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·基础论著·

转化生长因子 β１刺激肝星状细胞
差异表达下调基因筛选

肖琳　成军　郭江　张黎颖　洪源　伦永志　蓝贤勇　武会娟　张丽娟　
张跃新　张建龙　李燕

　　【摘要】　目的　筛选并克隆转化生长因子 β１（ＴＧＦβ１）刺激肝星状细胞差
异表达下调基因，阐明ＴＧＦβ１导致肝纤维化的分子生物学机制。方法　以ＴＧＦ
β１及磷酸盐缓冲液分别刺激大鼠肝星状细胞（即实验组和对照组），提取 ｍＲＮＡ
并逆转录为ｃＤＮＡ，经ＲｓａⅠ酶切后，将对照组细胞 ｃＤＮＡ分成两组，分别与两种
不同的接头衔接，再与实验组细胞ｃＤＮＡ进行２次消减杂交及２次抑制性ＰＣＲ扩
增，将产物与ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体连接，构建 ｃＤＮＡ消减文库，并转染大肠埃希菌进
行文库扩增，随机挑选克隆经 ＰＣＲ扩增后进行测序及同源性分析。结果　成功
构建了ＴＧＦβ１刺激肝星状细胞差异表达基因的ｃＤＮＡ消减文库。文库扩增后得
到９８个阳性克隆，进行菌落ＰＣＲ分析，均得到２００～１０００ｂｐ插入片段。选取含
有插入片段的３５个克隆进行测序，并通过生物信息学分析获得了１９种已知基因
序列和２个未知功能基因。结论　应用抑制性消减杂交技术成功构建了ＴＧＦβ１
刺激的肝星状细胞差异表达基因的 ｃＤＮＡ消减文库，为进一步阐明 ＴＧＦβ１参与
肝纤维化的分子生物学机制提供了理论依据。
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　　肝纤维化是肝脏在各种慢性损伤后发生的一种修复反应，是各种慢性肝病共
有的病理改变。目前认为肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）是参与肝纤维
化最主要的细胞成分［１］，转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）
也是作用最强的促肝纤维化因子之一［２］。为揭示 ＴＧＦβ１参与肝纤维化的分子
生物学机制，本课题组应用抑制性消减杂交（ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，
ＳＳＨ）技术构建了ＴＧＦβ１刺激肝星状细胞差异表达基因的ｃＤＮＡ消减文库，筛选
ＴＧＦβ１作用于肝星状细胞的反式调节基因。反式调节从效果上可分为上调和下
调，之前本课题组已经筛选了 ＴＧＦβ１刺激肝星状细胞的反式作用上调基因

［３］，

鉴于ＴＧＦβ１广泛的生物学活性以及肝纤维化形成的复杂机制，本文应用同样的
方法，将驱动子和测试子进行调换，以筛选 ＴＧＦβ１刺激肝星状细胞的反式作用
下调基因，以期为ＴＧＦβ１调节肝纤维化的机制研究提供更多的线索。

材料和方法

一、试剂及材料

细胞培养相关试剂及总ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ均购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；重
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组 ＴＧＦβ１购自英国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈｅｃ公司；ｍＲＮＡ纯化试剂盒购自美国 Ａｍｅｒｓｈａｍ
ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公司；选择性 ＰＣＲｃＤＮＡ消减试剂盒、５０×ＰＣＲＥｎｚｙｍｅＭｉｘ、
ＡｄｖａｎｔａｇｅＰＣＲＣｌｏｎｉｎｇ试剂盒购自美国Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司；ＰＣＲ产物纯化试剂盒购自
德国ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司；Ｔ７、ＳＰ６通用引物及 ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体购自美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ＤＮＡ序列测定由北京奥科生物公司完成。大鼠肝星状细胞系
ＬＸ０２由徐列明教授惠赠；感受态 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α为首都医科大学附属北京地坛医
院传染病研究所保存。

