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人骨形成蛋白 3基因 cD NA 部分
序列的 RT-PCR克隆
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　　[摘　要 ]　针对人骨形成蛋白 3基因的 cDNA 序列设计引物,通过反转录 PCR 技术,从人骨纤维肉瘤组织中

扩增出目的片段。从胶中回收目的片段,将其与 pM D 182T 载体连接,转化大肠杆菌DH 5Α后,经H indË酶切鉴定,

进行测序。结果显示所得到的片段大小为 845 bp , 与所设计的序列同源性为 100% ,说明已经成功地扩增、克隆了

人骨形成蛋白 3 (hBM P23)基因 cDNA 的大部分序列。
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　　骨形成蛋白 (Bone M o rphogenet ic P ro tein,

BM P)除 BM P21 外, 都属于 T GF2Β超家族成员,

BM P 最初是作为诱骨活性蛋白被发现的[1 ]。研究表

明BM P 不仅在胚胎时期的骨骼发育和骨再生修复

中起着重要作用,而且对胚胎发育过程中中胚层的

诱导和分化、造血组织的发育以及神经系统的发育

和修复等都起着重要作用,故一度成为国内外研究

的热点。由于BM P 在骨组织中含量甚微,提取方法

烦琐,重复性差,可能引起免疫排斥反应等,故不能

满足临床应用和基础研究的需要。随着 hBM P1～ 13

cDNA 基因的克隆成功[2 ] ,人们已在大肠杆菌以及

CO S、CHO、昆虫等[3 ]真核细胞中表达了一些有生物

活性的 hBM P,但截止目前国内外尚未见到有用乳

腺细胞表达 hBM P 的报道。鉴于此,本研究拟通过

R T 2PCR 的方法克隆该基因,为利用转基因动物乳

腺生产人骨形成蛋白创造条件。

1　材料和方法
1. 1　组织来源

新鲜的人骨纤维肉瘤组织采自第四军医大学西

京医院,用 PBS 冲净血污和表面油脂后, 立即将组

织剪成 1 cm 3 的小块放入冻存管,液氮中保存备用。

1. 2　主要试剂

RNA 提取用 G IB ICOL 公司的 TR IZOL 试剂;

反转录及 PCR 用大连宝生物公司的 T aKaR a RNA

LA PCR TM K it (AM V ) V er 1. 1 试剂盒; 从电泳胶

中回收 PCR 产物用上海生工的 UN IQ 210 柱式

DNA 胶回收试剂盒; pM D 182T 载体为大连宝生物公

司制品; 大肠杆菌菌株 E. coli. DH 5Α由本室保存; 从

细菌中提取质粒用上海生工的UN IQ 210 柱式质粒小

量抽提试剂盒; D EPC 为AM R ESCO 公司产品。

1. 3　引物设计合成

用 P rim er 5. 0软件设计引物,各项参数见表 1。

1. 4　总RNA 提取

采用 TR IZOL (G IB ICOLBRL )法提取人的总

RNA。与试剂使用说明书上不同的是,组织块在液

氮中研磨后直接加氯仿进行液相分离,而无须进行

匀浆和预离心。

1. 5　RNA 的甲醛变性电泳

取总RNA 9 ΛL 进行甲醛琼脂糖凝胶电泳[4 ]。

电泳结果经凝胶成像系统分析并储存图像。

表 1　引物设计参数

T able 1　T he param eters of designed p rim ers

引物
P rim er

序列
Sequence

长度öbp
L ength

退火温度ö℃
A nnealing
temperatu re

GC 含量ö%
GC value

起止序列号
Sequence

N o.

