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摘要：目的 构建由转化生长因子 β（TGF-β）诱导的含有Smad响应元件（Smad RE）和红色荧光蛋白

mCherry或荧光素酶报告基因序列的慢病毒报告载体，为筛选TGF-β/Smad信号转导通路抑制剂提供有效

工具。方法 合成UAS-Smad RE-Pmin-Gal4VP64-mCherry和UAS-Smad RE-Pmin-Gal4VP64-lucifer⁃
ase报告基因序列，分别将其插入经EcoRⅠ和BamHⅠ双酶切后的 pCDH-GFP-Puro-noCMV慢病毒质粒

载体，获得响应TGF-β的含有Smad RE和mCherry或荧光素酶报告基因序列的慢病毒报告载体，分别命名

为 pCDH-USPG-mCherry和 pCDH-USPG-luciferase。 利用慢病毒三质粒包装系统在 293FT细胞中分别

包装出慢病毒并感染A549细胞（分别命名为USPG-mCherry A549和USPG-luciferase A549细胞），在倒

置荧光显微镜下观察细胞中绿色荧光蛋白（GFP）的表达，鉴定 A549细胞是否被感染成功。用 TGF-β
（10 μg·L-1）及其受体拮抗剂 LY2109761（5 μmol·L-1）和SB431542（10 μmol·L-1）分别处理USPG-mCherry
A549和USPG-luciferase A549细胞 24 h，倒置荧光显微镜下观察USPG-mCherry A549细胞mCherry的
表达，用荧光素酶报告基因检测试剂盒检测USPG-luciferase A549细胞荧光素酶的表达，验证所构建慢病

毒报告载体用于筛选TGF-β/Smad信号转导通路抑制剂的可行性。用TGF-β及其受体拮抗剂LY2109761
和 SB431542处理 A549细胞 24 h，Western印迹法检测 A549细胞磷酸化 Smad2 /3蛋白表达，验证

LY2109761和SB431542对TGF-β/Smad信号转导通路的抑制作用。结果 经限制性内切酶酶切鉴定及测

序分析，成功构建 pCDH-USPG-mCherry和 pCDH-USPG-luciferase慢病毒重组质粒；分别转染 293FT细

胞包装出慢病毒并感染A549细胞，倒置荧光显微镜下观察到被感染的A549细胞表达GFP，表明USPG-

mCherry A549和USPG-luciferase A549细胞构建成功。加入TGF-β处理 24 h后，USPG-mCherry A549
细胞表达 mCherry，USPG - luciferase A549细胞表达荧光素酶；而加入 LY2109761和 SB431542后，

USPG-mCherry A549细胞几乎检测不到mCherry的表达，USPG-luciferase A549细胞检测不到荧光素酶

的表达。Western印迹法结果表明，TGF -β刺激后 A549细胞中有磷酸化 Smad2 /3蛋白表达，加入

LY2109761和SB431542后未检测到磷酸化Smad2/3蛋白表达。结论 成功构建由TGF-β诱导的受Smad
调控表达mCherry和荧光素酶的2个慢病毒报告载体，可有效感染目的细胞。该慢病毒报告载体可用于筛

选TGF-β/Smad信号转导通路抑制剂。
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转化生长因子 β（transforming growth factor-β， TGF-β）是一个由多种分泌型多肽信号分子组成的

细胞因子超家族，调节机体的多种生物学功能。

Smad蛋白在 TGF-β的胞内信号转导中起关键作

用，是目前发现的唯一一个TGF-β受体胞内激酶底

物，可将TGF-β信号由细胞膜外直接转导入细胞核，

TGF-β/Smad信号转导通路在生物体的胚胎发育、成

体组织再生及内环境稳态中均发挥重要作用［1］。

Smad 蛋白是TGF-βⅠ型受体（TGF-β receptorⅠ，
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TβR-Ⅰ）的直接作用底物，从结构和功能上主要分

