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荧光标记人卵巢癌细胞株的建立
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　　［摘要］　目的　建立稳定高表达增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）的人卵巢癌细胞株。方法　采用基因转染的方法，将
ＥＧＦＰ基因导入人卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０ＰＭ中，通过Ｇ４１８筛选、亚克隆扩增获得稳定表达绿色荧光蛋白的ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ
细胞株，并用流式细胞术检测所获细胞株的 ＥＧＦＰ表达率，通过细胞生长曲线、黏附实验、侵袭迁移实验比较 ＥＧＦＰ

ＨＯ８９１０ＰＭ细胞和 ＨＯ８９１０ＰＭ细胞的生物学行为。结果　筛选出的ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ细胞经流式细胞仪检测ＥＧＦＰ阳
性表达率达９９％以上，ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ细胞和 ＨＯ８９１０ＰＭ细胞生长、黏附及侵袭迁移能力无统计学差异。结论　成功建
立了稳定表达ＥＧＦＰ且保持母株细胞特性的人卵巢癌细胞株ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ，为人卵巢癌整体活体应用中可视化研究打下

基础。
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　　人卵巢癌有恶性度高、易复发、易产生多药耐药
的特性，其发病率在女性生殖系统恶性肿瘤中仅次
于子宫颈癌和子宫体癌，但病死率却在所有妇科肿
瘤中高居首位［１］，成为女性第五大死亡原因［２］，并且
近年来其发病率呈逐年上升趋势。在肿瘤的发生发
展机制研究中，选择合适的模型及观察手段非常重
要。绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）
是目前最为常用的细胞标记手段，具有分子量小、稳
定、对细胞无毒性等优点，改造后的增强型绿色荧光
蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）的

荧光强度和稳定性都大大提高［３］。

　　本研究选用新型的阳离子聚合物试剂 Ｇｅ
ｎＥｓｃｏｒｔＴＭⅡ，将ＥＧＦＰ基因转染进入人卵巢癌细胞
高转移株 ＨＯ８９１０ＰＭ细胞中，筛选出稳定表达ＥＧ
ＦＰ的ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细胞，为后续人卵巢癌成
瘤实验整体可视化研究提供良好的实验材料。

１　材料和方法

１．１　材料　（１）细胞株：人卵巢癌细胞高转移株

ＨＯ８９１０ＰＭ，购自中国科学院上海生命科学研究院
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细胞资源中心。（２）主要试剂与仪器：ＲＰＭＩ１６４０
（Ｇｉｂｃｏ）；小牛血清、０．２５％胰蛋白酶（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；

Ｇ４１８、四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）
（Ｇｉｂｃｏ和Ｓｉｇｍａ）；ＥＧＦＰ质粒ｐＧｅｎｓｉｌ１（重庆医科
大学医学超声工程研究所保存）；Ｄ６９４３０１型质粒抽
提试 剂 盒 （Ｐｌａｓｍｉｄ ｍｉｎｉｋｉｔＩ，ＯＭＥＧＡ）；Ｇｅ

ｎＥｓｃｏｒｔＴＭⅡ质粒转染试剂盒（南京慧基生物技术有
限公司）；培养板（Ｂｉｏｕｓｉｎｇ）；ＩＸ７０型倒置荧光显微
镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）；ＸＤＳ１Ｂ型倒置显微镜（重庆光电仪
器有限公司）；ＥＬＸ８００型酶标定量检测仪（Ｂｉｏ
Ｔｅｃｈ）；流式细胞仪（ＢｅｃｔｉｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室（无胶型 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，铺胶型Ｃｏｓｔｅｒ）。

１．２　荧光标记 ＨＯ８９１０ＰＭ细胞株的建立

１．２．１　Ｇ４１８对 ＨＯ８９１０ＰＭ 细胞最小致死浓度的
测定　将 ＨＯ８９１０ＰＭ 细胞传代至２４孔板中，待

８０％～９０％汇合度时，以０、１００、２００、３００、４００、５００、

６００、７００、８００μｇ／ｍｌ浓度梯度将 Ｇ４１８加至细胞孔
中继续培养，观察细胞生长及死亡情况，每３ｄ换１
次含Ｇ４１８浓度的新鲜培养液。２周后，在倒置显微
镜下观察，无活细胞的最低Ｇ４１８浓度为最佳筛选浓
度，经反复试验，确定 ５００μｇ／ｍｌＧ４１８ 浓度为

ＨＯ８９１０ＰＭ细胞的最佳筛选浓度。

１．２．２　质粒转染及阳性细胞筛选　 取对数生长期

ＨＯ８９１０ＰＭ细胞，以每孔０．５×１０５个细胞接种于２４
孔板，每孔加５００μｌ含１０％小牛血清的 ＲＰＭＩ
１６４０，于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ，按 Ｇｅ

