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Abstract
AIM: To construct rat pcDNA3.1(+)-antisense 
TβRI (transforming growth factor beta receptor 
I) eukaryotic expressing plasmid, and to provide 
the experimental foundation for intervening the 
pathogenesis and development of liver fi brosis 
through TβRI.

METHODS: TRIzol assay was performed to 
obtain the total RNA from the rat liver tissues. 
The integrality, concentration and purity of total 
RNA were detected by ultraviolet spectropho-
tometry and agarose electrophoresis. The frag-
ment of TβRI cDNA was obtained by reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR), and then amplified by nest PCR. CaCl2 
method was used to induce the susceptibility 
of cells. The eukaryotic expressing vector, at its 
multiple cloning sites, as well as the fragment 

of TβRI, was digested by EcoRⅠand Xhol, and 
then, was purifi ed and retrieved by agarose elec-
trophoresis separation. pcDNA3.1(+)-antisense 
TβRI eukaryotic expressing plasmid was con-
structed by a directional inverted joins with the 
purified linear pcDNA3.1(+) and the purified 
fragment of TβRI. This recombinant plasmid 
was transfected into E.coli JM109 by means of 
heat shock. The recombinant was identifi ed by 
restriction endonuclease digestion and DNA se-
quence analysis.

RESULTS: Agarose electrophoresis showed that 
the strips of 18S and 28S were integral. Further-
more, the luminosity of the 28S strip was twice 
as high as 18S strip. So the total RNA was con-
sidered to be in integrity. The ratio of A260/A280 
was 1.915 0, and the total RNA was considered 
to be in good purity. The concentration of total 
RNA was 770 mg/L. The two fragments digest-
ed from pcDNA3.1(+)-antisense TβRI by EcoRⅠ
and XholⅠrepresented 5.3 kb and 432 bp after 
agarose electrophoresis, indicating the success-
ful construction of pcDNA3.1(+)-antisense TβRI. 
Sequence analysis showed the same sequence as 
expected.

CONCLUSION: The pcDNA3.1(+)-antisense 
TβRI eukaryotic expressing plasmid is construct-
ed successfully.
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摘要
目的: 构建鼠反义转化生长因子βⅠ型受体
(TβRⅠ)基因pcDNA3.1(+)真核表达质粒, 为
进一步研究通过TβRⅠ干预肝纤维化的发生
发展提供实验基础. 

方法:  将取冰冻保存的大鼠肝组织 ,  应用
TRIzol法提取总RNA, 琼脂糖凝胶电泳检测
RNA完整性, 并用紫外分光核酸蛋白分析仪
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■背景资料
肝纤维化形成过
程受到众多细胞
因 子 的 调 节 ,  目
前 认 为 最 重 要
的 细 胞 因 子 是
PDGF(血小板衍
化 生 长 因 子 ) 和
TGF-β(转化生长
因子β). TGF-β在
肝纤维化的发生
发展过程中不仅
能促进ECM的合
成 增 加 ,  而 且 能
抑 制 E C M 的 降
解. TGF-β信号传
导过程中活化的
TGF-β必须与相
应的细胞膜受体
结合, 才能将信号
传递给TGF-β家
族的细胞内信号
分子SMAD, 再将
信号从细胞质传
入 到 细 胞 核 ,  从
而特异性的调节 
TGF-β靶基因的
表达, 调节HSC的
转化和ECM的合
成、降解.

®



测定RNA浓度和纯度. 使用一步法逆转录聚
合酶链反应(RT-PCR)试剂盒获得目的基因
TβRⅠ cDNA片段, 采用巢式PCR扩增TβR
Ⅰ基因片断. 用CaCl2法诱导感受态细胞. 将
真核表达载体pcDNA3.1(+)在多克隆位点处
用Eco RⅠ、Xho lⅠ双酶切线性化, 切胶纯化
回收; TβRⅠ基因片断双酶切后切胶纯化回
收; 将纯化回收的pcDNA3.1(+)线性化载体
和TβRⅠ基因片段定向及反向连接, 构建以
pcDNA3.1(+)为载体的反义TβRⅠ基因真核表
达质粒. 转化JM109大肠杆菌. 酶切证实的阳
性克隆行测序分析. 

