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摇 摇 咱摘要暂 摇 目的摇 评价阴离子脂质体原阳离子脂质体复合物介导质粒转移至 匀藻责郧圆 肝癌细胞中及其毒副作用遥 方法摇
制备携载表达绿色荧光蛋白质粒的阳离子脂质体袁与阴离子脂质体形成复合物遥 测定脂质体复合物的 扎藻贼葬 电位袁凝胶阻滞

实验考察质粒包封情况袁流式细胞仪测量各阴离子脂质体原阳离子脂质体复合物的转染效率袁酝栽栽 法检测细胞毒性遥 结果

摇 复合物能完全包裹质粒袁其 扎藻贼葬 电位低于阳离子脂质体 扎藻贼葬 电位曰脂质体复合物介导的转染效率略低于阳离子脂质体袁
其细胞生存率高于阳离子脂质体遥 结论摇 阴离子脂质体原阳离子脂质体复合物在降低细胞毒性的同时袁可实现对 匀藻责郧圆
细胞较高的转染效率遥
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摇 摇 作为非病毒基因载体之一袁阳离子脂质体由于

其较高的基因携载能力和细胞摄取率而受到青睐遥
但由于阳离子脂质体表面带有大量正电荷袁血循环

中容易与体环境中的聚阴离子发生反应袁从而引起

较大的细胞毒性 咱员 耀 猿暂 遥 本实验尝试利用包封质粒

渊责造葬泽皂蚤凿袁 责阅晕粤冤的阳离子脂质体与阴离子脂质体

形成复合物袁转染 匀藻责郧圆 细胞咱源暂 袁考察细胞毒性袁从
而为双脂质体复合物用于基因治疗奠定实验基础遥
员摇 材料与仪器

员援 员摇 实验材料 摇 猿茁鄄咱晕鄄渊晕忆袁晕忆鄄二甲氨基乙基冤暂
氨甲酰基鄄胆固醇渊阅悦鄄悦澡燥造冤渊美国 粤增葬灶贼蚤 孕燥造葬则 蕴蚤责鄄
蚤凿泽 公司冤袁二油酰磷脂酰乙醇胺渊阅韵孕耘冤 渊德国 蕴蚤鄄
责燥蚤凿 公司冤袁胆甾醇半琥珀酸酯渊悦匀耘酝杂冤渊美国 杂蚤早鄄
皂葬 公司冤袁无血清培养基 酝耘酝 渊美国 匀赠糟造燥灶藻 公

司冤袁磷酸盐缓冲液渊孕月杂冤 渊美国 匀赠糟造燥灶藻 公司冤袁胎
牛血清渊美国 郧陨月悦韵 公司冤袁源鄄羟乙基哌嗪乙磺酸

渊匀耘孕耘杂冤粉末渊美国 杂蚤早皂葬 公司冤袁责郧孕匀员 辕 郧云孕 辕 晕藻燥
质粒渊上海吉玛制药冤袁匀藻责郧圆 细胞渊中科院上海生

命科学研究院细胞资源中心冤遥
员援 圆摇 仪器摇 砸 系列旋转蒸发器渊上海申生科技有限

公司冤袁蕴云鄄员 薄膜挤出器渊加拿大 粤增藻泽贼蚤灶 公司冤袁在藻鄄
贼葬 杂蚤扎藻则 晕葬灶燥 在杂 激光粒度分析仪渊英国 酝葬造增藻则灶 公

司冤袁载宰鄄愿园 型涡旋混合器渊上海第一医学仪器厂冤袁
云粤员园园源 万分之一天平渊上海天平仪器厂冤袁凝胶成

像仪渊上海复日科技有限公司冤遥
员摇 方法

圆援 员摇 阳离子脂质体制备摇 精密称取适量脂质体膜

材料渊猿茁鄄咱晕鄄渊晕忆袁晕忆鄄二甲氨基乙基冤暂氨甲酰基鄄胆
固醇尧二油酰磷脂酰乙醇胺冤袁按摩尔比 员员 混合

后溶于适量氯仿中袁将该溶液加入到梨形烧瓶袁充氮

气 猿 次袁减压旋蒸 员圆 澡 除去氯仿袁得到干燥脂质薄
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膜遥 加入一定体积的 源鄄羟乙基哌嗪乙磺酸缓冲液

