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人骨形成蛋白2基因的克隆及序列测定
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　　[摘　要 ]　为了获得人骨形成蛋白 2 (hBM P22)基因,以GeneBank (NM 001200)中的hBM P22基因编码序列为

依据设计引物,采用R T 2PCR 技术从人胎盘中获得hBM P22基因cDNA ,并将其重组到pM D 182T 载体中,转化到大

肠杆菌JM 109后挑选阳性克隆,经双酶切鉴定并进行测序。结果表明,获得的基因片断为hBM P22全编码序列,同源

性为 99. 9%。
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　　人骨形成蛋白 2 (hum an bone mo rphogenet ic

p ro tein 2, hBM P22 )属于转化生长因子Β超家族中
的一员,具有多种生物学功能,可以诱导未分化的间

充质干细胞向软骨细胞和成骨细胞分化,进而形成

新骨, 在骨折和骨损伤修复过程中发挥着重要作

用[1 ]。随着转基因技术的发展,将编码hBM P22的基

因导入骨髓间充质干细胞,再与合适的载体结合植

入骨缺损部位,以达到修复骨损伤的目的,这种基因

治疗方法已成为新的研究热点。本研究从人胎盘中

提取总RNA ,通过R T 2PCR 方法获得编码hBM P22

的基因, 重组到 pM D 182T 载体上后在大肠杆菌

JM 109 中克隆, 经检测, 所获得的基因序列与基因

文库中hBM P22基因的同源性为99. 9%。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　人胎盘来源于杨凌示范区医院; R T 2PCR 试剂

盒T hermoScrip tTM R T 2PCR System 为 Invit rogen 公

司产品; RNA 提取试剂 TR Izo l为 G IB ICO 公司产

品; pM D 182T 载体、DNA 胶回收试剂盒、UN IQ 210

柱式质粒小量抽离试剂盒、T aq 酶、限制性内切酶

B am H É 与H indË 均购自大连宝生物工程有限公
司; JM 109 菌种购自华美生物工程有限公司。

PE2400PCR 仪为美国Perk in2E lm er公司产品;台式

高速冷冻离心机为德国Sigm a 公司产品。

1. 2　方　法

1. 2. 1　引物设计　参考GeneBank (NM 001200)中

hBM P22 cDNA 序列,用 P rim er 5. 0 软件设计特异

性 的 上 下 游 引 物, 上 游 引 物 为: 5′

GGA GAA GGA GGA GGCAAA GAAA 3′; 下游引物

为: 5′T GCT GTA CTA GCGA CA CCCA CA 3′。

1. 2. 2　总RNA 的提取　将新鲜的人胎盘剪成 1

cm 3 的小块放入冻存管,立即投入液氮罐中过夜。采

用TR Izo l法提取人的总RNA ,即: 取 8 m g 组织,加

少量液氮立即将其研磨成粉末状, 再加入 1. 0 mL

TR Izo l摇匀,移入 1. 5 mL 离心管中, 20 ℃温育 10

m in,然后加入200 ΛL 氯仿并摇匀, 20 ℃温育5 m in,

以12 000 g 低温离心 10 m in; 将水相移至另一新的

1. 5 mL 离心管中,加入等体积异丙醇, 以12 000 g

低温离心10 m in,弃上清液,用1. 0 mL 750 mL öL 乙
醇洗涤,振荡器震荡后,以7 500 g 低温离心10 m in,

弃上清液, 于空气中晾干, 加入 50 ΛL D EPC 处理

水,取出5 ΛL 进行甲醛变性琼脂糖凝胶电泳[2 ]。

1. 2. 3　R T 2PCR 反应　按试剂盒上的使用说明进

行: 准备2个0. 5 mL 离心管,分别标上①,②。在管

①中依次加入RNA 5 ΛL , 特异性下游引物 1 ΛL ,

D EPC 处理水4 ΛL ,于65 ℃水浴5 m in 后,立即置于

冰上; 同时在管②中依次加入 5×cDNA Syn thesis

Buffer 4 ΛL , 0. 1 mo löL D T T 1 ΛL , RN ase O u t 1

ΛL , D EPC 处理水1 ΛL , 10 mmo löL dN T P 2 ΛL ,反
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转录酶 (T hermo scrip t R T ) 1 ΛL。将②摇匀后移入①

