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摘 要 \+]8 属于 ?UIP!超家族，具有较强的骨诱导作用。主要利用 \+]8 自身的信号肽、前肽与成熟肽基因序列构建了表

达质粒 :0;*9P\+]8；同时利用 \+]! 的信号肽、前肽与 \+]8 的成熟肽基因序列构建了表达质粒 :0;*9P\+]!^8。将两种质粒

分别瞬时转染 M’A$ 细胞，发现质粒 :0;*9P\+]!^8 表达 7@\+]8 的效率高于质粒 :0;*9P\+]8。然后将质粒 :0;*9P\+]!^8 与

含二氢叶酸还原酶基因（7"-*）的表达质粒共转染 7"-* 缺陷型的中华仓鼠卵巢（MZ4）细胞，经 U_=N 筛选、氨甲蝶呤（+?‘）介导

目的基因扩增、亚克隆后得到表达 7@\+]8 成熟肽的单克隆细胞株。将表达产物 7@\+]8 初步纯化后，能诱导前成肌细胞系

M!M=! 向成骨细胞方向转化，显示其具有骨诱导作用。

关键词 \+]8，中华仓鼠卵巢细胞，重组表达，骨诱导作用
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人们很早就发现脱钙骨基质能诱导骨形成，但

是直到 =>8% 年才由 [71A5 分离出骨基质中能诱导骨

形成的有效成分，并将这种活性物质命名为骨形态

发生蛋白（6’F/ <’7:@’E/F/510 :7’5/1FA，\+]A）［=］。研

究表 明，\+]A 属 于 转 化 生 长 因 子!（ 57,FAG’7<1FE
E7’B5@ G,05’7!，?UIP!）超家族，它与该家族其它成员



一样，在体内先合成包括信号肽、前肽和成熟肽的前

体蛋白，通过三对链内二硫键形成半胱氨酸结结构，

一对链间二硫键形成同源或异源二聚体。经糖基

化、酶切后释放出成熟肽二聚体来发挥其生物学功

能。目前已发现的 !"#$ 有十多种，不同 !"#$ 的骨

诱导作用方式和强度有所不同。

骨形态发生蛋白 %（&’() *’+,-’.)()/01 ,+’/)0($
%，!"#%）为 !"#$ 家族中发现较晚的成员，作用于

骨形成的更早期，能诱导成软骨细胞前体细胞分化，

促进成软骨和成骨表型形成，对软骨与骨形成起关

键作用［2，3］；!"#% 在骨折愈合过程的不同阶段均受

到诱导表达，对骨折愈合发挥重要作用［4］；用携带不

同 !"#$ 基因的腺病毒载体分别转染成肌细胞系、

裸鼠和大鼠时，发现 !"#% 与 !"#$ 家族其它成员相

比，以软骨内和膜内成骨方式，产生很强的骨诱导作

用［5，%］。但是 !"#$ 组织含量低、来源有限、分离纯

化步骤繁琐，而且存在感染、过敏等不良反应，难以

满足实践的需要。通过基因重组技术制备人 !"#%，

不仅可以满足基础与临床研究的需要，而且无感染

和过敏等风险［6，7］。

本研究旨在通过构建两种不同的 +-!"#% 表达

质粒，在瞬时转染中比较其表达效果，并选其表达量

高者制备稳定转染细胞株，对其生物学活性进行检

测，为进一步的研究及临床应用奠定基础。

! 材料与方法

!"! 质粒、菌株、细胞株

质粒 ,892:!"#$、,1;<=3>?（ @ ）由 本 室 保 存，

,1;<=:!"#2A%、,1;<=:!"#% 为 本 室 构 建。 菌 株

