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·基础研究·
壳聚糖携载质粒纳米微球体外转染兔关节软骨细胞的实验研究 *
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摘要 目的：研究携载质粒的不同分子量的壳聚糖纳米微球的包裹率和保护 DNA的能力，镜下观察其大小和形态，观察其对原代
兔关节软骨细胞的转染效率。方法：利用酶消化法消化 3周龄新西兰大白兔的关节软骨，贴壁培养原代兔关节软骨细胞。购买相
对分子量在 5K和 800K之间的八种壳聚糖，利用表达增强型绿色荧光蛋白的质粒(pEGFP)作报告基因，通过复合凝聚法制备壳
聚糖 -质粒纳米微球。琼脂糖凝胶电泳、紫外分光光度计分析不同 N/P比值对不同分子量壳聚糖和质粒的结合能力及包封率的影
响；纳米粒度仪、透射电子显微镜和环境扫描电子显微镜考察纳米微球的粒径分布和形态；荧光显微镜观察壳聚糖纳米微球介导
pEGFP在体外培养的兔关节软骨细胞中的表达情况；流失细胞仪计算具体转染效率。结果：①N/P值为 4及 4以上时，各分子量的
壳聚糖可完全包裹质粒成球；N/P值为 2时，分子量为 5K、50K、85K仅部分包裹质粒，其余可完全包裹；N/P值为 1时，各壳聚糖
均与质粒部分包裹；N/P值为 0.25时，各壳聚糖均与质粒完全分离。②纳米粒度仪分析得出：N/P值为 4时，各分子量的壳聚糖纳
米微球的平均粒径均在 1微米以下，③透射电子显微镜和扫描电子显微镜均可观察到球形或不规则形的大小不同的微球。荧光
显微镜可大致观察到绿色荧光蛋白在软骨细胞内表达的表达情况。④流式细胞仪得出具体转染效率，分子量为 170K、250K和
800K的壳聚糖纳米微球的转染效率均高于 5K、50K和 85K的壳聚糖纳米微球，其中 800K的壳聚糖纳米微球与脂质体相当（差
异有统计学意义，P<0.05）。结论：与脂质体相比, N/P比值为 4时,相对分子量为 800k的壳聚糖纳米微球可高效转染原代培养的兔
软骨细胞，可以作为今后进一步体外、体内实验的首选转染载体。
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Research on chitosan-pEGFP nanoparticles in transfection of primary rabbit
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ABSTRACT Objective: To investigate the DNA-loading effiency and the capability of protecting the plasmid of the nanoparticles

with diffirent molecular weights, to observe their shape and size using electron microscope and to detect the transfection effiency of rab-
bit articular chondrocytes in primary culture using chitosan-pEGFP nanoparticles. Methods: The articular cartilage of 3-week old rabbit
was digested by diffirent enzymes, primary chondrocytes were cultured adherently in bottles. Eight kinds of chitosans with molecular
weights between 5k and 800k were used. Chitosan-pEGFP nanoparticles were prepared by complex coacervation process with the report
gene of plasmid expressing enhanced green florescence protein (pEGFP-C1). The DNA-loading effiency of the nanoparticles with dif-
firent molecular weights was detected by agarose gel electrophoresis and ultraviolet spectrophotometer when N/P ratio was changed. The
particle size distribution was detected by nano zetasizer, and the shape was observed under transmission electron microscope and scan-
ning electron microscopy. The expression of EGFP of CS-pDNA nanoparticle transfected chondrocytes was detected by florescence mi-
croscope,and the transfection effiencies of different CS-pDNA nanoparticles were detected by flow cytometry. Results: ①The plasmid
can be inergrated totally with chitosans of all molecular weights when the N/P ratio was 4; The plasmid can be inergrated partially with
chitosans of molecular weights of 5K, 50K and 85K.and can be inergrated totally with others when the N/P ratio was 2; The plasmid can
be inergrated partially with chitosans of all molecular weights when the N/P ratio was 1; The plasmid was totally detached with chitosans
of all molecular weights when the N/P ratio was 0.25. ② The average diameters of chitosan-pEGFP nanoparticles with all molecular
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weights were below 1μm. ③ Diffirent shapes of sphere or irregular pattern were observed by transmission electron microscope and
scanning electron microscopy. The high expression of EGFP in transfected chondrocytes could be observed under florescence micro-
scope. ④ Detected by flow cytometry, the transfection effiencies of CS-pDNA nanoparticles with molecular weights between 170k and
800k were higher than those with molecular weights between 5k and 85k significantly with P<0.05, of which the CS-pDNA nanoparticle
with molecular weight of 800k had the highest transfection effiency similar to positive control of Lipofectamine 2000. Conclusion: Com-
pared with Lipofectamine 2000, transfection efficency of rabbit articular chondrocytes was high using CS-pDNA nanoparticle with
molecular weight of 800k, which can be the first choice of the gene carrier in further transfection experiments in vivo or in vitro.

