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可稳定表达ZsGreen1基因的正常细胞

来源单核细胞株的构建
黄嘉莹  谭智海  颜梓淇  崔毅峙  王通  郭嘉慧* 

(暨南大学生命与健康工程研究院, 广州 510632)

摘要      为探索构建可表达外源基因的正常细胞来源单核细胞株的可行方案, 该研究分别尝

试以脂质体转染法、腺病毒载体感染法和含Tet-On调控元件的慢病毒载体感染法, 构建可表达绿

色荧光蛋白的SC细胞株。经慢病毒感染和靶向扩增获得稳定表达目的基因的SC细胞后, 该研究

进而验证了该细胞可否在PMA诱导下分化为典型的巨噬细胞。研究结果显示, 脂质体转染法和腺

病毒载体感染法未能有效导入外源基因至SC细胞; 经慢病毒感染和靶向扩增, 该研究成功构建了

2株可稳定表达ZsGreen1基因的SC细胞株(SC-ZsGreen1), 其ZsGreen1阳性表达率均高于95%; SC-
ZsGreen1细胞与SC细胞经PMA处理后均具相似的巨噬细胞表型特征, 包括CD11b和CD14表达升

高、吞噬能力上调和趋化因子IL-8分泌水平上升。综上, 该研究报道了一种构建可稳定表达外源

基因的正常人外周血来源单核细胞株的可行方案。
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Establishment of Normal Cell-Derived Monocyte Cell Line Stably 
Expressing the ZsGreen1 Gene

Huang Jiaying, Tan Zhihai, Yan Ziqi, Cui Yizhi, Wang Tong, Guo Jiahui*
(Institute of Life and Health Engineering, Jinan University, Guangzhou 510632, China)

Abstract       It is demanded in the field of immunology to establish monocyte cell lines derived from normal 
human cells that stably express exogenous genes. To address this question, we employed multiple methods to 
transfect the ZsGreen1 gene into the normal human SC monocytic cells, including Lipofectamine® 3000, adenovirus 
and Tet-on element containing lentivirus. We found that the transfection/infection rates by using Lipofectamine® 
3000 and adenovirus in SC cells were 0.66% and 0%, respectively. The infection rate of Tet-on lentivirus was 
8.5% in SC cells. ZsGreen1+ SC cells (SC-ZsGreen1 cells) were then screened out and cultured, resulting in the 
acquisition of two SC-ZsGreen1 cell strains. Both stains reached over 95% of the positive ZsGreen1 expression 
rate. Next, we used PMA to allow these cells to differentiate into macrophages. In addition to the upregulated 
phagocytotic effect, PMA introduced increased CD11b and CD14 expression, and promoted IL-8 secretion in both 
SC-ZsGreen1 cell stains, similar to SC cells. In conclusion, we reported a feasible strategy for the establishment of 
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巨噬细胞是天然免疫的主要执行者, 主导外来