中,先50 ℃水浴1 h,再85 ℃水浴5 m in,然后加入1

ΛL RN ase H ,再于37 ℃水浴20 m in。接着做PCR 反

应,从上述反应液中取出2 ΛL 置于200 ΛL 离心管中

作为cDNA 模板,依次加入上下游引物各1 ΛL , 10×

T aq酶BufferÊ 5 ΛL , T aq 酶 0. 5 ΛL , dN T P 1 ΛL ,

并加灭菌水至50 ΛL ,混匀后置于PCR 仪上,先94 ℃

反应4 m in,然后以94 ℃变性30 s, 55 ℃退火1 m in,

72 ℃延伸2. 5 m in,共30个循环,再以72 ℃延伸10

m in。

1. 2. 4　PCR 产物的纯化　PCR 扩增后,按文献[ 2 ]

的方法对扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳, 再根据

PCR 产物纯化试剂盒上的使用说明纯化目的条带。

1. 2. 5　目的片段克隆　将纯化的PCR 产物与T 克

隆载体pM D 182T 连接。取1 ΛL 回收的DNA 加入到

等量的pM D 182T V eto r中,再加入灭菌水3 ΛL 及含

有T 4 DNA 连接酶的缓冲液So lu t ionÉ 5 ΛL ,混匀

后在16 ℃下反应过夜。取3 ΛL 转化至100 ΛL JM 109

感受态细胞中,在含有X2Gal, IPT G 及氨苄青霉素

的培养基上于37 ℃培养16 h,然后进行蓝白斑筛选

培养, 挑取白斑接种于含 5 mL LB (含 60 m göL
Amp )的试管中,于 37 ℃下 200 röm in 振荡培养过

夜。按照UN IQ 210柱式质粒小量抽离试剂盒使用说

明提取质粒。

1. 2. 6　重组质粒的酶切和PCR 鉴定　用限制性内

切酶B am H É和H indË对纯化的质粒进行双酶切。
质粒6 ΛL ,B am H É 0. 5 ΛL , H indË 0. 2 ΛL ,Buffer

YöL 1 ΛL 和灭菌水 2. 5 ΛL 混匀后, 37 ℃下放置 3

h,琼脂糖凝胶电泳检查酶切结果; 此外取纯化质粒

2 ΛL 为模板, 在与 1. 2. 3 步骤相同的条件下进行

PCR ,用琼脂糖凝胶电泳进一步检测克隆质粒中的

hBM P22基因。

1. 2. 7　目的片断的序列测定　挑取阳性菌落做穿

刺培养过夜,送往大连宝生物工程有限公司进行序

列测定。

2　结果与分析

2. 1　细胞总RNA 的提取结果

　　对 RNA 提取试剂盒提取的人胎盘细胞总

RNA ,采用甲醛变性琼脂糖凝胶电泳,结果 (图1)未

见明显降解,符合试验要求。

2. 2　PCR 扩增结果

以经R T 2PCR 合成的cDNA 第一条链为模板进

行 PCR 反应, 1%琼脂糖凝胶电泳 (图 2)可见, 在

1 500 bp与 1 200 bp 间有 1 条清晰的带,大小约为

1 343 bp。说明扩增产物与预期的结果一致。

图 1　总RNA 的甲醛变性琼脂糖凝胶电泳结果

F ig. 1　A ldehyde denatu ralized

electropho resis of to ta l RNA

　

