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人类 Vimentin基因第 1 ,2 ,6 ,7内含子序列的测定

李　疆 , 张清炯 , 邝志和

(中山医科大学中山眼科中心 , 广东 广州　510060)

摘　要:【目的】人 vimentin(VIM)基因位于 10 号染色体短臂 1 区 3 带 , 属于第Ⅲ型中间丝纤维蛋白基因。目前已知全

部外显子序列及部分内含子序列 ,本文测定了部分未知的 VIM 基因内含子序列。【方法】通过已知 VIM 基因的外显子序列

设计引物 ,用 PCR 扩增其未知的内含子片段 ,将 PCR产物进行克隆测序。【结果】共测得未知的 4 个内含子序列 , 内含子1 长

692 bp ,测得其全部序列;内含子 2 长 2 kb ,测得其两端与外显子相接的序列 , 共 1 kb;内含子 6 长 456 bp , 测得其全部序列;内

含子 7 长 404 bp ,测得其全部序列。【结论】本研究 PCR检测多例人 VIM 基因的内含子 7 大小为 404 bp ,与文献报道人类 vi-

mentin基因的内含子 7大小为 800 bp 相差很大 , 但引物两端外显子序列相同。另外 ,文献报道的人类 vimentin 基因与外显子

3 相邻的第 2内含子末端 41nt的核苷酸序列与本研究所测的第 2 内含子末端序列完全不同。
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Introns 1 ,2 ,6 ,7 Sequencing of the Human Vimentin Gene

LI Jiang , ZHANG Qing-jiong , KUANG Zhi-he

(Sun Yat-sen Ophthalmology Center , Sun Yat-sen University of Medical Sciences , Guangzhou 510060 , China)

Abstract:【Objective】Human vimentin(VIM)gene is located on the chromosome 10p13 , belonging to the

third type intermediate filament pro tein genes.Now the nucleotide sequence of all exons and part of int rons of

vimentin gene has already been known.Some unknown introns of vimentin gene were sequenced in this study.

【Methods】According to the sequence of V IM gene exon , primers w ere designed and the unknown introns were

amplified by using PCR.Then the title segments w ere cloned and sequenced.【Results】Four unknown int rons

w ere sequenced:intron 1 w as 692 bp , the sequence was all identified;int ron 2 was 2 kb or so , the two side of

the sequence was identified;intron 6 w as 456 bp , the sequence w as all identified;intron 7 was 404 bp , the se-

quence w as all identif ied.【Conclusion】The length of VIM gene int ron 7 is 404 bp , dif ferent f rom that of 800

bp reported in literature.The end 41 nt sequence of VIM gene int ron 2 near exon 3 is also different f rom the se-

quence reported in li terature.
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　　人类 vimentin(VIM ,OMIM 193060)基因定位

于10p13 ,全长约 10 kb ,有 9 个外显子 , mRNA 全

长约 1.5 kb 编码 464 个氨基酸 ,在人类为单拷贝

基因 。Vimentin蛋白质属于细胞中间丝纤维蛋白

家族中的一种 ,该家族包括 kerat ins , desmin , neu-

rofilaments和核 lamins 等。Vimentin 属于细胞骨

架蛋白的一种 ,在细胞的分化及生长调节中有重要

的作用[ 1 ～ 3] 。1988 年 Perrau 等报道了人类 VIM

基因的全部外显子序列及部分内含子序列 ,但至今

部分人类 VIM 基因的内含子序列仍未知 。本文对

中国人外周血白细胞中 VIM 基因的未知内含子

(int ron 1 、2 、6 、7)序列进行测定 。
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1　材料和方法

1.1　研究对象

健康成年中国人 10例(标本来源:本室工作人

员)。

1.2　PCR反应扩增未知内含子片段

根据人类 VIM 基因外显子序列设计 4对引物扩

增相应内含子片段 ,引物序列及反应条下。VIM1F:

5′TGGACCAGCTAACCAACGACAAAG 3′,VIM1R:5′

GGATTGCAGGGTGCTTTCGGCT3′;VIM2F:5′

TCAGAGAGAGGAAGCCGAAAGCAC3′, VIM 2R:

5′CGTTCAAGGTCAAGACGTGCCAG3′;VIM3F:

