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人骨形态发生蛋白2和人成纤维细胞生长因子2双基因共表达腺病毒载体的 
构建及鉴定*☆ 
郭伟韬，刘思景，王  辉，肖启贤，陈子秋，黄  云，王  斌 

Construction and identification of recombinant adenovirus vector co-expressing human bone 
morphogenetic protein 2 and fibroblast growth factor 2 genes     

Guo Wei-tao, Liu Si-jing, Wang Hui, Xiao Qi-xian, Chen Zi-qiu, Huang Yun, Wang Bin 

Abstract 
 
BACKGROUND: The upstream and downstream genes can be co-transcribed by internal ribosome entry site (IRES) sequence, 
by which human bone morphogenetic protein 2 (hBMP2) and human fibroblast growth factor 2 (hFGF2) genes can be highly 
co-expressed, thus, it provides a new way for repairing bone defects. 
OBJECTIVE: To construct the recombinant adenovirus vector co-expressing hBMP2 and hFGF2 depending on IRES sequence by 
λ phage-site specific recombination systems and to verify the correct recombination. 
METHODS: BMP-2cDNA and FGF-2 cDNA were amplified by PCR, and were subcloned into the pIRES2-EGFP plasmid to obtain 
phBMP2-IRES-hFGF2 plasmid. It was subcloned into entry vector pDONR221 by BP reaction and subcloned into 
pAd/CMV/V5-DEST vector by LR reaction and linearization transfection 293 cells to obtain pAd-hBMP2-IRES-hFGF2. 
RESULTS AND CONCLUSION: The target gene of hBMP2-IRES-hFGF2 was transferred into AD/CMV/V5-DEST vector correctly 
and it was confirmed by sequencing. The expression clone pAd-hBMP2-IRES-hFGF2 was packaged into maturated adenovirus 
successfully; the titer of Ad-hBMP2-IRES-hFGF2 was 2.82×1010 ifu/mL. The results demonstrated that adenovirus vector 
co-expressing hBMP2 and hFGF2 are constructed successfully.   
 
Guo WT, Liu SJ, Wang H, Xiao QX, Chen ZQ, Huang Y, Wang B. Construction and identification of recombinant adenovirus vector 
co-expressing human bone morphogenetic protein 2 and fibroblast growth factor 2 genes.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu 
Linchuang Kangfu. 2010;14(24): 4402-4406.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：内部核糖体进入位点序列载体能将上下游基因共同转录，故通过此载体可使连接在一起的人骨形态发生蛋白 2 和人成

纤维细胞生长因子 2 同时高表达，可为骨缺损的治疗提供新方法。 
目的：实验通过引入内部核糖体进入位点序列，采用基于 attLXattR 的 λ噬茵体位点特异性重组系统的 GatewayTM

技术构建

带有人骨形态发生蛋白 2 和人成纤维细胞生长因子 2 双基因重组腺病毒载体并进行鉴定。 
方法：用聚合酶链反应方法扩增人骨形态发生蛋白 2 和人成纤维细胞生长因子 2 目的基因，将两个基因亚克隆至

pIRES2-EGFP 载体中，构建 phBMP2-IRES-hFGF2 载体，通过 BP 反应将 hBMP2-IRES-hFGF2 重组到载体 pDONR221
中，再通过 LR 反应将其转移到腺病毒载体 pAd/CMV/V5-DEST 中，线性化后转染 293 细胞进行包装获得重组腺病毒

Ad-hBMP2-IRES-hFGF2。 
结果与结论：phBMP2-IRES-hFGF2 经酶切及测序鉴定正确，带 hBMP2-IRES-hFGF2 的载体在 293 细胞中包装成功，获得

成熟的病毒颗粒，病毒滴度为 2.82×1010 ifu/mL，证实成功构建了带有人骨形态发生蛋白 2 和人成纤维细胞生长因子 2 双基

因重组腺病毒载体。 
关键词：人骨形态发生蛋白 2；人成纤维细胞生长因子 2；腺病毒载体；内部核糖体进入位点序列；转染；基因治疗 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.24.008 
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0  引言 
 

