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摘 要 构建真核表达载体 8JU)7LY$（ Z ）K?[3\K!，与质粒 8E%!K2?C. 共转染 JS]K2?C.^ 细胞，以含有 =##!;_,V TN$6 的 ‘3U3
进行选择性培养，筛选抗性克隆，并用 3>a 扩增，提高 .?[3\K! 的表达量。收集的 .?[3\K! 蛋白进行 b+<9+.B -’&9 检测，还原蛋

白样品电泳产生一条大小约为 $6AU 的特异性条带，非还原蛋白样品电泳产生一条大小约为 L#AU 的特异性条带，提示表达的

.?[3\K! 是经过糖基化修饰的，且以同源二聚体形式分泌表达。单细胞分离培养得到 $N 株 .JS]（?[3\K!）单克隆细胞株，

OV‘E7 法检测 .?[3\K! 表达水平，最高可达 =Y6L!;_!N?_$#
" 0+’’<。活性分析结果表明，表达的 .?[3\K! 具有很强的生物学活性。
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骨形态发生蛋白（!"#$ %"&’(")$#$*+, ’&"*$+#-，
!./-）属 于 转 化 生 长 因 子（ 0&1#-2"&%1*+"# )&"3*(
21,*"&，045）6!超家族的成员。到目前为止，已经发

现的 !./ 成员多达 78 余 个，除 !./69 外 的 其 他

!./- 均具有诱导间充质细胞向成骨细胞和成软骨

细胞分化的能力，可以诱导异位骨形成，修复骨质缺

损，促进骨折愈合［9］等。!./6: 是 !./ 家族重要的

一员，具有很强的诱导成骨的活性，能够单独在体内

诱导骨形成，因此已被应用于骨折愈合、脊柱融合

术［:］、整形外科以及牙齿组织工程［;］等众多临床应

用中。本实验用全长序列的 (!./6: ,<=> 构建了

真核表达载体 ’?<=>;@9（ A ）6(!./6:，将其与质粒

’BC:6D(2& 共转染 ?EF6D(2&G 细胞，经过 479H 选择性

培养，.0I 压力扩增以及单细胞分离培养，获得了

稳定、高效表达 &(!./6: 成熟肽的单克隆细胞株。

对细胞株的培养基蛋白进行的初步活性测定表明，

培养基中所含的可溶性 &(!./6: 具有很强的生物学

活性。

! 材料和方法

! "! 细胞培养

二氢 叶 酸 还 原 酶 缺 陷 型 中 国 仓 鼠 卵 巢 细 胞

?EF6D(2&G（?JK6L8LM；>0??）购自中国科学院上海

生物化学与细胞生物学研究所，以 N.<. 培养基培

养（4N!?F!JK 公司），并在其中添加 98G 7%"OPK 的次

黄嘌呤和 9@M Q 98G R %"OPK 的胸苷（均购自 B+)%1 公

司）以及 98S透析过的胎牛血清（购自天津市灏洋

生物制品有限公司）。本实验涉及的细胞均是在含

有 RS ?F:，;TU的细胞培养箱中培养。

! "# 真核表达质粒的构建

以本实验室原有已构建的含有 (!./6: ,<=>
全长序列（4$#!1#V 1,,$--+"# ="W =.6889:88）的质粒

’?<=>M>6(!./6: 为模板，通过 /?J 反应扩增得到

全长序列 (!./6: 的 ,<=>，并将其连接至表达载体

质 粒 ’?<=>;@9（ A ）中，构 建 了 真 核 表 达 质 粒

’?<=>;@9（ A ）6(!./6:。为方便克隆，在上下游引

物中分别引入 !"#E"和 $%&"酶切位点。

上游引物：

RX64?044>0??>??>044044??444>???4?040? 6;X
下游引物：

RX64?40?0?4>4?0>4?4>?>???>?>>???0??>?6;X
连接反应的产物转化感受态细胞 ’ W (&)* <ER#，

采用菌落 /?J 的方法筛选阳性菌落，并进一步提取

质粒 <=> 进行酶切鉴定，鉴定结果与预期吻合，测

序结果表明读码框完全正确。

! "$ 转染及筛选阳性克隆

将构建好的质粒 ’?<=>;@9（ A ）6(!./6: 以及

’BC:6D(2& 按 照 摩 尔 比 R Y 9 混 合，用 脂 质 体

K+’"2$,*1%+#$:888（购自 N#Z+*&")$# 公司）共转染 ?EF6
D(2&G 细胞，同时用空载质粒 ’?<=>;@9（ A ）和 ’BC:6
D(2& 共转染 ?EF6D(2&G 细胞作为对照。细胞转染 :7(
后更换新鲜的 N.<. 选择培养基（含 98S 的 5!B，

