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Abstract Ohjective It has been recognized that the mutation of over 30 types of transforming growth factor beta—induced 

gene(TGFBI)can induce corneal dystrophy，but its molecular mechanism is below understood．The goal of this study was to 

construct and express mouse TGFBI in eukaryotic expression vector for the further study on the effect of TGFBI in corneal biology 

and the pathogenesis of corneal dystrophy． M ethods The eyeball from 5-week—old BALB／cBy mouse was utilized in this 

experiment．TGFBI cDNA was obtained by reverse transcription—PCR from total RNA extracted from mouse corneas and cloned 

into pcDNA3．1 vector．Recombinant plasmids were identified by restrictive digestion and direct sequencing．Different doses of 

pcDNA3．1一TGFBI plasmids were applied for transfection of cuhured NIH3T3 ceils．NIH3T3 mRNA and protein were harvested 

from transfected ceils for real-time PCR(RT—PCR)analysis and Western blot assay respectively． Results Restriction digestion 

and sequencing indicated that TGFBI cDNA fragment was successfully inserted into the vector．Transfeetion of recombinant 

pcDNA3．1一TGFBI into NIH3T3 cells resulted in effective expression of TGFBI(about 90％)，showing the green fluorenscence 

under the fluorescence microscope．TGFBI mRNA from transfected pcDNA3．1一TGFBI cells was obviously increased by RT—PCR 

and TGFBI protein level followed the same pattern by W estern blot． Conclusion Recombinant eukaryotic expression vector 

harboring murine TGFBI cDNA is obtained and efficiently expressed in NIH3T3 ceils．The construction might be applied in 

studying the function and role of TGFBI in pathogenesis of corneal dystrophy． 

Key words transforming growth factor beta—induced gene； eukaryotic expression vector； corneal dystrophy 

摘要 目的 构 建小 鼠 TGFBI基 因的 真核 表达 载 体 ，为研 究 角膜 营养 不 良的发 病机 制 奠定 基础 。 方法 提 取 

BALB／cBy小鼠正常角膜组织总 RNA，经反转录一PCR合成 TGFBI cDNA，克隆入真核表达载体 pcDNA3．1并测序验证。 

用不同剂量重组质粒 peDNA3．1一TGFBI转 染 NIH3T3细胞 ，通过 SYBR荧光实 时定量 PCR和 Western blot检测 TGFBI在 

细胞中的表达。 结果 测序结果显示扩增到的 TGFBI cDNA以正确序列和方式插入载体 ，实时定量 PCR和 Western 

blot结果显示 TGFBI在 NIH3T3细胞 中表达增 强。 结 论 成功构建 了小 鼠 TGFBI基因真核 表达载 体 ，并 在细胞 中进行 

表达 ，为进 一步研究 TGFBI在角膜内的生理 、病理功能奠定基 础。 

关键词 TGFBI；构建 ；真 核表达载体 ；角膜 营养 不 良 
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TGFBI(transforming growth factor beta—induced 

gene)又称 BIGH3基因，由 Skonier等⋯在培养的用 

TGF-B处理的人肺腺癌 细胞系 A549中发 现 ，并得 到 

其 cDNA序列，TGFBI的蛋白产物(也可称为~igh3)为 
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细胞外基质蛋 白，表达于人类许多重要组织中 ，说明其 

可能参与多种机体 活动。其 中最受 关注 的是 TGFBI 

基因突变与角膜营养不良的关系，目前已知 TGFBI的 

30余种突变均可引起不同的角膜营养不 良 ，但具体 

的分子机制尚不明确。TGFBI基因突变导致的细胞信 

号传导通路 的异常激活是近年来研究 的热点。为研究 

TGFBI在角膜中的生理、病理作用，本实验构建了表达 

小 鼠 TGFBI的真核载体 ，并在哺乳动物细胞进行 了表 

达 ，为进一步揭示 TGFBI在角膜生理和病理过程 中的 
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分子机制奠定基础 。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒、菌种与细胞 大肠杆 菌 DH5 cx(北京天 

