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Abstract
AIM: To construct rat Smad7 eukaryotic vector, 
observe whether the extraneous Smad7 gene can 

transfect HSC-T6 effectively as an anti-fibrosis 
factor, and to investigate its effect on expression 
of TGF-β1, collagen Ⅰ and collagen Ⅲ mRNA in 
rat HSC-T6 cells.

METHODS: Rat Smad7 cDNA was cloned into 
eukaryotic plasmid pcDNA3.1(+) to construct 
Smad7/pcDNA3.1(+) plasmid and transfect 
it into HSC-T6 cells by Lipofectmine2000. The 
positive clone was selected by G418. The ex-
pression level of Smad7 protein was detected 
using Western blot, and the levels of Smad7, 
TGF-β1, collagen Ⅰ and Ⅲ mRNA by RT-PCR 
were further detected using RT-PCR, respec-
tively.

RESULTS: Smad7 eukaryotic vector was suc-
cessfully constructed and confirmed by endonu-
ilease digestion and sequencing. And Smad7 
mRNA and protein expression was significantly 
higher in Smad7 transfected group than either 
control or empty vector groups (1.053 ± 0.009 vs 
0.984 ± 0.054, 0.986 ± 0.044, P < 0.01 or 0.05; 0.083 
± 0.026 vs 0.058 ± 0.050, 0.056 ± 0.064, all P < 
0.05), TGF-β1 and collagen Ⅰ mRNA expression 
was significantly reduced in Smad7 transfected 
group than control and empty vector groups 
(0.961 ± 0.013 vs 1.039 ± 0.013, 1.032 ± 0.037; 0.592 
± 0.096 vs 0.767 ± 0.085, 0.770 ± 0.090, all P < 
0.01). There were no statistically significant dif-
ference in change of collagen Ⅲ mRNA expres-
sion among the three groups. The difference of 
Smad7 mRNA and protein, TGF-β1, collagen Ⅰ
and Ⅲ mRNA expression weren’t statistically 
significant between control and empty vector 
groups.

CONCLUSION: Smad7 maybe has activity of 
anti-fibrosis through inhibiting TGF-β/Smad 
signaling.

Key Words: Smad7; Construction; Eukaryotic ex-
pression vector; Hepatic stellate cell
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■背景资料
肝纤维化是细胞
外基质(ECM)在
肝脏过多沉积的
结 果 ,  其 关 键 环
节 是 肝 星 状 细
胞(HSC)的激活 , 
HSC体外培养自
行活化, 模拟了体
内纤维化过程, 是
很好的肝纤维化
模型. 转化生长因
子β(TGF-β)是肝
纤维化形成中最
重要的细胞因子, 
其信号传入依赖
Smad完成, Smad7
是TGF-β信号转
导途径的主要抑
制性蛋白, 具有抗
纤维化的作用.

■同行评议者
周士胜, 教授, 大
连大学医学院医
学研究中心
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摘要
目的: 构建并鉴定大鼠Smad7真核表达质粒, 
观察外源Smad7对肝星状细胞HSC-T6的转染, 
并进一步研究其对TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原
mRNA表达水平的影响. 

方法: 采用基因重组技术将Smad7 cDNA插入
真核表达载体pcDNA3.1(+), 构建大鼠Smad7
真核表达质粒. 脂质体介导转染HSC-T6细胞, 
分为正常对照组、空质粒组及转染组, G418
筛选, 挑取阳性细胞, 运用Western blot检测
Smad7蛋白表达情况, RT-PCR检测Smad7、
TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA的表达水平. 

结果: 酶切和测序结果证实Smad7真核表达质
粒构建成功. Smad7转染组与正常对照、空质
粒组比较, Smad7 mRNA表达显著增加(1.053
±0.009 vs  0.984±0.054, 0.986±0.044, P <0.01
或0.05), 蛋白水平显著上调(0.083±0.026 vs  
0.058±0.050, 0.056±0.064, 均P <0.05); Smad7
转染组TGF-β1、Ⅰ型胶原mRNA表达降低
(0.961±0.013 vs  1.039±0.013, 1.032±0.037; 
0.592±0.096 vs  0.767±0.085, 0.770±0.090, 
均P <0.01); Ⅲ型胶原mRNA表达差异无统计
学意义. 正常对照、空质粒组Smad7 mRNA和
蛋白水平、TGF-β1、Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA表
达差异无统计学意义.

