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【摘* 要】目的：克隆人骨形成蛋白#%（TMB#%）基因并构建其

重组腺病毒，观察其在兔 TMU= 中的表达- 方法：用 Q.#BPQ
方法从人胎肾组织中克隆人 TMB#% 基因全长 =VWD 并测序；

将 TMB#% 基 因 =VWD 克 隆 到 穿 梭 载 体 形 成 转 移 质 粒

ID<.H3=>#PMX#TMB#%，经 567E 酶切线性化后与骨架质粒感

受态细胞 D<13F4/H#! P/00F 经电穿孔法同源重组得到腺病毒质

粒 ID<TMB#% 并酶切鉴定，5.8E 酶切线性化后转染 $&) 细胞

包装后获得复制缺陷型重组腺病毒 D<TMB#%，将 D<TMB#% 体

外感染兔 TMU= 后，以 Q.#BPQ 方法及观察 D<13F@ 系统上的

绿色荧光蛋白表达鉴定 TMB#% 基因的表达- 结果：用 Q.#BPQ
方法从胎肾组织中克隆出 !$&, 5I 的 =VWD，测序证实为人

TMB#% 基因；酶切鉴定表明 TMB#% 基因已插入到 ID<.H3=>#
PMX 穿梭质粒且腺病毒重组质粒 ID<TMB#% 构建成功；经

$&) 细胞包装 ) < 后可观察到绿色荧光蛋白表达（YLB），氯化

铯梯度离心法最终获得约 ) S !"& /;9 Z C 滴度的重组病毒；体

外感染兔 TMU= 后 Q.#BPQ 方法及荧光显微镜证实 TMB#% 基

因可在兔 TMU= 中表达- 结论：成功克隆人 TMB#% 基因并构

建其重组腺病毒，证实了其在 TMU= 的表达，为骨再生的局部

基因治疗打下基础-
【关键词】腺病毒；表达载体；人骨形成蛋白#%；基因克隆
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JK 引言

人骨形成蛋白#%（ 567/ 26HIA6J/7/84= IH68/47#%，

TMB#%）又称成骨蛋白#!（ 6F8/6J/74= IH68/47#!，GB#!）

是骨形态发生蛋白家族的成员，具有广泛的生理功能

及较强的骨诱导能力［! [ )］- 随着基因治疗技术及组

!"#$第四军医大学学报（% &’()*+ ,-. ,/0 12-3）4556；4#（$!）7 +**8：9 9 :’()2;.< =>>(< /0(< ?2



织工程的发展，将成骨作用较强的诱骨因子基因导入

骨髓基质干细胞期望获得 !"# 在局部的持续释放而

发挥其诱骨作用成为骨再生及骨缺损修复的较为理

想的方法$ 我们利用 %&’()* 腺病毒表达系统介导

!"#+, 转导骨髓基质干细胞并观察其体外表达，为进

一步的骨再生及骨缺损的局部基因治疗奠定良好

基础$

!" 材料和方法

!$ !" 材料 " %&’()* 腺病毒表达由美国 -./0+123(/
45 博士惠赠，人胚肾 678 细胞、9-,!:35 测序载体、大

肠杆菌 ;4<! 及 =">?7 为本室保存$ #1@ 试剂盒、

@-+#1@ 试剂盒、细胞总 @A% 提取试剂、转染试剂 BC+
9.D5EF%"GA’6???，-@GH.: 购自 ICJE. 公司，各种限制

性内 切 酶 购 自 -(K(@( 公 司，!"# G，!$% G 为 A5L
’/0:(/& !C.:(J) 公 司 产 品，小 量 质 粒 提 取 试 剂 盒、

