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重组质粒 phPPAR̂y 1一IRES2一EGFP 

高效体外转染表达体系的建立 

章 涛 ，，万敬员 ，，杨俊卿 ，，刘颖菊 ，，周元国z，周岐新 

(1．重庆医科大学基础医学院药理学教研室，重庆 400016；2．第三军医大学野战外科研究所分子生物学中心，重庆 400042) 

【摘 要】目的：建立含人 PPAR~1受体基因phPPAR~／1一IRES2一EGFP重组质粒高效体外转染表达体系。方法：采用阳离子脂质 

体 Lipofectamine 2000将 DhPPAR~,1一IRES2一EGFP转染人 293细胞，荧光显微镜观察转染细胞绿色荧光蛋白(GFP)报告基因表 

达强度及其转染效率，并对转染细胞 hPPAR~／1表达进行荧光定量 PCR和 Western Blot分析。结果：荧光显微镜下可见转染 

phPPAR~／1一IRES2一EGFP质粒的293细胞 GFP报告基因高表达，转染效率为(83_+11)％；荧光定量 PCR和 Western B1ot检测结 

果表明，转染细胞 hPPAR~1表达水平高于空载体对照组 3个数量级 ，说明导人的重组质粒能够高效表达 hPPAR~／1。结论 ：成功 

建立 phPPART1一IRES2一EGFP重组质粒高效体外转染表达体系，为 hPPAR~1受体功能研究和基于 hPPAR~1为靶标的药物筛 

选平台建立打下了良好的基础。 
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Establishment of high efficient tranfection and expression system for 

phPPAR y 1一I RES2-EG FP recombinant plasmid in vitro 

ZHANG Tao．et al 

(Department of Pharmacology，College of Basic Medicine，Chongqing Medical University) 

[Abstract]Objective：To establish high efficient transfection and expression system in vitro for phPPAR~／1一IRES2一EGFP re一 

~ inant plasmid carrying human peroxisome proliferator—activated receptor5,1(hPPAR~I)gene．Methods：Cationic lipid trans— 

fection reagent lipofectamine 2000 was used to transfect phPPAR~／1·—IRES2．—EGFP recombinant plasmid and control pIRES2．— 

EGFP plasmid to 293 cells．The profiles of GFP expression and transfection efficiency were measured by nuorescence mi— 

eroseopy．Expression of PPAR~I in transfected 293 cells were determined by werstern blot and real time quantitative poly．． 

mefase chain reaction．Results：GFP expression level was high in transfeced 293 cells， the transfection efficiency of phP- 

PARTI-IRES2-EGFP was(83~1 1)％．In transfected 293 cells，high efficient expression 0f hPPAR~1 gene were detected both 

at mRNA and protein levels by real-time PCR and western blot analyses
． Conclusion：High efficient transfection and exDres— 

aion system for phPPAR~／1-IRES2-EGFP recombinant plasmid in vitro is successfully established，which provide a useful tool 

in investigating hPPAR~／gene function as well as establishing molecular platform  by which the candidates of unknown hP- 

PAR,／ligands or activators can be found． 

【Key words】Peroxisome proliferator-activated receptor5,1；Transfection efficiency；Eukaryotic exDression；293ce11s 

过氧化物酶体增殖物激 活受 体(P。r0 i 。m。 

proliferator—activated receptor，PPAR)属于核受体超 

家族成员，为配体激活的转录因子，包括 PPAR~／、 

PPAR~／I3和 PPAR~／3种受体亚型。现有的研究表 
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明，PPAR~／除在脂肪细胞分化成熟过程中起关键作 

用外，还在脂质代谢、胰岛素增敏、抗炎和抗肿瘤等 

方面发挥积极作用 ，这使得 PPAR~／极有希望成为 

治疗糖尿病、动脉粥样硬化 、高血压及肿瘤等疾病 

新的药物靶标lI． 1。在成功构建含人 PPAR~／1基因真 

核表达载体 phPPAR~／1一IRES2一EGFP的基础上，本 

实验试图摸索出其体外转染和表达的理想体系，以 

便为 hPPAR~／受体功能的研究和基于 hPPART的配 
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体或激动剂筛选分子平台的建立打下良好的基础。 

