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TGF p 1基因RN 慢病毒载体的构建与鉴定 
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【摘 要】目的：构建TGF B 1基因RNAi慢病毒载体。方法：根据人TGF p 1的mRNA序列选择 3个靶序列并根据它们设计合成 

3对寡核苷酸序列，同时合成 l对阴性对照寡核苷酸序列；将以上4对寡核苷酸序列退火后连入pRNA—u6，Lenti质粒，酶切和 

测序鉴定后，将以上质粒分别和包装质粒混合物共转染293Fr细胞，包装产生病毒颗粒。各组病毒载体转染Hela细胞后，运用 

Rea1一Time PcR和ELIsA检测 TGFB 1mRNA和蛋白的表达水平。结果：酶切和测序证实目的寡核苷酸片段已被准确克隆到 

pRNA—u6，I nti质粒 ；各质粒与包装质粒共转染 293FT细胞后能产生高滴度的慢病毒载体颗粒 ；各组慢病毒载体感染 Hela细 

胞后 ，有两组可以显著抑制 TGFp 1 mRNA水平及蛋白水平的表达，其中以第一组效果最佳。结论：成功构建了人 TGFp 1基因 

RN 慢病毒载体。 
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【Abstract】O 玩 e： ro constmct a lentiviral vector of RNA interference(RNAi)0f TGF—p l gene． ￡， 吐s：Three target sequences 

w_ere se1ected acc0rding t0 TGF p 1 mRNA sequence firsdy，then t}lree pa of 0lig0nucle0tide sequences according t0 t}lese target se— 

quences and one pair of negative contr01 olig0nuc1eotide sequence were desig丌ed and sy盯t}lesized．The anneaIed 0ljg0nucleotjde fragments 

were subcloned int0 pRNA—U6，Lenti plasmid．After identmed by res cti0n enzyme digestion and sequencing，these plasmids were co— 

tTfdns cted al0ng with ViLaP0werTM Lentiviral Packa ng Mix into 293F丫r ceUs f0r the package 0f lentiviral p枷 cles．Then the lentiviral 

vector particks were tmns cted into Hela cells and TGF一 1 expressi0n in tlle transfected cells was assayed by Rea1．rrime PCR and 

EUSA．R Z ：It was confirrned by digestion and sequencing that lentiviral vectors had the c0rrect stnJcture and could express high titer 

0f vims．After transfected int0 Hela cells，TGF—B 1 expression was decreased significantly by tWo 0f these lentivira1 vectors at both the pr0一 

tein and mRNA level and the first vector had me best intere nce emciency．( 竹cZ2惦幻竹： I11e lentivirus RNAi vect0r 0f TGF—p 1 was 

c0nstmcted successfully． 

【Key words】RNA inte rence；Tmnsf0nning gr0wth facto卜 l；Len ral Vector 

TGFB1是TGFB家族里最主要的亚型，众多研 

究表明其在细胞外基质形成、器官纤维化 、局部炎 

症形成及肿瘤的发生发展 中起非常重要 的作用。抑 

制TGFB1的表达可以在一定程度上对以上疾病加 

以控制，因此 TGFB1已经成为以上疾病治疗研究的 

重要靶点。RNA干扰现象是由Fire 1在 l998年首 

先发现的，具体是指通过正、反义 RNA片段形成双 
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链 RNA，从而特异性地抑制靶基因转录后表达的现 

