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原代树突细胞基因递送系统的构建与应用

于泽萱，鞠曹云
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，张 灿

**

（中国药科大学高端药物制剂与材料研究中心，南京210009）

摘 要 目前，安全有效的基因递送系统应用于原代树突细胞（dendritic cell，DC）转染尚未见报道，本研究针对原代DC构

建基于脂质体的基因递送系统，优化了制备方法以提高原代DC的转染效率。通过共孵育法、乙醇注入法、鱼精蛋白复合法

分别制备含不同阳离子脂质的脂质体/siRNA复合物，并以粒径、电位、对基因药物 siRNA的包载能力、安全性、稳定性、DC
的摄取效率和基因沉默效率为考察指标，评价并筛选出具有高转染效率的基因递送系统。与市售制剂Lipo2000相比，利用

共孵育法制备的赖氨酸谷氨酸双油醇酯（OA2）递送系统的DC摄取效率提高约 35%，基因沉默效率提高约 10倍，且细胞存

活率比Lipo2000提高 20%，具有良好的DC基因转染效率和体外安全性。本研究为原代DC提供了一种安全有效、制备简单

的基因递送载体平台，具有良好的应用前景。
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Abstract Nowadays, there is still no mature gene delivery system for safe and effective transfection on primary
dendritic cells (DC). Herein, we constructed a liposome-based gene delivery system for primary DCs and opti‐
mized the preparation method to improve the transfection efficiency of siRNA on primary DCs. In this study,
different methods, including co-incubation method, ethanol injection method, and protamine compound method,
were used to prepare liposome/siRNA complexes based on different cationic lipids. Moreover, particle size, zeta
potential, siRNA loading capacity, safety, stability, uptake efficiency and gene silencing efficiency of various lipo‐
some/siRNA complexes were detected to screen the optimal cationic lipid as well as its preparation method. We
demonstrated that the OA2/siRNA delivery system prepared by the co-incubation method exhibited the best safety,
uptake efficiency and gene silencing effect, compared to other siRNA delivery systems including the commercial
Lipo2000. In summary, we provide a safe and effective gene delivery vector for primary DC cells through simple
preparation method, which could also offer a gene delivery platform for other immune cells.
Key words primary dendritic cells; gene delivery system; cationic liposomes; siRNA; gene silencing; prepara‐
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This study was supported by the National Natural Science Foundation of China (No. 82073785, No. 81930099, No. 81773664)

收稿日期 2021-04-25 * 通信作者 *Tel：025-83271076 E-mail：jucaoyun@cpu. edu. cn
**Tel：025-83271171 E-mail：zhangcan@cpu. edu. cn

