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　　摘　要　 目的: 构建人骨形成蛋白27 (hBM P27) 基因重组腺相关病毒载体, 并转染牙髓细

胞, 为牙组织损伤修复的基因治疗做探索性研究。方法: 以含 hBM P27 全长 cDNA 的载体

PT cDNA 2 hBM P27 为模板进行PCR 扩增, 将回收产物和pAAV IR ES2h rGFP 分别双酶切后连

接、转化大肠杆菌DH 5Α感受态细胞, 获得重组质粒pAAV IR ES2h rGFP2hBM P27。采用磷酸钙共

沉淀法转染293 细胞进行病毒包装, 收获的病毒液按氯仿处理、PEGöN aC l 沉淀、酚: 氯仿反复抽

提法浓缩纯化, 斑点杂交法测病毒滴度, 并转染体外培养的牙髓细胞。结果: 酶切鉴定和测序结果

表明, hBM P27 基因成功克隆入pAAV IR ES2h rGFP 载体中。在293 细胞中包装出重组腺相关病

毒载体 rAAV IR ES2hBM P27, 物理滴度为3. 0×1011v. göm l。rAAV 转染牙髓细胞后GFP 表达逐

渐增强, 可持续表达到4 周以后。结论: 重组腺相关病毒载体rAAV IR ES2hBM P27, 能有效转染牙

髓细胞表达目的基因。可用于牙组织工程基因治疗的研究。
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　　ABSTRACT　 O bject ives: To construct the recom bined adeno2associated viral vecto r of hum an bone

mo rphogenetic p ro tein27 ( hBM P27) and transfect den tal pu lp cells; To exp lo re the new gene therapy fo r

repairing the too th t issue dam age. M ethods: T he mou lds w h ich con tained hBM P27 vecto r w ere amp lified by

PCR. T he reclaim ed p roductions and pAAV IR ES2h rBM P w ere digested and in tegrated, bacillu s co li DH 5Α

competen t cells w ere transfo rm ed, and recom binan t p lasm id pAAV IR ES2 h rGFP2hBM P27 w as ob tained. 293

cells w ere viru s2 encloded by the calcium pho sphate p recip ita t ion m ethod and the viru s flu id w as ob tained and

p rocessed by ch lo rofo rm p recip ita te treatm en t, PEG8000öN aC l p recip ita t ion and ch lo rofo rm ex tract ion fo r

pu rificat ion. V iru s t iter and transfect ion of den tal pu lp cells cu ltu red in vitro w ere iden tified by do t b lo t

hyb ridizat ion m ethod. R esu lts: Calcium pho sphate cop recip ita t ion m ethods w ere used in 293 cells and adeno2
associated viral vecto r rAAV IR ES2hBM P27 w as recom binated. Green fluo rescen t p ro tein exp ressing reached

peak on day 6 in den tal pu lp cells after transfect ion by rAAV IR ES2hBM P27 and the exp ression lasted fo r 4

w eek s. Conclu sion: T he recom bined adeno2associated viral vecto r of hum an bone mo rphogenetic p ro tein27

(hBM P27) w as constructed successfu lly, w h ich can transfect den tal pu lp cells effect ively. T he hBM P27 and

den tal pu lp cells can be app lied to gene therapy research.

　　KEY WORD S　 T ransfect ion 　 Cells　 D en tal pu lp 　 Gene rearrangem en t 　Bone mo rphogenetic

p ro tein s

　　 骨 形 成 蛋 白 (Bone m o rphogenet ic p ro tein s,

BM P s)是目前发现的惟一的一类具有异位成骨能力的

细胞因子, 属于转化生长因子2Β超家族的成员, 可促进

骨、软骨、牙本质等硬组织的形成及缺损的修复。研究

表明, 人骨形成蛋白27 (hBM P27) 具有诱导牙髓细胞分
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化为成牙本质细胞的作用, 在牙本质复合体形成及牙

髓断面修复过程中起重要作用[ 1 ]。本实验试图构建

hBM P27 基因重组腺相关病毒载体 pAAV 2IR ES2
h rGFP2hBM P27, 并体外转染牙髓细胞, 为研究牙组织

基因治疗方式作基础性实验。

材料与方法

1　 实验材料　 含 hBM P27 全长 cDNA 的质粒
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PT cDNA 2hBM P27 由西安先锋生物技术公司合成提

