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Abstract
誗AIM: To construct a recombinant eukaryotic expression
vector of rat beta defensin-2 ( rBD-2) , transfect it into
the rat corneal epithelial cells with lipofection, determine
the expression of target gene in the transfected cells, and
discuss the potentiality of recombinant plasmid
expressed in corneal epithelial cells, hoping to provide
an experimental foundation for further study on the
antimicrobial activity of rBD-2 in vitro and in vivo and to
assess the probability of defensins as a new application
for infectious corneal diseases in the future.
誗METHODS: The synthetic rBD - 2 DNA fragment was
inserted between the XhoI and BamHI restriction enzyme
cutting sites of eukaryotic expression vector pIRES2 -
ZsGreen1 to construct the recombinant plasmid pIRES2-
ZsGreen1-rBD-2, then transformed it into E. coli DH5琢,
positive clones were screened by kanamycin and
identified with restriction endonucleases and sequencing
analysis. Transfection into the rat corneal epithelial cells
was performed by lipofection. Then the experiment was

divided into three groups: rat corneal epithelial cell was
transfected with the recombinant plasmid pIRES2 -
ZsGreen1 - rBD - 2, rat corneal epithelial cell was
transfected with the empty plasmid pIRES2 - ZsGreen1
and the non - transfected group. The inverted
fluorescence microscope was used to observe the
transfection process. At last, the level of rBD- 2 mRNA
expressed in the transfected cells and the control groups
are compared by the real - time fluoresence relative
quantitative PCR.
誗 RESULTS: The recombinant eukaryotic expression
vector of pIRES2 - ZsGreen1 - rBD - 2 was successfully
constructed. The level of rBD - 2 mRNA in transfected
cells was significantly higher than that in control groups
through the real - time fluorescence relative quantitative
PCR.
誗CONCLUSION: The recombinant eukaryotic expression
vector pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 could be transfected into
rat corneal epithelial cells, and exogenous rBD - 2 gene
could be transcripted into mRNA in the transfected cells.
誗 KEYWORDS: rat beta defensin - 2; eukaryotic
expression vector; recombinant plasmid; rat corneal
epithelial cell
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摘要
目的:应用基因工程技术构建含大鼠 茁-防御素 2(rat beta
defensin 2,rBD-2)目的基因的真核重组质粒,通过脂质
体法转染大鼠角膜上皮细胞,检测目的基因在转染细胞
中的表达,探讨应用该载体获得重组 rBD-2 在眼表细胞
中表达的可行性,并为进一步研究 rBD-2 的体内外抗微
生物活性提供实验基础,以期为感染性角膜病防治提供
新方法。
方法:将采用 PAS(PCR-based Accurate Synthesis)的方法
合成 rBD -2 DNA 片段连接到真核表达载体 pIRES2 -
ZsGreen1 的 Xho玉与 BamH玉酶切位点之间,构建 pIRES2-
ZsGreen1-rBD-2 真核重组表达载体,重组质粒转化大肠
杆菌 DH5a 感受态细胞,卡那霉素筛选出阳性克隆子,经
酶切、测序鉴定重组载体构建成功后,采用脂质体法转染
大鼠角膜上皮细胞,此处实验分为三组即重组载体
pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 转染的大鼠角膜上皮细胞组、
未转染的空细胞组以及空载体 pIRES2-ZsGreen1 所转染
的大鼠角膜上皮细胞组,在倒置荧光显微镜下观察细胞
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转染情况,最后经实时荧光定量 RT-PCR 相对定量法检
测各组转染细胞中 rBD-2 基因 mRNA 的表达差异。
结果:成功构建 pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 真核重组质粒,
应用实时荧光定量 RT-PCR 相对定量法检测到重组质粒
pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 转染组的大鼠角膜上皮细胞中
rBD-2 基因的 mRNA 表达水平明显多于另两组。
结论:应用基因工程技术构建的 rBD-2 真核表达载体
pIRES2-ZsGreen1-rBD-2,通过脂质体法转染大鼠角膜上
皮细胞,能够使外源 rBD-2 基因在大鼠角膜上皮细胞中
被转录成 mRNA。
关键词:大鼠 茁-防御素 2;真核表达载体;重组质粒;大鼠
角膜上皮细胞
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0 引言
摇 摇 防御素是动植物及昆虫体内具有的一种古老的、对
多种致病微生物有高效杀伤作用的阳离子多肽[1]。 哺乳
动物的防御素可分 琢、茁、兹 三亚类[2],人体中第一个发现
的可被诱导性表达的防御素是 hBD-2[3],细菌产物(如
脂多糖、磷壁酸等)、真菌、创伤、炎性介质(如 IL -1茁、
TNF-琢 等)等通过 NF-kB 和 AP-1 所介导的信号传导通
路来诱导 hBD-2 的表达[4-6]。 大鼠 茁 防御素 2( rat beta
defensin 2,rBD-2)是 hBD-2 的同源体[7]。
摇 摇 本实验通过基因工程技术构建 pIRES2 -ZsGreen1 -
rBD-2 真核表达载体,通过脂质体法转染大鼠角膜上皮
细胞,应用实时荧光定量 RT-PCR 技术相对定量法比较
实验组与对照组转染细胞中 rBD-2 目的基因在 mRNA
表达量上的差异,探讨应用该载体获得重组 rBD-2 在角
膜上皮细胞表达的可能性,并为进一步研究 rBD-2 体内
外抗微生物活性提供实验基础,以期为感染性角膜病防
治提供新方法。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 原代大鼠角膜上皮细胞(武汉普诺赛 Procell),
大肠杆菌 DH5琢 感受态细胞(Takara),pIRES2-ZsGreen1 真
核表达质粒载体(Clontech),Biowest 琼脂糖(西班牙),6伊
DNA 上样缓冲液(上海碧云天),溴化乙锭 EB(Sigma),
10伊TAE 缓冲液、焦碳酸二乙酯 DEPC(Ameresco),薄型琼
脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒(GENERAY Biotechnology),
小规模质粒提取试剂盒(北京天根),金牌超量无内毒素
质粒大提试剂盒(康为世纪),DMEM / F12 液体培养基、
胰蛋白酶-EDTA 消化液、PBS 缓冲液(Hyclone),优级胎
牛血清 (杭州四季青),Opti -MEMI 培养基 ( GIBCO),
LipofectamineTM2000( Invitrogen),T4 DNA Ligase、 RNAiso
Plus、DL2000 DNAMarker(Takara),Xho玉酶、BamH玉酶及
相应 buffer、SYBR Green / Flourscein qPCR Master Mix 2 伊
(Fermentas),All - in -one First -strand cDNA synthesis kit
(Genecopoeia),余试剂为国产分析纯。
1. 2 方法
1. 2. 1 目的基因 rBD-2 的合成摇 根据从 NCBI 基因库中
获取的 rBD -2 基因的 mRNA 序列 (216bp),采用 PAS
(PCR-based Accurate Synthesis)法合成基因 rBD-2 双链

