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  [摘要] 目的 探究血管内皮生长因子165(VEGF165)、骨形态发生蛋白(BMP2)双基因转染SD大鼠骨

髓基质干细胞(BMSCs)及其基因表达与体外成骨能力。方法 提取SD大鼠胫骨骨髓,原代培养获得BMSCs
并进行流式细胞学鉴定。通过脂质体(Lipofect-amine2000)介导VEGF165、BMP2基因转染SD大鼠BMSCs,
并分为pIRES-hBMP2-hVEGF165转 染 组 (双 基 因 转 染)、pIRES-hBMP2转 染 组 (单 基 因 转 染)、pIRES-
hVEGF165转染组(单基因转染)、空载转染组(空白对照)。采用四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法(MTT)、
酶联免疫吸附试验、组织学染色方法评估基因转染BMSCs的增殖情况、基因表达及体外成骨能力。结果 流

式细胞鉴定培养的BMSCs表面 Marker示CD44和CD90标志物阳性,CD34和CD45标志物为阴性,证实成功

获取大鼠BMSCs。通过荧光显微镜观察各转染组BMSCs,24
 

h后可见绿色荧光发出,表明转染成功。MTT
结果显示:随着时间的延长,各转染组BMSCs细胞的数量呈上升趋势,与未转染BMSCs的相比,细胞数量峰值

无明显差异,证实转染后BMSCs生长情况良好。ELISA染色结果显示:pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组

BMP2蛋白及VEGF165蛋白水平较pIRES-hBMP2转染组和pIRES-hVEGF165转染组及空载转染组显著增

高,差异有统计学意义(P<0.05)。组织学染色观察发现pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组细胞碱性磷酸酶、
骨胶原蛋白及骨钙素阳性率明显高于pIRES-hBMP2转染组、pIRES-hVEGF165转染组、空载转染组,差异有

统计学意义(P<0.05)。结论 双基因转染后的BMSCs目的基因的表达良好,BMP2、VEGF165基因表达水

平较单基因转染明显提高;双基因共转染SD大鼠BMSCs能够获得比单基因转染更优良的体外成骨能力。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

165
 

(VEGF165)
 

and
 

bone
 

morphogenetic
 

protein
 

2
 

(BMP2)
 

double
 

genes
 

transfecting
 

into
 

the
 

bone
 

marrow
 

stromal
 

stem
 

cells
 

(BM-
SCs)

 

of
 

SD
 

rats
 

and
 

their
 

gene
 

expressions
 

and
 

in
 

vitro
 

osteogenic
 

capability.
 

Methods The
 

SD
 

rat
 

tibia
 

bone
 

marrow
 

was
 

extracted,BMSCs
 

were
 

obtained
 

via
 

the
 

primitive
 

culture.The
 

cytometry
 

cytological
 

identifica-
tion

 

was
 

performed.
 

The
 

VEGF165
 

and
 

BMP2
 

genes
 

were
 

mediated
 

to
 

transfect
 

into
 

BMSCs
 

of
 

SD
 

rats
 

via
 

lipidosome(lipofect-amine2000)
  

and
 

BMSCs
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

pIRES-
 

hBMP2-hVEGF165
 

transfection
 

group(double
 

genes
 

tranfection);pIRES-hBMP2
 

transfection
 

group(single
 

gene
 

transfection);pIRES-
hVEGF165

 

transfection
 

group
 

(single
 

gene
 

transfection)
 

and
 

empty
 

loading
 

transfetion
 

group
 

(blank
 

con-
trol).The

 

proliferation,gene
 

expression
 

and
 

in
 

vitro
 

osteogenic
 

ability
 

of
 

genes
 

transfected
 

BMSCs
 

were
 

evalu-
ated

 

