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慢病毒介导ｓｈＲＮＡ沉默鼠肝星状细胞ＴＧＦβ１对α１Ⅰ型胶原表达的影响

张荣华１，闫国和２，汪国建１，粟永萍２　　（４０００３８重庆，第三军医大学：西南医院中西医结合科１，军事预防医学院全军复合伤

研究所，创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室２）

　　［摘要］　目的　构建大鼠转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦβ１）基因 ＲＮＡ干扰慢病毒载体，并观测其
对大鼠肝星状细胞ＨＳＣＴ６的ＴＧＦβ１基因沉默效应与对Ⅰ型胶原α１（ａｌｐｈａ１ｔｙｐｅⅠ ｃｏｌｌａｇｅｎ，Ｃｏｌ１α１）表达的影响。方法
　 针对大鼠ＴＧＦβ１基因ＣＤｓ序列，筛选３个干扰靶点，合成其３对小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ），将各对ｓｉＲＮＡ分别转入ＨＳＣＴ６
细胞，采用ＲＴＰＣＲ法从３对ｓｉＲＮＡ中筛选出最佳ｓｉＲＮＡ，设计并合成针对最佳ｓｉＲＮＡ靶序列的ｓｈＲＮＡ，退火形成双链，与
载体ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ连接，构建ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒载体，予以酶切与测序鉴定。ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病
毒载体经２９３细胞包装，将包装产生的高感染力的慢病毒颗粒感染ＨＳＣＴ６细胞，倒置显微镜观察经感染的ＨＳＣＴ６细胞
的ＧＦＰ表达情况，在ｍＲＮＡ与蛋白水平检测重组慢病毒ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ对ＨＳＣＴ６细胞的ＴＧＦβ１基因的沉默
效应及对Ｃｏｌ１α１表达的影响。结果　 筛选到 ＴＧＦβ１基因的最佳干扰靶序列。酶切与测序结果证实，构建 ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／
ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒载体成功。ＨＳＣＴ６细胞经ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒感染４８ｈ后，ＲＴＰＣＲ检测未见ＴＧＦβ１
基因表达，Ｃｏｌ１α１基因较弱表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示ＴＧＦβ１、Ｃｏｌ１α１蛋白表达均非常弱。结论　 成功构建大鼠ＴＧＦβ１
基因ＲＮＡ干扰慢病毒载体，该载体能有效沉默ＨＳＣＴ６细胞的ＴＧＦβ１基因，并抑制Ｃｏｌ１α１的表达。
　　［关键词］　 转化生长因子β１；Ⅰ型胶原α１；ＲＮＡ干扰，小分子；慢病毒载体
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　　肝硬化属临床常见、多发病，严重危害人类健康，
其特征是以胶原蛋白为主的细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）合成和降解失衡，致整个肝脏的代谢紊
乱及一系列严重的临床并发症。肝纤维化是多种慢性

肝病向肝硬化发展的共同而必经的病理过程。肝星状

细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，ＨＳＣ）活化、增殖是肝纤维化
发生的核心环节［１］。ＨＳＣ激活及其激活后 ＥＣＭ异常
表达是发生肝纤维化的关键。转化生长因子 β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１，ＴＧＦβ１）是激活 ＨＳＣ
并促进其表达 ＥＣＭ的关键因子，ＴＧＦβ１信号转导在
ＨＳＣ的 ＥＣＭ表达调节中起着重要的作用［２］，因此，

ＴＧＦβ１是肝纤维化防治的重要靶点之一。
　　本研究筛选ＴＧＦβ１基因的ＲＮＡ最佳干扰靶点，构
建其慢病毒干扰载体 ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ，随后
将该干扰载体转入ＨＳＣＴ６细胞，体外观测慢病毒介导
的ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ对 ＨＳＣＴ６细胞 ＴＧＦβ１的沉默效应
及其对 ＥＣＭⅠ型胶原 α１（ａｌｐｈａ１ｔｙｐｅⅠ ｃｏｌｌａｇｅｎ，
Ｃｏｌ１α１）表达的影响，为肝纤维化的防治提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＨＳＣＴ６细胞株（上海艾研公司）；３个干扰靶点寡核苷酸
序列及其对照序列的合成（广州瑞博公司）；胶回收试剂盒、质

