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ＢＭＰ２和ＥＧＦＰ重组腺病毒体外转染兔骨髓间充质干细胞的研究
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　　摘　要：目的　体外培养兔骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）并观察其生物学特性，通过腺病毒介导人骨形态发生蛋白２（ｈＢＭＰ

２）和ＥＧＦＰ基因转染兔ＢＭＳＣｓ后，观察ＢＭＰ２和ＥＧＦＰ的表达情况。方法　通过密度梯度离心联合贴壁法，分离、培养兔ＢＭ

ＳＣｓ，流式细胞仪检测细胞周期和表面标记，体外诱导兔ＢＭＳＣｓ向成骨细胞方向分化。转染后，免疫细胞化学染色及蛋白质印迹

法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测外源基因的表达。结果　兔ＢＭＳＣｓ周期约有５６．８４％处于Ｇ１ 期；ＣＤ４４表达阳性，ＣＤ４５表达阴性；经成骨

细胞诱导后，Ⅰ型胶原免疫组织化学染色阳性，茜素红染色阳性。转染后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及免疫细胞化学染色显示细胞内ＢＭＰ２

有较强的表达。结论　成功分离、培养兔ＢＭＳＣｓ，并鉴定其具有成骨分化能力；构建的 ＡｄＢＭＰ２／ＥＧＦＰ可高效转染兔ＢＭＳＣｓ，

并能稳定表达ＢＭＰ２目的基因。
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　　骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）属于多能造血干细胞，具有

很强的成骨分化能力，已成为组织工程骨研究中最热门、最理

想的种子细胞。骨形态发生蛋白（ＢＭＰｓ）是转化生长因子β

（ＴＧＦβ）超家族的成员之一，具有很强的诱导间叶细胞向成骨

分化的能力，并能够在体内外诱导成骨的形成，促进ＢＭＳＣｓ

向成骨细胞方向分化［１４］。有文献报道，外源性植入ＢＭＰ２虽

可以诱导骨形成，但存在效价低、持续时间短的缺点［５６］。目

前，基因治疗以促进成骨的研究方法较为热门。本实验在腺病

毒介导下，将 ＢＭＰ２和 ＥＧＦＰ基因导入兔 ＢＭＳＣｓ，现报道

如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　腺病毒载体　携带ＢＭＰ２和ＥＧＦＰ基因的腺病毒载

体（ＡｄＢＭＰ２／ＥＧＦＰ）、携带 ＥＧＦＰ基因的腺病毒对照载体

（ＡｄＥＧＦＰ）由ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供。

１．１．２　实验动物　两三个月龄新西兰大白兔５只，体质量

１．０～１．５ｋｇ，购自桂林医学院实验动物中心，实验过程中对

动物处置符合动物伦理学标准。

１．１．３　主要试剂　ＤＭＥＭ 细胞培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ），胎牛血清

（Ｇｉｂｃｏ），胰蛋白酶（四季青），ＢＭＰ２单克隆抗体（Ｂｉｏｗｏｌｄ公

司），Ⅰ型胶原单克隆抗体（武汉博士德），二抗ＦＩＴＣ标记ＩｇＧ

（北京中杉金桥），碱性磷酸酶检测试剂盒（南京建成生物工程

公司），流式一抗小鼠抗兔ＣＤ４４、ＣＤ４５（Ａｎｔｉｇｅｎｉｘ公司），同型

对照小鼠抗兔ＩｇＧ１Ｋ（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎ公司），流式二抗ＰｅｒＣＴ标记

（ｊａｃｋｓｏｎ公司），二甲基亚砜（Ａｍｒｅｓｃｏ公司），茜素、地塞米松、

β磷酸甘油、维生素Ｃ（Ｓｉｇｍａ公司）。

１．１．４　主要仪器　ＳＷＣＪ２Ｆ型超净工作台（苏州净化），ＣＯ２

培养箱、－８０℃超低温冰箱、液氮罐（Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＦＡＣＳＡｒ

ｉａＴＭ Ⅲ流式细胞仪（ＢＤ公司），倒置相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公

司），ＭＬＤＥＬ６８０型酶标仪（ＢＩＯＲＡＤ公司）。
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１．２　方法

