
人腱细胞Smad2、Smad4基因MH2结构域的克隆和序列鉴定  

    近年来的研究[1][2]表明，转化生长因子-β(TGF-β)在腱的形成及修复过程中起着重要作用。但其作用的分子机制，即TGF-β在腱

细胞的信号转导途径及其对基因表达的调控方式一直未能阐明。Smad2是TGF-β特异的细胞内信号转导分子，Smad4是不同TGF-β超家族

成员信号传递的中心转导分子，MH2对Smads分子间同源或异源聚合必不可少，并具有转录激活等功能[3]。 

    本研究采用逆转录－聚合酶链式反应(RT-PCR)，从培养的人腱细胞中克隆Smad2和Smad4基因的功能性结构域-MH2结构域并测定其

核苷酸序列，旨在从细胞内信号转导的水平探讨TGF-β调控腱细胞增殖及基质合成的分子机制。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料及主要试剂  

    肌腱取自水囊引产的5月龄胎儿四肢。F-12培养基系Sigma公司产品。胎牛血清系杭州四季青生物公司产品。总RNA提取试剂盒及

Thermo-ScriptTMRT-PCR试剂盒为Gibco公司产品。所用引物由上海生工公司合成并纯化(表1)。ФX174-HincⅡdigest DNA Marker系

TaKaRa公司产品，PCR仪为珠海黑马公司产品，台式低温冷冻离心机为德国Heraeus公司产品。凝胶成像系统系第一军医大学中心实验

室提供的Gel Documentation Analysis System(GDAS)。pGEM-T 载体系Promega公司产品，实验中使用的限制性内切酶、T4 DNA 连

接酶等分别购自Gibco BRL和USB等公司。PCR及质粒纯化试剂均为德国QIAGENE公司产品。 

    1.2  方法                                                                 

    1.2.1  肌腱细胞的培养   按分步酶消化法分离肌腱细胞。无菌条件下，横行切断引产胎儿鞘内屈指深腱两端，将其从近端快速

抽出，首先在手术放大镜下剪除肌腱外膜组织，D-Hanks液漂洗3次后，用0.25%胰蛋白酶及0.1%胶原酶将整段肌腱在37 ℃消化30 

min，眼科剪将肌腱剪成1 mm3大的小碎块，再用上述浓度的胰蛋白酶及胶原酶混合液在37 ℃消化1 h，用胎牛血清终止消化后，100目

滤网过滤去除碎块，滤液经800 r/min 离心10 min，弃去上清液。用培养液悬浮细胞，将细胞记数并将细胞密度调至1×105 个/L置于

培养瓶中培养。以F-12培养基加入10%胎牛血清、青霉素、链霉素至终浓度为100 U/ml，加入VitC至终浓度为 50 μg/ml制成培养液。

原代细胞汇合成单层后，37 ℃恒温，5% CO
2
及饱和湿度进行传代。 

    1.2.2  总RNA的提取   在底面积为25 cm2的细胞培养瓶收集5×105个第三代细胞。用TRIzol总RNA提取试剂盒提取细胞总RNA，
经紫外分光光度计(日本岛津UV2201型)测定总RNA浓度和纯度，重复测定3次，D(

260
)/D(

280
)(A

260
/A

280
)之比值应在1.8~2.0之间，计

算样品总RNA浓度。 

    1.2.3  cDNA的合成   取总RNA 2 μg 及Oligo dT Primer 0.5 μg加DEPC液至10 μl，于65 ℃变性5 min后，依次加入5×反转

录缓冲液4 μl、10 mmol/L dNTP 2  μl、0.1 mol/LDTT 1 μl、DEPC液1 μl、RNaseout 40 U和ThermoScript反转录酶15  U，总

反应体积20  μl。于55 ℃反应50 min后，85 ℃加热5 min终止反应。 

    1.2.4  PCR反应   根据Genebank资料应用计算机Oligo软件(6.31版)辅助设计Smad2及Smad4引物，选用GAPDH基因作为内参

照。PCR反应总体积为50 μl，包含cDNA 2 μl、10×PCR缓冲液5 μl、10 mmol/L dNTP 1 μl，50 mmol/L MgCl
2
 1.5  μl，

PlatinumTaq酶0.4 μl，Smad及GAPDH上下游引物(12.5 μmol/L)各2 μl。将反应管置于PCR仪上，92 ℃预变性2 min后进入92  ℃

变性1 min，55  ℃退火1 min，72  ℃延伸1.5 min的循环，共30次，最后72 ℃充分延伸7 min。反应完成后取10 μl PCR反应

液，经20 g/L琼脂糖凝胶电泳，用PCR Marker作为相对分子质量标准。电泳完毕后在紫外灯下观察并经GDAS扫描成像。空白管作为空

白对照。 

    1.2.5  PCR产物的回收、克隆   PCR产物于10 g/L低熔点琼脂糖凝胶上电泳，用QIAGENE PCR-Pure Kit回收目的基因。EcoRⅠ
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和XhoⅠ分别对回收的目的基因和载体pGEM-T 进行双酶切消化，连接目的基因和载体，连接反应体积为10 μl，含3 μl T4 DNA 连接