象。作为高效、特异的调节基因表达的技术，RNA干 

扰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。但是应用这项技术主要限 

制是在哺乳动物细胞 内转染的短链 RNA仅能持续 

几天。而慢病毒载体技术则可以提供长期的基因表 

达抑制，因此更适合于体内实验及临床研究的需要固。 

为此，我们构建了针对 TGFB1mRNA的慢病毒干扰 

载体，并在 Hela细胞内验证了其对TGFB1的抑制 

效率，以期为TGFB1后续的基因治疗研究奠定基础， 

现报导如下。 
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1 材料与方法 

1．1 实验材料 

293FTr细胞、病毒包装系统(VimPowerTM Lentiviral Pack— 

a ng Mix)、Ljp0 ctamine20oO以及 I z0l(Invitmgen)；HeIa细 

胞、JM109细菌(医学遗传学国家重点实验室惠赠)；pRNAT—u6． 

2几enti病毒骨架质粒(Genscript)；限制性内切酶曰omH I I、 

．r4 DNA连接酶 、Real—Time PCR试剂盒(TAKARA)；Tip1o0 

质粒抽提柱(QIAGEN)；逆转录试剂盒(I)rnmega)；TGF p 1 EusA 

试剂盒(晶美生物工程有限公司)；寡核苷酸及引物(上海生 

物工程有限公司)；DMEM，胎牛血清(GIBC0)；7900HT型 Re— 

al—Time PCR System(ABI)。 

1．2 方法 

1．2．1 靶 向TGF B l基因的寡核苷酸设计 根据 Reynolds 

的经验，以人TGF B 1的mRNA序列(GenBank：NM o00660) 

为模板选择三段靶序列 ，同时设计一段阴性对照序列 ，经 

BLAsT表明它们均不与人任何其它 cDNA序列同源。再根据 

以上四段序列分别设计合成四对寡核苷酸序列，每对包含一 

条正义链(sense)和一条反义链(antisense)(表 1)；四对寡核 

苷酸序列退火后均可形成在 5’端含 帆 I酶切位点，3’端 

含X 0 I酶切位点，中间含 1O个碱基发夹环的小片段 DNA 

双链。 

1．2．2 TGF 8 l—SiRNA重组质粒构建 、扩增、鉴定及再扩增 

将 pRNAT—u6．2／IJenti质粒用 日啪日I和 o I行双酶切 ， 

将酶切产物用低熔点琼脂糖胶回收并和上述寡核苷酸退火 

后的产物混合 ，然后经 |r4DNA连接酶连接过夜。连接后的重 

组质粒转化感受态 JM109细菌，经含氨苄青霉素培养基筛选 

后，挑取单菌落扩大培养。按分子克隆实验指南用碱裂解法 

手工抽提质粒，由于重组质粒仍然含有 曰啪日I及 o I酶切 

位点 ，所以重组质粒可经 8帆日I及 ô I双酶切来初步鉴 

定，然后用 spin柱试剂盒抽提质粒并通过 DNA测序进一步 

鉴定。 

1_3 包装产生 siRNA的病毒颗粒及滴度测定 

常规方法培养 293fTr细胞于 10 cm细胞培养皿 ，至细胞 

数量大约为5×l0 个进行转染，用Lip ctamine20o0共转染 

pRNAT—u6．2／lenti质粒(分别用上步得到的4个阳性重组子) 

