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一种具有双嗜性功能融合蛋白ＦＮ／ＣＤＨ的制备及其促粘附、成骨生物活性鉴定

向　强１，张　瑗２，崔　翔２，王加旭２，刘明华１　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院急救部１；４０００４７重庆，第三军医大
学新桥医院骨科２）

　　［摘要］　目的　构建一种具有同嗜性和异嗜性细胞粘附功能的重组融合蛋白ＦＮ／ＣＤＨ，验证其对人骨髓间充质干细
胞 （ｈｕｍａｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ｈＭＳＣｓ）的促粘附、成骨效能。方法　以纤维连接蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）和钙粘附蛋白１１
（ＣＤＨ１１）作为前体分子，通过生物信息学分析了解其结构序列与功能基团。采用“同源模建”作为分子模拟策略确定ＦＮ
和ＣＤＨ１１功能片段的接合方式。常规 ＰＣＲ扩增 ＦＮⅢ７１０和 ＣＤＨ１１ＥＣ１２基因片段后应用重叠延伸 ＰＣＲ（ｓｐｌｉｃｅｏｖｅｒ
ｅｘｔｅｎｓｉｏｎＰＣＲ，ＳＯＥＰＣＲ）进行基因拼接。将融合基因插入原核表达载体ｐＥＴ２２ｂ构建重组载体，重组载体转化表达菌株
Ｒｓｏｅｔｔａｇａｍｉ（ＤＥ３），实现ｒＦＮ／ＣＤＨ的诱导表达，蛋白纯化。免疫印迹确定融合蛋白种属，离心促粘附实验和成骨诱导验
证ｒＦＮ／ＣＤＨ体外生物活性。结果　 成功构建了 ｐＥＴ２２ｂＦＮⅢ ７１０／ＣＤＨ１１ＥＣ１２融合基因原核表达载体，获得了 ｒＦＮ／
ＣＤＨ的可溶性表达，纯化后ｒＦＮ／ＣＤＨ的纯度达到９６％。初步验证了各个融合蛋白表达属性的准确性，证实 ｒＦＮ／ＣＤＨ具
有良好的促进成骨细胞粘附的生物活性。将有成骨分化潜能的ｈＭＳＣｓ在ｒＦＮ／ＣＤＨ涂层的ＴＣＰＳ表面进行成骨诱导培养，
以早期成骨标志物Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ）和晚期标志物Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ（ＯＣＮ）作为评价指标，提示 ｒＦＮ／ＣＤＨ具有良好的
促进细胞成骨分化的生物活性。结论 　成功进行了ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白的原核表达、纯化和鉴定，嵌合蛋白的粘附活性在
一定程度上实现了对ＦＮ和ＣＤＨ１１功能的叠加，ｒＦＮ／ＣＤＨ具有“促粘”和“促成骨”的双重生物活性，可作为一种理想的仿
生修饰分子进行生物界面的构建。
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　　纤维连接蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）是一种以二聚体
形式存在于血浆、体液等细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａ
ｔｒｉｘ，ＥＣＭ）中的糖蛋白，主要功能涉及细胞迁移／粘附、
创面愈合、胚胎形成、血液凝固等病理／生理过程。研
究表明：ＦＮ在成骨过程中急剧增高，与成骨细胞的结
合显著强于其他 ＥＣＭ蛋白［１］。钙粘附蛋白（ｃａｄｈｅｒｉｎ，
ＣＤＨ）是一种钙离子依赖的，主要参与细胞间连接，为多
种细胞间通讯提供桥梁结构的通讯分子。ＣＤＨ１１，又称
成骨细胞特异性ＣＤＨ（ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｃａｄｈｅｒｉｎ，ＯＢＣＤＨ），
是特异表达于成骨细胞表面的一种ＣＤＨ的亚型分子，
可通过“同嗜”效应，介导骨形成并维持微环境中不同种

骨细胞的相互通讯和对话，发挥生物学作用［２］。本研究

旨在设计和制备一种兼有ＦＮ和ＣＤＨ功能特点的双嗜
性粘附分子，构建仿生学生物界面，进而增强种子细胞

在材料界面的成骨性能。首先通过同源模建策略、基因

克隆／拼接技术、蛋白表达／纯化技术，设计和制备了ＦＮ
和ＣＤＨ两种蛋白功能基序的嵌合式融合蛋白（ｒｅｃｏｍｂｉ
ｎａｎｔｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ／ｃａｄｈｅｒｉｎｃｈｉｍｅｒａ，ｒＦＮ／ＣＤＨ）。并 在
ｒＦＮ／ＣＤＨ 涂 层 的 Ｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ
（ＴＣＰＳ）表面进行细胞离心粘附和成骨诱导分化等实
验，评价ｒＦＮ／ＣＤＨ对骨种子细胞的粘附、增殖和分化的
体外影响，为组织工程表面仿生微环境的建立，仿生化

