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Abstract
AIM: To develop human bone marrow derived 

cells lines stably expressing Tet regulated 
hepatocyte growth factor (HGF) or fibroblast 
growth factor 4 (FGF4) gene.

METHODS: HGF and FGF4 genes were 
synthesized and then cloned into a lentiviral 
vector to result in plenti6.3/TO-HGF and 
plenti6.3/TO-FGF4, respectively. Lenti3.3/TR 
was transfected into UE7T-13 cells to develop 
a UE7T-13-TR cell line possessing Tet-on gene 
swift. Then, plenti6.3/TO-HGF and plenti6.3/
TO-FGF4 were used to transfect UE7T-13-TR cell 
to result in UE7T-13-TR-HGF cell line that could 
stably express Tet regulated HGF and UE7T-13-
TR-FGF4 cell line that could stably express Tet 
regulated FGF4. The expression of target genes 
was detected by Q-PCR, and the levels and 
secretion of proteins were detected by Western 
blot and ELISA.

RESULTS: We successfully developed UE7T-13-
TR-HGF and UE7T-13-TR-FGF4 cell lines. Q-PCR 
analysis verified that the expression of the HGF 
gene in UE7T-13-TR-HGF in the presence of 
Tet was 78-fold higher than that in the absence 
of Tet, and the fold change for FGF4 was more 
than 20 thousand folds. Western blot and ELISA 
analyses verified that HGF and FGF4 proteins 
could be synthesized and secreted outside the 
cell membrane. 

CONCLUSION: We have successfully developed 
UE7T-13-TR-HGF and UE7T-13-TR-FGF4 cell 
lines through lentiviral transfection, which lays a 
foundation for further study.
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■研发前沿
肝细胞材料应用
广泛 ,  但来源匮
乏 ,  目前相关研
究如永生化肝细
胞、肝肿瘤细胞
株、异种肝细胞
等均尚有一定的
局限 ,  本研究建
立一种稳定表达
细胞株 ,  可为解
决这一问题提供
线索.
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摘要
目的: 通过慢病毒转染UE7T-13细胞, 构建
Tet-on基因开关调控稳定表达肝细胞生长因
子(hepatocyte growth factor, HGF)、成纤维
细胞生长因子-4(fibroblast growth factor 4, 
FGF4)的人类骨髓间充质干细胞株. 

方法: 全基因合成HGF 和FGF4 序列, 通过
酶切、重组分别构建包含目的基因HGF、

FGF4 的两个慢病毒载体plenti6.3/TO-HGF
和plenti6.3/TO-FGF4, 包装并计算其滴度. 
以U E7T-13细胞最适M O I值稀释慢病毒
Lenti3.3/TR, 并转染UE7T-13细胞, 加入抗
生素Zeocin筛选, 获得带有Tet-on基因调控
开关的UE7T-13-TR细胞株. 采用已构建好
的慢病毒plenti6.3/TO-HGF和plenti6.3/TO-
FGF4分别转染UE7T-13-TR细胞并经过抗
生素Blasticidin筛选, 构建Tet-on调控稳定表
达HGF的UE7T-13-TR-HGF细胞株和Tet-on
调控稳定表达FGF4的UE7T-13-TR-FGF4细
胞株. 通过Q-PCR、Western blot及ELISA在
基因、蛋白及蛋白分泌水平检测目的基因
HGF、FGF4的表达情况. 

结果: 成功构建UE7T-13-TR-HGF和UE7T-
13-TR-FGF4细胞株. 经Q-PCR检测, 当Tet存
在时, HGF 基因在UE7T-13-TR-HGF中的表
达为无Tet时的78倍; FGF4基因则超过2万倍, 
且1 μg/mL的Tet为较佳浓度. Western blot及
ELISA结果在蛋白表达水平及蛋白分泌水平
验证了以上结果, 证明已合成的HGF及FGF4
能成功分泌到细胞外. 

