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文题释义： 

脐带华通胶间充质干细胞：脐带华通胶间充质干细胞富含透明质酸，占脐带中黏多糖的 70%，形成成纤维细

胞周围的水凝胶结构，确保脐带中不仅含有大量的胶原纤维，还包括大量增殖能力极强的间充质干细胞。华

通胶曾被认为是医疗的废弃物，然而现在很多研究者都以此为干细胞中的研究重点，认为其是理想的种子细

胞。 

电穿孔：当生物细胞暴露于足够幅度的脉冲电场时，它们的质膜通透性增加。在膜通透性增加时，不能进入

细胞的分子可被导入细胞内部，或者细胞组分可从细胞中泄漏出来，这个现象称为电穿孔。电穿孔可有效转

染干细胞等转染较难的细胞系，从而成为近 10年来研究主题之一。 

 

摘要 

背景：脐带华通胶间充质干细胞是目前较为原始的干细胞，为当前干细胞的研究热点之一，是基因治疗的理

想载体。然而，目前尚未有对脐带华通胶间充质干细胞电转染条件的研究，因此探索脐带华通胶间充质干细

胞的电转染最佳条件占据重要地位。 

目的：探讨不同电穿孔条件对脐带华通胶间充质干细胞转染率的影响，以确定最佳电转染条件。 

方法：通过控制电压、脉冲时长及细胞状态等转染条件，采用不同条件组合后用电穿孔法将质粒 EEV-EGFP

转入脐带华通胶间充质干细胞，流式细胞仪检测转染率。 

结果与结论：①电压自 125 V至 150 V，转染率呈现递增趋势，150 V时获得最大转染率，但将电压进一步

调高至 170 V，转染率开始显著降低；②脉冲时长为 5.0 ms 时获得最大转染率；脉冲时长为 2.5 ms 和 7.5 ms

时转染效率均有所降低；③与低氧培养比较，正常培养的细胞转染率更高；④结果表明，正常培养的脐带华

通胶间充质干细胞在电压 150 V、脉冲时长 5.0 ms、脉冲间隔时间 50 ms、脉冲数 2次时可达到较高的电转

染率。 
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Abstract 

BACKGROUND: Wharton’s Jelly-derived mesenchymal stem cells are relatively primitive stem cells that are ideal 

vectors for gene therapy. However, there is a lack of studies on the conditions for the electrotransfection of  

电转染脐带华通胶间充质干细胞的条件优化 

材料： 

脐带华通胶间

充质干细胞。 

方法： 

(1)利用电穿孔仪器； 

(2)通过设定不同的电转参

数及更换细胞培养状态； 

(3)将目的基因导入细胞中。 

观察： 

不同电转条件

下脐带华通胶

间充质干细胞

的电转染效率。 

结果： 
正常培养的脐带华通胶间

充质干细胞在电压 150 V，

脉冲间隔时间 50 ms，脉冲

数 2 次时可达到较高的电

转染率。 
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Wharton’s Jelly-derived mesenchymal stem cells. Therefore, exploring the optimal conditions for the electrotransfection of Wharton’s 

Jelly-derived mesenchymal stem cells occupies an important position. 

OBJECTIVE: To investigate the effects of different electroporation conditions on the transfection efficiency of Wharton’s Jelly-derived 

mesenchymal stem cells, and to explore the optimal conditions for cell electroporation. 

METHODS: By controlling the transfection conditions such as voltage, pulse duration and cell status, EEV-EGFP plasmids were transfected 

into Wharton’s Jelly-derived mesenchymal stem cells by electroporation under different conditions. Transfection efficiency was detected by 

flow cytometry. 

RESULTS AND CONCLUSION: (1) The transfection efficiency was intended to increase when the voltage ranged from 125 V to 150 V, and 

the maximum transfection efficiency was obtained when the voltage was 150 V. However, when the voltage was further increased to 170 V, 

the transfection efficiency began to decrease considerably. (2) The maximum transfection efficiency was obtained when the pulse duration 

was 5.0 ms, while it was certainly decreased when the pulse duration was 2.5 and 7.5 ms. (3) The transfection efficiency of the cells cultured 

under normoxia was higher than that under hypoxic culture. These findings reveal that normally cultured Wharton’s Jelly-derived 

mesenchymal stem cells can achieve higher electroporation efficiency via two pulse sessions at a voltage of 150 V, pulse duration of 5.0 ms, 

and pulse interval time of 50 ms. 

