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稳定表达牛催乳素基因的小鼠乳腺上皮细胞系
的建立
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摘 要: 在乳腺上皮细胞体外培养时, 为了使其状态接近泌乳期, 需要在培养基中添加催乳素. 由于催乳素价
格昂贵, 使得乳腺上皮细胞的体外培养成本颇高. 建立在体外培养过程中不需要添加催乳素蛋白的乳腺上皮
细胞系, 能为在细胞水平研究乳腺细胞相关基因提供诸多方便. 利用慢病毒载体的整合特性, 建立稳定整合了
牛催乳素 cDNA渊bPRL冤表达盒的小鼠乳腺上皮细胞系渊HC11细胞系冤. 经 10代次以上的传代以后, 通过定量
PCR检测, 证明平均每个细胞中含有 2.6个外源的 bPRL基因, 其表达量为 HC11细胞中管家基因 茁-肌动蛋白
渊茁鄄actin冤表达量的 14%左右. 另外, 先前的研究结果表明催乳素能在 HC11和泌乳期的小鼠乳腺上皮组织中有
效促进山羊 茁鄄酪蛋白启动子启动外源基因的表达. 之后的实验证实整合了催乳素基因的 HC11细胞渊bPRL鄄
HC11细胞系冤也有此功能. 因此, bPRL鄄HC11细胞系可以为体外研究乳腺生物反应器提供良好的细胞模型.
关键词: HC11细胞系; 催乳素; 慢病毒载体; 乳腺特异性基因; 乳腺生物反应器
中图分类号: Q291 文献标识码: A 文章编号: 1007鄄7847渊2013冤02鄄0100鄄06

The Establishment of a Mouse Mammary Epithelial Cell Line
in Which Bovine Prolactin Can be Stably Transcribed
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Abstract：The addition of prolactin is needed for mammary epithelial cell culture in order to maintain its
lactogenic feature, though it is costly. Therefore, establishing a prolactin鄄expressing mammary epithelial cell
line might be able to solve this huddle while maintains its lactogenic feature in culture. The establishment of
a prolactin鄄expressing mammary epithelial cell line via Lentiviral vector mediation to integrate a bovine pro鄄
lactin cDNA expression cassette (bPRL) into the mouse mammary epithelial (HC11) cell line was reported
here. Using qPCR analysis, it was demonstrated that the bPRL鄄expressing cell line (bPRL鄄HC11) bore with
2.6 copes of bPRL gene/cell, as a whole. The cells transcribed bPRL mRNA efficiently which was accounted
for 14% of 茁鄄actin mRNA detected by qRT鄄PCR. In addition, based on our previous finding of prolactin
could enhance the transgene expression driven by a goat 茁鄄casein promotor both in HC11 cells and in
murine mammary gland. And the bPRL鄄expressing HC11 cells could also appear the same function. There鄄
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HC11细胞系由 Ball等[1, 2]于 1988年分离得到.
作为一个小鼠乳腺上皮细胞系, HC11细胞系是体
外研究乳腺特异基因表达的良好模型. 在催乳素的
诱导下, HC11细胞系显示出其泌乳期的一些特征[3耀5].
然而,催乳素价格昂贵. 2012年, Sigma公司的鼠源催
乳素价格为 3 000元人民币每 50 滋g蛋白. 这些催乳
素只够配制 50 mL的 HC11培养液. 由此可见培养
HC11的成本之高. 为了降低培养成本, 我们希望通
过在 HC11细胞基因组中整合入催乳素基因并使其
稳定表达, 以获得一个既能维持原有 HC11细胞系
的乳腺上皮细胞特征, 又不需要在培养基中额外添
加催乳素的细胞系.

慢病毒载体具有将外源基因稳定整合入真核

细胞基因组的特性[6, 7]. 而本研究所之前的实验表明,
牛催乳素和鼠源催乳素类似, 具有促进山羊 茁鄄酪蛋
白（茁鄄casein）启动子启动下的外源基因在乳腺上皮
细胞中有效表达的能力[4]. 本研究利用慢病毒载体将
外源牛催乳素基因（bPRL）稳定地整合入 HC11 细
胞基因组中, 建成 bPRL鄄HC11细胞系. 牛催乳素基
因在该细胞系中能正常并稳定地转录, 推测牛催乳
素蛋白被分泌到细胞外后作用于细胞表面受体, 介
导 START5等途径诱导 HC11细胞使之更接近于泌
乳状态[5].
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株尧质粒和细胞株
感受态菌株 Top10由本实验室保存. 慢病毒载

