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慢病毒介导 ＢＭＰ－２过表达质粒转染骨髓间充质
干细胞联合丝素蛋白支架向成骨细胞转化的实验
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【摘要】 目的：探究慢病毒介导 ＢＭＰ－２ 过表达质粒转染骨髓间充质干细胞联合丝素蛋白支架向成骨细胞转化的
作用效果。方法：构建慢病毒 ＢＭＰ－２ 过表达载体，培养骨髓间充质干细胞，构建细胞核支架的联合培养体系，体外实验
利用茜素红染色和碱性磷酸酶染色检测骨髓间充质干细胞的成骨转化。 选择 １０ 只新西兰大白兔，体重 ３．２～４．５ ｋｇ，平
均 ３．９ ｋｇ；年龄（２．８９±０．４５）岁；使用口腔钻在兔子胫骨钻孔（长度 ５ ｍｍ、宽度 ２ ｍｍ、深度 ３ ｍｍ 的锥形胫骨缺损）构建
兔子胫骨骨缺损模型，ＨＥ 染色观察动物模型内骨缺损的修复。 实验组造模后植入丝素蛋白支架＋转染 ＢＭＰ－２ 过表达
载体骨髓间充质干细胞复合物，阴性对照组造模后植入丝素蛋白支架＋未转染骨髓间充质干细胞复合物。结果：实验组
（丝素蛋白支架＋转染 ＢＭＰ－２ 过表达载体骨髓间充质干细胞复合物）中支架表面黏附的细胞与对照组（丝素蛋白支架＋
未转染骨髓间充质干细胞）相比，细胞数明显增多。实验组细胞外基质分泌与对照组相比，支架间细胞外基质含量明显
增多。 对照组支架表面元素 ＥＤＸ 分析显示钙离子含量为 ０．２２％， 实验组支架表面元素 ＥＤＸ 分析显示钙离子含量为
０．８６％，可见实验组诱导钙离子形成的能力要比对照组强。 钙结节茜素红染色结果显示，对照组肉眼观无明显变化，镜
下观察可见少量钙结节点。 实验组肉眼观可见明显红色区域染色，镜下观察可见大量钙结节点。 碱性磷酸酶染色结果
显示，对照组肉眼观无明显变化，镜下观察未见明显变化。 实验组肉眼观可见紫色区域染色，镜下观察可见 ＡＬＰ 染色
呈强阳性。 丝素蛋白支架与骨髓间充质干细胞联合培养体系可以对软骨缺损有较好的修复作用，转染 ＢＭＰ－２ 骨髓间
充质干细胞后修复作用明显优于未转染组。 ＨＥ 染色结果显示，对照组炎性细胞减少，支架略有消失。 实验组炎性细胞
明显减少，支架消失，血管生成。结论：慢病毒介导 ＢＭＰ－２ 过表达质粒可以促进 ＢＭＳＣ 向骨细胞的分化作用，并且分泌
更多的含 Ｃａ２＋成分的细胞外基质，从而发挥其促进骨缺损修复的作用。

【关键词】 丝素蛋白支架； 骨髓间充质干细胞； 骨形态发生蛋白； 骨缺损
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骨髓间充质干细胞 （ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）具有多向分化潜能，在特定诱导
条件下，可以分化成人体内的各种细胞［１］。 比如骨髓
间充质干细胞可以分化成骨细胞， 软骨细胞以及神
经细胞等［２－３］。 新近研究表明，ＢＭＳＣｓ 可以在特定诱
导条件下可以转化成成骨细胞， 进而能促进骨与软
骨损伤的修复，而且 ＢＭＳＣｓ 来源于患者自体，移植
后可以避免排斥反应， 这为临床上的骨缺损的修复
提供了一个新的思路 ［４－５］。 骨形态发生蛋白（ｂｏｎｅ
ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ）在骨的形成中各个阶段
均起到一定的作用［６－７］。 其中，ＢＭＰ－２ 是骨形态发生
蛋白家族中的一员［８］。 近年来基因重组的骨形态发
生蛋白－２ 和骨形态发生蛋白－７ 的安全性和有效性
得到了充分的证实， 美国 ＦＤＡ 也于 ２００２ 年 ７ 月批
准重组骨形态发生蛋白－２ 用于脊柱融合［９］。 有研究
表明，利用多孔丝素蛋白支架有利于修复骨缺损［１０］。
也有研究表明多孔丝素蛋白支架联合骨髓间充质干