Subject headings: Umbilical Cord; Mesenchymal Stem Cells; Transfection; Tissue Engineering 

Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81370238, 81370901 

 

0  引言  Introduction 

脐带华通胶间充质干细胞 (wharton’s jelly-derived 

mesenchymal stem cells，WJ-MSCs)是近年来干细胞研

究的热点，其具有较高的分化潜能，可以分化为脂肪细胞、

成骨细胞、成软骨细胞、内皮细胞、心肌细胞等[1-5]。此外，

WJ-MSCs具有取材方便、增殖能力强、免疫原性低、无致

肿瘤性、无伦理学争议等优势[6-9]。在再生医学领域，将不

同基因导入WJ-MSCs进行基因治疗有望成为未来冠心病

等疾病临床研究的重点方向。 

目前将基因导入真核细胞的方法有许多种，根据所用

载体的不同，可将基因转移技术分为病毒类载体技术和非

病毒类载体技术。前者利用病毒载体与细胞表面受体的相

互识别把外源基因转入受体细胞，而非病毒类载体较病毒

载体有较低的毒性和免疫反应，它们没有整合到染色体基

因组内，不受细胞或种属特异机制的限制，也不受引入基

因大小的限制[10-11]。目前在非病毒转染的方法中，电穿孔

转染方法以其较高的转染率得到了研究者们的青睐。 

电穿孔法可有效转染磷酸钙-DNA沉淀物等其他方法

转染效果不好的细胞系[12]。实验用电穿孔法将带有增强型

绿色荧光蛋白基因(enhanced green fluorescent protein，

EGFP)的真核表达载体EEV(Enhanced Episome DNA)转

染WJ-MSCs，分析各条件下的转染效率，为应用基因表达

载体转染WJ-MSCs提供依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  分组对照细胞实验。 

1.2  时间及地点  实验于2016年4至8月在解放军海军总

医院心血管内科实验室完成。 

1.3  材料  重组载体EEV-EGFP的构建为美国张剑青博

士完成并惠赠，载体EEV的图谱见图1。 

实验试剂：无血清培养基(军事医学科学院)；0.25%胰

酶、青霉素(100 U/mL)、链霉素(100 mg/L)(Sigma公司)；

PBS(HyClone公司 )；电转buffer(即Opti-MEM培养基，

Invitrogen公司)；感受态大肠杆菌(鼎国昌盛公司)；去内毒

素质粒抽提试剂盒(Promega公司)。 

实验仪器：电穿孔仪、2 mm电转杯(NEPA21 Super 

Electroporator，NEPA GENE公司)；流式细胞仪(Beckman

公司 )；大容量高速冷冻离心机 (美国Beckman公司 )；

DU640核酸蛋白分析仪(美国Beckman公司)；二氧化碳培

养箱(Thermo公司)；倒置荧光显微镜(Olympus公司)；恒

温细菌摇床。 

1.4  实验方法   

1.4.1  质粒的制备  将EEV-EGFP转入DH5α感受态细

胞，静置于冰上30 min，42 ℃热激90 s后快速转移至冰上，

冷却2 min，加LB培养基800 μL，37 ℃、150 r/min振荡培

养1 h，将已转化的感受态细胞均匀涂布于含氨苄青霉素的

LB平板上(终质量浓度为100 mg/L)，37 ℃倒置培养过夜。

从培养皿上挑取单菌落，置于5 mL含氨苄青霉素的LB培养

液中，37 ℃培养箱培养过夜，去内毒素质粒提取试剂盒提

取质粒，核酸蛋白分析仪测定质粒浓度，A260/A280为

1.8-1.9，质量浓度约为1.61 g/L。 

1.4.2  WJ-MSCs的培养  实验所用脐带标本来源于海军

总医院2016年4月产科40周胎龄剖宫产胎儿，经产妇及其

家属同意，产妇健康，无传染性疾病，胎儿无先天性疾病。

将脐带组织从取样瓶中小心取出，用镊子夹住脐带，PBS

反复清洗，洗净血凝块。将脐带剪成2.0-3.0 cm的小段，

沿脐带静脉血管剪开，剥去静脉血管内膜及动脉血管，撕

下胶质层于无菌培养皿中，用PBS清洗后剪成1 mm×     

1 mm×1 mm小块，取适量组织块放入75 mL培养瓶中，每

瓶加入10 mL无血清培养基，移液管轻轻吹打后混匀，使

组织块在培养基中均匀散开，覆盖培养瓶底面，放置于   

37 ℃，体积分数为5%CO2细胞培养箱中培养，7-10 d后

组织块完全固定在培养瓶底，观察细胞生长情况。每一两

天换液1次，待细胞长满整个底面，转移组织块并传代。 

1.4.3  电转染  所有操作均在无菌条件下进行。实验前，

在6孔塑料培养板中加2 mL无血清培养基及电转buffer置

于37 ℃预热。实验时，WJ-MSCs处于细胞生长对数中期，

细胞密度为70%-80%，0.25%胰酶消化，收集细胞，电转

buffer洗2遍；用电转buffer重悬细胞，计数板计数，调整细

胞浓度至1×10
10

 L
-1，用微量加样器取98 μL细胞悬液与 
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10 μg质粒混合均匀。取100 μL混合液沿着电转杯的侧壁缓