T88$)P%K 的 479H）培养，每 ; 天换 9 次液，直至细胞

克隆形成。

! "% 氨甲蝶呤的加压培养

将步骤 9@; 中形成的所有克隆用细胞消化液

0&[’-+#6\<0>（购自 4N!?F 公司）消化下来，接种到

细胞培养皿中混合培养，待细胞生长达到 L8S的密

度后，9 YM 接种到新的细胞培养皿中，并在选择培养

基中加入氨甲蝶呤（.0I）（购自 B+)%1 公司），使其

终浓度达到 8@9$%"OPK。约 : 个星期后可见抗性克

隆出现，将所有克隆消化下来，混合培养，细胞生长

状况正常后，再以同样的程序用 9$%"OPK 的 .0I 扩

增转化子，最终得到能够在 9$%"OPK 的 .0I 中正常

生长的重组 ?EF 细胞的混合克隆株，我们命名为

&?EF（(!./6:），对照组细胞我们命名为 &?EF（?）。

! "& ’()*(+, -./* 鉴定 +01234#
将 &?EF（(!./6:）和 &?EF（?）分别接种到细胞

培养皿中，待细胞达到 L8S的密度后，换用无血清

培养基培养（不加 .0I），:D 后收集细胞培养液。按

照参考文献［7］上的三氯乙酸沉淀法提取细胞培养

液中的蛋白。提取的蛋白用 0&+-60&+,+#$ 聚丙烯酰胺

凝胶电泳以及 ]$-*$&# ^O"* 进行分析鉴定。将样品

分别用含有 <00 和不含 <00 的加样缓冲液混合，和

J1+#^"3 .1&V$& 一起在 HS的聚丙烯酰胺凝胶上进

行电泳，然后电转移到硝酸纤维素膜上，用含有 RS
脱脂牛奶的 0!B0 缓冲液封闭过夜。分别用一抗

1#*+6!./6:（购自 J_< 公司）单克隆抗体和带有辣根

过氧化物酶的二抗 1#*+6%"‘-$ N)4（购自 /&"%$)1 公

司）孵育 :(，然后与 \?K 试剂反应并曝光。

! "5 +01234# 的表达量检测

参照《组织培养和分子细胞学技术》［R］所述的方

法对 &?EF（(!./6:）细胞混合克隆进行单细胞分离

培养，得到了 97 株单克隆细胞株。将这 97 株单克

隆细胞株接种到 LM 孔板，细胞生长达到 L8S的密

度后更换新鲜培养基，:7( 后收取培养液上清，用

(!./6: \KNB> a+*（购自武汉博士德公司）检测培养

液上清中 &(!./6: 的浓度，同时用 ??a6H 试剂盒（购
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自日本同仁化学研究所）测定各孔细胞数，根据结果

