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Abstract 

·AIM ：TO evaluate the efficiency of Iiposome mediated 

gene transfer to trabecula r endothelial cells and cells 

damage caused by liposome． 

·METHODS： The ratio of cationic liposome to green 

fluorescein protein (GFP)expression plasmid for high 

efficacy of transfection was tested in vitro． The GFP 

expression was observed by using fluorescence microscopy． 

·RESULTS：The GFP expression in trabecular endotheliaI 

cells was observed． However ．high cOncentrati0n lipo— 

some caused the death and faIling Off of trabecular 

endothelial cells． 

·CONCLUSION：Liposome seems to be able to deliver 

genes to trabecula r endotheliaI cells with efficacy，but 

high concentration liposome used here；S to some extent 

harmfuI to corneal endothelial ceII_ 

·KEY＼̂DRDS：trabecular endotheliaI cells：liposomes：trans． 

fection 

Mao XC，Huang G，Zhang SW ，et a，．Liposome mediated gene transfer 

into human trabeeular meshwork cells．／nt J Ophthdrno](G．oji Yanke 

Zazbi 2009；9(6)：1056—1057 

摘要 

目的：观察脂质体是否能介导目的基因转移至人小梁细胞 

1056 

及脂质体潜在的毒副作用。 

方法：通过体外细胞转染实验优化阳离子脂质体与质粒 

DNA的比例 ，荧光显微镜观察目的基因的表达。 

结果：小梁细胞内可见脂质体介导的绿色荧光蛋 白表达， 

高浓度脂质体导致细胞死亡和脱落。 

结论：阳离子脂质体可有效介导 目的基因转移至小梁细胞 

内。但高浓度对正常的细胞有一定的毒副作用。 
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0引言 

原发性开角型青光眼(primary open angle glaucoma， 

POAG)是最常见的致肓跟病之一，其主要的病理变化就 

是小梁细胞数 目减少以及细胞外基质增多。应用基因转 

染技术，增加小梁细胞数量有望为治疗 POAG提供一种新 

的治疗手段，但实现这一愿望需要解决基因转移及基因表 

达调控两个关键问题 。我们尝试利用阳离子脂质体包 

裹质粒 DNA介导报告基因转移至小梁细胞，通过观察外 

源基因在小梁细胞内的表达以及脂质体对小梁细胞的毒 

性，探索脂质体应用于小梁细胞基 因转染的安全浓度范 

围，从而为阳离子脂质体载体应用于小梁细胞的基因治疗 

奠定实验基础 。 

1材料和方法 

1．1材料 标本与试剂标本为同济医院眼库排除眼部疾 

患的捐献者的眼球 ，于死后 24h内取材。主要试剂：Lipo． 

fectamine” 2000(Invitrogen公司)；pEGFP—NI(美国 Clon- 

Tech公 司)；DMEM／F一12培养基及胎 牛血清 (Gibco公 

司)；质粒快速提取试剂盒(博大泰克公司)。 

1．2方法 取材与细胞培养：眼球在无菌条件下，沿角巩 

膜缘后 5mrn处剪开眼球 ，将眼前段倒置于手术台上，暴露 

出房角结构，用刀片小心分离表面的小粱组织，用显微镊 

子夹出，分成小块后接踵于培养瓶里，置培养箱内培养。 

第 1wk内不用换液，让组织块稳定并适应环境 ，1wk以后 

换液，1次／wk，细胞开始长出后 2次／wk。细胞基本覆盖 

瓶底时用胰酶消化法传代，如此直到第3代(图1)。pEGFP- 

Ⅳ1质粒制备：pEGFP—N1转化大肠杆菌 DH5a，卡那霉素 

(5％ g／mL)筛选 阳性菌落，LB培养基扩大培养，用质粒 

提取试剂盒提取 pEGFP—NI基因。所得质粒 A260／A280 

为 1．812，含量为 0．5—1．5 L。Lipofectamine 2000／ 

pEGFP—N1转染培养的人小梁细胞：取第 3～4代细胞，转 

染前分别将 1×10 个小梁细胞分别接种于 3个直径为 

35ram的细胞培养皿中，转染当天细胞生长至70％ ～80％融 

合。转染前用无血清 Opti—MEM洗涤细胞两次，参照脂质 

体转染细胞的操作 说明书进行细胞转染，取 2txg质粒 

DNA溶于2501xL的 Opti—MEM培养基中 ，分别加入含有 

4，6，8txL的 Opti—MEM，将质粒 DNA与脂质体轻轻混匀后 
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图 2 脂 质 体 转 染 小 梁 细 胞 2 4 h 后 镜 下 观 察 的 结 果
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图 3 不 同 比 例 脂 质 体 ／D N A 复 合 物 的转 染 效 率 的 差 别

室 温 下 静 置 2 0 ra i n 。 使 脂 质 体 充 分 包 裹 ， 然 后 均 匀 加 入 细

胞 中 ，
3 7 ℃ 孵 育 5 h 。 吸 去 培 养 基 后 加 入 等 体 积 含 I OOm L ／L

血 清 不 含 抗 生 素 的 培 养 基 培 养 。 培 养 2 4 h 后 荧 光 显 微 镜

观 察 G F P 表 达 ， 然 后 用 2 ． 5 g ／L 胰 蛋 白酶 消 化 成 单 细 胞 ， 重

悬 于 P B S 巾 ， 流 式 细 胞 仪检 测 G F P 阳性 细 胞 的百 分 率 。

2 结 果

L i p o f e e t a m i n e
“”

