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不同电转仪的电转参数、质粒用量和拓扑结构对 

猪胎儿成纤维细胞转染效率的影响 

钟翠丽 1，李国玲 1，莫健新 1，全绒 1，王豪强 1，李紫聪 1，吴珍芳 1,2， 

张献伟 1,2 

1. 华南农业大学国家生猪种业工程技术研究中心，广州 510642； 

2. 广东温氏食品集团股份有限公司，新兴  527400 

摘要: 为获得猪胎儿成纤维细胞(porcine fetal fibroblasts, PFFs)最佳的电转染效率，本研究利用荧光激活细胞分

选技术(fluorescence activated cell sorting, FACS)辅助优化 NEPA 21 和 Nucleofector™ 2b 两种电转仪电转染 PFFs

细胞的参数，比较不同质粒用量和拓扑结构在 ECM® 830、NEPA 21 和 Nucleofector™ 2b 中的转染效率。结果

显示：NEPA 21 电转 PFFs 的最佳穿孔参数为脉冲电压 200 V，脉冲长度 3 ms，脉冲间隔 50 ms，脉冲次数 3

次，脉冲电压衰减幅度 10%；Nucleofector™ 2b 在 U-023 的转染参数下达到最高转染效率。ECM® 830 和

Nucleofector™ 2b 的最适质粒用量都为 10 μg，而 NEPA 21 为 8 μg；超螺旋质粒比线性化质粒的转染效率更高，

且 3 种仪器中 Nucleofector™ 2b 转染效果最佳。本研究综合考虑电转仪、电转参数、质粒用量和拓扑结构的影

响因素以优化 PFFs 的电转条件，为高效制备转基因猪及基因编辑猪的研究奠定基础。 

关键词: 电转染；猪胎儿成纤维细胞；ECM® 830；NEPA 21；Nucleofector™ 2b 

Effects of parameters, plasmid dosages and topological struc-

tures on transfection efficiency of porcine fetal fibroblasts using 

different electroporators 
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Abstract: To obtain an ideal transfection efficiency of porcine fetal fibroblasts, fluorescence activated cell sorting 

(FACS) was used to optimize parameters for transfection of porcine fetal fibroblasts (PFFs) with ECM® 830, NEPA 
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21 and Nucleofector™ 2b in different conditions such as electroporation parameter s, plasmid dosages and topological 

structures. The results show that the optimum poring pulse parameter of NEPA 21 is voltage 200 V, continuous 3 ms, 

interval 50 ms, 3 times, voltage attenuation range of 10%; and the transfection efficiency of Nucleofector™ 2b is 

highest under U-023 program. Under the optimum conditions, FACS analysis demonstrates that Nucleofector™ 2b 

and ECM® 830 have the highest transfection efficiency when transfecting 10 μg supercoiled plasmid s into PFFs, and 8 

μg for NEPA 21. Supercoiled plasmids show higher transfection efficiencies than linearized plasmids. Moreover, Nu-

cleofector™ 2b has the highest transfection efficiency among the three electroporation instruments. This study paves 

the way to generate transgenic or gene editing pigs with high efficiency. 

Keywords: electroporation; porcine fetal fibroblasts(PFFs); ECM® 830; NEPA 21; Nucleofector™ 2b 

