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hOP-1全长基因克隆及真核表达载体的构建

岳　玲
1
,史俊南

2
,柴玉波

3
,孙叶方

2
,荫 　俊

4
,文玲英

2
　　(1 第三军医大学大坪医院野战外科研究所口腔科 , 重庆

400042;第四军医大学:2 口腔医学院牙体病科 , 3 基础医学部生物化学与分子生物学教研室 ,西安 710032;4 军事医学科学院微生物

流行病学研究所 ,北京 100071)

　　提　要:目的　证实人牙乳头细胞中 OP-1 的表达 , 获得 hOP-1全长基因及其高效真核表达载体。方法　提取人牙乳

头细胞总 RNA , 反转录合成 cDNA ,以特异性引物扩增hOP-1 全长基因并克隆入 T载体 ,筛选阳性克隆进行序列测定后。构

建高效真核表达载体 pCI OP-1并筛选鉴定。结果　PCR扩增得到一特异性的约 1 300 bp的片段 , 序列测定结果表明与国

外已发表的序列完全一致。构建的 pCI OP-1质粒 ,用于基因转染纯度较好。结论　人牙乳头细胞中首次克隆到 hOP-1 全

长基因 ,并构建获得该基因高效真核表达载体。
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　　Abstract:Objective　To clone the hOP-1 full length gene from human dental papilla mesenchymal cells for the

construction of mammalian expression vector pCI OP-1.Methods　Total RNA was extracted from cultured human

dental papilla mesenchymal cells , and the desired cDNA fragment was obtained by RT-PCR with two specific gene

primers.The fragment was inserted into T vector , and the resulted plasmid was transformed into DH5.The positive

clone was selected and sequenced.Then the gene was subcloned into pCI to construct mammalian expression vector.

Results　The 1 300 bp specific fragment was obtained.The sequence of the hOP-1 full length gene was consistent

with that of the references published.The purified pCI OP-1 vector was good for gene transfection.Conclusion　

The hOP-1 full length gene has been cloned from human dental papilla mesenchymal cells for the first time , and the

construction of its mammalian expression vector has been obtained.The results have provided basis for the further

studies of the roles of OP-1 in tooth development as well as the functions of hOP-1.

　　Key words:hOP-1;full length gene;clone;human dental papilla mesenchymal cell;mammalian expression vector

　　成骨蛋白-1(osteogenic protein-1 ,OP-1)又称骨形成

蛋白-7(bone morphogenetic protein-7 , BMP-7),是转化生

长因子(TGF-β)超家族成员之一 ,具有高效骨诱导活

性 ,可促进骨 、软骨 ,牙本质等硬组织的形成及缺损的

修复
[ 1]
。有关 OP-1的功能和作用国外学者研究较多。

但由于天然来源的 OP-1 含量极低 ,获得有活性的

OP-1蛋白难度较大 ,使OP-1的作用 、研究及应用受到

了很大的限制 ,为了进一步证实OP-1参与人牙齿的发
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育和钙化 ,同时通过真核细胞转染获得良好活性的

OP-1蛋白 ,我们采用扩增高GC含量的 PCR试剂盒 ,从

人牙乳头细胞中扩增出 OP-1全长 cDNA 基因 ,测定核

苷酸序列 ,构建 pCI OP-1真核表达载体 , 为在哺乳动

物细胞中表达人 OP-1创造了前提条件 。

1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　菌株质粒 ,工具酶　　载体 pGEM-5zf(-)、宿主菌 DH5α、

表达载体 pCI(军事医学科学院五所);Nhe Ⅰ 、Xba Ⅰ 、Sal Ⅰ 、

EcoRⅠ (TaKaRa);T4 DNA 连接酶(TaKaRa)。

1.1.2　主要试剂　　细胞培养 DMEM 、总 RNA 提取细胞裂解
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液(GIBCO);胎牛血清 、胶回收试剂盒(HyClome);质粒提取试剂