5′CTTGACA TTGAGATTGCCACC3′, VIM3R:5′

TCAGGTTCAGGGAGGAAAAGTT3′;VIM4F :5′

CTGCCTCTTCCAAACTTT TCC3′, VIM 4R:5′CA-

ACCGTCTTAA TCAGGAGTG3′。 PCR 反应条件

为预变性 95 ℃3 min ,94 ℃变性 30 s ,复性和延伸

条件分别为:intron 1 ,60 ℃1 min ,72 ℃2 min;in-

tron 2 , 68 ℃ 4 min;intron 6 , 53 ℃ 30 s , 72℃ 1

min;intron 7 ,56 ℃1 min ,72 ℃2 min;30个循环 ,

末次延伸 72 ℃7 min 。PCR反应总体积 30μL ,10

×buffer 3 μL 、dNTP 200 μmol/ L 、primers 100

pmol、 Taq 酶 1 U 、Genomic DNA 2 μL 、加 ddH2O

至 30 μL。在 PE2400 型(PE 公司)PCR仪进行

PCR扩增。PCR产物经 10 g/L 琼脂糖电泳 ,在紫

外光下检测电泳结果 。

1.3　PCR产物克隆及鉴定

将 PCR产物按试剂盒说明连入 pGEM-T Easy

载体(progma 公司),并按热休克法转化大肠杆菌

DH-5α感受态细菌 ,用含 X-gal、IPTG 及氨苄青霉

素的 LB培养基平板筛选阳性克隆 ,按硷变性法抽

提质粒 DNA , 用限制性内切酶 EcoR Ⅰ酶切质粒

DNA ,8 g/ L琼脂糖电泳在紫外光下检测结果。

1.4　序列测定

挑选阳性克隆 ,使用 ABI377全自动测序仪进

行测序 ,用 SP6和 T7 通用引物 。引物序列如下:

SP6 , 5′ ATTTAGGTGACACTATAGAATAC3′;

T7 ,5′TCGCCCTATAG TGAGTCGTAT TA3′。

2　结　果

2.1　电泳结果

PCR产物经 10 g/L 琼脂糖电泳检测分别为:

int ron 1 PCR产物长约 800 bp;intron 2 PCR产物

长约 2 kb;int ron 6 PCR产物长约 500 bp;intron 7

PCR产物长约 400 bp(图 1)。

图 1　VIM基因 PCR产物及克隆产物酶切的琼脂糖电泳图谱

Fig.1　Picture of the agars gel electrophoretogram of vimentin

gene PCR products and clone products digest by EcoRⅠ

Lane 1:Marker(λ/ HindⅢ);Lane 2 、5 、8 、11:in tron 6 、1 、2 、7

PCR product;Lane 3 、6 、9 、12:int ron 6 、1 、2 、7 EcoR 1 product;Lane

4、7 、10 、13:int ron 6 、1、2 、7 clone product

2.2　4个内含子测序结果

Int ron 1长 693 bp ,测得全序列;Intron 2长 2

kb ,测得部分序列(图 2);Int ron 6长 457 bp ,测得

全部序列;Int ron 7 长 404 bp ,测得全部序列(图

3)。

图 2　Vimentin基因内含子 1、2 部分序列图

Fig.2　Part sequence(intron 1 and intron 2)of Vimentin gene

The sequences of primers are underlined , capi tals are exons, low-

ercases are int rons

2.3　与文献报道的比较

①本文 PCR检测多例人 VIM 基因的内含子 7

大小为 404 bp , Perrau等报道了人类 vimentin基因

的内含子 3 ～ 8的大小为 87 ,700 , 500 ,400 , 800 和
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700 bp;其中内含子 7大小为 800 bp。 ②本文所测

的第 2内含子与外显子 3相邻末端 41 nt的核苷酸

序列与 Perrau等报道的人类 vimentin基因第 2 内

含子末端序列完全不同(图 4)。

图 3　Vimentin基因内含子 6、7 序列图

Fig.3　Part sequence(intron 6 and intron 7)of vimentin gene

The sequences of primers are underlined , capi tals are exons , low-

ercases are int rons

图 4　本文与 Perrau的第 2 内含子末端序列比较

Fig.4　Two Sequences analysis between this study and Perrau

report about the end of VIM intron 2

Underlined sequences are exon , A-sequence is Auther' s result , B-

sequence is Perrau' s study

3　讨　论

1988年 Perrau等
[ 1]
报道了人类 vimentin基因

的内含子 3 ～ 8的大小为 87 ,700 , 500 ,400 , 800 和

700 bp ,其中内含子 7大小为 800 bp ,与本文 PCR

检测多例人 V IM 基因的内含子 7大小为 404 bp

相差很大 ,但引物两端外显子序列相同 ,可能是种

族差异或其他原因造成 , 需进一步探讨 。另外 ,

Perrau等报道的人类 viment in基因与外显子 3 相

邻的第 2内含子末端 41 nt的核苷酸序列与本文所

测的第 2内含子末端序列完全不同 ,但本文所用引

物内侧第 3 外显子序列与 Perrau 等报道的人类

V IM 基因的第 3 外显子序列完全相同 ,原因需进

一步研究 。

Gieser等[ 4]在 1992年发现在视网膜色素上皮

中有 VIM 基因的表达 ,并认为 VIM 基因是眼遗传

病的候选基因之一。近年来通过转基因鼠的研究

发现 ,V IM 基因的过度表达会影响正常晶体纤维

细胞的分化和成熟导致白内障的形成[ 5 ,6] 。本实

验对人 VIM 基因部分未知内含子序列的测定有助

于对人类 VIM 基因的生理功能及表达调控的进一

步研究 ,有助于进一步筛查 V IM 基因外显子的突

变及其与相关疾病的关系 ,为今后的研究工作打下

了基础。另外动物(鼠 、鸡等)VIM 基因内含子序

列与 VIM 基因的表达有关
[ 7～ 9]

。
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