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Abstract 
Objective: Set up the system for hydrodynamic transfection of double reporter genes [green fluo-
rescent protein (GFP) and firefly luciferase (Luc)] into mouse liver. Methods: To in vitro verify the 
functionality of pcEF.luc-IRES-GFP, human hepatocellular carcinoma 7721 cells were transiently 
transfected with pcEF.luc-IRES-GFP, followed by GFP and Luc assay. Hydrodynamic transfection 
was employed to deliver pcEF.luc-IRES-GFP into mice via tail-vein injection, followed by in vivo 
and ex vivo imaging to detect Luc and GFP. Moreover, immunohistochemistry (IHC) were per-
formed to detect GFP expression in mouse liver cells. Results: The expression of GFP and Luc was 
detected in 7721 cell transiently transfected by pcEF.luc-IRES-GFP. Luc signals were detected in 
liver by in vivo bioluminescence imaging, and both Luc and GFP were detected in isolated liver by 
in vivo bioluminescence and fluorescence imaging. IHC revealed the GFP-positive liver cells of 
mice hydrodynamically transfected via tail-vein injection of pcEF.luc-IRES-GFP. Conclusions: We 
successfully deliver double reporter genes (GFP and luciferase) into mouse liver by hydrodynamic 
transfection, which lays a solid foundation for further research. 
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摘  要 

目的：通过高压水枪法将双报告基因[即绿色荧光蛋白(GFP)和萤火虫荧光素酶(Luc)]导入小鼠肝脏，以

熟练掌握高压水枪法，其将为后续相关研究奠定方法学基础。方法：将质粒pcEF.luc-IRES-GFP瞬时转染

入人肝癌细胞SMMC-7721以进行载体体外功能验证，并利用高压水枪法将质粒pcEF.luc-IRES-GFP经尾

静脉注射入小鼠肝脏内，经小动物活体成像系统活体检测GFP和Luc信号，同时免疫组化检测GFP在肝组

织中的表达情况。结果：瞬转结果显示，7721细胞上可检测到GFP和Luc表达；利用高压水枪法将

pcEF.luc-IRES-GFP导入小鼠肝脏后，利用小动物活体成像仪成功在肝内检测到GFP和Luc信号；免疫组

化结果显示部分肝细胞表达GFP。结论：成功掌握了将目的基因导入小鼠肝脏的高压水枪法，这为相关

后续研究打下良好基础。 
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1. 前言 

目前，CRISPR/Cas9 基因编辑技术广泛应用于生物治疗和疾病动物模型[1]-[3]；该技术与尾静脉高压

水枪[4]相结合，在基因治疗和肿瘤动物模型等相关领域已取得重要成果，如治疗肝脏代谢性疾病[5]和诱

导小鼠肝癌[6]。应用高压水枪的方法造模与基于转基因或敲除小鼠构建模型的方法相比有着许多优势

[7]-[9]：1) 相比传统的动物造模方式，该方法操作简单、周期短和成本低；2) 导入肝脏的基因仅在少数

肝细胞中表达，更能模拟肿瘤在人体中的发生发展过程；3) 利用高压水枪的方式，能同时导入几种不同

基因，更有利于研究肝脏肿瘤的发生发展过程。为此，我们拟利用高压水枪法将双报告基因[即绿色荧光

蛋白(GFP)和萤火虫荧光素酶(Luc)]导入小鼠肝脏，观察小鼠肝脏中双报告基因的表达情况，以熟练掌握

该方法，这将为后续相关实验奠定坚实的方法学基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料与试剂 

2.1.1. 载体   
双报告基因载体 pcEF.luc-IRES-GFP 由约翰·霍普金斯大学的 Linzhao Cheng [10]惠赠。 
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2.1.2. 主要试剂   
萤火虫荧光素酶底物(D-luciferin)和兔抗鼠 GFP 多克隆抗体购自 Bioworld 公司；DMEM 培养基、胎

牛血清、脂质体 Lipofectamine2000TM 和 Opti-MEM 等购自 Invitrogen 公司；质粒提取试剂盒购自 Magen
公司。通用型 S-P9000 免疫组织化学试剂盒、枸橼酸盐缓冲液以及 DAB 显色剂和抗体稀释液等均购自北

