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摘 要 增殖性瘢痕组织中胶原蛋白的合成显著增加从而导致胶原的过度沉积。利用核酶特异地抑制前胶原基

因的表达可减少胶原蛋白的合成，为瘢痕的研究和防治提供了新的思路。为研究用核酶抑制前胶原基因表达的可

能及效果，设计并构建了针对!!（"）型及!!（#）型前胶原基因的二个单价核酶串联的二联核酶基因真核表达载

体，并对其体外切割活性进行研究。结果表明该二联核酶的切割效果明显，均能有效地切割底物，为进一步研究核

酶对前胶原基因表达的抑制作用以及利用核酶防治瘢痕产生打下基础。
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瘢痕形成是创面愈合的必然结果，创面过度修

复产生增生性瘢痕。一般认为瘢痕过度增生是由于

创面愈合过程中胶原合成沉积超过降解消除的结

果。在增殖性瘢痕组织中"型和#型胶原 5C+B 表

达和产物显著上调，使胶原过度沉积［! D &］。抑制前

胶原基因的表达将有助于减少胶原的合成从而防止

瘢痕形成，并已有一些成功的策略［0，3］。核酶（C6/
E(F.52）是一类具有催化活性的 C+B 分子，可序列

特异 性 地 结 合 并 切 割 靶 C+B，从 而 抑 制 其 功

能［" D !%］。利用核酶特异切割前胶原基因 5C+B，抑

制胶原蛋白合成是一种更为特异和直接的方法，可

直接研究前胶原基因在增生性瘢痕形成中的作用，

并可能发展出一些新的瘢痕防治策略和治疗药物。

为研究用核酶抑制前胶原基因表达的可能及效果，

我们设计并构建了分别针对!!（"）型及!!（#）型

前胶原基因第二外显子（4G(9$）区域的 $ 个单价核

酶串联的二联核酶基因真核表达载体，并在体外研

究了核酶对各自靶 C+B 分子的切割活性及效果，为

将核酶用于体内（ #$ 3#3(）抑制胶原的合成和防治瘢

痕形成的研究打下基础。

! 材料与方法

!"! 主要试剂

H22I’29J 购自 +4K 公司；凝胶纯化试剂盒为

L)(9J2?8 公司产品，>+1M、1-N 酶、质粒提取试剂盒、

C+B 抽提试剂盒、13 体外转录试剂盒和 IO4,/1 载

体购自 MP(52:- 公司。［!/#$ M］B1M（!%=L6Q$R）购自

北京亚辉生物医学工程公司。ILC#S!/1 载体购自

T9U6JP(:29 公司；4 * 0(,# 菌株 HV&!由本室保存。

!"# 引物

据 H’B)2WW6(9 及 L8= 等报道［!$，!#］设计并合成!!

（"）型及（#）型外显子 $ 区域的引物各 # 条，分别

为 M"B、M"K、M"L 和 M#B、M#K、M#L，与!!

（"）及（#）型前胶原基因 4G(9$，部分互补的用以

构建核酶基因的引物 M"RQM"C、M#RQM#C（表

!）。

!"$ 核酶基因的构建

引物 M"RQM"C，M#RQM#C 在其 #X端有 !#9J
的互补 碱 基。配 对 延 伸 可 得 到 完 整 的 核 酶 基 因

（0$EI）。MLC 反 应 体 系 为 &% $R：引 物 各 %S!$:，
&%$5()QR >+1M，!% Y MLC K=772P &$R，&= H22I’29J
酶，Z$[预变性 @%W，Z$[$%W，@%[$%W，3![$%W，!%
个循环。产物于 $S&\琼脂糖凝胶电泳回收纯化后

&X端添加磷酸基团，然后用 1@ 连接酶连接，以连接

产物作模板，M"RQM#C 为引物进行 MLC 扩增（MLC
反应体系为 &%$R：引物各 %S!$:，&%$5()QR >+1M，

!% Y MLC K=772P &$R，&= 1-N 酶，Z$[变性 &%W，0&[
退火 #%W，3![延伸 #%W，#% 个循环）。产物于 $S&\
琼脂糖凝胶电泳收获 !$@EI 的 H+B 片段。



