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摘要：目的 通过构建晚发型脊柱骨骺发育不良伴进行性骨关节病（3’45678）致病型（%""" 56;，&#"
>,+5）91? 诱导分泌蛋白 !（9:37 !）与绿色荧光蛋白融合表达的真核表达载体，观察其在 ;<36= 细胞中

的表达和亚细胞定位，为研究 9:37 ! 突变致 3’45678 的机理奠定基础。方法 从正常人软骨细胞获

得野生型 9:37 ! 基因的全长 04@8（9569:37 !）；定点突变方法构建携带 9:37 ! 基因致病型的重组真

核表达质粒 AB5%""" 5C; CD’EF76; $ 和 AB5&#" >,+5 CD’EF76; $；以空白载体 D’EF76; $ 为对照，脂质体转染

法将重组质粒瞬时转染 ;<36= 细胞，#& G 后用荧光显微镜检测绿色荧光蛋白表达；半定量 H567;H 法

检测 9:37 ! 基因的表达。结果 测序和酶切鉴定证实插入片段大小和序列的正确；突变体在 ;<36=
细胞中均高效表达；荧光显微镜观察发现，转染野生型 9:37 ! 基因的 ;<36= 细胞中绿色荧光均匀分

布在细胞浆和细胞膜，转染突变体的 ;<36= 细胞中荧光呈斑点状染色和聚集现象。结论 成功构建

了 3’45678 致病基因 9:37 ! 突变体，且发现野生型 9:37 ! 蛋白定位于细胞浆和细胞膜，而突变型的

9:37 ! 蛋白在细胞浆内异常聚集，为进一步探讨 3’45678 的发病机制创造条件。
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由 8&$$(53,1)(+ 等［A］首先报道（ABCD 年）的晚发

型脊柱 骨 骺 发 育 不 良 伴 进 行 性 骨 关 节 病（!2345
67），属于骨5软骨发育不良症中的一种，多在 < E C
岁时首次出现症状，典型的临床特点为关节肿胀，运

动受限，关节挛缩和持续性关节软骨退化、丢失和骨

破坏［D5F］。ABBB 年，G9.1)-@ 等［H］首次应用定位候选克

隆方法确定 8=!6 < 基因为 !234567 的致病基因。

近来 检 测 一 个 !234567 家 系 的 基 因 突 变 检 测 表

明［I，C］，两例患者 8=!6 < 基因第 C 外显子出现一种

新的混合杂合性突变（AJJJ 4!K 和 CLJ %(’4）。目

前，8=!6 < 基因突变导致 !234567 发病的具体机制

不明。本研究运用基因重组技术构建了之前报道的

!234567 患者 8=!6 < 基因突变类型的真核表达载

体，并观察其在 KM!5I 细胞中的表达和定位。

) 材料和方法

)*) 主要材料和试剂

":3N7 <OA（ P ）载体、"2QR65K D 载体和 S> AJB
菌株由本室保存。"Q2>54 (,+& 载体、各种限制性内

切酶、3N7 连接酶、4,T3N7 聚合酶、6U9 酶和逆转录

试剂 盒 购 自 6.#?(0, 公 司；V=7".(" !")$ >)$)".("
W)-、V),U)’-(. "’,+?)% ?)%) X)- 和 3N7 纯化试剂盒购自

V),0($ 公司；3>2> 培养基、胎牛血清、4.)@#’ 试剂、

脂质体（Y)"#U(:-7>=N2 DJJJ4>）购自 Q);:# 公司；引物

合成及 3N7 测序由大连宝生物工程有限公司完成；

KM!5I 细胞株购自中科院上海细胞所细胞库。

)*+ 软骨细胞分离培养及鉴定

经患者同意及中南大学医学伦理学委员会批准

取髋关节置换术切取的外伤致股骨颈骨折患者的股

骨头进行软骨细胞分离培养。将所取的股骨头，剔

除筋膜，6Z! 冲洗去除血液。将表面软骨剪成 JOA E
AOJ ??< 碎片，用!型胶原酶连续消化 < 次，每次 <J
?)$，软骨细胞用 3>2> 培养（含 AJ[ RZ!，AJJ \]?’
青霉素和 FJ \]?’ 链霉素）。用甲苯胺蓝染色行软

