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6种荧光蛋白基因在蒙古羊成纤维细胞中的表达
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摘　要 : 采用脂质体介导法 ,将绿色荧光蛋白 (p EGFP2C1、p EGFP2N3)、增强型青色荧光蛋白 (p ECFP2N1、p ECFP2
mito) 、黄色荧光蛋白 (p EYFP2N1)和红色荧光蛋白 (pDsRed12N1)等 6种荧光蛋白基因导入蒙古羊体外培养成纤维

细胞中 ,对基因的时空表达、阳性细胞生长与增殖状况、细胞凋亡与细胞活力以及提高基因表达率的最佳方法等方

面进行了深入的研究。试验结果表明 :6种荧光蛋白基因在转染后 24、48和 72h的转染率在 1213 %～63. 3 %之间 ,

经多重比较 ,各试验组之间有较大差异。转染 24 h后 ,6种荧光蛋白都均匀地充满细胞质和细胞核 ,只有囊状小泡

没有标记荧光 ;转染 48h后 ,EGFP、ECFP和 EYFP仍在整个细胞中均匀表达 ,呈弥散分布状态 ,随着表达量的增

加 ,在细胞核局部呈现块状或颗粒状的基因表达产物 ;DsRed荧光蛋白基因则主要在细胞核膜周围呈现由诸多颗

粒状表达产物组成的环状轮廓 ;在优化的条件下 ,细胞凋亡率、阳性细胞的形态、生长与增殖状况与对照组比较差

异不显著 ( P > 0. 05)。本研究结果对于标记基因、核移植及转基因动物克隆等研究具有重要的参考价值。
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Abstract : To study the exogenous gene space2time expression , the state of positive cell growth and re2
duplication , apoptosis , survival percentage ,and to optimize the method improving the transfection effi2
cency , we used lipofectin method to transfect six fluorescent protein genes : p EGFP2C1、p EGFP2N3、

p ECFP2N1、p ECFP2mito、p EYFP2N1 and pDsRed12N1 into the in vitro cultured fibroblast cell of Mon2
golia sheep. The results showed : 24、48 and 72h after transferring , the expression efficiency of six kind

of fluorescent protein genes were between 1213 %～63. 8 %. Multiple comparison analysis indicated sig2
nificant difference in six groups. 24h after transferring , the fluorescence could be observed in cytoplasm

and nucleus well2distributed except cryptomere vesicle ; 48h after transferring , EGFP、ECFP , and EYFP

gene still expressed steadily. Granula could be observed in the region of cell nucleus. DsRed gene mainly

expressed some granula2expression product surrounding nuclear membrane. In optimized condition , there

were no significant effect ( P > 0. 05) on apoptosis ratio , positive cell shape , growth and reduplication state

comparing with control group. The research is important to genetic mark , nuclear transplantation and
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transgenic animal clone etc.

Key words : Mongolia sheep ; fibroblast cell ; fluorescent p rotein ; cell location ; Lipofection

