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LMP一1与LMP一3真核双表达质粒的构建及体外表达 
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【摘 要】目的：构建真核双表达质粒pBudCE4．1一LMP一1一LMP一3，并检测其在体外的表达。方法：采用人工设计合成人LIM矿化蛋 

白一1(LIMraineralizationprotein一1，LMP-1)和 LIM矿化蛋白一3(LIMmineralization protein一3，LMP一3)基因片段，分别连接于中介质 

粒 Puc57，经酶切、测序鉴定后 ，LMP一1和pBudCE4．1先连接，经酶切鉴定，再连接 LMP一3，重组双表达质粒行酶切、测序鉴定。用 

脂质体包裹转染骨髓间充质干细胞(Mesenchymal stem cells，MSCs)，按转染情况分为 5组：未转染组(A组)、转染空载体组(B组)、 

转染 LMP一1基因组(C组)、转染 LMP一3基因组(D组)、转染 LMP一1和LMP一3双基因组(E组)。采用 RT—PCR和Westernblot检 

测 LMP一1和LMP一3的表达。 结果：酶切及测序证实质粒 Puc57一LMP～1、Puc57一LMP一3及其 pBudCE4．1一LMP一1一LMP一3真核双 

表达质粒构建成功。该双表达质粒在体外转染骨髓 MSCs后可表达 LMP一1和 LMP一3分子。对 RT-PCR及 Western blot检测结果 

行灰度值测量显示：LMP一1 mRNA及蛋白水平的表达，A、B组与 C、D、E组间差异有统计学意义(P<0．05)，c组与 E组差异无统 

计学意义(P>0．05)；LMP一3 mRNA及蛋白水平的表达，A、B组与 C、D、E组间差异有统计学意义(尸<0．001)，D组与 E组差异有统 

计学意义(P<0．05)，C组及 D组在 LMP一1及 LMP一3的表达上的差异无统计学意义(P>0．05 o结论：成功构建真核双表达质粒 

pBudCE4．1一LMP一1一LMP一3，证实转染的骨髓 MSCs能在体外同时表达 LMP一1和一LMP一3分子。 
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【Abstract]Objective：To construct the mammalian CO—expression plasmid pBudCE4．1一LMP一1一LMP一3，and to detect the expression of 
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the plasmid in vitro．Methods：Fragments of LMP-1 gene and 

Fragments of LMP一3 gene were gained from the Company，and 

were constructed respectively into the plasmid vector Puc57，The 

肽链，此肽链可与 DNA分子的脱氧鸟嘌呤发挥特异性相互 

作用，使 ACT嵌人 DNA双螺旋的小沟中，与 DNA形成复合 

体，阻碍 RNA多聚酶的功能，抑制 RNA的合成，特别是 mR— 

NA的合成。ADM抗肿瘤作用机理主要是嵌入 DNA而抑制 

核酸的合成，两者抗肿瘤具有相似的作用机理，考虑 ADM与 

ACT形成交叉耐药，因此 RI最高。RT—PCR检测示耐药细胞 

MDRlb mRNA表达是亲本细胞的2．8倍。流式细胞术检测发 

现耐药细胞 P—gP是亲本细胞排出药物的能力的6．7倍。本 

动物模型可用于化疗后肿瘤继发性耐药机制、了解体内各器 

官变化及多药耐药逆转机制研究。 
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inserted target genes in plasmid were verified by nucleotide sequencing and enzymes．fragments of LMP——1 gene were constructed firstly 

into the plasmid vector pBudCE4．1，fragments of LMP-3 gene were constructed into the plasmid vector pBudCE4
． 1-LMP一1 after iden 

tification with nucleotide sequencing and enzymes．MSCs cell line was transfected with this Co—expression plasmid using lipofeetin 

reagent．according to the transfect situation，the MSCs were divided into 5 groups，the non-transfected group (Group A)，the group 

transfected by empty vector(Group B)，the group transfected by LMP-I (Group C)，the group transfected by LMP一3(Group D)and the 

group transfected both LMP一1 and LMP一3(Group E)．the expression of LMP一1 and LMP一3 were detected by RT—PCR and Western blot 

technique．Results：The plasmids Puc57一I MP一1、Puc57一LMP一3 and pBudCE4．1一LMP一1一LMP一3 were obtained successfully and 

