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摘 要 采用 E41FGE 法得到人 HFI 的编码区 DJ*K，克隆至穿梭质粒 LMN.::(5，构建重组有 HFI 编码区 DJ*K 的腺

病毒 J*K，经 F,D O 酶切线性化，在脂质体介导下转染 P<Q#"% 细胞，制备重组腺病毒并测定病毒滴度约为 8 R !$7 S
!T8 R !$2 LB.U=V。体外感染小鼠成肌细胞 G#G!#，W5X:5/- Y(’: 及 <VOMK 检测证实有 HFI 蛋白的表达，并可在细胞培

养上清中持续表达 7 周。感染 HFI 重组腺病毒的 G#G!# 细胞生长状态良好、细胞周期无明显变化。将重组腺病毒

加入体外培养的小鼠骨髓细胞的培养基中，诱导形成的破骨细胞数量及在象牙片上形成的吸收陷窝的数量显著减

少（F Z $T$!）。
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骨保护素（HX:5’L/’:5\5/>-，HFI），或称破骨细胞

生 成 抑 制 因 子（HX:5’D(,X:’\5-5X>X >-N>Y>:’/0 B,D:’/，
HGO;），是含有 3$! 个氨基酸残基的肝素结合分泌型

糖蛋白，其结构与 4*; 受体（4*;E）超家族的成员具

有高度的保守性 。实验表明 HFI 能够在全身或局

部通过抑制破骨细胞分化、抑制成熟破骨细胞的活

性并诱导其凋亡等来增加骨量，HFI 基因敲除小鼠

成年后表现为严重的骨质疏松，而切除卵巢后的骨

质疏松小鼠注射重组人 HFI 两周后，出现了明显的

骨矿物质密度上升和骨量增加［!，#］。HFI 与其配体

HFIV（HX:5’L/’:5\5/>- (>\,-C）之间的竞争性结合被认

为是破骨细胞分化、增殖、凋亡及发挥生理作用过程

中最重要的调控机制，提示其在治疗骨质疏松、癌症

骨转移、高钙血症及 F,\5:’X 病等方面具有广阔的应

用前景。本实验构建了表达人 HFI 的复制缺陷性

腺病毒，证实其在体外具有抑制破骨细胞分化和骨

吸收的活性，并研究了病毒感染小鼠成肌细胞后

HFI 蛋白分泌表达的时限及对细胞生长的影响。

$ 材料和方法

$%$ 材料

腺病毒表达系统 KC5-’1]4^及传代次数在 #$ 代

以内的 P<Q#"% 细胞（GVH*4<GP），羊抗人 HFI 多

克隆抗体及碱性磷酸酶标记的驴抗羊 O\I（MK*4K

GE_‘），抗酒石酸酸性磷酸酶（4EKF）染色试剂盒、

!!，#8（HP）#J% 及地塞米松（M>\=,），!1^<^、转染试

剂阳 离 子 脂 质 体 V>L’B5D:,=>-5 E5,\5-: #$$$（I>YD’
aEV），限制性核酸内切酶、43 J*K 连接酶、43 J*K
聚合酶等（*<a），小量质粒提取试剂盒（[OKI<* ）。