ｎＥｓｃｏｒｔＴＭⅡ转染试剂说明书将ＥＧＦＰ质粒ｐＧｅｎｓｉｌ
１转染入细胞。转染２４ｈ后换含有５００μｇ／ｍｌＧ４１８
的选择性培养液再培养，细胞汇合度达７０％后，用

０．２５％胰蛋白酶消化，以有限稀释法将细胞接种到

９６孔板，保持Ｇ４１８筛选浓度。２周后，挑取阳性克
隆，扩大培养，保持Ｇ４１８筛选浓度。培养２０代后，
检测转染ＥＧＦＰ基因后的 ＨＯ８９１０ＰＭ细胞（ＥＧＦＰ
ＨＯ８９１０ＰＭ 细胞）的荧光表达情况及生物学行为。

１．３　ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细胞荧光表达情况检

测　在倒置荧光显微镜下观察细胞形态及绿色荧光
的分布并拍照。收集对数期生长的 ＨＯ８９１０ＰＭ 细
胞和ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细胞，锥虫蓝拒染法计数活
细胞，各取２×１０６个细胞上流式细胞仪检测，计算表
达绿色荧光蛋白的阳性细胞所占比例。

１．４　ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细胞生物学行为分析

１．４．１　细胞生长情况检测　分别取对数生长期的

ＨＯ８９１０ＰＭ细胞和 ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细胞，待细

胞汇合度达９０％左右时，用０．２５％胰蛋白酶消化，

锥虫蓝拒染法细胞计数后，分别以１．０×１０４／孔细胞

量接种于２４孔板中。每种细胞分别接种于两块２４
孔板，从接种次日开始每天随机选择６孔进行细胞

计数，连续８ｄ，重复３次，绘制 ＨＯ８９１０ＰＭ 细胞株

转染前后的生长曲线。

１．４．２　细胞黏附实验 　收集 ＨＯ８９１０ＰＭ 与ＥＧ

ＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细胞，用无血清培养基重悬，锥虫蓝

拒染法计数细胞，以５×１０５／ｍｌ密度、每孔２００μｌ接

种于９６孔培养板中，３７℃分别孵育３ｈ和５ｈ后，利

用 ＭＴＴ法测定各孔光密度（Ｄ）值。以１ｈ和３ｈ的

Ｄ值代表各时间组的细胞黏附量。每次实验５孔／

组，各组实验重复５次。

１．４．３　细胞侵袭、迁移实验　将 ＨＯ８９１０ＰＭ 与

ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细胞消化离心后用无血清培养

基重悬、计数，以５×１０５／ｍｌ密度、每孔２００μｌ分别

接种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（铺胶型和无胶型）的上室内，

下室加入含１０％胎牛血清的完全培养液，培养２４ｈ
后，取出滤膜，用棉签轻轻擦去基质胶。甲醛固定２０

ｍｉｎ，常规 ＨＥ染色。低倍镜下，每个滤膜分别取

上、下、左、右、中心５个视野，高倍镜下计数穿过聚

碳酸脂滤膜的细胞数，计算每个视野的平均数以表

示肿瘤细胞的侵袭能力。实验重复５次。

１．５　统计学处理　用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分

析，数据以珚ｘ±ｓ表示，采用方差分析比较组间差异。

检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细胞形态及荧光表达情

况　稳定高表达ＥＧＦＰ的 ＨＯ８９１０ＰＭ 细胞贴壁生

长，利用倒置荧光显微镜在紫外光下进行观察，可见

几乎所有细胞均呈现出很强的绿色荧光，且荧光较

为均匀地分布在整个细胞内（图１）。５次利用流式

细胞仪检测，ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细胞中绿色荧光蛋

白阳性表达率均达９９％以上（图２）。

２．２　ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细胞生物学行为　由图３
可 见，ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细 胞 生 长 情 况 与

ＨＯ８９１０ＰＭ细胞相似，第１～３天生长缓慢，此后细

胞增殖明显，进入对数生长期，到第７天时进入平台

期。细胞黏附实验结果显示，ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细

胞体外黏附能力与 ＨＯ８９１０ＰＭ 细胞比较差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５，表１）。细胞侵袭及迁移实验显

示，ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细 胞 穿 膜 细 胞 数 目 与

ＨＯ８９１０ＰＭ 细 胞 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义

（Ｐ＞０．０５），结果见图４。
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图１　自然光和紫外光下观察

ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ细胞形态和荧光表达

Ｆｉｇ１　ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｎａｔｕｒａｌｌｉｇｈｔａｎｄＵＶｌｉｇｈｔ
Ａ：Ｎａｔｕｒａｌｌｉｇｈｔ；Ｂ：Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｌｉｇｈｔ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　流式细胞术检测ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ
细胞绿色荧光蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭｃｅｌｌｓ
Ａ：ＨＯ８９１０ＰＭｃｅｌｌ；Ｂ：ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭｃｅｌｌ

