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　　［摘要］　目的　将ＴｅｔＯｎ系统与增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）或肝细胞生长因子（ＨＧＦ）共同构建于一新型重组杆状

病毒载体，并以不同浓度的多西环素（ＤＯＸ）调控ＥＧＦＰ 及ＨＧＦ 表达。方法　酶切重组质粒ｐＦａｓｔＴｅｔ、ｐＴＲＥＥＧＦＰ 和

ｐＴＲＥＨＧＦ，回收目的片段后连接ｐＦａｓｔＴｅｔ，分别转化含有ＡｃＭＮＰＶＢａｃｍｉｄ和ｈｅｌｐｅｒ质粒的ＤＨ１０Ｂａｃ感受态细胞，筛选后

提取ＢａｃｍｉｄＤＮＡ并鉴定（命名为ＡｃＥＧＦＰ和ＡｃＨＧＦ）。将ＡｃＥＧＦＰ和ＡｃＨＧＦ 感染骨髓间充质干细胞，加入不同浓度

的ＤＯＸ调控ＥＧＦＰ（ＤＯＸ浓度为０、２００、５００、１０００ｎｇ／ｍＬ）和 ＨＧＦ（ＤＯＸ浓度为０、１０、１００、５００、１０００、１２００ｎｇ／ｍＬ）的表达。

在荧光显微镜下观察ＥＧＦＰ的表达，用ＥＬＩＳＡ法检测 ＨＧＦ的表达量。结果　经鉴定ＥＧＦＰ、ＨＧＦ与ＴｅｔＯｎ系统成功构建
在同一杆状病毒载体，且在骨髓间充质干细胞中具有较高的感染率。在较高浓度ＤＯＸ调控下改造后的重组杆状病毒可高表

达ＥＧＦＰ和ＨＧＦ，低浓度或无ＤＯＸ时表达量逐渐减低。结论　本研究证实可将ＴｅｔＯｎ系统与ＥＧＦＰ或ＨＧＦ 共同构建于
一新型重组杆状病毒载体，改造后的重组杆状病毒能稳定、高效感染骨髓间充质干细胞，不同浓度的ＤＯＸ可调控ＥＧＦＰ及

ＨＧＦ的表达，无ＤＯＸ时呈低本底。
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　　杆状病毒载体系统已广泛应用于表达外源性重