verified by nueleotide sequencing and enzymes．After transfeetion with this mammalian Co—expression plasmid．the LMP一1 and LMP一3 

molecules were expressed in MSCs cells．The results of RT—PCR and Western Blot were measured with the grey value．To the expression of 

mRNA and protein of LMP-1，the diferenees between groups A、B and groups C、D、E were significant(P<0．05)．the diferenees between 

groups C and E were not significant(P>0．05)；To the expression ofmRNA and protein ofLMP一3，the diferenees between groups A、B and 

groups C、D、E were significant(P<0．001)．the diferences between groups D and E were significant(P<0．05)；the expression of LMP一1 

or LMP一3 between groups C and D were not significant(P>0．05)．Conclusion：the constructed mammalian Co-expression plasmid 

pBudCE4．1-LMP-1-LMP-3 can express LMP-1 and LMP-3 molecules in vitro at the same time． 

【Key words】LMP一1；LMP一3；Pue57 plasmid；pBudCE4．1 plasmid；MSCs 

LIM矿化蛋白(LIM mineralization protein，LMP)足一个细 

胞内非分泌的骨生成诱导蛋白，1998年由Boden等lll在研究 

糖皮质激素促骨髓间充质细胞(Mesenchymal stem cells，MSCs) 

向成骨细胞分化机制中发现，是成骨细胞分化的正性调节因 

子。现已发现 3种亚型，LMP一1、LMP一2、LMP一3，其中LMP一1 

和 LMP一3具有成骨作用。本实验采用 pBudCE4．1真核双表 

达质粒携带 LMP一1及 LMP一3双基因并转染骨髓 MSCs，检 

测其在体外的表达，以证实携带 LMP一1和 LMP一3双基因的 

骨髓 MSCs作为种子细胞表达 目的基因的有效性并比较与携 

带 LMP一1或 LMP一3单基因的骨髓 MSCs差别。 

1 材料和方法 

1．1 主要材料 

纯种新西兰大白兔 2只由重庆医科大学动物中心提供； 

含 HindⅢ／BamH I酶切位点的人 LMP一1基 因片段及 含 

Xhol／kpn I酶切位点的人 LMP一3基因片段由南京金思特科 

技有限公司设计合成；质粒Puc57购于百奥迈科生物技术有 

限公司 ；真核双表达载体 pBudCE4．1及转染试剂 Lipofee— 

tamine2000购于美国 Invitrogen公司；质粒抽提试剂盒购于 

Promega公司；一抗 ：兔多克隆抗体购于 santa cnlz公司 ；二 

抗：羊抗兔HRP标记购于北京中彩公司。 

1．2 方法 

1．2．1 重组 质 粒 Puc57一LMP一1和 Puc57一LMP一3的构建 

将含 HindⅢ／BamH I酶切位点的人 LMP一1基因片段以 3：1 

(摩尔比)的比例与质粒 Pue57进行连接反应，并转化 DH5a 

感受态细菌扩增，提取质粒 Puc57一LMP一1行 EcoR I I 

