
重庆医科大学学报2011年第36卷第8期 (Journal of Chongqing Medical University 2011．Vo1．36 No．8) 一 949 一 

文章编号 ：0253—3626(201 1)08—0949—05 

结缔组织生长因子全长及其缺失突变体重组腺病毒 

的构建和鉴定 
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【摘 要】目的：结缔组织生长因子(Connective tissue growth factor，CTGF)含有 4个不同功能结构域，构建表达带有3xFlag标 

签的全长基因及5个缺失突变体的重组腺病毒，以研究CTGF各结构域的功能和作用机制。方法：通过聚合酶链反应(Polymerase 

chain reaction．PCR)等克隆方法制备目标质粒 DNA．然后通过腺病毒穿梭载体与骨架载体的重组、包装构建全长CTGF和缺失 

突变体重组腺病毒。用anti—Flag抗体作为一抗做Western blot检测目的基因表达情况。结果：通过腺病毒基因组 DNA PCR确 

认有 CTGF全长和缺失突变体的存在：Western blot法验证了CTGF全长和缺失突变体的表达。结论：成功构建了6个表达CTGF 

全长和缺失突变体的重组腺病毒，为进一步研究CTGF的结构域功能奠定了基础。 
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深Ⅱ度烧伤的修复实质是肉芽组织中各种修复细胞增 

殖及分泌蛋白，成纤维细胞产生胶原而修补创面。本实验中 

应用孵育鸡蛋膜第 7天的创面组织中EGF、bFGF及羟脯氨酸 

含量显著增高，同时创面愈合率显著高于对照组。EGF、bFGF 

是促进组织愈合的两种重要因子。EGF可直接刺激修复细胞 

内的蛋白质及细胞大分子的合成[61。bFGF可诱导成纤维细胞 

增殖，促进成纤维细胞形成胶原蛋白和肉芽组织[7]。羟脯氨酸 

为皮肤胶原中特有的氨基酸，其含量高低可提示胶原含量， 

而胶原蛋白含量的升高程度直接与组织修复正相关 。本实 

验结果提示，用孵育鸡蛋膜在深Ⅱ度烧伤早期促进创面愈合 

的机理可能为，使用孵育鸡蛋膜可促进创面组织 EGF、bFGF 

蛋白表达增高，从而使创面组织中的胶原蛋白等有利于组织 

修复物质加速合成，导致深Ⅱ度烧伤早期创面愈合明显加快。 
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Establishment of six adenovi ruses that express the full length of connective 

tissue growth factor and Its deletion mutants 

SUN Shuang-shuangI，CHEN Hong~，TANG Min ，SHI Qio ，L，1，u一 ，WANG Jian-wei2，ZHOU Lan ， 

HE Tong-chuan1,ZUO Guo-wei 

( ． e Key Laboratory ofLaboratory Medical Diagnostics，Ministry ofEducation；2．Department ofHistology and 

Embryology，College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：Connective tissue growth factor(CTGF)，which contains four modules，plays an important role in both cell pro— 

liferation and differentiation．This study is to elucidate the distinctive function of each module，and to establish recombinant aden— 

oviruses that express full length and deletion mutants of CTGF gene．Methods：Six plasmids containing full-length CTGF，CTGFCD1 

(no module 1V)，CTGFCD2(no module llIand 1V)，CTGFID1(no moduleⅡ)，CTGFID2(no module m)，CTGFID3(no moduleⅡ 

or III) were constructed with Polymerase chain reaction(PCR) and gene cloning techniques．The corresponding adenoviruses were 

generated by recombination and packaging，and evaluated by PCR and Western blot．Results：The presence of full-length CTGF or 

CTGF deletion mutants in these recombinant adenoviruses was confirmed by DNA sequencing and PCR，and the expression of these 

CTGF constructs was confirmed by Western blot with anti—-Flag antibody to the fusion 3 xFlag tag at the C-term inus of these con—- 

structs．Conclusion：Six recombinant adenovirnses that express full—length CTGF and deletion mutants have been successfully es— 

tablished，which could facilitate the dissection of CTGF protein function． 

【Key words】connective tissue growth factor；deletion mutant；recombinant adenovirus 

