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摘要：目的 制备地高辛标记的禽 678 59:; 探针。方法 将目的片段重组到 B 载体中，构建

5-678CD8E@B3(FG 重组质粒，&569H 酶切鉴定并测序验证。分别用 I(*H 和 :5.H 进行酶切得到线性化

J:; 模板，用 ID? 和 B= 9:; 聚合酶体外转录合成地高辛标记的正反义 9:; 探针。运用斑点杂交的

方法检验探针的标记效率，并通过骨组织原位杂交反应进一步检测探针标记是否制备成功。结果

成功构建出 5-678CD8E@B3(FG 质粒。结论 获得的高效正、反义 5-6789:; 探针，为进一步研究 678
在蛋鸡各组织中的表达奠定基础。
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678 于 "$$= 年由两个独立的工作小组同时发

现，I)’.13M 等［"］在测序胎鼠小肠 5J:; 文库时发现

一段 序 列，它 表 达 的 蛋 白 能 明 显 抑 制 破 骨 细 胞

（6FM3.5*(FM，6K）的形成，并引起骨密度升高，将其命

名为骨保护素。同时，V(F/4( 等［!］在研究破骨细胞

调控的过程中也分离出一种可以抑制破骨细胞功能

的细 胞 因 子，故 称 之 为 破 骨 细 胞 形 成 抑 制 因 子

（6FM3.5*(FM.L313F)F )1-)O)M.N ,(5M.N，6KHW），基因序列分

析证实它们是同一种物质。678 是由 A#" 个氨基酸

残基组成的肝素结合分泌型糖蛋白［X］，属于肿瘤坏

死因子受体（B:W9）超家族成员。678 是 9;:YZ 的

诱饵 性 受 体 与 9;:YZ 竞 争 性 结 合，从 而 阻 断

9;:YZ 和 9;:Y 二者的联系，抑制破骨细胞分化的

最终阶段，抑制成熟破骨细胞的活性并诱导其凋

亡［A@>］，提示对 678 的深入研究和应用，将为骨质疏

松等骨骼疾病的发病机制、预防及治疗开创一个新

的途径，已成为骨骼生物学领域的一个研究热点。

近年来研究表明，体内调节骨代谢的众多激素和细

胞因子均通过调节 678C9;:YZ 的平衡而发挥作

用［$@""］。由于异常增强的破骨细胞生成和骨吸收作

用是骨质疏松症的特点，以破骨细胞作为治疗该疾

病的靶细胞，应用 678 阻断 9;:YZC9;:Y 通路，有

望成为骨质疏松症的新的治疗手段。本文通过体外

转录的方法成功制备出 5-678 59:; 探针，为进一

步探讨 678 在禽骨代谢中的功能提供其研究手段。

$ 材料和方法

$K$ 材料

产蛋后期的 HI; 笼养蛋鸡，购自南京某鸡场。

5-678 模板由本实验室博士姚静提供［"!］。B(SJ:;
聚合酶购于 B(Y(9( 公司，限制性内切酶 &5.9H 购于
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!"#"$" 公司，限制性内切酶 %"&’、()*’ 购于 +,-.,/0"1
公司，2345!,"16 载体、!78(9 连接酶 购 于 天 根 公