病原体的清除、经典炎症微环境(即M1型活化)的形

成以及凋亡小体的吞噬等重要生物过程[1]。同时, 巨
噬细胞在病毒感染状态下和肿瘤微环境中也存在活

化现象, 该活化形式被称为M2型活化, 其在调控疾

病的发生和进展中扮演重要的角色[2-3]。

目前, 肿瘤来源的单核细胞系往往被用来诱导

分化为巨噬细胞, 这些细胞系包括THP-1、ML-2和
U937细胞[4]。在涉及肿瘤机制的研究中, 这些细胞

模型因不能代表正常巨噬细胞而存在局限性[5-6]。

而以人原代单核来源巨噬细胞(monocyte-derived 
macrophages, MDM)为代表的细胞模型虽然来源于

正常细胞, 但其受限于血源严重不足, 分离操作繁琐

等因素, 因此, 需消耗大量时间和科研经费才能获

得足够量的细胞[4,7]。为了解决上述问题, 本研究团

队已对一株正常单核细胞来源的SC细胞株进行了

表征, 并证明了其在PMA诱导后可分化成巨噬细胞

(SC-巨噬细胞), 且经LPS活化后具有典型的M1表型

特征(待发表)。可见, SC-巨噬细胞是理想的人巨噬

细胞体外模型, 其获取简便, 可极大提高研究效率。

在分子细胞生物学领域, 外源基因的过表达是

机制研究的必要手段。然而, 正常人单核/巨噬细胞

的低转染效率是领域内的一个突出问题[8]。即使利

用肿瘤来源细胞株进行实验, 也难以达到令人满意

的转染效率。例如, 颜文杰等[9]曾利用脂质体转染

GFP基因至THP-1巨噬细胞中, 其GFP阳性表达率仅

2%左右。既然SC细胞具备无限扩增能力, 又来源于

正常单核细胞, 那么即便瞬时转染无法达到较高的

转染效率, 也可通过扩增携带目的基因的SC细胞建

立过表达模型。据此, 本研究分别使用了3种实验室

常用的外源基因导入法(脂质体转染法、腺病毒载

体感染法和慢病毒载体感染法)将报告基因(绿色荧

光蛋白基因)导入SC细胞, 探索构建可表达外源基因

的正常人外周血来源单核细胞株的可行性。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   主要细胞      SC(CRL-9855™)细胞、HEK-293
细胞和293T细胞均购自美国典型培养物保藏中心

(American Type Culture Collection, ATCC)。
1 .1 .2    主要试剂与仪器       L ipofec tamine ® 
3000(lipo3000)转染试剂盒、0.5 μm FluoSpheres® 
carboxylate-modified Flurescent microspheres(0.5 μm
荧光微球 )、IMDM(Iscove’s Modified Dulbecco’s 
Medium)培养基、胎牛血清 (fetal bovine serum, 
FBS)、HT添加剂(次黄嘌呤钠和胸腺嘧啶)、丙酮

酸钠、青霉素和链霉素购自ThermoFisher Scientific
公司; 2-巯基乙醇(2-Mercaptoethanol)、碳酸氢钠

(sodium bicarbonate)和豆蔻佛波醇乙酯(phorbol 12-
myristate 13-acetate, PMA)购自Sigma公司; 环丙沙星

购自广州南新制药有限公司; 强力霉素(doxycycline, 
DOX)购自生工生物工程(上海)股份有限公司; 流
式抗体PE anti-human CD11b Antibody、FITC anti-
human CD14 Antibody、Human TruStain FcX™和

同型对照抗体均购自Biolegend公司; 人炎症相关

细胞因子检测试剂盒 [BD Cytometric Bead Array 
(CBA) Human Inflammatory Cytokines Kit]购自BD 
Biosciences公司; 携eGFP基因的腺病毒载体(Ad-
eGFP)购自百恩维生物科技有限公司; 绿色荧光

蛋白真核表达质粒pEGFP-N1、慢病毒包装用质

粒载体pMD2.G、psPAX2、pLVX-Tet3G和pLVX-
TRE3G-ZsGreen1均为本实验室保存。

C6流式细胞分析仪(BD Accuri™ C6 flow cyto-
meter)购自BD Biosciences公司; 倒置荧光显微镜购

自Olympus公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      SC细胞以完全IMDM培养基(含
10% FBS、0.05 mmol/L 2-巯基乙醇、0.1 mmol/L
次黄嘌呤钠、0.016 mmol/L胸腺嘧啶和1.5 g/L碳酸