计算出各单克隆细胞株的 !"#$%&’ 表达量。

! "# $%&’()* 的生物学活性检测

有文献报道［(］，鼠成肌细胞系 )’)*’ 在 #$%&’
的刺激培养下，由成肌分化转变成成骨分化，而碱性

磷酸酶是成骨细胞的标志酶。我们用不同浓度的

!"#$%&’ 条件培养基刺激培养 )’)*’，通过测定碱性

磷酸酶（+,-+,./0 1"231"+4+30，56%）的活性变化来分析

!"#$%&’ 的生物学活性。

! "# " ! 条件培养基的制备：将 !)78（"#$%&’）和

!)78（)）分别接种于含有 *9: ;#< 和 *!=2,>6 $?@
的 A$B$ 培养，待细胞生长达到 C9:的密度后，换用

不含血清的 B$D$ 培养（不加 $?@），’E" 后收集细

胞培 养 液，E999F，EG 离 心 H=./，取 上 清 分 装 于

*IH=6 离心管，J K9G保存，使用时与正常培养基按

比例混合使用。

! "# " * 碱性磷酸酶活性的测定：将收集的 !)78
（"#$%&’）及 !)78（)）细 胞 的 培 养 液 上 清 分 别 以

H:、*9:和 ’9:的比例添加到 B$D$ 中，并同时添

加 ;#<，使 ;#< 的终浓度达到 H:，以此混合培养基

培养 )’)*’ 细胞，并以只含 H: ;#< 的 B$D$ 培养

)’)*’ 细胞作为对照，每 ’ 天换 * 次液。刺激培养

HL 后，先用 ))M&N 试剂检测各孔在 EH9 /= 处的 !"
值，再用 %#< 缓冲液洗涤 O 次，每孔加入 H9!6 碱性

磷酸酶反应底物溶液（E 片 <.F=+ P *9E1"231"+4+30
3QR34!+40 溶 解 于 *H=6 H9==2,>6 F,ST./0，*==2,>6
$F),’，17*9IH），室 温 孵 育 ’9=./。 用 $.T!21,+40
U0+L0! 在 E9H /= 波长测定 !" 值，结果除以使用

))M&N 试剂测定的 !" 值以标准化 56% 结果。每组

样品取 ( 个复孔的平均值作图。

* 结果

* "! $%&’()* 真核表达载体的构建和鉴定

以质粒 1)BV5(5&"#$%&’ 为模板，进行 %)U 反

应，扩 增 "#$%&’ TBV5，再 将 %)U 产 物 插 入 质 粒

1)BV5OI*（ W ）中，得 到 "#$%&’ 的 真 核 表 达 载 体

1)BV5OI*（ W ）&"#$%&’（图 *）。对提取的质粒进行

限制性 内 切 酶 酶 切，电 泳，可 切 下 得 到 约 *I’-R>
HIE-R 大小的片段，与预期结果相符（图 ’），测序结

果证实插入片段的碱基序列和读码框完全正确。

* "* +,-.,$/ 012. 鉴定 $%&’()* 在 345 细胞中的

表达

将 !)78（"#$%&’）和 !)78（)）细胞分别接种于

细胞培养皿中，细胞生长达到 C9:的密度后更换成

图 * "#$%&’ 表达载体 1)BV5OI*（ W ）&"#$%&’ 的

构建流程图

;.FX* ;,2YT"+!4 2Z T2/34!QT4.2/ 2Z !0T2=R./+/4 "#$%&’
0[1!033.2/ \0T42! 1)BV5OI*（ W ）&"#$%&’

图 ’ 1)BV5OI*（ W ）&"#$%&’ 的酶切鉴定

;.FX’ U034!.T4.2/ +/+,S3.3 2Z 1)BV5OI*（ W ）&"#$%&’ \0T42!3
1)BV5OI*（ W ）&"#$%&’ L.F0340L Y.4" #$%7">&’("（,+/0*）+/L

#$%7"（,+/0’），&’("（,+/0O）+/L =+!-0! 34+/L+!L（$）X

$+!-0! 34+/L+!L .3!&DT2?*E L.F034 X

不含血清的 B$D$ 继续培养，EN" 后收集培养液，三

氯乙酸沉淀法提取培养液蛋白。将提取的蛋白样品

用含有 B?? 和不含 B?? 的加样缓冲液混合，?!.3&
?!.T./0 电泳及 ]0340!/ R,24 鉴定（图 O）。结果显示在

还原 和 非 还 原 的 样 品 泳 道 中 分 别 出 现 大 小 约 为

*N-B 和大小约为 O9-B 的两条特异性蛋白条带，而

!)78（)）培养液上清中提取的蛋白样品却没有相应

的条带，表明 !)78（"#$%&’）分泌表达 !"#$%&’ 蛋

白。根据 "#$%&’ 的氨基酸组成计算可知，没有经

过翻译后修饰的 "#$%&’ 蛋白大小约为 *O-B，由此

推测表达的 !"#$%&’ 是经过糖基化等翻译后修饰

9KC )’*+,-, .(/0+$1 (2 #*(3,4’+(1(56 生物工程学报 ’99(，̂ 2,I’’，V2I(



的，且以同源二聚体的形式分泌到培养基中的。

图 ! "#$%#&’ ()*% 鉴定 &+,-./0 的表达

1234! "#$%#&’ ()*% 5’5)6$2$ *7 &+,-./0
8：&#9:;#9 <&*%#2’ $5=<)# #>%&5;%#9 7&*= &?@A（?）;:)%:&# 5$ ;*’%&*)；0：

’*’/&#9:;#9 <&*%#2’ $5=<)# #>%&5;%#9 7&*= &?@A（+,-./0）;:)%:&#；!：

&#9:;#9 <&*%#2’ $5=<)# #>%&5;%#9 7&*= &?@A（+,-./0）;:)%:&#；-：

B52’(*C =5&D#& 4 E<<&*>2=5%#)6 FG!3 *7 =#92:= <&*%#2’ C5$ )*59#9 2’