和包装质粒混合物(ViraPnwe Packa ng Mix)；次 日移去含 

DNA一脂质体复合物的培养基，换为完全培养基培养，48— 

72h后大量病毒产生，收取含病毒的培养液，并通过 0．45 m 

滤器过滤，4℃，70 0HD0 g×2 h超速离心后弃上清，沉淀即为 

TGF B 1基因RN Ai慢病毒载体，分装后冻存于一80℃待用。4组 

慢病毒载体分别命名为pRNA—u6， nti—l，pRNA—u6，Lenti一2， 

pRNA—u6，Lenti一3和pRNA—u6／Lenti一4c上述4币 乡电化过自自，赫  

倍} 感染293Fr细胞，48h荧光显微镜观察荧光；以最大 

稀释度仍然有 GFP荧光的病毒稀释度的倒数为病毒滴度，即 

每毫升病毒原液含有具有感染能力的病毒颗粒的个数。 

1．4 细胞培养及 siRNA病毒感染 

Hela细胞采用含 10％胎牛血清的 DMEM高糖培养液， 

置于37℃的 c0：培养箱中培养。感染实验共分为以下 5组： 

(1)空白对照组；(2)pRNA—U6，I nti—l组；(3)pRNA—u6／I nti一2 

组；(4)pRNA—u6／IJenti一3组；(5)pRNA—U6，Lenti_4组。感染在 

六孔板中细胞汇合度至 70％左右时进行，加入适量的病毒 

(MOL：15)，重复 3次。 

1．5 Rea1一Time PCR检测 TGFB 1 mRNA 

病毒转染 48 h后，从 6孔板中每组各收集细胞 1×1 个， 

采用Triz01一步法抽提总 RNA，用逆转录试剂盒进行逆转录 

反应，然后用 7900型荧光定量 PcR仪进行 PcR扩增，Re— 

aI—nme PCR引物：TGFB 1正义链为 5’一GAGCCTGAGGCC— 

GAc I1AcTA一3’，反义链为5’一cAcGTGcTGcTCcAcTT_丌A一3’； 

B—actin正义链为5’一AATcTGGCACCACACC CT一3’，反义链 

为5’一AGcAcAGccTGGATAGcAAc一3’。反应体系 10 l， 

各管分别含 cDNA 1 l，p—actin(或 TGFp 1)上游 、下游引 

物各 O_2 l，SYBRPremIxExTaqTM(2×)5 1，RoxReference 

Dye(50 x)0．2 l，H 0 3．4 l；反应参数：95℃预变性 10 s， 

表 1针对靶序列和阴性对照序列分别设计的寡核苷酸对 

注：表 1中第 1、2、3组分别是 3条靶序列的寡核苷酸序列的正反义链，下划直线标记的部分是靶序列及反义靶序列，第 4组是阴性对照序 

列的寡核苷酸序列的正反义链，下划直线标记的部分是阴性对照序列及其反义序列；波浪线标记的是酶切位点，其中GGATcc为 Br佣 I酶切 

位点，cTCGAG为 ô I酶切位点。 
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9 5 ℃ 变 性 5 s ， 6 0
~

C 复性 3 0 s ， 4 0 个循环 。 扩增过 程 、 荧光信号

检 查 、 数据储 存和分析均 由 7 9 0 0 型 P C R 仪及 S D S 2 ． 2 ． 2 软件

自动 完成 ， 所 获数据 导 至 E X C E L 进行计 算 和 分析 。

1 ． 6 细 胞 培 养液 中 T G F l3 1 蛋 白 质 含 量 测 定 ( E L I S A )

6 孔 板 细 胞病毒转 染 4 8 h 后 ， 收集 上 清 ， 离 心 后 弃 沉 淀 ，

采 用 T G F p l E L I S A 试 剂 盒 根 据其 说 明进 行 T G F B 1 蛋 白质

含量 测 定 ， 最 后 在 酶标仪 上 4 5 0 n m 处 即刻测 O D 值 。

1 ． 7 统 计 学处 理

用 t 检验 进 行 两 组 间差 异 比较 ， 利用 S P S S l 1 ． 5 软件 进 行

统计分析 ， P < 0 ． 0 5 被认 为组 间差 异 有显 著性 。

2 结 果

2 ． 1 重 组 质 粒 的 鉴 定

重 组 质 粒 经 B a m H I 和 X h o I 双 酶 切 后 ， 用 非 变

性 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 检 测 其 结 果 ( 图 1 ) 。 由 于 重 组

质 粒 仍 含 有 B a m H I 和 X h o I 酶 切 位 点 ， 因 此 经

B a m H I 和 X h o I 双 酶 切 后 可 以 将 插 入 的 小 片 段 D

N A 切 出来 ， 大小 为 7 6 b p ，在胶上 清晰可 见 ；而 p R N A T -

U 6 ． 2 ／L e n t i 质 粒 骨 架 大 小 为 8 3 8 5 b p ， 已 超 出 非 变 性

丙 烯 酰 胺 凝 胶 的 检 测 大 小 ． 故 表 现 为 模 糊 的 阴影 。 以

上 结 果 说 明 目标 片 段 已 正 确 插 入 p R N A T — U 6 ． 2 ／L e n t i

质 粒 载 体 。 D N A 测 序 进 一 步 证 实 目的 片 段 已 正 确 插

入 p R N A T — U 6 ． 2 ／L e n t i ( 图 2 ～ 5 ) 。

+ 10 0 b p

l 2 3 4 5

第 l ， 2 。 3 ，4 泳道 为分别为 p R N A — U 6 ／l ~ , n t i — l ， p R N A — U 6 ／L e n t i 一 2 ，

p R N A — U 6 ／L e n t i ～ 3 。 p R N A — U 6 ／L e n t i 一 4 经 B a m H I 和 X h o I 双 酶 切 后