氢钠)进行培养。HEK-293细胞和293T细胞以完全

DMEM培养基(含10% FBS、1 mmol/L丙酮酸钠、

100 U/mL青霉素、100 mg/L链霉素和10 mg/L环丙

沙星)进行培养。

1.2.2   脂质体转染法导入外源基因      脂质体转染

实验依照Lipo3000转染试剂盒说明书进行。细胞

按4×105个/孔接种于6孔板中过夜培养。转染时, 先
将培养上清更换为1 mL不含血清的培养基。以不

含血清的培养基分别稀释试剂盒提供的lipo3000和

normal cell-derived monocyte cell lines stably expressing the exogenous gene of ZsGreen1.
Keywords       normal cell; monocytes; stable expression; exogenous gene; Tet-on lentivirus
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P3000, 终体积50 μL。取2 μg pEGFP-N1质粒, 与稀

释后的P3000和lipo3000先后混匀。室温孵育20 min
后, 加至细胞培养体系中。置培养箱内孵育6 h后, 
更换新鲜完全培养基继续培养24 h后置于倒置荧光

显微镜下观察。

1.2.3   腺病毒感染法导入外源基因      感染过程参

照Tang等[10]的实验方法作相应修改后进行。于6孔
板中每孔接种4×105个细胞, 过夜培养。感染时将培

养上清更换为不含血清的培养基, 并依据感染复数

(multiplicity of infection, MOI)加入Ad-eGFP; 本研究

采用MOI=1。感染2 h后, 更换新鲜完全培养基继续

培养24 h, 然后置于倒置荧光显微镜下观察。

1.2.4   慢病毒感染法导入外源基因      本研究采用

含Tet-On调控元件的慢病毒载体系统, 构建条件表

达绿色荧光蛋白ZsGreen1的SC细胞株。该慢病毒

载体系统由2个慢病毒组成, 分别为Lenti-Tet-On和
Lenti-ZsGreen1。双慢病毒感染流程参照Khader
等[11]的方法加以修改。293T细胞培养至覆盖度约

80%时, 按1.2.2所述方法转染2 μg pMD2.G质粒、

psPAX2质粒及pLVX-Tet-On 3G质粒。24 h后收集

培养上清, 以0.45 μm滤膜过滤去除细胞碎片, 获得

Lenti-Tet-On病毒原液。以相同方法转染2 μg pMD2.
G质粒、psPAX2质粒及pLVX-TRE3G-ZsGreen1质粒

至293T细胞, 包装携ZsGreen1基因的慢病毒(Lenti-
ZsGreen1)。以Lenti-Tet-On病毒原液感染SC细胞, 孵
育7 h后重复感染1次, 7 h后更换完全培养基培养24 h。
再以Lenti-ZsGreen1病毒原液感染同一SC细胞2次, 
继续培养24 h。
1.2.5   ZsGreen1+ SC细胞挑选及扩增      强力霉素

(doxycycline, DOX)为四环素类抗生素, 可开放Tet-
On元件调控的基因表达。本研究以5 mg/L DOX诱

导1.2.4中构建的SC细胞24 h, 使其表达ZsGreen1。
调整细胞悬液浓度至5个/mL, 接种于96孔板, 每孔

200 μL。以含20% FBS的完全IMDM培养基培养24 h
后, 置荧光显微镜下观察。挑选仅含ZsGreen1+ SC
细胞的孔, 继续培养并观察ZsGreen1表达情况。待

细胞增殖, 获得SC-ZsGreen1细胞株。

1.2.6   PMA诱导SC细胞分化      细胞按4×105个/孔
接种于6孔板中, 加入终浓度为60 μg/L PMA诱导培

养48 h, 使其分化为巨噬细胞(待发表)。
1.2.7   表面标志物检测      轻柔吹落并离心收集

细胞, 并以PBS洗涤2次。以PBS重悬细胞后加入

Human TruStain FcX™, 室温孵育15 min以封闭Fc受
体。根据实验目的分别加入PE anti-human CD11b 
Antibody、FITC anti-human CD14 Antibody或相应