;A% 胶回收试剂盒、-M ;A% 连接酶均购自 #N.O50(
公司$
!$ #" 方法

>$ 6$ > P 人胎儿肾总 @A% 的提取及反转录 P 采用

-@GH.: 试剂一步法提取 >8 Q >M LR 孕龄胎儿（唐都医

院妇产科提供）肾的总 @A%$ 设计并合成与 !"#+,
基因特意配对的引物，使用 ICJE. 公司的反转录试剂

盒反转录得 E;A%$
>$ 6$ 6P #1@ 扩增人 !"#+, 基因P 根据 I5/!(/R 中

报道的人 !"#+, 序列，设计合成一对扩增引物，其中

上 游 引 物 为 ：<S+III-1I%1%-I1%1I-I1I1-+
1%1-I1I+8S，含有 &$’ G 酶切位点；下游引物为：<S+
11I%-%-11-%I-II1%I11%1%II111II+8S ，含有

(%)@ T 酶切位点$ 以上述反转录产物为模板进行常

规 #1@ 反应后，取 M "B #1@ 产物在琼脂糖凝胶（><
0 U B）中电泳分析$
>$ 6$ 8P 人 !"#+, 基因测序及腺病毒穿梭载体的构

建P 取 #1@ 产物及约 8 "0 的 9-,!:35 测序载体分别

经 &$’ G 和 (%)@ T 双酶切，各自回收并纯化片段及载

体后进行连接、转化，经蓝白筛选获得阳性克隆$ 经

&$’ G 和 (%)@ T 双酶切及前述特异性引物 #1@ 扩增

反应对重组质粒进行鉴定后，重组质粒命名为 9-,+
!"#+, 由北京赛百盛公司测序，测序正确克隆扩大培

养后于 V ,?W低温保存$ 将测序正确的 !"#+, 基因

自 9-,+!"#+, 亚克隆至 9%&-N(ER+1"T 穿梭质粒的

&$’ G 和 (%)@ T 位点间，经连接、转化并经 &$’ G 和

(%)@ T 双 酶 切 进 行 鉴 定，重 组 穿 梭 质 粒 命 名 为

9%&-N(ER+!"#+,$
>$ 6$ M P 细菌内同源重组 2!"#+, 腺病毒质粒 P 用

>?? OB U B 的冰浴冷的无菌甘油制备 %&’()C5N+> 15::)
及 (* %)’+ ;4<! 电 穿 孔 感 受 态 菌，提 取 重 组 质 粒

9%&-N(ER+1"T+!"#+, 用 !"##酶切线性化，电泳回

收片段取约 > "0 与 6? "B 腺病毒骨架质粒感受态细

胞 %&’()C5N+> 15::) 混合，在 6<?? T，6?? $，6< "X 条

件下，电穿孔共转化感受态菌，卡那霉素（<? O0 U B）

固体 B! 培养基筛选，>Y 2 后随机挑取 >< 个克隆，提

质粒$ 挑选电泳鉴定大小与 9%&’()*+> 相似的质粒，

将其电穿孔转化 (* %)’+ ;4<! 感受态菌，大量提取重

组腺 病 毒 质 粒 并 经 !$%G 酶 切 鉴 定，命 名 为 9%&+
!"#+,$
>$ 6$ <P 2!"#+, 重组腺病毒的制备及滴度测定P 转

染前 6M 2 将 678 细胞以 6 Z >?Y U 孔接种于 Y? OO 培

养皿待细胞密度生长至 Y?[ Q \?[ 时，将 9%&+!"#+
, 质粒用 !$%G（A’!）酶切回收后取 M "0 线性化质

粒，取 BC9.D5EF(OC/56??? 试剂按照说明书转染 678 细

胞，6M 2 后更换含 >?? OB U B 小牛血清的新鲜培液，8
& 后通过荧光显微镜观察 IX# 的表达$ , & 后收集

678 细胞于液氮和 8,W水浴中反复冻融 M 次，取病毒

上清再次感染 678 细胞进行扩增，< & 后收集细胞，

><?? N U OC/ 离心 , OC/ 小心弃上清以 6 OB #!] U 皿重

悬，反复冻融 M 次；重复感染、收集步骤，将最终收集

的 #!] 重悬病毒上清用氯化铯（1)1:）梯度离心纯

化$ 将 678 细胞以 < Z >?< U 孔接种于六孔板，于次日

待细胞生长约 ,?[ Q \?[ 后，将病毒上清倍比稀释

分别感染细胞，,6 2 后荧光显微镜下计算表达 IX#
细胞个数，测定 %&!"#+, 滴度（5D3 U B）$
>$ 6$ YP 兔骨髓间充质干细胞的取材培养及 !"#+,
基因的转导P 按照文献［M］的方法分离兔骨髓间充