体三质粒系统中用到的载体 FUGW、pCMV驻8.9 和
VSVG 由 Johns Hopkins University的王征宇博士提
供 . P1A3鄄LacZ、P1A3鄄EGFP 和 P1A3鄄hVWF 是在本
所构建的山羊 茁鄄酪蛋白启动子（P1A3）下分别克隆
了报告基因 LacZ (茁鄄半乳糖苷酶)或 EGFP (enhanced
green fluorscence)或 VWFh (human von Willebrand fac鄄
tor) 获得的载体. 293T细胞系、HC11细胞由中国科
学院上海生化所提供.
1.1.2 主要试剂

限制性内切酶从 TaKaRa、NEB和 Fermentas公
司购买; 质粒小提中量试剂盒从 Tiangen购买; 胶回

收试剂盒购自 Biomiga; Trizol、M鄄Mlv RTase 和
DNase I 购自 TaKaRa 公司 ; 定量 PCR 引物及
荧光探针（表 1）由华大基因公司和上海基康生
物技术有限公司合成.

1.1.3 培养基

LB琼脂糖培养基: 1%胰蛋白胨、0.5%酵母
提取物和 1% NaCl, 高压蒸汽灭菌. 293T细胞
培养基 : 含 10%FBS 和 1%青霉素 鄄链霉素的
DMEM.HC11细胞培养基: 含 10%FBS、青霉素鄄
链霉素、10 ng/L EGF 和 4 滋g/L 人胰岛素的
DMEM鄄F12（Gibco BRL）.
1.2 方法

1.2.1 质粒构建

慢病毒载体 F鄄bPRL 的构建 : BamH玉、
Hind芋酶切 pcDNA3.1(鄄)/P1A3+bPRL载体获得
牛催乳素 cDNA 基因（bPRL）, FUGW 载体经
BamH玉、EcoR玉酶切后与 bPRL 片段连接得到
F鄄bPRL 载体 . 我们所储存的 pcDNA3.1 (+ )鄄
dCMV鄄P1A3载体是在 pcDNA3.1(+)基础上删除
CMV 启动子 , 并在多克隆位点 Not玉上插入
P1A3启动子获得的载体. P1A3鄄LacZ载体是在
pcDNA3.1(+)鄄dCMV鄄P1A3载体的 P1A3启动子
下游 Xho玉位点插入 LacZ基因获得 . P1A3鄄
EGFP载体是在 pcDNA3.1(+)鄄dCMV鄄P1A3载体
的 P1A3启动子下游 Apa玉位点插入 EGFP基
因获得. P1A3鄄hVWF 载体是在 pcDNA3.1 (+)鄄
dCMV鄄P1A3载体的 P1A3启动子下游 Apa玉位

fore, the bPRL鄄HC11 cell line we generated can be a good cell model for the study of mammary gland bio鄄
reactor in vitro.
Key words: HC11 cell line; prolactin; lentivirus vector; mammary specific genes; mammary gland bio鄄reactor

（Life Science Research，2013，17（2）：100耀105）

表 1 引物和探针序列
Table 1 List of primers and probes

Primer or Probe
FP鄄2
RP鄄2
q鄄LTR
mBA鄄F
mBA鄄R
q鄄mBA
LacZ鄄qF
LacZ鄄qR
hVWF鄄F
hVWF鄄R
mBA鄄F2
mBA鄄R2

Primer sequence (5忆鄄3忆)
TTTAAGACCAATGACTTACAAGGCA
TTGTCTTCGTTGGGAGTGAATTAG
F鄄CTGTAGATCTTAGCCACTTT鄄P
TCTGGCTCCTAGCACCAT
GCTGATCCACATCTGCTGGAA
FATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGCP
CGCTGGAGTGACGGCAGTTATC
ATCGCTGATTTGTGTAGTCGG
GACTTCCAGAATGGCAAGAG
TCACCGGACAGCTTGTAGTA
CCAACCGTGAAAAGATGACCC
GGAGAGCATAGCCCTCGTAG
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点插入 VWFh 基因获得. 载体结构见图 1.