粒抽提试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司）；限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、
Ｔａｑ聚合酶、ＲＴＰＣＲ试剂盒（大连宝生物公司）；ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ慢
病毒载体（上海英为信公司）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）；ＴＧＦβ１抗体、Ｃｏｌ１α１抗体（上海默克公司）；最佳干扰靶
序列的ＤＮＡｏｌｉｇｏ合成、引物合成与测序（上海捷瑞公司）。

１．２　方法
１．２．１　ＴＧＦβ１最佳 ｓｉＲＮＡ靶点的设计与筛选　　根据大鼠
ＴＧＦβ１基因ＣＤｓ序列，设计并筛选出３个干扰靶点（靶点１：５′
ＧＴＣＡＡＣＴＧＴＧＧＡＧＣＡＡＣＡＣ３′；靶点 ２：５′ＧＣＡＣＣＡＴＣＣＡＴＧＡ
ＣＡＴＧＡＡ３′；靶点 ３：５′ＣＣＧＣＡＡＣＡＡＣＧＣＡＡＴＣＴＡＴ３′）。分别
合成此 ３个干扰靶点的相应 ｓｉＲＮＡ（靶点 １，正义链：５′ＧＵ
ＣＡＡＣＵＧＵＧＧＡＧＣＡＡＣＡＣｄＴｄＴ３′，反义链：３′ｄＴｄＴＣＡＧＵＵＧＡ
ＣＡＣＣＵＣＧＵＵＧＵＧ５′；靶点 ２，正义链：５′ＧＣＡＣＣＡＵＣＣＡＵＧＡ
ＣＡＵＧＡＡｄＴｄＴ３′，反义链：３′ｄＴｄＴＣＧＵＧＧＵＡＧＧＵＡＣＵＧＵＡＣ
ＵＵ５′；靶点３，正义链：５′ＣＣＧＣＡＡＣＡＡＣＧＣＡＡＵＣＵＡＵｄＴｄＴ３′，
反 义 链：３′ｄＴｄＴＧＧＣＧＵＵＧＵＵＧＣＧＵＵＡＧＡＵＡ５′）。将 ３对
ｓｉＲＮＡ分别转入ＨＳＣＴ６细胞，具体按３个干扰靶点试剂套装
说明书进行。根据大鼠 ＴＧＦβ１（ＮＭ＿０２１５７８．２）与 ＧＡＰＤＨ

（ＡＦ１０６８６０．２）基因序列，分别设计其检测引物。ＴＧＦβ１上游：
５′ＡＣＴＡＣＧＣＣＡＡＡＧＡＡＧＴＣＡＣＣＣ３′，下 游：５′ＴＧＡＧＣＡＣＴ
ＧＡＡＧＣＧＡＡＡＧＣ３′；ＧＡＰＤＨ 上游：５′ＴＣＴＡＣＴＧＧＣＧＴＣＴＴＣＡ
３′，下游：５′ＴＧＡＧＣＣＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴ３′。采用 ＲＴＰＣＲ法，分别
以各 ｓｉＲＮＡ转入的 ＨＳＣＴ６细胞总 ＲＮＡ为模板，以未转染的
ＨＳＣＴ６细胞的相同检测作对照，从３个 ｓｉＲＮＡ靶点中筛选出
最佳的ＲＮＡ干扰靶点。
１．２．２　ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒载体的构建与鉴定　　设计并合
成针对最佳 ｓｉＲＮＡ的 ｓｈＲＮＡ靶序列（正义链：５′ＧＡＴＣＣＧＴ
ＣＡＡＣＴＧＴＧＧＡＧＣＡＡＣＡＣＣＴＴＣＣＴＧＴＣＡＧＡＧＴＧＴＴＧＣＴＣＣＡＣＡＧ
ＴＴＧＡＣＴＴＴＴＴＧ３′，反 义 链：５′ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＴＣＡＡＣＴＧＴＧ
ＧＡＧＣＡＡＣＡＣＴＣＴＧＡＣＡＧＧＡＡＧＧＴＧＴＴＧＣＴＣＣＡＣＡＧＴＴＧＡＣＧ３′，
其中，正义链引入ＢａｍＨⅠ酶切位点，反义链引入 ＥｃｏＲⅠ酶切
位点），退火形成双链，与载体 ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ连接，构建重组慢病
毒载体ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ，转化感受态细胞，对阳性重
组子质粒ＤＮＡ予以酶切与测序鉴定。
１．２．３　ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒重组体的包装及其滴度测定　　
转染前２４ｈ，用胰蛋白酶消化对数生长期的健康２９３Ｔ细胞，以
含１０％血清的 ＤＭＥＭ高糖培养基调整细胞密度为５×１０５细
胞／孔，接种于６孔板中，３７℃、５％ ＣＯ２饱和湿度下培养，待细
胞密度达７０％～８０％时用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００基因转染试剂
介导测序正确的 ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒 ＤＮＡ
转染２９３Ｔ细胞，８ｈ后更换含１０％血清的新鲜培养基，相同条
件下继续培养至４８ｈ，倒置荧光显微镜观测绿色荧光蛋白的表
达情况，并拍照。