基金项目 国家自然科学基金资助项目（No. 82073785，No. 81930099，No. 81773664）

438



第 52卷第 4期 于泽萱，等：原代树突细胞基因递送系统的构建与应用

树突状细胞（dendritic cells，DC）是一类专职

的抗原递呈细胞（antigen presenting cells，APC），也

是整个肿瘤免疫过程中开启免疫反应的始动细

胞，在抗肿瘤免疫过程中发挥关键作用［1］。未成熟

DC在摄取抗原后可分化为成熟的DC，并通过主要

组织相容性复合体（MHC I类或MHC II类）将抗原

呈递给T淋巴细胞；接受抗原递呈的T淋巴细胞进

一步分化为细胞毒性 T淋巴细胞（CTL）发挥肿瘤

杀伤作用。鉴于此，越来越多的研究者开始研发

DC肿瘤疫苗，将体外诱导或构建的可特异性识别

肿瘤的DC细胞回输到患者体内，在体内将抗原呈

递并激活 T细胞发挥抗肿瘤免疫作用［2］。DC肿瘤

疫苗在预防肿瘤复发和延长患者生存期方面具有

良好的有效性，已有几款DC疫苗进入临床研究，

用于前列腺癌、肾癌与胶质瘤的治疗［3-5］。尽管DC
肿瘤疫苗有着诸多优势，但其客观临床响应率仍

有待提高［6］。有文献报道［7］，由于DC在成熟过程

中不断受到体内外细胞因子的刺激，促使DC反馈

性表达免疫抑制因子，从而影响DC诱导抗肿瘤反

应，这是造成DC肿瘤疫苗响应率不足的主要原因

之一。如细胞因子信号抑制蛋白 1（suppressor of
cytokine signaling 1，SOCS1）是一类由DC产生并反

馈性阻断细胞因子信号转导过程的负性调节因

子，其能够阻碍DC的抗原呈递以及分泌促炎因子

的能力，从而影响DC在体内诱导特异性的抗肿瘤

免疫反应［8-9］。因此，抑制DC生成的免疫抑制因子

如 SOCS1的表达，是提高 DC效力的有效策略

之一。

小干扰RNA（small interfering RNA，siRNA）是

一种 20 ~ 25 bp的双链RNA，当其入胞后能够选择

性降解特定mRNA，沉默特定基因表达并阻止蛋白

翻译［10］，是一种安全性高、免疫原性低、特异性好

的基因沉默药物［11-12］。因此利用 siRNA特异性抑

制DC生成的免疫抑制基因可能是解决目前DC治

疗瓶颈的有效方式。但是由于 siRNA是亲水性的

负电性大分子，很难跨过细胞膜到达胞质；即使成

功被细胞摄取后，也易被溶酶体中的核酸酶降解；

必须通过载体递送才能将其有效递送至靶细胞胞

质进而提高基因沉默效率。并且，原代DC易受递

送材料影响产生非特异性免疫反应以及细胞毒

性［13］，对递送载体的要求更为严格。

脂质体是一种理想、安全的药物载体，其具有

类似于细胞质膜的脂质双层［14］，具有较好的细胞

亲和力、生物相容性和低免疫原性［15-16］，并且具有

基因荷载量大的优势［17］。但目前脂质体应用于原

代免疫细胞的转染效率还无法满足预期。因此，

亟需研究新型的针对DC的脂质体基因递送系统

以提高DC的转染效率，并降低对DC活力的影响，

为解决DC疫苗响应率低提供一种新策略。

本研究将针对原代DC，筛选出安全有效的阳

离子脂质，并优化基于该阳离子脂质的基因递送

系统的制备方法，用于实现原代DC的安全高效转

染。本研究以本课题组前期优选的 3种阳离子脂

质：包括赖氨酸谷氨酸双油醇酯（OA2）、双十四烷

基（4-（（2-（1-甲基吡咯烷-2-基）乙基）氨基）-4-氧代

丁酰基）谷氨酸（TA7），以及双十四烷基（4-（（1-甲

基吡咯烷 -3-基）氨基）-4-氧代丁酰基）谷氨酸

（TA13）进行脂质筛选，以 SOCS1 siRNA为模型

siRNA，分别采用共孵育法、乙醇注入法以及鱼精蛋

白复合法制备 siRNA递送系统（脂质体/siRNA复合

物）。同时，以脂质体/siRNA复合物的粒径电位、

对 siRNA的包载能力、体外稳定性、对原代 DC的

细胞毒性的影响，以及原代DC对脂质体/siRNA复

合物的摄取效率和 SOCS1的基因沉默效率为考察

指标，筛选出安全有效的阳离子脂质，并优化出最

佳的制备方法。

1 材 料

1. 1 试 剂

OA2、TA7、TA13（本课题组自制）；鼠源粒细胞

巨噬细胞集落刺激因子 GM-CSF（美国 PeproTech
公司）；RPMI 1640培养基、Opti MEM培养基、T细
胞扩增培养基 T cell expansion Medium（美国赛默

飞世尔公司）；鱼精蛋白（美国 Sigma公司）；Fam
siRNA、SOCS1 siRNA（正义链：5′-GCATCCGCGT‐
GCACTTCCA-3′，反义链：5′-TGGAAGTGCACGC‐
GGATGC-3′）、SOCS1引物（上游：5′-CCACTCCT-