根生化科技有限公 司)；真核表达载体 pcDNA3．1(浙 

江大学生命研究所王春霞博士惠赠)；NIH3T3细胞为 

本实验室保存。 

1．1．2 主要试剂 2×Pfu PCR MasterMix、琼脂糖凝 

胶 DNA 回收试剂盒 (普通离心柱型 )、RealMasterMix 

(SYBR Green)(北 京 天 根 生 化 科 技 有 限 公 司 )； 

BamHI、XhoI、DL2000、DNA Ligation Kit(Mighty Mix) 

(大连宝生物工程有限公司 )；AMV First Strand cDNA 

Synthesis Kit(加 拿 大 Bio Basic公 司 )；Effectence 

Transfection Reagent(德 国 Qiagen公 司 )；Macherey— 

Nagel NucleoSpin RNA II(美国 MN公 司)；DMEM培 

养基 、胎牛血清 (美 国 Gibco公司)；抗小 鼠 TGFBI的 

单克隆抗体(美国 R&D Systems公司)；质粒小量快速 

提取试剂盒(北京博大泰克生物基因技术有 限责任公 

司)；羊抗鼠 HRP—IgG抗体 (北京中杉金桥生物技术有 

限公 司 )；BCA Protein Assay Reagent、ECL Western 

Blotting Substrate(美 国 Pierce公 司)；引物合成及测序 

(大连宝生物工程有限公司)。 

1．1．3 主要仪 器设 备 Mastercycler PCR仪 (德 国 

Eppendorf公 司)；G：BOX Chemi XT16自动凝胶 图像 

分析仪 (美 国 Syngene公 司)；CO 气体 培养箱 (德 国 

Heraeus公司)；The Applied BiosysteIns 7500 Real—Time 

PCR System(美 国 Applied Biosystems公司)；Nikon TE 

2000一U Microscope(日本 Nikon公司)。 

1．1．4 引物 根据 GENEBANK公 布 的小 鼠 TGFBI 

基 因 序 列， 分 别 设 计 引 物。 Fw： 5 ’一 

CGCGGATCCATGGCGCTCCTCATGCGACTGC一3’和 RW： 

5’一CCGCTCGAGAACTGGCGGGAAGCTGCTGCAG一3’。 用 

以从角膜 cDNA中克隆表达片段 ，并 以 BamHI和 XhoI 

位点连入真核表达载体 pCDNA3．1。用于重组 TGFBI 

表达的实 时定 量 PCR检 测 的引物序列分 别为 Fw： 

5’一GCTGTATACAGACCGCACAGAA一3’ 和 RW ：5’一 

GCAGGCAAGGAAGACCAGG一3’。GAPDH作 为 内参 ， 

引物序列为 ：FW：5’一CTGCCCAGAACATCATCCCT一3’， 

RW ：5’一GGTCCTCAGTGTAGCCCAAGA一3’。 

1．2 方法 

1．2．1 总 RNA提取及 cDNA的合成 脱 臼处死健康 

5周龄 BALB／cBy小 鼠，摘除眼球 ，完整取 下角膜 ，放 

人含 350 lAL RA1裂解液 的微量离 心管中，匀浆器磨 
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碎 ，按 MN NucleoSpin RNA lI(10 preps)步骤提取小鼠 

