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RNAi 抑制 Smad4 基因表达对猪卵巢颗粒细胞

凋亡的影响
张海燕王伟贺政王莉田宽校宋晓光徐银学*

(南京农业大学动物科技学院，南京 2 10095)

摘要 Smad 蛋白 家族是 TGF-ß/Smad 信号通路中的重要成员，其中 Smad4 在该信号转导途

径中起着关键作用 。 本研究利用 RNAi技术沉默Smad4基因，探讨其对猪卵巢颗粒细胞凋亡的影响 。

设计并合成靶向 Smad4的小分子干扰RNA，在脂质体的介导下特染猪卵巢颗粒细胞，荧光定量PCR

检测 Smad4 mRNA 的表达情况; MTT(四甲基偶氮哇盐)比色法分析检测细胞活性; TUNEL(原位未

端核苦酸标记法)及Annexin-V IPI双染流式细胞仪检测细胞凋亡情况;荧光定量PCR检测Bcl-2 、 Bax

的 mRNA表达水平 。 研究显示， Smad4-siRNA 能有效抑制 Smad4 的mRNA表达(P<O.O l) ， 细胞活

性由 0.31 减少到 0.27 ， 凋亡率由 17 .0% 增加到 22.1%, Bcl-2 的mRNA表达显著下调 。 结果说明沉

默 Smad4 基因可以促进猪卵巢颗粒细胞的凋亡，其机制可能与调控 Bcl-2 表达有关 。
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Smad蛋白家族是近年新发现的细胞内信号传导

蛋白， 可分为 3 个不同的亚族: R-Sm挝、 Co-Smad 和

I-Smad，其中 R-Smad 亚族可以进一步分为 BMP

Smad 和 TGF-ß/actvin-Smad 两类。 Co-Smad 可以与

所有磷酸化的 R-Smad 形成异聚复合体， 直接参与转

化生长因子(transforming growth factor , TGF-ß)多个

成员的信号转导，在TGF-ß超家族成员的信号转导中

具有重要的作用 。 该家族是一类结构上相关而具有

激素活性的多肤，参与早期胚胎发生的身体构建， 控

制软骨、骨和性器官的形成，促进组织修复 ; 调节

细胞的增殖、 凋亡、分化和迁移，以及调节免疫和

内分泌功能等[ 1 . 2) 。

Smad4 作为 Smad 蛋白家族的重要成员之一， 是

哺乳类中发现的唯一一种 Co-Smad。 研究表明 Smad4

是 TGF-ß 、 activin 和 BMP 信号转导通路上的共享

成分，被认为是不同TGF-ß成员信号传递必需的中心

转导分子。 Smad4 在 TGF-ß/Smad 信号通路中发挥

着关键作用，其表达缺失或者突变都会引起 TGF-ß/

Smad 信号转导紊乱，从而导致肿瘤的发生。 大量人

类肿瘤发生机制的研究表明，沉默Smad4基因对不同

组织的细胞生长有着不同的影响 [3-5 ) 。 因此， 本试验

构建了靶向 Smad4 的小干扰 RNA 并转染猪卵巢颗

粒细胞， 利用 TUNEL (原位末端核昔酸标记法)及

Annexin-V IPI 双染流式细胞仪检测细胞凋亡情况，定

量分析 Bcl-2 、 Bax 的mRNA表达水平， 探讨其在颗

粒细胞凋亡中的作用 。

1 材料与方法

1.1 试验动物与试剂

猪卵巢在南京天环屠宰场采集，在 37
0

C条件下

2 h 内运回实验室 。

D孔伍M-FI2培养干粉购自Gmco(上海普飞生物

技术有限公司)， RNA 抽提试剂盒和 Lipofectamine™ 

RNAiMAX 转染试剂购自 Invi位ogen (上海普飞生物技

术有限公司)， PCR 引物均由上海英俊公司合成，新生

胎牛血清购自兰州民海生物有限责任公司， Real-time 

PCR反应试剂盒购自 TaKaRa(宝生物工程大连有限公

司)， Mπ和细胞凋亡试剂盒购自南京凯基生物科技发

展有限公司，其余常用化学试剂均购自 Sigma 公司。

1.2 试验方法

1.2.1 siRNA 的合成及转染 根据 siRNA 靶序列

设计原则和 Invitrogen 公司网站上提供的方法，设计

针对Smad4基因的 siRNA序列， 在GenBank表达序列

标签数据库中用BLASTN检索确认所设计siRNA序

列的唯一性，设计两条链，正义链序列为 : 5'-AAU CCU '"' ~ 
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GAG AGA UCA AUU CCU GGU G-3 ' ; 反义链序列为: 5'