供, pAAV 2IR ES2h rGFP 质粒、293 细胞购自美国

Stra tagene 公司; 质粒pAAV 2RC、pH elper 由西安交通

大学第二医院骨科时志斌博士馈赠; 大肠杆菌DH 5Α
由本实验室保存; 磷酸钙法细胞转染试剂盒购自碧云

天 (Beyo t im e)公司; 地高辛标记试剂盒购自Ferm en tas

公司 (立陶宛)。DM EM 培养基购自 Gibco; Bam H I、

SalI、T 4 连接酶、T rizo l R eagen t k it、PCR 试剂盒购自

日本 T akara 公司; 引物合成 (北京三博远志生物技术

公司)。

2　 目的基的 hBM P27 的获得　 从Gen bank 中

检索到hBM P27 的序列 (NM 2001719) , 选择CD S 区设

计引物, 以含 hBM P27 全长 cDNA 的质粒 PT cDNA 2
hBM P27 为模板进行 PCR 扩增。上游引物 P 1 5’2
CGGGA TCCA T GCA CGT GCGCTCA CT GCG23’插入

Bam H I 的 酶 切 位 点, 下 游 引 物 P 2 52
GCGTCGA CCTA GT GGCA GCCA CA GGCCCGGA

CC23 插入SalI的酶切位点。PCR 条件为: 94℃预变性

2m in, 94℃变性 30s, 53℃退火 30s, 72℃延伸 30s, 共 35

个循环, 回收产物。

3　 重组腺相关病毒质粒　 pAAV IR ES2h rGFP2
hBM P27 的构建 将腺相关病毒真核表达质粒pAAV

IR ES2h rGFP 和含目的基因的PCR 回收产物, 分别用

Bam H I+ SalI进行双酶切, 将回收的酶切产物16℃ T 4

连接酶连接过夜。用连接产物转化大肠杆菌DH 5Α感

受态细胞, 转化产物涂氨苄青霉素 (+ ) 平板, 37℃培养

18h, 筛选阳性克隆接种LB 液体培养基, 进行质粒大

提。取部分所获质粒进行双酶切鉴定和测序, 命名

pAAV IR ES2h rGFP2hBM P27。

4　 rAAV 的制备　 选用生长至对数期的 293 细

胞, 转染前30～ 60m in, 吸去细胞培养液, 加入新鲜的不

含抗生素的DM EM 培养基6m l。分别取大量制备的纯

度 1. 80 以上 (A 260ö280) 的病毒质粒 pAAV IR ES2
h rGFP2hBM P27、辅助质粒pAAV 2H elper 和包装质粒

pAAV 2RC 各 10Λl (1ΛgöΛl) , 加入到 200Λl 氯化钙溶液

中, 按磷酸钙法细胞转染试剂盒说明转染293 细胞。在

37℃、含 5% 二氧化碳的细胞培养箱内培养, 16h 后吸

去含磷酸钙沉淀的培养液, 加入 6m l 新鲜的含 10 胎牛

血清的DM EM 培养基, 继续培养72h。收集培养瓶中的

细胞, - 20℃冰冻, 37℃融化, 反复三次使细胞完全裂

解, 氯仿变性, 终浓度 1m o löLN aC l 和终浓度 10

PEG8000 各沉淀1 次。酚、氯仿抽提[ 2 ] , 得到初步浓缩

纯化的 rAAV。以点杂交法确定病毒滴度。命名为

rAAV IR ES 2hBM P27。

5　 rAAV 转染牙髓细胞　 取临床因正畸需要拔

除的健康牙齿, 按组织块法培养牙髓细胞。将获得的第

4 代牙髓细胞, 按 1×105ö孔接种于 24 孔培养板中,

37℃、5% CO 2 培养至细胞 80% 融合, 弃去旧培养液,

用含有氨苄青霉素 (100U öm l) 和链霉素 (100Λgöm l) 的

无血清高糖DM EM 培养基洗涤细胞3 次。转染孔分别

加入200Λl 含 rAAV IR ES 2hBM P27 病毒载体 (M O I=

1×105) 的无血清高糖DM EM 培养基, 对照孔不加病

毒载体。孵育2h 后, 吸去含病毒载体的培养基, 更换含

10% 胎牛血清的高糖DM EM 培养基继续培养, 每隔

12h 倒置荧光显微镜下观测绿色荧光蛋白的表达。并

随机计数多个视野的细胞总数和发GFP 荧光的细胞

数。

结　果

1　 hBM P27 的获得　 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳

结果显示, 1312bp 位置有DNA 条带, 与hBM P27 基因

长度相符合 (见图1)。

2　 重组质粒 pAAV IR ES2h rGFP2hBM P27 的鉴

定　 将pAAV IR ES2h rGFP2hBM P27 用Bam H I+ SalI

双酶切鉴定, 电泳图谱显示 6100bp 和 1312bp 两条

DNA 条带 (见图 2) , 与病毒载体质粒及 hBM P27 大小

一致。测序鉴定结果 (上海英骏生物技术公司) 也证实

hBM P27 基因已成功地连接到pAAV IR ES2h rGFP 载

体上, 并与Gene bank 中检索的原始序列完全一致。

3　 rAAV 的包装、浓缩及滴度测定　 采用磷酸

钙三质粒共沉淀法, 将重组病毒质粒转入293 细胞。与

对照组相比, 转染组培养基颜色从红色变为橙黄色, 并

有发绿色荧光的细胞出现, 证明病毒已经开始在 293

细胞中包装。收获的病毒液经浓缩纯化后, 采用地高辛

标记试剂盒标记的GFP 探针, 通过斑点杂交法, 对比

标准质粒和 rAAV IR ES 2hBM P27 病毒DNA 斑点密度

的大小, 估算出病毒的物理滴度约为 3. 0×1011 v. gö

m l, 能够用于后继的实验。

　　图1　hBM P27 基因PCR 扩增电泳图谱　M : DL 2000; 1、2、

3、hBM P27 基因
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　　图 2　pAAV IR ES2h rGFP2hBM P27 用BamH 1+ Sal1 双酶