;B5!本室保存，C! 培养基培养。D’$6，D2D?2 细胞

本室保存，在 ?EFG!8 的 ;"H" 上培养；DBI:!"#$ J

购自上海细胞库，?EFG!8 的 K";" 培养基中添加次

黄嘌呤和胸腺嘧啶培养；细胞培养基均含 ?EELA*C 青

霉素:?EE".A*C 链霉素，培养条件均为 36M，5F DI2。

!"# 工具酶及试剂

限制性内切酶、NOP ;<= 聚合酶、HQ NOP ;<= 聚

合酶、C= NOP ;<= 聚合酶、N4 ;<= 连接酶及 N4 磷

酸激酶购自大连宝生物公司，逆转录酶 ""C9 购自

#+’*).O 公司，;<= 片段凝胶回收、质粒制备试剂购

自 I"HR= 公司，C0,’S)1/O*0() 2EEE、细胞培养试剂购

自 K(T0/+’.)( 公司，羊抗人 !"#% 抗体购自 8O(/O D+LU
!0’/)1-(’V’.W K(1，抗羊 K.R:BX# 购自 #+’*).O，-!"#%
HCK8= 试剂盒购自 XY; 公司，B),O+0( DC:%! 购自

#-O+*O10O公司，碱性磷酸酶活性测定试剂盒、氨甲

蝶呤（"NZ）购 自 80.*O 公 司，R4?7 购 自 #+’*).O
公司。

!"$ 引物设计、合成与处理

根据人 !"#2 和 !"#% 的 *X<= 序列设计引物，

由 K(T0/+’.)( 公司合成。克隆人 !"#2 信号肽、前肽

基因 序 列（ ,!"#2）的 上 游 引 物 为 -!2:32?G：5[:
.1/..O/11O11O/../..11...O111.1/./1:3[（ %&’B#），下 游

引 物 为 -!2:??%\X：5[:O1./////1/1////./..O.O..O/.:3[；人

!"#% 成熟肽（*!"#%）的上游引物为 -!%:?323G：5[:
1OO1O.O./1./OO/1O:3[，下 游 引 物 为 -!%:?62?X：5[:
..11..1/1.O.//O./..1O/11O1OO.1/1/:3[（ (")#）；人 !"#%
信号肽、前肽和成熟肽（!"#%）的上游引物为 -!%:
?%G：5[:11//OO.1//11..O1.O11O/.O.O.O/O:3[（ *+,]$），下

游引物为 -!%:?62?X。其中 -!2:??%\X 与 -!%:?323G
经 N4 磷酸激酶磷酸化处理。R=#;B 的上游引物为

5[:/.OO../1.././.OO1..O/:3[，下 游 引 物 为：5[:1O/./O..11
O/.O../11O11O1:3[。
!"% 表达质粒 &’()*+,-./ 和 &’()*+,-.#0/ 的

构建

人胎盘组织由天津市第一中心医院妇产科提

供，总 X<= 的抽提方法按 N+0U’V 试剂操作说明进行。

取 2". 总 X<= 为模板反转录，以反转录产物为模

板，#DX 扩增 ,!"#2、*!"#% 和 !"#%，反应产物按

照 ;<= 片段凝胶回收试剂的操作说明进行纯化、回

收。将 !"#% 克隆到 ,1;<=3>?（ @ ）中，构建成重组

质粒 ,1;<=:!"#%；,!"#2 和 *!"#% 片段用 N4 ;<=
连接酶连接，以连接反应产物为模板，以 -!2:32?G
与 -!%:?62?X 为引物，#DX 扩增得到 !"#2A%，克隆到