渊圆园 皂酝袁责匀苑援 源冤袁缓缓震摇袁将脂质薄膜从瓶壁洗

下袁得到脂质体混悬液袁使充分水合后袁通过薄膜挤

出器分别通过 源园园尧圆园园尧员园园 灶皂 聚碳酸酯膜袁各 员园
遍袁即得阳离子脂质体遥
圆援 圆摇 阴离子脂质体制备摇 精密称取适量脂质体膜

材料渊胆甾醇半琥珀酸酯尧二油酰磷脂酰乙醇胺冤袁
按摩尔比 源远 混合后溶于适量氯仿中袁将该溶液加

入到梨形烧瓶袁充氮气 猿 次袁减压旋蒸除去氯仿袁真
空维持 员圆 澡袁得到干燥的脂质薄膜袁加入以一定体积

的 圆园 皂酝匀耘孕耘杂 缓冲液渊责匀苑援 源冤袁缓缓震摇袁将脂

质薄膜从瓶壁洗下袁得到脂质体混悬液袁使充分水合

后袁通过薄膜挤出器分别通过 源园园尧圆园园尧员园园 灶皂 聚碳

酸酯膜袁各 员园 遍袁即得阴离子脂质体遥
圆援 猿摇 责阅晕粤 辕 阳离子脂质体的制备摇 取 员 滋早 质粒用

匀耘孕耘杂 缓冲液稀释至 圆园 滋造袁静置 缘 皂蚤灶遥 取一定体

积的阳离子脂质体袁用缓冲液稀释至 圆园 滋造袁静置 缘
皂蚤灶遥 然后两者混合袁静置 圆缘 皂蚤灶 按材料中正电荷

与质粒负电荷比为 源渊灶 辕 责 越 源冤的要求制备 责阅晕粤 辕
阳离子脂质体遥
圆援 源摇 阴离子脂质体原阳离子脂质体复合物的制备

摇 取一定体积阴离子脂质体袁用 匀耘孕耘杂 缓冲液稀释

至 圆园 滋造袁与野圆援 猿冶中制备的 责阅晕粤 辕 阳离子脂质体涡

旋滴加复合袁静置 圆缘 皂蚤灶遥 按照不同正负电荷比

渊垣 辕 原 越员 辕 园援 缘袁 员 辕 员袁 员 辕 员援 缘袁 员 辕 圆袁 员 辕 圆援 缘袁 员 辕 猿冤的要

求袁制备阴离子脂质体鄄阳离子脂质体复合物遥
圆援 缘摇 复合物的表征 摇 取 员园 滋造 正负电荷比为 员 辕 员
的复合物于云母片上袁在扫描频率为 员 匀扎袁扫描范