二、方法

１．ＨＳＣｓ的培养：先前的工作中应用四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）实验探索 ＴＧＦ
β１不同浓度（０、０．５、１、５、１０ｎｇ／ｍｌ）及不同作用时间（２４、４８、７２ｈ）对 ＨＳＣｓ增殖
的影响，结果显示最佳效应浓度为５ｎｇ／ｍｌ，作用时间为４８ｈ，为后续实验奠定了
基础。常规复苏大鼠肝星状细胞，接种于２５ｃｍ２培养瓶中，培养至对数生长期接
近８０％融合时，用含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的ＤＭＥＭ同步过夜，计数细胞，分别按
１×１０６／ｍｌ浓度接种至２５ｃｍ２培养瓶中。将ＨＳＣｓ分为２组：实验组及对照组，
每组３瓶细胞。培养２４ｈ后更换新鲜的含１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基，并在实验
组加入ＴＧＦβ１至终浓度为５ｎｇ／ｍｌ，对照组以相同浓度加入含２ｍｇ／ｍｌ白蛋白的
磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），继续培养４８ｈ后收获细胞，每５×１０６个细胞加入１ｍｌＴｒ
ｉｚｏｌ试剂，立即保存于液氮中。上述实验用同代肝星状细胞重复３次。
２．ｍＲＮＡ提取：使用 ｍＲＮＡ纯化试剂盒直接提取 ＴＧＦβ１及 ＰＢＳ液处理的

ＨＳＣｓ总ＲＮＡ，经琼脂糖凝胶电泳及紫外分光光度计分别进行定性、定量分析。
３．消减杂交文库的建立：采用选择性 ＰＣＲｃＤＮＡ消减试剂盒，常规 ＳＳＨ技

术：以 ＴＧＦβ１及 ＰＢＳ液处理的 ＨＳＣｓｍＲＮＡ为模板，逆转录合成双链 ｃＤＮＡ
（ｄｓｃＤＮＡ），并分别标记为实验组和对照组，ｄｓｃＤＮＡ经ＲｓａⅠ（可识别４个碱基序
列的内切酶）消化，产生相对较短的平端片段，纯化酶切产物。将对照组的ｄｓｃＤ
ＮＡ分为２组，分别连接试剂盒提供的特殊设计的寡核苷酸接头 Ａｄａｐｔｅｒ１和 Ａ
ｄａｐｔｅｒ２，然后与过量的实验组ｄｓｃＤＮＡ进行杂交，合并两种杂交产物后再与实验
组ｄｓｃＤＮＡ进行第２次杂交，然后将杂交产物做选择性ＰＣＲ扩增，使ＴＧＦβ１处理
组 ｄｓｃＤＮＡ中特异性表达或高表达的片段得到特异性扩增。
４．消减文库扩增及克隆分析：扩增产物与ｐＧＥＭＴ载体连接，转化ＤＨ５α感

受态细菌，在含氨苄青霉素 ＬＢ／Ｘｇａｌ／ＩＰＴＧ培养板上，３７℃培养１８ｈ。取白色菌
落增菌，以ｐＧＥＭＴ载体多克隆位点两端 Ｔ７／ＳＰ６通用引物进行菌落 ＰＣＲ扩增，
证明含有插入片段（２００～１０００ｂｐ）后，随机挑选其中３５个克隆增菌测序，并应用
生物信息学将测得序列提交ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行同源性分析。

结　　果
一、ＨＳＣｓｍＲＮＡ的定性及定量分析
紫外分光光度计检测显示ＴＧＦβ１及ＰＢＳ液处理的ＨＳＣｓｍＲＮＡ分别为６．２８



中华实验和临床感染病杂志（电子版）２０１０年８月第４卷第３期ＣｈｉｎＪＥｘｐＣｌｉｎＩｎｆｅｃｔＤｉｓ（ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＥｄｉｔｉｏｎ），Ａｕｇｕｓｔ２０１０，Ｖｏｌ４，Ｎｏ．３ ·２３９　　 ·

