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重组pcDNA3.0-FGF10的构建及其转染人间充质干细胞的生物学表达*
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  摘 要:目的 构建成纤维细胞生长因子10(FGF10)的载体pcDNA3.0-FGF10,观察FGF10在体内外的

生物学作用。方法 人早胚组织总RNA,扩增得到人FGF10
 

cDNA片段并将其插入载体pcDNA3.0中,构建

成pcDNA3.0-FGF10重组真核表达载体。将其转染入人胚源间充质干细胞(MSC),得到pcDNA3.0-FGF10-
MSC。利用免疫荧光、反转录-聚合酶链反应(RT-PCR)、酶联免疫吸附试验(ELISA)、Western-blot等方法鉴

定转染效果。结果 成功构建能持续稳定表达目的蛋白FGF10的重组质粒表达载体pcDNA3.0-FGF10-
MSC。结论 成功构建并转染质粒载体,为观察FGF10在体内外的生物学作用提供了实验工具。
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Abstract:Objective To

 

construct
 

the
 

recombinant
 

pcDNA3.0-FGF10
 

and
 

to
 

explore
 

its
 

biological
 

effi-
ciency

 

in
 

transfecting
 

human
 

mesenchymal
 

stem
 

cells.Methods We
 

extracted
 

total
 

RNA
 

from
 

the
 

early
 

em-
bryo

 

and
 

amplified
 

the
 

cDNA
 

coding
 

for
 

FGF10
 

by
 

Reserved
 

Transcription
 

Polymerase
 

Chain
 

Reaction
 

(RT-
PCR),then

 

it
 

was
 

subcloned
 

into
 

pcDNA3.0
 

and
 

transfected
 

into
 

human
 

mesenchymal
 

stem
 

cell
 

(MSC).
Effect

 

of
 

pcDNA3.0-FGF10-MSC
 

was
 

identified
 

by
 

the
 

transfection
 

through
 

RT-PCR,immuno-fluorescence,
ELISA

 

and
 

Western-blot
 

after
 

selecting
 

the
 

clones
 

of
 

pcDNA3.0-FGF10-MSC
 

under
 

the
 

pressure
 

of
 

G-418.
Results The

 

recombinant
 

vector
 

pcDNA3.0-FGF10-MSC
 

which
 

could
 

express
 

aim
 

protein
 

constantly
 

was
 

successfully
 

reconstructed.Conclusion A
 

kind
 

of
 

useful
 

tool
 

to
 

investigate
 

the
 

biological
 

function
 

of
 

FGF10
 

in
 

vitro
 

and
 

in
 

vivo
 

has
 

been
 

constructed.
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  成纤维细胞生长因子(FGF)家族是由众多成员

组成的一个超家族,从诱导脊椎动物胚胎早期的三胚

层发育到后期器官组织形成的各阶段都发挥着重要

的作用[1-3]。其中,FGF10是早期胚胎中胚层发育的

重要间质调控因子,对白色脂肪组织的发生尤为重

要[4-6]。在人体中,白色脂肪组织主要由未分化的白

色脂肪前体细胞(ADSC)和成熟白色脂肪细胞构成,
FGF10仅特异表达于ADSC,且受到各种调控因素影

响[7-10]。此外,FGF10的半衰期也较短,仅为10
 

h左

右[11-14]。本研究在体外构建了能持续表达FGF10的

载体pcDNA3.0-FGF10,并转染已建株的人间充质干

细胞(MSC),旨在观察FGF10在体内外的生物学作

用。现将结果报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料 本实验室成功建系并保存的 MSC在含

10%胎牛血清的 DMEM-HG培养基(GIBCO)中培

养;pcDNA3.0质粒载体为本实验室保存;RNA抽提

试剂盒、3S
 

Plasmid
 

Miniprep
 

Kit
 

V3.1、感受态细菌

制 备 试 剂 盒 (中 科 英 达);AMV
 

Reverse
 

Tran-
scriptase、OligdT(15)

 

Primer、限制性内切酶BamHI
及NdeI(Promega);Taq

 

DNA
 

Polymerase、T4
 

DNA
连接酶(Fermentas);脂质体 FuGene6

 