ACCTCTCCATGTTTAC-3′，下游：5′-AAATGAAG-

CCAGAGACCCTCC-3′）、NC-siRNA（广州锐博公

司）；二油酰基磷脂酰乙醇胺（DOPE）（上海艾韦特

医药科技有限公司）；GoldviewTM核酸染料（北京

赛百盛基因技术有限公司）；6 ×核酸上样缓冲液、

Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒（南京碧

云天生物技术）。
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1. 2 仪 器

BS110S电子分析天平（德国赛多利斯集团）；

Attune NxT流式细胞仪（美国赛默飞世尔公司）；超

声波细胞破碎仪（JY92，宁波新芝生物科技公司）；

Zetasizer 3000 HAS粒径电位仪（英国 Malvern公

司）；Tanon-3500凝胶成像系统（上海天能公司）；

DYCP-33B琼脂糖水平电泳仪（北京六一公司）；

T11023碳支持膜（北京新兴百瑞技术有限公司）；

Mini-Extruder薄膜挤出器（美国Avanti Polar Lipids
公司）。

1. 3 动物和细胞

C57BL/6J小鼠，雄性，体重 20 ~ 22 g，由河南

斯克贝斯生物科技股份有限公司提供，许可证号：

SCXK（豫）2020-0005。小鼠骨髓来源 DC（bone
marrow-derived dendritic cell，BMDC，实验室自提）。

所有动物实验均符合中国药科大学动物伦理委员

会标准。

2 方 法

2. 1 采用不同制备方法制备阳离子脂质体/siRNA
复合物

选用本课题组自制的 3种阳离子脂质：OA2、
TA7、TA13，其结构式如图 1所示。OA2是以赖氨

酸为头基、油醇双链为尾链的不饱和脂质，由于不

饱和脂质具有较低的相转变温度以及较高的膜融

合能力，有利于其通过膜融合能力促进 siRNA药

物的内涵体/溶酶体逃逸。而 TA7和 TA13是以头

基为叔胺、十四碳烷基链为尾链的饱和脂质，在其

制备处方中加入不饱和辅助脂质——二油酰基磷

脂酰乙醇胺（DOPE），能够有效降低 TA7和 TA13
制成脂质体的相转变温度，并提高其膜融合能

力［18］，有利于 siRNA药物的内涵体/溶酶体逃逸。

因此，根据前期制备方法的筛选，选择转染效率最

高的方法——薄膜挤出法制备 OA2阳离子脂质

体，采用薄膜分散法制备 TA7或 TA13阳离子脂

质体。

2. 1. 1 共孵育法 共孵育法是通过静电结合的

方式使阳离子脂质体与带负电性的 siRNA紧密结

合，从而形成脂质体/siRNA复合物。

（1）空白阳离子脂质体的制备 采用薄膜挤

出法制备OA2阳离子脂质体。精密称取OA2 10 mg
并加入氯仿-甲醇混合液（3∶2）溶解，在 37 ℃下减

压旋转蒸发形成脂质薄膜并真空干燥。4 h后，加

入超纯水 5 mL，充分振荡并摇匀，提前开启加热

垫并预热挤出装置，在温度达到 45 ℃时采用挤出

器依次挤出通过 0. 8、0. 45、0. 2 µm的碳酸脂膜各

11次，最终得到OA2阳离子脂质体。

采用薄膜分散法制备 TA7和 TA13阳离子脂

质体。精密称取 TA13或 TA7阳离子脂质 6 mg，同
时精密称取相同质量的辅助脂质 DOPE，采用氯

Figure 1 Chemical structures of OA2, TA7 and TA13
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仿-甲醇混合液（3∶2）溶解。在 37 ℃减压旋转蒸