结果: 琼脂糖凝胶电泳检测RNA完整性, 见
28S, 18S条带完整, 而且28S条带亮度为18S
的1倍左右, 认为RNA完整性良好; 并用紫外
分光核酸蛋白分析仪测定RNA纯度A 260/A 280 
= 1.915 0, 认为RNA纯度良好; RNA浓度为
770 mg/L. 阳性克隆质粒经双酶切后行10 g/L
琼脂糖凝胶电泳在DNA Marker 430 bp和线性
化纯化后pcDNA3.1(+), 5.3 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, 重组质粒构建成功. DNA测序结果
与预期目的片段序列一致.

结论: 鼠反义TβRⅠ/pcDNA3.1(+)真核表达重
组质粒构建成功. 

关键词: 反义; 质粒; 转化生长因子βⅠ型受体; 肝纤
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0  引言

在TGF-β信号转导过程中活化的TGF-β需与相

应的细胞膜受体结合才能发挥作用. 肝星形细

胞(HSC)活化合成的细胞外基质(ECM)是肝纤维

化时ECM的主要来源[1,2]. 肝星形细胞活化后其

细胞表面的TβRⅡ显著减少, 而TβRⅠ增加或保

持不变[3]. 故推断TβRⅠ的表达下调在延缓肝纤

维化的过程中可能有潜在的更重要的作用. 我
们采用分子生物学方法构建鼠反义TβRⅠ真核

表达质粒, 为通过抑制TβRⅠ的表达干预肝纤维

化的发生发展提供了实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝组织为石河子大学第一附属医院中

心实验室-80℃冰冻保存的肝组织; pcDNA3.1(+)
质粒为本课题组保留; 限制性核酸内切酶Eco R
Ⅰ、Xho lⅠ均购自美国Promega公司; 大肠埃希

菌JM109系石河子大学石河子医学院生化实验

室所赠; Taq DNA多聚酶、UNIQ-10柱式PCR
切胶回收试剂盒、U N I Q-10小剂量质粒抽提

试剂盒、DEPC均购自上海Sangon公司; Triaol 
Reagent RNA分离液为美国Invitrogen公司的

产品; 逆转录PCR一步法试剂盒为德国Qiagen
公司的产品; T4DNA连接酶、琼脂糖为加拿大

BBI公司的产品; 巢式PCR内、外引物两对, 均
由上海Sangon公司合成, 序列为: 外引物: F1: 
5'-ACAGGCGCAAACAGTGGCAG-3'; R1: 5'-A
GTCTCGTAGCACAATGGTCC-3'; 内引物: F2: 
5'-TTCACCTCGAGAGTGGCAGCGGGACC-3'; 
R2: 5'-CTACCGAATTCTGGACCATCAGCATA
AG-3'. (黑体部分为添加的限制性内切酶Xho lⅠ
和Eco RⅠ特异识别部分的核苷酸序列).
1.2 方法 

1.2.1 巢式逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)获目的

基因TβRⅠ cDNA片段 肝组织中总RNA的提取, 
取冰冻肝组织, 在组织切片机上切成5 μm薄片, 
取10张放入0.1 mL/L DEPC水处理过的2.0的离

心管中, 然后加入4℃预冷的Trizol 1 mL, 4℃冰

箱放置1 h. 加入4℃预冷的氯仿200 μL, 剧烈

振荡后静置5 min, 13 000 g  4℃离心15 min, 取
上清液, 再次加入氯仿200 μL, 剧烈振荡后静

置5 min, 13 000 g  4℃离心15 min, 取上清液加

入等体积-20℃预冷异丙醇, 轻轻混匀, 置-20℃
冰箱静置10 min, 13 000 g  4℃离心25 min, 倾
倒上清液, 将沉淀用预冷、现配的750 mL/L酒
精0.3 mL洗涤两次, 每次洗涤后13 000 g  4℃
离心5 min, 第二次离心后倒去上清液, 空气晾

