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　　【摘要】　目的　探讨人骨形成蛋白 9 (hum an bone mo rphogenetic 9, hBM P29) 基因治疗与骨组织工程技术相

结合的可行性。方法　采用阳离子脂质体介导 hBM P 29 基因转染兔骨髓间充质干细胞 (m esenchym al stem cells,

M SC s) , 荧光显微镜观察及流式细胞学检测, 碱性磷酸酶 (AL P) 活性定量测定及V on Ko ssa’s 钙结节染色;M SC s

与聚乳酸2羟基乙酸 (po lylact ide2co2glyco lide, PL GA ) 支架共培养, 荧光显微镜及扫描电镜观察M SC s 在PL GA 上

的黏附、生长情况; 将转染与未转染 hBM P 29 基因的M SC s 分别与PL GA 支架复合培养, 构建组织工程化骨并回植

兔肌肉内, 组织植入 4、8 周后进行H E 染色观察。结果　流式细胞仪测定质粒转染率为 34. 15% ; 转染组M SC s 的

AL P 活性较未转染组明显增高 (P < 0. 01) ,V on Ko ssa’s 钙结节染色比较转染细胞形成的钙结节明显大于未转染

组; 荧光显微镜及扫描电镜观察见M SC s 在PL GA 支架上的黏附、生长良好; 异位回植术后4、8 周组织H E 染色见肌

肉内有新生骨基质分泌, 成骨面积定量分析转染组与对照组相比差异有统计学意义 (P < 0. 05)。结论　阳离子脂质

体介导的质粒能稳定转染M SC s, BM P29 能刺激M SC s 的AL P 活性增强, 诱导钙结节形成; BM P29 基因转染的

M SC s 作为一种新型的种子细胞, 其与PL GA 支架复合用于骨缺损的修复具有较强的可行性。
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【Abstract】　Objective　 To invest igate the m ethod com bin ing hBM P 29 gene therapy w ith t issue2engineering

techn iques to imp rove o steogenesis in an ectop ic bone fo rm ation model in rabb its. M ethods　R abb it m arrow M SC s

w ere transferred w ith BM P 29 gene by cation ic lipo som e, and then w ere sub jected to a series tests including

fluo rescen t m icro scope, F low cytom eter (FCM ) , AL P activity quan tita t ive assay and V on Ko ssa’s calcium nodus

stan in ig; M SC s transfected w ith BM P 29 gene successfu lly w ere seeded on to scaffo lds of po lylact ide2co2glyco lide

(PL GA ). Cell2m atrix in teract ions w ere observed w ith fluo rescen t m icro scopy and scann ing electron ic m icro scopy.

T he tissue2engineered bones w ith M SC s seeded on PL GA w ere fu rther subcu taneously imp lan ted in to rabb its. T he

imp lan ts w ere evaluated w ith h isto logical sta in ing at 4 and 8 w eek s after su rgery. Results　T he gene transfer

efficiency of M SC s transfected w ith BM P 29 gene w as 34. 15% , w h ich w as m easu red by FCM. T he AL P activity of

M SC s w ith BM P 29 gene transfer w as h igher than that of non2t ran sfered cells (P < 0. 01). T he calcium nodus

fo rm ation of M SC s w as enhanced by the gene modificat ion of BM P 29 gene. M SC s seeded on to PL GA show ed h igh

level of cell p ro liferat ion, and efficien t syn thesis of cell m atrix w as observed w ith scann ing electron ic m icro scopy.

In the ectop ic bone fo rm ation model, new bone area w as also sign ifican tly imp roved by BM P29 gene modifiedM SC s

seeded on PL GA (P < 0. 05). Conclusion 　 hBM P 29 gene modified M SC s cou ld enhance ectop ic new bone

fo rm ation in rabb its. T hese resu lts indicated that the stra tegy com bin ing BM P 29 gene modified M SC s w ith PL GA

m igh t be su itab le fo r bone tissue engineering app licat ions.
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　　骨缺损修复一直是骨科领域的难题之一, 目前

常用的人工合成替代物、异体骨移植、自体骨移植等

在不同程度上存在一些问题。近年来, 组织工程化骨
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的研究为骨缺损修复提供了全新的思路和方法, 是