2 0 0 0 介 导 p E G F P — N 1 质 粒 D N A 转 染

体 外 培 养 的 小 梁 细 胞 2 4 h 后 ， 在 荧 光 显 微 镜 下 用 蓝 色 光 为

激 发 光 ， 可 观 察 到 2 0 ％ ～ 3 0 ％ 的 小 梁 细 胞 中 绿 色 荧 光 表

达 ( 图 2 ) ， 流 式 细 胞 仪 检 测 同 样 可 见 经 p E GF P — N 1 转 染

细 胞 中约 有 2 0 ％ ～ 3 0 ％ 表 达 G F P 。 在 细 胞 融 合 度 相 同 ，

每 孔 2 斗g 质 粒 D N A 量 为 2 ¨g 时 ， 按 照 D N A ： 脂 质 体 为

1 ：2
，

I ：3
，

1 ：4 的 比 率 进 行 细 胞 转 染 ， 各 组 转 染 效 率 差

别 ( 图 3 ) ， 在 D N A ： 脂 质 体 为 l ： 3 时 细 胞 的 转 染 效 率 最

高 。 显 微 镜 下 她 4 pt L 脂 质 体 及 6 tx L 脂 质 体 组 细 胞 存 活 状

态 较 好 ， 而 8 p． L 脂 质 体 组 细 胞 形 态 发 生 改 变 ， 表 现 为 细 胞

内颗 粒 增 加 ， 细 胞 膜 变 的 不 清 楚 ， 显 示 细 胞 状 态 不 佳 ， 甚 至

可 见 较 多 的 细 胞 脱 落 或 死 亡 。

3 讨 论

脂 质 体 导 基 因 转 染 的 机 制 及 特 点 ：脂 质 体 介 导 基 因 进

入 细 胞 的原 理 ， 是 通 过 包 绕 D N A
， 共 缩 合 成 脂 囊 ， 与 细 胞

表 面 的 唾 液 酸 结 合 ， 经 细 胞 的胞 饮 或 受 体 介 导 的胞 饮 作 用

进 入 细 胞 内 。 在 脂 质 体 的 磷 脂 成 分 中 加 入 带 有 正 电 荷 的

磷 脂 分 子 ， 使 其 外 部 带 正 电 荷 ， 由于 细 胞 膜 及 D N A 分 子 都

带 负 电荷 ， 故 用 阳 离 子 脂 质 体 作 为 基 因 的 载 体 ， 既 有 利 于

包 裹 D N A 分 子 ， 也 使 脂 质 体 易 与 细 胞 膜 融 合
” 。 。

。 阳 离 子

脂 质 体 用 于 小 梁 细 胞 基 因 转 染 的 安 全 性 ：
一 种 基 因 转 染 载

体 能 否 应 用 与 临 床 ， 首 先 取 决 于 其 安 全 性 。 许 多 实 验 已 经

证 明 阳 离 子 脂 质体 对 培 养 的 动 物 细 胞 很 少 或 没 有 影 响 ， 反

复 应 用 也 不 会 引起 免 疫 反 应
” 。

， 然 而 ， 有 些 研 究 报 道 了 高

浓 度 的脂 质 体 可 以 对 细 胞 的 增 殖 能 力 及 细 胞 活 性 产 生 不

利 影 响 ， 这 些 影 响 与 脂 质 体 的 化 学 构 成 有 关 ， 过 高 浓 度 的

脂 质 体 能 够 对 细 胞 内 的 各 种 酶 的 代谢 产 生 不 利 影 响 ， 从 而

导 致 细 胞 死 亡