的同型对照抗体, 室温避光孵育20 min后, 离心弃上

清。加入PBS重悬细胞, 以70 μm滤膜过滤除去黏连

细胞团, 以C6流式细胞分析仪分析。

1.2.8   吞噬能力检测      向SC细胞或PMA诱导后的

巨噬细胞中加入0.5 μm荧光微球(80个微球/细胞), 
于培养箱孵育。24 h后吹打收集细胞, 离心并用PBS
洗涤2次。以C6流式细胞分析仪进行分析。

1.2.9   炎症相关细胞因子分泌水平检测      上清中

参与炎症反应的细胞因子IL-12p70、TNF-α、IL-10、
IL-6、IL-1β和IL-8的定量测定依据本团队以往的

方法[12]进行。将PMA诱导前后的SC细胞的培养基

更换为不含血清的培养基。分泌24 h后, 收集上清, 
300 ×g离心10 min去除细胞。将人炎症相关细胞因

子检测试剂盒提供的6种捕获珠和带PE荧光素的检

测抗体与待检测上清混匀, 室温避光孵育3 h, 使其通

过抗原抗体反应“形成捕获珠–细胞因子–检测抗体”
的三明治样复合物。200 ×g离心5 min, 弃上清, 加入

洗涤液洗涤沉淀1次。200 ×g离心5 min, 弃上清, 以
洗涤液重悬沉淀, 于C6流式细胞分析仪上样分析。

2   结果
2.1   脂质体转染法对SC细胞的转染效率较低

本研究中首先尝试使用脂质体转染法将eGFP
基因导入SC细胞。对HEK-293细胞也进行同样的

操作, 作为阳性对照, 并在转染24 h后观察细胞的绿

色荧光蛋白表达情况(图1)。与各自未经转染的细

胞(阴性对照)相比, HEK-293细胞和SC细胞经脂质

体转染后均未见明显的细胞形态改变。HEK-293细
胞经转染后保持扁平多边形的形态特征(图1A), 而
SC细胞经脂质体转染后仍保持清澈透亮的球状形

态(图1B)。
在紫外光激发下, 上述两株细胞经脂质体转染

后均出现绿色荧光(图1)。对典型视野进行图像采

集, 并使用Image J对图像中的细胞进行了计数。结

果显示, HEK-293细胞中超过一半细胞在脂质体转

染后可表达eGFP蛋白, 转染效率为52.05%(76/146)
(图1A)。而只有极少量的SC细胞在脂质体转染

后可显示出绿色荧光, 在典型视野中转染效率仅

0.66%(2/305)(图1B)。这些结果显示, 使用脂质体转
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染法将eGFP基因导入SC细胞的效率欠佳。

2.2   腺病毒载体感染法未能将eGFP基因导入SC
细胞

在常规细胞转染应用中, 以腺病毒为载体将外

源基因导入靶细胞的方法比脂质体转染法具更高的

转染效率[13]。因此, 本研究尝试使用该方法将eGFP
基因导入SC细胞。结果显示, 以1 MOI的Ad-eGFP
感染后, HEK-293细胞出现以皱缩变圆和抱团黏连

为特征的细胞病理变化, 而感染后的SC细胞未见明

显形态异常(图2)。

在典型视野下, 85%(90/105)HEK-293细胞可表

达eGFP蛋白(图2A); 而SC细胞并未出现绿色荧光, 
阳性表达率为0%(0/705)(图2B)。可见, 腺病毒载体

感染法也不适用于将外源基因导入SC细胞。

2.3   慢病毒载体感染法成功导入ZsGreen1基因至

SC细胞

与脂质体和腺病毒载体相比较, 慢病毒载体可

将外源基因整合至宿主细胞基因组中, 并稳定遗传

至子代细胞[14]。利用这一特性, 本研究使用含Tet-
On调控元件的慢病毒载体系统, 尝试构建稳定表达

HEK-293细胞(A)和SC细胞(B)经脂质体转染前后的明场和荧光图像。黄色箭头指示成功转染的SC细胞。标尺=200 μm。

Representative bright field and fluorescent images of HEK-293 cells (A) and SC cells (B) with Lipofectamine® 3000 transfection. Yellow arrows 
indicate the GFP+ SC cells. Scale bars=200 μm.

