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摘　要:【目的】胶原蛋白是构成细胞外基质的主要组分之一 ,它的过量沉积是创伤后增殖性瘢痕形成的原因之一 , 本实

验的目的就是要克隆出疤痕中α1(Ⅰ)型及(Ⅲ)型前胶原基因片段并进行鉴定。【方法】本研究根据α1(Ⅰ)型及(Ⅲ)型前胶

原基因的核苷酸序列分别设计 3 条引物 ,从瘢痕组织中经 RT-PCR分别扩增Ⅰ及Ⅲ型前胶原基因的第 2 外显子(Exon 2)区域

的基因片段(Ⅰ F2 , ⅢF2),克隆到 T 载体(pGEM-T vector)。得到阳性重组质粒后经限制性内切酶酶切 , PCR 及测序加以证

实。【结果】分别获得长度约为 129 bp的 DNA片段(简称为Ⅰ F2), 与长度约为 189 bp的 DNA 片段(简称为ⅢF2), 与预期片

段大小一致。得到重组质粒 pT-Ⅰ及 pT-Ⅲ , 并得到证实。【结论】获得的α1(Ⅰ)型及(Ⅲ)型前胶原基因片段是预期所要得到

的正确片段。
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Abstract:【Object ive】Collagen protein is one of major constituents of ex t racellular matrices.Its overaccu-

mulation can lead to the cicatrization.The aim of this study w as to obtain the cloning and identification of the

gene f ragments ofα1(Ⅰ)and(Ⅲ)procollagen genes.【Methods】In this study , separate three primers w ere de-

signed and synthesized according to the nucleotide sequence of each ofα1(Ⅰ)and(Ⅲ)procollagen genes.By us-

ing RT-PCR , the gene fragments(ⅠF2 , ⅢF2)within the second exons of the two procollagen genes w ere sep-

arately isolated and cloned into the pGEM-T vecto r.【Results】The resulting tw o recombinant plasmids(pT-Ⅰ

pT-Ⅲ)were verified by rest riction enzymes , PCR and sequencing.【Conclusions】The cloned sequences were

the gene f ragments w hich w e just wanted to obtain them.
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　　胶原蛋白是细胞外基质中最主要的水不溶性

纤维蛋白。构成细胞外基质的骨架结构。其类型

多样 ,与胞外基质中的其他组分结合形成结构与功

能的复合体。过量胶原的合成易导致瘢痕的形成 ,

尤其是在创伤延期愈合期间。前胶原是胶原蛋白

的前体和分泌形式 ,前胶原基因的过表达使胶原形

成异常增加 ,易致瘢痕的发生 。目前所知的各种类

型的前胶原基因均为许多外显子和内含子相间排

列的断裂基因(如编码α1(Ⅰ)肽链基因含 41个外

显子),外显子编码含多个 Gly-X-Y的重复序列(X
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常为 Pro ,Y常为Hypro或 HyLys)。基因的原初转

录本经拼接除去内含子而形成成熟 mRNA[ 1 , 2] 。

对mRNA 表达的抑制将有助于控制瘢痕的形成。

目前 ,反义 RNA(如 Ribozyme)已被广泛用于抑制

一些有害基因的表达或失控基因的过表达的研究 ,

并取得了较好的效果。本实验利用 RT-PCR从人

瘢痕组织中分别扩增了α1(Ⅰ)及(Ⅲ)型前胶原基

因Exon 2 区域片段 , 并克隆至 T 载体(pGEM-T

vector)上 ,以便在体外(in vi tro)研究特异性核酶

对该基因片段转录物的抑制及切割效应 。

1　材料与方法

1.1　人瘢痕组织

人瘢痕组织来自临床标本 。

1.2　质粒 、菌种

克隆载体为 pGEM-T vector(T 载体)购自

Promega公司 ,大肠杆菌菌株 DH5α由本室保存 。

1.3　主要试剂

dNTP 、 Taq 酶及限制性内切酶购自德国宝灵

曼公司 , T4DNA 连接酶 , IPTG 和 X-gal 等为

Promega公司产品 , RNA抽提试剂盒及质粒提取试

剂盒购自广州瑞康(Recon)生物技术研究所。凝胶

纯化试剂盒 Advantage TM PCR-pure kit 购自

Clontech公司。

1.4　引　物

根据 D′Alessio ,M .及 M .L.Chu 等报道的序

列[ 3 ,4]设计和合成了α1(Ⅰ)型及(Ⅲ)型 Exon 2区

域的引物各 3条 ,分别为 PⅠA 、P ⅠB 、PⅠC 和 P Ⅲ

A 、PⅢB 、PⅢC(P ⅠB ,P ⅢB 分别在 PⅠC , PⅢC 的

下游)序列为:

