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EGFP 报告基因 PiggyBac 载体在三阴性乳腺癌 MDA-
MB-231 细胞系电转染条件优化
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摘  要：目的 设置不同电转染条件，探讨含增强型绿色荧光蛋白（EGFP）报告基因稳定转入人乳腺癌细胞 MDA-
MB-231 细胞的优化条件。方法 构建含 EGFP 报告基因的 PiggyBac（PB）转座子系统，并控制电转染 MDA-MB-231 细

胞时的波形、电压、电击时间、电击次数、质粒浓度、细胞密度、转座子与转座酶比例等转染条件，采用流式细胞术

荧光异硫氰酸荧光素（FITC）通道检测其转染效率，并于激光扫描共聚焦显微镜下观察荧光蛋白表达情况，验证 EGFP
报告基因电转染效率与表达情况，分析不同电转染条件下 MDA-MB-231 细胞的电转效率。结果 MDA-MB-231 细胞的

电转染优化条件为电压 280V，波形为指数波，电击 1 次，转座子质粒浓度 1 000 ng/μl 左右，转座子比转座酶质量比例 1:1，
细胞数量为 2×106 个，电转染率可达 60.23%±5.63%，且 MDA-MB-231 细胞状态良好。结论 成功优化 MDA-MB-231
细胞的电转染条件，达到稳定高效转染，为 MDA-MB-231 细胞株的相关基础研究提供高效电转实验参数。
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Abstract：Objective To explore the optimal conditions for stable transfer of reporter gene containing enhanced green fluorescent 
protein (EGFP) into human breast cancer cells MDA-MB-231 cells under different electrotransfection conditions. Methods 
A PiggyBac（PB）transposon system containing EGFP reporter gene was constructed, and transfection conditions such as 
waveform, voltage, shock time, shock times, plasmid concentration, cell density, transposon to transposase ratio were controlled 
during electrotransfection of MDA-MB-231 cells. The transfection efficiency was detected by flow cytometry fluorescein 
isothiocyanate（FITC）channel. The expression of fluorescent protein was observed under laser scanning confocal microscope, 
the electrotransfection efficiency and expression of EGFP reporter gene were verified, and the electrotransfer efficiency of MDA-
MB-231 cells was analyzed under different electrotransfection conditions. Results The optimal transfection conditions of MDA-
MB-231 cells were as follows: voltage 280V, exponential wave, electric shock once, concentration of transposon plasmid about 
1 000 ng/μl, mass ratio of transposon to transpotase 1:1, number of cells 2×106, electrotransfection rate up to 60.23%±5.63%. 
The state of MDA-MB-231 cells was good. Conclusion The electrotransfection conditions of MDA-MB-231 cells were 
successfully optimized to achieve stable and efficient transfection, which provided efficient electrotransfer experimental 
parameters for the relevant basic research of MDA-MB-231 cell line.
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三阴性乳腺癌（triple-negative breast cancer，

TNBC）是乳腺癌的一种亚型，约占乳腺癌诊断的

15% ～ 20%[1]，其定义为缺乏雌激素受体（estrogen 
receptor，ER）、孕激素受体（progestogen recep-

tor，PR）和人表皮生长因子受体 -2（HER2）的表

达 [2-3]。与其他乳腺癌亚型相比，TNBC 更具侵袭性，

发生复发和转移的可能性更大，预后较差，患者的

生存率较低 [4-7]。MDA-MB-231 细胞系是一种人类
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乳腺癌细胞系，为 TNBC 细胞系，是从一名白人女

