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ＭａｆＡ逆转录病毒表达载体的构建及其在肝原始细胞中的稳定表达

金彩霞１，２，李文林１，徐　方２，胡以平１
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２．宁夏医学院医学遗传学与细胞生物学教研室，银川７５０００４

［摘要］　目的：构建表达 ＭａｆＡ（ｖｍａｆｍｕｓｃｕｌｏａｐｏｎｅｕｒｏｔｉｃｆｉｂｒｏｓａｒｃｏｍａｏｎｃｏｇｅｎｅｈｏｍｏｌｏｇｕｅＡ）的逆转录病毒表达载体，并建

立稳定表达 ＭａｆＡ的肝原始细胞系（ｌｉｖｅｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＬＥＰＣｓ）。方法：通过ＰＣＲ方法克隆 ＭａｆＡ基因全长，将其

构建到ｐＢＭＮＺＩＲＥＳＮｅｏ逆转录病毒载体中获得ｐＢＭＮＭａｆＡＮｅｏ载体；将该载体导入Ｐｈｏｅｎｉｘ包装细胞系，收集病毒上清

并感染ＬＥＰＣｓ，筛选稳定表达ＭａｆＡ的ＬＥＰＣｓ；ＲＴＰＣＲ方法检测ＭａｆＡ表达对ＬＥＰＣｓ分子表型的影响。结果：成功构建ｐＢＭＮ

ＭａｆＡＮｅｏ载体，并获得稳定表达 ＭａｆＡ基因的肝原始细胞系（ＬＥＰＣｓＭａｆＡ）。ＬＥＰＣｓＭａｆＡ细胞ＧＫ和ＧＬＵＴ２基因表达高于

ＬＥＰＣｓ。结论：成功获得稳定表达 ＭａｆＡ的肝原始细胞系，为研究 ＭａｆＡ诱导肝干细胞向胰腺细胞转分化奠定了基础。
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　　转录因子 ＭａｆＡ／ＬＭａｆ（ｖｍａｆｍｕｓｃｕｌｏａｐｏ
ｎｅｕｒｏｔｉｃｆｉｂｒｏｓａｒｃｏｍａ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ Ａ，

ＭａｆＡ）属于碱性亮氨酸拉链转录因子（ｂａｓｉｃｌｅｕｃｉｎｅ
ｚｉｐｐｅｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ，ｂＺＩＰ）家族，对胰岛β细
胞的发育分化和功能发挥具有重要的调控作用［１４］。
本研究构建 ＭａｆＡ逆转录病毒表达载体，将其导入
肝原始细胞系 （ｌｉｖｅｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，

ＬＥＰＣｓ）诱导其稳定表达，探讨稳定表达 ＭａｆＡ的肝
干细胞向胰腺细胞转分化的潜能。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及载体　ｄＮＴＰ、Ｔａｑｐｌｕｓ酶、ｐＵＣ
ｍＴ载体、ＵＮＩＱ１０柱式总 ＲＮＡ抽提试剂盒购自

Ｓａｎｇｏｎ公司；限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶和预
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染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ购自 ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ公司；Ｐｒｉｍｅｒ
Ｓｔａｒ酶、Ｐｙｒｏｂｅｓｔ酶购自ＴａＫａＲａ公司；超纯质粒抽
提试剂盒、胶回收试剂盒购自Ｖｇｅｎｅ公司；ＭＭＬＶ
逆转录酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００购
自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｇ４１８、ＤＭＥＭ 高糖培养基均购
自Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＭａｆＡ
兔抗 鼠 一 抗 购 自 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公 司 （Ｌｏｔ ＮＯ：

ＤＲ１０１９）；ＦＩＴＣ标记的二抗（羊抗兔）购自Ｓｉｇｍａ公
司；细胞系ＬＥＰＣｓ由本实验室建立［５］；逆转录病毒
包装细胞系ＰｈｏｅｎｉｘＥ由第二军医大学长海医院血
液科王健民教授惠赠；逆转录病毒载体ｐＢＭＮＺ
ＩＲＥＳＮｅｏ、大肠杆菌ＤＨ５α均由本室保存。

１．２　ｐＢＭＮＭａｆＡＮｅｏ逆转录病毒载体的构建　
以鼠尾基因组为模板，ＰＣＲ方法扩增 ＭａｆＡ 基因
（ＭａｆＡ基因无内含子），上下游引物分别为５′ＧＣＴ
ＧＧＧＧＣＣＣＣＧＧＧＣＧＡＴＧＧ３′和５′ＣＣＡＧＧＧ
ＴＣＣＧＧＣＡＣＴＣＡＣＡＧ３′；ＰＣＲ反应采用５０μｌ
体系，含上下游引物各０．５μｌ、ｄＮＴＰ２５０μｍｏｌ／Ｌ、

