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人生长激素慢病毒载体的构建及其在鼠骨骼肌成肌细胞中的表达
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摘 要 构建能表达人生长激素（.CI）的 9Q0D:121,A>#Z%7L.CI载体，并实现 .CI基因在骨骼肌成肌细胞中大量、长期和稳定的
表达。体外培养 [;鼠骨骼肌成肌细胞，并通过免疫组织化学方法鉴定所得细胞、用台酚兰染色确定培养细胞的活性并绘制
生长曲线。将目的基因 .CI亚克隆到真核细胞表达载体 9Q0D:1#Z%7L;L=XGX 载体上，构建重组质粒 9Q0D:121,A>#Z%7L.CI。将
9Q0D:1#Z%7L .CI及阳性对照质粒 9Q0D:1#Z%7LMC\G分别用 Q19&E0-:+41D !"""介导转染体外培养的 [;乳鼠骨骼肌成肌细胞。在
激光共聚焦扫描显微镜下计数，确定阳性对照质粒的转染数，从而估计该基因的转染效率。加入筛选试剂以获得稳定表达异

源生长激素（CI）的成肌细胞。收集转染及筛选后的细胞培养基，用放射免疫分析法（/R8）检测重组人生长激素（,.CI）的表达
水平。聚合酶链式反应法（GF/）及 ;)8测序显示 .CI基因成功地插入到 9Q0D:1#Z%7L;L=XGX 载体中；阳性对照质粒转染细胞
!J .后，在激光共聚焦显微镜下观察，其转染效率达 J"]以上。检测收集的上清，与对照组相比，有极显著差异（@ ^ "P"6），观
察至第 K周，,.CI仍持续稳定表达。通过检测培养的 -.+DHL’120,肝细胞上清中胰岛素样生长因子L6（RC\L6）的水平，验证了
,.CI的生物学活性。实验通过培养高纯度的成肌细胞，构建了能在真核细胞内表达 .CI的重组质粒 9Q0D:1#Z%7L .CI，实现了
.CI基因在骨骼肌成肌细胞中大量、长期和稳定的表达，并且获得的 ,.CI具有较强的促进肝细胞分泌 RC\L6的能力。
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*/0是主要由垂体前叶嗜酸性粒细胞分泌的含
TYT个氨基酸的疏水性球蛋白，它的主要生理作用
是促进生长、蛋白质合成和影响脂肪、糖及能量代

谢。随着对 */0的基础和临床研究的深入，人们认
识到它能作用于 F 淋巴细胞［T］，从而调节炎症反
应［L］，并能用于多种心血管疾病的预防［Z］和治疗［M］，

因而 */0在心血管疾病中的应用已成为大家关注
的热点。目前，临床使用的重组人生长激素

（&*/0），主要采用注射方法。此法受治疗的依从
性、剂型和使用方法的影响；其半衰期短，无法保持

足够有效的血药浓度。为了更好地促进 */0在临
床疾病中的有效应用，本实验拟将 */0基因通过慢
病毒载体的介导，实现其在鼠骨骼肌成肌细胞中长

期表达并稳定分泌。

) 材料与方法

)*) 材料
?[TL 1E*/0ET 质粒由美国 8&(’2 公司惠赠，

?@$#%(ABCDE<EFG:G 载体、?@$#%(ABCDEN/O:质粒由武
汉协和医院湖北省干细胞应用与研究中心提供，

@(?")$!%’,(#$ LPPP为 7#H(%&"-$#公司产品，!*’#-E1(H$&
肝细胞由广州中山大学许志威博士惠赠，J<乳鼠
购自华中科技大学同济医学院实验动物中心，新生

牛血清、<KNK、6:K7ETAMP 和胰蛋白酶为 /7I;G公
司产品，结蛋白（<$3,(#）抗体为 @’4 C(3("# 公司产
品，引物由上海生物工程技术服务有限公司合成，

:;6产物回收纯化试剂盒为 [5,"&公司产品，质粒
提取试剂盒购自中鼎生物技术有限公司，7/OET
N@7J8检测试剂盒为德国 <6/公司产品。
)*+ 方法
)*+*) 引物的设计与合成：选取 */0基因编码区
两侧的碱基序列，合成相应的引物；另根据 ?@$#%(AB
CDE<EFG:G载体引物设计的要求，在 */0基因起始