结论: Smad7可能参与TGF-β/Smad信号转导, 
在一定程度上具有抗纤维化的生物学活性.

关键词: Smad7; 构建; 真核表达质粒; 肝星状细胞
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0  引言

肝纤维化是细胞外基质(extrace l lular matrix, 
ECM)在肝脏过多沉积的结果, 其关键环节是

肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)的激活, 
H S C体外培养自行活化 ,  模拟了体内纤维化

过程, 是很好的肝纤维化模型. 转化生长因子

β(transforming growth factor-β, TGF-β)是肝纤维

化形成中最重要的细胞因子, 其信号传入依赖

Smad完成, Smad7是TGF-β信号转导途径的主要

抑制性蛋白, 具有抗纤维化的作用[1-2]. 本实验通

过构建Smad7重组质粒, 诱导Smad7基因在HSC
中的高表达, 观察其对细胞的影响, 研究其对

TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA的表达水平影响, 

了解外源Smad7抗纤维化的效果, 为探索新的基

因治疗途径提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 pcDNA3.1(+)质粒为本课题组保留; 大
肠埃希菌DH5α系石河子大学医学院新疆地方

与民族高发病教育部重点实验室所赠; TRIzo l 
Reagent RNA分离液、Lipofectmine2000转染试

剂为美国Invitrogen公司产品; 反转录酶及限制性

核酸内切酶Eco RⅠ、XhoⅠ购自日本TaKaRa公
司; 琼脂糖、UNIQ-10小剂量质粒抽提试剂盒、

PCR切胶回收试剂盒为加拿大BBI公司产品; Taq 
DNA多聚酶、异丙基硫代-B-D半乳糖苷、DNA 
Marker、二甲亚砜、二硫苏糖醇、甘氨酸、乙

二胺四乙酸, 三羟甲基氨基己烷, 十二烷基磺酸

钠, TEMED, 丽春红 et al购自上海Sangon; PVDF
膜Millipore公司产品; 吐温-20购自Sigma公司; 
HSC-T6细胞由中国医学科学院肿瘤医院肿瘤研

究所提供; 胎牛血清为HyClone公司产品; 1640培
养基购自Gibco公司; Smad7 mAb购自R&D公司; 
蛋白Marker(SM0671)购自MBI公司; 上海Sangon
完成引物合成和基因测序.
1.2 方法 
1.2.1 大鼠Smad7真核表达质粒的构建: 常规

T R I z o l法抽提大鼠肝组织总R N A, 逆转录成

cDNA, PCR扩增Smad7目的片段, 引物见表1, 下
划线示酶切位点(EcoRⅠ、XhoⅠ). CaCl2法诱导

DH5α制备感受态细胞. pcDNA3.1(+)及Smad7
纯化后产物用EcoRⅠ、XhoⅠ双酶切, 纯化回收

后连接, 构建成Smad7/pcDNA3.1(+)重组质粒. 
进行重组质粒转化, 同时设阴阳性对照. 转化后

Amp(+)培养基上可见单个散在菌落, 随机挑选

单克隆, 接种于3 mL Amp(+)LB培养液中, 37℃
250 r/min振摇12-14 h, 取1.5 mL菌液行小剂量质

粒抽提, 电泳见阳性克隆质粒样双带, 双酶切鉴

定行电泳检测酶切效果, 酶切证实的阳性克隆

送上海生工测序.
1.2.2 细胞培养及质粒转染: HSC-T6细胞以2.8
×106/L接种于6孔板中(2 mL/孔), 37℃, 50 mL/L 
CO2培养24 h, 随机分为正常对照组、空质粒组

