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脂质体介导 hES 基因转染人舌鳞癌
Tca8113 细胞及其蛋白表达

潘朝斌 ,黄洪章 ,王建广 ,侯劲松
(中山大学附属第二医院 　口腔颌面外科 ,广州 510120)

[摘要 ] 　目的 　建立转人内皮抑素 (hES)基因舌鳞癌 Tca8113 细胞 ,检测体外培养的转基因细胞基因蛋白表达。方

法 　为了建立携带 hES基因的舌鳞癌 Tca8113 细胞克隆 ,选用阳离子脂质体Lipofectamin 为载体 ,将含 hES基因的质

粒 ———pBLAST- hES转染 Tca8113 细胞 ,以 Blasticidin S抗生素筛选阳性克隆。免疫组织化学 S- P 方法检测体外培养的

转基因 Tca8113 细胞克隆中 ES的表达。结果 　经 Blasticidin S抗生素筛选 ,转染 hES基因的 Tca8113 细胞由于具有

bsr 抗性基因 ,可以在含有 50μgΠml Blasticidin S的培养基中生长和传代 ,从而得到携带 hES 基因的 Tca8113 细胞克

隆。该细胞在体外培养传代 96 h 后 ,经免疫组织化学检测 ,hES表达的强阳性 ( +++ ) 率为 100 %。结论 　以脂质体

介导 hES基因转染 Tca8113 细胞效率高 ,转基因细胞具有高效表达活性目的基因产物的能力。

[关键词 ] 　内皮抑素 ; 　转基因 ; 　细胞 ; 　舌鳞癌

[中图分类号 ] 　R 739. 8 　　[文献标识码 ] 　A

Transfection of Human Endostatin Gene with Lipofectamin and the Expression of hES Protein in Tca8113 Cell　PAN
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[ Abstract ] 　Objective 　The purpose of this study was to establish transfergeneic Tca8113 cell and evaluate the expression of hu2
man endostatin (hES) gene in the cell colone in vitro. Methods 　 To transfect hES gene into Tca8113 cells , lipofectamin was

complexed with plasmid encoding hES gene , and blasticidin S antibiotic was adopted to select Tca8113 - hES cell clone. Immuno2
histochemistry S- P method was adopted to detect the expression of hES in the transfergenic Tca8113 cell in vitro. Results 　Trans2
fected by hES , the transfergenic Tca8113 cells could grow and proliferate in RPMI - 1640 culture medium containing blasticidin S

antibiotic. The expression rate of hES reached 100 %. Conclusion 　 hES gene can express in hES-transfected Tca8113 cell in

vitro.
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　　近年来有研究表明 ,以重组的内皮抑素 (endosta2
tin ,ES)蛋白治疗实体瘤取得了明显的疗效 1 ,2 。虽然

重组 ES 可以通过基因工程技术获得 ,但由于该蛋白

本身极不稳定 ,也难以大量制备 ,故而大规模的应用

受到限制。ES治疗恶性实体肿瘤的研究势必向基因

治疗方向发展。以外源性的 ES基因治疗肿瘤的关键

除了含目的基因质粒的构建外 ,还需要该基因转染到

真核细胞后能够高效、稳定地表达相关蛋白 ———具有

活 ES。本研究以脂质体为载体 ,转染人 ES 基因于舌

鳞癌 Tca8113 细胞系 ,通过体外培养的方法观察该转

基因细胞系表达 ES的能力。

1 　材料和方法

1. 1 　材料

主要的实验仪器 :恒温孵育箱 (中国上海) ,全自

动空气浴恒温振荡器 (中国太仓) ,全自动恒温细胞培

养箱 (Heraeus) ,LTG6G恒温水浴箱 ( Grant) ,常温离心

机和低温离心机 ( Heraeua) ,恒温恒流电泳仪 (BIO-

RAD) ,超净工作台 (中国苏州) ,一次成像像机 ( Po2
laroid) ,微波炉 ( Grantz) ,DNA 核酸测序仪 (ABI公司) 。

实验材料 :人舌鳞癌 Tca8113 细胞系由上海第二

医科大学口腔医学院何荣根教授惠赠。质粒 :含人内

皮抑素 cDNA 基因片断的真核表达重组质粒 p
BLAST

-

hEndostatin 由中山大学北校区生物化学研究室提供。

限制性内切酶 Sal I和 Nhe I ;大肠杆菌 JM109 ;质粒提

取盒 ; Blasticidin S 抗生素 ; 阳离子型脂质体 Lipo2
fectamine

TM
Reagent ;培养液 RPMI-1640 和胎牛血清 ;免

疫组织化学 S- P 试剂盒及抗人 Endostatin 多克隆抗
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体 ,CD34单克隆抗体 (QBEendΠ10) 和 VEGF (J H121) 多