密码子 8F/ 前加上 M 个碱基 ;8;;，引物序列见
表 T。

表 ) ,-.扩增所用的引物及其序列
/012" ) ,&34"& ("56"78"( 6("’ 9%& :;" ,-. 04<239380:3%7
;"#3%&+!% :&(,$& 3$>+$#!$

*/0 D\E ;8;;8F/ /;F 8;8 //; F;; ;// 8;/ EZ\

D\E FF8 FF ;;8 /// ;;8 //8 /8/ /;8 ;F/ EZ\

)*+*+ 重组质粒 ?@$#%(ABCDE*/0 的构建：如图 T，
以 ?[TL 1E*/0ET质粒为模板，加入 */0基因的上、下
游引物，在 <$$? C$#%6 高保真聚合酶的作用下，先
YM]预变性 TP,(#，再 YM]变性 ZP3、AZ]退火 ZP3、
^L]延伸 MD3，共 LD 个循环，合成 */0 基因（全长
^TD4?），:;6产物回收试剂盒回收 :;6产物，即得到
纯化的目的基因片段。将目的基因片段和 ?@$#%(AB
CDE<EFG:G 载体按照 ?@$#%(ABCDE<EFG:G 载体试剂
盒的说明书，取 T!@ :;6产物，T!@载体（尽量保证
:;6产物与载体的摩尔比为 PSD _ T ‘ L _ T），T!@ 盐
水，Z!@ 无菌水，共计 A!@；室温温育 D ‘ TP,(#，使
:;6产物和载体连接，然后转化至 J%41Z感受态大肠
杆菌中，将转化菌在含氨苄青霉素（’,?(!(11(#）和稻
瘟菌素（41’3%(!(2(#）的 @8平皿中克隆后，挑单克隆菌
落行 :;6鉴定，选取正确的转化子进行大量扩增，
提取质粒。

)*+*= 鼠骨骼肌成肌细胞的分离、培养与鉴定：取
Z ‘ D 2的 J<乳鼠，去头处死，仔细分离后肢肌肉，
尽量去除皮肤、筋膜、肌腱及血管组织。无菌 :IJ
浸洗 Z ‘ D遍以去除血细胞，加 PSLQ 胰酶 Z^] 水
浴锅中震荡消化 TP ‘ TD,(#，取上部悬液转入离心
管，重复 Z ‘ M次至肌组织完全消化，加入含 LPQ新
生牛血清的 <KNK培养基于离心管中终止消化，离
心、弃上清，将细胞转入培养瓶，加入适量含 LPQ新
生牛血清的 <KNK培养基，差速贴壁 T* 以获得纯
化的成肌细胞。隔天换液，并于第 M 2 将细胞用
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图 ! "#$%&’(’)*+,-./0123重组载体的构建
4’56 ! 78%+&)*9&’8% 8: )$98;<’%=%& >$%&’(’)=> ($9&8) "#$%&’(’)*+,-./0123

?@AB 胰酶消化转至 ,孔培养板（细胞数为 !?/ -孔）
以用于成肌细胞生长曲线的绘制和质粒的转染。同

时取成肌细胞以 !?C -# 接种于生长载玻片，DE F、
/B7GA孵箱孵育 AH 1，经 H F I03=%J+液洗涤 A 次，
冷丙酮固定 !/;’%。按常规 KL染色方法进行 I$+;’%
鉴定。

!"#"$ 成肌细胞存活率的检查和细胞生长曲线的
绘制：取第 H M胰酶消化的细胞悬液，吹打均匀后吸
取 !??!#于一塑料离心管内，另加入 !??!# H5-# 的
台盼蓝，充分混匀；吸取 !滴于血细胞计数板上，倒
置显微镜下观察，凡着色者为不正常或已死亡细胞。

同时上述用于绘制成肌细胞生长曲线的细胞连续培

养 N M，以了解细胞的生长情况。
!"#"% 成肌细胞的转染和筛选：待 , 孔板中的细
胞长满到约 N?B时开始细胞转染。细胞分组：实验
组（转染质粒为 "#$%&’,-./0 123），阳性对照组（转染
质粒为 "#$%&’,-./0O24L），筛选对照组（没有加质
粒，只加筛选试剂以确定没有转染抗性基因质粒的

