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人内皮脂酶 584C→T变异型真核稳定表达载体的构建及其对人脐静脉
内皮细胞生长的影响 *
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摘要 目的：构建人内皮脂酶(endothelial lipase，EL)野生型和 584C→T变异型真核稳定表达载体及相应的转染细胞模型，为研究
584C→T 变异对内皮脂酶功能的影响奠定基础。方法：从 pMIG/hEL 及 pMIG/hEL584C→T 中双酶切分离出目标片段，与
pCMV-N-his载体连接，凝胶电泳、双酶切电泳及测序鉴定构建的野生型和 584C→T变异型内皮脂酶载体，而后以 Lipofectamine
LTX & PLUS为转染试剂，将其转入人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein endothelial cell，HUVEC)，G418筛选出稳定表达细
胞，荧光定量 PCR法检测转染细胞的 EL表达，同时观察细胞形态，并用 CCK-8法检测转染对细胞生长及细胞倍增时间的影响。
结果：凝胶电泳及双酶切电泳结果显示条带位置与预期符合，测序结果表明其序列与 GenBank上序列一致。荧光定量 PCR法及
mRNA电泳均显示：野生型和 584C→T变异型转染细胞的 EL表达显著高于空载体转染细胞。进一步研究 584C→T变异对 HU-
VEC细胞生长的影响，结果表明空载体、野生型 EL和 584C→T变异型 EL转染 HUVEC细胞与正常细胞的形态基本一致，且生
长曲线和细胞倍增时间也无显著差异。结论：本实验成功构建了人内皮脂酶野生型和 584C→T变异型真核稳定表达载体及相应
的转染内皮细胞模型。EL 584C→T变异对 HUVEC细胞生长无明显影响。
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Construction of the Stable Eukaryotic Expression Vector of Human
Endothelial Lipase 584C→T Variation and Its Effect on the Growth

of HUVECs*

To construct the stable eukaryotic expression vectors and the transfected cell models of wild type and
584C→T variation of human endothelial lipase (EL). The wild and mutational EL fragment were isolated by double digestion
from pMIG/hEL and pMIG/hEL584C→T were ligated with the digested pCMV-N-his vector. Restriction and sequencing were used to
identify the constructional vectors of wild type and 584C→ T variation. Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were trans-
fected by the wild EL and 584C→T mutational EL with Lipofectamine LTX & PLUS transfection reagent were screened by G418 to ob-
tain the stable expression cells. Furthermore, EL expression level in the transfected cells were measured by fluorescence quantitative
PCR, and the cell morphology was observed. Finally, CCK-8 was used to detect the effect of 584C→T variation on the cell growth of
HUVECs and cell doubling time was calculated. The bands positions of gel electrophoresis and restriction were in line with ex-
pectations. The sequence determined was identical with it in GenBank. EL expression in transfected cells of the wild type EL and 584C
→ T mutation type EL, detected by fluorescence quantitative PCR and mRNA electrophoresis, were significantly higher than that of empty
vector. Cell morphology of the transfected cells of empty vector, wild-type EL and 584C→T EL mutant and normal HUVEC were basi-
cally the same. In accordance with it, the growth curve and cell doubling time among them were no difference. Stable eu-
karyotic expressing vector of the wild type and 584C→T variation of human endothelial lipase were successfully constructed, and the
transfected cell models were established. The variation of EL had no obvious effecton the growth of HUVECs.
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前言

内皮脂酶(endothelial lipase，EL)是 1999 年发现的甘油三

酯脂肪酶基因家族的新成员[1,2]。与脂蛋白脂酶、肝脂酶等其它

家族成员不同，EL以磷脂酶活性为主，甘油三酯脂酶活性较

弱，其主要作用底物是高密度脂蛋白(high density lipoprotein，
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HDL)。大量研究[3-5]显示 EL与脂蛋白代谢、炎症反应、动脉硬化