盒(Promega);SuperScriptTMⅡ反转录试剂盒(GIBCO);高 GC 含

量 PCR试剂盒(CLONTECH)质粒小量纯化试剂盒(QIAgen)。

1.1.3　引物设计　　扩增 hOP-1 全长基因引物末端引入酶切

位点 ,大连宝生物公司合成。

　　引物 1　5′-CTAGCTAGCATGCACGTGCGCTCACT-3′

　　引物 2　5′-GCTCTAGATTAGTGGCAGCCACAGGC-3′

1.2　方法
1.2.1　人牙乳头细胞的获取及培养　　人牙乳头细胞来源于

正常合法引产的 5月胎儿 , 无菌条件下 ,暴露切开牙槽粘膜 , 在

相应处挖取乳前牙和乳磨牙牙乳头 , 采用常规组织块培养法 ,

进行牙乳头细胞原代培养 、鉴定 , 取培养第 4代细胞用于实验。

1.2.2　总 RNA 提取　　收集 1×106 个第 4 代人牙乳头细胞 ,

按试剂盒说明提取总 RNA , 对所提 RNA 电泳鉴定及用分光光

度法进行纯度和含量检测。

1.2.3　反转录合成 cDNA 第 1 链　　按照 GIBCO 公司 Super-

ScriptTMⅡ反转录试剂盒说明 , 将所提的人牙乳头细胞总 RNA

反转录为 cDNA第 1 链。

1.2.4　PCR扩增目的片段　　根据以上反转录获得的 cDNA

第1 链 , 用所设计的 1对 hOP-1 基因全长段引物 , 按 CLONTECH

公司的高GC 含量 PCR 试剂盒说明 , 进行 PCR扩增 , PCR反应

条件为:95 ℃变性 1 min , 95 ℃15 s , 53 ℃60 s , 72 ℃90 s , 35 个

循环 , 72 ℃延伸 50 min。将 PCR 产物电泳鉴定后 , 按凝胶回收

试剂盒说明对含目的 DNA 片段的凝胶进行回收 、纯化 。

1.2.5　T 载体的制备　　pGEM-5zf(-)质粒常规 EcoRⅤ酶切后

回收 ,加入 100 mol LdTTP 1μl , Taq 酶 2 U , 72 ℃ 1 h ,电泳 、凝胶

回收纯化。

1.2.6　核苷酸序列分析　　在 T4DNA 连接酶的作用下 , 将回

收纯化的 PCR目的片段与 T-载体连接 , 转化大肠杆菌 DH5α, 挑

取转化生长的菌落 ,提取质粒 , 对所提质粒用 Nhe Ⅰ和 XbaⅠ 进

行双酶切 ,琼脂糖凝胶电泳鉴定。将酶切和 PCR扩增鉴定的阳

性克隆提取质粒 ,进行全自动序列测定。

1.2.7　表达载体的构建 、细菌转化和克隆筛选鉴定　　将测

序正确的T OP-1 和 pCI表达载体分别用 Nhe Ⅰ和 Xba Ⅰ酶切 、

电泳和回收 ,以 T4 DNA连接酶进行连接 , 转化 DH5α, 随机挑取

转化生长的菌落 ,提取质粒 , 用 NheⅠ和 XbaⅠ及 EcoRⅠ和 Sal

Ⅰ进行双酶切鉴定。

1.2.8　真核细胞转染质粒的提取　　提取质粒按 QIAGEN 小

提质粒试剂盒操作步骤进行。 紫外分光光度计测定含量和纯

度。自以下步骤开始均需无菌操作 , 即异丙醇沉淀 DNA ,

10 000 r min离心 30 min , 弃上清 , 加1 ml 70%乙醇 , 离心去除乙

醇 ,置无菌超净台干燥 , 用 50 μl无菌水重悬 DNA , -20 ℃保存

备用。

2　结果

2.1　总 RNA提取

　　将所提取的人牙乳头细胞总 RNA 电泳 , 见图 1 , 可见 28 S ,

18 S 和 5 S 3 条带 , 分光光度法测定 A260 A280=1.849 , 表明所获

得的总 RNA 无明显的降解且有较高的纯度。

图 1　总 RNA 的琼脂糖凝胶

Fig 1　Agarose elecrophoresis of total RNA

2.2　RT-PCR
　　人牙乳头细胞总 RNA ,经 RT-PCR扩增后 ,行琼脂糖凝胶电

泳 ,可见大小约 1 300 bp的特异性扩增产物 ,见图 2。

1:Identification of recombinant plasmid;2:T OP-1 plasmid;3:PCR

fragment;4:DL2000 Marker

图 2　重组质粒的酶切鉴定