研究的热点之一。大量研究已证实骨形成蛋白

(BM P) 能有效的促进骨生成, 已知的BM P 中成骨

活性最显著的是BM P22、27 和29, 既往对BM P22、7

等家族成员研究较多, 而对BM P29 诱导成骨的应用
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研究尚少。本实验通过将BM P 29 基因转染兔骨髓间

充质干细胞 (M SC s) , 观察M SC s 转染、表达情况, 并

与聚乳酸2羟基乙酸 (PL GA ) 支架复合培养, 探讨

PL GA 作为BM P 29 基因转染的M SC s 支架材料及

其作为组织工程骨的可行性。

1　材料和方法

1. 1　材料

新西兰大白兔 (重庆医科大学动物中心提供, 体

质量约为2 kg 左右, 雌雄不限) ,DM EM öF12 (Gibco

公司) , 特级胎牛血清 FBS (杭州四季青公司) ,

pA rhBM P 29 和 pA GF P (绿色荧光蛋白, 重庆医科

大学附属儿童医院康权博士构建并惠赠 ) ,

GenEx tractTM 质粒中量提取无内毒素试剂盒 (道普

生物科技有限公司) , L ipofectam ine2000 转染试剂

( Invit rogen 公司) , 碱性磷酸酶 (AL P) 测定试剂盒

(南京建成生物工程研究所) , PL GA (济南岱罡生物

科技有限公司)。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　兔骨髓M SC s 的分离和培养　采用全骨髓