　　继续培养至７２ｈ，收集转染７２ｈ各细胞的上清液，于４℃，
４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，除去细胞碎片。以０．４５μｍ滤器过滤上
清液，该上清液经适当浓缩后分装成小管，－７０℃保存备用。
采用倍比稀释法测定，并按公式计算其滴度。计算公式：病毒

滴度＝（Ｐ×Ｎ／１００×Ｖ）×１／ＤＦ，其中 Ｐ：ＧＦＰ阳性细胞数；Ｎ：
１０５；Ｖ：病毒稀释液体积；ＤＦ：稀释倍数。
１．２．４　ＨＳＣＴ６细胞的 ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒感染
　　感染前，胰蛋白酶消化对数生长期的 ＨＳＣＴ６细胞，用含
１０％血清的 ＤＭＥＭ高糖培养基将细胞以５×１０５／孔的密度接
种于６孔板中，３７℃、５％ ＣＯ２培养，待细胞生长密度达７０％ ～
８０％时，以病毒液与培养液体积比１∶５０的比例，用ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／
ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒液进行感染，经空病毒感染或未感染的
ＨＳＣＴ６细胞作对照，２４～４８ｈ后，荧光显微镜观测绿色荧光蛋
白（ＧＦＰ）的表达情况，并拍照。
１．２．５　ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒对 ＨＳＣＴ６细胞
ＴＧＦβ１与Ｃｏｌ１α１蛋白表达的影响　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ将经
ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ病毒感染４８ｈ的 ＨＳＣＴ６细胞总蛋
白转移至硝酸纤维膜，分别浸于含 ＴＧＦβ１兔多抗（１∶６００）与
Ｃｏｌ１α１鼠单抗（１∶５００）的封闭液中，４℃过夜，分别加辣根过氧
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化物酶标记的鼠抗兔二抗（１∶４００）与兔抗鼠（１∶４００）二抗，室
温孵育１．５ｈ，２５℃，与化学发光底物结合７ｍｉｎ左右，拍照，
ＧＡＰＤＨ（相对分子质量为３．７×１０４）作为内参。
１．２．６　ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ对ＨＳＣＴ６细胞ＴＧＦβ１及Ⅰ型胶原基因
表达的影响　　根据大鼠Ⅰ型胶原基因序列（Ｃｏｌ１α１，ＮＭ＿
０５３３０４．１），设计其特异检测引物。上游：５′ＴＧＡＴＧＴＡＴＧＣＴＴ
ＧＡＴＣＴＧＴＡＴ３′，下游：５′ＣＧＧＧＧＡＣＣＣＡＴＴＧＧＡＣＣＴＧＡＡ３′。大
鼠ＴＧＦβ１与ＧＡＰＤＨ特异检测引物见１．２．１。以经ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ
感染的 ＨＳＣＴ６细胞的总 ＲＮＡ为模板，ＲＴＰＣＲ法分别检测
ＴＧＦβ１与Ｃｏｌ１α１基因的表达情况，空病毒感染的相同细胞的同
样检测作对照，ＧＡＰＤＨ基因的相同检测作为内参。反转录（ＲＴ）
反应条件：３０℃反应１０ｍｉｎ与４２℃反应３０ｍｉｎ合成第１链
ｃＤＮＡ；９９℃反应 ５ｍｉｎ以灭活逆转录酶；５℃冷却 ５ｍｉｎ，
１个循环。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，
５７℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共２８个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ。
取ＰＣＲ产物５μＬ行电泳检测，ＧｏｌｄＶｉｅｗＴＭ染色予以确认。

