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猪脐静脉血管内皮细胞永生化的初步研究
3

马泉荔 ,洪海霞 ,张彦明 ,徐　浩 ,杨　蒙 ,苏正元
(西北农林科技大学 动物科技学院 ,陕西 杨凌 712100)

[摘 　要 ] 　为了建立稳定的血管内皮细胞系 ,进而为研究猪瘟病毒致病机理提供理想的细胞模型 ,将脂质体转

染的 pCIneo2h TERT 质粒导入原代猪脐静脉血管内皮细胞中 ,经 G418 抗性筛选 ,挑取阳性克隆并扩大培养。对转染

后的细胞进行形态观察 ,研究其增殖及生长特征 ,并对其端粒酶活性进行了鉴定。结果表明 ,转染细胞单层贴壁生

长 ,有接触抑制性 ,呈铺路石状 ; F2ⅧAg 和 CD34 免疫荧光鉴定阳性 ,具有转染前细胞特征 ;转染后细胞培养代数增

加 ,传至第 10 代和 15 代转染后细胞端粒酶活性检测为阳性。说明 h TERT 转染可以延长猪血管内皮细胞的寿命。
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Study on immortalization of swine umbilicus veins endothelial cells
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Abstract : To establish stable vascular endot helial cell line as an ideal cell model in the research of facil2
itating t he st udy on pathologic mechanism of CSFV , swine umbilical vein endot helial p rimary cells were

t ransfected wit h t he plasmid pCIneo2h TER T by liposome. Positive cells clone were selected by G418. The

morp hous ,p roliferation and growt h characteristics of tansfected cell were observed and st udied ,including

t he identification of telomerase activation. The result showed t hat the confluent monolayer t ransfected cells

looked like cobblestones wit h contact inhibition. Immunofluorescence staining showed t he t ransfected cells

Factor2Ⅷand CD34 positive. The number of cell passage increased af ter t ransfection and t he telomerase ac2
tivation was positive at t he 10t h passage and 15t h passage. The result s demonst rated t he t ransfection of

h TER T gene could prolong t he swine umbilical vein endot helial cell survival .
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　　猪血管内皮细胞的分离和培养 ,为研究猪瘟病

毒对猪专一性致病机理提供了基本的实验材料。但

该细胞与其他正常组织来源的细胞一样 ,在体外经

过有限次的传代后 ,就停止分裂增殖 ,发生衰老和死

亡 ,因此严重影响试验的进行 ,而永生化猪血管内皮

细胞系的建立 ,可解决这一难题。细胞永生化可以

通过基因转染等技术来实现 ,导入外源性人端粒酶

逆转录酶 ( human telomerase reverset ranscrip tase ,

h TER T)基因 ,可重建细胞端粒酶活性 ,使端粒长度

保持稳定 ,从而延长细胞在体外培养的寿命 ,甚至可

发展成为永生化细胞[1 ] 。Bodnar 等[2 ] 首次报道 ,将

外源 h TER T 基因导入正常的人视网膜上皮细胞和
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人包皮纤维细胞 ,可使体外培养的细胞寿命延长。