结论: 通过慢病毒转染UE7T-13细胞, 我们
成功构建出Tet可调控稳定表达HGF、FGF4
细胞株(UE7T-13-TR-HGF和UE7T-13-TR-
FGF4细胞株), 为进一步的研究奠定了良好
的实验基础. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 通过慢病毒转染UE7T-13细胞, 构建

四环素调控基因表达系统, 达成可调控诱导干

细胞定向分化的目的.
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0  引言

在我国, 尤其是中东部地区, 肝病发生率高, 肝
功能衰竭是各种肝病患者死亡的主要原因. 近
些年发展起来的生物人工肝(bioartificial liver, 
BAL)除了具有毒素清除、过滤能力, 还能发

挥肝细胞的合成、代谢及分泌功能, 有望成为

继肝移植后, 治疗肝功能衰竭、终末期肝病和

代谢障碍性疾病的替代治疗手段, 具有广阔的

临床应用前景. BAL主要组成部件有生物反应

器及细胞材料, 其中细胞材料的来源缺乏在很

大程度上限制了BAL进一步的发展, 本实验拟

构建定向诱导分化为肝细胞的骨髓间充质干

细胞株来解决这一难题. 

1  材料和方法

1.1 材料 UE7T-13人类骨髓间充质干细胞购

自日本人类科学研究资源库(Human Science 
Research Resources Bank, HSRRB), 通过

病毒D N A检测 (C M V-、E B V-、H H V6 -、

H H V7 -、B K V-、 J C V-、A D V-、H B V-、

p a r v o B19-、H T LV1-、H T LV2-、H I V1-、

H I V2-以及H P V18-)证明其无传染性、安全

性可. PL-GFP慢病毒原液、pCDNA3.1(+)
载体、pDONR221载体、plent i6.3/TO/V5-
D e s t载体、慢病毒表达载体p L e n t i、包装

质粒pLP1、pLP2、pLP/VSVG均购自上海

Invitrogen公司; Eco RⅠ、Hin dⅢ、XhoⅠ、

Bam HⅠ限制性内切酶, NheⅠ FastDigest、
Bam HⅠ FastDigest限制性内切酶购自加拿大

富酶泰斯Fermentas(MBI Fermentas)公司; T4 
DNA Ligase购自美国纽英伦生物公司(NEB); 
人类肝细胞生长因子(h e p a t o c y t e g r o w t h 
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■相关报道
Tet-on系统具有
高效、特异、且
较 严 密 等 特 点 , 
而目的基因的表
达也与Tet剂量直
接相关 ,  受其精
确且特异性的调
控 ,  因而其在基
因功能研究和基
因治疗研究领域
已被广泛应用.

factor, HGF)ELISA试剂盒购自Invitrogen公
司; 人类成纤维细胞生长因子-4(f i b rob l a s t 
growth factor 4, FGF4) ELISA试剂盒购自美

