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摘要：【背景】随着生物技术发展，研究的生理机制和生物功能日益复杂，提高大载体的转染效率对多基因

共表达系统、基因编辑技术、转基因育种等具有重要的意义。在转基因育种中，使用的转基因载体相对较大，

而且转基因动物的制备效率也与供体细胞猪胎儿成纤维（porcine Fetal Fibroblasts，PFFs）细胞的转染效率

有关。【目的】研究主要从转染参数、质粒用量和拓扑结构三方面，比较 3 种电转仪 ECM® 
830/NEPA 

21/Nucleofector
TM
2b 的大载体转染效率，以探索大载体转染 PFFs 的最佳条件。【方法】使用 3 种不同电转仪将

长达 26 kb 的携带增强型绿荧光蛋白基因的 pPXAT-EGFP 质粒转染 1×10
6
个 PFFs，48 h 后使用流式细胞仪测定

荧光细胞比例，从电转参数、质粒用量和拓扑结构三方面分别比较瞬时转染效率。【结果】首先比较电转仪不同

参数的转染效率，结果显示当电转参数为脉冲电压 300 V，脉冲长度 1 ms，脉冲间隔 50 ms，脉冲次数 3 次，

NEPA 21 转染 PFFs 的效率最高，为 13.24%±1.63%，而 Nucleofector
TM
 2b 的最佳电转参数为 U-023，其转染效

率高达 46.36%±3.95%。然后在最佳电转参数下分别比较 6、8、10 和 12 µg 的 26 kb 超螺旋质粒的转染效率，

ECM® 
830 和 Nucleofector

TM
 2b 转染 PFFs 的最佳质粒用量为 12 µg，其转染效率分别为 8.44%±0.90%（电转参

数：脉冲电压 300 V，脉冲长度 1 ms，脉冲次数 3 次）和 14.63%±3.21%(电转参数：U-023)，而 NEPA 21 使用

10 µg 质粒转染 PFFs 时效率达到最高（6.09%±0.72%）。最后比较不同质粒拓扑结构的转染效率，结果显示线

性化质粒的转染效率较低，仅为超螺旋质粒转染效率的 34.96%—48.39%。【结论】因此 Nucleofector
TM
 2b 转染

PFFs 的最佳条件为：U-023 程序、12 µg 超螺旋质粒；NEPA 21 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、10 µg 超螺旋质粒；ECM® 
830 则在脉冲电压 300 V，脉冲长度 1 ms，脉冲次数 3 次

条件下转染 12 µg 超螺旋质粒可获得最佳转染效率。综合比较上述 3 种电转仪，26 kb 大载体转染 PFFs 的最佳

电转仪是 Nucleofector
TM
 2b。 

关键词：电转染；大载体；猪胎儿成纤维细胞；ECM® 
830；NEPA 21；Nucleofector

TM
 2b 
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Abstract: 【Background】 With the development of biotechnology, the physiological mechanisms and biological functions of 