２　结果

２．１　ＴＧＦβ１最佳ｓｉＲＮＡ靶点筛选
　　采用ＲＴＰＣＲ法从３对 ｓｉＲＮＡ中筛选出最佳 ＲＮＡ干扰靶
点（靶点１，图１），其序列为ＧＴＣＡＡＣＴＧＴＧＧＡＧＣＡＡＣＡＣ。
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１：靶点１；２：靶点２；３：靶点３；４：对照；Ｍ：ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００）
图１　ＨＳＣＴ６细胞ＴＧＦβ１三靶点ＲＮＡ干扰电泳结果

２．２　ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒载体的构建与鉴定
　　重组慢病毒载体ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ经限制性酶切
酶ＢａｍＨⅠ与ＥｃｏＲⅠ酶切，电泳显示切下５５ｂｐ的ｓｈＲＮＡ片段
（图２）。测序证实，携带 ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ的重组慢病毒载体
ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ得以成功构建。
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Ｍ１、Ｍ２：ＤＮＡ标准；１：ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ；２：ＢａｍＨⅠ与
ＥｃｏＲⅠ酶切ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ
图２　重组慢病毒载体ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ的酶切鉴定结果

２．３　ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒重组体的包装及其滴度测定
　　Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００基因转染试剂介导 ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／
ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒 ＤＮＡ转染２９３Ｔ细胞，培养４８ｈ，荧
光显微镜观察，可见ＧＦＰ强表达（图３）。以倍比稀释方法检测
到其病毒滴度为：７×１０７ＴＵ／ｍＬ。

!

"

#$$ !%

#$$ !%

Ａ：正常２３９Ｔ细胞　不表达ＧＦＰ；Ｂ：重组慢病毒ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１
ｓｈＲＮＡ转染的２９３Ｔ细胞　ＧＦＰ强表达

图３　荧光显微镜观察２９３Ｔ细胞中ＧＦＰ的表达

２．４　ＨＳＣＴ６细胞的 ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病
毒感染

　　未经 ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒感染的 ＨＳＣＴ６细
胞不表达ＧＦＰ（图４Ａ），经ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒感
染的 ＨＳＣＴ６细胞，荧光显微镜观察可见明显 ＧＦＰ的表达
（图４Ｂ）。
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Ａ：未感染的ＨＳＣＴ６细胞　不表达 ＧＦＰ；Ｂ：重组慢病毒 ｐＧｒｅｅｎＰｕ
ｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ感染的ＨＳＣＴ６细胞　 ＧＦＰ强表达

图４　荧光显微镜观察ＨＳＣＴ６细胞中ＧＦＰ的表达

２．５　ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ病毒对 ＨＳＣＴ６细胞
ＴＧＦβ１与Ｃｏｌ１α１蛋白表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测经ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒感染
４８ｈ的ＨＳＣＴ６细胞，分别在相对分子质量１．２５×１０４与１３５×
１０５处出现非常弱的ＴＧＦβ１与Ｃｏｌ１α１抗原染色条带；而以空病
毒感染４８ｈ或未感染的 ＨＳＣＴ６细胞分别在相对分子质量
１２５×１０４与１．３５×１０５处出现的ＴＧＦβ１与Ｃｏｌ１α１抗原染色条
带则较强（图５）。由此提示，在 ＲＮＡ水平沉默 ＨＳＣＴ６细胞
ＴＧＦβ１可有效抑制其Ｃｏｌ１α１的表达。
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１：ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ感染的ＨＳＣＴ６细胞；２：空病毒感染的 ＨＳＣＴ６细
胞；３：未感染的ＨＳＣＴ６细胞
图５　ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ对ＨＳＣＴ６细胞ＴＧＦβ１、Ｃｏｌ１α１蛋白

表达的影响
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２．６　ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ对ＨＳＣＴ６细胞ＴＧＦβ１及Ｃｏｌ１α１
基因表达的影响

　　以经 ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒感染４８ｈ的 ＨＳＣ
Ｔ６细胞总ＲＮＡ为模板，在ｍＲＮＡ水平未能检测到ＴＧＦβ１基因
的表达，能检测到Ｃｏｌ１α１基因的较弱表达，以空病毒感染４８ｈ
或未经感染的ＨＳＣＴ６细胞总 ＲＮＡ为模板，在 ｍＲＮＡ水平，均
能检测到 ＴＧＦβ１与 Ｃｏｌ１α１基因的较强表达（图６）。由此提
示，重组慢病毒 ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ能在 ｍＲＮＡ水平有
效沉默ＨＳＣＴ６细胞的ＴＧＦβ１，并下调Ｃｏｌ１α１基因的表达。
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Ｍ：ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００）；１、３：空病毒感染的ＨＳＣＴ６细胞；２、
４：ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ感染的ＨＳＣＴ６细胞