CAC CAG GAA UUG AUC UCU CAG GAU U-3' 0 同法

工 构建阴性对照组的无关干扰序列， 正义序列 : 5'-GGA 

UGG AUG AAA UGG UAU GGA GAA A-3 ' ; 反义序列:

5'-UUUCUCCAU ACC AUUUCA UCCAUCC-3 ' ， 与{f:

何编码序列无同源性， 提交 Invitrogen 公司合成。

颗粒细胞及 siRNA 转染颗粒细胞培养体系为含

1 0% 胎牛血清的 DMEM-FI 2 培养基， 37
0

C , 5 % 的

CO2 。 选择处于对数生长期的细胞， 经膜酶消化后重

悬细胞[6] ， 每孔 2 ml 加于 6 孔板中，使每孔细胞密度

为 105 个 1m!， 细胞接板后 24 h 进行转染实验， 转染步

骤按 Lipofectamine™ RNAiMAX 说明书操作 。

1.2 . 2 试验分组 试验分为三组 : 第 1 组为空白

对照，不经任何特殊处理 ; 第 2 组为阴性对照，转

染 8 nmol/L 无关干扰序列; 第 3 组为实验组，转染

8 nmol/L Smad4-siRNA， 各组均转染 36h 后检测分析。

1.2.3 荧光定量PCR检测Smad4 、 Bax和Bcl-2 mRNA 

的表达 采用Trizol Reagent总RNA提取试剂盒提

取各实验组转染后细胞的总RNA， 应用两步法进行荧

光定量 PCR 。 设计合成引物序列如下: GAPDH， 上
游5'-GGA CTC ATG ACC ACG GTC CAT-3 '，下游5'

TCA GAT CCA CAA CCG ACA CGT-3'，扩增片段长度

为 220 bp ; Smad4 上游 5'-TTT GCG TCA GTG TCA 

TCG-3 '，下游于-TGC TCT GCC TTG GGT AAT-3' ， 扩

增片段长度 236bp ; Bax ， 上游 5'-CCG AAA TGTTTG 

CTG ACG-3 '，下游5'-AGC CGA TCT CGA AGG AAG 

T-3 '，扩增片段长度 154 bp ; Bcl-2 ， 上游 5'-TTC TTT 

GAG TTC GGT GGG G-3'，下游 5'-CCA GGA GAA 

ATC AAA TAG AGG C-3' ，扩增片段长度 195 bp 。

每个标本重复 3 次， 取平均 C， 值，按 2.Mα 方法[7]

分析转染后各基因的表达情况:以空白组为对照，

ð.C，，= 转染后的 C， 值 -对应内参 C， 值， ð.C，俨 空白组的

C值，对应内参 C， 值， MC，=ð.C，， -ð.Cω2.MC!值为转染

后较空白组各基因表达量的倍数 。

1.2 .4 MTT 比色法检测细胞活性 将细胞以

104 个 Iml 密度接于 96 孔培养板进行细胞转染， 36 h 

后终止， 每孔加入 MTT 50μ1，继续孵育 4 h， 弃培养

基，加入DMSO (二甲基亚枫)150μ1， 室温静置15 rnin, 

紫色结晶完全溶解后，酶标仪检测各组细胞的 A550吸
光值，以空白细胞组为对照组，计算细胞活力 。

1.2.5 TUNEL检测细胞凋亡 将细胞以 105个1m!

接种于铺有盖玻片的六孔板中进行细胞转染 ， 36 h后

收集细胞爬片， 多聚甲醒固定 30 min，加封闭液室
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温反应 10 min，加通透液冰上反应 2 min ， 每个样本

