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人类风湿性关节炎滑膜组织 cDNA 文库的构建

闫永毅 任 蕾 高 飞 卢秀敏 刘彦虹△

（哈尔滨医科大学第二附属医院 黑龙江 哈尔滨 150086）

摘要 目的：构建人类风湿关节炎（RA）滑膜组织 cDNA 文库。筛查与 RA 相关的特异基因，为探讨 RA 的发病机制及基因治疗奠

定基础。方法：提取人类风湿关节炎滑膜组织RNA并使用 Trizol法纯化 mRNA;运用mRNA5'末端的模板转换方法以 powerscriptTM
逆转录酶进行转录，使用 COS III／3' PCR 引物合成第 1 链 cDNAs；长距离聚合酶链反应（LD-PCR）合成双链 cDNA; PCR 产物经

蛋白酶 K 水解并纯化后，经 Sfi I 酶切、柱层析洗脱，重组于 TripIEx2 载体并包装后，测定滴度、重组率、扩增文库,随机挑取 40 个

噬菌斑，用载体克隆位点两端的通用引物进行 PCR 扩增，以检测所构建 cDNA 文库的质量。结果：未扩增文库的滴度为 6.89×106

pfu/mL；扩增后文库滴度为 2.63×109 pfu/mL，重组效率为 93% ；插入片段主要集中在 300～1800bp。结论：成功构建了一个人类

风湿关节炎（RA）滑膜组织 cDNA 文库，可以用探针抗体等做免疫学筛选，为进一步探寻与 RA 疾病相关的基因奠定坚实基础。
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ABSTRACT Objective: To construct a cDNA library of human synovial tissue of RA and indentify the quality of the library. Methods:

Total RNA was extracted and mRNA was purified. mRNA was reversed to first-strand cDNA which was amplified to double-strand cD-
NA by long distance PCR. PCR products were digested by proteinase K and Sfi I，and were fractionated by CHROMA SPIN-400 column.
The cDNA of length longer than 0.4kb were collected and ligated toλ TriplEx2 vector. The λ phage packaging reaction for the ligated
DNA was performed to produce an unamplified library. Thereafter, the unamplified library was titered and the percentage of recombinant
clones were detected. In the end，fourty plaques were randomly selected and amplified by PCR using universal primers from vector in or-
der to test the quality of the obtained library. Results: The titers of unamplifed and amplified libraries were 6.89×106 pfu/mL and 2.63×
109 pfu/mL respectively. The rate of recombinant was 93%. The insert size range from 300 to 1800 bp. Conclusions: A high quality cD-
NA 1ibrary from human synovial tissue of RA was constructed successfully, and it lays solid foundation not only for screening and
cloning new specia1 genes associated with the occurrence of RA, but also for gene therapy of it.
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前言

类风湿关节炎（RA）是最常见的的慢性炎症性关节炎，影

响了世界范围内 0.5-1.0％的成年人，它可能最终导致关节破

坏，功能下降，丧失工作能力，并增强死亡率[1]。其复杂的发病机

制尚未完全阐明，临床诊断主要是在结合临床症状的基础上，

依赖于实验室检测出相关的自身抗体，然而现今公认的 RA 的

标志性抗体发病早期阳性率低，而且特异性不高[2,3]，因此限制

了它们在诊断中的应用[4]。噬菌体抗体库技术是一项利用基因工

程方法制备单克隆抗体的新技术，近年来兴起并迅速发展的[5]。
为此，我们构建了人类风湿性关节炎（RA）滑膜组织 cDNA 文

库，并进一步筛选阳性克隆，筛查与 RA 的发生特异相关的基

因，这一研究将有助于了解 RA 的基因表达谱，从而为探讨 RA
的发病机制和基因治疗奠定坚实基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 类风湿性关节炎滑膜组织标本 类风湿性关节炎滑膜组

