
一 81 6 一  重庆医科大学学报 2010年第35卷第6期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．VOI．35 No．6) 

文章编号：0253—3626(2010)06—0816—03 

pcDNA3．1载体对内参基因表达影响分析 

陈 可，王增产 

(重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究转染质粒pcDNA3．1对内参基因表达影响差别，为今后在采用 pcDNA3．1载体进行表达分析时内参基因的 

选择提供参考。方法：选用HepG2、HEK293、Hela、A549、QGY共5种细胞转染pcDNA3．1空载体质粒，转染后48 h提取细胞总 

RNA荧光定量 PCR法 比较内参基因甘油醛 一3一磷酸脱氢酶(Glyceraldehyde一3一phosphste dehydrogenase，GAPDH)、肌动蛋白 

(13一actin)、18sRNA表达水平差异，提取细胞总蛋白，检测 GAPDH、B—actin表达水平差异。结果：5种细胞在转染质粒 pcDNA3．1 

后，内参基因转录和蛋白表达均出现不同程度的下降，其中以 B—actin下降最为明显，GAPDH及 18sRNA在转录水平下降幅度 

小，且下降程度接近。结论：pcDNA3．1质粒转染造成基因表达非特异性抑制，其中对管家基因 B—actin影响较大 ，因此在应用 

pcDNA3．1来源载体进行基因功能分析时，不推荐使用 13-actin作为内参基因。 
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【Abstract】Objective：Toinvestigatethe effect ofpcDNA3．1 vectoron housekeeping gene expression and set guidetofurther studyworkin 
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using pcDNA3．1．Methods：5 cell lines were transfeeted with 

pcDNA3．1，48 h post transfection total RNA was extracted and 

applied for real time PCR to detect the RNA level of GAPDH、 

B-actin、1 8sRNA difference．Meanwhile，extract total protein and 

目前关于几种乙肝治疗性疫苗的研究，主要分为抗原蛋 

白或肽负荷，冲击的DC以及抗原基因导入的DC两种类型， 

我们的实验结果均提示 HBsAg冲击的DC比同样蛋白冲击 

的巨噬细胞在体内能刺激更强的 MHC类限制性 CTL应答 ， 

表明DC疫苗具有突出的诱导细胞免疫应答的能力 叫̈。HBV 

特异性 CTL是控制病毒持续感染进而清除病毒的重要因素， 

而慢性 HBV感染者 DC的抗原提呈功能有缺陷，不能把病 

毒抗原的信号传递给机体的免疫系统，引起CTL应答不足。 

本实验中，我们用 HBsAg冲击的 Dc制备的 HBsAg-DC疫 

苗，并初步观察其体外的免疫刺激活性 ，也发现经此处理对 

DC的成熟表型、及刺激同种异体 T细胞增殖的功能均有增 

强作用。 
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analyze the GAPDH and B-actin expression by Western blot．Results：RNA and protein levels all show of a decrease in 5 cell lines after 

transfection，with the most obviously B—actin．Conclusion：pcDNA3．1 might have non specif inhibition effect to cell，when using pcDNA3． 

1 for gene function research，it is not recommend to use -actin as reference gene
． 
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基因表达分析在生命科学的众多研究领域中日趋重要 ， 