司，地高辛 $(9 标记试剂盒购于 $*):, 公司，凝胶

回收试剂盒购于 9;6<,/ =>*1)>,/),1 公司。

!"# 目的基因片段的扩增

设计引物，由上海英骏生物技术公司合成：上

游：?@59A9339AA3!3!A!3A393!5B@，下 游： ?@5
!3999AAA9393A9A!9A935B@。预 期 扩 增 CA$ 产

物长度为 DE? F2，其编码区为 BG7 H BIB 和 ?JI H
?KK。

以本实验室提供的 ):LC3 为模板进行 CA$ 扩

增，条件为：I? M，预变性 ? .>/；I7 M，变性 7? 1；?B
M，退火 7? 1；GD M，延伸 E .>/。循环 BN 次。EO琼

脂糖凝胶电泳鉴定 CA$ 产物，用凝胶回收试剂盒回

收扩增条带，P DN M保存备用。

!"$ 重组质粒 ):LC3QC345!（ R ）的构建［EB］

将回收的目的 8(9 片段与 ! 载体连接；转化大

肠杆菌感受态细胞后挑选菌落；提取质粒，用限制性

内切酶 S)*$’ 酶切初步鉴定后，送南京基天有限公

司测定其序列。

!"% $(9 转录模板的制备

将 ):LC3QC345!（ R ）接种到含有 94C 的 T= 培

养基中，BG M振摇过夜；提取质粒，分别用限制性内

切酶 ()*’ 和 %"&’ 进行酶切，使其完全线性化；酚Q氯
仿（E UE），无水乙醇沉淀，GNO乙醇洗涤，干燥后溶于

?N!T 8SCA 水中，用紫外分光光度计进行定量。线

性化的质粒作为体外转录的模板，保存于 P DNM备

用。

!"& ):LC3 $(9 探针的制备

采用 %2J 和 !G$(9 聚合酶，按照 $*):, 地高辛

标记试剂盒提供的步骤，分别标记 ()*’ 和 %"&’ 酶切

回收的片段。用紫外分光光度计测定探针浓度。将

所标记的探针和标准探针（试剂盒提供已知浓度的

对照 $(9 探针）共同按梯度稀释点样于尼龙膜上，

采用斑点杂交（V*0 F&*00>/<）的方法分析所标记探针

的浓度和灵敏度。

!"’ 原位杂交技术鉴定 ):LC3 )$(9 探针［E7］

原位杂交具体方法参照 $*):, 公司的实验手册

并结合加以改进。取 ?J 周龄的健康产蛋鸡的长骨，

7O多聚甲醛固定不超过 ED :，C=% 冲洗，S8!9 脱

钙，VVWDL 冲洗，梯度酒精脱水、二甲苯透明和浸腊

包埋切片。将切成 ?!. 的薄片黏附于涂有黏附剂

的载玻片上，7N M恒温箱内过夜干燥切片。用新鲜

二甲 苯 脱 蜡 D X EN .>/，梯 度 酒 精 脱 水 各 ? .>/，

VVWDL 漂洗 D X ? .>/；C=%（2W GY7）孵育 D X ? .>/，甘

氨酸QC=% 孵育 D X ? .>/，NYBO !->*/Z5ENNQC=% 处理

E? .>/，C=% 漂洗 D X ? .>/，蛋白酶 #BGM 消化 BN
.>/，7 M7O多聚甲醛QC=% 后固定至少 ? .>/，C=% 漂

洗 D X ? .>/，NYD?O乙酸酐QNYE 4 三乙醇胺缓冲液

震荡孵育 D X ? .>/，预杂交缓冲液 BG M至少孵育 EN
.>/；沥干预杂交缓冲液，每张切片滴加 DN!T 杂交

液（探针浓度 ? H EN /<），2"-"[>&. 膜封片，7D M湿盒

中杂交过夜。浸泡在 D X %%A 中 ? H EN .>/ 移去

2"-"[>&.膜，D X %%A，BG M振荡漂洗 D X E? .>/，E X
%%A，BG M振荡漂洗 D X E? .>/，NYE X %%A，BG M振荡

漂洗 D X BN .>/。=\[[,- ’ 洗涤 D X EN .>/，封闭液封

闭 BN .>/，弃去封闭液加入羊抗地高辛5碱性磷酸酶

+"F 片段 BG M D :。=\[[,- ’ 洗涤 D X EN .>/，=\[[,-
"孵育切片 EN .>/，(=!Q=A’C 显色 D H D7 :，光镜下

观察染色结果。=\[[,- #终止显色，蒸馏水洗涤，梯

度酒精、二甲苯脱水，中性树胶封片，显微镜分析结

果。

# 结果

#"! ):LC3QC345! 重组质粒酶切鉴定

将 CA$ 产物克隆到 ! 载体上，并以限制性内切

酶 S)*$’ 酶切鉴定，经琼脂糖凝胶电泳鉴定，可见

小于 D?N F2 的酶切片段，与预期结果相符（图 E）。

图 ! ):LC3QC345! S"16 S)*$’ 酶切鉴定电泳图

4：8(9 4"-],-（8T5DNNN）；

S：):LC3 片段 DE? F2，C345!,"16 ^,)0*- BNE? F2

#"# 正、反义 ):LC3 )$(9 探针效价检测

将标记的正、反义探针和试剂盒提供的标准探

针（ENN /<Q!T）同时进行 EN 倍梯度稀释，即从 ENP E H
ENP J个稀释度，点于尼龙膜上，如图 D 所示。本实验

通过 %2J 和 !G $(9 聚合酶转录得到的地高辛标记

):LC3 正、反义 $(9 探针总量分别为 J!< 和 I!<。
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图 ! !"#$% &’( 探针斑点杂交