,1;<=3>?（ @ ）中，构建成重组质粒 ,1;<=:!"#2A%。

将重 组 质 粒 分 别 转 化 ;B5!菌 株，经 过 菌 落

#DX 初步筛选、限制性酶切反应鉴定后，获得的阳性

克隆进行测序。用 !C=8N 程序比对重组片段与目

的基因在序列、起始密码子和阅读框架的一致性。

!"1 &’()*+,-./ 和 &’()*+,-.#0/ 的瞬时表达

重组质粒 ,1;<=:!"#% 和 ,1;<=:!"#2A% 的大

量制备按照质粒制备试剂的操作说明进行，D’$6 细

胞为表达宿主，电穿孔介导转染。2E". 质粒A2 ^ ?E%

细胞，终体积 E>4*C 加入到 E>41* 电击杯中混匀，以

22E9、25*$ 间隔，电击 ? 次，接种于 ?E1* 培养皿中。

隔天换无血清培养基，24- 后收集，免疫印记检测

+-!"#% 蛋白水平的表达；N+0U’V 法提取总 X<=，XN:
#DX 检测 +-!"#% *X<= 水平的表达。

!"/ 稳定表达 23,-./ 细胞株的构建

按脂质体转染试剂 C0,’S)1/O(*0() 2EEE 的操作

4?4 -"+,./. 0)1$,&2 )# %+)3.4",)2)56 生物工程学报 2EE6，9’V>23，<’>3



说明，将 !"#$%&’()*+, 与 !-.*&/012 以 34 5 3 的比例

共 转 染 678&!"#$ 9 。 转 染 :;0 后 消 化，用 含

4<=>?@+?A B:3; 的选择培养基接种于培养皿中，筛

选稳定转染细胞。

将稳定转染细胞消化后，用含 (CD 4<4>!?EF+A
的扩增培养基，以 G H 34> 细胞接种于 C*> 培养瓶

中，传 G 代后 : 倍梯度增加 (CD 浓度。(CD 浓度增

加至 3<,!?EF+A 时终止。然后消化细胞以 4<; 个细胞

+孔，接种于 I, 孔细胞培养板中，筛选单克隆细胞株。

!"# $%&’() 的表达和初步纯化

将稳定表达 20’(), 的单克隆 678 细胞株，接

种到 C3=> 培养瓶，完全培养基培养至细胞汇合约

;4J后，换无血清培养基。将所收集培养基用截留

分子量为 34K# 的超滤膜超滤浓缩 34 倍，浓缩液用

*4??EF+A C2LM&76F（!7=<:）、4<3>?EF+A $N6F 的结合缓

冲液进行缓冲液交换，然后结合于溶胀、平衡好的

0O!N2LP -O!0O2EMO 6A&,’ 肝素亲和介质，用 34 倍体积

的 结 合 缓 冲 液 洗 涤 后，用 *4??EF+A C2LM&76F
（!7=<:）、3?EF+A $N6F 洗脱，洗脱液经超滤浓缩、脱

盐后 9 =4Q保存备用。

!"* $%&’() 浓度和蛋白含量测定

按照 0’(), #RE-OS TAU-% #OVOFE!?OPS KLS 操作

步骤测定无血清培养基或初步纯化产物中 20’(),
的含量。蛋白浓度测定采用 ’6% 显色法，牛血清白

蛋白为标准品。

!"+ ,-,.(/01 和 23453$6 7895
-#-&)%BT 和 WOMSO2P XFES 检 测 条 件 培 养 中

20’(), 的分泌表达。无血清培养基经三氯乙酸法

（C6%）沉淀浓缩后，适量 )’- 溶解，’6% 法测定总蛋

白浓 度 后，9 =4Q 保 存［I］。 -#-&)%BT 采 用 C2LM&
C2L"LPO 缓冲系统，还原或非还原性条件，WOMSO2P XFES
参照《分子克隆实验指南》［I］所述方法进行。一抗为

