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斑马鱼 Gfi1.1基因的克隆及其体外转录
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摘要 目的：克隆斑马鱼 Gfi1.1基因的全长 cDNA，运用 T7 RNA聚合酶对含有 Gfi1.1基因的 ORF区进行体外转录，在体外合成
5端带有帽子结构的 Gfi1.1 mRNA分子，为后续研究斑马鱼 Gfi1.1基因的功能打下基础。方法：应用 RT-PCR从斑马鱼组织中扩

增出 Gfi1.1 cDNA片段，经回收纯化与 pGM-T载体连接并转化感受态细菌 DH-5琢，通过蓝白筛选酶切鉴定阳性菌落，小量提取
质粒，Nde I限制性内切酶线性化 pGM-T-Gfi1.1质粒，运用 T7 RNA聚合酶对 Gfi1.1基因进行体外转录及加帽。经凝胶电泳对目

的片段进行鉴定。结果：RT-PCR扩增获得约 1.2 kb的 DNA片段，DNA序列分析的结果与 GenBank上的序列（NM_001020776）

一致，酶切线性化及体外转录加帽 pGM-T-Gfi1.1，凝胶电泳鉴定 RNA分子大小与预期完全一致。结论：成功克隆斑马鱼 Gfi1.1

基因并体外转录及加帽 pGM-T-Gfi1.1。
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Cloning of Zebrafish Gfi1.1 cDNA and Its in Vitro Transcription

To clone the full-length of zebrafish Gfi1.1 cDNA,transcript the Open Reading Frame region of the Gfi1.1

gene in vitro by T7 RNA Polymerase, synthesize a Gfi1.1 mRNA molecule capped at its 5 terminal and provide a basis to further study

the biological functions of zebrafish Gfi1.1. Total RNA was isolated from the tissues of zebrafish, and the full-length Gfi1.1

cDNA was amplified by RT-PCR and then ligated to pGM-T vector after retrieve and purification. The product was transformed into

competent cells DH-5琢. The positive recombinant clones were selected and identified by the complementation, restriction endonuclease
digestion. After the plasmid pGM-T-Gfi1.1 extraction and linearization by Nde I, gene gfi1.1 was transcripted in vitro by T7 RNA

Polymerase and capped with the capped analog. Then the product was identified. A fragment of 1.2 kb was gained by RT-PCR

and its sequence was identical to the sequence deposited in GenBank (NM_001020776). After restriction endonuclease linearization and

transcription in vitro, the gfi1.1 RNA product proved to be consistent with the expected results by gel electrophoresis. The

zebrafish Gene Gfi1.1 is successfully cloned and transcripted in vitro.
Gfi1.1 gene; Cloning; Transcript in vitro
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前言

斑马鱼作为近年发展起来的生物学脊椎动物模型，具有体

外发育速度快及胚胎透明的优点，并且通过转基因荧光蛋白可

以在体外进行造血系观察[1]。人 Gfi1(growth factor independent
-1)基因位于人 1号染色体短臂 2区[2]，在调节造血干细胞的自

我更新方面有重要作用[3]。Gfi1的表达与 BCR/ABL关系密切，

可能参与到 CML的发病机制[4]。斑马鱼 Gfi1.1基因与人和小
鼠的 Gfi1基因具有高度的序列同源性，且斑马鱼胚胎 Gfi1.1

基因仅在造血系统中表达。更重要的是 Gfi1.1在促进红系分化

的同时能够抑制髓系的分化 [1]。为此，本研究构建了斑马鱼

pGM-T-Gfi1.1载体，并体外转录用于斑马鱼体内稳定表达的加
帽的 Gfi1.1 mRNA，为进一步研究 Gfi1基因与骨髓增殖性肿
瘤之间的关系提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 斑马鱼来源及喂养 野生型斑马鱼购自武汉中科院水生

研究所，斑马鱼喂养于 45 L的玻璃箱中，每箱约投喂 30尾，维
持室温在 27 ℃，24小时循环水过滤系统供给。
1.1.2 质粒与菌种 pGM-T克隆质粒购自北京天根公司 pGM-T
克隆试剂盒，该质粒具有氨芐青霉素抗药基因。DH-5琢感受细
菌为本实验室保存。

