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摘要： 目的　构建人 ＯＰＧ的稳定表达载体，并在 ＤＨＦＲ－型 ＣＨＯ细胞内稳定表达。 方法　用ＲＴ-ＰＣＲ的方法获得人全长 ＯＰＧ
的编码基因，并将其克隆入载体 ｐｃＤＮＡ３畅１-ＤＨＦＲ／ＣＴ-ＧＦＰ，鉴定无误后，转染 ＤＨＦＲ －型 ＣＨＯ细胞，经ＭＴＸ筛选获得阳性表达
ＯＰＧ的细胞株。 结果　成功构建人 ＯＰＧ的稳定表达载体，并获得阳性表达 ＯＰＧ 的细胞株。 结论　全长人 ＯＰＧ基因可以在
ＣＨＯ细胞内成功稳定表达，这为 ＯＰＧ的功能研究及临床应用奠定物质基础。
关键词： 骨保护素；二氢叶酸还原酶；中国仓鼠卵巢细胞；ＭＴＸ

Preliminary stable expression of human OPG in the CHO cell
MENG Fanxing１ ， LI Ruixiang１ ， ZANG Xiaoyi２

１．Department of Pathophysiology， Chengde Medical College， Chengde ０６７０００
２．Institute of Endocrine， Tianjin Medical University， Tianjin ３０００７０， China
Corresponding author：ZANG Xiaoyi， Email： zangxy＠tijmu．edu．cn

Abstract： Objective　To construct the stable expression vector of the human OPG， and to detect its stable expression in DHFR－

type CHO cells．Methods 　The full-length human OPG gene was obtained using RT-PCR method．The gene was cloned into the
vector pcDNA３畅１-DHFR／CT-GFP．After identification， the vector was transfected into DHFR － type CHO cells．The CHO cells
with positive expression of OPG were selected using MTX screening．Results　The stable expression vector of the human OPG
was successfully constructed， and the CHO cells with positive expression of OPG were also obtained．Conclusion　The full-length
human OPG gene can be stably expressed in the CHO cells， which provides a foundation for the functional research and clinical
application of OPG．
Key words： OPG， DHFR， CHO， MTX

　　骨保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）是在破骨细胞
的分化和发育过程中具有重要作用的细胞因子。 它
可抑制破骨细胞分化和发育，抑制骨质疏松的发
生

［１，２］ 。 体外表达具有天然结构及活性的 ＯＰＧ，对
ＯＰＧ 的基础和临床的应用研究具有十分重要的意
义。
为了获得大量具有天然生物活性的 ＯＰＧ，本研

究利用中华仓鼠卵巢细胞（ＣＨＯ）系统初步表达了
ＯＰＧ，同时用 ＭＴＸ加压，筛选，初步得到了稳定表达
ＯＰＧ的细胞株，为将来大规模生产具有天然结构和
功能活性的 ＯＰＧ奠定了基础。