1.2.2 携带 bPRL 基因的慢病毒载体包装
采用三质粒系统包装病毒 . 转移质粒 F鄄

bPRL、包装质粒 pCMV驻8.9和包膜质粒 VSVG均
用 EndoFree PlasmidMaxi kit (Qiagen) 进行纯化.
在 10 cm细胞培养皿中, 3种质粒按分子数量 1颐
1颐1转染事先铺好的 293T细胞. 转染前一天, 细
胞密度为 40%左右. 具体转染步骤按照 ProFec鄄
tion誖 Mammalian Transfection System鄄Calcium Ph鄄
osphate (promega)试剂盒的使用说明书操作. 转染
8 h后去除转染试剂, 加入 10 mL新鲜的完全培
养液. 继续培养 3 d 以后, 吸取培养液到 15 mL
离心管中, 1 000 r/min离心 5 min, 去除细胞碎片.
取上清, 用 0.4 滋m 孔径的过滤器过滤后 , 4 益 ,
18 000 r/min 离心 2 h 将病毒离心下来. 去除上
清, 在冰浴中加入 50 滋L Hanks液溶解并重悬病
毒过夜. 第二天, 分装病毒重悬液, 并于-80 益保
存待用.
1.2.3 病毒颗粒感染 HC11细胞

感染前一天将 HC11细胞铺在 6孔板中, 密
度约 40%, 到感染当天细胞密度达到 80%~90%
左右. 从-80 益中取出病毒置于冰上融化后, 用含
有 1/1 000 polybrene（Sigma）的 RPMI1640 培养
液稀释至 800 滋L, 将病毒稀释液加入到事先铺好
的 HC11细胞表面进行感染. 24 h后去除病毒感
染液,加入 2 mL新鲜的完全培养液. 继续培养 8 h
后, 用胰酶消化并转移到 10 cm细胞培养皿中扩
大培养. 在培养皿中传代并扩大培养 10代以后,
收集并保存该细胞用于后续的实验.
1.2.4 定量 PCR 检测基因组中 bPRL 基因的拷
贝数

分别取 3伊106个 HC11细胞和 bPRL鄄HC11细
胞, 用 Genomic DNA Isolation Kit (Foregene)纯化
基因组 DNA. 采用绝对定量的方法对慢病毒特征
序列 LTR 以及内参基因 茁鄄actin 进行荧光定量 .
定量探针 qLTR、mBA和引物 FP鄄2、RP鄄2、mBA鄄F、
mBA鄄R由基康公司（上海）设计合成（见表 1）. 每
个整合入染色质中的原病毒含有 2 个 LTR 元件
和 1个 bPRL 基因, 因此每个细胞中含有的 bPRL
基因拷贝数是 LTR 分子个数的一半. 根据以下公
式计算平均每个细胞中 bPRL基因的拷贝数:
bPRL基因拷贝数= LTR拷贝数2 = LTR分子个数

茁鄄actin分子个数
1.2.5 定量 PCR检测 bPRL基因的转录水平

分别取 106 个 HC11 细胞和 bPRL鄄HC11 细
胞, 用 Trizol RNA抽提试剂抽提总 RNA, DNaseI
处理去除残留基因组 DNA 后, 以 Oligo dT 为引
物进行反转录反应获得第一链 cDNA. 采用绝对
定量的方法对 LTR 以及 茁鄄actin的 cDNA进行定
量. 每个 bPRL 基因的 mRNA分子含有一个 LTR
序列, 计算获得 bPRL 相对于 茁鄄actin的表达量.
1.2.6 外源基因瞬时转染 HC11 细胞和 bPRL鄄
HC11细胞

提前 1 d在 6孔板或 12孔板中铺细胞, 使得
转染当天细胞密度达到 80%~90%. 转染试剂采
用 LipofectinTM 2 000 (invitrogene), 转染量与操作
参照使用说明书. 转染后 8 h更换新鲜培养液, 继
续培养 40 h后可以直接进行 茁鄄半乳糖苷酶原位
染色（碧云天）检测 LacZ的活性. 也可以胰酶消
化细胞用流式细胞仪（FACS）检测 EGFP 阳性率
和荧光强度. 或收集细胞进行 RNA抽提.
1.2.7 用 茁鄄半乳糖苷酶原位染色法在蛋白水平
检测乳腺特异性表达载体 P1A3鄄LacZ的活性

在 12 孔板中 , P1A3鄄LacZ 分别瞬时转染至
HC11细胞和 bPRL鄄HC11细胞中, 使用 茁鄄半乳糖
苷酶原位染色试剂盒（碧云天 RG0039）进行染色
试验, 表达 茁鄄半乳糖苷酶的细胞将被染成蓝色.
细胞转染 48 h后, 严格按照试剂盒使用说明书进
行染色操作. 染色完成后, 在普通光学显微镜下
观察, 并统计被染成蓝色的细胞数目.
2 结果与分析

2.1 整合入HC11细胞的催乳素基因拷贝数检测
提取病毒感染后的 HC11 细胞（bPRL鄄HC11

细胞）基因组 DNA, 以小鼠 茁鄄actin基因作为内参,

P1A3
P1A3
P1A3 hVWF

EGFP
LacZ PolyA

PolyA
PolyA

CMV R U5 吟U3 R U5flap Ubp bPRL WRE
(A)