围为 圆援 缘 滋皂伊圆援 缘 滋皂 的条件下进行原子力扫描袁观
察复合物形态特征遥
圆 援 远 摇 凝胶阻滞实验 摇 称取适量琼脂糖袁加入约

员园园 皂造 电泳缓冲液袁加热溶解袁配制 员援 园豫 琼脂糖

凝胶溶液袁室温冷却至约 远园 益 袁加入 缘 滋造 溴化乙

锭溶液 渊缘园园 滋早 辕 皂造冤 插入 阅晕粤 染色袁灌胶遥 将

野圆郾 源冶中制备的复合物加入孔道中袁在缓冲液中以

愿园 灾 电压泳动 缘园 皂蚤灶 后袁用全自动紫外与可见分

析装置进行观察遥
圆援 苑摇 复合物 扎藻贼葬 电位测定摇 分别取野圆援 源冶中制备

的复合物 缘园 滋造 用去离子水稀释至 员 皂造 后加入样品

池进行测量袁每个样品重复测量 猿 次遥
圆援 愿摇 细胞转染摇 取肝癌 匀藻责郧圆 细胞在含有 员园豫胎

牛血清尧非必需氨基酸的培养液中连续培养渊缘豫
悦韵圆尧猿苑 益培养箱冤遥 取对数生长期细胞袁胰酶消化

后用 酝耘酝 培养基稀释袁按每孔 圆伊员园缘 个细胞接种

于 圆源 孔培养板袁孵箱内渊缘豫 悦韵圆尧猿苑 益培养箱冤预

培养 圆源 澡遥 细胞培养 圆源 澡 后袁弃去培养基袁将野圆援 源冶

中制备的复合物依次加入培养孔中袁猿苑 益孵育 缘 耀 远
澡 后袁吸去培养基袁用 孕月杂 洗两遍后每孔加入等体积

含血清培养基遥 培养 源愿 澡 后用胰蛋白酶消化成单

细胞袁重悬于 孕月杂 中袁流式细胞仪检测 郧云孕 阳性细

胞的百分率遥
圆援 怨摇 细胞毒性实验摇 细胞培养 圆源 澡 后袁将野圆援 源冶中
制备的复合物加入 怨远 板孔中袁缘豫 悦韵圆袁猿苑 益条件下

连续培养 源愿 澡遥 每孔加入 圆园 滋造 溴化四唑蓝渊酝栽栽冤
溶液渊缘 皂早 辕 皂造袁即园援 缘豫酝栽栽冤袁继续培养源 澡遥 终止培

养袁小心吸去孔内培养液遥 每孔加入员缘园 滋造 二甲基亚

砜袁置摇床上低速振荡 员园 皂蚤灶袁使结晶物充分溶解遥
在酶联免疫 韵阅源怨园 灶皂 处测量各孔的吸光值遥 每组

设复孔 猿 个遥
猿摇 结果

猿 援 员摇 复合物 扎藻贼葬 电位摇 扎藻贼葬 电位可以用来衡量微

粒体系表面带电情况袁阴离子脂质体原阳离子脂质

体复合物的 扎藻贼葬 电位明显低于阳离子脂质体的 扎藻鄄
贼葬 电位袁说明阴离子脂质体的加入能有效降低复

合物的表面电位遥 刚加入阴离子脂质体时袁其复

合物 扎藻贼葬 电位下降趋势明显曰随着阴离子脂质体

加入量不断越多袁其复合物 扎藻贼葬 电位下降趋势平

缓遥 结果见图 员遥

图 员摇 不同处方复合物的 扎藻贼葬 电位

猿援 圆摇 原子力扫描图摇 从图 圆 可看出复合物呈圆球

形袁粒径在 圆园园 耀 猿园园 灶皂遥

图 圆摇 复合物的原子力扫描图
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猿援 猿摇 质粒包封情况摇 阳离子脂质体能中和核酸的

负电荷袁因此当阳离子脂质体 辕 阅晕粤 复合物形成后袁
核酸在琼脂糖凝胶中的泳动能力大大减少甚至丧

失袁在紫外灯下无法观察到白色亮条带遥 阴离子脂

质体原阳离子脂质体复合物的质粒包封情况见图 猿遥
由图 猿 可知袁未被载体包裹的裸质粒 阅晕粤 在紫外灯

下可见白色亮条带袁仅被阳离子脂质体包裹的质粒

阅晕粤 未见白色亮条带袁而被不同阴离子脂质体原阳
离子脂质体复合物包裹的质粒 阅晕粤 也均未见白色

条带遥 说明与阳离子脂质体一样袁阴离子脂质体原
阳离子脂质体复合物可以将质粒完全包裹遥

图 猿摇 不同比例复合物的质粒包封情况
员鄄标记物曰圆鄄裸 阅晕粤 曰猿鄄阳离子脂质体 辕 责阅晕粤渊灶 辕 责 越源冤曰

源 耀 怨鄄阴离子脂质体与质粒 辕阳离子脂质体的复合物渊灶 辕 责 越源冤袁
正负电荷比分别为 员 辕 园援 缘袁员 辕 员袁员 辕 员援 缘袁员 辕 圆袁员 辕 圆援 缘袁员 辕 猿遥