ＰｒｉｍｅｒＳｔａｒ０．５μｌ；循环条件为９８℃３０ｓ，５５℃３０
ｓ，６８℃２ｍｉｎ。目的片段大小约１２００ｂｐ。胶回收
后的ＰＣＲ产物用Ｔａｑ酶加Ａ，反应体系为５０μｌ（３０

μｌＰＣＲ产物，５μｌｂｕｆｆｅｒ，１μｌｄＡＴＰ），７２℃１０ｍｉｎ。
纯化后将两端加Ａ的ＭａｆＡ片段克隆到ｐＵＣｍＴ载
体得 到 ｐＵＣｍＭａｆＡ，并 经 测 序 验 证。然 后 以

ｐＵＣｍＭａｆＡ为模板用ＰＣＲ方法扩增 ＭａｆＡ，上下
游引物分别为５′ＴＧＧＧＧＡＴＣＣＧＧＧＣＧＡＴＧＧ
ＣＣＧＣＧＧ ＡＧＣ Ｔ３′（含 ＢａｍＨⅠ）和 ５′ＡＧＧ
ＧＡＡＴＴＣＡＣＴＣＡＣＡＧＡ ＡＡＧＡＡＧＴＣＧ３′
（含 ＥｃｏＲ Ⅰ）。将 ｐＢＭＮＺＩＲＥＳＮｅｏ 载 体 用

ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶切，得载体的骨架片段。将
载体的骨架片段与 ＢａｍＨⅠ 和 ＥｃｏＲⅠ 双酶切

ＭａｆＡ 片段用 Ｔ４ＤＮＡ 连接酶连接得到ｐＢＭＮ
ＭａｆＡＮｅｏ载体。

１．３　感染ＬＥＰＣｓ细胞　将Ｐｈｏｅｎｉｘ细胞接种于６
孔 板，待 生 长 至 大 约 ５０％ 融 合 时，用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎ２０００转染试剂将ｐＢＭＮＭａｆＡＮｅｏ载体质
粒导入Ｐｈｏｅｎｉｘ细胞。转染后１２ｈ换新鲜培养基，

４８ｈ后收获培养基，０．４５μｍ滤膜过滤后得到含病
毒上清。用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基１３
稀释病毒上清，添加终浓度４μｇ／ｍｌ的ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ后
感染６０ｍｍ 平皿中处于对数生长期的 ＬＥＰＣｓ细
胞。１２ｈ后更换新鲜培养基，４８ｈ后向培养基中加
入终浓度为８００μｇ／ｍｌ的Ｇ４１８筛选２周得到稳定
转染的细胞，命名为ＬＥＰＣｓＭａｆＡ，扩增并冻存。

１．４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测 ＭａｆＡ 表达 　ＬＥＰＣｓ、

ＬＥＰＣｓＭａｆＡ细胞用ＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗３次，刮取细
胞，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，沉淀的细胞加５００

μｌＲＩＰＡ 缓冲液混悬，冰浴３０ｍｉｎ（间以搅拌）。

４℃，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，吸取上清，分装，Ｂｒａｄ
ｆｏｒｄ法测定总蛋白浓度后－７０℃保存。从上述制备
的样品中分别取５０μｇ总蛋白，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ室
温６０ｍＡ电泳至分离胶时，将电流增加到１００ｍＡ。
电泳完成后，室温５０ｍＡ、２ｈ将蛋白质从 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ上转移至硝酸纤维素（ＮＣ）膜上。转移完成
后ＰＢＳ（ｐＨ７．４）漂洗 ＮＣ膜３次，每次１０ｍｉｎ，用

ＰＢＳ（含０．２％ Ｔｗｅｅｎ２０）配制的５％脱脂牛奶室温
封闭１ｈ；然后ＰＢＳ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ；将ＮＣ膜
与兔抗小鼠 ＭａｆＡ的多克隆抗体（１２０００）４℃过
夜，ＰＢＳ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ；加辣根过氧化物酶
标记的二抗（１５００）温浴１ｈ后，ＰＢＳ漂洗３次，每
次１０ｍｉｎ；然后与ＥＣＬ试剂反应约５ｍｉｎ后，在暗
室中进行Ｘ线胶片的曝光、显影和定影。

