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超极化激活环化核苷酸门控通道2基因转染后293T细胞中目的基因的表达*★ 

李先花，李建美，陶四明，张新金 

 

 

文章亮点：观察 HCN2 基因重组质粒转染后 293T 细胞中目的基因在核酸和蛋白质水平的表达，发现质粒

CMV-hHCN2-3xHA-IRES-EGFP 成功转染后的 293T 细胞中 hHCN2 基因可以在核酸和蛋白水平表达。 

关键词：超极化激活环化核苷酸门控通道 2；293T 细胞；生物心脏起搏器；基因；基因重组质粒；起搏电流 

缩略语：超极化激活环化核苷酸门控通道：hyperpolarization-activated，cyclic nucleotide-gated，HCN 

 

摘要 

 

背景：研究证实超极化激活环化核苷酸门控通道电流在调控心脏的自发搏动中起着非常重要的作用。 

目的：观察超极化激活环化核苷酸门控通道 2 基因重组质粒转染后 293T 细胞中目的基因在核酸和蛋白质水平的表

达。 

方法：采用脂质体转染试剂 Lipofectamine2000 将含全长超极化激活环化核苷酸门控通道 2 基因的质粒

CMV-hHCN2-3xHA-IRES-EGFP 转染至 293T 细胞中。 

结果与结论：用脂质体转染试剂 Lipofectamine2000 成功地将质粒 CMV-hHCN2-3xHA-IRES-EGFP 转染至 293T 细

胞中。反转录 PCR 定性地检测到在 100-250 bp 处可见高度特异 DNA 的条带，与携带超极化激活环化核苷酸门控

通道 2 基因的质粒扩增出的片段位置相同。经过 RT-PCR、Western-blot 方法检测提示超极化激活环化核苷酸门控

通道 2 基因在 mRNA 和蛋白水平都有高表达。表明质粒 CMV-hHCN2-3xHA-IRES-EGFP 成功转染后的 293T 细胞

中超极化激活环化核苷酸门控通道 2 基因可以在核酸和蛋白水平表达。 

 

 

Expression of target gene in 293T cells transfected by hyperpolarization-activated cyclic 

nucleotide-gated channel 2 gene    

 

Li Xian-hua, Li Jian-mei, Tao Si-ming, Zhang Xin-jin 

 

Abstract 

 

BACKGROUND: Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (HCN) currently plays an important role in 

regulating heart spontaneous pulsation. 

OBJECTIVE: Target gene expression was observed at mRNA and protein level in 293T cells transfected with human 

hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel 2 (hHCN2) gene recombinant plasmid. 

METHODS: Plasmid CMV-hHCN2-3xHA-IRES-EGFP including full length hHCN2 gene was transfected into 293T cells 

by Liposome Lipofectamine 2000. Expression of hHCN2 mRNA was detected by reverse transcription polymerase chain 

reaction and real-time quantitative polymerase chain reaction respectively. Expression of HCN2 protein was examined by 

western blot method. 

RESULTS AND CONCLUSION: Plasmid CMV-hHCN2-3xHA-IRES-EGFP including full length HCN2 gene was 

successfully transfected into 293T cells by Liposome Lipofectamine 2000. Reverse transcription polymerase chain 

reaction detected the highly visible specific DNA bands at 100-250 bp, which was the same as hHCN2 gene carried by 

plasmid. Reverse transcription-polymerase chain reaction and western blot method results showed that hHCN2 gene 

was highly expressed at mRNA and protein levels. These findings suggest that hHCN2 gene was expressed at the 

nucleic acid and protein levels in 293T cells transfected by plasmid of CMV-hHCN2-3xHA-the IRES-EGFP. 

