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　　摘要：目的　探讨 Ｄｏｓｐｅｒ和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ两种脂质体转染载体的特点，为广泛应用打下基础。方

法　将新构建载体分别用 Ｄｏｓｐｅｒ和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ在有血清和无血清情况下转染包装细胞 ＰＡ３１７，通过

ＮＩＨ３Ｔ３细胞检测各组病毒滴度。结果　在无血清组，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染效率略高于 Ｄｏｓｐｅｒ，但两者无

显著性差异（Ｐ＞０．０５）；在有血清组，Ｄｏｓｐｅｒ组转染率显著高于 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ（Ｐ
!

０．０１）。两者在

有血清组的转染率均低于无血清组。结论　在无血清存在下，Ｄｏｓｐｅｒ和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染效率都较高。
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　　目前基因转染的方法有多种，其中阳离子脂质

体因其操作简单、安全而受到广泛关注［１］。Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ是一种新的阳离子转染脂质体，其独特的

精胺基因强负电子头部可自发地与 ＤＮＡ形成复合

物，因而其有很强的转染能力［２］。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ在

体外作为基因转染的载体已经有很多文献报道［３］。

然而由于它的相关毒性反应较大，从而促使研究者

寻找新的更好的阳离子脂质体，Ｄｏｓｐｅｒ是目前公认

　　项目基金：国家科技部“８６３”青年科学基金资助（１９９８－１６４）。
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　　作者简介：孙维佳（１９５６－），男，湖南长沙人，中南大学湘雅医院教

授，博士，主要从事普外基础与临床方面的研究。

的替代品。笔者将新构建载体用这两种脂质体转

染包装细胞 ＰＡ３１７，并进行转染滴度的测定，通过

比较，了解他们的转染特点，以为其运用打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ购自 ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司；Ｄｏｓｐｅｒ购自

瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司；含 ＳＶ４０ＬＴ抗原基因的新构建逆

转录病毒载体（简称新建载体）由肝胆肠外科中心

实验室构建；ＰＡ３１７细胞及 ＮＩＨ３Ｔ３细胞由广州医

学院欧阳小明博士惠赠；ＤＭＥＭ 和 ＯＰＴＩＭＥＭＩＲｅ

ｄｕｃｅｄＳｅｒｕｍＭｅｄｉｕｍ购自 ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司；胰酶、Ｐｏ
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ｌｙｂｒｅｎｅ、Ｇ４１８购自 Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　方法