角膜总 RNA，按照 AMV First Strand cDNA Synthesis Kit 

说明书将 1 lag总 RNA在 20 L体系中反转录为 cDNA。 

1．2．2 PCR合成 TGFBI 以上述 总 cDNA为模板 ， 

FW 和 RW 为引 物，PCR合成 TGFBI。20 laL体 系 ： 

cDNA模板 0．8 L，FW 和 RW(10 lamol／L)各 0．5 L， 

ddH，O 8．2 L，2 X Pfu PCR MasterMix 10 laL。反应条 

件 ：95℃预变性 2 min，95℃变性 30 S、65 oC退火 30 S、 

72 cC延伸 3 min，30个循环 ，72℃总延伸 10 min。PCR 

产物用 10 g／L琼脂糖凝胶进行电泳并切胶纯化 回收。 

1．2．3 构建重组真核表达载体及测序 将 TGFBI胶 

回收产物与载体 pcDNA3．1分别进行双酶切 ，酶切体 

系 40 L：目的片段 20 txL，BamHI和 XhoI各 2 L，10 

×K buffer 4 txL，ddH，O 12 laL。37 oC 5 h后 ，用 10 g／L 

琼脂糖凝胶进行电泳并切胶纯化 回收。15 L体 系进 

行 连 接 反 应 ：TGFBI酶 切 后 胶 回 收 产 物 与 载 体 

pcDNA3．1共 7．5 L(摩尔 比 3：1)，TAKARA ligation 

mix 7．5 laL。16 oC 30 min后，取连接产物 10 L转化 

100 laL大肠杆菌感受态 DH5o~，在含 50 mg／L氨苄青 

霉素的 LB平板上涂板，37℃孵育 12～16 h后 ，挑取单 

克隆菌落 ，提取质粒，进行菌落 PCR和 BamHI、XhoI双 

酶切鉴定。将疑似阳性重组克隆送大连宝生物工程有 

限公司测序验证。测序确认后 ，大量扩增和制备重组 

质粒 ，一20℃冰箱保存。 

1．2．4 重组表达载体转染 NIH3T3细胞 用 DMEM 

+10％FCS常规 方法培养 NIH3T3细胞 ，0．25％胰 蛋 

白酶 +0．02％EDTA消化细胞并传代至 6孔板 中，在 

细胞铺满 80％左右准备转染，转染 前 日细胞换液 ，转 

染前用 PBS洗细胞 ，每孔加入1 600 laL新鲜 DMEM+ 

10％ FCS培养液。根据说 明书推荐方法和各试 剂 比 

例 (即 0．4 txg质 粒 ，100 laL EC buffer，加 入 3．2 L 

enhancer混匀静置 5 min，再加入 10 txL effectence，混匀 

静置 10 min后 ，加 入 600 laL DMEM +10％FCS培养 

液 ，混匀后加 人培养孔 中)，分 别设置低 、中、高 3个 

组 ，所用重组质粒量分别为 0．4、0．7、1．0 txg。同时设置 

未 转 染 阴 性 对 照 、空 质 粒 pcDNA3．1转 染 对 照 和 

pGFP—C2阳性对照组 ，其 中后者用 以判断转染过程有 

效性。7 h后换 为正常新鲜 DMEM +10％ FCS培养 

液 ，48 h后激光共聚焦显微镜观察转染 pGFP—C2后绿 

色 荧 光 蛋 白 的表 达 情 况 ，并 用 实 时 定 量 PCR或 

Western blot检测 TGFBI表达情况。 

1．2．5 SYBR荧光实时定量 PCR检测转染后 TGFBI 

基因的表达水平 转染后 48 h，提取细胞 总 RNA，反 

转录为 cDNA。用 SYBR荧光 法 和特异性 引物 检测 
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TGFBI 表 达 情 况 ，并 以 

GAPDH作为 内参。按 以下 

20 L反 应体 系进 行 ：cDNA 

模板 0．5 IxL，引物 FW、RW 

各 0．25 txL，dd H2 O 1 1 L， 

20 x SYBR +2．5×Mastermix 

(125 IxL 20 X SYBR与1．0 mL 

2．5×Mastermix混合)8 L。 

每个样本设 3个复孔 。反应 
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30 4 0 
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A 
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蛐 
图 2 克隆的 TGFBI的测序 结果(仅显示 TGFBI基因与载 