缓加入，随后立即将电转杯放入电转槽中，选择不同的电

压、脉冲时长等条件组合电击细胞，操作完毕后，快速将

电转杯中的细胞转移到6孔塑料培养板中，放入饱和湿度

37 ℃，体积分数为5%CO2细胞培养箱静置培养。 

1.4.4  不同电转染条件及电转染效率的确定  观察不同

电压(125，130，140，150，170 V)、不同脉冲时间(2.5，

5.0，7.5 ms)、不同细胞状态(体积分数为20%正常氧、体

积分数为5%低氧)对WJ-MSCs电转染效率的影响。电穿孔

后48 h进行检测，该质粒携带EGFP绿色荧光标签，经质

粒转染成功的WJ-MSCs将表达绿色荧光蛋白，使用流式细

图 1  载体 EEV 图谱 

Figure 1  The map of vector EEV 

表 1  不同电压条件下脐带华通胶间充质干细胞的电转染率 

(x
_

±s，n=5) 

Table 1  Electrotransfection efficiency of the Wharton’s 

Jelly-derived mesenchymal stem cells under different voltage 

conditions     

电压(V) 转染率(%) 

125 15.110.91 

130 21.981.28 

140 31.411.79 

150 44.650.98
ab

 

170 14.950.58 

 

表 2  不同脉冲时长条件下脐带华通胶间充质干细胞的电转染率 

(x
_

±s，n=5) 

Table 2  Electrotransfection efficiency of the Wharton’s 

Jelly-derived mesenchymal stem cells under different pulse length 

conditions    

脉冲时长(ms) 转染率(%) 

2.5 16.351.18 

5.0 44.650.98
ab

 

7.5 23.943.90 

 

表注：与 140 V 电压比较，
a
P < 0.05；与 170 V 电压比较，

b
P < 0.05。 

表注：与脉冲时长 5.0 ms 比较，a
P < 0.05；与脉冲时长 7.5 ms 比较，b

P < 0.05。 

表 3  不同细胞状态下脐带华通胶间充质干细胞的电转染率 

(x
_

±s，n=5) 

Table 3  Electrotransfection efficiency of the Wharton’s 

Jelly-derived mesenchymal stem cells under different cell states    

细胞状态 转染率(%) 

体积分数 20%正常氧 44.570.87 

体积分数 5%低氧 33.553.98
a
 

 表注：与体积分数 20%正常氧比较，a
P < 0.01。 

图 2  不同电压条件对脐带华通胶间充质干细胞电转染率的影响 

Figure 2  Effects of different voltage conditions on the 

electrotransfection efficiency of the Wharton’s Jelly-derived 

mesenchymal stem cells 

图 3  不同脉冲时长条件对脐带华通胶间充质干细胞电转染率的影响 

Figure 3  Effects of different pulse length conditions on the 

electrotransfection efficiency of the Wharton’s Jelly-derived 

mesenchymal stem cells 

图 4  不同细胞状态对脐带华通胶间充质干细胞电转染率的影响 

Figure 4  Effects of different cell states on the electrotransfection 

efficiency of the Wharton’s Jelly-derived mesenchymal stem cells 
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胞仪检测荧光表达率。 

1.5  主要观察指标  不同电转染条件下WJ-MSCs的电转

染效率。 

1.6  统计学分析  应用SPSS 23.0软件进行统计分析。相

同条件下每组实验重复3次，所有数据以x
_

±s表示，数据采

用独立样本t 检验，多组间数据比较采用方差分析，P < 

0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  电压对转染率的作用  从125 V起逐渐调节电压至

170 V，脉冲时长选用5 ms，流式细胞仪分析电转染结果。

从表1中可知150 V时获得最大转染率；从图2中可观察到

电压自125 V至150 V，转染率呈现递增趋势，但将电压进

一步调高至170 V，转染率开始显著降低。 

2.2  脉冲时长对转染率的作用  电压选用150 V，脉冲时

长选用2.5，5.0，7.5 ms共3个档位，流式细胞仪分析电转

染结果。从表2中可知脉冲时长为5.0 ms时获得最大转染

率，脉冲时长为2.5 ms和7.5 ms时转染效率均有所降低。

从图3中观察可得脉冲时长为5 ms时与2.5 ms及7.5 ms时

的转染率差异均有显著性意义(P < 0.05)。 

2.3  细胞状态对转染率的作用  分析上述2个条件的转染

率结果，采用电压150 V、脉冲时长5.0 ms这个最佳搭配条

件，取低氧培养箱中培养24 h后的WJ-MSCs进行电转，发

现低氧培养时细胞电转后虽然死亡率降低，但是电转效率

亦较低(表3和图4)。 

 