Fig 2　Identification of recombinant plasmid with enzyme digestion

2.3　T OP-1克隆与鉴定
　　PCR片段与 T 载体连接转化后 , 提取质粒酶切鉴定 , 琼脂

糖凝胶电泳见大小约 1 300 bp 的电泳带。

2.4　序列分析
　　将T OP-1基因重组质粒进行核苷酸序列测定 ,结果与已发表

的来源于人胚胎组织 cDNA文库的OP-1全长基因序列完全一致。

2.5　pCI OP-1表达载体的构建
　　将测序正确的 T OP-1 和 pCI分别用 Nhe Ⅰ和 Xba Ⅰ酶切 ,

回收目的片段。 在 T4DNA 连接酶的作用下 , 将回收纯化的目

的片段与 pCI表达载体连接 , 构建示意图见图 3。

2.6　pCI OP-1表达载体的酶切鉴定
　　OP-1 目的片段与 pCI 表达载体连接 , 转化大肠杆菌 DH5α,

随机挑取转化生长的菌落 , 提取质粒 , 对所提质粒用 Nhe Ⅰ 和

XbaⅠ及 EcoRⅠ和 SalⅠ进行双酶切 , 电泳鉴定 ,见图 4。

2.7　真核细胞转染质粒提取
　　质粒 pCI OP-1 经高质量 QIAGEN 小提质粒试剂盒提取纯

化后 , 紫外分光光度计检测纯度 , 其 A260 A280的比值为 1.80 ,

说明提取纯化的质粒较好 ,基本无蛋白 、RNA 及酚的污染 ,可用

于基因转染。
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图 3　pCI OP-1表达载体的构建示意图

Fig 3　Scheme for the construction of pCI OP-1 expression vector

1:DNA Marker;2:pCI OP-1 expression vector;3:Identification with

NheⅠ and XbaⅠ ;4:Identification with EcoRⅠ and SalⅠ

图 4　pCI OP-1表达载体的酶切鉴定

Fig 4　Identification of pCI OP-1 expression vector with enzyme digestion

3　讨论

　　OP-1具有很强的骨诱导作用 ,无种属特异性地诱

导未分化间充质细胞 、骨祖细胞向成软骨细胞 、成骨细

胞分化 ,能促进各种骨 、软骨缺损的修复和重建 ,促进

修复性牙本质 、牙骨质的形成 ,参与神经保护和调节作

用等
[ 1 ～ 3]

,OP-1广泛分布于胚胎的心 、脑 、肾 、骨骼及胎

盘等组织
[ 4]
,对胚胎的发育起着重要的调节作用 ,具有

十分乐观的临床应用前景。受到了广大学者的青睐 ,

在它的功能和作用方面做了大量的研究 ,为使OP-1从

研究推向临床应用 ,有取之不尽的 、具有高活性的OP-1

蛋白 ,通过基因工程手段获得具有生物活性的OP-1蛋

白是目前唯一可行的途径 。

　　由于具有功能活性的 OP-1是二硫键连接的二聚
体糖蛋白 ,通过原核表达的 OP-1 ,虽然产量较高 ,但纯

化复杂 ,经变性和复性处理的 OP-1 ,常常会对活性产
生较大的影响 。因此 ,为获得良好活性的 OP-1 ,真核

表达系统 ,尤其是哺乳动物细胞表达系统 ,才是 OP-1
的最佳表达体系

[ 5]
。Ozkaynak 报道

[ 6]
, OP-1的 cDNA

全长 1 878 bp ,基因开放阅读框为 1 296 bp ,基因序列

中GC含量很高 ,占基因序列的 70 %以上 ,转录成mR-
NA后极易形成复杂的二级结构 ,并有多个外显子。采

用常规 PCR方法 ,获得 OP-1 的全长基因比较困难。
国外通常构建 cDNA文库 ,合成寡核苷酸探针 ,进行文

库筛选 ,获得OP-1的 cDNA序列
[ 7]
。本研究在人胚胎

牙乳头细胞中成功地克隆了人OP-1 成熟肽基因的基

础上 ,提取高纯度总 RNA ,通过对 PCR反应条件的反

复摸索 ,在特定的反应条件下 ,获得了大约 1 300 bp的

特异性扩增片段 ,将所获产物进行了克隆和核苷酸序
列测定 ,结果表明 hOP-1 cDNA序列正确 ,未发现变异。
这一结果进一步证实了胚胎人牙乳头细胞中有 OP-1