贴壁培养法[ 1 ]。

1. 2. 2　带有pA GF P 的pA rhBM P 29 基因的扩增和

鉴定　采用碱裂解2中和法, 按GenEx tractTM 质粒中

量提取无内毒素试剂盒步骤, 应用常规台式高速冷

冻离心机, 经反应条件最优化后, 使含有pA GF P 的

pA rhBM P 29 基因质粒的上清通过离心吸附柱式结

构, 被特殊硅基质材料高效专一吸附。被吸附的质粒

DNA 用洗脱缓冲液从离心吸附柱上洗脱下来。洗脱

下的质粒DNA 用紫外分光光度仪进行浓度和纯度

鉴定, 将紫外分光光度仪调零后, 取 60 mL 稀释的

DNA 液分别测其OD 260值 (A 1)及OD 280 (A 2)值, 根据

每个OD 260值计算所抽提质粒的量, 再根据A 1öA 2 值

估计其纯度。并利用Kp nÉ 和H indË 进行双酶切凝

胶电泳鉴定。

1. 2. 3　带有 pA GF P 的 pA rhBM P 29 基因转染

M SC s 　 将 阳 离 子 介 导 的 带 有 pA GF P 的

pA rhBM P 29 质粒转染贴壁率达到 80% 第 3 代的

M SC s, 每个 25 cm 2 的培养瓶中加入 9. 6 Λg 带有

pA GF P 的 pA rhBM P 29 质 粒 和 20 ΛL 的

L ipofectam ine2000 试剂, 按 L ipofectam ine2000 转

染试剂说明书步骤转染M SC s, 4～ 6 h 后换成正常

培养液继续培养。并以M T T 法测定转染与未转染

组细胞吸光度值 (A 值, 490 nm ) , 绘制细胞生长曲

线。

1. 2. 4　荧光显微镜和流式细胞学 (FCM ) 观察细胞

转染率　转染后 24 h 在荧光显微镜下观察细胞转

染情况, 转染成功的细胞能表达绿色荧光, 并作流式

细胞学检测细胞转染率。

1. 2. 5　AL P 活性定量测定及V on Ko ssa’s 钙结节

染色　将转染和未转染细胞分别选择 8 瓶在第 7 d

消化、离心, 0. 5 mL 生理盐水悬浮细胞, 超声碎细胞

仪 (400 J 2 sö次, 间隔2 s, 5 次)破碎细胞, 用AL P 测

定试剂盒测定 (OD 520) , 并根据公式〔AL P (金氏单位

ö100 mL ) = 测定管吸光度ö标准管吸光度×标准管

含酚的量 (0. 005 m g ) ×100 mL ö0. 05 mL 〕计算

AL P 含量。2 周后再分别取转染及未转染的M SC s

培养皿各 2 个, PBS 缓冲液洗涤 2 次, 丙酮固定 10

m in, PBS 缓冲液洗涤 2 次, 自然晾干, 加入 5 mL 新

鲜配制的 5% 硝酸银溶液, 紫外线下照射 45 m in, 三

蒸水洗干净, 5% 硫代硫酸钠水溶液浸染10 m in, 充

分水洗, 中性红衬染 5 m in, 酒精脱水后倒置相差显

微镜观察。

1. 2. 6　PL GA 支架预处理及 M SC s 接种　将

PL GA 支架剪成 0. 8 cm ×0. 8 cm ×0. 2 cm 大小块

状, 95% 乙醇浸泡45 m in 后PBS 洗涤3 次, 75% 乙醇

浸泡45 m in 后PBS 洗涤30 m inö次×3 次, 培养液洗

涤1 次, 加入含20% FBS 的DM EM öF12 培养液置入

37 ℃、5% CO 2 孵箱中过夜备用。将转染和未转染的

M SC s 分别消化离心收集后, 将细胞悬浮密度约为5

×106ömL [ 2 ] , 将PL GA 支架放入有无菌干纱布的离

心管内, 1000 röm in×5 m in, 直至材料块彻底干燥

被压缩成白色片状, 取出材料后用1 mL 的注射器将

M SC s 注入PL GA 支架内, 细胞黏附 1 h 后, 再添加

培养液联合培养, 为提高接种细胞密度, 次日更换培

养液以去除未能与材料黏附的细胞, 然后同上法重

复接种1 次。细胞支架共培养1 周后, 倒置荧光显微

镜观察支架上的荧光表达, 并制作扫描电镜标本, 观

察细胞在材料上的黏附、生长情况。

1. 2. 7　PL GA 支架及M SC s 复合物皮下肌肉内回

植　新西兰大白兔26 只, 分为3 组: 实验组 (n= 10)、

实验对照组 (n= 10) 及空白对照组 (n= 6)。将转染

和未转染的M SC s 种植的PL GA 支架体外培养1 周

后植入动物双侧臀部肌袋内 (空白对照组仅植入

PL GA 支架) , 术后常规喂养 (肌注青霉素 80×104

U ) , 术后4、8 周在实验及实验对照组各取4 只、空白

组取3 只行组织包埋切片行H E 染色检查; 并采用病

理图文分析系统 (V 9. 5) 进行成骨面积定量分析: 标

本沿最大径连续切片, 每个标本随机取 2 张
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(两组分别为16 张) , 分别测量新骨成骨面积和截面

总面积, 计算所占百分比。

1. 3　统计学方法

数据采用xθ±s 表示。两两比较采用 t 检验, P <

0. 05 表示差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　带有 pAGF P 的 pA rhBM P -9 基因的扩增和鉴