加 50μ1 TdT 酶反应液， 37
0

C避光湿润反应 1 h ， 滴加

50μ11 片 Streptavidin-HRP 工作液， 37
0

C避光湿润反

应 30 min ， 滴加 50-100 μ1/ 片 DAB 工作液， 显色反

应后， 苏木素浅染，脱水， 透明，封片(每次反应间隔

均用 PBS 洗 3 次)，光学显微镜下拍照、观察。

1.2.6 Annexin-V IPI 双染流式细胞仪测定细胞凋亡

率 将细胞以 105 个 1m! 的密度接种于 25 m! 培养

瓶中， 待细胞融合到 85% 以上开始转染，转染 36 h 后

用不含EDTA的膜酶消化收集细胞， PBS洗涤两次， 加

入5μ1 Annexin V-FITC混匀后， 加入Propidium Iodide 

混匀， 室温反应 15 rnin ， 用流式细胞仪进行凋亡检测。

1.2 .7 统计学分析 每组试验三次平行，独立重

复三次， 采用 SPSSI 3.0 统计分析软件进行 One-way

ANOVA 分析， LSD 多重比较， 数据均以平均数 ± 标

准误(means ::l: S E)表示 。

张海燕等 : RNAi 抑制 Smad4 基因表达对猪卵巢颗粒细胞凋亡的影响

结果

2.1 定量 PCR检测 siRNA 转染后 Smad4mRNA

的表达情况

当 siRNA浓度为 8 nmol/L 时(图 1 )，转染 36 h 后

实验组较空白组 Smad4 mRNA 的表达量下降 84%

(P<O.OI ) 。
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Fig.l Expression of Smad4 mRNA after transfection with 

siRNA for 36h 
1: blank control; 2: negative control; 3: Smad4-siRNA. Significant 
differences from the blank group are indicated by **P<O.Ol.The 
same as below 

2 

Table 1 The growth of MTT assay transfected with siRNA of 
granular cell 

A 

0 . 3 1 士0 . 01 '

0.30 :1:0.01 ' 
0.27土O . OOb

Groups 

Blank control 
Negative contro l 
Smad4-siRNA 

, 
f唱

Values with different superscript letters in the same rank mean 
significant difference(P<0.05), with same superscript or no letters 
mean nonsignificant difference(P>0.05) . The same as below 
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2.2 MTT 比色法检测 siRNA 转染对细胞活性的

影晌

· 研究论文

核固缩，颗粒深染，形态不规则(图 2) 。

2 .4 Annexin-V IPI 流式细胞仪测定 siRNA 转染

后细胞凋亡率

Annexin-V IPI 双染流式细胞仪检测各组细胞凋亡

率(表 2，图 3)，结果显示， siRNA实验组凋亡率为 22. 1%，

高于空白对照组的 17.0% ， 差异显著(P<0.05) ; 阴性对

照与空白对照相比，凋亡率无明显差异(P>0 . 05 ) 。

2.5 定量 PCR 检测 siRNA 转染后 Bax 和 Bcl-2

mRNA 的表达情况

Mπ检测结果显示(表 1) ， Smad4-siRNA转染对

卵巢颗粒细胞的增殖有明显的抑制作用， siRNA组抑

制率明显高于阴性对照组和空白对照组(P<O.O日， 同

时，阴性对照组与空白组之间差异无显著性(P>0.05 ) 。

2.3 TUNEL 法检;911J siRNA 转染后细胞凋亡结果

显微镜下观察，实验组较空白组细胞凋亡数增

多， 表现为细胞呈棕褐色， 核染色质浓缩、凝聚，胞

Li ving cell rate 

8 1. 93士1. 24 '

8 1.5 0士 2. 1 1'

77.30土1. 41 '

Flow cytometric analysis of apoptωis with siRNA of granular cell 

D咆ad cell rate Apoptotic cell rate 

1 7. 0土0. 50'

1 7.9主 1 .75 '

22. 1 土 1.04b

Table 2 

1. 03士0.7 9'

0.57士0.4 3'
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Fig.5 Expression of Bax mRNA after transfection with siRNA 

1: blank conlrol; 2: negalive control; 3: Smad4-siRNA. 
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荧光定量PCR检测结果显示， siRNA转染后 Bcl-2

mRNA的表达量降低了79%，差异极显著(P<O.OI) (图

民 4) ， Bax mRNA 的表达无明显变化(图 5) 。

3 讨论

Smad4 是将 TGF-ß!Smads 信号从胞浆转入胞核

内的核心转录因子，在TGF-ß信号转导中发挥重要作

用 。 近年来针对 Smad4 有大量的研究， Deckers 等[8]