μｇ／ｍｌ和７．３２μｇ／ｍｌ，Ａ２６０和 Ａ２８０分别为 １．８０４和 １．７２５。琼脂糖凝胶电泳见
ｍＲＮＡ为大于０．５ｋｂ清晰慧尾片状条带，提示提取的ｍＲＮＡ质量合格，可以满足
抑制性消减杂交实验的要求。

二、ｄｓｃＤＮＡ两端连接效率检测
将连接有 Ａｄａｐｔｏｒｌ和 Ａｄａｐｔｏｒ２的两组ｄｓｃＤＮＡ分别用不同的特异性引物

（看家基因甘油三磷酸脱氢酶Ｇ３ＰＤＨ引物）进行２８个循环扩增，在２５个循环结
束时从体系中吸取５μｌ进行电泳分析。结果显示：使用两个基因特异性引物
（Ｇ３ＰＤＨ３’和５’引物）与使用一个基因 ＰＣＲ引物所得到的产物浓度相当，说明
该连接反应具有较高的连接效率。

三、ｃＤＮＡ消减文库消减效率的鉴定
分别以消减及未消减ＰＣＲ产物为模板，用Ｇ３ＰＤＨ引物进行ＰＣＲ扩增，分别

在第１８、２３、２８、３３次循环结束时从体系中吸取５μｌ进行电泳鉴定。结果显示：与
未消减组ＰＣＲ产物相比，消减组ＰＣＲ产物中Ｇ３ＰＤＨ基因产物明显减少，说明所
构建的消减文库具有较高的消减效率，见图１。

图１　消减效率分析结果
注：Ｍ：分子量标准，１～４：未消减组，引物为 Ｇ３ＰＤＨ３’、５’；５～８：消减组，
引物为Ｇ３ＰＤＨ３’、５’，ＰＣＲ循环次数均为１８、２３、２８、３３

　　四、差异表达ｃＤＮＡ片段的扩增及克隆
杂交产物经两轮ＰＣＲ扩增后，结果显示为２００～１０００ｂｐ的插入片段，所获得

的９８个克隆中几乎均含有插入片段，这些条带可能代表差异表达的基因片段
（图２）。
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图２　部分克隆菌落ＰＣＲ鉴定电泳图
注：Ｍ：分子量标准；１～１２：阳性克隆

　　五、ｃＤＮＡ测序与同源性分析结果
挑选３５个克隆测序，２１个克隆测序成功。与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行初步比

较，应用生物信息学技术分析发现，１９个克隆均与已知基因的部分序列高度同源
（见表１），另有２个克隆为未知功能基因。

表１　阳性克隆与ＧｅｎＢａｎｋ同源序列比较结果
同源蛋白名称 同源克隆数 同源性（％）

Ｎ乙基马来酰胺敏感融合物蛋白附属物 １ １００

ＲＰ２３２２５Ｍ６４５Ｓ前核糖体ＲＮＡ部分序列 １ １００

结肠和肝脏肿瘤过度表达蛋白对碘氨基苯甲醚相似物 １ ９９

转化生长因子Ⅱ型受体 １ ９８

肿瘤相关蛋白１ １ １００

甲状腺激素受体相关蛋白３ １ ８８

ＲＩＫＥＮｃＤＮＡ１８１００４５Ｋ１相似物 １ ９９

核糖体蛋白Ｌ３ １ ９９

神经氨酸苷酶１ １ １００

转录延长因子Ｂ（ＳⅢ），多肽３ １ １００

１８Ｓ、５．８Ｓ和２８Ｓ核糖体 ＲＮＡｓ １ ９９

１３号染色体上生长停滞特异基因３（ｇａｓ３） １ １００

密度调节蛋白ｄｒｐ１相似物（ＬＯＣ４９８１８０） １ １００

真核生物转录延长因子１β２ ２ １００

ＡＬＧ２相互作用蛋白１ １ ９９

蛋白酶体亚单位α３（Ｐｓｍａ３） １ １００

视网膜母细胞瘤结合蛋白２相似物 １ ９９

醛酮基还原酶家族７成员 Ａ２ １ ９９

未知功能基因 ２
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讨　　论
基因在不同生理和病理状态下的选择性表达决定了生命过程的多样性、复杂

