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ＨＥＫ２９３Ｆ细胞瞬时表达 ＰＤＧＦＲβ／Ｆｃ
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摘　要：为优化ＨＥＫ２９３Ｆ细胞瞬时转染条件，提高ＰＤＧＦＲβ的蛋白表达量，采用聚乙烯亚胺 （Ｐｏｌｙｅｔｈｅｒｉｍｉｄｅ，
ＰＥＩ）为转染试剂，将质粒ｐＸＬＧＰＤＧＦＲβ／Ｆｃ与ＰＥＩ混匀聚合后加入到细胞悬液，３７℃，φ＝６％ ＣＯ２，１８０ｒ／
ｍｉｎ悬浮振荡培养，培养 ７ｄ后收集样品，ＥＬＩＳＡ检测 ＰＤＧＦＲβ蛋白的浓度。对细胞密度、ＤＮＡ浓度和 ｍ
（ＤＮＡ）：ｍ（ＰＥＩ）、聚合时间以及添加物 （丙戊酸钠、葡萄糖和蛋白胨）进行优化。结果显示，ＨＥＫ２９３Ｆ细胞
瞬时转染的最佳条件为：细胞密度４×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、ＤＮＡ浓度２０μｇ／１０６ｃｅｌｌｓ、ｍ（ＤＮＡ）：ｍ（ＰＥＩ）为１：２、
聚合时间５ｍｉｎ。同时，４８ｈ内添加３ｍｍｏｌ／Ｌ丙戊酸钠，第３天补加葡萄糖和１ｇ／Ｌ的蛋白胨ＴＮ１可使ＰＤＧＦＲ
β／Ｆｃ的蛋白表达量明显提高。实验表明，经过对ＨＥＫ２９３Ｆ细胞瞬时表达 ＰＤＧＦＲβ的转染条件的优化，蛋白表
达量可达５５ｍｇ／Ｌ，为更大规模瞬时转染生产ＰＤＧＦＲβ／Ｆｃ蛋白奠定了基础。
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ｔｉｏｎｉｎＨＥＫ２９３Ｆｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＰＤＧＦＲβ／Ｆｃ；ＨＥＫ２９３Ｆｃｅｌｌｓ；ｔｒａｎｓｉｅｎｔｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　过去１０年中，瞬时基因表达系统快速生产复
杂治疗性蛋白技术得到了广泛应用［１］，瞬时基因

表达 （Ｔｒａｎｓｉｅｎｔｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＴＧＥ）是一种使
用动物细胞悬浮培养技术快速生产毫克级至克级重

组蛋白的方法，目前最常用的细胞株是 ＣＨＯ细胞
和ＨＥＫ２９３细胞，这两种细胞可适应无血清悬浮
培养［２］。ＨＥＫ２９３细胞凭借其易转染、高表达、天
然人糖基化修饰、允许蛋白正确折叠和相关翻译后

修饰等优点使用最为广泛［３－４］。聚乙烯亚胺

（ＰＥＩ）是一种在小规模到大规模蛋白表达中广泛
使用的转染试剂，它具有高效性和经济性等优

点［２，４－５］。ＰＥＩ是一种阳离子聚合物，可与 ＤＮＡ结
合凝聚成带正电荷的纳米颗粒，颗粒与细胞表面硫

酸乙酰肝素蛋白聚糖黏合，并通过胞吞作用进入细

胞，从而促进细胞对 ＤＮＡ的摄取［６－７］。线型和支

化的２５０００ＰＥＩ是使用最为广泛的聚合物，其中线
型ＰＥＩ转染效率更高、毒性更小，常被用于悬浮培
养的ＨＥＫ２９３细胞的转染［８－１０］。

血小板源性生长因子 （ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）具有诱导肿瘤中淋巴管生成和促进
肿瘤淋巴转移的功能，是潜在的治疗肿瘤分子靶

标［１１］。可溶性血小板源性生长因子受体 （ｓＰＤＧＦＲ
）可与细胞膜表面的 ＰＤＧＦＲ竞争性结合 ＰＤＧＦ，
从而阻断 ＰＤＧＦ的生物学效应，有望用于肿瘤的治
疗［１２－１３］。ＰＤＧＦＲ主要包含两种结构相似的受体亚
型ＰＤＧＦＲα和 ＰＤＧＦＲβ。ＰＤＧＦＲ的 β链膜外区
与人 ＩｇＧＦｃ片段的重组型可溶性融合蛋白 ｓＰＤＧ
ＦＲβ／Ｆｃ受体作为一种新型的ＰＤＧＦ拮抗剂，具有
很好的应用前景。

