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文题释义： 

胚胎干细胞：是一类起源于胚胎发育早期囊胚内细胞群中未分化的细胞，具有自我更新、无限增殖和多向分

化的潜能。 

转染：是真核细胞主动或被动导入外源 DNA 片段而获得新的表型的过程。 

 

摘要 

背景：现有方法将外源分子如 DNA 导入到人胚胎干细胞用于科学研究的效率普遍较低，如何优化现有条件，

提高转染效率显得尤为重要。 

目的：比较两种不同的传代方法对人胚胎干细胞系 H9 转染效率的影响，优化胚胎干细胞转染条件。 

方法：人胚胎干细胞系 H9 分别采用小克隆传代法和单细胞传代法进行传代，传代后继续培养细胞 48 h，用

Lipofectamine 3000 转染 pAdTrack-AKT1 荧光质粒 2 d 后，荧光显微镜下观察荧光质粒的表达，流式细胞仪

检测人胚胎干细胞的转染效率；RT-qPCR 和 Western blot 分别检测转染后 AKT1 在 mRNA 和蛋白质水平的

表达。 

结果与结论：①荧光显微镜下观察发现单细胞传代组表达荧光质粒的细胞数量更多，流式细胞仪检测单细

胞传代法的转染效率[(47.18±2.00)%]高于小克隆传代法的转染效率[(19.52±0.86)%]，差异有显著性意义 

(P < 0.01)；②单细胞传代组转染后 AKT1 mRNA 和蛋白的表达均高于小克隆传代组，差异有显著性意义  

(P < 0.01)；③结果表明，采用单细胞传代法，增加细胞与转染试剂脂质体的接触面积可提高人胚胎干细胞

的转染效率。 
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Abstract 

BACKGROUND: In the research of human embryonic stem cells, introducing exogenous molecules such as DNA 

into cells is a common research method, but the transfection efficiency is relatively low. It is crucial to answer the 

question of how to optimize the existing conditions to improve the transfection efficiency. 

OBJECTIVE: To compare the effects of two different passaging methods on H9 transfection efficiency, in order to  

人胚胎干细胞 
单细胞传代法 

小克隆传代法 

(1)流式细胞仪检测转染
效率； 

(2)RT-qPCR 检测 AKT1 

mRNA 表达水平； 

(3)Western blot 检测
AKT1 蛋白表达水平 

转 染 pAdTrack- 

AKT1 荧光质粒 

文章特点— 

(1)人胚胎干细胞呈克隆样密集生长，本身外排能力较强，目前常用的转染方法效率均较低； 
(2)通过单细胞传代法，可以降低人胚胎干细胞的汇合度和细胞间的紧密程度，由此可见，在脂质体

转染前优化细胞状态可明显提高人胚胎干细胞的转染效率。 
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optimize the conditions required for embryonic stem cell transfection.  

METHODS: Human embryonic stem cell lines H9 were cultured for 48 hours after small clone passaging or single-cell passaging. 

Lipofectamine 3000 was used to transfect pAdTrack-AKT1 fluorescent plasmid into human embryonic stem cells. After 2 days of transfection, 

the expression of fluorescent plasmids was observed by fluorescence microscope and the transfection efficiency was detected by flow 

cytometry. RT-qPCR and western blot were used to detect the mRNA and protein expression levels of AKT1 respectively. 

RESULTS AND CONCLUSION: Under the fluorescence microscopy, the number of cells expressing fluorescent plasmids in the single-cell 

passaging group was more than that in the small clone passaging group, and the flow cytometry analysis showed that the transfection 

efficiency of cells in the single-cell passaging group was (47.18±2.00)%, which was significantly higher than (19.52±0.86)% in the small clone 

passaging group (P < 0.01). RT-qPCR and western blot analysis showed that the expression levels of AKT1 mRNA and protein in the 

single-cell passaging group were significantly higher than those in the small clone passaging group (P < 0.01). These findings indicate that 

single-cell passaging can increase the contact area between cells and transfection reagent liposomes, and improve the transfection efficiency 

of human embryonic stem cells. 

