
细胞生物学杂志 Chinese Journal of Cell Biology 2007, 29: 122一126 http://www.cjcb.org 

细胞周期蛋白 Dl 特异性核酶表达载体的

构建及其活性

夏金荣黄晓明刘乃丰*胡向阳

(东南大学临床医学院，南京 210009)

摘要 应用 mfold程序对锤头状核酶(ribozyme， Rz)和大鼠细胞周期蛋白 (cyclin) Dl 基因的

二级结构进行分析，设计合成锤头状 Rz 基因，通过 RT-PCR 扩增获得大鼠细胞周期蛋白 Dl 目的

基因，将 Rz基因和细胞周期蛋白 Dl 基因分别克隆入载体 pGEM-3Zf (+)中，体外转录 Rz 基因和靶

基因并进行切割实验;将 Rz基因与逆转录病毒载体 pLXSN 重组得到 Rz真核表达载体pLXSN-Rz，

将其转染入 HSC-T6 细胞， G418 筛选出阳性细胞克隆，用 RT-PCR检测细胞周期蛋白 Dl 基因的表

达。结果显示:针对目的基因的 832 位点设计合成了 Rz832，成功获得 Rz832 基因、细胞周期蛋白

DlmRNA 的体外转录载体 pGEM3ZιRz832 和 pGEM3ZιcDl，经体外转录出 Rz832 (105 nt)及细

胞周期蛋白 Dl mRNA (1 079 nt)。体外切割实验证实 Rz832 能够特异性切割细胞周期蛋白 Dl

mRNA，产生 1 014 nt 和 65 nt 的切割产物，切割效率为 80%。所构建的 pLXSN-Rz832 经酶切电泳、

PCR鉴定显示，插入的 Rz832序列大小约为 57 坤，与预期结果相同，经测序证实 Rz832 序列正确。

转染 pLXSN-Rz832 的肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSCs)细胞周期蛋白 Dl mRNA 的表达受到

明显抑制，仅为对照组的 42.22% (t=-193 .443 , P<O.OI)， 结果表明: Rz832 能够在体外特异性切割细

胞周期蛋白 DlmRNA、并在 HSC-T6 细胞内有效抑制细胞周期蛋白 Dl 基因的表达。

关键词 核酶;细胞周期蛋白 Dl; 体外转录;切割

细胞周期蛋白(cyclin)Dl 由位于染色体 llq13

区的细胞周期蛋白 Dl 基因(CCND1)编码，是参与细

胞周期调控的周期蛋白(cyclins)家族成员和 G1 期细

胞增殖信号的关键蛋白质，在 G/S 期转换中发挥着

重要的作用[1] 。细胞周期蛋白 Dl 超常表达可使细

胞缩短 G1 期，加速进入 S 期;阻断细胞周期蛋白 Dl

的作用则可使细胞阻滞于 G1 期，使细胞增殖受到抑

制[2叽己发现 CCNDl 基因的扩增或蛋白质的过度

表达与多种恶性肿瘤的发生、发展和预后密切相

关[4~]。研究显示I71，肝星状细胞(hepatic stellate cells, 

HSCs)的激活和增殖也与细胞周期蛋白 Dl 的高表达

有密切关系，是肝纤维化发病机制的重要环节。锤

头状核酶(ribozyme， Rz)是→类具有自我剪切和催化

活性的 RNA 分子，其特异性序列可通过碱基配对识

别、结合并催化裂解靶 RNA，以抑制某些特异性基

因的表达IM]，白发现以来已成为研究某一特定基因功

能和基因治疗更具特异性的于段[10， 11] 0 根据Rz的这

一特性，我们以细胞周期蛋白 DlmRNA 为靶位，设

计合成特异性的锤头状 Rz，构建了Rz基因及其靶基

因的体外转录载体和 Rz真核表达载体，探讨了 Rz在

体外对细胞周期蛋白 Dl mRNA 的切割作用和在

HSC-T6 细胞内抑制细胞周期蛋白 Dl 表达的活性。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1质粒、细胞株 质粒 pGEM-3Zf(+)购自美