本实验用 ＰＥＩ介导 ＰＤＧＦＲβ／Ｆｃ质粒转染
ＨＥＫ２９３Ｆ细胞，影响转染效率和蛋白表达的因素
有活细胞接种密度、ＤＮＡ浓度、ＰＥＩ浓度、ＤＮＡ
与ＰＥＩ聚合时间以及添加物［１４］，本实验对上述因

素进行优化。

１　材料和方法
１１　质粒和细胞株

ＨＥＫ２９３Ｆ细胞由南开大学惠赠，ｐＸＬＧＰＤＧ
ＦＲβ／Ｆｃ为本实验室保存。
１２　主要试剂及仪器

无内毒素质粒抽提试剂盒 （ＮｕｃｌｅｏＢｏｎｄＸｔｒｏ
ＭａｘｉＰｌｕｓ）购自德国 ＭＮ公司；ＰＥＩ购自 Ｐｏｌｙ

ｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；ＥＸＣＥＬＬ ２９３无血清培养基购自
美国ＳＩＧＭＡ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＧｏａｔａｎｔｉＨｕｍａｎＩｇＧ （Ｆｃ）、Ｇｏａｔ
ｐＡｂｔｏＨｕＩｇＧ（ＡＰ）购自 Ａｂｃａｍ公司；蛋白胨购
自Ｏｒｇａｎｏｔｅｃｈｎｉｅ公司；ＴｕｂｅＳｐｉｎ一次性生物反应
器购自ＴＰＰ公司；ＡＣＣＵＣＨＥＫ血糖仪购自Ｒｏｃｈｅ
公司；酶标仪购自Ｔｈｅｒｍｏ公司。
１３　细胞培养

ＨＥＫ２９３Ｆ细胞接种于含１０ｍＬＥＸＣＥＬＬ ２９３
无血清培养基 （含６ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺）的５０ｍＬ
ＴｕｂｅＳｐｉｎ管中，置于３７℃，φ＝６％ ＣＯ２，１８０ｒ／
ｍｉｎ恒温震荡培养箱中培养，培养密度控制在０５
×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ至４×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ范围内。在转染
前１ｄ，将细胞离心 （１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），新鲜
培养基重悬至２×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。
１４　质粒制备

用无内毒素质粒抽提试剂盒抽提质粒，经琼脂

糖凝胶电泳验证。ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００测定质粒 ＤＮＡ浓
度和纯度，Ａ２６０／２８０在１８～１９，Ａ２６０／２３０应大于２０。
１５　转染

转染前用血球计数板对细胞计数，细胞活率需

在９５％以上。将实验所需细胞量的细胞悬液离心
（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），一定量 ＲＰＭＩ１６４０培养基
于５０ｍＬＴｕｂｅＳｐｉｎ管中重悬。同时，按实验组设
置，将一定量的质粒 ＤＮＡ和 ＰＥＩ溶液混匀聚合。
将ＤＮＡ与ＰＥＩ聚合溶液加入细胞悬液混匀，置于
恒温震荡培养箱中培养。每隔２４ｈ收样检测目的
蛋白质量浓度。

１６　葡萄糖质量浓度测定
采用ＡＣＣＵＣＨＥＫ血糖仪测定。

１７　ＰＤＧＦＲβ／Ｆｃ蛋白质量浓度测定
采用 ＥＬＩＳＡ方法测定。以羊抗人 ＩｇＧＦｃ包被

９６孔酶标板，４℃过夜。按一定梯度稀释ＩｇＧ标准
品和培养液上清样品，加入孔中３７℃孵育１ｈ，扣
干、洗板后加入ｗ＝０５％ ＢＳＡ稀释的碱性磷酸酶
标记的羊抗人ＩｇＧ，３７℃孵育１ｈ。加显色液孵育
１５ｍｉｎ，４０５ｎｍ波长下酶标仪检测Ａ值。通过标准曲
线计算ＰＤＧＦＲβ蛋白质量浓度。每孔做３个重复。

２　结果与分析
２１　ＨＥＫ２９３Ｆ细胞瞬时转染基本条件的优化

ＰＥＩ介导的瞬时转染方法中，影响瞬时转染条

７９
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件的基本因素有细胞接种活细胞密度、质粒 ＤＮＡ
浓度、ＰＥＩ浓度、ＤＮＡ与ＰＥＩ的聚合时间。本实验
中，细胞接种密度设定 ２×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ和 ４×１０６