骨细胞鉴定。

)*, 野生型 8=!6 < 基因的全长 :3N7（8458=!6 <）

的扩增和 457 克隆

取上 述 培 养 液 培 养 的 原 代 软 骨 细 胞 提 取 总

^N7。总 ^N7 的提取采用 Q);:# 公司的 4.)@#’ 试剂，

按说明书操作方法进行，经琼脂糖凝胶电泳鉴定

^N7 无降解，紫外分光光度计定量后用于反转录。

利用 6.#?(0, 公司逆转录试剂盒将总 ^N7 反转录成

:3N7 第一链。根据 Q($;,$X 基因序列（8458=!6 <
,::(++)#$ $9?;(. N>_ JJ<CCJ）设计扩增野生型 8=!6
< 基因全长 :3N7 的引物（8458=!6 < U#. "2QR65K D，

AJHF ;"）。在上游引物加上 G)$% "酶切位点，不包

含起始密码子，利用载体上的起始密码；在下游引物

加上 Z,?G#酶切位点，含有终止密码子 477。上游

引 物 F‘54K77QK44KQ7KQ47K7QQQQK4KK4K445<‘，
下游引物 F‘5QKQQ74KK447K7Q774K44Q7QK4K7Q5
<‘，取上述逆转录反应合成的 :3N7，用 6U9 3N7 聚

合酶进行 6K^ 扩增，反应条件是模板 BLa 变性 F
?)$ 后进行循环，变性 BLa，A ?)$，退火 H<a，LJ +，
延伸 IDa，D ?)$ <J +，共 <D 循环，最后于 IDa延伸

AJ ?)$，A[琼脂糖凝胶电泳进行检测。将上述 6K^
扩增后的产物纯化回收后加上 "#’& 7 尾，参照 457
:’#$)$0 试剂盒操作手册将其与 "Q2>54 (,+& 连接转

化已制备好的感受态 S> AJB 细菌，蓝]白斑菌落筛

选，挑取单个白色菌落，双酶切及测序鉴定插入片段

的正确性。

)*- 8=!6 < 基因致病型（AJJJ 45K，CLJ %(’4）与绿色

荧光蛋白融合表达载体的构建

根据 8=!6 < 基因突变类型（AJJJ 45K，CLJ %(’4）

设计定点突变的引物，>\4AJJJ 4]K 的上游引物是 F‘5
KK44Q4Q4Q4Q4K7Q7Q7775<‘，下 游 引 物 是 F‘5
KK44K47KQ7K7KK4774Q45<‘；>\4CLJ %(’4上游引物是

F‘57744Q4K4444K 4QQ74QK4K75<‘，下游引物是 F‘5
77QQ44Q7Q7QQ444KQ7K4445<‘。以上述 457 克隆

产物为模板，用 6U9 3N7 聚合酶进行 6K^ 扩增。反

应条件为：模板 BLa变性 F ?)$ 后进行循环，变性

BLa，<J +，退火（>\4AJJJ 4]K为 FLa，LJ +；>\4CLJ %(’4为

FAa，LJ +），延伸 IDa，H ?)$，共 <J 循环，最后于

IDa延伸 AJ ?)$。将上述 6K^ 产物纯化回收，进行

末端磷酸化，经酚]氯仿抽提后用 4 L 连接酶将线性

3N7进行自身连接。自连的环状质粒转化已制备

好的感受态 S> AJB 细菌，以氨卞青霉素筛选白色克

隆进行质粒扩增、提取和酶切测序鉴定。用 G)$% "
和 Z,?G# 双酶切 457 克隆、定点突变 6K^ 产物和

质粒载体 "2QR65K D，纯化后将目的片段定向克隆

到 "2QR65K D 载体中，连接产物转化感受态 S> AJB
细菌，以卡那霉素筛选白色克隆进行质粒扩增、提取

和酶切测序鉴定。
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!"# !"#$% 细胞培养及突变体的转染