国ABcam公司; 人类HGF抗体、人类FGF4抗
体均购自美国ABcam公司. 
1.2 方法

1.2.1 目的基因合成及高表达载体构建: 对所

需合成的FGF4和HGF基因序列进行分析, 设
计、合成单链oligo, 并在FGF4序列两端分别

添加限制性酶切位点Hin dⅢ和Eco RⅠ, 在HGF
基因的两端分别添加限制性酶切位点NheⅠ和

Bam HⅠ; 利用PCR将合成的oligo拼接成完整

的基因; 测序验证重组克隆中的目的序列是否

与要求相符; 通过pCDNA3.1(+)质粒载体构建

程序获得pCDNA3.1(+)-FGF4及pCDNA3.1(+)-
HGF载体质粒(图1). 
1 . 2 . 2  构建慢病毒载体 :  构建慢病毒载体

plent i6.3/TO-FGF4: 设计1对PCR扩增引物, 
以含有F G F4 基因的质粒为模板 ,  扩增带有

酶切位点的Xho Ⅰ-FGF4-Bam HⅠ序列, 经
扩增、酶切、重组, 构建正确的pEGFP-N1-
FGF4载体质粒, 并以之为模板, 扩增带有重

组位点的attB1-FGF4-EGFP-attB2序列, 经重

组构建成功的plenti6.3/TO/FGF4-EGFP慢病

毒载体(图1). 
构建慢病毒载体plent i6.3/TO-HGF: 设

计1对P C R扩增引物 ,  扩增带有重组位点的

attB1-HGF-attB2序列, 经重组构建质粒; 并使

用LR重组系统将目的序列重组到慢病毒载体

plenti6.3/TO/V5-DEST上, 测序验证重组质粒

的正确性, 构建成功的plenti6.3/TO/HGF慢病

毒载体(图1). 
1.2.3 慢病毒包装、侵染靶细胞构建稳转株: 
Lenti3.3/TR感染细胞UE7T-13细胞: UE7T-13

细胞经胰酶消化, 细胞计数后, 按照每孔1.5×
105细胞接种至六孔板中 .  培养箱中过夜培

养. 将稀释好的慢病毒液分别加入各细胞孔

中, 同时设定空白的靶细胞作为对照, 细胞放

置培养箱中继续培养. 48 h后, 按照1∶30稀
释至10 cm皿中, 加入Zeocin 500 ng/μL(根据

kill curves结果获得最佳筛选浓度), 3 d后观

察细胞情况, 后续每2-3 d换1次含有抗生素

Zeocin 500 ng/μL的完全培养基. 待空白孔细

胞完全死亡后, 扩增细胞, 继续培养并冻存. 
同时收集部分细胞(UE7T-13-TR)抽提RNA和

蛋白检测目的基因和蛋白的表达情况(图1). 
Lenti6.3/TO/FGF4感染细胞UE7T-13-TR: 步
骤同1.2.3. Lenti6.3-HGF感染细胞UE7T-13-
TR: 步骤同1.2.3. 

Q-PCR检测靶基因的表达量: 提取细胞样

品总RNA. 然后将RNA溶于水中, 55 ℃-60 ℃
水溶10 m i n. 再反转录获得c D N A, 保存在

-20 ℃备用. 通过Q-PCR检测细胞样品中目的

基因和内参基因的表达量, 根据Q-PCR反应曲

线得到各样品目的基因和内参基因Ct值, 计算

△△Ct进行相对定量. 使用UE7T-13+TR组作

为对照样品, 检测感染慢病毒筛选得到的稳转

株细胞的目的基因表达量. △△Ct = (待测样

品中目的基因的Ct平均值-待测样本中内参基

因Ct的平均值)-(对照样品重目的基因的Ct平
均值-对照样本中内参基因Ct的平均值), 基因

的表达量F = 2-△△Ct. 目的基因的检测用引物序

列(5'-3')如表1. 
Western blot检测目的蛋白的表达: 裂解细

胞获得总蛋白, 测完蛋白含量后, 根据蛋白含

量上样体积. 上样顺序按照UE7T-13, UE7T-13-
TR, UE7T-13-TR-HGF, UE7T-13-TR-FGF4的顺

序. 通过100 V电泳90 min, 转膜, 封闭加一抗, 
曝光等步骤获得结果. 

ELISA检测上清中目的蛋白的表达情况: 
接种UE7T-13、UE7T-13-TR、UE7T-13-TR-
FGF4及UE7T-13-TR-HGF细胞, 每孔5000个细

胞至6孔板中, 加入四环素(tetracycline, Tet) 1 
μg/mL, 每天收集细胞上清用于ELISA检测目

的蛋白的分泌表达情况. 
统计学处理 实验结果用mean±SD表示. 

采用SPSS16.0统计学软件进行数据处理, 组间

比较应用独立样本t检验, P <0.05为差异有统计

学意义. 