１．２．１　兔ＢＭＳＣｓ的分离培养　用１ｍＬ／ｋｇ剂量的戊巴比妥

钠注射兔子的耳缘静脉，将其麻醉。在无菌条件下，用１２号骨

穿针穿刺兔股骨粗隆，抽取骨髓约５．０ｍＬ。用ＬＤＭＥＭ 培养

基１∶１稀释，离心（１５００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ，倒掉液体，用３ｍＬＬ

ＤＭＥＭ培养基重悬所得细胞，加入等体积Ｐｅｒｃｏｌｌ（１．０７３ｇ／

ｍＬ）分离，２５００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后，取中间絮雾状细胞悬

液层，再加入５ｍＬＬＤＭＥＭ培养基混匀后，１５００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ；倒掉液体，重悬细胞，然后接种于含体积分数为１５％ 胎

牛血清的ＬＤＭＥＭ 培养液中，放置３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度

下培养。孵育４８ｈ后更换培养液。４～５ｄ后细胞基本铺满培

养瓶，用０．２５％ 胰蛋白酶（含０．０２％乙二胺四乙酸）消化后

１∶２传代培养，平均每２～３天传代，细胞传至第２５代。

１．２．２　兔ＢＭＳＣｓ的鉴定　取第１０代兔ＢＭＳＣｓ约１．５×１０
６

个，胰酶消化，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，加入１００

μＬ的ＰＢＳ重悬细胞；分别加一抗鼠抗兔ＣＤ４４、ＣＤ４５，室温放

置３０ｍｉｎ；用ＰＢＳ洗涤２次，１００μＬＰＢＳ重悬细胞，Ｆ加入相

应二抗山羊抗小鼠ＰｅｒＣＰ标记单克隆抗体，室温避光放置３０

ｍｉｎ；加ＰＢＳ洗涤３次，以３００μＬＰＢＳ重悬细胞，上机。

１．２．３　细胞周期　胰酶消化收集第１０代细胞，每ＥＰ管细胞

约１×１０６ 个，用１ｍＬＰＢＳ制成单细胞悬液，加入７０％冰乙醇

９ｍＬ固定１２ｈ，ＲＮＡ酶处理，水浴３０ｍｉｎ，ＰＩ避光染色３０

ｍｉｎ，震荡混匀，上机检测。

１．２．４　兔ＢＭＳＣｓ向成骨分化　取第１０代兔ＢＭＳＣｓ以１×

１０４／ｃｍ２ 的密度接种于无菌培养皿中，当细胞长满５０％～６０％

时，实验组更换为成骨诱导培养基（含地塞米松１０－８ｍｏｌ／Ｌ、维

生素Ｃ５０ｍｇ／Ｌ、β磷酸甘油１０ｍｍｏｌ／Ｌ、体积分数为１５％胎

牛血清的ＬＤＭＥＭ培养液），以后每３天换成骨诱导液，诱导

１周后行Ⅰ型胶原免疫组织化学染色，未诱导组作为对照诱导

３周后行茜素红染色。

１．２．５　ＡｄＢＭＰ２／ＧＦＰ转染兔ＢＭＳＣｓ　取第１０代铺满培养

皿体积８０％左右的细胞，更换无血清的培养液孵育２４ｈ后吸

出培养液，根据病毒滴度以感染复数（ＭＯＩ）５０、１００、２００感染

兔ＢＭＳＣｓ，加含体积分数为１５％胎牛血清的完全培养基继续

培养。于转染４８ｈ后荧光显微镜下观察转染ＡｄＢＭＰ２／ＥＧ

ＦＰ的兔ＢＭＳＣｓ绿色荧光蛋白的表达，确定最适 ＭＯＩ。

１．２．６　免疫组织化学　取 ＡｄＢＭＰ２转染４８ｈ后的细胞消

化后爬片，４％多聚甲醛固定，按ＳＰ免疫组织化学试剂盒进行

操作，ＤＡＢ显色，封片，倒置显微镜观察，未转染组当对照。

１．２．７　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测转染后细胞ＢＭＰ２

的表达　转染后４８ｈ，ＡｄＢＭＰ２／ＥＧＦＰ组及 ＡｄＥＧＦＰ组分

别取约２×１０６ 个细胞用裂解液提取蛋白；蛋白定量按ＢＣＡ蛋

白浓度测定试剂盒；取３０μｇ上样，煮沸１０ｍｉｎ，离心１０ｓ，

１０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰氨凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分