1　材料和方法
1畅1　材料
1畅1畅1　生物材料：大肠杆菌 ＴＯＰ１０ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，质粒载体 ｐｃＤＮＡ３畅１-ＤＨＦＲ／ＣＴ-ＧＦＰ 为在
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品 ｐｃＤＮＡ３畅１／ＣＴ-ＧＦＰ的基础上用
鼠源二氢叶酸还原酶基因构建。 二氢叶酸还原酶缺
陷型中国仓鼠卵巢细胞（ＣＨＯ-ｄｈｆｒ －）购自 ＡＴＣＣ。
人新鲜肾组织来自临床肾全切手术病人的肾皮质，
冻存于液氮中。
1畅1畅2　试剂与仪器： ＡＭＶ 逆转录酶试剂盒购自
Ｐｒｏｍｅｇ公司，限制性内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００、 ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ 购自大连 ＴａＫａＲａ
Ｂｉｏｔｅｃｈ公司。 ｐｆｕ ＤＮＡ聚合酶购自上海生工生物公
司。 Ｔｒｉｚｏｌ 试 剂、 脂 质 转 染 试 剂 盒
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ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥＴＭ２０００ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。
ＯＰＧ-ＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国 Ｒ＆Ｄ公司。
1畅2　方法
1畅2畅1　获取人肾组织的全长 ＯＰＧ 表达序列：根据
ＧｅｎｅＢａｎｋ 中人 ＯＰＧ 的 ｍＲＮＡ 序列 （ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：
Ｕ９４３３２），用软件 Ｇｅｎｅ Ｒｕｎｎｅｒ 设计合成一对引物：
上游： ＰＲ１：５′-ＡＣＧ ＧＡＡ ＴＴＣ ＧＡＣ ＣＡＣ ＡＡＴ ＧＡＡ
ＣＡＡ ＧＴＴ ＧＣＴ Ｇ-３′，下游：ＰＲ２：５′ＡＴＣ ＣＴＡ ＴＣＡ
ＧＧＣ ＣＡＴ ＴＴＣ ＣＡＧ ＴＴＡ ＴＡＡ ＧＣＡ Ｇ-３′。 上游 ５′端
引物含有 ＥｃｏＲ Ｉ 酶切位点（ＧＡＡＴＴＣ）和保护性碱
基 ＡＣＧ 以及 ｋｏｚａｋ 序列（ＡＣＡＡＴＧＡ），下游 ５′端含
有半个 ＥｃｏＲ Ⅴ酶切位点（ＡＴＣ）和２个终止码（ＣＴＡ
ＴＣＡ）。 以合成的 ｃＤＮＡ 为模板用 ｐｆｕ ＤＮＡ 聚合酶
进行 ＰＣＲ 扩增： ＰＲ１ 和 ＰＲ２ 各 ０畅３ μＬ，１０ ×ｐｆｕ
Ｂｕｆｆｅｒ，ｐｆｕ ＤＮＡ聚合酶 １Ｕ，加 ｄｄＨ２Ｏ至 ２５ μＬ。 反
应参数为：９５ ℃ ３ ｍｉｎ充分变性；以后９４ ℃变性３０
ｓ，６８ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，共 ３０个循环；最
后 ７２ ℃ １０ ｍｉｎ完成延伸，取 ５ μＬ用 １畅２％琼脂糖
凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ产物。
1畅2畅2　重组表达质粒的构建：用 ＥｃｏＲＩ 消化 ＰＣＲ
产物，用 ＥｃｏＲＩ 和 ＥｃｏＲⅤ消化质粒 ｐｃＤＮＡ３畅１-
ＤＨＦＲ／ＣＴ-ＧＦＰ，分别纯化后，以 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连
接 ＰＣＲ 产物和消化后的质粒载体。 过夜后转化
ＴＯＰ１０。 挑取菌落小规模培养。 提取质粒后用
ＥｃｏＲＩ和 ＥｃｏＲⅤ酶切鉴定阳性菌落。 同时将质粒
送测序公司测序以鉴定 ＯＰＧ序列的正确性。
1畅2畅3　转染 ＣＨＯ细胞：大量提取测序正确的质粒，
使用内切酶 Ｃｆｒ１０ Ｉ 将其线性化，纯化回收后，按
Ｌｉｐｏｆｅｃｔ ＡＭＩＮＥＴＭ ２０００ Ｒｅａｇｅｎｔ 说明书，将线性化
的载体转染 ＣＨＯ-ｄｈｆｒ细胞。
1畅2畅4　ＯＰＧ 的基因组 ＤＮＡ 整合和 ｍＲＮＡ 转录鉴
定：将转染的细胞培养于 ＨＴ －

的培养基，筛选阳性
转染了目的基因的细胞株，并进行单克隆培养。 加
入 １畅５ ×１０ －８ｍｏｌ／Ｌ 的 ＭＴＸ，加压筛选，３ｄ 后，收取
细胞。 离心后，提取基因组 ＤＮＡ 和 ｍＲＮＡ，分别用
ＰＣＲ和 ＲＴ-ＰＣＲ鉴定 ＯＰＧ 的基因表达。 上清液用
ＥＬＩＳＡ方法，鉴定 ＯＰＧ的表达。