　　由于绿色荧光蛋白 (p EGFP2C1 ,p EGFP2N3)、红

色荧光蛋白 (pDsRed12N1)、增强型青色荧光蛋白

(p ECFP2N1 ,p ECFP2mito)、黄色荧光蛋白 (p EYFP2
N1)等 6种荧光蛋白基因所具有的结构稳定、高效表

达、无种系依赖性 ,且无需抗体、辅助因子、酶底物等

成分即可产生荧光的特点是以往已报道的 lacZ、CAT

等基因和普通荧光标记物无可比拟的 ,因此作为标记

基因被广泛应用于活细胞和生物体内动态观察目标

蛋白质的表达、分布及作用等研究范畴[1 ,2 ]。本试验

采用脂质体介导法 ,将 p EGFP2C1、p EGFP2N3、

p ECFP2N1、p ECFP2mito、p EYFP2N1 和 pDsRed12N1

等 6种荧光蛋白基因导入蒙古羊体外培养细胞中 ,通

过激光共聚焦显微镜观察 ,并对外源基因在体外培养

成纤维细胞的表达、阳性细胞生长与增殖状况、细胞

凋亡与细胞活力以及提高基因表达率的最佳方法等

方面展开了深入的研究 ,为充分利用家畜体外培养成

纤维细胞进行基因表达与调控、转基因、基因敲除和

核移植等研究提供技术支撑和保障。

1　材料与方法
111　材料

p EGFP2C1 , p EGFP2N3 , p ECFP2N1 , p ECFP2
mito ,p E YFP2N1 及 pDsRed12N1 ,激发光波长范围

在 433～588nm之间。蒙古羊成纤维细胞为本实验

室培养[3 ]。

DMEM( High Glucose , Gibco)、胰蛋白酶 ( Tryp2
sin 1∶250 ,Amresco)、标准胎牛血清 (Standard FBS ,

Hyclone)、台盼蓝 ( Trypan Blue ,Sigma)、阳离子脂质

体 (Lipofectamine 2000 ,Invitrogen)、大肠杆菌感受态

细胞 (DH5α,本实验室保存)、DAPI(Roche)。

112　方法

11211　外源基因表达靶细胞的培养　取蒙古羊新

鲜耳缘组织 ,采用组织块贴壁培养法进行培养、传代

和冻存[3～5 ] ,建立其成纤维细胞系 ,为外源基因的表

达提供靶细胞。

11212　质粒的制备及鉴定 　6 种荧光蛋白质粒热

击转化大肠杆菌 D H5α,转化方法参考分子克隆实

验指南 (第 3版) [ 6 ] ,用 Plasmid Midi Kit (Qiagen)提

取纯化高质量的质粒 DNA ,提取方法参考试剂盒使

用方法。紫外分光光度计 (Ult rospec1100 pro)测定

质粒DNA 浓度 ,用 N heⅠ和 X ba Ⅰ双酶切 ,琼脂糖

电泳鉴定酶切结果。

11213　脂质体介导法转染成纤维细胞 　采用脂质

体介导法[7 ] ,将外源基因 p EGFP2C1 转入蒙古羊体

外培养成纤维细胞中以探讨脂质体和 DNA 量对转

染效率的影响 ,试验分组如表 1所示。

表 1　质粒 DNA转染分组

Table 1　The groups of gene transfection

组别 Group 1 2 3 4 5 6 7 8 9

溶液 A/μg 1 1 1 115 115 115 210 210 210

溶液 B/μL 4 6 8 4 6 8 4 6 8

溶液 A :分别将 110、115、210μgDNA溶于 100μL 不含血清
的培养液中 ;溶液 B :分别将 4、6、8μL 脂质体与无血清培养
液混合至 100μL
Solution A : dissolve 110 ,115 and 210μg DNA in 100μL
culture medium without serum

Solution B : dissolve 4 ,6 and 8μL lipofection in 100μL cul2
ture medium without serum

采用脂质体介导法 ,将外源基因 p EGFP2N3、

p ECFP2N1、p ECFP2mito、p E YFP2N1 和 pDsRed12
N1按照 210μgDNA 和 6. 0μL 脂质体的优化后的

条件对体外培养靶细胞进行转基因研究。

11214　阳性细胞形态观察与台盼兰染色 　在低倍

镜下用激光共聚焦显微镜对各组阳性细胞进行形态

学观察 ,并用台盼兰对细胞进行染色、计数 ,计算细

胞活率。

11215　阳性细胞凋亡的检测 　用 DA PI染色液对

各试验细胞组进行染色 ,在高倍镜下用激光共聚焦

显微镜对阳性或阴性细胞进行观察 ,计算凋亡率 ,分

析转基因过程对细胞的影响。

11216　荧光蛋白在阳性细胞中的分布　转染后 48 h ,

用DAPI染色液对各试验细胞组进行染色以定位阳性

细胞的细胞核 ,通过在高倍镜下观测各组阳性细胞中

的荧光强度来确定荧光蛋白在阳性细胞中的分布。

11217　表达效率的统计　转染后 ,分别在 24、48和

72 h用激光共聚焦显微镜观察各试验组细胞 ,每孔

挑 10个视野拍照 ,统计每个视野中总细胞数和阳性

细胞数 ,计算转染效率 ,并利用 OriginPro 7. 0 与

Excel 软件对试验数据进行多重比较 ,判断各试验

组内和试验组间的差异。
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2　结　果
211　蒙古羊成纤维细胞的培养