离，浓缩胶中８０Ｖ，电泳６０ｍｉｎ，分离胶中 １２０Ｖ，电泳３０

ｍｉｎ；常规转膜，９０Ａ电流转印５０ｍｉｎ；４℃封闭过夜；使用一

抗稀释液按比例稀释一抗（ＢＭＰ２单克隆抗体），置于摇床中

摇荡１ｈ，以封闭液按比例稀释二抗（辣根酶标记抗体），置于摇

床中摇荡１ｈ；加 ＴＢＳＴ后在摇床中摇荡各洗涤３次，每次１０

ｍｉｎ；ＥＣＬ发光液（Ａ液２００μＬ，Ｂ液２００μＬ）室温中孵育１

ｍｉｎ，装暗盒暗室中胶片曝光５ｍｉｎ，取同样数量的未转染细胞

蛋白作为对照。

２　结　　果

２．１　兔ＢＭＳＣｓ的形态　原代兔ＢＭＳＣｓ均表现为长梭形，呈

涡旋状、放射状排列，见图１。传代细胞形态仍呈长梭形，细胞

密集排列，单个细胞轮廓较清楚。

图１　　原代兔ＢＭＳＣｓ形态（×４０）

２．２　兔ＢＭＳＣｓ表面标志物的鉴定　流式细胞仪分析结果显

示，第２０代细胞ＣＤ４４阳性表达，荧光表达量（９３．９５±０．７１）％；

ＣＤ４５呈阴性表达，荧光表达量（０．２９±０．１０）％，见图２。

图２　　流式细胞仪检测细胞表面分子标志物ＣＤ４４

２．３　 兔 ＢＭＳＣｓ增 殖 　 细 胞 周 期 分 析 Ｇ１ 期 （５６．８４±

２．２７）％，Ｇ２ 期（８．９３±２．４１）％，Ｓ期（３４．２０±０．９４）％。

２．４　诱导ＢＭＳＣｓ向成骨细胞分化　Ⅰ型胶原染色免疫组织

化学检测结果显示兔ＢＭＳＣｓ胞浆呈阳性表达，有棕黄色染

色，而未诱导细胞呈阴性。茜素红染色阳性，可形成形态各异

的矿化结节，染色后为红色，见图３。

图３　　ＭＯＩ为１００的ＡｄＢＭＰ２转染兔ＢＭＳＣｓ４８ｈ（×１００）

２．５　感染 ＡｄＢＭＰ２／ＥＧＦＰ后兔ＢＭＳＣｓ中绿色荧光蛋白的

表达　ＡｄＢＭＰ２／ＥＧＦＰ转染４８ｈ后，荧光显微镜下观察，可

见 ＭＯＩ为１００转染的细胞，转染效率达９５％以上，见图３。

ＭＯＩ为５０转染的细胞状态良好，但细胞内出现绿色荧光蛋白

相对比较少，转染效率约为６０％；当感染倍数为２００时的感染

效率较感染倍数为１００时的感染效率无明显增加，但光镜下见

细胞形态发生变化，由长梭形变成扇形状分布，并见少许漂浮
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细胞可能与腺病毒对细胞毒性作用有关。

