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骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是一种中老年人
常见的代谢性疾病，以骨量下降、骨微结构改变、骨
脆性增加从而易发骨折为特征。ＯＰ导致的疼痛与骨
折严重影响患者生活质量。 随着基因工程与分子生
物学的发展， 基因重组技术为预防和治疗 ＯＰ 带来
希望。 ＬＭＰ－１ 是成骨分化的正调节因子，能够促进

成骨细胞分泌骨钙素及形成骨结节， 并可招募众多
成骨因子共同参与成骨过程［１］。 本研究试图构建人
ＬＭＰ－１基因重组慢病毒载体，并检测 ＬＭＰ－１ 基因在
被感染大鼠骨髓间充质干细胞 （ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）中的表达，为运用 ＬＭＰ－１ 基因治
疗骨质疏松症提供实验依据。
１ 材料与方法

１． １ 实验动物与主要试剂 ＳＤ 大鼠 ３ 只 （由山西
医科大学动物中心提供），雌雄不限，４～６ 周龄，体重
１００～１５０ ｇ。 ｃＤＮＡ文库购自 Ｂｉｏｍｉｃｓ公司；ｐＧＣ－ＦＵ－

ＬＭＰ－１基因慢病毒载体构建及其在大鼠
骨髓间充质干细胞的表达

侯慧铭，向川，郭丽，张桦栋
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【摘要】 目的：构建人 ＬＭＰ－１ 重组慢病毒载体，体外转染大鼠骨髓间充质干细胞，检测 ＬＭＰ－１ 基因在大鼠骨髓
间充质干细胞的表达。方法：利用 ＰＣＲ 法从 ｃＤＮＡ 文库中钓取 ＬＭＰ－１ 基因，将其与经 ＡｇｅⅠ酶切线性化的慢病毒载体
ｐＧＣ－ＦＵ－ＥＧＦＰ 相连接，转化感受态大肠杆菌，筛选出阳性克隆 ｐＧＣ－ＦＵ－ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ，基因测序对其鉴定。 经 ２９３Ｔ
细胞包装后，收集富含病毒颗粒 ＬＶ－ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ 的细胞上清，浓缩并标定滴度，ＲＴ－ＰＣＲ 检测并鉴定。 以最佳 ＭＯＩ
值体外转染大鼠骨髓间充质干细胞， 荧光显微镜观察转染是否成功， 流式细胞仪检测转染效率，ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测转染细胞 ＬＭＰ－１ 基因的表达。 结果：①基因测序及 ＲＴ－ＰＣＲ 检测证实携带人 ＬＭＰ－１ 基因的慢病毒载体构建
成功，包装后获得滴度为 ２×１０８ ＴＵ ／ ｍｌ的 ＬＶ－ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ。 ②以 ＭＯＩ＝１００ 转染大鼠骨髓间充质干细胞，荧光显微镜
下可见大量绿色荧光蛋白表达，转染效率可达 ９３．５％，经 ＲＴ－ＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，被转染细胞内有 ＬＭＰ－１ 基因
表达。 结论：成功构建携带人 ＬＭＰ－１ 基因的慢病毒载体，可高效转染大鼠骨髓间充质干细胞，被转染细胞可高效表达
ＬＭＰ－１ 基因。

