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人骨形态发生蛋白7重组腺病毒的制备及在骨髓基质干细胞 中的表达 
Construction of recombinant adenovirus carrying human bone morphogenetic protein-7 and its expression in 

bone marrow stromal cells 
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[摘要] 目的 ：构建骨形态发生蛋白7(BMP 7)和绿色荧光蛋白(GFP)融合基因的重组腺病毒载体，并检测其在骨髓基质干 

细胞(BMSCs)的表 达。 方 法 ：RT—PCR 法获得 BMP一7基 因。将其 克 隆至 pcDNA3．1／CT—GFP质粒 中，PCR扩 增 hBMP一7／ 

GFP融合基 因片段 ，与线性 化 pAxCAwt腺病毒载体 连接 ，转染 大肠杆 菌 I E392，筛选 重组腺 病毒 黏粒 ，大量 扩增 后与 DNA— 

TPC共转 HEK293细胞，获得 重组腺病毒 Ad．hBMP一7／GFP。用重 组病毒 液转染 免 BMSCs细胞，免疫 组化方 法检 测 BMP一7 

的表达 。 结 果 ：经过多聚酶链反 应及 酶切 鉴定 证明获得 了BMP一7重组腺病毒基 因组 ，并包装 出重组腺 病毒 ，滴度为 4．4×10 

pfu／ml。荧 光显微镜和 免疫组 织化 学证 明 BMP一7在 重组腺病毒转染后 的 BMSC细胞 中得到 了表达。 结 论 ：成功制备 BMP一7 

重组腺 病毒 ，为骨缺损 局部 基因治疗研 究奠定基础。 
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骨形态发生蛋 白 7(bone morphogenetic protein 7，BMP 

7)又称成骨蛋 白 1(osteogenic protein一1，OP一1)，属 转化 生长 

因子 B超 家族 成员 之 一。1990年 由 Ozkaynak等 一和 Ce 

leste等 首先发现。BMP一7具有很强的骨诱导作用，能促 

进各种骨及软骨缺损的修复和重建[3]，在骨科、口腔科及整 

形外科均具有重要临床应用价值。Stryker Biotech公司拥有 

BMP_7重组蛋 白专利 ，并于 1992年进 入用 于治疗 骨缺损 的 

临床试验，取得满意效果[ 。但是，重组 BMP一7因子制备过 

程复杂、价格昂贵、体内半衰期短以及关键技术被大公司垄 

断等缺点限制了其在临床的进一步推广应用。本研究拟制 

备 BMP一7和绿色荧光蛋 白(GFP)融合基因的重组腺病毒。 

为进一步构建 BMP一7基 因修 饰的组织工程骨 治疗骨缺损 奠 

定基础 。 

1 材料和方法 

1．1 主要 试 剂 质 粒 pcDNA3．1／CT—GFP、脂 质 体 Lipo— 

fectamine2000购 自 Invitrogen公 司。限制性 内切酶 、T4DNA 

连 接酶购 自 NEB公 司；DNA分 子量 标准 品，PCR试 剂盒 购 

自TaKaRa公司。胎 牛血 清 ：Gibco公司产品 。兔抗人 BMP 

7多克隆抗体：美国 R&D公司。 

1．2 茵株、黏粒及 细胞株 大肠杆 菌 TG1菌株 由复旦大学 

遗传学研究所提供，黏粒载体 pAxCAwt及菌株 LE392：日本 

TaKaRa公司 ；人胚 肾细胞株 293(ATCC CRL一1573)：中国科 

学院上海细胞生物学研究所提供。 

1．3 PCR 引物 根 据 GenBank(登 录号 ：NM001 719)中报 

道 BMP-7序 列 设 计 上 游 引 物 ，根 据 载体 pcDNA3．1／CT— 

GFP中GFP序列设计下游引物，扩增表达融合蛋白BMP一7／ 

GFP的开放阅读框 ，其中上游引物：ATG TCC ACG GGG 

AGC AAA CAG CGC。下游 引物 (GFP的反 向引物 )：TTA 

TTT GTA GAG CTC ATC CAT G。引物 由上海 生工 生物 

工程技术服务有限公司合成。 

1．4 质 粒 pUC118．BMP一7的 构 建 抽 取 人 胚 肾组 织 总 

RNA，RT—PCR方法合成 BMP一7基 因。扩 增产 物 以 1 琼 

脂凝胶电泳 ，割胶 回收纯化 目的基 因后 ，经 K加 I、Xba I双 

酶切产物定向插入 同样 双酶 切的 pUC118质粒 ，T DNA连 

接酶 16℃过夜 。 

1．5 重组质粒 pcDNA3．1 BMP一7／GFP的构建 重组质 粒 

pUC118．BMP一7经 Kpn I、Xba I双酶切 居0胶 回收的长 430 

bp的 BMP一7基因片段 ，与同样用 Kpn I、Xba I双酶切 的质 

粒 pcDNA3．1／CT—GFP连接 ，用 BMP一7上游引物 和 GFP下 

游 引物 对转 化子进行 PCR鉴定 ，有 1．1 kh条带 的为 阳性 克 

隆 ，获得重组质粒 pcDNA3．1／BM P_7／GFP，挑选 一阳性 克隆 

送 上海 生工生物 工程技术 服务 有限公司测序 。 

1．6 BMP一7重 组腺 病 毒 栽 体 的构 建 以 重 组质 粒 pcD— 

NA3．1／BMP一7／GFP为模 板扩增 BMP一7．GFP开放阅读框 ， 

PCR条 件 为 ：94℃变 性 2 rain，随后 94℃ 30 S，58℃ 30 S， 

68℃ 1 rain，反应 3O个循环 ，回收 PCR产物 ，与 Swa I酶 切 

的 pAxCAwt黏粒连接 ，用 pAxCAwt上游引 物和 GFP下游 

引物对转化子进行 PCR鉴定 ，有 1．3 kh条 带的为 正向插入 

阳性克 隆，获得重组黏粒 pAxCAwt．BMP一7／GFP。 

1．7 重 组 腺 病 毒 的 制 备 和 鉴 定 采 用 脂 质 体 Lipo— 

fectamine2000将 8 g重组腺病毒黏粒 与 5 g DNA—TPC共 

转染293细胞，获得重组腺病毒Ad．BMP一7／GFP。转染 10 d 

后 ，收集转染的 293细胞 ，反复冻融数次 ，细胞破碎后收集 上 

清。再以上清重复转染 293细胞，同上收集病毒液，保存于 

一

8O℃。用病毒液 感染 293细胞 及 HeLa细胞 ，293细胞受 

病毒感染而 HeI a细胞 无 明显病 毒感 染现 象 的克 隆初 步判 
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