组蛋白，在杆状病毒表达系统内构建绿色荧光蛋白

（ＧＦＰ）或其他外源基因的转移载体和重组病毒已有

报道［１２］，但目前尚未有在同一杆状病毒内共同构建

四环素开关系统 ＴｅｔＯｎ与增强型绿色荧光蛋白

（ＥＧＦＰ）或肝细胞生长因子（ＨＧＦ）的可调节杆状病

毒载体的相关报道。含有哺乳动物细胞启动子元件

的重组杆状病毒可有效地感染多种哺乳动物原代和

传代细胞［３］。借助于杆状病毒载体，已成功实现了

外源基因在哺乳动物细胞内的瞬时或稳定表达。外

源基因可通过两种途径插入到杆状病毒，即同源重

组和转座。研究发现杆状病毒表达系统既可以感染

昆虫类宿主，又可感染多种哺乳动物细胞并转导外

源基因在其内表达［４］。杆状病毒本身不能在哺乳动

物细胞中复制，因此对哺乳动物是安全的，且转导成

功的细胞可以稳定传代并能有效表达外源基因［５］，

可用于体内外基因的表达、真核蛋白的表面展示及

肿瘤治疗等［４］。本研究以ＥＧＦＰ作为报告基因构建

重组杆状病毒，其易于检测、灵敏度高且不受假阳性

干扰，可预判该重组载体是否构建成功，也可以作为

重组载体构建及调控效果的对照。本研究所选的目

的基因ＨＧＦ通过自分泌和旁分泌作用于多种组织

细胞，能促进血管内皮细胞增殖和新生血管生成，还

能诱导骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）向成骨分化，且对ＢＭＳＣｓ有趋化作

用，即使在缺氧条件下也能阻止细胞凋亡［６７］。因

此，ＨＧＦ若能与ＢＭＳＣｓ协同作用治疗缺血环境下

的骨坏死是种理想疗法。但 ＨＧＦ过表达存在致瘤

风险，本研究把ＴｅｔＯｎ系统与ＨＧＦ共同构建于一

新型重组杆状病毒载体，取合适时间点用不同浓度

多西环素（ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ，ＤＯＸ）调控 ＨＧＦ表达，以避

免 ＨＧＦ持续表达而引起致瘤等不良反应。

１　材料和方法

１．１　 材料 　 限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ、ＸｂａⅠ、

ＸｈｏⅠ、Ｈｉｎｄ Ⅲ （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司）；ｐＥＧＦＰＮ１、

ｐＴＲＥＴｉｇｈｔ、ｐＦａｓｔＢａｃＴＭ １、ｐＴｅｔＯｎ Ａｄｖａｎｃｅｄ、

ｈｅｌｐｅｒ 质 粒 （ＴａＫａＲａ 公 司）； 人 ＨＧＦ 基 因

（ＮＭ０００６０１．４，上海生博医学生物工程有限公司）；

苜蓿银纹夜蛾多核型多角体病毒杆粒（ＡｃＭＮＰＶ

Ｂａｃｍｉｄ），感受态细胞 ＤＨ５α、ＤＨ１０Ｂａｃ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）；人ＢＭＳＣｓ（南昌大学第一附属医院烧伤实验

室提供）；ｐＭＤ１９Ｔ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；ＬＢ平板培养

基（ＴａＫａＲａ公司）；氨苄青霉素、庆大霉素、卡那霉

素、ＤＯＸ、四环素（Ｓｉｇｍａ公司）；Ｆ１２及ＤＭＥＭ 培

养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；脂质体２０００、胶

回收试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司）；ＢＸ４３３２ＮＣ０１ＦＬＢ１型

荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。

１．２　目的基因的扩增、鉴定及连接ｐＭＤ１９Ｔ 和

ｐＴＲＥＴｉｇｈｔ　以ｐＥＧＦＰＮ１为模板，行ＰＣＲ扩增

ＥＧＦＰ（７１９ｂｐ），引物及酶切设计：ＥＧＦＰＦ５′ＡＧＧ

ＡＴＣ ＣＡＴ ＧＧＴ ＧＡＧ ＣＡＡ ＧＧＧ ＣＧＡ Ｇ３′
（ＢａｍＨⅠ）；ＥＧＦＰＲ ５′ＧＴＣ ＴＡＧ ＡＴＴ ＡＣＴ

ＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣ３′（ＸｂａⅠ）。用人 ＨＧＦ
（２１８７ｂｐ）基因进行扩增，引物及酶切设计：ＨＧＦＦ

５′ＡＧＧ ＡＴＣＣＡＴ ＧＴＧ ＧＧＴ ＧＡＣＣＡＡ ＡＣＴ

ＣＣ３′（ＢａｍＨⅠ）；ＨＧＦＲ５′ＧＴＣＴＡＧＡＣＴＡＴＧ

ＡＣＴＧＴＧＧＴＡＣＣＴＴＡＴＡ３′（ＸｂａⅠ）。扩增产

物行０．８％琼脂糖凝胶电泳。回收ＰＣＲ产物胶连接

于ｐＭＤ１９Ｔ并转化感受态细胞ＤＨ５α，涂布于含氨

苄青霉素的ＬＢ平板上，挑取阳性菌落，提取质粒。

酶切ｐＭＤ１９Ｔ载体，回收目的基因片段与ｐＴＲＥ

Ｔｉｇｈｔ连接，生成的质粒命名为 ｐＴＲＥＥＧＦＰ 和

ｐＴＲＥＨＧＦ，再转化感受态细胞ＤＨ５α，提取质粒行

ＢａｍＨⅠ和ＸｂａⅠ双酶切鉴定。

１．３ 　 ｐＴｅｔＯｎ Ａｄｖａｎｃｅｄ 酶 切 后 连 接

ｐＦａｓｔＢａｃＴＭ１　ｐＴｅｔＯｎＡｄｖａｎｃｅｄ（图１Ａ）用ＸｈｏⅠ
和ＨｉｎｄⅢ酶切后产生两部分（５．１ｋｂ＋２ｋｂ），回收

约２ｋｂ的部分（即图１Ａ中ｒｔＴＡ２ｓＭ２片段）并连

接经ＸｈｏⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶切后的ｐＦａｓｔＢａｃＴＭ１（图１Ｂ
中标示插入处）。然后转化感受态细胞，提取质粒并