１．２．１　脂质体介导转染 ＰＡ３１７细胞 　 首先将

ＰＡ３１７细胞以每孔 ３×１０５加入 ２４孔培养板中培

养，转染前 ４ｈ改用加血清或不加血清的培基培

养［４］。Ａ组（Ｄｏｓｐｅｒ转染方法）：配置转染反应液，

Ａ溶液以 １．５μｇ新建载体用 ＨＢＳ定容为 ５０μｌ，即

３０μｇ／ｍｌ；Ｂ 溶 液 以 ６μｇＤｏｓｐｅｒ用 ＨＢＳ定 容 为

５０μｌ，即 １２０μｇ／ｍｌ。溶液 Ａ和 Ｂ轻轻混匀后，在室

温下放置 １５ｍｉｎ，待 Ｄｏｓｐｅｒ／ＤＮＡ复合物形成后，将

１００μｌＤｏｓｐｅｒ／ＤＮＡ复合物加入培养板中与 ＰＡ３１７

细胞混合培养。Ｂ组（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染方法）：Ａ

溶液以 ３μｇ新建载体加入到 １００μｌＯＰＴＩＭＥＭＩＲｅ

ｄｕｃｅｄＳｅｒｕｍ Ｍｅｄｉｕｍ中；Ｂ溶液以 １０μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

加入到 ＯＰＴＩＭＥＭＩＲｅｄｕｃｅｄＳｅｒｕｍＭｅｄｉｕｍ中，两者混

匀后，室温下静置 ４５ｍｉｎ以形成 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ／ＤＮＡ

复合物，用 ＰＢＳ洗涤培养板中细胞 １次，弃洗涤液，

加入复合物共培养。转染的 ＰＡ３１７细胞经 Ｇ４１８

（２００μｇ／ｍｌ）筛选培养，２周可形成克隆，所获得克

隆随机挑取 ８支进行扩大培养，收集上清液离心过

滤后备用。

１．２．２　病毒滴度测定　将 ＮＩＨ３Ｔ３细胞以 ２×１０５

接种于 ５０ｍｌ培养瓶中培养，２４ｈ后加 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ至

终浓度 ６μｇ／ｍｌ，加 ２０μｌ的新建载体假病毒悬液继

续培养，消化、收集细胞并计数，将细胞分装接种于

数个 ２５０ｍｌ培养瓶中，经 Ｇ４１８筛选培养，２周形成

克隆，计细胞克隆数。最后根据病毒悬液用量和细

胞稀释的比例计算病毒滴度。病毒滴度 ＝每瓶的

平均克隆数 ×传代比例／所用病毒上清体积。

１．３　统计学处理

实验数据用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，用

ＳＰＳＳ１０．０版进行；３组间均数用 Ｓｃｈｅｆｆｅ法检验，Ｐ

＜０．０５为有显著性差异。

２　结　果

２．１　Ｄｏｓｐｅｒ和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ的转染效率比较

在无血清组，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ略高于 Ｄｏｓｐｅｒ，但无显

著性差异（Ｐ ＞０．０５）。在有血清组，Ｄｏｓｐｅｒ转染

效率高于 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ，有显著性差异（Ｐ
!

０．０１）。

２．２　血清对脂质体转染效率的影响

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ在无血清组转染后病毒平均滴度

高于有血清组，有显著性差异（Ｐ
!

０．０１）；Ｄｏｓｐｅｒ

在无血清组转染后病毒平均滴度高于有血清组，也

有显著性差异（Ｐ
!

０．０５）（附表，图）。
附表　 两种脂质体在有血清和无血清下转染后病

毒平均滴度（ｃｆｕ／ｍｌ）

组别 　　滴度

Ｌｉｐ１

Ｌｉｐ２

Ｄｏｓ１

Ｄｏｓ２

（１２．７０±３．６５）×１０５

（４．０６±２．５８）×１０５ １）

（１１．１０±２．１７）×１０５ ２）

（３．７９±１．１１）×１０５ ３）４）

　　注：Ｌｉｐ１为无血清 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ，Ｌｉｐ２为有血清 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ，Ｄｏｓ１

为无血清Ｄｏｓｐｅｒ，Ｄｏｓ２为有血清Ｄｏｓｐｅｒ；１）与 Ｌｉｐ１比较 Ｐ
!

０．０１；２）与

Ｌｉｐ１比较Ｐ＞０．０５；３）与Ｄｏｓ１比较Ｐ
!

０．０５；４）与Ｌｉｐ２比较Ｐ
!