织由哈尔滨医科大学附属第二医院提供（经患者同意）,患者为

住院治疗的 RA 确诊病人，均符合 1987 年美国风湿病学会

（ACR）修订的类风湿关节炎诊断标准。关节镜滑膜切除术后取

新鲜的滑膜组织，切割后立即放于液氮保存。
1.1.2 主要的试剂和工具酶
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1.1.3 引物设计与合成 根据 λTriplEx2 噬菌体载体两端 sfiⅠ
A、ⅠB 酶切位点附近的序列设计引物，由北京奥科公司合成。
正 向 引 物 ：5'-CTCCGAGATCTGGACGAGC-3' 及 反 向 引 物 ：

5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3'。
1.2 方法

1.2.1 总 RNA 提取及 mRNA 纯化

（1）总 RNA 提取：在液氮中将冻存的新鲜 RA 滑膜组织研

磨至粉末状，按照 TrizolTM 试剂盒操作说明提取总 RNA，使

用 Dnase-I 消化总 RNA 中的痕量 DNA，取 2 μL 通过 1%琼脂

糖凝胶电泳检测所提 RNA 的完整性，并测定 A 260 /A280 及

浓度。
（2）mRNA 纯化 : 以 OligotexTM-dT30 mRNA purification

kit 进行 mRNA 分离纯化,实验步骤按试剂盒说明书进行，最后

加入 7 μl 洗脱液溶解沉淀, 取 2 μL 经 1%琼脂糖凝胶电泳和

紫外分光光度计分别检测其纯度和浓度。
1.2.2 cDNA 合成 取 3 μl mRNA 样本作为模板，加入 SMART
Ⅳ寡核苷酸和 COS III／3' PCR 引物，PowerScript 逆转录酶逆

转录成 cDNA 第一链，LD-PCR（Long-distance PCR）扩增双链

cDNA（PCR 扩增条件为：95℃ 20S ，95℃ 5S ，68℃ 6 min ), 22
个循环），取 5μl PCR 产物通过电泳鉴定双链 cDNA 的分布范

围，并测定双链 cDNA 的浓度；用蛋白酶 K 灭活 DNA 聚合

酶，然后按照 Qiaquick PCR 纯化试剂盒说明书纯化 PCR 产物；

用 Sfi Ⅰ酶酶切纯化产物然后经 CHROMA SPIN-400 Column
进行 cDNA 分级分离，收集符合大小（>0.4kb）要求的 cDNA
片段。
1.2.3 cDNA 文库构建 将酶切后的双链 cDNA 按一定比例与

λTriplEx2（经 Sfi ⅠA 和ⅠB 酶切）载体在 T 4 DNA 连接酶作

用下连接。按照 Packagene Lambda DNA Packaging System 包

装提取液说明书进行体外包装，以产生未扩增文库。
1.2.4 文库滴度、重组率测定 构建的 cDNA 文库滴度测定按照

吴晓林等[4]方法操作（文库滴定公式 pfu·mL-1= 噬菌斑数×稀

释倍数× 103 μL·mL-1/ 稀释的噬菌体铺板 μL 数），重组率测

定采用蓝白斑筛选方法，即向含有噬菌体和 XL1 -Blue 混合液

的 上 层 琼 脂 中 分 别 加 入 50 μL 100 mmol·L-1 的 IPTG 和

X-Gal，于 90 mm 平板上铺板，置 37℃孵育过夜，分别计算蓝

色噬菌斑和白色噬菌斑数，并计算其百分比。
1.2.5 文库的扩增和鉴定 按照原始文库的滴度，继续感染宿

主菌以扩增文库；同时，铺平板检测扩增文库滴度及重组克隆

的百分比，并从中随机挑取 40 个噬菌斑，进行 PCR 以扩增插

入片段。PCR 反应程序为：95℃ 5min,95℃ 15s,65℃ 5min,35 个

循环，68℃保温 8min。反应产物以 1%琼脂糖凝胶电泳分析扩

增片段的大小。

2 结果

2.1 总 RNA 提取及 mRNA 纯化

高质量总 RNA 的提取及 mRNA 的分离是构建 cDNA 文

库的关键。所提取样本的 RNA28S 和 18S 条带清晰；测定总

RNA 的 A260/A280 为 1.85，浓度为 2388 ng/μL。说明提取的总

RNA 无明显降解，并且纯度较高。mRNA 片段长度分布广，说

明纯化的 mRNA 比较完整（图 1）。

2.2 cDNA 的合成

测定双链 cDNA 的浓度为 1063 ng/μL（表 1），大小约 0. 4
～ 5 kb，cDNA 过柱（分级分离）后集中在 0.4kb 以上(图 2)。

Trizol 试剂 购自 Gibco 公司

Oligotex -dT30 mRNA purification kit 购自 TAKARA 株式会社

SMARTTM cDNA library constructin kit 购自 Clontech 公司;

