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犜犌犉β１基因真核表达载体的构建及在

猪脐静脉内皮细胞中的表达
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摘　要：应用ＲＴＰＣＲ技术从猪外周血单个核细胞扩增转化生长因子β１（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）

全基因，构建含有ＴＧＦβ１基因及犈犌犉犘报告基因的真核表达质粒ｐＥＧＦＰＣ１ＴＧＦβ１。采用脂质体法转染体外培

养的猪脐静脉内皮细胞（ＳＵＶＥＣｓ）后，通过直接荧光观察ｐＥＧＦＰＣ１ＴＧＦβ１融合蛋白在细胞中的分布定位，并通

过ＲＴＰＣＲ、间接免疫荧光方法检测ＴＧＦβ１基因在ＳＵＶＥＣｓ中的表达。结果在转染后１周观察到绿色荧光，ＲＴ

ＰＣＲ、间接免疫荧光法检测 ＴＧＦβ１表达均为阳性。本研究成功构建了含有绿色荧光蛋白基因的真核表达载体

ｐＥＧＦＰＣ１ＴＧＦβ１，且ＴＧＦβ１基因在ＳＵＶＥＣｓ中获得表达。
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　　转化生长因子β（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

β，ＴＧＦβ）是由血小板、单核细胞、巨噬细胞、淋巴细

胞等生成的一类相关蛋白超家族成员，包括哺乳动

物的３种 ＴＧＦβ异构体（ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２、ＴＧＦ

β３）、活化素、抑制素和骨形成蛋白等。ＴＧＦβ１是一

种多功能调节因子，可调节细胞的增殖、凋亡、细胞
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外基质合成代谢和胚胎系的分化以及向成熟细胞的