组织工程骨的构建、开发提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　ＦＮⅢ７１０ｃＤＮＡ由美国杜克大学医学中心ＨｏｒａｌｄＰ．Ｅｒｉｃｓｓｏｎ
教授馈赠，ＣＤＨ１１ｃＤＮＡ由日本东京大学 ＭａｓａｔｏｓｈｉＴａｋｅｉｃｈｉ教
授馈赠，ｐＥＴ２２ｂ表达载体（Ｎｏｖａｇｅｎ，德国），ＰＣＲ相关试剂：Ｐｆｕ
高保真酶、Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ混合物（ＭＢＩ，美国），ＤＮＡ限制性内切
酶ＳａｌⅠ、ＮｏｔⅠ，Ｔ４ＤＮＡ连接酶（ＭＢＩ，美国），质粒小抽试剂盒
（Ｏｍｅｇａ，美国），ＤＨ５α感受态细胞（Ｔｉａｎｇｅｎ，中国），Ｒｏｓｅｔｔａｇａｍｉ
（ＤＥ３）改良菌株（Ｎｏｖａｇｅｎ，德国），山羊抗６×ｈｉｓ多克隆抗体
（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国），ＨＲＰ标记的兔抗羊单克隆抗体（北京中
杉，美国），ＡＬＰ检测试剂盒（建成，中国），ＳＹＢＲ Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＰＣＲＫｉｔ（ＴａＫａＲａ，中国），小鼠 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨细胞

株中科院上海细胞库）。对ｒＦＮ／ＣＤＨ融合基因／蛋白的生物信
息学系统分析，采用标准 ＤＮＡ和载体操作技术克隆 ＦＮⅢ７１０
和ＣＤＨ１１ＥＣ１２基因片段，由上海生工技术有限公司合成ＰＣＲ
引物，ＳＯＥＰＣＲ引物设计策略与合成见表１。

表１　ＳＯＥＰＣＲ引物设计

基因 序列 产物大小（ｂｐ）

ＦＮⅢ７１０
上游（Ｐ３）：５′ＡＡＧＧＡＡＡＡＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＴ

ＧＴＴＣＧＧＴＡＡＴＴＡＡＴＧＧＡ３′
１１５８

下游 （Ｐ４）：５′ＧＡＣＡＡＣＣＣＡＣＣＡＡＡＧＧＧＴ

ＴＣＴＧＧＴＴＣＴＧＧＴＴＣＴＣＣＡＴＴＧＴＣＴＣＣＡＣＣＡ３′

ＣＤＨ１１ＥＣ１２
上游（Ｐ１）：５′ＴＧＧＴＧＧＡＧＡＣＡＡＴＧＧＡＧＡＡＣ

ＣＡＧＡＡＣＣＡＧＡＡＣＣＣＴＴＴＧＧＴＧＧＧＴＴＧＴＣ３′
８４４

下 游 （Ｐ２）：５′ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＡＴＧＡＡＧ

ＧＡＧＡＡＣＴＡＣＴＧＴ３′

ｒＦＮ／ＣＤＨ
上游（Ｐ１）：５′ＡＧＧＡＡＡＡＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＴＧＴ

ＴＣＧＧＴＡＡＴＴＡＡＴＧＧＡ３′
１９６５

下 游 （Ｐ４）：５′ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＡＴＧＡＡＧ

ＧＡＧＡＡＣＴＡＣＴＧＴ３′

１．２　方法
１．２．１　ｒＦＮ／ＣＤＨ融合基因的克隆、拼接　　以 ｐＥＴ１５ｂ／ＦＮⅢ
７１０和ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＳＫⅡ（＋）／ＣＤＨ１１重组质粒为模板，采用常
规ＰＣＲ的策略，对 ＦＮⅢ７１０和 ＣＤＨ１１ＥＣ１２基因进行克隆。
采用降落（Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ）ＰＣＲ的方法对ＦＮⅢ７１０和ＣＤＨ１１ＥＣ１２
的ＰＣＲ产物进行基因拼接。首先在一个较低的退火温度下使
解聚的ＦＮⅢ７１０和ＣＤＨ１１ＥＣ１２的ＤＮＡ链在内侧引物Ｐ２和
Ｐ３的引导下，沿重叠区域形成互补结构；然后在一个较高的退
火温度下，以整个拼接的ＤＮＡ链为模板，在外侧引物 Ｐ１和 Ｐ４
的引导下对整个基因进行指数倍和特异性扩增，并对 ＤＮＡ片
段进行分离和回收。