 

Li XH, Li JM, Tao SM, Zhang XJ. Expression of target gene in 293T cells transfected by hyperpolarization-activated cyclic 

nucleotide-gated channel 2 gene.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(36): 6779-6784.      
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0  引言 

 

正常心脏的节律有赖于窦房结发放冲动以

及完善的传导系统。缓慢型心律失常是由窦房

结自律性低下或传导系统阻滞引起，以心率减

慢为特征的一类心脏传导系统疾病
[1]
。目前对于

药物治疗无效的缓慢型心律失常患者，只能接

受人工心脏起搏器植入治疗
[2]
。近年，随着基因

工程学、遗传工程技术、分子生物学、细胞生

物学和细胞电生理技术的飞速发展，使生物起

搏器的研制成为可能
[3]
，为根治此类疾病提供一

种新方法。研究发现心脏的起搏主要由内向超

极化电流即起搏电流来调控，即If电流或起搏电

流的基因编码超极化激活环化核苷酸门控通道

(hyperpolarization-activated，cyclic nucleotide- 

gated，HCN)，HCN2是HCN家族中的一员，

其激活动力学和cAMP反应性较为均衡
[4]
，且与

维持稳定的心率和维持普通心肌细胞兴奋性有

关
[5-9]

，因此近年来多采用转染HCN2增强If来构

建生物起搏器
[10-11]

。本实验研究在体外将携带

有HCN2全长基因的重组质粒用脂质体转染至

293T细胞中，并运用反转录PCR和实时荧光定

量PCR及Western-blot的方法检测HCN2基因

在核酸和蛋白质水平的表达。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞-基因学体外观察。 

时间及地点：于2009-11/2010-01在中国

医学科学院医学生物研究所遗传室完成。 

材料：  

主要试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

293T细胞株及看家基因引物HBOA由中国

医学科学院医学生物研究所遗传室杨昭庆教授

赠 送 。 携 带 全 长 hHCN2 基 因 的 质 粒

CMV-hHCN2-3xHA-IRES-EGFP 由 美 国

Genecopoeia公司制备。 

实验方法： 

质粒的扩增、鉴定：在无菌环境下，将含

HCN2全长基因质粒的DH5α感受态细胞进行

扩增，取过夜培养的浑浊菌液用无内毒素质粒

小量制备试剂盒(离心柱型)提取质粒。 

根据GenBank中hHCN2基因序列(基因序

列号：NC000019.9)，用Premier5软件设计扩增

引物见表1，以提取的质粒分别为模板，以表1

中的3对引物分别为引物(质量浓度为10 mg/L)，

配制20 µL反应体系，进行PCR反应。取PCR产

物各5 µL进行1%琼脂糖凝胶电泳；取以引物

Qpcr23-67扩增的PCR产物进行基因测序。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

293T细胞的培养及传代：将冻存的293T细胞

株常规复苏，接种于100 mm培养皿(含1%双抗

和体积分数10%FBS的H-DMEM)中培养。24 h

换液。生长二三天达到90%融合时进行消化，

计数，测定细胞浓度。分别以每孔0.3×10
6
，

0.5×10
6
，0.6×10

6
，1.0×10

6
，1.2×10

6
，1.5×10

6

总量接种于6孔板中 (含1%双抗和体积分数

10%FBS的H-DMEM)，第2天观察生长密度、

筛选最佳接种量以备后续转染。 

细胞转染：转染前1 d，以合适的细胞总量

1.2×10
6
接种于6孔板(含体积分数10%FBS的

H-DMEM) 中 ， 以 备 转 染 。 第 2 天 按

Lipofectamine2000说明书做转染，设对照孔。 

总RNA提取：取转染48 h后的293T细胞，提

取总RNA。

试剂 来源 

HDMEM 培养基  

胎牛血清  

无内毒素质粒小量制备试剂盒 

(离心柱型)  

Lipofectamine2000 转染试剂  

膜蛋白提取试剂盒  

 

一抗(HCN2 羊抗人单抗)、 

二抗(驴抗羊 PE 单抗)  

