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尾静脉注射 ＢＭＰ７过表达质粒在小鼠脏器中的表达
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［摘　要］目的：研究尾静脉注射骨形成蛋白７（ＢＭＰ７）过表达质粒在小鼠心、肝、肺和肾脏组织中的表达及其
安全性。方法：将３０只小鼠随机分为正常组（ＮＣ组）、空载质粒组（ＮＣ＋Ｖｅｃｔｏｒ组）以及 ＢＭＰ７过表达质粒组
（ＮＣ＋ＢＭＰ７组），ＮＣ＋ＢＭＰ７组和ＮＣ＋Ｖｅｃｔｏｒ组分别通过尾静脉注射 ＢＭＰ７过表达质粒或空载质粒，每周１
次共注射６周，６周后处死小鼠取动脉血，检测血清中小鼠胆固醇、甘油三酯和血糖含量，收集小鼠心、肝、肺和
肾脏组织，采用ＨＥ染色观察小鼠肝脏和肾脏组织形态变化，试剂盒比色法检测肝组织中天门冬氨酸氨基转移
酶（ＡＳＴ）和丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）活力，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测各组织中ＢＭＰ７表达。结果：与ＮＣ组比较，ＮＣ＋
Ｖｅｃｔｏｒ组和ＮＣ＋ＢＭＰ７组小鼠胆固醇、甘油三酯和血糖无明显变化，肝、肾组织显微镜观察无明显形态学改变，
肝组织中ＡＳＴ和ＡＬＴ的活力无明显增高，但小鼠心、肝、肺和肾脏组织中ＢＭＰ７蛋白明显增加，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。结论：通过尾静脉注射ＢＭＰ７过表达质粒可以在小鼠心、肝、肺和肾脏中高表达，且不具有明显
的肝、肾毒性。
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　　骨形态蛋白 ７（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ７，
ＢＭＰ７）是一种 ３５ｋＤ的同型二聚体分泌型糖蛋
白，属于转化生长因子β（ＴＧＦβ）超家族。有研究
表明，ＢＭＰ７具有抗肾脏纤维化、促进骨骼生长等
作用［１－２］。目前，在基础研究中应用人重组ＢＭＰ７
细胞因子需要反复大剂量注射才能达到实验效果，

其价格极其昂贵。有研究表明，通过体内基因转移

技术尾静脉水流动力学注射质粒能使目的基因程

序性细胞死亡蛋白１（ＰＤＬ１）在体内高效表达［３］，

Ｋｏｈｊｉ等［４］也通过尾静脉注射 ＢＭＰ７质粒治疗大
鼠的肝纤维化。所以，本实验通过尾静脉注射

ＢＭＰ７过表达质粒，检测 ＢＭＰ７在小鼠脏器中的
表达。

１　材料和方法

１１　主要材料与试剂
雄性Ｃ５７ＢＬ小鼠（ＳＰＦ级），体质量（２６±２）ｇ

［ＳＣＸＫ（京）２０１６－０００２，斯贝福（北京）生物技术
有限公司］。ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、ＥＣＬ显影
液、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ一抗稀释液（北京碧云天公司）、
无内毒素质粒大提试剂盒（北京天根公司）、辣根

过氧化物酶标记兔抗 ＩｇＧ抗体、ｒａｂｂｉｔａｎｔｉβａｃｔｉｎ
（武汉普美生物公司）、ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＢＭＰ７（Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ公司）、ＰＶＤＦ膜、３ｍｍＷｈａｔｍａｎ滤纸（美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）、天门冬氨酸氨基转移酶测试盒、
丙氨酸氨基转移酶测试盒（南京建成生物工程研

究所）。

１２　方法
１２１　质粒准备　含 ＢＭＰ７过表达质粒甘油菌
购于上海聿博生物科技有限公司，质粒图谱见图

１。实验当日挑取少量菌液在固体 ＬＢ培养基中进
行划板，３７℃培养１２～１６ｈ。次日，挑取单克隆菌
于ＬＢ液体培养基中，３７℃水浴摇床中摇菌１２ｈ。

根据无内毒素试剂大提试剂盒说明书，将菌液用试

剂Ｐ１、Ｐ２和 Ｐ４进行裂解，加入去内毒素溶液 ＥＲ
去除内毒素，所得溶液过吸附柱，最后用漂洗液

ＰＷ漂洗两次、晾干，用洗脱液ＥＢ将质粒从吸附柱
上洗脱下来，用微量核酸蛋白分析仪检测质粒浓度

和纯度，当纯度 Ａ２６０／Ａ２８０在１８～２０视为可
用，所得质粒－２０℃保存。

图１　ＢＭＰ７过表达质粒
Ｆｉｇ．１　ＢＭＰ７ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｍａｐ

１２２　分组及质粒注射　将小鼠随机分为正常组
（ＮＣ组）、空载质粒组（ＮＣ＋Ｖｅｃｔｏｒ组）以及ＢＭＰ７
过表达质粒组（ＮＣ＋ＢＭＰ７组），每组１０只。ＮＣ
＋ＢＭＰ７组和ＮＣ＋Ｖｅｃｔｏｒ组分别通过尾静脉注射
ＢＭＰ７过表达质粒或空载质粒，注射液均现用现
配，每周注射１次，共６周。小鼠注射之前称重，禁
食３ｈ后用戊巴比妥钠溶液按６５ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔
注射麻醉（戊巴比妥钠溶解于高压灭菌后冷却的