１．２．２　ｐＥＴ２２ｂＦＮⅢ７１０／ＣＤＨ１１ＥＣ１２表达载体的构建　　
分别将ＦＮⅢ７１０、ＣＤＨ１１ＥＣ１２和 ＦＮⅢ７１０／ＣＤＨ１１ＥＣ１２片
段插入ｐＥＴ２２ｂ多克隆位点构建３种重组质粒：ｐＥＴ２２ｂＦＮⅢ７
１０、ｐＥＴ２２ｂＣＤＨ１１ＥＣ１２和 ｐＥＴ２２ｂＦＮⅢ７１０／ＣＤＨ１１ＥＣ１２，
理论长度分别为６６８１、６３６７、７４８８ｂｐ。构建完成后将重组质
粒转化ＤＨ５α感受态细胞培养扩增，将单菌落在 Ａｍｐ（＋）的
ＬＢ培养基中扩大培养，提取质粒进行 ＳａｌⅠ和 ＮｏｔⅠ双酶切鉴
定，并对重组质粒进行ＤＮＡ测序鉴定。
１．２．３　ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白的表达、纯化、属性鉴定　　向１００μＬ
Ｒｏｓｅｔｔａｇａｍｉ（ＤＥ３）感受态细胞内分别加入 ｐＥＴ２２ｂＦＮⅢ７１０、
ｐＥＴ２２ｂＣＤＨ１１ＥＣ１２和ｐＥＴ２２ｂＦＮⅢ７１０／ＣＤＨ１１ＥＣ１２重组
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质粒ＤＮＡ１０μＬ进行诱导表达（３０℃，ＩＰＴＧ母液至终浓度为
０．４ｍｍｏｌ／Ｌ、１５０ｒ／ｍｉｎ诱导培养１～１２ｈ），离心６０００ｒ／ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ，收菌，超声裂菌，将全菌蛋白、上清液、沉淀分别取样进
行ＳＤＳＰＡＧＥ分析目的蛋白的表达形式。再将 ｒＦＮ／ＣＤＨ融合
蛋白的６×ｈｉｓ标签纯化，进行 ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白的免疫印迹
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）鉴定。
１．２．４　人骨髓间充质干细胞（ｈｕｍａｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，
ｈＭＳＣｓ）的分离培养　　从健康成人志愿者髂前上棘穿刺收集
骨髓３ｍＬ，ＰＢＳ液洗涤，离心１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ，收集细胞。弃上
清及脂肪层，收集沉淀，ＰＢＳ液３ｍＬ重悬细胞，将细胞悬液加入
等体积的ｐｅｒｃｏｌｌ细胞分离液上，２０００ｒ／ｍｉｎ低温离心２ｍｉｎ，收
集白膜层的单个核细胞。ＰＢＳ液洗涤、离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）
２次，弃上清。加入含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基重悬细
胞，按１０５～１０６／ｍＬ接种于无菌５０ｍＬ培养瓶内。３７℃、５０％
ＣＯ２、饱和湿度恒温细胞培养箱内培养２４ｈ，弃去未贴壁细胞，
加入含１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，在恒温细胞培养箱内
培养。每日观察细胞生长情况，待细胞生长至３～６代、融合率
达７０％～８０％时即可用以成骨诱导分化实验。
１．２．５　ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白的促粘附活性　　按照梯度浓度的
方法确定ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白发挥促粘附活性的最佳浓度范
围，观察其对成骨细胞的促粘附作用。实验分为ＰＢＳ空白对照
组、ＦＮ阳性对照组、ＣＤＨ阳性对照组、ｒＦＮ／ＣＤＨ实验组。向
９６孔培养板内加入梯度稀释的融合蛋白 ｒＦＮ／ＣＤＨ（融合蛋白
稀释为０、１、１．２５、２．５、５、２０、４０μｇ／ｍＬ的工作溶液）及其空白、
阳性对照液１００μＬ／孔，４℃冰箱孵育过夜。次日弃上述溶液，
加入８５℃热变性的 １％ ＢＳＡ溶液，４℃冰箱孵育过夜。将
２０代之前的生长融合至７０％ ～８０％的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨细胞制
成１０５／ｍＬ的单细胞悬液。将０．５ｍｇ／ｍＬ的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２液
加入单细胞悬液，使其终浓度为５μｇ／ｍＬ。冰浴２０ｍｉｎ。将标
记后细胞以１００μＬ／孔的体积（即１０４／孔）加入９６孔培养板各
预处理孔内，暗室避光操作。将上述培养板置入平板离心机卡

槽，４℃，１００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。采用３６０ｎｍ和４６５ｎｍ双波长
酶标仪读取各孔荧光值。荧光倒置显微镜下观察各孔细胞粘