)* 标准探针（+,-./,0 1/,23）（)44 -56!0）；7* 反义探针

（(-.89:3-:31/,23）；;* 正义探针（<3-:31/,23）

!"# 原位杂交

采用标记好的 !"#$% &’( 探针进行原位杂交

反应，观察探针的特异性。通过杂交反应，用 ’=>6
=+?$ 显色，在鸡的骨组织上能看到清晰的蓝色杂交

信号，提示鸡骨组织可表达 #$%@&’(，同时也进一

步说明该探针为反义探针（图 ;），证明成功制备出

!"#$% &’( 探针。下图箭头所指为典型的原位杂

交信号，由图中可以看出 !"#$% 在骨组织中主要在

骨基质和骨细胞表达。

图 # 原位杂交结果

(：骨组织，A )44；=：骨组织，A 744（!：阳性骨细胞；"：阳性骨基质）；+：阴性对照，A )44

# 讨论

骨保护素是一个与 >’B 受体超家族成员具有

同源性的神秘蛋白，其功能是作为 &(’CD 的可溶性

诱饵 受 体 和 &(’C 竞 争 性 结 合 &(’C9D，阻 断

&(’CD 与 &(’C 结合，从而阻断 #+ 的形成和成熟

过程。因此，#$% 是破骨细胞体外成熟和活化的有

效的抑制剂［E］。近年来研究表明，体内调节骨代谢

的众多激素和细胞因子均通过调节 #$%6&(’CD 的

平衡而发挥作用。#$%6&(’CD6&(’C 系统的确立

是过去 )4 年间人们在骨吸收和骨形成领域研究中

最重要的发现，了解 #$%6&(’CD6&(’C 系统的调控

机制，有助于新药的开发和治疗手段的更新。

与放射性标记探针相比，地高辛标记的 !&’(
探针具有一定的优越性，既安全易保存，又操作简

便，省时间；与 F’( 探针相比，!&’( 探针为单链，杂

交前不用高温变性，避免了应用双链 F’( 探针在杂

交反应中存在的两条链之间的复性问题和第二条竞

争性杂交问题，且形成的 !&’(9&’( 杂交体更稳定，

杂交反应后可用 &’( 酶洗脱除去未结合的探针，故

其特 异 性 强；与 生 物 素 探 针 相 比，地 高 辛 标 记 的

!&’( 探针不受组织和细胞中内源性生物素的干

扰［)G，)H］。而采用人工方法合成寡核苷酸探针，一般

片段较短，易发生碱基错配。本研究采用体外转录

的方法，在转录 &’( 的同时进行 F?% 标记，方法更

为简捷。因此，使用 !&’( 探针可使试验具有更高

的灵敏度和可信度。

试验过程中防止 &’( 酶污染是保证试验成功

的关键。由于 &’( 酶广泛存在组织之中且稳定性

很高，故组织中的 @&’( 极易被 &’( 酶降解而得出

阴性结果。因此，如何最大限度地既保存组织细胞

中 @&’( 含量，又较好地保持组织细胞结构，是解决

@&’( 原位杂交效果的关键。IJ多聚甲醛固定剂

具有这两方面的功能，因多聚甲醛不会与蛋白质产

生广泛的交叉连接，不会影响探针穿透入组织或细

胞。其他固定剂如醋酸9酒精的混合液、=,K8-L: 液、

+M/-,NL: 液等能为增加核酸探针的穿透性提供最佳

条件，但它们不能最大限度的保存 &’(，而且对组

织结构也有损伤。戊二醛能够较好的保存 &’( 和

组织形态结构，但由于和蛋白质产生广泛的交叉连

接，从而大大地影响了核酸探针的穿透性。至今，多

聚甲醛仍被公认为是 ?<OO 较为理想的固定剂［)I］。

另外固定时间也不宜过长，最好 I " 以内，最多不超

过 )7 "，固定时间过长会增加细胞内生物分子的交

联，影响探针的穿透力，降低杂交效果。组织中的

&’( 降解速度很快，为取得较好的杂交效果，从取
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材到进入固定的时间应不超过 !" #$%，尽可能减少

&’( 的降解［)*+),］。为排除 &’( 酶的干扰，要求所有

的实验器材在经过常规清洗之后应在 )-".高温烘

烤 * / 以上，所有试剂均应用经 0123 处理的双蒸水

配制。在整个实验过程中要使用干净的手套、帽子

防止外源性酶的污染。

骨组织由于矿物盐的存在，使原位杂交非常困

难，为此必须对骨组织先进行脱钙，但脱钙过程对

&’( 有明显的降解作用。与其他脱钙剂相比，104(
可减少组织损伤，尤可减少细胞超微结构的损伤。

常规骨组织脱钙使用的是酸性脱钙液，易使组织酸

化，操作不当易破坏组织细胞的形态结构，细胞核不

易着色。另外，强酸溶解钙盐时也容易破坏蛋白和

杂交信号。104( 是一种优良的脱钙螯合剂，对组

织破坏性小，能保持组织细胞的完整结构，对细胞显

微化学改变小，不易破坏杂交信号，为高质量的骨组

织原位杂交试验提供了保证。

原位杂交组织化学和分子生物学方法均可在组

织切片中用于表达和定位 &’(，原位杂交方法的一

个优势在于不必将基因从组织中提取出来。这样，

原位杂交对于检测特异基因非常有用，特别是骨组

织中的 &’(，因为从高度矿化的硬骨组织中提取

&’( 是非常困难的，故采用原位杂交的方法对检测

基因在骨组织中的表达和定位是方便有效的手段。
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