本试验成功构建了蒙古羊成纤维细胞系 (如图

1) ,为 6种荧光蛋白基因在细胞中的表达提供了良

好的体外培养靶细胞。

212　6种荧光蛋白基因的抽提

按照 Plasmid Midi Kit (Qiagen)质粒提取盒说

明书 ,提取、纯化 6种荧光蛋白基因。经紫外分光光

度计测定质粒浓度 ,得到的 6 种荧光蛋白质粒浓度

均在 0. 25～0. 36μg/μL 质粒 DNA 之间 , OD260 /

OD280值在 1180～ 1186 之间 ,表明质粒较纯 ,无

RNA、无水乙醇和蛋白质等杂质。再 N heⅠ和 X ba

Ⅰ双酶切后 ,用 1 %琼脂糖电泳鉴定酶切结果 ,可以

得到约 750 bp 和 4 kb两条谱带。根据荧光蛋白质

粒酶切图谱分析所获质粒为所需荧光蛋白质粒。

A.蒙古羊原代培养细胞 B.蒙古羊继代培养细胞 C.蒙古羊复苏后细胞
A. Primary cultured cells of Mongolia sheep B. Subcultured cells of Mongolia sheep

C. Mongolia sheep cultured cells af ter recovery

图 1　蒙古羊耳缘组织成纤维细胞的培养
Fig. 1　Fibroblast cell culture of the ear marginal tissue from Mongolia sheep

213　pEGFP2C1基因转染条件的优化

通过对 p EGFP2C1 基因在细胞中表达规律的

研究 ,结果表明 :在转染后初期 ,部分细胞有皱缩 ,极

少数细胞崩解死亡 ;转染 12 h 后 ,可见发淡绿色荧

光的细胞 ;转染 24 h后 ,阳性细胞明显增多 ;48～72

h左右阳性细胞最多 ,荧光强度增强 ,多为明亮的绿

色荧光 ,少数发出弱荧光 ,未转染细胞区未见绿色荧

光。

通过对 p EGFP2C1 基因在细胞中表达效率的

研究 ,结果 (表 2)表明 :随着脂质体剂量增大 ,转染

效率升高 ,6μL 脂质体组转染率最高 ,但如果继续

增加脂质体浓度 ,转染率没有明显的提高 ,反而出现

部分细胞死亡 ;当质粒的量小于 2μg时 ,随着质粒

剂量增加 ,转染率提高 ,当质粒的剂量为 2μg ,转染

率最高 ,大于 2μg ,细胞有部分死亡现象 ,转染率并

没有明显的变化。得出结论 :6μL 脂质体介导 2μg

重组质粒转染 8 h 可获得较满意的转染效率 ,为最

佳优化组合 ,转染后 72 h效率最高 ,可达 6012 %。

表 2　绿色荧光蛋白转染条件优化

Table 2　Condition optimized table of pEGFP transfection

质粒 DNA

用量/μg

Plasmid DNA

转染时间/ h

Time

脂质体用量/μL
Lipofectamine

4 6 8

110

24 18. 5 2213 24. 5

48 24. 4 3116 3114

72 26. 7 3215 3112

115

24 2217 3116 35. 1

48 37. 3 44. 2 43. 2

72 4117 5115 49. 2

210

24 34. 8 39. 1 36. 3

48 50. 1 56. 6 59. 5

72 53. 7 60. 2 58. 7

214　6种荧光蛋白基因转基因效果比较

转染 24、48、72 h时 ,分别将各试验组细胞在特

定波长激发光下用激光共聚焦显微镜观察 ,试验结

果如表 3 ,可以发现 :6 种荧光蛋白均能在体外培养

靶细胞中得到良好的表达 (如图 2) 。
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A. p EGFP2C1 ;B. p EGFP2N3 ;C. p ECFP2N1 ;D. p ECFP2mito ; E. p EYFP2N1 ; F. pDsRed12N1