【关键词】 慢病毒； ＬＭＰ－１； 骨髓间充质干细胞； 骨质疏松

ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００３－００３４．２０１３．１０．０１２

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｈｕｍａｎ ＬＩＭ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ－１ （ＬＭＰ－１）ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ
ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ＨＯＵ Ｈｕｉ ｍｉｎｇ，ＸＩＡＮＧ Ｃｈｕａｎ，ＧＵＯ Ｌｉ，ａｎｄ ＺＨＡＮＧ Ｈｕａ ｄｏｎｇ． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒ鄄
ｔｈｏｐａｅｄｉｃｓ，ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｘｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００１，Ｓｈａｎｘｉ，Ｃｈｉｎａ
ＡＢＳＴＲＡＣＴ Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｒｅｃｏｍｂｉａｎｔ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＬＭＰ－１ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＭＰ－１
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ＢＭＳＣｓ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓ ＬＭＰ－１．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ； ＬＭＰ－１； Ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎｅｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ
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ＥＧＦＰ 质粒、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０ 质粒、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０ 质粒、 大肠
杆菌 ＤＨ５α、ＡｇｅⅠ酶和 ２９３Ｔ 细胞均购自上海吉凯
基因化学技术有限公司。 ＲＴ－ＰＣＲ 所需引物及试剂
购自 Ｔａｋａｒａ 公司；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 试剂购自碧云天
公司；ＬＭＰ－１ 一抗、 二抗购自 ＳＡＮＴＡ 公司；ＤＭＥＭ
购自赛默飞世尔生物化学制品公司。
１． ２ ＬＭＰ－１ 基因片段获取 引物设计 ：ＬＭＰ－１－
ＡｇｅⅠ －Ｆ：５’ －ＧＡＧ ＧＡＴ ＣＣＣ ＣＧＧ ＧＴＡ ＣＣＧ ＧＴＣ
ＧＣＣ ＡＣＣ ＡＴＧ ＧＡＴ ＴＣＣ ＴＴＣ ＡＡＡ ＧＴＡ ＧＴＧ－３’，
ＬＭＰ－１－ＡｇｅⅠ－Ｒ：５’－ＴＣＡ ＣＣＡ ＴＧＧ ＴＧＧ ＣＧＡ ＣＣＧ
ＧＣＡ ＣＡＴ ＧＡＧ ＡＧＡ ＡＧＧ ＣＡＴ Ｇ－３’，利用 ＰＣＲ 法从
购买的 ｃＤＮＡ 文库中钓取携带有 ＡｇｅⅠ酶切位点的
ＬＭＰ－１基因片段。
１． ３ 大鼠骨髓间充质干细胞制备 取 ＳＤ 大鼠
３ 只，１０％水合氯醛腹腔注射（３００ 滋ｌ ／ １００ ｇ），麻醉后
颈椎脱臼处死，７５％乙醇浸泡 １０ ｍｉｎ。 无菌条件下取
出大鼠双侧肱骨、 股骨及胫骨， 剪去骨端两侧，用
ＤＭＥＭ 培养液反复冲洗骨髓腔直到骨头发白为止。
将获取的细胞悬液接种于 ２５ ｍｌ 培养瓶中 ，置于
３７ ℃、５％ＣＯ２培养箱中培养， 传至 ３ 代用于慢病毒
转染。
１． ４ 观察项目与方法