空载体质粒 &’()*$! +、携带野生型 ,-#* . 基

因 的 重 组 质 粒 ,/$,-#* .0&’()*$! +，突 变 体

12/3444 /0! 0&’()*$! + 和 12/564 789/ 0&’()*$! + 经大量

制备并纯化。将生长状态良好的 !"#$% 细胞按 3 :
34; <899=0孔 的 密 度 转 移 到 放 玻 片 的 六 孔 板 中，在

.%>、;? !"+，含 34?胎牛血清的 @1@1 培养基中

培养 +6 A，转染当天细胞的汇合率约 54?。取 6!B
质粒 @CD 和 5!E EF&GH8<ID1-C’ +444/1，各加入于

344!E 无血清 @1’1 中，使脂质体与 @1’1 在室温

孵育 ; JFK。混合含 @CD 和脂质体的培养液，使其

充分混匀，于室温孵育 +4 JFK。用无血清 @1’1 洗

细胞 + 次，加 544!E 无血清 @1’1，逐滴加入转染

液，于 .%>、;4 JE0E !"+ 培养 5 A。弃转染液，换含

34?胎牛血清的 @1’1 继续培养。同时设转染空

载体 &’()*$! + 为对照组。

!"$ 细胞总 LCD 的提取及 L/$*!L 检测 JLCD 的

表达

转染后 65 A 提取细胞总 LCD。总 LCD 和逆转

录方法见 3M.。随后以"$N<IFK 作为内参照进行 ,-#*
. 的 *!L 扩 增。"$N<IFK 的 上 游 引 物 是 ;O$
/!!/(/(!D/!!D!(DDD!/$.O，下 游 引 物 是 ;O$
(DD(!D///(!((/((D!(D/$.O，大 小 为 .34 P&。

*!L 扩增条件为：Q;>预变性 ; JFK，Q6 >变性 6; =，
;5>退火 .4 =，%+ >延伸 .4 =，共 +5 个循环，最后 %+
> 34 JFK，然后行 3M;?琼脂糖凝胶电泳分析结果。

!"% 荧光显微镜观察

转染 65 A 后，弃去培养基，6?多聚甲醛固定 3;
JFK，*R# 洗涤 . 次。4M+;? /SFIGK 344 .%>去膜 +4
JFK，*R# 洗涤 . 次。加含联眯基苯吲哚酸盐（@D*-）

（3 T;44 稀释）的 *R# 标记细胞核，. U 5 JFK，*R# 洗

涤 34 JFK : . 次。用荧光显微镜观察野生型和突变

,-#* . 蛋白表达及 @D*- 核定位（所有的操作均在

避光条件下进行）。

& 结果

&"! 野生型 ,-#* . 基因的全长 <@CD（,/$,-#* .）

的扩增

用 L/$*!L 的方法从正常人软骨细胞扩增野生

型 ,-#* . 基因的全长 <@CD（,/$,-#* .），所扩增的

*!L 产物约为 3M3 VP，与预计大小相同（图 3）。

&"& ,/$,-#* . 的 /$D 克隆

/$D 克隆将 ,/$,-#* 连接到 &(’1$/ 8N=W 载体

上（6M3 VP，图 +），经 XFK7 #和 RNJX$双酶切鉴定，

图 ! 野生型 ,-#* . 基因的全长 <@CD *!L 扩增产物电泳图

3、+：,/$,-#* .；1：%Y3%6$XN8 # 7FB8=I @CD 1NSV8I

酶切后得到大小约为 .M4 VP 和 3M3 VP 的片段（图

+），测序后与 (8KPNKV（,-#* . N<<8==FGK KZJP8S C1[

44.554）基因序列比较证实，两者序列一致无突变

（图 34M3，图 34M.）。

图 & /$D 克隆和定点突变获得的重组质粒酶切产物电泳图

3：,/$,-#* .0&(’1$/ 8N=W；+：12/3444 /0! 0&(’1$/ 8N=W；.：

12/564 789/ 0&(’1$/ 8N=W；6、;：/$D 克隆的重组质粒未酶切电泳图；

1：+$EGB @CD EN778S

&"’ 突变 ,-#* . 基因全长 <@CD 的克隆

定点突变的方 法 获 得 突 变 ,-#* . 基 因 全 长

<@CD 与 &(’1$/ 8N=W 载 体 相 连 的 重 组 质 粒

（12/3444 /0! 0&(’1$/ 8N=W 和 12/564 789/ 0&(’1$/ 8N=W，
6M3 VP，图 .），经 XFK7 #和 RNJX$双酶切鉴定，酶