1.1.3主要试剂 Trizol液购自 Invitrogen公司。cDNA逆转录合

成试剂盒、T7高产量体外转录试剂盒和限制性内切酶 I均

购自 Fermentas公司。Taq- DNA polymerase、10× Taq Buffer、

1818窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.10 APR.2014

dNTP Mix,10 mM、25 mM MgCl2、Water,nuclease-free 均购自
Fermentas公司。凝胶回收试剂盒购自 Fermentas公司。LB琼脂
购自 Oxoid公司。pGM-T 克隆质粒购自北京天根公司。1 kb

DNA ladder购自广东东盛科技生物有限公司。质粒小提试剂盒

购自北京博大泰克生物基因技术有限责任公司。

1.1.4引物设计 引物根据 GeneBank NM_001020776序列采用
Primer Primier 5软件进行设计。Gfi1.1 cDNA全长引物，上游引

物：上游 5’－CCCTGAAGCTGATAACG，下游 5’－GCAAGC-

AAACCAACG。
1.2 方法
1.2.1 斑马鱼 Gfi1.1基因的扩增与纯化 采用 Trizol 法提取

斑马鱼组织总 RNA，应用 Fermentas逆转录试剂盒合成 cDNA，

反应条件：模板 RNA 2 滋g，OligodT 1 滋L，加 DEPC 水补足 12

滋L，混匀，65 ℃ 5 min后置于冰上继续加样，5× 逆转录缓冲液
4 滋L，RiboLock RNase Inhibitor 1 滋L，10 mM dNTP 2 滋L，M-M-

LV逆转录酶 1 滋L，混匀，继续 42 ℃ 60 min，72 ℃ 5 min，-20
℃保存备用。PCR反应体系：斑马鱼 cDNA模板 2 滋L，斑马鱼
gfi1.1全长引物 (20 pmol/滋L) 2 滋L，10 mM dNTP 1 滋L，5× LA

缓冲液 2 滋L，LA酶 0.5 滋L，DEPC水 12.5 滋L，总体系 20 滋L，
反应条件：98 ℃预变性 30 s，98 ℃ 10 s变性，56 ℃退火 20 s，72

℃延伸 50 s，35个循环后，72 ℃终延伸 5 min。PCR产物的切

胶回收纯化：PCR 产物经 1.5 %琼脂糖凝胶电泳鉴定，按
Fermentas凝胶回收试剂盒回收纯化目的条带。
1.2.2 pGM-T-Gfi1.1 载体的构建 斑马鱼 gfi1.1 PCR 产物与
pGM-T载体的连接：Gfi1.1目的片段 1 滋L，pGM-T载体 1 滋L，
10× T4连接酶缓冲液 1 滋L，T4 DNA连接酶 1 滋L，DEPC水 6

滋L，混匀后 24 ℃水浴过夜。取 5 滋L连接产物加入到 50 滋L

DH-5琢感受态细菌中冰上 30 min，42 ℃水浴中热休克 90 s，转

移至冰上 2 min，加放 400 滋L 不含抗生素的 LB 培养液，放于
37 ℃摇床，150 rpm 1 小时，取 100 滋L菌液于涂有 IPTG 和
X-GAL的 芐氨 青霉素终浓度为 100 滋g/mL的琼脂平板上，用

无菌玻璃棒将细菌均匀涂布到整个平板表面，将平板置于 37

℃培养箱正置干燥约 1 h，然后将平板倒置放在 37 ℃培养箱培

育 16-18 h，进行菌落挑取，质粒小量提取，送北京擎科新业生

物技术有限公司测序。

1.2.3 pGM-T-Gfi1.1质粒的线性化 pGM-T-Gfi1.1 载体的线

性化：选取靠近 SP6启动子下游的 I限制性内切酶，酶切

反应体系：10× 快速酶切缓冲液 2 滋L，质粒 DNA 4 滋L，Nde I

限制性内切酶 2 滋L，加入 DEPC水 12 滋L，总体系 20 滋L，37 ℃

水浴过夜，次日将反应过夜的酶切产物置于 65 ℃水浴 5 min，
使限制酶失活。 I酶切产物的回收纯化：将酶切产物经 1.5
%琼脂糖凝胶电泳鉴定，按试剂盒切胶回收目的条带。
1.2.4 体外转录 Gfi1.1 mRNA及鉴定 采用切胶回收纯化的线