１． ４． １ ＬＭＰ－１ 基因慢病毒载体构建 将获取的人

ＬＭＰ－１ 基因于经 ＡｇｅⅠ酶切线性化的 ｐＧＣ－ＦＵ－
ＥＧＦＰ相连接，转化用氯化钙制备的新鲜大肠杆菌感
受态细胞， 经 ＰＣＲ筛选出阳性克隆 ｐＧＣ－ＦＵ－ＬＭＰ－
１－ＥＧＦＰ，对其行基因测序。 ＰＣＲ 筛选及测序引物合
成，ＬＭＰ－１－ＳＥＱＦ：５’ＣＴＴＣＴＧＣＣＣＡＣＣＡＴＣＣＴＡＴＧ３’，
该引物位于目的基因中，Ｕｂｉ－Ｆ：５’ＧＧＧＴＣＡＡＴＡＴＧ鄄
ＴＡＡＴＴＴＴＣＡＧＴＧ３’， 位 于 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 启 动 子 中 ，
ＥＧＦＰ－Ｎ－Ｒ：５’ＣＧＴＣＧＣＣＧＴＣＣＡＧＣＴＣＧＡＣＣＡＧ３’位
于 ＥＧＦＰ基因 Ｎ 端。
１． ４． ２ 慢病毒载体包装与鉴定 将重组的 ｐＧＣ－
ＦＵ－ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ 质粒、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０ 质粒、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０
质粒分别进行高纯度无内毒素抽提，共转染 ２９３Ｔ 细
胞，转染后 ８ ｈ 更换为完全培养基，４８ ｈ 后收集富含
已包装重组慢病毒颗粒 ＬＶ－ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ 的细胞上
清液，提取 ＲＮＡ，根据 Ｔａｋａｒａ 一步法试剂盒说明行
ＲＴ－ＰＣＲ后酶切鉴定。
１． ４． ３ 慢病毒载体滴度标定 将获取的含 ＬＶ－
ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ的细胞上清浓缩后行逐孔稀释法标定
滴度。 准备 １０个无菌 ＥＰ管，在每个管内加入 ９０ 滋ｌ
无血清培养基，将病毒上清 １０ 滋ｌ 加入第 １ 个 ＥＰ 管
中。 混匀后，取 １０ 滋ｌ 加入到第 ２ 个孔中，继续操作
直到最后一个管。 第 １ 个 ＥＰ 管中加入 １０ 滋ｌ 病毒
液 ，记为 １Ｅ＋１ 滋ｌ；第 ２ 个 ＥＰ 管中进行了第 １ 次

１０ 倍稀释，记为 １Ｅ＋０ 滋ｌ；第 ３ 个 ＥＰ 管中进行了第
２次 １０倍稀释，记为 １Ｅ－１ 滋ｌ；依次类推。 将 ２９３Ｔ细
胞以 ４×１０４个细胞接种于 ９６ 孔板，接种 １０ 孔，每孔
体积 １００ 滋ｌ。 培养 ２４ ｈ后吸出 ９０ 滋ｌ培养基丢弃，加
入 ９０ 滋ｌ 稀释好的病毒溶液， 放入培养箱培养；９６ ｈ
后荧光显微镜计数每孔绿色荧光蛋白阳性细胞数。
滴度计算公式：绿色荧光蛋白阳性细胞数 ／病毒原液
量。
１． ４． ４ 慢病毒转染大鼠 ＢＭＳＣｓ 将分离培养的大

鼠 ＢＭＳＣｓ 接种到 ６ 孔板， 待长至融合度约 ７０％左
右， 以 ＭＯＩ值 ｆ分别为 ３０、５０、１００ 的重组慢病毒载
体分别感染细胞，７２ ｈ 后荧光显微镜观察绿色荧光
表达，确定最佳感染效率，并用流式细胞仪测定感染
效率。
１． ４． ５ ＬＭＰ－１基因在大鼠 ＢＭＳＣｓ 的表达 以最佳

ＭＯＩ 值感染的大鼠 ＢＭＳＣｓ 作为实验组，同时将未作
转染的细胞作为对照组。① ＲＴ－ＰＣＲ检测 ＬＭＰ－１基
因的表达。用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｒ ５．０和 Ｏｌｉｇｏ ６．０软件设计
ＰＣＲ 特异性引物， 仅扩增 ＬＭＰ－１ 基因部分， 约为
４７０ ｐ， 引物设计为 ＬＭＰ－１－Ｆ：５’ＣＡＧＣＣＧＧＴＴＣＡ鄄
ＧＡＧＣＡＡＡＣ３’，ＬＭＰ－１－Ｒ：５’ＧＣＣＡＧＴＣＣＴＣＴＧＴＧＴ
ＴＣＴＣＣ３’。 试剂盒提取两组细胞中总 ＲＮＡ，紫外分
光光度计检测总 ＲＮＡ量及纯度。用逆转录试剂盒将
ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ 为模板，利用扩增试
剂盒及 ＢＩＯＲＡＤ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ －ＰＣＲ 仪进行 ＰＣＲ 扩增
反应，并对结果进行分析。 ② 慢病毒转染 １４ ｄ 后行
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测人 ＬＭＰ－１ 基因编码蛋白的表达。
将两组细胞在冰浴环境中蛋白裂解液裂解、 匀浆后
离心，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分离蛋白， 将蛋白转至 ＰＶＤＦ
膜上。经封闭、与一抗孵育、与相应二抗孵育后，检测
免疫印迹。 用 ＳｕｐｅｒＥＣＬ Ｐｌｕｓ 超敏发光液产生化合
光， 通过 ＢＩＯＲＡＤ Ｉｍａｇｅ Ｓｔａｔｉｏｎ ４００ 凝胶成像仪显
像。
２ 结果