原核表达的 HFI1^aF 融合蛋白为本实验室制备并

保存，7 S 6 周龄 aKaVUD 雄性小鼠由本校动物中心

提供。

$%& 方法

$%&%$ 携带人 a^F1# 基因的穿梭质粒的构建：设计

一对针对人 HFI 编码区全长 DJ*K 的引物 F!、F#，两

引物 的 8U 端 分 别 设 计 限 制 酶 酶 切 位 点 34+ O 和

5"%"。提取人骨肉瘤细胞系 ^I7% 细胞的总 E*K，

以 ’(>\’（C4）为引物合成 DJ*K 第一链。取 #=V 逆转

录产物为模板，用引物 F!、F# 进行 FGE，将 FGE 产物

克隆入用 67+ O 切开的 L_G!" 质粒中，构建重组质

粒 L_G!"1HFI，酶切鉴定后进行序列测定。

穿梭质粒 LMN.::(5 和重组质粒 L_G!"1HFI 分别

经 34+ O 和 5"% O 酶切后，按常规方法构建重组穿梭

质粒 LMN.::(51HFI，分别经 80(E O 和 9#$C #单酶切

鉴定。

$%&%& 重组人 HFI 基因的腺病毒 J*K 的构建及鉴

定：按腺病毒表达系统 KC5-’1]4^试剂盒操作手册构

建重组人 HFI 基因的腺病毒 J*K（命名为 KC5-’1



!"#），并去除自连的载体 $%&。

重组有 !"# 编码区基因的腺病毒 $%& 约有

’()*，阳性克隆的鉴定采用 "+, 法。以重组腺病毒

$%& 为模板，以试剂盒提供的鉴定引物 "-、", 作

"+,，根据说明书提供的反应条件，阳性克隆应能得

到大小为 ’./*0 的条带。而以针对 !"# 编码区基

因的引物 "1、"2 作 "+,，阳性克隆应能得到大小约

为 12//*0 的条带。

!"#"$ 人 !"# 重组腺病毒的制备及滴度测定：3!4
&56789!"# 质粒，’.:下经 !"#1 酶切 ;< 进行线性

化，抽提后溶于 1/!= >? 中，转染 @?A2B’ 细胞。一

般在常规培养 1 周以后，细胞出现病变（+CD80ED<FG
6HH6GD，+"?），表现为细胞变圆，部分细胞脱壁。当

3/I的细胞脱壁后，收集细胞（勿使用胰蛋白酶）。

细胞沉淀重悬于 3//!= 的 "JK 缓冲液中。经 L ./:
到 ’.:反复冻融 ’ 次以上，离心，上清中即含有重

组病毒颗粒，将第一次获得的腺病毒液命名为“初

次扩增产物”。取 23/!=“初次扩增产物”直接加入

生长在直径 M/NN 培养板中的 @?A2B’ 细胞的培养

液中，细胞一般在感染 1 5 后培养基变黄，2 O ’ 5
3/I以上的细胞脱壁。同法收集细胞，反复冻融制

备含有病毒的 "JK 液。重复进行上述实验以制备

足够量的重组病毒。

以制备的病毒液为模板，以试剂盒提供的鉴定

引物 "-、", 作 "+,，根据说明书提供的反应条件，若

制备的重组腺病毒含有人 !"# 基因，则应能得到大

小为 ’./*0 的条带。

应用空斑形成试验测定病毒滴度。病毒的滴度

以每毫升病毒液内的空斑形成单位（"PEQR6 H8SNF74
R7FDT，0HR）表示，根据公式计算：

空斑数量
病毒稀释倍数 U 病毒液体积

!"#"% 人 !"# 重组腺病毒体外感染小鼠成肌细胞

+2+12：M 孔细胞培养板中，小鼠成肌细胞 +2+12 在

含 1/I胎牛血清的 $V?V 培养基中培养至 ;/I汇

片，细胞计数后，移除培养液，加入 1N= 经培养液稀

释的病毒液，以每个细胞加入约 1/ 个 0HR 的病毒计