图1   脂质体法eGFP基因转染HEK-293细胞和SC细胞效果的比较

Fig.1   Comparison of the transfection effect of eGFP on HEK-293 and SC cells with Lipofectamine® 3000

(A) (B)
HEK-293 SC

Liposome– Liposome+ Liposome– Liposome+

腺病毒载体(Ad-eGFP)感染HEK-293细胞(A)和SC细胞(B)的明场和荧光图像。标尺=200 μm。

Representative bright field and fluorescent images of HEK-293 cells (A) and SC cells (B) infected by the adenovirus of Ad-eGFP. Scale bars=200 μm.
图2   腺病毒载体(Ad-eGFP)法感染HEK-293细胞和SC细胞效果的比较

Fig.2   Comparison of infection effects of adenovirus of Ad-eGFP on HEK-293 cells and SC cells

(A) (B)HEK-293 SC
Ad-eGFP– Ad-eGFP+ Ad-eGFP– Ad-eGFP+
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ZsGreen1的SC细胞株。

SC细胞完成双慢病毒感染后, 在DOX诱导下, 
将开放ZsGreen1基因表达绿色荧光蛋白。在典型

视野下, 部分SC细胞出现绿色荧光, 表明Tet-On和
ZsGreen1双基因的成功导入。典型视野下ZsGreen1
表达的细胞占比为8.5%(33/388)(图3A)。

由于目标基因已被整合至SC细胞基因组, 故可

通过挑选并扩增阳性细胞, 提高ZsGreen1的阳性表

达率。将上述SC细胞稀释并接种于96孔板, 每孔约1
个细胞。选择阳性表达ZsGreen1的细胞进行扩增培

养。培养16天后, 对细胞ZsGreen1蛋白表达情况再

次进行观察, 发现其中两个孔内的细胞已大量增殖, 
且绝大部分细胞在荧光激发下可发出绿色荧光(图
3B和图3C)。继续扩增, 得到2株ZsGreen1+ SC细胞, 
分别命名为: SC-ZsGreen1-7G和SC-ZsGreen1-10B。
其ZsGreen1的阳性表达率分别为99.4%和96.1%(图

A: Tet-On慢病毒感染后SC细胞的明场和荧光图像; B、C: SC-ZsGreen1-7G细胞株(B)和SC-ZsGreen1-10B细胞株(C)在筛选扩增第1天(左)和第

16天(右)时的生长情况。黄色箭头指示成功感染Lenti-Tet-On和Lenti-ZsGreen1的SC细胞。标尺=200 μm。D、E: SC-ZsGreen1-7G细胞株(D)和
SC-ZsGreen1-10B细胞株(E)经DOX诱导前后ZsGreen1的阳性表达率流式细胞术结果。DOX诱导前后分别以黑色和红色线表示, 阳性表达率以

红字表示。

A: representative bright field and fluorescent images of SC cells infected by both Lenti-Tet-On and Lenti-ZsGreen1. B,C: SC-ZsGreen1-7G cells (B) 
and SC-ZsGreen1-10B cells (C) cultured for 1 day (left) and 16 day (right), respectively. Yellow arrows indicate the Tet-on+ ZsGreen1+ SC cells. Scale 
bars=200 μm. D,E: the positive ZsGreen1 expression rate in SC-ZsGreen1-7G cells (D) and SC-ZsGreen1-10B cells (E) per flow cytometry. Red and 
black lines indicate the expression of ZsGreen1 in SC-ZsGreen1 cells with and without treatment of DOX, respectively. The percentages of ZsGreen1+ 
cells are shown in red.