Transfection
 

Reagent(Roche)。人重组FGF10、羊抗人FGF10一

抗(Santa
 

Cruz);驴抗羊荧光二抗(华美生物);G-418
(AMRESCO);Western-blot发光体试剂购自Santa

 

Cruz;抗小鼠β-actin单克隆抗体购自Sigma公司。
1.2 方法

1.2.1 人FGF-10
 

cDNA的克隆及pcDNA3.0-FGF10
的构建 经同济大学伦理委员会批准,患者填写知情同

意书后,分别从手术室、产科门诊取得人皮肤组织、人
早胚组织及脂肪组织,应用试剂盒抽提总 RNA,以
M-MLV反转录酶、随机六聚体引物进行反转录,并以
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反转录产物作为模板进行聚合酶链反应。正向引物:
5'GGG

 

AAT
 

TCC
 

ATA
 

TGA
 

TGT
 

GGA
 

AAT
 

GGA
 

TAC
 

TG3',其5'端引入NdeI酶切位点(下划线)和保

护碱基(斜体)。反向引物:5'CGC
 

GGA
 

TCC
 

ATG
 

AGT
 

GTA
 

CCA
 

CCA
 

TTG3',其5'端引入BamHI酶

切位点(下划线)和保护碱基(斜体),目的扩增片段长

度为628
 

bp。具体反应条件如下:94
 

℃
 

2
 

min,94
 

℃
 

30
 

s、55
 

℃
 

30
 

s、72
 

℃
 

30
 

s进行30个循环后,于
72

 

℃延伸10
 

min,所得产物经BamHI与NdeI双酶

切后用T4
 

DNA连接酶连接入同样经双酶切的pcD-
NA3.0质粒载体,同时设pcDNA3.0质粒载体自连

对照组,转化大肠杆菌DH5α,筛选鉴定后得到pcD-
NA3.0-FGF10重组质粒。
1.2.2 重组质粒体外转染 MSC 大量抽提质粒

pcDNA3.0-FGF10及 自 连 对 照 组,以 脂 质 体 转 染

MSC,在G418压力下筛选,挑选单克隆细胞行无限稀

释培养,14
 

d后得到稳定携带目的质粒细胞株pcD-
NA3.0-FGF10-MSC及转染自连对照的pcDNA3.0-
MSC。
1.2.3 转染基因蛋白表达 抽提指数生长期pcD-
NA3.0-FGF10-MSC及pcDNA3.0-MSC总RNA,行
反转录-聚合酶链反应(RT-PCR)检测各株细胞中

FGF10
 

mRNA;对pcDNA3.0-FGF10-MSC
 

和pcD-
NA3.0-MSC制片,应用免疫荧光法检测FGF10分

布;收 集 细 胞 培 养 液,利 用 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(ELISA)检测FGF10水平;利用 Western-blot免疫

印迹检测FGF10的表达情况。
1.3 统计学处理 采用Excel2010对数据进行整理

分析。
2 结  果

2.1 重组质粒pcDNA3.0-FGF10的鉴定 RT-PCR
产物经1%琼脂糖电泳显示单一条带,大小为628

 

bp,
与理论预期值一致。且显示人早胚组织中FGF10表

达最为丰富。由人早胚组织得到的FGF10以及pcD-
NA3.0质粒由NdeI和BamHI双酶切。连接、转化、
筛选后再经NdeI和BamHI双酶切鉴定,显示产物大

小为628
 

bp及4
 

268
 

bp,与FGF10及pcDNA3.0相

对应,见图1。将重组质粒用T7/SP6通用引物双向

测序。测序结果均与目的序列100%相符,序列插入

方向正确。
2.2 重组表达载体pcDNA3.0-FGF10-MSC的鉴定

重组质粒载体pcDNA3.0-FGF10及自连对照分别转

染 MSC,经 G-418筛选10
 

d后,由于成功转染入

MSC的pCDNA3.0-FGF10含有neo基因,能够抵抗

G-418的杀细胞作用,故pCDNA3.0-FGF10-MSC能

逃逸G-418的作用而存活下来,生长出的细胞克隆即

为成功转染。选取7株pcDNA3.0-FGF10-MSC细

胞(1#~7#)及1株自连对照pcDNA3.0-MSC作为

阴性对照,进行RT-PCR,发现1#~7#细胞株均表达

FGF10
 

mRNA,但表达量不一,见图2。对pcDNA

3.0-FGF10-MSC和pcDNA3.0-MSC细胞行FGF10
免疫 荧 光 检 测 结 果 显 示,7株 pcDNA3.0-FGF10-
MSC均有FGF10阳性信号,信号表达于细胞质,几乎