A：克隆 TGFBI的测序起始端 B：克隆TGFBI的测序终止端 

Fig．2 Sequence analysis results of cloned TGFBI(Only the cloni 

region of cloned TGFBI B：the stop region of cloned TGFBI 

条件：95℃预解链 10 min，之后 以 95℃ 15 S、60℃ 2．2 pGFP．C2转染 】 

1 min执行 40个循环。反应完成后根据 Ct值 比较 目的 阳性对照组转染 

基因的相对表达量。 可见细胞 内有绿色荧 

1．2．6 Western blot检测转染后 TGFBI蛋白的表达 成像细胞数量与普通 

不同量质粒转染 NIH3T3细胞后 48 h，吸弃 培养液加 率约为 90％(图 3)， 

入 4×蛋白上样缓冲液刮取细胞 ，超声破碎 ，总蛋 白含 系有效 、可靠 。 

量按 BCA法测定。每泳道加总蛋 白 50 g， 

进行 8％ SDS PAGE电泳后转移至硝酸纤维 

素膜上，加抗小 鼠 TGFBI单 克隆抗 体 (工作 

浓度 1：100)进行杂交 ，4℃孵育 1．5 h，加入 

羊抗鼠 HRP—IgG(工作浓度 1：3 000)二抗孵育 

1 h后，进行 ECL显色，所有 信号 在 G：BOX 

Chemi XT16图像分析系统进行扫描定量 。 

2 结 果 

2．1 TGFBI基 因克隆及载体构建 

应用 RT．PCR合成 TGFBI eDNA片段 ， 

产物进行 10 g／L琼脂糖凝胶电泳 ，在2 100 bp 

可见清晰条带。将 TGFBI cDNA和 pDNA3．1 

载体质粒经双酶切后连 接 、转 化，挑选克 隆 

并提取质粒后进行 BamHI和 XhoI双酶切鉴 

定 ，10 g／L琼脂糖凝胶电泳显示 ，pcDNA3．1一TGFBI阳 

性克隆可见 目的片段和载体片段(图 1)。采用位 于载 

体的引物序列对阳性克 隆进行双 向测序 ，综合后获得 

阳性克隆的全长序列 ，与 NCBI基因文库 中 TGFBI序 

列(NM一009369)比对显示 ，克 隆人 的 TGFBI基 因序 

列 、与载体的连接方式 以及读码框完全正确 (图 2)。 

2 000 bp 

1 000 bp 

750 bp 

500 bp 

250 bp 

100bp 

M 1 图 1 pcDNA3．1-TGFBI 

5 400 bp 的酶切 鉴定 M：DNA分子 
2 100 bP 量标准 DL 2 O0O l

：重 组 质 

粒酶切产物 

Fig 1 Restrictive endonuclease 

digestion of recombinant plamid 

M ：DNA marker DL 2 000 Lane 

1： product of recombinant 

plasmid by restriction enzyme 

2．3 SYBR荧光实时 

将阴性对照 中 1 

获 得 转 染 后 TGFBI 

peDNA3．1一TGFBI的 

(图 4)。 

2．4 Western blot检} 

阴性对照及转染 

胞 内有 TGFBI的微 

表 达。转 染 pcDNA 

~igb3表达明显增强 ( 

3 讨论 

本实验通过基 因 

真核表达载体的构建 

3  T  

细态 ” ⅧM 胛 

M细 ∞ _莹 一 2 N Ⅲ ” 一态一一～～一 ～～ 一一一一一 
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图 4 SYBR荧光实时定量检测 TGFBI的 mRNA的相对量 A：每组 3个复孔的平均值 B： 

TGFBI／GAPDH的动态扩增曲线 1、4：阴性对照细胞样本 中 GAPDH和 TGFBI扩增动力曲线 2、5：转 

染 peDNA3．1 TGFBI的细胞样本中 GAPDH和 TGFBI扩增动力曲线 3、6：转染空质粒 pcDNA3．1的细 

胞样本中 GAPDH和 TGFBI扩增动 力曲线 

Fig．4 Decetion of TGFBI inRNA by SYBR PCR method (A) and dynamic carve of TGFBI／GAPDH 

amplieation(B) 1，4：GAPDH and TGFBI amplification dynamic CHIVe of negative control cells 

