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可调控 )*+ $& 表达的单质粒载体构建及其在
,-./0 中的表达研究
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<@$%&,(% ABC/(%)0/D => [>G0EFV[E K 0]GLID `D[E>F ]G )*+76 D?9FD00]>G ]G K [>GEF>IID^ AKGGDF KG^ ]G`D0E]LKED ]E0 D?9FD00]>G ]G K^]9>0D

^DF]`D^ 0EF>AKI [DII0（,-./0）2 E/%F"G$D =XD IDGE]`]FKI `D[E>F [>GEK]G]GL )*+76 LDGD dK0 [>G0EFV[ED^ EXF>VLX LDGDE][ FD[>AH]GKE]>G KG^

]^DGE]c]D^ Ha HK[EDF]KI +/8 KG^ 0D@VDG[D KGKIa0]02 ,-./0 dDFD EFKG0cD[ED^ Ha IDG`]FV0 [>IID[ED^ cF>A 6<3= [DII2 W]F0ET [DII `]KH]I]Ea dK0

KGKIaeD^ EXF>VLX [DII A>F9X>I>La KG^ *== K00Ka KE ^]ccDFDGE ]G^V[D^ [>G[DGEFKE]>G0 >c ^>?a[aI]GD f->?g2 .D[>G^T E> D0E]AKED EXD Dcc][]DG[a

>c EXD =DE7UG KG^ ^DEDFA]GD EXD >9E]AKI ]G^V[E]>G [>G[DGEFKE]>G >c ->?T EXD 0EFDGLEX >c cIV>FD0[DG[D dK0 ^DED[ED^2 =XD A8B, >c )*+7&

dK0 KI0> KGKIaeD^ EXF>VLX @8=7+/82 PK0EIaT EXD [K9K[]Ea >c ]G^V[]GL )*+7& D?9FD00]>G ]G ,-./0 Ha ->? dK0 ]G`D0E]LKED^ Ha CD0EDFG HI>E

KG^ ^DG0]E>ADEF][ KGKIa0]02 H/$'.%$D 9PQ/=7)*+7& dK0 0V[[D00cVIIa LDGDFKED^ ]G EX]0 FD0DKF[X Ha HK[EDF]KI +/8 KG^ 0D@VDG[D KGKIa0]02
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骨形态发生蛋白（H>GD A>F9X>LDGDE][ 9F>ED]G &，

)*+7&）是骨修复过程中不可替代的生长因子，其

作用的时间和剂量与骨修复过程中的成骨性能密

切相关h17&i。目前多将 )*+7& 包被入微球、与载体材

料混合，通过材料降解控制其释放从而实现 )*+7&

以时间和剂量依赖的方式作用，而蛋白质易降解，

如 )*+7& 在大鼠体内的半衰期为 1" A]G，灵长类

只有 "24 A]G

h#i。随着基因调控技术的发展，有望实现

不同生长因子以时间和剂量依赖的方式表达，但多

将目的基因和调控元件构建在不同的载体上，需要

通过多次转染的方式实现 )*+7& 的调控表达，这

种方法的转染效率低，且目的基因在无诱导条件下
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的背景表达高!"#$%。为了有效促进骨修复，&'(#) 表

