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非病毒载体介导脑源性神经营养因子基因转染骨髓间充质干细胞： 
脂质体及电穿孔转染法的比较☆ 

陈观贵1，刘谦虚2，谢鼎华3 

Non-virus vector methods in hBDNF gene transfected bone marrow mesenchymal stem cells: 
Lipofectamine versus electroporation    

Chen Guan-gui1, Liu Qian-xu2, Xie Ding-hua3 

Abstract 
BACKGROUND: Gene transfection of cells includes virus and non-virus vector. As virus vector has some issues, such as safety 
and immunological rejection, the present study explored lipofectamine and electroporation transfection methods.     
OBJECTIVE: To establish genetic engineering cells using human brain-derived neurotrophic factor (hBDNF) gene transfected 
bone marrow mesenchymal stem cells (BMMSCs) by lipofectamine or electroporation, and explore its characteristics and 
expression in vitro.  
METHODS: Lipofectamine method: The BMMSCs were obtained from the tibias and femurs of the guinea pigs. The third 
passage BMMSCs were cultured with plasmid-lipofectamine mixture for 6 hours, followed by fetal bovine medium for 48 hours. 
Immunohistochemistry was performed for transient expression. G418 was added after 48 hours. Electroporation method: 
BMMSCs were trypsinized and resuspended with serum-free medium. Cell suspension was added into electrotransformation pool, 
and plasmid was added. The electrotransformation pool was moved between electrodes. After transfection for 48 hours, gene 
transient expression was detected. G418 was added after 48 hours. Brain-derived neurotrophic factor expression was detected 
by immunohistochemistry and RT-PCR.  
RESULTS AND CONCLUSION: Immunohistochemistry showed that BDNF transient expression was 5.80% by lipofectamine 
and 24.29% by electroporation. Cells almost died at 14 days following lipofectamine transfection. Stable expression cell lines of 
BDNF engineered BMMSC were successfully established by electroporation, with 90% expressive rate by immunohistochemistry 
and expression of BDNF mRNA by RT-PCR. Genetic engineering cells using BDNF transected BMMSC were established by 
electroporation whereas failed by lipofectamine, and the expressed BDNF was confirmed by immunohistochemistry and RT-PCR 
in vitro. 
 
Chen GG, Liu QX, Xie DH. Non-virus vector methods in hBDNF gene transfected bone marrow mesenchymal stem cells: 
Lipofectamine versus electroporation. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(10):1847-1852.       
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：基因转染细胞有病毒及非病毒载体法，因病毒载体面临安全性、免疫排斥等问题，实验探讨脂质体及电穿孔转染法。 

目的：比较脂质体及电穿孔法介导人脑源性神经营养因子基因转染骨髓间充质干细胞的细胞转染特性和体外表达情况，建

立基因工程细胞。 

方法：①脂质体法：取体外分离、培养的第 3 代豚鼠骨髓间充质干细胞，将质粒-脂质体混合物加入含细胞的培养基中培养

6 h，再加入胎牛血清的培养基，孵育 48 h 后行免疫组织化学检测，即为瞬时表达。48 h 后加入含 G418 培养基筛选。②

电穿孔法：取骨髓间充质干细胞，胰酶消化，用无血清培养基重悬细胞，将细胞悬液加入电转化池中，加入质粒，将电转

化池移至电极间放电转导。转染 48 h 后，检测目的基因瞬时表达。48 h 后加入含 G418 培养基筛选。用免疫组织化学及

RT-PCR 检测两种方法脑源性神经营养因子基因表达情况。 

结果与结论：免疫组织化学显示脂质体介导转染的脑源性神经营养因子瞬时表达率约为 5.80%，电穿孔法约为 24.29%。脂

质体法转染筛选 14 d 后细胞几乎全部死亡；电穿孔法转染后筛选并扩大培养建立工程细胞，免疫组织化学显示工程细胞脑

源性神经营养因子阳性表达率达 90%以上，RT-PCR 扩增产物电泳证实目的基因阳性条带。结果表明，用电穿孔法可成功

建立脑源性神经营养因子基因修饰骨髓间充质干细胞的工程细胞，并用免疫组织化学和 RT-PCR 方法证实细胞体外表达目

的基因。 

关键词:脂质体法；电穿孔法；骨髓间充质干细胞；基因转染；非病毒载体 
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0  引言 