图 2　PCR 产物的电泳结果

M. DNA 样标; A. PCR 产物

F ig. 2　E lectropho res of PCR p roduct

M. DNA m arker; A. PCR p roduct

2. 3　重组质粒的双酶切与PCR 分析结果

提取质粒后,进行琼脂糖凝胶电泳,结果见图3。

由图 3 可见, 在 3 500 bp 左右处有 1 条清晰的带。

pM D 182T (2 692 bp )与目的基因 (1 343 bp )重组后

构成环状分子,与相同大小的线状分子相比,电泳速

度要快,说明重组成功。采用限制性内切酶B am H É
与H indË对重组质粒进行双酶切后,经琼脂糖凝胶

电泳可明显看出与预期大小相同的2条带 (图4) ,其

中1 384 bp 与目的片段的理论值1 343 bp 加上载体

的一段序列相符, 说明目的片段成功地克隆到

pM D 182T 载体的T 位点。以纯化的重组质粒为模

板,在相同条件下进行PCR 反应,琼脂糖凝胶电泳

后有1条约为1 343 bp 的带 (图4) ,初步可证明得到

的PCR 产物为目的片断。
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2. 4　目的片断序列分析

目的片段序列分析结果见图5,划线部分的引物

序列之间为目的基因,引物两边是载体上的残余序

列, a为突变后的碱基。经B last 软件分析发现,所克

隆的基因包括hBM P22的完整读码框,与GeneBank

中登录的hBM P22 cDNA 相比,同源性达99. 9%。只

有第 629 位的G 突变成A ,但由于遗传密码的兼并

性, GCA 与GCG 都是编码丙氨酸 (A la) ,没有发生

移码突变,因此并没有引起蛋白质多肽链的变化,所

对应的氨基酸序列见图6。

图 3　重组质粒的电泳结果
M. DNA 样标; A. 重组质粒

F ig. 3　E lectropho resis of

reconstructed p lasm id
M. DNA m arker; A. Reconstructed p lasm id

　

图 4　重组质粒的PCR 与双酶切结果
M. DNA 样标; A. 双酶切结果; B. 重组质粒PCR 产物

F ig. 4　PCR and double restrict ion endonuclease

digest ion of reconstructed p lasm id
M. DNA m arker; A. Doub le restriction endonuclease

digestion; B. PCR p roduct of reconstructed p lasm id

图 5　hBM P22基因的核酸序列
F ig. 5　hBM P22 nucleo tide acid sequence

图 6　从PCR 产物推导出的 hBM P22全部氨基酸序列
F ig. 6　Am ino acid sequence of hBM P22 deduced from PCR p roduct
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3　讨　论