DNA 序列,序列的 5蒺 端加上 XhoI 酶切位点(CTCGAG)和
Kozark 序列(GCCACC,是用来增强真核基因的翻译效
率),3蒺 端加上 BamHI 酶切位点(GGATCC)。 目的基因合
成过程由金斯瑞生物科技公司完成,设计序列含 234 个
核苷酸,如下所示:CTCGAGGCCACCATGAGGACTCTCTG
CTCTCTGCTGCTGATAGGCTGCCTCCTTTTCTCCTATGCCA
CTCCGGTTGCTGGAATTCTAGGACCTCTTCGAATACAAAC
AGATTATCATCGATGTCTAAGAGAGAAAGGGTTCTGTCTC
AATGCTGTTTGTCCTCGTTCTACCTTGTTTGTGGGTACCTG
TTTCCCATACAAGTTCTACTGTTGCAAGTTTAAAAGATGA
GGATCC。
1.2. 2重组质粒的构建摇 真核表达载体 pIRES2-ZsGreen1
经 Xho玉和 BamH玉双酶切后行 10g / L 琼脂糖凝胶电泳,
纯化 pIRES2-ZsGreen1 大片段后在 T4DNA 连接酶的作
用下构建 pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 重组质粒。
1.2.3重组质粒的鉴定摇 重组质粒 pIRES2-ZsGreen1-rBD-2
转入大肠杆菌 DH5琢 感受态细胞,经卡那霉素筛选出阳
性克隆,根据小规模质粒提取试剂盒说明书提取重组质
粒,提取的质粒经 Xho玉和 BamH玉双酶切后行 15g / L 琼
脂糖凝胶电泳鉴定及送测序鉴定。
1. 2. 4 大鼠角膜上皮细胞的传代培养摇 购买的原代大鼠
角膜上皮细胞镜下观察细胞生长状态良好,达到 80% 融
合,进行传代。 在超净工作台中,吸出培养液,用 PBS 缓
冲液轻轻漂洗细胞 2 次,去除细胞表面的血清成分及代
谢物质。 加入预温为 37益 的 2. 5g / L 胰蛋白酶-0. 02%
EDTA 混合消化液约 1 ~ 2mL。 于倒置显微镜下观察细胞
的形状变化,待细胞开始收缩变圆,细胞间隙增大时,即
可以吸出消化液,加入终止液(含 10% 灭活胎牛血清的
DMEM / F12 液)。 用吸管轻轻吹打瓶壁,使细胞脱落,将
细胞悬液吸入 15mL 无菌离心管中,1000r / min 离心
5min。 弃去上清液,用全细胞培养液(含 10% 灭活胎牛
血清的 DMEM / F12 液)重新悬浮细胞,按照 1 颐3 比例传
代,接种到 25cm2细胞培养瓶中。 细胞置于 37益饱和湿
度、5% CO2恒温细胞培养箱中静置培养,2d 后换液,以后
每 2 ~ 3d 更换养液,每天观察细胞的生长情况。
1. 2. 5 重组质粒的扩增 摇 将甘油保存的含重组质粒
pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 的大肠杆菌接种于含卡那霉素
的 LB 平板上,置 37益恒温培养过夜,次日挑取单个菌落
接种于 200mL 含卡那霉素的 LB 液体培养基中,置 37益
震荡培养过夜。 根据金牌超量无内毒素质粒大提试剂盒
说明书提取重组质粒。
1. 2. 6 细胞转染 摇 取处于对数生长期,生长状态良好的
大鼠角膜上皮细胞,以每孔 2伊105个接种于细胞培养 6 孔
板。 待 细 胞 贴 壁 24h 后, 按 照 Invitrogen 公 司 的
LipofectamineTM2000 转染步骤进行转染。 此处实验分为
三组:重组质粒 pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 转染大鼠角膜
上皮细胞组、空质粒 pIRES2-ZsGreen1 转染大鼠角膜上
皮细胞组、未转染的空细胞组。 48h 后在倒置荧光显微
镜下观察荧光。
1. 2. 7 细胞总 RNA 的提取 摇 转染 48h 后收集 pIRES2-
ZsGreen1 - rBD - 2 重组质粒转染组、空质粒 pIRES2 -
ZsGreen1 转染组及未经转染组的细胞, 根据 Takara
RNAiso Plus 试剂说明书提取各组细胞总 RNA,分光光度
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计测定 RNA 纯度。
1. 2. 8 逆转录 PCR摇 在 All-in-one First-strand cDNA 合
成试剂盒的指导下,每组各取 1滋g RNA 行逆转录反应。
1. 2. 9 实时荧光定量 PCR摇 选择 Rat 茁-actin 基因做内
参对照,各设计一对特异性引物(表 1),以该引物扩增后
所得产物大小分别为 Rat 茁 - actin (240bp) 和 rBD - 2
(121bp)。 反应体系包括:4滋L cDNA(10伊稀释),0. 4滋L
正向引物,0. 4滋L 反向引物,10滋L SYBR Green / Flourescein
qPCR Master Mix(2X),5. 2滋L 超纯水。 反应条件: 50益
2min、95益 10min,后 95益 30s、60益 30s 循环 40 次。 各
取 10滋L 产物于 15g / L 琼脂糖凝胶电泳鉴定。 获得熔解
曲线图及 Tm 值、扩增曲线及各组各孔 Ct 值,利用相对定
量吟吟Ct 法比较三组细胞中 rBD-2 基因在 mRNA 水平
的表达差异。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS17. 0 软件进行分析,数据采