为 3个亚型：① 受体调节型 Smad（receptor-acti⁃
vated Smad，R-Smad），包含5个成员：Smad 1，2，
3，5和 8；② 共同通路型 Smad，哺乳动物中只有

Smad 4，与其他 Smad的同源性较低，参与所有

TGF-β超家族的信号转导，C端功能域无磷酸化位

点，不与受体直接作用，与R-Smad形成稳定的异源

多聚体进入细胞核；③ 抑制型Smad，包含Smad 6
和7，通过阻断R-Smad磷酸化，对TGF-β信号转导

通路发挥负调控作用［2］。TGF-β/Smad信号转导通

路中各型Smad分子之间的作用精密协调，共同完

成生理及病理状态下 TGF-β的生物学效应［2］。研

究TGF-β/Smad信号转导通路的具体作用机制对阐

明肺纤维化等疾病发生机制及筛选药物治疗靶点十

分重要，亦有助于进一步探索Smad蛋白在多细胞

生物体结构的发育和维持中发挥的调节作用［3］。

红色荧光蛋白mCherry和荧光素酶报告基因

载体具有操作简便、易于观察、灵敏度高、稳定性

好等优点。本研究构建一种以 Smad响应元件

（Smad response elements，Smad RE）作为转录

调控顺式元件、以 GalVP64为放大调控因子、以

mCherry或荧光素酶为报告基因的表达载体，并进

一步构建由TGF-β诱导表达mCherry或荧光素酶的

人非小细胞肺癌A549细胞系，通过观察mCherry或
荧光素酶的表达筛选 TGF-β/Smad信号转导通路

相关抑制剂。

1 材料与方法

1.1 细胞、试剂和主要仪器

A549细胞（人非小细胞肺癌细胞系）和 293FT
（人肾上皮细胞系）及慢病毒质粒载体 pCDH-GFP-

Puro -noCMV由本实验室保存；UAS-Smad RE -

Pmin - Gal4VP64 -mCherry 和 UAS - Smad RE -

Pmin-Gal4VP64-luciferase报告基因序列由通用生

物系统（安徽）有限公司合成，报告基因序列中的

Smad RE参照Dennler等［4］设计，序列为：5′ -TC⁃
GAGAGCCAGACAAAAAGCCAGACATTTAGCC -

AGACAAAAAGCCAGACATTTAGCCAGACAAA -

AAGCCAGACATTTAGCCAGACAAAAAGCCAG -

ACATTTAGCCAGACAC-3′；EcoRⅠ和 BamHⅠ
限制性核酸内切酶、DNA聚合酶、PCR反应试剂及

3.1NEB 缓冲液（美国 NEB 公司）；感受态细菌

DH5α、质粒提取试剂盒及DNA电泳凝胶回收试剂

盒〔天根科技生化（北京）有限公司〕；脂质体 lipo⁃

fectamine 2000（美国 Invitrogen公司）；胎牛血清

和DMEM高糖培养基（美国Gibco公司）；TGF-β受
体拮抗剂LY2109761和SB431542、兔抗人Smad2/3
和磷酸化Smad2/3（phospho-Smad2/3，p-Smad2/3）
多克隆抗体（美国Cell Signaling Technology公司）；

小鼠抗人 GAPDH单克隆抗体（美国 Santa Cruz
Biotechnology）；辣根过氧化物酶标记羊抗小鼠

IgG和羊抗兔 IgG多克隆抗体（二抗）（美国 Jackson
公司）；RIPA裂解液和 PMSF蛋白酶抑制剂（北京

索莱宝科技有限公司）；ECL发光试剂盒和重组人

TGF-β（美国 Thermo Fisher Scientific公司）；荧光

素酶检测试剂盒（美国Promega公司）；其他试剂均

为国产分析纯。

1.2 重组慢病毒质粒 pCDH-USPG-mCherry和
pCDH-USPG-luciferase的构建和鉴定

首先用限制性核酸内切酶EcoRⅠ和BamHⅠ
分别酶切 pCDH-GFP-Puro-noCMV慢病毒质粒载

体及UAS-Smad RE-Pmin-Gal4VP64-mCherry和
UAS-Smad RE-Pmin-Gal4VP64-luciferase报告基

因序列，使它们线性化后通过T4 DNA连接酶将该

载 体 分 别 与 UAS - Smad RE -Pmin-Gal4VP64-
mCherry和UAS-Smad RE-Pmin-Gal4VP64-lucif⁃
erase报告基因序列连接（图1），分别获得由TGF-β
诱导的含有Smad RE和mCherry或荧光素酶报告