克隆抗体 ;其他试剂。

1. 2 　方法

1. 2. 1 　真核表达重组质粒 p
BLAST

-hEndostatin 的扩增

　参照金冬雁等 3 介绍的方法 ,LB 平板及 LB 培养基

的 Blasticidin S抗生素终浓度为 100μgΠml。扩增步骤

包括 : ①大肠杆菌 JM109 感受态细胞制备。②细菌的

转化。③真核表达重组质粒 p
BLAST

-hEndostatin 扩增。

1. 2. 2 　真核表达重组质粒 p
BLAST

-hEndostatin 的提取

及鉴定 　采用 QIAGEN 大剂量质粒提取试剂盒大量

提取质粒。鉴定包括 : ①重组质粒酶切鉴定。酶切产

物鉴定在电泳上进行 ,用 DNA 分子量标准物同时进

行电泳。②p
BLAST

-hEndostatin 质粒 DNA 核酸序列测

定 :由宝灵曼公司以 ABI 373 自动测序仪进行分析。

1. 2. 3 　细胞复苏和培养 　细胞至 80 %融合后传代

培养。

1. 2. 4 　质粒的转染 　转染步骤为 : ①舌鳞癌细胞

Tca8113 以 1 ×10
5 接种 6 孔板 ,待细胞生长到 50 %～

80 %融合时开始转染。转染过程按 Lipofectamin
TM

Re2
gent 说明书进行。②将 2μg 真核表达重组质粒 p

BLAST

hEndostatin 溶解至 100μl 无血清 RPMI-1640 培养液 ,

同时将 20μl Lipofectamin
TM

Reagent 用无血清 RPMI-

1640 培养液稀释至 100μl。③以含质粒和脂质体 Li2
pofectamine

TM
Reagent 的上述混合液转染孔内细胞。

1. 2. 5 　阳性克隆筛选 　pBLAST-hEndostatin 转染

Tca8113 细胞 48 h 后进行阳性转染细胞的筛选。将

配制的 Blasticidin S溶液加入含 10 %胎牛血清 RPMI-

1640 培养液 ,使 Blasticidin S 的最终浓度达到 100

μgΠml。用含 Blasticidin S 的培养液 ,筛选具有 bsr 抗

性的阳性转染克隆 ,持续传代培养 ,直至获得增殖稳

定的转染细胞 ———p
BLAST

-hEndostatin- Tca8113。

1. 2. 6 　免疫组织化学 S- P 法检测 　p
BLAST

-hEndostatin-

Tca8113 细胞内 hES 蛋白表达 　①标本的制备 :以

5 ×105 细胞Π孔接种 6 孔板 ,板底放置盖玻片 ,共 4 张

6 孔板 ,计 24 孔。其中 12 孔作阳性克隆细胞 p
BLAST

-

hEndostatin- Tca8113 的培养 ,另 12 孔作 Tca8113 细胞

培养 ,方法相同 ,但其过程中 Tca8113 和空白质粒

p
BLAST与Lipofectamin 混合液混合。加入含 10 %胎牛血

清的培养液 ,在 37 ℃,5 % CO2 条件下孵育上述细胞

96 h。后去除培养液 ,待细胞爬片自然干燥 ,以作免

疫组织化学 (immunohistochemistry , IM) 检测。②免疫

组织化学 S- P 方法检测转基因 Tca8113 细胞内 hES蛋

白表达 :hES蛋白显色反应指标 :每片随机选择 4 个

高倍镜视野 ,计算 100 个细胞中的阳性细胞数 ,取平

均数 ,作为显色指数。显色指数为 (0～1) 、(1～25) 、

(25～50) 、(50～100) 时相应显色反应度依次定为阴

性 ( - ) ,阳性 ( + ) ,较强阳性 ( ++ )和强阳性 ( +++ ) 。

1. 2. 7 　Western blot 检测 ES 蛋白的表达 　对转基因

Tca8113细胞体外培养 96 h ,细胞于 - 80 ℃保存备

用。100μg 蛋白质样品进行 SDS- PAGE 电泳 ,将蛋白

质电转移至硝酸纤维素膜 ;杂交后将硝酸纤维素膜与

10 ml LumiGLO 作用 ,室温 1 min。然后将硝酸纤维素

膜放入暗盒中 ,暗室内将 X 线片放置硝酸纤维素膜

上 ,曝光 ,记录结果。

1. 3 　统计学处理

Fisher 精确概率法。在电脑中应用 SPSS8. 0 软件

包进行分析。P < 0105 有统计学意义。

2 　结果

2. 1 　人舌鳞癌 Tca8113 细胞系的体外培养结果

在培养液 RPMI-1640 (含 10 %胎牛血清)于37 ℃,

5 %CO2 温箱中培养 ,显微镜观察见细胞呈多边形 ,排

列规则 ,大小及染色均匀一致。

2. 2 　p
BLAST

-hEndostatin 质粒的扩增和提取

p
BLAST

-hEndostatin 阳性转化的大肠杆菌 JM109 能

在含有 Blasticidin S的LB 平板形成良好的单菌落 ,并

在含有 Blasticidin S 的 LB 培养基中大量扩增 ,经过

QIAGEN 大剂量质粒提取试剂盒提取质粒后 ,以 1 %

琼脂糖凝胶电泳证明 p
BLAST

-hEndostatin 质粒提取成

功。

2. 3 　重组 p
BLAST

-hEndostatin 酶切鉴定及测序

提取之质粒 pBLAST-hEndostatin 经限制性内切酶

Sal I 和 Nhe I 双酶切后在电泳胶带上得到一分子量

约为 550 pb 片段 (图 1) ,大小与预测的基因片段一

致。质粒 DNA 核酸序列经测序与已知的 hEndostatin

序列一致。

图 1 　pBLAST-hES双酶切结果

带 1 :Sal- I 和 Nhe- I 双酶切后 ,带 2 :Sal- I 单酶切后 ,带 3 :NheI 单酶

切后 ,带 4 :完整质粒 ,带 M:DNA 标准分子量

Fig 1 　Restriction mapping of recombinant pBLAST-hES
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2. 4 　p
BLAST