干10 min, 即得RNA沉淀, 用30 μL 0.1 mL/L 
DEPC水处理过的无菌双蒸水溶解. 15 g/L琼脂

糖凝胶电泳检测RNA完整性, 并用紫外分光核

酸蛋白分析仪测定RNA浓度和纯度, -20℃保存

RNA备用. 
使用一步法RT-PCR试剂盒, 反应体系: 5×

buffer 5.0 μL、dNTP 1.0 μL、引物F1 0.3 μL、
引物R1 0.3 μL、Rnasein 0.1 μL、Enzyme mixed 
1.0 μL、Rnase free water 15.3 μL、RNA模板 
2.0 μL、总反应体积25 μL. 逆转录聚合酶链反应

条件: (1)cDNA合成与预变性: 50℃ 30 min, 95℃ 
15 min; (2)PCR扩增: 94℃ 30 s, 55℃ 45 s, 72℃ 
1 min,  35个循环; (3)最后延伸: 72℃ 10 min, 产物
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■研发前沿
近年来利用阻断
TGF-β的信号通
路干预肝纤维化
的发生发展的实
验性研究越来越
多 ,  越来越深入 . 
不断的证明干扰
TGF-β的信号通
路可有效的干预
肝纤维化的发生
发 展 .  目 前 已 有
研究发现虽然绝
大多数细胞都有
TβRⅠ、TβRⅡ两
种受体, 但比例并
不相同, 对TGF-β
的反应性也大不
相同, 肝HSC活化
后其细胞表面的
TβRⅡ显著减少, 
而Tβ RⅠ增加或
保持不变, 并认为
这可能是HSC活
化后功能改变的
部分原因. 目前国
内外通过不同方
法抑制Tβ RⅡ的
表达来延缓肝纤
维化的进程的实
验较多, 而通过抑
制Tβ RⅠ的表达
或通过调节Tβ R
Ⅰ、Tβ RⅡ两种
受体的比例来干
预肝纤维化的发
生发展的实验较
少.
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经10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测. 
巢式P C R扩增T β R I基因片断: 反应体系

50 μL, 含: 无菌双蒸水38.2 μL、10×buffer 
4.9 μL、10 mmol/L dNTP 0.9 μL、引物F2 
0.5 μL、引物R2 0.5 μL、25 mmol/L MgCl2  
3.75 μL、Taq DNA聚合酶0.25 μL、RT-PCR产
物1.0 μL. PCR反应条件: (1)预变性: 95℃ 4 min; 
(2)PCR扩增: 94℃ 30 s, 55℃ 45 s,  72℃ 1 min,  
35个循环; (3)最后延伸: 72℃ 10 min, 巢式PCR
的扩增产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测. 
1.2.2 反义TβRⅠ/pcDNA3.1(+)真核表达重组质

粒的构建 (1)感受态细菌的制备: 从冻存大肠

埃希菌JM109菌液中沾取少量菌液分别接种于

Amp(-)和Amp(+)的LB固体培养基平皿上, 37℃
过夜, 从Amp(-)平皿中挑取单个菌落接种于LB
培养液中, 37℃振摇过夜(120 r/min), 再从中取