１．５　免疫荧光化学法检测 ＭａｆＡ表达　取接种于
飞片的ＬＥＰＣｓ、ＬＥＰＣｓＭａｆＡ细胞，丙酮室温固定

１５ｍｉｎ。ＰＢＳ（含３％Ｔｒｉｔｏｎｘ１００）漂洗３次，每次

１０ｍｉｎ，然后用ＰＢＳ配制的５％山羊血清室温封闭

３０ｍｉｎ，加 入 兔 抗 小 鼠 ＭａｆＡ 的 多 克 隆 抗 体

（１２０００），湿盒４℃反应过夜。ＰＢＳ洗３次，每次

１０ｍｉｎ。加入ＦＩＴＣ标记山羊抗兔ＩｇＧ（１１５０），
室温反应１ｈ，ＰＢＳ洗３次，每次１０ｍｉｎ，ＤＡＰＩ复染
细胞 核。阴 性 对 照 组，不 加 一 抗，其 余 过 程
相同。　　　　　　　
１．６　ＲＴＰＣＲ检测细胞分子表型　ＵＮＩＱ１０柱式
总ＲＮＡ抽提试剂盒抽取ＬＥＰＣｓ、ＬＥＰＣｓＭａｆＡ细
胞的总ＲＮＡ，经ＤＮａｓｅⅠ在３７℃消化１ｈ，以去除可
能污染的痕量基因组ＤＮＡ，取２μｇＲＮＡ以 Ｏｌｉｇｏ
ｄＴ１８为引物用 ＭＭＬＶ逆转录酶进行逆转录。取２

μｌ逆转录产物进行ＲＴＰＣＲ检测细胞分析表型的
表达，ＰＣＲ反应采用５０μｌ体系，含上下游引物各

０．４μｌ、ｄＮＴＰ１００μｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ酶０．５μｌ，循环条件
为９４℃３０ｓ，不同基因各自合适的退火温度下（表１）
退火４０ｓ，７２℃５０ｓ，循环３４～３６次，然后７２℃延长

１０ｍｉｎ，于４℃保存。取２０μｌＰＣＲ产物以１％的琼
脂糖凝胶进行电泳鉴定扩增片段。其中 ＭａｆＡ 的

ＰＣＲ反应体系中使用ＰｒｉｍｅｒＳｔａｒ酶０．５μｌ，２×ＧＣ
Ⅱｂｕｆｆｅｒ２５μｌ，其余条件同上。ＲＴＰＣＲ检测引物
见表１，引物由上海生工生物工程技术服务有限公
司及英俊生物公司合成。
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表１　ＲＴＰＣＲ检测引物序列

Ｔａｂ１　ＬｉｓｔｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒＲＴＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ ＰＣＲｓｉｚｅ（ｂｐ） Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔ／℃

ＭａｆＡ ５′ＣＧＣＡＧＧＣＣＡＣＣＡＣＧＴＧＣＧＣＴＴＧＧＡＧＧＡＧ３′ ３７０ ６０
５′ＣＴＧＣＧＣＴＧＧＣＧＡＧＧＧＣＴＣＣＣＧＡＧＧＧＡＡＧ３′

ＧＫ ５′ＧＡＴＣＡＴＴＧＧＣＧＧＡＡＡＧＴＡＣＡ３′ ４４３ ５３．５
５′ＡＴＴＴＡＣＴＴＴＧＴＧＧＣＴＧＧＡＴＴＧ３′

ＧＬＵＴ２ ５′ＴＡＧＴＧＡＣＣＡＧＣＴＡＴＡＡＴＣＡＧＡＧ３′ ４４１ ５７．８
５′ＣＣＣＴＧＣＴＧＧＣＣＣＴＧＣＴＣＴＴ３′

ＧＡＰＤＨ ５′ＡＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＴＧＴＧＧＡＡＧＧ３′ ２２２ ６１
５′ＡＣＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＣＡ３′

２　结　果

２．１　ｐＢＭＮＭａｆＡＮｅｏ病毒载体的鉴定　构建的

ｐＢＭＮＭａｆＡＮｅｏ载体经ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶切鉴
定，酶切片段为１２００ｂｐ和６４３２ｂｐ（图１），与预期相
符；测序结果证实 ＭａｆＡ全序列没有发生突变。

图１　ｐＢＭＮＭａｆＡＮｅｏ载体酶切鉴定

Ｆｉｇ１　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＢＭＮＭａｆＡＮｅｏ
１：λＤＮＡＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄⅢ ｍａｒｋｅｒ；２：ｐＢＭＮＭａｆＡＮｅｏｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈ

ＢａｍＨⅠａｎｄＥｃｏＲⅠ；３：ｐＢＭＮＭａｆＡＮｅｏｐｌａｓｍｉｄ

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测 ＭａｆＡ蛋白表达　结果表
明感染病毒载体的 ＬＥＰＣｓＭａｆＡ 细胞稳定表达

ＭａｆＡ蛋白，而未感染的 ＬＥＰＣｓ细胞未检测到

ＭａｆＡ蛋白的表达（图２）。

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测 ＭａｆＡ蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭａｆＡｐｒｏｔｅｉｎ
１：ＬＥＰＣｓ；２：Ｐａｎｃｒｅａｓｔｉｓｓｕｅ；３：ＬＥＰＣｓＭａｆＡ

