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转化生长因子β1联合骨形态发生蛋白2诱导骨髓间充质干细胞 
体外向软骨细胞的分化★ 
张清林，吕惠成，吴一民 

In vitro differentiation from bone marrow mesenchymal stem cells into chondrocytes induced by 
transforming growth factor-beta combined with bone morphogenetic protein-2    

Zhang Qing-lin, Lü Hui-cheng, Wu Yi-min 

Abstract 
 
BACKGROUND: Multiple studies have reported that transforming growth factor-β1 (TGF-β1) induced differentiation from bone 
marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) into chondrocytes; however, reports addressing bone morphogenetic protein-2 
(BMP-2) inducing the differentiation remain less.  
OBJECTIVE: To verify the possibility and interaction of differentiation from BMSCs into chondrocytes induced by TGF-β1 and 
BMP-2. 
METHODS: BMSCs were derived from healthy Wistar rats using adherent methods. The BMSCs were assigned into four groups: 
TGF-β1+BMP-2, TGF-β1, BMP-2, and control groups. At 14 days after induction, alcian blue staining and dimethyl-methylene 
blue chromatometry were employed to determine the glycosaminoglycan (GAG) level, and immuno-histochemistry was used to 
detect the expression of specific type II collagen. 
RESULTS AND CONCLUSION: In the three experimental groups, alcian blue staining and type II collagen 
immunohistochemistry examinations showed that chondyocytes could express glycosaminoglycan (GAG) and type II collagen, 
and the GAG detection showed that the expression of GAG gene was significantly greater in the TGF-β1+BMP-2 group than in 
the TGF-β1 group and BMP-2 group (P < 0.05). TGF-β1 combined with BMP-2 was more effective for promoting the 
differentiation from BMSCs into chondrocytes, which might be used as the better source of the seed cells of cartilage tissue 
engineering. 
 
Zhang QL, Lü HC, Wu YM. In vitro differentiation from bone marrow mesenchymal stem cells into chondrocytes induced by 
transforming growth factor-beta combined with bone morphogenetic protein-2.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang 
Kangfu. 2010;14(24):4371-4375.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：国内外许多学者成功利用转化生长因子 β1 诱导骨髓间充质干细胞向软骨细胞分化报道较多，而对骨形态发生蛋白 2
作为诱导因子诱导骨髓间充质干细胞向软骨细胞分化的报道较少。 
目的：观察验证转化生长因子 β1 和骨形态发生蛋白 2 诱导骨髓间充质干细胞下向软骨细胞表型转化的可能性及相互作用。 
方法：取健康 Wistar 大鼠骨髓，采用贴壁法筛选获得骨髓间充质干细胞。按添加生长因子的不同分为 4 组：转化生长因子 β1+
骨形态发生蛋白 2 组，转化生长因子 β1 组，骨形态发生蛋白 2 组，对照组不添加任何生长因子。于诱导 14 d 后，分别进行阿

利新蓝染色和二甲基亚甲蓝比色法定性定量检测糖胺聚糖的分泌表达，免疫组织化学法检测软骨特异性Ⅱ型胶原的表达。 
结果与结论：3 个加入细胞因子的实验组在阿利新蓝染色和软骨特异性Ⅱ型胶原疫组化法检测中均有不同程度的阳性表达，

糖胺聚糖的定量检测中，转化生长因子 β1+骨形态发生蛋白 2 联合应用组的糖胺聚糖含量明显高于其他组(P < 0.05)。结果

提示转化生长因子 β1、骨形态发生蛋白 2 联合作用更能促进骨髓间充质干细胞向软骨细胞诱导分化，分泌软骨特异性基质，

有可能成为软骨组织工程较理想的种子细胞来源。 
关键词：骨髓间充质干细胞；软骨细胞；转化生长因子 β1；骨形态发生蛋白 2；软骨组织工程 
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0  引言 
 