research are becoming more and more complex, and improving the transfection efficiency of large vectors is of great significance for 
multi-gene co-expression systems, genome editing, and transgenic breeding. In transgenic breeding, the transgenic vectors is 
relatively large, and the efficiency of generating transgenic animals is also attributed to the transfection efficiency of porcine fetal 
fibroblasts (PFFs). 【Objective】Therefore, this study mainly compared the electroporation efficiency of three electroporation 
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apparatus ECM® 830/NEPA 21/NucleofectorTM 2b on various parameters, plasmid dosage and topology, to explore the optimal 
electroporation condition of large vector in PFFs. 【Method】 We transfected a 26 kb plasmid, namely pPXAT-EGFP, into the PFFs, 
and then the electroporation efficiencies of various parameters of three electroporation apparatus ECM® 830/NEPA 
21/Nucleofector™ 2b, and the dosage and topological structure of the plasmid by the flow cytometry were compared. 【Result】 By 
comparing the transfection efficiency of different transfection parameters, the results showed that the highest transfection efficiency 
of NEPA 21 was 13.24%±1.63% at pulse voltage 300 V, pulse length 1 ms, pulse interval 50 ms, pulse number 3 times, and the 
optimal electrical rotation parameter of NucleofectorTM 2b was U-023, whose transfection efficiency was 46.36%±3.95%. In addition, 
the transfection efficiencies of 6, 8, 10 and 12 μg 26 kb supercoiled plasmids were compared under the optimal electroporation 
parameters, and the results showed that the optimal plasmid dosage for ECM® 830 and Nucleofector TM 2b transfected PFFs was 12 
μg with 8.44% ± 0.90% efficiency (transfection parameters: pulse voltage 300 V, pulse length 1 ms, pulse number 3 times) and 
14.63% ± 3.21% (U-023), while the NEPA 21 achieved the highest efficiency of 6.09% ± 0.72% with 10 μg plasmid. Finally, we 
compared the transfection efficiency of different quality topologies and found that the transfection efficiency of linearized plasmids 
was low, only 34.96%-48.39% of the supercoiled plasmids. 【Conclusion】 Therefore, the optimal electroporation condition of PFFs 
by Nucleofector™ 2b was U-023 procedure, 12 μg supercoiled plasmid; NEPA 21 was pulse voltage 200 V, pulse length 3 ms, pulse 
interval 50 ms, pulse number 3 times, and 10 μg supercoiled plasmid; ECM® 830 was transfected with 12 μg supercoiled plasmid at 
pulse voltage 300 V, pulse length 1 ms, and pulse number 3 times to obtain the highest transfection efficiency. Comprehensive 
comparison of the above three kinds of electroporation apparatus, the optimum for transfecting PFFs with 26 kb large carrier was 
Nucleofector™ 2b.  

Key words: electroporation; large plasmid; porcine fetal fibroblasts; ECM® 830; NEPA 21; Nucleofector™ 2b 
 