产物长度öbp
P roduct
length

F 上游 5′2acatcgctaaccaagtctga23′ 20 52. 9 45. 0 675

R 下游 5′2gagcaataataggcatcaaag23′ 21 52. 6 38. 1 1519 845
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1. 6　R T 2PCR

将上一步得到的RNA 在 60 ℃孵育 10 m in 后

立即进行反转录,反转录体系共 20 ΛL ,在D EPC 水

处理过的 PCR 反应管中依次加入: RNA 9. 5 ΛL ,

M gC l2 4 ΛL , 10×RNA PCR Buffer 2 ΛL , dN T P 混

合物 2 ΛL ,特异的下游引物 (表 1) 1 ΛL ,AM V 反转

录酶 1 ΛL , RN ase抑制剂 0. 5 ΛL。充分混匀后 42 ℃

水浴中放置 1 h,沸水灭活 5 m in,冰浴冷却 5 m in。

按下列反应组成在冰上调制反应液: 灭菌蒸馏

水 64. 5 ΛL , 10×LA PCR TM BufferÊ (M g2+ free) 8

ΛL ,M gC l2 6 ΛL ,特异上游引物 (表 1) 1 ΛL , T aKaR a

LA T aqTM 0. 5 ΛL。将 20 ΛL 反转录产物全部加入上

述 PCR 体系中,混匀后将这 100 ΛL PCR 反应体系

置于 PCR 仪反应孔中。 94 ℃反应 2 m in, 然后以

94 ℃变性 30 s, 52. 5 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 1. 5

m in 为 1个循环,循环 35次。72 ℃再延伸 10 m in。

1. 7　PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳

制备 10 göL 的琼脂糖凝胶,同时加入溴化乙啶

(EB )至 1 m göL ;取 PCR 产物 10 ΛL 与 6×L oading

Buffer 2 ΛL ,混匀后点样,电泳。在凝胶成像分析系

统中分析结果,储存电泳图谱。

1. 8　PCR 产物的胶回收

按照上海生工UN IQ 210 柱式DNA 胶回收试

剂盒使用说明操作。

1. 9　PCR 产物的酶切鉴定

取 PCR 产物 8 ΛL , 加 10×Buffer R + 2 ΛL , dd

H 2O 9. 5 ΛL , 限制性内切酶 H ind Ë ( 10 U öΛL )

0. 5 ΛL ,混匀后,于37 ℃温箱放置 3 h。琼脂糖凝胶

电泳检查酶切结果。

1. 10　目的片段的克隆

取 4 ΛL PCR 胶回收产物,加入L igat ion So lu2

t ionÉ 5 ΛL 和pM D 182T 载体 1 ΛL ,于 16 ℃连接过

夜。用连接产物 5 ΛL 转化感受态大肠杆菌DH 5Α,

涂布于含氨苄青霉素 (60 m göL )的LB 琼脂板上。

37 ℃培养 16 h 后, 4 ℃放置 2 h。进行蓝白斑筛选挑

取白斑接种于含 5 mL LB (含 60 m göL Amp )的试

管中, 37 ℃ 200 röm in 振荡培养过夜。

1. 11　质粒的提取

按照上海生工UN IQ 210 柱式质粒小量抽提试

剂盒使用说明操作。

1. 12　重组质粒的酶切和 PCR 鉴定

取质粒纯化产物 4 ΛL ,加 10×Buffer R + 4 ΛL ,

ddH 2O 1 ΛL , 限制性内切酶 H ind Ë ( 10 U öΛL )