Mouse Anti-β-Actin  

Polyclonal Antibody   

HYCLONE 公司 

GIBCO 公司 

北京百泰克生物技术 

有限公司 

Invitrogen 公司 

上海生工生物工程 

有限公司 

SANTA CRUZ 公司 

 

武汉博士德生物工程 

有限公司 

表 1  RT-PCR 目的基因的引物序列 
Table 1  RT-PCR primer sequences of the target 

genes 

Gene 
Upstream primer 

(5’→3’) 

Downstream 

primer (5’→3’) 

Fragment 

length 

(bp) 

 

Qpcr23 

 

GCC TCT CAC 

GCC TGA TCC 

GCT A 

 

GCA GAT CCT 

CAT CAC CGC 

GCT GG 

 

89 

Qpcr67 AGC GTG CTC 

ACT AAG GGC 

AAC AA 

CTC AGC GAA 

TAG AGG CGG 

CAG TA 

134 

Qpcr23-67 GCC TCT CAC 

GCC TGA TCC 

GCT A 

CTC AGC GAA 

TAG AGG CGG 

CAG TA 

886 
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RT-PCR定性检测hHCN2 mRNA的表达：取上步获得的

总RNA，用Super RT Kit试剂盒获取cDNA。取RT产物

cDNA(实验组)、cDNA(对照组)为模板，引物为Qpcr67，

内参为HBOA(上游引物：CAC AGA CAG TTC AGA 

AAG TGA TGG C；下游引物：TAG AGT AAG CAG 

GCT CCT CAG TGC；扩增基因片段长度为143 bp)，

配制总体积20 μL的反应体系，按以下条件进行PCR反

应：94 ℃，3 min；94 ℃，30 s；57 ℃，30 s；72 ℃，

1 min；94 ℃，30 s，25个循环；72 ℃，10 min。 

Sybr green qPCR定量检测hHCN2 mRNA的表达：分别

取RT产物实验组cDNA、对照组cDNA按Real Time 

PCR mix说明书配制20 μL反应体系，引物为Qpcr67，

内参为HBOA。 

蛋白提取：取转染72 h后的293T细胞分别提取总蛋

白及膜蛋白，以未做转染的293T细胞为对照组。BCA

法测定蛋白含量。 

Western-blot检测hHCN2 蛋白水平的表达：取上步提取

的总蛋白和膜蛋白进行 Western-blot ： 4 ℃， 5% 

milk-TBST封闭2 h；5%milk-TBST稀释一抗(1∶500)，

5%milk-TBST稀释β -actin(1∶1 000)，4 ℃孵育过夜； 

5%milk-TBST稀释二抗(1∶5 000)，室温孵育2 h。用

ECL试剂盒显色，有目的蛋白表达的条带呈黑色；内参

为β-actin。 

主要观察指标：通过反转录PCR和实时荧光定量

PCR及Western-blot的方法检测HCN2基因在293T细胞

核酸和蛋白质水平的表达。 

统计学分析：所有数据均以x
_

±s表示，两两样本均

数比较用t 检验，所有统计计算由SPSS 10.0软件完

成。   

 

2  结果 

 

2.1  质粒扩增后的鉴定  PCR产物的1%琼脂糖凝胶

电泳图，见图1，初步证实提取的质粒为含全长hHCN2

基因的质粒。 

基因测序结果示：扩增产物的基因序列与hHCN2

所含的基因序列一致，测序图见图2。 

2.2  293T细胞的形态观察   在显微镜下刚复苏的

293T细胞呈球形，悬浮于培养液中。8-10 h开始逐渐沉

降贴壁，24 h完全贴壁，贴壁细胞呈不规则形，细胞体

积较小，边缘清楚，胞质清亮，见图3a。生长二三天后，

达到90%融合，见图3b。以1.2×10
6
的总量接种于6孔板

中的细胞第2天生长达到90%，适合转染。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  细胞转染  转染48 h后的293T细胞在荧光显微镜