附情况，拍摄记录。共测荧光值３次，前２次反映１０４个细胞的
总荧光强度，第３次为翻转离心后的荧光强度，反映实际粘附
细胞的荧光强度。计算粘附细胞数量：粘附细胞数（／孔）＝实
际粘附细胞荧光强度×１００００／细胞总荧光强度。
１．２．６　ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白的促成骨作用　　ＡＬＰ活性测定：取
成骨诱导培养１０ｄ的ｈＭＳＣｓ常规方法消化、离心１０００ｒ／ｍｉｎ，
５ｍｉｎ，收集细胞至无菌 ＥＰ管，加入细胞裂解液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ＋１ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，ｐＨ７．４）各１００μＬ，吹打混匀。
反复－７０℃急冻和３７℃融化３次，超声破碎（功率４００Ｗ，超
声时间５ｓ，间隙１０ｓ，次数３０次），彻底裂解细胞。１２０００ｇ，
１℃ 低温离心１５ｍｉｎ，收集上清用以后续检测。ＡＬＰ活性 ＝
（测定管吸光度 －空白管吸光度）×标准管含酚量／［（标准管
吸光度－空白管吸光度）×反应时间 ×蛋白浓度］。ＯＣＮ基因
表达分析：通过实时荧光定量 －逆转录 ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴ
ＰＣＲ）的方法对成骨晚期标志物 ＯＣＮ的基因表达水平进行鉴
定。先行ｈＭＳＣｓ总ＲＮＡ的提取，在ＮＣＢＩ基因库ＧｅｎＢａｎｋ中检
索人来源ＯＣＮ，设置 ＧＡＰＤＨ为内参照。根据 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的
要求，设计扩增片段长度１００～２００ｂｐ的引物对。引物信息见

表２。利用逆转录试剂盒提供的通用引物 ＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ和
Ｒａｎｄｏｍ６ｍｅｒｓ将提纯的 ｍＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，并行定量分
析。以上述得到的ｃＤＮＡ为模板，在上下游引物的引导下扩增
靶基因片段，采用 ＡＢＩ７５００系统的“相对定量”方法（Ｒｅｌａｔｉｖｅ
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ）。反应结束后确认扩增曲线和溶解曲线，用２－ΔΔＣｔ

分析法进行相对定量分析：ΔＣｔ＝目的基因 Ｃｔ值 －ＧＡＰＤＨＣｔ
值，－ΔΔＣｔ＝正常对照组ΔＣｔ平均值－各样品 ΔＣｔ，２－ΔΔＣｔ反映
各样品相对正常对照组样品目的基因的相对表达水平。

表２　用于ＯＣＮ实时定量分析的引物设计

靶基因 引物序列　　　　 产物长度（ｂｐ）
ＯＣＮ 上游：５′ＧＧＣＡＧＣＧＡＧＧＴＡＧＴＧＡＡ３′ １４７

下游：５′ＣＴＧＡＡＡＧＣＣＧＡＴＧＴＧＧＴ３′
ＧＡＰＤＨ 上游：５′ＡＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧ３′ １５９

下游：５′ＧＡＡＧＧＧＧＣＧＧＡＧＡＴＧＡＴＧＡＣ３′

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行独立样本
ｔ检验。

２　结果

２．１　ｐＥＴ２２ｂＦＮⅢ７１０／ＣＤＨ１１ＥＣ１２表达载体的构
建及重组体鉴定

　　构建的３种重组质粒转化ＤＨ５α感受态细胞培养扩增，并
进行鉴定。

２．１．１　双酶切实验　　将含重组子的阳性菌落在Ａｍｐ（＋）的
ＬＢ培养基中扩大培养，提取质粒进行 ＳａｌⅠ和 ＮｏｔⅠ双酶切鉴
定，插入了ＦＮⅢ７１０、ＣＤＨ１１ＥＣ１２和ＦＮⅢ７１０／ＣＤＨ１１ＥＣ１２
片段的重组质粒均可切出预期大小的片段，分别位于约８００、
１１００、１９００ｂｐ处（图１），与８４４、１１５８、１９６５ｂｐ的理论值相
符。说明重组载体构建初步成功。
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１：ｐＥＴ２２ｂ空质粒；２：ｐＥＴ２２ｂ＋ＳａｌⅠ单酶切；３：ｐＥＴ２２ｂ＋ＮｏｔⅠ单酶
切；４：ｐＥＴ２２ｂ＋ＳａｌⅠ＋ＮｏｔⅠ双酶切；５：重组质粒；６：重组质粒 ＋
ＳａｌⅠ单酶切；７：重组质粒Ⅰ单酶切；８：重组质粒 ＋ＳａｌⅠ ＋ＮｏｔⅠ双
酶切；９：菌落ＰＣＲ产物；Ｍ：ＤＮＡ标准；Ａ：ｐＥＴ２２ｂＣＤＨ１１ＥＣ１２；Ｂ：
ｐＥＴ２２ｂＦＮⅢ７１０；Ｃ：ｐＥＴ２２ｂＦＮⅢ７１０／ＣＤＨ１１ＥＣ１２