猿援 源摇 转染效率测定摇 转染效率高低是衡量基因载

体的重要指标之一袁良好的基因载体应具有较高的

转染效率遥 如图 源 所示袁复合物的转染效率均没有

阳离子脂质体渊电荷比渊垣 辕 原冤越 员 辕 园冤转染效率高袁其
中正负电荷比为 员 辕 园援 缘 的复合物转染效率与阳离子

脂质体的转染效率 接近曰随着复合物中阴离子脂

质体比例的增加袁转染效率呈下降趋势袁表明阴离子

脂质体的加入对转染效率有一定影响遥

图 源摇 不同处方复合物的转染效率

猿援 缘摇 细胞毒性实验摇 理想的基因载体除了要有较

高的转染效率外袁还应具有良好的生物相容性袁对细

胞的毒性相对较低遥 如果载体的细胞毒性过大袁就
可能会降低其转染效率袁从而影响目的基因的表达遥
如图 缘 所示袁复合物的细胞毒性均小于阳离子脂质

体渊电荷比渊垣 辕 原冤 越 员 辕 园冤的细胞毒性袁说明阴离子

脂质体的加入能一定程度上降低细胞毒性曰复合物

正负电荷比为 员 辕 员援 缘 耀 员 辕 圆援 园 范围时袁细胞成活率

高曰随着阴离子脂质体的加入量不断增大袁其细胞成

活率呈下降趋势遥

图 缘摇 不同处方复合物的细胞生存率

源摇 讨论

阳离子是目前公认的转染效率较高的非病毒载

体之一袁而且由于其表面带有大量正电荷袁因此产生

较大的细胞毒性遥 本实验在阳离子脂质体中加入一

定量的阴离子脂质体袁有效降低了阳离子脂质体表

面电荷量遥 通过凝胶阻滞实验发现袁阴离子的加入

并没有影响阳离子脂质体对质粒的携载能力袁质粒

仍完全包封在阳离子脂质体中遥
实验结果显示阴离子脂质体对阳离子脂质体的

转染效率有一定降低作用袁这是由于复合物的表面

电荷没有单纯阳离子脂质体的高袁影响了粒子与细

胞膜的结合能力咱缘暂 袁从而降低了转染效率遥 但是袁
正是由于复合物表面的低电荷袁使得其细胞毒性小

于阳离子脂质体曰当然袁阴离子脂质体本身也会产生

一定的细胞毒性袁因此袁复合物正负电荷比在某一范

围时呈现出 小的细胞毒性袁随着阴离子脂质体比

例继续增加袁复合物的毒性增大遥
本实验结果还表明袁与阴离子脂质体复合后使

阳离子脂质体的细胞毒性降低袁同时双脂质体复合

物能保持质粒的包封以及对 匀藻责郧圆 肝癌细胞的转

染袁为阳离子结构改造提供新的可行性遥
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表 圆摇 咖啡因含量测定的回收率实验结果

加入量
渊皂早冤

基底值
渊皂早冤

测得量
渊皂早冤

回收率
渊豫 冤

平均回收
率渊豫 冤

砸杂阅
渊豫 冤

愿园豫 员怨援 愿 圆苑援 苑远 源苑援 苑怨 员园员援 员愿
员怨援 愿 圆苑援 苑远 源苑援 怨员 员园员援 苑苑
员怨援 愿 圆苑援 苑远 源远援 怨远 怨远援 怨愿