表 ! "#$ 引物序列

%&’() ! %*) +),-)./) 01 2345)3+

!!"：#$%%""&%"%%&’%’&"%"’""%’ ($
!!)：#$"’"%’’’"%"’%"%&%’%%% ($
!!%：#$%&&’’&%&%’&%"%"’"&%"%’ ($
!""：#$%%&’""’"&’&%%&&’"&’&’% ($
!")：#$%"&%%&%%"’""%&’&’&"’’ ($
!"%：#$’""&&&’%&"&&&%%&&%"’%% ($
!!*：#$""%"%%&&’%%’&&’&%’%"%&’"&’"’&%%’&’"’’"% ($
!!+：#$’"’%%%&’%%’’"&%&’%’&&&%’&%%&%"%’’"%& ($
!"*：#$%%&&’""&&%"%%&&%"&&&%&’"&’"’&’%’&’"’’"% ($
!"+：#$’’%%%&’""’%&’"&’’’’&&&%’&%%&%"%’%"%& ($

!67 !!（"）及（#）型前胶原基因第 8 外显子区靶

9:; 片段的 $%<"#$ 扩增

取人瘢痕组织抽提总 +,"，先用引物 !!)、!"
) 分别进行逆转录反应（+," ##*，引物 -#*，# . +&
/01123 4#*，总体积 56#*，768 -69:; 后加逆转录酶

#0，#(8-<），取其产物 (#*，以相应的引物对（!!"=
!!%=!!) 或 !""=!"%=!")）进行半巢式 !%+ 扩

增（!%+ 反应体系为 #6#*：引物各 6>-#?，#6#9@A=*
B,&!，-6 . !%+ )01123 ##*，#0 &CD 酶，E58变性 #6F，
##8退火 46F，7-8延伸 46F，(6 个循环），终产物经

5G琼脂糖凝胶电泳回收纯化。

!6= 核酶基因和靶基因片段的克隆及鉴定

核酶 H," 片段与 I%+(>-J& 、靶 H," 片段分别

与 I’KLJ& 载体连接。转化子分别以引物对 &7=!"
+、&7=!!%、&7=!"% 进行 !%+ 扩增，筛选正向克隆

（&7 启动子下游的 #$J($方向插入）。!%+ 反应体系

为 #6#*：引物各 6>-#?，#6#9@A=* B,&!，-6 . !%+
)01123 ##*，#0 &CD 酶，E(8变性 #6F，##8退火 46F，
7-8延伸 46F，(6 个循环。