行酶切鉴定，命名为ｐＦａｓｔＴｅｔ。

１．４　目的基因片段与ｐＦａｓｔＴｅｔ的连接　将重组质

粒ｐＦａｓｔＴｅｔ、ｐＴＲＥＥＧＦＰ 和ｐＴＲＥＨＧＦ 分别用

ＸｈｏⅠ单酶切。将目的基因片段连接ｐＦａｓｔＴｅｔ，转

化感受态细胞ＤＨ５α，提取质粒行ＸｈｏⅠ酶切鉴定，
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鉴定正确的分别命名为ｐＦａｓｔＴｅｔＥＧＦＰ 和ｐＦａｓｔ

ＴｅｔＨＧＦ。同时用ＢａｍＨⅠ鉴定方向，选取目的基

因与ＴｅｔＯｎ插入方向相反的克隆。

图１　ｐＴｅｔＯｎＡｄｖａｎｃｅｄ酶切后连接ｐＦａｓｔＢａｃＴＭ１

Ａ：四环素调控的反式激活子（ｒｔＴＡ２ｓＭ２）和ｐＴＲＥＴｉｇｈｔ中的四环素相应元件（ＴＲＥ）特异结合可启动下游目的基因的表达；

Ｂ：ＰＰＨ启动子可启动下游插入的片段，通过位点特异性重组在大肠杆菌中产生重组杆状病毒，可显著提高重组杆状病毒的重

组效率．图片由ＴａＫａＲａ公司及Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供

１．５　重组Ｂａｃｍｉｄ的构建　分别取３μＬ鉴定正确

的重组质粒ｐＦａｓｔＴｅｔＥＧＦＰ与ｐＦａｓｔＴｅｔＨＧＦ转

化 含 有 ＡｃＭＮＰＶ Ｂａｃｍｉｄ 和 ｈｅｌｐｅｒ 质 粒 的

ＤＨ１０Ｂａｃ感受态细胞，３７℃培养４ｈ后取１００μＬ涂

布于含有ＩＰＴＧ、Ｘｇａｌ、７μｇ／ｍＬ庆大霉素、５０μｇ／

ｍＬ卡那霉素和１０μｇ／ｍＬ四环素的ＬＢ固体培养

基上，３７℃培养２０ｈ。挑取白色单菌落扩大培养后

提取ＢａｃｍｉｄＤＮＡ。取１μＬＢａｃｍｉｄＤＮＡ为模板行

ＰＣＲ鉴定，命名为ＡｃＥＧＦＰ及ＡｃＨＧＦ。

１．６　重组杆状病毒滴度测定　于９６孔板内每孔培

养ＢＭＳＣｓ至５×１０４个。病毒液中加入Ｆ１２培养液

并稀释至１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７等浓度，使终容

积为１ｍＬ。细胞弃上清后加入上述的不同浓度病毒

液，并设培养液空白对照组（无病毒液），培养３６ｈ。

结晶紫染色法测定病毒滴度，计数蓝染克隆数。

１．７　鉴定正确的Ｂａｃｍｉｄ感染ＢＭＳＣｓ及ＤＯＸ调

控ＥＧＦＰ和 ＨＧＦ表达　用鉴定正确的 ＡｃＥＧＦＰ
感染ＢＭＳＣｓ，５ｄ后收取病毒，再感染细胞，再收集。

感染方法：接种ＢＭＳＣｓ至９６孔板中，待细胞贴壁长

至约８０％融合时将ＡｃＥＧＦＰ加入细胞液中。加入

含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液与不同浓度的ＤＯＸ
继续培养（每孔溶液体积为３００μＬ），使加入的ＤＯＸ
终浓度为０、２００、５００、１０００ｎｇ／ｍＬ。ＤＯＸ作用７２