算。轻轻敲击培养板的底部使液体均匀覆盖所有细

胞。继续培养 (;<，离心收集 2 U 1/3 个细胞，裂解后

制备样品进行 1/I K$K9"&#? 电 泳，按 常 规 进 行

W6TD6S7 *P8D，一抗为羊抗人 !"# 的多克隆抗体（1：

3//），二抗为碱性磷酸酶标记的驴抗羊 X4#（1：(//），

显色液为 %J>YJ+X"。

应用 ?=XK& 测试 !"# 在 +2+12 细胞中的分泌

表达时限。在 M 孔培养板中培养 +2+12 细胞，重组

腺病毒感染 2( < 后，加入完全培养基，此后转入

23GN 的培养瓶中培养，分别在感染后 2，(，M，; 周收

集培养上清和细胞。在收集细胞 2 5 前更换培养

基，改用含 /Z3I胎牛血清的培养液培养 (;< 后，收

集上清，常规方法进行 ?=XK& 检测，以未被重组病毒

感染的 +2+12 培养上清作为阴性对照，以原核表达

的 !"#9VJ" 融合蛋白作为阳性对照。同法收集细

胞进行流式细胞仪检测。

!"#"& 小鼠破骨细胞样细胞的培养及骨吸收陷窝

形成实验：参照 >E)E<ET<F 等的方法并稍做改动［’，(］。

M O ; 周龄 J&J=Y+ 雄性小鼠 12 只，颈椎脱臼处死后

浸泡于 .3I酒精中 ’NF7，分离股骨、胫骨，剪除骨干

两端骨质显露骨髓腔，将骨髓细胞自骨干一端冲出，

"9V?V 洗 2 遍。吸取少许细胞悬浮液，3I的草酸溶

液溶解混杂的红细胞，显微镜下细胞计数。直径

(NN、厚约 13/!N 的象牙片浸泡于 .3I酒精中过夜

除菌，以消毒的铅笔在一侧标记以便识别象牙片方

向。象牙片与直径 (NN 的玻片置于 BM 孔细胞培养

板中，先加入培养液 /Z1 N=、温育 2< 后吸出培养基，

每孔加入鼠骨髓细胞悬液 /Z1 N=（细胞数为 1 U 1/3

个）。培养 2< 后，将象牙片或玻片取出、浸入"9V?V
中稍稍清洗去除红细胞，再转入 2( 孔细胞培养板

内，每孔加入 ’ 个象牙片或玻片。加入 /Z3N= 完全

培养基。特别注意在此过程及此后的换培养液的过

程中使象牙片或玻片附着细胞的一面向上，如颠倒

后将导致细胞死亡。

1"，23（!@）2$’、地塞米松在纯酒精中溶解后以

适量"9V?V 稀释，加入培养液中至终浓度分别为 2
U 1/L ; N8PY=、1 U 1/L . N8PY=。实验组加入人 !"# 重

组腺病毒液 3/!=（含病毒约 . U 1/3 0HR）Z，对照组加

入 "JK 缓冲液 3/!=。每组 ; 个复孔，每个培养孔内

各有 ’ 个象牙片或玻片。单个培养孔内的液体量为

1 N=。每 25 换液 1 次。全部试验重复 ’ 次。

!"#"’ 破骨细胞样细胞的 >,&" 染色及骨吸收功

能检测：培养 1(5 后，盖玻片经 "JK 溶液洗 ’ 次，冷

丙酮固定 13NF7，空气中干燥，按说明书行抗酒石酸

酸性磷酸酶（>,&"）染色。’ 个以上细胞核、染为红

色的为破骨细胞样细胞。光学显微镜下计算每个玻

片上 >,&" 染色阳性的多核细胞数。部分切片行

@? 染色。象牙片在 /Z23N8PY= 氨水中超声 ’NF7 去

除附着的细胞，"JK 溶液洗，/Z1I甲苯胺蓝溶液染

色 3NF7，1Z/I盐酸酒精分化，丙酮脱水，空气中干

燥，相差显微镜下观察象牙片上骨吸收窝形成情况
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并计算每个象牙片上骨吸收陷窝的数量。