性乳腺癌患者的胸腔积液中分离建立的，通常用于

研究 TNBC 的生物学特性和治疗方法。

细胞基因工程是探讨某特定基因表达调控的重

要方法，其中细胞转染是其关键技术之一 [8-10]，可

用于基因功能研究、调控基因表达、突变分析和蛋

白质生产等生物学试验服务中。电穿孔转染是一种

高效且简便的基因转移系统，可用于将外源基因如

DNA，RNA，蛋白、染料及病毒颗粒等导入至原核

和真核细胞内，借助不同载体达到稳定转染和瞬时

转染的效果 [11-12]。但多个因素影响电转染效率，不

同细胞的最佳电转染的优化条件不同，为明确目前

常用 TNBC 细胞系 MDA-MB-231 转染条件，本次

实验通过摸索含 EGFP 报告基因的 PB 载体电转染

条件，优化 MDA-MB-231 细胞系的电转参数，且

含 EGFP 报告基因的细胞系可为基础实验研究提供

精准高效、简便快捷的定量标准。

1 材料与方法

1.1 研究对象

1.1.1 菌株：大肠埃希菌感受态菌株 DH5α（南京

诺唯赞生物科技股份有限公司）。

1.1.2 质粒及细胞：PB-EF1α-SV40polyA 转座子质

粒，PB 转座酶质粒由中国农业大学吴森教授课题

组惠赠；MDA-MB-231 细胞系（美国模式培养物

集存库）。

1.2 仪器与试剂

1.2.1 主要试剂：Leibovitz’s L-15 培养液（江苏凯基生

物技术股份有限公司）；Opti-MEM™ I 减血清培养

液（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；胶回收试剂

盒、质粒小提试剂盒（南京诺唯赞生物科技股份有限

公司）；中量质粒提取试剂盒（德国QIAGEN公司）；

Kpn I 限制性内切酶，BamH I 限制性内切酶［美国

NEW ENGLAND Biolabs（NEB）公司］。

1.2.2 主 要 仪 器：电 转 仪（BIO-RAD Gene Pulser 
XcellTM），0.4cm 电转杯，荧光分子成像系统（美国

Bio-RAD公司）；倒置荧光显微镜（日本Olympus公司）；

流式细胞仪（美国 Beckman Coulter）；细胞计数仪（美

国Thermo Fisher Scientific 公司）；微量核酸测定仪（美

国 Moleular Devices 公司）。

1.3 方法

1.3.1 增强 型绿 色 荧 光 蛋白 -piggyBac（enhanced 
green fluorescent protein-piggyBac，EGFP-PB）转 座

子质粒载体构建：使用 Kpn I 和 BamH I 限制性内

切酶进行双酶切，获得线性化 PB 转座子载体片段，

根据 EGFP 目的基因序列，使用 https://crm.vazyme.
com/cetool/simple.html 设计引物 EGFP-For：5’-GTC-
GATCGACGGTACCTAGCCACCATGGTGAGG-
CAAGGGCGAG-3’，EGFP-Rev：5’-GGATCCCTTG-
TACAGCTCGTCCATGCC-3’。以本实验室现有质粒

pLenti-EGFP 为模板进行聚合酶链式反应（PCR），

使用分子克隆技术进行载体和目的片段连接、重组、

转化及测序，构建成 pB-EF1α-EGFP-SV40polyA，测

序正确后扩增菌液，提取质粒，使用紫外分光光度计

测定质粒浓度和纯度。

1.3.2 优化 MDA-MB-231 细胞电转染条件：哺乳动

物细胞电转染使用 0.4cm 电击杯，设置基础电转染

参数：波形为指数波，电击电压为 260V，PB 转座

子质粒浓度为 1 000ng/μl，转座子与转座酶质量均

为 6μg，细胞数量为 1×106 个，电击次数 1 次。

优化基础电转染参数的转染条件，见表 1。
表 1 电转染参数优化

优化条件 优化参数
波形 方波 指数波

电压（V） 200             220         240 260            280           300
电击时间（ms） 20 10

质粒浓度（ng/μl） 500 1 000 2 000 3 000
细胞数量（个） 1×106 2×106

转座子质量与转座酶质量比例（μg/μg） 2.5 ∶ 2.5 5 ∶ 5 7.5 ∶ 7.5 10 ∶ 10 4 ∶ 2 6 ∶ 3 7.5 ∶ 3.75 8 ∶ 4