京中杉金桥公司；其余常规生物化学试剂均为国产分析纯，购自北京鼎国生物公司。 

2.1.3. 细胞   
人肝癌细胞株 SMMC-7721 由南方医科大学肿瘤研究所保存，细胞培养所用培养基为含 10%胎牛血

清的 DMEM。 

2.1.4. 动物   
SPF 级性成熟 BALB/c 小鼠购自南方医科大学实验动物中心；所有实验用小鼠均在屏障动物房中饲

养和繁殖，温度控制在 22℃，自动光控(12 h 明 12 h 暗)。 

2.2. 方法 

2.2.1. pcEF.luc-IRES-GFP 载体体外功能验证  
借助 LipofectamineTM 2000 将 pcEF.luc-IRES-GFP 载体在 24 孔板内瞬时转染入 SMMC-7721 细胞，方法

参见文献[11]。转染 48 h 后在倒置荧光显微镜下观察细胞发荧光情况，同时利用小动物成像仪检测 Luc 信号。 

2.2.2. 小鼠尾静脉高压水枪注射及双报告基因表达检测 
1) 小鼠尾静脉高压水枪注射   
分别将 10、15、20、30 和 40 μg的质粒溶于 2 ml 生理盐水中，于 7 秒(s)内将质粒溶液通过小鼠尾静

脉快速打入小鼠体内，注射生理盐水作为对照。 
2) 活体检测双报告基因表达   
小鼠尾静脉高压水枪注射 pcEF.luc-IRES-GFP 质粒 24 小时后，腹腔注射 D-luciferin (150 mg/kg)，1%戊

巴比妥钠麻醉，利用小动物活体成像仪(Xenogen Corp., Alameda, CA)活体检测小鼠肝脏中 Luc 和 GFP 表达。 
3) 离体小鼠肝脏检测双报告基因表达  
小鼠活体检测到 Luc 和 GFP 表达后，将小鼠处死，取出肝脏，利用小动物活体成像仪检测离体肝脏

中 Luc 和 GFP 表达。 
4) 免疫组化检测小鼠肝脏 GFP 表达 
收取离体检测后的小鼠肝脏，置于 4%福尔马林固定，梯度酒精脱水，二甲苯透明，浸蜡，常规石蜡

包埋，3~4 μm连续切片。通过免疫组化检测小鼠肝脏 GFP 基因表达。 

3. 结果 

3.1. pcEF.luc-IRES-GFP 瞬时转染人 SMMC-7721 细胞 

pcEF.luc-IRES-GFP 质粒瞬时转染 SMMC-7721 细胞 24 小时后，倒置荧光显微镜下可见绿色荧光(见
图 1)，利用小动物活体成像仪可检测到 Luc 信号(见图 1)，这些数据表明载体中 Luc 和 GFP 能够正常表达。 

3.2. 利用高压水枪将 pcEF.luc-IRES-GFP 经尾静脉注射进小鼠体内后，小动物成像仪检测肝脏

部位 Luc 表达 

利用高压水枪将质粒 pcEF.luc-IRES-GFP 经尾静脉注射进小鼠体内，24 h 后腹腔注射 D-luciferin (150 
mg/kg)，并麻醉小鼠，借助小动物活体成像系统可检测到小鼠肝脏出现 Luc 信号，且信号强度随着注射



贾俊双 等 
 

 
125 

质粒浓度的增加而增强(见图 2)，48 h 后荧光强度较 24 h 的弱，提示质粒在肝脏内逐渐丢失，而 7 天后

Luc 信号几乎完全消失(见图 2)。 

3.3. 小鼠离体肝脏 GFP 和 Luc 表达 

导入质粒 24 h，利用小动物成像系统检测到小鼠肝脏出现 Luc 信号后，随即处死小鼠，取出肝脏，

利用小动物活体成像系统仍可在离体小鼠肝脏上检测到 GFP 和 Luc 信号(见图 3)，这提示通过高压水枪

法成功将质粒 pcEF.luc-IRES-GFP 转入小鼠肝细胞内。 

3.4. 免疫组化检测小鼠肝脏 GFP 基因表达 

将导入不同浓度质粒的小鼠肝脏经固定、脱水、包埋、切片后，通过免疫组化检测 GFP 基因在肝细

胞中的表达。结果显示，与生理盐水对照组比，不同质粒浓度的小鼠肝脏中均有 GFP 阳性细胞，其中 10 
μg、15 μg和 20 μg组的肝脏 GFP 阳性细胞数逐渐增加，20 μg、30 μg和 40 μg组的肝脏 GFP 阳性细胞数

