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大鼠血管内皮细胞 siRNA转染条件的优化 

郭昭涵，李银河，庞振凌，彭明星，黄冉涛，王燕华 

(南阳师范学院 生命科学与技术学院，河南 南阳 473000) 

摘 要 ：目的：旨在优化siRNA转染大鼠血管内皮细胞的转染条件．方法：将0．75 L和1．5 L的脂质体 Li— 

pofectamine 3000分别与 20、4O、6O、8O nmol带荧光标记的FAMsiRNA组合，转染 6、12、18、24 h后 ，用荧光显微镜 

计数阳性细胞率、MTT法检测各浓度条件下内皮细胞的存活率 ，筛选最优转染条件．结果：(1)转染 12 h后，用荧光 

显微镜检测 2O、4O、6O、80 nmol各组，均可观察到绿色荧光(2)siRNA浓度为 60 nmol／L，脂质体为 1．5 L的组合转 

染效率最高，继续增加 siRNA 的浓度 ，转染效率提高不明显．(3)转染时间超过 24 h，各组细胞荧光减弱 ，细胞死亡 

率显著增加．结论 ：结果表明，以 1．5 L Lipofectamine 3000与 60 nmol／L的 siRNA浓度组成转染混合物转染 12 h 

可以实现对大鼠血管内皮细胞高效转染并保持较高的细胞活性． 
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RNA干扰(RNA interference，RNAi)是指在进化过程中高度保守的、由双链 RNA诱发的、同源mRNA 

高效特异性降解的现象口 ]．RNA干扰具有高效、稳定、快速、序列特异性强等优点．SiRNA技术已经在乙 

型肝炎、恶性肿瘤及病毒性感染类疾病中广为应用．同时，RNAi对阐明信号传导通路、新型药物开发等方面 

有着重要指导意义r4]．在 RNAi实验中，其关键因素在于转染载体的选择以及提高转染效率．阳离子脂质体 

是介导基因转染实验中较为常用的转染载体，其中 LipofectamineTM3000作为广谱转染试剂，具有转染效率 

高，重复性好，细胞毒性小，适用性广，生物安全性高等优点，而且对 DNA和 RNA均可高效转染_5]，但 目前 

该载体运用于大鼠血管内皮细胞转染效率的研究鲜见．本实验旨在探究并优化利用大鼠血管内皮细胞转染 

条件，以阳离子脂质体 Lipofectamine川 3000为转染载体 ，将人工合成 的带绿色荧光的 siRNA 高效转染至 

内皮细胞内，筛选脂质体与 siRNA浓度配比，进而探讨了siRNA浓度与脂质体的最佳比值以及最佳转染时 

间，为进一步基因功能的研究提供实验依据． 

1 材料与方法 

1．1 材料 

SD大鼠 200~250 g，共 1O只，SPF级，雄性 ，购于武汉大学动物实验中心 ，饲养温度稳定在(28±3)。C， 

湿度 5O ±20 ． 

1．1．1 主要试剂与仪器 

LipofectamineTM 3000(美 国 Invitrogen公 司)、FAM—siRNA(上海吉玛基 因公司)、EBM 内皮细胞培养 

基(美 国 LONZA公 司)、Opti—MEM Reduced Serum Media(美 国Gibco公司)、噻唑蓝(MTT)(上海 SERVA 

公司)、MCO一17A型 CO 恒温培养箱(日本 Sanyo公 司)、TE 2000一U 型倒置光学显微镜(日本 Nikon公 
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司)、iMark一15789型酶标仪． 