之后将 h TER T 基因导入人胰岛细胞[ 3 ] 、人成纤维

细胞和其他原代细胞株[425 ] 后发现 ,外源性 h TER T

基因导入均可促使正常无端粒酶活性的体细胞端粒

酶活性升高 ,并促使转化细胞通过危机期 ,使细胞寿

命延长。研究发现 , h TER T 能够作用于多种哺乳

动物细胞的端粒酶 RNA ,使端粒延长 ,从而延长细

胞的寿命[628 ] 。因此 ,本试验采用脂质体转染法 ,将

含有 h TER T 基因的真核表达质粒 pCI2neo2h TER T

导入猪脐静脉血管内皮细胞中 ,研究其是否能延长

猪血管内皮细胞在体外培养的寿命 ,并分析转染后

猪脐静脉血管内皮细胞的端粒酶活性及其生物学特

性 ,以期为永生化猪血管内皮细胞系的建立奠定基

础。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

1. 1. 1 　主要试剂 　pCIneo2h TER T 质粒由 wer2
berg 教授惠赠 ,M199 培养基和胎牛血清均为 Gibco

公司产品 ,Lipofect AMIN E 2000 Reagent 转染试剂

盒为 Invit rogen 公司产品 ,质粒纯化试剂盒 ( Plas2
mid Mini Kit)为 Qiagen 公司产品 ,端粒酶活性检测

试剂盒为华美生物工程公司产品 ,Rabbit polyclonal

antibody F8 和 Rabbit polyclonal antibody CD34 均

为 Boster 公司产品 ,羊抗兔 Ig G2Cy3 为 Bo ster 公司

产品 , EcoR I 和 S al I 内切酶为 Promega 公司产品。

1. 1. 2 　主要仪器和设备 　细胞培养瓶、24 孔细胞

培养板、6 孔细胞培养板 (Costar 公司) ,离心机 ( Sig2
ma 公司) ,超净工作台 (苏净集团安泰公司) ,组织培

养倒置显微镜、荧光显微镜 (Nikon 公司) ,CO2 培养

箱 (上海福玛试验设备有限公司) , PCR 仪 ( Eppen2
dorf 公司) 。

1. 2 　质粒 DNA 的制备

将 pCIneo2h TER T 质粒 DNA 转化入感受态细

菌 ,提取质粒 ,以 EcoR I 和 S al I 双酶切 ,用 10 g/ L

琼脂糖凝胶电泳进行鉴定 ,利用质粒纯化试剂盒对

阳性质粒 DNA 进行纯化。

1. 3 　猪脐静脉血管内皮细胞培养与 pCIneo2
h TER T 转染

无菌采取新鲜猪脐带 ,分出脐静脉。PBS 液反

复冲洗直至脐静脉无血迹。静脉腔内注射 1 g/ L 胶

原酶 ( Sigma I 型) ,37 ℃温箱温育 5 min ,收集细胞

悬液 ,1 000 r/ min 离心 8～10 min 收集细胞沉淀。

在细胞沉淀中加入适量 M199 培养液 ,吹打成细胞

悬液 ,接种到培养瓶中 ,在 37 ℃、50 mL/ L CO2 培

养箱中培养 ,至 24 h 换液 ,以后每隔 2～3 d 换液 1

次。将传至第 3 代的细胞接种于 24 孔培养板 ,每孔

接种约 2 ×105 个内皮细胞。待细胞铺板至 90 %～

95 %时 ,按 Lipofect AMIN E 2000 转染试剂盒说明

书进行 pCIneo2h TER T 的转染。第 2 天加 500

μg/μL的 G418 进行筛选 ,至未转染组细胞全部死亡

时 ,将 G418 浓度降为 250μg/μL 直至出现抗性细

胞克隆 ,滤纸片法挑取克隆细胞扩大培养。

1. 4 　转染细胞形态学观察

常规方法培养 ,在光学显微镜下观察细胞形态。

1. 5 　转染细胞生长曲线的绘制

取转染后第 10 代细胞 ,按 1 ×104 / cm2 的密度

接种到 24 孔板 ,每隔 24 h 取 3 孔细胞计数 ,取其平

均值。连续检测 7 d ,以培养时间为横轴 ,细胞数为

纵轴 ,绘制细胞生长曲线。

1. 6 　转染细胞 F2ⅧAg 和 CD34 的检测

将转染细胞接种于 96 孔培养板 ,稀释至每孔一

个细胞 ,待细胞生长至 70 %(低密度单层) 时用 PBS

(0. 01 mol/ L ,p H8. 0)洗 3 次 ,投入体积分数 95 %的

酒精中固定 15 min ,用 PBS 洗 3 次 ,每次 3 min。分

别滴加 1 ∶50 稀释的兔抗人 Ⅷ因子相关抗原 ( F2Ⅷ
Ag)抗血清和 1 ∶50 稀释的兔抗人 CD34 相关抗原

抗血清 ,置湿盒中 37 ℃温育 1 h ,同时用 PBS 代替

一抗设立阴性对照。PBS 洗 3 次 ,每次 3 min。加入