骨缺损和骨不连一直是骨科治疗的难题。

通过基因治疗将骨诱导因子基因导入特定部

位，持续表达细胞因子并以自分泌/旁分泌形式

可诱导骨再生，将使骨缺损和骨不连的治疗发

生革命性变化。具有提高骨愈合能力的各种因

子已被研究，在众多骨生长因子中，人骨形态

发 生 蛋 白 2 (human bone morphogenetic 
protein-2，hBMP-2)和人成纤维细胞生长因子2 

(human fibroblast growth factor-2, hFGF-2)在
骨愈合过程中发挥重要作用，两者具有协同效

应，联合应用比单独应用更有效促进骨修复[1]。

目前基因转染的方法较多，腺病毒载体因具有

宿主范围广，对人致病性低[2-3]，繁殖滴度高，

性质稳定包容量大及不整合等优点，而成为目

前基因治疗中广泛使用的载体之一[4]。 
实验通过内部核糖体进入位点序列

(internal ribosome entry site，IRES)构建携带

hBMP2和hFGF2双基因的重组腺病毒载体，为

骨缺损和骨不连的治疗提供新的思路和方法。
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1  材料和方法 

 
设计：细胞基因学实验。 
时间及地点：于2009-09/2010-02在广东医学院附

属医院中心实验室完成。 
试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

phBMP2-IRES-hFGF2载体构建：通过PCR技术从质

粒pUC57-hFGF2克隆出FGF序列。 
两条引物FGF2-F，FGF2-R信息： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
正向添加Bst Ⅺ酶切位点，反向添加XbaⅠ酶切位

点，回收PCR产物，用Bst Ⅺ和XbaⅠ对目的基因FGF2
和载体pIRES2-EGFP进行双酶切，回收目的基因的片

段和载体，构建载体pIRES-hFGF2。转化至DH5α感受

态细胞。通过菌落PCR筛选阳性克隆[5]，将菌落PCR和

双酶切鉴定正确的重组克隆进行测序验证。 
通 过 PCR 技 术 从 质 粒 pOTB7-hBMP2 克 隆 出

hBMP-2序列，两条引物BMP2-F和BMP2-R和用于测序

和菌落PCR鉴定的两条引物为BMP2-F1和BMP2-R1的
信息见上表。 

正向添加Bgl Ⅱ酶切位点，反向添加EcoR Ⅰ酶切

位点，回收PCR产物，用Bgl Ⅱ和EcoR Ⅰ对目的基因

hBMP-2和载体pIRES-hFGF2进行双酶切，回收目的基

因的片段和载体，构建载体phBMP2-IRES-hFGF2。转

化至DH5α感受态细胞。通过菌落PCR筛选阳性克隆，

将菌落PCR和双酶切鉴定正确的重组克隆进行测序验

证。 
腺病毒表达载体pAd-hBMP2-IRES-hFGF2重组：设计

BP重组引物。 
引物信息： 

 
 
 
 
 
 
以构建好的phBMP2-IRES2-hFGF2载体为模板，

扩增hBMP-2-IRES-hFGF2重组片段。回收PCR产物后，

使用美国 Invitrogen公司的BP重组系统将目的片段

hBMP-2-IRES-hFGF2重组到载体pDONR221上，筛选

阳性克隆[6]。 
使用美国Invitrogen公司的LR重组系统将目的序列

hBMP2-IRES-hFGF2 重组到腺病毒载体 pAd/CMV/ 
V5-DEST。命名为：pAd/CMV/V5-DEST- hBMP2-IRES- 
hFGF2(简称pAd-hBMP2-IRESh-hFGF2)筛选阳性克隆

