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Ｓｍａｄ７转染人骨髓间充质干细胞的初步实验研究
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（解放军第三二四医院眼科，重庆４０００２９）

　　摘　要：目的　将Ｓｍａｄ７转染到人骨髓间充质干细胞（ＢＭＭＳＣ），并进行绿色荧光标记，将其植入兔青光眼手术模型，观察

ＢＭＭＳＣ存活情况。方法　采用ＢＰ反应和ＬＲ反应，将绿色荧光标记的Ｓｍａｄ７基因片段通过噬菌体插入ＢＭＭＳＣ中，通过集落

筛选，选出阳性表达细胞株。１５只新西兰大耳白兔行小梁切除，局部予以ＢＭＭＳＣ，观察细胞存活情况。结果　ＢＭＭＳＣ的

Ｓｍａｄ７表达稳定，绿色荧光标记成功。ＢＭＭＳＣ在兔活体小梁存活，荧光表达满意，眼压稳定。结论　绿色荧光标记的Ｓｍａｄ７能

稳定转染到ＢＭＭＳＣ，在兔小梁切除术模型表达稳定。
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　　滤过口堵塞是青光眼手术面临的实际问题，主要原因是局

部的成纤维细胞增殖，其与转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）关系密切，如何在滤过口持续有效抑

制ＴＧＦβ是研究的重点
［１３］。ＴＧＦβ下游细胞信号传递过程

中，Ｓｍａｄ７是一种重要的抑制因子，作用于ＴＧＦβ下游细胞信

号的多环节［４５］。本实验探讨能否将Ｓｍａｄ７转染到人骨髓间

充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＭＳＣ）

后植入兔青光眼小梁术后模型，观察ＢＭＭＳＣ存活情况，希望

能将其用于青光眼滤过手术的动物模型研究。

１　材料与方法

１．１　材料与动物　人骨髓间充质干细胞（广州赛业），Ｇａｔｅ

ｗａｙ
? ＬＲＣｌｏｎａｓｅＴＭⅡＰｌｕｓＥｎｚｙｍｅＭｉｘ、Ｇａｔｅｗａｙ? ＢＰＣｌｏｎａ

ｓｅＴＭⅡ ＥｎｚｙｍｅＭｉｘ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＱＩＡｑｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃ

ｔｉｏｎ试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司），ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ
ＴＭ ＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅ（Ｔａｋａｒａ公司），ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司），

ＧｅｎｅＲｕｌｅｒＴＭ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ、１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公

司）。新西兰大耳白兔（重庆大坪动物研究所）。

１．２　设备　ＰＣＲ 仪（ＢｉｏＲａｄ公司），ＵＶｔｒａｎｓｉｌｌｕｍｉｎａｔｏｒ

（ＵＶＰ公司），水平电泳槽、电泳仪（北京６１仪器厂），全温空气

摇床（上海福玛公司），冰冻切片机（ＬｅｉｃａＣＭ１８５０ＵＶ，北京中

仪光科科技有限公司），荧光显微镜（奥林巴斯中国有限公司），

手术显微镜、全自动眼压计（拓扑康公司）。

１．３　绿色荧光标记的Ｓｍａｄ７转染ＢＭＭＳＣ并鉴定

１．３．１　重叠 ＰＣＲ扩增ａｔｔＢ１ｇｅｎｅ１ａｔｔＢ２　ａｔｔＢ１ｇｅｎｅ１ａｔｔＢ２

引物设计，上游引物５′ＧＧＧＡＴＡＣＣＡＣＡＴＧＴＴＣＡＡＧＡＣ

ＣＡＴＡＣＧＡ３′，下游引物５′ＣＣＴＡＡＧＣＴＴＧＡＧＣＴＡＣＣＧ

ＴＣＴＧＴＴＧＧＡＧＡ３′。ＰＣＲ反应体系：５×ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲＴＭ

Ｂｕｆｆｅｒ１０．０μＬ，上、下游引物各１．０μＬ，ＤＮＡ模板１．０μＬ，

ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ４．０μＬ，ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲＴＭＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ

０．５μＬ，加入ｄｄＨ２Ｏ至５０．０μＬ。９８℃，３ｍｉｎ；９８℃１０ｓ，

６０℃１０ｓ，７２℃６０ｓ，３０个循环；７２℃５ｍｉｎ终止反应。

１．３．２　通过 Ｇａｔｅｗａｙ技术建立 ｐＤｏｗｎ反应体系　ＢＰｃｌｏ

ｎａｓｅ１μＬ，ｐＤｏｎｒ２２１、ａｔｔＢ１ｇｅｎｅ１ａｔｔＢ２各１００ｎｇ，加入ＴＥ至

５μＬ。产物转入大肠杆菌Ｓｔｂｌ３中。电击穿Ｓｔｂ１３细胞加ＢＰ

反应物２μＬ，０℃反应３０ｍｉｎ；细胞４２℃热击９０ｓ，０℃反应２

ｍｉｎ；加入Ｓ．Ｏ．Ｃ．溶液３００μＬ，２２５ｒ／ｍｉｎ、３７℃，摇床孵育

１ｈ；含５０μｇ／ｍＬ卡拉霉素（Ｋａｎ）的ＬＢ平板上涂１００μＬ转化

后的菌液，３７℃孵育过夜；阳性克隆菌落通过ＰＣＲ筛选；取阳

性克隆并进行克隆测序。

１．３．３　利用Ｇａｔｅｗａｙ技术构建ｐＵＰ启动子　２５℃ ＢＰ反应

３ｈ；大肠杆菌Ｓｔｂｌ３转入ＢＰ反应产物；挑选阳性克隆并进行

测序。同样步骤构建ｐＴａｉｌＩＲＥＳ／ｇｅｎｅ２。

１．３．４　利用 Ｇａｔｅｗａｙ技术构建最终表达载体　小量提取质

粒ｐＤｏｗｎ和骨架载体；２５ ℃，ＬＲ 反应 ３ｈ。反应 体 系：
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ｐＤｏｗｎｇｅｎｅ１１０ｎｇ；ｐＵＰ启动子１２ｎｇ；ｐＴａｉｌＩＲＥＳ／ｇｅｎｅ２１３

ｎｇ；骨架载体６０ｎｇ；ＬＲｃｌｏｎａｓｅ１μＬ；ＴＥｂｕｆｆｅｒ加至５μＬ；

２５℃，ＢＰ反应３ｈ；大肠杆菌Ｓｔｂｌ３中转入ＢＰ反应产物；挑选

阳性克隆并进行测序。

１．４　骨髓间充质干细胞动物活体移植及观察　新西兰大耳白

兔１５只，雄性，体质量（３．７±０．４）ｋｇ，静脉注射法按照１ｍｇ·

ｍＬ－１·ｋｇ
－１予以麻醉，做角膜缘结膜切口，巩膜瓣４ｃｍ×５

ｃｍ，角巩缘后做１ｃｍ×３ｃｍ半层巩膜入前房，巩膜瓣和结膜

下滴１×１０５／ｍＬ细胞悬液３滴，间断缝合巩膜瓣和结膜，注意

观察动物反应及眼压变化，１周后空气栓塞处死动物，滤过口

附近巩膜组织做荧光染色。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计分析，计量资料

采用狓±狊表示，比较采用单因素方差分析，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｓｍａｄ７蛋白鉴定　空白ＢＭＭＳＣ细胞编号１组、导入绿