-hEndostatin- Tca8113 阳性克隆筛选结果

重组质粒 p
BLAST

-hEndostatin 转染 Tca8113 细胞

24 h后加入 Blasticidin S(终浓度为 100μgΠml) ,与未转

染质粒的 Tca8113 细胞作对照。含 Blasticidin S 100

μgΠml 终浓度的 RPM1-1640 培养液培养转化后 ,实验

组部分细胞失去贴壁生长能力。更换培养液 ,Blasti2
cidin S浓度降到 50μgΠml ,继续培养 ,转基因细胞多数

仍贴壁生长 ,但增殖缓慢 ,而对照组 (未转染) 的细胞

经 Blasticidin S 筛选已全部死亡浮起。转染细胞经 1

周的培养传代形成小集落。挑选集落传代。经传代

后细胞生长和增殖仍以集落方式出现。阳性转染细

胞克隆贴壁生长 (图 2) ,表明真核表达质粒转染成

功 ,转染 hES基因的 Tca8113 细胞有 Blasticidin S抗性

基因 bsr 表达。

2. 5 　免疫组化 S- P 检测 ES 在转染 hEndostatin 基因

Tca8113 细胞中的表达

选用阳离子型脂质体 Lipofectaimin ,与重组质粒

pBLAST-hEndostatin 和空白质粒 pBLAST分别转染 Tca8113

细胞 ,经免疫组织化学 S- P 法检测发现实验组 (pBLAST-

hEndostatin- Tca8113 细胞组) 细胞全部染成棕色或棕

褐色 (图 3) ,强阳性 ( +++ ) 率为 100 % ,而对照组

(p
BLAST

-hEndostatin 细胞组)无阳性染色细胞。ES 染色

主要位于细胞质中。经精确概率法检验 , P = 01000 ,

差异具有显著性 ,证明转 hEndostatin 基因的 Tca8113

细胞可高效表达 ES。

2. 6 　Western blot 结果

与未转染对照组比较 ,转染组在 20 kD 处出现强

的染色带 ,说明 ES在转基因细胞中有强表达。

图 2 　转染 hES基因 Tca8113 细胞克隆　直接显微镜观察　×200

Fig 2 　hES- Tca8113 cell clone 　without staining 　×200

图 3 　转染 hES 基因细胞爬片免疫组化呈阳性 　Endostatin 染色

　×200

Fig 3 　Expression of the brown protein appeared in the cell transfected 　

Endostatin 　×200

3 　讨论

基因治疗的载体要求转导效率高 ,表达稳定 ,安

全性好 ,而且能够反复使用。选用一种高效、安全、使

用简单的转染方法对基因治疗推广应用极为重要。

尽管病毒性载体由于它们具有体外高效转染性 ,一些

学者以病毒为载体转染 Endostatin 基因到大肠杆菌等

原核细胞 ,获得了高表达的菌种 3 ～5 。但这些研究的

主要目的是 ES的诱导表达及提取 ,以作内皮抑素蛋

白抑瘤效应的观察。模拟临床的给药途径 ,如通过肌

肉内注射 ,瘤体注射或静脉注射含基因质粒 ,考虑到

对人体安全性和毒性问题 ,病毒载体并不适宜在体内

反复应用。相反 ,脂质体作为载体已被证明毒性极

低 ,应用简单。本研究选用的载体为阳离子型脂质体

Lipofectamin
TM

Reagent ,该脂质体能提高转染效率 ,对

于表达β-半乳糖苷的真核细胞可达 90 %阳性转

染 6 。实验结果显示转基因细胞能在含 Blasticidin S

培养基中生长 ,证明转染成功。质粒真核表达载体

