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� � 摘要 � 目的:利用大肠杆菌高效表达人骨形成蛋白�7( human bone morphogenetic protein�7, hBMP�7)

成熟肽。方法:将编码 hBMP�7成熟肽 cDNA的基因片段克隆入受控于 PRPL 启动子的温控型大肠杆菌

表达载体 pDH,构建成的重组质粒 pDHB�7 m 以大肠杆菌 DH5�为宿主菌进行温度诱导表达。结果: 含

重组质粒的工程菌经 42  诱导表达后在 SDS�聚丙烯酰胺凝胶电泳上显现出一条新蛋白区带, 分子量

约为 16 ku, 表达量占菌体总蛋白的 20% ~ 25% , 以包涵体形式存在, 经简单纯化处理, 得到纯度高于

80%的人骨形成蛋白�7成熟肽。结论: hBMP�7 成熟肽在大肠杆菌中得到高效表达, 为深入研究其生物

学活性和临床应用奠定了基础。
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Abstract� Objective: To study the expression of the mature peptide of human bone morphogenetic pro�
tein�7( hBMP�7) in escherichia coli.Methods: The cDNA fragment encoding t he mature peptide of hBMP�7,

w ith start codon and tw o tandem stop codons, was inserted into expr ession vector pDH in which foreign gene

w as controlled by PRP L promoters. The r ecombinant plasmid pDHB�7m was transformed into E. coli DH5� and

induced at 42  to expr ess the encoded protein. Results:After induct ion, a new anticipated 16 ku protein band

appear ed on SDS�PAGE gel and amounted to 20% to 25% of total bacter ial protein. The expressed product

ex isted in a form of inclusion body. After being partially purified and refolded, rhBMP�7m could heterotopically

induce the formation of cartilage and bone tissue.Conclusion:The mature peptide of hBMP�7 has been success�

fully expressed in E. co li, and it lays the foundation for the study o f biolog ical activity and clinical practice.
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� � 骨形成蛋白( BM P)属于转化生长因子��( TGF��)超家族

成员,具有诱导间充质细胞分化为骨和软骨的作用,对骨骼的

胚胎发育和再生修复有重要意义[ 1, 2]。在已克隆出的 18 种人

BMP中, 国内对 BMP�2 的研究起步较早, 也较为深入[ 3] , 而

BMP�2 和 BMP�4、BMP�7 一同被认为在骨的发育和修复中起

的作用最为重要,这其中的 BMP�7 除诱骨活性外, 还在矫形

修复、神经系统及造血等方面具有广泛的生物学活性, 因而在

基础研究和临床应用中都具有广阔的前景。本实验克隆了人

骨形成蛋白�7( hBMP�7)完整成熟肽的编码基因, 经温度诱导

启动子的控制,在大肠杆菌中获得高效表达, 表达量占菌体总

蛋白的 21% , 经纯化后得到较高纯度的 hBMP�7 完整成熟

肽。

1 � 材料与方法

1�1� 材料 � ! 菌株与质粒: 重组质粒 pGEB�7, 含有编码

hBMP�7 完整成熟肽的基因片段, 由本人用 PCR 法从骨肉瘤

细胞 U2�OS 的 gt 11噬菌体表达文库中克隆得到[ 4] ,表达载

体 pDH 由第四军医大学生化教研室提供, 大肠杆菌 DH5�为

本所保存菌株。∀ 试剂: 各种限制性内切酶、连接酶均为Gib�

co 公司和 Promega公司产品, 常用试剂为进口分装或国产分

析纯。

1�2 � 方法 � ! hBMP�7 成熟肽基因片段与表达载体的重组、

大肠杆菌的转化及阳性克隆的筛选参照#分子克隆实验指南∃
一书的方法。∀ 目的蛋白的诱导表达: 含重组质粒的工程菌

在含氨苄青霉素( 100 g/ L)的 LB 培养液中 32  震荡培养过

夜, 次日按 3%转接扩大培养,继续 32  震荡 2 h 至 A600 约

为 0�5 时, 转入 42  水浴中继续震荡培养 5 h。% SDS�聚丙

烯酰胺凝胶电泳 ( SDS�PAGE) : 4  、10 000 r/ min 离心 30 s
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收集诱导后菌体,用含 3 ml/ L ��巯基乙醇的上样缓冲液重悬