2　结果
2畅1　ＲＴ-ＰＣＲ 方法扩增人 ＯＰＧ ｃＤＮＡ 及重组质粒
的鉴定

用 ＲＴ-ＰＣＲ 的方法，扩增人肾组织 ＯＰＧ ｃＤＮＡ
后琼脂糖凝胶电泳，得到 １２４３ｂｐ的片段（图 １）。 将
　　

ＯＰＧ与载体 ｐｃＤＮＡ３畅１-ＤＨＦＲ／ＣＴ-ＧＦＰ 连接后，用
ＥｃｏＲⅠ和 ＥｃｏＲⅤ双酶切重组载体和对照载体后电
泳可见，重组载体带有目的基因（图 ２）。 将重组载
体送测序，结果与 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 比对完全正确（测序图
未显示）。

１．ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ：２０００ｂｐ、１０００ｂｐ、７５０ｂｐ、５００ｂｐ、２５０ｂｐ、１００ｂｐ；
２．ＯＰＧ ｃＤＮＡ 扩增序列（１２４３ｂｐ）

图 1　ＲＴ-ＰＣＲ 方法扩增人 ＯＰＧ ｃＤＮＡ
Fig．1　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＯＰＧ ｃＤＮＡ ｕｓｉｎｇ

ＲＴ-ＰＣＲ
　

１．ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ： ２０００ｂｐ、 １０００ｂｐ、 ７５０ｂｐ、 ５００ｂｐ、
２５０ｂｐ、１００ｂｐ； ２．空白质粒双酶切结果； ３．ＯＰＧ 与
载体连接后双酶切产物

图 2　ＯＰＧ表达载体的酶切鉴定
Fig．2　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＯＰＧ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｖｅｃｔｏｒ ｕｓｉｎｇ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ
　

2畅2　转染 ＣＨＯ-ＤＨＦＲ 细胞后的 ＯＰＧ 的基因组
ＤＮＡ整合和 ｍＲＮＡ转录鉴定
分别用 ＰＣＲ 扩增基因组 ＤＮＡ，ＲＴ-ＰＣＲ 扩增

ｍＲＮＡ后，可见 ＤＨＦＲ和 ＯＰＧ的编码基因都已经整
合于基因组 ＤＮＡ 并且有 ｍＲＮＡ 的转录（图 ３，４）。
收集上清液，用 ＥＬＩＳＡ鉴定 ＯＰＧ的表达，在 ４５０ ｎｍ
波长，阳性组吸光度为 ０畅２７３，阴性对照为 ０畅０７，证
明有 ＯＰＧ的表达。
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１．ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ：２０００ｂｐ、１０００ｂｐ、７５０ｂｐ、５００ｂｐ、２５０ｂｐ、１００ｂｐ；
２．转染后 ＣＨＯ 细胞的 ＤＮＡ 扩增；３．转染后 ＣＨＯ 细胞的 ＲＴ-
ＰＣＲ 扩增

图 3　转染 ＣＨＯ细胞后 ＯＰＧ的基因组整合
和 ｍＲＮＡ转录鉴定

Fig．3　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＯＰＧ ｇｅｎｏｍｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｍＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＣＨＯ ｃｅｌｌｓ

　

3　讨论
如果要获取具有天然结构和功能的真核蛋白，

应用哺乳动物细胞表达系统来表达是一种行之有效

的方法。 因为它可以使真核蛋白进行正确的翻译后
修饰，包括二硫键的精确形成、糖基化、磷酸化、寡聚
体形成或者被非特异蛋白酶裂解等。 而人 ＯＰＧ 是
由 ４０１ 个氨基酸构成的分泌型糖蛋白，含有 ７ 个结
构域和 １个分泌信号肽。 因此 ＯＰＧ 翻译后的正确
糖基化和空间构象的正确形成对其功能的实现是必

需的。 过去关于 ＯＰＧ 的表达，有在酵母中表达、有
在原核中表达，还有表达融合蛋白的［３-５］ 。 当然要表
达具有天然活性的 ＯＰＧ，哺乳动物细胞表达系统是
非常理想的。 但是由于哺乳动物细胞比起原核和酵
母细胞来，对外源蛋白表达效率较低，因此建立高效
而稳定地表达外源蛋白的哺乳动物细胞表达系统为