酶切鉴定。用同样方法构建 Puc57一LMP一3质粒，经 EcoR I 

／HindⅢ酶切，再进一步分别进行序列分析，序列测定由南京 

金思特科技有限公司协助完成。 

1．2．2 重组质粒 pBudCE4．1-LMP一1一LMP一3的构建 回收 

Pue57一LMP一1和 Puc57一LMP一3的酶切产物，LMP一1与真核 

双表达质粒 pBudCE4．1进行连接反应，连接液转化 DH5a感 

受态细菌，提取质粒经酶切鉴定及序列分析证实 pBudCE4．1 

一 LMP一1构建成功后，再进行与 LMP一3的连接，步骤同前，同 

样对重组双表达质粒 pBudCE4．1一LMP一1一LMP一3进行酶切 

及测序鉴定。 

1．2．3 pBudCE4．1一LMP1一LMP3的体外表达 新西兰大白兔 

2只，采用骨髓密度梯度离心并结合贴壁筛选法[21，分离骨髓 

MSCs。取兔骨髓 MSCs以 1×10s～2×10 个／孑L的密度接种 

于 6孔板后置于 37℃，5％CO ，温箱孵育 l8～24 h。待细胞 

生长融合达约 70％时进行转染。将用质粒 DNA抽提试剂盒 

抽得的质粒 pBudCE4．1一LMP1一LMP3，重新沉淀并用双蒸水 

溶解使其浓度达到 1 g／ l。 

将质粒 pBudCE4．1-LMPl—LMP3、pBudCE4．1-LMP一3、 

pBudCE4．1一LMP一1、pBudCE 4．1分别与脂质体按 1：3( g： 

1)比例混匀并加入无血清的 RPMI1640培养基中，室温静 

置 30 nlin，并分别加入 6孔板的 4个孔中，另外 1孑L设为空 

白对照 ，每孑L无血清的 RPMI1640培养基的总体积为 2 ml。 

置于 37cC，5％CO 温箱孵育 4 h，按 10％的比例加入小牛血 

清继续培养。于第 72 h收集细胞备用。 

收集用 pBudCE4．1-LMP一1一LMP一3、pBudCE4．1一LMP一3、 

pBudCE4．1一LMP一1及其 pBudCE4．1转染的骨髓 MSCs(分别 

为 E、D、C、B组)及其骨髓 MSCs(A组)各 5 x 10 一10 x 106 

个，按 Invitrogen公 司操作说明提取总 RNA，采用 Takara一 

步法试剂盒行 RT—PCR检测 LMP一1和 LMP一3的表达。 

同时收集转染后的各组骨髓 MSCs约 3 x 106个 ，采用 

PBS漂洗，加入冰预冷的裂解液后，收集细胞裂解物于EP管 



重庆医科大学学报 2010年第35卷第8期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．Vo1．35 No．8) 一 1 229 一  

中。超声波粉碎细胞，4~C下，离心半径 l5 cm，12 000 drain，离 

心 10 min；收集上清液，取 5 1测定蛋白浓度。以每泳道 l0 l 

(3 1)加入 SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳槽中进行电泳；电 

泳完毕后转移至醋酸纤维素薄膜；室温下脱脂奶粉封闭 3 h 

后加入一抗兔多克隆抗体(1：800)，4℃过夜，TBST洗膜 3次； 

室温下二抗羊抗兔 HRP标记(1：2 000)孵育 2 h，TBST洗膜 

后，将膜浸入 DAB显色液中，室温闭光显色 20 rain，蒸馏水 

终止反应。 

1_3 统计学方法 

利用软件 Quantity One测定 RT—PCR及 Western Blot 

条带的灰度值，并与内参照 GAPDH灰度值进行 比较 ，计算 

其比值，采用 SPSS12．0统计软件包进行分析，组问比较采用 

方差分析，数据以 ±s表示，P值<0．05为有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 重组质粒 pBudCE4．1-LMP—l—LMP一3的构建与鉴定 

