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加强型黄色荧光蛋白和 VEGF双基因载体

在肝细胞共转染表达

王金林1 , 闵　军1 , 周晓东2 , 陈亚进1 , 陈积圣1

(中山大学附属第二医院　1.普外科 , 2.医学研究中心 , 广东 广州　510120)

摘　要:【目的】构建携带加强型黄色荧光素蛋白(EYFP)和人类血管内皮生长因子(VEGF)的双基因真核表达载体

pIRES-EYFP/ VEGF121 ,用 EYFP作标记基因 , 研究外源性 VEGF121基因在大鼠原代培养肝细胞转染表达 , 为实时监测

VEGF121基因修饰肝细胞移植后状态提供基础。【方法】将pcDNA3VEGF121中 VEGF121定向克隆到 pIRES-EYFP ,构建重组质

粒 pIRES-EYFP/ VEGF 121 , 经酶切 、PCR扩增和部分 DNA 序列分析证实后 , 转染大鼠原代培养肝细胞 , 用荧光显微镜等观察

转染表达。【结果】酶切 、PCR扩增和部分 DNA序列分析等证明 pIRES-EYFP/ VEGF 121质粒成功构建 ,转染大鼠原代培养肝

细胞后 ,可以通过荧光显微镜观察到黄绿色荧光。【结论】构建了 pIRES-EYFP/ VEGF 121质粒 , 为实时监测外源性 VEGF 121基

因转染表达和 VEGF 基因修饰肝细胞的基因治疗奠定基础。
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Co-transfection and Expression of Enhanced Yellow Fluorescent Protein and Vascular Endothelial Growth Fac-

torDouble Gene Vector on Hepatocyte　WANG Jin-lin , MING Jun , ZHOU Xiao-dong , CHEN Ya-jin , CHEN Ji-sheng.

(Department of Hepato-biliary S urgery , Second A ff iliated Hospital , S un Yat-sen University , Guangzhou 510120 , China)

Abstract:【Objective】To construct double gene eukaryo tic expression vecto r pIRES-EYFP/ VEGF121.By using enhanced yellow

fluorescent protein (EYFP)as a marker g ene to study the transfection and expression of VEGF121 gene.【M ethods】VEGF121 gene

w as cloned into plasmid pIRES-EYFP.pIRES-EYFP/ VEGF 121 w as constructed and identified by restriction endonuclease enzyme

analysis , PCR amplification and partial DNA sequence analy sis.Then the plasmid was transfected into primary cultured hepatocy te.

Expression of exogenous genes w ere observ ed through fluorescence microscope.【Results】pIRES-EYFP/ VEGF121 plasmid w as identi-

fied though restriction endonuclease enzyme analysis , PCR amplification and par tial DNA sequence analysis.After transfected into rat

primary cultured hepatocy te, yellow-green fluorescence w as observed under fluorescence microscope.【Conclusion】The eukary otic ex-

pression plasmid pIRES-EYFP/ VEGF 121 has been constructed successfully.
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　　加强型黄色荧光蛋白(enhanced yellow fluore-

sent protein , EYFP)是一个野生型绿色荧光蛋白

(g reen fluoresent protein , GFP)黄绿色变种 , 以

EYFP 基因作为报告基因可用荧光显微镜方便快

捷观测到基因转染和表达。本研究通过构建携带

有 EYFP 和人源性血管内皮生长因子(vascular en-

do thelial grow th facto r , VEGF)双基因的真核表达

载体 ,并在体外转染改良胶原酶原位灌注法分离的

大鼠原代培养肝细胞 ,利用 EYFP 标记用荧光显微

镜观察 VEGF121 基因在肝细胞转染表达 , 为

V EGF 121基因转染的肝细胞移植后进行实时监测

提供可能 。

1　材料与方法

1.1　材　料

1.1.1　质　粒　pcDNA3VEGF 121质粒由本室保

存。质粒 pIRES-EYFP 购自 C LONtech 公司 ,为含

有 IRES 和加强型黄色荧光素基因的载体 ,在激发

波长为 488 nm 或 513 nm 时发出黄色荧光 。

1.1.2　脂质体　阳离子脂质体转染试剂 CLON-

fectin购自 CLONtech公司。

1.1.3　工具酶　BamH Ⅰ 、EcoR Ⅰ 、EcoRⅤ、T4

DNA连接酶均为 Boehringer Mannheim 公司产品 ,

Klenow 片段购自华美生物工程公司 。

1.1.4　实验动物　同系成年雄性SD大鼠 ,体质量
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约200 ～ 250 g ,中山大学医学实验动物中心提供。

