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常规脂质体介导 shRNA转染建立CYP2E1表达沉默的人肝实质细胞模型 *
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摘要 目的：利用常规脂质体介导转染 shRNA（short hairpin RNA）建立 CYP2E1（cytochrome P450 2E1）表达沉默的人肝实质细胞

模型。方法：采用文献报道的 CYP2E1的高效干扰位点，构建 CYP2E1的 shRNA干扰载体（shCYP2E1）以及同源无干扰作用的对

照载体（shNC，non-specific control），并通过阳离子脂质体 LipoFiterTM介导转染人肝实质 L02细胞，通过绿色荧光蛋白报告基因的

表达指示及 G418筛选阳性克隆，qRT-PCR (quantitative reverse transcription polymerase chain reaction)测定稳定转染细胞系中

CYP2E1的表达情况。结果：确定转染后 G418最佳筛选浓度为 400 滋g/mL，维持浓度为 200 滋g/mL；获得了荧光表达率较高的
L02-CYP2E1细胞（CYP2E1 沉默组）和 L02-NC细胞（转染对照组）；qRT-PCR结果显示，所建细胞系 L02-CYP2E1 相对于

L02-NC，其 CYP2E1表达下调了近 70 % (P<0.05)，表明 CYP2E1干扰表达细胞模型构建成功。结论：利用常规脂质体转染法成功

转染人肝实质 L02细胞 CYP2E1shRNA，建立了 CYP2E1表达沉默的细胞系。
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Construction of Conventional Cationic Liposome Interfering Cytochrome
P450 2E1-silence Human Hepatic Parenchymal Cell Line*

To build a CYP2E1-silence human hepatic parenchymal cell line by conventional liposome-mediated RNA

interference technology. Fluorescence labeling interference vector of CYP2E1 (shCYP2E1) and nonsense vector (shNC,

non-specific control) were constructed on the reported efficient interfering sequence. These vectors were transfected into human hepatic

parenchymal L02 cells by the cationic liposome LipoFiterTM. Positive cell clones were screened by G418 and expression of green fluo-

rescent protein reporting gene. Expression of CYP2E1 of these screened cells were determined by qRT-PCR. The optimum se-

lection concentration of G418 was 400 滋g/mL and the maintenance concentration was 200 滋g/mL. Stable transfected L02-CYP2E1 cells
(transfected with vector of CYP2E1) and L02-NC cells(transfected with nonsense vector) were obtained. The qRT-PCR data showed that

the CYP2E1 expression in L02-CYP2E1 cells reduced approximately 70 % to L02-NC cells (P<0.05), which suggested that L02 cell

model with CYP2E1-silence was constructed successfully. CYP2E1-silence human hepatic parenchymal cell line was suc-

cessfully constructed by conventional liposome-mediated RNA interference technology.

Cationic liposome transfection; Cytochrome P450 2E1; Short hairpin RNA; Human hepatic parenchymal cells; G418;

qRT-PCR
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前言

肝脏是药物代谢的重要器官，通过肝脏代谢后许多内源性

和外源性的物质对生物体的毒性作用被消除，其中细胞色素

P450酶（cytochrome P450，CYP450）是参与体内药物 I相代谢

的重要酶系，在外源性化合物（如药物或毒物）的生物转化中起

着十分重要的作用，同时，CYP450本身在药物的作用下，酶的

基因表达及其活性可以被抑制或激活进而影响药物毒性 [1]，体

外研究药物肝毒性与 CYP450的相关性往往需要获得 CYP450

基因敲除或表达沉默的肝细胞系。RNA干扰（RNA interfer-

ence, RNAi）是利用小干扰 RNA（short or small interfering RNA,

siRNA）作用靶基因 mRNA致其基因表达沉默的一项技术，因
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其操作简单高效、干扰特异性强等特点，已被广泛应用于药物

