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摘要:绿色荧光蛋白是在生化与分子生物学研究领域中普遍使用的一种基因表达报告系统显色物. 对于细胞内绿色荧

光蛋白表达水平的定量检测,目前尚缺乏一套准确﹑简便﹑易行的技术.本文以增强型绿色荧光蛋白 ( EGFP )为报告基

因, 用分子量为 25 ku的线性聚乙烯亚胺介导进入 H eLa细胞并表达.利用多功能酶标仪测定细胞裂解液的荧光强度,结

果显示: 这种新方法测定的荧光强度能很好反映细胞中 EGFP的蛋白表达水平, 并在短时间内完成对 EGFP表达水平的

定量检测. 该方法简单有效,且不依赖于大型仪器设备,具有较高的准确性与灵敏度, 在实际应用中简便可靠,具有推广

应用的意义.
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  细胞转染被广泛地应用于生物科学研究的各个领
域,是各种研究方法中不可或缺的技术手段之一.近年

来,越来越多的实验室加入到开发新型转染试剂的行

列中, 各种各样的转染方法也应运而生,非病毒载体聚

乙烯亚胺 ( po lyethy len im ine, PE I)就是其中之一. 作为

一种阳离子多聚物, PE I具有毒性低,转染效率高等优

点,其中 25 ku线性 PE I被认为是最有望用于基因治

疗的载体之一
[ 1-2]

.

随着转染技术的不断发展,如何准确、快速的检测

外源蛋白表达水平逐渐成为科学家们所关注的问题.

从水母体内提取的绿色荧光蛋白 (GFP)是一种重要的

显色物质,其突出的优点是在紫外线或蓝光的激发下

可发出绿光, 而不需要任何底物或辅助因子
[ 3 ]
. 而且

GFP具有表达稳定、无种间特异性等优点,因此被广泛

地应用于基因表达的检测.增强型绿色荧光蛋白 ( EG-

FP)是一种最佳化的 GFP突变型
[ 4]
, 在体外转染后,可

通过荧光显微镜直接观察或用流式细胞仪定量检

测
[ 5]
.但是,这两种检测方法都有其局限性,荧光显微

镜检测存在主观性强、无法定量检测等缺陷,而流式细

胞仪检测则存在对仪器设备要求高, 操作程序繁琐等

缺点.

本研究的目的在于建立一套快速﹑准确﹑简便的

EGFP定量检测技术.

1 材料与方法

1. 1 材  料

线性 PE I( 25 ku, Po lysicences公司 )用 pH 7. 9的

Hepes缓冲液 ( 25 mmo l/L,含 150 mmol /L NaC l)配制

成 2. 5 mg /mL的贮存液, 无菌过滤后于-20e 保存.
pEGFP-N1质粒为 C lontech公司产品, DMEM和新生

小牛血清等为 G ibco产品,抗 GFP和 B-A ctin抗体购自

Santa C ruz公司, 苯甲基磺酰氟 ( PMSF )、乙基苯基聚

乙二醇 ( NP-40 )以及其它试剂均为 Merk或 Amresco

分析纯级试剂.荧光测定采用 Spectram axM 2型多功能

酶标仪 (美国 ) , 荧光观察采用 DM IRB型荧光显微镜

( Leica), HeLa细胞为本实验室保存. PE I /DNA反应缓

冲液 A配方为 150 mmo l/L NaC;l PE I /DNA反应缓冲

液 B配方为 25 mmo l/L H epes, 150 mmo l/L NaC,l pH

7. 1; PE I/DNA 反应缓冲液 C 配方为 25 mmo l/L

Hepes, 150mmo l/L NaC,l 10mmo l/L KC ,l pH 7. 1; PE I/

DNA反应缓冲液 D配方为 DMEM.

1. 2 细胞培养与转染

HeLa细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM培养基,

在 37e 及 5%二氧化碳条件下培养.转染前, 将细胞 ( 6

@ 105细胞 /孔 )接种于六孔板中, 培养 24 h后用于转

染,细胞密度为 70% ~ 90%.转染前换加 2 mL新鲜培

养基. 2 Lg DNA与一定量 PE I(按 PE I: DNA = 5 Lg: 1

Lg的比例添加, 特殊说明除外 )各用 50 LL PE I/DNA

反应缓冲液 (如没有特殊说明, 配方均为 25 mmo l/L

Hepes, 150 mmo l/L NaC ,l pH 7. 1)稀释, 将稀释后的

PE I逐滴加入 DNA溶液中, 立即振荡混匀. 室温静置
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30m in后,将混合液加到铺有细胞的六孔板中,摇动混

匀后于 5%二氧化碳的培养箱中 37e 培养, 24 h后换

新鲜培养基, 48 h后进行细胞裂解.