图６　ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ对ＨＳＣＴ６细胞ＴＧＦβ１、Ｃｏｌ１α１基因表达的影响

３　讨论

　　肝纤维化是各种慢性肝脏损伤修复过程中，肝内
结缔组织异常增生的一病变。其特征是 ＥＣＭ的生成
与降解失衡，导致以Ｃｏｌ１α１为主的ＥＣＭ的过度沉积，
最终导致肝功能减弱。

　　ＨＳＣ位于 Ｄｉｓｓｅ间隙，紧贴肝窦内皮细胞和肝细
胞，正常肝脏中ＨＳＣ的数目较少，占肝细胞总数的５％
～８％，富含ＶｉｔＡ脂滴，参与ＶｉｔＡ代谢和合成ＥＣＭ［３］，
与ＥＣＭ的过度沉积密不可分，是肝病理情况下 ＥＣＭ
沉积的主要细胞来源，在肝纤维化过程中，活化的

ＨＳＣ起主导作用，活化的 ＨＳＣ大量增殖，发生表型改
变并产生过多的ＥＣＭ。
　　ＨＳＣＴ６细胞株由 ＳＶ４０的 Ｔ抗原感染大鼠原代
肝星状细胞而来，可表达与分泌胶原基质，是活化型的

肝星状细胞株，是研究肝纤维化相当理想的模型［４］。

　　急性或慢性肝损害时，肌成纤维细胞生成大量胶
原纤维，其中以Ⅰ、Ⅲ型胶原为主，而Ⅰ型胶原
（Ｃｏｌ１α１）增加最为显著，大量Ⅰ、Ⅲ型胶原沉积在
Ｄｉｓｓｅ腔，使肝窦内皮细胞间空隙减少，从而促进肝纤
维化的发生、发展。Ｃｏｌ１α１是肝纤维化及肝硬化时细
胞外基质的主要成分，其表达水平是反映肝纤维化程

度强弱的重要指标，Ｃｏｌ１α１的大量合成是肝纤维化发
生发展的中心环节。ＴＧＦβ对肝脏的正常及病变起着
重要的作用［５］，有 ６种亚型：ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２、ＴＧＦβ３、

ＴＧＦβ１β２、ＴＧＦβ４、ＴＧＦβ５。肝纤维化的形成是多细胞
因子共同作用的结果，其中ＴＧＦβ１是一最主要的肝纤
维化促进因子［６－７］。ＴＧＦβ１在肝细胞中不仅调节作为
组织损伤正常反应的ＥＣＭ沉积，还调节病理性反应的
ＥＣＭ沉积。ＴＧＦβ１在健康人肝脏中主要由肝窦内皮
细胞、Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞表达，ＨＳＣ表达较少，但当肝脏损伤
时，ＨＳＣ表达ＴＧＦβ１明显增多。在肝纤维化过程中，
ＴＧＦβ１与 Ｃｏｌ１α１的改变具有明显的一致性，ＴＧＦβ１
通过直接或间接作用激活ＨＳＣ，增加以Ｃｏｌ１α１为主的
ＥＣＭ的产生，减少以 Ｃｏｌ１α１为主的 ＥＣＭ的降解，抑
制 ＴＧＦβ１的产生，阻断其分泌放大过程，可减少
ＥＣＭ，尤其是Ｃｏｌ１α１的合成。ＴＧＦβ１是肝纤维化的重
要始动因子，可见，沉默 ＴＧＦβ１将是防治肝纤维化的
重要手段之一。采用反义寡核苷酸、药物等法抑制

ＴＧＦβ１的表达或生物学功能可减少细胞外基质的产
生和纤维蛋白的沉积［８－９］。但效果仍欠佳，而近些年

迅猛发展的ＲＮＡｉ技术为通过基因的沉默措施以减少
细胞外基质的产生和纤维蛋白的沉积提供了新的

策略。

　　ＲＮＡｉ现象是指内源性或外源性双链ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅ
ｓｔｒａｎｄｓＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）与细胞内的同源序列 ｍＲＮＡ相
结合，并使之降解的现象，是一种序列特异性的转录后

基因沉默（ｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ）［１０］。ＲＮＡｉ
技术具有高特异性、高效性与高稳定性的特点［１１］，已成