1 材料和方法 

1．1 主要试 剂 

RPMI一1640培养基、胎牛血清购 自HyClone公司；质粒 

小抽试 剂盒 、RNA抽提试 剂盒 、胶 回收试 剂盒 、Access 

RT-PCR试剂盒购 自Promega公司；Lipofectamine2000 为 In— 

vitrogen公司产品；逆转 录 一荧光定量 PCR试剂盒 SYBR 

ExScriptTM RT-PCR Kit及 pMD19-T载体为 TaKaRa公司产 

品；兔源 PPAR(多克隆抗体为 Cayman产品；HRP标记的羊抗 

兔二抗购白中杉金桥；化学发光检测试剂为 PIERCE公司产 

品；其它试剂均为分析纯。 

1．2 质粒和细胞株 

含人 hPPARŷ 1受体基因重组质粒 phPPARŷ 1-IRES2 

一 EGFP为本课题组构建，经酶切和测序鉴定与 Gene Bank 

数据库相应序列完全吻合，资料另作报道。质粒 plRES2一 

EGFP由重庆医科大学超声医学研究所惠赠；HepG2细胞由 

重庆医科大学肝病研究所提供 ；293细胞购 自南京凯基生物 

(源白ATCC)。 

1．3 细胞培养 

采用 24孔板，每孔接种 1 X 1 o5个 HepG2或 293细胞 ， 

用含 10％ FBS的 RPMI 1640培养基于 37oC、5％CO，全湿环 

境下培养 ，常规添加青霉素 100U／ml、链霉素 100 IXg／ml。 

1．4 表粒 增 

按 1̂y 500体积比将 phPPARŷ 1-IRES2一EGFP质粒菌 

液加入到含卡那霉素 3OIXg／ml的 LB培养基中，于 37~(2、 

200r／rain振荡培养 12h。取培养菌液 16ml，按质粒小抽试剂 

盒说明提取质粒，核酸定量仪检测质粒的纯度和浓度，并取 

样进行琼脂糖凝胶电泳。 

1．5 质粒转染293细胞 

待 293细胞生长汇集 85％时 ，参照 Lipofectamine 2000 

转染试剂说明进行转染，每孔加质粒 0．8 g，脂质体 2 l。转 

染 36h时荧光显微镜下观察转染细胞 GFP表达强度和转染 

效率，转染效率按 3个高倍视野(×200)下表达 GFP阳性细 

胞的百分率的均值为计 ，实验以空载体 pIRES2一EGFP转染 

作为对照。 

1．6 转染 293细胞 hPPAR~t1 mRNA表达的荧光定量 PCR 

检测 

1．6．1引物设计与合成 采用 Primer Premier 5软件 ，根据 

hPPARŷ 1和 内 参 hGAPDH cDNA 序 列 设 计 引 物 ，交 

TaKaRa公司合成。hPPAR̂y 1上游引物 5’AGGAGCAGAG— 

CAAAGAGG 3’，下游引物 5’AGGACTCAGGGTGGTYCA 3’． 

产物大小为 474bp；hGAPDH上游引物 5’cccc1TrcA1TrGAc— 

CI．CAACTACAT3’，下游 引物为 5’CATGAGTCCTI'CCAC— 

GATACCAA 3’，扩增片段为421bp。 

1．6．2标准品 T载体的构建 按照 RNA抽提试剂盒说明提 

取 HepG 细胞 RNA，琼脂糖凝胶电泳判断 RNA完整性，并 

检测其纯度和浓度。用 Access RT—PCR试剂盒从 HepG 细 

胞总 RNA中获得 hPPAR ŷ 1(474bp)和 hGAPDH(421bp)基 

因片段，胶回收相应的条带后，分别与 T载体连接，经转化和 

克隆挑选后获得相应的T载体菌液 ，并取菌液进行 PCR验 

证 。从 筛选 出的菌 液抽 提 pMD19-hPPARŷ-T、pMD19- 

hGAPDH—T载体，分析其纯度和浓度，按下列公式计算每 l 

T载体中目的基因的拷贝数 ：拷贝数 =mol数 x 6．02 X 1023 

[mol数 m-每 l质粒含量(g)，质粒长度(bp)／324．5】。按 1O倍 

梯度稀释T载体，获得每 l含 1O·一1O 拷贝数的 T载体作 

为标准品。 

1．6．3荧光定量 PCR检测转染的 293细胞 hPPARŷ 1表达 

转染36h后，分别提取重组质粒和空载体转染组各6个孔的 

293细胞 RNA，检测提取的RNA纯度和浓度。逆转录生成 

cDNA，反应体 系为 1O l，其 中 RNA 100ng，5 X ExScript 

BuⅡ r2 l，dTNP Mixture(各 1O mol／L)n5 l，Oligo dT Primer 