随着转基因技术的发展，转基因猪的制备体系

逐渐完善，但是制备效率低下仍然大大限制了转基

因技术的应用。研究表明，转基因效率与猪体细胞

克隆的供体细胞有关 [1]，而目前猪胎儿成纤维细胞

(porcine fetal fibroblasts, PFFs)是使用最广泛的猪体

细胞克隆供体细胞。Liu等[2]对比 PFFs、成体成纤维

细胞、猪成体脂肪前体细胞和猪成体血间充质细胞

的克隆效率发现，虽然 PFFs 的囊胚率为 30.38%，

低于其他几种细胞(成体成纤维细胞、猪成体脂肪前

体细胞和猪成体血间充质细胞分别为 37.94%、34.65%

和 34.87%)，但是其怀孕率和克隆效率显著高于其他

细胞，分别为 74.19%和 1.5%；另外，PFFs 供体细

胞制备克隆胚胎后期发育异常率远低于其他几种细

胞(PFFs、成体成纤维细胞、猪成体脂肪前体细胞和

猪成体血间充质细胞分别为 10.87%、56.57%、24.39%

和 51.85%)。目前，已有多篇以 PFFs细胞为供体的

转基因猪的报道，如 2014年 Li等[3]运用 PFFs成功

制备世界首例 ROSA26定点基因敲入猪；2016年 Lai

等 [4]通过 CRISPR/Cas9 介导的基因组编辑技术将

Oct4-tdTomato 报告基因转染至 PFFs 并成功制备基

因敲入猪。因此，研究 PFFs细胞的制备效率对提高

转基因效率具有重要意义。 

转染效率是限制转基因细胞制备的主要因素之

一，据报道 PFFs的脂质体转染效率为 22.2%[5]。除

了脂质体转染法，目前 PFFs转染方法还包括碳酸钙

化学法和电穿孔法等。覃兆鲜等 [6]使用脂质体法和

碳酸钙法转染成功，获得 PFFs阳性细胞，但转染效

率都比较低。与前两种方法相比，电穿孔法更适用

于 PFFs等难转染的细胞[7]。电穿孔法主要通过物理

电流击穿细胞膜甚至细胞核，形成瞬时孔隙，外源

DNA 可通过这些孔隙进入细胞甚至细胞核内 [8]。这

种方法快速、简便易行、毒性小、转染效率较高，

转染效率在 30%~90%之间[9~11]，而且不同的电转仪

的转染效率差别较大。电转仪种类繁多，例如早期

电转仪 ECM® 830(BTX，美国)，近年来出现的新型

电转仪NEPA 21(NEPA GENE，日本)和Nucleofector™ 

2b(LONZA，德国)等。NEPA 21高效基因转染系统

含有反向导入及电压衰减的电转程序设计，具有转

染效率高、存活率高和不需要特殊转染试剂的特点。

而配合专用转染试剂盒的 Nucleofector™ 2b 则具有

转染效率高、DNA直接入核和简单易用的优势。目

前 ECM® 830 是运用比较成熟的电转仪，虽然可以

借鉴 Ross等[9]全面优化的 ECM® 2001电转 PFFs的

最佳参数(脉冲电压 300 V，脉冲长度 1 ms，脉冲次

数 3次)，但仍需进一步探索质粒的用量和拓扑结构

对 PFFs 的转染效率的影响。虽然已报道了

Nucleofector™ 2b 转染 PFFs的最佳程序，但是没有

进一步综合探讨电转程序、质粒的用量和拓扑结构

对 PFFs转染的影响[10]。此外，NEPA21主要用于神

经干细胞体外电转染，但目前还没有报道用于 PFFs

的电转染 [11,12]，因此需要进行在电转参数、质粒的

用量和拓扑结构等方面的实验优化。本研究通过优

化不同电转仪的电转参数、质粒的用量和拓扑结构，

综合评估电转 PFFs的最佳电转仪及其电转条件，为

高效率、低成本制备转基因猪奠定基础。 
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1  材料和方法 

