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ＢＭＰ２基因重组慢病毒载体质粒的构建及鉴定
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　　摘　要：目的　构建重组慢病毒载体质粒ｐＬＶ．ＥＸ２ｄ．Ｐ／ｎｅｏＥＦ１Ａ＞ＢＭＰ２／Ｔ２Ａ／ＥＧＦＰ并进行鉴定。方法　从 Ｇｅｎｂａｎｋ

获得ＢＭＰ２基因序列，结合载体上的酶切位点需要，设计上下游引物，通过ＰＣＲ方法扩增目的基因片段，利用Ｇａｔｅｗａｙ技术 ＢＰ

反应构建ｐＤｏｗｎＢＭＰ２Ｔ２ＡＥＧＦＰ，并进行阳性克隆测序，应用ＬＲ反应把ｐＤｏｗｎＢＭＰ２Ｔ２ＡＥＧＦＰ重组入慢病毒目的载体质

粒ｐＬＶ．Ｄｅｓ２ｄ．Ｐ／ｎｅｏ，进行阳性克隆测序。结果　获得长度为１１９１ｂｐ的ＢＭＰ２目的基因片段，质粒ｐＬＶ．ＥＸ２ｄ．Ｐ／ｎｅｏＥＦ１Ａ＞

ＢＭＰ２／Ｔ２Ａ／ＥＧＦＰ经双酶切后凝胶电泳鉴定正确，测序结果与Ｇｅｎｂａｎｋ报道序列一致。结论　成功构建重组慢病毒载体质粒

ｐＬＶ．ＥＸ２ｄ．Ｐ／ｎｅｏＥＦ１Ａ＞ＢＭＰ２／Ｔ２Ａ／ＥＧＦＰ。
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　　骨形态发生蛋白２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ＢＭＰ２）

是促进骨化的主要因子，可在骨损伤局部及异位促进细胞增

殖，提高其碱性磷酸酶活性，也是惟一能够单独在异位诱导骨

化形成的信号分子，这使其在骨关节疾病特别是骨折、骨缺损

的临床治疗中具有极大的潜在应用价值［１５］。将ＢＭＰ２复合

载体材料在特定部位释放，存在体内半衰期短，容易被体液冲

走或稀释等缺点，很难保持局部有效治疗浓度。慢病毒载体对

非分裂细胞能进行高效的转导，携带目的基因整合到靶细胞基

因组，使之能长期、稳定和安全地在全身或局部表达，成为目前

较理想的基因转移载体［６８］。为此，本研究尝试构建重组慢病

毒载体质粒ｐＬＶ．ＥＸ２ｄ．Ｐ／ｎｅｏＥＦ１Ａ＞ＢＭＰ２／Ｔ２Ａ／ＥＧＦＰ，为

骨缺损的基因治疗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　慢病毒载体质粒ｐＬＶ．Ｄｅｓ２ｄ．Ｐ／ｎｅｏ，ｐＤＯＮＲ２２１，

模板ＤＮＡ，大肠杆菌Ｓｔｂｌ３购自 Ｃｙａｇｅｎ公司，Ｇａｔｅｗａｙ? ＢＰ

ＣｌｏｎａｓｅＴＭⅡＥｎｚｙｍｅＭｉｘ，Ｇａｔｅｗａｙ?ＬＲＣｌｏｎａｓｅ
ＴＭ
ⅡＰｌｕｓＥｎ

ｚｙｍｅＭｉｘ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＱＩＡｑｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ

购自Ｑｉａｇｅｎ公司，质粒小提试剂盒购自 Ｔｉａｎｇｅｎ公司，Ｔａｑ

ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ｄＮＴＰＭｉｘ，ＧｅｎｅＲｕｌｅｒ？１ｋｂＤＮＡＬａｄｄｅｒ购

自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＴＭ ＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自