２．３　免疫荧光化学法检测 ＭａｆＡ的表达　感染病
毒载体的 ＬＥＰＣｓＭａｆＡ 细胞核内可检测到 ＭａｆＡ
蛋白的表达，而ＬＥＰＣｓ细胞未检测到 ＭａｆＡ的表达
（图３）。

图３　免疫荧光化学法检测ＬＥＰＣｓ细胞核中ＭａｆＡ蛋白的表达

Ｆｉｇ３　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ＭａｆＡｐｒｏｔｅｉｎｉｎｎｕｃｌｅｉｏｆＬＥＰＣｓ

Ａ：ＭａｆＡｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｎｕｃｌｅｉｏｆＬＥＰＣｓＭａｆＡ；Ｂ：ＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ
ｄｉｓｐｌａｙｅｄｔｈｅｎｕｃｌｅｉｉｎｔｈｅｓａｍｅｖｉｓｕａｌｆｉｅｌｄｏｆＡ；Ｃ：ＬＥＰＣｓ；Ｄ：ＤＡ

ＰＩｓｔａｉｎｉｎｇｄｉｓｐｌａｙｅｄｔｈｅｎｕｃｌｅｉｉｎｔｈｅｓａｍｅｖｉｓｕａｌｆｉｅｌｄｏｆＣ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．４　ＬＥＰＣｓＭａｆＡ 细胞表型的改变 　ＬＥＰＣｓ
ＭａｆＡ细胞稳定表达 ＭａｆＡｍＲＮＡ，而ＬＥＰＣｓ细胞
未检测到 ＭａｆＡ ｍＲＮＡ 表达；ＬＥＰＣｓＭａｆＡ 细胞

ＧＬＵＴ２和ＧＫ基因 ｍＲＮＡ表达高于ＬＥＰＣｓ细胞
（图４）。但ＬＥＰＣｓＭａｆＡ细胞胰腺β细胞相关分子
（如胰岛素）的表达并未升高。
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图４　ＬＥＰＣｓＭａｆＡ细胞表型的ＲＴＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ４　ＰｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆＬＥＰＣｓＭａｆＡｃｅｌｌｓｂｙＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓ
１：Ｗａｔｅｒ；２：ＲＮＡｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；３：ＬＥＰＣｓ；４：

ＬＥＰＣｓＭａｆＡ．ｃＤＮＡａｒｅｅｑｕａｌｉｚｅｄｆｏｒＧＡＰＤＨｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３　讨　论

　　ＭａｆＡ是在胰岛β细胞中特异表达的转录调控
因子，对β细胞的发育成熟和发挥功能具有重要作
用［６９］。目前的研究［１０１１］表明 ＭａｆＡ主要是通过激
活胰岛素启动子的ＲＩＰＥ３ｂ１结合区域发挥作用，其
被认为是一个可以有效的用于产生分泌胰岛素细胞

的转录因子，具有极大的开发潜能［１１１３］。目前肝脏
细胞是被用于产生分泌胰岛素细胞的主要细胞类型

之一。各种有效的转录因子的发现使得肝细胞向胰
腺细胞的转分化成为可能，成为目前糖尿病治疗新
的研究热点。

　　本研究利用逆转录病毒将外源基因 ＭａｆＡ导入
到本实验室建立的并已证实具有分化为肝细胞和胆

管上皮细胞双向潜能［５］的肝原始细胞系ＬＥＰＣｓ中，
筛选获得稳定表达 ＭａｆＡ的ＬＥＰＣｓＭａｆＡ细胞，在

ｍＲＮＡ和蛋白质水平均证实了 ＭａｆＡ的表达。本
研究结果表明ＬＥＰＣｓＭａｆＡ细胞ＧＬＵＴ２和ＧＫ基
因的表达明显上调。由于ＧＬＵＴ２和ＧＫ基因是β
细胞重要的葡萄糖感受器，ＧＬＵＴ２和ＧＫ基因上调
提示 ＭａｆＡ在葡萄糖刺激的胰岛素分泌中发挥作
用，具体作用机制需进一步研究探讨。本研究发现，
表达 ＭａｆＡ后并没有诱导ＬＥＰＣｓ细胞表达胰岛素，
可能是由于本实验所构建的 ＭａｆＡ逆转录病毒载体
使肝细胞转分化为胰腺细胞的效率有限，后续研究
可以通过提高逆转录病毒的表达效率、调整培养条
件等方法获得更为有效的转分化效果。

　　ＬＥＰＣｓＭａｆＡ细胞系的建立为进一步研究肝脏
细胞向胰腺细胞的转分化潜能及转分化过程的分子

机制奠定了基础。
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