在转录水平进行基 因表达定量的方法 ，如实时定量 PCR、 

RNA印迹，核糖核酸酶保护分析、基因芯片等，在蛋白质平行 

定量的方法如蛋白质印迹等，都需要应用内参基因对 目标基 

因表达量进行校正，以期获得真实可靠的结果。看家基因有 

几百种 ，最常用的为 ACTB、GAPDH、18SrRNA、28SrRNA，理 

想的看家基因在各种实验因素条件下，各种类型的组织或细 

胞均恒定表达llj。然而，大量的研究结果表明，任意一种看家 

基因的所谓恒定表达都只是在一定类型细胞或实验因素作 

用下 “有范围”的恒定。在其它类型的细胞中或实验因素作 

用下则是变化的，有可能是十几倍几十倍甚至是上百倍的差 

异【2．31。盲目地使用一种看家基因作为内参，一方面 ，可能使基 

因表达的微小差异难以发现，另一方面能引致错误甚至相反 

的结论l 4l 。本研究 比较了基 因表达分析常用的质粒载体 

pcDNA3．1在不同细胞系中对 GAPDH、B—actin、18sRNA 3种 

内参基因表达影响分析，通过该实验对后续采用 pcDNA3．1 

载体进行表达分析时内参基因选择提供参考。 

1 材料和方法 

1．1 细胞培养与转染 

实验用细胞 系 HepG2、HEK293、Hela、A549、QGY均为 

本室 自行保存，细胞培养于含 10％FBS的 MEM血清培养基 

进行培养，转染前 12 h以每孔 5 X 10s个细胞数密度接种于 

6孔板。采用 Lipofectamin 2000TM(Invitrogen)进行转染 ，转染 

条件 ：pcDNA3．1(Invitrogen)4 g／孔，脂质体 10 l／孑L，按照 

Lipofectamin 2000TM操作说明书进行转染 ，转染后 4 h更换培 

养基培养过夜。转染实验均采用 3次重复。 

1．2 细胞 总 RNA提 取及 荧光定量 PCR检 测 

细胞转染 48 h后，终止细胞培养，使用 Trizol试剂(Invit— 

rogen，USA)按说明书提取总 RNA，采用无 RNA酶的 DNA酶 

(Promega公司)按照说明书处理总 RNA以去除基因组 DNA。 

取 2 g总 RNA按照 M—MLV逆转录酶(Promega)说 明书逆 

转为cDNA，并对 cDNA原液进行 10倍稀释作为实时定量PCR 

的 cDNA工作液 。PCR通过 BIO—RAD公司 IQ5 Real—time 

PCR system进行分析。引物序列见表 1，反应体系参照 Real— 

time PCR Master Mix(Fermentas)说 明书 ：荧光定量 PCR反应 

体系 20 Ixl，Syber Green mixl0 l、上下游引物(10 pmo]／~1)各 

0．75 l、cDNA 1 l，高压灭菌去离子水 7．5 l。经摸索和优化 

PCR的反应条件最终设置如下：95℃ 10 min(预变性)后进入 

循环；95~2 15 S(变性)，60~(2 30 S(退火及延伸 )，重复 40个 

循环。设置在延伸阶段收集荧光信号。经 IQ5自带分析软件可 

得到样本各看家基因的循环域值(ct值)。 

1_3 Western bl0t检测 

转染后 48 h，RIPAI50(碧云天)裂解液裂解细胞，总蛋白 

定量后 ，取 50 g蛋白量进行 SDS—PAGE电泳 ，经转膜封闭 

后 ，采用 鼠抗 B—actin santa cruz)，鼠抗 GAPDH单抗(santa 

CVIIZ)，4℃孵育过夜，羊抗鼠 一HRP二抗室温孵育 1．5 h，胶片 

曝光显色。 

1．4 统计学分析处理 

将荧光定量数据结果利用 SPSS12．0统计分析软件进行 

分析处理。 

2 结 果 

2．1 DcDNA3．1空载体转染抑制非特异性抑制细胞基因表达 

转染后 48 h，细胞总 RNA进行 realtimePCR检测 ，通过 

脂质体转染(不含质粒 DNA)细胞作为对照，结果发现 GAPDH、 

B—actin、18sRNA 3种内参基因表达均出现不同程度下降， 

其中以 B—actin下降最为明显(P<O．01)，GAPDH和 18sRNA 

差别不明显 ，且在所选择的几种细胞系中，3种基因的表达 

趋势接近。 

2．2 DcDNA3．1明显抑制 13-actin蛋白表达 

在蛋白水平表达的检测的结果与转录水平类似，B—actin 

的表达在 5种细胞系种均出现不同程度的抑制，其表达较空 

白组明显减弱，而 GAPDH在各组之间变化不大(图 1)。 

表 1 荧光定量引物序列 




