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人骨形成蛋白4基因腺相关病毒及绿色荧光蛋白基因腺相关病毒 
体外诱导成骨的比较*△ 

赵希春1，董智勇1，郑召民2，邝冠明△3 

AAV-hBMP-4 versus AAV-EGFP for osteogenic induction of rabbit bone marrow mesenchymal 
stem cells in vitro    

Zhao Xi-chun1, Dong Zhi-yong1, Zheng Zhao-min2, Kuang Guan-ming3   

Abstract 
 
BACKGROUND: The releasing speed of human bone morphogenetic protein (hBMP) is not consistent with the new bone 
formation, thus, it is necessary to adjust the BMP release speed by suitable vector.   
OBJECTIVE: To determine osteogenic effects of transfection of adeno-associated virus (AAV)-hBMP-4 and AAV-enhanced 
green fluorescent proteins (EGFP) on rabbit bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) in vitro.   
METHODS: The BMSCs were cultured using total bone marrow method, and then the cells were transfected with AAV-hBMP-4 
and AAV-EGFP, respectively, with 5×104 infection value. After that, the differences of osteogenic effects of 2 groups were 
compared by observing cell morphological changes, alkali phosphatase staining, Von Kossa staining, alizarin bordeaux staiing 
and alkali phosphatase content.  
RESULTS AND CONCLUSION: The ossification of BMSCs was obviously observed after transfected with AAV-hBMP4, which was 
identified by alkali phosphatase staining, Von Kossa staining and alizarin bordeaux staining. No similar changes were observed in the 
AAV-EGFP group. The content of alkali phosphatase was greater in the AAV-hBMP4 group than that of the AAV-EGFP group (P < 
0.01). The results demonstrated that AAV-EGFP transfected BMSCs presented notably osteogenic activity.   
 
Zhao XC, Dong ZY, Zheng ZM2, Kuang GM. AAV-hBMP-4 versus AAV-EGFP for osteogenic induction of rabbit bone marrow 
mesenchymal stem cells in vitro. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(20): 3637-3640.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：由于骨形成蛋白的释放速度与新骨生长速度不匹配，单纯应用骨形成蛋白的效果尚不理想，因此，应有合适的载体

来调节骨形成蛋白的释放速度。 
目的：观察重组人骨形成蛋白 4 基因腺相关病毒及绿色荧光蛋白基因腺相关病毒诱导兔骨髓间充质干细胞向成骨方向分化

的作用。 
方法：全骨髓法培养兔骨髓间充质干细胞，分别应用人骨形态形成蛋白 4 基因腺相关病毒载体及绿色荧光蛋白基因腺相关

病毒转染兔骨髓间充质干细胞，设定感染复数值为 5×104
，观察两组细胞形态改变，分别行碱性磷酸酶染色、Von Kossa

染色、茜素红染色及碱性磷酸酶含量测定，比较两组成骨活性差异。 
结果与结论：人骨形态形成蛋白 4 基因腺相关病毒组转染骨髓间充质干细胞后，细胞形态呈现典型的成骨改变，碱性磷酸

酶染色及 Von Kossa 染色、茜素红染色均出现成骨的特征性改变。绿色荧光蛋白基因腺相关病毒组未观察到上述改变。人

骨形态形成蛋白 4 基因腺相关病毒组碱性磷酸酶含量高于绿色荧光蛋白基因腺相关病毒组(P < 0.01)。提示人骨形态形成蛋

白 4 基因腺相关病毒转染骨髓间充质干细胞后，骨髓间充质干细胞表现出更加明显的成骨活性改变。 
关键词：人骨形成蛋白；绿色荧光蛋白；腺相关病毒；骨组织工程；骨髓间充质干细胞 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.20.007 
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0  引言 

 

基因治疗的兴起为骨组织工程提供了新的

研究思路，重组人骨形成蛋白4(human bone 

morphogenetic protein 4, hBMP4)基因及腺相

关病毒载体(adeno-associated virus，AAV)引

起了研究者的极大关注。腺相关病毒因其具有

高效感染靶细胞、长期稳定表达外源基因以及

安全性好等特点，有望成为骨组织工程领域中

理想的病毒载体[1]。hBMP4因其高效成骨诱导

活性，在脊柱融合及骨缺损治疗中日益受到关

注[2]。而目前相关的研究尚存缺陷，无法有效评

价AAV-hBMP4促进成骨的能力。 

 