达需要一种更为精确、有效的调控系统。本研究的

目的：（*）构建可调控 &'(+, 表达的单质粒慢病毒

载体；（,）优化诱导剂对 -./01 有效作用浓度，研究

优化后的浓度对 &'(+, 表达的调控作用。

! !"#$%

*2* !" 3&/（4506789 公司，美国）；:;.'<' 培

养基（=>&0? 公司，美国）；双抗（青霉素;链霉素，

=>&0? 公司，美国）；'@@、多西环素（.7A5B5B6C89，

.7A）、聚凝胺（(765DE989）（/CFGH 公司，美国）；磷酸

盐缓冲液（(&/）（生工，上海）；E@HI .J- 聚合酶（宝

生物工程有限公司，大连）。,KL@ 细胞由天津医科大

学免疫炎症实验室张荣信教授惠赠；慢病毒表达载

体 I:M0@#N@OPO-& （简称 I:M0@）、包装质粒

I'.,Q=、I1(-R, 购 自 -SSF989 （美 国）； 质 粒

IT0$U#&'(#, 由金唯智 （苏州，中国） 合成。

(6H1GCS 抽提试剂盒，聚合酶链反应产物回收试剂盒

（VCHF98 公 司 ， 德 国 ）， 大 鼠 &'( +, 抗 体

（>GGW87XH5 生物公司，美国）。(6W1+,Y 离心超滤装

置（'C66CI7E9 公司，美国）；倒置荧光显微镜（?65GIW1

公司，日本）。

*Z, #$

*Z,Z* 调控 &'(#, 的慢病毒表达载体构建及鉴

定 从 =989DH8[ 中 提 取 大 鼠 &'( #, 基 因

（J'\]*U*U^Z*）编码区序列，由金维智公司将 &'(;

, 基因合成在质粒 IT0$U 中，即 IT0$U;&'(;,。设

计合成含 !"#> 酶切位点（@@--@@--）和 $%& > 酶

切位点_-0=0=@`的一对引物，引物序列：上游引物

$! ; 00@@--@@---@==@==00===-000=0 ;L!，

下游引物 $!;0=-0=0=@0@-=0=-0-000=0--0

0;L!，以 IT0$U;&'(;) 重组质粒为模板，(0O 法扩

增出大鼠 &'(;) 目的片段，聚合酶链反应参数为：

预变性 K$ "，$ GC8；循环变性，K" "，LY 1；复性，

$$ "，a GC8；延伸，U, "，KY 1，共 L, 个循环，U, "，

延伸 a$ GC8。经双酶切后在体积分数 ab的琼脂糖

凝胶电泳鉴定。

按聚合酶链反应产物回收试剂盒说明回收纯

化目的片段，与同样经双酶切、纯化的慢病毒表达

质粒 I:M0@ 定向连接，连接产物转化感受态

.4$!，将转化后的菌落平铺于含 *#氨苄霉素抗性

的培养板中，LU "过夜培养，对长出的克隆进行

(0O 鉴定，共挑选 $ 个克隆。其中 (0O 鉴定为阳性

的克隆经测序鉴定，证明 &'(;, 已经定向连入

I:M0@，命名为 I:M0@;&'(;,。

在 ,KL@ 细胞中包装慢病毒，根据 I:M0@;

&'(;,、I'.,Q= 和 I1(-R, 测得的浓度，算出包装

所需要的体积，分别于包装后的 "^ c 和 U, c 收获

病毒液，" "保存。将 *$*Y

d 个 -./01 种植于 *Y BG

皿中，待细胞 ^Yb融合后，在 ^ "FeG: 的转染增强

剂聚凝胺存在的前体下，用收集的病毒液感染大鼠

-./01，d c 后更换正常培养基。

*Q,Q, 诱导剂浓度的优化 .7A 用于诱导 &'(;,

表达，根据以往的研究报道，间充质干细胞

（G9198Bc5GH6 1N9G B9661f '/01）耐受 .7A 的浓度大

约为 *g*] "FeG:

!d; %̂。为了评估 .7A 对 -./01 的毒

性，将 -./01 种植于 d 孔板中（*$*]

$ 个e孔），首先

设置不同的 .7A 浓度梯度（]、,、$、d、U "FeG:），初

步筛选诱导剂合适作用浓度，倒置显微镜下观察不

同诱导浓度的诱导剂对 -./01 形态的影响；同时，

将 -./01 种植于 Kd 孔板（*$*]

L 个e孔）中，U, c 后

采用 '@@ 的方法在 "K] 8G 的吸光度下检测以上不

同浓度下细胞的活性变化。

为了进一步优化 .7A 的诱导浓度，再将转染目

的基因的 -./01 种植于 d 孔板中（*$*]