!"#"$ 统计学处理：各组 !"#$ 染色阳性细胞及骨

吸收陷窝的数以均数 % 标准差表示，用配对 ! 检验

进行分析，" & ’(’) 为差异显著。

# 结 果

#"! 人 %&’ ()*+ 的克隆及穿梭质粒的构建

提取的骨肉瘤 *+,- 细胞总 ".# 经 "!/$0" 扩

增后得到约 1(2 34 的片段，$0" 产物克隆入质粒

56017 的 #$% 1 位点，酶切鉴定正确（图略）。序列

分析的结果表明，本实验所克隆的 8$+ 编码区基因

的核苷酸序列与文献报道［1，-］的完全一致。将 8$+
全长 9:.# 克隆入穿梭质粒 5;<=>>?@，构建重组有人

8$+ 编码区基因的重组质粒 5;<=>>?@/8$+（图 1）。

图 1 5;<=>>?@/8$+ 重组质粒的酶切鉴定

ABC(1 DE@F>BGB9H>BIF IG J@9IK4BFHF>
5?HLKBE 5;<=>>?@/8$+

1( :M2’’’ :.# KHJ3@JL；

2( 6F9=> 5?HLKBE 5;<=>>?@/8$+；

-( 5;<=>>?@/8$+ N &’(" D；

O( 5;<=>>?@/8$+ N)*+E DDD

#"# 人 %&’ 重组腺病毒的制备与鉴定

质粒 5;<=>>?@/8$+ 经 $D/#’, D 和 D/-,. D 双酶切

后得到的目的片段克隆入经 $D/#’, D 和 D/-,. D 切过

的开环腺病毒 :.# 中。采用 $0" 法进行鉴定，阳性

克隆扩增得到大小约为 12’’45 的条带（图 2）。

图 2 8$+ 重组腺病毒 :.# 的 $0" 鉴定

ABC(2 $0" BE@F>BGB9H>BIF IG J@9IK4BFHF> HE@FIPBJ=L
1( :M2’’’ :.# KHJ3@JL；

2( $0" QB>< 5JBK@J $1 N $2；

-( $0" QB>< 5JBK@J $AN$"（-R’45）

#E@FI/8$+ 质粒经 "%’1 线性化后转染 STU27-
细胞，1 周以后细胞出现 0$T（图 -）。将制备的病毒

液感染 STU27- 细胞，一般 2 V - E 后细胞出现 0$T。

空斑形成试验测定，病毒滴度为 ) W 1’, V 1() W 1’R

5G=NKM。以病毒液为模板，以试剂盒提供的鉴定引

物 $A、$" 作 $0"，根据说明书提供的反应条件，结果

得到大小为 -R’45 的条带（图略），证实制备的腺病

毒已重组有人 8$+ 编码区基因。

#", 腺病毒介导的人 %&’ 在 -#-!# 细胞中的表

达及对细胞生长的影响

图 - 感染 #E@FI/8$+ 重组 :.# 前后 STU27- 细胞的形态比较

ABC(- *IJ5<IC@F@LBL IG STU27- 9@??L BFG@9>@E 4X J@9IK4BFHF> #E@FI/8$+
#( .IJKH? STU27- 9@??L

Y( STU27- 9@??L BFG@9>@E 4X J@9IK4BFHF> #E@FI/8$+

小鼠成肌细胞经重组腺病毒感染后 OZ<，收集

细胞裂解物经 ;:;/$#+T 蛋白电泳后，[@L>@JF 4?I>
检测结果发现，有针对 8$+ 抗体的特异性条带，分

子量约为 ,-3:（图 O）。证实人 8$+ 重组腺病毒能

在小鼠成肌细胞 02012 中表达人 8$+ 蛋白。

在感染后 2，O，,，Z 周收集细胞培养上清，进行
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!"#$% 检测，结果发现在 & 周内均可在细胞培养上

清中检测到 ’() 蛋白的表达，* 周后检测结果为阴

性。人 ’() 重组腺病毒感染小鼠成肌细胞后，细胞

形态正常，流式细胞仪检测未见有细胞凋亡等异常

（图略）。

图 + 感染重组 %,-./0’() 的 12132 细胞的 4-56-7. 89/6
分析

:;<=+ 4-56-7. 89/6 >.>9?5;5 /@ 12132 A-995 ;.@-A6-, B;6C
7-A/D8;.>.6 %,-./0’()
3= 1-99 9?5;5 /@ 12132 A-995 >.>9?E-, 8? 4-56-7. 89/6；

2= 1-99 9?5;5 /@ 12132 A-995 ;.@-A6-, B;6C %,-./0’() >.>9?E-, 8? 4-560

-7. 89/6；

F= 1-99 9?5;5 /@ 12132 A-995 >.>9?E-, 8? $G$0(%)!；

+= 1-99 9?5;5 /@ 12132 A-995 ;.@-A6-, B;6C %,-./0’() >.>9?E-, 8? $G$0

(%)!；

H= "/B D/9-AI9>7 J7/6-;. D>7K-75

!"# 人 $%& 重组腺病毒抑制破骨细胞的分化及骨

吸收功能

盖玻片上破骨细胞样细胞经 LM%( 染色后，呈

红色，多核，周围的胞膜可见多个伪足样突起。其周

围还可见单核吞噬细胞、成纤维样细胞及红血球等

散在破骨细胞之间。象牙片上出现骨吸收陷窝，呈

圆形、椭圆形、腊肠状不等，骨吸收陷窝在象牙片上

呈不均匀分布。

培养 3+, 后各组 LM%( 染色阳性的细胞数统计

表明，实验组的 LM%( 染色阳性的细胞数少于对照

组，! N O=O3。实验组骨片上骨吸收陷窝的数目明

显少于对照组 ! N O=O3。说明腺病毒表达的 ’()
可在体外抑制破骨细胞样细胞的分化和骨吸收功能

（图 H、&；表 3）。

表 ’ 人 $%& 重组腺病毒对破骨细胞形成

及骨吸收功能的影响

()*+, ’ -..,/01 2. 3,/24*56)0)60 78,629$%& 26 210,2/+)10
.234)0526 )68 *26, 3,123:05;, .<6/0526

P/= /@ /56-/A9>565QA/R-759;J P/= /@ J;65 Q,-.6;.- 59;A-

%,-./0’()（ S ） 2T2 U T=3+! FF+ U 3F=VT!