２． １ ＬＭＰ－１基因慢病毒载体构建 将人 ＬＭＰ－１ 基
因于经 ＡｇｅⅠ酶切线性化载体 ｐＧＣ－ＦＵ－ＥＧＦＰ 连接
后，成功构建 ｐＧＣ－ＦＵ－ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ。 经基因测序
与对比分析，ＬＭＰ－１ 基因序列与 ＧｅｎｅＢａｎｋ 中序列
完全一致。
２． ２ 慢病毒载体包装与鉴定 由 ｐＧＣ－ＦＵ－ＬＭＰ－
１ －ＥＧＦＰ、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０ ３ 种质粒 共 转 染
２９３Ｔ 细胞，获得重组 ＬＶ－ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ，行 ＲＴ－ＰＣＲ
后酶切鉴定，对酶切产物行琼脂糖凝胶电泳，结果在
１．０ ｋｂ 至 １．５ ｋｂ 区间出现特异性条带， 与基因库中
源序列 １ ４１７ 相符。 由图 １ 看出 ＬＶ－ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ
构建成功。
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图 ３ ＲＴ－ＰＣＲ 检测两组 ＬＭＰ－１ ｍＲＮＡ 表达 １：Ｍａｒｋｅｒ ２：对照组
３：实验组

Ｆｉｇ．３ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＭＰ－１ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｂｙ ＲＴ－ＰＣＲ １：Ｍａｒｋｅｒ
２：Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

图 ４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测两组 ＬＭＰ－１ 蛋白表达 １：Ｍａｒｋｅｒ ２：对照组
３：实验组
Ｆｉｇ．４ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＭＰ－１ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
１：Ｍａｒｋｅｒ ２：Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

图 １ 重组 ＬＶ－ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ 酶切鉴定 １：Ｍａｒｋｅｒ ２：重组慢病毒酶
切产物

Ｆｉｇ．１ Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｃｕｔｔｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＬＶ－ＬＭＰ－１－
ＥＧＦＰ １：Ｍａｒｋｅｒ ２：Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ

图 ２ ＬＶ－ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ 感染 ７２ ｈ 后的大鼠 ＢＭＳＣｓ（×４０）
Ｆｉｇ．２ Ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ－ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ ｆｏｒ
７２ ｈｏｕｒｓ（×４０）

２． ３ 慢病毒载体滴度标定 通过逐孔稀释法测定，
在病毒原液量为 １Ｅ－５ 的细胞孔中出现 ２ 个绿色荧
光蛋白阳性细胞，得到的病毒滴度为 ２×１０８ ＴＵ ／ ｍｌ。
２． ４ 慢病毒转染大鼠 ＢＭＳＣｓ 用重组慢病毒 ＬＶ－
ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ， 以 ＭＯＩ值为 ３０、５０、１００分别转染大
鼠 ＢＭＳＣｓ ７２ ｈ 后，荧光显微镜观察，比较被转染各
组细胞，发现在 ＭＯＩ＝１００ 时，在不明显影响细胞生
长情况下，绿色荧光蛋白阳性细胞数最多（图 ２）。 经
流式细胞仪检测感染效率为 ９３．５％。

２． ５ ＬＭＰ－１ 基因在大鼠 ＢＭＳＣｓ 的表达 以最佳

ＭＯＩ 值 １００ 转染的大鼠 ＢＭＳＣｓ 作为实验组，未转染
组作为对照组。
２． ５． １ ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＬＭＰ－１ ｍＲＮＡ 表达 转染