PⅠA:5′CCAATCACCTGCGTACAGAACG3′

PⅠB:5′AGACGGGACAGCACTCGCCC3′

PⅠC:5′CTTGGTCTCGTCACAGATCACG3′

PⅢA:5′CCTGAAGATGTCCTTGATGTGC3′

PⅢB:5′CATCCTCCAGAACTGTGTAGG3′

PⅢC:5′GAATTTGCTATTTCCTTCAGCC3′

1.5　RNA的抽提

取人瘢痕组织 ,按 RNA 抽提试剂盒说明及参

照文献[ 5]进行 RNA的抽提 。

1.6　α1(Ⅰ)及(Ⅲ)型前胶原基因第 2 外显子

(Exon 2)区的 RT-PCR扩增

按文献[ 6]进行:以抽提的 RNA 为模板 ,先用

引物对 PⅠA/PⅠB , P ⅢA/PⅢB 分别进行逆转录

反应(RNA 5 μL ,引物 1 μL H2O 4 μL , 70 ℃ 10

min后 ,加 5×RT Buf fer 4 μL , 20×dNTP 1 μL ,逆

转录酶1 μL ,加水至 20μL , 37 ℃1 h),取其产物 3

μL ,以相应的引物对(P ⅠA/P ⅠC 或 PⅢA/PⅢC)

进行 PCR扩增(引物各 1μL , Taq酶 1μL ,反应体

积 30 μL。92 ℃预变性 100 s ,92 ℃45 s 、53 ℃40

s、71 ℃45 s , 33个循环),终产物经 20 g/L 琼脂糖

凝胶电泳初鉴。

1.7　Exon 2区基因片段的克隆及鉴定

参照文献[ 7]与试剂盒说明 ,将经 RT-PCR扩

增得到的 Exon 2 区 DNA片段(简称为 ⅠF2 和 Ⅲ

F2)用 Advantage TM PCR pure kit纯化后分别与

T 载体(pGEM-T vector)直接进行连接 , 转化

DH5α,在Apr 及 X-gal平板上挑取白色菌落 ,参照

文献与试剂盒说明 ,提取质粒 ,琼脂糖电泳初鉴 ,用

SP6启动子区引物及 P ⅢA 或 P ⅠA 进行 PCR扩

增(引物各 1 μL , Taq 酶 1 μL , 模板 3 μL , 20 ×

dNTP 1.5 μL , 10×PCR Buf fer 3μL , 灭菌双蒸水

20μL 。92 ℃预变性 100 s ,92 ℃变性 45 s , 53 ℃退

火 40 s , 71 ℃延伸 45 s ,33个循环),鉴定正向插入

(以 5′※3′方向插入 T7启动子下游)。用限制性内

切酶图谱分析对重组质粒(简称为 pT-Ⅰ , pT-Ⅲ ,

分别含 ⅠF2 , ⅢF2)进行鉴定(对 pT-Ⅰ :用 S ph

Ⅰ/ Pst Ⅰ双酶切 , K pn Ⅰ单酶切;对 pT-Ⅲ:用

S ph Ⅰ/ Pst Ⅰ双酶切 , EcoRⅠ及 Pvu Ⅱ单酶切)。

以 T7引物进行测序 。阳性克隆简称为 pT-Ⅰ(含

Ⅰ型前胶原基因 Exon 2片段)和 pT-Ⅲ(含 Ⅲ型前

胶原基因 Exon 2片段)。

2　结　果

2.1　PCR扩增α1(Ⅰ)及(Ⅲ)型 Exon 2区基因片

段

见图 1。以 PⅠA 、P ⅠB 、PⅠC引物扩增(先以

PⅠA 、PⅠB 进行 RT-PCR其产物再用 P ⅠA及 P

ⅠC扩增)获得长度约为 129 bp 的 DNA 片段(简

称为ⅠF2),与预期片段大小一致(位于Ⅰ型前胶原

Exon2区)。以 PⅢA 、PⅢB 、P ⅢC引物扩增得到长

度约为 189 bp的 DNA片段(简称为 ⅢF2),与预期

片段大小一致(位于 Ⅲ型 Exon 2区)。

2.2　Ⅰ型及Ⅲ型 Exon 2区基因片段的克隆

将经 PCR扩增获得的 ⅠF2及 ⅢF2基因片段
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分别与 T 载体(pGEM-T vector)连接 ,转化 DH5α,