Key words: rabbit articular chondrocyte;chitosan nanoparticle; transfection
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前言

由创伤或骨性关节炎导致的软骨损伤和退变仍是临床上
无法有效解决的问题，尽管国外已有一些组织工程产品面世，
但其效果仍然不尽如人意。其中再生软骨退变是罪魁祸首[1-2]。
转基因技术似乎为我们解决这一棘手问题带来曙光。通过基因
转染，可以将可能有效阻止再生软骨退变的分子或基因转染入
体外培养的软骨细胞，试图修复缺损软骨。

基因转染技术的关键在于保证高效的转染效率，其中转染
载体的选择显得尤为重要。目前主要有病毒载体和非病毒载体
两类[3]。由于病毒载体有较强的免疫原性、潜在的感染性，因此
使用受限。作为更为安全的替代物，非病毒载体无免疫原性，靶
向性更好，更便于储存和生产。其中，多聚阳离子聚合物与脂质
体相比，有更好的生物相容性和可降解性、更小的细胞毒性、并
且更稳定[4-5]。

壳聚糖(chitosan,CS)是近年来基因转染载体的研究热点之
一。兼具一切多聚阳离子聚合物优点的壳聚糖来源于甲壳动物
的外壳，是一种纯天然、无毒、可降解和生物相容性好的多聚
糖[4, 6]。在酸性环境中，带正电荷的壳聚糖的氨基可与带负电荷
的 DNA的磷酸基相互吸引，进而形成聚合物，聚合物的表面呈
正电荷，而细胞膜的双层磷脂结构使其表面带负电荷[4-5, 7-8]。因
此，壳聚糖聚合物与带细胞膜由于静电相互吸引，当聚合物的
大小达到一定的亚细胞或亚微米级别时，可被细胞胞吞入胞。

本实验旨在制备出能高效转染体外培养的兔关节软骨细
胞的壳聚糖 -DNA纳米微球，并通过辅助仪器研究和观察微球
的各项技术指标，为今后进一步实验研究奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料
1.1.1 兔关节软骨 取自 3周龄新西兰大白兔，由西京骨科医院
全军骨科研究所动物房提供。
1.1.2 主要试剂 壳聚糖（CS，相对分子量为 5K、170K、800K，脱
乙酰度 90%）购自山东青岛金壳生物公司；壳聚糖（相对分子量
为 40K和 85K的，脱乙酰度 85%）购自浙江玉环生物公司；壳
聚糖（相对分子量为 250K的，脱乙酰度 80%）购自美国 Sigma
公司；胎牛血清、青霉素 -链霉素、非必需氨基酸购自美国 Hy-
clone公司；Ⅱ型胶原酶、DMEM-LG购自美国 Gibco公司；胰
蛋白酶购自北京科昊生物技术公司；DNase Ⅰ购自日本
TaKaRa公司；脂质体 2000购自美国 Invitrogen；壳聚糖酶、溶