２．６　免疫组织化学检测ＢＭＰ２的表达　转染后ＢＭＰ２的免

疫组织化学检测结果显示兔ＢＭＳＣｓ细胞胞浆呈阳性表达，可

见棕黄色染色，见图４。而未转染细胞呈阴性。

图４　　转染２４ｈＢＭＰ２免疫组织化学染色（ＤＡＢ×２００）

２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测分泌ＢＭＰ２蛋白表达　分别提取转染

４８ｈ后及未转染的细胞蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到约３０×１０３

大小的阳性条带，而 ＡｄＥＧＦＰ组及未转染组的条带较弱，见

图５。

　　１：ＡｄＢＭＰ２／ＥＧＦＰ组；２：ＡｄＥＧＦＰ组；３：未转染组。

图５　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＭＰ２蛋白的表达

３　讨　　论

ＢＭＳＣｓ是一类存在于骨髓内的非造血干细胞，具有多向

分化的潜能，可以向成骨系细胞、内皮细胞、成纤维系细胞、成

软骨系细胞等方向分化。ＢＭＳＣｓ不仅具有取材方便、容易分

离培养、植入动物体内不易引起免疫排异反应，而且没有伦理

学争议等优点，被认为是骨组织工程中较理想的种子细胞

之一［７８］。

原代培养的ＢＭＳＣｓ混有较多杂质细胞，形态较多样，接

种１ｄ后贴壁细胞中较少短小梭形和多角形细胞散在或集落

生长，接种３ｄ后，出现较多的长梭形细胞散在或集落生长，随

后细胞长满瓶底时呈现漩涡或辐射状排列生长。原代细胞生

长较慢，传至第１代需４～５ｄ，传代后生长加快，２～３ｄ可传１

代。细胞表面标记ＣＤ４４表达阳性，而ＣＤ４５表达阴性，可以初

步判断 为 兔 ＢＭＳＣｓ
［９］。细 胞 周 期 分 析 Ｇ１ 期 （５６．８４±

２．２７）％，Ｇ２ 期（８．９３±２．４１）％，Ｓ期（３４．２０±０．９４）％，表明较

多数细胞处于静止期与ＤＮＡ合成前期，处于活跃的增殖期的

细胞较少。

Ⅰ型胶原蛋白是骨组织中重要的细胞外基质成分，也是成

骨细胞的标志物之一，主要由成熟的成骨细胞合成和分泌，并

且能为ＢＭＳＣｓ的生长提供自源性支架，对于维持骨的正常结

构和功能起到至关重要的作用［１０］。碱性磷酸酶具有提高ＢＭ

ＳＣｓ成骨分化的潜能，为成骨细胞标志酶之一
［１１］。本实验兔

ＢＭＳＣｓ经成骨诱导后，细胞胞浆内Ⅰ型胶原蛋白含量较未诱

导组有明显提高。结果证明，兔ＢＭＳＣｓ具有向成骨细胞分化

的潜能。

大量实验结果表明，ＢＭＰ具有诱导未分化的ＢＭＳＣｓ向成

骨细胞方向分化的作用以及在骨缺损修复过程中发挥重要作

用［１２１３］。目前认为ＢＭＰ２是最具有前途的骨诱导蛋白，将其

单纯植入动物体内易被稀释和蛋白酶分解，其诱导成骨能力难

以得到的发挥。利用转基因技术将ＢＭＰ２基因转移至兔ＢＭ

ＳＣｓ中，为上述问题的解决提供了新的思路和方法。腺病毒表

达载体具有高效的转染效率，可感染处于静止期和分裂期的细

胞，目的基因不整合到宿主细胞基因组中，免疫排斥反应低，较

高的安全系数等优点故成为基因治疗的主要载体。

本实验利用腺病毒介导ＢＭＰ２和ＥＧＦＰ体外转染兔ＢＭ

ＳＣｓ，在不影响细胞生长的情况下保证转染效率高于９５％。重

组腺病毒载体同时携带了 ＢＭＰ２和 ＥＧＦＰ两种基因，其中

ＥＧＦＰ作为报告基因，既可监测病毒包装是否成功，检测病毒

滴度及感染效率，同时也可作为细胞标记，指示ＢＭＰ２在干细

胞内的准确位置［１４］。经 ＡｄＢＭＰ２转染后，细胞免疫组织化

学检测结果显示兔ＢＭＳＣｓ细胞胞浆呈阳性表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测结果显示目的条带较对照组粗。因此根据实验结果可认

为，腺病毒介导 ＢＭＰ２和 ＥＧＦＰ基因转染兔 ＢＭＳＣｓ可使

ＢＭＰ２目的基因在细胞内高效表达，进而诱导兔ＢＭＳＣｓ向成

骨细胞方向分化。

综上所述，利用重组腺病毒载体可将ｈＢＭＰ２和ＥＧＦＰ基

因高效导入兔ＢＭＳＣｓ，转染后的兔ＢＭＳＣｓ提供ＢＭＰ２目的

蛋白的来源，还提供了ＢＭＰ２自身效应的靶细胞。在不影响

细胞生长的前提下，成功实现了兔ＢＭＳＣｓ向成骨细胞的定向

分化的目的，将来有望成为骨组织工程中最理想的种子细胞，

从而为动物模型骨缺损的治疗奠定基础。至于 ＡｄＢＭＰ２转

染兔ＢＭＳＣｓ植入动物体内后，目的基因能否在局部根据需要

持续高效的表达、并诱导成骨、促进骨折愈合等问题尚需进一

步研究［１５］。
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