ｈ时荧光显微镜下观察ＥＧＦＰ的表达。

　　同法，用鉴定正确的 ＡｃＨＧＦ感染ＢＭＳＣｓ后

加入２００μＬ不同浓度（０、１０、１００、５００、１０００、１２００

ｎｇ／ｍＬ）的ＤＯＸ，以含８％ＦＢＳ的Ｆ１２培养液培养７２

ｈ。设复孔对照组。用ＥＬＩＳＡ法检测ＨＧＦ的表达。

２　结　果

２．１ 　 ｐＴＲＥＥＧＦＰ 与 ｐＴＲＥＨＧＦ 酶 切 鉴

定　ｐＴＲＥＥＧＦＰ与ｐＴＲＥＨＧＦ分别用ＢａｍＨⅠ
和ＸｂａⅠ双酶切，结果得到预期大小的目的基因

ＥＧＦＰ（７１９ｂｐ）和ＨＧＦ（２１８７ｂｐ）。

２．２　ＸｈｏⅠ酶切ｐＴＲＥＥＧＦＰ 与ｐＴＲＥＨＧＦ 结

果　ｐＴＲＥＥＧＦＰ 用ＸｈｏⅠ单酶切后产生１３１９
（７１９＋６００）ｂｐ的目的带条。ｐＴＲＥＨＧＦ中含有２
个ＸｈｏⅠ 酶切位点，不完全酶切后回收 ２７９０
（２１９０＋６００）ｂｐ左右目的条带。

２．３　目的片段连接ｐＦａｓｔＴｅｔ后单酶切结果　目

的片段回收后连接ｐＦａｓｔＴｅｔ，转化感受态细胞，提

取质粒，行ＸｈｏⅠ酶切鉴定，鉴定正确后分别命名为

ｐＦａｓｔＴｅｔＥＧＦＰ和ｐＦａｓｔＴｅｔＨＧＦ（图２）。同时

用ＢａｍＨⅠ鉴定方向。

２．４　重组杆状病毒滴度测定结果　计数蓝染克隆

数，结晶紫染色法测得重组杆状病毒滴度为９．５×

１０７ＴＵ／ｍＬ。

２．５　ＤＯＸ对ＥＧＦＰ表达的影响　浓度为０、２００、

５００、１０００ｎｇ／ｍＬ的ＤＯＸ作用７２ｈ时的ＥＧＦＰ表

达结果见图３。

２．６　ＤＯＸ 对 ＨＧＦ表达的影响　浓度为０、１０、

１００、５００、１０００、１２００ｎｇ／ｍＬ的ＤＯＸ作用７２ｈ的
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ＨＧＦ表达量分别为：０、（２６８４．３７±３７８．１２）、