目前，常用于修复软骨损伤的种子细胞多

为自身软骨细胞，由于软骨细胞属于增殖能力

极弱的终末未分化细胞,缺乏再生能力，因此自

体软骨细胞来源困难是束缚软骨细胞移植和软

骨工程学发展的主要问题之一[1]。 
骨髓间充质干细胞(bone marrow-derived 

mesenchymal stem cell，BMSC)在不同诱导条

件下具有向成软骨细胞、成骨细胞、神经细胞

等分化的潜能。与软骨细胞相比其来源不受限，

取材方便，对供体损伤小，易于分离培养及体

外增殖能力强，已成为软骨组织工程研究的热

点[2-4]。BMSCs在体外的定向分化受多种因素限

制，其中细胞生长因子的作用，以及细胞局部微

环境均是影响BMSCs 向软骨方向分化的重要因

素[5]。实验以转化生长因子β1 (transformating 
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growth factor betal，TGF-β1)、骨形态发生蛋白

2 (bone morphogenetic protein-2，BMP-2)作为

BMSCs向软骨细胞诱导分化的主要诱导因子，

比较单独及联合应用时，对诱导细胞Ⅱ型胶原

表达以及糖胺聚糖表达量的影响，探讨其在诱

导细胞分化过程中的相互作用。 
 
1  材料和方法 

 
设计：对比观察，细胞学体外实验。 
时间及地点：实验于2009-01/06在内蒙古

临床医学研究中心完成。 
材料：清洁级Wistar 大鼠20只，10~12周

龄，雌雄不拘，体质量100~150 g，由内蒙古大

学动物饲养中心提供(许可证号：SCXK(蒙) 
2009-0130)。实验过程中对动物处置符合2006
年科学技术部发布的《关于善待实验动物的指

导性意见》[6]。 
试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

BMSCs分离、培养及鉴定：无菌条件下取小

鼠股骨和肱骨，用含体积分数为15%胎牛血清

的低糖DM EM 冲出骨髓，接种于培养瓶中，

置于体积分数为5% CO2、37 ℃培养箱中培养，

此为原代细胞。48 h后更换培养液，去除未贴

壁悬浮细胞。每隔48 h用含体积分数为10% 胎
牛血清的DMEM 换液。倒置相差显微镜下观察

细胞铺满瓶底约80% 后即可传代。2.5 g/L胰蛋

白酶溶液消化细胞， 调整细胞浓度至1×108 L-1，

分瓶接种，继续培养。收集第3代的细胞，消化

后制备成细胞浓度为1×109个/L的细胞悬液，分

别以荧光素标记的CD34 mAb-F ITC、抗CD90 
mAb-F ITC对细胞行单色荧光染色(避光)，洗涤

后用流式细胞术进行检测，Cell2Quest软件分

析，同时用免疫组织化学法对鉴定骨髓基质干细

胞表面CD44的表达。 
体外定向诱导成软骨细胞培养及实验分组：将体

外扩增的第3代BMSCs 按1×108 L-1接种于置有

消毒盖玻片的6 孔板内制备细胞爬片，并行软骨

细胞定向诱导，基础诱导液为含50 μg/L地塞米松

的DM EM高糖无血清培养基。按添加生长因子的

不同分成3个实验组和对照组，其中，实验组分别

为：TGF-β1 + BMP-2组(TGF-β1 10 μg/L、
BMP-2 100 μg/L)；TGF-β1组(TGF-β1 10 μg/L)；
BMP-2 (BMP-2 100 μg/L)；对照组不添加任何