图 2　6种荧光蛋白 48 h转染
Fig. 2　Comparative f igures of six fluorescent protein transfection in 48 h

　　6种荧光蛋白基因之间转染效率相比较 (如表

3) :绿色荧光蛋白 (p EGFP2C1 与 p EGFP2N3)获得

的转染效率无论在 24 ,48还是 72 h都是最高的 (图

2) ,尤其 p EGFP2N3在转染 48 h达到了 6313 % ,其

次是绿色荧光蛋白 p EGFP2C1在转染 72 h 与黄色

荧光蛋白 p E YFP2N1在转染 48 h转染率也分别达

到了 6012 %与 5611 % ,而转染率相对最低的青色荧

光蛋白 p ECFP2mito 在 72 h的转染率也为 3117 %。

表明 :各种荧光蛋白基因均获得了较高的基因表达

率。

表 3　6种荧光蛋白基因转染率

Table 3　Comparative table of Six fluorescent protein transfection ratio %　

转染时间/ h

Time

6种荧光蛋白基因 Six fluorescent p rotein genes

p EGFP2C1 p EGFP2N3 p ECFP2N1 p ECFP2mito p EYFP2N1 pDsRed12N1

24 39. 1 48. 7 13. 8 1213 36. 3 3114

48 56. 6 63. 3 28. 2 25. 5 56. 1 40. 3

72 60. 2 56. 7 33. 3 3117 5116 53. 2

表 4　6种荧光蛋白基因转染后 24 h转染效率多重比较

Table 4　Multiple comparision table of transfection ratio in six fluoscent proteins after transfection 24 h

质粒 DNA

Plasmid DNA

均值
Average

差数 Margin

p EGFP2N3 48. 7 36. 4 3 3 34. 9 3 3 17. 3 1214 9. 6

p EGFP2C1 39. 1 26. 8 3 3 25. 3 3 3 7. 7 218

p EYFP2N1 36. 3 24. 0 3 2215 3 4. 9

pDsRed12N1 3114 19. 1 3 17. 6

p ECFP2N1 13. 8 115

p ECFP2mito 1213

3 . P < 0 . 05 , 3 3 . P < 0. 01。下同
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表 5　6种荧光蛋白基因转染后 48 h转染效率多重比较

Table 5　Multiple comparision table of transfection ratio in six fluoscent proteins after transfection 48 h

质粒 DNA

Plasmid DNA

均值
Average

差数 Margin

p EGFP2N3 63. 3 37. 8 3 3 35. 1 3 3 23. 0 3 7. 2 6. 7

p EGFP2C1 56. 6 3111 3 3 28. 4 3 3 16. 3 0. 5

p EYFP2N1 56. 1 30. 6 3 3 27. 9 3 3 15. 8

pDsRed12N1 40. 3 14. 8 1211

p ECFP2N1 28. 2 217

p ECFP2mito 25. 5

表 6　6种荧光蛋白基因转染后 72 h转染效率多重比较

Table 6　Multiple comparision table of transfection ratio in six fluoscent proteins after transfection 72 h