和Smad7质粒转染组. 转染前弃去含血清双抗培

养基, PBS冲洗后, 每孔加无血清无双抗的1640
培养基2 mL, 将质粒24 μL和Lipofectmine2000 
20 μL分别用500 μL 1640稀释, 各自混匀静置5 
min后, 再混合, 静置20 min. 每孔加入500 μL混
合液, 旋转混匀, 放入37℃孵育箱中, 6 h后更换

■研发前沿
近年来, 基因治疗
成为肝纤维化防
治研究热点, 他是
通过某种载体把
起治疗作用的基
因导入靶细胞, 合
成具有治疗作用
的蛋白, 从而达到
治疗疾病的目的.
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为含100 mL/L胎牛血清及0.1 U/L双抗的1640培
养液(2 mL/孔), 继续培养.
1.2.3 G418筛选浓度的确定、HSC-T6细胞抗性

克隆的筛选: 将细胞以2.8×106/L的密度接种培

养板, 24 h后, 将G418与含血清的1640混合, 配
成浓度为0-600 mg/L的液体, 隔日换液, 相应孔

的浓度保持不变, 培养11 d, 以7-10 d 90%细胞致

死量为最佳筛选浓度, 因此确定450 mg/L为最佳

筛选浓度. 转染后的HSC-T6细胞加入450 mg/L 
G418筛选2 wk, 大部分未转染HSC-T6飘浮死

亡, 改用浓度为200 mg/L G418, 更换含100 mL/L
胎牛血清的1640培养基, 转染携带目的基因的

HSC-T6细胞逐步形成克隆.
1.2.4 Western blot及RT-PCR检测正常对照、空

质粒及转染组中Smad7表达: 收取细胞总蛋白, 
-20℃保存. Western blot步骤: 40 mL/L浓缩胶, 
100 mL/L分离胶, 预染蛋白Marker 3.0 μL, 样本

总蛋白20 μg/孔, 加样至100 mL/L SDS-PAGE中
电泳60 V, 30 min后改电压为100 V, 90 min至溴

酚蓝跑至胶最下面取胶, 同步化将蛋白转移至

PVDF膜, 20 V, 50 min. 转膜后以50 mL/L脱脂奶

粉TBST室温下封闭4 h; 加入适当浓度的一抗孵

育(Smad7 1.0 μg/L, GAPDH 1∶1000)室温2 h后, 
4℃过夜. TBST洗膜3次, 15 min/次, 加入适当浓

度的结合HRP的二抗(1∶5000)孵育, 室温下轻

摇2 h, 洗膜, 显影, 曝光. 细胞总RNA抽提及RT-
PCR: TRIzol法提取各组HSC-T6细胞总RNA, 逆
转录为cDNA, 进行PCR, 每组同时以GAPDH为

内参照, 引物序列见表1. 各组Western blot, RT-
PCR结果, 扫描图像后, 用多媒体凝胶成像分析

系统测定Smad7蛋白和GAPDH蛋白, Smad7、

TGF-β1、Ⅰ、Ⅲ型胶原和GAPDH mRNA积分

光密度值, 并计算其比值, 因内参照GAPDH表达

恒定, 比值高低可以作为目的基因表达的相对值.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件分析, 

数据以mean±SD表示, 多个样本均数比较采用

方差分析, P <0.05表示差异有统计学意义.

2  结果

2.1 阳性克隆的双酶切及序列测定 重组质粒

双酶切后行琼脂糖凝胶电泳约在DNA Marker 
1287 bp和5.4 kb附近可见两条明显条带, 与所需

目的片段大小相符, 证实为阳性克隆(图1), 测序

结果与GenBank中收录的序列号(NW_047516.2) 
Smad7的核苷酸序列同源性完全一致.
2.2 HSC-T6细胞克隆的筛选 转染后的HSC-T6
细胞加入450 mg/L G418筛选2 wk, 大部分未转

染HSC-T6飘浮死亡, 改用浓度为200 mg/L G418, 
100 mL/L胎牛血清的1640培养基, 转染携带目的

■相关报道
实验显示Smad7
过度表达, 可有效
阻止TGF-β信号
传入, 并可以激活
(CAGA)(9)-MLP-
Luc区域, 从而导
致胶原表达减少.