1.1  材料 

电转仪 ECM® 830购自美国 BTX公司；电转仪

Nucleofector™ 2b 购自德国 LONZA公司；NEPA21

购自日本 NEPA GENE公司。PFFs细胞由广东温氏

食品集团股份有限公司提供；质粒 pPB-UBC-EGFP 

(7.6 kb)由英国 Wellcome Trust Sanger Institute提供。

Opti-MEM®ⅠReduced Serum Medium 购自 Thermo 

Fisher Scientific(美国)；Nucleofector™ 2b 电转液

Basic Nucleofector Kit for Primary Mammalian Fi-

broblasts 购自德国 Amaxa 公司；Endo-free Plasmid 

Maxi Kit购自美国 Omega；FastDigest® NotⅠ限制性

内切酶购自 Thermo Fisher Scientific(美国)；澳洲胎

牛血清(fetal bovine serum, FBS)购自 Gibco(美国)；

Countess® II FL 全自动细胞计数仪购自 Life invi-

trogen(美国)。 

1.2  方法 

1.2.1  质粒准备 

pPB-UBC-EGFP 依照 Endo-free Plasmid Maxi 

Kit说明书进行抽提，取部分超螺旋 pPB-UBC-EGFP

质粒 DNA，用 FastDigest® NotⅠ限制性内切酶酶切，

纯化回收，制备线性化的 pPB-UBC-EGFP质粒 DNA

备用。  

1.2.2  PFFs电转染步骤及检测方法   

PFFs细胞经解冻和复苏培养后，传代至含 10 mL 

完全培养基(12%FBS)的 10 cm培养板，于 39℃、5%CO2

培养箱中培养至汇合度达 80%~90%，经 0.05%胰酶

消化后进行细胞计数。吸取 1×106 个细胞悬液至新

的离心管中，离心后弃上清，分别根据表 1 中处理

组 1 和处理组 2 对应的电转仪添加相应的电转预混

液，制成单细胞悬液(空白组仅添加 100 μL相应体积

的电转液和水，不电转)转至 2 mm间距的无菌电转

杯中，根据不同仪器设定的电转参数进行电转。然 

 

表 1 实验分组情况 

Table 1  Experimental groups 

组别 电转仪 电转预混液 

处理组 1 NEPA 100 μL NEPA电转液+质粒 

空白组 1 不电转 100 μL NEPA电转液和水 

处理组 2 LONZA 100 μL LONZA电转液+质粒 

空白组 2 不电转 100 μL LONZA电转液和水 

注：NEPA代表 NEPA 21；NEPA电转液为无血清 Opti-MEM；

LONZA 代表 Nucleofector™ 2b；LONZA 电转液由电转试剂盒

Basic Nucleofector Kit for Primary Mammalian Fibroblasts (Amaxa，

德国)中 Nucleofector™ Solution 和 supplement(4.5:1)组成。 

后转移所有细胞至 6孔板，添加 2 mL/孔 12% FBS

的完全培养基，置于 39℃、5%CO2的培养箱中培养。 

电转后立即吸取少量细胞悬浮液进行台盼蓝染

色。细胞悬液与 0.4%台盼蓝溶液以 9:1 混合后加样

到一次性 Countess®细胞计数板上。在 3 min内使用

Countess®Ⅱ FL全自动细胞计数仪(Life Invitrogen，

美国)分析细胞存活率。 

电转 6 h后更换成含有终浓度 100 U/mL青霉素、

100 µg/mL链霉素、12% FBS的 DMEM完全培养基

继续培养。电转 48 h后用 0.05%胰酶消化细胞，1000 

r/min离心 5 min，添加 1 mL/孔 PBS重悬，利用荧

光激活细胞分选技术 (fluorescence activated cell 

sorting, FACS)检测表达绿色荧光细胞数量，计算转

染效率(绿色荧光细胞数/总细胞数)。 

1.2.3  电转参数优化  

ECM® 830 电转 PFFs 的最佳电转参数可借鉴

Ross等[9]研究结果(脉冲电压 300 V，脉冲长度 1 ms，

脉冲次数 3次)，而 NEPA 21和 Nucleofector™ 2b 电

转 PFFs细胞的优化参数尚无报道。为优化 NEPA 21

和 Nucleofector™ 2b 转染 PFFs细胞的最佳参数，本

研究首先将转染实验分为两个独立的处理组，即

NEPA 21组和 Nucleofector™ 2b 组，每组设定 1个

对应的空白组(仅添加 100 μL 相应体积的电转液和

水，不电转)。根据电转仪 NEPA 21设定的电转参数

将 NEPA 21组又分为 4个小组(NEPA-1、NEPA-2、

NEPA-3 和 NEPA-4)(表 2)，根据电转仪 Nucle-

ofector™ 2b推荐的原代动物成纤维细胞电转参数又

将其设置为 A-033 组和 U-023 组。每组处理重复 3

次。电转步骤及检测见 1.2.2。此外 NEPA 21的电转

液为无血清 Opti-MEM，而 Nucleofector™ 2b 的电转

液为 Basic Nucleofector Kit for Primary Mammalian 

Fibroblasts中 Nucleofector™ Solution和 Supplement

按比例 4.5:1混合的溶液。 
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1.2.4  优化质粒用量   