)5’# 8，)5’# 0 5’9 )5’# ! 4

!"# $%&’()! 的表达量检测

我们通过单细胞分离培养的方法得到了 8F 株

&?@A（+,-./0）的单克隆细胞株，HIJKE 法检测其表

达量（表 8）。结 果 显 示，我 们 获 得 了 高 效 表 达

&+,-./0 的 &?@A（+,-./0）单克隆细胞株，表达量最

高可达 LMN!!3O0F +O8GP ;#))$。

表 * 各单克隆细胞株的 $%&’()! 表达水平

+,-./ * +%/ /01$/22345 ./6/. 47 $%&’()! 35 8377/$/59
:/.. :.45/2

?#)) $%&52’ 8 Q 0 Q ! Q F Q R Q P Q L Q

H><&#$$2*’ )#S#) *7 &+,-./0
（!3O0F+O8G

P ;#))$）
PM88 FMT8 PM8P RMPG FMGL FM!F PM8L

?#)) $%&52’ N Q T Q 8G Q 88 Q 80 Q 8! Q 8F Q
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!"; $%&’()! 的生物学活性检测

我们用分别含有 RU、8GU和 0GU &?@A（+,-./
0）细胞 0F+ 培养液的条件培养基刺激培养 ?0?80，

并以只含 RU1,K 的 V-H- 培养 ?0?80 细胞作为对

照，同样用 &?@A（?）细胞的 0F+ 培养液制成条件培

养基培养 ?0?80。R9 后检测碱性磷酸酶活性（图

F）。结果显示，以 &?@A（+,-./0）细胞培养液制成的

条件培养基培养的 ?0?80 细胞中碱性磷酸酶活性

与对照组相比有显著升高，且表现出明显的剂量依

赖型，而以 &?@A（?）细胞培养液制成的条件培养基

培养的 ?0?80 细胞中碱性磷酸酶活性却没有变化，

这表明表达的 &+,-./0 具有很强的生物学活性。

# 讨论

,-./0 是 ,-. 家族重要的一员，具有广泛的生

物学功能，特别是其很强的诱导成骨活性已经在临

图 F &+,-./0 影响 ?0?80 细胞的碱性磷酸酶活性
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床前 和 临 床 实 验 中 被 证 实。 有 临 床 研 究 表 明