2，5：GAPDH and TGFBI amplification dynamic curve of peDNA3．1一TGFBI transfected cells 3，6：GAPDH 

and TGFBI amplification dynamic curve of pcDNA3．1一transfeetcd cells 

2 4 

一一一 一 ·-—_ ●——— -— ---· 68 000 

图5 Western blot鉴定结果 l：NIH3T3阴性对照 2：转染空 

质粒 pcDNA3．1 3：转染 0．4 g pcDNA3．1一TGFBI 4：转染 0．7 g 

pcDNA3．1一TGFB1 5：转染 1．0 ug peDNA3．1一TGFBI 

Fig．5 Western blot of TGFBI protein in NIH3T3 cells 1：NIH3T3 

control 2：pcDNA3．1一transfection 3：transfection with 0 4 Ixg 

pcDNA3．1一TGFBI 4．transfection with 0．7 btg pcDNA3．1．TGFBI 

5：transfection with 1．0 I．zg peDNA3．1一TGFBI 

TGFBI的 mRNA和蛋白水平均 明显上升 ，提示该重组 

载体可以在细胞内对 TGFBI cDNA进行有效表达。重 

组质粒 pcDNA3．1一TGFBI转染 3T3细胞的过程中发现 

转染后的3T3细胞略变圆 ，并且随着转染剂量的增加 

NIH3T3细胞形 态 变 化更 加 明显 ，提 示 转染 过 程 或 

TGFBI基 因表 达 产 物 对 细胞 的生 长 状 态 有 影 响。 

Western blot检测 TGFBI蛋 白表 达发现：转染 0．7 Ixg 

pcDNA3．1一TGFBI时的 TGFBI表达最强 ，继续增 加到 

1．0 g TGFBI的表达反而减少，也旁证这一推测。 

TGFBI在机体其他部位的功能主要体现在构成细 

胞外基质成分 。尽管大量的流行病学和遗传学证据表 

明 TGFBI的 突变 是 角膜 营养 不 良 的主 要 原 因，但 

TGFBI突变仅导致这些患者的角膜异常而其他组织 、 

器官均无异常表现的原 因仍不清楚 。因此，了解 

TGFBI在不 同部位 的功 能异同是研究这些 问题 的关 

键。在眼病方面 ，目前仅知道 TGFBI定位于角膜上皮 

和基质，尚不明确 TGFBI基因在正常角膜 中的生理作 

用 。免疫组织化学实验表 明在所有 TGFBI突变相 

关的角膜营养不 良的病理沉积物中均明显着色。还有 

报道称 TGFBI不仅表达于正常的角膜组织而且还存 
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虚拟现实手术模拟仪在 白内障手术培训中的运用 