（３４３７．７１±３３４．７６）、（６ ９３１．１６±２５７．８４）、

（７５４４±３００．３７）、（６２６４．１７±５４２．９１）ｐｇ／ｍＬ，结

果显示，ＤＯＸ浓度为１０００ｐｇ／ｍＬ时，ＨＧＦ的表达

量最高。

图２　ｐＦａｓｔＴｅｔＥＧＦＰ与ｐＦａｓｔＴｅｔＨＧＦ的酶切鉴定图

１：ｐＦａｓｔＴｅｔＥＧＦＰ／ＢａｍＨⅠ；２：ｐＦａｓｔＴｅｔＥＧＦＰ／ＸｈｏⅠ；

Ｍ：ＤＬ１００００ ｍａｒｋｅｒ；３：ｐＦａｓｔＴｅｔＨＧＦ／ＢａｍＨⅠ；４：

ｐＦａｓｔＴｅｔＨＧＦ／ＸｈｏⅠ

３　讨　论

　　杆状病毒是一种 ＤＮＡ 双链病毒，基因组约

８０～１８０ｋｂ［８］。人 ＨＧＦ序列较长，加上本实验需

ＤＯＸ来调控ＥＧＦＰ和 ＨＧＦ的表达，所以载体上还

需要加入ＴｅｔＯｎ系统的ｒｔＴＡ结构，杆状病毒因高

载量的优点能同时包容目的（或报告）基因与调控系

统。ＡｃＭＮＰＶ和ＢｍＮＰＶ是两种主要的杆状病毒

表达系统，前者可通过重组和转座获得携带外源基

因的重组病毒，后者主要通过同源重组获得重组病

毒。通过ＡｃＭＮＰＶ高效的位点特异性转座，已开

发出能高表达外源蛋白的ＢａｃｔｏＢａｃ系统［９１０］。与

腺病毒相似，杆状病毒宿主细胞范围广，感染效率高，

因其在哺乳动物细胞内不能复制所以更安全［１１１２］。

与反转录病毒、慢病毒等相比，杆状病毒表达系统不

仅表达量高且对脊柱动物无致病性，同样具备对表达

的外源蛋白进行糖基化、蛋白折叠磷酸化翻译后修饰

等优点，在多肽制备等方面得到广泛使用［１３１４］，是今

后用于基础及临床研究很有前景的载体。

图３　倒置荧光显微镜下观察不同终浓度ＤＯＸ作用下的ＥＧＦＰ表达

Ａ１，Ａ２：０ｎｇ·ｍＬ－１ＤＯＸ；Ｂ１，Ｂ２：２００ｎｇ·ｍＬ－１ＤＯＸ；Ｃ１，Ｃ２：５００ｎｇ·ｍＬ－１ＤＯＸ；Ｄ１，Ｄ２：１０００ｎｇ·ｍＬ－１ＤＯＸ．Ｓｃａｌｅ

ｂａｒ：２０μｍ（明视野）；５０μｍ（荧光镜）

　　间质干细胞分布于人体多种组织，是一种异质

细胞群［１５］。其中ＢＭＳＣｓ是体内参与组织修复与再

生的多潜能干细胞，具备向成骨细胞分化的潜能。

ＢＭＳＣｓ增殖能力强，能分泌大量的促细胞与促血管

生长因子，也易于分离培养和导入外源基因，其还有

归巢等特性，因此常应用于骨组织工程实验。有实

验证实ＢＭＳＣｓ能修复坏死股骨头［１６］。然而，缺血

的股骨头内ＢＭＳＣｓ易于凋亡，难以发挥其修复坏死

股骨头的作用。ＨＧＦ 恰能改善其缺血的环境。

ＤＯＸ作为诱导剂，是对哺乳动物基本无害的抗生

素，其脂溶特性使其容易渗透细胞和组织而被充分

利用［１７］。

　　本实验将ＴｅｔＯｎ系统与ＥＧＦＰ 或ＨＧＦ 共同

构建于同一杆状病毒，这样的结构改造既有利于提

高ＤＯＸ调控报告基因或目的基因的表达效率，也利

用了杆状病毒的高载量优点。本研究发现经改造的

杆状病毒载体系统有如下优势：可高效感染人ＢＭ

ＳＣｓ；有效利用了杆状病毒高载量的优点，将ＴｅｔＯｎ
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系统及ＥＧＦＰ或ＨＧＦ 共同构建在同一载体上，且

ＥＧＦＰ及 ＨＧＦ能被稳定诱导表达；ＤＯＸ可快速开

启或关闭目的基因或报告基因的表达，不同浓度的

ＤＯＸ可调控不同程度的ＥＧＦＰ及 ＨＧＦ表达，且本

底表达很低。该系统已成功应用于多种病毒载体，

实现了不同基因的表达调控［１８］。本研究实现了运用

ＴｅｔＯｎ系统，以ＤＯＸ调控报告基因及目的基因表

达的预期目标，为本课题体内实验拟用杆状病毒载

体携带ＨＧＦ感染ＢＭＳＣｓ治疗股骨头缺血坏死的

研究做了铺垫。ＨＧＦ过表达存在致畸致瘤等风

险［１９］，若能通过体外定时定量给予ＤＯＸ调控体内

ＨＧＦ的不同程度表达，则有望实现安全且有效治疗

股骨头坏死的目标，也可为拟用同法的其他基因治

疗相关疾病的研究提供理论依据。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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