质粒 Pue57一LMP一1经 EcoR I，S以 I双酶切后 回收 、纯 

化约 1 380 bp片段(图 1)，与真核双表达质粒 pBudCE4．1进 

行连接反应 ，并转化 DH5a感受态细菌扩增 ，随机挑选并提 

取质粒。对重组质粒再行 Hind IB／BamH I酶切鉴定(图 3)。 

命名为 pBudCE4．1-LMP一1。pBudCE4．1一LMP—l序列分析显 

示重组质粒 pBudCE4．1一LMP一1中插入基因长 1 380 bp，与 

GenBank中公布的人 LMP—leDNA序列完全相符 ，说明所获 

的LMP一1基因的正确性。 

质粒 Pue57一LMP-3经 EcoR I／HindⅢ双酶切后回收 、 

纯化 462 bp片段(图 2)，与 pBudCE 4．1一LMP一1连接 ，并转 

化 DH5a感受态细菌扩增，随机挑选并提取质粒。行 Xhollkpn 

I双酶切鉴定(图 4)，命名为pBudCE4．1一LMP一1一LMP一3。测 

序结果显示重组质粒 pBudCE 4．1一LMP一1一LMP一3插入基因 

长462 bp，与 GenBank中公布的人 LMP一3eDNA序列完全相 

符 ，说明所获的 LMP一3基因的正确性。证实构建重组质粒 

pBudCE4．1一I MPl—LMP3成功 。 

2-2 LMP—l和 LMP一3在骨髓 MSCs中的表达 

2．2．I RT-PCR检测 LMP—I mRNA和 LMP一3 mRNA的表达 

LMP一1 mRNA表达：A、B组和 C、D、E组组间差异有统计学 
1 M 

M．Marke；1．EcoR I／SaL I酶切 

图1 Puc57一LMP一1质粒酶切鉴定 

意义(P<0．05)；LMP一1 mRNA的表达，E组表达稍多，条带较 

强，c组次之 ，但二者差别无统计学意义(P>0．05)，A、B、D组 

仅微弱表达(图 5，表 1)；LMP一3 mRNA的表达 ，A、B组和 c、 

D、E组组间差异有统计学意义(P<0．001)；E组条带最强、表 

达最多，D组次之，且二者差异有统计学意义(P<0．05)，C组 

较 A、B组表达稍强(图 6，表 1)。C组和 D组在 LMP—l mRNA 

及 LMP一3 mRNA的表达上差异均无统计学意义(P>O．05)。 

2．2．2 Western blot检测 LMP一1和 LMP一3蛋 白的表达 

DBudCE4．1一LMP一1一LMP一3在 阳离子脂质体的介导下转染 

MSCs细胞，扩大培养，收集细胞裂解产物经 1 00 g／L SDS—PAGE 

蛋白电泳后，Western blot检测结果发现，细胞中有针对 LMP一1 

及 LMP一3抗体的特异性条带。说明重组质粒 pBudCE4．1一 

LMP—l—LMP一3转染骨髓 MSCs后可表达 LMP一1和 LMP一3蛋 

白。LMP一1蛋白的表达，E组表达稍多，c组其次，两组间差 

别无统计学意义 (P>0．05)；LMP一3蛋白的表达，E组较其他 

各组明显增强、浓聚，表达水平明显升高，D组次之，两组问 

差异有统计学意义(JP<0．05)．C组和 D组在 LMP—l及 LMP一3 

蛋白水平表达上的差异均无统计学意义(P>0．05)(见图 7、 

图 8、表 1) 

3 讨 论 

LMP是骨诱导信号通路中一个早期细胞内因子，可以促 

进多种骨诱导因子的分泌，如 BMP一2，BMP一4，BMP一7等㈣， 

使成骨信号放大，启动骨形成的激联反应。近年来有研究表 

明，LMP～1和 LMP一3属于同源蛋白有着相似但却不同的生 

化作用。LMP一1主要在骨骼中表达，它促进成骨细胞骨钙素 

的分泌及骨结节的形成．主要在骨的钙化阶段起作用I 。Bo— 

den S D等 应用 LIM矿化蛋白一l(LMP一1)对 14个无胸腺大 

鼠进行单节段胸椎和腰椎后路融合实验 ，行局部融合的基凶 

治疗 ，发现应用 LMP—leDNA转染的骨髓细胞组均获得成功 

融合 ，结果证明在鼠活体局部应用 LMP—l eDNA可以获得 良 

好的脊椎融合。Po|a E等I 1利用转基因技术，借助于质粒和腺 

病毒载体将 hi MP一3导人体内或真核细胞 ，可以诱导骨特异 

性基因表达，如骨钙素和硅铝蛋白。同时也发现可诱 导MSCs 

中骨特异基因的表达 ，如 BMP一2，碱性磷酸酶等，hLMP一3诱 
1 M 

M．M~ker；1．Ec0R I／Hi，utⅢ酶切 

图 2 Puc57一LMP一3质粒酶切鉴定 

_̂ 蓥晏 

重堇 
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图 3 pBudCE4．1一LMP一1质粒酶切鉴定 

M A B C D E 

409 bp 

252 bp 

M．DNA Maker A．MSCs：B．pBudCE4．1：C．pBudCE4．1-LMP-l 

D．pBudCE4．1一LMP一3：E．pBudCE4，1-LMP一1-LMP一3 

图5 RT—PCR检查 LMP一1 mRNA的表达 

A B 

LMP—l 

B-actin 

A．MSCs；B．pBudCE4．1；C．pBudC—E4．1-I MP一1 

D．pBudCE4．1-I MP一3：E．pBudCE4 1-LMP-1一LMP-3 

图7 LMP一1蛋白的表达 
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M．Marker 1和 2 Xhol／kpnI酶切 

图4 pBudCE4．1一LMP一1一LMP一3质粒酶切鉴定 
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图6 RT—PCR检查 LMP一3mRNA的表达 
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图 8 LMP一3蛋白的表达 

表 1 LMP一1和LMP一3 mRNA及蛋白的表达(n=4。x±s) 