７２ ｈ后行 ＲＴ－ＰＣＲ 检测， 结果显示实验组在 ５００ ｂｐ
时出现特异性条带，符合药物治理论结果 ４７０ ｂｐ，而
对照组未发现有 ＬＭＰ－１基因 ｍＲＮＡ 表达（图 ３） 。
２． ５． ２ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＭＰ－１ 基因编码蛋白表

达 转染 １４ ｄ 后提取实验组与对照组细胞总蛋白
行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，结果显示在实验组在 ７ ２００ ｂｐ
附近有一特异性条带，与 ＬＭＰ－１ 融合蛋白 ５ ０００ｂｐ＋
２ ８００ ｂｐ＝７ ８００ ｂｐ 相吻合， 对照组未发现明显条带
（图 ４）。

３ 讨论

３． １ 骨质疏松症研究进展 骨质疏松症是最常见

的代谢性骨病， 其特点是体内骨吸收增加而骨形成
减少，从而导致骨量减少，骨密度降低，骨脆性增加，
骨折危险性增大。 ＯＰ 是年龄相关性疾病，主要累及
中老年人，女性居多，其引发的疼痛及 ＯＰ 骨折严重
影响患者的生活质量。 调查显示［２］：全世界约 ２亿人
患有 ＯＰ，我国 ５０ 岁以上 ＯＰ 患者近 ７ ０００ 万人。 当
前 ＯＰ 主要依靠药物治疗，如抗骨吸收类、促骨形成
类等，种类虽多，但有许多缺陷：如疗程长、疗效不确

１ ２

５ ｋｂ

１．５ ｋｂ

２５０ ｂｐ

１ ２ ３

５ ｋｂ

２５０ ｂｐ

５００ ｂｐ

１ ２ ３

２５０ ｋｂ

９５ ｋｂ

７２ ｋｂ

５５ ｋｂ
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切、费用高昂、易产生不良反应、患者依从性差，尤其
是某些药物在 ＯＰ 领域的应用尚存在很大争议。 随
着基因工程与分子生物学的发展， 利用基因工程技
术将功能基因片段整合到基因载体内， 再将基因载
体转染入种子细胞， 通过转基因的种子细胞持续大
量分泌功能基因产物来治疗疾病， 为更好地预防和
治疗 ＯＰ带来了希望。
３． ２ 慢病毒载体的应用 慢病毒（Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ）载体
是以人类免疫缺陷型病毒（ＨＩＶ）为基础发展起来的
基因治疗载体［３］。 它对分裂细胞和非分裂细胞均具
有感染能力 ［４］，整合于靶细胞的目的基因可长期稳
达［５］。 本研究所采用的是第 ３代慢病毒载体系统，用
外源性目的基因将慢病毒中的毒性基因取代。因此，
构建的慢病毒具有很好的生物安全性［３］。 鉴于其高
效性与安全性， 慢病毒成为有效基因传递的理想工
具，具有广阔应用前景［６］。
３． ３ ＢＭＳＣｓ 的成骨分化特性 ＢＭＳＣｓ 是成体干细
胞之一，主要存在于骨髓基质中，ＢＭＳＣｓ具有干细胞
的特性，可不断自我更新增殖，也可在一定条件下分
化为软骨细胞、成骨细胞、肌细胞等［７］。 而含治疗基
因的 ＢＭＳＣｓ 不仅可以表达有用的骨诱导蛋白，而且
自身可以分化成为成骨细胞等参与骨重建， 它可以
通过自分泌及基质诱导自身成骨分化、 通过旁分泌
基质诱导附近的干细胞向成骨分化［８］。 而且 ＢＭＳＣｓ
来源充足，取材容易，基于以上特性，本研究将其作
为 ＯＰ基因治疗的种子细胞。
３． ４ ＬＭＰ－１ 基因的成骨作用 ＬＩＭ 矿化蛋白 １
（ＬＩＭ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ－１，ＬＭＰ－１） 是 １９９８ 年首
次发现的 ＬＩＭ蛋白家族成员之一［９］。 ＬＭＰ－１ 是成骨
细胞分化的正调节因子，主要在骨骼中表达，促进成
骨细胞分泌骨钙素及形成骨结节， 在骨钙化阶段起
重要作用 ［１］。 目前 ＬＭＰ－１ 促进成骨的机制尚不清
楚，但已证实 ［１０］ＬＭＰ－１ 可促进 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ 表达，
使 ＢＭＰ－２，４，６，７，ＢＭＰ 受体和 ＴＧＦ－β１ 合成增加，
上述因子都具有成骨作用，这提示 ＬＭＰ－１ 可能通过
招募众多成骨因子共同参与成骨过程。 ＬＭＰ－１是一
种细胞内蛋白，没有相应受体，外源性重组 ＬＭＰ－１
在体内没有活性， 只有通过基因转染途径进入宿主
细胞才能合成有活性的 ＬＭＰ－１［１１］。