发形成脂质薄膜后，真空干燥。4 h后，加入 5 mL
超纯水，充分振荡并摇匀，在 37 ℃水合 30 min。
水合结束后，以 30%功率在冰浴保护下探头超声

15 min，最后通过 0. 45 µm的微孔滤膜过滤，即得

到TA7/TA13阳离子脂质体。

（2）脂质体/siRNA复合物的制备 精密吸取

siRNA（0. 5 mg/mL）5 µL并用无RNA酶的DEPC水

将其稀释至 50 µL。按照不同氮磷比（N/P，阳离子

脂质中亲水部分氮原子摩尔数与核酸药物中磷酸

摩尔数之比），吸取相应体积的各组脂质体溶液并

用DEPC水稀释至150 µL。将上述稀释后的 siRNA
溶液与脂质体溶液充分混匀，涡旋 15 s，室温静置

孵育 30 min后得到不同N/P比的脂质体/siRNA复

合物。

2. 1. 2 乙醇注入法 利用乙醇溶剂溶解阳离子

脂质并在一定的搅拌速率下将脂质溶液滴加到

DEPC水/缓冲盐溶液中，到达滴定终点后透析除去

乙醇，即得到粒径均一的脂质体溶液。

精密称取OA2、TA7或TA13阳离子脂质 2 mg，
采用无水乙醇 1 mL溶解各组阳离子脂质，在 400 r/
min 搅 拌 速 率 下 向 其 中 滴 加 DEPC 水 或 含 有