菌酶、HEPES、MES购自美国 Sigma公司；表达增强型绿色荧
光蛋白的质粒 C1（pEGFP- C1）、DH5α大肠杆菌由第四军医
大学神经生物教研室邓斌硕士馈赠；其余试剂为分析纯。
1.1.2 主要仪器 低温高速离心机（Sigma，美国）；相差倒置显微
镜(Leica，德国)；WH-2涡旋振荡器(金坛，浙江金华)；TE2000-E
倒置荧光显微镜(Nikon Eclipse，日本)；二氧化碳孵箱（Heraeus，
德国）；JSM-6700 冷场发射扫描电子显微镜 (日本电子 )；
JEM-2100超高分辨率透射电镜（日本电子）；Zetasizer纳米粒
度分析仪（Malvern，英国）；CCK-8 试剂盒（Dojindo Laborato-
ries，日本）；Elite 流式细胞仪（Beckman Coulter，美国）；MK-3
Wellcan全自动酶标仪（Labsystems Dragon，芬兰）；质粒中提试
剂盒（Promega，美国）；紫外凝胶成像系统(Bio-Rad，美国)
1.2 方法
1.2.1 pEGFP-C1 的转化、扩增、提纯和鉴定 pEGFP- C1 转化
于 DH5α大肠杆菌内，按试剂盒说明书步骤扩增、提纯，用
0.8%琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计(A260/A280)鉴定，并
根据 260nm的吸光值计算质粒浓度。
1.2.2 壳聚糖 -pDNA纳米微球的制备利用复合凝聚法 [9] 不同
相对分子量的壳聚糖均分别溶解于缓慢加热的 1%乙酸溶液，
待完全溶解后用 NaOH调节 pH值到 5.5，再将溶液稀释到壳
聚糖浓度为 0.02%（w/v），乙酸浓度为 5 mmoL/L，并 0.22 μm
滤器过滤。pEGFP- C1溶解于 5mmoL/L Na2SO4中浓度为 100
μg/ml。将等体积的壳聚糖和 pDNA溶液分别加热至 55℃后
迅速混合，最大转速涡旋 30 s后静止 30 min，即得 N/P=4的
CS-pDNA纳米微球。不需其他处理即可进行检测和进一步实
验。
1.2.3 凝胶电泳阻滞实验 凝胶电泳阻滞实验检测 CS-pDNA
纳米微球的形成情况，以及纳米微球抵抗 DNA酶和壳聚糖酶
的能力[4, 8]。保持质粒 DNA（plasmid DNA，pDNA）浓度，将不同
分子量的 CS与 pDNA之间的 N/P值调为 4、2、1、0.5和 0.25，
成球后在的经 EB染色的 0.8%琼脂糖凝胶上，80V电压下，缓
冲液为 TAE，电泳 45 min。紫外凝胶成像仪观察并照相。另取
N/P值为 4的不同分子量的 CS-pDNA微球各 16μL，均与 5
μL浓度为 10μg/ml的 DNaseⅠ在 37℃下反应 30 min，加碘
乙酸终止反应后，再加入 10 mg/L壳聚糖酶和 3 mg/L溶菌酶
5μL，在 37℃下反应 12h，最后在经 EB染色的 0.8%琼脂糖凝
胶上，80V电压，电泳 45min。紫外凝胶成像仪观察并照相。
1.2.4 壳聚糖 -pDNA纳米微球粒径和包裹率的检测 Zetasizer
纳米力度分析仪测定微球粒径，连续测试 3次，取平均值。将制
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备好的微球置于高速离心机（4℃，10000转），紫外分光光度计
测定上清液中 pDNA的含量。根据公式：包裹率(%)=(W总 -W
上清)/W总×100% (其中W总为总的 pDNA量,W上清为上清
液中的 pDNA量)，计算纳米微球的 DNA包裹率[10]。
1.2.5透射电子显微镜、扫描电子显微镜观察微球形态 10μL
体积 CS-pDNA纳米微球悬液滴于铜网支持膜上，5min后多余
的液体用滤纸吸处，待铜网晾干后，样品置于 JEM-2100超高
分辨率透射电镜，于 100KV工作电压下观察并照相。10μL体
积 CS-pDNA纳米微球悬液滴于锡箔纸上，待液体晾干后置于
JSM-6700冷场发射扫描电子显微镜下观察并照相，工作电压
为 5KV。
1.2.6 兔关节软骨细胞体外分离和原代培养 将兔髋、膝关节软
骨面切成 1 mm3大小后，用 PBS缓冲液冲洗至洁净并移入离
心管内。加 5倍体积的 0.25%胰蛋白酶消化 1h后更换成 0.25%
Ⅱ型胶原酶，每隔 4h收集一次上清液，离心后 PBS洗涤沉淀
的细胞、接种入培养瓶。37℃、5% CO2细胞培养箱内培养。
1.2.7 体外转染实验 培养瓶内的原代软骨细胞用胰酶消化后，
按 5×104个细胞 / 孔接种入 24 孔板，每孔添加 500 μL含
10%血清的 DMEM培养液，37℃、5% CO2培养 24h 后软骨细
胞生长达 50-70%，更换培养液为含有 CS-pDNA纳米微球的
DMEM，总体积为 500μL。脂质体 2000作为阳性对照，细胞未
接受转染的空白组为阴性对照，每组设 3个复孔。37℃、5%