表  1  实验所采用基因引物序列及扩增片段长度

     
基因				    上下游引物序列                                 扩增片段长度(bp)

Smad7 cDNA 	 5'-CTACCGAATTCATGTTCAGGACCAAACGA-3'		1  287

		  5'-TTCACCTCGAGGGCTACCGGCTGTTGAAGA-3'	

Smad7		  5'-CTGTGTTGCTGTGAATCTTAC-3' 			     600

		  5'-GCTGTAGGCCTTTTCATAGT-3' 	

TGF-β1		  5'-GGACTCTCCACCTGCAAGAC-3'			     300

		  5'-CCCCAGAAATCATCGAGAC-3' 	

Ⅰ型胶原		  5'-GACACTGAACCCTTTGTAATG-3'			     399

		  5'-GTGAAACTCCCGTCTGCT-3'	

Ⅲ型胶原		  5'-AGCGGAGAATACTGGGTT-3'			     288

		  5'-TGTAATGTTCTGGGAGGC-3' 	

GAPDH		  5'-TCCCTCAACATTGTCAGCAA-3'			     309

		  5'-AGCTCCACAACGGATACATT-3' 	

A     B    C     D     E     F    G    M

2000 bp
1500 bp
1000 bp
700 bp

400 bp

200 bp

图  1  阳性克隆的双酶切鉴定结果. A: pcDNA3.1(+); B-C: 

pcDNA3.1(+)双酶切; D: Smad7/pcDNA3.1(+)真核表达重组

质粒; E: 空白; F-G: Smad7/pcDNA3.1(+)真核表达重组质粒

双酶切后; M: Marker.
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基因的HSC-T6细胞逐步形成克隆, HSC-T6细胞

呈星形外观, 镜下见脂滴围绕在细胞核周围, 在
胞质周围可见明显的细胞骨架, 表现为大量纤

维束(图2).
2.3 正常对照组、空质粒组及转染组中Smad7蛋

白的表达 所收集的细胞总蛋白完整清晰, 外源

Smad7体外转染HSC-T6细胞后, Smad7蛋白表达

水平显著上调, Smad7转染组与正常对照、空质

粒组比较: 蛋白水平显著上调(P  = 0.020, 0.026), 
正常对照组、空质粒组Smad7蛋白水平表达差

异无统计学意义(P  = 0.644, 图3, 表2).
2.4 各组Smad7、TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA
的表达 Smad7转染组与正常对照组及空质粒

组比较: Smad7 mRNA表达明显增加(P  = 0.009, 
0.011), TGF-β1及Ⅰ型胶原mRNA表达减少(P = 
0.000, 0.000; P  = 0.004, 0.004), 而Ⅲ型胶原mRNA
表达差异无统计学意义(P  = 0.950, 0.438), 正常

对照组及空质粒组Smad7、TGF-β及Ⅰ、Ⅲ型

胶原mRNA的表达差异无统计学意义(P  = 0.944, 
0.595, 0.967, 0.950, 图4, 表2).

