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转γ-干扰素基因大鼠肝细胞模型的建立
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摘　要　目的:使用多聚阳离子脂质体载体(lipofectAMINE)在体外建立转γ-干扰素(IFN-γ)基因的大鼠肝细胞模型。方

法:利用 lipofectAMINE 在体外将 IFN-γ基因转染大鼠肝细胞。分别以 RT-PCR和 ELISA方法检测所转 IFN-γ基因在大鼠肝细胞

的转录和表达情况。结果:以 lipofectAMINE 为载体的 IFN-γ基因转染大鼠肝细胞后 , 可被有效的转录并产生具有生物活性的

IFN-γ。结论:IFN-γ基因可被成功转染入大鼠肝细胞并可有效表达。这可能为细胞因子的免疫治疗提供一种新途径。
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Abstract　Objective:To investigate interferon-γ(IFN-γ)gene transfer and expression in BRL murine hepatocyte

with lipofectAMINE vector in vitro .Methods:IFN-γgene was transferred and expressed in BRL murine hepatocyte with

lipofectAMINE vector in vitro .Its mRNA transcription and protein concentration were determined by RT-PCR and

ELISA assay respectively.Results:The IFN-γgene that was transferred with lipofectAMINE vector in vitro can be tran-

scripted in the BRL murine hepatocyte continuously.Conclusion:IFN-γcan be transferred successfully and expressed ef-

ficiently in BRL murine hepatocyte.This may lead to a new therapeutic methods for cytokine immunological therapy.

Subject headings　transfection;liposomes;interferon type Ⅱ

　　γ-干扰素(IFN-γ)为体内一种重要的细胞因子 ,

主要由 TH 细胞产生 ,能够诱导和调节免疫反应以

及多种其它细胞因子的分泌
[ 1]
。近年来的研究发

现 , IFN-γ亦具有抑制 Ito细胞和防治肝纤维化的作

用。本实验是通过基因转染技术 , 建立能够分泌

IFN-γ的肝细胞模型。

1　材料和方法

1.1　主要材料

BRL大鼠肝细胞株(购自中科院上海细胞库),

pcDNA3IFN-γ和 pcDNA3质粒(由本院分子医学中

心提供), 总 RNA 提取试剂盒(Promega 公司),

ELISA 试剂盒(Endogen 公司), G418(Gibco/BRL 公

司), RT-PCR 反应所需的各种酶和试剂(均为

Promega公司)。

1.2　基因转染

将无血清无双抗的 RPMI 1640培养液分别加

入3 μg pcDNA3IFN-γ和 20 μL 脂质体中 ,使终量分

别达到 100μL ,混合二液 。室温放置 30 min 后 ,加

入1.8 mL RPMI 1640无血清无双抗培养液 。在经

无血清培养液漂洗的约 50%细胞汇合的 25 cm2 培

养瓶中加入上述混合液 , 37 ℃,体积分数为 5%的

CO2温箱孵育 5 h后 ,吸出转染液 ,加入含体积分数

为 15%的小牛血清及双抗的 RPMI 1640培养液 ,在

37 ℃,体积分数为 5%的CO2 条件下继续培养。以
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上述同样方法将 pcDNA3空载体转染大鼠肝细胞