基因序列的重组慢病毒质粒载体，分别命名为

Fig.1 Schematic diagrams of construction of recom⁃
binant lentiviral plasmid vectors—pCDH-USPG-mCher⁃
ry and pCDH-USPG-luciferase recombinant lentiviral
plasmids induced by transforming growth factor - ββ
（TGF -ββ），which contained Smad response elements
（Smad RE）and mCherry（red fluorescent protein）or
luciferase sequences, respectively.
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pCDH-USPG-mCherry和 pCDH-USPG-luciferase。
将该 2个重组慢病毒质粒分别转化至大肠杆菌

DH5α感受态细胞扩增，随后挑取单克隆、酶切和测

序，鉴定重组慢病毒质粒pCDH-USPG-mCherry和
pCDH-USPG-luciferase是否构建成功。

1.3 慢病毒包装

取对数期生长状态良好的293FT细胞，接种于

60 mm×15 mm皿中，37℃，5% CO2培养箱内培养，

当细胞汇合度达到 60%~70%时开始转染。1个目

标质粒：pCDH-USPG -mCherry或 pCDH -USPG -

luciferase，4 μg；2个辅助质粒：pMD2G 1 μg，psPAX2
3 μg。首先用Opti-MEM 100 μL分别稀释2个辅助

质粒和1个目标质粒，轻轻吹吸3~5次混匀；其次用

Opti-MEM 100 μL稀释 16 μL LipofectamineTM2000，
轻轻吹吸 3 ~ 5次混匀，室温下静置 5 min；随后混

合转染试剂和质粒DNA稀释液，轻轻吹吸3~5次混

匀，室温下静置 20 min；最后将转染复合物加入到

293FT细胞培养皿中，前后轻摇培养皿混合均匀。转

染 6 h 后更换新鲜培养基，48 h后收集细胞上清液

1次；加入新鲜培养基继续培养，72 h后再次收集细胞

上清液。将 2次收集的上清液合并，300×g 离心

5 min去除残余细胞。用 0.22 μm的滤器过滤后，

4000×g离心 20 min得到病毒浓缩液约 200 μL，
-20℃保存备用。

1.4 慢病毒感染A549细胞

以每孔 3×104~5×104 A549细胞接种于 6孔培

养板，待细胞生长至对数增长期且状态良好时，加入

浓缩后的 pCDH-USPG-mCherry或 pCDH-USPG-

luciferase病毒液50 μL。感染后约72 h，在450 nm
激发光照射下，利用倒置荧光显微镜观察A549细胞

是否表达绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，
GFP）。随后加入嘌呤霉素5 mg·L-1筛选感染成功的

细胞。24 h后更换新鲜培养基，未成功感染的细胞被

嘌呤霉素杀死，感染成功的细胞完好，并表达GFP。
感染成功的细胞分别命名为USPG-mCherry A549
和USPG-luciferase A549细胞，扩大培养后备用。

1.5 倒置荧光显微镜观察 USPG-mCherry A549
细胞mCherry的表达

取稳定感染的USPG-mCherry A549细胞加入

24孔板，在37℃，5%CO2及饱和湿度条件下培养，待

细胞汇合度达约80%时进行实验。实验分为细胞对

照、TGF-β（终浓度10 μg·L-1）、LY2109761（终浓度

5 μmol · L-1）、SB431542（终浓度 10 μmol · L-1）、

LY2109761+TGF-β和SB431542+TGF-β组，其中

LY2109761+TGF-β和SB431542+TGF-β组先分别

加入 LY2109761（终浓度 5 μmol·L-1）和SB431542
（终浓度 10 μmol·L-1）预孵育 1 h，然后加入 TGF-β
（终浓度10 μg·L-1）。各组继续培养24 h后，通过倒