双蒸水中配成６５％的溶液），每只小鼠质粒注射的
剂量为１５μｇ，用冷却的林格液０２ｍＬ稀释（高压
灭菌），从小鼠尾静脉后端１／３处开始注射。３组
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小鼠均饲养６周，禁食３ｈ后乙醚麻醉，股动脉放
血并收集血液，４℃离心取上清，开腹取心、肝、肺
以及双侧肾脏，部分肝脏和肾脏置于福尔马林中固

定，余下组织保存于－８０℃。
１２３　小鼠心、肝、肺和肾脏组织中 ＢＭＰ７蛋白
测定　分别取心、肝、肺和肾脏组织加入蛋白裂解
液充分研磨裂解，４℃离心２０ｍｉｎ取上清，用 ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒测定样本中的蛋白浓度，用

１５×ｌｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ溶液将蛋白样本稀释至５ｇ／Ｌ，
置于１００℃水浴１５ｍｉｎ用于上样。制胶、上样、电
泳、转膜、封闭后，加入特异性 ｒａｂｂｉｔａｎｔｉβａｃｔｉｎ
（１∶５０００）和ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＢＭＰ７（１∶１０００），置于４℃
摇床上孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×３次，特异性
二抗孵育１ｈ后ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×３次，ＴＢＳ洗膜
１０ｍｉｎ，ＥＣＬ显影曝光，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统扫
描，Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ软件分析各条带吸光度值。
１２４　肝脏和肾脏组织病理观察　采用福尔马林
固定肝脏和肾脏组织，制成３μｍ厚的石蜡切片，
行ＨＥ染色，光学显微镜观察组织学变化。
１２５　肝组织中天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）和
丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）测定 称取 ００４ｇ肝组

织，加入生理盐水０４ｍＬ混合，于匀浆器中冰上匀
浆，２５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取上清，用 ＢＣＡ蛋白
浓度测定试剂盒测定样本蛋白浓度。其中测定

ＡＳＴ样本稀释１０倍，测定 ＡＬＴ样本稀释３５倍，按
照测试盒说明书，采用比色法测定各组样本中ＡＳＴ
和ＡＬＴ活力。
１３　统计学处理

所有数据用ＳＰＳＳ１７０统计软件分析处理，数
据均用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，数据通过方差齐
性检验、符合正态分布检验后，组间比较采用单因

素方差ＳＮＫ法进行分析，Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果

２１　一般情况和血生化指标
与ＮＣ组相比，实验第１～６周 ＮＣ＋Ｖｅｃｔｏｒ组

和ＮＣ＋ＢＭＰ７组小鼠在进食、饮水量及尿量无明
显差异，体质量逐渐增加。小鼠血液生化检测结果

示，胆固醇、甘油三酯和血糖３组间比较，差异无统
计学意义（Ｐ＞００５），见图２。

图２　各组小鼠胆固醇、甘油三酯及血糖水平
Ｆｉｇ．２　Ｌｅｖｅｌｓｏｆｗｅｉｇｈｔ，ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２２　肝脏和肾脏组织形态学
ＮＣ组小鼠肝组织排列整齐，与 ＮＣ组比较，

ＮＣ＋Ｖｅｃｔｏｒ组和 ＮＣ＋ＢＭＰ７组小鼠肝组织无明
显形态学变化。ＮＣ组小鼠肾组织肾小球形态结构
完整，肾小管未见坏死和扩张，与ＮＣ组比较，ＮＣ＋
Ｖｅｃｔｏｒ组和ＮＣ＋ＢＭＰ７组小鼠肾小球及肾小管无
明显受损表现，见图３。
２３　肝组织中ＡＳＴ和ＡＬＴ的活力

与ＮＣ组相比，ＮＣ＋Ｖｅｃｔｏｒ组和 ＮＣ＋ＢＭＰ７

组小鼠肝组织中 ＡＳＴ和 ＡＬＴ的活力无明显增高，
差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见表１。

表１　各组小鼠肝组织中ＡＳＴ和ＡＬＴ的活力
Ｔａｂ．１　ＬｅｖｅｌｓｏｆＡＳＴａｎｄＡＬＴｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