切　M : DNAM arker, 1、2 pAAV IR ES2h rGFP2hBM P27 双酶切

段

　　4　 牙髓细胞的分离培养及rAAV 的转染　 采用

组织块法进行人牙髓细胞体外培养中, 7d 左右细胞开

始从组织块中游出。倒置显微镜下观察细胞主要是成

纤维细胞, 14d 时达到 70% 融合, 细胞排列成单层, 局

部呈典型的“漩涡状”排列。此时进行传代培养。

rAAV IR ES 2hBM P27 感染第 4 代牙髓细胞后, 24h 内

就有产生绿色荧光的细胞出现, 第6 天达到高峰。计数

多个视野中发光细胞所占比率, 平均后得到第 6 天

rAAV 的转染率约为84. 6%。以后荧光强度逐渐下降,

观察至第4 周, 仍有绿色荧光发生。

讨　 论

基因治疗的关键环节是选择安全有效的载体, 将

目的基因导入宿主细胞, 使外源基因在宿主体内持续

稳定表达。重组腺相关病毒 (rAAV ) 载体是目前发现

的惟一一类能将其基因定点整合到宿主细胞染色体上

的病毒, 其基因组结构简单, 是全长 4681bp 的单链线

状DNA , 仅编码产生 rep 和 cap 两种蛋白[ 3 ] , 不编码任

何引起免疫反应的病毒蛋白, 针对AAV 核衣壳的抗体

也不影响再次接种载体, 因此免疫原性很低, 甚至没有

免疫原性。目前所用的rAAV 载体大多是在AAV 22 的

基础上, 去除了结构基因rep 和cap , 仅保留对病毒的包

装和整合不可缺少的 ITR (末端反转重复序列) , 外源

基因和启动子克隆在 ITR 之间[ 4 ]。本实验中采用的

AAV H elper2F ree System 中, 病毒载体pAAV IR ES2
h rGFP, 包含一个标记基因h rGFP , 是GFP 的基因修

饰型, 荧光强度极大增强, 其上游含一个内核糖体进入

位点 ( In terna l ribo som e en try site , IR ES) , 作为一个

双顺反子表达载体可快速有效地表达目的基因和报告

基因。同时有加入一个CM V 作为促进子, 更加促进了

目的基因和报告基因的表达。AAV 结构基因rep 和cap

由pAAV 2RC 提供, 辅助质粒pH elper 则含有拯救病毒

所需的腺病毒基因E 2A、E 4 和VA RNA 基因。本组使

用此系统在293 细胞中包装出滴度为3. 0×1011v. göm l

的 rAAV , 又避免了野生型AAV 和腺病毒的污染, 并

且通过荧光活性细胞计数定性估计出 rAAV 感染效率

约为84. 6%。

BM P s 存在于骨、牙本质中, 它能刺激间充质干细

胞向成软骨细胞、成骨细胞及成牙本质细胞方向分

化[ 5 ]。其中BM P27 具有较强的骨诱导能力及维持软骨

细胞的表型、促进细胞外基质如蛋白多糖和Ê 型胶原