无明显差别，且小鼠肝脏出现明显的细胞损伤(见图 4)。以上这些数据提示通过高压水枪法将质粒导入肝

脏后，其转染效率会随着质粒浓度的增加而增强，但也会出现平台期，不会无限制的增强下去。 
 

 
Figure 1. SMMC-7721 cells were transiently transfected with pcEF.luc-IRES-GFP 
图 1. pcEF.luc-IRES-GFP 瞬时转染 SMMC-7721 细胞 

 

 
Figure 2. Detection of Luc expression in liver of mice at different time points 
图 2. 小动物成像仪检测不同时间点小鼠肝脏 Luc 信号 
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Figure 3. Detection of GFP and Luc expression in isolated liver 
图 3. 小动物成像仪检测离体肝脏中 GFP 和 Luc 表达 
 

 
Figure 4. Detection of GFP expression in liver by IHC 
图 4. 免疫组化检测肝脏中 GFP 表达 

4. 讨论 

实验选用的质粒 pcEF.luc-IRES-GFP 携带两个报告基因(即 Luc 和 GFP)，这有助于我们更直接的观察

质粒 DNA 的导入部位及表达情况，同时利用 Luc 在活体情况下也能实时监测转入基因的表达部位、表

达水平和消退情况等。理论上讲，所转入基因的浓度在一定程度上与所检测到的 Luc 信号强度成正相关；

而我们的实验结果表明，随着质粒浓度的增加，Luc 信号也随之增强，但会出现平台期，维持 10%~20%
的转染效率，这与之前已有的文献报道一致[8]。尽管应用高压水枪的方法造模与基于转基因或敲除小鼠

构建模型的方法相比有着许多优势，但是这项技术仍有其局限性，其中一个主要的局限性在于转染的基

因会被肝脏快速的降解，注射后基因的表达水平大约在 8~24 小时达到峰值，此后在 7 天内会迅速下降，

不能用于耗时较长的实验研究。另一局限性在于高压水枪主要转染中心区域的肝细胞，因此，这种方法

不能用于研究来源于肝脏干细胞或者胆管上皮细胞的肿瘤[12]。 
本实验通过将 pcEF.luc-IRES-GFP 质粒瞬时转染 SMMC-7721 细胞，在倒置荧光显微镜和小动物活体

Lu
c 

   
   

   
   

   
   

   
   

   
 G

FP
   

   
   

   
   

   
   

   
 B

rig
ht

 fi
el

d 
10 μg                                        15 μg                                    20 μg                                    30 μg                                     40 μg

p/sec/cm 2̂/sr

1.5

1.0

0.5

×108

Counts

2000

1500

1000

Counts

2000

1500

1000

Counts

2000

1500

1000

Counts

2000

1500

1000

Counts

1800
1600
1400
1200
1000
800
600

p/sec/cm 2̂/sr p/sec/cm 2̂/sr p/sec/cm 2̂/sr p/sec/cm 2̂/sr

p/sec/cm 2̂/srp/sec/cm 2̂/srp/sec/cm 2̂/srp/sec/cm 2̂/srp/sec/cm 2̂/sr

2.0

1.5

1.0

×108

2.5

2.0

1.5

1.0

2.0

1.5

1.0

2.0

1.5

1.0

3.0

2.0

1.0

×105

4.0

3.0

2.0

1.0

×105

6.0

4.0

2.0

×105

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

×107

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

×107

×108 ×108

×108

Saline                            10 μg                             15 μg                             20 μg                             30 μg                           40 μg

10
0×

40
×



贾俊双 等 
 

 
127 

成像仪分别检测到 GFP 和 Luc 表达；再利用高压水枪法将质粒经尾静脉注射入小鼠肝脏，通过小动物活

体成像仪成功在肝脏中检测 GFP 和 Luc 信号；免疫组化结果表明部分肝细胞表达 GFP，以上这些提示我

们利用高压水枪技术成功将双报告基因导入小鼠肝脏，这为相关后续研究打下了良好的方法学基础。 
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