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【摘* 要】目的：克隆编码人骨形成蛋白 +（CBFJ+）成熟肽的

<>QI 基因，并在大肠杆菌中表达, 方法：从人胎盘组织中提

取总 RQI，以其为模板，采用 R-#JPR 方法得到编码 CBFJ+
的成熟肽段（CBFJ+4）<>QI，克隆入表达载体 ?>S$ 中，转

化大肠杆菌 >S’!，温度诱导表达, 结果：获得 CBFJ+4 <>QI

基因，成功克隆入温度诱导表达载体 ?>S$，>QI 序列分析证

实所插入的 CBFJ+4 <>QI 序列与设计预期一致；将获得重

组表达质粒 ?>S$#CBFJ+4 转化大肠杆菌 >S’! 中，经温度诱

导，目的蛋白占细菌总蛋白的 +!, ’T , 结论：采用分子克隆的

方法得到编码 CBFJ+ 成熟肽段的 <>QI，克隆入表达载体，在

大肠杆菌中成功获得 CBFJ+ 成熟肽的高效表达,
【关键词】人骨形成蛋白 +；<>QI 克隆；重组蛋白质类
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FG 引言

骨形成蛋白（V=8. 4=@?C=G.8.36< ?@=3.68，BFJ）是

一种促分化因子，除 BFJ! 外都属于转化生长因子 "
家族, 目前已经发现有 $" 几种人 BFJ，它们具有诱

导骨形成的活性，可以诱导异位软骨或骨组织的形

成［!］, 但 BFJ 是多功能的分化因子，不同的 BFJ 功

能有区别,
BFJ+ 是骨形成蛋白家族的一员，其成熟肽由

!!) 个氨基酸组成，其氨基酸序列与 BFJ$ 具有很高

的同源性，活性形式为二聚体, 除了诱导骨组织的形

成外，BFJ+ 具有多种生理功能，而其对造血系统的

作用最引起关注, BFJ+ 对造血组织具有重要作用，

是胚胎时期造血组织形成所必须的，它能使胚胎干细

胞向造血细胞分化，并能促进受损伤的造血组织再生

恢复［$ W ’］，这 种 特 有 的 对 造 血 组 织 的 作 用，使 得

BFJ+ 在治疗造血系统疾病方面具有广阔的临床应

用前景, BFJ 最早是从新鲜骨骼组织获得的，但从骨

组织提取 BFJ 的生产难以有严格的质量控制, 用培

养的哺乳类细胞去生产 BFJ 表达量低，价格昂贵,
因此通过基因工程在原核生物中大量表达 BFJ 成为

其走向临床应用的经济之路, 对 BFJ$ 原核表达的

研究已经很多，而 BFJ+ 只有少量的真核表达用于实

验室研究［)］，对 BFJ+ 原核表达的研究较少, 我们从

人胎盘组织中克隆 CBFJ+ 的成熟肽（ CBFJ+4）基

因，并在大肠杆菌中表达，为开拓 BFJ+ 的应用奠定

基础,

HG 材料和方法

H, HG 材料 G 新鲜人胎盘组织为西京医院妇产科馈

赠；质粒 ?>S$ 为本课题组构建和保存；-@6X=/ 试剂、
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反转录酶购自 !"#$%&’ 公司；!() 产物纯化试剂盒

为赛百盛公司产品* 限制性核酸内切酶，!"#$%& 酶及

’( +,- 连接酶购自 .’/’0’ 公司* 根据 1%23’2/ 登录

的人 34!5 6+,- 序列［3(78795:］，针对其编码成熟

肽区域的序列，设计一对引物，在两引物的 9;端分别

引入 )*%) < 和 +,- < 限制性内切酶酶切位点，并在成

熟肽区域加入起始码 -.1* 上游引物 != 序列为：9;>
(1 1--..( -.1--1(-.(-(.(-(-1(11>?;；下 游

引物 !8 序 列 为：9;> .1( .(.-1- ..- .(-1(1>
1(-(((-(-.((>?;，其中下划线部分为限制性酶切

位点* 引物由上海生工生物工程有限公司合成*
!* "# 方法

=* 8* =@ 人胎盘总 ),- 的提取和定量@ 具体操作参

照 ABC% .%6D2#0#&B%E 公司的 ."BF#0 试剂说明书进行*
用紫外分光光度计测量所提取的 ),- . 值*
=* 8* 8 @ ).>!()@ 取 ? !& 总 ),-，按 !"#$%&’ 公司