置荧光显微镜观察各组细胞mCherry的表达。

1.6 荧光素酶检测试剂盒检测 USPG-luciferase
A549细胞荧光素酶的表达

取稳定感染的USPG- luciferase A549细胞加

入24孔板中，在37℃，5%CO2及饱和湿度条件下培

养，待细胞汇合度达约80%时进行实验。实验分为

细胞对照、TGF - β（终浓度 10 和 50 μg · L-1）、

LY2109761（终浓度 5 μmol·L-1）+TGF -β（终浓度

10 μg ·L-1）和 SB431542（终浓度 10 μmol · L-1）+
TGF -β（终浓度 10 μg·L-1）组，其中 LY2109761+
TGF-β和SB431542+TGF-β组先加入 LY2109761
和SB431542孵育1 h，然后加入TGF-β。各组继续

培养 24 h后裂解细胞，使用 Tanon 5200化学发光

成像分析系统拍摄荧光图像，并利用荧光素酶检测

试剂盒检测荧光素酶的表达。

1.7 Western印迹法检测A549细胞中Smad2/3蛋
白磷酸化水平

将A549细胞接种于 24孔培养板中，在 37℃，

5%CO2及饱和湿度条件下培养，待细胞汇合度达约

80%时进行实验。实验分为细胞对照、TGF -β
（终浓度 1，5和 10 μg·L-1）、LY2109761（终浓度

5 μmol ·L-1）、SB431542（终浓度 10 μmol ·L-1）、

LY2109761（终浓度5 μmol·L-1）+TGF-β（终浓度为1，
5和10 μg·L-1）和SB431542（终浓度10 μmol·L-1）+
TGF-β（终浓度为 1，5和 10 μg·L-1）组。① 细胞对

照组用DMEM培养基培养；② LY2109761+TGF-β
和 SB431542 + TGF - β 组 先 加 入 LY2109761 和

SB431542孵育 0.5 h，然后加入 TGF-β。各组继续

培养 1.0 h后去除细胞培养基，用预冷的 PBS洗

2次，加入 RIPA裂解液（RIPA裂解液中加入 10%
的PMSF，现用现配）裂解细胞；然后加入等体积2×
蛋白上样缓冲液，于 98℃水浴锅中 15 min，使细胞

充分裂解；6400×g离心 2 min，上清用BCA法进行

蛋白质定量后制成上样液。各样品取等量蛋白质

上样，SDS-PAGE电泳分离蛋白，随后电转移至NC
膜。5%的脱脂牛奶室温封闭 1 h，与 1∶1000稀释

的一抗工作液4℃孵育过夜。TBST洗膜3次，每次

10 min。加入 1∶1000稀释的二抗工作液摇床上室

温孵育 1 h；TBST洗 3次，每次 10 min。加入ECL
显色液置 Tanon 5200化学发光成像分析系统显

影，参考蛋白质分子质量标准观察是否有p-Smad2/3
蛋白表达。
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2 结果

2.1 重组慢病毒质粒 pCDH-USPG-mCherry和
pCDH-USPG-luciferase的鉴定

构建的重组慢病毒质粒pCDH-USPG-mCherry
和 pCDH-USPG-luciferase经EcoR Ⅰ与BamHⅠ
双酶切后经琼脂糖凝胶电泳分离，随后用凝胶成像