切后为大小约为 .M4 VP 和 3M3 VP 的片段（图 +），测

序后与我们报道的 #’@/$*D 患者 ,-#* . 基因序列

比较证实，上述产物与之一致无突变（图 34M+ 和图

34M6）。

&"( 绿色荧光蛋白融合表达 ,-#* . 基因的真核表

达载体的构建和鉴定

各重组质粒 ,/$,-#* .0&’()*$! +、12/3444 /0! 0
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图 ! 定点突变 !"# 扩增产物电泳图

$：%&’$((( ’)" )*+,%-’ ./01；2：%&’34( 5.6’ )*+,%-’ ./01；%：!-

7895 " 58:.0; <=> ?/55.@

*,+A!-" 2 和 %&’34( 5.6’ )*,+A!-" 2 经 7895 "和

B/C7#双酶切鉴定，经 $D琼脂糖凝胶电泳分析所

得酶切片段为为 4EF GH 和 $E$ GH，与理论预计相符

（图 4），对突变体中插入片段进行测序分析，<=> 序

列及读码框架完全正确。

图 " 重组真核表达质粒经双酶切产物电泳图

$：*,+A!-" 2 载体；2：I’-IJK! L)*,+A!-" 2；L：%&’$((( ’)" )*,+A!-

" 2；4：%&’34( 5.6’ )*,+A!-" 2；%：2-?M: <=> ?/55.@

#$% #’-!"# 结果

重 组 质 粒 I’-IJK! L)*,+A!-" 2、%&’$((( ’)" )
*,+A!-" 2 和 %&’34( 5.6’ )*,+A!-" 2 转染组中 IJK! L
C#=> 的表达量明显高于空载体 *,+A!-" 2 组（图