质粒 DNA

Plasmid DNA

均值
Average

差数 Margin

p EGFP2C1 60. 2 28. 5 3 3 26. 9 3 3 8. 6 7. 0 3. 5

p EGFP2N3 56. 7 25. 0 3 23. 4 3 5. 1 3. 5

pDsRed12N1 53. 2 2115 3 19. 9 3 116

p EYFP2N1 5116 19. 9 3 18. 3 3

p ECFP2N1 33. 3 116

p ECFP2mito 3117

由表 4、表 5、表 6可知 :p EGFP2C1和 p EGFP2N3在

转染后 24、48 和 72 h 转染效率差异不显著 ;p EG2
FP2C1和 p EGFP2N3 在转染后 24、48 和 72 h 与

p ECFP2N1和 p ECFP2mito 相比差异显著 ;p EGFP2
C1和 p EGFP2N3 在转染后 24、48 和 72 h 与 pD2
sRed12N1 和 p E YFP2N1 转染效率不显著 (除转染

后 48 h p EGFP2N3 和 pDsRed12N1 差异显著外) ;

pDsRed12N1 和 p EYFP2N1在转染后 24、48和 72 h

转染效率差异不显著 ; p ECFP2N1 和 p ECFP2mito

在转染后 24、48和 72 h转染效率差异不显著。

215　阳性细胞形态观察与细胞活率分析

在低倍镜下用激光共聚焦显微镜对各组阳性细

胞进行形态学观察 ,可以发现转染后 12 h ,有少部

分阳性细胞皱缩、崩解、脱落甚至死亡。转染细胞形

态多为梭状 ,但生长速度明显比未转染细胞减慢 ,

这与袁莉等研究结果一致[8 ]。通过台盼蓝染色分析

发现 ,转染 p EGFP2C1 , p EGFP2N3 , p ECFP2N1 ,

p ECFP2mito , p E YFP2N1 , pDsRed12N1 组的细胞

活率 (台盼蓝阴性细胞) 分别为 9815 % , 9812 % ,

9713 % ,9614 % ,9813 %与 9716 % ,与没有转染的对

照细胞 9911 %无显著差异 ( P > 0. 05) 。

216　荧光蛋白在转染细胞中的分布状况

为了确定各种荧光蛋白在蒙古羊成纤维细胞中

的细胞定位 ,本试验对转染了各种荧光蛋白基因的

成纤维细胞分别用 DA PI对细胞核进行了染色 (图

3b) 。激光共聚焦显微镜观察结果发现在转染 12 h

左右细胞核中就可见弥散的荧光 ,此后荧光明显增

强。绿色荧光均匀地充满细胞质和细胞核 ,只有囊

状小泡没有标记荧光 ,随着表达量的增加 ,在细胞核

局部呈现块状或颗粒状的基因表达产物 (图 3a) ;

DsRed荧光蛋白基因则主要在细胞核膜周围呈现

由诸多颗粒状表达产物组成的环状轮廓 (图 3e) 。

EGFP和 DsRed基因同时转入细胞时 ,细胞可同时

表达两种荧光蛋白 ,用 488 nm 激发光激发时可见

绿色荧光均匀相对均匀的分布于整个细胞 (图 3d) ;

用 543nm 激发光激发时可见红色荧光分布于细胞

核膜周围 ;用 488 nm 与 543 nm 激发光同时激发

时 ,细胞核核周围呈现明显的橙色圆环 ,细胞质则由

于红色与绿色叠加呈现淡黄色 (图 3f) 。

217　细胞凋亡的检测

使用 DNA的特异性荧光染料 DA PI ,对各试验

组细胞进行染色后 ,用激光扫描共聚焦显微镜观察

可发现绝大多数细胞均呈规则的圆形或椭圆形 ,其

细胞核呈弥散均匀的蓝色荧光 ,几乎没有不规则的

荧光小碎片 ,即凋亡小体 (如图 4) ;而仅有极少数细

胞的细胞核或细胞质内可见浓染致密的蓝色颗粒块
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a、d为 p EGFP在蒙古羊成纤维细胞中表达 ,在细胞核与细胞质均有分布 (488 nm激发)。b为使用
DAPI对转染绿色荧光蛋白细胞进行细胞核染色 (405 nm激发)。e为 pDsRed在蒙古羊成纤维细胞
中表达 ,主要定位于细胞核膜周围 ,在细胞核和细胞质内分布比较少 (543 nm激发)。c、f 为前面两个
图片在共聚焦显微镜的结合图 (c为 488与 405 nm同时激发 ,f为 488 nm与 543 nm同时激发)