转化等过程。ＴＧＦβ１能够抑制大动脉内皮细胞的

增殖，同时还能在体外促进这些细胞向表达αＳＭＡ

的间充质细胞转化，在内皮平滑肌细胞转分化中具

有重要作用［１４］。在基因治疗和组织工程技术日益

发展的今天，对ＴＧＦβ１功能的研究具有非常重要的

意义。

　　本研究将ＴＧＦβ１全基因克隆到带有绿色荧光

蛋白报告基因的真核表达质粒ｐＥＧＦＰＣ１中，通过

脂质体法成功地将含有ＴＧＦβ１基因的真核质粒转

入ＳＵＶＥＣｓ，通过荧光显微镜观察绿色荧光蛋白的

表达，初步确定目的基因的表达。并通过ＲＴＰＣＲ

和间接免疫荧光试验检测到ＴＧＦβ１在ＳＵＶＥＣｓ中

的转录和表达。为进一步深入研究转化生长因子

ＴＧＦβ１基因对ＳＵＶＥＣｓ转分化效应及组织工程血

管损伤修复方面的应用打下基础。

１　材料与方法

１１　质粒、细胞及主要试剂

　　含有绿色荧光蛋白的真核表达质粒ｐＥＧＦＰ

Ｃ１、大肠杆菌ＤＨ５α由本实验室保存；限制性内切

酶犈犮狅ＲⅠ、犅犪犿Ｈ Ⅰ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶以及ＰＣＲ反

应试剂、胶回收试剂盒以及ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００

等购自大连宝生物工程有限公司；脂质体 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；兔抗猪ＴＧＦ

β１多克隆抗体、ＳＰ试剂盒和ＤＡＢ显色试剂盒购自

福州迈新公司，ＤＭＥＭ 和胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公

司；其它试剂为国产或进口分析纯试剂。

１２　引物设计与合成

　　根据ＧｅｎＢａｎｋ中已发表的猪ＴＧＦβ１基因参考

序列（登录号为ＮＭ＿２１４０１５）设计１对特异性引物，

并根据ｐＥＧＦＰＣ１质粒上的多克隆酶切位点在上

下游引物Ｐ１、Ｐ２中分别设置犈犮狅ＲⅠ、犅犪犿ＨⅠ酶切

位点，Ｐ１：５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＣＧＣＣＴＴＣＧＧＧ

ＧＣＴＧＣＧ３′；Ｐ２：５′ＡＴＧＧＡＴＣＣＴＣＡＧＣＴＧＣＡ

ＣＴＴＧＣＡＧＧＡＡＣ３′，引物由上海生工生物工程技

术有限公司合成。

１３　犜犌犉β１ 基因的犘犆犚扩增、克隆及序列测定

　　采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取猪外周血单个核细胞总

ＲＮＡ，使用ＯｌｉｇｏｄＴ引物合成ｃＤＮＡ，以其为模板，

用引物Ｐ１、Ｐ２和高保真ＤＮＡ聚合酶按照常规体系

扩增 ＴＧＦβ１基因，程序为９５ ℃ ５ｍｉｎ；９４ ℃ １

ｍｉｎ，６２℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３３个循环；７２℃ 延

伸１０ｍｉｎ。经电泳分析后纯化回收ＰＣＲ产物并送

至上海生工生物工程技术有限公司测序。

１４　犜犌犉β１重组真核表达质粒的构建

　　ｐＥＧＦＰＣ１质粒和 ＴＧＦβ１基因分别用限制性

内切酶犈犮狅ＲⅠ和犅犪犿ＨⅠ酶切，并回收目的片段，

用Ｔ４ＤＮＡ连接酶于１６℃连接６ｈ，转化大肠杆菌

ＤＨ５α感受态细胞，用含卡那霉素（１００ｍｇ／Ｌ）的ＬＢ

培养基筛选，挑取单菌落增殖培养，用碱裂解法提取

质粒，用犈犮狅ＲⅠ和犅犪犿ＨⅠ进行双酶切鉴定，将阳

性质粒送至上海生工生物工程技术有限公司进行序

列测定。片段的回收纯化、连接转化及酶切均按照

常规操作［５］。

１５　猪脐静脉内皮细胞的培养

　　无菌采集新生猪脐带，置于含双抗的无菌ＰＢＳ

液中。在超净工作台中取出脐带，于７５％酒精中浸

泡３ｍｉｎ左右。分离出脐静脉血管用ＰＢＳ反复冲

洗至无血迹，静脉腔内注入１ｇ／Ｌ胶原酶，两端用无

菌棉线结扎后，于３７℃温箱消化约５ｍｉｎ，用培养

液冲洗血管内壁２～３次，将收集的细胞悬液１０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，在沉淀中加入含有