细胞也是可以促进骨缺损的修复［１１］。 然而尚未有相
关研究利用骨髓间充质干细胞 （ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）为种子细胞，将 ＢＭＰ－２ 基因过表
达质粒转染 ＢＭＳＣ， 并结合丝素蛋白支架构建组织
工程支架。利用基因工程和组织工程原理，充分利用
两者技术优势，探究对骨缺损的修复作用，是本研究
的特色。本研究自 ２０１７ 年 １０月至 ２０１８ 年 ４ 月利用
盐沥滤法制备天然活性多孔丝素蛋白支架， 体外培
养兔来源的骨髓间充质干细胞， 构建细胞核支架的
联合培养体系， 体外检测骨髓间充质干细胞的成骨
转化研究，构建兔子胫骨骨缺损模型，探究慢病毒介
导 ＢＭＰ－２ 过表达质粒可以促进 ＢＭＳＣ 向骨细胞的
分化作用， 并且分泌更多的含 Ｃａ２＋成分的细胞外基

质，从而发挥其促进骨缺损修复的作用。以期为临床
上复杂骨缺损的治疗提供思路与方法。
１ 材料与方法

１． １ 实验材料

胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；ＤＭＥＭ 及 ０．２５％胰
酶 Ｔｒｙｐｓｉｎ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；ＴＲＩＺＯＬ 购自美
国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；氯仿、乙醇（浓度为 ７５％）及逆转
录试剂盒购自美国 ＡＢＩ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司 ；
Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪购自美国 Ｂｉｏ－ｒａｄ 公司。 实验动物
为 １０ 只新西兰大白兔，雌雄不限，体重 ３．２～４．５ ｋｇ，
平均 ３．９ ｋｇ；年龄（２．８９±０．４５）岁；饲养于 ＳＰＦ 级动物
房，无遗传病史，所有动物购买自具有质量合格证书
的公司。
１． ２ 实验方法

１． ２． １ 兔来源骨髓间充质干细胞的分离和培养

将兔子麻醉后，消毒，铺巾，利多卡因 ２０ ｍｌ 局部麻
醉，利用骨穿穿刺针提取兔的新鲜骨髓，按照 １∶３ 体
积比加入含 ０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的胎牛血清、１００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉
素的 ＤＭＥＭ 细胞培养液，充分混匀后，移入 ２５ ｃｍ２

Ｈａｎｋ 培养瓶中，差速培养法培养，３ ｄ 后去掉培养瓶
中的油脂等杂质， 之后每 ３ ｄ 换 １ 次细胞培养液。
ＢＭＳＣｓ细胞融合率达 ７０％～８０％后进行传代培养。
１． ２． ２ 骨髓间充质干细胞的鉴定 采用流式细胞

仪检测 ＢＭＳＣｓ 的表面蛋白 ，ＣＤ２９，ＣＤ４４，ＣＤ７１，
ＣＤ９０ 和 ＣＤ１０６ 等表面蛋白的表达可以为 ＢＭＳＣｓ
的鉴定提供依据。另外，采用倒置光学显微镜也可以
观察 ＢＭＳＣｓ的细胞形态。
１． ２． ３ 慢病毒 ＢＭＰ－２ 过表达载体的构建 慢病毒

ＢＭＰ－２ 过表达载体是由上海吉凯公司合成， 选择
ｐＨＢＬＶ－Ｕ６－ＺｓＧｒｅｅｎ－ＰＧＫ－Ｐｕｒｏ 作为质粒的克隆载

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ），ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉ鄄
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表 １ 目的基因的引物序列

Ｔａｂ．１ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

引物名称 引物序列

ＢＭＰ－２ 正义链 ５’－ＧＴＧＡＴＡＡＡＧＧＴＴＴＣＧＧＴＴＧＣＴＧ－３’

反义链 ５’－ＴＧＴＴＴＴＣＴＧＴＧＧＣＴＣＣＴＣＣＴＣＴＧＧ－３’