吴 敏 胡 竹林 和 丹 

我 院与 国际奥 比斯 合作 于 2007年 7～8月首 次将 虚拟 现 

实眼科手术模拟 仪 (EYESI Surgical simulator)运用 到 白内障 手 

术培训 中，结果报 告如下。 

1 对象与方 法 

学员均来 自基层 医院眼科 ，男 5名 ，女 4名 ；曾参加过 常规 

的 白内障手术培训 1～2年 ，均独 立完成 过 10～4 000例 白 内障 

手 术 ，具 有其 他显微 手术经 验 。培训 为期 1个 月 ，包括 眼科理 

论 培训 、手术模拟仪 EYESI(图 1)练 习和 动物 眼实验 。将 学员 

分 为 A组 (独 立完成 白内障手术例数 ≤300者 )5人 和 B组 (独 

立完成 白内障手术例数 >300者)4人 。采用 问卷调 查 、结 业操 

作考核 和专 题小组访 谈 3种方 式进 行总 结。问卷 调查 着 重于 

基本信 息、培训经历 、显微手术经验 和 白内 障手 术技 巧等 ；结业 

操作考核包 括模 拟仪 和动物 眼实验 (小 切 口白 内障 操作 )。专 

题小组访谈 调查 员根据事先拟定 的访谈 提纲 ，组织 学员集 中讨 

论手术模拟仪的练习感受 、手术模拟仪培训的优缺点和改进建议 。 

2 结果 

2．1 操作考核 模拟 仪考 核 前房 操作 和 撕囊 得分 为 77～99 

分 ，平 均 94．5分 ；超声 乳化 部分 得 分 为 8O～98分 ，平 均 89．4 

分 。动物眼实验得 分为 90～92分 ，平均 90．4分。 

2．2 专题小组访谈 所有学员均认 为利用模 拟机进 行的综合 

培训优于传统培训方 式 ，A组 学员认为 本次培训 使显微 操作 的 

熟练程度明显提高，手术操作更加规范；B组学员认为培训使 

自己有 了更好 的防范手术并发症发生 的意识 ，手术操作 更加精 

细化。学员认为手术模 拟仪 的优点包 括 ：(1)具有 良好 的仿真 

度 ，利 于训 练手眼脚配合 ，对 内眼手术产生直观体验 ；(2)可以循 

序渐进和反复练习 ，减少了直接在动物眼操作 产生的浪费和在人 

眼手术产生的风险；(3)仪器的实时提醒功能(例如 ：接触角膜 内皮 

图 1 眼科手术模拟仪 EYESI 

和虹膜的提示 、超声能量泄露 等)有 

利于避免并 发症 的发生 ，培 养 手术 

创伤最小化 的意识 ；自带 的评 分系 

统可 以精确量化手术操 作的优劣 ， 

利于学员 自我 练 习和改 进 ；(4)可 

进行前后节手术 的练 习 、扩展 知识 

面 ；(5)练 习 时无 紧 张感 ，有 助 于 

克服心理障碍。缺点包括 ：(1)尚 

不 能模 拟手术 全过 程 ；(2)撕囊 模 

拟与手法小切 口白 内障 手 术有 差 
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别 ；(3)操作界面 为全英 文 ，基 层眼科 医师需借 助 翻译 ；(4)仿 

真度不足 以替代人 眼 ，操作所需 力度 不同。改进建议 ：(1)进一 

步完善手术模拟仪的程序，实现完整手术模拟；(2)侧重考虑对 

手法小切 口白内障手 术的模拟 ；(3)将操作 界面汉化 。 

3 讨论 

虚拟现实技术 目前在 航空模拟训练 、医学领 域等方 面都得 

到了运用⋯ 。虚拟手术是利用各种 医学影像 数据 ，采用虚 拟现 

实技术 ，在计算机 中建立 一个 虚拟 环境 ，创造 一个 极具 真实感 

和浸润感的训练环境 。虚 拟手 术培 训 的优 点在 于可 以使受 

训者观察高分辨率三维图像 ，使术者感觉像在人体上手术，可 

重 复练习 、节约成本 、规避风 险和实现实时更新 。 。 

由于动物眼无法复制人类特有疾病 的特征参数 ，且解剖结构 

和组织强度与人体有相当的差距 ，眼科显微手术 的能力培养 目前 

不能完全通过动物实验实现。近年来 ，国外不断研发和运用手术 

模拟系统 ，取得 了良好的效果，然而 由于价格昂贵这些系统尚未在 

我国投入使用 。本研究采用的 EYESI系统是一种内眼手术模拟 

仪 ，其先进的计算机技术的运用可使 眼科 医师获得亲临 内眼手术 

的感觉，显示屏可以实时播放练习过程和练习结束后操作的各项 

指标评分。本研究对受模拟仪培训的学员进行问卷调查 、操作考 

核和专题小组访谈法以了解该手术模拟 系统的实用价值。结果表 

明学员均认为这种新颖的培训方式更灵活和个性化 ，使 自己的显 

微手术操作能力和 闩 内障手 术技巧得 到了很 大提高 ；对 前后节 

手术产生 了直观体验 ，这是 其他 培训方式 所达 不到 的 J。但该 

模 拟仪 系统 目前还不足以替 代动物眼实验和带教老师的作用 。 

(志谢 ：感谢 国际奥比斯中国代表 处昆明办公室 和云南省第二 人民 

医院眼科 全体工作人员对本次培训的大力支持。) 
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