下，实验孔可以观察到绿色荧光，其转染率约为30%，

见图4a，与文献[12]中报道的脂质体转染效率为20%- 

30%一致，并没有电转染的转染效率30%-40%高
[13]

。

对照孔中无明显绿色荧光，见图4b。

Figure 1  Electrophoresis of PCR products taking plasmid as  
a template 

图 1  以质粒为模板的 PCR 产物电泳图 

M           1                 2                3              4       M            5                 6                7              8       M           9         10          11      12 

M: DL2000 couple marker; 1-4: product of plasmid 1, 2, 3, 4 

amplification primersQpcr23 respectively, and the fragment length is  

89 bp; 5-8: product of plasmid 5, 6, 7, 8 amplification primersQpcr67 

respectively, and the fragment length is 134 bp; 9-12: product of plasmid 

9, 10, 11, 12 amplification primersQpcr23-67 respectively, and the 

fragment length is 886 bp 

Figure 2  Gene sequencing map of PCR products amplified in 
the primers Qpcr23-67 

图 2  引物 Qpcr23-67 扩增的 PCR 产物基因测序图 

a: Adherent growing 293T 

cells at 24 h after thawing 

Figure 3  Morphology of 293T cells (×100) 
图 3  293T 细胞形态观察 (×100) 

b: Adherent growing cells at 

90% confluence 
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2.4  RT-PCR定性检测hHCN2 mRNA的表达  PCR

产物1%琼脂糖凝胶电泳图示：实验组与对照组在

100-250 bp处都可见高度特异DNA的条带，见图5a，

但是实验组条带明显较对照组亮度高，反映出实验组中

hHCN2 mRNA的含量较高。实验组内参与对照组内参

亦在100-250 bp处可见高度特异DNA的条带，见图5b，

但是两组条带之间没有明显的亮度差异。与李红霞等
[14]

报道的用脂质体转染的方法，将质粒pcDNA3­hHCN2

导入间充质干细胞中，RT-PCR检测有hHCN2 mRNA的

高表达是一致的。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  qPCR定量检测hHCN2 mRNA的表达  循环曲线

图所示，见图6。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

从表2中看出：在获得相同量的反应产物时实验组循

环数较对照组少，从而说明实验组的hHCN2 mRNA的表

达量较对照组高，Ct值均数的差值大于1且小于2，说明

实验组的hHCN2 mRNA的表达量是对照组的2倍多，但

不到4倍；而实验组内参与对照组内参之间比较无统计学

Figure 6  Detection of cycle curves of hyperpolarization- 
activated cyclic nucleotide-gated channel 2 mRNA 
expression in 293T cells by quantitative PCR 

图 6  qPCR 定量检测 hHCN2 mRNA 表达的循环曲线 

a: The cycle curve of experimental group  

b: The cycle curve of control group 

a: Transfected 293T cells 

Figure 4  293T cells before and after transfection under 
fluorescence microscope (×100) 

图 4  荧光显微镜下观察转染前后的 293T 细胞(×100) 

b: Non-transfected 293T cells 

Figure 5  Detection of hyperpolarization-activated cyclic 
nucleotide-gated channel 2 mRNA expression in 
293T cells by reverse transcription-polymerase 
chain reaction 

图 5  RT-PCR定性检测 293T细胞中 hHCN2 mRNA的表达 

M      1     2     3      4      5      6 

a: Electrophoresis of PCR products taking Qpcr67 as a primer 

M is DL2000 marker; 1-3 are the PCR products obtained by taking 

Qpcr67 as a primer and RNA extracted from experimental group cells as 

a template; 4-5 are the PCR products obtained by taking Qpcr67 as a 

primer and RNA extracted from control group cells as a template 

M      1     2     3      4      5      6 

b: Electrophoresis of PCR products taking HBOA as a primer 

M is DL2000 marker; 1-3 are the PCR products obtained by taking HBOA 

as a primer and RNA extracted from experimental group cells as a 

template; 4-5 are the PCR products obtained by taking HBOA as a primer 

and RNA extracted from control group cells as a template 

c: The internal reference cycle curve of experimental group 

d: The internal reference cycle curve of control group 

134 bp 

143 bp 
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意义。这与文献[14-15]中报道的一致。但并没有马金等
[12]