图3   利用Tet-On慢病毒载体系统构建的SC-ZsGreen1细胞株及其绿色荧光蛋白表达情况

Fig.3   SC-ZsGreen1 cell strains constructed with the Tet-On lentivirus and the ZsGreen1 expression
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3D和图3E)。
2.4   SC-ZsGreen1细胞经PMA诱导后CD11b和
CD14表达量上调

本团队已在另一项研究中证明了SC细胞可被

PMA诱导分化成巨噬细胞(待发表)。因此, 本研究

接下来验证了所构建的2株SC-ZsGreen1细胞株经

PMA诱导后, 是否仍可高表达巨噬细胞表面标志物

CD14和CD11b。流式结果显示, 2株SC-ZsGreen1细
胞经PMA处理后均高表达CD14和CD11b, 符合巨噬

细胞的表型特征。其表达量的上调幅度及变异系数

(coefficient of variation, CV)均小于SC细胞。与SC细
胞相比, 2株SC-ZsGreen1细胞在PMA处理前的CD14
本底表达量均稍高于SC细胞, MFI均为4 800左右。

PMA处理后, SC-ZsGreen1-7G细胞的MFI为9 609.31, 
约为处理前的2倍; SC-ZsGreen1-10B细胞的MFI为8 
853.88, 约为处理前的1.8倍。而CV分别为46.20%和

36.99%, 均小于SC细胞(CV=93.84%)(图4A)。
在CD11b方面, 2株SC-ZsGreen1细胞的本底表

达量均略低于SC细胞, 其MFI分别为2 245.81(SC-

ZsGreen1-7G)和1 916.63(SC-ZsGreen1-10B), 但CV
值均小于SC细胞 (CV=94.11%), 分别为 59.19%和

63.50%。经PMA处理后 , SC-ZsGreen1-7G细胞和SC-
ZsGreen1-10B细胞的CD11b表达量分别约为处理前的

3.4倍(MFI=7 713.85)和4.2倍(MFI=8 061.96); CV分别

为68.74%和70.29%, 均小于SC细胞的97.33%(图4B)。
2.5   PMA诱导后的SC-ZsGreen1细胞具吞噬能力

具吞噬能力是巨噬细胞的基本表型特征之一[1], 
故可利用0.5 μm荧光微球检测细胞的吞噬能力。流

式结果显示, 与荧光微球孵育24 h后, 仅1.6%的SC细
胞吞入荧光微球, 2株SC-ZsGreen1细胞中该比例分

别为1.0%和1.3%, 基本不具吞噬能力。经PMA处理

后, 41.7%的SC细胞可吞入荧光微球。而相同条件下, 
SC-ZsGreen1-7G和SC-ZsGreen1-10B细胞具较弱的

吞噬能力, 可吞噬荧光微球的细胞分别占总细胞数

的13.8%和9.7%(图5)。
2.6   PMA可诱导SC-ZsGreen1细胞的趋化因子分

泌水平上升

巨噬细胞可分泌多种炎症相关细胞因子[1]。因

PMA介导的SC细胞、SC-ZsGreen1-7G细胞和SC-ZsGreen1-10B细胞的CD14(A)和CD11b(B)流式细胞术分析结果。

Flow cytometry analysis of CD14 (A) and CD11b (B) expression of SC cells, SC-ZsGreen1-7G cells and SC-ZsGreen1-10B cells. 
图4   PMA介导的SC细胞和SC-ZsGreen1细胞株的CD14和CD11b表达

Fig.4   Expression of CD14 and CD11b in SC cells and SC-ZsGreen1 cells mediated by PMA
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此, 本研究对细胞培养上清中的细胞因子IL-12p70、
TNF-α、IL-10、IL-6、IL-1β和IL-8进行了定量检测

(表1)。结果显示, 在SC细胞分泌的上清中, 上述6
种细胞因子的浓度均低于检出限。经PMA处理后, 
SC细胞分泌少量T细胞刺激因子IL-12p70, 浓度为