1. 3 全细胞裂解液的制备

在细胞转染 48 h后, 吸去培养液, 用 PBS清洗两

次,六孔板的每个孔加入 1 mL细胞裂解缓冲液 ( 10

mmo l /L Hepes pH 7. 9, 1. 5mmol /L M gC l2, 10 mmo l/L

KC ,l 0. 5 mmol /L PM SF, 0. 5% NP-40) , 冰上静置 15

m in后,将孔中液体连同细胞碎片一起转移至 1. 5 mL

离心管中,在 4e 、14 000 r /m in条件下离心 10 m in,取

上清液作为样品待用.

1. 4 样品荧光强度的测定与计算

使用多功能酶标仪在激发光为 485 nm, 发射光为

533 nm的条件下检测样品的荧光强度.对照组为不含

EGFP的全细胞裂解液. 样品的荧光强度根据公式计

算:荧光强度 = (转染组荧光强度 -非转染组荧光强

度 ) /非转染组荧光强度.

1. 5 免疫印记试验 (W estern blot)

常规 SDS-PAGE电泳结束后, 将 PAGE胶上的蛋

白质转移到 PVDF膜上, 随后进行W estern b lo t分析,

具体步骤见参考文献 [ 6].

2 实验结果

2. 1 绿色荧光蛋白定量检测技术的建立

用 pEGFP-N1转染细胞, 并设不做任何处理的对

照组, 48 h后,在光学显微镜下观察并拍照,然后加入

1mL细胞裂解缓冲液,作用 15m in后,再次观察拍照,

并制备全细胞裂解液. 结果表明 (图 1A ), 在使用细胞

裂解缓冲液处理前, 细胞贴壁良好,生长状况正常. 在

细胞裂解缓冲液作用 15 m in中后, 原先贴壁的细胞全

部漂浮起来,并且已经明显破裂,说明本处理方法能有

效裂解细胞, 使胞浆蛋白释放.

从相关的研究报道得知, EGFP的激发光波长和

发射光波长分别为 488 nm和 530 nm
[ 7 ]
.为了确定用

于测定样品荧光强度的最适波长, 我们分别对含 EG-

FP的全细胞裂解液和普通全细胞裂解液进行了波长

扫描分析 (图 1B和 C) .首先, 我们固定激发光波长为

488 nm,对发射光进行了 525~ 535 nm波段的扫描.由

图 1B可看出,选取 530 nm作为发射光波长可使背景

干扰降低到一个可接受的程度. 因此我们固定发射光

为 530 nm,反过来对激发光进行了 475~ 488 nm波段

的扫描分析 (图 1C ). 经过不同波长的结果比对, 在最

大限度的消除背景干扰而又能准确的反映 EGFP蛋白

水平前提下,我们设定激发光波长为 485 nm﹑发射光

波长为 533 nm作为荧光测定的参数.

为了分析 EGFP蛋白浓度与荧光强度之间的关

系,我们用普通全细胞裂解液连续稀释含 EGFP的全

细胞裂解液,得到了一系列 EGFP蛋白浓度成倍减少

的样品,测定荧光强度, 并绘制标准曲线 (图 1D) . 结

果显示 EGFP的蛋白浓度与荧光强度之间有着良好的

线性关系, R
2
= 0. 998 9.至此, EGFP定量检测方法的

建立已经初步完成.

2. 2 验证方法的可靠性

  图 1 绿色荧光蛋白定量检测技术的建立

A. 细胞裂解缓冲液的裂解能力分析. 左边为裂解前的细胞, 右边为裂解缓冲液作用 15 m in后的细胞;

B. 发射光的波长扫描分析; C. 激发光的波长扫描分析; D. 标准曲线

  F ig. 1 Estab lished a new m e thod to quantita tive ly m easure the EGFP pro tein level o f cells
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  转染不同量的 pEGFP-N1( 0. 062 5, 0. 125, 0. 25,

0. 5 Lg ), 用空载体质粒 DNA补齐至总 DNA量为 2

Lg, 48 h后在荧光显微镜下观察并拍照 (图 2A ) ,其中

各组细胞密度均为 100% ,随后制备全细胞裂解液测

定各样品的荧光强度 (图 2B ), 并用 western b lot分析

EGFP在各样品中的含量 (图 2C ) .结果分析表明, 图 2

中的各种检测方法都获得了一致的结果,即随着 pEG-

FP-N1转染量的增加, EGFP的表达水平逐渐上升.