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ两个水平，ＤＮＡ浓度设定１５μｇ／１０６ｃｅｌｌｓ

和 ２０μｇ／１０６ｃｅｌｌｓ两个水平，ＤＮＡ∶ＰＥＩ设定为
１∶２、１∶３、１∶４三个水平，聚合时间设定为５、１０、
１５ｍｉｎ３个水平。本实验根据表一进行单因素实验
对上述条件进行优化，每组实验重复３次。

表１　ＨＥＫ２９３Ｆ细胞瞬时转染基本条件的优化
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｐｒｉｍａｒｙｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＰＤＧＦＲβ／ＦｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｆｏｒｔｒａｎｓｉｅｎｔｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＥＫ２９３Ｆｃｅｌｌｓ

ＶＣＤ／

（１０６·ｍＬ－１）

ＤＮＡ／

（１０－６μｇ·

ｃｅｌｌｓ－１）

ｍ（ＤＮＡ）：
ｍ（ＰＥＩ）

聚合时间／
ｍｉｎ

ρ（蛋白）／

（ｍｇ·Ｌ－１）
（ｘ±ｓ）

ＶＣＤ／

（１０６·ｍＬ－１）

ＤＮＡ／

（１０－６

μｇ·ｃｅｌｌｓ－１）

ｍ（ＤＮＡ）：
ｍ（ＰＥＩ）

聚合时间／
ｍｉｎ

ρ（蛋白）／

（ｍｇ·Ｌ－１）
（ｘ±ｓ）

２ １５ １∶２ ５ ６８±０２３ ４ １５ １∶２ ５ １０２±０２３
２ １５ １∶３ ５ ９５±０２４ ４ １５ １∶３ ５ ９８±０２４
２ １５ １∶４ ５ ４２±０１７ ４ １５ １∶４ ５ ７５±０１７
２ １５ １∶２ １０ ６４±０１３ ４ １５ １∶２ １０ ８８±０１３
２ １５ １∶３ １０ ７５±００８ ４ １５ １∶３ １０ ６４±１０４
２ １５ １∶４ １０ ４４±０１ ４ １５ １∶４ １０ ４８±００５
２ １５ １∶２ １５ ４０±０５ ４ １５ １∶２ １５ ３８±０５３
２ １５ １∶３ １５ ３６±０１９ ４ １５ １∶３ １５ ２１±０３
２ １５ １∶４ １５ １７±０４ ４ １５ １∶４ １５ ２５±０３
２ ２０ １∶２ ５ １０９±０２３ ４ ２０ １∶２ ５ １５６±０６４
２ ２０ １∶３ ５ ８２±０２４ ４ ２０ １∶３ ５ １１４±０３３
２ ２０ １∶４ ５ ７５±０１７ ４ ２０ １∶４ ５ ７４±０６
２ ２０ １∶２ １０ ９８０±０１３ ４ ２０ １∶２ １０ １１７±０３
２ ２０ １∶３ １０ ６１±０２８ ４ ２０ １∶３ １０ ７５±０２１
２ ２０ １∶４ １０ ４８±０１ ４ ２０ １∶４ １０ ４８±０１
２ ２０ １∶２ １５ ３１±０５ ４ ２０ １∶２ １５ ２１±０２５
２ ２０ １∶３ １５ １９±０５９ ４ ２０ １∶３ １５ ２４±０３２
２ ２０ １∶４ １５ １４±０４ ４ ２０ １∶４ １５ ２０±０４

　　结果显示 （表１），当细胞接种密度为２×１０６

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ时，ＤＮＡ浓度增加，蛋白表达量略有增
加，这是因为受到细胞密度的限制，细胞对质粒

ＤＮＡ的摄入已达到峰值。当细胞接种密度为 ４×
１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ时，增大ＤＮＡ浓度，蛋白表达量明显
增加。增大ＰＥＩ与 ＤＮＡ的比例，蛋白表达量相对
稍低，细胞计数结果显示，增大ＰＥＩ的浓度，细胞
毒性增加，细胞活率相对低。增加 ＤＮＡ与 ＰＥＩ聚
合时间，蛋白表达量降低。经过组合优化，

ＨＥＫ２９３Ｆ细胞瞬时表达ＰＤＧＦＲβ融合蛋白最佳条
件是细胞接种密度４×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、ＤＮＡ浓度２０
μｇ／１０６ｃｅｌｌｓ、ＤＮＡ／ＰＥＩ比例１∶２、聚合时间５ｍｉｎ，
蛋白表达量可达１５６ｍｇ／Ｌ。
２２　ＨＥＫ２９３细胞瞬时转染其它条件的优化
２２１　添加ＶＰＡ浓度及添加时间的优化　在前述
优化的基本条件下，本实验先对 ＶＰＡ添加浓度进
行优化，ＶＰＡ添加浓度为２、３、４、５ｍｍｏｌ／Ｌ，细