1.3.3 MDA-MB-231 细胞电转染：根据分组条件计

算电转所需质粒体积及质粒量，打开电转仪器，选

择哺乳细胞电击模式，调节不同电压、电容、波形、

电击次数、间隔时间等。电击完成后，将 MDA-
MB-231 细胞转移至 T25 培养瓶，放置 37℃培养箱

稳定贴壁培养。待细胞稳定增长后使用倒置荧光

显微镜观察 EGFP 发光情况，流式细胞仪 FITC 通

道检测其转导效率，比较不同电转染参数电转染

MDA-MB-231 细胞时，EGFP 报告基因电转染效率

与表达情况，优化 TNBC 细胞系 MDA-MB-231 细

胞电转染条件。

1.4 统计学分析 利用 GraphPad Prism 9 软件对转

染效率数值进行统计分析。计量资料以均数 ± 标

准差（x±s）表示，组间样本两两比较采用独立样本

t 检验，多组间样本比较采用单因素方差分析，P
＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 优化电转染电压条件 见图 1，2。280V 电压

条件下获得较大转染效率为 60.23%±5.63%。与低

电压 200V 相比，高电压均可提高转染效率，差异
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具有统计学差异（F=29.3，P=0.004）。但当电压

升至 300V 时，电脉冲对细胞的损伤程度较大，细

胞死亡率上升，表现为转染效率下降，故优化电转

电压为 280V。

图 1 流式细胞术检测不同电压下 MDA-MB-231 细胞系的电转染率

A. 荧光显微镜观察不同电压转导后细胞 EGFP 报告基因的发光
情况；B. 不同电压的转导效率的统计差异（nsP ＞ 0.05，***P ＜ 0.001）。

图 2 荧光显微镜观察转导后EGFP报告基因的表达

2.2 优化电转染转座子质量、转座酶质量用量 当

转座子质量高于 7.5μg 时，提高转座子、转座酶

质量比例对转染效率影响较小，差异无统计学意义

（F=38.88，21.32，均 P ＞ 0.05）见图 3；转座子

与转座酶比例对 MDA-MB-231 细胞对细胞转染效

率的影响不显著（t=2.050，P=0.176 8），见图 4。
故电转染转座子质量、转座酶质量均为 7.5μg 为优

化条件。

A. 流式检测不同转座子 / 转座酶质量时 MDA-MB-231 细胞系的电转染率；B. 不同转座子、转座酶质量时转导效率的统计差异（nsP ＞ 0.05，
**P ＜ 0.01）。

图 3 不同转座子、转座酶质量对 MDA-MB-231 电转染效率的影响
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nsP ＞ 0.05

图 4 不同转座子 / 转座酶质量条件下电转染效率
的统计差异

2.3 优化电转染质粒浓度 见图 5。当质粒浓度高

于 1 000ng/μl 时，提高质粒浓度，转染效率变化无

显著性差异（F=69.29，P=0.458 7）；当质粒浓度低

于 1 000ng/μl，其电转染效率的差异具有统计学意

义（F=69.29，P=0.000 7，故电转染质粒浓度维持在

1 000ng/μl 以上为优化条件。

2.4 优化电转染细胞数量 见图 6。细胞数量的变

化对MDA-MB-231细胞电转染效率的影响不显著，

且不同转座子与转座酶比例对转染效率影响较小，

差异无统计学意义（t=2.192，P=0.272 4）。在保证

转染效率的情况下，为保证存活细胞数量及转染阳

性细胞数量扩增，调整细胞数量至 2×106 个细胞。

A. 流式检测不同质粒浓度时 MDA-MB-231 细胞系的电转染率 ;B. 不同质粒浓度时转导效率的统计差异（nsP ＞ 0.05，*P ＜ 0.05）。

图 5 质粒浓度对 MDA-MB-231 细胞电转染效率的影响

A. 流式检测不同细胞数量、转座子与转座酶比例时 MDA-MB-231 细胞系的电转染率 ;B. 不同细胞数量时转导效率的统计差异（nsP ＞ 0.05）。

图 6 不同细胞数量对 MDA-MB-231 电转染效率的影响
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2.5 优化电转染电击波形、脉冲时长 见图 7。指