分析仪观察。如图 2所示，pCDH-USPG-mCherry
酶切后，可见一条约 1690 bp的条带，大小与UAS-

Smad RE -Pmin-Gal4VP64-mCherry 序列一致；

pCDH-USPG-luciferase酶切后，可见一条约1772 bp
的条带，大小与 UAS-Smad RE-Pmin-Gal4VP64 -

luciferase序列一致。选取酶切正确的单克隆菌落

进行测序分析，测序结果显示与上述序列一致，表

明重组慢病毒质粒载体 pCDH-USPG-mCherry和
pCDH-USPG-luciferase构建成功。

2.2 转染细胞 USPG-mCherry A549 和 USPG -

luciferase A549的鉴定

用浓缩的含 pCDH-USPG-mCherry或 pCDH-

USPG-luciferase的病毒液感染A549细胞，72 h后
用倒置荧光显微镜在 488 nm激发光照射下可观察

到被感染的A549细胞表达GFP（图 3），表明A549

细胞被感染成功，分别命名为 USPG-mCherry
A549和USPG- luciferase A549细胞。

2.3 TGF -ββ及其受体拮抗剂对 USPG-mCherry
A549细胞mCherry表达的影响

如图 4所示，USPG-mCherry A549细胞对照

组及单独加入 LY2109761或 SB431542组未检测

到mCherry的表达；TGF -β组mCherry的表达较

细胞对照组明显增强，分别加入 LY2109761和

SB43154后mCherry的表达较TGF-β组明显减弱。

上述结果表明，受Smad调控表达mCherry的USPG-

mCherry A549细胞可用于筛选 TGF-β/Smad信号

转导通路抑制剂。

2.4 TGF-ββ及其受体拮抗剂对 USPG-luciferase
A549细胞荧光素酶表达的影响

如图 5所示，USPG-luciferase A549细胞对照

组荧光素酶的表达在基线水平，几乎不表达；与细

胞对照组相比，加入TGF-β（10和50 μg·L-1）刺激后

荧光素酶表达明显升高，分别为细胞对照组的 3.55
和 3.76倍；而 LY2109761+TGF -β（10 μg·L-1）和

SB431542+TGF -β（10 μg·L-1）组荧光素酶表达

较 TGF-β（10 μg·L-1）组又明显减弱，仅为 TGF-β
（10 μg·L-1）组的约1/3。上述结果表明，受Smad调
控表达荧光素酶的USPG-luciferase A549细胞可

用于筛选TGF-β/Smad信号转导通路抑制剂。

2.5 TGF-ββ及其受体拮抗剂对A549细胞Smad2/3
蛋白磷酸化的影响

如图6所示，细胞对照、LY2109761和SB431542
组A549细胞未见p-Smad2/3蛋白表达；加入TGF-β

Fig.3 Identification of USPG-mCherry A549 and USPG-

luciferase A549 transfected cells（×100）. A549 cells were
infected with concentrated virus fluids containing pCDH-USPG-
mCherry or pCDH-USPG-luciferase （namely USPG-mCherry
A549 and USPG-luciferase A549 cells，respectively）. The expres⁃
sions of green fluorescent protein in USPG-mCherry A549 cells
and USPG-luciferase A549 were observed under excitation light
at 488 nm under an inverted fluorescence microscope.

Fig.2 Identification of recombinant lentiviral plasmid
vectors pCDH-USPG-mCherry and pCDH-USPG-lucif⁃
erase. A：pCDH-USPG-mCherry vector identification by EcoR Ⅰ
and BamHⅠenzymes digestion；lane 1：PCR product；lane 2：
pCDH-USPG-mCherry enzymes digestion product. B：pCDH-
USPG-luciferase vector identification by EcoRⅠ and BamHⅠ
enzymes digestion；lane 1：PCR product；lane 2：pCDH-USPG-
luciferase enzyme digestion product.
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Fig. 4 Effect of TGF -ββ and its receptor antagonists on mCherry red fluorescent protein expression of USPG-

mCherry A549 cells（100×）. USPG-mCherry A549 cells were divided into cell control，TGF-β（10 μg·L-1），LY2109761（5 μmol·L-1），
SB431542（10 μmol·L-1），LY2109761+TGF-β and SB431542+TGF-β groups. LY2109761+TGF-β and SB431542+TGF-β groups were
pre-incubated with LY2109761（5 μmol·L-1）and SB431542（10 μmol·L-1）, respectively, for 1 h before TGF -β（10 μg·L-1）was added.
After 24 h of culture，the expression of mCherry in cells was observed under an inverted fluorescence microscope.