     

表  1  目的基因的检测用引物序列

目的基因                引物序列(5' to 3')

FGF4 F: GGGCGTGGTGAGCATCTT

R: TTGTAGGACTCGTAGGCGTTG

HGF F: GGCCATGGTGCTATACTCTT

R: TCTCGTAGGTCCTTGCACTT

GAPDH F: GAAGGTCGGAGTCAACGGATT

R: CGCTCCTGGAAGATGGTGAT

HGF: 肝细胞生长因子; FGF4: 成纤维细胞生长因子-4.
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■创新盘点
本研究将Tet-on
系统应用于干细
胞 诱 导 分 化 中 , 
实现可调控的诱
导分化 ,  为其他
细胞材料来源提
供一定的思路.

2  结果

2.1 目的基因合成, 高表达载体及慢病毒构建

2.1.1 全基因合成FGF4 和HGF 序列: 经测序

验证, 重组克隆中的目的序列与要求相符; 并
获得含有正确FGF4基因的T载体质粒编号为

649mu-1, 含有正确HGF基因的T载体质粒编号

为650-1F/1R-3. 
2 .1 .2  H G F/F G F4高表达载体测序验证结

果: 649F-3对应的pCDNA3.1(+)-FGF4载体, 
649-1F-1RF-6对应的pEGFP-N1-FGF4载体, 
649BP-1对应的pDONR221-FGF4-EGFP载体, 
649LR-1对应的plenti6.3/TO/FGF4-EGFP载体, 
650-1F/1R-3对应pMD18T-HGF载体, 10510-1
对应pCDNA3.1(+)-HGF载体, 650BP-1对应

的p D O N R221-H G F载体以及10628-4对应

的plenti6.3/TO/HGF载体, 经测序验证, 序列

正确. 
2.2 慢病毒包装

2.2.1 慢病毒包装: 转染实验24 h后, Lenti6.3/
TO/FGF-4-EGFP在荧光显微镜下可看到蛋白

的表达(图2).
2.2.2 慢病毒液活性滴度测定: Lent i6.3/TO/
FGF-4-EGFP感染HEK293细胞96 h后, 通过观

察测得其活性滴度为: 3×108 TU/mL. 
2.2.3 慢病毒液物理滴度测定: Lent i6.3/TO/
FGF-4-EGFP的物理滴度为: 1.9×1010 VP/mL; 
Lenti3.3/TR的物理滴度为: 2.78×1010 VP/mL. 
2.3 病毒侵染靶细胞构建稳转株 UE7T-13细胞

经Lenti3.3/TR侵染后, 抗生素Zeocin 500 ng/μL
筛选获得UE7T-13-TR细胞; UE7T-13-TR细胞

再分别经Lenti6.3/TO/FGF-4-EGFP及Lenti6-
HGF侵染, Blasticidin 8 ng/μL筛选获得UE7T-
13-TR-FGF4及UE7T-13-TR-HGF细胞. 
2.3.1 加入不同浓度Tet, 验证Tet浓度与目的

基因表达关系: 由图3可知, UE7T+HGF细胞

中HGF目的基因高表达, UE7T+FGF4细胞中

FGF4目的基因高表达, 从基因层面上看稳转

株构建成功, 且UE7T-13-TR-HGF及UE7T-13-
TR-FGF4细胞仅在Tet存在条件下会高表达, 基
因开关调控效果良好. 且目的基因的表达与Tet
浓度直接相关, 当Tet浓度为1 μg/mL时, 细胞即

已高表达目的基因. 
2.3.2 目的蛋白表达情况: 由Western blot结果

可知, UE7T-13-TR-HGF细胞在Tet存在条件

下, HGF目的蛋白高表达; UE7T-13-TR-FGF4
细胞中FGF4目的蛋白在Tet存在条件下, 高表

达, 说明在蛋白表达层面上, 稳转株构建成功, 
且两种细胞中Tet-on基因开关调控效果良好

(图4). 
2.3.3 ELISA检测细胞上清液, 验证HGF/FGF4
目的蛋白分泌表达情况: 待检样品中HGF含量

(因6 d后细胞密度已完全长满, 故细胞消化后

按照每孔5000个细胞重新接种, 仍每天收集细

胞上清): 由ELISA数据可知, UE7T-FGF细胞能

成功的表达分泌型HGF蛋白, 且细胞中Tet-on
基因开关调控效果良好(图5A). 

