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用慢病毒转染技术实现 Gnaq基因在 SH-SY5Y细胞中
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［摘要］目的 探讨用慢病毒转染技术实现 Gnaq基因在人神经母细胞瘤株 SH-SY5Y中持续稳定高表达的可

行性，为深入研究 Gnaq在脑衰老及相关疾病中的作用及分子机制奠定基础．方法 通过 NCBI网站查询 Gnaq的

编码序列并设计相应的克隆引物，以高表达 Gnaq的 HepG2细胞的 cDNA为模板，PCR扩增得到带适宜酶切位点

的目的基因，将目的基因连接入慢病毒载体 PLIG，转染感受态细胞，筛选阳性克隆，测序鉴定后包装慢病毒，

转染 SH-SY5Y 细胞；于转染后 24 h、第 5 代时检测 GFP 荧光表达率；检测第 3 代、第 5 代

PLIG-Gnaq-SH-SY5Y细胞内 Gnaq的转录水平．结果 荧光检测显示 SH-SY5Y细胞的转染效率接近 100%，此

表达效率可持续至转染后第 5代；RT-PCR检测显示转染后第 3代、第 5代的 PLIG-Gnaq-SH-SY5Y细胞内 Gnaq

呈明显的高转录水平，未明显受冻存的影响．结论 利用慢病毒转染技术实现 Gnaq基因在 SH-SY5Y细胞内长期

稳定高表达具有可行性，可用 PLIG-Gnaq-SH-SY5Y作为模型细胞深入研究 Gnaq基因在神经细胞中扮演的角色

及相关机制．
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［Abstract］ Objective To probe the feasibility of overexpression of Gnaq in SH-SY5Y cell line by means of

lentivector transfection technique so as to accumulate the necessary basis for further studies of the roles and molecular

mechanisms of Gnaq in brain aging and related diseases. Methods The CDS of Gnaq in NCBI website were

searched and corresponding cloning primers were designed. The target gene which was obtained by PCR amplifying

the cDNA of HepG2 cell was cloned into lentivector PLIG. Recombinant plasmid PLIG-Gnaq was transfected into
competent cells and positive clones were selected. After being verified by means of sequence， lentivirus were

generated to transfect SH-SY5Y cell. GFP was measured at 24 hours after transfection and the 5th subculture.

Transcription level of Gnaq was detected at the 3rd and 5th subculture respectively. Results The efficient rate of

transfetion of Gnaq gene into SH-SY5Y cell was about 100%. GFP expressed that almost all of the cells continuously

went on to the 5th subculture. The transcription level of Gnaq was significantly enhanced both in the 3rd and 5th

subcultures of PLIG-Gnaq-SH-SY5Y cells. Conclusion It is feasible to reach the persistent and stable

overexpression of Gnaq in SH-SY5Y cell line by means of lentivector transfection technique. The
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PLIG-Gnaq-SH-SY5Y cells can be used as model cells for further studies of the roles and underlying mechanisms of

Gnaq in neurons.

［Key words］ Lentivector；Gnaq gene；SH-SY5Y cell line；Over-expression

Gnaq（Guanine nucleotide binding protein alpha

q polypeptide）是 G蛋白α亚单位多基因家族的

一员[1]，笔者前期研究发现，Gnaq在 SAMP8小鼠

及人额叶内的表达水平随衰老明显下降[2]，因此有

必要对 Gnaq影响脑衰老的分子机制深入研究．人

神经母细胞瘤株 SH-SY5Y细胞系被广泛应用于神

经系统疾病发病机制和药物作用机制方面的研究[3].

慢病毒载体具有“可感染非分裂期细胞”、“可将

目的基因整合至靶细胞基因组而长期表达”、“免

疫反应小”等优点[4]．本研究旨在探索利用慢病毒

载体在 SH-SY5Y 细胞中过表达 Gnaq基因的可行

性及相关技术参数，为深入研究 Gnaq在脑衰老及

相关疾病中所发挥的作用及分子机制奠定基础．

1 材料与方法

1.1 细胞株、质粒和主要试剂

人神经母细胞瘤细胞株 SH-SY5Y香港中文大

学姚大卫教授惠赠；慢病毒载体 PLIG及包装质粒

pMDLg/pRRE、pRSV-REV和 pCMV-VSVG由香港

中文大学孔祥复教授惠赠；用于慢病毒包装的

293T 细胞株购自 ATCC 公司 （USA），Trizol RNA

提取试剂盒购自 Invitrogen公司（USA），ImProm-

ⅡTM逆转录试剂盒购自 Promega公司（USA），胎
牛血清及各种培养液分别购自 G ibco公司（USA）

和 Sigma公司（USA），引物由上海捷瑞生物工程

有限公司合成（表 1）．

Gene sequences Amplified size/bp

Gnaq Forward 5'- AGAAGTTGATGTGGAGAAGG -3' 212

Reverse 5'- GGACTCGAACTCTAAGCACA -3'

GAPDH Forward 5'-TGCCTCCTGCACCACCAACT-3' 232

Reverse 5'-CCCGTTCAGCTCAGGGATGA-3'