ｈＧＡＰＤＨ 正义链 ５’－ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ－３’

反义链 ５’－ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ－３’

体 。 慢病毒 ＢＭＰ－２ 过表达载体的克隆切入点是
ＸｈｏＩ ／ ＢａｍＨＩ，编号为 ＥＮＳＴ００００００１２７８４。 经过基因
测序，从而证明序列的正确性。
１． ２． ４ 慢病毒细胞转染 取第 ２ 代 ＢＭＳＣｓ 进行实
验，将细胞接种到 ６孔板，待融合率为 ５０％时进行慢
病毒转染，根据转染说明书，ＭＯＩ＝５０，慢病毒滴度为
３×１０７ μｇ ／ ｍｌ。
１． ２． ５ 丝素蛋白支架的制备和检测与细胞分组

利用盐沥滤法将 ２ ｍｌ 浓度为 １０％的丝素蛋白溶液
灌入 ２４ 孔板中，加入 ４５０～６００ μｍ Ｎａｃｌ 颗粒，室温
风干 ３ ｄ，盐析法成型后将丝素蛋白支架晾干，修建
成 １０ ｍｍ×１０ ｍｍ 大小圆柱状丝状素多孔支架，消毒
后备用。 利用扫描电镜技术检测丝蛋白支架的结构
以及细胞共培养体系的检测。细胞分成 ２组：实验组
造模后植入丝素蛋白支架＋转染 ＢＭＰ－２ 过表达载体
骨髓间充质干细胞， 阴性对照组造模后植入丝素蛋
白支架＋未转染骨髓间充质干细胞。
１． ２． ６ ＲＴ－ＰＣＲ检测 细胞培养 １４ ｄ 后，去掉培养
基， 用 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次， 加入 １ ｍｌ 的 Ｔｒｉｚｏｌ ＲＮＡ ｉｓｏ
（Ｔａｋａｒａ，日本），提取总 ＲＮＡ，检测总 ＲＮＡ 的纯度在
１．９～２．０ 的范围，利用逆转录试剂盒进行逆转录 ｃＤ鄄
ＮＡ，４ ℃保存， 采用 ２０ μｌ 反应体系进行荧光定量
ＰＣＲ检测。采用 ＦＳ２０００系统进行分析，反应条件为：
９５ ℃ ３０ ｓ。ＰＣＲ：９５ ℃ ５ ｓ；６０ ℃ ３０ ｓ，４０个循环。溶解
曲线：９５ ℃ ５ ｓ；６０ ℃ １ ｍｉｎ。 降温：５０ ℃ ３０ ｓ，１ 个循
环。 内参基因 ＧＡＰＤＨ，ＢＭＰ－２引物由上海生工公司
设计（表 １）。 采用 ２－△△ＣＴ的方法计算相对表达量。

１． ２． ７ 茜素红染色 细胞培养 １４ ｄ 后，去培养基，
ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗
３ 次，按茜素红染色试剂盒说明，将配制好的茜素红
染液加入培养孔中，每孔 １ ｍｌ，孵育 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲
洗 ２次，干燥，封片。 倒置光学显微镜下观察。
１． ２． ８ 碱性磷酸酶染色 细胞培养 ７ ｄ 后，去培养
基，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲
洗 ３次，按茜素红染色试剂盒说明，将配制好的碱性
磷酸酶显色缓冲液加入培养孔中， 每孔 １ ｍｌ， 孵育
１５ ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ２次， 适量 ＢＣＩＰ ／ ＮＢＴ 染色工作液