性化 pGM-T-Gfi1.1质粒为体外转录的模板，反应体系：DEPC

水 1 滋L，5× TranscriptAid 反应缓冲液 4 滋L，100 mM ATP 2

滋L，CTP2 滋L，GTP2 滋L，UTP1.5 滋L，帽子类似物 2 滋L，线性化
pGM-T-Gfi1.1 模板 3.5 滋L，T7 Transcript Aid 酶混合液 2 滋L，

总体系 20 滋L，充分混匀，短暂离心后，置于 37 ℃水浴锅中孵

育 3 h。对体外转录的 Gfi1.1 mRNA产物进行跑胶，加样体系：
Gfi1.1 mRNA产物 1 滋L，DEPC水 2 滋L，2× RNA loading染料

3 滋L，充分混匀，短暂离心，置于 70 ℃水浴中加热 10 min，并且

同时对 RiboRuler RNA Ladder进行 70 ℃水浴热孵育 10 min，
将该产物经 1.5 %琼脂糖凝胶电泳鉴定。

2 结果

2.1 斑马鱼 Gfi1.1基因的克隆

经过 RT-PCR 产物的凝胶电泳结果，获得 1219 bp 的片

段，与期望的目的片段大小一致（图 1A）。

图 1 斑马鱼 pGM-T-gfi1.1载体的构建及鉴定：A:斑马鱼 Gfi1.1基因

PCR全长产物. M: 1 kb DNA marker; 1:斑马鱼 Gfi1.1基因全长片段;

B: pGM-T-gfi1.1的 酶切鉴定. M: 1 kb DNA marker; 1: I酶切

产物；C: pGM-T-Gfi1.1载体线性化.1：线性化产物；M：1 kb DNA

marker

Fig.1 Construction and identification of the zebrafish pGM-T-gfi1.1: A:

Full length of PCR product of zebrafish Gfi1.1 gene. M: 1 kb DNA marker;

1: PCR product of zebrafish Gfi1.1; B: Identification of pGM-T-Gfi1.1

vector by digestion of Not I M: 1 kb DNA marker; 1: digestion product of

Not I ; C: linearization of the pGM-T-Gfi1.1 1: linearization product; M: 1

kb DNA marker

2.2 重组质粒 pGM-T-Gfi1.1的筛选鉴定

取 PCR产物与 pGM-T载体进行连接反应，将连接产物转
化 DH-5琢感受态细菌，挑选白色克隆于加有抗生素的 LB中培

养扩增，质粒小量提取后用 I限制性内切酶酶切后经 1.5 %

琼脂糖凝胶电泳可见 2 条条带，即位于 3015 bp 处的线性
pGM-T载体和 1219 bp的目的条带，结果与预期符合（图 1B）。
2.3 pGM-T-Gfi1.1质粒的线性化

质粒小量提取后的 pGM-T-Gfi1.1质粒进行 I限制性

内切酶酶切后经 1.5 %琼脂糖凝胶电泳，可见位于约 4200 bp

的目的条带，实验结果与预期一致（图 1C）。
2.4 Gfi1.1 mRNA的体外转录及鉴定

将线性化的 pGM-T-Gfi1.1质粒进行切胶回收纯化，按照

体外转录试剂盒要求对线性化的 pGM-T-Gfi1.1 进行体外转

录，取 Gfi1.1 mRNA产物与 2× RNA loading染料的混合物及
RNA Ladder进行 70 ℃水浴加热处理，经 1.5 %琼脂糖凝胶电

泳，见 RNA Ladder 1200 bp处一明亮条带，即为该目的条带，因
RNA具有易降解的特性，因此在目的条带下方可见微弱拖带，

该实验结果与预期一致（图 2）。
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图 2 pGM-T-Gfi1.1载体的体外转录：M: RNA marker; 1: pGM-T-Gfi1.1

的 RNA产物

Fig.2 In vitro transcription of pGM-T-Gfi1.1.M: RNA marker; 1: RNA

product of pGM-T-Gfi1.1

2.5 DNA序列分析

由北京擎科新业公司对重组质粒 pGM-T-Gfi1.1 进行
Gfi1.1 DNA序列分析，所得结果与发表于 GenBank上的序列
（NM_001020776）一致。证实重组质粒 pGM-T-Gfi1.1构建成

功。

3 讨论

骨髓增殖性肿瘤（Myeloproliferative neoplasms, MPN）是

孱弱的干细胞获得性的克隆性髓系恶性肿瘤[5]。JAK2V617F突变

存在于大于 95 %的 PV，50 %ET和 PMF患者[6]。除先前报道的

MPN患者 JAK2V617F突变外，仍有几种体细胞 MPN相关突变，

包括：MPL, TET2, ASXL1, IDH1, IDH2, CBL, IKZF1, LNK 和
EZH2，这些突变基因起源于干细胞阶段。然而，这些基因突变引