1  材料和方法 

 

设计：对比观察基因转染实验。 

时间及地点：于2005-06/2006-12在中山

大学附属第一医院骨科研究所完成。
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材料：2月龄雄性新西兰大白兔12只，由中

山大学实验动物中心提供及饲养。实验过程中

对动物处置符合动物伦理学标准。 

实验用试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法：     

AAV-hBMP4构建：由本课题组采用武志坚等

及杨辉等[3-6]报告的方法构建完成。 

兔骨髓间充质干细胞分离培养：采用全骨髓法

分离培养获得[7-8]。注射器肝素化后自兔双侧胫

骨结节内侧0.5 cm处各抽取骨髓约2.5 mL，加入

相同体积的DMEM液，转入离心管，1 200 r/min

离心8 min，弃上清及脂肪层，加入含体积分数

10%FBS的DMEM液5 mL，充分混匀，按

1×106/cm2密度接种于25 cm2培养瓶中，置于

37 ℃、体积分数5% CO2饱和湿度的CO2孵箱

中培养。48 h半量换液，弃去未贴壁细胞及红

细胞，以后每72 h换液1次，换液2次后杂细胞

显著减少。原代培养10~12 d后细胞达80%融

合，含0.02%EDTA的0.25%胰蛋白酶消化后传

代培养。行流式细胞仪表面抗原及成骨诱导鉴

定。选取生长状态良好的第3代细胞进行转染

实验。 

病毒转染方法：采用随机、对照原则，选取

生长状态良好的细胞，接种至12块24孔板中进

行实验，随机分为2组，分别采用AAV-hBMP4

及AAV-EGFP进行细胞转染实验。取生长状态

良好的第3代细胞，0.25%胰蛋白酶消化记数

后，接种到24孔板，每孔均匀接种105个，普通

培养液培养至80%融合，进行病毒转染。实验

按本课题组前期研究确定的感染复数值转染细

胞，感染复数值为5×104[7-8]。计算各孔需要加

入的病毒量(病毒滴度为6×1011 vg/mL)，将所需

的病毒分别加入无血清DMEM中，每孔加入的

液体总量为200 μL，分别滴加至各孔，摇匀使

病毒液与细胞充分接触，置于37 ℃、体积分数

5% CO2饱和湿度的CO2孵箱中培养，每25 min

取出摇匀1次。2 h后吸出病毒液，加入普通培

养基，常规培养，3 d换液1次。待细胞达到80%

融合时传代。 

两组转染后对细胞形态学的影响：于转染后7，

14 d倒置相差显微镜观察细胞形态改变，并进

行以下检测观察成骨分化。 

成骨染色： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

设计、实施、评估者：由全体作者共同完

成。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS 11.5

统计学软件进行分析，组间比较采用t 检验，  

P < 0.05认为差异有显著性意义。 

  

2  结果 

 

2.1  细胞形态改变  见图1。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    AAV-hBMP4转染组及AAV-EGFP转染组

细胞，于转染后7，14 d倒置相差显微镜观察，

可观测到两组细胞形态差异较大。AAV-hBMP4

组于7 d可观察到细胞形态发生改变，呈多角形，

试剂 来源 

LG-DMEM  

标准胎牛血清配制成体积 

分数 10%的 DMEM 培养液  

0.25%胰蛋白酶,含 0.02%EDTA 

碱性磷酸酶染色及检测试剂盒  

Von Kossa 染色试剂盒  

重组增强型绿色荧光蛋白基因的 

腺相关病毒载体   

Gibco 公司 

兰州民海生物公司 

 

Sigma 公司 

南京建成生物制品公司

南京建成生物制品公司

八六三国家病毒研究

基地本元正阳公司

Figure 1  Morphological changes of cells at 14 days 
after transfection 

图 1  转染后 14 d 两组细胞形态变化 

a: Ossification in the 
AAV-hBMP4 group (×200)   

b: No changes in the 
AAV-EGFP group (×40)  