（1，5和10 μg·L-1）刺激后，均可检测到p-Smad2/3蛋
白表达；预先加入LY2109761或SB431542，TGF-β
（1，5和 10 μg·L-1）诱导的 p-Smad2/3蛋白表达则

被明显抑制。上述结果表明，Smad2/3蛋白磷酸化被

LY2109761或SB431542阻断，LY2109761和SB431542
对TGF-β/Smad信号转导具有明显的抑制作用。

Fig.6 Effect of LY2109761（A）and SB431542（B）on expression of phosphorylated of Smad2/3 proteins（p-Smad2/3）
in A549 cells by Western blotting. LY2109761+TGF -β and SB431542+TGF -β groups were pre-incubated with LY2109761 or
SB431542 for 0.5 h，and then incubated with TGF-β for another 1.0 h.

Fig.5 Effect of TGF - ββ and its receptor antagonists on luciferase expression of USPG-luciferase A549 cells
detected by luciferase detection kit. See Fig.4 for the cell treatment. A：pseudo-color image of cell luminescence imaging；B：lumi⁃
nescence imaging of cells；C：the relative expression level of luciferase was normalized by the cell control group.
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3 讨论

TGF-β/Smad信号转导通路构成了一个多功能

性的细胞因子网络，调控细胞周期、增殖、分化、黏

附、转移和凋亡［5-6］。Smad蛋白是TGF-β超家族细

胞内重要的信号转导和调节分子［7］，通过调节该信

号通路中一系列下游基因的活性，参与人类多种疾

病如纤维化、炎症、自身免疫性疾病和肿瘤等的发

生与发展［8］。阻断TGF-β/Smad信号传导可对与其

相关疾病的发展起到抑制作用。据文献报道，一些

小分子抑制剂如 LY2109761和 SB431542可抑制

该信号通路转导［9］，因此被广泛应用于与 TGF-β/
Smad信号转导相关的实验研究中。

mCherry是一种来自于蘑菇珊瑚（mushroom
corals）的红色荧光蛋白，能在特定波长激发时发出

红色荧光［10］。相对于其他荧光蛋白，mCherry的优

越性在于它可与应用较多的GFP共同标记，且荧光

非常稳定。荧光素酶是能催化荧光素或脂肪醛氧

化产生生物发光的一类酶，是一种常用的报告基

因，因其具有非放射性、灵敏度高、操作简便、结果

准确、无毒副作用等优点，在药物筛选领域已成为

一种非常重要的研究工具［11-14］。

本研究利用 DNA重组技术成功构建 pCDH-

USPG-mCherry和 pCDH-USPG-luciferase 2个重

组慢病毒报告基因载体，在293FT细胞中包装出慢

病毒感染A549细胞，利用倒置荧光显微镜观察到

被感染的 A549细胞表达GFP，表明表达mCherry
和荧光素酶的 USPG -mCherry A549和 USPG -

luciferase A549细胞构建成功。加入 TGF-β后可

观察到 USPG-mCherry A549细胞表达mCherry，
USPG-luciferase A549细胞表达荧光素酶；而加入

TGF -β受体拮抗剂 LY2109761和 SB431542后，

mCherry和荧光素酶的表达被抑制，表明本研究构建

的慢病毒表达载体可成功响应与TGF-β/Smad信号

转导通路相关的信号刺激。

最后，为初步探讨LY2109761和SB431542在
TGF-β下游Smad2/3蛋白信号转导中的抑制作用，

本研究用A549细胞检测其阻断Smad2/3蛋白磷酸

化的作用。结果表明，LY2109761和SB431542可
特异性阻断 A549细胞 Smad2/3蛋白磷酸化，对

TGF-β/Smad信号转导具有明显的抑制作用。

综上所述，本研究构建了pCDH-USPG-mCherry
和 pCDH-USPG-luciferase 2个慢病毒报告基因载

体，通过观察mCherry荧光蛋白或荧光素酶的表达

可鉴别目的细胞对TGF-β/Smad信号通路的响应，

而且结果稳定，操作简便，可直接用于以 TGF-β或
其受体家族为靶点的药物筛选和活性检测。
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Construction of lentiviral reporter vectors for screening inhibitors of
transforming growth factor-ββ/Smad signal transduction pathway
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Abstract: OBJECTIVE To construct lentiviral vectors containing Smad response elements (Smad
RE) and red fluorescent protein mCherry or luciferase sequences induced by transforming growth factor -β
(TGF -β). METHODS UAS-Smad RE-Pmin-Gal4VP64-mCherry and UAS-Smad RE-Pmin-Gal4VP64 -

luciferase reporter gene sequences were designed, constructed and inserted into the pCDH-GFP-Puro-