沉默NMuMG乳腺上皮细胞的 Smad4基因，发现可以

减缓 TGF-ß 的细胞生长抑制和凋亡。吴开杰等[9]通

过靶向 RNAi下调 Smad4 基因表达，可促进前列腺细

胞的增殖。 Huang 等[ 10]在肝细胞癌 HCC 的 SMMC-

7721 细胞系中沉默 Smad4 基因后，发现细胞发生凋

亡。 这些研究表明，沉默 Smad4 基因在不同组织上

对细胞生长有着不同的影响 。

苗竹林等川研究发现卵巢中存在 Smad4 信号转

导途径， TGF- 。 对卵泡的分化调节很可能是通过

Smad4 信号途径实现的 。 故本实验针对 Smad4 基因

设计了一对siRNA，通过脂质体转染卵巢颗粒细胞，研

究沉默 Smad4 基因对猪卵巢颗粒细胞凋亡的影响。

本实验中，荧光定量 PCR 检测到 siRNA 干扰后

Smad4 mRNA表达水平显著下降， Smad4-siRNA能有

卢 效的抑制 Smad4 的mRNA转录，转染浓度为 8 nmol/L 

作用 36 h 时效果最佳 。 MTT 比色法检测到， Smad4 

表达被抑制后，细胞活性(0.27)低于对照组(0 . 31) ， 表

明细胞生长受到抑制由此推论细胞发生凋亡。

为了明确是否发生细胞凋亡，采用TUNEL染色，

结果发现， siRNA 实验组较对照组凋亡细胞明显增

多 。 利用流式细胞术测得，抑制 Smad4 后，细胞凋

亡率(22.1 % )显著高于对照组(1 7.0 % )，表明沉默

Smαd4 基因可促进颗粒细胞凋亡。由此也可证明

TGF-ß通过Smad4途径参与了卵泡的发育，从而促进

颗粒细胞的增殖与分化 。

大量实验证明，导致细胞凋亡的主要原因是基因

的参与[1 2] 0 Bcl-2 家族是重要的细胞凋亡调控蛋白，

其中 Bax 及 Bcl-2 分别属于 Bcl-2 家族的原凋亡及抗

凋亡基因，是线粒体凋亡通路中的主要调节者[1 3 ] 。

为进一步探讨 Smad4-siRNA 促进细胞凋亡的可能机

产 制，本实验通过荧光定量 PCR 技术检测 Bax 及 Bcl-2
mRNA 的表达， 结果显示， Smad4 被抑制后， Bcl-2 表

达降低 79%，显著下调，而 B缸表达无明显变化。 Bcl-2

作为抗凋亡基因，在细胞内表达显著降低，说明细胞

发生明显凋亡， 这与我们流式及 TUNEL 的检测结果

一致; Bax 表达虽无显著变化， 但在同实验组中表达

量明显高于Bcl-2 ， 这与B缸作为原凋亡基因的属性一

致。此外，根据 Bcl-2 的变化结果我们推测 ， Smad4 

可能作为上游基因调控Bcl-2表达进而作用于颗粒细

胞凋亡。

综上所述，本实验表明 RNAi抑制JSmad4表达可

促进猪卵巢颗粒细胞凋亡， 还初步探讨了 Smad4 与

Bcl-2lBax 的相关性， Smad4 调控 Bcl-2 表达可能是颗

粒细胞凋亡的机制之一 。
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Effects of Silencing Smad4 Gene by Small Interfering RNA on Apoptosis 

of Porcine Granulosa Cells 

Hai-Yan Zhang, Wei Wang, Yu He, Li Wang, Kuan-Xiao Tian, Xiao-Guang Song, Yin-Xue Xu* 

(College 01 Animal Science & Technology, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China) 

Abstract Smad protein family is an important member of TGF-ß/Smad signal pathway in which Smad4 

plays a key role. 1n this study, RNAi was used to explore the effect of silencing Smad4 gene expression on apoptosis 

of porcine Granulosa cells (PGC). Chernically synthesized small interference RNA targeting to Smad4 was transfected 

into PGC using lipidosome. Smad4 mRNA expression level was assayed by real-time f1uorescence quantitative PCR 

technology. Cytoactive, apoptotic and apoptotic index were analyzed by MTT colorimereic analysis, TUNEL and f10w 

cytometry , respectively. Expression level of Bcl-2 and Bax mRNA was analyzed by real-time f1uorescence quantitative 

PCR technology. Based on these studies, Smad4-siRNA e旺'ectively silenced the expression of Smad4 mRNA(P<O.OI) . 

The cytoactive decreased (0.31 to 0.27), and the apoptotic rate increased(17.0% to 22.1 %), the expression of Bcl-2 

日lRNA was significantly decreased. These results suggested that silencing Smad4 gene can increase apoptosis of 

PGC, which possibly relate to regulation of the expression of Bcl-2. 

Key words porcine Granulosa cells; Smad4 ; RNA interference; cell apoptosis 
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