株。

1.3　RT-PCR

将转染后细胞在 37 ℃,体积分数为 5%的 CO2

条件下以含体积分数为 15%的小牛血清的 RPMI

1640培养液培养 ,并按400 mg/L加入G418 ,待细胞

70%汇合后 ,按照说明书的方法及要求分别提取转

染 pcDNA3 IFN-γ和 pcDNA3空载体细胞的总 RNA。

反转录过程:5μg RNA ,20 pmol Oligo(dT)15 ,5 mmol

dNTP ,20 U RNasin ,5×PCR缓冲液 4 μL ,50 U AMV

反转录酶混合后加入无 RNA 酶水 , 总体积达 20

μL。在 42 ℃下反应 1 h后 ,95 ℃加热 10 min灭活

逆转录酶 。PCR扩增:反转录产物5 μL ,引物各 100

pmol ,dNTP 10 mmol ,10×PCR缓冲液 5 μL 加入 7.9

μL无 RNA酶水中 ,最后加入 Taq 酶 2.5 U。以 β-

actin为内对照 。90 ℃1 min , 52 ℃2 min , 72 ℃1

min ,共 35个循环 。循环结束后 , 取样加入 10 g/L

琼脂糖凝胶电泳中分析。

IFN-γ基因的引物序列[ 2] :5′端:GGCTTTTCAGC

TCTGCAT;3′端:GGATGCTCTTCGACCTCG;β-actin

基因引物序列为:5′端:CTCTTTGATGTCACGCACGAT

TTC;3′端:GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA。

1.4　ELISA检测

将转染后细胞培养至 50%汇合 ,按有限稀释法

单克隆至 96孔板内 ,在 37 ℃,体积分数为 5%的

CO2温箱内孵育 ,将生长良好之单克隆导至 24 孔

板内 ,并按 400 mg/L的量加入G418继续培养。待

细胞 70%汇合后 ,收集24 h培养液 ,同时做细胞记

数。根据说明书进行 ELISA检测 ,依据所绘制标准

曲线测出每个克隆的表达量。

2　结　果

以 lipofectAMINE 为载体将 IFN-γ基因转染大

鼠肝细胞 ,经G418抗性筛选后 ,成功获得具有抗性

的细胞株 ,从而初步证明转染成功 。

RT-PCR 反应显示 , IFN-γ基因只在转染 pc

DNA3 IFN-γ的细胞内转录 ,而作为对照的转染 pc

DNA3空载体细胞内无转录 ,作为内对照的 β-actin

基因在所有细胞中均有转录(图 1)。因此可以证

实 , IFN-γ基因已成功转染大鼠肝细胞 ,并有效地由

DNA转录为mRNA。

ELISA检测发现 ,转染 pc DNA3 IFN-γ细胞能

分泌具有生物活性的 IFN-γ,培养24 h后各个孔(约

1×105个细胞)的分泌量为 70 ～ 110 ng/L ,而转染

pcDNA3空载体的细胞未测出能够分泌具有生物活

性的 IFN-γ。这进一步证实 IFN-γ基因已成功转染

大鼠肝细胞 ,能够有效表达 ,并产生具有生物活性

的 IFN-γ。

图 1　转基因 RT-PCR检测

Fig .1　The transferred gene was determined by RT-PCR

M:PCR marker　1:IFN-γplasmid　2:Cells t ransferred pcDNA3IFN

-γ　3:Cells transferred pcDNA3

3　讨　论

病毒性肝炎及肝炎后肝硬化为常见病 ,多发

病。在我国约有 1.2亿人为乙肝病毒表面抗原阳

性 ,慢性肝炎超过3 000万人 ,其中25.4%终将发展

成为肝硬化或肝癌[ 3] 。而肝纤维化是各种致病因

素所致肝硬化的共同病理基础和发生途径。因此 ,

对肝纤维化的治疗成为防治肝硬化的发生和发展

的重要手段 。近年来发现 , IFN-γ具有良好的抑制

肝纤维化的作用[ 4] 。但由于其半衰期短 ,全身及局

部副作用使其在应用上受到很大限制
[ 5]
。

如何安全 、高效 、重复转染目的基因是基因治

疗中的关键问题 。各种不同的基因转染技术均有

一定的缺陷:裸 DNA转染虽然安全 ,但转染效率很

低 ,一般仅 1%,难以达到理想的治疗效果;腺病毒

介导的基因转染 ,虽然效率可达到 80%,但由于较

强的免疫原性 ,无法重复使用 。而脂质体载体与其

它载体相比较 ,具有制备方便 、应用广泛 、无毒性 、

且可与抗体相连以进行 DNA 定向导入等特点[ 6] 。

自从Wilson[ 7]等将脊髓灰质炎病毒通过脂质体带

进Hela 细胞 ,便开始了脂质体作为基因工程载体

的研究。阳离子脂质体与带负电荷的质粒 DNA 可

形成呈正电性的复合物 ,该复合物极易与负电性细
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胞膜结合 ,并经内吞作用进入细胞 ,因而有较高的

转染效率 。本实验所使用的 lipofectAMINE 系多聚

阳离子脂质体 , 具有较多的正电荷 , 增强了其与

DNA及靶细胞的亲合能力 ,并使其能在形成较多复

合物颗粒的前提下携带较多的 DNA分子进入靶细

胞。因此较其它阳离子脂质体具有更理想的转染

效率 。

本实验以 RT-PCR方法证实 , IFN-γ基因转染

后可成功实现由 DNA 到 mRNA 的转录;经 ELISA

检测证实 ,转染 IFN-γ基因的细胞可表达具有活性

的蛋白质产物 。同时筛选出高表达细胞株为下一

步体内移植抗肝纤维化的研究打下了基础 。这可

能为细胞因子的免疫治疗提供一种新途径。
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·简　讯·

博士后高劲松的研究为肿瘤快速诊断及防治研究提供有效手段

中山医科大学博士后高劲松在站研究中成功建立了一种闭管式荧光定量检测MDR1 基因表达的方法和建立了一种检测

端粒酶活性的改进方法 ,为肿瘤快速诊断及防治研究提供了有效手段。

博士后高劲松在合作导师何蕴韶教授指导下 , 完成了2 年的在站研究工作 ,根据肿瘤患者经常出现的多药耐药性问题 ,成

功建立荧光定量 RT—PCR检测 MDR1基因表达方法 ,该法具有简便 、快捷 、特异 、敏感 、可靠 、稳定 、准确等优点 ,尤其是闭管检

测 ,完全杜绝了 PCR产物污染引起的假阳性问题 ,检测结果用绝对拷贝数表示 ,有利于标准统一 , 对耐药和不耐药 K562 细胞

株的检测表明 ,耐药株的 MDR1拷贝数较不耐药株高 80 倍;高博士还根据多种常见的恶性肿瘤患者中 85%以上存在端粒酶活

性的问题 ,建立改进端粒重复系列扩增方案(TRAP), 设计加长下游引物 , 避免引物二聚体的形成 ,使端粒酶的孵育与 PCR反应

一步完成。方法简单快捷 ,无需两次添加引物 , 有效识别假阴性 , 银染显色快速灵敏 , 条带清晰 , 可广泛应用于肿瘤标本的端

粒酶检测 ,具有很好的应用价值。在高博士出站报告会上 ,专家评议组认为该研究工作达到国内领先水平。

(冯世容)
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