0  引言 

【研究意义】为满足日益复杂的生物研究需求，

运用的载体分子量越来越大（如本试验所用到 26 kb
载体），其主要原因有以下两点：（1）载体中两侧

同源臂较大：运用同源重组的原理，需要在载体上根

据靶点上下序列设计约 600—6 000 bp 两侧同源臂以

定点敲入外源 DNA[1-3]；（2）多基因共表达的应用：

多基因共表达系统能够满足研究复杂的生理机制和

实现多种生物功能的需求，在肿瘤多基因治疗和蛋白

工程等方面具有重大的应用价值。目前主要提高经

济性质的转基因模型载体都在 10 kb 以上，如腮腺生

物反应器的转基因载体[4]。因此优化大载体转染条件

对多基因共表达系统、基因编辑、转基因育种等具

有重要的意义。【前人研究进展】转基因猪的制备

效率与大载体转染供体细胞 PFFs 的效率有关，大载

体转染至 PFFs后外源基因可通过随机整合和定点整

合两种基因整合方式制备转基因动物。随机整合如

piggyBac 系统具有基因转移能力强、整合效率高、转

基因稳定表达和遗传等优点，而且整合位点相对安

全[5-8]。据统计 48.8%的 piggyBac 整合位点位于已注

释的基因位点[9]；而杜新华等（2013）获得的 8 个 piggy 
Bac转座子的有效整合位点中有 5 个位于牛基因组的

非调控区内 [10]。因此可借助增强型绿色荧光蛋白

（enhanced green fluorescent protein, EGFP）基因报告

载体和 piggyBac 系统获得有效整合位点，分析外源

基因的表达效果和对内源基因表达的影响等以评估

位点的安全性[11]。而基于同源重组的定点整合技术

整合效率较低，效率仅 0.5%—20%，可选的安全位

点较少，主要以 Rosa 26 为靶点插入外源基因制备转

基因动物，如小鼠[12]、羊[13]、猪[11, 14]，对 20 kb 以上

的大片段定点整合仍存在极大的技术难度。目前转染

方法主要有碳酸钙化学法、脂质体转染法和电穿孔

法等。虽然有研究人员通过脂质体法和碳酸钙法可

获得阳性 PFFs 细胞，但是碳酸钙转染效率低，脂质

体转染法细胞毒性大[15]。而电穿孔法主要将额外加

入的遗传物质从电击形成的瞬时孔隙导入细胞膜甚

至细胞核内的一种转染方式，这种方式快速简易、

毒性低、而且转染效率相对较高，约 30%—90%[16-18]。

故相比之下，电穿孔法更适合大载体转染 PFFs。市

面上电转仪种类繁多，如 ECM® 830、NEPA 21 和

NucleofectorTM 2b 等。ECM® 830 具有方形波电穿孔系

统，通过击穿细胞膜将质粒导入细胞质内来实现高效

转染，而 NEPA 21 和 Nucleofector™ 2b 均能击穿细

胞膜及核膜。三者相比，ECM® 830 转染成本较低；

NEPA 21 不需要特殊转染试剂盒，多数用于活体转

染[19-20]，甚少用于体外转染，ISHINO 等[21]使用 NEPA 
21 成功转染牛耳成纤维细胞，但效率很低（0.35%）。

Nucleofector™ 2b 虽然根据细胞类型使用专用转染

试剂盒，但无需自行摸索电转条件。【本研究切入
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点】研究表明上述 3 种电转仪转染 PFFs 的小载体

（10 kb 以内）转染效率可以达到 50%以上[16-17, 22]，

但大载体转染 PFFs 的效率较低，且相关研究甚少，

因此可通过优化电转仪（如 ECM® 830、NEPA 21 和

Nucleofector™ 2b）、电转参数、质粒用量和拓扑结构

的转染条件来提高大载体转染 PFFs 的效率，为新型

转基因环保猪的制备提供参考。【拟解决的关键问题】

本文比较上述 3 种常用电转仪的电转参数、质粒用量

和拓扑结构对 26 kb 质粒转染 PFFs 的影响，以寻找针

对猪胎儿成纤维细胞的更高效、合适的大载体转染条

件，为多基因共表达系统、基因编辑、转基因育种等

的应用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

电转仪：ECM® 830（BTX，美国）；Nucleofector™ 
2b（LONZA，德国）；NEPA 21（NEPA GENE，日

本）。PFFs 细胞：由广东温氏食品集团股份有限公司

提供。质粒 pPXAT-EGFP(26 kb)：由国家生猪种业工

程技术研究中心提供。 

1.2  试验时间和地点 

2016年 7月广东省广州市华南农业大学国家生猪

种业工程技术研究中心。  
1.3  方法 

1.3.1  质粒准备  pPXAT-EGFP 质粒依照 Endo-free 
Plasmid Maxi Kit（Omega，美国）说明书进行抽提，

取部分超螺旋质粒使用 FastDigest® NotI（Thermo 
Scientific，美国）进行酶切线性化，纯化回收备用

（图 1）。 
1.3.2  电转染  将 PFFs 细胞于 39℃、12%胎牛血清

（Fetal bovine serum，FBS）的 DMEM 完全培养基中

培养至融合度至 80%—90%，胰酶消化后取 1×106个

细胞悬液至新的离心管中，弃上清，根据不同试验分

组添加电转预混液（由电转液和质粒组成的，不电转

的空白组以相应体积的电转液代替电转预混液），轻

柔打散成单细胞悬浮液，全部转至无菌的 2 mm 间距

电转杯中，根据不同电转参数进行电转，然后转移至

含有 12% FBS 的 DMEM 完全培养基 6 孔板，置于 39
℃，5% CO2的培养箱中培养。电转 6 h 后更换成含有

1×青链霉素（penicillin-streptomycin solution，PS）、 
 

 
 

图 1  pPXAT-EGFP 质粒图谱 

Fig. 1  The plasmid profile of pPXAT-EGFP 
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12% FBS 的 DMEM 完全培养基继续培养。电转 48 h
后 0.05%胰酶消化，90×g 离心 5 min，添加 1 mL/孔
PBS 重悬后用流式细胞仪检测转染效率[转染效率=
（绿色荧光细胞/细胞总数）×100%]。 
1.3.3  电转参数优化  ECM® 830 电转 PFFs 的最

佳电转参数可参考 ROSS 等[18]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 转染 PFFs 细胞的电转参数有待