Ｔａｋａｒａ公司，ＸｍａⅠ和ＥｃｏＲⅤ限制性内切酶购自 Ｎｅｂ公司。

其他试剂均为进口或国产。

１．２　方法

１．２．１　ＰＣＲ扩增　ａｔｔＢ１ＫｏｚａｋＢＭＰ２Ｔ２ＡＥＧＦＰａｔｔＢ２。

１．２．１．１　引物设计与合成　根据 Ｇｅｎｂａｎｋ的ＢＭＰ２基因编

码区（ＣＤＳ）和 Ｇａｔｅｗａｙ技术设计相应引物。ａｔｔＢ１Ｋｏｚａｋ

ＢＭＰ２Ｆ基因引物：５′ＧＧＧＧＡＣＡＡＧＴＴＴＧＴＡＣＡＡＡＡＡ

ＡＧＣＡＧＧＣＴＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＧＧＣＣＧＧＧＡＣＣＣＧＣ３′。

ＢＭＰ２Ｔ２ＡＲ１基因引物：５′ＡＡＧＡＣＴＴＣＣＣＣＴＧＣＣＣＴＣ

ＴＣＣＧＧＡＧＣＣＧＣＧＣＡＣＣＣＡＣＡＡＣＣＣＴＣＣ３′。Ｔ２ＡＲ２

基因引物：５′ＧＧＣＣＧＧＧＡＴＴＴＴＣＣＴＣＣＡＣＧＴＣＣＣＣＧＣ

ＡＴＧＴＴＡＧＡＡＧＡＣＴＴＣＣＣＣＴＧＣＣＣＴＣＴ３′。Ｔ２ＡＥＧ

ＦＰＦ基因引物：５′ＣＧＴ ＧＧＡ ＧＧＡ ＡＡＡ ＴＣＣＣＧＧ ＣＣＣ

ＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧ３′。ａｔｔＢ２ＥＧＦＰＲ基因

引物：５′ＧＧＧＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＴＡＣＡＡ ＧＡＡ ＡＧＣＴＧＧ

ＧＴＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧ３′。引物由广州

赛业生物公司合成。ＰＣＲ融合过程示意图（图１）。

１．２．１．２　ＰＣＲ反应体系及扩增程序　取一高压灭菌０．２ｍＬ

ＥＰ管，并建立以下反应体系：５×ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲＴＭ Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋

Ｐｌｕｓ）：１０μＬ；ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２．５μｍｏｌ）：４μＬ；引物Ｆ（１０μｍｏｌ）：

１μＬ；引物Ｒ（１０μｍｏｌ）：１μＬ；模板ＤＮＡ：１μＬ；ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ
ＴＭ

ＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ：０．５μＬ；补加双氧水至总体积５０μＬ。９８
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℃预变性３ｍｉｎ，９８℃变性２０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸１．５

ｍｉｎ共３０个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ，６×ｌｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ终止反应，用

１％的琼脂糖凝胶进行电泳，ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳回收参照ＱＩＡ

ｑｕｉｃｋ的琼脂糖凝胶电泳回收试剂盒进行回收，－２０℃冰箱保存。

１．２．２　利用 ＧａｔｅｗａｙＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ构建ｐＤｏｗｎＢＭＰ２Ｔ２Ａ