为基因功能和信号传递系统上下游分子相互关系研究

的有力工具。但此项技术的应用受限于在哺乳动物细

胞内转染短链ＲＮＡ仅能持续几天，而慢病毒载体技术
则可以实现长时间的基因表达抑制，更适合于体内实

验需要［１２］。

　　因此，我们根据大鼠 ＴＧＦβ１基因 ＣＤｓ序列，设计
与筛选出ＴＧＦβ１基因的３个干扰靶点。采用ＲＴＰＣＲ
从３个干扰靶点中筛选到 ＴＧＦβ１基因的最佳干扰靶
点。设计并合成针对最佳干扰靶点的ｓｈＲＮＡ靶序列，
连人ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ载体，成功构建了 ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１
ｓｈＲＮＡ慢病毒载体，实现了该慢病毒载体对 ＨＳＣＴ６
细胞的有效感染。ＲＴＰＣＲ与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测证实，
ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ／ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ慢病毒载体能介导 ＴＧＦβ１
ｓｈＲＮＡ有效沉默ＨＳＣＴ６细胞的 ＴＧＦβ１表达，同时下
调Ｃｏｌ１α１的表达。提示ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ可能通过下调
ＨＳＣ的激活信号，使ＨＳＣ的以Ｃｏｌ１α１为主的 ＥＣＭ的
产生减少，以达缓解或抑制肝纤维化之目的。提示

ＴＧＦβ１ｓｈＲＮＡ可能是肝纤维化防治的重要新手段之一。
　　本研究的不足在于干扰ＴＧＦβ后，仅在ｍＲＮＡ与
蛋白水平检测了Ｃｏｌ１α１的表达情况，对其分泌情况及
其他的ＥＣＭ，如Ⅲ型胶原等的变化也应做较为全面的
探讨，这是我们下一步将进行的研究内容之一。
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左：平扫；右：增强扫描；Ａ：病例１；Ｂ：病例２；Ｃ：病例３；Ｄ：病例４
图１　４例腹膜后恶性神经鞘瘤患者ＣＴ表现

２　讨论

　　恶性神经鞘瘤又称神经纤维肉瘤，来源于周围神经少见的
软组织肉瘤，常见于四肢和躯干而罕见于腹膜后。腹膜后恶性

神经鞘瘤发病年龄为２０～５０岁［２］，本组４例与此相符。
　　本组４例腹膜后恶性神经鞘瘤的ＣＴ特点与文献报道的异
同：①恶性神经鞘瘤平均直径约８．６ｃｍ［３］，本组４例中３例肿
块都在１０ｃｍ以上，这可能与本组病例发现晚有关；②由于腹
腔空间较大及腹膜后组织的疏松使得肿块生长非常迅速，导致

血供不均匀，因此常伴有变性坏死［４］，内部还可见钙化，在 ＣＴ
平扫时肿块内表现为混杂密度。本组１例内部见脂肪成分，目
前仅见良性神经鞘瘤含脂肪成分的报道［５］。这与神经组织内

含有脂质成分有关，但这种脂质成分相对于脂肪肉瘤非常少，

因此，笔者认为可能由于腹膜后恶性神经鞘瘤迅速变性坏死而

掩盖脂质成分而导致不易在其中发现，本例见到脂肪成分也可

能是侵犯周围脂肪间隙引起。增强后呈轻中度持续性强化甚

至可达到延迟期，呈斑片状、岛屿状、网格状［６］。本组３例均为
不均匀的轻中度强化，但有１例未见明显强化。这可能是由于
神经源性肿瘤本身的血供不丰富，而腹膜后恶性神经鞘瘤由于

生长迅速，供血不足而引起强化不明显的现象；③周围组织器
官均不同程度受压；④本组４例的包膜相对比较清晰完整，与
文献［１，３］报道肿瘤包膜多不完整不相符，这可能与其侵袭性
强弱有关；⑤文献［７］报道少数病例病灶呈现“靶征”，本组
４例无此征象。有研究认为靶征是良性神经鞘瘤的特征性表
现［８］，但本病同样具有良性神经鞘瘤类似的 ＡｎｔｏｎｉＡ区和

ＡｎｔｏｎｉＢ区，笔者认为腹膜后恶性神经鞘瘤生长迅速改变了其
分布区域而看不到靶征，如早期发现也有可能发现这种征象。

　　综上，腹膜后恶性神经鞘瘤作为腹膜后罕见的恶性肿瘤，
其内成分组杂多变，因此，对于腹膜后肿块在除外脏器来源后

因考虑到本病的可能性。
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