合成的能力[ 6 ]。R u therfo rd 等在用含BM P s 的复合材

料作为盖髓剂的研究中, 发现窝洞内有骨样修复性牙

本质形成。在磨牙根分叉区病变的动物模型中,

R ipam ondli 等用复合有骨形成蛋白27 的 I 型胶原作为

仿生支架, 观察到有新生的牙槽骨、骨样牙本质形成。

但是, BM P27 作为一种细胞因子, 在体外使用时容易

失活, 且不能达到持续治疗的目的。为探索其在体内持

续表达方式及承载细胞, 本组构建了含BM P27 基因的

rAAV 载体, 并转染了牙髓细胞。牙髓细胞的主要成分

是成纤维细胞, 此外还有组织细胞、成牙本质细胞和未

分化的间充质细胞。其中未分化的间充质细胞在体外

受牙本质基质、坏死组织、牙髓微环境等影响, 可分化

为成牙本质细胞, 再形成牙本质桥, 其功能类似骨髓基

质干细胞[ 7 ]。牙髓细胞表面具有BM P s 的受体, BM P7

能与之结合, 诱导牙髓细胞发生一系列胞内级联反应,

形成牙本质牙髓样复合体[ 8 ]。

本实验成功构建了hBM P27 基因重组腺相关病毒

载体pAAV 2IR ES2h rGFP2hBM P27, 并在293 细胞内包

装出具有感染性的 rAAV。体外转染牙髓细胞, 通过

GFP 的表达, 说明 rAAV 载体可将BM P 7 整和进牙髓

细胞基因组, 为实现BM P 7 在体内的稳定表达奠定了

基础。可用于牙组织工程基因治疗的研究。
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异, 甚至病死率还低于无假体者。因此, 多数学者认为

乳房假体植入是安全、无害的。

3　免疫性疾病　 虽有报道认为, 硅胶假体有增

加病人患结缔组织病或风湿病的危险, 但这一结论尚

未被多数学者接受。疏水的硅胶成分通过假体囊壁外

渗量甚微, 并主要被巨噬细胞吞噬, 局限于包膜囊内。

即便是假体包膜破裂, 漏出的硅凝胶通常也被限制在

周围的瘢痕性包膜内。数周后外露的硅凝胶被新的瘢

痕包围, 分割形成微小的异物肉芽肿。因此, 对全身影

响是有限的。当然最终的结论有待于大规模流行病学

的研究结果。本组结果表明, 在SSM 术后即时乳房再

造, 患者早期的免疫功能未发生明显变化, 但更长时间

的情况仍须继续观察和评判。

综上所述, 对于早期乳腺癌患者在实施保留皮肤

的乳腺癌切除术后, 采用自体组织移植或硅胶假体植

入方式即时乳房再造, 患者细胞免疫功能无明显变化。

在平均 11 月的随访中, 未出现肿瘤复发和免疫性疾

病, 包膜挛缩的发生率较低。因此, 可以说作为一种创

伤小、恢复快的乳房再造方式, 只要适应证选择得当,

硅胶假体植入式即时乳房再造是一种较为安全、可靠

的方法。
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