1.2　方　法

1.2.1　真核表达载体 pI RES-EYFP/VEGF121构

建 、扩增 、纯化和鉴定　将含 121个氨基酸编码序

列的 VEGF121 cDNA 进行定向克隆插入质粒

pIRES-EYFP 中 , 构建 pIRES-EYFP/VEGF121:将

pcDNA3VEGF 121用 BamH Ⅰ单酶切后 ,进行末端

平滑化处理 ,再用 EcoRⅠ酶切 ,回收 520 bp 插入

片段;将 pIRES-EYFP 质粒用 EcoRⅤ和 EcoRⅠ酶

切 ,回收载体片段 ,用 T 4 DNA 连接酶将插入片段

和载体片段连接后 ,转化感受态大肠杆菌 JM 109

中 ,从平板中挑选单个菌落 ,进行质粒扩增 、纯化和

酶切鉴定 ,DNA 测序 。

1.2.2　肝细胞分离 、原代培养　采用改良原位胶

原酶灌注法[ 1]分离 、收获肝细胞 ,离心和过 Percoll

柱 ,去除非实质性细胞和死的肝细胞 ,用 4 g/L 台

盼蓝检查肝细胞活力 ,肝细胞重悬浮于 NAIR-1培

养液(日本通商产业省工业技术院产业技术融合领

域研究所仿生组配方)中 。

1.2.3　VEGF121基因转染大鼠原代培养肝细胞　

参照 CLONfectin使用说明和Watanabe方法[ 2] ,用

C LONfectin 将质粒 pI RES-EYFP/VEGF 121转染到

用6孔板培养的大鼠原代培养的肝细胞中 。质粒

DNA和 C LONfectin 按 5 μg∶15 μg 混合孵育 , 用

NAIR-1培养基稀释 ,将混合液加入 6 孔板大鼠原

代培养肝细胞中 , 37 ℃、体积分数 5%CO2 孵育 2

h ,吸去转染液 ,加入 NAIR-1 培养基继续进行原代

培养 。

1.2.4　大鼠原代培养肝细胞 VEGF121基因转染表

达观察　转染 48 h 后 ,在倒置相差显微镜和荧光

显微镜下观察 pIRES-EYFP/VEGF 121转染肝细胞

的形态和外源性基因的转染表达 ,并用流式细胞仪

进行转染效率检测。

2　结　果

2.1　pIRES-EYFP/VEGF121酶切鉴定

经 BamH Ⅰ和 EcoRⅠ酶切 、电泳后 ,出现约

5.2 kb和约500 bp条带(图 1),提示我们构建的质

粒中含有 520 bp的 V EGF 121cDNA 。

2.2　目的基因 PCR扩增

以 VEGF 基因 cDNA的 97 ～ 354 bp共 258 bp

长度序列为模板合成一对引物 ,即 S1:5′-GAGGG-

CAGAATCATCACGAAGT-3′和S2:5′-TCCTAT-

图 1　pIRES-EYFP/ VEGF121和 pIRES-EYFP 酶切鉴定

Fig.1　Recombinant plasmid pIRES-EYFP/ VEGF121 and

plasmas pIRES-EYFP

Those w as verified wi th rest riction endonuclease enzyme analysis.

1:1 kb DNA ladder;2:pIRES-EYFP/VEGF121 recombinant plasmid

w as digested w ith BamH Ⅰ and EcoRⅤ;3:plasmid pIRES-EYFP

w as digested w ith BamHⅠ and EcoRⅤ

GTGC TGGCC TTGGTGA-3′。 分 别 以 pI RES-

EYFP/VEGF121 、pI RES-EYFP 质粒 DNA 为模板

进行 PCR扩增 ,仅前者的扩增产物在琼脂糖电泳

200 ～ 300 bp之间显示特异性条带 ,重复多次均如

此 ,证明载体pIRES-EYFP/VEGF121正确构建(图2)。

图 2　pIRES-EYFP/ VEGF121和 pIRES-EYFP PCR

扩增产物

Fig.2　PCR product of recombinant plasmid pIRES-EYFP/

VEGF121 and plasmid pIRES-EYFP

Those w as electrophorised in agrose gel.1:100 bp DNA ladder;

