP 强 
(电泳实验结果), 能较多地结合 DNA 形成的颗粒有

利于细胞的吸收从而表现出较高的转染效率 (如在

MCF-7 和 SW-480 细胞株中)。然而转染效率是受多

方面因素影响的, 影响阳离子载体介导基因转染的

另外一个重要的因素就是细胞毒性。在转染过程中 
由于阳离子脂质体对细胞膜的损伤也会导致部分的

细胞在转染过程中死亡。同时在转染后被导入外源 
基因的靶细胞会发生细胞代谢的改变, 导致生长缓

慢或者细胞死亡。过量的 DNA 或脂质体沉积于细胞

表面, 也会对细胞造成毒性作用, 阳离子转染试剂的

毒性源于其正电性, 相对较高的正电荷密度意味着

较大的细胞毒性, 这也是阳离子脂质体进一步应用

的主要障碍[12], 作者从实验中也发现阳离子脂质体

DOTAP 和 Lipofectamine 2000 虽然都表现出较低的

细胞毒性, 但是 DOTAP 的细胞毒性比 Lipofectamine 
2000 更低，也说明了这一点。 

综上所述，通过优化条件，阳离子脂质体可以得

到较高的转染效率。但两类试剂仍各有优缺点，相对

来讲，Lipofectamine 2000 试剂对多数细胞转染效率

较高，但由于细胞种类对脂质体的特殊选择性 , 
DOTAP 试剂仍有较好的应用前景。 
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