优化。 
为获得 NEPA 21 最佳电转参数，分别采用广州市

华粤行仪器有限公司（NEPA 21 供货商）提供的 4 种

电转参数转染 PFFs，即分为 4 个处理组（NEPA-1、
NEPA-2、NEPA-3 和 NEPA-4，表 1）和一个空白组

（不电转，100 µL NEPA 电转液代替电转预混液），

每个组 3 个重复，其他电转步骤及检测见 1.3.2。此外，

NEPA 21 电转参数见表 1，其电转预混液由 100 µL 
NEPA 21 电转液和 8 µg 质粒组成，而 NEPA 21 电转

液为无血清 Opti-MEM。 
NucleofectorTM 2b 则选取文献报道中适用于 PFFs

的电转参数进行优化 [17] ，即分为 2 个处理组

（LONZA-A：A-033 和 LONZA-U：U-023，表 2）和

一个空白组（不电转，100 µL NucleofectorTM 2b 电转

液代替电转预混液），每个处理组重复 3 次，其他电

转步骤及检测见 1.3.2。此外，NucleofectorTM 2b 电转

参数为 A-033 和 U-023，其电转预混液由 100 µL 
NucleofectorTM 2b 电转液和 8 µg 质粒组成，而 
NucleofectorTM 2b 电转液则来自电转试剂盒 Basic 
Nucleofector Kit for Primary Mammalian Fibroblasts 
(Amaxa，德国)中Nucleofector™ Solution 和 supplement
按比例 4.5﹕1 混合的液体。 

 
表 1  NEPA21 的穿孔脉冲参数

 

Table 1  Poring pulse of NEPA21 

编号 
Number 

脉冲电压 
Voltage (V) 

脉冲长度 
Length (ms) 

脉冲间隔 
Continuous (ms)

脉冲次数 
Times 

衰减幅度 
Voltage attenuation range (%) 

电极 
Electrode 

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 + 

NEPA 21 电转参数参考分为两部分：转移脉冲和穿孔脉冲，其中转移脉冲参数不变（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。NEPA 21 电转液为无血清 Opti-MEM 
The electroporation parameter of NEPA 21 is divided into two parts: transfer pulse and poring pulse. The transfer pulse remains fixed(pulse voltage of 20 V, 
pulse length50 ms , pulse interval 50 ms, pulse number 5 times, Voltage attenuation range 40% , + / -). And the above 4 kinds of poring pulse are provided 
by Guangzhou Hua Yue Enterprise Holdings Ltd which is the supplier of NEPA 21. In addition, the transfection mixture of NEPA 21 is Opti-MEM without 
serum 

 
表 2  优化 Nucleofector™ 2b 电转参数的试验分组 

Table 2  Grouping of optimizing the parameters of Nucleofector™ 2b 

组别 
Group 

电转参数 
Parameters 

电转预混液 
Transfection mixture 

处理组 1  Group 1 LONZA-A1) 

处理组 2  Group 2 LONZA-U2) 

100 µL Nucleofector™ 2b 电转液 3)+8 µg 质粒 
100 µL the transfection mixture of Nucleofector™ 2b and 8 µg plasmid  

空白组 Blank group 不电转 Non transfection 100 µL Nucleofector™ 2b 电转液 Only 100 µL the transfection mixture of Nucleofector™ 2b 

1) A-033；2) U-023；3) Nucleofector™ 2b 的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） 
1) A-033; 2) U-023; 3) The transfection mixture of Nucleofector™ 2b is composed of Nucleofector™ Solution and supplement(4.5﹕1) whcih is from Basic 
Nucleofector Kit for Primary Mammalian Fibroblasts(Amaxa, Germany) 

 
1.3.4  优化质粒用量  使用上述优化的 NEPA 21 和

Nucleofector™ 2b 电转仪参数，及 ECM® 830 电转参数

（脉冲电压 300 V，脉冲长度 1 ms，脉冲次数 3 次）[18]，

分别使用 6、8、10 和 12 µg 的超螺旋质粒进行转染，

即根据电转仪分为 3 个处理组（ECM® 830、NEPA 21
和 Nucleofector™ 2b）和对应的 3 个空白组（不电转，

相应电转液代替电转预混液），每个处理组根据质粒

用量分为 4 个小组（6、8、10 和 12 µg 的超螺旋质粒），
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每个处理小组重复 3 次，电转步骤及检测见 1.3.2。此