等均密切相关。人的 EL基因定位于 18q21.1，长约 75 kb，由 11

个外显子和 10个内含子构成，存在较多的多态性位点，其中
584C→T在人群中的发生频率较高，584C→T的变异导致 EL

第 111位氨基酸从苏氨酸变为异亮氨酸，而此改变对 EL功能

是否有影响目前还不清楚。本研究拟构建野生型及 584C→T

变异型 EL真核稳定表达载体及转染细胞模型，并进一步探讨
EL 584C→T变异对 HUVECs生长的影响。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 主要试剂 pMIG/hEL及 pMIG/hEL584C→T 为本实验

室保存的含内皮脂酶编码序列的野生型及 584C→T变异型载

体；人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial cells，
HUVEC)，南京凯基生物技术研究所提供；限制性内切酶
Ⅰ、 Ⅰ、 Ⅱ (TAKARA 公司)；高效感受态细胞制备试

剂盒、SanPrep 柱式质粒 DNA 小量抽提试剂盒、SanPrep 柱式
DNA胶回收试剂盒(上海生工生物工程公司)；快速 DNA连接

试剂盒、CCK--8试剂盒、pCMV-N-his、DH5琢菌种(碧云天生物

技术公司)；质粒 DNA中量无内毒素提取试剂盒(北京康为世

纪生物科技有限公司)，转染试剂 Lipofectamine LTX & PLUS

(invitrogen)；PCR引物由上海生工生物工程公司合成；荧光定

量 RT 及 PCR 试剂盒分别为 TAKARA 公司的 PrimeScriptTM

RT reagent Kit (Perfect Real Time) 和 SYBR誖 Premix Ex TaqTM

(Tli RNaseH Plus)试剂盒。
1.1.2 主要仪器 电泳仪(Bio-Rad公司)，凝胶成像系统(基因
有限公司 )，Roche LightCycler480 实时荧光定量 PCR 系统
(Roche 公司 )，ND-1000 型核酸蛋白测定仪 (美国 NAN-
ODROP)。
1.2 方法
1.2.1 野生型 (pCMV-N-his/hEL) 及变异型 (pCMV-N-his/

hEL584C→T)EL真核稳定表达载体构建 目的基因片段获

得：在含 50 滋g/ml氨苄青霉素的 LB培养基中接种 pMIG/hEL、
pMIG/hEL584C→T，在含 50 滋g/ml卡那霉素的 LB培养基板上

接种 pCMV-N-his，37℃恒温培养 16-24小时，挑取单个菌落于

相应抗生素的 LB培养液中，置于 HZ-9210K台式冷冻摇床中，

转速 280rpm，恒温 37℃培养 12-16小时，严格按 SanPrep柱式

质粒 DNA小量抽提试剂盒说明书操作提取质粒 DNA，而后用

限 制 性 内 切 酶 Ⅱ 、 Ⅰ 酶 切 pMIG/hEL、
pMIG/hEL584C→T，用限制性内切酶 Ⅰ、 Ⅰ酶切载

体 pCMV-N-his，37℃过夜，酶切产物经琼脂糖凝胶电泳，在紫

外透射仪下分别切取含 hEL、hEL584C→T 及 pCMV-N-his 线

性载体 DNA条带的胶块，按 SanPrep柱式 DNA胶回收试剂盒
说明书操作进行凝胶 DNA片段回收。

野生型及变异型载体构建：应用快速 DNA连接试剂盒，将

上述凝胶回收的 hEL、hEL584C→T 分别与 pCMV-N-his 片断

连接，取连接液 5 滋L，转化入预先用高效感受态细胞制备试剂

盒制备好的 100 滋L DH5琢超级感受态细菌中，取适量菌液涂
布至于含卡那霉素的 LB 平板中，37℃培养箱中倒置培养 16

小时，观察菌落生长状况。

重组的野生型及变异型 EL载体的鉴定：分别随机挑取上

述培养皿中单个菌落于含卡那霉素的 LB培养液中，37℃ 280

rpm摇菌 12-16小时，提取质粒 DNA，进行琼脂糖凝胶电泳分

析，条带正确者再经 Ⅰ和 Ⅰ双酶切鉴定，并经测序

证实。

1.2.2 细胞转染与鉴定 质粒 DNA 的提取：扩增含
pCMV-N-his(空载体)和野生型 EL及变异型 EL质粒的 DH5琢
菌，用康为世纪无内毒素质粒中提试剂盒抽提质粒 DNA，测定