CO2培养 4h后更换脂质体组的培养液，6-8h后更换其余实验
组的培养液。
1.2.8 转染效果和效率的观察 转染完成后，荧光显微镜下观察
并照相。随后利用胰酶消化、制造细胞悬液，利用流式细胞仪计
数 10000个细胞，激发波长为 488 nm，荧光发射波长为 525
nm，通过荧光通道 1（FL1），并计数荧光细胞的百分比。
1.2.9 统计学分析 采用 SPSS18统计软件包进行分析。数据以
均数±标准差表示，组间比较采用单因素方差分析和 t检验，
P<0.05为有统计学意义。

2 结果

2.1 壳聚糖 -pDNA纳米微球的形成及其理化性质
通过复合冷凝聚法 [4]，制作出不同 N/P比值的 CS-pDNA

纳米微球，通过观察其理化性质，凝胶阻滞电泳可以大致看出
两种成分的结合情况。图 1、2显示的是不同分子量的 CS与
pDNA在不同 N/P时的成球情况，可见：N/P值为 4及 4以上
时，各分子量的壳聚糖可完全包裹质粒成球，停留于点样孔内；
N/P值为 2时，分子量为 5K、50K、85K仅部分包裹质粒，部分
质粒可跑出电泳条带，其余分子量的 CS-pDNA微球可完全包
裹；N/P值为 1时，各壳聚糖均仅部分包裹质粒，均有质粒条带
跑出；N/P值为 0.25时，各壳聚糖均与质粒完全分离，各点样孔
内均不可见样品。

图 1包裹率的观察。固定质粒含量，调整壳聚糖溶液浓度。1号孔为 DNAmarker（DL2000，各条带大小已标出，单位 /bp），2号孔为裸质粒 C1，
3-8号孔内为 N/P=2/1时由小到大各分子量的纳米微球,9-14号孔内为 N/P=4/1时由小到大各分子量的纳米微球

Fig. 1 the obersavation of the binding efficiency of the nanoparticles when the concentration of the plasmid was fixed while changing the concentration of
the chitosan solution. The DNAmarker was located in the first hole, the blank plasmid was located in the second hole, 3rd -8th represent the nanoparticles

when the N/P ratio is 2/1, 9th -14th represent the nanoparticles when the N/P ratio is 5/1

图 2 1号孔内为 DNAmarker（DL2000，各条带大小已标出，单位 /bp），2号孔内为空白质粒 C1，3-8号孔内为 N/P=1/4时由小到大各分子量的纳米
微球,9-14号孔内为 N/P=1/2时由小到大各分子量的纳米微球，15-20号孔内为 N/P=1/1时由小到大各分子量的纳米微球

Fig. 2 The DNAmarker was located in the first hole, the blank plasmid was located in the second hole, 3rd -8th represent the nanoparticles when N/P ratio
is 1/4,9th -14th represent the nanoparticles when N/P ratio is 1/2,15th -20th represent the nanoparticles when N/P ratio is 1/1
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经 Zetasizer纳米力度分析仪测量，紫外分光光度计测量计
算，各分子量 CS-pDNA纳米微球在 N/P值为 4时的平均粒径
及 pDNA 包裹率见表 1，再次证实了电泳结果。为了检测
CS-pDNA纳米微球是否能抵抗体内各种酶类的干扰，顺利将
DNA递送到细胞内，我们设计了 DNA酶 -壳聚糖酶序贯消化
法[8]，即先用 DNA酶消化样品、以期消化分解掉未被纳米微球

包裹的游离 DNA，此时行凝胶电泳观察，结果见图 3左，可见
点样孔内的样品依然存在，并未被消化；再用壳聚糖酶消化，使
纳米微球内被包裹的 DNA游离，最后凝胶电泳分析，结果见图
3右。可见当 N/P=4时，所有分子量的 CS-pDNA纳米微球均能
有效包裹 DNA，并保证其完整性。

表 1 各 CS-pDNA纳米微球在 N/P值为 4时的平均粒径及pDNA包裹率
Table 1 the average diameters and binding efficency of CS-pDNA nanoparticles with different molecular weights when N/P=4

Molecular Weight/dalton 5k 40k 85k 170k 250k 800k

Average Diameter/nm 654.4±142.3 457.6±57 430.4±68.9 306±158. 4 254.4±58.2 445.2±86. 5