 

干细胞因其具有高度自我更新能力和多向

分化潜能，是细胞治疗和基因治疗中理想的靶细

胞，其中骨髓间充质干细胞 (bone marrow 

mesenchymal stem cells, BMMSC)受到学者的

广泛关注，该细胞易于分离、扩增，在适宜的条

件刺激下可向多方向分化，可自体移植，消除了

异体移植的复杂性和免疫源性，并且能广泛迁

移，易与周围组织整合而发挥功能[1]。这些都暗

示其在基因治疗中可能成为非常有价值的运载

细胞。鉴于病毒载体的安全性和免疫源等的考

虑，作者在该部分中研究了非病毒载体方式介导

人 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 (brain-derived 

neurotrophic factor，BDNF)基因转染BMMSC，

构建基因工程细胞，并检测BDNF表达情况，为

基因治疗研究提供细胞来源。 

 

1  材料和方法 

 

设计：对比观察。 

时间及地点：实验于2008-06/12年在中南

大学湘雅二医院中心实验室完成(BSL-2)。 

材料：清洁级60~90 d健康纯白短毛红目豚

鼠，体质量250~350 g，雌雄不限。 

实验过程中对动物处置符合2006年科学技

术部发布的关于善待实验动物的指导性意见[2]。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

BMMSC的分离、培养及鉴定：取豚鼠四肢骨

干，用注射器抽DMEM培养基反复轻柔冲洗骨髓

腔，收集骨髓悬液。4 ℃离心900 g×10 min，去

除上清液，重新加入4 mL DMEM制成细胞悬

液。将细胞悬液沿管壁加入加入预先放有4 mL 

1.073 g/mL淋巴细胞分离液的离心管，注意使细

胞悬液位于分离液的表面。离心900 g×20 min，

取中间的有核细胞层到另一离心管，加入5 mL 

DMEM培养基，离心900 g×10 min，去除上

清液。重新加入5 mL DMEM培养基(含体积分

数为10%胎牛血清)，将细胞悬液细胞计数至

1.5 ×108 L-1后接种于25 mL培养瓶中。在体积

分数为5% CO2、37 °C及饱和湿度孵箱内培

养，待细胞长满瓶底的80%~90%后予以传代。

取第3代培养细胞进行流式细胞学检测，检测

抗原为CD44、CD34和CD45。  

两种非病毒载体方法介导人BDNF基因转染

BMMSC：分别用脂质体法 (lipofectamineTM 

2000) 和 电 穿 孔 法 介 导 BDNF 基 因 转 染

BMMSC，48 h后用免疫组织化学方法检测目

的基因的瞬时表达，然后加入含G418的条件

培养基进行筛选，观察细胞生长情况及免疫组

织化学方法检测目的基因稳定情况。通过两种

方法的比较，选择较好的转染方法用于建立基

因工程细胞。 

脂质体法：6孔培养板中接种取第3代以后

的BMMSC，当细胞汇合率达到90%~95%时，

于转染前用无血清和抗生素的DMEM洗2遍，每

孔加入2 mL DMEM。配制质粒-脂质体的混合

物。即先将纯化的重组质粒4 µg加入到250 µL

无 血 清 和 抗 生 素 的 培 养 基 中 ， 然 后 将

lipofectamine 10 µL加入250 µL无血清和抗生

素的培养基中室温放置5 min。将两组分混匀，

室温作用20~30 min。将质粒-脂质体混合物加

入每孔含细胞的培养基中，前后摇动混匀。细

胞于37 ℃孵育培养6 h，吸弃转染液，加入含

有体积分数为10% 胎牛血清的培养基2 mL，

继续孵育48 h 后行免疫组织化学检测，即为

瞬时表达。48 h后加入含G418培养基筛选。电

穿孔法：细胞融合度70%~80%时，胰酶消化，

离心(500 g×5 min)。室温下用无血清培养基

重悬细胞至5×109 L-1，将500 µL细胞悬液加

入4 mm电转化池中。 

设置电转化参数：电容量1 050 Uf，电压

260 V，内部阻抗无穷大。每一池中加入20 μg

的质粒DNA，用吸管轻轻混匀。立即将电转

化池移至电极间放电转导。将细胞转移至6孔

板，放培养箱中孵育。转染48 h后，检测目

的基因瞬时表达。48 h后加入含G418培养基

筛选。

试剂及仪器  

 

pcDNA3.1(-)-hBDNF 质粒  

Lipofectamine™ 2000      

引物     

 