性以及常态和病态。对细胞基因表达的差异进行比较和研究，可以获得与生命过

程相关的信息，并有助于揭示疾病的发生发展机理。抑制性消减杂交技术是

１９９６年开展起来的一种分离差异表达基因的新技术，该技术将抑制性 ＰＣＲ和消
减杂交相结合，利用杂交二级动力学原理即高丰度序列退火时产生同源杂交的速

度大于低丰度序列，及抑制性ＰＣＲ链内退火优于链间退火的特点，从而选择性扩
增目的基因而抑制非目的基因片段的扩增，快速有效地分离差异表达基因。抑制

性消减杂交技术已成为当今研究基因差异表达最为有效的工具之一，被广泛应用

于病毒感染及肿瘤发生机制等研究领域［４］，但在肝纤维化中的应用报道较少。

ＴＧＦβ１具有多种功能，对细胞外基质基因表达、基质降解、细胞增殖分化、细
胞凋亡及免疫调节具有明确作用，是目前研究最多的与器官纤维化发生、发展密

切相关的细胞因子。本课题组应用 ＳＳＨ技术成功筛选了 ＴＧＦβ１刺激大鼠肝星
状细胞差异表达下调基因，这些基因涉及到ＲＮＡ生物合成、蛋白质翻译、细胞代
谢，肿瘤发生、信号转导等生物学功能。同时获得２个未知功能基因，可能为新基
因。

在已知功能基因中值得注意的有以下几类：

１蛋白酶体亚单位α３（ＰＳＭＡ３）：细胞内的蛋白质合成对机体的生长发育具
有重要意义，而细胞内的蛋白质降解对维持机体的生理平衡具有不可忽视的作

用，二者在生命过程中具有同样重要的地位。细胞内蛋白质降解主要有两条途径

即蛋白酶体途径和溶酶体途径。经蛋白酶体降解的蛋白包括多种限速酶、癌基因

产物、转录因子、细胞周期调控蛋白和细胞表面受体等。同时经该途径还可去除

细胞内有害蛋白质如氧化损伤的蛋白以及错误折叠的蛋白。因此，蛋白酶体途径

在细胞周期、凋亡、发育、应激反应及抗原提呈等重要的生命活动中发挥关键的调

控作用［５，６］。Ｄｉｎｇ等［７］研究发现蛋白酶体途径参与中枢神经系统一系列衰老相

关的功能紊乱，可导致线粒体功能异常，增加活性氧产生，促进ＲＮＡ、ＤＮＡ和蛋白
质氧化。Ｋｏｉｓｔｉｎｅｎ等［８］研究细胞外基质成分在子宫内膜腺癌发生机制中的作用

时，观察到许多２０Ｓ蛋白酶体表达下调。本研究发现ＴＧＦβ１刺激肝星状细胞后
蛋白酶体ＰＳＭＡ３基因表达下调，推测 ＴＧＦβ１抑制蛋白质降解途径进而导致细
胞外基质沉积以及持续氧化压力可能是ＴＧＦβ１参与肝纤维化的重要原因。
２醛酮还原酶家族７成员Ａ２：醛酮还原酶超家族包括１１４个在原核生物和

真核生物中表达的蛋白质［９］，分布在１４个家族中（ＡＫＲ１ＡＫＲ１４）。ＡＫＲ１是最
大的家族，包括醛糖还原酶、乙醛还原酶、水合氧甾醇脱氢酶、类固醇５β还原酶。
ＡＫＲ６包括钾通道β亚单位，ＡＫＲ７包括黄曲霉毒素乙醛还原酶。２个新的家族
ＡＫＲ１３即酵母醛糖还原酶，ＡＫＲ１４即大肠埃希菌乙醛还原酶。醛酮还原酶超家
族广泛地与机体固有的和外来的底物发生氧化还原反应，催化葡萄糖还原为山梨