1 ΛL ,混匀后,于 37 ℃温箱放置 3 h。琼脂糖凝胶电

泳检查酶切结果。取纯化质粒 1 ΛL 为模板,以1. 6步

骤中的引物在相同条件下进行 PCR ,琼脂糖凝胶电

泳检测 PCR 产物。

1. 13　目的片段序列测定

挑取阳性菌落做穿刺培养过夜,由大连宝生物

公司进行序列测定。

2　结果与分析

2. 1　人骨纤维肉瘤总RNA 的完整性

　　采用甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检查提取的总

RNA 的完整性。从图 1可以清晰地看到, 28S和 18S

rRNA 两条主带,跑在最前面的 5S rRNA 带也隐约

可见。以上结果说明提取的总RNA 纯度较高,无明

显降解,是完整的,完全符合实验要求。

2. 2　人骨纤维肉瘤部分 hBM P23 cDNA 的扩增

用特异引物 (表 1)从人骨纤维肉瘤组织中扩增

了部分 hBM P23 cDNA。从图 2可以看出,得到了单

一的目的条带 (845 bp )。

图 1　总RNA 的甲醛变性电泳
F ig. 1　Fo rm aldehyde denatu ralized

electropho resis of to ta l RNA
　

图 2　PCR 产物的电泳结果
A. PCR 产物;M. DNA 样标

F ig. 2　E lectropho resis of PCR p roduct
A. PCR p roduct;M. DNA m arker
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2. 3　扩增片段的单酶切分析

采用限制性内切酶H indË (10 U öΛL )对目的

片段进行单酶切 3 h,经琼脂糖凝胶电泳,明显看出

一条带, 说明目的条带已被完全切开, 成为 427 bp

和 418 bp 两种片段的混合物 (图 3) ,与文献[ 2 ]报道

结果一致,初步证明得到的 PCR 产物为目的片段。

图 3　目的片段的酶切分析

M. DNA 样标; A. H indË酶切结果

F ig. 3　R estrict ion endonuclease

digest ion of target fragm ent

M. DNA m arker; A. H indË endonuclease digestion

2. 4　重组克隆的酶切和 PCR 分析

以纯化的阳性重组质粒为模板,以相同的引物

在相同的条件下进行 PCR 反应。从图 4可以看出,

重组质粒 PCR 产物与目的条带大小完全相同。从重

组质粒酶切出的片段与从目的片段酶切出的片段大

小也完全相同。这与预期的结果完全一致。由此可

以判断,所需的目的片段克隆成功。

图 4　重组质粒的 PCR 与酶切分析

M. DNA 样标; 1. 重组质粒 PCR 产物; 2. PCR 产物H indË

酶切分析; 3. 重组质粒H indË酶切分析

F ig. 4　PCR and restrict ion endonuclease digest ion

of recunstructed p lasm id

M. DNA m arker; 1. PCR p roduct of reconstructed p lasm id;

2. Restriction endonuclease digestion of PCR p roduct

by H indË ; 3. Restriction endonuclease digestion

of reconstructed p lasm id by H indË

2. 5　hBM P23部分 cDNA 核苷酸序列的测定

将纯化后的目的片段连接到 pM D 182T 载体

上, 转化大肠杆菌DH 5Α, 经过蓝白斑筛选, 挑取阳

性克隆后送至测序公司, 用DNA 序列自动分析仪

测定重组质粒,得到了 hBM P23部分 cDNA 核苷酸

序列 (图 5)。该序列由 845个核苷酸组成,与预计的

完全一致。划线黑体部分的引物序列之间为目的片

段,引物两边是载体上的残余序列。

图 5　hBM P23部分 cDNA 核苷酸序列

F ig. 5　Part ia l hBM P23 cDNA nucleo tide acid sequence
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2. 6　hBM P23部分 cDNA 的氨基酸序列