靶基因的筛选、肿瘤的靶向治疗等领域[2,3]。当实验需要把携带

shRNA（进入细胞内转变为 siRNA）的外源质粒导入肝实质细

胞以抑制靶基因表达时，由于正常细胞对外源基因的接纳程度

低，往往采用病毒介导转染[4]，转染效率高，但因其对实验室安

全性的要求等问题在普通实验室往往难以应用。CYP2E1在肝

脏中含量丰富，是乙醇和很多药物的代谢系统，本实验以文献

报道慢病毒转染成功的人 CYP2E1干扰质粒为例[5]，探索用常

规脂质体转染建立 CYP2E1表达下调的人肝 L02细胞系，为在

体外利用人肝实质细胞研究药物的细胞毒性与 CYP2E1基因

表达的关系搭建平台。

1 实验材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞 人正常肝实质细胞 L02来源中科院上海细胞所，

北京中医药大学生命科学学院实验室冻存。

1.1.2 主要试剂 RPMI-1640培养基、胎牛血清，GIBCO；胰蛋

白酶，北京拜尔迪生物技术有限公司；DNA marker（载体线性

化）、DNA marker（质粒检测）、DNA 内切酶 Ⅰ、 III，

MBI；DNA连接酶、琼脂糖，加拿大 BBI；G418新霉素，美国 In-

vivoGen；LipoFiterTM脂质体转染试剂，汉恒生物；DNA凝胶回

收试剂盒、PCR试剂盒 SK2491、无内毒素质粒 DNA提取试剂

盒、引物合成、质量抽提试剂盒，生工生物工程（上海）股份有限

公司；无水氯化钙、氯化钠、无乙水醇、异丙醇、丙三醇，北京国

药集团化学试剂有限公司。

1.1.3 主要仪器及耗材 -80℃冰箱，SANYO公司；超纯水仪，

Milli-Q Biocel公司；CO2培养箱，SANYO 公司；PCR仪 Verity

96well，美国 ABI；超净台，哈东联；倒置荧光显微镜，Nikon公

司；电热恒温培养箱 DHP-9162，太仓市华利达实验设备有限公

司；电泳仪电泳槽 DYY-8C型，北京六一仪器厂；电子天平

ELECTRONI加拿大 BBI；恒温磁力搅拌器 78-1A，杭州磐达科

技有限公司；恒温振荡培养箱 HZQ-X400，太仓华美生化仪器

有限公司；冷冻离心机 HC-2518R，加拿大 BBI；凝胶成像仪

FR980，上海复日科技仪器有限公司；数显恒温水浴锅

HS-800D，芜湖金瑞特计量检测仪器有限公司；台式高速离心

机 TGL-14G，上海医疗器械有限公司；微型旋涡混合仪

XW-80，上海沪西分析仪器厂有限公司。

1.2 实验方法与步骤

1.2.1 CYP2E1 高效干扰位点的选择 参阅文献 [6]，采用

CYP2E1基因（gi:45768591）的高效干扰位点 1233-1251，具体

序列为 GCCAGAACACTTCCTGAAT。

1.2.2 CYP2E1 shRNA干扰载体的构建 载体构建均由上海

生工生物工程股份有限公司操作完成。

目的基因靶序列设计：该 shRNA模板中的 loop选用了

TTCAAGAGA结构，同时用以避免形成终止信号，采用 T6结

构作为 shRNA的转录终止序列。模板正义链 5'端添加 CACC，

这样可以与 Ⅰ酶切后形成的粘端互补；而模板反义链 5'端

添加 AGCT，与 Ⅲ酶切后形成的粘端互补；如果 siRNA

的第一个碱基不是 G，则在 CACC后补加一个 G。

靶位点序列：GAGCCAGAACACTTCCTGAAT

反向互补序列：ATTCAGGAAGTGTTCTGGCTC

（1）shCYP2E1

shCYP2E1的转录结构为：

（2）shNC

shNC的转录结构为：

shRNA表达载体的构建：将上述合成的 DNA寡核苷酸链

分别用 pH为 8.0的 TE缓冲液溶解，使其浓度为 100 滋M，进
行退火反应，退火反应后，得到浓度为 10 滋M的 shRNA模板，

将所得溶液加 2450 滋L的 ddH2O，使其终浓度稀释为 200 nM，