胞转染后２４ｈ添加。然后对 ＶＰＡ的添加时间进行
优化，ＶＰＡ添加时间为转染后０、２４、４８ｈ，探索
添加时间的影响。每组实验重复３次。

图１　添加不同浓度ＶＰＡ对ＰＤＧＦＲβ表达的影响
Ｆｉｇ１　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＶＰＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
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图２　不同时间添加ＶＰＡ对ＰＤＧＦＲβ表达的影响
Ｆｉｇ２　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｉｍｅｆｏｒａｄｄｉｎｇＶＰＡ

不同浓度的ＶＰＡ对细胞表达ＰＤＧＦＲβ蛋白均
有促进作用 （图１），在３～４ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＶＰＡ的效
果最好。在添加３ｍｍｏｌ／ＬＶＰＡ时，ＰＤＧＦＲβ蛋白
表达量最高 （３０ｍｇ／Ｌ），约为对照组的２倍。细
胞瞬时转染后，在 ４８ｈ内的不同时间添加 ＶＰＡ，
蛋白表达量相近 （约２８ｍｇ／Ｌ），表明转染后４８ｈ
内的不同时间添加ＶＰＡ对蛋白表达影响不大 （图２）。
２２２　添加碳氮源对细胞表达 ＰＤＧＦＲβ／Ｆｃ蛋白
的影响

１）添加不同种类蛋白胨及其质量浓度的优化
本实验选取 ６种蛋白胨进行筛选，分别为

ＴｒｙｐｔｏｎｅＮ１（胰蛋白胨，ＴＮ１）、ＣａｓｅｉｎｐｅｐｔｏｎｅＥ１
（酪蛋白胨，ＣＥ１）、ＭｅａｔｐｅｐｔｏｎｅＮ１（肉蛋白胨，
ＭＮ１）、ＷｈｅａｔｐｅｐｔｏｎｅＥ１（小麦蛋白胨，ＷＥ１）、
ＳｏｙｐｅｐｔｏｎｅＡ３ＳＣ（大豆蛋白胨，ＳＡ３ＳＣ）、Ｓｏｙ
ｐｅｐｔｏｎｅＡ２ＳＣ（大豆蛋白胨 ＳＡ２ＳＣ）。在最优的基
本条件下，ＨＥＫ２９３Ｆ细胞转染后第３天添加葡萄
糖和蛋白胨，葡萄糖终质量浓度为４ｍｇ／Ｌ，蛋白
胨终质量浓度为１ｇ／Ｌ。

图３　添加不同蛋白胨对ＰＤＧＦＲβ／Ｆｃ表达的影响
Ｆｉｇ３　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｄｄｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｐｔｏｎｅ

图４　不同质量浓度ＴＮ１对ＰＤＧＦＲβ／Ｆｃ表达的影响
Ｆｉｇ４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＮ１

添加不同种类蛋白胨，细胞蛋白表达量均有提

高 （图３），其由高到低依次为ＴＮ１＞ＭＮ１＞ＳＡ２ＳＣ
＞ＥＲ２＞ＷＥ１＞ＳＡ３ＳＣ。添加 ＴＮＩ蛋白表达量最
高，约为３５ｍｇ／Ｌ，较对照组提高２倍以上。

添加不同质量浓度的蛋白胨 （ＴＮ１）对细胞蛋
白表达有明显影响 （图４），在１ｇ／Ｌ到１５ｇ／Ｌ质
量浓度范围内，随着蛋白胨质量浓度的增加，蛋白

表达量下降。添加１ｇ／Ｌ和５ｇ／Ｌ质量浓度时，均
能促进蛋白表达量，当添加质量浓度超过１０ｇ／Ｌ，
蛋白表达量反而较对照组低，细胞计数显示细胞活

率相对较低，可能高质量浓度蛋白胨的添加增大了

培养液渗透压，不利于细胞生长。因此，添加的蛋

白胨质量浓度需要有一个合适的范围，本实验当蛋

白胨质量浓度为１ｇ／Ｌ时，蛋白表达量最高，达到
３５ｍｇ／Ｌ。

２）添加葡萄糖和蛋白胨对细胞表达 ＰＤＧＦＲ
β／Ｆｃ蛋白的影响

ＨＥＫ２９３Ｆ细胞转染后，第３天后葡萄糖低于２
ｍｇ／Ｌ（图５），故在第３天补充葡萄糖和蛋白胨，
葡萄糖终质量浓度为 ４ｍｇ／Ｌ，蛋白胨 （Ｔｒｙｐｔｏｎｅ
Ｎ１）终质量浓度为１ｇ／Ｌ。

