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·基础研究·
利用逆转录病毒载体建立 SMAD2 稳定干扰的人胚胎干细胞系 *

孙 懿 1,2,3 卢光琇 1,2,3 林 戈 1,2,3△
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摘要 目的：建立 SMAD2 稳定干扰的人胚胎干细胞系。方法：利用包装细胞获得重组的逆转录病毒，感染人类胚胎干细胞，为干扰

组 ShSMAD2、载体组 VECTOR 和野生型组 WT；经荧光筛选获得阳性克隆；Realtime-PCR 检测 SMAD2 mRNA 的表达。结果：带

GFP 荧光标记的 SMAD2 特异性 shRNA 逆转录病毒感染人类胚胎干细胞后，获得稳定干扰 SMAD2 表达的人胚胎干细胞系。经

检测 shSMAD2 组 SMAD2 mRNA 表达较 VECTOR 和 WT 组明显降低，VECTOR 和 WT 组之间无明显差异。结论：通过 SMAD2

特异性 shRNA 逆转录病毒载体构建了稳定干扰 SMAD2 的人类胚胎干细胞。
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ABSTRACT Objective: To establish stably SMAD2 shRNA interfered human embryonic stem cell line. Methods: SMAD2 shRNA

expressed pRetroSuper-GFP-SMAD2 vector was made virus in packaging cell line. Human embryonic stem cells were infected, which

were divided into interference group (ShSMAD2), VECTOR group and wild-type group (WT). Positive clones were selected by GFP

Fluorescence. SMAD2 knocked down efficiency were evaluated by Real-time PCR analysis. Results: After human embryonic stem cells

were infected with SMAD2-specific shRNA retrovirus labeled GFP fluorescence, stable interference of SMAD2 expression in human

embryonic stem cell lines had been obtained, in which SMAD2 mRNA expression was significantly lower compared with the VECTOR

and the WT group, while VECTOR group and WT group showed no significant difference. Conclusion: Retroviral vector-delivered

shRNA resulted in effective and stable down-regulation of SMAD2 expression in human embryonic stem cells.
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前言

SMAD 蛋白是转化生长因子 -β（TGF-β）信号通路中关键

的介质，其中 SMAD2 属于受体激活型 SMAD（R-SMAD），其

活化后磷酸化，与 SMAD4 结合形成异三聚体进入胞核，激活

下游基因转录[1-2]。研究表明 SMAD2 信号对于 Activin A 信号

诱导 DE 的发育至关重要[3]，Tremblay 等[4]在小鼠胚胎研究中发

现 SMAD2 是原条形成及内胚层特化的中介因子。Fei 等[5]研究

发现 Activin A/Nodal 信号通过 SMAD2/3 不同的转录调控网

络对于鼠 ESCs 维持不分化以及向内胚层分化都是必需的。

James 等 [6] 研究发现 TGFβ/activin/nodal 通过信号转导因子

SMAD2/3 激活信号维持人胚胎干细胞 （hESCs） 未分化状态。
Jiang 等 [7] 研 究 发 现 在 hESCs 中 ，TGFβ/activin 信 号 通 过

SMAD2/3 转录调控 Nanog 的表达。逆转录病毒载体 pSUPER

RNAi 系统是个成熟、高效、特异的干扰基因表达系统，其转染

范围广、效率高、转入的外源基因可完全整合、并可以长期表达

[8]。为了研究 SMAD2 对 hESCs 维持不分化和向内胚层分化的

作用，及其与下游相关基因的联系，并探讨其可能的机制，我们

利用 SMAD2 RNA 干扰逆转录病毒载体建立 SMAD2 稳定干

扰 hESCs 系，为进一步研究建立细胞模型。
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1 材料与方法

1.1 实验细胞和试剂

实验用人胚胎干细胞细胞系 chHES-8 由中南大学生殖与

干细胞研究所在人源性饲养层上建立[9]，核型正常，建系后传代

代数在第 20～第 50 代之间用于试验。DMEM、F12、替代血清、
β- 巯基乙醇、L- 谷氨酰胺、非必需氨基酸、成纤维细胞生长因

子 2 （fibroblast growth factor 2，FGF2）、胎牛血清、RPMI1640、
DPBS 均为 Gibco 公司产品；Matrigel，BD 公司；mTeSR誖1，