为优化电转仪 ECM® 830、NEPA 21和 Nucleo-

fector™ 2b的质粒 DNA最适用量，使用上述优化的

NEPA 21和 Nucleofector™ 2b的电转仪参数，及文

献报道的 ECM® 830最适电转参数(脉冲电压 300 V，

脉冲长度 1 ms，脉冲次数 3次)[9]，分别将 4 μg、6 μg、 

表 2  NEPA 21 穿孔脉冲参数  

Table 2  Poring pulse parameters of NEPA 21 

编号 脉冲电压(V) 脉冲长度(ms) 脉冲间隔(ms) 脉冲次数 衰减幅度(%) 电极 

NEPA-1 150 5 50 2 10 + 

NEPA-2 200 3 50 3 10 + 

NEPA-3 275 1.5 50 2 10 + 

NEPA-4 300 1 50 3 10 + 

注：NEPA 21电转参数设定分为两部分：穿孔脉冲和转移脉冲，其中转移脉冲参数固定不变(脉冲电压 20 V，脉冲长度 50 ms，脉冲

间隔 50 ms，脉冲次数 5次，电压衰减幅度 40%，电极+/−)。上述 4种电转参数由 NEPA 21供货商(广州市华粤行仪器有限公司)提供，

转染质粒为超螺旋 pPB-UBC-EGFP，用量 8 μg/1×106个细胞。 

 

8 μg和 10 μg的超螺旋质粒电转染 PFFs，根据电转

仪型号将实验设置为 3个处理组，即 ECM® 830组、

NEPA 21组和 Nucleofector™ 2b 组，每个处理设置 1

个对应的空白组(仅添加 100 μL 相应体积的电转液

和水，不电转)，每个处理组根据超螺旋质粒用量又

分为 4个小组(4 μg、6 μg、8 μg和 10 μg组)，每组

处理重复 3次。电转步骤及检测见 1.2.2。ECM® 830

电转预混液由 200 μL Cytomix 和质粒组成，其中

Cytomix 是 25% Opti-MEM 和 75% Cytosalts     

(120 mmol/L KCl、0.15 mmol/L CaCl 2、10 mmol/L K2 

HPO 4，pH 7.6，5 mmol/LM MgCl2)的混合液[9]。 

1.2.5  质粒拓扑结构的影响   

为了探索质粒拓扑结构对 PFFs 细胞电转效率

的影响，使用上述 3 种电转仪的最优电转参数和摸

索的最适质粒用量，分别使用超螺旋和线性化的质

粒电转 PFFs，根据电转仪分为 3个处理组，即：ECM® 

830组、NEPA 21组和 Nucleofector™ 2b 组，每个处

理组设置 1个对应的空白组(仅添加 100 μL相应体积

的电转液和水，不电转)，每个处理组根据质粒分子

结构分为两个小组(超螺旋和线性化质粒)，每组处理

重复 3次，电转步骤及检测见 1.2.2。 

1.2.6  电转仪的转染效率比较   

根据 ECM® 830、NEPA 21和 Nucleofector™ 2b

的最佳电转条件(电转参数、质粒用量和拓扑结构)

转染 PFFs细胞，每种仪器实验重复 3次，比较三者

转染效率以探索电转仪对 PFFs转染效率的影响，电

转步骤及检测见 1.2.2。 

1.2.7  统计学处理   

采用 SPSS18软件进行单因素分析(Duncan)。数

据以 Mean ± SD表示，显著性水平 P<0. 05则表示

差异有统计学显著性意义。 

2  结果与分析 

2.1  质粒线性化和细胞培养 

使用 NotⅠ限制性内切酶线性化超螺旋质粒

pPB-UBC-EGFP(图 1A)，进行琼脂糖凝胶电泳检测，

在 6000~10 000 bp间有一条明显的特异条带，与预

期条带位置相符(图 1B)。复苏并培养 PFFs至汇合度

80%~90%时进行电转(图 1C)。 

2.2  不同电转参数的比较 

在 4 种不同的电转参数(表 2)下以 8 μg 质粒电

转 PFFs，NEPA 21的最佳电转参数为 NEPA-2(脉冲

电压 200 V，脉冲长度 3 ms，脉冲间隔 50 ms，脉冲

次数 3 次)时，转染效率可高达 89.43%±2.25%，但

是 4 种电转参数的转染效率无显著差异(P>0.05)(图

2)。而 Nucleofector™ 2b 两种电转参数（A-033 和

U-023）的转染效率分别为 91.32%和 93.32%(P>0.05，

图 3A)，细胞存活率分别为 96%和 60%(图 3B)。本

试验主要根据转染效率高低来评估转染条件，故选

择在 U-023下比较其他因素对转染效率的影响。 
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2.3  不同质粒用量对 PFFs 转染效率的影响 