图１　３种重组质粒的酶切和ＰＣＲ鉴定

２．１．２　ＤＮＡ测序　　各靶基因片段按预期要求插入 ｐＥＴ２２ｂ
载体，插入方向、碱基种类、阅读框均正确（除 ｐＥＴ２２ｂＦＮⅢ７
１０／ＣＤＨ１１ＥＣ１２重组质粒在１０２３位出现一个无意突变ｇａａ→
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ｇａｇ，Ｇｌｕ→Ｇｌｕ）。测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中公布的相应基因序列
均吻合。

２．２　ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白的表达、属性鉴定
２．２．１　ｒＦＮ／ＣＤＨ在 Ｒｏｓｅｔｔａｇａｍｉ（ＤＥ３）中的诱导表达　　分
别收集重组菌体裂解产物的上清和沉淀（包涵体），利用 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ进行表达形式分析，结果表明：ｒＦＮ／ＣＤＨ在上清（图２Ａ）
和沉淀（图２Ｂ）中均有高效表达，且位于约８０×１０３处，与理论
值（７５×１０３）相符。
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Ａ：ｒＦＮ／ＣＤＨ，阳性对照ＦＮⅢ７１０，ＣＤＨ１１ＥＣ１２，阴性对照 ｐＥＴ２２ｂ
的包涵体表达形式　Ｍ：蛋白标准；１～３：未诱导 ｐＥＴ２２ｂ的表达；
４～６：诱导０ｈＣＤＨ１１ＥＣ１２（３５×１０３）的表达；７～９：ＦＮⅢ７１０
（５０×１０３）；１０～１２：ｒＦＮ／ＣＤＨ（８０×１０３）诱导 ４～６ｈ的表达；
Ｂ：ｒＦＮ／ＣＤＨ及ＦＮⅢ７１０和 ＣＤＨ１１ＥＣ１２的可溶性表达形式　
Ｍ：蛋白标准；１～３：未诱导ＣＤＨ１１ＥＣ１２（３５×１０３）的表达；４～６：ＦＮⅢ
７１０（５０×１０３）诱导０ｈ的表达；７～９：ｒＦＮ／ＣＤＨ（８０×１０３）诱导
４～６ｈ的表达

图２　ｒＦＮ／ＣＤＨ在Ｒｏｓｅｔｔａｇａｍｉ（ＤＥ３）中的诱导表达

２．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法鉴定ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白的属性　　ｒＦＮ／
ＣＤＨ、ＦＮⅢ７１０和 ＣＤＨ１１ＥＣ１２均如预期估计，在约为 ７５×
１０３、４５×１０３、３５×１０３处产生杂交条带，验证了各个融合蛋白表
达属性的准确性。见图３。
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１～２：可溶性和包涵体 ＣＤＨ杂交条带位于约３５×１０３处；３～４：可
溶性和包涵体ＦＮ杂交条带位于约４５×１０３处；５～６：可溶性和包涵
体ｒＦＮ／ＣＤＨ杂交条带位于约７５×１０３处

图３　ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白的免疫印迹分析

２．３　ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白的促粘附活性
　　与 ＰＢＳ空白对照组相比，在 ｒＦＮ／ＣＤＨ实验组，ＦＮ阳性对
照组和 ＣＤＨ阳性对照组涂层的 ＴＣＰＳ表面，成骨细胞株
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的粘附数量均有显著增加；ｒＦＮ／ＣＤＨ涂层的ＴＣＰＳ表

面对成骨细胞株ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的吸附作用最为强烈，０～４０μｇ／ｍＬ
融合蛋白ｒＦＮ／ＣＤＨ均明显高于阳性对照组。０～１０μｇ／ｍＬ呈
现粘附效能浓度正相关；浓度依赖趋势提示 ｒＦＮ／ＣＤＨ的适宜
作用浓度为５μｇ／ｍＬ，此浓度下ｒＦＮ／ＣＤＨ对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的吸附
作用较单独 ＦＮ或 ＣＤＨ作用高出 ４０％和 １９２％（Ｐ＜０．０５）；
ｒＦＮ／ＣＤＨ具有良好的促进成骨细胞粘附的生物活性。见图４、５。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＤＨ１１ＥＣ１２和ＦＮⅢ７１０比较
图４　ｒＦＮ／ＣＤＨ促进ＭＣ３Ｔ３Ｅ１粘附效能浓度曲线
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Ａ：Ｈｏｅｃｈｓｔ标记的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１在 ＰＢＳ空白对照；Ｂ：ＣＤＨ阳性对照
（５μｇ／ｍＬ）；Ｃ：ＦＮ阳性对照（５μｇ／ｍＬ）；Ｄ：ｒＦＮ／ＣＤＨ实验组
（５μｇ／ｍＬ）
图５　倒置荧光显微镜下观察ｒＦＮ／ＣＤＨ的促粘附活性　（×２００）