由 hBM P23部分 cDNA 核苷酸序列,推导出了

相应的 280个氨基酸的排列 (图 6)。

图 6　从 hBM P23部分 cDNA 核苷酸序列推导的部分氨基酸排列

F ig. 6　Am ino acid arrangem ent deduced from the sequence of part ia l hBM P23

3　讨论与结论
3. 1　关于 TR IZOL 法提取总RNA

　　TR IZOL 试剂的说明书上明确指出提取RNA

首先要进行“匀浆”这一步。可是,通过对照试验发

现,在从组织中提取RNA 时,在液氮中研磨后加入

TR IZOL 试剂,可以直接进入下面“液相分离”的步

骤,没有必要使用匀浆器。试验证明,使用匀浆器后,

不仅RNA 产量下降,而且质量也急剧下降。此外,

根据作者的经验,冷冻离心机对于从肿瘤组织中提

取RNA 是十分必要的。

3. 2　关于R T 2PCR 中的引物

PCR 引物与试验成败关系重大。引物设计中应

尽量使 GC 含量在 50%～ 60% ,但对 GC 含量的要

求并非是绝对的。本试验所用引物的 GC 含量分别

为 45. 0%和 38. 1% ,均低于 50% ,但最终恰恰是利

用这对引物得到阳性片段。同时,引物设计还应考虑

到选择退火温度 (T m )相互接近的 2条引物,这一点

对于获得阳性片段至关重要。本试验使用了与T m非

常接近的 1对引物,其中上游引物 T m 值为52. 9 ℃,

下游引物 T m 值为 52. 6 ℃,其差值为 0. 3 ℃,最后

所设退火温度为 52. 5 ℃, PCR 一次获得成功。

此前,笔者曾用一对特异引物扩增 hBM P23 基

因 cDNA 全长,结果扩增出一条长度为 855 bp 的特

异性条带,经测序证实其与人第四号染色体BA C 库

中一段序列具有 100%的同源性, 而与人骨形成蛋

白没有关系,说明这段条带是假阳性扩增。究其原

因,是在做反转录时使用了非特异性引物 o ligo dT 2
A dap to r P rim er和R andom 9 m ers。而在扩出 845

bp 的 hBM P23基因 cDNA 序列时,反转录中直接使

用了特异的下游引物。这说明在做R T 2PCR 时,反

转录中直接使用特异引物效果更佳。

3. 3　关于R T 2PCR 中克隆目的片段的长度与试验

难易程度的关系

资料显示, R T 2PCR 目的片段的长度对试验结

果影响很大。一般来说,目的片段越短,越容易进行

R T 2PCR 克隆。1997年,陈亚兵等[5 ]用R T 2PCR 的

方法得到了长度为 300 bp 的 hBM P23 cDNA 片段。

1998 年, 朱帮福等[6 ]得到了长度为 400 bp 的

hBM P23 cDNA 片段。笔者曾试图扩增出 hBM P23

cDNA 的全长片段,设计了相关的引物并进行了多

次的努力,但最终未能如愿。2002年,曹阳等[7 ]将长

度为 2. 366 kb 的人乳铁蛋白基因分 4段分别扩增,

然后连接成完整片段。受此启发, 笔者将 hBM P23

cDNA 分为 2段来克隆,于是设计了 2对引物,结果

利用其中 1对引物得到目的片段,证明这种方法是

值得考虑的。

由于本试验只得到了人骨形成蛋白 3 基因

cDNA的部分序列, 还不能用作转基因和完整基因

的表达,笔者拟通过重新设计引物,摸索条件克隆出

本次尚未扩增出的部分,然后通过 PCR 法将其连接

成为完整的 hBM P23 cDNA ,用于转基因的研究。

3. 4　关于转基因动物研究中功能基因获得途径的

探讨

对功能基因 hBM P23 的获取,国内外学者大多

采用筛库的方法。1988年,W ozney等[2 ]从人小细胞

肺癌H 128cDNA 文库克隆出 hBM P23 cDNA 基因,

全长为 1 483 bp ,开放阅读框 (OR F) 1 416 bp ,编码

472个氨基酸的多肽,包括N 端信号肽,中间区域的

前肽和 C 端的成熟肽, 翻译后需要加工修饰, 切除

信号肽及前肽后才能成为有活性的成熟蛋白分子。

1996 年, H ino 等[8 ]用探针杂交的方法从人股骨

cDNA文库中获得了 hBM P23b。1997 年,余清[9 ]以

编码 hBM P23成熟肽段的 cDNA 为探针,用核酸杂

交、PCR 等方法, 从人胚肾 cDNA 文库筛得 hBM P

家族一个新基因的部分 cDNA ,与人BM P23在C 端

肽高度同源 (85% )。利用筛库的方法获得基因有一

定的优点,但这种方法也存在着工作量大、前期投入

高等弊端。所以,在组织或细胞来源可能的情况下,

通过R T 2PCR 得到所需要的功能基因是一个省时、
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省力、省经费的好办法。