菌体, 100  煮沸 5 min, 采用 Leammli不连续 PAGE, 55 g/ L

浓缩胶, 100 g/ L 分离胶, 考马斯亮蓝 R�250 染色。&表达产

物的纯化: 400 ml诱导表达菌液离心收集菌体, 然后用 40 ml

A液 ( 含 20 mmol/ L pH 值为 8�0 的 T ris�HCl, 125 mmol/ L

NaCl, 2 mmol/ L EDTA, 5 ml/ L DOC, 3 ml/ L ��巯基乙醇, 蔗

糖 300 g/ L)重悬菌体,冰浴中超声洗涤, 离心后弃去上清液,

再分别用 40 ml B 液 ( 20 mmol/ L pH 值为 8�0 的 T ris�HCl,

2 mmol/ L EDTA , 20 ml/ L DOC, 3 ml/ L ��巯基乙醇)和 C 液

( 20 mmol/ L pH 值为 8� 0 的 T ris�HCl, 2 mmol/ L EDTA, 2 ml/

L T riton X�100, 2 mol/ L 尿素)各洗涤包涵体 2 次, 然后把初

步纯化的包涵体置于 40 ml包涵体溶解液( 50 mmol/ L pH 值

为 6� 5的 T ris�HCl, 0� 1 mmol/ L EDTA, 8 mol/ L 尿素, 3 ml/ L

��巯基乙醇)过夜溶解, 离心除去沉淀, 蒸馏水透析, 浓缩, 冻

干。

2 � 结果
2�1� 表达质粒 pDHB�7m 的构建 � 编码 hBMP�7 成熟肽的

cDNA基因序列位于质粒 pGEB�7 中,其 5�端含 Dra ∋酶切位
点和起始密码子 ATG, 3�端含终止密码子 TAA 和 Pst ∋酶切

位点,在此质粒上 PCR扩增目的基因片段[ 4] , Pst∋消化后琼
脂糖凝胶电泳分离, 回收 0� 42 kb 片段; 大肠杆菌表达载体

pDH 用 EcoRI 消化后, K lenow 补平酶切产生的 5�凸出端, 再

用 Pst∋ 消化。在 T 4 连接酶作用下,将 0� 42 kb 片段克隆到

表达载体 pDH 上(图 1) ,连接产物用氯化钙法转化大肠杆菌

DH5�,挑取转化菌落, 提取质粒,用 Dra∋和 Pst∋进行酶切电

泳分析,将正确的阳性克隆命名为 pDHB�7m(图 2)。

2�2 � 重组 hBMP�7 成熟肽在大肠杆菌中的表达和初步纯化

� pDHB�7m 重组质粒以大肠杆菌 DH5�为宿主菌, 按方法∀
进行温度诱导表达,然后按方法% 进行 SDS�PAGE, 可见工程

菌在分子质量 16 ku 处出现一条明显的新蛋白带, 其含量随

诱导时间的延长而增加, 5 h 时最高, 而后趋于稳定, 5 h 诱导

的工程菌经电泳薄层扫描显示新表达蛋白带约占菌体总蛋白

的 21%。取诱导表达后培养液上清、超声裂菌后的上清和沉

淀, SDS�PAGE分析表明目的蛋白以包涵体形式存在。包涵

体按方法&洗涤和纯化处理后,纯度在 80%以上(图 3)。

3 � 讨论

人骨形成蛋白�7cDNA 全长 1 878 bp, 其全长基因可在

COS、CHO 等真核细胞中表达为有活性的 hBMP�7 蛋白[ 5] ,但

翻译后的前体需要切除信号肽和前肽才能成为有活性的成熟

蛋白分子。在机体内, BMP�7 主要存在于骨基质、肾、肾上腺

以及骨肉瘤细胞中, 是一种低分子量酸性疏水性糖蛋白, 具有

抗原性和同源性, 能够无种属特异性的诱导间充质细胞和骨

祖细胞分化为成骨细胞和成软骨细胞 ,促进骨和软骨缺损的

修复和重建, 而且在其作用下的再生骨的力学功能和生物学

特征优于移植自体骨。有研究表明 , BMP�7 复合碎多孔骨和

异体移植骨应用于髋关节重建,在动物实验和初期临床实验

中显示能够提高移植骨的活性,在短时间内即可形成足量新

骨, 效果优于单独使用异体移植骨[ 6] , 可见 BMP�7 在关节损

伤的治疗上亦有良好的应用前景。但是天然来源的 BMP�7

来源极少, 限制了对其功能的研究和应用。

� � 由于 BMP�7 基因结构复杂, 在其成熟肽区域内 GC 含量

较高, 有若干在大肠杆菌中不常见的密码子存在, 而且成熟肽

的 C 端有 3 个糖基化位点和 1 个含 7 个半胱氨酸的 TGF��

结构域, 因而采用原核系统表达和表达产物的纯化复性比较

困难。但是有文献表明, 同属 BMP 一族的 BMP�2 在原核表

达系统中的表达产物经过处理后是能够具有诱骨活性的[ 7] ,
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可见糖基化并非 BMP活性所必需的 ,利用原核表达系统表达