羊抗兔 Ig G荧光抗体 ,置湿盒中 37 ℃温育 40 min。

用 PBS 洗 3 次 ,每次 3 min。1 g/ L 伊文氏兰复染 ,

自然晾干 ,甘油缓冲液封片后 ,在 Nikon 荧光显微

镜下观察。

1. 7 　转染细胞端粒酶活性检测

取传至第 15 代转染细胞进行端粒酶活性检测 ,

按端粒酶活性检测试剂盒说明操作 ,同时以未转染

的血管内皮细胞为空白对照 ,以 2μL 裂解液为阴性

对照。根据操作说明于 450 nm/ 630 nm 处读取 OD

值。阴性对照 OD 值低于 0. 05 时按 0. 05 计算 ,高

于 0. 05 时按实际 OD 值计算。若 OD 值大于 0. 3 ,

则判为无效。样本 OD 值大于阴性 OD 值的 2. 1 倍

时 ,判为端粒酶活性阳性。

2 　结果与分析

2. 1 　猪脐静脉血管内皮细胞培养与 p CIneo2
h TER T 转染结果

转染 pCIneo2h TER T 的猪脐静脉血管内皮细

胞 ,在加 G418 筛选后第 3 天细胞开始出现死亡。
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第 12 天 ,未转染组细胞在 G418 作用下全部死亡 ;

转染组阳性细胞继续存活 ,并开始增殖。G418 浓度

降至 250μg/ mL 维持筛选 ,2 周后出现抗性细胞克

隆 (图 1) ,消化后进行扩大培养 ,该细胞至今已传 15

代。分离的原代细胞培养至第 7～8 代后 ,细胞停止

增殖 ,逐步衰老、死亡 (图 2) 。与原代培养的细胞相

比 ,转染 h TER T 的血管内皮细胞生长迅速、增殖

快 ,细胞生长周期从 5～7 d 缩短至 3～5 d。

图 1 　转染 pCIneo2h TERT 的猪脐静脉血管

内皮细胞阳性克隆 ( ×100)

Fig. 1 　The positive endothelial cell clone

t ransfected pCIneo2h TERT ( ×100)

图 2 　原代传至第 8 代的猪脐静脉血管内皮细胞

Fig. 2 　Micrograph of endothelial cells

passed to 8th generation

2. 2 　猪脐静脉血管内皮细胞形态学观察结果

在显微镜下 ,猪脐静脉血管内皮细胞呈单层铺

路石状排列 ,贴壁紧密 ,具接触抑制性。细胞体积

大 ,细胞界限不清 ,核呈椭圆形 ,位于细胞中央 ,胞浆

丰富。光镜下 ,内皮细胞为多角形或梭形 ,可见 1～

2 个清晰的细胞核 (图 3) ,转染后细胞生长速度明显

加快 ,细胞生长周期缩短。

图 3 　转染后第 10 代猪脐静脉血管内皮细胞 ( ×100)

Fig. 3 　Micrograph of endothelial cells passaged

to 10th generation after t ransfected ( ×100)

2. 3 　转染细胞的生长曲线

由图 4 可知 ,转染前猪脐静脉血管内皮细胞和

第 10 代转染细胞的生长曲线都具有典型的“S”型曲

线特征 ,第 1～3 天细胞增殖缓慢 ,第 3 天后细胞开

始迅速增殖 ,进入对数生长期 ,至第 5～6 天细胞数

量达到生长最高峰 ,之后细胞生长停滞 ,开始衰老死

亡 ,细胞数量下降 ,此时细胞进入生长平台期。

图 4 　转染前后猪脐静脉血管内皮细胞的生长曲线

- ◇- .转染后内皮细胞 ; - □- .转染前内皮细胞

Fig. 4 　Growt h lines of endot helial cells post2t ransfected

and endot helial cells wit hout t ransfection

- ◇- . Endot helial cells wit hout t ransfection ;

- □- . Endot helial cells post2t ransfected

2. 4 　转染细胞 F2ⅧAg 和 CD34 的检测结果

阴性对照组细胞在荧光显微镜下观察为黑色视

野 ,不发荧光。而猪脐静脉转染细胞 Ⅷ因子染色结

果为细胞核周深染 (图 5) ,这与以前报道的核周围

着色一致[9 ] 。同时 ,猪脐静脉血管内皮转染细胞

CD34 相关抗原免疫荧光染色结果 (图 6) 表明 ,细胞

浆均呈明显的棕红色荧光。
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图 5 　猪脐静脉转染细胞 Ⅷ因子的检测结果 ( ×100)