的产物 ；第 5 泳道 为 D L 2 0 0 0 M a r k e r

图 1 重 组 质 粒酶 切 鉴 定 图

3 口
． 4 9 5 口

． 6p 印 ． 1 0 2 0 3 0 舶 5 0 6 0 7 0

图 2 重 组 质粒 p R N A — U 6 ／L e n t i 一 1 测 序 报 告 图 3 重 组 质 粒 p R N A — U 6 ／L e n t i 一 2 测 序 报 告
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图 4 重 组 质 粒 p R N A — U 6 ／L e n t i 一 3 测 序 报 告 图 5 重 组 质粒 p R N A — U 6 ／L e n t i 一 4 测 序 报 告

2 ． 2 转 染后 2 9 3 F T 的 细 胞 效 应

各 重 组 质 粒 与 V i r a P o w e r T M L e n t i v i r a l P a c k a g
—

i n g M i x 共 转 染 2 9 3 F T 细 胞 后 ，
2 9 3 F T 细 胞 部 分 融

合 ， 出 现 多 核 复 合 体 ；随 着 病 毒 增 殖 ， 细 胞 内可 见 多

量 病 毒 颗 粒 ， 并 逐 渐 从 壁 上 脱 落 ， 出 现 细 胞 病 变 效

应 ( 图 6 ) 。

2 ． 3 病 毒 滴 度 测 定 结 果

测 定 得 重 组 慢 病 毒 载 体 的滴 度 分 别 是 ：p R N A —

U 6 ／L e n t i — l ：3 ． 1 × 1 0
’T U ／m I ：p R N A — U 6 ／L e n t i 一 2 ：2 ． 7 ×

10
7
T U ／m l ；p R N A — U 6 ／L e n t i 一 3 ：2 ． 4 x 1 0

7
T U ／m l ；p R N A —

U 6 ／L e n t i 一 4 ：2 ． 9 x 10
7
T U ／m l 。

2 ． 4 H e l a 细 胞 感 染病 毒后 荧光 观 察

感 染 后 4 8 h 观 察 荧 光 ， 理 论 上 病 毒 感 染 细 胞 效

图 6 转 染后 2 9 3 F F 细 胞 出现 细 胞 病 变 效 应 荧光 照 片( x 10 0 )

率 高 ， 甚 至 可 以 达 到 9 0 ％ 以 上 ， 但 实 际 操 作 过 程 中

可 能 有 稍 许 差 别 ，

一 般 感 染 效 率 达 到 7 0 ％ 左 右 即 可

以 进 入 后 续 检 测 。 观 察 发 现 各 组 病 毒 感 染 效 率 都 在
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7 0 ％ 左 右 ， 符 合 下 一 步 检 测 条 件 ( 图 7 ) 。

2 ． 5 R e a l — T i m e P C R 检 测 T G F l5 1 m R N A 表 达 结 果

选 择 管 家基 因 B —

a c t i n 作 为 校 准 基 因 ， 空 白组 做

为 对 照 ， 该 组 H e l a 细 胞 T G F l3 l m R N A 的 相 对 含 量

值 定 为 1 ；所 有 样 本 重 复 3 次 ， 计 算 一 △ △ c t ， 以 平 均

相 对 含 量 = 2
- △ 厶 ’

计 算其 他 各 病 毒 转 染 组 H e l a 细 胞

T G F l3 l m R N A 的 相 对 含 量 并 作 图 ( 见 图 8 ) 。 经 统 计

分 析 显 示 ， p R N A — U 6 ／L e n t i 一 4 组 、 p R N A — U 6 ／L e n t i 一 3

组 T G F l3 l m R N A 相 对 含 量 与 空 白组 无 明 显 区 别 ；与

空 白组 比较 ， p R N A — U 6 ／L e n t i 一 2 组 、 p R N A — U 6 ／L e n t i 一

1 组 T G F l3 l m R N A 相 对 含 量 分 别 降 低 7 2 ． 0 ％ 和

9 1 ． 7 ％ ， 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 ． 6 E L I S A 检 测 H e l a 细 胞 上 清 中 T G F l3 l 蛋 白 的 表