N）。

#$& 荧光显微镜观察结果

采用荧光显微镜观察绿色荧光在 "OK-F 细胞中

的分布，以确定 IJK! L-+A! 融合蛋白在细胞中的分

图 % 瞬时转染各重组质粒的 "OK-F 细胞

IJK! L 基因 C#=> 的表达

$：转染空白载体 *,+A!-" 2；2：转染重组质粒 I’-IJK! L)*,+A!-

" 2；L：转染突变体质粒 %&’$((( ’)" )*,+A!-" 2；4：转染突变体质

粒 %&’34( 5.6’ )*,+A!-" 2（ P ）；%：<?2((( <=> %/@G

布和定位。瞬时转染 43 Q 后，转染空白载体 *,+A!-
" 2 的 "OK-F 细胞中荧光分布于整个细胞（图 R）；转

染携带野生型 IJK! L 基因 I’-IJK! L)*,+A!-" 2 的

"OK-F 细胞中绿色荧光均匀分布在细胞浆和细胞膜

（图 F），转 染 突 变 体 %&’$((( ’)" )*,+A!-" 2 和

%&’34( 5.6’ )*,+A!-" 2 的 "OK-F 细胞中荧光呈斑点状

染色和聚集现象（图 3、S）。

! 讨论

K,<’-!> 属于常染色体单基因隐性遗传性疾

病［S，$(］，由 IJK! L 基因突变引起，主要累及关节软

骨，其病理特征为进行性关节僵硬和关节间隙变窄，

关节 软 骨 退 行 性 变 并 随 年 龄 增 长 加 重。$SS3 年

!.998T/ 等［$$］首先克隆了 IJK! L 基因，并将其定位

于 R U 22 V R U 2L。IJK! L 基因编码含 LN4 个氨基

酸相对分子量约 4( GH 的分泌性蛋白［$2］，由信号肽

和 4 个富含半胱氨酸残基的结构域构成［$L，$4］。作者

曾报道的两例 K,<’-!> 患者的 IJK! L 基因出现复

合杂合性基因突变（$((( ’!"，34( 5.6’），且蛋白质

三维结构预测分析发现［$N］：%&’$((( ’!"导致其编码的

丝氨酸被脯氨酸替代（K.@ LL4 !@M，错义突变），K.@

FNN中国骨质疏松杂志 2((R 年 $2 月第 $2 卷第 R 期 "Q89 W O0;.M*M@M0，<.T.CH.@ 2((R，XM6 $2，=MYR



图 ! "# 转染空白载体 !"#$%&’ ( 的

’)*&+ 细胞中荧光均匀分布于整个细

胞，, (--

图 $ " # 转染重组质粒 ./&.0*% 12
!"#$%&’ ( 的 ’)*&+ 细胞中荧光均匀

分布于细胞浆和细胞膜，, (--

图 % "# 转染携带突变 .0*% 1 基因

质粒 34/5--- /2’ 2!"#$%&’ ( 的 ’)*&+
细胞中荧光在细胞浆中呈斑点状染

色和聚集现象，, (--

图 & "# 转染携带突变 .0*% 1 基因

质 粒 34/67- 89:/ 2!"#$%&’ ( 的 ’)*&+
细胞中荧光在细胞浆中呈斑点状染

色和聚集现象，, (--

图 !"’ 转染空白载体 !"#$%&’ ( 的

’)*&+ 细胞中细胞核 ;<%0 染色（与图

5=5 同一视野），, (--

图 $" ’ 转染重组质粒 ./&.0*% 12
!"#$%&’ ( 的 ’)*&+ 细 胞 中 细 胞 核

;<%0染色（与图 += 5 同一视野），,
(--

图 %"’ 转染携带突变 .0*% 1 基因

质粒 34/5--- /2’ 2!"#$%&’ ( 的 ’)*&+
细胞中细胞核 ;<%0 染色（与图 6 = 5
同一视野），, (--

图 &"’ 转染携带突变 .0*% 1 基因

质 粒 34/67- 89:/ 2!"#$%&’ ( 的 ’)*&+
细胞中细胞核 ;<%0 染色（与图 > = 5
同一视野），, (--

图 !"( 为图 ?= 5 和图 ? = ( 的叠加图

片，提示 "#$% 蛋白荧光分布于整个

细胞，, (--

图 $"( 为图 += 5 和图 + = ( 的叠加图

片，提示野生型 .0*% 1 蛋白定位于细

胞浆和细胞膜，, (--

图 %"( 为图 6= 5 和图 6 = ( 的叠加图

片，提 示 34/5--- /2’ 2!"#$%&’ ( 蛋 白

在细胞浆内异常分布，, (--

图 &"( 为图 >= 5 和图 > = ( 的叠加图

片，提示 34/67- 89:/ 2!"#$% 的蛋白在

细胞浆内异常分布，, (--
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图 !" #! 野生型 !"#$ % 基因的全长 &’() 测序图（部分）。与