并测序验证，保留测序验证正确的LR重组质粒。质粒经

PacI线性化后酶切质粒纯化[7]。 
重组腺病毒Ad-hBMP2-IRES-hFGF2的包装、扩增及纯

化：质粒pAd-hBMP2-IRESh-hFGF2经PacI线性化后，

将4 μg DNA稀释于250 μL无血清无抗生素的Opti-MEM
培养液中轻轻浑匀；将10 μL Lipofectamine 2000转染

293细胞，同时取平行对照质粒pAd-EGFP转染293细
胞，细胞密度约在80%，转染后24~48 h荧光显微镜观

察转入基因表达情况，收集包装好的病毒上清液，取1/2
病毒上清感染293细胞，4~7 d后收集细胞，反复冻融收

集病毒上清液，再感染293细胞[8]。重复上述步三四次，

CsCl密度梯度离心纯化，透析收集病毒，通过免疫法快

速检测病毒滴度，病毒液分装于-80 ℃保存。 
重组腺病毒Ad-hBMP2-IRES-hFGF2 PCR鉴定：以提取

的pAd-hBMP2-IRES-hFGF2病毒液的基因组DNA为模

板，以pAd-EGFP病毒液的基因组DNA为模板作对照，

引物分别对应FGF2，BMP2(F1/R1)，BMP2(F/R)，进

行PCR，产物用质量浓度10 g/L琼脂糖电泳进行鉴定。 
主要观察指标：重组质粒载体phBMP2-IRES- 

hFGF2的鉴定，重组腺病毒Ad-hBMP2-IRESh-hFGF2
的鉴定及滴度测定。   

设计、实施、评估者：实验设计、实施、评估均为

文章全部作者，均经过系统培训，未采用盲法评估。 
   

2  结果 

 
2.1  phBMP2-IRES-hFGF2载体构建及鉴定  实验成

试剂及仪器 来源 

pUC57-FGF2，pOTB7-hBMP2 
pIRES2-EGFP，pDONR221， 

pAD/CMV/V5-DEST，病毒载 
体重组酶，PCR 试剂盒， 
Opti-MEM Lipofectamine 2000  

荧光显微镜 
   

美国 ATCC 公司 
美国 Invitrogen 公司 
 
 
 
德国 Ziess 公司 
 

Gene Primer (5’-3’) 

FGF2-F GTG TAG cca caa cca tgg 
CAG CCG GGA GCA TC  

FGF2-R GCG CAT tct aga TCA GCT C 
TTA GCA GAC ATT GGA AG  

468 bp 

BMP2-F ATG CAT aga tct ATG GTG G 
CCG GGA CCC GCT G  

BMP2-R CTG GAA gaa ttc CTA GC 
GAC ACC CAC AAC CC  

1 191 bp 

BMP2-F1 GGT TTT CCG AGA AC 
AGA TGC A 

183 bp 

BMP2-R1 GCG GGG GTG ACAT 
CAA AAC  

Product size 
(bp) 

Gene Primer (5’-3’) 

BMP2-ATTB1 GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG C 
TTC GCC ACC ATG GTG GCC GGG ACC CGC T

FGF2-ATTB2 GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG 
GTC TCA GCT CTT AGC AGA CAT TGG AAG 
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功从pUC57-hFGF2和pOTB7-hBMP2质粒中扩增出

hFGF2和hBMP2基因，并成功的将目的基因hFGF2替
换EGFP和hBMP2分别插入pIRES2-EGFP中，对重组

质粒phBMP2-IRES-hFGF2进行菌落PCR和双酶切鉴

定结果正确，测序结果经BLAST比对分析，表明目的基

因 序 列 与 GeneBank 中 的 hBMP2 mRNA 序 列

(BC069214)和hFGF2 mRNA序列片段(NM_002006)的
编码序列完全一致，插入方向及阅读框均正确。 

PCR扩增hFGF2琼脂糖电泳结果：见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
菌落PCR鉴定pIRES- hFGF2电泳结果：见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   酶切鉴定pIRES- hFGF2：见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

PCR扩增BMP2琼脂糖电泳结果：见图4。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
菌落PCR鉴定phBMP2-IRES- hFGF2电泳结果：见图5。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
酶切鉴定phBMP2-IRES-hFGF2电泳结果：phBMP2- 

IRES- hFGF2电泳结果及鉴定结果见图6。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

5.3 kb 

Figure 3  Identification of pIRES- hFGF2 by double digested 
with Bst XI/Xba Ⅰ 

图 3  Bst Ⅺ和 XbaⅠ双酶切鉴定 pIRES- hFGF2 

2 000 bp 
1 000 bp 

750 bp 
500 bp 
250 bp 
100 bp 

M             1                  2                  3                 4                5                6              

M: DL2000; lanes 2-6: identification of the positive clones by double 
digested with Bst Ⅺ/XbaⅠ; lanes 1, 3: identification of the negative 
clones by double digested with Bst Ⅺ/Xba Ⅰ 

hFGF-2 
(468 bp) 

hBMP2 
(183 bp)

Figure 5  Colony PCR electrophoresis results of 
phBMP2-IRES- hFGF2 

图 5  菌落聚合酶连反应 phBMP2-IRES- hFGF2 电泳结果

2 000 bp 
1 000 bp 

750 bp 
500 bp 
250 bp 
100 bp 

M                   1                    2                    3                  4                  5                   6 

M: DL2000; lanes 1-6: colony PCR products of phBMP2-IRES- hFGF2

468 bp 

Figure 1  PCR electrophoresis result of human fibroblast 
growth factor 2 (hFGF2) 

图 1  聚合酶连反应人成纤维细胞生长因子 2 电泳结果 

2 000 bp 
1 000 bp 

750 bp 
500 bp 
250 bp 
100 bp 

M    1 

M: DL 2000; lane 1: PCR product of hFGF2 

468 bp 

Figure 2  Colony PCR electrophoresis result of pIRES- hFGF2
图 2  菌落聚合酶连反应 pIRES-hFGF2 电泳结果 

2 000 bp 
1 000 bp 

750 bp 
500 bp 
250 bp 
100 bp 

M          1              2              3              4             5              6             7               8           9 