的反转录标准步骤，以 #0B&#（ G.）为引物合成 6+,-
第一链* 取 8 !A 逆转录产物为模板，加入 =7 $$#0 H A
G,.! =* 9 !A ，=7 I !() 缓冲液 9 !A，97 $$#0 H A
4&JK5 = !A，两 引 物 各 =7 L$#0 H A，补 水 至 97 !A*
!() 反应条件为：M5N变性 =7 $B2 后，按下述参数循

环 ?9 次：M5N变性 ?7 E，9=N退火 ?7 E，O8N延伸 57
E* 再在 O8N延伸 =7 $B2，取 9 $A !() 产物经 =7 & H A
的琼脂糖凝胶电泳分析* 按照 PBF’"G !() 产物纯化

试剂盒说明书操作纯化 !() 产物*
=* 8* ?@ L+Q8>D34!5$ 重组质粒的构建和鉴定@ 质

粒 L+Q8 及纯化后的 D34!5 成熟肽基因 !() 扩增产

物用 )*%) < 和 +,- < ?ON酶切 ? D，酶切后的载体和

片段 +,- 经 =7 & H A 琼脂糖凝胶电泳、赛百盛 1%0
+,- 纯化试剂盒回收，两者在 ’( +,- 连接酶的作用

下，=:N连接 85 D，构建 L+Q8>D34!5$ 重组质粒，转

化至大肠杆菌 +Q9’ 感受态细胞中，在含氨苄青霉素

（-$L）的 A3 培养基的平皿上 ?7N培养 87 D，随机挑

选单菌落接种于 ? $A A3 培养基（含 =77 $& H A -$L）

的试管中，?7N 旋转培养过夜* 收集菌体，用碱裂解

法提取质粒 +,-，经 +,- < 和 )*%) < 双酶切鉴定，选

酶切鉴定正确的克隆细菌，经培养碱裂解法提取质粒

+,-，)*%) < 单酶切 = D，!"#$%& 补平 59 $B2，’( +,-
连接酶 =:N连接 85 D，转化至大肠杆菌 +Q9’ 感受态

细胞中，在含 -$L 的 A3 培养基的平皿上 ?7N 培养

87 D，随机挑选单菌落接种于 ? $A A3 培养基（含 =77
$& H A -$L）的试管中，?7N旋转培养过夜* 碱裂解法

提取质粒 +,-，选取 )*%) < 单酶切不开的克隆进行

测序*
=* 8* 5@ 序列测定@ 取酶切鉴定正确的重组克隆进行

序列测定，由上海基康生物工程有限公司完成*
=* 8* 9@ 表达@ 挑取测序正确克隆的菌种，?7N 培养

=: D，按 ?R的比例转接到含 -$L 的 A3 中，?7N培养

8 D，58N分别诱导 =，8，?，5，9，: 和 O D* 收菌，J+J>
!-1S 分析未诱导与诱导及诱导不同时间的蛋白表

达情况*

"# 结果

"$ !# %&’()% 法获取编码 *+,(- 成熟肽段 ./01
# 提取的人胎盘总 ),- 适当稀释后经紫外分光光度

计分析，.8:7 2$T.8U7 2$ V 8* 7:* 经 ).>!() 扩增得到约

?:U WL 的片段（XB& =）*

4：+,- 4’"/%" +A8777；=：D34!5 $’YZ"% 6+,-*

XB& =@ QZ$’2 34!5 $’YZ"% 6+,-
图 =@ 从人胎盘提取总 ),- 反转录获得 D34!5 成熟肽基因

"$ "# 2/3"’*+,(-4 质粒的构建及酶切鉴定 # 转

化后的平皿上长出约 877 个单菌落，挑选 8 个单菌

落，小量培养后提取质粒，分别用 )*%) < H +,- < 酶切，

电泳显示所有质粒均能切下与预期大小相符的片段，

表明 8 个质粒都符合所设计构建的表达质粒酶切图

谱* =7 & H A 琼脂糖凝胶电泳结果见 XB& 8，该重组质

粒命名为 L+Q8>34!5$*

4：+,- 4’"/%" +A8777；=，8：[%6Y#" =，8*

XB& 8 @ S2F\$% GB&%EY "%EZ0Y #C "%6#$WB2’2Y ]%6Y#" L+Q8>
D34!5$ W\ )*%) < ’2G +,- <
图 8@ L+Q8>D34!5$ 重组质粒 )*%) < H +,- < 酶切鉴定结果