Key words: human embryonic stem cells; small clone passaging; single-cell passaging; liposome transfection; transfection efficiency 
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0  引言  Introduction 

胚胎干细胞是一类起源于胚胎发育早期囊胚内细胞群

中未分化的细胞，具有自我更新、无限增殖和多向分化的

潜能[1]，故其在医学上具有非常重要的研究价值与应用前

景[2-5]。基因转染是研究胚胎干细胞生理功能和分化发育机

制的重要技术手段[6]，但其转染效率受诸多因素的影响，

如细胞状态、质粒DNA的大小、转染方法及其操作细节等[7]。

目前常用的转染方法有慢病毒转染、核电转、脂质体转染

等[8]，其中脂质体转染无免疫和突变风险[9]，是稳定转染人

胚胎干细胞(human embryonic stem cells，hESCs)的理想

试剂。该研究基于脂质体转染法发现人胚胎干细胞使用单

细胞传代法传代的细胞转染效率明显优于小克隆传代法。

该法简单稳定有效，将为人胚胎干细胞的转染提供有力的

技术支撑，为人胚胎干细胞的临床应用研究增添新的方法

和策略。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  细胞学实验观察。 

1.2  时间及地点  实验于2018年7月至2019年4月在徐州

医科大学脑病生物信息重点实验室完成。 

1.3  材料 

1.3.1  实验材料  人胚胎干细胞系H9、pAdTrack-AKT1

荧光质粒由作者所在实验室保存。 

1.3.2  实验试剂  mTeSR1培养基、消化酶Accutase、

Y-27632(STEMCELL 公 司 ) ； 基 质 胶 Matrigel(Corning 

BioCoat公司)；转染试剂Lipofectamine 3000、Opti-MEM 1

减血清培养基、免疫荧光二抗(Invitrogen公司)；反转录试

剂及定量PCR试剂(Takara公司)；SOX2、OCT4、AKT1

抗体(Cell Signaling Technology公司)；定量PCR引物(上海

生工合成)。 

1.3.3  实验仪器  荧光显微镜(Olympus，日本)；流式细

胞仪(BD，美国)；激光共聚焦荧光显微镜(Zeiss，德国)；

PCR扩增仪2720 Thermal Cycler(Applied Biosystems，美

国)；稳压/稳流DNA电泳仪(Bio-Rad，美国)；细胞培养箱

(Thermo，美国)；超净工作台(苏州安泰空气技术有限公司，

中国)等。 

1.4  实验方法 

1.4.1  人胚胎干细胞的复苏、培养及鉴定  采用无饲养层

培养条件，细胞培养皿表面均经Matrigel包被过夜。取出冻

存于液氮中的人胚胎干细胞系H9，在37 ℃水浴中快速震荡

溶解至有少许冰残留；吸取冻存液，逐滴加入人胚胎干细胞

培养基mTeSR1，轻摇混匀，1 000 r/min离心5 min后弃上

清，用mTeSR1重悬混匀，接种于包被好Matrigel的细胞培

养皿表面，每天换液。细胞使用Accutase初步消化后，用枪

头机械刮取细胞碎片，以1∶4的比例传代，约7 d传代1次。 

1.4.2  人胚胎干细胞的传代  吸弃培养基，加入复温的

Accutase消化酶，显微镜下观察克隆边缘的细胞皱缩，克

隆内部有裂痕，吸弃Accutase，进行下一步处理：①小克

隆传代法：立即终止消化，加入mTeSR1，用枪头轻轻吹

打使细胞形成细小碎片，接种至6孔板；②单细胞传代法：

将培养皿放入37 ℃恒温箱，等待约1 min后取出，细胞呈

单个状态，加入含10 μmol/L Y-27632的mTeSR1轻轻吹打

混匀，接种至6孔板，放置于37 ℃，体积分数为5%CO2

培养箱培养。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.3  人胚胎干细胞的转染及转染效率检测  当细胞汇

合度达到30%-60%(传代48 h后)时进行转染。取2个无菌

1.5 mL Eppendorf管，分别加入125 μL Opti-MEM 1减血清

培养基，其中一管加入适量Lipofectamine 3000轻柔混匀；

另一管加入pAdTrack-AKT1荧光质粒(10 660 bp)，涡旋混

匀后逐滴加入含Lipofectamine 3000的混合液中，室温孵

育10-15 min，形成脂质体复合物。将脂质体复合物逐滴加

人胚胎干细胞的培养及鉴定 

细胞来源： Wicell 公司 

基础培养基： 人胚胎干细胞培养基 mTeSR1(货号：85850) 

培养时间： 培养约 7 d 时，细胞汇合度可达 80%-90% 

细胞传代： 约 7 d 传代 1 次 

细胞鉴定： ①人胚胎干细胞呈克隆样生长，细胞核大质少；②免疫荧光显示

其高表达干性基因 OCT4 和 SOX2 
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入培养基，轻轻摇动细胞培养板，使复合物分散均匀。在