：与 E组比较P值>0．05， ：与 E组比较 P值<0．05 

导骨矿化的能力呈剂量依赖 性。为全面认识 LMP一1与 

LMP一3在修复骨缺损，促进骨融合等方面是否有协同效应， 

需要将基因转导人细胞内进行研究，但在此之前证实两者在 

细胞内的一定水平的表达是必要的前提。 

杨渝勇等【 已成功构建LMP一3功能区真核表达质粒。而 

本实验选用 pBudCE4．1则是真核双表达质粒载体 ，其含有 

CMV和 EF一1 ot双启动子，可以实现两个基因的同时表达。 

利用该质粒这种特性我们构建了一个含有 LMP一1和 LMP一3 

双基因的重组真核双表达质粒 pBudCE4．1-LMP-I-LMP-3， 

并观察其在体外表达情况。动物实验之前，必须验证重组质 
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粒是否可以在骨髓 MSCs中同时表达。我们选择骨髓 MSCs， 

是因为骨髓 MSCs具有多向分化潜能，是组织工程常用的种 

子细胞，其本身亦可向成骨细胞分化，具有来源广泛，取材方 

便、增殖和分化能力强、能与宿主骨 良好结合的优点。研究表 

明利用 MSCs作为种子细胞，在骨与软骨组织工程的应用中 

得到了令人满意的结果[81。当今组织工程技术中，将诱导因子 

基因导入骨髓 MSCs，将其作为种子细胞置人局部 ，以期获得 

该因子的持续释放从而诱导骨的生成 ，这成为修复骨缺损、 

促进脊柱融合等的理想方法[91。 

本研究中 LMP由于在骨诱导信号通路中的关键作用 ， 

作为目的基因，不需要转染每一个受体细胞，也不需要长时 

间的表达就可以产生较强的成骨效应，故 LMP较其他骨诱 

导因子更适合于基因治疗。实验首先从人工设计合成并含有 

酶切位点的人 LMP-1和 LMP一3基因片段与中介质粒 Puc57 

连接反应开始，并经酶切及测序鉴定正确 ，先后导入真核双 

表达质粒 pBudCE4．1多克隆位点中，LMP一1和 LMP一3分别 

连接在 CMV启动子与 EF—la启动子之后的多克隆位点，构 

建真核双表达质粒 pBudCE4．1-LMP一1一LMP一3。该质粒经限 

制性核酸内切酶酶切鉴定及 DNA序列证实：目的基因LMP～1 

和 LMP一3序列正确 ；目的基因 LMP一1和 LMP一3正确构建于 

真核双表达质粒 pBudCE4．1的多克隆位点中。进而将重组质 

粒体外转染骨髓 MSCs，通过 RT—PCR及 Western blot检测 

LMP一1和 LMP一3表达情况，结果显示转染后的骨髓 MSCs可 

表达 LMP一1和LMP一3，表达的 LMP～1和 LMP一3能被一抗 

兔多克隆抗体和二抗羊抗兔 HRP标记特异性的识别，说明 

pBudCE4．1一LMP～1一LMP一3转染 MSCs细胞后可表达LMP～1 

和 LMP一3蛋白。实验也从 mRNA和蛋白水平上检测各组 目 

的基因和蛋白的表达量 ，双基因转染组(E组)与 LMP一1基 

因转染组(c组)的 LMP一1基因和蛋白表达均高于未转染组 

(A组)和转染空载体组(B组)，但 E组和 C组的表达差异无 

统计学意义 ，同时见 LMP一3基因转染组(D组 )也较高水平 

表达了LMP一1。对于 LMP一3基因和蛋白的表达：双基因转染 

组(E组)较 LMP～3基因转染组(D组)表达水平明显增高，且 

差异有统计学意义，LMP一1基因转染组(C组)也较高水平表 

达了LMP一3。单基因c组和 D组在 LMP一1及 LMP一3的表达 

上的差异无统计学意义。对于实验 A、B组均有微弱、少量的 

双基因表达作者认为与骨髓 MSCs的生物学特性及其具备 

多样分化能力有关。我们的研究认为：双基因转染显著提高 

了LMP一3的表达水平，LMP一1与 LMP一3之间存在互表达作 

用。该实验为进一步研究和比较双基因与单基因转染的骨髓 

MSCs在体外、体内成骨能力上的差异打下基础。 
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