1．2 方法 

1．2．1 内皮细胞的培养 

内皮细胞的原代培养采用文献 的方法．原代内皮细胞培养于 EBM 培养基中，置于含 5 CO 的 37 

℃细胞培养箱中培养．细胞密度至 70 左右时进行传代．传至2～3代的细胞，按每孔密度 1×10 个，接种于 

24孔板内．每孔加入 EBM 培养基 200,aL，转染时细胞密度达到 50 ～70 ． 

1．2．2 siRNA脂质体转染复合物的配制 

首先，用无血清 OptiMEM 培养液稀释 siRNA，使 siRNA终浓度为 20 nmol／L、40 nmol／L、6 nmol／L、 

8O nmol／L．其次，用 OptiMEM 培养液分别稀释 0．75、1．5 L LipofectamineTM3000试剂，并在室温下孵育 

5 min．最后将两组稀释完成的 Lipofectamine 3000分别与各浓度的 siRNA充分混合，室温下孵育 2O min， 

即可获得相应的转染混合物． 

1．2．3 转染 

转染细胞前，先将培养基移去，并用灭菌过的 PBS洗涤细胞 2～3次，加入 200 L EBM 培养基．然后， 

将各组不同浓度的复合物加入各孔中，混匀，放入培养箱中培养．培养6 h后，更换新鲜的 EBM 培养基，继续 

培养．在转染 6 h、12 h、18 h、24 h后，在倒置荧光显微镜下观察各组细胞，并拍照及计数分析． 

1．2．4 转染效率测定 

用倒置荧光显微镜，在转染 6 h、12 h、18 h、24 h后观察各组细胞 siRNA荧光显色情况．观察时，每孔寻 

找 3个具有代表性视野，每个视野内观察 100个细胞，计数阳性细胞率． 

1．2．5 四甲基偶氮唑盐(MTT)试验 

将内皮细胞接种于 96孔板内(各孔细胞的数 目、LipofectamineTM 3000、siRNA的量均为 24孔板的 

1／4)，每组设 5个复孔，1个只加培养液的空白对照组．另设 5个阴性对照孔(不进行转染)．转染 24 h后，移 

去各孔培养液并用 PBS洗涤细胞 3～5次．洗涤完毕后，向每孔 中加入 200 p．L EBM 培养基 ，并加入 10 L 

MTT溶液，37。C、5％CO 继续孵育培养 3～4 h．孵育完成后，移去每孔内培养上清液并加入 100 L DM— 

SO．将 96孔板置于酶标仪中，震荡 10 min，选择波长为 490 nm．酶标仪调零后 ，测 量每孔吸光度．细胞存 活 

率(9／6)一实验组光吸收值／对照组光吸收值 ×100％ 

1．3 统计学处理 

采用 SPSS19．0统计软件进行数据分析，统计结果以 z±S表示多组间比较采用单因素方差分析， 

P<0 05为统计学有显著差异． 

2 结果 

2．1 荧光显微镜观察 siRNA转染 内皮细胞 

FAMsiRNA为绿色荧光标记．转染后可根据细胞内绿色荧光的细胞数量 ，来判断阳性细胞的数量．通 过 

荧光显微镜观察，20 nmol／L、40 nmol／L、60 nmol／L、80 nmol／L的各 siRNA转染组均可见绿色荧光(图 1 

中，a，b，C，d分别为 siRNA各浓度下转染 6 h后观察结果)，表明FAMsiRNA可以成功转染大鼠内皮细胞． 

在同倍数视野中，随 siRNA浓度增加，荧光细胞数量呈正相关，siRNA浓度超过 6O nmol／L后，荧光细胞数 

目增加不明显 ，见 图 1． 

2．2 不同浓度的 siRNA对内皮细胞转染效率的影响 

实验结果显示，随着 siRNA浓度增高，细胞转染效率成正相关．但 siRNA浓度大于 60 nmol／L后，转染 

效率无明显增加．此外，相同浓度的 siRNA，1．5 L的 LipofectamineTM 3000脂质体转染效率高于0．75 L， 

两组差异有统计学意义(P<O．05)．当siRNA浓度为 60 nmol／L时，阳性细胞率达 81．56 ，转染效率最高， 

见表 1． 

2．3 不同时间对内皮细胞转染效率的影响 

由于 60 nmol／L siRNA进行转染内皮细胞的效率较高，所以检测 6 nmol／L的 siRNA转染细胞 6 h， 
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成带正电荷的脂质体复合物．复合物与细胞膜融合后通过内吞作用将 DNA、RNA导入 目的细胞 ．本实验 

选择阳离子脂质体 LipofectamineTM 3000作为转染载体，通过正交实验，筛选脂质体用量与 siRNA浓度的 

最适配比，最终确定大鼠内皮细胞低毒性、高转化率的最佳转染条件口 ． 

本实验发现，采用 0．75 mL、1．5 L两种体积的 ．LipofectamineTM 3000进行转染其转染内皮细胞效率差 

异明显，当 siRNA的浓度为 60 nmol／L时其转染效率最高．转染时间超过 12 h，细胞存活率降低趋势明显． 

在细胞转染实验中，确保转染后细胞有较高的存活率也是十分重要的．因为大部分细胞功能的测定，只能在 

有活性的细胞上进行才有意义．本实验结果显示，当 LipofectamineTM 3000体积为 1．5 uL、siRNA的浓度为 

6O nmol／L、转染时间为 12 h时，大鼠血管内皮细胞的转染效率大于 8O ，细胞的生存率也大于 8O ，为最 

佳转染条件．提高 siRNA浓度或延长转染时间均会导致细胞死亡率上升，进而使转染率下降．本实验筛选并 

优化大鼠血管内皮细胞转染条件，为相关动物细胞实验的深入研究提供实验依据， 
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Optimization of Transfection Conditions for Tranfeeting 

siRNA t0 Rats Vascular Endothelial Cells 

GUO Zhaohan，LI Yinhe，PENG Mingxing，HUANG Rantao，W ANG Yanh0a 

(School of Life Science and Technology，Nangyang Normal University，Nanyang 473000，China) 
Ï 

Abstract：Obj eetive：This work aims to optimize the transfection parameters for transfecting siRNA(small interfering 
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RNA)to rats vascular endothelial ceils(EC)．Methods：Using the 0．75 L and 1．5 L of LipofectamineTM 3000 diluted with 

FAM—siRNA (20 nmo1、4O nmol、60 nmo1、80 nmo1)were mixed with different c0ncentrations of fluorescin-labeled siRNA to 

form a series of mixtures to transfect EC cells．At the time point of 6 h，12 h，18 h，24 h after transfection，under fluorescent 

microscope to observe and determine the percentage of the cells transfected under each condition．The cell viability was deter— 

mined by using MTT assay to achieve the optimal conditions．Results：(1)Green fluorescence was discovered under the fluores— 

cence microscope after transfection 1 2 h．(2)The highest transfection efficiency can be obtained in 60 nmol／L siRNA with the 

1．5 uL of Lipofectamine transfected EC cells．No differences were found in transfection efficiency and cell viability whether U— 

sing the higher concentration of siRNA．(3)Twenty-four hours later，the transfection efficiency could not be further increased 

by elevating the concentration of siRNA，and the cel1 death rate increased significantly．Conclusions：The results showed that 

the transfection efficiency and cell viability are dependent on the correct Lipofectamine 3000(1．5 uL)一siRNA(60 nmol／L)ra— 

tio after transfection 1 2 h． 

Keywords：Liposome；siRNA；transfection；endothelial cell ， 