M: DL 2000; lanes 1-9: colony PCR products of pIRES- hFGF2 

hBMP2 
1 191 bp 

Figure 4  PCR electrophoresis results of human bone 
morphogenetic protein 2 (hBMP2) 

图 4  聚合酶连反应人骨形态发生蛋白 2 电泳结果 

2 000 bp 
1 000 bp 

750 bp 
500 bp 
250 bp 
100 bp 

M                                                                 1                             2                             3           

M: DL2000; Lanes 1-3: PCR products of hBMP2 

1 191 bp 

Figure 6  Identification of phBMP-2-IRES-hFGF2 vector 
图 6  phBMP2-IRES-hFGF2 载体鉴定 

1 500 bp 
1 000 bp 

750 bp 
500 bp 
300 bp 

100 bp 

M                                    1                                  2               

M: DL 5000; lanes 1, 2: identification of the positive / negative clones by 
double digested with Bgl Ⅱ/EcoRⅠ 

5.6 kb 5 kb 
3 kb 
2 kb 

a: Identification of phBMP-2-IRES- hFGF2 by double digested with Bgl Ⅱ
/EcoRⅠ 

b: Sequencing of phBMP-2-IRES-hFGF2 
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2.2  重组腺病毒表达载体 pAd-hBMP2-IRES-FGF2 的

鉴定  重组腺病毒表达载体 pAd-hBMP2-IRES-FGF2
经 BP 和 LR 重组测序后均正确，见图 7。 

 
    
 
 
 
 
 
 
    
 

2.3  重组腺病毒pAd-hBMP2-IRES-hFGF2的鉴定及

滴度测定     
重组腺病毒pAd- hBMP2-IRES-hFGF2转染293细胞：质

粒转染293细胞48 h后显微镜下观察pAd-BMP2-IRES- 
FGF2包装组和pAd-EGFP平行对照组反应相似，细胞

形态未见明显变化，细胞聚集较多，见图8，9。荧光显

微镜下观察pAd-EGFP平行对照组转染48 h后见绿色荧

光蛋白表达，说明重组腺病毒包装成功，见图9。 
 
    
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
    
 
 
重组腺病毒pAd-hBMP-2-IRES-hFGF2 PCR鉴定及病毒

滴度测定：见图10。病毒液目的基因PCR鉴定，1~3泳
道以pAd-EGFP病毒液的基因组DNA为模板作为对照

组，4~6泳道以提取的pAd-hBMP2-IRES-hFGF2病毒液

的基因组DNA为模板作为实验组。1和4泳道引物

FGF2(F/R)扩增片段468 bp，在目的病毒和对照病毒中

均扩增到片段，但对照病毒中的条带更亮，表明病毒液

中该基因顺利整合。2和5泳道引物BMP2(F1/R1)扩增片

段183 bp，在目的病毒和对照病毒中均扩增到片段，为

非特异性扩增。3和6泳道引物BMP2(F/R)在目的病毒中

扩增到片段，而在对照病毒中没有扩增到。目的病毒中

成功整合了hBMP2和hFGF2基因。经多次重复感染后，

病毒滴度达2.82 ×1010 ifu/mL。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
骨不连和骨缺损的治疗需要多种细胞生长因子的参

与，以BMP-2和FGF-2的研究 广泛。目前国内关于

BMP-2基因治疗的研究也正成为热点， BMP可诱导未分

化间充质细胞向软骨细胞和成骨细胞方向分化，进而形

成新骨的能力[9]，因此BMP在骨折和骨缺损的修复过程

中发挥着重要作用。有研究利用基因工程技术对其基因

进行克隆和表达，制备出重组hBMP-2进行骨修复的研究

和临床应用[10-12]。侯锐等[13]用重组hBMP-2复合骨髓间充

质干细胞及珊瑚构建的组织工程骨移植到新西兰兔颅骨

缺损处，16周后颅骨缺损得到有效修复。 
骨的修复过程需要很多细胞因子的参与，以往的研

究忽视了骨组织工程的血管化，血管的形成过程贯穿骨

愈合的整个过程中。hFGF-2是纤维细胞生长因子家族

成员之一，能诱导多种细胞分化与增殖，促进血管系统

形成，参与组织的创伤修复，是重要的创伤愈合因子之

一。郑启新等[14]体外将hFGF-2基因转入种子细胞并与

β-磷酸三钙多孔基质材料复合移植，修复同种异体兔挠

骨长节段性骨缺损。结果表明实验组骨缺损正常修复，

有大量活跃的新骨及丰富的毛细血管生成；且转基因细

胞可持续表达FGF-2至少4周以上。 
目前基因治疗研究 多的是单基因治疗，不能满足

Figure 8  Morphology of 293 cells at 48 h after transfected by 
pAd-hBMP2-IRES-hFGF2 plasmid (×100) 