员园园豫 圆缘援 怨 圆远援 源猿 缘员援 园远 怨缘援 园愿
圆缘援 怨 圆远援 源猿 缘员援 苑远 怨苑援 愿园 怨愿援 源员 圆援 园远
圆缘援 怨 圆远援 源猿 缘圆援 园员 怨愿援 苑缘

员圆园豫 猿园援 员 圆远援 愿猿 缘远援 圆怨 怨苑援 愿愿
猿园援 员 圆远援 愿猿 缘远援 猿员 怨苑援 怨远
猿园援 员 圆远援 愿猿 缘远援 源猿 怨愿援 猿猿

表 猿摇 咖啡因含量测定稳定性实验结果

间隔时间渊澡冤 峰面积 平均值渊峰面积冤 砸杂阅渊豫 冤
园 远 苑怨远 苑愿缘
圆 远 猿怨圆 愿源愿
源 远 猿源圆 圆员愿 远 源远圆 源苑怨 圆援 怨圆
远 远 猿苑缘 员员苑
愿 远 源园缘 源圆愿

圆援 猿援 远摇 样品的含量测定 摇 淤供试品溶液制备院取
本品 愿 片袁剪碎混匀袁精密称取适量渊约相当于咖啡

因 圆缘 皂早冤袁于 员园园 皂造 锥形瓶中袁加入 圆缘 皂造 热水渊温
度为 怨园 益冤袁摇匀后立即放入沸水浴中 员 澡袁然后趁

热过滤袁残渣用少量热水冲洗 圆 耀 猿 次后遥 待溶液冷

却后一并滤入至 员园园 皂造 的容量瓶中袁用蒸馏水稀释

至刻度袁摇匀备用遥 于对照品溶液制备院精密称取常

温减压干燥至恒重的咖啡因对照品 缘园 皂早袁置于 圆缘园
皂造 量瓶中袁用蒸馏水溶解并稀释至刻度袁摇匀曰即得

每 员 皂造 含 园援 圆 皂早 咖啡因的对照品溶液遥 分别取供

试品溶液和对照品溶液各 圆园 滋造袁注入高效液相色谱

仪袁记录色谱图袁按外标一点法计算供试品中咖啡因

的含量遥
猿 批样品的含量测定结果分别为标示量的

员园园郾 愿苑豫 袁员园猿援 猿苑豫 袁员园员援 源缘豫 袁结果表明本研究制

备的 猿 批咖啡因口香糖样品含量符合规定遥

猿摇 结论

猿援 员摇 军人面临许多增加不眠的情况袁包括院站岗尧展
开相关的活动尧在紧急情况时的空运尧雷达和声纳监

测尧潜水艇值班和战斗袁这些任务的表现受到长期不

能睡觉的影响袁在这些情况之下袁个人必须表现出复

杂的认知能力遥 大量的研究表明咖啡因能够改善睡

眠剥夺的症状尧增强认知表现袁增强工作的准确度尧
减少听觉和视觉不眠症的药效存在剂量依赖性袁而
且袁还能显著增强活力和减少疲倦尧低落和敌意遥 我

军有必要借鉴美军军队营养研究委员会渊悦酝晕砸冤的
科学结论袁在执行长时间任务时使用咖啡因制剂遥
鉴于国人的饮食习惯中袁咖啡因采用食品形式摄取

不易实现袁口香糖形式的给药方式较为可行遥
猿援 圆摇 采用沸水浴条件下加热提取 员 澡 来提取口香

糖中的咖啡因袁相比超声提取和超声后再浸泡提取

而言袁操作简单易行袁提取完全袁耗时短遥 并参照美

国药典袁使用 匀孕蕴悦 法对咖啡因的有关物质和含量

测定袁该方法分离效果好袁灵敏度和准确度均较高袁
适用于口香糖中咖啡因含量的测定遥
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