SOCS1 siRNA的DEPC水，当乙醇终浓度达 30%时

停止滴加。到达滴加终点后，透析 2 h除去乙醇溶

剂，即得到乙醇注入法制备的空白阳离子脂质体

或脂质体/siRNA复合物。

2. 1. 3 鱼精蛋白复合法 先将鱼精蛋白（pro-
tamine）与 siRNA复合形成正电性复合物，随后与

脂质体溶液孵育，并将混合溶液在-80 ℃与 60 ℃
条件下反复冻融循环，利用冷冻过程产生的冰晶

对脂质体产生的物理破坏，使得 siRNA进入脂质

体的内水相，而高温融化过程又可以使得脂质膜

重新融合，如此反复循环来提高脂质体对 siRNA
的包载率，最终形成脂质体/siRNA复合物。

精密称量鱼精蛋白 1 mg并溶解于 DEPC水

1 mL中。按照鱼精蛋白与 siRNA质量比为 8∶5的
比例吸取相应体积的鱼精蛋白与 siRNA溶液，将

两者溶液混合均匀，室温静置复合 10 min，即得到

鱼精蛋白/siRNA复合物。在N/P=5的条件下，吸取

采用薄膜水化法制备的不同阳离子脂质体并用

DEPC水稀释至 100 µL，将不同的脂质体溶液分别

与上述鱼精蛋白/siRNA复合物混合均匀，室温静

置复合。10 ~ 15 min后，将混合溶液放置于 -80 ℃
1 min，随后置于 60 ℃恒温水浴锅 2 min，如此冻融

循环10次，即得到脂质体-鱼精蛋白/siRNA复合物。

2. 2 粒径和电位的测定

采用动态光散射法分别测定不同空白脂质体

和脂质体/siRNA复合物的粒径电位。

2. 3 对 siRNA的包载能力

采用琼脂糖凝胶电泳法分别考察各组 siRNA
的渗漏情况，用于评价不同方法制备的阳离子脂

质体对 siRNA的包载能力。制备 1%琼脂糖凝胶

并在室温下静置待其完全凝固。向各孔分别加入

6 ×核酸上样缓冲液 4 µL与不同方法制备得到的

脂质体/siRNA复合物 20 µL，均匀混合。随后使用

电泳仪在 120 V恒压条件下电泳 30 min，最后采用

凝胶成像系统观察各组 siRNA的条带。

2. 4 不同介质中的稳定性

将不同方法制备得到各组脂质体/siRNA复合

物（N/P = 5）分别用 DEPC水、PBS缓冲液、RPMI
1640、Opti MEM或T细胞扩增培养基 1. 5 mL稀释。

在混合均匀后 0、2、4、6、12和 24 h，分别采用动态

光散射法考察脂质体/siRNA复合物在不同介质中

粒径随时间变化情况。

2. 5 细胞毒性

脱颈处死 C57BL/6雄性小鼠，分离胫骨和股

骨，将胫骨、股骨内的骨髓细胞冲洗至RPMI 1640培
养基中。1 800 r/min离心 3 min，弃去上清液并收

集细胞沉淀，加入红细胞裂解液 2 mL，于 4 ℃条件

下裂解红细胞 3 min。继续 1 800 r/min离心 3 min，
弃去上清液并收集细胞沉淀，PBS清洗 1次。随后

使用含有 20 ng/mL GM-CSF的 RPMI 1640完全培

养基重悬细胞并使用细胞计数仪计数。以每毫升

5 × 105个的细胞密度铺入 12孔细胞培养板中，每

孔加入含有 20 ng/mL GM-CSF的 RPMI 1640完全

培养基 2 mL［19］。将其放入 37 ℃细胞培养箱中培

养，于第 2天、第 4天半换液，在第 6天收获未成熟

DC并用于后续研究。收集上述诱导第 6天的DC，
以每孔每毫升 2 × 106个细胞的密度接种于 12孔板

中待用。将不同的脂质体/siRNA复合物（N/P = 5）
分别与 DC共孵（cSOCS1 siRNA= 200 nmol/L，cOA2= 74. 76
µg/mL，cTA7= 41. 44 µg/mL，cTA13= 62. 4 µg/mL），于孵

育 6、12、24、48 h后收集各组 DC，使用 Annexin
V-FITC/PI细胞毒性检测试剂盒检测各组脂质体/
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siRNA对DC的安全性。

2. 6 DC对脂质体/siRNA复合物的摄取

收集上述诱导第 6天的 DC，以每孔每毫升

2 × 106个细胞的密度（0. 5 mL）接种于 12孔板中待

用。以绿色荧光标记的Fam siRNA为模型 siRNA，
按上述方法制备得到各组脂质体/Fam siRNA复合

物。将不同脂质体/Fam siRNA复合物（N/P =5，
cFam siRNA = 200 nmol/L）与DC共孵育（选择市售制剂

Lipo2000作为阳性对照）。6 h后，收集各组DC，采
用流式细胞仪检测Fam+ DC的阳性率（即摄取Fam
siRNA的DC细胞比例）以及 Fam siRNA的平均荧