质干细胞$ 由于兔 !"]E 缺乏特有的表面标记物，因

此其鉴定是通过培养过程中出现的分化表型如 %B#
染色、钙染色、4’ 染色及电镜观察等来证实［<］$ 取生

长良好的兔骨髓间充质干细胞以 < Z >?< U 皿接种于

Y? OO 培养皿，将 %&!"#+, 病毒以 "^G >? Q 6? 感染

细胞，8 & 后观察 IX# 的表达$
>$ 6$ ,P 荧光镜及 @-+#1@ 检测 !"]E 中 2!"#+, 基

因的表达P 各组分别于感染后的 8，<，, 和 >? & 于

荧光镜下观察被感染兔 !"]E 中绿色荧光蛋白的表

达；以 -NCH.: 试剂盒提取转染细胞总 @A% 后，逆转录

反应同前，取 M "B #1@ 产物，在含 ?$ < O0 U B 溴化乙

锭（’!）的琼脂糖凝胶（>< 0 U B）中电泳分析，紫外观

测仪观察结果$

#" 结果

#$ !" %&’()% 产物的鉴定 " @-+#1@ 产物在含 ?$ <
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!" # $ 溴化乙锭（%&）的琼脂糖凝胶（’( " # $）中电泳

分析，紫外观测仪观察结果，可见在 ’))) * ’+)) ,-
之间有 一 条 较 淡 的 扩 增 条 带，将 此 条 带 回 收 再 次

./0，电泳可见特异性条带，与目的基因大小相符

（’12+ ,-，34" ’）5

’：6$1))) !789:8；1：&;.<=5

34" ’> 0?<./0 8:@ABC@ DE &;.<= ":F:
图 ’> &;.<= 基因 0?<./0 扩增结果

!" ! # 重组质粒 $%&’()*+,-./,0 的酶切鉴定及序

列测定# 重组质粒 -GH?87I9</;J<&;.<= 经 !"# K 和

$%&0 J 双酶切后，进行 ’( " # $ 琼脂糖凝胶电泳鉴定

可见清晰地切出与 &;.<= 基因大小相符的片段并与

6LG !789:8 相符（34" 1）5 对此质粒进行序列测定分

析表明该序列与 M:F&7F9 中报道的 &;.<= 序列完全

一致5

’：6$1))) !789:8；1：!"# K 7FH $%&0J H4":@C4DF DE -B7@!4H -GH?87I9<

/;J<&;.<=5

34" 1 > %FNO!7C4I H4":@C4DF 7F7BO@4@ DE 8:ID!,4F7FC -B7@!4H

-GH?87I9</;J<&;.<=

图 1> -GH?87I9</;J<&;.<= 重组质粒酶切鉴定结果

!" 1# -./,0 基因修饰的 -.2* 的荧光镜检测# 兔

&;PI 在 GH&;.<= 病毒感染后的 =1 Q 在荧光显微镜

下观察到感染细胞可表达绿色荧光蛋白（34" R），报

告基因 M3. 的表达说明有感染能力的病毒颗粒包装

成功5
!" 3# -./,0 基因修饰的 -.2* 的 4’,/54 检测#
取 GH&;.<= 感染组及空白组细胞于感染后 ST Q 提

取细胞总 0LG 进行 0?<./0 检测，结果显示外源

&;.<= 基因在兔的 &;PI 中在 !0LG 水平得到表达，

而 空 白 组 没 有 检 测 到 相 应 大 小 的 特 异 性 片 段

（34" S）5

34" R> M8::F EBAD8:@I:FC -8DC:4F :U-8:@@4DF 4F &;PI 4FE:IC:H V4CQ
GH&;.<= W48A@ ED8 =1 Q> X S))
图 R> GH&;.<= 病毒感染后的 =1 Q &;PI 中绿色荧光蛋白的