用均数依标准差(軃x依s)表示,对各样本 2-吟吟Ct平均值采用
独立样本 t 检验进行两组间差异比较,以 P<0. 05 为差异
有统计学意义。
2 结果
2. 1 重组质粒 pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 的鉴定
2. 1. 1 重组质粒 pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 酶切电泳结
果摇 图 1 示构建的 pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 真核表达载
体经 Xho玉、BamH玉双酶切后,15g / L 琼脂糖凝胶电泳可
见一条约 250bp 大小的条带与一条约 5 000bp 大小的条
带,分别与前述含有目标基因 rBD - 2 的设计序列
(234bp)和质粒 pIRES2-ZsGreen1(5300bp)大小相仿。
2. 1. 2 测序结果摇 pIRES2-ZsGreen1 质粒中插入的 rBD-
2 基因序列与要求合成序列完全一致,目的基因的插入
方向正确。 pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 重组质粒核苷酸序
列为 GGAGCTGCAGGGGAACGCTGGTATCTTTATAGTCTG
TCGGTTCGCCACTCTGACTTGAGCGTCGATTTTGTGATGCT
CGTCAGGGGGCGGAGCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCG
GCCTTTTTACGGTTCCTGGCCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCA
CATGTTCTTTCGTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCG
TATTACCGCCATGCATTAGTTATTAATAGTAATCAATTACG
GGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTAC
ATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAAC
GACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCAT
AGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGG
AGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTG
TATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGG
TAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTAT
GGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATC
GCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGG
GCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCC
ACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAAT
CAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCAT
TGACGCAAATGGGCGGAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTA
TATAAGCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATCCGCTAG
CGCTACCGGACTCAGATCTCGAGGCCACCATGAGGACTCT
CTGCTCTCTGCTGCTGATAGGCTGCCTCCTTTTCTCCTATG
CCACTCCGGTTGCTGGAATTCTAGGACCTCTTCGAATACA