∽ ’ “

。 同 时 不 同 组 织 来 源 的 细 胞 也 存 在 耐

受 性 的 差 异 ， 不 同种 类 的 阳 离 子 脂 质 体 的 细 胞 毒 性 也 存 在

较 大 差 异 。 脂 质 体 与 D N A 的 比 例 对 转 染 效 率 的 影 响 ： 由

于 转 染 时 脂 质 体 与 D N A 是 形 成 小 单 层 脂 质 体 包 裹 D N A

的 复 合 物 ， 给 予 适 当 比 例 的 脂 质 体／D N A 可 以 使 得 脂 质

体／D N A 复 合 物 稳 定 ， 增 加 复 合 物 被 细 胞 内 吞 的 效 率 。 而

脂 质 体 与 D N A 的 比 例 不 当 ， 使 得 无 效 的脂 质 体 增 加 ， 同 时

游 离 的 D N A 分 子 会 影 响 脂 质 体／D N A 复 合 物 的 稳 定 性 。

而 游 离 的脂 质 体则可 增 加细胞 毒性 ， 对细胞 的代谢 发 生 影 响 ，

使 细胞 表达 外 源 基 因 受 到影 响 ，最 终 降低 细胞 的转染 效率 。

本 实 验 以 培 养 的 人 小 梁 细 胞 为 外 源 基 因 转 移 对 象 ，

采 用 脂 质 体 为 介 导 体 ， p E G F P — N I 含 有 编 码 绿 色 荧 光 蛋

白 ( g r e e n fl u o r e s c e n t p r o t e i n
，

G F P ) 的 c D N A
， 用 作 报 告 基 因

以 评 价 质 粒 D N A 的 转 染 效 率 与 表 达 水 平 。 p E GF P 一 Ⅳl 的

启 动 子 来 源 于 人 巨 细 胞 病 毒 即 早 抗 原 基 因 调 控顺 序 ， 能启

动 下 游 的 目 的 基 因 在 各 种 真 核 细 胞 内 表 达 。 本 实 验 结 果

证 实 ， 阳 离 子 脂 质 体 载 体 L i p o f e e t a m i n e
⋯

2 0 0 0 能 有 效 的

将 外 源 基 因 转 入 体 外 培 养 小 梁 细 胞 ， 转 染 效 率 可 达 到

2 0 ％ ～ 3 0 ％
， 但 脂 质 体／D N A 复 合 物 比 例 必 须 控 制 在 合 适

的 范 围 之 内 ， 比 例 过 高 或 过 低 都 会 影 响 转 染 效 率 。

总 之 ， 阳 离 子 脂 质 体 能 有 效 介 导 质 粒 携 带 的外 源 基 因

在 小 梁 细 胞 的 表 达 ， 当脂 质 体／D N A 复 合 物 比 例 时 可 以 达

到 相 当高 的效 率 而 不 引 起 明 显 的 细 胞 毒 性 。 阳 离 子 脂 质

体 作 为 一 种 应 用 方 便 、 无 细 胞 毒 性 、 无 免 疫 原 性 的 基 因 治

疗 载 体 ， 有 望 在 小 梁 细 胞 的 基 因 治 疗 中发 挥 重 要 作 用 。
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