兔抗人 BDNF 多克隆抗体、 

SABC 染色试剂盒、DAB 

显色试剂盒； 

RevertAid™ H Minus First  

Strand cDNA Synthesis Kit、  

PCR Master Mix (2X)、 

DNase I 

CD44、CD34、CD45     

电穿孔仪(Gene Pulser II) 

PCR 仪(ABI 7500 型) 

来源 

 

中南大学耳科研究所保存 

美国 Invitrogen 公司 

由上海生工生物工程技术 

服务有限公司合成 

武汉博士德公司 

 

 

立陶宛 Fermentas 公司 

 

 

 

美国 Santa Cruz 公司 

美国 Bio-Rad 公司 

美国 ABI 公司 
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转染后细胞的筛选：分别用G418质量浓度为50，100，

150，200 mg/L体积分数为10%胎牛血清培养基培养

BMMSC，三四天更换一次培养基，连续培养10 d，观

察每种培养基中BMMSC成活情况，选择在培养10 d后

能够杀死所有细胞的 小G418浓度为 佳筛选浓度。

本实验选择的 佳质量浓度为100 mg/L。转染细胞培养

48 h后吸弃旧培养基，换用100 mg/L G418的体积分数

15%胎牛血清培养基进行筛选，同时，用未经转染的

BMMSC为对照组，待对照组细胞全部死亡后(一般培养

10~14d)，换用正常培养基培养扩大克隆，后待细胞克

隆汇合度70%以上时收集标本。 

基因转染方法的选择：转染48 h后免疫组织化学检测

BDNF的瞬时表达，并在显微镜下计数转染前后细胞数

量，计算细胞死亡率，然后进一步加G418进行筛选，

逐日观察细胞生长情况。通过脂质体法和电穿孔法的实

验观察，择优选择转染方法进一步建立基因工程细胞。

选择指标：瞬时表达率、细胞死亡率、稳定表达情况。 

免疫组织化学检测转染细胞BDNF的表达:基因转染48 h

后(瞬时表达)和G418培养基筛选后(稳定表达)的细胞均

每组收集3孔标本，同时设置空白质粒转染组、未转染

组作为对比。免疫组织化学使用SABC法，阴性对照以 

PBS 分别代替一抗及二抗。 

RT-PCR检测转染细胞的BDNF mRNA:用经择优选择

的转染方法进行细胞转染并筛选后，取细胞进行

RT-PCR检测，同时用未转染组和转染空白质粒组作为

对照组。根据在线网络软件Primer5设计引物：人BDNF 

(genebank序列号NM001709)，豚鼠BDNF (genebank

序列号AB012097)，根据人、豚鼠共源系列设计引物，

内参使用b-actin (genebank序列号NM_007393)。 

引物： 

 
β-Actin： 

上游引物5-AGC GAG CAT CCC CCA AAG TT-3， 

下游引物5-GGG CAC GAA GGC TCA TCA TT-3，产物285 bp； 

BDNF： 

上游引物5-ATG ACC ATC CTT TTC CTT AC-3， 

下游引物5-GGT AAT TTT CCC CTT CTA TC-3，产物744 bp。 

 