$ 个e孔），添

加不同浓度的 .7A（]、*、L、$、$2$、d "FeG:），通过在倒

置显微镜下观察 =3(的表达强度来判断诱导剂调控

基因诱导表达的效率；同时，U, c 后提取不同浓度下

细胞的 OJ-，设计合适的引物（表 *），采用 hO@;

(0O检测不同诱导浓度下，目的基因的表达变化。

*2,2L &'(;, 表达调控研究 将 *$*]

d 个转染目

的基因的 -./01 种植于 *] BG 皿中，添加不同浓度

的 .7A，U, c 后提取不同诱导浓度下总蛋白，

X91N9E8 D67N 研究 .7A 浓度梯度调控 &'(;, 在

-./01 中表达的剂量依赖关系，采用 >GHF9 i 软件

通过灰度值分析，描绘诱导剂浓度与 &'(;, 相对

表达量的关系。

*2,2" 调控 &'(;, 的慢病毒表达载体的构建和鉴

定 慢病毒表达载体 I:M0@ 的作用原理：如图 *，

IT0$U;&'(;, 重组质粒经克隆限制性内切酶 !"# >

和 $%& > 酶切后可获得长度为 * *]] DI 的片段产物

（图 ,-）。回收目的基因片段和酶切后的慢病毒表

达片段，将二者在室温下经酶联、转化感受态的

& ! "#$%&'('()*

$)* + $,- .-/012 34 "($56'# 7809-8
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! ! "#$%&"#$%&

'() * &+, "-..,/0 -1.(20 23 "4$5&

!"#!，接种于琼脂培养板上，随机挑选 # 个单克隆

菌落行 $%& 鉴定，均为阳性，片段大小约为 ' '(( )*

（图+,）。基因测序与 -./)0/1 中的参考序列一致，

提示成功构建 "23' 基因慢病毒载体。再将阳性克

隆的菌落通过摇菌、提质粒的方式可大量获得含目

的基因的慢病毒表达载体。

'45 !"#$% 采用 6$66'74( 统计软件（6$66

公司，美国）进行统计数据分析。计量资料数据以

!"# 表示，两组之间比较采用 ! 检验，检验水准 ! 值

取双侧 (4(#。

6 '(

+4' &'()*+,- !89 浓度梯度为 7 ":;<=

时，>!6%? 的形态发生改变（图 5），活性降低（图 @）。

因此，笔者缩小 !89 的诱导浓度，倒置荧光显微镜

下观察诱导剂浓度与荧光表达的剂量关系，发现 !89

浓度梯度为#A# ":;<= 时，荧光强度较 # ":;<= 没有

明显增强（图 #）；以 !89 浓度为 ( ":;<= 测得的

,B$3+ 的 <&C> 为参照，其它不同浓度组 ,B$3+

的 <&C>相对表达量比较发现：!89 浓度为 # ":;<=

时，<&C> 的表达量较 5 ":;<= 增多，差别有统计学

意义（"D(A(#），而与 #A# ":;<= 差别无统计学意义

（"E(A(#）（图 F）。因此选择 !89 为（(、'、+、5、@、

# ":;<=）作为接下来的研究对象。

+A+ ,B$3+ ./0123 从G.?H.I/ )J8H 结果中

可知，!89在 (、'、+、5、@、# ":;<=范围内，随着!89 浓

度的逐渐增加，,B$3+ 的表达逐渐增加（图7>）；灰

度值分析发现，!89 的诱导浓度与 ,B$3+ 的表达

量存在一定的线性关系（图 7,），,B$3+ 在!89 为

#":;<=条件下，较 (":;<=表达明显增多（"D(A(#）。

+ ((( )*

' ((( )*

7#( )*

#(( )*

+#( )*

'(( )*

+ ((( )*

' ((( )*

7#( )*

#(( )*

+#( )*

'(( )*

B ' + B ' + 5 @ #

> ,

BAB01.I；'K#A分别是实验组 '、+、5、@、#

>：目的片段经克隆后酶切鉴定；,：菌液 $%& 鉴定阳性克隆

& 6 *7)*+,-./

8() 6 !7 -)-/29, ),: ,:,1./2"+2/,9(9

! ; 01 <2=2345><?596789:;

8() ; &+, 1,:: @2/"+2:2)(1-: 1+-0),9 23 ><?59 -. A(33,/,0. 120!