用于后续的连接反应。取 10 滋g的 pSGU6/GFP/Neo载体，37℃

Ⅰ和 Ⅲ双酶切 2 h，进行琼脂糖凝胶电泳，使用 DNA

凝胶回收试剂盒进行回收，电泳检测估算浓度，然后稀释浓度

至 50 ng/滋L。构建载体 pSGU6/GFP/Neo-shRNA转化感受态细

胞，从各平板上挑取菌落接种到新的含有 50 滋g/mL卡那霉素
的 LB培养基中扩增培养之后使用碱裂解法抽提质粒，所得质

粒用 T7（T7：5'-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3') 和 T3

（T3：5'- AATTAACCCTCACTAAAGGG-3'）引物做 PCR检测，

反应完成之后将 PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳分析。

1.2.3 人肝实质细胞 L02的培养与转染 （1）细胞培养：常规

培养 L02细胞：在含 10 %（V/V）胎牛血清（FBS）的 RPMI-1640

培养基，37℃，5 % CO2的饱和湿度培养箱中培养，2-3 d传代

一次，取对数生长期细胞进行实验。（2）阳离子脂质体 LipoF-

iterTM介导质粒载体转染 L02细胞：在转染的前一天，以 50000

个细胞 /孔的密度接种 L02细胞于 24孔板中，共铺 6个孔，24

h至细胞密度达到 40-70 %左右时，细胞孔板更换为无血清无

双抗的 RPMI-1640 培养基。同时用无血清无双抗的 RP-

MI-1640 培养基稀释 shCYP2E1 载体质粒及阳离子脂质体

LipoFiterTM，按比例混匀 shCYP2E1载体质粒和阳离子脂质体

LipoFiterTM，室温孵育 30 min形成 shCYP2E1/LipoFiterTM复合

物，细胞孔板内加入复合物混合液培养 6 h后更换为含 10 %血

清的 RPMI-1640培养基，经转染 24-48 h，使用荧光倒置显微镜

观察绿色荧光蛋白的表达情况，作为转染成功的标志，具体步

骤参照汉恒生物 LipoFiterTM脂质体转染试剂盒说明书。设立阴

性对照组载体 shNC，验证沉默 CYP2E1基因的 shRNA载体的

可行性。

1.2.4 G418 筛选稳定转染 CYP2E1 shRNA 载体的 L02 细胞

（1）G418用药浓度预实验：参考文献[7,8]MTT实验，考察不同浓

度 G418作用 L02细胞 72 h的毒性大小，选出预实验的大致用

药浓度范围。（2）G418筛选稳定转染的细胞：转染 24 h之后加

G418进行筛选，每 3 d更换一次含有 G418的培养基，一周后

可见细胞大量死亡，两周时可见单细胞克隆，此时的药物浓度

降至筛选浓度的一半，使细胞快速生长。

1.2.5 qRT-PCR测定 L02模型细胞中 CYP2E1 mRNA表达的

抑制情况 将 shCYP2E1 沉默组细胞（L02-shCYP2E1）和

shNC空白载体转染的阴性组细胞（L02-shNC）及正常的 L02
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细胞分别计数，以 180，000个细胞 /孔的数量接种于 6孔板

中，每孔 3 mL，待细胞贴壁汇合度达到 90 %左右时，按 RNA-

pure快速提取试剂盒方法提取各组 RNA，测定浓度以及验证

RNA完整性没有问题后，分别取 0.5 滋g的 RNA逆转录合成

cDNA第一条链，实时荧光定量检测各组的 CYP2E1 mRNA相

对表达量。CYP2E1 上游引物：5'-GCAAGAGATGCCCTA-

CATGGA-3'，下游引物：5'-GGGCACGAGGGTGATGAA-3'；

茁-actin 上游引物：5'-TAGGCGCAAGTACTCTGTGTGGAT-3'，
下游引物：5'-TAGAAGCATTTGCGGTGCACGATG-3'。