3  讨论  Discussion 

电穿孔法是应用短暂的高压电流脉冲诱导活细胞产生

跨膜电位，由于外加电场强度大于细胞膜穿孔的临界值，

引起细胞质膜结构暂时性改变，使多种细胞质膜形成纳米

级微孔，DNA等外源基因通过这些微孔或者通过伴随微孔

关闭时膜成分的再分布而直接进入细胞质[13-14]。大多数细

胞系通过传统转染技术就可提高转染效率，而在间充质干

细胞中却无法实现，干细胞转染相对来说转染难度较大。

电穿孔法是转染技术的重要发现，该技术具有高度可重复

性，其可以有效转染干细胞，方法容易优化，且能在实现

高转染效率的同时，不会对间充质干细胞的多能性产生不

利影响[15-18]。电穿孔转染的效率主要受以下几种因素的影

响：①外加电场的强度。电压过低，培养细胞质膜的改变

不足以允许DNA分子通过；电压过高，细胞会受到不可逆

转的损害。通常经过电穿孔，只有20%-50%的细胞可以存

活；②电脉冲的长度。通常单个电脉冲可以通过细胞。电

脉冲的长度、形状和强度由所供电容量和电转化池的大小

决定[19-22]。 

研究者们探索了不同细胞电转染条件的优化，大多数

研究选用的是骨髓间充质干细胞，同时对其电转染条件优

化的研究较少[23-25]。王晓军等[26]对大鼠骨髓间充质干细胞

进行电转染，流式细胞仪分析可知转染率为(32.8±3.0)%。

张平等[27]成功对大鼠骨髓间充质干细胞进行电转染，结果

显示瞬时转染率达20%，之后对其进行筛选，基因阳性表

达率可达80%。Helledie等[28]对人骨髓间充质干细胞的电

转染条件展开研究，发现细胞数为1×10
6个、质粒为60 μg、

电转缓冲液为Opti-MEM时，转染率有所提高。 

近几年来，WJ-MSCs已成为干细胞中的研究热点，其

是胚外来源的间充质干细胞，既没有胚胎干细胞的伦理道

德、免疫排斥及致瘤性，且较骨髓间充质干细胞更原始，

增殖能力更强，是目前基因治疗的理想种子细胞[29-32]。然

而，目前国内外针对WJ-MSCs电转染条件的研究却寥寥无

几。实验首先观察电压对转染率的影响，当电压从125 V

起逐渐升高，转染率亦随之逐渐增加，但电压到150 V之后，

转染率开始下降，整个曲线呈抛物线样；电压为150 V时，

转染率达到了(44.65±0.98)%，与电压为140 V及170 V时

的转染率差异有显著性意义(P < 0.05)，结果表明电压为

150 V时的转染率达到最高；接着观察脉冲时长与转染率之

间的关系，脉冲时长从2.5 ms逐步调节至7.5 ms，随着脉

冲时长的延长，转染率上升到一个最高点后下降，从图表

中可知最高转染率对应5.0 ms脉冲时长，这与改变电压条

件的转染率曲线图类似。将脉冲时长为5.0 ms分别与2.5，

7.5 ms的转染率进行比较，差异有显著性意义(P < 0.05)，

证实5.0 ms为最佳脉冲时长。 

早在2010年，Nekanti等[33]体外低氧培养人WJ-MSCs，

发现低氧状态下能促进细胞增殖。宋希拿等[34]证实低氧培

养人脐带间充质干细胞能促进其增殖并抑制凋亡，同时可

保留其干细胞的特性。基于电转染时细胞死亡率稍高，作

者考虑改变细胞的培养状态后是否能在不改变转染率的前

提下，降低细胞死亡率。将细胞放入低氧培养箱，24 h后

进行电转染，显微镜下可见细胞死亡率显著降低，然而转

染率并未提高，与正常培养的细胞相比，转染率反而明显

降低(P < 0.01)，表明低氧处理并不能提高转染的效率。 

电转染是一种有前景的方法，没有生物污染和免疫反

应，它适用于所有细胞类型，包括最原始的WJ-MSCs
[35-36]。

然而，实验也存在不足之处，即电穿孔时对电压、脉冲时

长的取值不够精确。综上所述，实验通过探索WJ-MSCs

电转染条件，表明正常培养的WJ-MSCs在电压150 V、脉

冲时长5.0 ms、脉冲间隔时间50 ms、脉冲数2次时可达到

较高的电转染率。该研究以WJ-MSCs为研究模型，为冠心

病等疾病基因修饰的干细胞治疗研究奠定了基础。 
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