by
 

adopting
 

MMT,ELISA
 

and
 

histological
 

staining
 

methods.Results The
 

flow
 

cytometry
 

identified
 

that
 

the
 

surface
 

Marker
 

of
 

cultured
 

BMSCs
 

showed
 

the
 

CD44
 

and
 

CD
 

90
 

markers
 

positive,CD34
 

and
 

CD
 

45
 

mark-
ers

 

negative,which
 

verified
 

that
 

the
 

rat
 

BMSCs
 

were
 

successfully
 

obtained.The
 

green
 

fluorescence
 

was
 

emitted
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in
 

each
 

transfection
 

groups
 

after
 

24
 

h
 

by
 

fluorescence
 

microscopic
 

obserrvation,indicating
 

successful
 

transfec-
tion.The

 

MTT
 

results
 

indicated
 

that
 

the
 

number
 

of
 

BMSCs
 

in
 

the
 

transfected
 

groups
 

showed
 

the
 

increasing
 

trend
 

with
 

the
 

time
 

prolonging,and
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

peak
 

number
 

of
 

BMSCs
 

in
 

the
 

transfection
 

groups
 

compared
 

with
 

the
 

untransfection
 

BMSCs
 

groups,which
 

confirmed
 

that
 

the
 

growth
 

of
 

BMSCs
 

after
 

transfection
 

was
 

good.
 

The
 

ELISA
 

staining
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

content
 

of
 

BMP2
 

protein
 

and
 

VEGF165
 

protein
 

in
 

the
 

pIRES-hBMP2-hVEGF165
 

transfection
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

compared
 

with
 

the
 

pIRES-hBMP2
 

transfection
 

group,pIRES-hVEGF165
 

transfection
 

group
 

and
 

empty
 

loading
 

transfe-
tion

 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

histological
 

staining
 

observation
 

found
 

that
 

the
 

positive
 

rates
 

of
 

alkaline
 

phosphatase,bone
 

collagen
 

and
 

osteocalcin
 

in
 

the
 

pIRES-hBMP2-
hVEGF165

 

transfection
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

pIRES-hBMP
 

transfection
 

group,
pIRES-hVEGF165

 

transfection
 

group
 

and
 

the
 

empty
 

loading
 

transfetion
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statis-
tically

 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

expression
 

of
 

BMSCs
 

target
 

gene
 

after
 

double-gene
 

transfection
 

is
 

good,the
 

expression
 

levels
 

of
 

BMP2
 

and
 

VEGF165
 

genes
 

are
 

significantly
 

increased
 

compared
 

with
 

the
 

single-gene
 

transfection.
 

BMSCs
 

in
 

double
 

genes
 

co-transfection
 

SD
 

rats
 

could
 

obtain
 

better
 

osteogenic
 

ability
 

in
 

vitro
 

than
 

those
 

with
 

single
 

gene
 

transfection.
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stem
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  近年来,骨组织工程技术迅猛发展,为大段骨缺

损修复带来了新的希望。骨组织工程技术主要包含3
个方面:种子细胞,生长因子以及支架材料。众多研

究表明,可大量增殖并具成骨诱导性的种子细胞是体

外构建组织工程骨的前提条件[1-2],因此合适的种子

细胞是组织工程骨成功构建的关键因素。目前,骨组

织工程技术成骨效率并不令人满意,其成骨效率取决

于:(1)种子细胞的成骨活力是否能持续;(2)组织工

程骨血管化程度能否为骨组织再生提供足够的血供

支持。骨与血供的联合重建是提高组织工程骨成骨

效率的关键。血管内皮生长因子165(VEGF165)和
骨形态发生蛋白(BMP2)因子在骨生成过程中相辅相

成,成骨与血管化互为偶联,促进新生骨的形成。因此,
本实验利用成熟的基因转染技术,将 VEGF165和

BMP2基因导入骨髓基质干细胞(BMSCs),使其能持续

高效生成VEGF165和BMP2蛋白,实现骨与血供的联

合重建,为应用于大段骨缺损动物实验提供基础。

1 材料与方法

1.1 一般资料

SD大鼠16只(4周龄,体重75~95
 

g,性别不

限),由西南医科大学实验动物中心提供;双基因质

粒、单基因质粒、空质粒(武汉生之源生物科技公司);
胎牛血清、青霉素-两性霉素B溶液(上海化学试剂);