1.3 统计学处理

采用 SPASS19.0软件进行统计学分析。所有实验重复 3

次，计量资料以 x± s描述，2组比较采用完全随机 t检验（方差

齐时）或 t'检验（方差不齐时），3组均数比较采用方差分析，两

两比较采用 LSD法。检验水准 P=0.05。

2 实验结果

2.1 shCYP2E1干扰载体构建

图 1 为所使用的载体的模式图，由图 1 可知，pS-

GU6/GFP/Neo载体含有 GFP绿色荧光蛋白表达标签、Neo (新

霉素 G418)抗性以及 Ⅰ、 Ⅲ等多种酶切位点以便目的

基因的链接，由图 2可知，该载体线性化处理非常好，与 shD-

NA template连接后，在感受态细胞中转化，从而得到阳性克

隆，抽提其质粒后进行 PCR反应，其产物琼脂糖凝胶电泳见图

3，marker左侧为空载体的 PCR条带 413 bp，右侧为阳性构建

成功的载体 PCR条带 429 bp，综上所述，shCYP2E1干扰载体

构建成功。

2.2 转染效率计算

含有 shCYP2E1或者 shNC载体与 Lipfectamine2000复合

物转染 L02细胞 6 h后，换成含血清的 1640培养基，继续培养

18 h，即 24 h后在倒置荧光显微镜下观察细胞的绿色荧光表达

情况，计算带绿色荧光的细胞数和细胞总数，按转染效率 =绿

色荧光细胞数 /细胞总数，L02-shNC组细胞和 L02-shCYP2E1

组细胞的荧光率均在 20 %左右。

2.3 G418筛选浓度的确定及筛选结果

由图 4可知，G418对 L02细胞的抑制作用有剂量依赖性，

作用 72 h 后，400 滋g/mL 的浓度达到了 80 %的抑制率，200

滋g/mL只有不到 40 %的抑制率，好的筛选方法应该是筛选 3 d

左右时，细胞会大量死亡，之后继续维持加药浓度直到阳性克

隆出现，进一步进行实验，由表 1确定 G418的筛选浓度是 400

滋g/mL，维持浓度为 200 滋g/mL。构建形成 shCYP2E1/LipoF-

iterTM复合物 6 h后，换含血清的 RPMI-1640培养基继续培养

图 1 pSGU6/GFP/Neo载体示意图

Fig.1 Schematic diagram of pSGU6/GFP/Neo vector

图 2 pSGU6/GFP/Neo载体线性化后的凝胶回收条带

（中间为M代表 marker，共 6条带，从上到下依次为 10000、7000、

5000、3000、2000、1500 bp）

Fig.2 Gel recovery bands with pSGU6 / GFP / Neo vector linearization

(The middle of M stands for marker, a total of 6 bands, from top to bottom

followed by 10000, 7000, 5000, 3000, 2000, 1500 bp)

图 3 阳性载体琼脂糖电泳图

Fig.3 Positive carrier agarose electrophoresis

图 4 G418作用于 L02细胞 72 h后的增殖抑制率情况

Fig. 4 The effect of G418 on the proliferation inhibition rate of L02 cells

after treated with 72 hours
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Note: ("Good" stands for there is basically no death, "poor" stands for more than 50% cells are died)

18 h 后，加 400 滋g/mL 的 G418，三天后换新的含 400

滋g/mLG418的含血清 RPMI-1640培养基，细胞大量死亡，调

整G418浓度维持 200 滋g/mL继续筛选 12 d，倒置荧光显微镜

下观察，得到转染阳性细胞群，如图 5，继续扩增至实验需要细

胞量。

表 1 不同浓度 G418作用于 L02细胞 12 d后的生长情况

Table 1 The growth situation of L02 cells treated with different concentrations of G418 for 12 days

Concentration (滋g/mL) / days 3 4 8 12

100 good good good good

200 good good poor poor

400 poor poor dead -

500 poor poor dead -

600 poor poor dead -

700 poor poor dead -

800 poor dead -

900 dead -

1000 dead -

图 5 筛选得到的阳性细胞群（A、B为 L02-shCYP2E1，C、D为 L02-shNC）

Fig.5 Screening of positive cells (A, B are L02-shCYP2E1, C, D are L02-shNC)