0.5 mL菌液接种于50 mL LB培养基中, 37℃
剧烈振摇培养2 h(250 r/min), 用CaCl2法诱导

感受态细胞. (2)pcDNA3.1(+)载体与目的片断

的连接: 真核表达载体pcDNA3.1(+)在多克隆

位点处用Eco RⅠ、Xho lⅠ双酶切线性化, 切
胶纯化回收; TβRⅠ基因片断双酶切后切胶纯

化回收; 将纯化回收的pcDNA3.1(+)线性化载

体和TβRⅠ基因片段定向及反向连接, 重组后

即为TβRⅠ/pcDNA3.1(+)真核表达重组质粒. 
pcDNA3.1(+)酶切反应体系: 第一次酶切, 灭菌

双蒸水13.4 μL、BufferH 3 μL、BSA 0.6 μL、
pcDNA3.1(+) 10 μL、Eco RⅠ3 μL, 总反应体

积30 μL, 反应条件: 37℃水浴2 h; 行第二次酶

切, 灭菌双蒸水9.4 μL、BufferD 5 μL、BSA 
0.6 μL、Xho lⅠ5 μL, 总反应体积50 μL, 反应

条件: 37℃水浴2 h. TβRⅠ基因片段酶切反应

体系: 第一次酶切, 灭菌双蒸水5.2 μL、BufferH 
2.5 μL、BSA 0.3 μL、纯化回收的TβRⅠ基

因片断15 μL、Eco RⅠ 2.0 μL, 总反应体积 
25 μL, 反应条件: 37℃水浴2.5 h; 行第二次酶

切, 灭菌双蒸水8.2 μL、BufferD 2.5 μL、BSA 
0.3 μL、Xho lⅠ 4 μL, 总反应体积30 μL, 反应

条件: 37℃水浴2.5 h. 应用T4DNA连接酶, 载体

DNA与插入DNA比例为3-7∶1, 分别做了22℃
连接2 h及14℃连接过夜. (3)细菌转化: 取已连

接的质粒DNA 5 μL, 加入200 μL感受态细菌

中, 冰浴30 min, 42℃水浴(热休克)90 s, 立即冰

浴5 min, 将菌液移入装有预热至37℃的800 μL 
LB培养液的2 mL灭菌离心管中, 37℃ 120 r/
min振摇1 h, 5 000 r/min离心1 min后, 弃上清

液800 μL, 将剩余200 μL菌液平铺于Amp(+)的
LB平皿上, 37℃恒温箱中平皿倒置培养16-20 h. 
并同时设置阳性对照和阴性对照. 
1.2.3 阳性克隆的筛选和鉴定 平皿培养16-20 h
后, 快速连接体系及过夜连接体系培养基上均可

见有散在的单个菌落, 随机挑选单个菌落, 接种

于5 mL Amp(+)的LB培养液中, 37℃ 250 r/min
振摇过夜. 取出200 μL菌液+甘油冷藏作保存

菌种外, 其余菌液用小剂量质粒抽提试剂盒按

说明书行小剂量质粒提取. 取所得质粒5 μL于
10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 可见有质粒样双带, 认
为是阳性克隆, 进一步作双酶切鉴定. 取样本

10 μL用Eco RⅠ和Xho lⅠ双酶切后各取10 μL
行10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测酶切效果. 酶切证

实的阳性克隆, 做LB培养基穿刺培养后送上海

Sangon公司测序.

2  结果

2.1 TβRⅠ cDNA片段的获得与扩增 从鼠的肝组

织中提取的总RNA, 电泳鉴定28S, 18S条带完整, 
而且28S条带亮度为18S的1倍左右, 说明RNA
无明显降解, 分光光度计测定A 260/A 280 = 1.915 0,  
RNA浓度为770 mg/L. 经巢式RT-PCR扩增后, 
10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 在DNA Marker 440 bp
附近可见明显条带, 与所需目的片段大小相符, 
空白对照则无(图1).
2.2 载体pcDNA3.1(+)及TβRⅠ基因片段的切胶

纯化回收 真核表达载体pcDNA3.1(+)双酶切

线性化后切胶纯化回收及TβRⅠ基因片断双酶

切后切胶纯化回收均可见单一清晰目的条带

(图2).
2 .3  阳性克隆的双酶切鉴定及测序结果  在
Amp(+)LB培养基平皿上随机挑取单个菌落, 经
增菌, 抽取质粒经双酶切后行10 g/L琼脂糖凝
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图 1 经RT-PCR获得目的基因TβRⅠ cDNA片段, 产物行

10 g/L琼脂糖凝胶电泳的结果. 
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空白 产物 产物 Marker 
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■创新盘点
由于反义技术是
近十几年才发展
起来的新技术, 目
前构建反义真核
表达质粒并通过
反义技术干预和
调控基因表达的
相关报道并不多
见. 本实验应用巢
式RT-PCR技术获
得TβRⅠ基因片
段 ,   其间采用嵌
套引物策略, 采取
巢式PCR技术进
行两次扩增, 减少
了非靶序列的扩
增. 用基因重组技
术以pcDNA3.1(+)
为载体构建反义
TβRⅠ基因真核
表达质粒. 