!6> 体外转录反应

按体外转录试剂盒使用说明进行。靶 +," 的

转录放射性标记，核酶的转录反应不标记。所有的

质粒在转录前经酶切割成线性分子。反应体系为：

线性 H," ##*，5#99@A=* 3,&! ##*，+,CF:; -#*，

［$J(5 !］"&! 4#*，&7 +," I@AM923CF2 ##*，最后加无

+,CF2 双蒸水至终体积 #6#*，(78 5>#<。转录产物

用 H,CF2!消化后乙醇沉淀（加 ##* (9@A=* 的 ,C"N
和 -#6#* 预冷的无水乙醇，O 568沉淀 -P<）。

!6? 核酶反应

参照 有 关 文 献［-4］适 当 修 改 进 行。将 等 量 靶

+," 与对应的核酶（各 4#*）混合并加入缓冲液（终

浓度 #699@A=* &3:FJQ%A，IQP>6，-#99@A=* L?%A5 ），

终体积为 (6#*。分别在 (78、458、#68保温 -># <
后加入 -6#* 终止液（EPG甲酰胺，#99@A=* KH&"，

-699@A=* &3:FJQ%A，IQP>6）。另外在恒温（(78 ）下

变换 L?%A5 浓度（-6、-#、5699@A=*）以观察核酶对靶

+," 的切割效应。样品在 R#8变性 #9:;，PG聚丙

烯酰胺及 79@A=* 尿素平板凝胶电泳分析。凝胶在

O 768放射自显影 54<，S 光底片采用 T@BCU 产品。

8 结 果

86! 二联核酶的设计

胶原蛋白是细胞生存和粘附所必需的胞外基质

成分，故只能大幅度下调而不能完全抑制前胶原基

因的表达，因而设计核酶时应优先考虑切割的特异

性，切割的转换数可不作严格要求。通过较长的核

酶反义臂（核酶的!、"螺旋区）即可达到这一目的。

为防止两个单价核酶序列的相互干扰，特将 +V!和

+V"螺旋%区的一对碱基对换，分别为 ’&%%、’&J
’%。用 H,CF:F 软件对核酶 +," 二级结构的计算机

模拟表明二个单价核酶之间不会发生相互干扰，各

自能独立形成切割所需的二级结构，两侧的载体附

加序列也未明显影响核酶的结构。按照设计，靶3!
将被切割生成 P6;W 和 -(6;W 的两个不同的片段。靶

3"将被切割生成 RE;W 和 56-;W 的两个不同的片段。

图 - 表示二联核酶与靶序列的相互作用。

图 - 核酶与靶序列 +," 相互作用示意图（箭头指示切割位点）

X:?Y- &<2 I32B:NW2B NA2CZC?2 @1 W<2 B0CAJ3:/@VM92 W@ WC3?2W +,"F（"33@[ :;B:NCW2F W<2 I@F:W:@; @1 NA2CZC?2）
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!"! 核酶基因及靶序列基因的构建、克隆及鉴定