外 ECM® 830 电转预混液由 200 µL 的 ECM® 830 电转

液和质粒组成，其中电转液是 25% Opti-MEM 和 75% 
cytosalts（120 mmol·L-1 KCl，0.15 mmol·L-1 CaCl 2，10 
mmol·L-1 K2 HPO 4；pH 7.6，5 mmol·L-1 MgCl2）的混

合液[18]。 
1.3.5  质粒拓扑结构的影响  使用 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

和线性化的质粒进行转染，即根据电转仪分为 3 个处

理组（ECM® 830、NEPA 21 和 Nucleofector™ 2b）和

对应的 3 个空白组（不电转，相应电转液代替电转预

混液），每个处理组根据质粒分子结构分为 2 个小组

（超螺旋质粒和线性化质粒），每个处理小组重复 3
次，电转步骤及检测见 1.3.2。 
1.3.6  比较电转仪的转染效率   根据上述探索的

ECM® 830，NEPA 21 和 Nucleofector™ 2b 的最佳电转

条件（电转参数、质粒用量和结构）转染 PFFs 以探

索电转仪对转染效率的影响，即分为 3 个处理组和对

应的 3 个空白组（不电转，相应电转液代替电转预混

液），每个处理组重复 3 次，电转步骤及检测见 1.3.2。 
1.3.7  统计学处理  采用 SPSS 18 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 

2.1  不同电转参数的比较 

分别在不同的电转参数下以 8 µg 质粒转染 PFFs，
研究结果表明 NEPA 21 的最佳电转参数为 NEPA-4（脉

冲电压 300 V，脉冲长度 1 ms，脉冲间隔 50 ms，脉冲

次数 3 次），转染效率为 13.24%±1.63%（P＞0.05，图

2-A）。在 Nucleofector™ 2b 的最佳电转参数为 U-023，
其转染效率高达 46.36%±3.95%（P＜0.05，图 2-B）。 
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A：4 种 NEPA21 电转参数的转染效率比较，NEPA-1~NEPA-4 的电转参数见表 2；B：2 种 Nucleofector™ 2b 电转参数的转染效率比较，LONZA-A：

A-033；LONZA-U：U-023 
A: Comparison of transfection efficiency between 4 kinds of NEPA21 electroporation parameters which are shown in Table 2; B: Comparison of transfection 
efficiency between two kinds of Nucleofector™ 2b electroporation parameters, LONZA-A: A-033; LONZA-U: U-023 

 

图 2  不同电转参数条件下的转染效率 

Fig. 2  The transfection efficiency of different parameters 

 
2.2  不同质粒用量的比较 

在最佳电转参数下使用 3 种电转仪分别转染 6、8、
10 和 12 µg 的 26 kb 超螺旋质粒。由图 3 可知当质粒用

量为 12 µg 时，ECM® 830 和 Nucleofector ™ 2b 转染效率

最高，分别为 8.44%±0.90%（P＜0.05）和 14.63%±3.21%
（P＞0.05）。而 NEPA 21 使用 10 µg 质粒转染 PFFs
时效率达到最高（6.09%±0.72%），但与 12 µg 质粒的