表 1摇 实时荧光定量 PCR引物

引物名称 碱基序列(5蒺-3蒺) 产物大小(bP)
Rat 茁-actin Forward CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC 240
Rat 茁-actin Reverse TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT
rBD-2 Forward CCTCCTTTTCTCCTATGCCA 121
rBD-2 Reverse AGAACGAGGACAAACAGCAT

图 1摇 pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 重组质粒酶切图 摇 M:DNA
Marker: 5000bp, 3000bp, 2000bp, 1500bp, 1000bp, 750bp,
500bp,250bp,100bp;1: pIRES2 - ZsGreen1 - rBD - 2 重组质粒
DNA;2:pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 重组质粒用 Xhol 和 BamHI
双酶切后。

AACAGATTATCATCGATGTCTAAGAGAGAAAGGGTTCTGT
CTCAATGCTGTTTGTCCTCGTTCTACCTTGTTTGTGGGTAC
CTGTTTCCCATACAAGTTCTACTGTTGCAAGTTTAAAAGAT
GAGGATCCGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAA, 下 划 线
处为目的基因 rBD-2 核苷酸序列,测序图见图 2。
2. 2 大鼠角膜上皮细胞转染结果摇 转染 48h 后,pIRES2-
ZsGreen1-rBD-2 重组质粒转染组及 pIRES2-ZsGreen1 空
质粒转染组细胞由于 ZsGreen1 基因的表达而在倒置荧
光显微镜下发出绿色荧光,正常细胞组无荧光(图 3,4)。
2. 3 rBD-2 基因的 mRNA在转染细胞中的表达
2. 3. 1 逆转录 RT-PCR 结果摇 pIRES2-ZsGreen1-rBD-2
重组质粒转染组、pIRES2-ZsGreen1 空质粒转染组及无转
染组三组各提取的细胞总 RNA 经紫外分光光度计检测
OD260 / 280 值分别 1. 86、1. 86、1. 88,说明所提取的 RNA
纯度较好。 计算所得 RNA 浓度分别为 0. 497、0. 463、
0郾 496滋g / 滋L。 逆转录后,以 10 倍稀释的 cDNA 为模板,
分别利用 Rat 茁-actin 内参基因和 rBD-2 基因的特异性
引物扩增,产物经 15g / L 琼脂糖凝胶电泳检测在各组均
分别可见 250bp 左右和 100bp 左右的条带,与 Rat 茁 -
actin 基因(产物 240bp)和 rBD-2 基因(产物 121bp)所要
扩增的产物大小相符合(图 5,6)。
2.3.2实时荧光定量RT-PCR结果摇 rBD-2 组和 Rat 茁-actin
组的熔解曲线均呈单峰型,Tm 值分别为 79. 31 和 87. 48,
说明扩增产物的特异性好,产物单一;各孔扩增曲线基本
平行且均进入平台期,说明扩增效率较一致。 各组均每
次实验重复 3 孔,重复 3 次实验,得到每孔 Ct 值,根据相
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摇 摇 摇 摇 摇 图 2摇 pIRES2-ZsGreen1-rBD-2 重组质粒测序图。