表达

’：6$1))) !789:8；1：GH&;.<=；R：/DFC8DB5

34" S> 0?<./0 8:@ABC@ DE &;.<= ":F: ST Q 7EC:8 4FE:IC4DF
图 S> 感染 ST Q 后 0?<./0 检测 &;.<= 的表达

1# 讨论

人 &;.<= 全长 I6LG 编码 SR’ 个氨基酸残基，分

为信号肽段、前体肽段和成熟肽段5 成熟肽段具有三

个 /O@，形成三个链内的二硫键，两成熟肽单体通过

一个链间二硫键形成二聚体5 成熟肽单体有一个位

点被糖基化5 信号肽段和前体肽段参与 &;.<= 表达

的胞内翻译后加工过程5 我们在用 0?<./0 方法克

隆人 &;.<= 全长 I6LG 的过程中，先分别取我室建

立的人成骨肉瘤细胞系 PYP.<22)’ 及 PYP.<2+)= 一

步法制备 0LG，常规以 YB4"H? 引发反转录获得 I6LG
模板，重复多次并不断改变 ./0 条件均不能获得到

目的基因5 后经查阅文献，&;.<= 转录本在 ’1 * ’S
V9 孕龄胎儿的心、肾表达最高［+］5 因此从人胚肾组

织提取总 0LG，并经甲醛变性凝胶电泳和分光光度

法 0LG 定量证明我们获得了适合作为反转录模板的
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总 !"#$ 参阅文献，单纯由 %&’()* 引发反转录得到

的 +,"# 构建的文库无法筛出含权长 -./01 +,"#
的克隆［1］，故而我们设计了特异性引物引发反转录$
又由于人 -./01 2!"# 的 34 含量较高（567），常

温反转录无法得到目的基因，经条件摸索，在较高温

度下进行$ !*0/4! 扩增后，电泳可见很淡的 8999 :
6999 ;< 扩增条带，将此条带回收再次 /4!，升高退

火温度，获得特异性扩增条带$ 我们克隆了人 -./01
全长 +,"#，有利于今后在真核系统中表达可分泌的

活性产物$
传统的细胞内同源重组腺病毒载体制备方法［=］

是先将目的基因亚克隆至穿梭质粒中构建成转移质

粒，再与腺病毒基因组质粒共转染 6>? 细胞，两质粒

借所带的部分同源序列在 6>? 细胞内发生同源重组

而形成重组体，并进一步包装成重组腺病毒颗粒$ 因

为该种制备方法要求两种质粒的共转染及同源重组

必须同时发生在 6>? 细胞内，才有可能形成重组体并

包装成病毒，该方法涉及的步骤及环节较多，成功率

较低、工作量大，实验周期长$ 我们采用新型的细菌

内同源重组法［>］来制备重组腺病毒载体，与细胞内

同源重组法的根本不同之处在于，两种质粒共转染和

同源重组在均在细菌内完成［89］，继用经筛选鉴定的

重组体克隆质粒 ,"# 转染 6>? 细胞，包装和扩增病

毒$ 重组体腺病毒载体制备的关键环节是同源重组

和对重组体进行的筛选、鉴定$ 我们采用的 <#)@ABC
系统具有明显优点：!腺病毒质粒的同源重组在大肠

杆菌中高效进行，且细菌繁殖快，同源重组能力强，因

而从根本克服细胞内同源重组率低的缺陷$ "腺病

毒中可插入89 999 ;< 的基因片段或同时插入多个基

因片段$ #由于在腺病毒骨架中含有的 3D/ 报告基

因，非常便于我们监测病毒包装成功与否、检测病毒

滴度及感染效率等$ 所有这些都避免了病毒的空斑

克隆纯化过程，大大减少了病毒的制备时间$ 因此，

细菌内同源重组法是一种快速、高效、简便、可行的重

组体腺病毒载体制备方法，值得进一步推广应用$
我们通过采用新型高效腺病毒表达系统成功包

装出 -./01 重组腺病毒并转染兔 -.E+，!*0/4! 及

荧光显微镜观察证明，-./01 在靶细胞中得到转录和

表达，这为骨缺损及骨再生的局部基因治疗打下良好

的实验基础$
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