
Ⅰ、Ⅲ型前胶原基因第2外显子核酶对靶RNA的体外切割活性的研究  

    胶原蛋白作为细胞外基质的重要组分，参与瘢痕的形成[1][2]。目前已发现至少20种胶原蛋白，由30多

种前胶原基因所编码。已知的所有前胶原基因均为不连续基因[3]。在瘢痕形成期间，发现某些类型前胶原基

因转录增强[4]；过量胶原的沉积是引起增殖性瘢痕的原因之一。核酶作为反义RNA的一种，目前常用来作为

控制特定mRNA表达的有效手段。不少人工设计构建的核酶已在体外显示了对特异RNA的切割活性，部分在细胞

内亦表现出对mRNA的抑制作用[5][6]。我们利用已构建的锤头型针对α1Ⅰ型及Ⅲ型前胶原基因第2外显子片段

核酶，在体外研究了2种核酶对各自靶RNA分子的切割活性及反应条件。本实验结果为后续应用核酶体内防治

瘢痕的研究提供了有益的参考。 

    

1  材料与方法 

    1.1  重组质粒pT-Ⅰ及pT-Ⅲ 

    由本室构建。它们分别由pGEM-T载体与α1Ⅰ型及Ⅲ型前胶原基因第2外显子片段直接连接而成，基因片段

位于T载体T7启动子下游，作为靶RNA的转录模板。 

    1.2  四个重组质粒的体外转录反应 

    参考文献[7]及按转录试剂盒(购自Promega公司)使用说明进行。靶RNA的转录利用同位素[α-32P]ATP(购

自北京亚辉公司)进行放射性标记。核酶的转录反应不标记(在此之前，需先做一下放射性标记的转录反应，

以检验转录的效果)。所有的载体在转录前经适当的内切酶SalⅠ切割成线性分子。反应体系为：线性DNA 5 μ

l，25 mmol/L rNTP 15 μl，5×buffer 10 μl，RNasin 1 μl，[α-32P] ATP 4 μl，T7 RNA polymerase 

5 μl，最后加无RNase 双蒸水至50 μl。37 ℃ 1.5 h。转录产物用DNaseⅠ消化后乙醇沉淀(加5 μl 3 

mol/L 的NH4Ac和150 μl预冷的无水乙醇，-20 ℃沉淀18 h)。 

    1.3  核酶反应 

    将等量靶RNA与对应的核酶(各4 μl)混合并加入缓冲液(终浓度50 mmol/L Tris，pH8.0，15 mmol/L 

MgCl2，终体积为30 μl。分别在37 ℃、42 ℃及65 ℃至37 ℃的连续变温条件下保温1.5 h后加入10 μl终止

液(98%甲酰胺，5 mmol/L EDTA，10 mmol/L Tris-HCl，pH8.0)。在恒温(37 ℃)下变换Mg2+浓度 (10、

15、20 mmol/L)，观察核酶对靶RNA的切割效应。样品在65 ℃变性5 min，进行8%聚丙烯酰胺及7 mol/L 尿

素平板凝胶电泳分析。凝胶在-70 ℃放射自显影24 h。X光底片采用Kodak产品。 

    1.4  核酶对增生性瘢痕中成纤维细胞内胶原合成的影响 

    取第2代生长状态良好的对数生长期成纤维细胞(FCS)，以0.25%胰酶消化，用15% FCS 的DMEM 调整细胞

浓度为5×105/L，按1 000 μl/孔接种于6孔板。于37 ℃，5% CO2孵育箱中培养12 h，待细胞贴壁后以

0.25% FCS的DMEM培养24 h转G0期。分别设置对照组和核酶(脂质体包裹)+15% FCS 的DMEM 3个实验组(实验

组1：核酶Ⅰ，实验组2：核酶Ⅲ，实验组3：核酶Ⅰ+核酶Ⅲ)，继续培养72 h。以TRIzol法提取细胞总RNA，

用紫外分光光度计测总RNA的纯度和浓度，1%琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性。 
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2  结果 

    2.1  靶RNA的体外转录 

    所构建的靶转录载体(pT-Ⅰ、pT-Ⅲ)经SalⅠ线性化后在靶基因的两端保留了共81 bp的附加序列，插入

的α1Ⅰ型及Ⅲ型前胶原基因第2外显子片段本身的大小分别为129 bp和189 bp，转录后生成的靶RNA(简称为r

Ⅰ、rⅢ) 分别为210 nt和270 nt(图1)。 

    2.2  核酶的体外转录 

    由于同样的原因，转录生成的核酶在其两端增加共81 nt，插入载体中的核酶基因(gⅠ、gⅢ)本身的大小

均为62 bp。故转录后生成的核酶(简称为rgⅠ、rgⅢ)大小增加至143 nt(图1)。 

    图1  两个核酶(rgⅠ、rgⅢ)及其相应的靶RNA(rⅠ、rⅢ)的体外转录结果 
    Fig.1  In vitro transcription of the two ribozymes (rgⅠand rgⅢ) and their respective 

target RNAs (rⅠ, rⅢ) 
    A: rⅢ(270 nt); B: rⅠ(210 nt); C: rgⅢ(143 nt); D: rgⅠ(143 nt) 