达 水 平

各 组 H e l a 细 胞 培 养 液 中 T G F l3 1 蛋 白质 浓 度 见

表 2 。 与空 白对 照 组 比较 ，p R N A — U 6 ／L e n t i - 4 和 p R N A

— U 6 ／L e n t i 一 3 组 蛋 白 质 水 平 无 明 显 变 化 ； 而 在

p R N A — U 6 ／L e n t i 一 1 和 p R N A — U 6 ／L e n t i 一 2 两 组 中 ，

T G F l3 1 蛋 白质 浓 度 较 空 白组 明 显 下 调 ， 其 中 p R N A ～

U 6 ／L e n t i — l 组 T G F l3 1 蛋 白 下 调 9 0 ． 7 ％ ， p R N A — U 6 ／

L e n t i 一 2 组 T C F l3 1 蛋 白浓 度 下 调 7 3 ． 3 ％ ， 差 异 有 统

计 学 意 义 。

A 为绿 色荧光视野 × 1 0 0 B 为可 见 光视 野 X 1 0 0 C 为 A 与 B 重 合

图 7 H 。 l 。 细 胞 感 染病 毒后 照 片

臼 一 匕

! 曰 珂 艄 组 p K N^
一

p R Nh —

p R NA p R m
—

U6 ／L e m l
一 4 U6 ／L e n t i

-

3 U6 ／L~ t i
-

2 U6 ／L e n t i 一

1

实验 组 别

2
一 n 相 对定量 法 检 测各组 T G F B 1 m R N A 的相 对 含 量 ；与空

白组 比较 ‘尸l< 0 ． 0 1

图 8 实验 各组 T C F l3 l m R N A 的相对 定 量 (互± s )

3 讨 论

大 量 研 究 已 经 表 明 T G F l3 ~ 能 刺 激 未 成 熟 纤 维

细 胞 生 长 、 刺 激 基 质 合 成 、 增 加 细 胞 外 基 质 的 聚 集

并 抑 制 其 降 解 ， 与 器 官 纤 维 化 的 发 生 、 发 展 密 切 相

关『4 , 5 1
。 而 T G F l3 1 在 大 多数 肿 瘤 患 者 尤 其是 中晚 期 肿

瘤 患 者体 内可 以 通 过 抑 制 机 体 的免疫 功 能 、 增 加 肿

瘤 内血 管 生 成 、 加 强 肿 瘤 细 胞 与 胞 外 基 质 的 相 互 作

用 等 机 制 促 进 肿 瘤 细 胞 异 常 增 殖 、 侵 袭 、 转 移 并 逃

避 宿 主 的 免 疫 监 视 m J
。 除 此 之 外 ，

T C F ／3 ] 还 与 一 些

较 少 见 的 疾 病 密 切 相 关 。 譬 如 ， A l e x a n d e r 等 发 现

表 2 E L I S A 检 测 H e l a 细胞 上 清 中 T G F l3 1 蛋 白浓度 (；± s )

组 别 T G F B l 浓 度 ( p g ／m i )

空 白对 照组

p R N A — U 6 ／L e n t i - 4 组

p R N A — U 6 ／L e n t i - 3 组

p R N A — U 6 ／L e n t i - 2 组

p R N A — U 6 ／L e n t i - 1 组

19 3 ． 5 5 3 7 ± 9 ． 2 9 0 5

1 8 7 ． 2 1 5 4 ± 7 ． 6 9 5 4

1 7 9 ． 0 2 5 0 ± 10 ． 4 4 2 1

5 3 ． 3 6 9 9 ± 5 ． 4 6 l 0
’

1 9 ． 7 0 8 8 ± 4 ． 8 0 8 9
’

：p R N A — U 6 ／L e n t i 一 】， 2 两组 分别与空 白对 照 组 比较
’