碱性磷酸酶染色[7-8]： 

取 2 组细胞转染后 7，14 d 的细胞爬片，PBS 冲洗后

丙酮固定，采用改良 Kaplow 法进行碱性磷酸酶染色，

苏木精复染，观察碱性磷酸酶分泌。 

 

Von Kossa 法钙结节染色[7-8]： 

按 Von Kossa 染色试剂盒说明行 Von Kossa 染色，

Mayer’s 苏木精复染，观察细胞钙盐沉积情况，判断

细胞成骨活性。 

 

茜素红染色[7-8]： 

用 PBS 冲洗培养的待测骨髓间充质干细胞，1%茜素

红(体积分数 2%乙醇配置)染色 5 min，用水冲洗 5 次，

观察染成红色的钙化沉积。 

 

碱性磷酸酶活性测定： 

分别收集 2 组细胞转染后 3 d 细胞上清，每组样本数

为 6，按碱性磷酸酶检测试剂盒说明处理上清，比色

仪测定(520 nm，1 cm 光径比色)，计算细胞上清中碱

性磷酸酶活性。 
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高倍视野下可见胞浆内出现大量棕褐色颗粒；14 d后可

见细胞呈复层生长，胞浆内棕褐色颗粒较前次观察更为

明显，见图1a。AAV-EGFP组仅见细胞收缩，边缘不规

则，无成骨细胞分化的特异性改变，见图1b。 

2.2  碱性磷酸酶染色结果  见图2。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

AAV-hBMP4 组转染后 7 d 碱性磷酸酶染色可见大

部分染色的细胞呈阳性反应，胞浆内出现大量棕黑色细

小均匀颗粒，胞外出现散在的黑染颗粒；转染后 14 d

出现染色呈强阳性的大多角性细胞，胞浆内棕黑色颗粒

数量较前明显增多，见图 2a。细胞周围黑染颗粒明显增

多，细胞聚集区出现大块黑色浓染区，提示细胞碱性磷

酸酶分泌旺盛，呈现典型的成骨细胞表现。AAV-EGFP

组未出现上述改变，见图 2b。 

2.3  Von Kossa法钙结节染色结果  见图3。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AAV-hBMP4组转染后7 d Von Kossa染色可见大部

分细胞胞浆内出现均匀黑染的钙盐沉积区；14 d染色可

见细胞呈集落生长并出现钙结节，细胞间形成致密的不

透光团快，出现大块片状黑染区，着色区域范围广，面

积大，见图3a，细胞表现明显的成骨活性。而对照

AAV-EGFP组细胞胞浆内及细胞外均无此棕黑色染色

区，见图3b。 

2.4  茜素红染色结果  AAV-hBMP4组转染后7 d茜素

红染色可见大部分细胞胞浆内出现均匀红染的钙盐沉

积区；14 d染色可见细胞呈集落生长并出现红染的钙结

节，细胞间形成致密的不透光团快，出现大块片状红染

区，见图4a，细胞表现明显的成骨活性。而对照

AAV-EGFP组细胞胞浆内及细胞外均无此钙结节红染

区，见图4b。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  碱性磷酸酶活性测定  两组细胞转染后3 d的细胞

上清，计算出各组不同样本的碱性磷酸酶活性。

AAV-hBMP4组为(84.18±3.83) nkat，AAV-EGFP组为

(34.51±1.00) nkat，两组间比较差异有显著性意义

(t=2.179，P < 0.01)。 

 

3  讨论 

 