国Promega公司，逆转录病毒质粒pLXSN为 Clontech

公司产品，大鼠 HSC-T6 细胞株由美国西奈山医学院

Scott L. Friedman 教授惠赠。

1.1.2 试剂 TaqDNA聚合酶、阻enow 酶、 Rnasin 、

SP6 和 τ7 转录试剂盒、一步法 RT-PCR 试剂盒、 T4

DNA连接酶、限制性内切酶(ScaI 、 BglII、HindIII 、

EcoRI , BamHI)购自 TaKaRa 公司， X-gal 、 dNTP 、

IPTG 、 DEPC 等为 BBI 产品， [α-32P]UTP 购自北京

收稿口期: 2006-08-11 接受日期: 2006-10-26 
镇江市社会发展基金资助项目(No.SH2002020)

通讯作者。 Te1: 025-83272001 , Fax: 025-83272010 , E-mail: 
liunf@seu.edu.cn 
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业辉生物 I.f'i 公 11]， Trizol 试剂为 Invitrogen 公司产 h。转录和1切割产物用含 7 mollL尿京的 50 glL PAGE 

品。 电泳分肉，放射'自显影观察结果。

1.1.3 DNA 片段、引物合成和DNA序列分析

L作:JfL物 1 f't! {J 限公， îJ 什成及训序。

1.2 方法

山

1.2.1 Rz 的设计与合成 以细胞同期蛋白 Dl

mRNA(GenBank Y>J.求 \}J-J NM-171992)为靶序列，参

照 Haseloff、/:.，~\ [12]捉 {Il 的饵头状 Rz 设计原则，采用

mfold 软1' 1 斗tlì 山j 设川。利川J Rz 3' 峭的 GA 再加上

ATTC)T~)戊 8gIII 内1* l)J 1 \ì }.'，(以便于 Rz主主11质粒的鉴定，

再分jjlj T ll: 5' 叫l川|川J 3' j峭;J山i品i川I才j川|入 Ec刀oRI 乎和和|川JBaωmηHI 酶t切切1刀~{守tA 

}，I，川、J儿i

PAGE(σ7 mo叶)让1/几L 以圭主二t伞)变↑f刊性F什1:二 j脱E说刷注ω)胶应电泳吉乡纯I电U化'两条核-rr酸

i过:件取 0.5μg，分川 JJIJ入j且火缓冲液泪匀，于马[95 oC;j( 

i行 5 min , fk~'';2 ì令去IJ 豆'毛 ~II~叩为 Rz 基|大I J\"段。

1.2.2 Rz基因体外转录载体的构建 分别JIJEcoRI

手IJBαmHl 外J Rz Jrt 剧片段和] pGEM3Zf (+ )质机进行机

r~I:}t)j ， 10 g/L }J;()H1椭削胶 1扎比 )j 回收其鸭t;Jj产物。取

jEJ过J..y..酌l)j );~的 RzJJ扒|川段与 pGEM-3Zf(+)廿架片

段(昨 jJ<l七约 10 : l)lit主， 构建 RzJ某i堪卖|怵网大对H休y才木~外转三录武主载l戈L 
血f休尔 pGEM3Zf(+什)-Rzc ;将阿]只Vt夺转专化大肠丰扪忏I r陆均!感卤受态细!胞

DH5 α )1川11汀f忖J牛 且用顷顷}月E;:一半半丰和丰和轩料\，心u、:1

1.口.2.3 革靶巳基因休外转录载休的构建 耳再取}又(5 x 10伊白个
HSC-T6 纠细11门!胞血也、 川 J Tri扫zo叫1 1.试』式飞剂 tAi耳又总 RNA, 以 AMV 逆

HJ止向If:手1I pd(N)6}，核('[:眼 líjti fJl fJ 1 物 42 oC 反应 1 h B 
成细 JJ但}，';J JtJ JtlU I DI cDNA, 1 耳以 CCNDI J主|耳特异 i] 1 