图 2 pEGFP-N1转染量对 EGFP蛋白表达量的影响

A. H eLa细胞在不同 pEGFP-N1转染量下的荧光显

微镜照片; B. 全细胞裂解液的荧光测定分析; C. 全

细胞裂解液的W estern blot分析

F ig. 2 The EGFP prote in leve l at v ary ing pEGFP-N1 concen-

tration

2. 3 使用新方法测定各转染条件下蛋白表达

量的变化

  采用不同反应缓冲液 ( PE I/DNA反应缓冲液A、

B、C、D)作为 PE I的溶媒, 转染后检测细胞荧光强度

(图 3A ). 该结果显示在以 25 mmo l /L Hepes+ 150

mmo l /L N aC l作为反应缓冲液的条件下 EGFP的蛋白

表达水平最高. 在图 3B中, 我们研究了 PE I /DNA比例

对 EGFP表达水平的影响, 结果分析显示, 随着 PE I/

DNA比例的增大, 细胞的荧光强度也逐渐增大, 蛋白

表达水平逐渐升高.

3 讨  论

在体外转染实验中,人们往往需要了解细胞内的

外源蛋白表达水平, 从而根据实际情况对转染条件做

出相应调整,而通过细胞计数等传统的转染效率检测

方法只能在一定程度上反映细胞内的外源蛋白表达水

平,这是因为外源蛋白表达水平不仅仅和转染效率密

切相关,还与细胞转染质粒的拷贝数有关. 因此, 通过

检测转染效率并不能很好的反映细胞中的蛋白表达水

平.

本研究目的在于建立一套通过测定细胞的荧光强

度从而快速定量 EGFP表达水平的方法, 与传统的转

染效率检测方法相比,它能够客观准确地反映细胞中

的蛋白表达水平,且不需要依赖大型仪器就能在短时

间内实现对 EGFP的定量检测.

我们的研究结果显示, 样品的荧光强度与 EGFP

蛋白浓度间有很好的线性关系 (图 1D ) , 说明可以使

用样品的荧光强度来衡量 EGFP的蛋白表达水平, 这

是我们建立这个新方法的基础.

使用不同的检测方法与新建方法进行比较 (图

2 ) ,显示了新建方法的可靠性.结果分析显示, 根据新

  图 3 各转染条件下 EGFP表达量的变化  A. PE I /DNA反应缓冲液对 EGFP表达量的影响; B. PE I /DNA比例对

EGFP表达量的影响

  F ig. 3 V ariance of EGFP prote in leve l under d iffe rent conditions
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方法测定的样品荧光强度与荧光显微镜下观察的结果

相符 (图 2A和 B ), 说明按照新方法所测定的荧光强

度可以真实反映细胞中实际荧光水平. 而且, W estern

blot的结果也从另一个角度证明了新方法的准确性

(图 2C ) .通过图 2B与图 2C的比较可看出, 荧光强度

能很好地反映细胞中 EGFP的表达水平, 因此, 使用荧

光强度来作为衡量 EGFP表达水平的指标是合理可行

的.

在新建方法的实际应用中, 也获得了令人满意的

效果. 图 3A反映了不同转染条件下 EGFP表达水平的

变化. 从图中可看出, 在 25mmol /L H epes+ 150 mmo l/

L NaC l作为反应缓冲液时, 蛋白表达水平最高, 而在

DMEM作为反应缓冲液时则较低. 从而说明新方法可

以检测出各转染条件下蛋白表达水平的细微差别, 证

明了该方法具有较高的灵敏度. 在图 3B中, 我们使用

新方法比较了不同 PE I/DNA比例下的蛋白表达水平,

发现随着 PE I/DNA比例的增大, 蛋白表达水平也逐渐

升高, 这与 Huh等的研究结果一致
[ 7 ]
.

经过一系列研究,我们最终建立了一套通过定量

检测细胞荧光强度从而测定 EGFP表达水平的方法.

在以往的报道中,曾有人使用过类似的方法来检测不

同细胞内的 EGFP表达水平
[ 8-9]

. 但是由于 EGFP在各

种微环境中的吸收光谱会发生不同程度的漂移, 因此

这些方法并不适合用于检测动物细胞中的蛋白表达水

平.我们所建立的这套方法主要针对动物细胞内的蛋

白表达水平检测, 并已经在 H eLa细胞中得到了很好

的应用,具有推广和改进的价值.
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Abstract: G reen F luorescen ce Protein(GFP) , a m aterial of reporter gene expression system, w asw idely utilized in the different fie lds of

b iological research. How ever, it is d ifficu lt to quantitatively measure theGFP leve l of cells in a smi ple and effectivew ay. In th is study, w e set

up an easy, sensitive and efficientm ethod. Enhanced G reen F luorescence P rotein( EGFP) w as tran sfected into H eLa cells by 25 ku linear

polyethy lenmi ine. A fter preparation of ce ll ly sate, the fluorescen ce intensity of expressed EGFP can be detected by mu ltifunctionalm icroplate

reader w ithou t the u ti lization of expen sive apparatu s. O ur results indicated that the n ew m ethod is h ighly stab le and prec ise in application and

allow s sensitive detection of prote in leve l inH eLa cells. It has beenw e ll proved that the fluorescence in tensity of EG FP is consisten tw ith the

protein level in ce lls.
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