&+,-./0 完全可以替代骨移植用于脊柱融合术中，

在某些情况下，,-./0 成功诱导融合的效率还要优

于自 体 骨 移 植，而 且 在 许 多 融 合 手 术 的 应 用 中，

,-./0 都被证明是有效的［L］。,-./0 已经成为一个

很有治疗应用前景的生物小分子。

!"#$/ 0 基因位于 0G<80，;VZE 全长 8RFL(<，开

放读码框（AB1）为 88T8(<，共编码 !TP 个氨基酸，在

+,-./0 前肽中有 F 个保守的双碱性氨基酸残基的

酶切位点，BHYB，可以在蛋白酶的作用下产生一个

只有 88F 个氨基酸的成熟肽。该成熟肽分子量约为

8!DV，<J 为 LMT，含有 L 个绝对保守的半胱氨酸残基

和 8 个潜在的糖基化位点。在细胞中合成的 ,-./0
前体蛋白经过蛋白酶水解后，以有活性的同源二聚

体形式分泌到胞外。

本实 验 尝 试 用 ?@A 作 为 宿 主 细 胞 来 表 达

&+,-./0。?@A（9+7&[ ）是缺陷型中国仓鼠卵巢细胞，

是表达外源真核基因的最佳宿主，外源蛋白容易在

?@A 细胞中合成并分泌到培养基中，表达蛋白的折

叠及二硫键的形成几乎与天然蛋白质相同，已有多

种蛋白在 ?@A 细胞中获得成功表达［N [ 8G］。我们把

全长 序 列 的 +,-./0 ;VZE 克 隆 到 真 核 表 达 载 体

<?VZE!M8（ \ ）中，并转染到 ?@A 细胞中，使其能进

行足够的翻译后修饰，这样我们得到的重组蛋白就

会有很高的生物学活性。以 -W] 扩增系统为手段，

大量地增加整合到宿主细胞染色体上的 !"#$/ 0 基

8LT张道永等：重组人骨形态发生蛋白 0 在 ?@A 细胞中的表达、鉴定及活性分析



因的拷贝数，借以大幅度的提高 !"#$%&’ 蛋白的表

达量。实验结果显示我们通过基因工程技术，建立

了稳定分泌表达 !"#$%&’ 同源二聚体的单克隆细胞

株，且经多次冻存和复苏仍然具有稳定分泌外源蛋

白的能力。活性检测表明 !"#$%&’ 蛋白具有很强的

生物学活性，为进一步开发成为可用于临床治疗的

生物技术药物提供了技术支持与可能。
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番茄红素的功能与开发

含番茄红素的果蔬颇多，如番茄（西红柿）、西瓜、石榴等等，这类“素”的功能作用已引起国内外研究者

与企业家的关注。因为：（(）它是一种强抗氧化剂，特别是源于生物的番茄红素具有抑制突变、降低核酸损

伤、减少心血管病和防癌抗癌之功效；（’）索取该“素”的原料颇为广泛，如番茄等果蔬，除传统育种技术能生

产番茄外，太空育种技术、转基因技术以及微生物技术育种也得到实际应用，因而在提高产量和产品质量，

扩大该“素”的生产规模方面还有着巨大的潜力；（?）番茄红素作为一种医疗保健品应用面广泛，使这个行业

充满着巨大的商机。

关于番茄红素的研究成果，主要有以下几方面：

（(）保加利亚有几家研究所联合培育出有自家特色的番茄新品种，番茄红素和!&胡萝卜素含量极高，且比

普通番茄更甜，因而可广泛用于儿童保健产品的开发；（’）俄罗斯西伯利亚一家研究所通过转基因技术研发一

种抗艾滋病和“乙肝”的“工程西红柿”，将其制成粉末状食物，通过试验鼠饲喂验证，发现鼠血液中有高含量抗

体，试验鼠器官黏膜表面也有抗体。若能将其制成“食用疫苗”或片剂且对人体有效的话，那将会因其不用冷

藏、不用注射、感染风险低、易于规模生产等诸多优越性，而更有希望被用于人类。（?）中科院遗传与发育研究

所研究人员通过太空育种途径培育出番茄红素含量高、遗传性状稳定的高产番茄新品种，其“素”含量高于普通

番茄 ? 倍，性状稳定于 > 代。（>）可通过微生物发酵法生产番茄红素。如一种布拉霉（3(’<4=(4’ .&+=7,&’）发酵生

产番茄红素，在发酵液中添加 (Z烟草废弃物，发酵 ((A"，收获番茄红素约 T’ [ FA8D\(AA8Q；一种引入欧氏杆菌

的番茄红素合成基因于蛋白假丝酵母内构建的“工程假丝酵母”发酵生产番茄红素 GHF"D\D（菌体干重），八氢番

茄红素 >AG"D\D（干重）；另一种浅红链霉菌突变株发酵 T 天产番茄红素 A/HD（干重）\Q。如果微生物发酵生产番

茄红素的产品质量与天然产品能相比拟的话，那发酵途径可一年四季实行生产，为产品产业化开辟了新途径。

（H）基于番茄红素防病、治病的多种功能作用，我国一家药业公司将番茄红素研制成软胶囊产品，已商品化投入

市场，这种“胶囊”服用后易被人体吸收，可充分发挥其抗氧化作用，其清除体内自由基的功效优于胡萝卜素和

维生素 U 高达 (AA 倍，该“素”还可有效防治因衰老、免疫力下降而引发的各种疾病。

总之，多途径培育高含量番茄红素的果蔬，从中索取“素”产品，并将其商品化、产业化将成为一个新的

热点，相信不久的将来，现代生物技术将更多地应用于番茄红素的开发。

（柯 为）
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