待检样品中FGF4含量(因6 d后细胞密度

已完全长满, 故细胞消化后按照每孔5000个细

胞重新接种, 仍每天收集细胞上清): 由ELISA
数据可知, UE7T-FGF细胞能成功的表达分泌

型FGF4蛋白, 且细胞中Tet-on基因开关调控效

果良好(图5B). 

3  讨论

广泛意义上讲, 基因转染技术是指将重组载体

(含目的基因的质粒或慢病毒等), 通过特定方

式转导入真核受体细胞这一过程. Szybalska
等[1]在20世纪60年代, 通过将人类的次黄嘌呤

磷酰核糖转移酶(hypoxanthine phospho-ribosyl 
transferase, HPRT )基因转染入HPRT基因缺陷

突变的细胞内, 并使得该突变细胞成功表达

HPRT, 首次完成了第1例动物细胞的基因转染. 
随着研究的深入, 利用各种不同载体来携带外

源基因序列转染、显微直接注射技术、转化

细胞的筛选等技术的发展都很大程度的促进

了基因转染技术的发展以及外源基因在受体

细胞中的表达调控的研究[2-5]. 
目前, 基因转染方法有化学法、物理法及

逆转录病毒载体技术等方法[6-11], 其中逆转录

病毒载体基因转移法具有细胞透过性好、基

因转移率高的优势[12-14], 在基因治疗的实验研

究中备受关注; 另一方面, 当目的基因具有细

胞毒性或者可能会导致细胞死亡及分化等负

面因素, 直接导入这些基因进入靶细胞, 直接

整合到染色体并表达, 极可能会导致细胞凋

亡、分化[15,16], 导致进一步的研究无法展开. 因
此, 建立有“基因调控开关”的载体转染细胞

构建可调控稳定表达细胞株, 通过药物或者其

他激动剂调控目的基因的表达[17-21], 是研究这
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■应用要点
本研究提供了一
个简单高效的干
细胞向肝细胞诱
导 分 化 的 方 法 , 
以期望实现肝细
胞材料的大规模
制备 ,  为以肝细
胞材料为核心的
组织工程提供坚
实的发展基础.

类基因可采取的最好办法. 在“基因调控开

关”的研究领域中, 有很多诱导载体的启动子

来源真核细胞, 并可能会受到真核细胞内一些

内源性因子的影响, 从而对目的基因的表达调
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图  1  慢病毒转染方法示意图. 
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■名词解释
基 因 开 关 元 件 : 
一般是由质粒载
体转染 ,  但质粒
转染入细胞胞浆
后会因细胞分裂
而产生分布不均
或 丢 失 的 情 况 , 
导致表达不稳定, 
因此不适用于前
期需大量细胞扩
增的实验 .  采用
plenti6/TR慢病
毒构建的Tet-on
表达系统能整合
到细胞染色体上, 
从而随细胞的复
制而复制 ,  具有
稳定表达的优势.

控作用呈现出非特异性; 另外, 调控“基因调

控开关”的激动剂(如皮质激素), 有可能早已

存在于细胞内, 导致其调节作用不显著, 或者

其本身具有某些不良反应, 使得其不具备针对

性或者安全性, 无法应用于临床研究或进一步

的基因治疗研究中. 
Tet介导的基因调控表达系统, 是目前运用

最为成熟, 技术最先进的“基因调控开关”, 非
常适用于具有负面因素的目的基因的研究[22-25]. 
他所利用的是改良后的大肠杆菌(Escherichia 
coli , E. coli )的基因调节表达系统, 受Tet及其

衍生物doxycycline的精确调控诱导, 相对于

真核细胞来说, Tet是外源性因子, 且毒性低, 
因此其具有相当高的特异性和敏感性, 且不

影响细胞内的其他基因活性, 使得该系统具

有广泛的应用研究价值. Tet介导的基因调控

表达系统可分为Tet介导的基因关闭系统Tet-
off以及Tet介导基因表达系统Tet-on. Tet-off
基因表达系统是Gossen等[26,27]在1992年提出