a ,d are the p EGFP expression in fibroblast cell of Mongolia sheep mainly dist ributed in both nuclei

and cytoplasm(excited at 488 nm)。b is nuclei were stained with DAPI (excited at 405 nm) . e is

pDsRed expression in cell mainly dist ribute around the nuclei. The fluorescent signals were analyzed

by confocal microscopy. The overly images produced by merging two signals together (c ,f)

图 3　pEGFP与 pDsRed在蒙古羊成纤维细胞中的定位
Fig. 3　The cellular location of pEGFP and pDsRed in f ibroblast cell of Mongolia sheep

状荧光 ,凋亡率仅为 016 % ,该情况与未转染的对照

组 015 %的细胞凋亡率相比 ,可能属正常凋亡现象。

a、b 分别为 p ECFP2N1 与 p EGFP2C1 转染细胞 DA PI

染色凋亡检测
a ,b are the apoptosis examine of p ECFP2N1 and p EG2
FP2C1 transfect fibroblast cell stained by DA PI

图 4　pECFP2N1与 pEGFP2C1转染细胞 DAPI染色凋
亡检测

Fig. 4　Apoptosis examine of pECFP2N1 and pEGFP2C1

transfect f ibroblast cell stained by DAPI

3　讨　论
EGFP基因在活细胞、组织或器官中无需任何

处理即可表达 ,且可在荧光显微镜或激光共聚焦显

微镜下直接观察到基因表达结果 ,加之动物体内不

产生内源性 GFP ,因而它是活细胞的理想标记

物[9 ]。本研究所采用的 6种增强型荧光蛋白基因在

蒙古羊成纤维细胞中的表达率在 1213 %～63. 3 %

之间 ,是一种方便快捷检测基因转染表达、示踪、细

胞内定位和实时监测的方法。

3. 1　影响转染率的各种因素

质粒 DNA浓度、脂质体浓度、脂质体2DNA 复

合物的孵育时间以及血清均对转染率有直接影响。

当质粒 DNA 量与转染时间一定时 ,随着脂质体量

的增加 ,荧光蛋白的表达效率在提高 ;当脂质体达到

一定量时 ,转染效率不再提高 ,脂质体由于带有很强

的正电荷 ,对细胞亦有毒性 ,脂质体浓度过高 ,也同
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样会引起细胞形态和功能异常 ,甚至坏死 ,与钱锋