生长因子。每隔48 h换液1次，诱导14 d后，取

出盖玻片，用体积分数为95%冷丙酮固定盖玻

片，进行组织学染色。并收集各组细胞换液时的

培养液，进行糖胺聚糖含量的检测。 
阿利新蓝染色：各组于诱导14 d后取出细胞

爬片，在阿利新蓝-0.1 mol/L盐酸溶液中染色 
10 min，双蒸水冲洗2 min，梯度乙醇依次脱水，

二甲苯透明，中性树胶封固，倒置显微镜下观

察糖胺聚糖的分泌情况。 
Ⅱ型胶原免疫组织化学染色：细胞爬片用预温

的PBS液洗2次，丙酮/乙醇(1∶1)固定15 min，
PBS漂洗3次，体积分数3%过氧化氢孵育    
10 min，以兔抗鼠Ⅱ型胶原多克隆抗体进行常

规SP法免疫组织化学，室温下DAB避光显色，

梯度乙醇依次脱水，二甲苯透明，中性树胶封

固，光镜下观察爬片。 
DMB(二甲基亚甲蓝)比色法测定培养液中糖

胺聚糖的水平：各组细胞诱导培养14 d后各组

随机抽取10孔，二甲基亚甲蓝比色法检测吸光

度[7-8]，通过吸光密来检测细胞外基质糖胺聚糖

的分泌情况，从而反映加入诱导剂后BMSCs向
软骨细胞分化情况。 

主要观察指标：Ⅱ型胶原、糖胺聚糖的分

泌表达。 
设计、实施、评估者：实验设计由一、二、

三作者，实施由一、二作者，评估为第一、三

作者。作者均受过组织工程技术培训。 
统计学分析：由第一作者用SPSS 13.0统

计软件处理，结果以x
_

±s表示。多组比较采用方

差分析，组间两两比较采用q检验。P < 0.05为
差异具有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  倒置相差显微镜观察结果  刚接种的原

代BMSCs呈圆形或类圆形，与周围的血细胞相

混杂，大小不一，不能辨认细胞核。培养2 d首
次换液后，可见短梭形及多形性的细胞贴附在

瓶底，数量较少，散在分布。第三四天细胞开

始以集落方式生长，数量明显增多，见图1。 

试剂及仪器 来源 

DMEM 培养基             
地塞米松、阿利新蓝        
TGF-β1，BMP-2           
兔抗鼠Ⅱ型胶原单克隆抗体  
二甲基亚甲蓝              
CO2培养箱                
酶标仪                    
CA950-2 超净台            

Gibco-BRL 公司，美国 
sigma 公司，美国 
pepprotech 公司，美国 
北京博奥森生物公司 
Aldrich 公司，美国 
Heraeus 公司，德国 
TECAN 公司，美国 
上海净化仪器厂 
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Figure 1  Bone marrow mesenchymal stem cells were in 
spindle-shaped colony growth at 4 d after primary 
culture (×100) 

图 1  BMSC 原代培养 4 d 细胞呈集落梭形生长(×100) 

Figure 2  Cells in the experimental group were 
polygonal-shaped and showed aggregated growth 
trends at 10 d after induction (×100) 

图 2  实验组诱导 10 d 细胞向多角形、转化出现聚集生长的
趋势 (×100) 

Figure 3  Flow cytometry analysis demonstrated that most of 
bone marrow mesenchymal stem cells expressed 
CD90, but a very small number of cells expressed 
CD34 

图 3  流式细胞仪检测分析 MSCs 大部分细胞表达 CD90，
极少量细胞表达 CD34 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

随着培养时间延长，集落逐渐增大，八九天细胞可

达90%的汇合，无接触抑制现象，细胞平行排列或漩涡

状生长。传代后细胞很快贴壁，增殖迅速，呈长梭形，

散在均匀分布，不再呈集落样生长，两三天可达

80%~90%的汇合。实验组形态逐渐由长梭形向多角形

转化，同时出现聚集生长的趋势，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
    对照组细胞基本保持长梭形，增殖能力旺盛，无聚

集生长趋势。 
2.2  BMSCs的鉴定   培养的大鼠第3代BMSCs的
CD90阳性率：95.5%，CD34阳性率：0.21%，符合实

验要求，见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

2.3  阿利辛蓝染色结果  3个添加生长因子组阿利辛

蓝染色结果阳性反应，细胞呈蓝色多角型，细胞轮廓清

晰可见，图4a；对照组极少量细胞呈蓝色，图4b。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
    

 
 
2.4  Ⅱ型胶原免疫组织化学染色结果  诱导组细胞Ⅱ

胶原免疫组织化学染色结果呈阳性反应，细胞浆呈棕褐

色，说明诱导组表达了软骨细胞的表型Ⅱ型胶原蛋白，

可证实为软骨细胞，图5a。对照组为阴性反应，未见棕

褐色细胞，图5b。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
    

 
 
2.5 Ⅱ 型 胶 原 免 疫 组 织 化 学 染 色 灰 度 值 分 析  
MetaMorph显微图像分析系统分析4组细胞Ⅱ型胶原染

色灰度值分析结果，见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1  各组细胞Ⅱ型胶原染色灰度值分析结果 
Table 1  Gray value analysis results of type Ⅱ collagen 

staining in each group                  (x
_

±s, n=10)

aP < 0.05, vs. other groups; TGF-β1: transforming growth factor-β1; 
BMP-2: bone morphogenetic protein-2 