酶，目的基因与载体的摩尔比为5:1，4 ℃水浴过夜。取相当于15 ng载体的连接液转化大肠杆菌DH 5 α，蓝白斑筛选阳性克隆

pGT/Smad，然后用PCR法、琼脂糖凝胶电泳法及EcoRⅠ和XhoⅠ酶切法进行鉴定。 

    1.2.6  cDNA序列测定  扩增已鉴定的阳性克隆pGT/Smad，用QIAGENE REALprep DNA Purification System提取质粒，用引物

M13+及测序试剂盒在ABI 377型DNA自动测序仪(测序工作在上海联合基因公司完成)测定cDNA。 

    

2  结果 

    2.1  总RNA 

    共提取35 μl RNA，取5 μl RNA，加500 μl去离子水稀释。分光光度法测定RNA纯度和含量。A
260

= 0.168，A
280

=0.085, A
260

与

A
280

 的比值为1.982。说明获得17.335 μg纯度较高的总RNA。 

    2.2  RT-PCR产物 

    腱细胞总RNA逆转录合成cDNA，进行PCR。PCR产物于10 g/L低熔点琼脂糖凝胶电泳，可见大小分别约 263 bp和269 bp的特异扩增

产物(图1)。 

    2.3   pGT/SMADMH2克隆的核苷酸序列测定 

    PE317－A型自动测序仪测定pGT/SMADMH2重组载体中插入基因的核苷酸序列并应用PCGENE软件对结果进行计算机辅助分析，与

Genebank上相应已知序列(检索号为AF027964和NM_005359)进行同源性比较和分析，未发现任何突变(图2、3)。  

    图1  PCR扩增产物 
    Fig.1  Amplified  PCR products

    M:ФX174-HincⅡ digest DNA marker； 
    a: Smad2 and GADPH; b: Smad4 and GADPH

    

3  讨论 

    TGF-β是由多基因家族编码的一类多效能因子，其活性结构是由相对分子质量为12 500的亚单位肽链通过二硫键连接而成的同源二

聚体，有5种异型肽和4种受体亚型。大量研究[4]表明，TGF-β是调控细胞生长、分化和细胞外基质产生中的重要的分子。 



    图2  人腱细胞Smad2基因MH2结构域与AF027964的同源性比较 
    Fig.2  The comparison of homogenous analysis between AF027964 and MH2 domain of Smad2 cloned from human 

tenocytes



    图3  人腱细胞Smad4基因MH2结构域与NM_005359的同源性比较 
    Fig.3  The comparison of homogenous analysis between NM_005359 and MH2 domain of Smad4 cloned from human 

tenocytes 

    Yamashita等[5]研究提示TGF-β信号受体是TβR
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Ⅱ
磷酸化从而激活SMAD产生生物学效应[6]。激活的SMAD 

或各种含SMAD 的转录因子作用于靶基因反应元件，调节了靶基因的转录水平，最终表现为TGF-β对细胞生长分化的调控。 

    Raftery[7]等在进行果蝇遗传学系统的筛选中发现了能补救dpp缺失突变的分子，称为Mad(Mothers against dpp)，并证实Mad

是dpp(一种果蝇体内属于TGF-β超家族的细胞因子)信号传递必需的下游分子。由于Mad相关蛋白与其它任何已知蛋白结构上无相似性，

所以被定为S蛋白家族，此家族基因编码的蛋白相对分子质量约为50 000，由保守的氨基酸和羧基端结构域(也称MH1和MH2)和中间富含

脯氨酸高变连接区组成。MH2对SMADs分子间同源或异源聚合必不可少，通过GAL4的DNA结合结构域与DNA结合具有转录激活功能，并与

转录因子FAST1和转录共刺激物质p300/CREB结合蛋白发生作用[8]。这表明，MH2是SMADs的功能性结构域。 

    根据SMADs蛋白结构和功能相似性，将其分为三组[9]：MAD、 SMAD1~3、 SMAD5为第一组； SMAD4为第二组；SMAD6,7为第三

组。第一组分子C末端具有特征性丝氨酸基序，可被活化的TβR
Ⅰ
磷酸化，决定了配体信号转导的特异性，SMAD2,3是TGF-β的效应分

子。第二组是不同TGF-β超家族成员信号传递的中心转导分子。磷酸化激活的第一组SMADs分子与第二组SMADs三聚体结合成异源性六聚

体转移至核内作为转录因子单独或与其他DNA结合蛋白结合后激活特定靶基因[10]。第三组对TGF-β超家族成员信号转导起负调控作

用。 

    本研究采用RT-PCR方法从人腱细胞中成功克隆Smad2和Smad4基因的功能性结构域-MH2结构域。所得基因序列与Genebank上相应已

知序列进行了同源性比较和分析，未发现任何突变。这一结果证实，人腱细胞内存在Smad2和Smad4基因。所获得的MH2结构域将有助于

进一步研究Smad分子调控肌腱修复的功能，为探索组织工程化肌腱构建中调控种子细胞增殖分化提供基础。 
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