定

应用紫外分光光度仪进行浓度和纯度鉴定, 得

到浓度为 1. 55 m gömL 左右, OD 260∶OD 280 = 1. 81

纯度较高的DNA 质粒。经Kp nÉ 和H indË 进行双酶

切后凝胶电泳, 可见pA dT rack 载体片段和 1. 3 kb

目的片断两个条带, 结果显示所得质粒为正确的穿

梭质粒pA dT rack2BM P 29 (图1)。

图1　质粒pA rhBM P -9 双酶切鉴定结果

F ig 1 　 Iden tif ication of the plasm id pA rhBM P -9 by restr iction

enzyme digestion

M : DNA m arker; 1: P lasm id BM P 29 digested by Kp n É and

H indË ; 2: P lasm id pA rhBM P 29 no disgeted

2. 2　M SCs 形态学观察及转染后荧光显微镜观察

细胞转染后M T T 法测定生长曲线, 细胞的生

长增殖不受影响, 与对照组无显著差异 (图2)。接种

后 4 h 已有细胞贴壁, 24 h 换液除去大量漂浮红细

胞, 贴壁细胞大部分呈圆形、短或长梭型, 3～ 4 d 后

部分贴壁细胞呈克隆样、漩涡状生长, 传代细胞培养

后, 趋于均匀, 以梭型为主, 部分为不规则型。细胞转

染成功后能表达绿色荧光 (图3)。

2. 3　FCM 检测结果

pA rhBM P 29 (编码有GF P 标记基因) 转染后24

h, 对照未转染组的绿色荧光表达为 0. 40% , 转染组

发绿色荧光细胞占细胞总数比率为34. 55% , 即瞬时

转染率为34. 15%。

2. 4　AL P 活性定量测定

图2　M SCs 生长曲线

F ig 2　Growth curve of M SCs

　　rhBM P 29 基因转染后M SC s 的AL P 活性定量

测定分别为: 转染组 (2. 09±0. 20) 金氏单位ö100

mL , 未转染组 (1. 38±0. 13) 金氏单位ö100 mL , 转

染组较未转染组明显增强 (P < 0. 01) , rhBM P 29 基

因能显著增强M SC s 的AL P 活性。

2. 5　Von Kossa’s 钙结节染色

rhBM P 29 基因转染后的钙结节形成早, 在转染

后第10 d 即可见到细胞分泌的结晶形成 (图4A ) , 在

2 周后V on Ko ssa’s 钙结节作染色见未转染组 (图

4B )也有结节形成, 但明显小于转染组 (图4C)。

2. 6　PL GA 支架与细胞共培养后的形态观察

倒置荧光显微镜观察到未转染组不发荧光, 支

架成网状结构, 而转染组可见绿色荧光表达 (图 5)。

扫描电镜观察见空白PL GA 材料孔径约为 250 Λm

左右, 孔隙率约85% , 细胞支架共培养1 周后见细胞

黏附材料生长情况良好, 细胞明显生长汇合, 形态为

典型的成纤维细胞形态, 形态部分不很规则, 单个细

胞表面可见大量毛刺突起结构 (图6)。

2. 7　支架植入后动物的组织学观察

所有动物术后伤口愈合好, 22 只伤口未见明显

红肿等炎症反应, 4 只因伤口感染退出实验, 但无 1

例动物死亡。回植后第4 周, 取出标本后见支架还有

小部分未降解, 组织H E 染色空白对照组可见有少

量炎性细胞浸入, 支架部分降解, 边界不清; 实验组

支架材料表面可见岛状和带状软骨, 实验对照组中

有部分新生骨基质形成, 但软骨量较转染组差 (图

7)。两组的组织切片成骨面积定量分析结果分别为:

实验组为 (12. 5±0. 82) % , 实验对照组为 (8. 3±

0166) % , 实验组成骨量明显较大 (P < 0. 05)。术后8

周时PL GA 空白组材料未见新骨形成, 材料降解加

快, 约降解 70% , 材料内部主要为丰富纤维组织; 实

验组材料中新生骨软骨样组织较多, 骨细胞成熟, 并
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图3　M SCs 转染前 (A)和转染后24 h (B)荧光显微镜观察。×200　　　图4　M SCs 转后Von Kossa’s 钙结节染色。×200　　　图5　倒置荧

光显微镜下观察。　×100　　　图6　扫描电镜观察　　　图7　术后4 周动物组织HE 染色观察。×100　　　图8　术后8 周动物组织HE

染色观察。×100

F ig 3　Fluorescen t m icroscope of M SCs before tran sfection (A) and 24 h af ter tran sfection (B). ×200　　　F ig 4　Ven Kossa’s crysta l of

M SCs af ter tran sfection　 (A: 10 days af ter tran sfection; B: 2 weeks without tran sfection; C: 2 weeks af ter tran sfection). 　×200　　　F ig 5

Fluorescence m icroscope observe (A: Co-culture of PL GA andM SCs tran sfected with BM P-9; B: Simple PL GA bracket). 　×100　　　F ig 6

Scann ing electron m icroscope observe (A: Simple PL GA bracket. 　×250; B: Co-culture of PL GA and M SCs tran sfected with BM P-9. 　×

600; C: Co-culture of PL GA and M SCs tran sfected with BM P-9. 　× 1800 ) 　　　F ig 7　Observe of zoogen ic tissue in 4 weeks af ter

implan tation (A: Simple PL GA bracket; B: PL GA bracket andM SCs compounds; C: PL GA bracket andM SCs of tran sfection compounds). 　