表 1 Gnaq和 GAPDH的 RT-PCR引物序列
Tab. 1 The primer sequences of Gnaq and GAPDH used in RT-PCR

1.2 细胞培养

人神经母细胞瘤细胞株 SH-SY5Y 培养于

EMEM（Sigma， St Louis， MO， USA） 与 F12

（Invitrogen，Carlsbad，CA，USA） 组成的混合培

养基中，两种培养基按 1:1的比例混合，加入 10%

小牛血清公（Gibco，USA）．细胞均常规培养于

37℃、5%CO2的恒温培养箱内．

1.3 慢病毒表达载体 PLIG-Gnaq构建

查询 Gnaq （NM_002072）的编码序列（http:

//www.ncbi.nlm.nih.gov/）， 通 过 NEBcutter V2.0
（http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php） 检测序

列的特异性核酸内切酶位点，选择了 BamHI R和

Sac-II作为克隆酶切位点．以 CDS序列 5'端的 20

个碱基设计成上游克隆引物：Gnaq-F-BamHI：

5'-CGCGGATCCACCATGAC TCTGGAGTCCATCA -

T-3'；选择 CDS序列 3'端的 20个碱基的互补逆序

碱基设计成下游克隆引物： Gnaq-R-SacII：

5'-TCCCCGCGGTTAGACCAGATTGTACT CCT-3'．

以肝癌细胞株 HepG2 中所获得的 cDNA 为模板，

利用 Platinum R Taq高保真 DNA聚合酶 （Invitrog-

en，USA）通过 PCR扩增得到带有 BamHI和 SacII

酶切位点的 Gnaq编码序列，将 Gnaq序列连接入

PLIG 的相应位点之间得到重组质粒 PLIG-Gnaq，

转染 XL1-Blue 感受态细胞，利用含 Ampicillin 的

LB培养基进行阳性克隆筛选并经测序（上海捷瑞生

物工程有限公司）证实．

1.4 慢病毒包装

PLIG 是由 pRRL-cPPT-CMV-X-PRE-SIN 质

粒改良的表达绿色荧光蛋白的自灭活慢病毒载体
[5]，利用磷酸钙沉淀法将重组质粒与包装质粒共同

转染入 293T细胞中，48 h后收集培养液，过滤、

高速离心得到纯化的携带目的基因或空载体的自

灭活慢病毒，溶于 0.05 M 的 Tris 缓冲液（TBS，

ph8.0）中 -80℃保存备用．

1.5 慢病毒滴度测定

用 LaSRT法进行病毒滴度测定[24]，将 293T细

胞以 5×104 cells/mL的密度接种于 96孔板中，每

孔加 100 滋L含 10%FCS培养液培养过夜．测定时

8孔为 1组，换含 2%血清培养液 90 滋L每孔，第

1孔中加入待测病毒原液 10 滋L，此后每孔依次 10:

1倍比稀释，最后一孔做空白对照．48 h后以浓度

自高到低的方向，在荧光倒置显微镜下观察绿色
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荧光细胞的数量，如前一孔阳性细胞较多 （≥5

个），而此孔及以后荧光消失；或如以后各孔荧光

消失，而此孔阳性细胞较少（＜5个） ，则此孔

作为计量孔 （计为 1TU），并计数阳性细胞数

（m），计算病毒的滴度．

病毒滴度 =

图 1 PLIG-Gnaq、PLIG在 SH-SY5Y细胞中实现的转染效率（×400）

Fig. 1 Transfection efficiency of PLIG-Gnaq or PLIG into SH-SY5Y cell line （×400）

Merge

GFP

Phase

PLIG-Gnaq PLIG PLIG-Gnaq PLIG

转染后 24 h 转染后第 5代

m×（1 TU×计量孔相对于第 1孔的稀释倍数）
第 1孔加入的病毒体积

1.6 转染 SH-SY5Y细胞获得稳定表达细胞株

将 SH-SY5Y 细胞种于 12 孔板中 （5×104/

孔），过夜后转染，转染时加入 8 滋g/mL Polybrene

（Sigma， USA），转染后 6 h换液，24 h后在荧光

显微镜检查转染效率并继续后续实验．实验分 3

组：PLIG- Gnaq 转染组、PLIG 转染组、对照组

（Naive组）．以转染后的细胞为第 1代，各组细胞

传代培养至第 3 代，取 1/3细胞提取 RNA，剩余

细胞 -80℃冻存．2周后复苏细胞（第 4代），传代

培养，至第 6代时，荧光显微镜检查 GFP表达效

率，取部分细胞提取 RNA，其余细胞冻存备用.