3  讨论

肝纤维化是一个复杂的多因素作用过程 ,  以
ECM的过度沉积为特征, Ⅰ、Ⅲ型胶原占健康

肝脏胶原总量的80%, 在纤维化肝脏中则超过

95%, 并以Ⅰ型胶原为主, 因此Ⅰ型胶原可作为

反映胶原代谢的重要参数, 用于判断抗肝纤维

化治疗的疗效[3]. 
TGF-β1是TGF-β超家族中对ECM合成与沉

积失调而导致纤维化最重要的调节因子, 多种

器官纤维化、硬化与之相关[4-7], 可激活HSC合

成ECM, 抑制肝细胞再生, 诱导肝细胞凋亡[8]. 研
究认为, 通过抑制TGF-β的产生或阻断其生物活

性调控HSC以防治肝纤维化, 是器官纤维化的治

疗靶标[9]. Breitkopf et al [10]研究表明阻止TGF-β
的信号传导可用于慢性肝病的治疗, 可能阻止

并逆转肝纤维化. 
SMAD蛋白是唯一的TGF-β受体后信使分

子, 介导TGF-β信号从细胞膜传入细胞核[1], 肝纤

维化中TGF-β/SMAD信号传导是通过与受体依

次结合、磷酸化实现的[11]. 首先, TGF-β与细胞

膜上Ⅱ和Ⅰ型受体相继结合形成TGF-β-TβRⅠ
-TβRⅡ三重复合物, TβRⅡ的激酶区使TβRⅠ磷

酸化, 继而磷酸化细胞质中的R-Smads(Smad2和
Smad3), 活化后的R-Smads与Smad4形成的复合

物, 由胞质转入核内结合特定的序列, 协同转录

因子上调或下调靶基因的表达, 产生生物学效

应. 如HSC在TGF-β作用下活化, 转化为MFB, 增
加合成和分泌胶原等ECM; 同时HSC又以自分

泌和旁分泌方式, 上调TGF-β的表达, 加速肝纤

维化的进行[12]. 
Smad7是TGF-β/SMAD信号传导中重要的

负性调节因子, Smad7表达为TGF-β自身和其他

信号途径所诱导, 提示Smad7在TGF-β信号途径

表  2  Smad7、TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA与Smad7蛋白的表达 (n  = 6, mean±SD)

     
分组          	         Smad7      	        TGF-β1    	     Ⅰ型胶原       	     Ⅲ型胶原	   Smad7蛋白

正常对照组	 0.984±0.054	1 .039±0.013	 0.767±0.085	 0.941±0.024	 0.058±0.050 

空质粒组		  0.986±0.044	1 .032±0.037	 0.770±0.090	 0.944±0.100	 0.056±0.064 

Smad7转染组	1 .053±0.009b	 0.961±0.013d	 0.592±0.096f	 0.910±0.059	 0.083±0.026h

bP  = 0.009, dP  = 0.000, fP  = 0.004, hP  = 0.020 vs  正常对照组.

■应用要点
研 究 S m a d 7 对
TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ
型胶原mRNA的
表达水平影响, 了
解外源Smad7抗
纤维化的效果, 为
探索新的基因治
疗途径提供实验
依据.

图  2  筛选后的HSC-T6细胞形成的克隆(×10).

图  3  Smad7的Western blot. 检测Smad7转染组, 空质粒组

及正常对照组中Smad7(1-3)蛋白的表达; GAPDH为内参照. 

1                  2                 3

Smad7

GAPDH

51 kDa

40 kDa
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的反馈及交叉调控中起关键作用[2], 其作用机制