１５％胎牛血清的 Ｍ１９９培养液，吹打混匀后接种到

培养皿中，置３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养，待内皮

细胞铺满８０％时，加入０．２５％胰酶消化，按１∶２传

代。

１６　重组质粒转染犛犝犞犈犆狊及直接荧光观察

　　用ＴＩＡＮＧＥＮ公司 ＨｉｇｈＰｕｒｅ高纯度质粒大提

试剂盒提取重组质粒。取第３代细胞按照２×１０４

个／ｍＬ密度接种到２４孔板，细胞生长到汇合率达

７０％ ～８０％时，按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司说明书将重组

质粒ｐＥＧＦＰＣ１ＴＧＦβ１转染ＳＵＶＥＣｓ。细胞于转

染前６ｈ换成无血清培养基，转染后１２ｈ更换完全

培养基，４８ｈ后用 Ｇ４１８筛选，筛选浓度为５００

μｇ／ｍＬ，维持浓度为３００μｇ／ｍＬ，在荧光显微镜下

直接观察绿色荧光蛋白在ＳＵＶＥＣｓ中的表达。

１７　犚犜犘犆犚检测外源性犜犌犉β１犿犚犖犃的表达

　　在转染后，按照Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明提取ＲＮＡ，

采用 ＲＴＰＣＲ方法检测 ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ 的表达。

根据猪 ＴＧＦβ１全基因设计特异性检测引物，Ｐ３：

５′ＧＡＧＣＣＡＧＡＧＧＣＧＧＡＣＴＡ３′，Ｐ４：５′ＧＧＣＡ

ＣＴＧＡＧＧＣＧＡＡＡＡ３′，预期扩增片段３９９ｂｐ；并设

计内 参β犪犮狋犻狀 引 物，Ｐ５：５′ＡＣＴＣＴＧＧＧＧＡＴ

ＧＧＧＧＴＣＡ３′，Ｐ６：５′ＣＴＣＧＴＴＧＣＣＧＡＴＧＧＴ

ＧＡＴ３′，预期扩增片段为２９９ｂｐ。

３３８
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１８　间接免疫荧光法检测犜犌犉β１ 的表达

　　将转染后４周和未转染的ＳＵＶＥＣｓ用间接免

疫荧光法检测 ＴＧＦβ１ 的表达。细胞以 １．０×

１０４／ｍＬ的密度接种于多聚赖氨酸包被的爬片上，培

养至牢固贴壁，取出爬片，４％多聚甲醛固定２０

ｍｉｎ，山羊血清封闭２０ｍｉｎ，吸去封闭液，加兔抗人

ＴＧＦβ１ 抗体（１∶１００，北京中杉公司）于４℃过夜，

ＰＢＳ洗３次，加ＴＲＩＴＣ标记羊抗兔ＩｇＧ（１∶２００，美

国Ｓｉｇｍａ公司），室温孵育１ｈ；ＰＢＳ洗３次，荧光显

微镜观察，拍照。阴性对照以ＰＢＳ代替一抗，其余

步骤同上。

２　结果与分析

２１　犜犌犉β１ 基因的扩增、克隆及序列测定

　　 利用 ＲＴＰＣＲ 方法从猪外周血中提取总

ＲＮＡ，用特异性引物进行扩增，获得了约为１２００

ｂｐ的条带，与目的基因大小相符（图１）。测序结果

证实，获得了完整的ＴＧＦβ１基因，并在基因两侧含

有正确的酶切位点。

１．ＴＧＦβ１ 基因扩增产物；Ｍ．ＤＬ２０００分子量标准

１．ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｏｆＴＧＦβ１；Ｍ．ＤＬ２０００ ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ

图１　犜犌犉β１犘犆犚扩增产物电泳结果

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳狋犺犲犘犆犚 狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳

犜犌犉β１

２２　重组真核表达质粒狆犈犌犉犆１犜犌犉β１ 的鉴定

　　将提取的质粒作为模板，以引物Ｐ１、Ｐ２进行扩

增，并将质粒用犈犮狅ＲⅠ和犅犪犿ＨⅠ进行双酶切后，

用１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测，结果ＰＣＲ扩增产

物与酶切小片段大小相同，与理论预期结果完全一

致（图２）。对ＰＣＲ、酶切鉴定阳性的克隆测序，并与

已知基因参考序列相比较，结果表明插入的目的基

因完全正确。

Ｍ．ＤＮＡ分子量标准；１．重组表达质粒ｐＥＧＦＰ

Ｃ１ＴＧＦβ１；２．ｐＥＧＦＰＣ１ 质粒；３．犈犮狅ＲⅠ 和

犅犪犿ＨⅠ双酶切ｐＥＧＦＰＣ１ＴＧＦβ１；４．ＴＧＦβ１

ＰＣＲ扩增产物

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＧ

ＦＰＣ１ＴＧＦβ１；２．ＰｌａｓｍｉｄｐＥＧＦＰＣ１；３．ｐＥＧ

ＦＰＣ１ＴＧＦβ１ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犈犮狅ＲⅠ和犅犪犿ＨⅠ；

４．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＴＧＦβ１ｇｅｎｅ

图２　重组质粒犘犆犚及酶切鉴定

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱犫狔

犘犆犚犪狀犱狉犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀犱犻犵犲狊狋犻狅狀

２３　荧光检测犜犌犉β１的表达

　　直接荧光显微镜下观察重组质粒转染的ＳＵ

ＶＥＣｓ以及未转染ＳＵＶＥＣｓ荧光表达情况，转染

ＳＵＶＥＣｓ１周后可观察到绿色荧光分布（图３Ａ），未

转染的对照细胞未见荧光（图３Ｂ）；间接免疫荧光检

测ＴＧＦβ１，于荧光显微镜下观察可见表达ＴＧＦβ１

的阳性细胞染上红色荧光（图４Ａ），而阴性对照未见

荧光（图４Ｂ）。

２４　犚犜犘犆犚检测外源性犜犌犉β１犿犚犖犃的表达

　　ＳＵＶＥＣｓ转染重组质粒后，提取总ＲＮＡ，用检测

引物Ｐ３、Ｐ４扩增ＴＧＦβ１ 基因，引物Ｐ５和Ｐ６扩增内

参β犪犮狋犻狀，结果扩增出与预期的ＴＧＦβ１和β犪犮狋犻狀大

小一致的片段，分别为３９９和２９９ｂｐ（图５）。

３　讨　论

　　研究发现，胚胎血管内皮细胞可分化成具有平

滑肌特征的细胞［６７］，而且成熟个体的血管内皮细胞

同样具有向平滑肌样细胞分化的潜能［８１０］，提示肌

化细胞可能来源于血管内皮中具有再分化潜能的前

体细胞。研究表明，ＴＧＦβ１ 是一种重要的多功能细

胞调节因子，在内皮平滑肌细胞转分化中ＴＧＦβ１
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　６期 王文秀等：ＴＧＦβ１基因真核表达载体的构建及在猪脐静脉内皮细胞中的表达

