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摘要! 目的 体外研究锤头型 !E"型及#型前胶原基因第 " 外显子片段核酶对各自靶 P;Q 分子的切割活性及反应条
件& 同时观察两反义核酶对瘢痕中成纤维细胞胶原合成的影响& 方法 将含 !E"型及$型前胶原基因第 " 外显子片段
的重组质粒R6+G%$6+G$D#经体外 %"S 标记转录后形成产物靶 P;Q& 同时将含特异性核酶基因的重组质粒C6+GT"$

6+GT$D进行非标记的体外转录#产物C核酶D与各自的 %"SG 靶 P;Q 按不同的条件混和反应#电泳后放射自显影观察结
果&将构建好的核酶以脂质体包裹后导入培养的成纤维细胞内#采用图像分析法观察核酶对成纤维细胞"型$$型胶原
蛋白 JP;Q 合成的影响& 结果 两种核酶在 %(/!$*"/!均能有效切割各自的靶 P;Q# 对 UT"V浓度的要求范围较宽

RE$W"$/JJ7=XYD’反应温度从 FH/!逐渐降至并维持在 %(/!的条件下核酶切割活性显著提高& "$$型胶原蛋白 JP;Q
的表达明显降低#胶原蛋白生成降低#胶原生成明显受抑制& 结论 针对 !E"型及$型前胶原基因第 " 外显子片段的核
酶能有效地在体外对靶 P;Q 进行切割并能有效地抑制瘢痕中成纤维细胞胶原的合成&
关键词!前胶原基因’核酶’体外活性’成纤维细胞’瘢痕

中图分类号!P%’"OE////////文献标识码!Q////////文章编号!E$$$G"H))!"$$*"$FG$FH%G$%

!" #$%&’ !"#$%$&# $’()%)(* +, (-# .)/+0*1#2 !+32(.4!(56 2758),)!9""* ,+. (-# 2#8+3: #;+32 +, 7.+
$"7-$!$3: " 8+""$&#3 &#3#2
Z[\/]-5G315<E^/Z[\/_-<E^/‘\/_-<T"^/Z[Q;a/+57E^/B[I;/b7<TE^/+Q;a/_-<TE^/Yc/‘-<Gd-5<TE

Eb96580J9<0/7A/_18<.^/@-8.0/QAA-=-5092/[7.6-05=^/>1</e50G.9</\<-f98.-03^/a15<TL,71/HE$$)$^/B,-<5g/"b96580J9<0/7A/
[9J507=7T3^/;5<A5<T/[7.6-05=^/@-8.0/U-=-0583/U92-?5=/\<-f98.-03^/a15<TL,71/HE$HEH^/B,-<5

<=2(.98(> ?/@5!()%5 +7/.0123/0,9/!" #!$%& ?=95f5T9/5?0-f-03/5<2/0,9/895?0-7</?7<2-0-7<./7A/0,9/,5JJ98,952/8-:7L3J9./A78/0,9//
.9?7<2/9h7<./7A/687/5=6,5/E" 5<2/$ ?7==5T9</T9<9.^/5<2/7:.98f9/0,9/9AA9?0/7A/0,9/047/8-:7L3J9./7</?7==5T9</.3<0,9.-./:3/0,9/
A-:87:=5.0./-</.?58/0-..19O/A#(-+:2 +,9/A85TJ9<0./7A/0,9/.9?7<2/9h7<./7A/687/5=6,5/E" 5<2/$ ?7==5T9</T9<9./4989/?=7<92/-<G
07/0,9/6=5.J-2./6+G" 5<2/6+G$ 5<2/=5:9=92/4-0,/%"S/218-<T/085<.?8-60-7</07/7:05-</0,9/058T90/P;QO/+,9/085<.?8-60-7</68721?0./
7A/0,9/6=5.J-2./6+GT" 5<2/6+GT$ ?7<05-<-<T/.69?-A-?/8-:7L3J9./4989/-<?1:5092/4-0,/0,9/=5:9=/058T90/P;Q.^/89.69?0-f9=3^/1<G
298/f58-71./?7<2-0-7<.^ /5<2/0,9/89.1=0./7:.98f92/:3/9=9?0876,789.-./5107852-7T856,3O /+,9/?7<.081?092/8-:7L3J9./4989/085<.G
21?92/-<07/?1=01892/A-:87:=5.0./f-5/=-67.7J9./A78/-<f9.0-T50-7</7A/0,9-8/9AA9?0./7</JP;Q/.3<0,9.-./7A/0369/" 5<2/$ ?7==5T9</
68709-</:3/-J5T9/5<5=3.-.O/B#24"(2 +,9/047/8-:7L3J9./R8T" 5<2/8T/$i/?71=2/9AA-?-9<0=3/?=95f9/0,9-8/058T90/P;Q./50/:70,/%(/!
5<2/*"!!^/-</0,9/689.9<?9/7A/UT"V/4-0,-</5/89=50-f9=3/4-29/?7<?9<0850-7</85<T9/A78J/E$/07/"$/JJ7=XYO/j,9</0,9/09J69850189/
45./=749892/A87J/FH/! 07/%(/! 5<2/J5-<05-<92/50/%(/!^ /0,9/?=95f5T9/5?0-f-03/7A/0,9/8-:7L3J9./895?,92/0,9/J5h-J1JO /+,9/
9h689..-7</7A/JP;Q/7A/" 5<2/k ?7==5T9</29?895.92/5??7J65<-92/:3/8921?92/?7==5T9</.3<0,9.-.O/C+3’"42)+3 [5JJ98,952/
8-:7L3J9./A78/0,9/A85TJ9<0./7A/0,9/.9?7<2/9h7<./7A/687/5=6,5/E" 5<2/$ ?7==5T9</T9<9./?5</?=95f9/-0./058T90/P;Q./!" #!$%&
5<2/9AA9?0-f9=3/-<,-:-0/0,9/?7==5T9</.3<0,9.-./:3/0,9/.?58G298-f92/A-:87:=5.0.O
D5* E+.:2> 687?7==5T9</T9<9.g/8-:7L3J9g/!" #!$%& 5?0-f-03g/A-:87:=5.0.g/.?58