转染效率差异不显著（5.12%±1.96%，P＞0.05）。 
2.3  不同质粒拓扑结构的比较 

在上述摸索的最佳参数下 ECM® 830，NEPA 21
和 Nucleofector™ 2b 分别将 12 µg 超螺旋和线性化质

粒转染 PFFs 细胞。结果显示 3 种电转仪分别使用超

螺旋和线性化质粒的转染效率为：16.18%±1.45% 
和 7.83%±1.27%；5.64%±1.12%和 2.20%±0.23%；

33.15%±1.30%和 11.59%±1.20%（图 4）。由此可知线

性化质粒的转染效率为显著低于其超螺旋结构（P＜
0.05），且仅为超螺旋质粒转染效率的 34.96%—

48.39%。 
2.4  不同电转仪的比较 

在最佳电转参数下比较 ECM® 830、NEPA 21 和

Nucleofector™ 2b 转染 12 µg 超螺旋质粒的效率。结果

显示 3 种电转仪的转染效率分别为：16.18%±1.45%、

5.64%±1.12%和 33.15%±1.30%，即 3 种电转仪中

Nucleofector™ 2b 转染 PFFs 的转染效率最高（图 5）。 
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BTX：ECM® 830 的最佳电转参数（脉冲电压 300 V，脉冲长度 1 ms，脉冲次数 3 次）；NEPA-4：NEPA 21 的最佳电转参数（脉冲电压 200 V，脉冲

长度 3 ms，脉冲间隔 50 ms，脉冲次数 3 次）； LONZA-U：Nucleofector™ 2b 的最佳电转参数（U-023） 
BTX: The better parameter of ECM® 830（voltage 200 V, continuous 3 ms and 3 times）；NEPA-4: The better parameter of NEPA 21(voltage 200 V, continuous 
3 ms, interval 50 ms and 3 times); LONZA-U: The better parameter of Nucleofector™ 2b(U-023) 

 

图 3  不同质粒用量的转染效率 

Fig. 3  The transfection efficiency of plasmid with different dosages 
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A：荧光显微镜观察转染不同拓扑结构质粒的细胞；B：比较超螺旋和线性化质粒的转染效率。BTX：ECM® 830 的最佳电转参数（脉冲电压 300 V，

脉冲长度 1 ms，脉冲次数 3 次）；NEPA-4：NEPA 21 的最佳电转参数（脉冲电压 200 V，脉冲长度 3 ms，脉冲间隔 50 ms，脉冲次数 3 次）； LONZA-U：

Nucleofector™ 2b 的最佳电转参数（U-023）；Sp：超螺旋质粒；Lp：线性化质粒 
A: Cells transfected with the different topological structures of plasmid were observed by fluorescence microscopy; B: Comparison of transfection efficiency 
between supercoiled plasmid and linearized plasmid. BTX: The better parameter of ECM® 830(voltage 200 V, continuous 3 ms and 3 times); NEPA-4: The 
better parameter of NEPA 21(voltage 200 V, continuous 3 ms, interval 50 ms and 3 times); LONZA-U: The better parameter of Nucleofector™ 2b(U-023); Sp: 
Supercoiled plasmid; Lp: Linearized plasmid.*: P＜0.05; **: P＜0.01 

 

图 4  不同质粒拓扑结构的转染效率 

Fig. 4  The transfection efficiency of plasmid with different topological structures 
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BTX：ECM® 830 的最佳电转参数（脉冲电压 300 V，脉冲长度 1 ms，
脉冲次数 3 次）；NEPA-4：NEPA 21 的最佳电转参数（脉冲电压 200 V，

脉冲长度 3 ms，脉冲间隔 50 ms，脉冲次数 3 次）； LONZA-U：

Nucleofector™ 2b 的最佳电转参数（U-023） 
BTX: The better parameter of ECM® 830 (voltage 200 V, continuous 3 ms 
and 3 times); NEPA-4: The better parameter of NEPA 21(voltage 200 V, 
continuous 3 ms, interval 50 ms and 3 times); LONZA-U: The better 
parameter of Nucleofector™ 2b(U-023) 

 

图 5  不同电转仪的转染效率比较 

Fig. 5  The transfection efficiency of different electroporation 

apparatus 

 

3  讨论 

市面上电转仪种类繁多，除了使用广泛的 ECM® 

830 以外，还出现了很多转染效率高的新型电转仪，

如 NEPA 21 和 NucleofectorTM 2b，本研究主要是与

ECM® 830 相比，探索新型电转仪转染 PFFs 的效果并

优化大载体转染条件。ECM® 830 转染条件借鉴 ROSS
等[18]研究，文献结果显示在优化的转染参数下将 2.5 
µg/200 µL 的 5.8 kb 超螺旋质粒电转 1×106个 PFFs，
其最高转染效率在 70%左右。据报道使用 NEPA 21
将 7 µg/100 µL 的 9 kb 环状质粒转染至牛耳成纤维细