胶电泳在DNA Marker 430 bp和线性化纯化后

pcDNA3.1(+)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3). 由于

F2、R2引物所带酶切位点与载体pcDNA3.1(+)
所带的酶切位点方向相反, 故所得为反义TβRⅠ

/pcDNA3.1(+)真核表达重组质粒. 阳性克隆质粒

测序结果(图4)经blast对照(Gene ID: 29591)完全

一致.
3  讨论

3.1 TβRⅠ的研究对肝纤维化治疗的意义  TGF-β

www.wjgnet.com

Marker A       B      C       D   

图 3 阳性克隆的双酶切鉴定结果. A: 酶切后反义TβR

Ⅰ/pcDNA3.1(+)真核表达重组质粒; B: 反义TβRⅠ/

pcDNA3.1(+)真核表达重组质粒; C: 纯化后线性pcDNA3.1(+);  

D: pcDNA3.1(+).

A      B      C      D  Marker 

图 2 pcDNA3.1 (+) 及TβRⅠ基因片段经Xho lⅠ和Eco RⅠ双

酶切后切胶纯化回收后结果. A: pcDNA3.1(+)双酶切线性化

后切胶纯化回收; B: pcDNA3.1(+); C: 纯化的目的基因片段

双酶切后切胶纯化回收; D: 纯化的目的基因片段.

ATGG AGGCGGC GTCGGC TGCT T T GCGTCGC TGCC TGCT TCT CAT CGT GT TGG T GGCGG CGGCG ACG CTGC TCCC GGGGGCGA AGGCA TTACA GTG TTTCT GCCACCTC TGTACAA AGGACAATT TTACT TGTGAGACAG ATGGTC TCTGC TT
60          70         80         90        100        110       120        130       140       150        160       170       180       190        200    

TTGTC TCAGTCAC CGAGACC ACAG ACAAAGT TAT ACACAA TAG CAT GTG TA TAGCT G AAAT CG ACCT AA TTC CCCGA GACAGG CCAT TTGTTTGTGCA CCATC TTCAAAAACAGGGGCAGTTA CGTA TTGCTGCAATCAGGATC ACTGCAATAAA
210        220       230      240        250        260       270       280       290       300        310       320       330       340        350    

C T GC AA TA A AA TA GA AC T C CCA AC T A CA G A A AAG CA G TC A G C TGG CC T CGG TC CT GT GGA GCT GG CA GC TG TC AT TGC T GGT CCA GTC  TGC T TCG TC TGC AT TG CA CT T AT GC T GA TGG TCC AG A AT T
350         360          370          380          390          400         410           420         430          440          450          460          470

图 4 阳性克隆测序结果.
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■应用要点
构建鼠反义转化
生 长 因 子 β Ⅰ 型
受体 ( T β R Ⅰ ) 基
因pcDNA3.1(+)真
核表达质粒, 为进
一步研究通过抑
制Tβ RⅠ的表达
或通过调节Tβ R
Ⅰ、Tβ RⅡ两种
受体的比例来干
预肝纤维化的发
生发展提供实验
基础.