////////胶原蛋白作为细胞外基质的重要组分#参与瘢痕
的形成(E#")& 目前已发现至少 "$种胶原蛋白#由 %$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(%)& 在瘢痕形成期间#发现某些类型前胶原
基因转录增强(*)’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 P;Q 的一种#目前常用
来作为控制特定 JP;Q 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 P;Q 的切
割活性# 部分在细胞内亦表现出对 JP;Q的抑制作
用(H#F)& 我们利用已构建的锤头型针对 !E"型及$型
前胶原基因第 "外显子片段核酶#在体外研究了 " 种
核酶对各自靶 P;Q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&

E//材料与方法
EOE//重组质粒 6+G"及 6+G$
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图 !""两个核酶#$%!!$%"&及其
相应的靶 ’()*$!!$"&的体外

转录结果
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图 -""不同温度条件下核酶
对靶 ’() 的切割实验结果
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""""""""由本室构建! 它们分别由 <=>?@A载体与 #!"
型及!型前胶原基因第 -外显子片段直接连接而成"
基因片段位于 A 载体 A. 启动子下游" 作为靶 ’()
的转录模板!
!B-,,四个重组质粒的体外转录反应
参考文献#.$及按转录试剂盒*购自 C$8DE%F 公

司&使用说明进行! 靶 ’()的转录利用同位素G#@6-CH
)AC#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 IF9"切割成线性分子!反应体系为’
线性 7(),;,$9"-;,DD89JK,$(AC,!;,$9";"LMNNE$"!/"$9"
’(FOP0"!"$9"G#@6-CH ")AC"5"$9"A."’()"<89QDE$FOE";"
$9"最后加无 ’(FOE"双蒸水至 ;/"$9!6."! !B;"R!转录
产物用 7(FOE"消化后乙醇沉淀 *加 ;"$9"6"D89JK"的
(S5)T和 !;/"$9预冷的无水乙醇"!-/"!沉淀 !U"R&!
!B6""核酶反应
将等量靶 ’() 与对应的核酶*各 5"$9&混合并加

入缓冲液 *终浓度 ;/"DD89JK"A$PO"<SUB/"!;"DD89JK"
?%49-&"终体积为 6/"$9! 分别在 6."!(5-"!及 :;"!
至 6."!的连续变温条件下保温 !B;"R 后加入 !/"$9
终止液 *VUW甲酰胺 ";"DD89JK" >7A)"!/"DD89JK"
A$PO@S49"<SUB/&! 在恒温 *6."!& 下变换 ?%-X 浓度

*!/(!;(-/"DD89JK&" 观察核酶对靶 ’() 的切割效
应!样品在 :;"!变性 ;"DP0"进行 UW聚丙烯酰胺及 ."
D89JK"尿素平板凝胶电泳分析! 凝胶在!./"!放射自
显影 -5"R! Y光底片采用 Z8[F\产品!
!B5""核酶对增生性瘢痕中成纤维细胞内胶原合成的
影响