DMEM、Percoll分 离 液、鼠 BMP2
 

ELISA 盒、鼠

VEGF165
 

ELISA盒(中山生物科技);碱性磷酸酶

(ALP)染色盒(BIOSWAMP);脂质体、磷酸盐缓冲液

(PBS)(LEICA);CD90、CD34、CD44、CD45抗体(上
海博森公司);ALP试剂盒、骨钙素试剂盒(武汉生之

源生物科技);Ⅰ型胶原试剂盒(武汉华联科生物技

术);0.25%胰酶(强生生物制药)。酶标仪、离心机

(韩国世阳世新);恒温培养箱、石蜡包埋机(美国

Thermo公司)荧光显微镜(美国 OLYMPUS公司);

IMS图像分析系统(武汉华联科生物科技);石蜡切片

机(德国LEICA公司)。

1.2 实验方法

1.2.1 BMSCs分离和培养

颈椎脱臼处死16只健康4周龄
 

SD
 

大鼠,75%乙

醇浸泡15
 

min。在超净台中将鼠双胫骨取出、PBS液

冲洗干净,注射器取DMEM
 

反复冲洗髓腔,冲骨髓入

器皿,转入离心管立即离心,转速1
 

500
 

r/min,10
 

min,离心后去除上层清液后加入DMEM重悬。另取

离心管,加入与骨髓悬浮液等体积的Percoll分离液

后,向离心管滴入骨髓悬浮液,离心,1
 

500
 

r/min,30
 

min。离心后,观察底层是红细胞,倒数第2层为细胞

分离液,倒数第3层为淋巴细胞,最上面的一层为血

浆层。将倒数第3层吸取到新的离心管中,加入10
 

mL
 

DMEM后,立即放入离心机离心1
 

500
 

r/min,5
 

min,去除上层清液。加入含10%胎牛血清液和1%
双抗的DMEM培养基进行重悬,吹打成单细胞悬液,
接种至培养瓶中,将培养瓶放入温度为37

 

℃、5%
 

二

氧化碳培养箱中,3
 

d后全量换液后,每隔3
 

d更换一

半培养液,培养10
 

d后即可传代。传至第3代,备用。

1.2.2 BMSCs流式细胞鉴定

以胰酶充分消化BMSCs,以1
 

500
 

r/min离心,

10
 

min后取出离心管去除上清液,加入DMEM 将其

制备成细胞悬浮液,取出200
 

μL,然后分别取抗BM-
SCs表面分子抗体分别与之融合,37

 

℃温度下培养

0.5
 

h,利用流式细胞技术测定。

1.2.3 BMSCs成骨细胞诱导分化

向P3代SD大鼠BMSCs培养瓶中加入成骨细
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胞诱导分化液进行培养,每3~4天半量换液1次,诱
导BMSCs向成骨细胞分化。

1.2.4 脂质体介导BMP2、hVEGF165转染BMSCs
及转染后基因表达的检测

1.2.4.1 脂质体介导各转染组质粒转染BMSCs
 

pIRES-hBMP2-hVEGF165 转 染 组 (双 基 因 转

染)、pIRES-hBMP2转染组(单基因转 染)、pIRES-
hVEGF165转染组(单基因转染)、空载转染组(空白

对照)。将第3代BMSCs制备成细胞悬浮液,按照

2×105/mL,每孔接种量为2
 

mL接种到6孔板,每孔

细胞之间开始融合即开始转染。使4组不同组质粒

DNA分别混匀在4组
 

DMEM 培养基中。向100
 

μL
的不含血清DMEM培养基中加入20

 