２．４　ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白的促成骨作用
２．４．１　ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白影响 ｈＭＳＣｓ成骨诱导后 ＡＬＴ酶活
力　　ＡＬＰ酶活力在 ｈＭＳＣｓ诱导１０ｄ后即有变化。在 ｒＦＮ／
ＣＤＨ（５μｇ／ｍＬ）处理的ＴＣＰＳ表面，ＡＬＰ酶活力最高为１４．４６±
０．４６，分别较ＣＤＨ阳性对照组（９．０９±０．１２）和ＦＮ阳性对照组
（１０．６４±０．３７）增加５９％和３４％（Ｐ＜０．０５）。提示 ｒＦＮ／ＣＤＨ
较ＣＤＨ和ＦＮ具有更好的促进早期发生成骨分化的作用。
２．４．２　ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白影响 ｈＭＳＣｓ成骨诱导后 ＯＣＮ基因
表达　　在 ｒＦＮ／ＣＤＨ（５μｇ／ｍＬ）处理的 ＴＣＰＳ表面，ＯＣＮ
ｍＲＮＡ表达水平是ＣＤＨ和ＦＮ阳性对照组的１．６９倍和２．２７倍
（Ｐ＜０．０５）。提示ｒＦＮ／ＣＤＨ可更好地促进和启动 ｈＭＳＣｓ成骨
相关基因ＯＣＮ的表达上调，ｒＦＮ／ＣＤＨ具有良好的促进细胞成
骨分化的生物活性，用ｒＦＮ／ＣＤＨ涂层的ＴＣＰＳ表面对干细胞朝
成骨方向分化具有显著影响。

３　讨论

　　骨种子细胞在支架材料界面的高效粘附和靶向分
化是骨修复性能的关键，但目前采用的多种界面改造

手段由于所选择的靶分子作用单一、活性有限，修饰方
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法的负面作用等严重限制了细胞界面骨组织的生物
和力学整合。本研究旨在通过设计和合成一种双嗜性

粘附分子增强种子细胞在材料界面的成骨性能。我们

在诸多粘附分子和信号因子中，筛选了 ＦＮ和 ＣＤＨ１１
作为嵌合蛋白的功能前体分子。

　　ＦＮ在骨发生过程中扮演了重要角色，是 ＥＣＭ微
环境中含量最高，且与成骨细胞的结合能力强于其他

ＥＣＭ蛋白的一种组分。ＦＮ整合素结合不仅使粘附增
强、细胞伸展、细胞骨架组织和黏着斑形成，而且可活

化黏着斑激酶（ＦＡＫ）、桩蛋白、Ｓｒｃ等信号分子，激活
ＭＡＰＫ、ＪＵＫ等信号通路，从而调节细胞生长和分
化［１］。其优越的促粘附效能已被越来越多的研究证

实并被应用于界面修饰。故 ＦＮ在研究中可承担通过
“异嗜”方式增强细胞粘附的功能单位。

　　受ＦＮ“异嗜”效应的启发，我们认为细胞粘附不
仅是细胞与基质间的机械聚集，而且可触发细胞内和

细胞间的一系列变化从而引起信号传递、功能协调。

而钙粘附蛋白可以通过“同嗜性”方式增强同种细胞

之间的精密协调，并形成多种细胞间连接以促进局部

毗邻细胞间的通讯。因此，我们在前期工作中了解和

考察了一种具有“同嗜”效应的粘附分子，即 ＣＤＨ１１
的生物学作用。ＣＤＨ１１与成骨功能紧密相关，在
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞培养 １周后 ＣＤＨ１１表达增加伴 ＡＬＰ
活性上调，提示在成骨分化期两者具有协同性表达机

制［２－３］。Ｋｕｄｏ等［４］发现 ＣＤＨ１１可直接调控 ＭＳＣｓ向
骨细胞和软骨细胞的分化，提示ＣＤＨ１１可能是成骨分
化的刺激因素或协同刺激因素。故 ＣＤＨ１１在本研究
中可承担通过“同嗜”方式增强成骨的功能单位。