Binding Effiency/% 90.3±2.4 92.5±0.8 94.3±1.2 95.2±2.2 93.5±1.7 95.8±1.5

图 3纳米微球保护 pDNA的能力的观察。第 1孔内为 DNAmarker（DL2000，各条带大小已标出，单位 /bp），第 2孔内为空白质粒 C1，分子量 5k、
40k、85k、170k、250k和 800k的 CS-pDNA纳米微球接受 DNA酶消化后的结果为 3-8孔，被 DNA酶消化后再接受壳聚糖酶消化的结果为 9-14

孔
Fig. 3 the obersavation of the capability of the nanoparticles protecting the plasmid. The DNAmarker was located in the first hole, the blank plasmid was
located in the second hole, the CS-pDNA nanoparticles with the molecular weights of 5k,40k,85k,170k,250k and 800k after digested by the DNase was

located in 3rd -8th hole one by one. After digested by the chitosanase,the CS-pDNA nanoparticles digested by the DNase with the same molecular weights
was located in 9th -14th hole one by one.

图 4 FEI QUANTA200超高分辨率透射电镜，箭头所指为壳聚糖纳米

微球
Fig. 4 the image of the high resolution transmission electron microscope of

FEI QUANTA200,and the CS-pDNA nanoparticle was pointed by the

black arrow.

图 4显示的是透射电子显微镜观察到的 CS-pDNA纳米微
球的形态，可见粒径大小约为 400 nm的球形微球。由于，不同
分子量、不同 N/P比值的 CS-pDNA纳米微球的形态类似，故
仅挑选其中一张分子量为 85K的 CS-pDNA纳米微球展示。图

5 显示的是扫描电子显微镜观察到的分子量为 800K 的
CS-pDNA微球形态，可见数个粒径在 200到 500 nm之间的微
球散在分布。

图 5 JSM-6700冷场发射扫描电子显微镜，箭头所指为壳聚糖纳米微球
Fig. 5 the image of scanning electron microscopy JSM-6700 with cold

field emission, and the CS-pDNA nanoparticle was pointed by the black

arrow
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2.2 壳聚糖 -pDNA纳米微球转染原代兔关节软骨细胞
图 6显示的是分子量为 800K的 CS-pDNA微球转染兔软

骨细胞 48h后的表达情况，pEGFP-C1转染入细胞后表达出的
绿色荧光蛋白清晰可见。本实验进行了 N/P比值为 4时，转染
试剂 pH值为 7和 6.5时，由 5K到 800K六个不同分子量的
CS-pDNA纳米微球转染细胞的实验。图 7显示了转染试剂 pH
值为 7和 6.5时，流式细胞仪分析的转染结果，可以看到，pH
值为 7时，5K、40K、85K的 CS-pDNA纳米微球的转染效率均
大致相当，在相对较低的水平，其组间无统计学差异；而 170K、
250K和 800K的转染效率处在较高水平，其中分子量最大的
800K的 CS-pDNA纳米微球的转染效率最高，与 170K、250K
组有统计学差异（P＜0.05），170K、250K组间无统计学差异；另
外，800K组与脂质体 2000的转染效率相当，两者间无统计学
差异。pH值为 6.5时，流式细胞仪分析的转染结果，其趋势大致
与 pH值为 7时的相当，但各组的转染效率均有所下降，且各
组差异均有统计学意义（P＜0.05）。

3 讨论

影响转染效率的因素有多方面，包括细胞类型、转染试剂
的 pH值、有无血清、壳聚糖分子量的大小、DNA浓度等等[9,12-13]。
Zhao X [9]认为，分子量为 800的 CS-pDNA纳米微球在 N/P值
1.2以上时，pDNA即可完全被包裹在微球内，他们制作出的微
球大小范围在 150-300 nm之间。Kiang T[11]等人则研究了脱乙
酰度对分子量为 390K的 CS与 pDNA成球的影响，发现脱乙
酰度分别为 90%、70%和 62%的 CS与 pDNA完全成球时所需

的 N/P比值分别为 3.3：1、5：1和 9：1。我们的实验中 N/P小于
等于 1时，各分子量的纳米微球都出现较大程度的分离，得出
的结论与 Zhao X的有所出入。

虽然以往的研究表明血清有抑制脂质体转染的作用，但此
后的实验则说明血清对壳聚糖微球的转染有促进作用，而含有
10%的血清可模拟人体内的生理环境，促进微球转染[3-4, 9, 14]，因
此我们的实验中使用的 DMEM培养基和转染试剂均含有 10%
血清。