醇，通过减少内源或外源性代谢产物而起到解毒作用。文献报道［１０］该蛋白在癌
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前病变及肝细胞癌中表达强烈，而在肝脏周围的正常组织中并不表达。表明该蛋

白可能与肝细胞癌的发病有很大关系。本研究显示醛酮还原酶表达下调，削弱了

肝脏的解毒功能，可能是其导致肝纤维化的机制之一。

３．甲状腺激素受体相关蛋白３：甲状腺激素受体（ＴＲｓ）是配体依赖性的转录
因子，具有调节三碘甲腺原氨酸（Ｔ３）促进生长、发育、分化及维持代谢稳态等多
种生物活性。Ｉｗａｈａｓｈｉ等［１１］应用酵母双杂交技术从人肝细胞 ｃＤＮＡ文库中筛选
出甲状腺激素受体相关蛋白３，该蛋白与肝细胞核因子（ＨＮＦ４）相互作用，ＨＮＦ４
是甲状腺激素受体超家族成员，为胰腺Ｂ细胞表达的一个转录因子，在调节糖代
谢相关基因表达中起重要作用。该蛋白同时也和类维生素 Ａ样 Ｘ受体相互作
用，确切的功能尚不清楚。甲状腺激素受体β（ＴＲβ）变异导致甲状腺激素抵抗，
Ｙｉｎｇ等［１２］构建了一个ＴＲβ基因定点敲入ＰＶ突变小鼠，当甲状腺激素受体相关
蛋白３缺陷时，观察到血清胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）水平降低，进一步抑制了
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号转导途径，同时血清生长激素（ＧＨ）水平也降低，最终抑制
了细胞生长和增殖。根据以上资料推测ＴＧＦβ１下调甲状腺激素受体相关蛋白３
基因引发的肝纤维化事件，可能与ＩＧＦ１、ＧＨ水平下降抑制肝细胞再生有关。
４．ＡＬＧ２相互作用蛋白 １：ＡＬＧ２，即Ｃａ２＋结合凋亡连接基因２［１３］，属于 ＰＥＦ

蛋白家族，有２个高亲和力和一个低亲和力的Ｃａ２＋结合位点，和其他的ＰＥＦ蛋白
一样，Ｎ端包含一个富含甘氨酸的片段，与靶蛋白的相互作用需要结合Ｃａ２＋。在
许多细胞作为细胞凋亡前因子，依赖胱门蛋白酶启动细胞凋亡。国外研究［１４，１５］

应用酵母双杂交技术筛选到一个ＡＬＧ２相互作用蛋白１———ＡＩＰ１，ＡＬＧ２和ＡＩＰ１
共同定位在胞质，其相互作用依赖Ｃａ２＋的存在。序列比对显示ＡＩＰ１与一个酵母
蛋白相关的Ｐｋｃ１ｐＭＡＰ激酶串连元件 ＢＲＯ１高度相似，ＡＩＰ１截短形的过度表达
可保护细胞免遭营养因子缺乏所诱导的细胞死亡。本研究 ＴＧＦβ１下调 ＡＬＧ２
致肝纤维化的机制可能与抑制星状细胞凋亡有关。

５．生长停滞特异基因３（ｇａｓ３）：生长停滞特异基因广泛地在哺乳动物胚胎发
育过程中表达，与细胞生长增殖的负性调控和细胞凋亡有关。本实验发现 ｇａｓ３
下调，可能是促进肝星状细胞增殖的原因之一。

本研究结果表明，ＴＧＦβ１在分子水平调控肝纤维化的发生涉及复杂的机制，
其反式作用下调基因可能扮演着重要的角色。筛选到的某些下调基因以及未知

功能基因在肝纤维化研究领域为我们展现了全新的视角，值得关注和深入研究。
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