μL的Lipofect-
amine脂质体,轻摇使其混匀;将两种培养基分别静置

5
 

min后相互混合,轻摇使其完全混匀,再于室温下静

置0.5
 

h。将混合物用DMEM进一步稀释,使转染液

的浓度为2
 

ng/μL。将BMSCs加入已经稀释后的转

染载体混合物,放入37
 

℃,5%
 

二氧化碳培养箱中孵

育5
 

h。

1.2.4.2 转染后BMSCs的形态观察

在BMSCs完成目的基因转染后的1、2、3、4
 

d
后,在荧光显微镜下对每组转染后BMSCs进行连续

观察20个视野内的荧光发光情况,行转染细胞计数,
计算转染率,计算方式:20个视野内荧光细胞数量/20
个视野内的所观察到的细胞总数。

1.2.4.3 四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法(MTT)
测定质粒转染后BMSCs的生长曲线

将每组及第3代普通鼠BMSCs细胞分别按照浓

度1×104/mL制备成单细胞悬液,接种到96孔板上

(每孔200
 

μL)。待细胞完全贴壁时改为不含血清的

DMEM培养液,培养24
 

h后,换成10%
 

胎牛血清

DMEM
 

培养液(含青霉素100
 

U/mL、链霉素100
 

U/

mL)。每2天更换细胞液,第1~8天每天行 MTT法

检测。

1.2.4.4 转染后BMSCs细胞目的基因表达检测

于转染后2
 

d收集每组细胞培养的上清液,向已

经对目的基因蛋白进行抗体包被的96孔板中按照每

孔50
 

μL的含量加入上清液稀释液,室温下作用2
 

h
后,将鼠抗BMP2及VEGF165抗体按照每孔100

 

μL
加入不同的包被孔,室温下作用约1

 

h后,加入DAB
显色液,用酶标仪进行检测,通过检测得出OD 值,利
用标准曲线计算得出上清液中BMP2及VEGF165蛋

白水平。

1.2.5 转染后BMSCs的体外成骨能力检测

1.2.5.1 ALP的染色观察

于转染后1周对各组转染后细胞涂片,用甲醛固

定,15
 

min后用PBS冲洗10
 

min。将已配制好的碱

性磷酸酶检测液在37
 

℃进行孵化,3
 

h后将细胞涂片

放在无菌蒸馏水下持续冲洗5
 

min后,将细胞涂片放

入硝酸钴溶液中浸泡,1
 

min后在持续流动水柱下冲

洗,干燥后显微镜观察。

1.2.5.2 Ⅰ型胶原蛋白的检测

采用免疫组织化学法,于转染后1周将各组转染

后细胞进行涂片,抗体为特异性抗大鼠胶原蛋白多

抗。实验方法按照试剂盒说明进行。

1.2.5.3 骨钙素的检测

采用免疫组织化学法,于转染后1周将各组转染后

细胞进行涂片,抗体为特异性抗SD大鼠骨钙素多抗,按
1∶200稀释抗体、实验方法按照试剂盒说明进行。

1.3 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行处理。计量资料以

x±s 表示,组间比较采用单因素方差分析,以 P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 SD大鼠BMSCs流式细胞鉴定结果

通过流式细胞技术鉴定BMSCs的4种表面标记

物的表达。结果显示:CD44和 CD90标志物阳性,

CD34和CD45标志物为阴性。其中,CD44和CD90
为BMSCs透明质酸和纤连蛋白受体,CD34和CD45
为造血细胞和内皮细胞受体,证实成功分离培养SD
大鼠BMSCs。