HE　×100　　　F ig 8　Observe of zoogen ic tissue in 8 weeks af ter implan tation (A: Simple PL GA bracket; B: PL GA bracket and M SCs

compounds; C: PL GA bracket andM SCs of tran sfection compounds). 　HE　×100

可见大量骨基质形成, 可见成熟编织骨、骨小梁结构

出现; 实验对照组中有部分新骨或新生软骨形成, 但

成熟程度及成骨量均较实验组差 (图8) , 两组的组织

切片成骨面积定量分析结果分别为: 实验组为 (26. 9

±3. 73) % , 实验对照组为 (16. 9±1. 74) % , 实验组

成骨量明显较大 (P < 0. 05)。

627 四川大学学报 (医学版) 2008 年第 39 卷第 5 期　

© 1994-2008 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



3　讨论

骨髓M SC s 具有多向分化潜能, 可体外分离、培

养、扩增和诱导分化, 向成骨细胞转化, 具有明确的

成骨能力。但单纯的体内植入细胞并不能有效地形

成新的组织, 其主要原因在于以液态形式注入体内

的细胞在局部微环境的作用下, 无法保持局部有效

浓度, 导致新生组织数量下降。因此, 就需要采用组

织工程学方法选用适宜的细胞载体, 为细胞提供黏

附及增殖的空间, 使之在相对稳定的环境中发挥作

用有利于组织的再生。

本实验选用的PL GA 是具有一定机械强度和良

好加工性能的生物降解材料, 而且其生物降解性可

以根据需要调节, 是骨组织工程中良好的支架材料,

已得到美国FDA 的临床认证[ 3 ]。该聚合物的PLA ∶

PGA 比例为75∶25, 此种比例更适合成骨细胞生长

分泌AL P [ 4 ] , 材料孔径为 200～ 300 Λm , 孔隙率约

85% 左右, 与我们的扫描电镜观察结果一致。PL GA

支架能黏附M SC s, 对细胞的增殖及细胞周期也无

影响[ 5 ] , 在本实验中扫描电镜及荧光显微镜观察结

果也充分证实M SC s 能在 PL GA 支架上黏附及增

殖, 且相容性好, 基本符合骨组织工程支架材料的要

求, 因此PL GA 能用作组织工程研究中的细胞载体,

具有良好的应用前景。

在组织工程化新生骨组织的发生过程中, 生长

因子不仅能够发挥诱导性成骨作用, 也能够促进种

子细胞的增殖分化, 直接推动骨组织的形成。因此设

想将种子细胞+ 细胞因子+ 支架三者复合后植入体

内, 应能更快更好地形成骨组织[ 6 ]。BM P s 是Β2T GF

超家族成员之一, 既往对BM P22、7 等家族成员研究

较多, 而本实验选用的BM P29 是新近发现、研究相

对较少的BM P s 的一种亚型, 但研究显示其具有促

进骨形成及软骨形成的作用[ 7 ] , 并有研究[ 8 ] 发现

BM P29 是BM P s 家族最具潜力的促骨分化生长因

子之一, 其诱导干细胞成骨的作用甚至强于目前该

领域研究的BM P22、27。与其他BM P s 相比,BM P29

介导的骨分化作用不受BM P23 的影响, 而其他成骨

作用明显的BM P22、26 和27 可以被抑制。

本实验试用 rhBM P 29 基因转染M SC s 后复合

支架异位回植观察BM P29 的成骨能力, 利用基因转

染可以防止BM P 直接递送所带来的困难, 能够长时

间、高水平蛋白质表达而避免局部使用BM P s 蛋白

半衰期短的缺陷, 避免了寻找合适的BM P s 载体的

困难。本实验结果显示脂质体介导的基因转染能获
得较好的稳定的瞬时转染率 (34. 15% ) , 达到了本实

验的要求, 转染后M T T 法绘制细胞生长曲线与对

照组无显著差异, 且基因转染后能最大限度的刺激

细胞AL P 活性增加及诱导矿化结节形成, 在动物异

位成骨实验中也发现转染BM P 29 组能很好的诱导

M SC s 向成骨细胞分化, 并分泌大量的成骨基质, 转

染基因复合PL GA 支架组的成骨面积明显大于单纯

M SC s 复合 PL GA 支架组, 提示 BM P29 在诱导

M SC s 向成骨细胞分化、促进成骨方面中起了重要

作用, 但关于成骨的质量尚需进一步研究。

BM P 29 基因修饰的M SC s 成骨能力较单纯

M SC s 明显增强, 然而BM P29 介导的成骨信号转导

机制尚不明确。BM P 29 基因转染的M SC s 作为一种

新型的种子细胞, 其与PL GA 支架复合用于骨缺损

的修复具有较强的可行性, 采用基因治疗与组织工

程方法结合取得了良好同种异体异位成骨能力, 可

望为骨缺损的修复提供新的方法。
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