是体内最有力分布最广泛的促纤维化介质, 其
在体内的动态平衡的改变在肝纤维化的发生

发展中发挥着重要作用[4-8]. 不少实验表明血清

TGF-β1水平与肝纤维化指标和肝组织的病理

关系具有相关性[9-11]. 亦有大量的实验表明阻断

TGF-β信号传导能显著地抑制HSC的活化, 延缓

肝纤维化的进程[12-15]. 现TGF-β信号传导过程已

基本阐明, 活化的TGF-β必须与相应的细胞膜受

体结合才能发挥作用, 这些受体包括TβRⅠ、

TβRⅡ、TβRⅢ[16,17], 而TβRⅠ是唯一的直接将

信号传递到细胞内的受体[18]. 近年来不同状态

下细胞表面受体表达的不同和不同的受体表达

对TGF-β信号传导的影响的研究不断得到深入. 
目前许多研究均提示传导过程中TβRⅠ型受体

可通过对Smad辨认[19-21]决定细胞内信号的特异

性, 而这可能和细胞表面的endoglin受体表达变

化有关[22]. 亦有报道表明TβRⅠ型受体对内皮素

(endothelin-1, ET-1)的表达有调节作用[23,24], 而
ET-1对肝损伤后纤维化的维持和门脉高压的形

成具有重要的意义. Roulot et al [3]发现虽然绝大

多数细胞都有TβRⅠ、TβRⅡ两种受体, 但比例

并不相同, 对TGF-β的反应性也大不相同, 如肝

HSC活化后其细胞表面的TβRⅡ显著减少, 而
TβRⅠ增加或保持不变, 并认为这可能是HSC活
化后功能改变的部分原因. 目前国内外通过不

同方法抑制TβRⅡ的表达来延缓肝纤维化的进

程的实验较多[25,15], 而通过抑制TβRⅠ的表达干

预肝纤维化的发生发展的实验较少. 
3.2 鼠反义TβRⅠ/pcDNA3.1(+)真核表达重组质

粒的成功构建 鼠TβRⅠ基因定位于鼠5q22, 含
有9个外显子, 全基因长度约5.3 kb. 反义RNA技

术是根据核酸杂交原理, 借助基因重组技术, 将
特异的反义基因连接到特定的表达载体上(质
粒, 病毒), 转录出反义RNA与相应的mRNA形

成双链, 从而在核酸复制、转录及翻译水平高

度抑制靶基因的表达[1]. 反义RNA作用机制包括

与靶基因形成RNA∶RNA二聚体, 阻止mRNA
与核糖体的结合及移动抑制翻译或影响前体

mRNA的加工, 这要求目的基因的选择最好从

翻译起始点延伸0.5-3.0 kb长的片段，而且互

补于5 '和3 '非翻译区的序列往往有较好的效

果[26,27]; 或反义RNA结合启动子、操纵基因、

弱化子及终止子单链抑制转录, 最终抑制靶基

因表达. 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, 含有T7、
BGH启动子, 为RNA聚合酶附着作用提供了特
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异性识别位点; 并含有高效增强子SV40, 为可

促进基因转染活性的顺式调控元件; 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. 
此外, pcDNA3.1(+)编码区还含有氨苄青霉素

(Amp)抗性基因, 便于做阳性克隆筛选[28-31]. 采
用嵌套引物策略, 采取巢式PCR技术进行两次

扩增, 可减少非靶序列的扩增. 根据这些理论, 
我们选取pcDNA3.1(+)作为载体, 从鼠肝组织

中提取总RNA, 采用巢式RT-PCR技术扩增出约

440 bp的TβRⅠ片段, 并将其插入到真核表达质

粒pcDNA3.1(+)中. 重组的质粒经酶切鉴定与预

期值大小相符, 测序分析证实为TβRⅠ全长编

码序列中的基因片段, 片段长度432 bp, 基因序

列与GenBank发表的序列完全一致, 表明成功构

建了鼠反义TβRⅠ/pcDNA3.1(+)真核表达重组

质粒. 这一工作的完成, 为后续的将反义TβRⅠ
/pcDNA3.1(+)真核表达重组质粒导入肝纤维化

模型大鼠的体内研究其对肝纤维化的影响提供

前提条件. 
3.3 经验教训 在本次实验过程中, 就重组质粒

构建过程中的连接步骤, 直接将双酶切线性化

切胶纯化回收的真核表达载体pcDNA3.1(+)片
断与双酶切后切胶纯化回收的TβRⅠ基因片连

接, 同时建立了不同比例的连接反应体系, 载
体DNA∶外源插入DNA摩尔比为: 3∶1, 5∶
1, 7∶1, 连接时间和温度选择了22℃连接2 h及
14℃连接过夜, 最后均成功获得了重组子. 总结

经验认为所得目的片段的浓度及载体浓度大于

10 mg/L即可试行快速连接, 可有效提高实验的

效率. 如目的片段的浓度较小, 则应行过夜连接, 
实验中曾将目的片段连接到T载体, 再酶切纯化

回收, 结果所得目的片段的浓度很低, 行快速连

接未获成功, 过夜连接则获得重组子, 但实验周

期延长. 在实验中同时建立不同比例的连接反

应体系, 可有利于提高实验效率. 
致谢: 本实验承蒙石河子大学第一附属医院中

心实验室的杨军主任、周婷老师悉心指导和热

忱帮助, 在此一并致谢. 
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