细胞被杀死的时间），阴性对照组（没有加质粒和筛

选试剂）。转染步骤参照 #’"8:$9&=;’%$ A??? 的说明
书。转染 AH 1 后换液、加入稻瘟菌素（<>=+&’9’M’%）
H!5-;# 进行筛选，每 D P H M换液，共 !H M。
!"#"& 转染效率的检测：转染约 AH 1 后，随机选择
D P / 个视野-孔，在激光共聚焦显微镜的激光
（HNN%;）激发下观察计数，以发绿色荧光细胞的平
均数与总细胞平均数的比值来估计质粒的转染

效率。

!"#"’ 鼠骨骼肌成肌细胞分泌 )123的检测：在预
期时间里收集上清，H???)-;’% Q !?;’% 离心，取上
清 A??!#，R A?F保存。用放射免疫法检测细胞培
养上清中的 )123的含量（由武汉协和医院核医学
科完成）。

!"#"( )123 生物学活性的检测：取对数生长期
91=%50>’($)肝细胞，接种到 AH 孔培养板的 !A 孔中，
每孔细胞约 A Q !?H。其中 H孔（S组）加 !?B新生
牛血清的 TLUV0!,H? 培养基 !;#，H 孔（W 组）加
!A@/B新生牛血清的 TLUV0!,H?培养基 N??!#及阳
性对照组的上清液 A??!#，剩余 H孔（7组）加 !A@/B
新生牛血清的 TLUV0!,H?培养基 N??!#和已经测定
了浓度的实验组上清液 A??!#（浓度约为 ,? %5-;#）。
置于 DE F、/B 7GA 孵育箱 AH 1、HN 1、EA 1 后，用

V240! O#VKS试剂盒检测培养上清液中 V240! 的浓
度，操作步骤严格按照试剂盒的说明书。

!"#") 数据的统计与分析：数据均以! X ! 表示，
统计方法为 " 检验。

# 结果

#"! *+,-./&01%2 345的鉴定
挑单克隆菌落，用载体上的引物（见表 A），及目

的基因的引物（见表 !）做 L7T，产物在 ?@NB 凝胶里
电泳 !/;’%，结果如图 A；质粒测序由大连宝生物完
成，测序引物为载体上的 7U. 上游引物（7U.
48)Y=)M）和 ./下游引物（./ T$($)+$）。测序结果示
插入序列与 2$%W=%J 中（ZU0???/!/，5’：A?N?CAHN）

/HA刘向阳等：人生长激素慢病毒载体的构建及其在鼠骨骼肌成肌细胞中的表达



的编码区序列完全一致。

表 ! 载体测序所用的引物及其序列
"#$%& ! ’()*&( +&,-&./&+ -+&0 12( 34& 456 +&,-&./&

!"#$"%&" ’()*"( +"#$"%&"

,-. /0(12(3 456 ,7,8889777,779877,797 6:5

.4（,6;"(*）<"="(+" 456 8,,787787877799877789 6:5

图 > 以 ?@"%;)AB.46C7D为模板，用不同的引物做 ’,<
鉴定质粒的琼脂糖凝胶电泳图

/)EF > 8E2(0+" E"G "G"&;(0?C0("+)+ ?2;;"(% 0H
;C" ’,< ?(03$&;+ 0H ("&0*I)%2%; ?@"%;)AB.46C7D

?G2+*)3 1);C 3)HH"("%; ?()*"(+
J：*2(K"(：L@>MMM；>：,-. /B.4 <（NOM I?）；:：,-. /BC7D <
（PQQ I?）；O：C7D /B.4 <（QQP I?）；4：C7D /BC7D <（QJ4 I?）

（I?：I2+" ?2)(；/：H0(12(3；<：<"="(+"）F

!7! 8&+*).免疫细胞化学染色
将分裂增殖 O 3、MR>S 胰酶消化的成肌细胞在

生长载玻片上孵育 >O C后用 3"+*)% 抗体进行常规
!’染色，结果如图 :示：NOS的成肌细胞 L"+*)% 胞
浆呈阳性反应，细胞核外周及胞浆呈棕色或棕黄色，

表明培养的细胞为成肌细胞。

图 : 成肌细胞 3"+*)%染色阳性（倒置显微镜 T >MM）
/)EF : -U0IG2+; )**$%0&C"*)+;(U +;2)%"3 IU L"+*)% 2%;)I03U
（)%="(;"3 *)&(0+&0?" T >MM）：&"GG %$&G"$+ 2%3