2.05 ng/L; 促炎细胞因子IL-6和趋化因子IL-8分泌

量明显增加, 分别为17.47 ng/L和789.9 ng/L; 促炎细

胞因子TNF-α和IL-1β以及抑炎因子IL-10的浓度均

低于检出限。SC-ZsGreen1-7G和SC-ZsGreen1-10B
细胞的细胞因子分泌情况与SC细胞大体一致: IL-
12p70、TNF-α、IL-10和IL-1β在PMA处理前后的分

泌量基本不变且与SC细胞相当; IL-8的分泌量明显

表1   PMA处理前后SC-ZsGreen1细胞株和SC细胞分泌的炎症相关细胞因子水平

Table 1   Concentration of inflammatory cytokines in the supernatant of PMA-treated SC and SC-ZsGreen1 cells

炎症因子

Inflammatory cytokines  
SC (ng/L) SC-ZsGreen1-7G (ng/L) SC-ZsGreen1-10B (ng/L)

PMA– PMA+ PMA– PMA+ PMA– PMA+

IL-12p70 0.05a 2.05 0.05a 0.39a 1.14a 1.52a

TNF-α 0a 1.03a 0a 0.28a 0.68a 0a

IL-10 0a 0a 0a 0a 0a 0a

IL-6 0a 17.47 0a 0a 0a 0a

IL-1β 0a 0.2a 0a 0a 0a 0a

IL-8 1.44a 789.9 0a 16.75 1.62a 23.56
a低于试剂盒检出下限。各炎症相关细胞因子检出下限值具体如下: IL-12p70为1.9 ng/L、TNF-α为3.7 ng/L、IL-10为3.3 ng/L、
IL-6为2.5 ng/L、IL-1β为7.2 ng/L和IL-8为3.6 ng/L。
a below the low limit of detection limit (LLD). The LLDs were 1.9 ng/L for IL-12p70, 3.7 ng/L for TNF-α, 3.3 ng/L for IL-10, 2.5 ng/L 
for IL-6, 7.2 ng/L for IL-1β and 3.6 ng/L for IL-8.

PMA处理前后SC细胞(A)、SC-ZsGreen1-7G细胞(B)和SC-ZsGreen1-10B细胞(C)吞噬能力的流式细胞分析结果。吞入荧光微球的细胞占比以

红字表示。

Phagocytosis of SC cells (A), SC-ZsGreen1-7G cells (B) and SC-ZsGreen1-10B cells (C) pre- and post-treatment with PMA, respectively. The 
percentages of phagocytic cells are shown in red.

图5   PMA处理后SC细胞和SC-ZsGreen1细胞株的吞噬能力

Fig.5   Phagocytosis of SC cells and SC-ZsGreen1 cells treated with PMA
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增加, 分别为16.75 ng/L和23.56 ng/L, 但增加幅度明