Packagene Lambda DNA Packaging System 购自 promega 公司

PCR 纯化试剂盒 购自 Qiagen 公司

RNA 标记 购自 Fermentas

DNA 标记 新英格兰 Biolabsq

其他常规试剂均为进口或国产分析纯试剂。

图 1 mRNA 纯化琼脂凝胶电泳图 M:DNA ladder Marker;1 和 2 均为滑

膜组织的 mRNA

Fig.1 Gel electrophoresis figure of mRNA

表 1 滑膜组织一链及二链 cDNA 浓度和质量检测

Table 1 Synovial organization cDNA concentration and quality detection

样品

Sample
OD260/280

浓度(ng/μl)

Concentration

一链 cDNA 1.63 1105

一链 cDNA 1.70 1063
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2.3 cDNA 文库的构建及鉴定

2.3.1 cDNA 文库的构建 LD-PCR 法合成双链，限制性内切酶

酶切后纯化后进行连接、包装，将包装产物加入噬菌体稀释和

氯仿，混匀，离心分层，获得原始文库；用稀释缓冲液以 10 倍、
100 倍和 1000 倍稀释文库，涂平板培养，计算文库的滴度及重

组率（cfu／mL=(噬菌斑数×稀释倍数×10 )／铺板稀释噬菌体

体积 ；重组率的计算是将滴度测定中的噬菌斑数换成白斑数）

将菌液稀释后进行 cDNA 文库滴度的检测，cDNA 原始文库滴

度 约 为 6.89×106 pfu/mL， 扩 增 后 文 库 滴 度 为 2.63×109

pfu/mL，重组率为 93%。
2.3.2 cDNA 文库的质量鉴定 从文库中随机挑取 40 个克隆进

行菌落 PCR 鉴定，检测插入片段大小。结果显示文库重组率很

高，所做的 40 个克隆中均有条带出现，PCR 产物主要集中于

300～1800 bp（图 3）。

图 2 滑膜组织一链及二链 cDNA 的合成。M:DNA ladder Marker;1:一

链 cDNA；2：二链 cDNA

Fig.2 cDNA synthesis of Synovial organization

图 3 克隆子的 PCR 鉴定电泳图

Fig.3 PCR figure of clones

表 2 插入片段长度数据

Table 2 Length data of insert fragmens

片段名称

Fragment
长度（bp）
Length

片段名称

Fragment
长度（bp）
Length

片段名称

Fragment
长度（bp）
Length

片段名称

Fragment
长度（bp）
Length

1 500 11 500 21 800 31 930

2 520 12 480 22 940 32 720

3 600 13 500 23 1160 33 800

4 580 14 1300 24 750 34 790

5 700 15 820 25 1500 35 1250

6 850 16 840 26 900 36 700

7 460 17 790 27 430 37 810

8 500 18 640 28 870 38 800

9 750 19 730 29 1700 39 900

10 730 20 1600 30 800 40 1800

3 讨论

cDNA 文库的构建与分析是分子生物学的基本方法之一[6]。
cDNA 分子不含内含子序列和调控序列并且与蛋白质的氨基

酸序列具有对应性, 便于克隆和大量表达，可以从 cDNA 文库

中筛选到所需的目的基因，并直接用于该目的基因的表达[7]，是

分离已知基因、筛选新基因、揭示基因表达某些影响因素的基

础[8]。成功地构建一个全长 cDNA 文库，主要反映在文库的代表

性和重组 cDNA 片段的序列完整性两个方面。文库的代表性可

用库容量来衡量，由于典型哺乳动物细胞一般含有 10，000～

30，000 种不同的 mRNA 序列，因此所要求的文库克隆数要大

于 1.7×105[9]，本研究构建的人类风湿关节炎滑膜组 cDNA 文

库，原始文库滴度约为 6.89×106 pfu/mL，扩增后文库滴度为

2.63×109 pfu/mL，重组率为 93%，完全满足了对 cDNA 文库库

容的基本要求，适用于筛选目的基因克隆，可以用来大批量筛

选 cDNA 克隆的 RA 特异或相关基因。重组 cDNA 片段的完整

性是反映 cDNA 文库质量的另一重要因素，Gubler和Hoffman[10]