能够促进骨愈合及脊柱融合的生长因子很多，转化

生长因子β超家族成员骨形成蛋白在细胞生长及骨形成

过程中扮演关键的角色，因而一直处于研究的重点[9]。

在 已 发 现 的 20 余 种 BMPs 中 ， BMP2 、 BMP4 、

BMP7(OP-1)的骨诱导能力最强[10-17]。尤其是BMP4因

子，最近引起了研究者的极大关注[2,18]。 

然而，由于BMP的释放速度与新骨生长速度不匹配，

单纯应用BMP的效果尚不理想，因此，应有合适的载体

来调节BMP的释放速度。应用基因工程技术将BMP 基因

重组入宿主细胞基因组中，使BMP获得持续的表达是这

一领域中重要的突破方向[19]。反转录病毒介导的基因转

移技术在欧美已用于某些遗传性疾病和骨外疾病的基因

治疗[20]。但它只整合入增殖期的靶细胞，插入突变的可

能性较大，限制了其进一步应用。腺病毒载体具有较大

的宿主范围，目前在基因治疗的研究中较多[21-22]。但重

组腺病毒仅存在于细胞浆中而不能整合入靶细胞染色

体，外源基因只能瞬时表达。这促使人们寻找其他更适

合BMPs表达的病毒载体,相关的研究也逐渐展开。AAV

逐渐引起了人们的重视。AAV基因组可以整合入宿主

细胞的基因组DNA中，保证了外源基因长期稳定表达；

该病毒载体可整合入分裂及非分裂期细胞，宿主范围

Figure 2  Results of modified Kaplow alkali phosphatase stain-
ing (×400) 

图 2  改良 Kaplow 法碱性磷酸酶染色结果(×400) 

b: Day 14 of the AAV-EGFP 
group 

a: Day 14 of the AAV-hBMP4 
group   

Figure 3  Results of Von Kossa staining 
图 3  Von Kossa 染色结果   

b: Day 14 of the AAV-EGFP 
group (×400) 

a: Day 14 of the AAV-hBMP4 group
(×400)   

Figure 4  Results of alizarin bordeaux staining 
图 4  茜素红染色结果  

a: Day 7 of the AAV-hBMP4 
group (×200)             

b: Day 14 of the AAV-EGFP 
group (×200) 
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较宽[1，3，8-9]，因而可能是目前所知骨组织工程领域中最

合适的病毒载体之一。 

实验综合上述两个方面的研究成果，选取基于人

BMP-4基因以及AAV载体构建的重组人骨形态形成蛋

白4基因腺相关病毒载体，以同法构建的AAV-EGFP作

为对照病毒，分别转染种子细胞骨髓间充质干细胞，比

较其体外诱导成骨的作用，初步探讨AAV-hBMP-4应用

于骨组织工程的前景。 

实验设计中选用AAV-EGFP作为对照组，选取此组

的目的在于其与实验组相比，细胞、病毒载体构建方法、

转染方法均相等，仅携带的目的基因不同，实验条件最

接近，可以有效地排除非实验因素的干扰，突出实验因

素(hBMP-4)的作用，减少偏倚，结果对比更具说服力和

可信性。AAV-hBMP-4转染骨髓间充质干细胞，相对于

对照组，细胞形态由梭形逐渐向多角性、立方形转化，

呈现明显的成骨改变；碱性磷酸酶的表达亦较对照组明

显增高，形成的钙结节数量多，体积大。随着转染时间

的延长，上述特征性改变更趋显著。研究表明，转染

AAV-hBMP-4的细胞BMP-4表达增高，通过自分泌和(或)

旁分泌作用加速骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化。 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：教育部霍英东教育基金“优选资助课题”
(94020)“转 BMP-4 基因的骨祖细胞 D1BAG 促进脊柱融合
的研究”。 

利益冲突：无相关利益冲突。 

课题的创新点：课题创新地以绿色荧光蛋白为对照，研
究探讨骨形成蛋白促进种子细胞—骨髓间充质干细胞诱导
分化成骨的作用。应用基因转染技术来实现细胞因子蛋白质
的有效表达，达到诱导种子细胞分化，促进成骨的作用。 

课题评估的“金标准” ：目前体外成骨研究中评价成
骨的指标主要为碱性磷酸酶染色、Von Kossa 染色、茜素红
染色及碱性磷酸酶含量测定。本课题主要结果指标评价均采
用上述公认的“金标准”。 

设计或课题的偏倚与不足：因本课题组构建的病毒量所
限及需进行后续试验，实验组及对照组样本量偏小，实验结
果可能存在偏倚。 

提供临床借鉴的价值：在本实验的基础上行体内成骨实
验，人骨形成蛋白 4 高效转染骨髓间充质干细胞后，复合
胶原载体，可以在体内成骨局部长期高效分泌具有全部生物
活性的人骨形成蛋白 4 因子，获得与自体骨相近的成骨微
环境，启动骨诱导，促进体内成骨及脊柱融合。指导进行临
床前期研究。 

 