培养细胞总RNA抽提(TRIzol法)后，1%的琼脂糖

凝胶电泳判断RNA 的完整性，用紫外分光光度仪测量

RNA样本的A260、A280吸光度值。提取的RNA 保存于

-70 ℃超低温冰箱中。 

第一链cDNA的合成：在PCR反应管中依次加入总 

RNA 2 μL、Oligo(dT)18(0.5 mol/L)1 μL、DEPC-treated 

Water 8 μL，65  ℃ 反应5 min后置冰上，再依次加入5× 

reaction buffer 4 μL、NTP mix (10 mmol/L) 2 μL、

Ribonuclease Inhibitor (20 u/μL) 1 μL、DEPC-treated 

Water 1 μL，37  ℃ 反应5 min，加入RevertAidTM H Minus 

M-MμLV Reverse Transcriptase (200 u/μL) 1 μL，42 ℃反

应60 min, 70  10℃  min停止反应后, -20 ℃保存。 

PCR反应：用nuclease-free Water稀释第一条链

cDNA的合成产物稀释到100 μL。进行PCR扩增，反应

体系：PCR Master Mix (2X) 12.5 μL，Forward Primer 

(25 μmol/L)0.5 μL，Reverse Primer (25 μmol/L)0.5 μL，

cDNA Template 2 μL，nuclease-free Water 9.5 μL，  

反应程序：95 ℃变性5 min，95 ℃变性30 s，54 ℃退

火30 s，72 ℃延伸30 s，循环38次，72 ℃再延伸5 min

后，扩增产物用1.5%琼脂糖凝胶电泳。 

主要观察指标：基因转染48 h后细胞的阳性表达率、

细胞死亡率；条件培养基筛选后细胞的基因表达情况。 

设计、实施、评估者：为第一、第二作者，均接受

过生物技术实验培训。 

 

2  结果 

 

2.1  BMMSC的分离、培养及鉴定  骨髓分离细胞在分

离后48 h贴壁生长，长梭形，可见细胞核，分散排列，

悬浮的球形细胞经换液后逐渐减少。培养7~10 d，可观

察到成片细胞克隆，约在2周后可以出现致密的贴壁层。

第3代培养细胞流式细胞鉴定，结果显示第3代细胞各表

面抗原表达阳性率分别为CD44 ：94.65%、CD34：

4.37%、CD45：7.81%，见图1。证明通过分离培养后

可以获得纯度较高的BMMSC。 

    

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  Flow cytometry analysis of cultured cells 
图 1  培养细胞表面标志流式鉴定结果 
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2.2  脂质体法和电穿孔法介导基因转染的比较  两种

转染方法转染48 h后分别检测用免疫组织化学检测

BDNF的瞬时表达率和显微镜下细胞计数计算转染后的

细胞死亡率，脂质体法瞬时转染率为 (5.80±2.80)%，

细胞死亡率为 (15.20±3.77)%；电穿孔法瞬时转染率为 

(24.30±5.19)%，细胞死亡率为 (26.90±6.26)%。经卡

方检验显示，电穿孔法的瞬时表达率显著性高于脂质体

法(P < 0.01)，但细胞死亡率也显著性高于后者(P < 

0.05)。  

脂质体法转染后细胞部分死亡，加G418筛选在2周

后绝大部分细胞胞体收缩并逐步死亡，重复多次实验均

未能成功构建工程细胞。用电穿孔法转染48 h后细胞可

贴壁生长，除部分细胞死亡外，细胞形态与转染前无明

显变化。加入含G418培养基筛选，持续培养10~14 d后，

细胞克隆扩大，形态多变，部分细胞呈现神经细胞的形

态，见图2。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

脂质体法虽然转染后细胞死亡率较低，但目的基因

瞬时表达率很低，而且筛选后细胞多次扩增失败。因此

本实验选用电穿孔法作为BMMSC基因工程细胞的建立

方法。建立的工程细胞进一步经过免疫组织化学及

RT-PCR方法证实目的基因表达。 

2.3  免疫组织化学检测BDNF的表达  电穿孔法介导

基因转染细胞，经G418筛选14 d后的BDNF阳性表达率

约90%。未转染细胞或者转染空白质粒细胞几乎不表达

BDNF蛋白，图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

2.4  RT-PCR检测BDNF mRNA  电穿孔法介导基因

转染细胞，经G418筛选后，细胞提取总RNA后，行1.5%

的琼脂糖凝胶电泳，如果出现2条清晰条带： 28S、 

18S，且 28S∶18S ≈2∶1，说明RNA质量好，见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

紫外分光光度仪测量RNA样本的A260、A280吸光度

值，显示A260/A280=1.8~2.0，说明总RNA的纯度高。 

RT-PCR方法检测细胞BDNF mRNA，BDNF转染组

在约750 bp处可以看到特异性条带，而未转染组和转染

空白质粒组没有特异性条带，3组条带均没有明显杂带。

而作为内参照的β-Actin在3组均检测到约300 bp处的特

异性条带，见图5。说明了基因工程细胞能在体外转录

a: 1 wk after transfection by 
liposome, cells shrank and 
decreased 

b: 2 wk after transfection by 
liposome，cells demise gradu-
ally 

c: 48 h after transfection by 
electroporation, cells grew 
adhesively without any change 
in shape 

d: 14 d after transfection by 
electroporation, cells showed 
various shape even neu-
rons-like 