物c1毛){夕 Ij J-J CCNDIF: 5'-GAGAATTCCATGGAAC­

ACCAGCTCCTGTGCTGCG-3' 平U CCND lR: 5'-GCG­

GATCCTCAGA TGTCCACATCTCGGACGTCGG-3')进

行'PCR 扩 l'i"/ f~J j'lj靶 J，ll大|门的川I史。扩增产物经 15 g/ 

L 踪 Ijf'í啊 fì~Æ)J交 I [l. ~永 [ril L性 ， EcoRI 和 BamHI 双酶叨，再

Ij I1刑1飞机~fH)j)斤的 pGEM3Zf(+)骨架片段连接，构建

平~)i~ lAl 休外44-J止载体 pGEM3Zf (+ )-cD 1 。将其转化

大胎忏凶感受态细胞 DH5α 盯行质粒抽捉和酶切、

PCR 法毕 Ji二戊 DNA 训) ì'; 0 

1.2.5 Rz 重组逆转录病毒载体的构建 分别以

EcoRI 不o BamHI 双酶切 Rz 基川片段和 pLXSN 质粒，

琼脂糖凝版电泳并同收酶切产物，按摩尔比 10 : 1 n-~ 

合总量为 100 ng 的酶切大、小J\"j]立，力11入 T4 DNA 

连接酶，走向将 57 bp 的 Rz DNA n段克隆于历粒

pLXSN 1二，构建 RzÆm逆转求州存载体 pLXSN­

Rzo 将其转化大肠丰|向|感受态纠11 胞 DH5α 后行股粒

抽据和|序列分析，刊I!~) 问|物为: 5'-CCCTTGAACCTCC­

TCGTTCGACC-3'不D5'-GAGCCTGGGGACTTTCCA­

CACCC-3'o 

1.2.6 pLXSN-Rz 转染 HSC-T6 细月色 pLXSN-Rz 

以 250 nmollL 的浓应转染性代培养 24 h 的 HSC-T6 ，

同时以宅向反转染 pLXSN 作为对照。斗专染 tÌÎf史J负 λi

血泊的 DMEM 培养:tJ1剧L500μ1， pLXSN-Rz t j JJ旨)页

体技匀体积1比匀，主温irridf 20~25 min 盯力11入 6 孔板

中。 48 h 盯抽捉总 RNA 进行检测。

1.2.7 RNA 抽才是及 RT-PCR 检测细胞周期蛋白 Dl

基因表达 技Trizol 说明 lHIJJ 1J{ flll胞总 RNA，消 f

20μ1 DEPC-H20，加2.5μIDNA酌， 2.5μ110X 反!但级

;中液， 37 0C;j(浴 30 min , 65 oC水1ft 10 min，泊化 Ý[主 I大|

组 11 1咙余 DNA，测 A2óofA2XO 1ú , ~I tl RNA 在j 二午，调棺

RNA 浓度。细胞周期蛋白 Dl 1)[ 物 (422 bp): 1".游:

5'-AGATGAAGGAGACCATTCCC-3'; I、企助 5'­

TTCAATCTGTTCCTGGCAGG卢 3' 0 GAPDH IJI 物

(309 bp): J'.游: 5'-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3'; 