报道的已转染质粒间充质干细胞的mHCN2 mRNA的平

均相对表达量是未转染间充质干细胞的5.31倍(P < 

0.05)，可能与脂质体转染效率较低有关。 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  Western-blot检测hHCN2蛋白水平的表达  结果

见图7所示：转染后的293T细胞膜蛋白中hHCN2蛋白的

含量与对照组、未作处理组比较明显较高；对照组与未

作处理组之间无明显差别；总蛋白中的hHCN2蛋白未检

测到。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

各组中的内参蛋白β-actin含量无明显差别。证实转

染起搏基因质粒 CMV-hHCN2-3xHA-IRES-EGFP 的

293T细胞中有质粒中hHCN2基因蛋白水平的表达。结

果与文献[12，14，16]中报道的一致。 

 

3  讨论 

 

根据窦房结细胞自律性产生的离子基础可知当细

胞膜发生除极时，主要由内向Na
+
流实现(部分由于

Na
+
-Ca

+
交换及T型和L型Ca

+
流)；然后由于逐渐增强的

K
+
通道携带的外向K

+
流，使膜复极。由此可见，任何在

除极开始后增加内向Na
+
流或减少外向K

+
流的干预措

施，都可以增强除极电流，加快除极速度和起搏频率。

心脏的起搏主要由内向超极化电流-起搏电流来调控，

即If电流或起搏电流的基因编码HCN，其起搏通道电流

的特性
[17-19]

：①被超极化所激活。②对Na
+
和K

+
的混合

通透。③受细胞内cAMP的调控。④微小单通道电导。

⑤虽然HCN通道中存在钠电流，但是该通道不能被河豚

毒素阻断，却可被细胞外低浓度(4 mmoI/L)Cs
+
抑制，

由此显示它与其他钠通道也不甚相同。在哺乳类动物中

HCN有4个亚型
[4，20]

，分别是HCN1、HCN2、HCN3和

HCN4。这4种亚型在不同的组织中分布不同。同一亚型

在不同组织中编码的电流的激活曲线亦不同。就激活来

讲，HCN1比其他几种亚型要快，HCN4最慢，HCN2

介于HCN1(快)和HCN4(慢)之间
[4]
。而HCN2对cAMP的

反应则与HCN4相似，相当或大于HCN1。比较而言，

HCN2亚型的激活动力学和cAMP反应性较为均衡。由

于这些特点，近年来多采用转染HCN2增强If来构建生物

起搏器
[10-11]

。 

293T细胞是转染腺病毒E1A基因的人肾上皮细胞

系，293T细胞由293细胞派生，同时表达SV40大T抗原，

含有SV40复制起始点与启动子区的质粒可以复制。用

Ca3(PO4)2转染效率可高达50%。蛋白表达水平高，转

染后二三天用碱性磷酸酶分析可较容易地检测到表达

的蛋白。瞬时转染293T细胞是过表达蛋白并获得细胞内

及细胞外(分泌的或膜)蛋白的便捷方式。因此本实验研

究选取293T细胞作为质粒转染的宿主细胞。 

本 实 验 在 体 外 通 过 CMV-hHCN2-3xHA-IRES- 

EGFP质粒成功转染293T细胞的方法构建生物起搏器，

经过RT-PCR、实时定量PCR、Western-blot方法检测

提示hHCN2基因在mRNA和蛋白水平都有高表达，在分

子水平上证实了利用hHCN2构建生物心脏起搏器的可

行性，为进一步的生物起搏研究奠定了良好的实验基

础。 

致谢：感谢同门闵锐同学在课题中给予的帮助！ 
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