1,0./-.(209

(AL

(AF

(A@

(A+

(A(

2
!

值

( + # F 7

不同 Dox浓度 /（":;mL）

& B 01<2=234567<=>?

8() B &+, 1,:: -1.(C(.D -99-D -. A(33,/,0. <2= 1201,0./-.(209

+@ M 7+ M

( ":;<=

+ ":;<=

# ":;<=

F ":;<=

7 ":;<=

NN"D (A('

无 Dox时，tTRKRAB元件可抑制目的基因的表达；添加 Dox后，可导

致tTRKRAB构象改变，促进目的基因表达。
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! !"

骨修复是细胞迁移、增殖、分化、基质合成、矿化

有序发生高度协调的过程!"#。研究发现，去除 $%&'(

可以阻止骨折的早期修复，即便补充上调 $%&')

和'* 也不能逆转!+#，故 $%&,- 在骨修复中具有不可

替代的作用。./0123 等!45#研究骨髓提取物体外成骨

分化过程中发现 6%&7- 在不同阶段表达变化规律

不同：6%&'- 在 -8* 9 间高表达，上调 :/3;-、

<=29)，使得细胞转向成骨分化，随后，$%&,- 表达

逐渐降低并维持在一定水平，在此过程中，成骨分

化的细胞逐渐成熟。因此，调节 $%&,- 在骨修复中

作用的时间和剂量是目前骨组织工程中研究的重

点!-，)，>>#。而基因调控技术的进步为实现生长因子以

时间和剂量依赖的作用方式提供有效途径!>-#。

+?@ !"#$%&'()*+ 基因调控技术包

括转录前调控和转录后调控，前者包括细胞特异性调

控系统、条件调控系统以及二者结合的调控系统!@-#。

目前，骨组织工程中基因精确调控的研究多利用条

件调控系统，该系统通过影响转录因子与 ABC 序

列结合实现下游目的基因表达开放或关闭，它根据

对转录因子的作用原理不同，又可分为两种：一种

是通过添加生物小分子作为配体改变转录因子的

构象或结构，即配体调控系统，包括四环素

（DEF02GHGIJ3EK DEF）调控系统和雷帕霉素调控系统

等；另一种是根据生理环境的变化调节转录因子的

功能状态而影响目的基因表达，即生理调控系统，

包括低氧调控系统和氧化应激调控系统。

配体调控系统中小分子诱导剂与基因表达之

间存在严格的剂量依赖关系，更能满足 6%&,- 的

表达特点，其中 DEF 调控系统最有前景，已在动物体

内实验中得到初步验证!>>#。该系统由 DEF 阻遏蛋白

（DEF 0EL0EMMN0 L0NFEJ3K DEF:） 或反义 DEF: O0EPE0ME

DEF:K 0DEF:Q、DEF 操纵子序列（DEF NLE02FN0，DEFR）与

四环素衍生物 AN; 组成，AN; 的浓度对 0DEF: 或

DEF: 构象改变存在剂量反应关系，从而改变与 DEFR

结合的强弱，根据 0DEF: 或 DEF: 对 DEFR 结合后目

的基因的转录方式不同可以分为 DEFSR3 和 DEF7RTT

两大类，前者在添加 AN; 时改变 0DEF: 构象，使其与

DEFR 结合增强，从而诱导下游 6%&7- 表达，且

6%&7- 表达量与诱导剂存在剂量依赖型关系；而

DEF7RTT 系统中添加 AN; 时导致 DEF: 构象改变，与

DEFR 结合增强，抑制下游 6%&7- 表达，后期当需要

6%&7- 持续低表达时，AN; 的持续添加会减低骨代

谢率，因子 DEF7R3 系统应用范围更广!@+#。为了实现