其浓度和纯度，用于后续细胞转染试验。

细胞转染及筛选：依次往 200 滋L管中加入 RPMI 1640 25

滋L，质粒 DNA 500ng，PLUS 0.5 滋L，随后将此混合液轻轻加入

含 25 滋L RPMI 1640及 2 滋L Lipofectamine LTX的 200 滋L管
中，室温孵育 5分钟，将其滴入已换新鲜培养基的密度为 70%

的 HUVEC中，三天后，以 400 ng/滋L G418 筛选，14天后未转

染细胞全部死亡，此时挑出转染细胞中阳性克隆扩大培养，

G418浓度则改为维持浓度即筛选浓度的一半，此筛选后扩增

的细胞即为转染细胞。

转染细胞中 EL的表达：采用荧光定量 PCR法。把上述经

筛选后扩大培养的转染细胞接种于六孔板中，待细胞长满，移

去培养液，加入 1 mL Trizol，提取转染细胞的总 RNA，逆转录
成 cDNA后，在 Roche LightCycler480上进行荧光定量 PCR分

析。扩增条件为：95℃ 30秒；95℃ 5秒,60℃ 34秒，45个循环。EL

引 物 上 游 为 5'-gaggtcaaaccatctgtgagg-3'， 下 游 为 5'- tg-

gcgtctttctctcttgtgt-3'。内参 茁-actin 引物上游为 5'-gggaaatcgt-

gcgtgacattaag-3'；下游为 5'-tgtgttggcgtacaggtctttg-3'。扩增产物

经凝胶电泳分析验证。

1.2.3 野生型及 584C→T 变异型 EL转染对 HUVECs细胞生

长的影响 转染对细胞形态的影响：将上述经筛选后稳定表

达内皮脂酶的转染细胞培养在六孔板中，待细胞近融合，倒置

显微镜下观察细胞形态并拍照。

转染细胞生长曲线：将生长状态良好的转染细胞，制成细

胞悬液，稀释后均匀接种于 96孔板中，每孔培养液量为 100 滋L。

每天取 3孔，测定前 4小时加入 10 滋L CCK 8溶液，在酶标仪

上 450 nm处读取吸光度值，总共测定 5天。以培养时间为横坐

标，吸光度为纵坐标绘制细胞生长曲线。

转染对细胞倍增时间的影响：首先把待检细胞制成细胞悬

液，以一定细胞密度梯度，分别接种于 96孔板，每孔 100 滋L，

重复 3孔。采用 CCK-8法测量吸光度值，以细胞数为横坐标，

吸光度为纵坐标绘制细胞数标准曲线。而后按公式计算细胞倍

增时间，其中 t为培养时间，Nt为培养 t时间后细胞数，N0为
初种细胞数。

1.3 数据统计分析
所得数据在 excel上建立数据库，采用 SPSS19.0软件统计

分析，数据先经方差齐性检验，而后分别用重复度量方差分析

和单因素方差分析等，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 野生型及 584C→T变异型 EL真核稳定表达载体的构建
如图 1 所示，pMIG/hEL、pMIG/hEL584C →T 及 pCMV-

N-his 经双酶切后的电泳条带，hEL 与 hEL584C→T 条带为
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1503bp，pCMV-N-his条带为 4297bp。图 2所示为重组构建成

功的野生型和变异型 EL载体的电泳图，目标条带位置与理论

值相符。图 3 所示为重组的 pCMV-N-his/hEL 及 pCMV-

N-his/hEL584C→T 载体又经 Ⅰ和 Ⅰ双酶切后电

泳，其中大于 4000bp的条带为 pCMV-N-his，小于 1000bp的条
带分别为 hEL和 hEL584C→T的片段。

2.2 转染 HUVECs细胞中 EL的表达

荧光定量 PCR分析显示：与空载体转染的细胞相比，野生

型和变异型转染细胞的 EL表达均显著提高，差异均有统计学

意义(P<0.05)，见表 1。mRNA凝胶电泳分析也显示一致的结果
(图 4)。

Note: as inequal variance, Dunnett T3 test was used when comparing

between two groups, P value: compared with group of empty vector.