加入培养孔中 ，每孔 １ ｍｌ，孵育 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗
２次，干燥，封片。 倒置光学显微镜下观察。
１． ２． ９ 构建兔胫骨骨缺损模型 利用 ３ ｍｌ ／ ｋｇ 的
１５％水合氯醛静脉内麻醉兔。 常规消毒铺无菌单，取
胫骨前面正中侧切口，长约 ２ ｃｍ，逐层切开皮肤，皮
下软组织，浅深筋膜，显露胫骨，使用口腔钻在兔子
胫骨钻孔（长度 ５ ｍｍ、宽度 ２ ｍｍ、深度 ３ ｍｍ 的锥形
胫骨缺损），制成胫骨骨缺损模型，生理盐水冲洗，加
入干预措施后逐层缝合。取 １０只成年健康新西兰大
白兔，随机分 ２ 组，每组 ５ 只：实验组造模后植入丝
素蛋白支架＋转染 ＢＭＰ－２ 过表达载体骨髓间充质干
细胞复合物，阴性对照组造模后植入丝素蛋白支架＋
未转染骨髓间充质干细胞复合物。
１． ２． １０ 骨缺损部位 ＨＥ 染色 术后 １ 周切取骨缺
损组织，４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ；脱钙处理 ４ 周；过
二甲苯Ⅰ处理 １５ ｍｉｎ，二甲苯Ⅱ１０ ｍｉｎ，二甲苯Ⅲ
１０ ｍｉｎ；１００％ ，９５％ ，９０％ ，８５％乙 醇 梯 度 处 理 各
５ ｍｉｎ；二甲苯Ⅰ１５ ｍｉｎ，二甲苯Ⅱ１０ ｍｉｎ，二甲苯Ⅲ
１０ ｍｉｎ，１００％、９５％、９０％、８５％乙醇各处理各 ５ ｍｉｎ，
自来水冲洗 ５ ｍｉｎ，苏木素一伊红染液染色 ５ ｍｉｎ；封
片；倒置光学显微镜观察。
１． ３ 统计学处理

应用 ＳＰＳＳ １６．０软件进行统计学分析，定量资料
用均数±标准差（x軃±ｓ）表示，采用成组设计定量资料 ｔ
检验。 以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２． １ 骨髓间充质干细胞的培养和鉴定

接种 ４８ ｈ 后，原代 ＢＭＳＣｓ 开始贴壁，细胞成梭
形或者多角形；培养至第 ２ 代后，呈旋涡状或者辐射
状生长，细胞增殖迅速；流式细胞仪检测第 ２代 ＢＭ鄄
ＳＣｓ的表面蛋白，ＣＤ４４ 和 ＣＤ２９ 在第 ２ 代 ＢＭＳＣｓ 的
表达为 ６０．２％和 ５８．３％ ；ＣＤ３４ 和 ＣＤ４５ 在第 ２ 代
ＢＭＳＣｓ的表达为 ３．４％和 ２．６％。 见图 １。
２． ２ 慢病毒转染 ＢＭＳＣ的转染效率结果

慢病毒转染骨髓间充质干细胞， 转染效率见图
２，慢病毒转染效率较高。慢病毒滴度的检测结果：慢
病毒转染滴度为 ３×１０８ ＴＵ ／ ｍｌ。
２． ３ 扫描电镜下丝素蛋白支架与骨髓间充质干细

胞共培养的细胞外基质结构

两组扫描电镜下不同视窗的结构， 发现细胞外
基质（ＥＣＭ）充满支架间孔。 实验组（丝素蛋白支架＋
转染 ＢＭＰ－２ 过表达载体骨髓间充质干细胞复合物）
中支架表面黏附的细胞与对照组（丝素蛋白支架＋未
转染骨髓间充质干细胞）相比，细胞数明显增多。 实
验组细胞外基质分泌与对照组相比， 支架间细胞外
基质含量明显增多。对照组支架表面元素 ＥＤＸ分析
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图 １ 人骨髓间充质干细胞的培养和鉴定 １ａ． 原代骨髓间充质干细胞 １ｂ． 第 ２ 代骨髓间充质干细胞 １ｃ． 第 ２ 代骨髓间充质干细胞表面蛋
白 ＣＤ４４ 的表达 １ｄ． 第 ２ 代骨髓间充质干细胞表面蛋白 ＣＤ２９ 的表达 １ｅ． 第 ２ 代骨髓间充质干细胞表面蛋白 ＣＤ３４ 的表达 １ｆ． 第 ２ 代骨髓
间充质干细胞表面蛋白 ＣＤ４５ 的表达
Ｆｉｇ．１ Ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ １ａ． Ｐｒｉｍａｒｙ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ １ｂ． Ｓｅｃｏｎｄ ｇｅｎｅｒ鄄
ａｔｉｏｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ １ｃ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４４ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ １ｄ． Ｅｘ鄄
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ２９ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ １ｅ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ３４ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ １ｆ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４５ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ

图 ２ 慢病毒转染骨髓间充质干细胞的转染效率

Ｆｉｇ．２ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ

１ｂ１ａ １ｃ

１ｆ１ｄ １ｅ

２ｂ２ａ

显示钙离子含量为 ０．２２％， 实验组支架表面元素
ＥＤＸ分析显示钙离子含量为 ０．８６％， 可见实验组诱
导钙离子形成的能力要比对照组强。 见图 ３。
２． ４ ＲＴ－ＰＣＲ检测 ＢＭＰ－２基因的表达含量

ＢＭＰ－２ ｍＲＮＡ 的相对表达量对照组为 １．０１±

０．０２，实验组为 ５．３７±２．８９，两组比较差异有统计学意
义（ｔ＝２．７３８；Ｐ＝０．０１７４＜０．０５）。
２． ５ 体外共培养体系骨髓间充质干细胞向骨细胞

分化茜素红染色结果

两组细胞钙结节茜素红染色后见图 ４， 对照组
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４ｂ４ａ ４ｃ

４ｄ

图 ４ 茜素红染色 ４ａ． 对照组茜素红染色肉眼观 ４ｂ． 对照组茜素红染色镜下观（×
４０） ４ｃ． 实验组茜素红染色肉眼观 ４ｄ． 实验组茜素红染色镜下观（×４０）
Ｆｉｇ．４ Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ４ａ． Ｎａｋｅｄ ｅｙｅ ｖｉｅｗ ｏｆ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
４ｂ． Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （×４０） ４ｃ． Ｎａｋｅｄ ｅｙｅ
ｖｉｅｗ ｏｆ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ４ｄ． Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ
ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ （×４０）

图 ３ 丝素蛋白支架与骨髓间充质干细胞联合培养体系的结构 ３ａ． 对照组 ４００ μｍ 视窗下骨髓间充质干细胞均匀生长在丝素蛋白支架表面
３ｂ． 实验组 ４００ μｍ 视窗下骨髓间充质干细胞均匀生长在丝素蛋白支架表面，可见骨髓间充质干细胞数量与对照组相比，细胞数量较多 ３ｃ． 对
照组 １００ ｐｍ 视窗下细胞外基质（ＥＣＭ）分泌于支架间 ３ｄ． 实验组 １００ ｐｍ 视窗下细胞外基质（ＥＣＭ）分泌于支架间 ３ｅ． 对照组支架表面元素
ＥＤＸ 分析 ３ｆ． 实验组支架表面元素 ＥＤＸ 分析
Ｆｉｇ．３ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ａ ｃｏ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｓｉｌｋ ｆｉｂｒｏｉｎ ｓｃａｆｆｏｌｄ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ３ａ． Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｇｒｅｗ
ｕｎｉｆｏｒｍｌｙ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｓｉｌｋ ｆｉｂｒｏｉｎ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｕｎｄｅｒ ４００ μｍ ｗｉｎｄｏｗ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３ｂ． Ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｇｒｅｗ ｕｎｉｆｏｒｍｌｙ ｏｎ
ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｓｉｌｋ ｆｉｂｒｏｉｎ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｕｎｄｅｒ ４００ μｍ ｗｉｎｄｏｗ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ
ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３ｃ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ （ＥＣＭ） ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ ｕｎｄｅｒ １００ ｐｍ ｗｉｎｄｏｗ ３ｄ． Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ
（ＥＣＭ） ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ ｕｎｄｅｒ １００ ｐｍ ｗｉｎｄｏｗ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ３ｅ． ＥＤＸ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３ｆ． ＥＤＸ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ

３ｂ３ａ ３ｃ

３ｆ３ｄ ３ｅ
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５ｂ５ａ ５ｃ

５ｄ

图 ５ 碱性磷酸酶染色 ５ａ． 对照组碱性磷酸酶染色肉眼观 ５ｂ． 对照组碱性磷酸酶
染色镜下观（×４０） ５ｃ． 实验组碱性磷酸酶染色肉眼观 ５ｄ． 实验组碱性磷酸酶染色
镜下观（×４０）
Ｆｉｇ．５ Ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ５ａ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｎａｋｅｄ ｅｙｅ ｖｉｅｗ ５ｂ． Ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （×４０）
５ｃ． Ｎａｋｅｄ ｅｙｅ ｖｉｅｗ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ５ｄ． Ｉｎ ｔｈｅ ｅｘ鄄
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ，ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ （×４０）

图 ６ 骨缺损组织 ＨＥ 染色（×１００） ６ａ． 对照组 ＨＥ 染色显示炎性细胞减少，支架略有消失 ６ｂ． 实验组 ＨＥ 染色，炎性细胞明显减少，支架消
失，血管生成

Ｆｉｇ．６ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｔｉｓｓｕｅ（×１００） ６ａ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｅｎｔ
ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ６ｂ． Ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ，ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ，ｓｔｅｎｔ ｄｉｓａｐｐｅａｒａｎｃｅ，ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

６ｂ６ａ

肉眼观无明显变化，镜下（×４０）观察可见少量钙结节
点； 实验组肉眼观可见明显红色区域染色， 镜下（×
４０）观察可见大量钙结节点。
２． ６ 体外共培养体系骨髓间充质干细胞向骨细胞

分化碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色结果
两组体外共培养体系骨髓间充质干细胞向骨细

胞分化细胞碱性磷酸酶染色后见图 ５， 对照组肉眼
观无明显变化，镜下（×４０）观察未见明显变化；实验
组肉眼观可见紫色区域染色，镜下（×４０）观察可见
ＡＬＰ染色呈强阳性。

２． ７ 兔骨缺损组织的 ＨＥ染色结果
１４ ｄ后将实验动物处死， 取 ２ 组兔子骨缺损组

织行 ＨＥ 染色（见图 ６），对照组炎性细胞减少，支架
略有消失；实验组炎性细胞明显减少，支架消失，血
管生成。
３ 讨论

３． １ 后基因组工程和组织工程相结合的科研思路

组织工程是以往的研究热门， 但是随着基因组
学的发展，针对组织支架材料的热情逐渐褪去，主要
存在以下问题［１２－１３］：（１）组织工程支架材料构建门槛
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低，效果不明显。 （２）生物相容性不强，针对于骨科材
料而言， 相较于临床上普通钢板治疗没有很显著的
差别，而且造价较高，不利于向临床转化。 （３）细胞相
容性不强， 细胞的成熟和发育受到组织工程支架的
影响较大，容易老化而失去功能。后基因组时代的标
志是利用 ｓｉＲＮＡ或者 ｓｎＲＮＡ 基因沉默或者过表达，
从而增强或者沉默目的基因的功能， 本实验应用基
因工程和组织工程原理，充分利用两者技术优势，体
外培养兔子来源的骨髓间充质干细胞， 构建丝素蛋
白支架的联合骨髓间充质干细胞培养体系， 探究对
骨缺损的修复作用，是本研究的特色。本研究利用盐
沥滤法制备天然活性多孔丝素蛋白支架， 体外检测
骨髓间充质干细胞的成骨转化， 构建兔胫骨骨缺损
模型，修复骨缺损，以期为临床上复杂骨缺损的治疗
提供思路与方法。
３． ２ 以干细胞为种子细胞转染慢病毒过表达质粒

结合组织工程支架在骨缺损方面的应用

利用骨髓间充质干细胞复合异种骨基质明胶可

以有效修复大鼠桡骨缺损， 可见在组织支架的诱导
作用下，可以促进骨髓间充质干细胞向骨细胞转化，
进而修复骨缺损。 但是这种方法需要符合特定条件
的组织工程支架，也就是需要特殊的“土壤”，而骨髓
间充质干细胞这个“种子”才能更好地在其内生长并
且分化，临床应用的安全性有待调查［１４］。有的学者发
现，利用慢病毒构建基因载体，转染骨髓间充质干细
胞后，不影响骨髓间充质干细胞的表型［１５］。可见利用
基因工程原理， 构建基因过表达的骨髓间充质干细
胞也是提高“种子”有效分化的一种手段。 本研究正
是立足于这一点，构建 ＢＭＰ－２ 基因过表达质粒慢病
毒载体的骨髓间充质干细胞，制作新型“基因种子”，
为下面骨缺损的研究做准备。