在转染效率最高的电转参数下分别使用 4 μg、 

6 μg、8 μg和 10 μg的 7.6 kb超螺旋质粒电转 1×106

个 PFFs，结果显示，在一定范围内，质粒用量和转

染效率成正比(图 4)。在 ECM® 830的 4种质粒用量中，

10 μg质粒的转染效率高达 88.03%±0.50%(P<0.05)。

NEPA 21的最佳质粒用量为 8 μg(64.74%±3.54%)，

但是与 10 μg 质粒的转染效率(63.73%±0.46%)差异 

 
 

图 1  质粒酶切和 PFFs 显微观察 

Fig. 1  Digested plasmids and PFFs observed under a microscope 

A：质粒 pPB-UBC-EGFP图谱；B：质粒 pPB-UBC-EGFP超螺旋和线性化(NotⅠ)结构电泳检测；C：电转前 PFFs镜检。M：Marker；

Sp：超螺旋质粒；Lp：线性化质粒。 

 

 
 

图 2  NEPA 21 4 种不同的电转参数 PFFs 转染效率 

Fig. 2  Transfection efficiency of PFFs by NEPA 21 un-

der four different electroporation parameters 

NEPA-1~NEPA-4的电转参数见表 2。 

不显著(P>0.05)；而 Nucleofector™ 2b 的最佳质粒用

量为 10 μg (98.85%±0.61%)，与 8 μg质粒的转染效

率(96.53%±0.69%)无显著差异(P>0.05)。因此 ECM® 

830和 Nucleofector™ 2b的最佳质粒用量均为 10 μg，

而 NEPA 21则为 8 μg。 

2.4  不同质粒拓扑结构对 PFFs 转染效率的影响 

为探索不同质粒拓扑结构对 PFFs 转染效率的

影响，利用 ECM® 830、NEPA 21和 Nucleofector™ 2b 

3 种电转仪，按照转染效率最高的电转参数分别将

10 μg超螺旋和线性化质粒电转 PFFs细胞，结果显示， 
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图 3  Nucleofector™ 2b 两种电转参数的 PFFs 转染效率 

Fig. 3  Transfection efficiency of PFFs byNucleofector™ 2b under two different electrical parameters  

A：两种不同电转参数下 Nucleofector™ 2b的转染效率；B：Nucleofector™ 2b电转 PFFs显微观察结果(48 h)。LONZA-A：A-033；

LONZA-U：U-023；白光：白光视野下 PFFs细胞的形态和分布；荧光：488 nm蓝色激发光视野下 PFFs中绿色荧光蛋白表达情况。 

 
 

图 4  不同质粒用量条件下的转染效率 

Fig. 4  Transfection efficiency of different plasmid 

dosages 

BTX，即 ECM® 830，固定电转参数为脉冲电压 300 V、脉冲长

度 1 ms、脉冲次数 3次；NEPA-2，即 NEPA 21电转仪，固定电

转参数为脉冲电压 200 V、脉冲长度 3 ms、脉冲间隔 50 ms、脉

冲次数 3 次，脉冲电压衰减幅度 10%；LONZA-U，即 Nucleo-

fector™ 2b，电转参数为 U-023。 

 