*!@+?A 羊抗人 ’(), 多抗，二抗为 3 5 G444 稀释偶联

辣根过氧化物酶的抗羊抗体，底物为氨基苯二酰肼。

!"!: $%&’() 的生物学活性

根据骨形态发生蛋白能诱导成肌细胞向成骨细

胞方 向 转 化 的 原 理，通 过 体 外 检 测 成 肌 细 胞 系

6*63* 在 20’(), 的诱导下，成骨细胞特异性标志物

碱性磷酸酶表达水平的变化，来检验所得 20’(),
的骨诱导作用。以 G H 34G 个细胞+孔接种 6*63* 于

I, 孔细胞培养板中，*:0 后，换含不同浓度 20’(),、

>JY’- 的 #(T(，G/ 后 (CC 法计数活细胞，再加入

碱性磷酸酶的底物，室温 *4?LP 后测 %:4>，%:4> 经活

细胞数平均后，比较组间差异。

; 结果

;"! <=->/.&’()和 <=->/.&’(;?)的构建与鉴定

以人胎盘 "#$% 为模板，经特异引物扩增后分

别得到与 !’()*、?’(), 和 ’(), 的基因序列大小

一致的片段；以 !’()* 与 ?’(), 的连接产物为模

板扩增到与 ’()*+, 基因序列大小一致的片段。将

’(), 和 ’()*+, 分别克隆到 !"#$%G<3（ Z ）中，得到

!"#$%&’()*+, 与 !"#$%&’(),，经限制酶切鉴定后，

选取阳性菌株进行测序。测序结果表明：基因序列、

起始密码子及翻译框架与预期一致，说明重组质粒

构建成功。

;"; <=->/.&’() 和 <=->/.&’(;?) 的瞬时表达

重组质粒 !"#$%&’(), 和 !"#$%&’()*+, 瞬时

转染 6EM= 细胞 *:0 后，提取细胞总 [$%，经 [C&)6[
反应检测发现，与转染空载体的对照组相比，质粒

!"#$%&’(), 和 !"#$%&’()*+, 在 ?[$% 水平都能

够有效表达 20’(),（图 3）。

图 3 [C&)6[ 检测 !"#$%&’(), 与 !"#$%&’()*+, 在

6EM= 中瞬时转染后的 ?[$% 转录水平

YL@\3 C2NPMLOPS O]!2OMMLEP E1 !"#$%&’(), NP/
!"#$%&’()*+, LP 6EM= X^ [C&)6[

(：#$% ?EFO"RFN2 _OL@0S ?N2KO2；3：!"#$%&’()*+,；*：!"#$%&

’(),；G：PO@NSLVO\

图 * 免疫印记检测 !"#$%&’(), 与

!"#$%&’()*+, 在 6EM= 中的瞬时表达

YL@\* C2NPMLOPS O]!2OMMLEP E1 !"#$%&’(), NP/
!"#$%&’()*+, LP 6EM= X^ WOMSO2P XFES

!"#$%&’()*+,<3：PEP&2O/R"O/ "EP/LSLEP； *： 2O/R"O/ "EP/LSLEP；

!"#$%&’(),；G：PEP&2O/R"O/ "EP/LSLEP；:：2O/R"O/ "EP/LSLEP\

制备重组质粒 !"#$%&’(), 和 !"#$%&’()*+,，

瞬时转染 6EM= 细胞 *: 0 后，收集无血清条件培养基

经 C6% 沉淀、浓缩，经 34J -#-& )%BT、WOMSO2P XFES
检测，结果如图 * 所示，6EM= 细胞瞬时转染 !"#$%&
’()*+, 后的条件培养基在还原和非还原条件下，各