Ａ．转染细胞；Ｂ．未转染对照

Ａ．ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＳＵＶＥＣｓ；Ｂ．ＵｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＳＵＶＥＣｓ

图３　转染细胞绿色荧光

犉犻犵．３　犌狉犲犲狀犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狅犳狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犛犝犞犈犆狊

Ａ．转染ＳＵＶＥＣｓ的ＩＦＡ检测结果；Ｂ．阴性对照

Ａ．ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＳＵＶＥＣｓ；Ｂ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

图４　犜犌犉β１ 间接免疫荧光检测结果

犉犻犵．４　犇犲狋犲犮狋犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犜犌犉β１犫狔犐犉犃

发挥了重要调节作用［３，４］，且在体外培养的血管内

皮细胞中加入ＴＧＦβ１ 已成功诱导其向平滑肌样细

胞分化［８９，１１］，因此研究人员将 ＴＧＦβ１视为治疗平

滑肌损伤修复的新方向。在细胞中添加适当的细胞

因子可以对其生长及分化起到调控作用，但外源性

细胞因子容易降解、半衰期短，不能长期发挥作用。

将ＴＧＦβ１基因通过转基因技术转染到ＳＵＶＥＣｓ内

并获得有效表达，则能够产生内源性细胞因子，通过

自分泌和旁分泌方式对靶细胞产生持续作用。有利

于进一步研究ＴＧＦβ１对ＳＵＶＥＣｓ的生物学效应。

　　本试验中构建了带有ＴＧＦβ１基因的真核表达

载体ｐＥＧＦＰＣ１ＴＧＦβ１，利用脂质体转染技术将

ＴＧＦβ１基因导入猪脐静脉内皮细胞中，希望将这种

转染的ＳＵＶＥＣｓ作为种子细胞，为血管组织工程提

供种子细胞来源，用于平滑肌细胞的损伤修复。

ｐＥＧＦＰＣ１ＴＧＦβ１除了目的基因之外还含有加强

型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）。ＥＧＦＰ是一种优化的突

变型绿色荧光蛋白（ＧＦＰ），分子量较小，对细胞无毒

性、稳定、无污染。能在异源细胞内表达后自发产生

荧光，不需要显色底物且可活体观察，携带ＧＦＰ的

融合蛋白既具有ＧＦＰ的绿色荧光，又能保持靶蛋白

的生理功能，不干扰标记蛋白的功能和定位，因此较

传统的报告基因如ＬａｃＺ、碱性磷酸酶等具有无可比

拟的优势，已广泛应用于基因调控中的启动子分析、

转基因、融合蛋白的亚细胞定位、以及细胞分化结局

研究等领域，成为一种非常重要的遗传编码报告标

签，是当前研究活体细胞中基因表达和蛋白质分布

的最好手段，适合在哺乳动物细胞中表达［１２］。
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Ｍ．ＤＬ２０００分子量标准；１．β犪犮狋犻狀；２．ＴＧＦβ１

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１．β犪犮狋犻狀；２．ＰＣＲｐｒｏｄ

ｕｃｔｓｏｆＴＧＦβ１

图５　犜犌犉β１扩增产物电泳结果

犉犻犵．５　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳狋犺犲犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犜犌犉β１

ｐＥＧＦＰＣ１可表达与绿色荧光蛋白Ｃ端相连的融合

蛋白，便于观察目的蛋白的表达及定位。笔者将重

组质粒转染ＳＵＶＥＣｓ后，通过 ＲＴＰＣＲ、直接荧光

观察以及细胞间接免疫荧光检测，证实转基因ＳＵ

ＶＥＣ在 ＲＮＡ 水平和蛋白水平均有 ＴＧＦβ１ 的表

达，表明构建的真核表达载体ｐＥＧＦＰＣ１ＴＧＦβ１已

成功转染ＳＵＶＥＣｓ。为进一步研究ＴＧＦβ１的生物

学功能及对内皮细胞分化的诱导作用，找到一种能

应用于临床修复平滑肌损伤的方法提供一种新的技

术手段，对血管组织工程及基因治疗技术在临床中

的应用具有深远意义。
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