(B)
图 1 载体构建图
渊A冤 F鄄bPRL袁 用于慢病毒包装的转移载体曰渊B冤P1A3鄄LacZ,
P1A3鄄hVWF和 P1A3鄄EGFP.
Fig.1 Schematic presents the constructs used in the ex鄄
periments
(A) F鄄bPRL, lentiviral transfer vector; (B) Diagram of the vec鄄
tor of P1A3鄄LacZ袁P1A3鄄hVWF and P1A3鄄EGFP.
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表 2 qRT鄄PCR检测每个细胞的基因组中 bPRL基因拷
贝数

Table 2 bPRL copies in cell genomes were detected by
qRT鄄PCR

LTR quantity
1.02伊106

依7.2伊104

茁鄄actin quantity
3.92伊106

依3.2伊104

LTR copies/cell
5.2

bPRL copies/cell
2.6

图 2 qRT鄄PCR检测 bPRL的 mRNA水平
Fig.2 bPRL mRNA level detected by qRT鄄PCR
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图 3 RT鄄PCR检测 LacZ和 hVWF的 mRNA水平
A: P1A3鄄LacZ 或 P1A3鄄hVWF 转染 bPRL鄄HC11 细胞 曰B:
P1A3鄄LacZ 或 P1A3鄄hVWF 转染 HC11 细胞 ; C: P1A3鄄LacZ
或 P1A3鄄hVWF与 F鄄bPRL共转染 HC11细胞; 野+冶: 阳性对
照袁即以质粒作为模板的 PCR产物; 野-冶: 阴性对照袁即以无
菌水作为模板进行 PCR的结果.
Fig.3 mRNA of LacZ and hVWF were detected by RT鄄PCR
A: bPRL鄄HC11 cells were transfected with P1A3鄄LacZ or
P1A3鄄hVWF; B: HC11 cells were transfected with P1A3鄄LacZ
or P1A3鄄hVWF; C: HC11 cells were co鄄transfected with F鄄
bPRL and P1A3鄄LacZ or P1A3鄄hVWF; 野+冶: Positive control,
PCR production with the template of plasmids; 野-冶: Negative
control, PCR production without template.
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运用 qRT鄄PCR（Real time quantitative PCR）对病
毒特征序列 LTR 进行绝对定量. 每个实验样本做
3个复孔, 以确保定量 PCR的准确性. 同一样本
中, LTR 分子数与 茁鄄actin分子数的比值乘以 2即
为每个细胞中 LTR 的拷贝数. 由于原病毒中每个
bPRL 外源基因两侧携带两个 LTR 序列 , 因此
bPRL 的拷贝数为 LTR 序列拷贝数的一半. 计算
获得平均每个细胞含有 bPRL基因 2.6个拷贝.

2.2 牛催乳素基因在 bPRL鄄HC11细胞中的表达
提取 HC11 细胞和 bPRL鄄HC11 细胞的总

RNA, 经 DNase I处理后, 以 Oligo dT作为反转录
引物进行反转录获得第一链 cDNA. 采用 Taq鄄
Man荧光探针对 cDNA中 LTR 和 茁鄄actin的分子
数进行绝对定量. 与基因组序列不同的是, 一条
bPRL 基因的 mRNA链只含有一个 LTR 序列, 故
bPRL 的 mRNA数量与 LTR分子个数相同. 对定
量结果进行分析以后发现, 在 bPRL鄄HC11细胞中
bPRL的 mRNA数量达到了 茁鄄actin mRNA分子数
的 14%左右 , 而在 HC11 细胞中几乎检测不到
bPRL 的转录本（图 2）. 这一结果表明我们所建立
的 bPRL鄄HC11细胞能有效表达牛催乳素基因.

2.3 bPRL鄄HC11细胞促进山羊 茁鄄酪蛋白启动子
启动的外源基因的转录

蒋和李等 [8, 9]的研究表明牛的催乳素促进山
羊 茁鄄酪蛋白启动子下人转铁蛋白的表达. 为了检
测 bPRL鄄HC11细胞是否促进乳腺特异性启动子
的转录, 我们构建了一系列由山羊 茁鄄酪蛋白启动

子(P1A3)启始的外源基因表达[10]. 茁半乳糖苷酶基
因（lacZ）、加强型绿色荧光蛋白基因（EGFP）和人
血管性血友病因子基因（hVWF）分别构建在
P1A3 下游获得真核表达载体 P1A3鄄LacZ、P1A3鄄
EGFP 和 P1A3鄄hVWF（图 1, B）. P1A3鄄LacZ 和
P1A3鄄hVWF 分别瞬时转染 HC11 细胞和 bPRL鄄
HC11细胞. 转染后提取 RNA, RT鄄PCR比较各外
源基因在两种细胞中的表达水平. 以 LacZ鄄qF和
LacZ鄄qR为引物扩增 LacZ基因片段, 以 hVWF鄄F
和 hVWF鄄R为引物扩增 hVWF基因片段. 结果显
示, 各基因在 bPRL鄄HC11细胞中的表达水平均高
于 HC11细胞中的表达（图 3）.这说明牛催乳素基
因在 bPRL鄄HC11细胞中的表达能够有效促进乳腺
特异 茁鄄casein启动子启动下外源基因的表达.