图３　ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ细胞和

ＨＯ８９１０ＰＭ细胞生长曲线

Ｆｉｇ３　ＣｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ

ｃｅｌｌｓａｎｄＨＯ８９１０ＰＭｃｅｌｌｓ

表１　ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ细胞和

ＨＯ８９１０ＰＭ细胞体外黏附能力

Ｔａｂ１　ＡｄｈｅｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ

ｃｅｌｌｓａｎｄＨＯ８９１０ＰＭｃｅｌｌｓ
ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，Ｄ

Ｇｒｏｕｐ
Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｔ／ｈ
３ ５

ＨＯ８９１０ＰＭｃｅｌｌ ０．２０８±０．０１４ ０．２１６±０．０１３

ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭｃｅｌｌ ０．２０５±０．０１６ ０．２０８±０．０１８

图４　ＨＯ８９１０ＰＭ与ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ细胞体外侵袭、迁移能力

Ｆｉｇ　ＭｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＨＯ８９１０ＰＭｃｅｌｌｓａｎｄＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭｃｅｌｌｓ
Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＨＯ８９１０ＰＭｉｎｉｎｖａｓｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ；Ｂ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭｉｎｉｎｖａｓｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ；Ｃ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆ

ＨＯ８９１０ＰＭｉｎｍｉｇｒａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ；Ｄ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭｉｎｍｉｇｒａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．Ｅ：Ｎｕｍｂｅｒｏｆｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（ＡＤ）．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　在肿瘤的研究中，往往需要长期观察各种靶细
胞的定殖、迁移以及各种干预因素导致的变化。在
缺乏理想的活细胞标志物之前，动态监测和活体中
肿瘤细胞生长与早期成瘤过程及机制的研究受到了

极大的限制。目前荧光蛋白基因标记是体内外识别
靶细胞的最有效方法之一。

　　ＧＦＰ最早在一种学名Ａｅｑｕｏｒｅａｖｉｃｔｏｒｉａ 的水

母中发现。由于只有２３８个氨基酸，与其他蛋白融
合后不影响自身的发光功能，ＧＦＰ的这一特性已经
在生物学、生态学及医学研究领域中被广泛地应用。
本实验使用载体中的ＥＧＦＰ是ＧＦＰ的突变型，将丝
氨酸６５用苏氨酸代替，苯丙氨酸６４用亮氨酸代替
后，荧光强度增加了３５倍，大大提高了检测灵敏度。

　　ＧＦＰ和ＥＧＦＰ作为报告蛋白在肿瘤研究中的
应用极为广泛，如体外［４］／体内［５］研究肿瘤转移过

程、肿瘤新生血管生长［６］及肿瘤基因治疗［７］等。但
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要将ＧＦＰ用于活体实验研究，首先必须获得在体外
条件下可以长期、稳定及高纯度表达ＧＦＰ的细胞株
系。利用基因载体将荧光蛋白基因导入待标记细胞
中，通过筛选获得稳定表达荧光蛋白的细胞，这些细
胞可以通过荧光显微镜直接观察，植入体内后仍然
可以在一定时间范围内表达荧光蛋白，因而也可应
用于 活 体 细 胞 的 实 时 检 测。本 研 究 按 照 Ｇｅ
ｎＥｓｃｏｒｔＴＭⅡ转染试剂说明书将ＥＧＦＰ质粒ｐＧｅｎ
ｓｉｌ１转染入 ＨＯ８９１０ＰＭ细胞，通过Ｇ４１８抗性筛选
获得稳定表达ＥＧＦＰ的细胞，然后将其进行单克隆
增殖，获得稳定高表达ＥＧＦＰ的单克隆细胞。连续
传代２０代以上后荧光显微镜下可见几乎所有细胞
均呈现出很强的绿色荧光，且荧光较为均匀地分布
在整个细胞内，经流式细胞仪检测其荧光蛋白表达
率在９９％以上。

　　黏附、侵袭是转移发生的最初阶段，是转移性肿
瘤必备的基本特性之一。本实验发现，稳定转染

ＥＧＦＰ对人卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０ＰＭ 的细胞生长情
况、细胞黏附、侵袭转移等生物学特性没有明显影
响。可以说，稳定表达 ＥＧＦＰ的人卵巢癌细胞株

ＥＧＦＰＨＯ８９１０ＰＭ仍然保持了原来细胞株的生物
学特性。

　　本实验建立了稳定表达绿色荧光蛋白的ＥＧ
ＦＰＨＯ８９１０ＰＭ 细胞株，为后续从细胞水平和活体
水平上实时研究人卵巢癌的发生、发展以及药物筛
选等相关研究提供了重要实验材料。
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