０．０１

Ｌｉｐ１：无血清 Ｌｉｐｉｆｅｃｔａｍｉｎ；Ｌｉｐ２：有血清 Ｌｉｐｉｆｅｃｔａｍｉｎ；Ｄｏｓ１：无

血清 Ｄｏｓｐｅｒ；Ｄｏｓ２：有血清 Ｄｏｓｐｅｒ

附图　两种脂质体在有血清和无血清状态下的转染滴度

３　讨　论

阳性脂质体介导的基因转染过程中，阳性脂质

体首先通过所带正电荷与带负电荷的 ＤＮＡ结合形

成复合物［５］。脂质体如何进入细胞的机制现在还

存有许多争论，公认的机制是细胞通过胞饮将脂质

体／ＤＮＡ复合物摄入到胞浆中，脂质体复合物与细

胞膜接触时最先出现的相互作用是静电学的作用。

因此，脂质体／ＤＮＡ的全部电荷量是很重要的。转

染时的重要参数是阳电荷的脂质体与阴电荷的

ＤＮＡ的重量比［６］。在 本研究的两种 脂 质 体 转 染

ＰＡ３１７细胞的检测中，由于 Ｄｏｓｐｅｒ／ＤＮＡ复合物较

小，因此在有血清存在的情况下也能达到较高转染

效率。

转染过程中，一般要求不含血清，因为血清中含

有带负电荷的蛋白质，可结合带正电荷的脂质，从

而降低了脂质体与 ＤＮＡ形成复合物的能力。在本

实验中，笔者将 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ和 Ｄｏｓｐｅｒ转染 ＰＡ３１７

细胞，结果显示，在无血清存在下，两者都有较高的

５３



中国普通外科杂志　　　　　 　 　　　　　　　　　　　第１３卷

转染效率，无明显区别；在有血清组，虽然 Ｄｏｓｐｅｒ转

染效率高于 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｎｉｎｅ组，但均低于无血清组。与

文献报道一致［７］。这说明，血清对不同阳离子脂质

体的影响不同，对 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ影响较大，而对 Ｄｏ

ｓｐｅｒ影响则较小。结果表明，在今后的基因转染中，

使用脂质体可以根据细胞对血清的耐受情况加以

选择。
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腹腔引流管移位 Ｙ肠袢误诊胰瘘１例
陈刚，丁华

（山东省滕州市中心人民医院 外科，山东 滕州 ２７７５００）
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　　患者　２３岁，男性。楼梯上摔下
３ｄ，伴 腹 痛、恶 心 入 院。体 查：血 压

１００／６０ｍｍＨｇ，脉 搏 １００次／ｍｉｎ，痛 苦

面容，卷 曲 体 位。腹 部 平 坦，全 腹 压

痛，腹肌紧张，反跳痛可疑，以左上腹

为重。腹穿抽出少量不凝血。Ｂ超：腹

腔积液少量，由于气体干扰，胰腺、十

二指肠显示不清。行剖腹探查，术中见

腹腔内少量血性液，大网膜可见皂化

斑，切开胃结肠韧带，见胰体中上部断

裂，行近端胰腺残端闭合，远端与空肠

袢行 ＲｏｕｘｅｎＹ吻合术，胰腺断端附近

　　收稿日期：２００３－１０－０８。

　　作者简介：陈刚（１９７１－），男，山东滕州

人，山东省滕州市中心人民医院住院医师，主

要从事肝胆外科方面的研究。

放置质地较硬的粗引流管 ２根。术后

经过顺利，２０ｄ后，引流管流出少量澄

清液体，约 ２０ｍｌ／ｄ，带引流管出院。出

院后 １个月中来我院复查 ４次，引流量

逐渐减少，约 ７～８ｍｌ／ｄ，准备拔除引流

管。术后大约 ５３ｄ时，自述夜晚一阵

咳嗽后，突感腹痛，引流管一夜引流出

７００ｍｌ混浊液体，随后引流量一直很

多，约 １０００ｍｌ／ｄ，以后半年中一直不

见减少。引流液淀粉酶很高。Ｂ超检

查未见胰腺囊肿及腹腔积液。ＥＲＣＰ检

查：怀疑胰腺近端瘘。再次手术，术中

发现两腹腔引流管已穿入远端胰腺 Ｙ

肠袢，且该肠袢扩张、肥厚，近端胰腺

残端无胰瘘，闭合肠袢引流管穿孔，重

新放置软质腹腔引流管 ２根，术后引流

量一直很少，为淡红色血性液，２周后

拔除引流管，康复出院。

讨论　本例系腹腔引流管过粗，放

置时间过长所致。放置质地较硬的引

流管于胰腺吻合口旁，如时间长可能压

迫肠袢，并逐渐穿入其中。因此，在肠

袢附近放置引流管时，应选用软质管。

再者，放管时间不宜过长，如腹腔引流

量若 ＜１０ｍｌ／２４ｈ，可拔除。本例 Ｂ超

检查无腹腔积液及囊肿形成，若由腹腔

引流管造影检查，则不难发现引流管在

Ｙ肠袢中，夹管数日拔除即可痊愈，有

可能避免再次手术。
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