noCMV lentiviral plasmid vector digested by enzyme EcoRⅠand BamHⅠ, respectively. The TGF -β
responded recombinant lentiviral vectors containing Smad RE and mCherry or luciferase sequences
were named pCDH-USPG-mCherry and pCDH-USPG-luciferase, respectively. pCDH-USPG-mCherry
and pCDH-USPG-luciferase were packaged in 293FT cells by using the lentivirus three-plasmid pack⁃
aging system and infected A549 cells (named USPG-mCherry A549 and USPG-luciferase A549 cells,
respectively), and the expression of green fluorescent protein (GFP) was observed under a fluores⁃
cence microscope to find out whether A549 cells were infected. USPG-mCherry A549 and USPG-lucif⁃
erase A549 cells were treated with TGF-β (10 μg·L-1) and its receptor antagonists LY2109761 (5 μmol·L-1)
and SB431542 (10 μmol·L-1) for 24 h. The expression of mCherry in USPG-mCherry A549 cells was
detected by a fluorescence microscope, while the expression of luciferase was detected by luciferase
reporter gene detection kit to verify the feasibility of the constructed lentiviral reporter vector for screening
TGF -β/Smad signaling pathway inhibitors. A549 cells was treated with LY2109761 and SB431542 for
24 h, and the phosphorylation of Smad2/3 proteins in A549 cells were detected by Western blotting to
verify the inhibitory effect of LY2109761 and SB431542 on TGF-β/Smad signaling pathway. RESULTS
The pCDH-USPG-mCherry and pCDH-USPG-luciferase recombinant lentiviral plasmid vectors were
constructed and verified by enzyme digestion and sequence. A549 cells were infected by pCDH-USPG-

mCherry or pCDH-USPG-luciferase lentivirus packaged in 293FT, respectively. The infected A549 cells
were able to express GFP as was observed under a fluorescence microscope, indicating that USPG-

mCherry A549 and USPG-luciferase A549 cells were constructed. After 24 h of TGF - β treatment,
USPG-mCherry A549 cells expressed mCherry, and USPG-luciferase A549 cells expressed luciferase.
However, after LY2109761 and SB431542 were added, the mCherry expression could hardly be detected
in USPG-mCherry A549 cells, and the luciferase expression was not detected in USPG-luciferase
A549 cells. Western blotting results showed that phosphorylated Smad2 /3 protein was expressed in
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A549 cells after stimulation with TGF-β, but after LY2109761 and SB431542 were added, phosphorylated
Smad2/3 protein was not detected in A549 cells. CONCLUSION Lentiviral reporter vectors have been
constructed, which can effectively infect target cells and serve as an effective tool for screening inhibi⁃
tors of TGF-β/Smad signaling pathway.

Key words: transforming growth factor-β; Smad; lentiviral reporter gene; receptor; antagonist
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