  A:转染24
 

h后;B:转染3
 

d后。

图1  pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组转染后

不同时间BMSCs免疫荧光

2.2 SD大鼠BMSCs基因转染率

除空载转染组外,通过荧光显微镜观察转染后

BMSCs,转染24
 

h后,pIRES-hBMP2-hVEGF165转

染组可见少量绿色荧光,证实转染成功;转染3
 

d后,
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镜下荧光强度明显增强,转染率明显提高,见图1。

  A组:pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组;B组:pIRES-hBMP2转

染组;C组:pIRES-hVEGF165转染组;D组:空载转染组。

图2  各组转染后BMSCs后生长曲线变化

  a:P<0.05,与空载转染组比较;b:P<0.05,与pIRES-hVEGF165

组比较;c:P<0.05,与pIRES-hBMP2组比较。

图3  各转染组细胞BMP2蛋白水平

2.3 转染后BMSCs的生长曲线

对各组转染后细胞测定OD 值,pIRES-hBMP2-
hVEGF165转染组BMSCs

 

OD 值在6
 

d时最高,然后

逐 渐 降 低,pIRES-hBMP2 转 染 组 和 pIRES-
hVEGF165转染组OD 值高峰时间和峰值与pIRES-
hBMP2-hVEGF165转染组无明显差异。基因转染组

均比第3代未转染BMSCs的高峰出现时间稍晚,但
峰值各组相差不大,见图2。

2.4 各转染组细胞 VEGF165及BMP2蛋白表达

情况

各 时 间 点 pIRES-hBMP2-hVEGF165 转 染 组

BMP2蛋白及VEGF165蛋白水平最高,两种蛋白水

平均比pIRES-hBMP2转染组和pIRES-hVEGF165
转染组高,差异有统计学意义(P<0.05);空载转染组

两种蛋白水平均为最低,见图3、4。

  a:P<0.05,与空载转染组比较;b:P<0.05,与pIRES-hVEGF165

组比较;c:P<0.05,与pIRES-hBMP2组比较。

图4  各组细胞VEGF165蛋白水平

  A:pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组;B:pIRES-hBMP2转染组;C:pIRES-hVEGF165转染组;D:空载转染组。

图5  各组ALP染色结果(×200)

  A:pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组;B:pIRES-hBMP2转染组;

C:pIRES-hVEGF165转染组;D:空载转染组。

图6  各组ALP染色细胞阳性率

2.5 基因转染后BMSCs的体外成骨能力检测

2.5.1 ALP染色结果

细胞转染后2周,钴钙染色后镜下观察BMSCs,

pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组 ALP染色为强阳

性,pIRES-hBMP2转染组和pIRES-hVEGF165转染

组BMP2染色呈弱阳性,而pIRES-hBMP2转染组和

pIRES-hVEGF165转染组及空载转染组 VEGF165
未见明显染色阳性细胞出现(图5)。在200倍镜下,
对ALP阳性细胞进行阳性率统计,pIRES-hBMP2-
hVEGF165转染组阳性率高于pIRES-hBMP2转染

组和pIRES-hVEGF165转染组及空载转染组,差异
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  A:pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组;B:pIRES-hBMP2转染组;C:pIRES-hVEGF165转染组;D:空载转染组。

图7  各组Ⅰ型胶原蛋白染色结果(×200)
 

有统计学意义(P<0.05),见图6。

2.5.2 Ⅰ型胶原蛋白检测

细胞转染后2周,免疫组织化学染色后镜下观察

BMSCs示:pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组Ⅰ型胶

原蛋 白 染 色 为 强 阳 性,pIRES-hBMP2 转 染 组 和

pIRES-hVEGF165转染组BMP2及 VEGF165染色

呈弱阳性,而空载转染组未见明显染色阳性细胞出现

(图7)。在200倍镜下,对Ⅰ型胶原蛋白阳性细胞进

行统计,计算阳性率,pIRES-hBMP2-hVEGF165转染

组 阳 性 率 高 于 pIRES-hBMP2 转 染 组 和 pIRES-
hVEGF165转染组及空载转染组,差异有统计学意义

(P<0.05),见图8。

2.5.3 骨钙素检测结果

免疫组织化学染色评估BMSCs骨钙素生成情况

显示:pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组骨钙素染色

呈 强 阳 性,pIRES-hBMP2 转 染 组 和 pIRES-
hVEGF165转染组BMP2呈阳性,pIRES-hBMP2转

染组和pIRES-hVEGF165转染组 VEGF165呈弱阳

性,对照组呈阴性,见图9、10。

  A:pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组;B:pIRES-hBMP2转染组;