图５　ＨＥＫ２９３Ｆ细胞转染后培养基中葡萄糖含量
Ｆｉｇ５　Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓｅａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
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图６　添加葡萄糖和蛋白胨对ＰＤＧＦＲβ表达的影响
Ｆｉｇ６　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｄｄｉｎｇｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｐｅｐｔｏｎｅ

图６结果表明，添加葡萄糖对细胞表达蛋白有
促进作用，同时补加葡萄糖和蛋白胨，蛋白表达量

明显增加，达到５５ｍｇ／Ｌ，是对照组的２倍以上。
综上所述，以细胞接种密度４×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、

ＤＮＡ浓度２０μｇ／１０６ｃｅｌｌｓ、ＤＮＡ／ＰＥＩ比例１∶２、聚
合时间５ｍｉｎ条件转染后，４８ｈ内补加３ｍｍｏｌ／Ｌ
ＶＰＡ、第３天添加１ｇ／Ｌ的 ＴＮ１，当葡糖糖浓度低
于２ｍｇ／Ｌ时补至４ｍｇ／Ｌ，可使ＰＤＧＦＲβ／Ｆｃ融合
蛋白的表达量明显提高。

３　讨　论
瞬时基因表达技术在重组药物蛋白研发中已得

到广泛应用，不但用于快速生产蛋白进行成药性评

价，还用于大规模生产重组蛋白。目前，ＰＥＩ介导
的瞬时转染表达单克隆抗体可以达到１ｇ／Ｌ以上的
产量［１５］。

细胞密度、ＤＮＡ浓度和ＤＮＡ∶ＰＥＩ比例是影响
细胞生长和蛋白表达的关键因素。一定范围内，增

大细胞起始密度和 ＤＮＡ量可提高蛋白表达量。但
是，细胞密度增加，细胞生长周期缩短；ＤＮＡ量
增加，ＰＥＩ的量也相应增加，但是 ＰＥＩ对细胞有很
大的毒性，导致细胞活率明显下降，所以寻找

ＤＮＡ密度、ＤＮＡ量、ＰＥＩ浓度 ３个因素的最适水
平至关重要。本实验对３个因素水平进行优化，明
显提高了蛋白表达量。

丙戊酸钠是临床上常用的抗癫痫药物，在有效

治疗浓度时表现出很强的抑制组蛋白去乙酰化酶的

活性［１６］。ＶＰＡ通过抑制组蛋白去乙酰基酶 （ｈｉｓ
ｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ，ＨＤＡＣｓ）活性或表达，可诱导
ＨＥＫ２９３Ｆ细胞发生 Ｇ０／Ｇ１期阻滞，细胞处于 Ｇ１
期的特点是物质代谢活跃，迅速合成 ＲＮＡ和蛋白
质，细胞体积显著增大。但是 ＶＰＡ抑制细胞增殖
作用与添加浓度相关，适当的浓度能使全部细胞处

于Ｇ１期，大量合成蛋白质；超量使细胞生长受到
过度抑制，细胞死亡［１７－１８］。本实验结果表明，添

加３ｍｍｏｌ／ＬＶＰＡ抑制细胞生长和提高蛋白表达量
效果最好，４８ｈ内不同时间添加 ＶＰＡ对提高细胞
蛋白表达量没有显著差异。

近几年有文献表明，细胞转染后不同时间添加

不同种类的蛋白胨对细胞蛋白表达有明显差异。细

胞瞬时转染时，在细胞悬液中添加ＤＮＡ与ＰＥＩ后，
立刻加入蛋白胨，细胞转染终止，转染效率下降，

这与蛋白胨中某些成分阻止了 ＤＮＡ／ＰＥＩ复合物接
触细胞表面，或影响细胞对复合物的胞吞作用有

关。细胞转染后，适当的时间添加一定量的蛋白胨

除了为细胞补充氮源，还具有刺激细胞内基因表达

蛋白的作用［１９］。本实验对 ６种蛋白胨进行筛选，
探索最佳添加浓度，取得了良好效果。

综上所述，本实验对活细胞接种密度、ＤＮＡ
浓度、ＰＥＩ浓度、ＤＮＡ与 ＰＥＩ聚合时间以及添加
ＶＰＡ、蛋白胨进行了优化，为大规模瞬时转染生产
ＰＤＧＦＲβ／Ｆｃ蛋白奠定了基础，也对 ＨＥＫ２９３细胞
瞬时转染方法具有一定的指导意义。
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