Zhao X[9]在 pH=6.8和 7.2，用 800K的 CS-pDNA纳米微球
达到了 50%的转染效率。而 Sato T[14]则认为 pH=6.9时的转染
效率比 7.6时高出许多。Nimesh S[12]用 10K的 CS-pDNA纳米
微球，发现的转染新方法认为，在微球转染细胞阶段将转染试
剂定在 pH=6.5，之后的表达阶段更换 pH=7.4的培养液，会得
到最佳转染效果。他们认为 pH=6.5时，CS-pDNA纳米微球的
表面正电荷最大，与细胞之间的吸附力最强，而 pH=7.4时转染
试剂的 pH值更接近生理状态、细胞毒性最小。本实验选择转染
试剂的 pH为 6.5和 7.0进行转染，结果与 Zhao X类似，pH=7.0
时的转染效率比 6.5时高，但与 Nimesh S所说的转染试剂 pH
为 6.5时可得较高的转染效率略有不同。

另一个影响转染效率的主要因素是壳聚糖的理化性质，最
主要的有两方面：壳聚糖的相对分子量和脱乙酰度。Huang M[8]

研究了相对分子量 10-213k、脱乙酰度 46-88%的 CS-pDNA纳
米微球对细胞转染的综合影响，认为脱乙酰度 88%、分子量
213K的 CS-pDNA纳米微球的转染效率最高，而同样分子量、
脱乙酰度 46%所得出的转染效率最低。Sato T[14]则认为 15K和
52K的 CS-pDNA纳米微球的转染效率比 100K的高出许多，
不过在他们的实验中，不同细胞类型产生的转染结果也略有不
同。Zhao X[9]在比较了六种分子量的 CS-pDNA纳米微球的转
染效率后认为，较之其他，85K和 800K的可产生显著较高的转
染效率。张淑芸[15]比较了 5K、173K和 425K的壳聚糖微球的转
染效率后，认为 5K的 CS-pDNA纳米微球可获得高达 30%的
转染效率，明显高于其他。Ishii T[3]则认为 40K和 84K的壳聚糖
纳米微球具有较高的转染效率。Morris VB [16] 用 50K 的
CS-pDNA纳米微球, 在 N/P比值为 5、pH=6.5时转染率较高。
Lavertu M[17]对壳聚糖的分子量和脱乙酰度进行综合考量，研究
了脱乙酰度为 98%、92%、80%和 72%、相对分子量为 150、80、
40和 10K、N/P =5和 10、pH=6.5和 7.1时的共 64种成球情况。
发现当 pH=6.5时，分子量 10K、脱乙酰度 92%、N/P比值为 5
和分子量 10K、脱乙酰度 80%、N/P比值为 10时，CS-pDNA纳
米微球均可获得与阳性对照最大转染效率相当的转染效率。本
实验就是基于以往的实验结果来选择壳聚糖的相对分子量，所
得结果却与前人的出入很大，在他人实验中得出较高转染效率
的 40K和 84K的壳聚糖纳米微球在我们的实验中却表现欠
佳，只有 800K的可产生显著高的转染效率，并与脂质体相当。
由 Huang M的实验结果可知，脱乙酰度选择在 90%显然最有
利于转染。此外，不同细胞对转染效率的影响也不容忽视，以往
只有 Zhao X[9]和 Zhang X[13]使用的是兔关节软骨细胞，前者得
出的转染效率高达 50%，而后者则只有 10%，本实验中最高的
转染效率介于两者之间。

图 6纳米微球转染后表达绿色荧光蛋白的软骨细胞，24孔板(300×)

Fig. 6 The expression of EGFP of CS-pDNA nanoparticle transfected

chondrocytes in 24-well plate(300×)

图 7流式细胞仪分析的转染效率的对比，1-6分别代表由 5k到 800k

六种分子量 CS-pDNA纳米微球，7代表 LP2000

Fig. 7 the transfection effiency of different CS-pDNA nanoparticles

detected by flow cytometry,1st -6th represent CS-pDNA nanoparticles with

the molecular weights of 5k,40k,85k,170k,250k and 800k,7th represent

LP2000
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4 结论

由此可知，分子量范围在 5K与 800K之间的壳聚糖均能
与质粒形成纳米微球，并可有效转染兔关节软骨细胞。与其他
分子量的 CS-pDNA纳米微球相比，N/P比值为 4时，相对分子
量为 800K、脱乙酰度 90%的壳聚糖与质粒形成的纳米微球能
较高效的转染原代培养的兔关节软骨细胞，转染效率与脂质体
2000相当，达到了我们的实验目的，可以作为今后进一步体
外、体内实验的首选转染载体。
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