分组
活力（Ｕ／ｇｐｒｏｔ）

ＡＳＴ ＡＬＴ
ＮＣ组 ２９１７±２４８ １８１４３±１９１６
ＮＣ＋Ｖｅｃｔｏｒ组 ３０３１±３３７ １８３９１±２８４７
ＮＣ＋ＢＭＰ７组 ３０１７±１３５ １８３４３±２６９２
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图３　各组小鼠肝、肾组织形态学
Ｆｉｇ．３　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｏｆｌｉｖｅｒｓａｎｄｋｉｄｎｅｙｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｍｉｃｅ

２４　心脏、肝脏、肺脏和肾脏组织中ＢＭＰ７的表达
　　与ＮＣ组相比，ＮＣ＋Ｖｅｃｔｏｒ组小鼠心、肝、肺和
肾脏组织中 ＢＭＰ７蛋白表达无明显差异（Ｐ＞
００５），ＮＣ＋ＢＭＰ７组小鼠心、肝、肺和肾脏组织中
ＢＭＰ７的蛋白表达水平明显增加，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５），见图４。

３　讨论

　　尾静脉注射质粒这种新型的基因治疗技术目
前还未得到广泛传播，但是其与单纯的基因动物比

较仍具有很大的优势［５］。在基础研究中，通过人

为设定注射质粒的时间和量可以在动物疾病发生

的任意时间给予不同程度的基因治疗，而不是让动

物出生后就带有目的基因表达的改变，这样可以更

好调控实验中的变量［６］。同时，尾静脉注射质粒，

与基因动物比较，成本相对较低。通过尾静脉注射

质粒不仅可以制备抗体，还能用于多种疾病的治

疗，甚至包括肿瘤的治疗［７－１０］。目前这种试验方

法也收到越来越多试验人员的认可［１１－１２］。

　　李晓敏等［１３］发现，尾静脉注射２５～１６μｇＩＬ
１２质粒，最高表达量出现在１６μｇ组，说明注射质

粒的量越大，质粒在体内表达得越多，因此本实验

采用注射１５μｇ质粒进行研究。有研究报道，将质
粒溶解于林格液时基因表达量最高，这可能跟氯化

钙（ＣａＣｌ２）能使质粒更易进入细胞有关，并且这种
溶媒对肝脏的毒性作用最小［１４］。ＦｅｎｇＤ等［１５］还

发现，当动物处于麻醉状态时，进行质粒注射有利

于转基因的表达。本实验中，戊巴比妥钠按 ６５
ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔注射，麻醉作用起效时间在给药５
～１０ｍｉｎ后，可使小鼠麻醉约２ｈ。在麻醉过程中
要注意小鼠的个体性差异，有少数小鼠需要补充麻

药剂量。在注射质粒的初期，参考文献［８］给予小
鼠注射２ｍＬ质粒溶液，发现小鼠容易发生急性心
衰死亡，这可能跟小鼠的全身血容量占体质量的

６％有关，所以后期将质粒溶液减少到安全剂量
０２ｍＬ。当尾静脉注射完毕后，需将小鼠单独放
置在鼠笼，切勿堆挤，以免造成窒息死亡。尾静脉

注射ＢＭＰ７过表达质粒可以实现ＢＭＰ７在小鼠主
要脏器心、肝、肺和肾脏中的高表达。有研究表明，

通过注射 ＢＭＰ７质粒可以治疗糖尿病肾病［１６］。

ＸｕａｎＢｕ等［１７］通过注射ＨＧＦ质粒治疗小鼠的肾小
管足细胞损伤。有研究报导，这种水流动力学注射

的方法虽然在 １周内对小鼠肝脏有轻微损伤作
用［１８］，但是小鼠肝脏组织可以自然修复［１９－２０］。为

５９１１

　１０期 彭　伟等　尾静脉注射ＢＭＰ７过表达质粒在小鼠脏器中的表达



注：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为ＢＭＰ７在心脏、肝脏、肺脏及肾脏中的表达水平；与ＮＣ组比较，（１）Ｐ＜００１，（２）Ｐ＜００５

图４　各组小鼠心脏、肝脏、肺脏和肾脏组织中ＢＭＰ７表达
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＭＰ７ｉｎｈｅａｒｔ，ｌｉｖｅｒ，ｌｕｎｇａｎｄｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

此，本研究检测了各组小鼠肝组织中 ＡＳＴ和 ＡＬＴ
的表达，而各组之间无明显差异，且尾静脉注射

ＢＭＰ７过表达质粒可以实现 ＢＭＰ７在小鼠主要脏
器的高表达。提示通过每周１次尾静脉注射过表
达质粒，可实现目的基因在主要脏器的高表达，且

不影响肝脏的功能。所以，通过尾静脉注射质粒这

种高效安全的方法可以为今后基因治疗方法开辟

一条新的道路。
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