    2.3  核酶rgⅠ、rgⅢ在体外分别对其靶RNA(rⅠ、rⅢ)的切割作用及所需条件分析 

    按照设计，靶rⅠ将被rgⅠ切割生成80 nt和130 nt的2个不同的片段。靶rⅢ将被rgⅢ切割生成69 nt和

201 nt的2个不同的片段。实验结果与预期的相符(图2、3)。在不同温度下(37 ℃、42 ℃)核酶均能有效切

割靶RNA，从65 ℃到37 ℃并最终维持在37 ℃的反应条件下核酶的切割效率显著提高(能将靶RNA完全切

开)，提示预高温有助于消除它们预先形成的二级或三级结构。 Mg2+浓度虽对核酶活性是必需的，但要求不甚

严格，10~20 mmol/L的Mg2+浓度均能满足核酶活性的要求。相对而言，15 mmol/L的Mg2+浓度似乎效果更好

些。 



    图2  不同温度条件下核酶对靶RNA的切割实验结果 
    Fig.2  In vitro cleavage activities of the ribozymes for their respective target RNAs 

at different temperatures
    A: Control RNA (rⅠ); B: 37 ℃; C: 42 ℃; D: 65 ℃ to 37 ℃ 

    图3  不同Mg2+浓度下核酶对靶RNA的切割实验结果 
    Fig.3  In vitro cleavage activities of the ribozymes for their respective target RNAs 

in the presence of Mg2+ at different concentrations
    Picture a shows the cleavage of rⅢ by the ribozyme rgⅢ (A: Control target RNA, B: 10 
mmol/L, C: 15 mmol/L, D: 20 mmol/L), and b shows the cleavage rⅠ by the ribozyme rgⅠ(A: 

Control target RNA, B: 15 mmol/L, C: 20 mmol/L)

    2.4  核酶对增生性瘢痕中成纤维细胞内胶原合成的影响 

    对照组及不同实验组成纤维细胞内Ⅰ型胶原蛋白、Ⅲ型胶原蛋白mRNA相对含量用其PCR产物与GADPH吸光

度×面积的比值表示，图像扫描结果提示，对照组与实验组1、实验组2、实验组3比较，Ⅰ型胶原蛋白、Ⅲ型

胶原蛋白mRNA的表达减低，统计学分析有显著性差异，实验组3尤为明显。实验组1、2、3的组间差异不明

显，但实验组3Ⅰ型胶原蛋白、Ⅲ型胶原蛋白mRNA的表达明显，胶原蛋白生成降低，胶原生成明显受抑制。 

    



3  讨论 

    前胶原基因为多个外显子和内含子构成的不连续基因，它的过表达使胶原合成异常增加，易导致瘢痕形

成[4]。抑制基因的表达将有助于减少胶原的合成从而防治瘢痕。核酶是具有催化活性的反义RNA分子，可序

列特异性地结合并切割靶RNA从而抑制其功能。锤头状核酶是应用较多的一种，具有2个功能区：一个是与靶

RNA分子配对的识别区，另一个是活性催化域，位于两侧识别区的中央[8]。本实验利用已构建的分别含有锤

头状核酶基因及其相应的靶基因片段(α1Ⅰ型及Ⅲ型前胶原基因第2外显子片段)4个重组质粒，研究了不同条

件下核酶对靶RNA 的体外切割活性。 

    我们发现核酶的体外切割活性对温度和Mg2+的要求范围较宽。在温度为37 ℃、42 ℃以及Mg2+浓度为

10~20 mmol/L的条件下，核酶均能有效地发挥作用。随着温度的上升，核酶的切割活性有逐渐提高的趋势。

在从65 ℃逐渐降至37 ℃并最终维持在37 ℃的反应条件下，两种核酶对各自靶RNA的切割效率均明显提高。

这提示经体外转录后的RNA分子(靶RNA及核酶)在溶液中预先形成的二级或三级结构并不利于二者之间的配对

识别，尤其是对于单链RNA溶液。预高温后可使RNA分子处于有利于二者之间配对的伸展状态。从核酶和靶RNA

二级结构的计算机模拟的结果亦可看出这一点(文中未显示)。我们还发现4个重组质粒体外转录的产物中均有

相同大小的RNA小片段，推测是 RNA聚合酶流产启始的结果。实验结果同时提示实验组Ⅰ型胶原蛋白、Ⅲ型胶

原蛋白mRNA的表达明显降低，胶原蛋白生成降低，胶原生成明显受抑制。表明Ⅰ、Ⅲ型前胶原基因反义核酶

对增生性瘢痕中成纤维细胞内靶RNA能起到有效的切割，这为下一步的体内实验打下了良好的基础。 

    本研究已认识到α1Ⅰ及Ⅲ型前胶原合成可较大程度地抑制疤痕的增生，并较系统研究了针对α1Ⅰ及Ⅲ型

前胶原基因第2外显子片段的核酶对靶RNA的体外切割，从而阻断胶原合成。在基因水平探讨疤痕治疗机制，

更具创新意义的是将目前最具吸引力的基因治疗手段中的基因剪刀和基因表达封条联合体-核酶技术应用到疤

痕治疗中。本研究的最终目标是开发可供临床使用的疤痕治疗新药。 
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