STEMCELLTM 公司；引物、TRIZOL、lipofectamineTM2000，Invit-

rogen 公司；逆转录试剂盒，Promega 公司；iQTM SYBR誖Green

Supermix，BIO-RAD 公 司 ；SMAD2 干 扰 质 粒 pRetroSu-

per-GFP-SMAD2 来自 Addgene；荧光显微镜为日本 Nikon 公司

产品。
1.2 实验方法和步骤

1.2.1 细胞培养 hESCs 按照常规方法培养在丝裂霉素处理的

鼠 成 纤 维 细 胞 （MEF） 制 备 的 饲 养 层 上 ， 培 养 基 包 含 有

DMEM/F12、体积分数 15%的替代血清、0.1 mmol/L β- 巯基乙

醇、2 mmol/L L- 谷氨酰胺、质量分数 1%非必需氨基酸以及 4

ng/mL bFGF。MEF 更换新鲜人胚胎干细胞培养基后，机械切割

法将人胚胎干细胞按适当比例传到新制备的饲养层细胞上，每

隔 6 d 传代 1 次。
1.2.2 逆转录病毒颗粒的包装 逆转录病毒包装细胞 PA317 用

含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基在 37℃，5% CO2 条件下培

养。转染前将 PA317 传入 6 孔板，第 2 天用脂质体 Lipofec-

tamine TM 2000 进行转染，操作按照说明书进行。转染 18 h 后，

更换含 20%FBSDMEM 培养液。48 h 后收集含病毒的上清液，

2000 rpm 离心 5 min，0.45 μm 滤器(millipore)过滤上清，超速

离心浓缩病毒后，立即用于感染。
1.2.3 感染人类胚胎干细胞 hESCs 传代至用 Matrigel 预铺皿

的 6 孔培养板上，mTeSR誖1 培养基培养 2d 后，取病毒原液，

加入 polybrene 8 μg/mL，病毒感染人类胚胎干细胞 chHES-8。
实验设 SMAD2 干扰组（ShSMAD2）、空载体组 VECTOR 和野

生型组 WT。48 h 后用新鲜培养基换病毒感染液，利用绿色荧

光筛选阳性克隆。
1.2.4 实时荧光定量 RT-PCR 检测 shRNA 干扰效率 收集 2×
105 个 ShSMAD2、VECTOR 和 WT 三组细胞，按 Trizol 说明书

提取总 RNA，逆转录试剂盒合成 cDNA 进行实时荧光定量

（Real-time quantitative）PCR 分析。引物 SMAD2：上游引物

5'-AACAGGACGATTAGATGAGC-3'、下游引物 5'-GACCTG-

GTTTGT TCAGAGAAGC-3'[10]。实时定量 RT-PCR 反应体系[11]

包括 2 μL cDNA，2 μL 的 SYBR誖Green Supermix 混合染料，

0.5 μL 的 10 μmol/L PCR 上游引物，0.5 μL 的 10μmol/L PCR

下游引物，和 14 μL 去离子水。荧光 PCR 仪反应条件为 95℃
变性 5min；95℃30 s，55℃30 s，72℃ 30s，重复 40～50 个循环；

60℃至 95℃绘制溶解曲线。实验结果自动以 CT 值给出，相

对表达量计算按照 Livak [12] 等的方法进行计算。实验至少重

复 3 次。

2 结果

2.1 感染人类胚胎干细胞

感染 pRetroSuper-GFP-SMAD2 重组病毒后，利用 pRetro-

Super-GFP-SMAD2 带有绿色荧光报告基因，荧光筛选带 GFP

标记的 SMAD2 干扰细胞系（图 1）。在倒置荧光显微镜下可以

看到经过筛选后，第 27D 可以看到带绿色荧光的人胚胎干细

胞克隆，继续培养得到稳定干扰 SMAD2 人类胚胎干细胞系，

经过 54D 筛选得到绿色荧光的人胚胎干细胞系，表明细胞中

有转染成功的外源性基因表达。

2.2 shRNA 干扰效率检测

收集 Sh誖SMAD2、VECTOR 和 WT 三组细胞，进行实时

荧光定量 PCR 分析。Real-timePCR 的结果 （图 2） 显示：与

VECTOR 和 WT 组 相 比 较 ，SMAD2 干 扰 组 ShSMAD2 的

SMAD2 mRNA 表达明显降低，转染干扰序列的稳定株的

SMAD2 表达仅为 WT 组的（19.8±8）%，而载体转染组 VEC-

TOR 和 WT 组之间无明显差异。

图 1 构建了稳定转染 pRetroSuper-GFP-siSMAD2 hESCs 细胞系

(200×)

Fig. 1 Establish a stable transfection pRetroSuper-GFP -siSMAD2 of

hESCs lines (200×)

图 2 Real-time PCR 检测 SMAD2 基因干扰效率

Fig. 2 Real-time PCR analysis of the RNAi efficiency of SMAD2 gene
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3 讨论

TGF-β 家族由一类结构和功能相关的多肽生长因子亚家

族组成，在细胞的增殖与分化、胚胎发育、胞外基质形成、骨的

形成和重建等方面都起着重要作用 [1]。TGF-β 先与细胞膜上的

TGF-βⅡ型受体结合，然后结合并激活Ⅰ型受体，活化的Ⅰ型

受体磷酸化 R-SMAD 如 SMAD2、3，磷酸化的 R-SMADs 从受

体上解离下来后与 SMAD4 结合转移到核内，激活下游基因的

转录[1-2]。SMAD2 蛋白是介导 TGF-β 信号转导通路，直接调控

Nanog 的表达，维持胚胎干细胞不分化的关键介质[6-7]。而 Ac-

tivin A/Nodal 信号通过 SMAD2/3 不同的转录调控网络，对于

hESCs 向内胚层分化都是必需的[3-4]，因此为进一步研究 hESCs

中 SMAD2 在 TGF-β 作用下启动的不同的信号转导机制，建立

一 SMAD2 稳定干扰的细胞株是必要的。RNAi 技术高效、特异

地沉默特定基因已经得到广泛应用[8]。本研究利用带有 GFP 报

告基因的逆转录病毒干扰质粒 pRetroSuper-GFP-SMAD2 建立

稳定表达 shSMAD2 的 hESCs 细胞系，其有绿色荧光报告基因

的表达，表明报告基因可以表达并具有活性。Real-time PCR 进

一步验证了 SMAD2 的 mRNA 的表达情况，结果显示 SMAD2

mRNA 平均干扰效果达到 80%。
综上所述，逆转录病毒载体的 RNA 干扰系统对人类胚胎

干细胞具有良好的感染效果，并能有效地发挥 RNA 干扰的作

用。建立的稳定 SMAD2 干扰人胚胎干细胞系将为进一步探讨

SMAD2 对于 TGF-β 信号在人胚胎干细胞维持不分化和向内

胚层分化不同的信号转导机制的研究奠定良好的基础。
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