传统方法构建的 cDNA 文库在分离 " 全长 "cDNA 克隆上有 2
大缺陷：1.首先在 mRNA 逆转录( RT)为 cDNA 的过程中，常常

没有完全转录完就终止 [11]，导致具有完整 5' 端的 cDNA 克隆含
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量较少。2.由于 5' 端的帽子结构不能作为 mRNA 的起始标记

位点 [7]，导致在识别哪些 cDNA 克隆具有完整 5' 端上有困难[12]。
本 研 究 采 用 SMART (Switching Mechanism at 5' end of

RNA Transcript)技术是一个新的里程碑，其优点在于所构建的

文库是含有完整的 5' 端非翻译区的全长型双链 cDNA。首先，

采用长距离 PCR（LD-PCR） 方法合成全长型 cDNA，SMART
IV 寡核苷酸在 mRNA 的 5' 端充当短的延伸模板，当 RT 延伸

到 5' 端时自动转换模板,继续复制至寡核苷酸的末端，因此生

成 的 全 长 ss cDNA 含 有 mRNA 完 整 的 5' 末 端 ， 后 者 在

LD-PCR 扩增中充当通用的起始位点(SMART 锚)，只有那些在

5' 末端含有锚定序列的 ss cDNA 才可以充当扩增模板，不完整

的 cDNA 和 从 poly A- RNA 转 录 过 来 的 cDNA 由 于 缺 少

SMART 锚而不能被扩增；

此外，Barnes [13]应用 2 种不同的热稳定 DNA 聚合酶一起

催化 PCR 扩增反应，解决了生长链 3' 末端掺入不匹配碱基的

难题，使 LD-PCR 获得重大改进，可以较好地扩增长距离模板

DNA[14]，并且允许用微量的总 RNA 或 mRNA 构建高比例全长

cDNA 文库，这对于取材困难的类风湿滑膜组织意义重大[15]；其

次，由于 cDNA 的 5' 端和 3' 端 Sfi I 限制性酶切位点的不对称

性,合成的双链 cDNA 经 SfiⅠ (ⅠA 和ⅠB)酶切后直接连接到

λTripIEx2 载体的左右臂，消除了接头的自连接，实现 cDNA 的

简便、快速的定向克隆[16]，提高了文库的重组效率。
在 cDNA 文库构建完成之后，一般需对载体中插入片段的

大小进行检测。传统的检测方法是先用煮沸法[17]或碱裂解法[18]

提取质粒 DNA，然后用限制性内切酶进行酶切分析。Zon 等于

1989 年提出了一种基于 PCR 技术的直接用于克隆检测的方

法 [19]。此种方法简单、快速，但仍需提取质粒 DNA，且实验成本

较高。Tarig 等对 Zon 的方法进行了改进，直接用菌液作为模板

而不需要提取质粒 DNA 进行 PCR 检测[20]。我们在实验中采用

了此方法，成功地进行了 cDNA 文库的鉴定，得到了插入子片

段，插入片段长度在 300～1800 bp 之间，且长度并一，表明我

们所构建的文库具有一定复杂性。
我们运用 SMART 技术，构建了高效的人类风湿关节炎滑

膜组织 cDNA 文库，经滴度测定、重组率、PCR 鉴定均符合

cDNA 文库的质量要求。它为筛查与 RA 的发生特异相关的基

因，进而为研究 RA 的发病机制、诊断及基因治疗奠定了坚实

的基础。我们将进一步通过免疫学筛选和一些研究差异表达基

因的方法，来探索 RA 发生发展过程中基因表达的差异和规

律。
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