(50 mol／L)O．5 l，ExScript RTase(200U， 1)O．25 l，RNase 

Inhibitor(4OU／ 1)O．25 l；反应条件 ：42℃15min，95oC 2min。 

荧光定量 PCR反应体系25 l，其中含 SYBR Permix Ex 

Taq 12．5 l，hPPARŷ1或 hGAPDH 上 下 游 引 物 (1O 

mol／L)各 0．5 l，T载体标准品或转染 293细胞的cDNA模 

板 0．5 l，水 11 l；反应条件 ：95℃预变性 2．5 min，95oC10 

S，55oC30 S，72oC30s．循环 43次。 

1．7 转染 293细胞 hPPART1表达的Western B10t分析 

采用 6孔板 ，每孔接种 5 X 105个 293细胞，转染 36h 

后 ，消化收集重组质粒和空载体转染各 3个孔共 6个样品的 

293细胞。用冰预冷 PBS洗涤细胞 1次，细胞沉淀用 RIPA裂 

解液悬浮，超声助以细胞裂解，4℃下 12000g离心 lOmin，取 

上清，Bradford法定量样品蛋白浓度。用 IO％SDS—PAGE分离 

蛋 白样品(蛋白上样量为 5O 孔 )，半干转至 PVDF(Roche 

公司产品)膜，用 TBST配制的 3％BSA作为封闭液于常温下 

封闭 2h，TBST洗 3次 ，每次 15min，加一抗(1：300)常温下 

孵育 2h，TBST振荡洗涤 3次 ，每次 15min，加 HRP标记二抗 

(1：5000)常温下孵育 1h，再用 TBST洗涤 3次，加入化学发 

光试剂后置胶片暴光 ，常规显影、定影。 

1．8 统计学分析 

实验结果以均数 ±标准差( ±s)表示 ，采用 SPSS 13软 

件包对实验数据进行 t检验。 

2 结 果 

2．1 phPPAR~／1一IRES2一EGFP质粒的纯度和浓度 

扩增后提取的 phPPAR~／1一IRES2一EGFP质粒 

其 A A瑚比值为 1．87，浓度为 8001~g／ml，质粒电泳 

后超螺旋和松弛型的 2种构象条带清晰可见，无线 

性质粒条带出现(图1)，说明提取的质粒纯度高，质 

量好。 
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适的宿主细胞并获得尽可能高的 PPAR~／基因表达 

是实现这一目标的前提和关键。现有的 DNA转染 

的方法包括：DEAE一葡聚糖法、磷酸钙法、阳离子脂 

质体法、阳离子聚合物、基因枪和电穿孔等。 其 

中，阳离子脂质体法具有使用方便，可携带大片段 

DNA，通用于各种类型的裸露 DNA或 RNA，能转染 

各种类型的细胞 ，没有免疫原性 ，体外基因转染中 

有很高的效率的优点而广为使用⋯】。Lipofectamine 

2000是 Invitrogen公司研制开发的新一代阳离子脂 

质体转染试剂，经检测 ，其对大部分贴壁和悬浮生 

长细胞均可获得高转染效率和蛋白表达，当存在血 

清或用于进行蛋白表达的细胞系如 COS一7、CHO和 

293时，Lipofectamine 2000尤为有效 ，转染效率可 

超过 90％t 。本实验表明，人 293细胞 PPAR~／表达 

峰度底，其表达量仅相当于内参 GAPDH基因的 1％ 

左右，加之 293细胞又是 Lipofectamine 2000转染 

试剂的极佳转染细胞，故本实验选择 293细胞作为 

重组质粒 phPPAR~／1一IRES2一EGFP转染和表达的 

宿主细胞。实验结果表明，phPPAR~／1一IRES2一EGFP 

转染效率高达(83+1 1)％，绿色荧光蛋白报告基因的 

表达清晰且强度高，说明转染效果良好；对转染 293 

细胞的 hPPAR~／表达水平的检测结果表 明，phP— 

PAR~／1一IRES2一EGFP重组质粒转染的 293细胞其 

hPPAR~／表达是空载体转染对照组的 1000倍左右， 

说明本实验建立的体系不但转染效率高，并且转染 

后可获得高效 目的基因的表达，这为进一步建立基 

于 PPAR~／为靶标的药物筛选分子平台打下了良好 

的基础。 

(通讯作者 ：周岐新 ，重庆 医科 大学药理学教研 室， 

cqzhouqx@yahoo．com．cn) 
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