3 种电转仪分别使用线性化质粒和超螺旋质粒的转

染效率为 20.71%±0.20%和 37.61%±0.69%、31.37%± 

4.50%和 63.88%±0.31%、42.09%±2.14%和 72.64%± 

0.32%(图 5)。由此可知，线性化质粒的转染效率显

著低于超螺旋质粒(P<0.05)，仅为超螺旋质粒转染效

率的 49.11%~57.94%。因此，超螺旋质粒 DNA比线

性化的质粒 DNA更适合电转染。 

2.5  不同电转仪对 PFFs 转染效率的影响  

利用上述各仪器转染效率最高的电转参数

(ECM® 830：脉冲电压 300 V，脉冲长度 1 ms，脉冲

次数 3次；NEPA 21：脉冲电压 200 V，脉冲长度 3 ms，

脉冲间隔 50 ms，脉冲次数 3次，脉冲电压衰减幅度

10%；Nucleofector™ 2b：U-023)和 8 μg超螺旋质粒，

分别电转 PFFs 并比较不同电转仪最佳转染效率的

差异。结果显示，3 种电转仪的转染效率均在 70%

以上(图 6)，其中 Nucleofector™ 2b 转染效率最高，

达 93.32%±2.54%，其次是 NEPA 21(89.43%±2.25%)

和 ECM® 830(76.50%±1.41%)。此外，观察图 6B细

胞荧光强度可知，ECM® 830荧光细胞的平均荧光强

度远远低于 NEPA 21 和 Nucleofector™ 2b。 

3  讨  论 

本研究探索了 ECM® 830、NEPA 21 和 Nucl-

eofector™ 2b 3种不同电转仪对 PFFs转染效率的影

响，优化了包括电转参数、质粒用量和质粒拓扑结

构的电转条件，得到 NEPA 21和 Nucleofector™ 2b

转染的最适参数和质粒的最佳用量，并且证实超螺

旋质粒 DNA比线性化质粒 DNA具有显著的转染优 
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图 5  不同拓扑结构质粒的转染效率 

Fig. 5  Transfection efficiency of plasmids with different structures 

A：超螺旋和线性化质粒转染效率比较结果；B：超螺转和线性化质粒的转染效率镜检(质粒用量 10 μg)。Sp：超螺旋质粒；Lp：线性

化质粒；*表示 P<0.05，**表示 P<0.01；BTX：ECM® 830，其电转参数为脉冲电压 300 V、脉冲长度 1 ms、脉冲次数 3次；NEPA-2：

NEPA 21，电转参数为脉冲电压 200 V、脉冲长度 3 ms、脉冲间隔 50 ms、脉冲次数 3 次，脉冲电压衰减幅度 10%；LONZA-U：

Nucleofector™ 2b，电转参数为 U-023。白光：白光视野下 PFFs细胞的形态和分布；荧光：488 nm蓝色激发光视野下 PFFs中绿色荧

光蛋白表达情况。 
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图 6  3 种电转仪的转染效率 

Fig. 6  Transfection efficiency using three types of electroporation instruments  

A：BTX、NEPA-2和 LONZA-U转染效率比较结果；B：BTX、NEPA-2和 LONZA-U转染效率镜检及流式分析统计结果。BTX：ECM® 

830，其电转参数为脉冲电压 300 V、脉冲长度 1 ms、脉冲次数 3次；NEPA-2：NEPA 21，其电转参数为脉冲电压 200 V、脉冲长度 3 ms、

脉冲间隔 50 ms、脉冲次数 3次，脉冲电压衰减幅度 10%；LONZA-U：Nucleofector™ 2b；，其电转参数为 U-023白光：白光视野下

PFFs细胞的形态和分布；荧光：488 nm蓝色激发光视野下 PFFs中绿色荧光蛋白表达情况。 

 

势，为高效获得 PFFs核供体细胞奠定基础。 

本研究结果显示，PFFs转染效率与电转仪有关。

在电转参数为脉冲电压 300 V、脉冲长度 1 ms、脉

冲次数 3次的条件下，本研究 ECM® 830 转染 pPB- 

UBC-EGFP(7.6 kb超螺旋质粒，用量为 4 ~10 μg)的

效率为 37.61%%~88.03%(图 4~图 6)，略高于 Ross

等[9]使用 ECM® 2001转染 pCAGG-EGFP(5.8 kb超螺

旋质粒，用量为 2.5 μg)的效率(60%~70%)，这可能
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与质粒大小和用量有关。而本研究首次使用 NEPA 