光强度（可反应所有 DC的摄取数量），用于考察

DC对不同制备方法得到的脂质体/Fam siRNA复

合物的摄取情况。

2. 7 脂质体/siRNA对 DC中 SOCS1基因的沉默

效果

收集上述诱导第 6天的 DC，以每孔每毫升

2 × 106个细胞的密度（0. 5 mL）接种于 12孔板中待

用。将 3种方法制备得到的各组脂质体/SOCS1
siRNA复合物（N/P = 5，cSOCS1 siRNA = 200 nmol/L）与

DC共孵育（选择 Lipo2000作为阳性对照）。6 h后
换液，随后继续培养，42 h后收集 DC，每组加入

TRNzol RNA提取液 500 µL，反复吹打细胞并收集

于无RNA酶离心管中提取RNA，最后进行逆转录、

qPCR实验。qPCR检测程序为：1）95 ℃ 10 min；2）
95 ℃ 15 s；3）60 ℃ 30 s，上述步骤程序循环 40次，

测定融解曲线程序：95 ℃ 15 s；60 ℃ 60 s；95 ℃
15 s。检测结束后，按照公式（1）（2）（3）可得到各

组脂质体/siRNA复合物对 DC中 SOCS1基因的沉

默效率。

ΔT=CtSOCS1 -Ctβ-actin （1）
ΔTcontrol =Ctcontrol -Ctβ-actin （2）

Gene silencing efficiency (%)= 1-2-ΔT2-ΔTcontrol ×100 （3）

3 结果与讨论

3. 1 不同方法制备的阳离子脂质体/siRNA复合

物的表征

3. 1. 1 阳离子脂质体的粒径和电位 首先采用

薄膜水化法以及乙醇注入法制备OA2、TA7和TA13
阳离子脂质体，其粒径电位结果如表 1所示。乙醇

注入法制备阳离子脂质体粒径为 130 ~ 200 nm，薄

膜水化法制备的阳离子脂质体粒径为60 ~ 130 nm。
由此可见，薄膜水化法制备而成的脂质体的粒径

普遍低于乙醇注入法，可能是因为薄膜水化法会

通过超声、挤膜等操作过程降低粒径。但采用两

种方法所得空白脂质体粒径的多分散指数 PDI均
小于 0. 25，表明采用两种方法均能得到粒径均一

的脂质体。

此外，各组阳离子脂质体电位均在+25 ~ +45 mV
之间，两种方法所得空白脂质体的电性差异不大。

其中OA2阳离子脂质体的正电性最强，可能是因

为其亲水头基为伯胺，且整个脂质体只含有阳离

子脂质；而 TA7和 TA13的亲水头基为叔胺，且脂

质体中含有电中性的辅助脂质DOPE。由此可见，

阳离子脂质体的电性主要取决于阳离子脂质的性

质和用量，而与制备方法无关。

3. 1. 2 对siRNA的包载能力 阳离子脂质体/siRNA
复合物对 siRNA的包载能力决定着后续的递送效

率。因此，本研究采用琼脂糖凝胶电泳法首先考

察 3种方法制备的脂质体/siRNA复合物对 siRNA
的包载能力（图 2）。结果表明，共孵育法、乙醇注

入法和鱼精蛋白复合法制备的各组脂质体/siRNA
复合物在N/P = 5时均不发生渗漏。因此，后续将

以N/P = 5制备脂质体/siRNA复合物，以保证 siRNA
能够被稳定荷载。

3. 1. 3 脂质体/siRNA复合物的粒径电位 根据

共孵育法、乙醇注入法以及鱼精蛋白复合法分别

制备得到各组脂质体/siRNA复合物（N/P = 5）并对

其粒径电位进行测定（图 3）。结果显示，3种制备

方法均能得到平均粒径为 100 ~ 250 nm，电位在

+10 ~ +25 mV之间的脂质体/siRNA复合物，表明

在N/P = 5时，各组脂质体均能够有效荷载 siRNA并

形成粒径均一的弱正电性脂质体/siRNA复合物。

Table 1 Particle size, Zeta potential and PDI of liposomes by differ‐
ent prepartation ( x̄ ± s, n = 3)
Cationic lipids
OA2
OA2 (Ethanol)
TA7
TA7 (Ethanol)
TA13
TA13 (Ethanol)

Size/nm
128.03 ± 0.11
198.31 ± 0.26
92.51 ± 0.29
131.61 ± 1.35
65.38 ± 0.84
144.35 ± 0.33

Zeta/mV
43.21 ± 1.24
37.85 ± 2.88
28.35 ± 2.38
29.89 ± 1.70
20.18 ± 0.79
22.33 ± 1.77

PDI
0.119 ± 0.012
0.170 ± 0.009
0.236 ± 0.007
0.207 ± 0.011
0.239 ± 0.004
0.145 ± 0.015
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3. 2 不同介质中的稳定性

为了保证脂质体/siRNA复合物在与 DC共孵

育时的稳定性，本研究考察了各组脂质体/siRNA
复合物在不同孵育介质中 24 h内的粒径变化，以

筛选出最佳的共孵育介质（图 4）。结果显示，OA2
脂质体/siRNA复合物在 T细胞扩增培养基中孵育

24 h后粒径基本保持不变，而TA7和TA13脂质体/
siRNA复合物在 RPMI 1640培养基中的稳定性更

好。因此，后续将采用各自最优的孵育介质进行

脂质体/siRNA复合物与DC的共孵育，以保证复合

物的稳定性。

3. 3 细胞毒性

原代 DC对递送材料敏感，易于产生细胞毒

性。因此，递送材料的细胞相容性是评价DC基因

递送载体的重要指标。以市售脂质体转染试剂

Lipo2000作为阳性对照，本研究以凋亡试剂盒检测

了各组脂质体/siRNA复合物在 48 h内对DC的细

胞毒性（图 5）。结果显示，在 48 h时，OA2、TA13、
TA7组DC的细胞存活率均高于 80%，其中，采用共

孵育法制备的 OA2/siRNA组的细胞相容性最优，

48 h 内 DC存活率可达 89%，而 Lipo2000组 DC的

细胞存活率不足 70%。表明 3种方法制备的脂质

体/siRNA复合物对于DC均具有良好的安全性，且

优于市售制剂Lipo2000。
3. 4 DC对脂质体/siRNA复合物的摄取

DC对脂质体/siRNA复合物的有效摄取是

siRNA入胞发挥作用的前提。本研究采用流式细

胞仪检测 Fam+ DC的阳性率及其平均荧光强度

（mean fluorescence intensity，MFI）（图 6），以评价

DC对 3种方法制备的脂质体/Fam siRNA复合物的

摄取效率。综合考虑Fam+ DC的阳性率和MFI，DC
对于乙醇注入法制备的脂质体/siRNA复合物的摄

取效率低于Lipo2000，而其余两种方法制备的脂质

体/siRNA复合物的摄取效率均高于 Lipo2000，其
中OA2复合物组的 Fam+ DC阳性率可达到 90%以

Figure 2 Agarose gel electrophoresis analysis of the liposome/siRNA complexes
A: Liposome/siRNA complexes prepared by co-incubation method; B: Liposome/siRNA complexes prepared by ethanol injection method; C: Liposome/
siRNA complexes prepared by protamine compound method