ＥＧＦＰ　在２５℃的条件下ＢＰ反应１ｈ，反应体系：ａｔｔＢ１Ｋ

ＢＭＰ２Ｔ２ＡＥＧＦＰａｔｔＢ２∶１００ｎｇ；ｐＤＯＮＲ２２１∶１００ｎｇ；ＢＰ

ｃｌｏｎａｓｅ：１μＬ；ＴＥｂｕｆｆｅｒ：ｕｐｔｏ５μＬ。加入０．５μＬ蛋白酶 Ｋ

于３７℃终止反应１０ｍｉｎ，转化ＢＰ反应产物到大肠杆菌Ｓｔｂｌ３，

把１００μＬ转化物涂到含有５０μｇ／ｍＬＫａｎ的ＬＢ平板上３７℃

孵育过夜。ＸｍａⅠ和ＥｃｏＲⅤ双酶切鉴定筛选阳性克隆，挑取

阳性克隆质粒，并将阳性克隆的质粒送赛业生物公司测序，测

序引物：ｐＵｐＤｏｆｌａｎｋＦ：ＣＧＧＣＣＡＧＴＣＴＴＡＡＧＣＴＣＧＧＧ；

ｐＵｐＤｏｆｌａｎｋＲ：ＡＡＴ ＡＣＧ ＡＣＴＣ ＡＣＴ ＡＴＡ ＧＧＧ ＧＡ；

Ｗ１Ｆ：ＡＣＡＣＣＡＧＧＴＴＧＧＴＧＡＡＴＣＡＧ。

１．２．３　利用 ＧａｔｅｗａｙＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ构建 ｐＬＶ．ＥＸ２ｄ．Ｐ／ｎｅｏ

ＥＦ１Ａ＞ＢＭＰ２／Ｔ２Ａ／ＥＧＦＰ　在２５℃条件下ＬＲ反应１６ｈ，反

应体 系：ｐＤｏｗｎＢＭＰ２Ｔ２ＡＥＧＦＰ：１５．０２ ｎｇ；ｐＵｐＥＦ１Ａ：

１２．８９ｎｇ；母载体ｐＬＶ．Ｄｅｓ２ｄ．Ｐ／ｎｅｏ：６０．２８ｎｇ；ＬＲｃｌｏｎａｓｅ：１

μＬ；ＴＥｂｕｆｆｅｒ：ｕｐｔｏ５μＬ。加入０．５μＬ蛋白酶Ｋ于３７℃终

止反应１０ｍｉｎ。转化 ＬＲ反应产物到大肠杆菌Ｓｔｂｌ３，菌落

ＰＣＲ筛选阳性克隆，反应体系：１０×ＴａｑＢｕｆｆｅｒｗｉｔｈ（ＮＨ４）２

ＳＯ４：３μＬ；ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２μｍｏｌ）：３μＬ；ＭｇＣｌ２：２μＬ；引物Ｆ

（１０μｍｏｌ）：１．２μＬ；引物Ｒ（１０μｍｏｌ）：１．２μＬ；ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅ：１．５μＬ；模板ＤＮＡ：２μＬ；灭菌水：１６．１μＬ；总体积３０