解决问题的关键所在。
在多数情况下，目标基因的表达水平同基因扩

增程度成正比，所以基因扩增为提高任何特定基因
的表达水平提供了一个方便的方法。 当目标基因同
一个可扩增的选择标记基因一起转化细胞，接着就
可以通过选择扩增的标记基因，去获得含有与标记
基因共扩增的目标基因的细胞。 二氢叶酸还原酶
（ｄｉｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＤＨＦＲ）是最广泛应用的可
扩增的选择标记基因。 当把编码目标蛋白的基因同
编码选择标记的蛋白基因（ＤＨＦＲ）放于同一载体
上，在有选择压力下，可扩增的选择标记基因扩增
时，同其相连的目标基因也同时扩增，使目标基因的

表达量增高
［６］ 。

１．ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ： ２０００ｂｐ、 １０００ｂｐ、 ７５０ｂｐ、 ５００ｂｐ、
２５０ｂｐ、１００ｂｐ；２．转染后 ＣＨＯ 细胞的 ＤＮＡ 扩增；３．

转染后 ＣＨＯ 细胞的 ＲＴ-ＰＣＲ 扩增
图 4　转染 ＣＨＯ细胞后 ＤＨＦＲ的基因组整合

和 ｍＲＮＡ转录鉴定
Fig．4　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＤＨＦＲ ｇｅｎｏｍｅ
ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＣＨＯ ｃｅｌｌｓ
　

在本研究中，为能生产天然活性的人 ＯＰＧ，应
用 ＲＴ-ＰＣＲ的方法获取了人 ＯＰＧ全长编码基因，同
时加入了两个终止码 ＣＴＡ ＴＣＡ，以确保获取的 ＯＰＧ
不带有不需要的氨基酸序列，以保证其天然活性。
转染 ＣＨＯ细胞后，通过基因组 ＤＮＡ 和 ｍＲＮＡ 的鉴
定，证明载体已经整合进基因组 ＤＮＡ，并开始工作。
如果没有被整合入基因组 ＤＮＡ的细胞，在 ＨＴ的培
养基中不能生存。 应用 ＭＴＸ 加压后，细胞为生存，
ＤＨＦＲ基因必须扩增，生产更多的 ＤＨＦＲ 以对抗环
境的改变。 同时，ＯＰＧ也被扩增并且表达。 ＯＰＧ 是
一种分泌蛋白，因此可以用培养的上清液用 ＥＬＩＳＡ
的方法来检测 ＯＰＧ 的表达水平和正确性。 当然以
本研究中 ＭＴＸ的浓度还不足以大量生产 ＯＰＧ。 欲
获取大量的 ＯＰＧ，还必须要不断增加 ＭＴＸ 的浓度，
加压筛选以获取更高表达 ＯＰＧ的细胞株。
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本研究以女性月经初潮，男性窜个年龄为标志，
评价青少年性发育早晚，按年龄≤１０ 岁，１０ ～１３ 岁，
１３ ～１６岁人为分成 ３ 组，各组间 ＢＭＤ Z值不一致，
且差异均有显著性。 研究显示，儿童骨骼的生长过
程中，ＢＭＤ是一个逐渐增长的过程，进入青春期，由
于性激素的突增，导致 ＢＭＤ的快速增长及骨骼的成
熟

［４-７］ 。 本研究中，２５３ 例病例的左手桡、尺、掌、指
骨骨骺线均闭合，说明骨骼已基本成熟，各组间
ＢＭＤ Z值的差异是性发育早晚不同导致。 性发育
早晚不同是否会影响以后峰值骨量？ 是否会对中老
年后骨质疏松症发生率及发生早晚有影响？ 尚需进
一步研究。
总之，ＤＸＡ 测定儿童腰椎或全身 ＢＭＤ 具有准

确性高、重复性好、辐射低的优点，儿科中，主要用于
儿童特发性骨质疏松症的诊断。 本研究显示，这种
方法用来评价儿童骨骼健康同样具有意义，结果的
解读需要结合儿童的发育水平、当地或本族儿童各
年龄段的参考值，若 Z 值≤ －２畅０，且无骨折史者，
可以诊断为骨密度低于同龄人范围，本研究中，１６ ～
２０周岁年龄段患病率达 ６％，排除特殊的代谢性骨
病及影响 ＢＭＤ 的慢性疾病外，应考虑血清 ２５-
（ＯＨ）Ｄ３ 水平、ＢＭＩ、饮食习惯、运动锻炼、性发育早
晚等影响因素，针对性采取干预措施，以改善其骨骼
健康状况。
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