37 ℃，体积分数为5%CO2培养箱内培养48 h，流式细胞

仪检测转染效率。 

1.4.4  细胞免疫荧光检测SOX2、OCT4的表达  人胚胎干

细胞用37 ℃的PBS洗5遍，40 g/L多聚甲醛4 ℃固定    

20 min，吸弃多聚甲醛，常温PBS洗后封闭。一抗稀释于

含3% BSA和0.3% Triton-100的PBS(SOX2 1∶400稀释，

OCT4 1∶800稀释)，4 ℃避光过夜，次日室温30 min复温，

常温PBS清洗后孵育二抗(1∶500稀释)，避光2 h，DAPI

染核5 min，常温PBS清洗后荧光显微镜观察。 

1.4.5  实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测AKT1的mRNA

表达  Trizol法收集转染后人胚胎干细胞，按照试剂盒说明

书进行实验，提取总RNA样本、反转录并进行RT-qPCR实

验，检测AKT1的mRNA水平。RT-qPCR程序为预变性

95 ℃ 30 s；变性95 ℃ 5 s，退火60 ℃ 30 s(40次循环)；

每个样本均设置3个重复。引物见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.6  蛋白质印迹实验(Western blot)检测AKT1的蛋白表

达  转染后的人胚胎干细胞加入匀浆液，细胞总蛋白质 

(20 μg)于10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，100 V电

压转膜70 min，室温下3% BSA封闭3 h，鼠抗人AKT1抗体

(1∶2 000稀释) 4 ℃孵育过夜后，鼠二抗(1∶10 000稀释)

室温孵育1 h。内参蛋白抗体选用兔抗人GAPDH (1∶2 000

稀释)。Quantity One图像分析软件对蛋白条带进行扫描分

析，以GAPDH为参照，AKT1表达的相对含量以目的条带

与内参条带灰度值的比值表示。 

1.5  主要观察指标  ①荧光显微镜观察人胚胎干细胞转

染AKT1质粒后的荧光表达；②流式细胞仪检测细胞转染效

率；③RT-qPCR检测AKT1的mRNA表达；④Western blot

检测AKT1的蛋白表达。 

1.6  统计学分析  实验数据均以x
_

±s表示。组间均数比较采

用独立样本t 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。统计分

析用SPSS 16.0软件，图表制作用GraphPad Prism 7.0软件。 

 

2  结果  Results  

2.1  人胚胎干细胞正常形态及未分化状态鉴定结果  在

Matrigal胶上贴壁培养的人胚胎干细胞呈克隆样生长，细胞

排列紧密，核质比高，细胞集落边缘光滑，生长状态良好，

无边缘细胞向外明显延展和核质比降低等分化表现，随着

培养天数增加细胞集落逐渐融合，培养7 d时细胞汇合度可

达80%-90%，见图1。通过细胞免疫荧光检测，人胚胎干

细胞均表达其特异性标志物SOX2和OCT4，见图2。 

2.2  人胚胎干细胞转染AKT1质粒后的荧光表达  不同方

式传代的人胚胎干细胞在传代后继续培养48 h，光学显微

镜下观察细胞状态，可见小克隆传代的细胞之间致密紧凑；

单细胞传代的细胞结构清晰，仍趋向克隆样生长，细胞与

细胞之间连接较松散，见图3A，D。转染48 h后，使用荧

光显微镜观察不同传代方式的细胞转染效率，发现在去除

ROCK抑制剂Y-27632(可以阻止人胚胎干细胞因分离导致

的细胞凋亡，提高单个人胚胎干细胞的存活率)后，单细胞

传代的人胚胎干细胞仍呈克隆样紧密生长，见图3E。单细

胞传代后转染pAdTrack-AKT1荧光质粒48 h的荧光细胞数

目明显多于小克隆传代法，见图3C，F。流式细胞仪检测

单细胞传代的人胚胎干细胞转染效率为(47.18±2.00)%，小

克隆传代的人胚胎干细胞转染效率为(19.52±0.86)%，单细

胞传代法的转染效率高于小克隆传代法(P < 0.01，n=5)，

见图4。镜下观察时也未见明显分化的细胞，表明单细胞传

代的细胞用脂质体转染是安全稳定且高效的。 

2.3  人胚胎干细胞转染AKT1质粒后其mRNA和蛋白质水

平的表达  单细胞传代组AKT1在mRNA和蛋白质的表达

水平均显著高于小克隆传代组(P < 0.01，n=3)，见图5。 

 