1.7 RNA提取、cDNA制备及 RT-PCR

Trizol 法提取细胞总 RNA，定量并确认 RNA

质量后继续实验．取 2 滋g总 RNA，使用 ImProm-

Ⅱ TM Reverse Transcription System（Promega，USA）

试剂盒，25℃ 5 min，42℃ 60 min，72℃ 15 min制

备 cDNA．通过免费引物设计网站（http:// frodo.wi.

mit.edu/primer3/）设计了相应的引物，利用 GoTaq
R DNA 聚合酶 （Promega， USA） 在 RT-PCR 仪

（Takara， Japan）中进行扩增，反应条件为：95℃

2 min→（95℃ 30 s→56℃ 30 s→ 72℃ 30 s） 30个

循环→72 ℃ 5 min．以 磷酸甘油醛脱氢酶

（Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAP-

DH）作为内参．

2 结果

2.1 PLIG-Gnaq、PLIG在 SH-SY5Y细胞中

转染后 24 h，通过荧光显微镜检测 PLIG载体
中的绿色荧光蛋白证实，PLIG-Gnaq、PLIG 在

SH-SY5Y细胞中的转染效率接近 100%，95%CI为

93.94%～98.80%；经冻存、复苏并传代培养后，所

检测到的荧光强度有所减弱，但绿色荧光蛋白的表达

率仍接近 100%，95%CI为 88.89～95.72，见图 1.

2.2 转染细胞中 Gnaq转录水平

将转染 PLIG-Gnaq 的 SH-SY5Y 细胞传代培

养，第 3代时作 RT-PCR检测，显示 Gnaq转录水

平明显升高；经冻存、复苏并继续传代培养，第 5

代时再作 RT-PCR 检测，显示转染 PLIG-Gnaq的

SH-SY5Y细胞中的 Gnaq仍呈明显的高转录水平，

见图 2．

3 讨论

基因过表达技术是通过不同途径将外源基因导

入靶细胞，使其表达相应蛋白质，从而实现对基因

（或蛋白质）功能的研究或进行基因治疗的一种技

术[6]．基因导入的基本方法可分为 3类：化学法、
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物理法和生物法[7]．化学法和物理法或因转染效率

低，或因对细胞有明显毒性或创伤，并且不能使目

的基因长期稳定表达，使其应用受到了很大限制．

生物法是指利用病毒载体介导目的基因进入靶细

胞．理想的病毒载体要能同时提供高效的基因转

移、长期稳定的基因表达及可靠的生物安全性．近

来，研究者把目光投向了以Ⅰ型人类免疫缺损病毒

（HIV-1） 为代表的慢病毒．研究表明 [4，8]，以

HIV-1为基础构建的慢病毒载体具有“可感染非分

裂期细胞”、“可将目的基因整合至靶细胞基因组

而长期表达”、“免疫反应小”等优点，适于各种

基因功能研究及体内基因治疗，因此有望成为理想
的基因转染载体．

Gnaq在人和小鼠体内均能介导神经递质受体

与效应器之间的相互作用，同时其也是突触功能活
动中所必需的重要组件[9]，并且可通过调节 PKC通

路而影响神经递质释放及突触的可塑性，而突触功

能的衰退是脑衰老过程中的一个重要特征[10]．这些

研究表明 Gnaq、氧化应激、PKC通路、学习认知

能力之间存在复杂的内在联系，脑内 Gnaq的低表

达很可能从多个方面影响了神经的功能，促进了脑

衰老的过程．但迄今对“Gnaq是否通过增强神经

细胞抗氧化损伤能力而发挥抗神经退行性变作

用”、“Gnaq通过哪些信号转导通路而发挥抗氧化

损伤作用”、“这些通路之间有怎样的内在交联关

系”等问题知之甚少．因此，对 Gnaq在神经细胞

抗氧化应激损伤中的作用及其影响中枢神经退行性

疾病的分子机制亟待进一步研究．

为了进一步研究 Gnaq影响脑衰老及相关疾病

的分子机制，笔者拟利用人神经母细胞瘤株

SH-SY5Y作为模型细胞并首先实现 Gnaq基因在其

内的持续稳定高表达．本研究结果表明，通过对目

的基因 CDS序列及载体 PLIG 酶切位点的对比检

PLIG-GnaqNaive PIG

Gnaq

GAPDH

Gnaq

GAPDH

转染后第 5代

转染后第 3代

图 2 Gnaq在未处理、转染空载体及转染 PLIG-Gnaq 的
的 SH-SY5Y细胞中的转录水平（n＝3）

Fig. 2 Transcription level of Gnaq in Naive， PLIG，
PLIG-Gnaq transfected SH-SY5Y cell line
（n＝3）
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索、设计扩增引物、以已知高表达 Gnaq的 HepG2

细胞的 cDNA为模板、扩增目的基因片段、将目的

基因与慢病毒载体 PLIG 连接、转染感受态细胞、

筛选阳性克隆、测序鉴定、包装病毒并测定滴度、

转染靶细胞 SH-SY5Y等步骤，荧光检测显示转染
效 率 接 近 100% ， RT-PCR 检 测 显 示 转 染

PLIG-Gnaq的 SH-SY5Y细胞中 Gnaq明显高表达；

并且经冻存、传代培养后，荧光蛋白及 Gnaq仍呈

稳定的高表达．由此可见，利用慢病毒转染技术实

现 Gnaq基因在人神经母细胞瘤株 SH-SY5Y内长

期稳定高表达是切实可行的，该研究为在模型细胞

中进一步探索 Gnaq的抗氧化损伤作用及相关分子

机制奠定了基础．
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