　　我们前期研究发现，将脂质体介导的 ＣＤＨ１１
ｃＤＮＡ转染体外分离培养的 ＢＭＳＣｓ，行成骨诱导发现
细胞表达更高的ＡＬＰ活性和 ＯＣＮ染色阳性率［５］。而

ＢＭＳＣｓ在ＣＤＨ１１涂布的同种异体脱钙骨基质材料表面
正常增殖，且表现为更高的粘附数和上架率，及成骨分

化程度（ＡＬＰ活性和 ＯＣＮ免疫组化染色阳性率）［６］。
进一步实验表明：利用 ＣＤＨ１１转染的兔 ＢＭＳＣｓ复合
胶原海绵修复骨缺损时，ＣＤＨ１１基因早期上调性表
达，并于术后４周即可发现骨缺损区有新骨生成［７］。

以上结果提示 ＣＤＨ１１是一种有优越潜能的仿生修饰
分子，对其的深入研究可能会在组织修复和再生领域

发挥重要意义。

　　基于此，我们预期获得一种具有粘附和成骨双重
功能的蛋白分子，但关键的问题是如何实现对 ＦＮ和
ＣＤＨ基因的拼接，使得ＦＮ和ＣＤＨ片段在空间构象上
避免相互竞争和牵制，从而得到有生物功能的融合蛋

白。为解决这一问题，我们着重预测和探讨了不同重组

条件下融合蛋白的高级结构，以此作为设计有生物功能

的融合蛋白的主要依据。本研究采用同源建模的方法

实现ＦＮ和ＣＤＨ１１融合蛋白分子模拟，发现Ｎｔｅｒｍｉｎａｌ
ＣＤＨ１１ＥＣ１２（ＧｌｙＳｅｒ）３ＦＮⅢ７１０这一构架结构较适
合ＦＮⅢ７１０和ＣＤＨ１１ＥＣ１２的基因拼接。在该状态
下，ＦＮ和ＣＤＨ１１两者均较好地模拟了各自的天然结
构，在空间构象上，ＦＮⅢ７１０呈“棒状”结构，其关键基
序ＲＧＤ和 ＰＨＳＲＮ位于同一平面并向外突出，便于和
ＩＮＴ等分子作用［８］。ＣＤＨ１１ＥＣ１２暴露于分子整体外
部，便于和相邻的ＥＣ１２交叉结合形成有功能的二聚
体形式［９］。以此种重组框架，我们获得了融合蛋白的

氨基酸序列，进行后续的生物信息学分析并得到了微

克级、高纯度［Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）＝１．８～２０］、全长近
２．０ｋｂ的ＦＮ／ＣＤＨ融合基因。
　　生物信息学提示 ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白在原核系统
主要以包涵体形式表达，我们采取多种措施力求蛋白

的可溶性表达。首先，通过对融合基因的酶切位点分

析，我们筛选了ＳａｌⅠ和ＮｏｔⅠ两个酶切位点插入融合
基因，进而构建了全长约７．５ｋｂ的ｐＥＴ２２ｂＦＮⅢ７１０／
ＣＤＨ１１ＥＣ１２重组载体。双酶切反应及 ＤＮＡ测序结
果均显示插入序列完全正确，适于后续的转化反应。

其次，在表达菌的选择上，我们选择了改良的 Ｅ．ｃｏｌｉ．
系统 Ｒｏｓｅｔｔａｇａｍｉ（ＤＥ３），通过与 ＢＬ２１中的诱导表达
比较，结果证实了Ｒｏｓｅｔｔａｇａｍｉ（ＤＥ３）用以真核蛋白表
达的有效性和适宜性。再次，对ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白在
Ｒｏｓｅｔｔａｇａｍｉ（ＤＥ３）表达系统内的各种诱导条件进行
了优化，其中包含ＩＰＴＧ浓度、初始诱导ＯＤ值、诱导时
间、诱导温度等。最终发现 ０．４ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ浓度，
０５～０．６重组菌对数生长值，３０℃和４～６ｈ诱导有
利于ｒＦＮ／ＣＤＨ的生成。ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示尽管有
大量包涵体形成，仍然有近一半的融合蛋白是以可溶

性形成产生，利用 ＮｉＮＴＡ金属离子层析纯化使得蛋
白纯度达到９６％以上，免疫印迹结果亦提示重组质粒
在Ｒｏｓｅｔｔａｇａｍｉ（ＤＥ３）中的表达无确属一种 ＦＮⅢ７１０
和ＣＤＨ１１ＥＣ１２的嵌合蛋白。这一高效、特异、准确
表达为后期功能实验奠定了基础。

　　本融合蛋白的功能验证分为粘附和成骨两个方面
进行。采用目前广泛使用的离心促粘附实验进行粘附

的检测，该方法可通过简单的低速离心促进细胞表面

受体与粘附分子的作用，从而短时间内实现细胞在材

料表面的粘附，且有效控制非特异性结合［１０］。实验结

果表明嵌合蛋白的粘附活性在一定程度上实现了对

ＦＮ和ＣＤＨ１１功能的叠加，促粘性能大幅度提高。在
成骨的检测中筛选了 ＡＬＰ和 ＯＣＮ两个经典指标，以
ｈＭＳＣｓ为骨种子细胞，利用 ＤＸＭ＋βＧＰ＋ＶｉｔＣ的化
学诱导方案进行成骨诱导分化实验，亦取得积极的阳