Group  Gray value 

Control  
TGF-β1 
BMP2  
TGF-β1 + BMP-2  

5.060 1±1.002 
38.286 3±2.326 
17.793 8±1.235 
68.536 8±5.922a 

Figure 4  Alcian blue staining-positive reaction was observed in 
the three experimental groups (a), cells were blue 
(arrow), but a very small number of cells were blue in 
the the control group (b) (×100) 

图 4  添加生长因子 3 个组(a)阿利辛蓝染色结果阳性反应，细
胞呈蓝色多角型(如箭头所示)，对照组(b)极少量细胞呈
蓝色(×100)

a b 

Figure 5  Type Ⅱ collagen immunohistochemical staining 
showed positive reaction, and cytoplasm was brown 
(a), but the control group was negative, and no brown 
cells were observed (b) (×100) 

图 5  诱导组细胞Ⅱ胶原免疫组织化学染色结果呈阳性反应，
细胞浆呈棕褐色(a)，对照组为阴性反应，未见棕褐色细
胞(b)(×100) 

a b 
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2.6 各组糖胺聚糖的定量检测结果  与对照组[(6.86+ 
0.25) μg/孔]比较，各实验组糖胺聚糖含量均有明显增加

(P < 0.05)；实验组中TGF-β1 + BMP-2联合应用组的糖

胺聚糖含量明显高于TGF-β1、BMP-2单独诱导组

[(69.90±0.76)，(36.65±0.52)，(49.12+0.39) μg/孔，P < 
0.05]，BMP-2诱导组的糖胺聚糖的水平高于TGF-β1诱
导组(P < 0.05)。说明TGF-β1 + BMP-2联合应用诱导后