21电转 PFFs，最优电转条件是电转参数 NEPA-2(脉

冲电压 200 V、脉冲长度 3 ms、脉冲间隔 50 ms、脉

冲次数 3 次，脉冲电压衰减幅度 10%)，使用 8 μg

超螺旋质粒，转染效率为 64.74%~89.43%(图 4 和图

6)，略高于 ECM® 2001 转染 pCAGG-EGFP(5.8 kb

超螺旋质粒，用量为 2.5 μg)的效率[9]，表明 NEPA 21

转染效果较优。与上述两种电转仪相比，适用性强

的 Nucleofector™ 2b 电转 PFFs细胞、猪耳皮成纤维

细胞和猪肾细胞等都可获得比较高的转染效率[11,12]。

Nakayama 等[10]利用 Nucleofector™ 2b，在 U-023下

使用 pmaxGFP(3.5 kb超螺旋质粒，用量为 10 μg)的

转染效率为 79%，而本研究在同一电转参数下使

用 7.6 kb 超螺旋质粒的转染效率相对较高(72.64%~ 

98.85%，图 3~图 6)。Nucleofector™ 2b 两种程序电

转效率均高达 90%（(P>0.05，图 3A)），高于上述

两种电转仪的转染效率，具有明显优势且应用价值更

高，进一步分析两种程序的细胞存活率，结果显示为

A-033 和 U-023 分别为 96%和 60%(图 3B)，即对于

小载体转染试验而言，A-023细胞存活率较高，U-023

转染效率较高，因此可结合两种程序的优势和不同

试验需求来选择适合的电转参数。此外，Nucleo-

fector™ 2b适用于电转 PFFs的电转程序除了 A-033

和 U-023，还有 U-012、V-013 等[10,11]。综合比较 3

种电转仪可知，Nucleofector™ 2b 虽然转染效率最高，

操作简便，但其转染试剂价格高昂，实验运行成本

较高；而 NEPA 21 对转染试剂要求不严格，以

Opti-MEM 为电转液即可获得高达 89.43%的转染效

率(图 6)，仅次于 Nucleofector™ 2b，具有明显的价

格优势。同样 ECM® 830的电转液(25% Opti-MEM

和 75% cytosalts)也容易配制，并且在对效率要求不

高的实验中，仍优于脂质体的转染效率。 

根据电转仪的工作原理将上述 3 种电转仪分为

膜转型(ECM® 830)和核转型(Nucleofector™ 2b 和

NEPA 21)，其中核转型电转仪除了转染效率较高，

细胞荧光强度也明显强于膜转型。这可能与以下两

点有关：(1)与外源 DNA 导入细胞的位置有关，因

为外源 DNA 需要克服核酸酶的降解和核膜屏障后

才能进入细胞核启动转录[13]，所以直接将外源 DNA

导入细胞核内的核转型相对容易转录和表达；(2)进

入细胞核的外源 DNA 量可能是影响外源基因瞬时

表达量的主要原因之一，故核转型电转仪细胞荧光

强度可能与导入细胞核的外源 DNA摩尔数有关。 

此外，质粒的拓扑结构也是影响 3 种电转仪转

染 PFFs主要因素之一。由图 5可知，线性化的质粒

转染效率较低，仅为超螺旋质粒的 49.11%~57.94%。

但是在宿主细胞内随机断裂的超螺旋质粒难以在基

因重组时确保外源 DNA的完整性[14,15]，而且细胞裂

解液中更稳定的线性化质粒有利于外源 DNA 同源

重组[16]，因此进一步提高线性化质粒的转染效率有

利于提高转基因阳性率。针对上述情况提出以下两

种策略：(1)脂质体包裹线性化质粒以减少空间位阻。

进入细胞的线性化质粒数目比超螺旋和开环质粒少[17]，

而且与脂质体结合后在原子力显微镜下观察发现线

性化质粒的空间结构比超螺旋和开环质粒大 [18]，这

可能是由于空间位阻较大而难以进入细胞，最终影

响线性化质粒的转染效率。Von 等[18]研究表明，提

高线性化质粒的脂质体包裹程度可提高转染效率；

(2)改变转染方式，如电转、Effectene、Lipofectamine 

2000等组合转染。潘俊杰等[19]研究表明，组合转染

如电转与 Effectene、电转与 Lipofectamine 2000分别

提高 18.36%和 34.48%的电转效率。 
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