"$ 5 # 2/3"’*+,(-4 的 序 列 分 析 # 对 L+Q8>
D34!5$ 重组质粒进行序列分析* 结果表明，本实验

所克隆的 D34!5$ 编码区基因的核苷酸序列与设计

预期的完全一致*
"$ - # 2/3"’*+,(-4 在 大 肠 杆 菌 中 的 表 达 # 将

L+Q8>D34!5$ 重 组 质 粒 转 化 感 受 态 大 肠 杆 菌
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!"#!，涂板 $%&培养 ’( )，见平皿长出约 *%% 个克

隆，随机调取 ( 个单克隆到 $ +, 含氨苄青霉素的 ,-
中，$%&培养 ’( )，*.&诱导 ( )/ 可见 * 号及 ( 号菌

在 !0 为’$ %%%处有明显的表达蛋白，薄层激光光密

度扫描占表达总量的 *’/ #1（234 $）/

’ 5 (：6789: ’ 5 (；;：,8< +87:=>7?0 +?@@ A08B:39 +?0C:0/

234 $ D E!EFGHIJ 8K @3L =789:@ ?KB:0 ( ) 39M>=3N7: =>7B>0: ?B
*.&
图 $D !"#! O A!".F)-;G*+ 在 *.&诱导表达 ( ) 克隆筛选蛋

白电泳图

!" #$ 不同时间对 %&’!()*+,-. 在大肠杆菌中的

诱导表达蛋白的影响$ 选取表达量高的 ( 号克隆作

为 !"#! O A!".F)-;G*+ 菌种，取少量分别转接到 P
个含 H+A 的 ’ +, ,- 的摇菌管中，$%&培养 ’( )，分

别在 *.&诱导 ’，.，$，*，#，( 和 P )，收取未诱导及不

同诱导时间的样品做蛋白电泳，可见诱导时间为 * )，

蛋白表达量最大，并不再随时间变化，结果见 234 */

%：Q89F39M>=3N7: =89B087；’ 5 P：6>7B>0:@ 39=>N?B:M K80 ’ 5 P ) ?B *.&；

;：,8< +87:=>7?0 +?@@ A08B:39 +?0C:0/

234 *D E!EFGHIJ 8K !"#! O A!".F)-;G*+ =>7B>0:M K80 ’ 5 P )
?B *.&
图 *D !"#! O A!".F)-;G*+ 在 *.&诱导表达 ’ R P ) 蛋白电

泳图

/$ 讨论

作为一种诱导分化因子，-;G 具有多种功能，除

了诱导成骨外，-;G 对造血、神经等系统都有重要作

用，其中 -;G* 对造血系统的作用值得重视，-;G* 不

同于其他造血因子，它可以促进骨髓红系、粒系、血小

板的全面增殖，作用广泛；-;G* 对造血系统的诱导

分化作用不同于 -;G.，P，三者都可以促进造血干细

胞向血细胞的分化，但 -;G* 在促进干细胞分化的同

时，仍保护了相当数量的干细胞，促骨髓增殖能力更

持久；而 -;G.，P 则只是促进了干细胞的分化，作用

短暂［P］/ 因此 -;G* 的临床应用前景非常广阔/ 由于

真核表达 -;G 量很低，价格昂贵/ 因此我们计划利

用原核生物表达 )-;G*+，经过纯化、复性，获得有活

性的产品，为其走向临床应用奠定基础/
我们取 胎 盘 作 为 首 选 组 织，成 功 地 提 取 了 总

SQH，并 以 此 为 模 板 成 功 克 隆 得 编 码 )-;G*+ 的

=!QH，测序结果与预期的完全一致/ 为方便以后将

基因导入载体，我们在引物的 #T端引入 "#$S U 和 %&’
U 酶切位点，在此基础上，将编码 )-;G*+ 的基因插

入本课题组构建的温控原核表达载体 A!". 中，经酶

切鉴 定 正 确，成 功 构 建 了 原 核 表 达 载 体 A!".F
)-;G*+，将其转化大肠杆菌 !"#! 中，经 *.& 诱导

表达，有两个克隆表达了目的蛋白/ 选取表达量高的

克隆作为菌种，至此我们通过分子克隆的方法成功地

构建了工程菌株 !"#! O A!".F)-;G*+/ 与此同时我

们还研究了不同诱导时间对蛋白表达量的影响，发现

诱导 * ) 蛋白表达达到最高，并不再随时间变化，为

以后的中试发酵生产摸清了条件/
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