&U;0?G2+* 1"(" +C01"3 ?0+);=" +;2)%

!79 成肌细胞生长活性检测和生长曲线的绘制
台酚蓝染色后 NOS的细胞不着色，说明本实验

方法培养的细胞存活率高。细胞连续计数所绘制的

成肌细胞生长曲线显示：细胞在培养的第 : V 4天增
殖达高峰，4 3后基本达生长平台期（图 O）。

图 O 成肌细胞生长曲线图
/)EF O 9C" E(01;C &$(=" 0H *U0IG2+;

!7: 转染效率的检测
以质 粒 ?@"%;)AB.46W7/’ 为 对 照 质 粒，用

@)?0H"&;2*)%" >MMM转染成肌细胞，其瞬时转染效率
达 OMS以上。图 4中，绿色荧光的细胞为已经成功
导入重组质粒并表达的细胞。

图 4 激光共聚焦扫描显微镜下（ T >M）?@"%;)AB.46W7/’
转染效率图

/)EF 4 9C" ;(2%+H"&;)0% "HH)&)"%&U 0H ("&0*I)%2%;
?@"%;)AB.46W7/’ $%3"( ;C" ,0%H0&2G @2+"( !&2%%)%E

-)&(0+&0?"（ T >M）

!7; 细胞筛选结果及重组人生长激素（(456）检测
在加入 IG2+;)&)3)%后第 JO 3，筛选对照组和阴性

对照组细胞全部死亡。<X8检测结果示：实验组细
胞在转染 >O C后（还没加入筛选试剂），(C7D的分泌
量为（:4RN Y OR>）%EB*@，筛选 > 周后为（JMQR> Y
:RQ）%EB*@。表 : 显示的是观察的 P 周中各个时间
点 (C7D的分泌量。对照组没有检测到 (C7D，与实
验组结果相比，有极显著差异（! Z MRMJ）。
!7< (456生物学活性的检测结果
分别在 >O C、OP C、Q> C取 JMM!@上清，W@X!8检

AO> "#$%&’& ()*+%,- ). /$)0&1#%)-)23 生物工程学报 >MMA，.0GR>>，[0R>



表 ! 不同时间点 "#$%的分泌浓度
&’()* ! &#* +*,"*-*. ,/0,*0-"’-1/0 /2 -#* "#$% 10 .122*"*0- -13*

!"#

$%& ’() $&%& *##+ ,-’ *##+ ./’ *##+ 0&" *##+ 1&" *##+ 2&" *##+ 3&" *##+ 4&" *##+
56-7#-&/(&86- 69

&"# /":;（-<=>?）
.1@A B 0@, 14@A B .@. $C3@, B .@3 $13@0 B 2@3 $01@A B .@2 $,3@4 B 3@C $.C@3 B A@. $$A@0 B ,@0 $$4@0 B 1@0

测结果如图 2。可见，在加入 /":;后，7"(-<DE8F#/肝
细胞分泌 G:HD$的能力大大增强（! I C@C$）。因此，
通过本方法获得的 /":;具有较强的生物学活性。

图 2 不同时间点 7"(-<DE8F#/肝细胞 G:HD$的分泌水平
（J：加 $CK的新生牛血清的 LMNGD$20C培养基 $>?，
O：加 4CC!? $CK LMNGD$20C和 ,CC!?阳性对照液）
H8<P 2 !8>#D76Q/%# #99#7& 69 $CK 76-’8&86- >#’8Q> 6-
%#7/#&86- 69 G:HD$（J：$>? $CK LMNGD$20C；OP 4CC!?

$,@1K LMNGD$20C R ,CC!? %QS#/-(&(-& 69 S6%8&8F# 76-&/6E）P

! 讨论
近年来，易于从肌肉组织中分离、培养、鉴定［1］

及外源转染［2］的骨骼肌成肌细胞已经成为外源重组

蛋白质的表达和释放系统。它能够不断地增殖，并

使外源基因在其中长期、稳定地表达。T(-’#/UQ/<"
;;［3］等成功运用骨骼肌成肌细胞构建了能长期存
活并可被移植的生物人工肌肉；?Q VW［4］等对 TX:H
基因修饰的生物人工肌肉在动物体内的实验已获成