F游: 5'-AGATCCACAACGGATACATA-3'o 1安门本

TaKaRa 公 nj ---步法试剂企说。J 10拙竹，取 4μl 帧板

进行反山。反应条1'1 为 RT: 42 oC 60 min; PCR: 94 oC 

3 min; 94 oC 45 min, 56 oC 1 min, 72 oC 1 min, 28 个循

环; 72 oC 7 min。取 8μI PCR /'物，加 1 111 6 X L样

缓冲液泪匀， 15 g/L 琼脂市f，lf耻!旋归怵 ， i~化乙i正染包，

以 Kodak ED AS 120 凝胶电泳分析系统刘 ITI1J]\ 条带进

行光密度分析。

1.2.8 统计学处理 计量资料以、社s 表币，使用

1.2 .4 Rz 体外转录及对靶RNA 的切客'J 分别 JTI SPSSI2.0 软件进行 t检验分析， P<O.05 为有统计学差

Hind lII )(-J Rz 和平巴基 I大1m吉l-l质粒进行酶切使之线性

化，利用 1 UJfi:f.'I: 1 1 1 的T7 Jri Þ占了A进行体外时IJA转录，反

!但条件参J~~试剂盒说明。革巴基因的体夕卡车专录以同位

主[α_32P]UTP 标记。将转录的 RzRNA 和靶 RNA 以

适、-"'j 比例泪fT进行切剖反应，在20 mmollL MgC12, 50 

mmol/L Tris-HC1 , pH 8.0 的缓冲体系中 37 "C切割 I

异。

2 结果

2.1 计算机辅助设计的 Rz 序列

在细胞周期蛋白DlmRNA的编问1)((126~1 013) 

有锤头结构候选 Rz 的白然切割位，山(GUC)8 个，分别
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图 1 Rz832 与细胞周期蛋白 DlmRNA切点两翼耐基作用的

二级结构模型
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图 2 pGEM3Zf(+)-Rz832 BglII+ScaI双酶切分析

A: pGEM3zf-Rz; B: pGEM3zf(+); C: DNA ladder markero 

40 50 60 70 80 90 
~ ~ ATC CAG ATCTTCTTTC CA~ AGTm m c rc .\CG ~ lC TCιTum;i~T~HTTC 