另外，也有研究证明，抗生素 ／β－磷酸三钙 ／多孔
丝素蛋白支架可以修复修复兔桡骨骨缺损［１６］。 可以
发现， 多孔丝素蛋白支架具有良好的生物相容性和
抗菌性。 本研究采用多孔丝素蛋白支架联合骨髓间
充质干细胞共培养体系， 利用扫描电镜显微镜观察
丝素蛋白支架的表面结构，发现在不同的视镜中，支
架表面凹凸不平， 可以为骨髓间充质干细胞提供良
好的黏附部位。 这种发现与新近研究［１７－１８］相似，可以
证明研究设计方案的可行性。从本研究的结果来看，
不仅骨髓间充质干细胞可以很好黏附在丝素蛋白支

架表面， 而且可以分泌细胞外基质， 填充与支架间
孔， 为临床上骨缺损提供良好的自体来源的细胞基
质，这也是本研究的特色之一。另外，本研究发现，转
染 ＢＭＰ－２ 基因过表达载体后，干细胞分泌的细胞外
基质要多，而且经 ＥＤＸ 分析发现，转染 ＢＭＰ－２ 基因

过表达载体后， 骨髓间充质干细胞分泌的 Ｃａ２＋成分
比较多。另外，本研究体外实验中采用茜素红染色和
碱性磷酸酶染色发现，转染 ＢＭＰ－２ 基因过表达载体
后， 骨髓间充质干细胞向骨细胞分化的效率明显提
高。 而且，本研究利用兔子胫骨骨缺损模型，将丝素
蛋白支架＋转染 ＢＭＰ－２ 过表达载体骨髓间充质干细
胞复合物（实验组），丝素蛋白支架＋未转染骨髓间充
质干细胞复合物（对照组）植入骨缺损部位，利用 ＨＥ
染色探究对骨缺损的修复作用，发现丝素蛋白支架＋
转染 ＢＭＰ－２ 过表达载体骨髓间充质干细胞复合物
可以更好的发挥修复作用。
３． ３ 本研究的优缺点

本研究是将后基因组工程和组织工程相结合的

思路， 利用干细胞的生物相容性强的特点与组织工
程支架相结合， 以期为临床上骨缺损治疗提供新的
思路，具有一定的临床应用意义［１９－２０］。 然而本研究也
存在相关缺点：（１）转染方法的选择问题。 因为慢病
毒载体是一种灭活的 ＨＩＶ 病毒， 虽然转染效率较
高，但是安全性方面还需要进一步改进。 （２）丝素蛋
白支架的生物强度问题。 因为支架材料都是有一定
的使用强度和寿命的， 如何根据骨缺损的力学条件
调整材料的强度和韧度问题需要进行研究， 这也是
本课题组以后所要研究的方向。

综上所述， 丝素蛋白支架＋转染 ＢＭＰ－２ 过表达
载体骨髓间充质干细胞复合物可以促进 ＢＭＳＣ 向骨
细胞的分化作用， 并且分泌更多的含 Ｃａ２＋成分的细
胞外基质，从而发挥其促进骨缺损修复的作用。
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［１７］ 王震，梁大川，白洁玉，等 ． 慢病毒介导的 Ｓｏｘ９ 基因在兔骨髓
间充质干细胞的过表达促进软骨损伤修复 ［Ｊ］． 中国骨伤 ，

２０１５，２８（５）：４３３－４４０．
ＷＡＮＧ Ｚ，ＬＩＡＮＧ ＤＣ，ＢＡＩ ＪＹ，ｅｔ ａｌ． Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｏｘ９
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［１８］ 孟飞，吕成昱，张海宁，等． 转化生长因子－β３ 与基质金属蛋白
酶抑制剂－２ 联合转染兔骨髓间充质干细胞复合丝素蛋白 ／壳
聚糖生物支架修复兔软骨缺损［Ｊ］． 中华实验外科杂志，２０１５，
３２（７）：１５２２－１５２６．
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