性结果，ＡＬＰ酶活性和 ＯＣＮ基因表达上调，证实了早
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期的成骨分化。由此证明：如前期预测，ｒＦＮ／ＣＤＨ的
确具有“促粘”和“促成骨”的双重生物活性，可作为一

种理想的仿生修饰分子进行生物界面的构建。
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ｈｔｍｌ（２０１３１０１４）

　　胚胎发育不良性神经上皮瘤（ｄｙｓｅｍｂｒｙｏｐｌａｓｔｉｃｎｅｕｒｏｅｐｉｔｈｅ
ｌｉａｌｔｕｍｏｒｓ，ＤＮＥＴ）是一种少见的良性混合性神经元神经元胶
质细胞肿瘤［１］，通常具有典型的临床表现和影像学特点，手术

切除预后良好。现报告２例不典型ＤＮＥＴ。

１　临床资料

　　病例１：患者，女性，５岁，因“头痛、呕吐１ｄ，昏迷３ｈ”于
２０１２年４月６日入我院。头颅ＣＴ平扫示右侧枕顶叶巨大团块
状高密度影，大小约为５．４ｃｍ×７．２ｃｍ，边界较清，其内见团块
状不规则钙化，密度不均，ＣＴ值１０８～３１３Ｈｕ，病灶周围见少许
弧形稍低密度影；右侧侧脑室后角推挤、受压，右侧侧脑室颞角

扩张、积水，中线结构明显向左移位，环池变窄、显示不清。病

灶邻近右侧顶骨骨质吸收变薄（图１Ａ、Ｂ）。查体不能配合，实
验室检查未见异常。急诊手术所见：右侧顶枕叶皮层区混杂密

度肿块，质硬，大小约为６．０ｃｍ×７．０ｃｍ，部分与周围脑组织分
界不清，其内不均匀团块状钙化，肿瘤血供尚可。术后患者因

呼吸衰竭死亡。免疫组化：ＥＭＡ（－），ＧＦＡＰ（部分 ＋），Ｋｉ６７
（＋ ＜３％），ＮＦ（＋），Ｓｙｎ（＋），Ｖｉｍ（部分 ＋）。病理诊断：胚
胎发育不良性神经上皮瘤（图１Ｃ）。
　　病例２：患者，男性，１５岁，因“１个月前出现左下肢乏力伴

行走不稳，症状逐渐加重１ｄ”于２０１３年５月２６日到我院门诊
就诊，患者无头痛呕吐、肢体抽搐，脑膜刺激征阴性。门诊 ＣＴ
平扫示右侧顶叶见一大小约５．５ｃｍ×５．０ｃｍ的类圆形低密度
区，密度均匀，ＣＴ值约１５Ｈｕ，病灶边界清楚，周围可见轻度水
肿带，中线结构轻度左偏。入院后头颅ＭＲＩ示右侧顶叶见一类
圆形长Ｔ１、长Ｔ２异常信号影，大小约４．９ｃｍ×５．５ｃｍ×５．１ｃｍ，
分界较清，ＦＬＡＩＲ呈稍高信号，ＤＷＩ呈低信号，病灶周围伴轻
度水肿带，增强扫描囊壁边缘见小结节状、环状明显强化影，囊

内容物未见强化（图２）。手术所见：右侧顶叶皮层区见一大小
约为５ｃｍ×５ｃｍ×６ｃｍ的囊性病灶，分界清楚，质地软如黏液胶
冻样，表面血管稀疏，穿刺引流出淡黄色黏液约２５ｍＬ。患者手术
治愈后出院。免疫组化：ＥＭＡ（－），ＧＦＡＰ（＋），Ｋｉ６７（＋＜１％），
ＮＦ（＋），Ｓｙｎ（部分＋），Ｖｉｍ（＋）。病理诊断：胚胎发育不良性
神经上皮瘤。
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Ａ：头颅ＣＴ平扫　右侧枕顶叶不均匀团块状钙化，病灶边界清楚，周
围无明显水肿；Ｂ：骨窗示病灶邻近右侧顶骨骨质吸收变薄（箭头）；
Ｃ：胚胎发育不良性神经上皮瘤病理学观察（ＨＥ×２００）　特异性胶
质神经元成分，钙质丰富，少数单个神经元漂浮在黏液样基质中

图１　病例１头颅ＣＴ表现及病理学观察
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