BMSCs分泌特异性软骨外细胞质中糖胺聚糖的量较对

照组和TGF-β1、BMP-2单独诱导组明显增加。 
 

3  讨论 

 
软骨缺损的修复长期以来是临床上所面临的难题

之一，小面积的软骨缺损一般行损伤软骨切除术或穿透

性治疗，暴露下方的松质骨，使骨髓中的间充质干细胞

向上迁移而修复缺损，这也只能在一定程度上缓解疼

痛，且当软骨缺损直径大于4 mm时已很难修复[9-10]。近

年来随着组织工程技术的出现为软骨缺损的修复带来

了曙光，它通过分离及培养所需的种子细胞、选择适合

的生物支架材料、最后构建组织工程化软骨到缺损部位

而完成治疗目的，目前骨髓间充质干细胞及其在软骨修

复方面的研究已取得较大进展[11-15]，已有报道用骨髓基

质干细胞构建组织工程软骨应用于临床的例子[16-17]。

BMSCs是存在于骨髓中的非造血干细胞，在不同诱导

条件下具有向成软骨细胞、成骨细胞、脂肪细胞等分化

的潜能[18-21]。     
Swieszkowski等[22]用人骨髓来源的间充质干细胞

分别向成软骨和成骨方向诱导来构建出骨软骨复合体，

近年来向软骨细胞的导向分化一直都是研究的热点，在

体内环境下，BMSC可根据体内微环境信号的指令分化

为软骨细胞和其他多种细胞，但这种分化具有随机性，

且分化效率很低，同时体内环境的复杂性，研究个体的

差异性都限制了BMSC向软骨细胞分化的研究。在此条

件下，对BMSC向软骨细胞分化的研究逐渐转向体外，

大量试验研究表明可以通过改变细胞密度、加入细胞因

子以及提供适宜的培养条件来促进骨髓间充质干细胞

向软骨细胞的分化。 
软骨主要由胶原纤维和蛋白聚糖构成，而软骨细

胞的主要功能是分泌胶原蛋白和酸性粘多糖[23]，其中

Ⅱ型胶原占大部分，它和糖胺聚糖是软骨细胞的特征

性标志[24]。本实验用TGF-β1、BMP-2联合诱导BMSCs
向软骨细胞分化，诱导14 d后，可见细胞由长梭形变为

多角形，阿利新蓝染色阳性显示分化的细胞分泌糖胺聚

糖，Ⅱ型胶原免疫组织化学染色阳性证实诱导后的细胞

有Ⅱ型胶原表达；以上结果分别从细胞形态、粘多糖和

胶原蛋白水平证实了软骨细胞的存在，说明该两种细胞

因子均可单独诱导BMSCs向软骨细胞分化。同时作者

用DMB比色法定量检测各组糖胺聚糖的分泌，结果说明

TGF-β1、BMP-2联合诱导优于单独诱导组，二者联合

诱导更有助于MSCs向软骨细胞分化。 
细胞因子在BMSCs向软骨细胞诱导分化过程中起

着重要的作用，目前发现的具有体内体外促进软骨分化

的细胞因子主要有TGF-β、胰岛素样生长因子、BMP、
软骨源性发生蛋白等，其中国内外许多学者成功利用

TGF-β1诱导BMSCs向软骨细胞分化，而对BMP-2作为

诱导因子诱导BMSCs向软骨细胞分化的报道较少。 
国内学者李中华[25]成功利用BMP-2作为诱导因子

在单层细胞培养模式下诱导BMSCs向软骨细胞分化。

Cooch等[26]发现，骨形态发生蛋白2、蛋白12 和蛋白13 
均能促进软骨组织形成。TGF-β能诱导转化为软骨细

胞，同时对软骨细胞的分化和功能具有双向调节作用，

促进未分化或分化早期软骨细胞合成、增殖、分化及细

胞外基质的合成，抑制成熟软骨细胞的增殖和分化，主

要作用于诱导的早期阶段，一般认为TGF-β1可以通过

Smad信号传导通道向细胞提供一个具有活性的磷酸根，

调节Ⅱ型胶原的表达[27]。近年来研究证实BMP在体内通

过与受体结合，使Smad蛋白磷酸化并释放，进入细胞核，

启动特定基因的转录与表达，从而进行成骨和成软骨分

化。而BMP-2也称为骨生发蛋白2是关节软骨组织工程中

重要的组织生长因子，该因子被认为调控着软骨细胞的

细胞周期循环并与干细胞的分化调控有关[28]，BMP-2具
有促进软骨基质的合成与分泌作用，特别对糖胺聚糖的

合成起着重要作用，BMP-2能够引起Sox9和Noggin表
达的明显上调，研究显示通过Sox9控制Noggin是软骨

细胞分化一个有力的调节机制[29]。 
实验应用TGF-β1、BMP-2作为诱导因子成功诱导

BMSCs向软骨细胞分化，BMSC定向软骨细胞分化是一

个复杂的过程，许多因素决定其转归，包括三维立体培

养环境等[30]。生长因子对细胞的作用不是单一的过程，

是一种网络式的调节，生长因子对细胞作用的量效关

系、时效关系、细胞因子之间的相互作用及反馈调节尚

需进一步研究。因此，合理有效的利用细胞生长因子在

体外促进BMSCs的增殖、分化，表达软骨细胞表型，

在软骨组织工程中有着不可替代的作用。 
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来自本文课题的更多信息--  

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题的创新性：以往对于骨髓间充质干细胞向软骨细胞

的诱导的因子多集中于转化生长因子 β1 的研究，对骨形态

发生蛋白 2 的研究多集中于其成骨效应上，近年来有的文

献报道骨形态发生蛋白 2 也可具有成软骨效应，其软骨效

应多集中在对糖胺聚糖的分泌上，而转化生长因子 β1 的成

软骨效应在Ⅱ型胶原的表达上要强一些。所以课题设计的创

新之处在于同时应用转化生长因子 β1 和骨形态发生蛋白 2
两种诱导因子进行诱导，来发挥其协同效应从而取得更为理

想的诱导效果。 

课题评估的“金标准” ：目前国内外文献报道评价骨髓

间充质干细胞向软骨细胞分化的标准有二，即Ⅱ型胶原表达

和糖胺聚糖的表达。 

设计或课题的偏倚与不足：转化生长因子 β1 和骨形态

发生蛋白 2 两种因子之间的协同效应机制还有待进一步从

生物信号传导方面进行研究,此外实验未对剂量-效应关系

进行对照研究，需在后续实验中深入分析。 

提供临床借鉴的价值：实验结果对临床上软骨种子细胞

的来源提供实验理论依据，且提供一种更为理想软骨细胞诱

导条件培养基。 