基因的表达 ,而且十分保守(黄种人和白种人中序列完
全一致)。OP-1在人牙胚发育中可能起到一定的调节

作用 ,参与了人牙乳头细胞向成牙本质细胞分化及牙
本质的形成的过程。同时还提示我们 ,虽然 OP-1的

DNA序列有一定的特殊性 ,针对其自身的特点 ,进行
操作和条件的改进 ,一次性PCR是可以成功的。

　　由于原核系统表达真核蛋白存在很多困难 ,为了
获得一些具有生物活性的哺乳动物蛋白 ,人们致力于

发展真核表达系统 ,使生物活性蛋白得到大量生产成
为可能 。真核表达系统有它独特的基因调控机制 、表

达载体 、宿主细胞 、特有的细胞转染及筛选方式等
等
[ 8]
。为了有效的在真核细胞表达OP-1活性蛋白 ,保

证真核转染质粒的准确性 、无菌和高纯度是转染的前

提条件。我们将获得的OP-1全长基因 ,插入 pCI真核

表达载体 ,经酶切鉴定 ,证实所构建的表达载体与预期

结果一致 ,可以用作真核细胞的转染 。随后采用 QIA-
GEN公司的高纯度质粒提取试剂盒 ,无菌条件下提取

转染用 pCI OP-1质粒 ,为有效转染提供了质量保证。
　　实验首次通过一次性 PCR获得 hOP-1全长基因 ,

构建并获得无菌 、高纯度 hOP-1真核表达载体 ,为进一
步探讨人全长OP-1基因在哺乳动物细胞的高效表达 ,

获得人重组 OP-1 ,促进OP-1的实验研究 、临床应用及
基因工程药物的开发奠定了基础。
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　　近年来国外研究已表明血脂致动脉粥样硬化(AS)是一种

餐后现象 , 特别是餐后甘油三酯及富含甘油三酯的脂蛋白 , 因

此餐后高血脂的研究将成为研究热点 , 也可能成为心脑血管疾

病一个新的预测指标。为探讨老年期的餐后血脂水平的动态

变化 ,本实验通过脂肪耐量试验(FTT)对此进行了研究。

1　材料与方法

1.1　研究对象
　　被研究者均为自愿受检者 , 无高血压 、冠心病 、肝病 、脑梗

塞 、糖尿病 、肾病等病史 ,空腹甘油三酯(TG)≤1.70 mmol L。 老

年组:30 人 , 平均年龄 65.9 岁 , 对照组:30 人 , 平均年龄

39.5岁。

1.2　研究方法
1.2.1　脂肪餐　　脂肪餐采用国外标准 , 并结合中国人的饮

食习惯 , 100 g猪油 , 2个鸡蛋 , 100 g米饭。

1.2.2　标本采集　　禁食 12 h 取静脉血;脂肪餐后(15 min 内

吃完)2、4 、6、8 h 分别抽取静脉血标本 , 其间可少量饮水 , 标本

于当日测定。

1.2.3　测定方法 　　甘油三酯(TG):甘油三酯磷酸氧化酶法

(GPO), 总胆固醇(TC):胆固醇氧化酶法(CHOD),高密度脂蛋白

胆固醇(HDL-C),低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C):选择性遮蔽酶

法(直接测定法)。

1.2.4　甘油三酯曲线下面积(TG-AUC)[ 1] 　　TG-AUC=2(TG2

h+TG4 h+TG6 h+TG8 h)-7TG 空腹 , 该指标为脂肪餐后血清

TG 变化的总指标 , 反应TG廓清速率。

2　结果

2.1　空腹及脂肪餐后TG水平的动态变化
　　表 1结果显示老年组和对照组餐后各时间点的 TG都高于

空腹TG ,差别有非常显著性意义(P <0.01)。老年组空腹 、餐

后4 、6、8 h的 TG都显著高于对照组(P <0.05)。餐后 TG达峰

情况和 8 h的恢复情况见表 1、2。

表 1　空腹及餐后血脂结果比较(mmol L ,  x±s)

组别 空腹 餐后 2 h 餐后 4 h 餐后 6 h 餐后8 h

TC 老年组 4.91±0.63 0.71±0.66 4.65±0.66 4.81±0.69 4.87±0.67

对照组 0.72±0.68 4.58±0.70 4.56±0.69 4.70±0.74 4.72±0.69

TG 老年组 1.19±0.34# 2.26±0.80＊＊＊ 3.12±1.22＊＊＊# 2.50±1.65＊＊# 2.09±1.15＊＊#

对照组 0.94±0.22 2.22±0.66＊＊＊ 2.30±1.06＊＊＊ 2.04±0.92＊＊＊ 1.43±0.37＊＊＊

HDL 老年组 1.52±0.30 1.38±0.31 1.43±0.31 1.45±0.33 1.57±0.31

对照组 1.52±0.29 1.42±0.32 1.46±0.32 1.46±0.33 1.56±0.30

LDL 老年组 2.85±0.60 2.63±0.62 2.67±0.61 2.70±0.60 2.82±0.64

对照组 2.70±0.56 2.52±0.50 2.57±0.55 2.58±0.51 2.72±0.61

与空腹比较 , ＊:P<0.05, ＊＊:P<0.01 , ＊＊＊:P<0.001;与对照组比较 , #:P<0.05

　　作者简介:李国秧(1950-),男 ,上海市人 ,副主任技师 ,主要从事临床生化方面的研究 ,发表论文 5篇。电话:(023)89012278
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