3. 5　结　论

试验结果表明,所克隆出的 845 bp 的片段与设

计片段同源性为 100% ,序列完全吻合。说明已经成

功地扩增、克隆了人骨形成蛋白 3 (hBM P23)基因

cDNA 的大部分序列,为开展利用转基因动物乳腺

生产人骨形成蛋白创造了条件。

[参考文献 ]
[ 1 ]　U rist M R. Bone fo rm ation by au to induction[J ]. Science, 1965, 150: 893.

[ 2 ]　W ozney J M , Ro sen V , Celeste A J , et al. N ovel regu lato rs of bone fo rm ation: mo lecu lar clones and activit ies [J ]. Science, 1988, 242:

1528- 1534.

[ 3 ]　卢兹凡,陈苏民,陈南春,等. 昆虫杆状病毒表达系统中人骨形成蛋白 3的表达及鉴定[J ]. 第四军医大学学报, 2000, 21 (2) : 226- 229.

[ 4 ]　Sam brook J , F ritsch E F,M aniatis T. M o lecu lar clon ing, A labo rato ry m anual[M ]. 2nd Edition. N ew Yo rk: Co ld Sp ring H arbo r L abo rato2

ry P ress, 1989. 366- 369.

[ 5 ]　陈亚兵,俞春东,温龙平,等. 重组人骨形成蛋白 3的克隆及其在大肠杆菌中的表达[J ]. 生物工程学报, 1997, 13 (2) : 210- 213.

[ 6 ]　朱帮福,蒲　勤,陈苏民,等. 人骨形成蛋白23成熟肽 cDNA 的克隆、测序及表达[J ]. 第四军医大学学报, 1998, 193: 249- 251.

[ 7 ]　曹　阳,高华颖,于　黎,等. 人乳铁蛋白基因克隆及细胞表达研究[J ]. 遗传, 2002, 24 (1) : 9- 14.

[ 8 ]　H ino J ,M ako to T , N o rim atsu T , et al. cDNA clon ing and genom ics structrue of hum an bone mo rphogenetic p ro tein23b (BM P23b) [J ].

B iochem B iophy Res Comm un, 1996, 223: 304.

[ 9 ]　余　清. BM P 家族一个新基因的部分 cDNA 克隆[D ]. 西安:第四军医大学, 1997.

C lon ing of part ia l cDNA of hum an bone m o rphogenet ic

p ro te in 3 (hBM P23) gene by R T 2PCR

ZHANG Y ong,DA I Bo,L IU J ian -zhong, ZHENG Y ue-mao
( Institu te of B io2E ng ineering , N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: A pair of p rim ers fo r the amp lif ica t ion of part ia l cDNA sequence of hum an bone mo rpho2
genet ic p ro tein 3 gene w ere designed, the target fragm en t w as amp lif ied by R T 2PCR from the t issue of hu2
m an bone fiber sarcom a, then w as pu rif ied from agaro se gels and in tegra ted in to pM D 182T vecto r. A fter be2
ing tran sfo rm ed in to E. coli. DH 5Α, tested by H indË rest rict ion endonuclease digest ion, the po sit ive clone

w as sequenced. T he sequencing resu lt ind ica ted that the size of the fragm en t cloned is 845 bp , and its se2
quence homo logy w ith the designed one is 100%. T he conclu sion can be m ade that the m ajo r part of the cD 2
NA of hum an bone mo rphogenet ic p ro tein 3 (hBM P23) gene has been successfu lly amp lif ied and cloned.

Key words: BM P; R T 2PCR; hBM P23 gene
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