Fig. 5 　Detection of factor Ⅷin t ransfected

endothelial cells ( ×100)

图 6 　猪脐静脉转染细胞 CD34 的检测结果 ( ×100)

Fig. 6 　Detection of of CD34 in t ransfected

endothelial cells ( ×100)

2. 5 　端粒酶活性的检测结果

按试剂盒操作检测的结果显示 ,未转染的猪脐

静脉血管内皮细胞空白对照的 OD450/ 630值为 0. 032 ,

阴性对照 OD450/ 630值为 0. 047 ,阳性对照 OD450/ 630值

为 0. 676 (阳性对照为试剂盒自带 ,不显示端粒酶活

性) ,而转染的猪脐静脉血管内皮细胞 2 个平行样的

OD450/ 630值分别为 0. 413 和 0. 231。样 1/ 阴性对

照 = 8. 26 ,样 2/ 阴性对照 = 4. 62 ,OD 值比值均大于

2. 1 ,判为端粒酶活性阳性。可见 ,转染细胞具有较

强的端粒酶活性。

3 　讨　论

细胞永生化是指体外培养的细胞经过自发的或

受外界因素的影响 ,从增殖衰老危机中逃逸 ,从而具

有无限增殖能力的过程[10 ] 。目前 ,人们已经通过许

多方法成功地建立了永生化的细胞系 ,最常应用于

哺乳动物细胞永生化的手段之一是导入 h TER T ,即

通过构建含 h TER T 的表达载体来转染细胞 ,这也

是本试验选用此方法的初衷。

以往的研究提示 ,端粒缩短是引发衰老的分子

机制 ,当端粒缩短至一定限制长度时 ,细胞就脱离细

胞周期而停止生长。端粒酶逆转录酶 ( telomerase

reverse t ranscrip tase , TER T) 是端粒酶的催化亚

基 ,与端粒酶 RNA 端粒酶相关蛋白 1 ( TEP l) 复合

物结合形成全酶 ,激活端粒酶活性[11 ] 。端粒酶被激

活后 ,以其自身 RNA 为模板不断合成端粒 DNA 来

补充和延长端粒有限长度 ( telomere rest riction

f ragment s , TRFs) ,以维持端粒长度 ,恢复染色体的

稳定性 ,使细胞得以逾越 M2 期 ,获得无限分裂和增

殖的能力 ,使细胞发生永生化[12213 ] 。本研究通过导

入 h TER T 基因重建猪脐静脉血管内皮细胞的端粒

酶活性 ,在体外大大延长了血管内皮细胞的增殖寿

命。对转染细胞进行的端粒酶活性检测表明 ,导入

h TER T 基因使猪脐静脉血管内皮细胞的端粒酶活

性得以激活 ,细胞已经跨越了 M1 期 ,传代至第 15

代的转染细胞仍然保持较高的端粒酶活性 ,这与前

人报道的 h TER T 能够作用于猪、兔、犬等多种哺乳

动物细胞的端粒酶 RNA ,使端粒延长从而延长细胞

寿命的结果一致[628 ] 。转染的内皮细胞现已稳定传

代 15 代 ,而分离的原代细胞培养至第 7～8 代后 ,细

胞停止增殖 ,逐步衰老、死亡。与原代培养的细胞相

比 ,转染细胞保持原细胞的铺路石状形态特征 ,具有

接触抑制性和血清依赖性 ;其生长迅速、增殖快 ,细

胞生长周期从 5～7 d 缩短至 3～5 d。CD34 与 F2Ⅷ
Ag 是内皮细胞的标志性特征 ,本研究对转染后的猪

脐静脉血管内皮细胞进行荧光染色鉴定 ,结果均为

阳性 ,这说明外源基因 h TER T 的导入 ,不影响内皮

细胞相关抗原及表面标志的表达。

本研究结果初步表明 , h TER T 转染可以延长

猪血管内皮细胞的寿命。至于能否建立永生化的猪

血管内皮细胞系 ,还需要进一步研究。
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