检测到一条特异的条带；而转染 !"#$%&’(), 后检

>3:闫继东等：利用同源蛋白的信号肽和前肽序列在 678 细胞中表达重组人 ’(),



测到不明显的条带，表明重组质粒 !"#$%&’()*+,
能在培养哺乳动物细胞中有效表达、分泌 -.’(),。

!"# 稳定表达 $%&’() 细胞株的构建

将 !"#$%&’()*+, 与 !/0*&1.2- 共 转 染 345&
!"#$ 6 细胞，789: 筛选获得稳定转染细胞后，通过

(;< 使目的基因得以扩增。收集扩增前后的条件

培养基，经 9=> /#/&)%7? 与 @ABCA-D EFGC 检测，表

明扩增后 -.’(), 的表达水平（图 H）有明显增加。

亚克隆后，经 ?IJ/% 检测、筛选到 -.’(), 表达水平

为 9KL:KDM+（9=, "AFFB·*8.）的 单 克 隆 细 胞 株 345&
.’(),。

图 H 免疫印记检测 (;<介导基因扩增前后 -.’(),表达量

NOMPH ;.A !-G1Q"COROCS G2 -.’(), OD"-ATBA1 T2CA-
(;< UA1OTCA1 MADA TU!FO2O"TCOGD

(：!-GCAOD UGFA"QFT- VAOM.C UT-WA-L’A2G-A TU!FO2O"TCOGDL9：DGD&-A1Q"A1

"GD1OCOGD；*：-A1Q"A1 "GD1OCOGDP %2CA- TU!FO2O"TCOGDP H：DGD&-A1Q"A1

"GD1OCOGD；8：-A1Q"A1 "GD1OCOGDP

!"* $%&’() 的初步纯化与生物学活性

通过分批结合、洗脱的方法，用肝素亲和层析对

条件 培 养 基 中 的 -.’(), 进 行 初 步 纯 化。 用 含

=L9XUGF+I $T3F 的结合缓冲液平衡后，约 :=>的杂

蛋白都不结合，然后用含 9UGF+I $T3F 的洗脱缓冲液

将 -.’(), 洗脱，因此经过初步纯化可以去除 :=>
左右的杂蛋白。洗脱液经超滤脱盐、浓缩后得到初

步纯化产物。

体外 检 测 成 肌 细 胞 系 3*39* 在 初 步 纯 化 的

-.’(), 的诱导下，成骨细胞标志物碱性磷酸酶活性

呈剂量依赖地显著增加（图 8），表明所得 -.’(), 具

有明显的骨诱导作用。

图 8 -.’(), 的生物学活性

NOMP8 ’OGFGMO"TF T"COROCS G2 -.’(), UATBQ-A1 ES
OD1Q"COGD G2 %I) T"COROCS OD 3*39* "AFFB

# 讨论

骨的生长发育和成体后骨重建过程中骨组织形

态结构的发生与形成，是众多生长因子与其胞内信

号途径参与的一个复杂过程。’()B 是其中的关键

因素，外源性给予 ’()B 可以补充骨损伤部位内源

性 ’()B 的不足，促进骨缺损的修复，加快缺损骨组

织的重构。

由于 ’()B 在骨组织中含量甚微，通过基因重

组技术制备 ’(), 是现实可行的途径。目前大肠杆

菌和哺乳动物细胞是应用最成熟的表达系统，我们

已尝试过以大肠杆菌为宿主细胞表达 -.’(),，结果

-.’(), 以包涵体形式产生［9=］，但是与在大肠杆菌中

以包涵体形式表达的 -.’()* 相比，-.’(), 的复性

得率却很低，尚不清楚为什么同源性很高的两种蛋

白在复性得率方面差别很大［99］。由于哺乳动物细

胞表达系统表达的重组蛋白在分子结构、理化特性

和生物学功能方面更接近天然蛋白分子，因此本研

究采用哺乳动物细胞为表达宿主。

我们分别构建了含 ’(), 信号肽、前肽与成熟

肽基因序列和含 ’()* 信号肽、前肽与 ’(), 成熟肽

基因序列的哺乳动物细胞表达质粒 !"#$%&’(), 与

!"#$%&’()*+,，该质粒均含有 3(0 启动子、/08= 复

制起点及 $AGUS"OD 抗性基因。分别将 !"#$%&’(),
和 !"#$%&’()*+, 在相同条件下瞬时转染 3GBY 细胞

后，在 UZ$% 水平，两者都有相似的表达水平；而在

胞外 分 泌 蛋 白 水 平 上 却 有 明 显 的 差 异，!"#$%&
’()*+, 比 !"#$%&’(), 更 能 有 效 表 达、分 泌

-.’(),。只有在 !"#$%&’(), 质粒和细胞数量增加

约为 !3#$%&’()*+, 的 9= 倍以后，才能明显检测到

-.’(), 的表达（结果未列出）。表明转染由 ’()*+,
构成的融合质粒不仅能够有效地分泌表达 -.’(),，

而且表达效率比 ’(), 基因构建的质粒高。这可能

是由于 ’()* 基因的翻译起始、分泌效率本身较高

的缘故。与 [GQ 等应用鼠血清白蛋白信号肽序列在

345表达 ;7N&!9 的结果一致［9*］，采用自然条件下

高表达蛋白的信号肽序列能提高外源目的蛋白的表

达量。

本研究以 345 为表达宿主，经抗性筛选、基因

扩增后得到 -.’(), 表达量较高的细胞株，表达产

物经初步纯化后，具有有效的骨诱导作用。为 ’(),
的结构和功能研究，以及进一步的应用开发研究奠

定了基础，也为其它重组蛋白的分泌表达提供借鉴

作用。
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