图 3摇 正常大鼠角膜上皮细胞(伊100)。

图 4摇 大鼠角膜上皮细胞中绿色荧光蛋白表达(伊100)。

图 5摇 各组 Rat 茁-actin基因扩增电泳结果摇 1:Marker DL2000:
2000bp, 1000bp, 750bp, 500bp, 250bp, 100bp; 2 ~ 4: pIRES2 -
ZsGreen1 空质粒转染组;5 ~ 7:未转染细胞组;8 ~ 10:pIRES2-
ZsGreen1-rBD-2 重组质粒转染组。

图 6摇 各组 rBD-2 基因扩增电泳结果 摇 1:Marker DL2000:
2000bp, 1000bp, 750bp, 500bp, 250bp, 100bp; 2 ~ 4: pIRES2 -
ZsGreen1 空质粒转染组;5 ~ 7:未转染细胞组;8 ~ 10:pIRES2-
ZsGreen1-rBD-2 重组质粒转染组。

图 7摇 各组细胞 rBD-2 mRNA相对表达水平。

对定量吟吟Ct 法比较三组细胞中 rBD-2 基因在 mRNA 水
平的表达差异,获得三组细胞各 3 个样品的 2-吟吟Ct 平均

值,未 转 染 组 为 0. 851326 依 0. 268376, 空 质 粒 组 为
1郾 094708依0. 137091,过表达组为 3. 279380依0. 150571,进
行两组间独立样本 t 检验,结果可见 pIRES2-ZsGreen1 -
rBD-2 重组质粒过表达组 rBD-2 mRNA 水平明显高于
pIRES2-ZsGreen1 空质粒转染组和未转染正常细胞组,组
间差异均具有统计学意义(P<0. 05),说明外源 rBD-2 基
因能够在大鼠角膜上皮细胞中被转录成 mRNA(图 7)。
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3 讨论
摇 摇 防御素对多种微生物具有抗性,带正电的防御素能与
细胞膜上带负电的成分相互吸引而结合,其两亲性特点使
其能穿插于细胞膜上,导致膜上孔道形成或膜溶解,从而
扰乱细胞膜的通透性及细胞能量状态[8],该特殊的作用机
制使病原体不易对其产生耐受,且又是机体本身的一种活
性物质,不易产生抗性,此外还可以调节机体的免疫应答
和炎症反应,促进伤口修复[9],因此被认为是一种很有前
景的新型抗微生物药物,也是目前的研究热点,赵俊丽
等[10]以大肠埃希菌泌尿系感染大鼠为模型,发现经逆行
膀胱灌注给予脂质体包裹的 hBD-2 重组真核表达载体
(pCAGG-hBD2),能显著减少膀胱及尿液中活菌数目及泌
尿道的炎症反应。 Shen 等[11] 以慢病毒为载体经气管将
rBD-2 基因转入大鼠肺组织,发现 rBD2 基因的过表达能
抑制绿脓杆菌导致的肺组织中促炎细胞因子表达而增加
抗炎细胞因子的表达,从而保护绿脓杆菌感染导致的肺组
织损伤。 但目前尚未有利用基因工程技术介导外源防御
素基因在眼部疾病防治方面的报道。 因此,本研究先行细
胞实验以探讨外源 rBD-2 基因在大鼠角膜上皮细胞中表
达的可能性,为后续实验奠定基础。
摇 摇 实验中通过酶切电泳及测序分析证实 pIRES2 -
ZsGreen1-rBD-2 真核表达载体构建成功,真核表达载体
pIRES2-ZsGreen1 能表达绿色荧光蛋白,通过在荧光显微
镜中发出绿色荧光证实载体被转入目的细胞,结果直接明
显。 应用实时荧光定量 RT-PCR 相对定量法证实带有
rBD-2 目的基因的重组载体转染的大鼠角膜上皮细胞中
rBD-2 的 mRNA 表达水平明显高于另两组,说明外源 rBD-2
基因可以在大鼠角膜上皮细胞内转录成 mRNA。 但是,该
实验结果并不足以说明外源 rBD-2 基因可以在大鼠角膜
上皮细胞中表达,还需进一步实验检测 rBD-2 基因在蛋
白质水平的表达,为后续实验检测 rBD-2 在体内外的抗

菌活性及治疗实验动物感染性角膜炎的效果提供实验基
础,以期为感染性角膜病的防治提供新方法。
摇 摇 综上所述,本实验成功构建了 pIRES2-ZsGreen1-rBD-2
真核表达载体,并将其转入大鼠角膜上皮细胞,证实外源
rBD-2 基因可以在大鼠角膜上皮细胞内转录成 mRNA。
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