以引物对 !!"#!"$ !%$ 扩增得 &’()* 核酶基

因片段。以 !!+#!!% 引物扩增获得长度约 为

&’,)* 的 -.+ 片段，以 !"+#!"% 引物扩增得到长

度约为 &/,)* 的 -.+ 片段，见图 ’+。!%$ 鉴定 01
启动子 23453方向的正向克隆，见图 ’6；01 引物测序

证实全序列与设计的一致。

!"# 核酶和靶 $%& 的体外转录

靶序列转录载体经 !"#!线性化后在靶基因转录

产物的两端保留了共 /&)* 的附加序列，以及插入的

#&（!）型及（"）型前胶原基因第二外显子（789:’）片段

本身的大小分别为 &’,)* 和 &/,)*，故转录后生成的

靶 $.+（;!，;"）分别为 ’&<:= 和 ’1<:=。由于同样的原

因，核酶转录载体经 $%&$> 线性化后转录产物在其

两端将增加共 ,/:=。核酶基因本身的大小为 &’()*。

故转录后生成的核酶为 ’’’:=。

图 ’ !%$ 扩增产物（+）和 01 正向鉴定（6）

?@AB’ 0CD *;9EFG=H 9I !%$（+）J:E 01 *;9K9=D;
E@;DG=@9: J:JLMH@H（6）

+B J、)、G ND;D EFJL4;@)9OMKD，HF)H=;J=D -.+ P J:E "；6B J、)、G ND;D

=CD@; !%$ *;9EFG=H 9I 01 *;9K9=D; E@;DG=@9: J:JLMH@H， ;DH*DG=@QDLM；

RB&<<)* LJEED; KJ;SD; B（)*，)JHD *J@;）

!"’ 核酶对其靶 $%&（(!，("）的切割作用

实验结果与预期的相符（见图 5），’ 个单价核酶

能各自独立发挥作用，在不同温度下（51T，(’T，

2<T）核酶均能有效切割靶 $.+。RA’ U 浓度虽对核

酶活 性 是 必 需 的，但 要 求 不 甚 严 格，&<KK9L#"、

&2KK9L#"、’<KK9L#" 的 RA’ U 浓度切割效率无明显差

别。由于核酶的反义臂较长，适当提高反应的温度

有利于提高反 应 的 转 换 率，图 5 所 示 即 为 2<T、

&2KK9L#" RA’ U 条件下的切割产物。

图 5 核酶切割产物的 !+V7 变性电泳放射自显影结果

?@AB5 0CD JF=9;JE@9A;J*C@G J:JLMH@H 9I @: Q@=;9 GLDJQJAD
9I =CD =J;AD= $.+H )M =CD EFJL4;@)9OMKD

+，% ND;D =CD HF)H=;J=DH $.+ ;P，;" I;9K @: Q@=;9 =;J:HG;@*=@9: J:E 6，-

ND;D =CD GLDJQJAD *;9EFG=H 9I $.+ ;P，;"。0CD =;J:HG;@*=@9: ;DJG=@9:

NJH GJ;;@DE 9F= @: =;J:HG;@*=@9: )FIID; J= 51 TI9; ’W2CB +:E =CD GLDJQJAD

ND;D J= 2<T，&2KK9L#" RA%L’ I9; &W2CB 0CD GLDJQJAD *;9EFG=H ND;D JH4

HJMDE )M /X !+V741K9L#" Y;DJB（:=，:FGLD9=@ED ;DH@EFD）

# 讨 论

本研究的目的旨在构建体外具有#&（!）型及

#&（"）型前胶原基因 K$.+ 特异切割活性的二联核

酶，为应用核酶研究和防治增生性瘢痕的形成奠定

基础。对#&（!）型及（"）型前胶原基因序列分析

发现其第二外显子（789:’）区都有 VY% 位点，因而

设计并构建了针对#&（!）型及（"）型前胶原基因

的第二外显子（789:’）区的 ’ 个单价核酶串联的二

联核酶。所设计的核酶反义臂较长，以核酶加反义

$.+ 的形式发挥作用，以期大幅度下调而非完全失

活前胶原 K$.+ 的表达。计算机模拟和切割实验表

明该二联核酶的 ’ 个单价核酶能各自独立发挥切割

作用。利用构建的锤头状核酶及其相应的#&（!）

型及（"）型前胶原基因第二外显子（789:’）的靶基

因片段，研究不同条件下二联核酶对靶 $.+ 的体外

切割活性，结果表明核酶的体外切割活性对温度和

RA’ U 的 要 求 范 围 较 宽。在 温 度 为 51 Z 2<T 以 及

RA’ U 浓度为 &< Z ’<KK9L#" 的条件下，核酶均能有效

地发挥作用。

一般认为核酶的反义臂的长度影响核酶切割反

应的 特 异 性 和 转 换 数，反 义 臂 较 长 时 转 换 数 较

低［&<］。本实验中所设计的核酶反义臂较长，其体外
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切割活性受到一定影响，本实验条件下未能完全切

割底物。但在细胞内环境中很多尚不清楚的因素影

响核酶的活性。现有的研究表明在细胞内环境中核

酶反应的限速反应步骤并不总是切割步骤，核酶的

稳定性对核酶的细胞内切割效率更为重要；有实验

表明较长反义臂的锤头状核酶在细胞内比短臂核酶

更为有效［!!］。并且长臂很明显比短臂更能有效地

结合长底物 "#$%。因此本实验中的核酶既可以反

义 #$% 形式与前胶原基因 "#$% 结合，又可以特异

切割前胶原基因 "#$%，不可逆地使其失去作用。

加之其固有的二级结构在胞内能抵御核酸酶降解，

使其较之单纯的反义 #$% 有更高的抑制能力［&］。

但单一核酶易受多种因素影响失去对靶 #$% 的切

割作用，并且仅提高单一核酶分子的拷贝数并不能

明显提高核酶在细胞内的切割活性［!’］。采用二联

核酶则可以同时针对!、"型前胶原基因 "#$%，

更有效地抑制胶原蛋白的合成。
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