hBM P22是转化生长因子Β超家族中的一员,主

要存在于骨髓基质中,对间充质干细胞 (M SC)有化

学趋化作用,能诱导未分化的M SC 分化为骨细胞,

在骨的形成与修复中起关键作用,同时也是骨形成

蛋白 (BM P )家族中促成骨能力最强的一种。近年

来,将体外提取或基因重组的hBM P22 蛋白应用于

骨缺损局部以促进修复获得了一定的效果[3 ]。但是

仍存在明显的缺点,如外源性hBM P22 在体内半衰

期短,容易被代谢;骨诱导时间短,用量大,需反复使

用;蛋白质纯化步骤复杂且昂贵,从而限制了其临床

应用[4, 5 ]。此外, hBM P22是典型的跨膜蛋白,外源性

hBM P22 由于不能与其受体发生有效结合, 不会引

起生物学反应或反应短暂,而内源性合成的hBM P2
2 能够插入细胞质膜与受体高效结合,引起一系列

的生物学反应,从而最大限度地满足骨再生的必要

条件[6 ]。目前,将hBM P22基因导入BM SC 后再植入

骨损伤部位,使其在体内直接表达已成为组织工程

研究的焦点。本研究的最终目的是把hBM P22基因

插入以荧光蛋白为报告基因的真核表达载体

pEGFP2C1 后,转染到M SC 中,在荧光显微镜下观

察 hBM P22 基因的表达情况, 从而为带有 hBM P22

基因的M SC 在体内直接表达奠定基础。因此,

hBM P22基因的克隆是必不可少的。以往的研究都

是从骨基质中或胎儿肾细胞中获得总RNA [7 ] ,再利

用R T 2PCR 得到目的基因,但是RNA 在外界极易降

解,试验过程很难掌握。由于hBM P22在胎盘组织中

也有表达[8 ] ,并且胎盘组织中还存在与RNA 酶结合

的蛋白质,能够抑制RNA 酶对RNA 的降解[9 ]。因

此,本研究以取材简单、来源丰富的人胎盘为组织来

源,采用TR Izo l试剂法提取总RNA ,并且是在液氮

的保护下研磨胎盘组织而没有按TR Izo l试剂盒上

的说明进行匀浆,经甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检测,

结果表明RNA 的完整性非常好。张涌等[10 ]研究发

现,匀浆反而会影响RNA 的产量和质量,原因可能

是由于匀浆使RNA 在外界过多暴露引起的。把扩增

到的特异片断重组到pM D 182T 载体上,转化到大肠

杆菌内克隆,测序结果经B last 软件分析发现,所克

隆的基因包括hBM P22的完整读码框,与GeneBank

(NM 001200)中的hBM P22 cDNA 序列相比,同源性

达 99. 9% ,没有发生移码突变,即成功地克隆出了

hBM P22基因,为下一步hBM P22基因在M SC 中的

直接表达创造了条件。
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C lon ing and sequencing of H um an Bone M o rphogenet ic P ro te in 2

HUA Song1, J IA Zhan - sheng2,W U Hao1, HU Ben -quan 2,YANG Rui-feng1, ZHONG Y ong1

(1 Institue of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S hannx i 712100, Ch ina;

2 T ang d u H osp ita l, the F ou rth M ilita ry M ed ica l U niversity , S haanx i, X iπan 710000, Ch ina)

Abstract: In o rder to clone the hum an bone mo rphogenet ic p ro tein 2 (hBM P22) , a pair of p rim ers w ere

designed based on the coding sequence of hBM P22 derived from the GeneBank s (NM 001200). T he to ta l

RNA w as ex tracted from the t issue of hum an p lacen ta. T he target fragm en t w as amp lif ied by R T 2PCR ,

then in serted in to clon ing vecto r pM D 182T and tran sfo rm ed in to E. co li. st ra in JM 109. T he resu lt of doub le

rest rict ion endonuclease digest ion and the sequencing indica ted that the fragm en t cloned w as co rrect

compared w ith the sequence depo sited in GeneBank s, and the homo logy w as 99. 9%. C lon ing of hBM P22

gene gives a basis fo r fu rher exp ression study.

Key words: hBM P22; R T 2PCR; clon ing
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C lon ing and sequencing of cDNA of TRA IL from hum an p lacen ta

ZHANGM ing-feng, TANG Shuang, SONG Hong-we i, ZHANG Y ong
( Institu te of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: A cco rd ing to the cDNA sequence of TRA IL ( TN F2rela ted apop to sis2inducing ligand,

TRA IL ) derived from the Genebank (U 37518) , a pair of p rim ers w ere designed. R T 2PCR w as app lied to

amp lify the w ho le cDNA of TRA IL gene. T he DNA fragm en t w as cloned in to pGEM 2T Easy vecto r and

tran sfo rm ed in to E. coli DH 5Α ho st bacteria. N ot É endonuclease digest ion and sequencing of selected

po sit ive cloned bacteria w ere conducted. R esu lt show ed the w ho le 1 039 bp cDNA of TRA IL w as

successfu lly cloned.

Key words: TN F2rela ted apop to sis2inducing ligand (TRA IL ) ; R T 2PCR; sequencing; hum an p lacen ta
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