结缔组织生长因子(Connective tissue growth factor，CT— 

GF)是一种富含半胱氨酸的分泌性小分子量蛋白。CTGF的 

表达受多种生长因子、细胞因子诱导，此外它还受到缺氧、机 

械压力等物理化学因素的诱导调控。CTGF广泛参与细胞的 

增殖、分化、迁移、粘附和凋亡，从而在干细胞分化和肿瘤发 

生等过程中发挥着重要作用。众多细胞因子和信号通路可以 

介导CTGF发挥作用，如整合素、骨形态发生蛋白、血管内皮 

生长因子、Wnts和Notch等『l1。其中，整合素介导的信号传递 

具有组织和细胞特异性，根据细胞外基质不同而作用各异。 

CTGF蛋白的一个非常明显的特点是具有 4个相对独立的结 

构域。每个结构域都与其他的生长因子或调节分子有基因同 

源性和结构相似性。这4个结构域分别是：①胰岛素样生长 

因子结合蛋白； yon Willebrand因子c重复结构域；③血小 

板反应蛋白1型重复结构域；④c末端结构域。 

在 CTGF蛋 白的 von Willebrand因子 c重复结构域后． 

有一段长度和氨基酸组成变化很大的片段 。可能作为连接区 

连接 CTGF的前两个结构域和后两个结构域【2I]】。近来的研究 

数据表明 CTGF蛋白4个结构域之前的连接区域可能对蛋 

白酶的作用敏感。在这些连接区域的切割可能会导致截短型 

的CTGF或单个结构域的产生 ，这些分子可能发挥着与完 

整的CTGF完全不同的生物学功能。进而，这些切割和断裂 

可能是调节CTGF蛋白的生物学功能的另外一种机制 。我 

们课题组发现CTGF在成骨过程中发挥着重要作用 ，为研 

究CTGF各个结构域在此过程中的作用，我们分别克隆和构 

建了6个重组腺病毒，分别表达全长和5个缺失突变体的 

CTGF基因 

1 材料与方法 

1．1 材料 

DNA聚合酶、T4 DNA聚合酶、小牛小肠碱性磷酸酶 

(Calf intestinal alkaline phosphatase，CIAP)、T4 DNA连接酶 、 

PhusionTM高保真性PCR试剂盒、限制性核酸内切酶日 ndⅢ、 

Xho I、BamH I、EcoRV购自New England Biolabs公司：1 kb 

Plus DNA分子量标准和 dNTPs购 自Invitrogen公司：完全蛋 

白酶抑制剂混合片购自Roche公司；小鼠M2抗FLAG抗体， 

以及所有化学试剂(除非特别说明)均购 自Sigma Aldrich公 

司或Fisher Scientific公司：所有引物均 Integrated DNA Tech— 

nologies公司合成；所有测序均由上海生物工程有限公司完 

成。本研究所用到的质粒 pMOK，pSEB一3F，pAdTrace—TO4均 

由芝加哥大学医学中心分子肿瘤实验室提供。 

1．2 克隆步骤 

在本实验中我们做了一系列的克隆工作(所有克隆产物 

均经过 DNA测序)： 

(1)CTGF—F1(涵盖结构域 I和分泌信号肽)和CTGF—F3 

(涵盖结构域I和Ⅱ)片段分别用引物1207／2165和1207／2167 

做PCR获得(见图1)。 

(2)将 CTGF—F1和 CTGF—F3片段用 Hind llI和 Xho I内 

切酶消化 。插入质粒 pMOK的相应酶切位点。所获得的 2个 

新质粒分别命名为pMOK—CTGF—F1和pMOK—CTGF—F3。 

(3)CTGF—F2(涵盖结构域Ⅲ和Ⅳ)和 CTGF—F4(涵盖结 

构域Ⅳ)片段分别用引物2166／1208和2168／1208做PCR获得。 