起MPN的发病机理仍未知晓[7,8]。

哺乳动物 Gfi1是 Gilks和同事在培养 Moloney小鼠白血

病病毒诱导的大鼠 T淋巴瘤时，发现前病毒的插入产生了 IL-2

非依赖性细胞系，Gfi1所在位点是逆转录病毒整合的常见位点
之一[9]。研究表明 Gfi1的参与起到加强癌蛋白 Pim-1和 c-Myc

在 T细胞淋巴瘤形成的作用[10-14]。基因打靶技术提示 Gfi1在中

性粒细胞分化过程中具有重要作用，Gfi-1缺失的小鼠会发生

严重的中性粒细胞性贫血，主要表现为成熟粒细胞的缺失[15,16]。

少数 SCN患者是编码 Gfi1转录因子突变或者WAS基因的活
性突变引起[17]。有报道 Gfi1在 MDS病人中呈现低表达水平，

是原始祖细胞数量减低还是与 MDS疾病相关仍然未知[18]。有

研究表明，Gfi1与其它转录因子通过竟争与协作共同调节转录

过程及系别分化[19]。

斑马鱼 Gfi1.1基因与人和小鼠的 Gfi1基因具有高度的序
列同源性，作为斑马鱼 Gfi家族成员之一的 Gfi1.1基因，首次

是以 Tol2转座子为基础的独立大型增强子诱捕技术进行筛选

获得，增强子诱捕技术是为了识别组织特异性基因并且获得以

荧光蛋白为报告基因的转基因斑马鱼系。与其斑马鱼同源基因

Gfi1不同的是，斑马鱼胚胎 Gfi1.1基因仅在造血组织中表达[1]。

最近，又有报道指出，Gfi1.1基因在斑马鱼原始造血中是必须

的，Gfi1.1基因的丢失造成早期原始祖细胞标志 scl和 gata1的

表达沉默。并且，Gfi1.1的缺失引起斑马鱼血小板数量的增加。

在淋巴细胞方面，gfi1aa突变体中，rag-1的胸腺表达功能仍然

保留[20]。但是，Gfi-1在造血干细胞的生物学行为形成的确切机

制尚不确定。特别是 Jak2阴性的骨髓增殖性肿瘤的发病机制

仍不明确。成功克隆斑马鱼 Gfi1.1基因并稳定的进行体外转录

及加帽 pGM-T-Gfi1.1，可以进一步研究 Gfi1.1 基因过表达与

造血系统维持及骨髓增殖性肿瘤的机制提供有效的研究工具。

本研究根据基因库中斑马鱼 Gfi1.1基因的 cDNA序列的

CDS区，设计合成了包含 CDS区的上下游引物，采用 RT-PCR

克隆出斑马鱼 Gfi1.1基因的全长序列，与 pGM-T载体连接后

高效的转化感受态细菌，获得 pGM-T-Gfi1.1载体，经测序验

证，与 GenBank（NM_001020776）序列一致，然后根据体外转录

试剂盒要求，具体根据以下要求：1、pGM-T提供的载体多克隆

位点信息；2、避免目的基因内部形成的酶切位点；3、避免 3’粘

性末端的酶切位点，最终选定 Nde I 限制性内切酶，对

pGM-T-Gfi1.1 载体进行水浴酶切过夜后纯化回收，在 T7

Transcript Aid酶和 Ribo m7G帽子类似物的参与下，完成 Gfi1.

1 mRNA的体外转录及加帽过程，形成稳定的 Gfi1.1 mRNA，

使其免于从 5’端分解，帽子结构在 RNA的起始翻译过程中起

重要保护作用。并且成功的对 Gfi1.1 mRNA进行跑胶鉴定。由

于 RNA在体外具有易降解的特点，因此在其目的片段以下有

部分已降解的小片段 RNA，电泳图片的表现为目的条带下方

的微弱拖带。斑马鱼 Gfi1.1 mRNA的体外转录及帽子结构的完

成及鉴定，为今后研究斑马鱼 Gfi1.1基因的过表达与胚胎造血

发生及疾病模型提供了一个有效的研究工具。
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