P < O． 0

T G F l3 1 在 人 巨 细 胞 动 脉 炎 ( 颞 动 脉 炎 ) 中高 度 表 达 ，

并 且 对 激 素耐 受 ， 正 是 因 为 T G F l3 1 存 在 和 对 激 素 的

耐 受 使 得 巨 细 胞 动 脉 炎 患 者 在 接 受 治 疗 数 年 后 仍

然 存 在 血 管 的 慢 性 炎 症 和 内膜 增 生 19 ]
。 由此 可 见 ， 抑

制 T C F l3 1 蛋 白 的 生 物 学 功 能 将 成 为 治 疗 以 上 疾 病

的重 要 措 施 之 一

。

通 过采用 药 物 、 反 义 寡核 苷 酸 等方 法 抑制 T C F l3 l

的 表 达 或 生 物 学 功 能 可 以 改 善 细 胞 外 基 质 的 增 殖

和 纤 维 蛋 白 的沉 积 。 可 以 抑 制 肿 瘤 细 胞 的增 殖 和 转

移_10 l l l _
， 但效 果 往 往 不 尽 人 意 。 而 近 年 来 进 展 迅 速 的

R N A i 技 术 的 应 用 为 这 条 治 疗 途 径 提 供 了 新 的 方

法 。
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RNAi的本质是由发夹样结构的小干扰 RNA 

(SmalI inte rence RNA，siRNA)介导的与之同源的 

mRNA特异性降解，进而抑制相应基因表达的过 

程。因此，通过适当的技术生产特异性的siRNA并 

使其能有效地作用于靶基因的 mRNA，就能达到使 

该基因“沉默”的目的。生成 siRNA的方法有化学合 

成法、体外转录合成法、质粒载体介导的细胞内表 

达法和病毒载体介导的细胞内表达法等。其中，慢 

病毒载体由于具有可感染分裂细胞及非分裂细胞 、 

转移基因片段容量较大、目的基因表达时间长、不易 

诱发宿主免疫反应等优点，已经成为多数研究者的 

首选。 

目前，国内外还未见有采用慢病毒载体介导的 

RNAi来沉默 TGFG1基因的研究报道，鉴于此，本研 

究构建了针对 TGFB1基因的 siRNA表达慢病毒载 

体。产毒系统我们选用了pRNA—U6．2／Lenti慢病毒 

骨架质粒和与其配套的病毒包装系统(viraPower]rM 

Lentiviral Packaging Mix)。pRNA～U6．2／knti骨架质 

粒具有细胞核内转录小核 RNA—U6．2的作用元件 ， 

能准确地启动和终止转录信号，有效限制被转录RNA 

片断的大小，抵抗引起干扰素的非特异作用 ；载体 

上游序列内部包含 Sv40复制起点，可使所构建的载 

体在真核细胞内进行复制，增加细胞内siRNA转录 

的模板数，增强、加快和延长 RNAi的效应；Amp抗 

性基因和 GFP元件则为该基因连入载体后能够在 

真核细胞中表达并在荧光显微镜下直接观查其在 

细胞或转染组织 内的转染效率提供 了保证。因此该 

质粒具有的各种元件为TGFB1 siRNA的构建和沉 

默效应的实现提供了良好载体，而病毒包装更为将 

其高效转染动物活体提供了可靠保证。在设计SiRNA 

时，本研究根据Revn0lds等『31的经验，遵循了以下原 

则：(1)在起始密码子后的50～100个碱基后进行设 

计；(2)SiRNA长度设计为21个碱基；(3)GC含量不 

超过 50％；(4)避免 4个连续的 A或者 T碱基的序 

列；(5)避免与人任何其他 cDNA序列同源。酶切和 

测序鉴定后，包含由以上原则设计而来的小片段双 

链 DNA的 DRNA—U6．2，Lentj质粒载体和其包装系 

统共转入 293丌 细胞 ，293FT细胞随之出现了明显 

的细胞病理效应，说明293fTr细胞产毒成功，滴度测 

定进一步证实产毒成功。将各组慢病毒载体感染 

Hela细 胞 ，结 果 显示 pRNA—U6／IJenti—l和 pRNA— 

U6／Lenti一2慢病毒组在 Hela细胞中对 TGFB1的表 

达在 mRNA和蛋白质水平均有明显的抑制作用。尽 

管本实验只是在 Hela细胞中证实了上述两病毒载 

体的有效性，但由于 TGF61高度保守，其基因结构 

在人不同组织和细胞中高度一致．该病毒在人体其 

他不同组织细胞中理应也能发挥同样的作用，因此 

为器 官纤维化 、肿瘤 、巨细胞动脉 炎等疾病基 因治 

疗进一步的体内实验提供了良好的实验工具。 

f致谢：感谢 中南大学医学遗传学国家重点实验室在实验 

技术上给予的支持!) 
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