C:pIRES-hVEGF165转染组;D:空载转染组。

图8  各组Ⅰ型胶原蛋白染色细胞阳性率

  A:pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组;B:pIRES-hBMP2转染组;C:pIRES-hVEGF165转染组;D:空载转染组。

图9  各组骨钙素染色结果
 

(×200)

  A:pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组;B:pIRES-hBMP2转染组;

C:pIRES-hVEGF165转染组;D:空载转染组。

图10  各组骨钙素染色细胞阳性率统计

3 讨  论

  近年来,随着组织工程逐渐发展,利用骨组织工

程技术修复长段骨缺损正逐渐成为科研的热点领域。

但持续性成骨效率低及组织工程骨血管化程度低的

问题仍未得到圆满解决,因此实现骨与血供联合重建

至关重要[3-4]。
成骨相关生长因子在骨缺损修复中的作用已被

证明是促进骨再生的重要因素。大量研究发现,通过

添加外源性生长因子,使之可以对骨生成过程进行调

控,但在体内易被体液中消化降解,半衰期短,多次添

加容易对机体正常细胞产生细胞毒性,若在种子细胞

中转染具有成骨诱导和血管生成功能的细胞因子,并
能通过种子细胞持续稳定表达,能克服外源性添加细

胞因子的应用缺陷[5-6]。本实验中,利用脂质体介导

BMP2和VEGF165基因转染鼠BMSCs,基因转染后

对BMSCs的形态学及生物学表现无明显影响。荧光

显微镜下在转染3
 

d左右可见荧光逐渐出现、增强,证
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实脂质体作为基因载体能够持续稳定表达目的基因。
双基因转染后细胞培养液中BMP2和VEGF165蛋白

水平明显高于其他组别,证实两种目的基因在BM-
SCs的表达相互促进,存在协同效应。众多研究表

明,BMP2与VEGF165两种基因的表达是相互偶联

的生物化学反应,二者在反应中相互促进,BMP2蛋

白产生量与 同 环 境 中 VEGF165蛋 白 水 平 呈 正 相

关[7-8]。BMP2和VEGF165蛋白高表达预示着BM-
SCs具有较强的成骨活性。ALP能加快骨组织钙化

沉积的进程,其活性程度在新生骨钙化过程中的调控

作用极其重要[9-10]。研究表明,骨组织结构中Ⅰ型胶

原蛋白是最主要的成分,含量占有机成分的九成以

上,骨钙素含量占2~3%[11-12]。为证实其体外成骨能

力,本实验针对体外成骨通过ALP、骨钙素及Ⅰ型胶

原蛋白进行染色观察,pIRES-hBMP2-hVEGF165转

染组 BMSCs以 上 3 项 指 标 染 色 细 胞 阳 性 率 较

pIRES-hBMP2转染组和pIRES-hVEGF165转染组明

显增强,空载转染组未见明显阳性染色细胞。提示

pIRES-hBMP2-hVEGF165转染组BMSCs成骨能力明

显高于pIRES-hBMP2转染组和pIRES-hVEGF165转

染组及空载转染组。
综上所述,BMSCs在双基因转染后分化和增殖

能力并无明显变化,且能持续稳定表达目的基因

BMP2和VEGF165基因,其表达水平分别较pIRES-
hBMP2转染组和pIRES-hVEGF165转染组明显提

高,双基因表达呈协同促进,显著提高了体外成骨能

力。BMP2和 VEGF165双基因修饰BMSCs有望成

为骨组织工程中的种子细胞,下一步将完善BMP2和

VEGF165双基因修饰BMSCs加载于同种异体骨修

复动物体内骨缺损的评价。
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