2:pI RES-EYFP/VEGF121 plasmid DNA as template;3:pIRES-

EYFP plasmid DNA as template

2.3　pIRES-EYFP/VEGF121质粒部分 DNA序列分

析

pIRES-EYFP/VEGF121质粒 DNA 测序结果 ,

与GenBank中 VEGF121cDNA 序列一致。
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2.4　肝细胞分离 、原代培养

本组平均每只 SD大鼠可获得肝细胞数为 0.6

×10
9
,肝细胞活力为 95%,按 0.1×10

6
/cm

2
接种

在 6孔板上用 NAIR-1培养基进行原代培养。

2.5　VEGF121基因转染原代培养肝细胞形态学观

察及转染效率检测

转染 48 h后 ,VEGF121基因转染后肝细胞活力

用4 g/ L 台盼蓝染色法检测为 93%,相差显微镜见

V EGF 基因转染肝细胞形态正常呈现多边形 ,呈双

核 ,核浆比较高。荧光显微镜观察质粒 pI RES-

EYFP/VEGF121转染肝细胞发出黄绿色荧光 。转

染效率平均约为 17.5%。Western blot 检测培养

基上清液中 VEGF121蛋白的质量浓度为 10 ～ 20

mg/ L。

3　讨　论

以肝细胞为基因治疗受体细胞进行肝基因治

疗成为基因治疗的热点之一 ,是一条比较有希望的

应用途径 。但目前的研究表明 ,在大鼠原代培养肝

细胞中外源基因的转染表达存在一定困难 。目前

常用报道基因 lacZ 、 cat 、gut 和 luc 等对导入的外

源性基因的去向和转染表达进行观察 ,这些方法涉

及:细胞固定 ,染色 ,孵化 ,摄影;计数染色细胞或细

胞溶解;可溶性蛋白质的提纯;分光光度计检测等。

这些方法通过分析转染的细胞提取物中的蛋白活

力而间接检测基因的表达 ,并且难于同时检测转染

效率和表达水平 。如何方便 、快捷地对导入的外源

性基因转染表达及去向进行观察和实时监测在肝

基因治疗的研究中显得特别重要。

以GFP 为报道基因可以在不进行细胞固定和

标本准备的情况下进行外源性基因转染表达的分

析 ,成为一种基因转移分析的常用方法 ,可用于活

体示踪 、细胞内定位和实时检测等[ 3 ,4] 。相对于

GFP , EYFP 在哺乳类细胞有更亮的荧光 、更有效

的转录和更高的表达 。在转染后大约 48 ～ 60 h ,以

加强型黄色荧光素蛋白质作为报告蛋白质用荧光

显微镜观测到转染细胞在激发波长为 488 nm 或

513 nm 时能发出黄绿色荧光 ,是一种方便快捷检

测基因转染表达 、示踪 、细胞内定位和实时监测的

方法 。

pIRES-EYFP 是含有内部核糖体进入位点(in-

ternal ribosome entry site ,简称 IRES)的可携带双

基因高效真核表达载体 ,在多克隆位点(multiple

cloning site , 简称 M CS)和 EYFP 编码序列之间存

在脑心肌炎病毒(encephalomyocarditis vi rus , 简称

ECMV)的 IRES 片段 ,允许插入 M CS 的目的基因

和 EYFP 标志基因由同一个双顺反子转录 ,适用于

对瞬间转染表达 EYFP 和目的蛋白的哺乳类细胞

进行有效筛选。

近年研究表明 , VEGF 对体内外肝细胞增殖 、

肝再生起重要作用[ 5] 。我们曾就 VEGF121基因修

饰对脾内移植肝细胞增殖的影响进行了研究[ 6] ,难

于在大鼠原代培养肝细胞对 VEGF 基因的转染表

达及移植后肝细胞的状态进行观察和实时监测。

本研究将人源化 VEGF121基因定向克隆到 pI RES-

EYFP 质粒 ,构建具有 EYFP 和 VEGF121双基因真

核表达载体 pIRES-EYFP/VEGF121 ,通过荧光显微

镜 、流式细胞仪等观察标记基因 EYFP 的荧光及其

强度 ,可方便 、快捷地观察外源性基因在大鼠原代

培养肝细胞转染表达 ,进行示踪 、定位等实时监测 ,

为外源性基因修饰肝细胞移植和肝基因治疗的研

究打下基础。
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