2.4 在蛋白水平验证 bPRL鄄HC11 细胞能够促
进山羊 茁鄄酪蛋白启动子启动的外源基因的表达

质粒载体 P1A3鄄LacZ分别瞬时转染 HC11细
胞（表 3）和 bPRL鄄HC11 细胞（表 3）, 同时用 F鄄
bPRL和 P1A3鄄LacZ共转染 HC11细胞（表 3）作
为阳性对照. 转染 48 h后进行原位染色, 表达 茁
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表 3 茁鄄半乳糖苷酶原位染色结果
Table 3 Results of in situ 茁鄄galactosidase staining
Exp.
1
2
3
Mean

A
51
75
16

B
41
38
7

C
51
148
12

A/B
1.24
1.97
2.29

1.83依0.53
注 : A: P1A3鄄LacZ 转染 HC11 细胞 ; B: P1A3鄄LacZ 转染
bPRL鄄HC11; C: F鄄bPRL和 P1A3鄄LacZ共转染 HC11细胞.
Notes: A: HC11 cells transfected by P1A3鄄LacZ; B: bPRL鄄
HC11 cells transfected by P1A3鄄LacZ; C: HC11 cells trans鄄
fected by P1A3鄄LacZ and F鄄bPRL.

0
2
4
6
8

10

Negative control bPRL鄄HC11 HC11 Contransfection
图 4 FACS检测 EGFP阳性率
Fig.4 EGFP positive rate detected by FACS

半乳糖苷酶的细胞会被染成蓝色. 100倍光学显
微镜下计数被染成蓝色的细胞数量. 3次实验结
果（表 3）显示, bPRL鄄HC11细胞表达 茁鄄半乳糖苷
酶的量是 HC11细胞的 1.8倍左右（表 3）.

质粒载体 P1A3鄄EGFP 分别瞬时转染 HC11
细胞和 bPRL鄄HC11 细胞 , 同时用 F鄄bPRL 和
P1A3鄄EGFP共转染 HC11细胞作为阳性对照. 转
染 48 h后, 胰酶消化收集细胞, 进行 FACS检测.
结果显示（图 4）, bPRL鄄HC11细胞中 EGFP阳性率
最高. 茁 半乳糖苷酶原位染色实验和 EGFP Facs
检测结果均在蛋白水平上说明牛催乳素基因在

bPRL鄄HC11 细胞中的表达能够有效促进乳腺特
异启动子启动下外源基因的表达.

3 讨论与展望

在 RNA水平和蛋白水平验证 bPRL鄄HC11促
进 茁鄄酪蛋白启动子启动下外源基因的表达实验
涉及到单个质粒转染细胞和两个质粒共转染细胞

的比较. 由于单个质粒转染和两个质粒共转染的
转染效率可能会存在一定的差异, 把单转和共转
的实验结果进行比较虽然具有一定的参考价值,
但不是特别的严谨. 图 3、表 3和图 4中显示的实

验结果旨在比较外源基因在 bPRL鄄HC11细胞和
HC11 细胞中的表达差异, 而共转染实验组并非
本实验的重点, 仅供辅助参考.

大动物乳腺生物反应器是生产基因工程药物

的新方法[11~13]. 它具有成本低、产量高、效益好和
稳定性强等优点. 大动物（如奶牛、山羊）生长发
育周期较长, 研制大动物乳腺生物反应器需要投
入大量人力和物力, 研发周期较长. 因此, 进入大
动物实验之前, 必须使用乳腺上皮细胞体外培养
来验证乳腺特异性表达载体的有效性. 我们的
bPRL鄄HC11 细胞能够在细胞水平上为研究乳腺
特异启动子指导下的外源基因的表达及调控提供

良好的细胞模型, 它降低了细胞培养的成本并且
方便了实验操作, 为乳腺生物反应器提供了一个
良好的细胞模型.
致 谢: 衷心感谢曾溢滔院士, 任兆瑞教授和蒋
世忠博士对本文的悉心指导.
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