p
BLAST为一种无需克隆的即用型表达载体 ,可用于基

因的体内外转染 ,转染迅速而且效果稳定。由于该质

粒载体的结构中 HLV-的 5′VTR 区域连接有 EF-1α启

动子 ,因而可显著提高所携带基因的表达。pBLAST表

达载体体内外都可提高 hEndostatin 基因表达 ( Invitro

gen 网页相关说明) 。

本实验成功地大剂量提取质粒 ,该重组质粒经双

酶切鉴定及基因 DNA 序列测定 ,证明了质粒中含有

人 ES素基因片断。由于重组质粒结构中有 bsr 基

因 ,其表达蛋白能对抗 Blasticidin S 抗生素。通过含

100μgΠml Blasticidin S RPMI-1640 培养液培养 ,转染

p
BLAST

-hEndostatin 的 Tca8113 细胞由于具有 bsr 抗性基

因能正常生长及传代增殖 ,而未转染 hEndostatin 基因

的 Tca8113 细胞死亡。经 Blasticidin S的筛选 ,成功建
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立了 p
BLAST

-hEndostatin Tca8113 细胞克隆。

免疫组织化学及 Western blot 方法证明 p
BLAST

-

hEndostatin- Tca8113 细胞在培养了 96 h 后能有效地表

达 ES。实验中发现实验组的培养液 (细胞间) 中含有

ES ,说明肿瘤细胞具有表达并分泌 ES 的能力。在

Chen 等7 的研究中 ,他们同样以脂质体介导转染

hEndostatin 到乳腺癌细胞系 ,体内外实验均证明分泌

型 ES在肿瘤细胞和循环中存在。为了证明转染基因

肿瘤细胞分泌 ES 的活力 ,他们通过对培养液的提取

和分析 ,发现人 ES的量达到了 610～724 ngΠml。有关

ES浓度与内皮细胞增殖的相关性研究中揭示 ,在培

养液中 ,当 ES的浓度达到 1 ngΠml 时 ,内皮细胞的增

殖率下降 50 %
7 。另有研究侧重于宿主分泌 ES 的

时间与浓度的关系。通过商品化的 ELISA 试剂盒来

检测人 ES的分泌量 ,Blezinger 等 8 发现 ,以 2μg DNA

质粒转染 215 ×10
5 肾癌细胞 48 h ,在其 2 ml 培养液

中人 ES的浓度已达到 5 ngΠml ,第 7 天达到高峰 ,随

后逐渐下降 ,到 14 d 还能检测到 ES。这些研究不仅

证明了携带 hEndostatin 基因的宿主可以表达及分泌

ES ,而且揭示了 ES分泌的一些规律 ,为 hEndostatin 基

因治疗打下了基础。Chen 等 7 直接从携带 hES 基因

的乳腺癌细胞培养液中分离出人的 ES , 并在动物实

验中以碱性成纤维细胞生长因子 ( basic fibroblast

growth factor , bFGF) 诱导局部组织的血管生成 ,后注

入上述人 ES ,结果证明了该分泌型 ES 具有很强的抑

制血管生成活性。温玉明等9 的研究表明 ,口腔癌组

织中血管内皮细胞生长因子 ( vascullar endothelia

growth factor ,VEGF)强表达 ,该 VEGF 促进肿瘤血管生

成 ,为肿瘤的生长和转移提供了前提条件。笔者认

为 ,以脂质体介导法转染 hEndostatin 于 Tca8113 肿瘤

细胞能达到表达及分泌具有活性的 ES目的。该方法

可有望用于肿瘤的治疗 10 。
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