数波相较于方波，方波脉冲时长 20 ms 较 10 ms 均

可提高电转染效率，电转染效率差异具有统计学意

义（t=2.966，5.831，P=0.027 4，0.028 2）。

A. 流式检测不同波形、脉冲时间时 MDA-MB-231 细胞系的电转染率；B. 不同波形时转导效率的统计差异；C. 不同脉冲时间时转导效率

的统计差异（*P ＜ 0.05）。

图 7 电击波形及方波脉冲时间对 MDA-MB-231 电转染效率的影响

2.6 MDA-MB-231 细胞电转染优化参数 通过调

整电转染 MDA-MB-231 细胞时的波形、电压、电

击时间、电击次数、质粒浓度、细胞密度、转座

子与转座酶比例等转染条件，发现电转染 MDA-
MB-231 细胞的优化参数见表 2。

表 2 MDA-MB-231 细胞的电转染条件优化参数

电击波形 电压（V） 电击次数 电容（UF） 转座子 / 转座酶质量（μg/μg） 质粒浓度（ng/μl） 细胞数量（个）

指数波 280 1 1 000 7.5/7.5 1 000 2×106

3 讨论

乳腺癌是一种女性最常见的恶性肿瘤，且发病率、

死亡率逐年上升 [13]。TNBC 是乳腺癌亚型中恶性程度

最高、患者生存率最低、免疫细胞浸润少、免疫应答

弱的“冷肿瘤”，其起病隐匿，缺乏特异性表现 [14]，

具有复发风险高和患者预后差等特点 [15-16]，已经严重

威胁患者身体健康、心理健康、经济、家庭等 [17-18]。

天然的肿瘤细胞系可以一定程度上作为疾病的体外模

型，但是为了更贴合实验的需求，有时候需要通过基

因工程的方法引入外源基因，对肿瘤细胞系进行改造。

细胞内递送的方法通常分为三类①生物载体；②化学

载体；③物理方法。其中生物载体通常为病毒载体，

具有传播、复制能力的病毒的风险，化学载体的靶向

性和转染效率有限，物理载体能够解决化学方法递送

所面临的许多基本挑战，还能最大限度地减少与病毒

载体相关的副作用 [19]。

PB 转座子系统已被证明在哺乳动物细胞基因

组工程的临床前应用中是有效的 [20]，是目前用于遗

传操作的最广泛使用的转座子系统 [21-22]，可以在剪

切和黏贴转位过程中绕过 DNA 合成 [23]。电转染是

目前最常用的物理转染方式之一，操作简单，转染

效率高，可重复性高，无细胞毒性，应用范围广，

各种细胞类型均可转染 [24-25]，已逐渐成为哺乳动物

基因编辑的首选转染方法。电转染利用电场暂时破

坏膜的稳定性，导致细胞膜瞬时透化，从而使通常

不可渗透的大分子进入细胞质，在适当的场强下，

几乎不会损害或创伤细胞，一旦确定了最佳电穿孔

条件，就可以在短时间内转染大量细胞，每种细胞

类型所需的电转染条件略有不同，必须通过实验确

定。优化的转染条件，可获取较高的转染效率，而

不合适的电转参数会导致转染效率低、细胞死亡率

高 [26-27]，因此需针对实验条件优化电转染参数，以

确保转染成功，保证转染后细胞的良好状态。

本研究优化了 MDA-MB-231 细胞的电转染条

件，成功构建了 MDA-MB-231-EGFP 细胞系，且

携带 EGFP 报告基因 [28] 的 MDA-MB-231 细胞，

EGFP 基因的插入为 TNBC 的研究提供了更加有利

的工具，可直接通过荧光显微镜观察细胞内荧光初

步判断肿瘤细胞的数量及活力，可使用 IncuCyte 实

时活细胞成像分析系统对肿瘤细胞进行长期实时检

测和记录，同时进行定量分析，并且在动物实验中

（裸鼠）可以通过激发光检测小鼠体内肿瘤的生长

状况，为后续对肿瘤进行实时观察、检测药物治疗

TNBC 的效果等提供了检验手段，为 MDA-MB-231
细胞株的相关基础研究和 TNBC 临床靶向治疗提供

了合适的靶细胞，有助于 TNBC 的体外治疗方法与

机制的研究，优化的电转染条件也为其他外源基因

电转染 MDA-MB-231 细胞系提供基础实验数据参

考，也可采用此方法过表达或者敲除 MDA-MB-231
细胞株的某些通路，在体内外研究中可初步探索

TNBC 的高致死率机制、TNBC 的肿瘤微环境以及

TNBC 的细胞治疗、药物治疗机制等。
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