本研究成功构建携带人 ＬＭＰ－１ 基因慢病毒载

体 ＬＶ－ＬＭＰ－１－ＥＧＦＰ， 作为治疗骨代谢性疾病种子
细胞的 ＢＭＳＣｓ 被成功转染， 并高效表达 ＬＭＰ－１ 基
因，为进一步的体内实验奠定基础，也为运用 ＬＭＰ－
１基因预防与治疗骨质疏松症提供了实验依据。
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Ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｇｅｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｆｅｔａｌ ｎｕｃｌｅｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ
ｂｙ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ［Ｊ］． Ｚｈｏｎｇｇｕｏ Ｇｕ Ｓｈａｎｇ ／
Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｔｒａｕｍａ，２０１２，２５（１０）：８４２－８４５． Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ ａｂ鄄
ｓｔｒａｃｔ ｉｎ Ｅｎｇｌｉｓｈ．

［７］ Ｂａｒｒｙ ＦＰ，Ｍｕｒｐｈｙ ＪＭ． Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ：ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｃｅｌｌ Ｂｉｄ，２００４，
３６（４）：５６８－５８４．

［８］ Ｐｅｌｌｅｄ Ｇ，Ｔｕｒｇｅｍａｎ Ｇ，Ａｓｌａｎ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｆｏｒ ｂｏｎｅ
ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ［Ｊ］． Ｃｕｒｒ Ｐｈａｒｍ Ｄｅｓ，２００２，８
（２１）：１９１７－１９２８．

［９］ Ｂｏｄｅｎ ＳＤ，Ｌｉｕ ＹＳ，Ｇｒｅｇｏｒｙ ＡＨ． ＬＭＰ－１，Ａ ＬＩＭ－ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ｍｅｄｉａｔｅｓ ＢＭＰ－６ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｋｏｇｙ，
１９９８，１３９（１２）：５１２５－５１３４．

［１０］ Ｍｉｎａｍｉｄｅ Ａ，Ｂｏｄｅｎ ＳＤ，Ｖｉｇｇｅｓｗａｒａｐｕ Ｍ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｂｏｎｅ ｆｏｒ鄄
ｍａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ＬＭＰ－１［Ｊ］． Ｊ Ｂｏｎｅ Ｊｏｉｎｔ Ｓｕｒｇ Ａｍ，２００３，８５ （６）：１０３０－
１０３９．

［１１］ Ｓｃｏｔｔ ＤＢ． Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｌｕｍｂａｒ ｓｐｉｎｅ ｆｕｓｉｏｎ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ ｂｏｎｅ ｇｒａｆｔ
ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｓ：ｐｒｅｓｅｎｔ，ｆｕｔｕｒｅ，ａｎｄ ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇｉ鄄
ｎｅｅｒｉｎｇ，２０００，６（４）：３８３－３９９．

（收稿日期：２０１３－０１－１７ 本文编辑：李宜）
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