图 3 pGEM3Zf(+)-Rz832测序鉴定图

37-93 位是插入的编码 Rz832 的 DNA 反义链

列完全一致，表明载体构建正确。

2.4 Rz832 在体外对靶 RNA 的切割作用

pGEM3Zf(+)-Rz832 和 pGEM3Zf(+ )-cD 1 分别经

T7 RNA 聚合酶转录出长 105 nt 的 Rz(Rz832)和长

1 079 nt 的底物细胞周期蛋白 Dl mRNA，以 Rz: 底

物 =5 : 1 的摩尔比浓度进行体外切割反应。切割反

应产物进行含 8 mol/L 尿素的 50 g/L 变性聚丙烯酷

肢凝胶电泳，放射自显影，结果显示 Rz832 可切割草E

RNA 产生 1 014 nt 和 65 nt 两条片段，与预期相符(图

的，经图像扫描分析， Rz 1 h 的切割效率为 80% 。

为 206 、 325 、 355 、 393 、 832 、 894 、 971 和 994 ，

计算机辅助设计发现某中第 832 位切点附近二级结

构暴露，能级参数比较理想，核酶二级结构预测较好。

在 832位切点Rz序列两端引入EcoR1和 BamHI酶切位

点，成为 cDNA 及E补序，列:有义链 DNA 5'-GAAT­

TCTCTTTCCAGAGTTTCGTCCTCACGGACTCA­

TCAGATCAAGI-3'; 反义链 DNA 5'-GGATCCAεL 

TGATCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACTCTG­

GAAAGA-3'Cf-'划双线部分为Rz催化中心，下划单线

部分为 Rz 特异'性结介序列，未划线部分为 EcoRI 和

BamHI 酶切位点。)，并模拟 Rz832 与靶 RNA切点两

翼碱基作用的」级结构模型(图 1) 。

2.2 pGEM3Zf(+)-Rz832 的克隆酶切、 PCR 鉴

定及重组子 DNA 序列分析

酶切鉴在:将构建的 Rz832 基因体外转录载体

pGEM3Zf( + )-Rz832 转化大肠杆菌感受态细胞 DH5α

后抽提质粒，用 BglII 和 ScaI 酶切1.5 h, 10 g/L 琼脂

糖凝胶电泳，双酶切后的片段分别长为 1 433 bp 和

1 799 bp(罔匀，符合原设计意图，而 pGEM3Zf(+)做

相同酶切后所得到一条约 3.2kb 片段。 PCR 鉴定:以

M13 通用测序号|物(M13-47 和 M13-48)进行 PCR扩

增。 PCR 反应体积为 25μ1，内含: ddH20 10 X PCR 

缓冲液， 4 X dNTP, 2.0 mmollL MgCl2，两种引物各 15

pmol, 1μ1 pGEM3Zf( + )-Rz 阳性克隆菌液，石蜡油

2Do PCR 循环参数: 94 oC预变性 5 min, 72 oC加 1

μ1 TaqDNA 聚合酶，进入循环后按: 94 oC45 s, 56 oC 

45 S, 72 oC 1 min, 35 个循环后 72 oC延伸 7 mino 经

20 gι 琼脂糖i疑胶电泳得到约 220bp 的 PCR 产物为

正确的克隆。挑取正确的克隆测序，结果证实插入

的 Rz 基因片段序列与设计的片段完全一致，表明载

体构建正确。 pGEM3Zf(+ )-Rz 的测序结果见图 3 ，

37-93 位是插入的编码 Rz832 的 DNA 反义链。

2.3 pGEM3Zf( + )-cDl 的克隆酶切、 PCR 鉴定

及重组子 DNA 序列分析

酶切鉴定: 将构建的革巴基因体外转录载体

pGEM3Zf( + )-cD 1 转化大肠杆菌感受态细胞DH5α后

抽提质粒，经 HindIIl 和 EcoRI 酶切1.5 h, 10 g/L 琼

脂糖凝胶电泳， XX酶切后的小片段长约 935 bp，证实

为 CCNDl 插入片段。而 pGEM3Zf(+)做相同酶切后

所得到的小片段长约 51 bpo PCR 鉴定: PCR 扩增

得到约 1 074 bp 的 PCR 产物为正确的克隆。挑取

正确的克隆测序，结果显示插入的 CCNDl 基因片段

序列与基因文库中提供的细胞周期蛋白Dl mRNA序
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Construction of Specific Hammerhead Ribozyme Targeting Cyclin Dl 

mRNA and Its Activity in Vitro and Hepatec Stellate Cells 

Abstract 

Jin-Rong Xia, Xiao-Ming Huang, Nai-Feng Liu* , Xiang-Yang Hu 

( School of Clinica川fedicine， Southeast University, Nanjing 210009, China) 

The secondary structures of hammerhead ribozyme (Rz) and rat cyclin Dl were analyzed and 

simulated by mfold software. Hammerhead ribozyme DNA sequence was synthesized. Cyclin Dl DNA sequence 

was obtained by reverse transcription PCR. Ribozyme and cyclin Dl DNA sequences were separately cloned into 

pGEM-3Zf( +) vectors. Ribozyme and cyclin Dl mRNA were obtained in vitro transcription, and ribozyme cleavage 

experiment was made in vitro. pLXSN-Rz vector was constructed by inserting ribozyme gene into retroviral vector 

and transfected into rat-derived HSC-T6 cellline with lipofectin. The expression of cyclin Dl gene was detected by 

RT-PCR. The results showed that a ribozyme directing to 832 site of cyclin Dl mRNA coding domain was selected 

by mfold software, and its DNA sequence was synthesized. The transcription vectors of Rz832 and cyclin Dl 

mRNA were constructed successfully. Ribozyme and cyclin Dl mRNA were expressed in vitro transcription. 

Cleavage experiments in vitro showed that Rz832 cleaving cyclin Dl mRNA produced 1 014 nt and 65 nt fragments. 

The cleavage efficiency was 80%. Restriction analysis showed that Rz832 DNA was correctly inserted into plasmid 

pLXSN as expected. Sequencing showed that there were no mutation in the ribozyme gene. The expression of 

cyclin Dl at mRNA level was effectively down-regulated in Rz832-transfected hepatic stellate cells (HSCs) by 

42.22% of that in control cells (t=-193 .443 , P<O.OI). The results indicated that Rz832 can specifically cleave 

cyclin Dl mRNA in vitro and significantly inhibit cyclin Dl gene expression in HSCs. 

Key words ribozyme; cyclin Dl; in vitro transcription; cleavage 
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