*+,-.,/（!"#$ % .&&+0012, ,34-+5 (67 88%998）基因序列比较证实

两者序列一致无突变

图 !" #$ 重组质粒 6:;<888 ;=> ?25 @A*B$C> D=@*A6C; +.0E 测序图

（部分）。与 !;C!"#$ % ?25 @A*B$C> D=@*A6C; +.0E 比较证实成功

引入 ;C> 的错义突变（箭头所指），与我们报道的 #A’;C$) 患者

!"#$ % 基因序列（<888 ;!>）比较证实，两者序列一致无突变

图 !" #% 野生型 !"#$ % 基因的全长 &’() 测序图（部分）。与

*+,-.,/（!"#$ % .&&+0012, ,34-+5 (67 88%998）基因序列比较证实

两者序列一致无突变

图 !" #& 重组质粒 6:;9F8 G+H; ?25 @A*B$C> D=@*A6C; +.0E 测序图

（部分）。与 !;C!"#$ % ?25 @A*B$C> D=@*A6C; +.0E 比较证实成功

引入 G+H; 缺失突变（见方框标注），与我们报道的 #A’;C$) 患者

!"#$ % 基因序列（9F8 G+H;）比较证实，两者序列一致无突变

%%F $52 !"#$ % 蛋白质仅有 > 末端方向与野生型蛋

白质相反；而 6:;9F8 G+H;导致其编码的氨基酸残基序

列出现移码突变，在下游 %< 个氨基酸残基后提前出

现终止密码子，所编码的蛋白质在 > 末端被截短 F%
个氨基酸残基，且这种突变蛋白质三维结构与野生

型蛋白质相比，从信号肽至第一个结构域（"*BI$）起

始的 DF 个氨基酸残基区域由一个单一环变成两个

小的交叉环，而且伴 > 末端明显缩短。但是目前

!"#$ % 基因突变导致 #A’;C$) 发病的具体作用机

制尚未阐明，由于 !"#$ % 含有信号肽，可能是一种

分泌性蛋白，而分泌性蛋白必须通过细胞浆内一系

列细胞器的处理才能分泌到细胞外发挥功能，基因

突变能否引起 !"#$ % 细胞外分泌障碍呢？本研究

首先研究了 !"#$ % 基因突变后细胞内亚定位的变

化。

本实 验 构 建 了 绿 色 荧 光 蛋 白 融 合 表 达 突 变

!"#$ % 基因的真核表达载体，并转染真核细胞 >J#C
K。我们选用的是 @A*B$C> D 载体，其携带绿色荧光

蛋白 A*B$ 的是 *B$ 的突变体，是将 *B$ 发光结构

中 #+5 LM 用 ;N5 替代，$N+ LF 用 O+3 替代使 *B$ 的荧

光强度提高了 %M 倍，而且激发后 <L P DF N 仍可稳定

地测定荧光，并用人蛋白中编码的密码子代替相应

的 QR*B$ 中密码子而提高了 *B$ 在哺乳动物细胞

中的表达率，这些改变大大增加了 *B$ 作为报告分

子的检测灵敏度。

采用一步反向 $>S 致点突变的方法［<L］构建绿

色荧光蛋白融合表达的 !"#$ % 基因突变体。首先

将野生型 !"#$ % 基因克隆到环状质粒 @*A6C; A.0E
上，利用一对含突变的引物扩增整个环状质粒，从而

得到含突变的线性 ’()，随后将线性 ’() 环化便得

到完整的含突变的质粒。酶切鉴定和测序的结果提

示，插入载体 !"#$ % 全长片段的 ’() 序列、大小、

插入方向及读码框架完全正确，成功构建了 !"#$ %
基因与绿色荧光蛋白融合表达的真核表达载体。转

染后的 S;C$>S 结果显示与空载体转染组相比，转

染各重组质粒的 >J#CK 细胞中的 !"#$ % 基因过量

表达，证明转染是成功的。在高效表达 !"#$ %C*B$
融合蛋白后，采用荧光显微镜观察绿色荧光在 >J#C
K 细胞中的分布，结果表明野生型的 !"#$ %C*B$ 融

合蛋白主要分布在细胞浆和细胞膜，提示 !"#$ % 蛋

白定位在细胞浆和细胞膜。而突变的 !"#$ % 蛋白

在细胞浆中呈斑点状染色和聚集现象。

综上所述，!"#$ % 蛋白是一种分泌蛋白质，内

质网是它合成的主要场所，且其合成、转运、修饰和

分泌等过程主要在细胞浆内完成，最后通过胞吐作

用被分泌到细胞外。突变 !"#$ % 蛋白在细胞内的
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定位变化，极有可能影响蛋白的细胞外分泌，从而影

响 !"#$ % 蛋白正常功能的行使，最终导致 #&’()$*
的发生，其具体的作用机制有待于进一步的研究。
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分析没有显示有统计学差异。依据临床经验，能够

使得原发性骨质疏松症患者的骨密度能够产生逆转

已经有很不错的临床意义了。至于观察中的两名患

者出现治疗后骨密度继续降低的问题，原因可能为

无效，或者有一定疗效，而疗效仅仅体现在原有骨量

丢失速度的减缓，而尚未能够实现逆转。但是，由于

样本例数过少，没有随机对照，而且缺乏远期疗效评

估，所以低频脉冲带磁场治疗对于骨质疏松症患者

骨密度的影响如何尚需要进一步的试验来验证。

由于本次观察的样本例数较少，缺乏随机对照，

使得实验的结果所受干预较多，结果的说服力欠缺。

而且本次观察缺乏远期的疗效评估，对于远期疗效

的预测和对骨质和骨折发生的影响的尚未获知。期

望在今后的临床中能够有更为科学的方法，通过足

够样本的实验来验证低频脉冲电磁场治疗骨质疏松

的疗效，以对其临床工作做出更为可靠的建议。
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