功。目前，研究疾病基因治疗的外源基因的导入方

法主要有磷酸钙共沉淀法、电穿孔法、裸质粒直接注

射和载体介导等，但研究最多的还是病毒载体介导。

病毒载体包括腺病毒载体、腺相关病毒载体、鼠白血

病逆转录病毒载体及慢病毒载体等。腺病毒载体经

包装后能产生高滴度的病毒颗粒，能感染分裂和非

分裂细胞，却不能将外源基因整合到染色体上，且能

引起较严重的免疫反应；腺相关病毒载体能将外源

基因导入细胞，并且很少产生免疫反应［A］，然而，其

插入片段 I 0@1 +U，转染效率较低。鼠白血病逆转
录病毒载体则只能转染增殖期细胞［$C］。本实验所用

的慢病毒载体（S?#-&82=T1DYD!ZLZ）是由 JGY[ 病原
体改建而来，属逆转录病毒亚属，但它的宿主范围比

传统的逆转录病毒载体更为广泛，甚至能够转染并

将目的基因整合到中枢神经系统的细胞［$$］。另外，

它也具有免疫反应小、生物安全性高的特点。然而，

慢病毒载体携带基因较小（ I $C+U）是其使用的限
制因素之一。并且，目前人们对慢病毒载体应用于

临床的安全性还存在诸多顾虑，故尚需进一步通过

各种实验做出充分评估，但其能够瞬间或长期转染

多种细胞的特点势将使其成为一类很有前途的基因

转移载体。

本实验采用 S?#-&82=T1DYD!ZLZ载体，插入 ":;
基因，从而构建了 S?#-&8F8/Q%2=T1D":; 重组质粒。
根据载体的特性，我们设计了特异性的引物，在

Y##S T#-&M高保真聚合酶下，很方便的通过 L5M法
获得带钝末端的 ":;片段。获得的片段在室温下
简单的与载体孵育 1 \ $C>8-，即可使两者相连，省
却了繁琐而漫长的酶切、连接等过程。在质粒的鉴

别上，依靠载体自带的引物，一方面通过 L5M就可
鉴别目的基因插入的方向正确与否，另一方面，利用

双向测序法，可知插入片段的序列与 :#-O(-+中的
":;D$编码区完全一致。此类载体对肌细胞的转染
率非常高。5Q’/#DN(Q/6Q] 5等［$,］用经 ,A.H!细胞包
装获得的 E#-&8F8/(EDX:HL病毒颗粒感染肌卫星细胞，
其效率达 4CK，O(7"/(7" X等［$.］用此型载体对肌前
体细胞的感染率几乎达 $CCK。本实验所取得的瞬
时转染效率虽然只达 0CK，但这是在未经三质粒共
转染 ,A.H! 细胞包装成病毒颗粒的情况下所取得
的。这样，我们不仅简化了实验步骤，也大大节约了

实验成本。质粒转染细胞后，,0 "蛋白质的分泌量
为（.1@A B 0@,）-<=>?，第 . 周达高峰，为（$13@0 B
2@3）-<=>?；观察至第 4 周，其分泌量仍稳定在
（$$4@0 B 1@0）-<=>?。与耿朝晖等用的 /J7TDO(7D
"$":;［$0］和李锋等用的 S7Y^JD":;［$1］相比，本实验
所构建载体对细胞的转染，无论是蛋白质表达的观

察时间，还是蛋白质分泌的水平，都明显高于前两者

30,刘向阳等：人生长激素慢病毒载体的构建及其在鼠骨骼肌成肌细胞中的表达



（! ! "#"$），并且初步实现了 %&’在能够组织工程
为生物人工肌肉的骨骼肌成肌细胞中长时间的表

达。当我们把分泌的 (%&’ 加到培养 )%*+,-./01( 肝
细胞的培养基中时，发现肝细胞分泌 2&3-$ 能力有
很大提高，从而验证了本实验获得的 (%&’的生物
学活性。此外，本实验所用的阳性对照质粒 451+6/78
9:-;&3<，因转染后表达的荧光均匀地分布于细胞
核和细胞浆［$7］，所以我们在观察估计转染效率的时

候，可以明确地看到成肌细胞的形态。

总之，本实验成功构建了 451+6/0/(=>789:-%&’，
实现了其在鼠骨骼肌成肌细胞中的长期、大量、稳定

的表达，并证明了 (%&’具有促进肝细胞分泌 2&3-$
的能力，为进一步研究 %&’的基因治疗在心血管疾
病中的应用提供了一种好的选择，同时也为下一步

的含 %&’的组织工程生物人工肌肉的构建提供了
良好的载体。
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