BMP�7 是有得到具有生物学活性产物的前景和研究价值的。
国外多用真核系统表达 BMP�7, 此种方法虽然能得到有活性

的目的蛋白,但是成本高、效率低, 推广应用有一定难度。本

项研究利用计算机辅助设计合成的特异性引物,使 BMP�7 成

熟肽基因在大肠杆菌中得到成功表达, SDS�PAGE 分析, 分子

量为 16 ku, 和预期一致,但是由于大肠杆菌缺乏糖基化系统,

因而分子量低于在真核系统中表达得到的蛋白, 而且需要进

行纯化复性处理后才能具有活性。在本项研究中, 采用了自

行设计的纯化方法,经过简单的纯化处理后即得到了纯度较

高的 BMP�7 成熟肽蛋白。BMP�7 成熟肽在大肠杆菌中的成

功表达,为其功能研究和应用奠定了基础。
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�短篇报道�
跟骨骨折手术后切口不愈合原因分析及预防

程水明,田小军,彭文明
(桐庐县中医院, 浙江 桐庐 � 311500)

� � 2002 年 4 月- 2004 年 8 月,开展了跟骨骨折切开复位内

固定手术 46 足, 手术后共发生 8 足皮肤不愈合,报告如下。

1 � 临床资料
� � 本组 42 例患者中, 男 35 例,女 7 例; 年龄 21~ 51 岁, 平

均 29 岁。均为高处坠落伤。共 46足, 左 19 足,右 27 足。伤

后 1~ 2 d就诊入院 ,均为跟骨闭合性骨折。

2 � 治疗方法
� � 本组 42 例患者骨折类型均为累及关节骨折,于伤后 3~

7 d手术 ,平均手术时间 4� 5 d。对单侧跟骨骨折采用侧卧位,

双侧跟骨骨折采用俯卧位。均在止血带控制下手术,便于手

术中对骨折部位的显露。均采用外侧切口, 从跟腱止点外前

缘,向远侧延伸到外踝前下, 切开皮肤、皮下组织、深筋膜, 骨

膜下剥离,骨折在手术复位后用跟骨钛钢板固定。术中 C 形

臂 X线机透视, 保持骨折满意复位,手术后 2~ 3 周拆线。

3 � 结果
� � 42 例 46 足, 38 足∋期愈合, 8 足切口于外踝尖后下处有

1~ 4 cm 没有愈合, 无脓性分泌物,培养未见细菌生长, 经局

麻下切除边缘失活组织,重新缝合后愈合。

4 � 讨论
本组 46 足手术, 有 8 足切口不愈合, 相对于其他部位手

术,这是比较高的。其原因,本人认为有以下几点: ! 局部解
剖关系, 由于足跟部位皮肤角质层较厚,血液循环相对较差,

愈合能力差。∀ 手术操作, 虽然采用全层切开, 但是对于严重

骨折的患者, 手术时间较长,切口边缘牵拉时间长, 破坏了局

部的血液循环。% 由于跟骨骨折发生跟骨短缩和高度的降
低, 在待手术期可以发生跟部皮肤一定程度的挛缩, 以致骨折

复位后造成相对的皮肤紧张缺损, 创口皮肤缝合较困难和容

易发生创口愈合困难, 甚至发生创口裂开和感染。

针对以上原因, 采取以下预防可以减少不愈合的发生: !
严格手术适应证和手术时间, 对于不涉及关节面的骨折和虽

然涉及关节面但移位较小的患者 ,能够保守治疗的, 不采用手

术办法; 对于可用简单方法的患者,则采用透视下经皮克氏针

撬拨复位内固定等, 患者伤后到医院一般患处都已肿胀明显,

皮肤张力高, 盲目手术必然增加皮肤不愈合的可能性, 必须抬

高患肢, 等待肿胀消退后手术。∀ 规范操作。由于跟部的解
剖特点, 切口分层剥离容易破坏血供,手术必须皮肤切开后直

至跟骨, 做骨膜下剥离, 显露骨折, 术中可以采用数根克氏针

做切口皮肤边缘牵拉替代拉钩; 避免阔拉钩长时间强力牵拉,

有条件透视下复位, 尽量减少手术时间。% 手术后要抬高患
肢, 手术后 24 h 开始脚趾被动活动, 48 h 开始趾和踝的主动

活动, 并逐渐加强。应用甘露醇、双氢克尿噻、氨苯喋啶促进

肿胀消退, 手术后 1~ 2 d, 患足足背和踝关节用弹性绷带缠

绕, 可以减少渗出,减轻患部肿胀 ,减少皮肤不愈合可能。

(收稿日期: 2005- 08- 09 � 本文编辑:李为农)
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