%,-./0’()（ W ） VV U 2=FH *& U V=3F

! ! N O=O3

图 H 体外培养的小鼠骨髓多核细胞形态

:;<=H X/7JC/<-.-5;5 /@ DI96;.IA9->6-, A-995 "# $"%&’
%= LM%(0J/5;6;R- DI96;.IA9->6-, A-995（LM%( 56>;. Y +OO）；

Z=XI96;.IA9->6-, A-995 B;6C 6C- J7-5-.A- %,-./0’()（[! 56>;. 5C/B 6C- .IA9-; Y 2OO）

= 讨 论

随着对骨形态发生蛋白（Z/.- D/7JC/<-.-6;A J7/0
6-;.，ZX(）、骨保护素 ’() 及其配体 ’()"、转化生长

因子!（L7>.5@/7D <7/B6C @>A6/7!，L):0!）等的研究，人

们对骨形成、骨吸收过程及其调控机制有了深入的

了解，然而直接将这些因子导入体内面临一定的困

难：目前获得足够临床应用、稳定有活性的细胞因子

仍有难度；即使是体外真核细胞表达的蛋白，其糖基

化、空间结构等与人体自然产生的也不尽相同，患者

接受注射后有可能诱发机体的免疫排斥反应。而基

因治疗作为一种选择可望为骨创伤、骨病的治疗提

供新的思路［H］。
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图 ! 骨陷窝形成情况

"#$%! &’()*+,#)- +#,( .)*/,#)- 0((01
2%&’()*+,#)- +#,( 3’*’ (,0#-’4 3#,5 ,)67#4#-’ 867’（ 9 :;;）；

<，=% >5’ )7,6))? ). 4’-,#-’ (6#@’(（,)67#4#-’ 867’ (,0#- 9 A;）3#,5)7, )* 3#,5 24’-)BCDE

腺病毒载体具有高转染率、高表达率以及在宿

主细胞内的表达有一定时限等特点，能有效转染软

骨细胞、成骨细胞、破骨细胞、骨髓基质细胞、关节滑

膜细胞以及椎间盘髓核细胞等［! F G］，适用于骨折愈

合、脊柱融合、骨质疏松及类风湿性关节炎、骨肿瘤

等疾病的基因治疗，但构建、制备过程较为复杂，病

毒在扩增的过程中会有能自我复制的病毒出现，可

在宿主体内表达病毒蛋白，引起机体的免疫排斥反

应。本文采用的腺病毒表达系统是将目的基因连同

基因组两端的反向末端重复序列经酶切、连接的方

法在体外克隆入病毒质粒中，鉴定后转染 AHI 细胞，

出现病变的细胞即为阳性克隆，较常用的“同源重

组”法简易，成功率高。为减少能自我复制的病毒产

生，特别强调只采用“初次扩增产物”制备病毒，避免

采用反复扩增的方法制备病毒。为提高病毒的滴

度，要求使用传代次数在 J; 代以内的 KLMAHI 细

胞，冻融细胞至少 I 次以上，并在每次冻融后振荡细

胞有助于细胞裂解。在 F N;O冰箱内保存于酒精盒

中，冻融时将装有 KLMAHI 细胞的 P%J/Q 离心管置

于酒精浴中可使温度迅速降低。

小鼠骨髓细胞在 P!，AJ（CK）ARI 和地塞米松的

诱导下体外培养 P; S P:4 可稳定分化出具有骨吸收

功能的破骨细胞样细胞，是当前破骨细胞研究中常

用的培养体系。除在“材料与方法”中提到的，在试

验中我们还发现，较高的起始培养细胞密度（A: 孔

细胞培养板，每孔细胞数大于 J 9 P;J 个），细胞培养

液的 +K 值在 N%; S N%A 之间，勤换培养液（每 A 天更

换一次），可以更好的诱导破骨细胞前体向破骨细胞

方向分化。由于破骨细胞在象牙片或骨片上的分布

不均匀，同一玻片或骨片上不同部位的破骨细胞数

量并不相同，因此，破骨细胞的数量应计算每一个玻

片上的细胞总数，而不应在高倍显微镜下计算不同

视野中 的 破 骨 细 胞 数 或 骨 吸 收 陷 窝 数。将 直 径

:// 的象牙片和玻片先置于 H! 孔细胞培养板，待骨

髓细胞贴壁后再转入 A: 孔培养板中培养，可以使每

一个象牙片和玻片上附着的细胞数大致相等，以确

保实验系统的准确性和可重复性。

骨保护素 CDE 是当前破骨细胞及骨吸收领域

研究的热点，在骨质疏松、类风湿性关节炎、癌症骨

转移的领域有潜在的应用价值［HBPP］。将人 CDE 重组

腺病毒加入鼠骨髓破骨细胞培养体系中，玻片上破

骨细胞及骨片上骨吸收陷窝的数量都较对照组显著

减少，说明经腺病毒感染细胞表达的 CDE 蛋白具有

抑制体外培养破骨细胞的分化和骨吸收功能的作

用。本实验构建的人 CDE 重组腺病毒感染 =A=PA
细胞后，在体外培养的情况下可分泌表达 CDE 蛋白

! 周以上，且对靶细胞的生长无不良影响，提示应用

该系统进行基因治疗的可行性，可能的应用包括骨

质疏松、类风湿性关节炎、骨巨细胞瘤及骨转移癌的

局部治疗研究。
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