Figure 2  Comparison of bone marrow mesenchymal stem 
cells BMMSC after transfection by culturing with 
G418 (arrow: cells; ×200) 

图 2  基因转染后细胞筛选培养情况比较(箭头所指为细胞，
×200) 

a: Cells showed 90% expressive 
rate by immunohistochemistry 
after electroporation and selected 
culture 

b: No BDNF expression in 
non-transfected cells and 
blant-plasmid transfected cells

Figure 3  BDNF expression detected by immunohistochemistry 
(arrow: cells; ×400) 

图 3  免疫组织化学检测 BDNF 的表达(箭头所指为细胞，
×400) 
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1.5% agarose gel electrophoresis showed two distinct banes: 28S, 18S, 
with 28S:18S≈2:1. Lane 1: DNA marker, Lane 2-4: total RNA samples. 

Figure 4  Total RNA electrophoresis 
图 4  总 RNA 电泳鉴定 
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BDNF mRNA，而未转染组和转染空白质粒组不转录

BDNF mRNA。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

3  讨论 

 

MSCs不但可以作为种子细胞移植进目标组织内，

分化替代为想对应的组织功能细胞，而且还可以作为治

疗基因的载体细胞，达到基因治疗的目的[3-5]。基因转染

细胞的方法有病毒载体介导和非病毒载体介导两种。病

毒载体虽然转染率高，如慢病毒载体转染 MSCs 可以

有高达95%的转染率[6-7]，反转录病毒介导的MSCs转染

效率达到 80%~90%[8-9]，但是面临安全性、免疫排斥

等问题[10-11]，因此在本实验中探讨了非病毒载体转染的

方法，非病毒转染方法常用的有DEAE-葡聚糖法、磷酸

钙法、脂质体法和电穿孔法，尤其以后两者常用。 

本实验以新型阳离子脂制剂 LipofectamineTM 

2000，研究阳离子脂介导的转染方法应用于转基因细胞

移植领域的前景。文献报道Lipofectamine介导基因转染

MSCs的转染效率为1%~24%[6, 12-13]，从实验结果看，

脂质体介导的基因转染MSCs效率很低，为5.8%，并且

抗生素筛选2周后细胞几乎全部死亡，实验重复多次均

未得到阳性细胞克隆，这与鲁玲玲等[14]的实验结果相符

合，但也有学者用此方法成功构建稳定表达的基因修饰

骨髓间充质干细胞[15-16]。脂质体法介导包括MSCs在内

的原代细胞转染效果欠佳的可能原因有：①脂质体介导

基因进入细胞的原理，是通过包绕DNA，合成脂囊，与

细胞表面的唾液酸结合，经细胞的胞饮或受体介导的胞

饮作用进入细胞内。所以，在用于MSCs时脂质体介导

的基因转染效率低可能与该细胞表面缺乏其特异性受

体有关，也与细胞的物种来源有关[17-18]。②虽然新一

代的脂质体作了改良，但仍避免不了对细胞有明显毒

性[19]。实验中在细胞转染后大部分细胞逐步死亡，导致

细胞克隆难以形成可能与这一点有关。③有研究表明脂

质体转染法对于悬浮细胞和贴壁细胞的转染效率相差

很大，MSCs是贴壁细胞，这可能是影响其转染效率的

另外一个原因[20]。  

电穿孔介导基因转导MSCs也是常用方法，其特点

是操作相对简单，单次可以大批量转染。Peister等[21]