显低于SC细胞。而IL-6在2株SC-ZsGreen1细胞的培

养上清中的浓度均低于检出限。

3   讨论 
单核细胞在人体免疫系统中有重要地位, 其在

一定条件下可诱导成树突状细胞或巨噬细胞[15-17]。

外源基因导入是研究特定基因产物对细胞功能影响

的常用手段。然而, 单核细胞难转染或转染效率低

是研究者面临的难题之一。就M2型活化, 本团队曾

报道, 结直肠癌细胞可通过外泌体向小鼠骨髓来源

巨噬细胞转运以骨架重排为中心的蛋白质单元, 诱
导后者转变为肿瘤相关巨噬细胞, 并进而促进结直

肠癌细胞的活化及迁移[18]。本团队也曾以人原代

MDM作为研究材料, 从艾滋病患者原代单核细胞中

分离获得特殊的HIV-1病毒[19]。在上述的研究中, 均
曾遇到要研究某一靶基因功能, 却受限于难以将外

源基因导入单核/巨噬细胞的问题。

本研究利用慢病毒和靶向扩增的方法, 成功构

建了2株可稳定表达外源基因ZsGreen1的正常人来

源单核细胞株, 它们在PMA诱导分化后均可表现出

典型的巨噬细胞表型。上述结论提示, 在单核/巨噬

细胞中, 研究其他外源基因的功能机制时可考虑应

用此方法。不仅如此, 本研究还展示了诸多阴性结

果, 证明了这些转染或感染方法并不能满足上述研

究需要, 可为领域提供一定的参考。

本研究与其他团队在单核/巨噬细胞中导入外

源基因的工作有一定的可比性。目前研究者常使用

脂质体转染法、腺病毒载体感染法、慢病毒载体感

染法或电转染法向单核细胞导入外源基因[20-21]。例

如, Na等[22]利用腺病毒载体将GFP基因导入U937细
胞系, 其转染效率约62%。Schnoor等[15]在THP-1细胞

中使用优化的核转染技术, 转染效率达50%。然而, 
这些研究或以白血病等疾病来源的单核细胞为目标, 
或仅能实现瞬时表达。虽然不常见报道, 李涛等[23]

指出用AMAXA NucleoFector II电转仪电转染原代外

周血单核细胞, 可达60%的转染效率。但该研究未能

提供电转后的细胞生存率数据, 且后续研究较少。

值得强调的是, 本研究利用的含Tet-On调控元

件的慢病毒载体系统, 在导入外源报告基因的同时, 
引入了Tet-On转录调控表达系统。该系统广泛应

用于真核细胞的外源基因过表达, 具低剂量依赖性

和无毒性等优势[24]。构建成功的SC-ZsGreen1细胞

株仅在培养基含DOX时, 方开放外源报告基因的转

录。因此, 可人为操纵该细胞株的外源基因表达时

机, 降低外源基因产物对细胞的影响。这在研究具

毒性的蛋白质时尤其有利。

不仅如此, 本研究构建的SC-ZsGreen1细胞株

仍保留了SC细胞的基本形态及功能特征, 包括: 细
胞形态无明显改变, 以及经PMA诱导后具高表达

CD14和CD11b、吞噬能力上调和趋化因子IL-8分泌

量明显升高的巨噬细胞表型特征。与本研究的结果

相比, Hultgren等[25]也发现, SC-巨噬细胞具备细胞伪

足伸出、高表达巨噬细胞表面受体等特征。

同时, 本研究所构建的2株SC-ZsGreen1细胞株

与SC细胞有表型差异, 具体表现在分化成SC-巨噬

细胞后, 细胞CD14和CD11b表达量、吞噬能力和炎

症相关细胞因子分泌水平方面。具体地, SC细胞经

PMA处理后, CD14和CD11b的荧光强度CV值分别

高达93.84%和97.33%, 提示SC细胞在单细胞水平存

在异质性。Stiebing等[26]发现, 用PMA诱导THP-1细
胞分化成巨噬细胞后, THP-1巨噬细胞的棕榈酸吸

收能力也存在异质性。另外, Lu等[27]在U937巨噬细

胞中发现, 单个细胞间存在不同的分泌蛋白模式。

Cassanelli等[28]的研究也发现, 在MCF-7细胞系中, 各
个细胞间的孕酮受体表达量存在较大差异, 且由这

些单细胞增殖而成的亚细胞系与原MCF-7细胞系具

明显的表型差异。据此可推测, SC-ZsGreen1-7G和

SC-ZsGreen1-10B细胞与SC细胞之间的表型差异现

象可以用SC细胞系本身的细胞异质性来解释。 
综上, 本研究首次报道了一种构建可稳定表达

外源基因的正常人外周血来源单核细胞株的可行方

案。使用含Tet-On调控元件的慢病毒载体系统结合

筛选扩增的方法, 可获得高阳性表达率的正常单核

细胞株, 且不改变单核细胞的基本特征。所获得的

稳定表达外源基因的SC细胞株有望广泛应用于单

核和巨噬细胞相关研究。 
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