可能是Smad7可以与R-Smads竞争性同TβRⅠ结

合从而抑制了R-Smads活化所介导的TGF-β信号

传导, 阻断了TGF-β的作用通道, 导致ECM的合

成减少, 发挥抗纤维化的作用. 
近年来, 基因治疗成为肝纤维化防治研究热

点, 他是通过某种载体把起治疗作用的基因导

入靶细胞, 合成具有治疗作用的蛋白, 从而达到

治疗疾病的目的. 
Dooley et al [13]制备肝纤维化大鼠模型, 将带

有Smad7 cDNA的腺病毒注射到模型体内, 实验

显示Smad7过度表达, 可有效阻止TGF-β信号传

入, 并可以激活(CAGA)(9)-MLP-Luc区域, 从而

导致胶原表达减少. 
基因克隆时, 选择合适的载体是关键, 同时

载体是基因转染的关键. 目前常用的载体有质

粒和病毒, 病毒载体感染效率较高, 但是其对细

胞有直接的细胞毒性作用, 并可以诱发宿主的

免疫反应, 影响目的基因的长期表达[14-17]. 本研

究所选载体pcDNA3.1(+)是一个由人类巨细胞

病毒启动子控制转录起始的表达质粒, 含氨苄

青霉素(Amp)抗性基因, 便于做阳性克隆筛选; 
含T7、BGH启动子, 为RNA聚合酶附着作用提

供特异性识别位点; 含高效增强子SV40, 是一类

能促进基因转录活性的顺式调控元件, 表现为: 
(1)无方向性; (2)远距离作用; (3)无基因特异性, 
这样使其调控的基因可在哺乳动物细胞中获得

稳定表达并在一定程度上保证了目的基因的稳

定遗传. 
我们成功构建Smad7/pcDNA3.1(+)重组质

粒, 经酶切结合测序分析, 克隆到pcDNA3.1(+)
中Smad7的ORF与GenBank中编码大鼠Smad7
基因cDNA序列完全一致. 载体如何导入细胞

及何时导入是实验顺利进行的关键 .  实验中

DNA转染真核细胞的常用方法有: 磷酸钙法、

电转染法和基因枪法等, 以脂质体和病毒为载

体的转染则常用于在体细胞的转染. 病毒载体

由于自身蛋白质有较强的免疫原性而产生细胞

毒性. 脂质体能提高分裂细胞和非分裂细胞对

核酸的摄取, 并保护其不被降解, 具有操作简

单、细胞吸收较好的优点, 并对特定细胞如肝

星状细胞具有吸收倾向性, 本实验选用脂质体

Lipofectmine2000, 细胞培养培养24 h后转染, 为
排除外源性质粒DNA在转染时带来的生物学或

免疫学效应, 我们设立了空质粒组. 为提高转导

效率, 我们进行了G418筛选阳性克隆.  
HSC体外培养自行活化, 模拟了体内纤维

化过程, 是很好的肝纤维化模型. 本研究结果

显示, Smad7 mRNA及蛋白水平均显著上调, 提
示Smad7成功转染HSC-T6细胞, 可有效表达

Smad7, 并影响TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA的

表达水平, 与正常对照及空质粒组相比, TGF-β1 
mRNA表达降低, 并减少了Ⅰ型胶原mRNA的表

达, Ⅰ型胶原合成减少, 可能减少ECM合成, 提
示在一定程度上可能减轻肝纤维化. 

实验结果显示上调Smad7基因表达对Ⅲ型

胶原mRNA水平无明显影响, 这与阮艺华 et al研
究结果相一致[18]. 尚有学者研究精氨酸-甘氨酸-
天冬氨酸(RGD)三肽, 证实他存在于多种生物细

胞外基质中, 能特异性识别细胞表面整合素并

与之结合, 从而介导多种重要的生命活动[19-21], 
他可以促进HSC胶原酶的表达, 从而增加胶原

的降解, 他还具有拮抗TGF-β促进ECM分泌的作

用[22-23]. 再者, 肝纤维化时, ECM的量和质均发生

显著变化, 就胶原而言, Ⅲ型胶原在纤维化早期

即明显增多, 但随纤维化进展, 可逐渐被Ⅰ型胶

原替代. 本实验各组间Ⅰ胶原mRNA的表达水平

图  4  Smad7、TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA的RT-PCR结
果. A: Smad7及Ⅰ、Ⅲ型胶原; B: TGF-β1 mRNA. 1-3: 正

常对照组, 空质粒组及Smad7转染组中Smad7; 4-6: Ⅰ型胶

原; 7-9: Ⅲ型胶原 mRNA的表达; M: Marker.
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■同行评价
本研究技术路线
得当 ,  方法合理 , 
结论可靠, 具有一
定的学术价值.



www.wjgnet.com

杨小艳, 等. 大鼠Smad7真核表达质粒的构建及在肝星状细胞中的表达					               3151

有差异, 而Ⅲ型则无, 是否与纤维化的程度有关, 
其机制尚待进一步研究. 

总之, 本实验表明外源Smad7可以在HSC- 
T6细胞有效表达, 由于Smad7高表达能够减少

TGF-β信号传入, 并能显著抑制HSCⅠ型胶原

mRNA表达, 这为进一步实验及探索新的基因治

疗途径提供实验依据. 
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