2.4 转染 shRNA载体干扰效果

qRT-PCR结果见图 6，shRNA转染组 L02-shCYP2E1 mR-

NA表达水平比 shNC 组 L02-shNC 下调了约 70 %（p<0.05），

表明 CYP2E1沉默 L02细胞模型构建成功。

3 讨论

CYP2E1的基因位于第 10号染色体上，是一种主要存在

于内质网上的蛋白质，该酶主要分布在成人肝脏，特别是富集

在肝小叶中心区域，其蛋白表达量占肝 CYP总量的 7 %，但是

mRNA表达量超过了 CYP总量的一半[9]。CYP2E1对乙醇、亚

硝胺、苯类以及四氯化碳等毒性物质具有特异的代谢作用，参

与代谢活化与失活多种药物、前毒物和前致癌物[10-14]。

生物细胞功能性抑制的方法主要有小分子拮抗剂、能与蛋

白质和其它小分子物质结合的单链寡核苷酸、有催化活性的

RNA、基因敲除等，然而这些方法或因缺乏特异性或因技术难

度高而难以广泛应用，随着 RNAi技术的兴起，越来越多的实

验室采用 RNAi技术抑制基因表达用于基因功能等的研究[15]。

徐新云等 [16] 通过设计合成的短发卡 RNA (shRNA)，连接到

pLKO.1-puro质粒中构建了 CYP1A2的 shRNA慢病毒表达载

体转染 L02细胞，实验证明 CYP1A2表达的沉默可以降低三

氯乙烯对 L02细胞凋亡基因和癌基因的活化作用，陈杰等[17]人

应用 RNA干扰技术成功地抑制了 CYP3A4 基因的表达，在

mRNA水平和蛋白表达水平的抑制率分别为 70 %和 75 %。目

前国内实验室研究较多的为 CYP2E1的沉默，徐芸[18]通过实验

从四个备选干扰位点中确定了人源 CYP2E1转录本（mRNA）

的 1233-1251位点为最佳干扰位点，毛吉炎等[19]人通过实验，证

实该位点为最佳高效干扰位点。本研究参考文献报道的

CYP2E1的高效干扰位点，构建带有荧光标记的 CYP2E1 的

shRNA干扰载体（shCYP2E1），并通过阳离子脂质体 LipoF-

iterTM介导转染人肝实质 L02细胞，成功建立了 CYP2E1沉默

的人正常肝实质 L02细胞模型。文献报道用该干扰位点构建慢

病毒载体，利用病毒转染细胞，其转染率及载体基因整合到细

图 6 L02-shCYP2E1与 L02-shNC中 CYP2E1 mRNA相对表达量

Fig.6 Relative expression of CYP2E1 mRNA in L02-shCYP2E1 and

L02-shNC
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胞染色体上的概率都要比普通载体高，对 CYP2E1的 mRNA表

达的抑制率可以高达 86.9 %[19]，本实验的干扰效率虽然低于文

献报道，但对于安全级别不高的普通实验室是一种可行的选择。

实验中，为了克服正常细胞转染效率较低，阳性克隆不易

筛选和扩增的弱点，我们设计 shRNA载体时增加了绿色荧光

蛋白标记，同时为了提高稳定转染的细胞所占的比例也探索了

一些方法，一般筛选稳定转染细胞比较可行的方法为有限稀释

法，将转染后的细胞消化下来，通过细胞计数，持续稀释至单克

隆细胞，该方法实验周期太长，实际操作中发现，转染后的细胞

数量太少的话难以成活，而且荧光细胞较少，所需的操作很复

杂，在本实验中，我们参考别人的经验，进行了一种可以快速提

高荧光细胞率的方法，用灭菌的滤纸片蘸取细胞消化液局部消

化挑选稳定转染的细胞，使用该方法后，可以将 NC组细胞的

荧光率提高到 80 %。

综上所述，本实验成功建立 CYP2E1表达沉默的人肝实质

细胞系，该细胞模型的建立为在体外利用细胞模型研究药物的

细胞毒性与 CYP450基因表达的相关性搭建了平台[20,21]。
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