表 1 荧光定量 PCR测定转染 HUVECs细胞中 EL的 mRNA表达

Table 1 EL mRNA expression in transfected HUVECs cells measured by

fluorescence quantitative PCR

Cell group R P

Wild type 268.356± 26.317 0.007

Variation 59.614± 1.746 0.001

Empty vector 1.006± 0.136

2.3转染野生型及 584C→T 变异型 EL对 HUVECs细胞生长

的影响

2.3.1 对细胞形态的影响 将生长状态良好的正常 HUVEC

细胞及空载体、野生型 EL和 584C→T变异型 EL转染的 HU-

VEC细胞置于倒置显微镜下观察，结果如图 4：四者的细胞形

态基本一致，细胞呈单层贴壁生长，形态不规则，铺路石样排

列，边界清楚，核仁、核膜清晰可见。

2.3.2 对细胞生长曲线的影响 表 2为转染细胞生长曲线试

验测得的吸光度值，经重复度量方差分析，空载体、野生型 EL

和 584C→T 变异型 EL转染细胞与正常的 HUVEC细胞比较

无显著差别(均 P>0.05)。如图 6所示，各组细胞生长呈近 S型
曲线，在第二天时进入快速生长期。

2.3.3 对细胞倍增时间的影响 根据公式计算各组转染细胞

的倍增时间，结果见表 3，空载体、野生型 EL和 584C→T变异
型 EL转染细胞的倍增时间与正常的 HUVEC细胞比较均无显

著差别(均 P>0.05)。

图 4转染 HUVECs细胞中 EL的 mRNA凝胶电泳

Fig.4 Gel electrophoresis of EL mRNA in transfected HUVECs cells

M: DNA marker, down to up: 500bp, 400bp, 300bp, 200bp(lightest),

150bp, 100bp和 50bp;

lane 1 and lane 2: 茁-actin and El of variation; lane 3 and lane 4: 茁-actin

and EL of empty vector; lane 5 and lane 6: 茁-actin and EL of wild type.

图 1 pMIG/hEL、pMIG/hEL584C→T及

pCMV-N-his双酶切凝胶电泳

Fig.1 Gel electrophoresis of pMIG/hEL,

pMIG/hEL584C→T and pCMV-N-his lane1:

pMIG/hEL/hEL584C→T; lane2: pMIG/hEL;

lane3: pCMV-N-his

图 2 重组的野生型及变异型内皮脂酶载体

Fig.2 RecombinantvectorofwildELandvariantEL

lane1: wild EL, lane2: variant EL

图 3 重组的内皮脂酶载体双酶切电泳

Fig.3 Electrophorogram of double digesting

recombinant vectot

lane1: wild EL, lane2: variant EL by double

digestion
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图 5 转染野生型及 584C→T变异型 EL载体对 HUVECs细胞形态的影响(200× )

Fig. 5 Effect of transfection by pCMV-N-his/hEL and pCMV-N-his/hEL584C→T on the morphology of HUVECs

图 6 转染对细胞生长曲线的影响

Fig. 6 Effect of transfection by pCMV-N-his/hEL and

pCMV-N-his/hEL584C→T on the growth curve of HUVECs

3 讨论

近年来，HDL在冠心病中的作用日益受重视，资料表明至
少 50%的高密度脂蛋白胆固醇 (high-density lipoprotein choles-
terol，HDL-C)变异是遗传决定的，但其机制至今尚未完全阐明。
EL主要作用于 HDL，促使 HDL分解，HDL-C 减少，是体内
HDL水平的主要决定因素[6]。Tanaka[7]等用基因敲除和腺病毒