取第 - 代生长状态良好的对数生长期成纤维细
胞%]4I&"以 /B-;W胰酶消化"用 !;W"]4I"的 7?>?"
调整细胞浓度为 ;"!/;JK" 按 !"///"$9J孔接种于 :孔
板! 于 6."!";W"4^-孵育箱中培养 !-,R"待细胞贴壁
后以 /B-;W,]4I的 7?>?培养 -5,R转 =/期! 分别
设置对照组和核酶*脂质体包裹&X!;W,]4I,的 7?>?,
6 个实验组%实验组 !’核酶""实验组 -’核酶!"实
验组 6’核酶"X 核酶!&"继续培养 .-,R! 以 A’_‘89
法提取细胞总 ’()"用紫外分光光度计测总 ’() 的
纯度和浓度"!W琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性!

-,,结果
-B!,,靶 ’()的体外转录
所构建的靶转录载体*<A@"(<A@!&经 !"#"线性

化后在靶基因的两端保留了共 U!,L< 的附加序列"插
入的 #!"型及!型前胶原基因第 - 外显子片段本身
的大小分别为 !-V,L< 和 !UV,L<" 转录后生成的靶

’()*简称为 $"($!&,分别为 -!/,01和 -./,01%图 !&!
-B-,,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 U!,01"插入载体中的核酶基因*%"(%!&本身的大
小均为 :-,L<! 故转录后生成的核酶*简称为 $%"($%
!&大小增加至 !56,01%图 !&!

-B6,,核酶 $%"!$%!在体外分别对其靶 ’()*$"!$!&
的切割作用及所需条件分析

按照设计"靶 $"将被 $%"切割生成 U/,01 和 !6/,
01的 - 个不同的片段!靶 $!将被 $%!切割生成 :V,01
和 -/!,01的 -个不同的片段!实验结果与预期的相符
%图 -(6&! 在不同温度下*6.,!(5-,!&核酶均能有效
切割靶 ’()" 从 :;,!到 6.,!并最终维持在 6.,!的
反应条件下核酶的切割效率显著提高 *能将靶 ’()
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! ?%-X 浓度虽对核酶活性是必需

的" 但要求不甚严格"!/a-/,DD89JK 的 ?%-X浓度均

能满足核酶活性的要求! 相对而言"!;,DD89JK 的
?%-X浓度似乎效果更好些!
-B5,,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"型胶原蛋
白(!型胶原蛋白 D’() 相对含量用其 C4’ 产物与
=)7CS 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 !(实验组 -(实验组 6 比较""型
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图 !""不同 #$%&浓度下核酶对靶 ’() 的切割实验结果
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胶原蛋白!!型胶原蛋白 <’()的表达减低"统计学
分析有显著性差异"实验组 !尤为明显# 实验组 C!%!
!的组间差异不明显"但实验组 !"型胶原蛋白!!型
胶原蛋白 <’()的表达明显"胶原蛋白生成降低"胶
原生成明显受抑制$

!""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%K&$ 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 ’()分
子"可序列特异性地结合并切割靶 ’() 从而抑制其
功能$ 锤头状核酶是应用较多的一种"具有 % 个功能
区’一个是与靶 ’() 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%L&$ 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(#C"型及!型前胶原基因第 % 外显子片段)
K 个重组质粒" 研究了不同条件下核酶对靶 ’()"的
体外切割活性$
我们发现核酶的体外切割活性对温度和 #$%&的

要求范围较宽$ 在温度为 !M!!!K%!!以及 #$%&浓度
为 CDN%D"<<35EF 的条件下" 核酶均能有效地发挥作
用$ 随着温度的上升"核酶的切割活性有逐渐提高的
趋势$ 在从 OG!!逐渐降至 !M!!并最终维持在 !M!!
的反应条件下"两种核酶对各自靶 ’() 的切割效率
均明显提高$ 这提示经体外转录后的 ’()分子 =靶
’()及核酶I 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
’()溶液$预高温后可使 ’()分子处于有利于二者

之间配对的伸展状态$ 从核酶和靶 ’()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I$ 我
们还发现 K 个重组质粒体外转录的产物中均有相同
大小的 ’() 小片段" 推测是 ’() 聚合酶流产启始
的结果$ 实验结果同时提示实验组"型胶原蛋白!!
型胶原蛋白 <’()的表达明显降低" 胶原蛋白生成
降低"胶原生成明显受抑制$表明"!!型前胶原基因
反义核酶对增生性瘢痕中成纤维细胞内靶 ’() 能
起到有效的切割"这为下一步的体内实验打下了良好
的基础$
本研究已认识到 #C"及!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 #C"
及!型前胶原基因第 % 外显子片段的核酶对靶 ’()
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

P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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