图 8  pAd-hBMP2-IRES-hFGF2 质粒转染 293 细胞 48 h 后
细胞形态学(×100) 

Figure 7  Identification of pAd-hBMP2-IRES-hFGF2 by 
sequencing 

图 7  pAd-hBMP2-IRES-FGF2 测序鉴定结果 

Figure 9  Morphology of 293 cells at 48 h after being trans-
fected by pAd-EGFP plasid (Florescent microscopy, 
×100)   

图 9  pAd-EGFP 质粒转染 293 细胞 48 h 后细胞形态  
(荧光显微镜，×100) 

1 191 bp

Figure 10  Identification of recombinant adenovirus 
pAd-BMP2-IRES-hFGF2 by PCR 

图 10  聚合酶链反应鉴定 pAd-hBMP2-IRES-hFGF2 重组腺 
病毒 

2 000 bp 
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M: DL2000; lanes 1-3: pAd-EGFP control; lanes 4-6: pAd-hBMP2-IRES- 
hFGF2 
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治疗的需要。国内外也有研究双基因转染骨髓基质细胞

治疗骨缺损，但大多是将两个目的基因分别构建在不同

的载体上，导致两个基因总表达效率低下。利用多启动

子表达载体进行多基因治疗，需要的载体过于庞大，操

作困难。双基因的融合表达的方法可能因蛋白的结构相

互作用而影响其功能。由于pIRES双基因表达载体含有

IRES序列，具有内核糖体进入位点的功能，能将其上下

游基因共同转录 [15]，故可将通过IRES连接在一起的

BMP-2和FGF-2同时转录成一条单链mRNA，再各自独

立的进行翻译和表达，保证了IRES上下游基因共同的高

表达。利用IRES代替内部启动子不但可以使多基因共表

达载体大大减少，而且还克服了传统多基因表达载体中

启动子之间的相互抑制现象[16]。由于腺病毒包装的容量

有限，因此利用IRES序列构建双基因共表达结构对于腺

病毒的包装极为有利。本实验经鉴定证实外源目的基因

已成功包装入重组腺病毒中。 
基因治疗也应考虑选择安全有效的载体系统，在骨

修复的研究中，选用复制缺陷型腺病毒载体，目的基因

在体内表达的时间持续数周或数月后消失，正好符合骨

修复基因治疗的要求，不用担心持续的过度表达引起骨

质增生过度、以及可能的致瘤性。此外，腺病毒不整合

到宿主细胞的基因组中，无插入突变危险，也可允许两

种以上基因同时引入，满足骨修复过程中对多种细胞因

子的需求。因此，腺病毒是骨修复研究中较为理想的基

因表达载体。 
鉴于以上观点，实验以骨组织工程工程中种子细胞

的成血管和成骨为研究的出发点，通过PCR的方法成功

获得hBMP-2和hFGF-2基因，采用GatewayTM克隆技

术，并利用IRES序列成功构建了hBMP-2和hFGF-2双
基因共表达重组腺病毒载体，经测定重组腺病毒滴度达

2.82×1010 ifu/mL，为下一步转染骨髓基质细胞促进其成

骨分化，改良骨组织工程种子细胞， 终用于治疗骨不

连和骨缺损提供实验基础。 
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来自本文课题的更多信息--  

基 金 资 助 ： 广 东 省 自 然 科 学 基 金 资 助 项 目

(8452402301001081)。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题的意义：利用 IRES 序列构建双基因共表达载体。

hBMP-2 和 hFGF-2 共转染骨髓基质细胞向成骨分化、体内

促进骨折愈合和修复骨缺损机制，为骨组织工程种子细胞的

改良提供实验依据，为多基因联合治疗骨不连和骨缺损奠定

实验基础。 

课题评估的“金标准” ：应用 DNA 测序证实 hBMP-2
基因全长和 hFGF-2基因片段已经正确插入 pIRES载体中，

并提取 Ad-hBMP2-IRES-hFGF2 测序鉴定，证实重组腺病

毒构建成功。 

设计或课题的偏倚与不足：课题未使用其他的双基因表

达载体做对照，也未与两个目的基因构建在不同的载体上再

共转染对照。 

提供临床借鉴的价值：实验为下一步转染骨髓基质细胞

促进其成骨分化，改良骨组织工程种子细胞，最终用于治疗

骨不连和骨缺损提供实验基础。 