不表 达 于 细 胞 膜,见 图 3。对 7 株 pCDNA3.0-
FGF10-MSC细胞培养上清液进行ELISA,显示7株

细胞克隆均高表达 FGF10,见图4。最后,对pcD-
NA3.0-FGF10-MSC行 FGF10

 

Western-blot检测,
与RT-PCR结果基本相符,见图5。

  注:A中1~3分别为皮肤组织、早胚组织及脂肪组织总RNA;B
中4~7分别为DNA

 

Marker及各组织RT-PCR扩增的FGF-10片段;

C中8~9分别为pCDNA3.0-FGF10重组质粒双酶切鉴定条带及

DNA
 

Marker
图1  重组质粒RT-PCR电泳图

  注:1为DNA
 

Marker;2~8为1#~7#
 

pCDNA3.0-FGF10-MSC
细胞克隆;9为pCDNA3.0-MSC自连对照(阴性对照);条带灰度扫描

显示第2#、3#、5#、6#、7#细胞株高表达,1#、4#细胞株低表达

图2  RT-PCR检测pcDNA3.0-FGF10-MSC
细胞株FGF10

 

mRNA情况

  注:A为光镜下pCDNA3.0-FGF10-MSC;B为pCDNA3.0-FGF10-
MSC免疫荧光下显示FGF10阳性信号表达于细胞质

图3  免疫荧光检测pcDNA3.0-FGF10-MSC
表达FGF10情况(×200)
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  注:每个细胞株做3个复孔

图4  ELISA检测7株细胞pcDNA3.0-FGF10-MSC
表达FGF10的吸光度原始数值

  注:1~7为1# ~7#
 

pCDNA3.0-FGF10-MSC细 胞 克 隆;8为

pCDNA3.0-MSC(阴性对照);条带灰度扫描值显示第2#、3#、4#、7#

细胞株高表达,1#、5#、6#细胞株低表达

图5  Western-blot检测各pCDNA3.0-
FGF10-MSC克隆表达FGF10情况

3 讨  论

  本研究选择FGF10表达丰富的组织来源进行

RT-PCR,成功构建pCDNA3.0-FGF10后转染人胚

来源 MSC,转染效率的高低直接关系到pCDNA3.0-
FGF10-MSC的克隆生长情况。加入G-418进行筛选

后细胞死亡较多,由于缺少细胞间相互作用,单个细

胞生长较为缓慢,需要近2周时间才能生长出单细胞

克隆。同时,本研究用局部消化法消化得到的单细胞

克隆进行扩大培养,得到了纯度较高的基因表达

载体。
鉴定已成功构建的目的基因表达载体pCDNA

3.0-FGF10-MSC的方法有很多,本研究选择了 RT-
PCR、ELISA、Western-blot和免疫荧光的方法分别从

转录和翻译等不同层面来进行鉴定,获得7个单细胞

克隆。鉴定同时利用转染自连对照空质粒的 MSC
(pCDNA3.0-MSC)作为阴性对照,并利用软件进行

灰度值扫描来量化各株细胞的表达情况,结果显示7
株细胞均有FGF10的表达,RT-PCR结果显示2#、
3#、5#、6#、7# 细胞株高表达,1#、4# 细胞株低表达;
Western-blot结果显示2#、3#、4#、7# 细胞株高表

达,1#、5#、6#细胞株低表达;ELISA结果则显示7株

细胞FGF10表达量没有明显差异,3种方法结果有一

定的规律性。本研究发现第2#、3#、7# 细胞株表达

FGF10较稳定且表达量较高,所以可选择2#、3#、7#

细胞株进行后续实验,为下一步实验提供了能持续稳

定表达目的蛋白FGF10的细胞工具。
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