Figure 3 Particle size and Zeta potential of liposome/siRNA complexes
( x̄ ± s, n = 3)
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上。并且，DC摄取共孵育法制备的脂质体/siRNA
复合物的 Fam MFI显著高于鱼精蛋白复合法。因

此，根据DC细胞毒性以及摄取效率的实验结果，

本研究选择共孵育法制备的脂质体/siRNA复合物

进行基因沉默效率的考察。

3. 5 DC中SOCS1基因的沉默效率

基因沉默效率是脂质体/siRNA复合物对 DC
递送 siRNA有效性的最直接评判指标。本研究通

过 qPCR实验考察共孵育法制备的各组脂质体/
SOCS1 siRNA复合物对DC中 SOCS1 mRNA的沉默

Figure 4 Variations in particle sizes of liposome/siRNA complexes in different medium during 24 h ( x̄ ± s, n = 3)

Figure 5 Cell viability of liposome/siRNA complexes over time determined by the Annexin V-FITC/PI assay ( x̄ ± s, n = 3)
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效率（图 7）。结果显示，相较于 Lipo2000/SOCS1
siRNA组，OA2/SOCS1 siRNA、TA13/SOCS1 siRNA
以及 TA7/SOCS1 siRNA均有显著的基因沉默效

果。其中，OA2/SOCS1 siRNA基因沉默效率最高，

达到 50%，大约为阳性对照Lipo2000/SOCS1 siRNA
组的 10倍，可能是因为OA2/SOCS1 siRNA组具有

最高的细胞摄取效率。由此可见，本研究通过共

孵育法制备的 OA2/siRNA复合物能够有效降解

DC胞内免疫抑制基因 SOCS1的mRNA，从而有效

抑制其蛋白在DC胞内的持续表达。

4 总 结

本研究通过共孵育法、乙醇注入法以及鱼精

蛋白复合法 3种方法分别将 3种阳离子脂质（OA2、

Figure 7 Expression of SOCS1 mRNA in DC after treatment with dif‐
ferent liposome/siRNA complexes, compared with untreated group ( x̄ ±
s, n = 4)
*P < 0. 05, ***P < 0. 001 vs Lipo2000/siRNA group

Figure 6 Uptake of Fam siRNA transfected into DC by Lipo2000, OA2, TA13 or TA7 prepared by different methods using flow cytometric assay
A: Statistical chart ( x̄ ± s, n = 3); B: Peak figure. MFI:Mean fluorescence intensity
*P < 0. 05 vs TA13-Protamine/siRNA group; ***P < 0. 001 vs OA2-Protamine/siRNA group; ****P < 0. 000 1 vs TA7-Protamine/siRNA
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TA7、TA13）制备成脂质体/siRNA复合物，并探究

不同阳离子脂质和脂质体制备方法对脂质体粒径

电位、siRNA包载能力、稳定性、DC细胞毒性、DC
摄取和基因沉默效果的影响。研究表明，本研究

已筛选出对DC转染安全有效的OA2阳离子脂质，

其通过共孵育法制备的OA2/siRNA复合物的细胞

摄取效率达到 90%以上，基因沉默效率达 50%以

上，可有效降低DC免疫抑制基因 SOCS1的表达，

有利于提高DC的抗原呈递能力。后期将进一步

研究 OA2/SOCS1 siRNA处理后 DC的抗原呈递能

力和肿瘤治疗效果。本研究为原代DC细胞提供

了一种安全有效、制备简单的基因递送载体平

台，也为提高 DC肿瘤疫苗效力提供了一种可能

的策略。
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