3  讨论  Discussion 

人胚胎干细胞是非常难转染的细胞之一，目前常用的

转染方法的效率均较低[10-11]。综合比较来看慢病毒转染效

率最高，但是病毒转染具有较大的免疫原性、插入诱变和

病毒整合进宿主基因的风险[12-13]。核转染需要将人胚胎干

细胞消化成单个细胞，转染后细胞存活率低[14]，且需购买

专用的细胞转染试剂盒和核转仪，费用较高。脂质体转染

无免疫和突变风险，转染效果稳定[15-16]，但以往的研究认

为该法转染效率较低。随着技术改进，脂质体转染人胚胎

干细胞的效率正逐步提高，Lipofectamine 2000是一种有

效的转染试剂且在许多研究中应用，而Lipofectamine 

3000是其新一代的改进产品，与Lipofectamine 2000相比

其转染效率更高，细胞毒性更小[17]。影响脂质体转染效率

的因素包括脂质体复合物的形成、与细胞表面的相互作用、

DNA的释放和传递到细胞核等。在单层贴壁培养条件下，

人胚胎干细胞克隆边缘的转染效率高，克隆内部的细胞密

集，与转染试剂的作用面积小，加之细胞本身的外排作   

用[18]，导致大克隆细胞转染效率低。人胚胎干细胞常规培

养呈克隆样密集生长，单个细胞的存活率较低，而Y-27632

可以阻止单个人胚胎干细胞易发生的细胞凋亡，在不影响

人胚胎干细胞自我更新和多潜能特性的前提下提高单个人

胚胎干细胞的存活率[19]，且在转染之前使细胞处于相对良 

表 1  RT-qPCR 所用基因的上下游引物序列 

Table 1  Upstream and downstream primer sequences for 

RT-qPCR     

基因名称 引物序列 产物大小(bp) 

AKT1 上游：5'- AGC GAC GTG GCT ATT GTG 

AAG-3' 

48 

 下游：5'-GTA CTC CCC TCG TTT GTG 

CAG-3' 

GAPDH 上游：5'-GGT CAC CAG GGC TGC TTT 

TA-3' 

141 

 下游：5'-GGA TCT CGC TCC TGG AAG 

ATG-3' 
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好的状态，有利于脂质体复合物与细胞的相互作用，故转

染效率得以提高。人胚胎干细胞使用酶消化单细胞传代法

传代数代，仍可维持细胞多能性、未分化和遗传正常状    

态[20-23]。也有研究表明使用单细胞传代5代后可检测到染色

体和核型异常[24]，但作者的研究只在转染时使用单细胞传

代，在常规培养中并不使用单细胞连续传代，故细胞基因

组的稳定性良好。该研究从安全稳定的脂质体转染法入手，

转染带绿色荧光标记的AKT1质粒来研究现有条件下如何

优化人胚胎干细胞的转染效率，通过流式细胞仪检测转染

效率结合RT-qPCR和Western blot检测转染AKT1质粒后

其mRNA和蛋白表达水平，结果表明单细胞传代法降低细

胞汇合度和细胞间的紧密程度可明显提高人胚胎干细胞的

转染效率；同时也发现细胞密度过小，脂质体毒性作用明

显，细胞死亡增多，转染效率亦不高。因此，转染前优化

图注：图中 A-C 分别为培养第 1，3，7 天时的细

胞形态，培养 7 d 时细胞汇合度可达 80%-90% 

图 1  无饲养层培养的人胚胎干细胞形态(×100) 

Figure 1  Cell morphology of human embryonic 

stem cells on feeder-free plates (×100) 

 

图注：通过细胞免疫荧光检测，结果发现人胚胎干细胞均表达其特异

性标志物 SOX2 和 OCT4 

图 2  人胚胎干细胞特异性标志物的表达(×100)  

Figure 2  Expression of specific molecular markers of human 

embryonic stem cells (×100) 

 

图注：图中 A-C 为小克隆传代，其中 A 为转染前明场下细胞形态，B

为转染 2 d 后明场下细胞形态，C 为 B 图对应的荧光图；D-F 为单细

胞传代，其中 D 为转染前明场下细胞形态，E 为转染 2 d 后明场下细

胞形态，F 为 E 图对应的荧光图 

图 3  两种不同方法传代后的人胚胎干细胞形态及转染

pAdTrack-AKT1 荧光质粒后的绿色荧光蛋白表达(×100) 

Figure 3  Human embryonic stem cells with two passage methods 

and expression of green fluorescent protein after pAdTrack-AKT1 

transfection (×100) 
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图注：图中 A 为小克隆传代流式检测代表

图；B 为单细胞传代流式检测代表图；C

为两组人胚胎干细胞转染效率 

图 4  流式细胞仪检测人胚胎干细胞转染

pAdTrack-AKT1 荧光质粒的效果 

Figure 4  Flow cytometry for detection 

of pAdTrack-AKT1 transfection efficiency 

of human embryonic stem cells by two 

passage methods 

图注：图中 A 为 AKT1 的 mRNA 表达；B 为 AKT1 的

蛋白表达 

图 5  人胚胎干细胞转染 pAdTrack-AKT1 质粒后

AKT1 mRNA 和蛋白表达水平 

Figure 5  The mRNA and protein expression of 

AKT1 in the human embryonic stem cells after 

transfected with pAdTrack-AKT1 by different 

passage ways 
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细胞状态对细胞的转染效率也是至关重要的。 
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