μＬ。９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃

延伸１．５ｍｉｎ共２９个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ。挑取阳性克隆质

粒，阳性克隆送交赛业生物公司测序，测序引物：ｐＬＶＦｉｎａｌｉｎ

ｔｅｒｎａｌＦ：ＣＡＡＧＴＴＴＧＴＡＣＡＡＡＡＡＡＧＣＡＧＧＣＴ；ｐＬＶ

ＦｉｎａｌｉｎｔｅｒｎａｌＲ：ＡＧＣＣＴＧＣＴＴＴＴＴＴＧＴＡＣＡＡＡＣＴＴＧ。

图１　　ＰＣＲ融合过程示意图

２　结　　果

２．１　ｐＤｏｗｎＢＭＰ２Ｔ２ＡＥＧＦＰ的构建（图２）　随机挑取２个

克隆，ｐＤｏｗｎＢＭＰ２Ｔ２ＡＥＧＦＰ用限制性内切酶 ＸｍａⅠ和

ＥｃｏＲⅤ双酶切后，酶切条带理论大小为１１００ｂｐ，与目的条带

大小相符的克隆即为阳性克隆，测序结果同 ＧｅｎＢａｎｋ中报道

序列一致，波谱未列出。

图２　　ｐＤｏｗｎＢＭＰ２Ｔ２ＡＥＧＦＰ酶切鉴定

２．２　ｐＬＶ．ＥＸ２ｄ．Ｐ／ｎｅｏＥＦ１Ａ＞ＢＭＰ２Ｔ２ＡＥＧＦＰ重组质粒

构建（图３）　随机挑取６个克隆，菌落ＰＣＲ鉴定条带理论大小

为２０００ｂｐ，与目的条带大小相符的克隆即为阳性克隆，测序

结果同ＧｅｎＢａｎｋ中报道序列一致，波谱未列出。载体结构图

谱见图４。

图３　　ｐＬＶ．ＥＸ２ｄ．Ｐ／ｎｅｏＥＦ１Ａ＞ＢＭＰ２Ｔ２Ａ

ＥＧＦＰＰＣＲ鉴定

图４　　ｐＬＶ．ＥＸ２ｄＥＦ１Ａ＞ＢＭＰ２／Ｔ２Ａ／ＥＧＦＰ

载体结构图谱
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３　讨　　论

生物活性因子在促进骨缺损修复过程中发挥极其重要的

作用，而促进新骨形成的活性因子显得尤为重要。骨形态发生

蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ）是参与骨形成的重要

活性物质，其中ＢＭＰ２是ＢＭＰ家族成员中作用最强的因子。

ＢＭＰ２直接或通过载体局部应用可促进骨形成
［１２］。但ＢＭＰ２

属于小分子物质，如果单纯将其于局部注射，势必被组织液稀

释或血液带走，同时ＢＭＰ２半衰期较短，在注入体内后，轻易

地被体内蛋白水解酶水解失去活性，难以发挥有效的骨诱导作

用。而近年来发展的缓释技术则存在操作复杂、包封率低、价

格昂贵，且有效安全的局部剂量很难达到，生物活性不能得到

最大利用，难以全面满足组织工程骨体内修复这一复杂过程的

需要。因此，寻找一种有效的ＢＭＰ２局部稳定、缓慢释放方法

就显得极为重要。

基因治疗可使生物活性因子在局部稳定地释放，在骨缺损

修复领域中显示出良好的运用前景。许多研究证实，基因治疗

可有效促进骨再生［９１２］。目前，基因治疗的载体主要分为病毒

载体和非病毒载体。由于病毒基因组结构简单，易于改造和操

作，且感染效率高，有较高靶细胞特异性，这些都是其他载体系

统无法比拟的。慢病毒载体是一类逆转录病毒载体，它既能够

感染分裂细胞，也能够感染非分裂细胞，由于慢病毒载体能够

感染大多数非分裂细胞，以及具有高效地整合和稳定地表达目

的基因于靶细胞的能力，所以，已被广泛应用于各种基因治疗

实验研究［１３１５］。Ｇａｔｅｗａｙ技术是基于λ噬菌体位点专一重组

系统的一种通用的克隆技术，能够快速地、高特异性地将异源

ＤＮＡ片断克隆到不同的载体中。这一技术在插入的目的

ＤＮＡ片段两端整合ａｔｔＬ１和ａｔｔＬ２两个侧端重组序列，来构

建一个类似通道的结构并称之为入门克隆。本研究显示，直接

调取ＢＭＰ２基因，能与数据库序列保持高度一致，减少变异，

利用 ＢＰ 反应构建入门克隆 ｐＤｏｗｎＢＭＰ２Ｔ２ＡＥＧＦＰ，以

ｐＬＶ．Ｄｅｓ２ｄ．Ｐ／ｎｅｏ为目的载体利用ＬＲ反应构建ｐＬＶ．ＥＸ２ｄ．

Ｐ／ｎｅｏＥＦ１Ａ＞ＢＭＰ２／Ｔ２Ａ／ＥＧＦＰ。

经过测序证明，本研究成功构建了携带ＢＭＰ２基因的慢

病毒载体质粒，同时加入了与之共表达的报告基因ＥＧＦＰ和

ＮＥＯ抗性基因，有利于感染后细胞的观察和筛选，为下一步进

行病毒包装及转染奠定基础。
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