6%&7- 的调控表达，传统的方法多采用两种质粒共

转染 %<UM 的方式，一个载体表达 6%&7-，另一个

载体表达转录激活因子，调节 6%&7- 的表达，本研
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与 6%&S- 相对表达量之间的关系
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究中采用的慢病毒表达载体为单质粒，既包含表达

!"#$% 的载体，又具有可调控 !"#$% 表达的激活

因子；再将具有转录抑制作用的 &'(!（&)!**+,$

-../01-2+3 4/5）基因序列整合到 6+27 上游，在未添

加 8/5 时 &'(! 可以促进 6+2' 与 6+27 结合，故新

得到的6+2$79 系统降低目的基因的背景表达，即不

添加 8/5 时无或仅有少量目的基因表达，同时单质

粒慢病毒转染的方法提高了目的基因的转染效率。
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3 该研究中构建的单质粒慢病毒 6+2$79 系统

中，8/5 作为诱导剂可在一定范围内通过浓度大小

来控制目的基因的表达<=>?，而骨修复后 8/5 的持续

添加会影响骨代谢率<=@?，因此，需要对 8/5 的诱导浓

度进行筛选。本研究中，在 8/5 小于 A !BCDE 条件

下，(8FG. 培养 H% I 后，细胞形态未发生明显改变，

说明 (8FG. 可以耐受 A !BCDE 的 8/5。(8FG. 这种

耐受 8/5药理毒性的作用较软骨细胞大<=@?。可能是干

细胞具有相对较强的增殖能力，可以抵抗细胞凋亡

引起的数量的减少，而随着 8/5 浓度的增加，当 8/5

浓度为 H !BCDE 时，细胞形态发生改变，伴随着细胞

增殖能力的减弱。

为了进一步研究 8/5 对目的基因的诱导效率，

缩小 8/5 浓度范围后，观察 8/5 浓度与荧光表达

强弱的关系，当 8/5 浓度为 @ !BCDE 时，(8FG. 的

荧光强度达到最大，约 JKL；当 8/5 浓度增加至

@;@ !BCDE 时，荧光表达较 @ !BCDE 并没有明显增

强，此外，!"#$% 的 D'M( 相对表达量也证实 8/5

为 @ !BCDE 可作为转染后 (8FG. 内目的基因表达

的最大诱导浓度。由于荧光表达基因位于目的基因

下游，随目的基因的表达而共同表达，其强度大小

可以间接反映目的基因表达<=A?，这些研究提示 8/5

浓度在 @ !BCDE 以内，与 !"#$% 的表达可能存在剂

量依赖性。

为了研究 8/5 诱导调控 (8FG. 中 !"#$% 表

达，本研究采用了目前比较成熟的方法之一，

N+.2+)9 4,/2，它可以通过特异性的抗体检测细胞中

目的基因的表达。在相同上样量和曝光强度条件

下，可以通过对基因表达的灰度值分析来判断目的

基因表达强弱<O?。本研究中，我们通过 PD-B+ Q 软件

分析结果发现，8/5 浓度在 KR@ !BCDE 之间增加，可

诱导 !"#$% 基因表达的增多，二者之间存在剂量

反应关系。

综上，本实验构建的 *ESG6$!"#$% 表达载体，

除了实现 !"#$% 蛋白的调控表达之外，还将绿色荧

光蛋白作为报告基因，为体内外研究骨修复过程的

示踪定位和诱导表达强度提供了一个重要且方便的

工具，为下一步研究多因子联合作用奠定基础。
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