胞，其转染效率仅为 0.35%[21]。而 NAKAYAMA 等[17]

使用 Nucleofector™ 2b 的 U-023 程序转染 3.5 kb 超螺

旋质粒，PFFs 的转染效率为 79%。 
相比之下，本试验结果显示 26 kb 质粒转染至 PFFs

的转染效率最高仅为 46.36%±3.95%（Nucleofector™ 
2b），NEPA 21 的效率不足 10%，而 ECM® 830 在 ROSS
等[18]优化的电转参数下转染 26 kb 超螺旋质粒的效率

低于 16%，而明显低于上述小载体的转染效率，表明

质粒大小与转染效率成反比的关系。本试验还探索不

同拓扑结构的质粒对转染效率的影响，结果显示超螺

旋质粒转染 PFFs 的效率高于线性化质粒效率的两倍

（图 4），这可能由于线性质粒的空间位阻较大[23]。

而且有报道显示超螺旋质粒和线性化质粒的细胞死亡

率和转染效率分别为：15%和 35%、76%和 11%[24]。

推测线性化质粒对细胞的毒性较大，很可能影响后期

猪体细胞克隆效率，因此超螺旋质粒更利于转染。 
此外，电转仪也是显著影响转染效率的一个重要

因素。3 种电转仪相比，Nucleofector™ 2b 的转染效率

显著高于 ECM® 830 和 NEPA 21（图 5），而且应用

于小载体转染时效率亦可高达 79%，这可能由于

Nucleofector™ 2b 的电流同时击穿细胞膜和细胞核膜

更利于外源遗传物质转染。因此转染 26 kb 大载体的

最佳电转仪是 Nucleofector™ 2b，而且被广泛大量运

用于转染成纤维细胞以制备转基因动物。结合钟翠丽

等 [22]研究结果认为电转成本较低且转染效率高达

90%的 ECM® 830、ECM® 2001 等电转仪更适合小载

体转染 PFFs。此外 ECM® 830 还具有对细胞损伤小的

优势，如图 4-A 中虽然 ECM® 830 转染 12 µg 线性化

质粒的效率低于 NEPA 21 和 Nucleofector™ 2b，但是

存活率较高且荧光细胞总数相对较多。最后，NEPA 21
在本试验中应用于转染 PFFs，26 kb 超螺旋质粒的转

染效率较低（4%—13%），而 7.6 kb 超螺旋质粒的效

率可达 80%以上[22]。相比之下，NEPA 21 不适合大载

体转染 PFFs。 
本试验主要通过优化电转参数、质粒用量和拓扑

结构等条件以提高大载体转染效率，对多基因共表达

系统、基因编辑和转基因育种等的应用具有重要的意

义。大载体的低转染效率是上述技术的难点之一，因

此除了通过探索电转条件，还可以通过降低载体大小

来提高转染效率。结合本试验结果及前人研究提出以

下策略：（1）构建单启动子表达多基因或无启动子基

因打靶载体，其中单启动子载体需要选择一个强启动

子以启动多个基因表达，而无启动子基因载体则是借

助内源启动子实现多基因表达[25-26]；（2）运用 IRES
和 2A 序列等元件构建多顺反子[27-28]；（3）缩短同源

臂长度（短至 300 bp）[29]，能大幅度降低载体负载量，

有利于提高转染效率，或运用同源臂长度仅 5—25 bp
的微同源重组技术[30]。 

4  结论 

针对目前大载体转染 PFFs 的效率较低且优化转

染条件的研究甚少的情况，本研究通过在不同的电转

仪（ECM® 830/NEPA 21/Nucleofector™ 2b）、电转参

数、质粒用量和拓扑结构的条件下转染 PFFs 以优化

大载体的转染条件，为多基因共表达系统、基因编辑、

转基因育种等提供参考数据。本研究结果显示 3 种电

转仪中，Nucleofector™ 2b 是大载体转染 PFFs 的理想
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电转仪，且在 U-023 的程序下转染 12 µg 的 26 kb 超

螺旋质粒时可达到最高转染效率。 
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