经氨苄青霉素和蓝白菌落初步筛选阳性重组质粒 ,

得到重组质粒 pT-Ⅰ及 pT-Ⅲ 。

2.3　重组质粒 pT-Ⅰ及 pT-Ⅲ的进一步鉴定

pT-Ⅰ经 Sph Ⅰ和 Pst Ⅰ双酶切 ,电泳获得长

度约为 178 bp及 2 956 bp的片段 ,经 K pn Ⅰ单酶

切获得单一 3 134 bp片段 ,说明插入片段与预期基

因片段大小一致;用 SP6和 P ⅠA引物扩增得到一

222 bp 的片段 ,证实为 T7 启动子区的正向克隆

(图 2)。最后 ,以 T7启动子引物进行测序鉴定(图

4)。pT-Ⅲ经 Sph Ⅰ和 Pst Ⅰ双酶切 ,得到约 238

bp和 2 956 bp的片段 ,经 EcoRⅠ单酶切产物约为

3 194 bp;经 pVu Ⅱ单酶切 ,得到 3 个片段 ,约为

185 bp 、441 bp及 2 568 bp ,说明插入片段与预期一

图 1　PCR 扩增的基因片段(Ⅰ F2 , ⅢF2)电泳

Fig.1　Electrophoretic results of gene fragments Ⅰ F2 ,

ⅢF2 by using PCR

M:100 bp Ladder PCR marker;A:ⅢF2(189 bp);B:Ⅰ F2

(129 bp)

图 2　重组质粒(pT-Ⅰ)的鉴定

Fig.2　Verification of recombinant plasmid(pT-Ⅰ)

M:/ HindⅢ+EcoRⅠ marker;A:Sph Ⅰ/ Pst Ⅰ rest riction

endonuclease catalysis of pT-Ⅰ (178 , 2 956 bp);B:Pst Ⅰ ribozyme

catalysis of pGEM-T vector(3 003 bp);C:Kpn Ⅰ ribozyme catalysis

of pT-Ⅰ (3 134 bp);D:By using the primers of S p6 and pIA to veri-

f y the clone (222 bp)

致。pT-Ⅲ用 SP6和 P ⅢA 引物扩增获得一约 282

bp的片段 ,证实为载体 T7 启动子下游的正向克隆

(图 3)。最后以 T7启动子区引物对插入片段单向

测序加以证实(图 4)。

图 3　重组质粒(pT-Ⅲ)的鉴定

Fig.3　Verification of recombinant plasmid(pT-Ⅲ)

M :/ HindⅢ+EcoRⅠ marker;A:Sph Ⅰ/ Pst Ⅰ rest riction

endonuclease catalysis of pT-Ⅲ(238 , 2 956 bp);B:EcoRⅠ ribozyme

catalysi s of pT-gⅢ (3 194 bp);C:Pvu Ⅱ ribozyme catalysis of pT-g

Ⅲ(185 , 441 , 2 568 bp);D:By using the primers of Sp6 and pⅢA to

verify the clone (282 bp)

图 4　两个基因片段(Ⅰ F2 , ⅢF2)的测序结果

Fig.4　Sequencing results of gene fragment(Ⅰ F2 , ⅢF2)

3　讨　论

前胶原蛋白是胶原蛋白的前体和胞内形式。

已知胶原蛋白家族中至少有 19 种以上胶原蛋白 ,

由 31种以上胶原基因所编码 。它们均为由内含子

和外显子构成的不连续基因。胶原蛋白含有许多

重复的氨基酸序列(Gly-X-Y ,其中 X 多为 Pro , Y

多为 Hypro或 Hylys)。故它们的基因结构相似 ,而

且基因中 GC 含量很高 ,为 PCR扩增基因带来麻

烦。为尽可能降低非特异性扩增 ,本实验在待扩增

目的基因片段的下游增加了一条引物(引物 P ⅠB ,

PⅢB), 以之先行扩增(RT-PCR),以其产物为模

板 ,利用目的引物(PⅠA/PⅠC , PⅢA/PⅢC)进行

第2 次 PCR扩增 ,这样就大大提高了产物的特异
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性和准确性。另外 ,由于 GC 含量很高 ,我们适当

地提高退火温度 ,以减少模板与引物的非特异性结

合。目前 ,我们正利用获得的含有 Exon 2 区基因

片段的重组质粒(pT-Ⅰ , pT-Ⅲ)来研究反义 RNA

(如 Ribozyme)对胶原蛋白基因表达的抑制作用 。
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