等[10 ]和李扬[11 ]对 Vero 细胞和牛胎儿成纤维细胞

的研究结果一致。在脂质体和靶细胞暴露时间一定

时 ,随着 DNA 量的增加 ,转染效率先升高后降低。

当 DNA浓度过高时 ,细胞脱落或死亡 ,这一结论与

Tseng[ 12 ]对 Hela细胞研究的结论一致。

脂质体2DNA复合物孵育时间过长 ,细胞由于

长时间处于营养不足状态 ,转染效率降低 ,甚至死

亡 ;转染过程中 ,一般要求不含血清 ,因为血清中含

有带负电荷的蛋白质 ,可结合带正电荷的脂质 ,从而

降低了脂质体与 DNA 形成复合物的能力 ,使转染

率降低[11 ]。转染时的最优化条件是 DNA2脂质体
的配比、剂量和转染时间。作为真核细胞转染方法 ,

脂质体法比病毒载体法更简单、更安全 ,而且不限制

所携带 DNA的大小[13 ,14 ]。

用 6μL 脂质体介导 2μg重组质粒转染 8 h即

可获得较满意的转染效率。因此该载体在优化的条

件下是转染成纤维细胞的较为理想的瞬时表达载

体。在本试验中我们利用脂质体转染法将外源基因

(各色荧光蛋白基因)转移到蒙古羊成纤维细胞内 ,

检测到 6种荧光蛋白的表达 ,说明脂质体转染法对

成纤维细胞进行基因修饰是可行的 ,可以介导外源

基因进入到蒙古羊成纤维细胞内。

3. 2　荧光蛋白在细胞中的定位

对于荧光蛋白转染细胞的研究 ,大多集中于肿

瘤细胞、神经细胞与干细胞等[ 15 ]。在本试验中 ,24

h各色荧光均匀地充满细胞质和细胞核 ,只有囊状

小泡没有标记荧光。转染 48 h后 , EGFP、ECFP和

EYFP仍在整个细胞中均匀表达 ,呈弥散分布状态 ,

随着表达量的增加 ,在细胞核局部呈现块状或颗粒

状的基因表达产物 ;DsRed荧光蛋白基因则主要在

细胞核膜周围呈现由诸多颗粒状表达产物组成的环

状轮廓。

在共聚焦显微镜下观察 ,可见处于增殖、不同分

裂时期的转染细胞 ,而且转染细胞的生长和增殖与

对照组比较没有明显的差异 ,说明在一定范围内转

染细胞不受荧光蛋白影响 ,另外 GFP转染其他肿瘤

细胞系和人成纤维细胞系的研究中也发现 ,大部分

GFP的阳性克隆细胞对细胞本身的倍增时间没有

影响[ 16 ] ,均与本研究结果一致。但也有少数皱缩和

凋亡的细胞 ,同时存在细胞碎屑。可能是由于荧光

蛋白均以质粒的形式存在于细胞内 ,并非是细胞固

有的成分 ,它的表达除增加了细胞代谢外 ,还对细胞

周期调节有一定的干扰。

荧光蛋白如 GFP ,并非在所有的细胞系中都如

此均匀分布 ,例如在 COS细胞中 , GFP集中分布在

细胞核中 ,红色荧光蛋白在 72 h左右主要围绕细胞

核周围形成明亮的环状。由于存在这种例外情况 ,

在分析融合蛋白产生的荧光之前 ,首先研究各种所

需报告基因荧光蛋白在一个未知的细胞系的定位特

点显得非常重要[17 ]。

尽管荧光蛋白表达对成纤维细体外增殖有一定

的不良影响 ,但 6组细胞均有较高的转染率 ,较长的

维持时间 ,这对以后的基因标记、转基因动物克隆等

技术提供了良好的基础。

3. 3　转染细胞凋亡与细胞活率

细胞凋亡是新老细胞生死交替的自然过程 ,并

始终贯穿于机体的整个生命周期。其机制极为复

杂 ,生物体内外的多种因素如激素和生长因子失衡 ,

射线、高温及酸碱理化因素 ,细菌、病毒等致病微生

物及其毒素等因素均与细胞凋亡有一定的关联。凋

亡细胞的染色质浓缩成块并凝聚在核膜周围 ,为了

使内含物不外溢 ,胞膜内陷自行分割为多个由外膜

包裹的凋亡小体[18 ] ,这是由于真核细胞染色质由许

多核小体以一定的方式包装而成 ,易受核酸内切酶

消化 ,切割核小体连接区的 DNA ,产生长度为 180

～200 bp 左右的寡核苷酸碎片 ,从而使其基因调控

系统阻断而形成凋亡小体。使用 DNA 的特异性荧

光染料 DA PI ,以非嵌入式与 DNA 的 A2T 碱基区

结合 ,从而对细胞核染色 ,在激光扫描共聚焦显微镜

下正常细胞核呈弥散均匀的蓝色荧光 ,而凋亡细胞

的细胞核或细胞质内可见浓染致密的蓝色颗粒块状

荧光。

转染细胞活力检测结果表明 ,细胞死亡率为

115 %～3. 6 %之间 ,与没有转染的对照组没有明显

的差异 ,说明转染过程中所优化的条件及细胞内表

达的荧光蛋白对转染细胞的形态 ,生长与增殖状况

没有明显的影响。
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