的一种可调控的高效表达系统, 并于1995年

提出Tet-on基因表达系统. 在Tet-o ff基因表

达系统中, 随着细胞培养基中Tet减少, 外源

基因表达逐渐增加. 相反, 在Tet-on基因表达

系统中, 当Tet浓度增加时, 外源基因表达逐

渐增加. 在这2个系统中, 外源基因的表达按

照一种剂量依赖方式受Tet高效调控. Tet-on
基因表达系统被认为是目前最理想的真核生

物基因表达系统, 该系统主要包括2个部分, 
即调节元件和反应元件. 调节元件可以表达

Tet反应转录活化因子(reverse tetracycline-
controlled transactivator, tTA), 反应元件含有

Tet反应因子(Tet-response element, TRE). 在
初始无Tet存在条件下, Tet-on基因开关下游

的目的基因并不表达, 而当Tet存在时, 调节

元件会表达tTA, 可与反应元件的TRE部位结

合, 并高效表达插入反应元件附近启动子下

游的目的基因. 反应元件由报告基因、外源

目的基因的及抗生素筛选基因组成, 用于对

构建的含有外源基因的反应元件稳定转染后

细胞的筛选. 该系统具有高效、特异、且较
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图  3  HGF、FGF4在细胞中表达与Tet浓度的关系. A: HGF在UE7T-13-TR-HGF细胞中表达与Tet浓度的关系; B: FGF4

在UE7T-13-TR-FGF4细胞中的表达与Tet浓度的相关性. HGF: 肝细胞生长因子; FGF4: 成纤维细胞生长因子-4.

BA

图  2  Lenti6.3/TO/FGF-4-EGFP在荧光显微镜下同一视野的照片(×400). A: 荧光照片; B: 可见光照片. FGF4: 成纤维细

胞生长因子-4.
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严密等特点, 而目的基因的表达也与Tet剂量

直接相关 ,  受其精确且特异性的调控 ,  因而

其在基因功能研究和基因治疗研究领域已

被广泛应用. 基因开关两大元件一般是由质

粒载体转染, 但质粒转染入细胞胞浆后会因

细胞分裂而产生分布不均或丢失的情况, 导
致表达不稳定, 因此不适用于前期需大量细

胞扩增的实验. 采用plenti6/TR慢病毒构建的

Te t-o n表达系统能整合到细胞染色体上, 从
而随细胞的复制而复制, 具有稳定表达的优

势[28]. 在该构建方式中, Lent i3.3/TR慢病毒

包含TetR (Tet repressor)基因, 能与含有目的

基因序列的pLenti6.3/TO/V5-DEST慢病毒上

TO(tetracycline operator)序列结合, 从而使得

Tet能调控目的基因的表达. 
在本研究中, 我们通过将Lenti3.3/TR慢病

毒转染入UE7T-13细胞, 构建出具备表达TetR
的UE7T-13-TR细胞, 再分别通过包含HGF基

因的pLenti6.3/TO/HGF以及包含FGF4基因的

pLenti6.3/TO/FGF4转染UE7T-13-TR细胞, 并
经过抗性分离培养获得UE7T-13-TR-HGF细胞

和UE7T-13-TR-FGF4细胞. 经过基因水平、蛋

白表达水平以及分泌水平验证, 在这两种细胞

中, 转染入的目的基因HGF、FGF4已整合到

人UE7T-13细胞中, 但处于不表达状态, 直到

加入Tet开启“基因调控开关”, 才分别表达

HGF、FGF4. 实验结果说明, 在构建出的两种

细胞株中, HGF、FGF4基因表达受到Tet精确

调节, 证明Tet可调控稳定表达HGF、FGF4细
胞株构建成功, 为进一步的研究奠定了良好的

实验基础. 
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