对经改良的电穿孔法转染人和大鼠的MSCs，通过荧光

蛋白观察转染细胞瞬时表达率为12.5%，经过14 d的

G418培养基筛选后细胞阳性表达率可达98%，经过14 d

的培养后细胞总数可以扩增达300倍，可以建立稳定表

达目的基因的工程细胞。Ferreira等[22]对电穿孔法进行

改良，发现转染48 h后报告基因lacZ在MSCs的表达率

为29%，表达至少维持10 d。并且，电转化法进行MSCs

的基因转染对细胞的活力和生物学特性包括多向分化

能力影响不大。实验用电穿孔法转染基因，发现目的基

因瞬时表达率约为24.3%，高于脂质体转染方法，经过

条件培养基筛选2周后目的基因阳性表达率可达90%。

虽然电穿孔转染细胞死亡率也相对较高，本实验是

26.9%，甚至可达50%[6]，但电穿孔法不失为一个简单

可行的方法。怎样进一步提高非病毒载体转染原代细胞

的转染率是仍是一个值得深入研究的问题。为了选择稳

定表达细胞系，线性质粒比环形质粒更容易整合到细胞

基因组，或者可以选择缺少细菌序列的微环DNA载体

(Minicircle DNA vectors)[23]，研究证明新型纳米材料也

对转染率的提高有帮助[24]。近年来amaza公司对电穿孔

法进行了改良，发明了专利技术核转染(Nucleofection)，

能够让质粒直接进去细胞核内，提高转染率的同时显著

降低了细胞死亡率，使对包括MSCs内的多种类型原代

细胞基因转染率提高到50%~90%[25-26]，但不同细胞转

染的参数包括电压、温度、转导液等需要经过不同的转

染条件优化[27]。 

实验证实，MSCs导入外源性基因后可在体内高效长

期表达，并可以长时间保持自身的生物学特性不变[8, 28-30]。

Chan等[29]用反转录病毒将β-半乳糖苷酶和绿色荧光蛋

白基因转染人胚胎MSCs，MSCs在转染成功后14周以

上仍保持自我更新、多向分化的潜能，体外稳定传代20

代以上。Lee等 [8]利用反转录病毒将人白细胞介素

3(human interleukin 3， hIL-3)和绿色荧光蛋白基因

(green fluorescent protein， GFP)转染小鼠MSCs，并

随后进行了长时间的体外、小鼠外体内实验观察，结果

发现转入人白细胞介素  3 和绿色荧光蛋白基因的

Group 1   Group 2        Group 3 

Group 1      Group 2     Group 3 

Group 1: BDNF transfected cells (A1-A3); Group 2: non-transfected cells; 
Group 3: blank-plasmid transfected cells. a: BDNF gene can be detected in
group 1(A1-A3) near 750 bp, but negative in group 2(B1-B3) and group 
3(C1-C3). b: β-Actin can be detected in all three groups near 300 bp 

Figure 5  Amplification of gene BDNF and β-Actin by RT-PCR
图 5  RT-PCR 扩增 BDNF 及 β-Actin 基因 

a: BDNF 

b: β-Actin 

bp 

bp 
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MSCs仍具有旺盛的增殖能力，体外实验证明转基因细

胞保持着稳定的外源基因表达长达6个月以上，细胞分

化后亦保持表达外源基因的能力，在体内(皮下、静脉注

射、腹腔内注射)也可以维持高水平表达外源基因时间长

达3个月。同样，实验也证明了应用电穿孔法转染MSCs

对细胞多向分化能力没有明显影响[25-26]。因此利用电穿

孔法介导基因转染MSCs构建工程细胞是安全可行的，

但是启动子失活、基因沉默、转染细胞丢失及转染细胞

自我维持能力的长时间评价、安全性评价等问题仍进一

步研究解决。 
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来自本文课题的更多信息--  

利益冲突：无利益冲突。 

课题的意义：课题比较了两种非病毒载体转染基因方
法，对细胞的基因转染技术的选择有参考价值。 

课题评估的“金标准” ：比较细胞转染率时，如果采
用绿色荧光蛋白基因作为示踪蛋白会更好，实验未应用该方
法，原因是构建的质粒蛋白是为应用于动物体内实验而设
计，未考虑到计算细胞转染率的用途。 

设计或课题的偏倚与不足：文中的细胞阳性表达率只是
代表目的基因的表达情况，和细胞转染率是不同的两个概
念，比较好的方法是采用绿色荧光蛋白作为计算细胞转染率
的依据。 

提供临床借鉴的价值：由于病毒载体的安全性问题影响
其临床上的应用，而电穿孔法介导基因转染安全性良好，可
以大批量操作，是值得推广的构建基因工程细胞的方法。 