色荧光蛋白ＢＭＭＳＣ细胞编号２组、导入Ｓｍａｄ７与绿色荧光

蛋白 ＢＭＭＳＣ 细 胞 编 号 ３ 组。其 中 １ 组 （１７６２５．３３±

６８４０．７７）和２组（１９８０５．３５±１２４４２．１９）的Ｓｍａｄ７表达相似，

３组（３０９５７．５５±１０３２４．５１）Ｓｍａｄ７表达明显升高，说明

Ｓｍａｄ７基因导入成功，表达稳定，见图１。

图１　　Ｓｍａｄ７蛋白在各组细胞中的表达变化

图２　　含绿色荧光蛋白ＢＭＭＳＣ在兔小梁网组织

中的表达（荧光显微镜×２００）

２．２　动物术后情况　观察过程中动物无死亡，局部无感染、排

斥反应，无局部肉芽组织形成。术后１～３ｄ，小梁网手术区域

局部结膜充血，角膜透明，前房无角膜后沉淀物，眼压稳定，按

压下方眼球见滤过泡隆起；术后４～７ｄ局部结膜充血逐渐减

退，前节无异常，眼压稳定，按压眼球滤过泡扁平隆起。

２．３　动物模型荧光照相结果　术后７ｄ，小梁网表面见密集荧

光标记的骨髓间充质干细胞，说明移植的ＢＭＭＳＣ在小梁网

组织原位存活，局部细胞聚集浓度较高，未见周围扩散现象，见

图２。

２．４　术后眼压　３组兔术后眼压结果（狀＝１０）：第１天

（１３．５±２．４）ｍｍ Ｈｇ，第３天（１４．８±１．６）ｍｍ Ｈｇ，第７天

（１５．４±１．９）ｍｍＨｇ，各组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

ＢＭＭＳＣ来源方便，具有向不同组织分化的潜能，遗传背

景比较稳定是理想的靶细胞［６７］。ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路是目

前研究的热门。ＴＧＦβ亚家族至少发现６种结构相似分子

ＴＧＦβⅠ～Ⅵ，其生物学作用相似且同源性很高，人类主要是

ＴＧＦβⅠ～Ⅲ。Ｓａｍｄ家族中ＴＧＦβ信号通路的下游蛋白有

Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ４、Ｓｍａｄ６、Ｓｍａｄ７等，参与了成纤维细胞增

殖调控的整个环节。Ｓｍａｄ 信号蛋白分为 ３ 种：限 制 型

（Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８）；共有型（Ｓｍａｄ４）；抑制

型（Ｓｍａｄ６、Ｓｍａｄ７）。其中抑制型蛋白 Ｓｍａｄ７竞争性结合

ＴＧＦβⅠ型受体，核转位至细胞质，抑制蛋白激酶，干扰限制型

Ｓｍａｄ蛋白的磷酸化，导致 ＴＧＦβ信号通路受限
［８９］。在生理

状态下抑制型Ｓｍａｄ７主要位于细胞核，受ＴＧＦβ刺激，入核发

挥生理调节作用。研究发现ＴＧＦβ限制型信号蛋白能诱导产

生抑制型Ｓｍａｄ７，而Ｓｍａｄ７通过负反馈调节来抑制ＴＧＦβ过

度作用［１０１１］。

Ｓｍａｄ７对于眼的胚胎发育有重要作用，敲除Ｓｍａｄ７导致

组织增殖和凋亡异常，出现组织缺损和小眼症［１２］。通过转染

Ｓｍａｄ７基因，能有效抑制肾纤维化动物模型的肾间质纤维化的

程度。将Ｓｍａｄ７利用腺病毒转染小鼠肺纤维化动物模型，发

现Ⅰ型胶原和羟脯氨酸的含量降低，结果动物的肺纤维化程度

减轻［１３］。Ｓｍａｄ７与增殖性玻璃体视网膜病变联系密切
［１４］；干

扰Ｓｍａｄ７表达导致小梁网细胞表达ＴＧＦβ２水平下降，抑制细

胞外基质过度沉积［１５１６］；阻断Ｓｍａｄ７能抑制损伤导致的角膜

内皮增殖［１７］。

本研究将ＢＭＭＳＣ在兔活体小梁存活，荧光表达满意，眼

压控制稳定，为下一步动物实验打下基础，但是观察时间还有

限，还需要不同对照组进行对比研究，需要延长观察时间了解

移植后的最终抗增殖效果，上述情况还在研究过程中。
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本研究发现青蒿琥酯对Ｈｓｐ４７ｍＲＮＡ的表达影响并不十

分明显，但却能显著降低该蛋白的表达。所以作者推测青蒿琥

酯可能在转录后水平影响 Ｈｓｐ４７的表达，具体作用于哪个环

节仍需进一步研究。

综上所述，青蒿琥酯能够通过抑制 Ｈｓｐ４７表达来下调Ⅰ

型胶原表达水平，减轻肺纤维化。这为临床上治疗肺纤维化提

供一定的参考。
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ｔｉａｔｉｏｎｏｆａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅＩｉａｌｔｙｐｅⅡｃｅＩｌｓｔｏｔｙｐｅＩｃｅＩｌｓｉｎ

Ｖｏｌｖｅｓａｕｔｏｃｒｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｂｙｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒｂｅｔａ１ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＳｍａｄｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＢｉｏＣｈｅｍ，

２００７，２８２（１５）：３９６８３９７６．

［１４］ＲｏｊａｓＪ，ＦｅｒｎａｎｄｅｚＩ，ＰａｓｔｏｒＪＣ，ｅｔａｌ．Ａｇｅｎｅｔｉｃｃａｓｅｃｏｎ

ｔｒｏｌｓｔｕｄｙｃｏｎｆｉｒｍｓｔｈｅｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＳＭＡＤ７ａｎｄＴＮＦ

ｌｏｃｕｓｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｖｉｔｒｅｏｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ

［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，２０１３，５４（３）：１６６５１６７８．

［１５］ＳｕＹ，ＹａｎｇＣＹ，ＬｉＺ，ｅｔａｌ．Ｓｍａｄ７ｓｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｉｎｔｒａｂｅｃｕｌａｒｍｅｓｈｗｏｒｋｃｅｌｌｓ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＴＧＦβ２［Ｊ］．ＭｏｌＶｉｓ，２０１２，１８（１２）：１８８１

１８８４．

［１６］ＦｕｃｈｓｈｏｆｅｒＲ，ＳｔｅｐｈａｎＤＡ，ＲｕｓｓｅｌｌＰ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｉｎｇｏｆＴＧＦｂｅｔａ２ａｎｄ／ｏｒＢＭＰ７ｔｒｅａｔｅｄｔｒａｂｅｃｕ

ｌａｒｍｅｓｈｗｏｒｋｃｅｌｌｓ：ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳｍａｄ７ａｓａｃｒｉｔｉｃａｌ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＴＧＦｂｅｔａ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＥｘｐＥｙｅＲｅｓ，２００９，

８８（６）：１０２０１０３２．

［１７］ＳｕｍｉｏｋａＴ，ＩｋｅｄａＫ，ＯｋａｄａＹ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆ

ｂｌｏｃｋｉｎｇＴＧＦｂｅｔａ／Ｓｍａｄｓｉｇｎａｌｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｆｉｂｒｏ

ｓｉｓｏｆｃｏｒｎｅａｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ［Ｊ］．ＭｏｌＶｉｓ，２００８，１４（７）：

２２７２２２８１．

（收稿日期：２０１４１０１０　修回日期：２０１４１２１５）
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