介导过表达来调控体内 EL水平，发现小鼠 HDL-C与 EL的表

达呈负相关。EL作为唯一由内皮细胞分泌的脂酶，除了主要降

低 HDL水平外，还参与了载脂蛋白 B代谢和胆固醇的逆向转

运。Ishida等[8]的实验揭示 EL基因敲除小鼠的动脉粥样硬化面
积减少 70%，这表明 EL在动脉硬化的发生中具有一定的作

用。因此，EL将可能成为冠心病、动脉粥样硬化等疾病研究的

新方向。

一直以来，EL的基因多态性对脂质特别是 HDL-C水平是

否有影响是研究的热点问题。2002年，deLemos等[9]首次发现

EL基因的 17个基因变异，其中 584C→T变异较常见，且在不

同种族和国家间其突变率存在明显差异，但关于此多态性位点

与血脂代谢的关系，目前报道结果不一致。Durlach 等 [10]和

Liu [11]等的资料均表明 EL584C→T与体内 HDL水平有关。Cai
[12]等收集了所有 EL 584C→T与 HDL-C及冠心病的研究报道，

进行 meta分析，结果显示白族人中 EL584位点有 T等位基因

者其HDL-C的水平较高。但也有研究未显示出二者的关联[13-15]。

因此，该位点的多态性是否影响 EL的表达及功能，仍需进一步

Untransfected HUVEC HUVEC transfected by HUVEC transfected by wild EL HUVEC transfected by variant EL

empty vector

表 2 转染野生型及 584C→T变异型 EL载体对 HUVECs生长曲线的影响

Table 2 Effect of transfection by pCMV-N-his/hEL and pCMV-N-his/hEL584C→T on the growth curve of HUVECs

Cell group DAY1 DAY2 DAY3 DAY4 DAY5

Wild type 0.108± 0.011 0.197± 0.046 0.457± 0.022 0.573± 0.035 0.672± 0.047

Variation 0.105± 0.017 0.205± 0.028 0.460± 0.027 0.584± 0.029 0.659± 0.040

Empty vector 0.097± 0.020 0.194± 0.019 0.447± 0.024 0.592± 0.026 0.688± 0.025

Untransfected HUVEC 0.091± 0.014 0.184± 0.020 0.474± 0.036 0.601± 0.030 0.694± 0.039

Note: Mauchly sphericity test W=0.227 P=0.407.

表 3 转染野生型及 584C→T变异型 EL载体对 HUVECs倍增时间的

影响

Table 3 Effect of transfection by pCMV-N-his/hEL and

pCMV-N-his/hEL584C→T on the cell doubling time of HUVECs

Cell group Cell doubling time(Hours)

Wild type 23.097± 2.076

Variation 22.651± 3.095

Empty vector 21.718± 2.381

Untransfected HUVEC 20.281± 2.318
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的研究来证实。

本研究所用的 pCMV-N-his载体含有 CMV启动子，可以

高效启动目的蛋白在细胞中的表达，在 N端有 His tag标签，且

转染哺乳动物细胞后可用 G418筛选，故有利于构建真核稳定
表达载体和表达后的检测。本研究结果显示：与空载体转染细

胞比较，重组的 pCMV-N-his/hEL (野生型 ) 及 pCMV-N-

his/hEL584C→T(变异型)载体转染细胞的 EL表达水平均显著

增高，表明野生型 EL和 584C→T 变异型 EL已转入到 HU-

VEC细胞中，而此转染的细胞又经过了 G418筛选后扩增培养
的，提示野生型 EL和 584C→T变异型 EL已在 HUVEC细胞

中稳定表达，故此表明本研究已成功建立了野生型 EL 和
584C→T变异型 EL的转染细胞模型。进一步研究转染不同载

体对 HUVEC细胞生长的影响，结果显示空载体、野生型 EL和
584C→T变异型 EL转染细胞与正常 HUVEC细胞的形态基本
一致，且生长曲线和细胞倍增时间也无差异。这表明转染不同

载体不会对 HUVEC细胞生长造成损害，因此，本试验构建成

功的转染细胞模型可用于后续野生型 EL和 584C→T变异型
EL的功能研究。

综上所述，本研究成功构建了人内皮脂酶野生型和

584C→T变异型真核稳定表达载体及相应的转染细胞模型，为

研究 584C→T变异对内皮脂酶功能的影响奠定了基础。
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