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Adenovirus mediated bone morphogenetic protein-2 gene transfection of bone marrow
mesenchymal stem cells combined with nano-hydroxyapatite to construct bone graft material in
vitro
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Abstract

BACKGROUND: With advanced tissue engineering and gene engineering technologies, gene enhanced tissue engineered bone
provides prosperous application for the repair of bone deficits.
OBJECTIVE: To study the adhesion, proliferation and expression of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) on
nano-hydroxyapatite (Nano-HA) bone graft material after transfection of adenovirus-mediated human bone morphogenetic
protein-2 expression vector (Ad-BMP-2).
METHODS: BMSCs were transfected using Ad-BMP-2. Immunohistochemistry and Western blot were used to detect BMP-2
expression in transfected cells. After transfected 48 hours, cells were inoculated on Nano-HA bone graft material evenly,
scanning electron microscopy was used to observe the adhesion status of cells on material, and MTT test was used to assay the
proliferation of transfected BMSCs. Cells adhered on material were gathered on days 3, 5, 7, Western blot was used to detect the
expression of BMP-2 of the adhered cells.
RESULTS AND CONCLUSION: After transfection, BMP-2 protein was highly expressed in BMSCs; Using scanning electron
microscopy, the transfected BMSCs were seen to grow well around or in pores of the Nano-HA bone graft material, and
proliferated. MTT test assay showed that, the Nano-HA bone graft material couldn’t inhibit in vitro proliferation of BMSCs. The
transfection cells adhered on composite had a higher BMP-2 protein expression. Results demonstrated that
Ad-BMP-2-transfected BMSCs are well biocompatible to Nano-HA bone graft material, the transfected cells in material can
secrete BMP-2 stably for a long time.

Huang JF, Wang DP, He CL, Yang XJ, Liu LJ, Chen HX, Peng LQ. Adenovirus mediated bone morphogenetic protein-2 gene
transfection of bone marrow mesenchymal stem cells combined with nano-hydroxyapatite to construct bone graft material in vitro.
Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(38): 7031-7036. [http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：随着组织工程和基因工程技术迅速发展，基因增强的组织工程骨为临床治疗骨缺损带来美好的前景。

目的：观察经腺病毒介导的人骨形态发生蛋白 2表达载体(Ad-BMP-2)转染后的兔骨髓间充质干细胞在纳米羟基磷灰石植骨

材料上的黏附、增殖及骨形态发生蛋白 2的表达情况。

方法：用Ad-BMP-2转染兔骨髓间充质干细胞，免疫组化、蛋白印迹法检测转染后细胞内骨形态发生蛋白 2的表达情况。将转

染 48 h的细胞均匀接种到纳米羟基磷灰石植骨材料上，扫描电镜观察细胞黏附状况，并采用 MTT比色法测定骨髓间充质干细

胞的增殖情况；消化收集黏附植骨材料上第 3，5，7天的细胞，蛋白印迹检测黏附材料上细胞骨形态发生蛋白 2的表达。

结果与结论：转染后，骨髓间充质干细胞内骨形态发生蛋白 2有高表达；扫描电镜见转染细胞在纳米羟基磷灰石材料孔隙

周围及孔隙内黏附生长良好并大量增殖，MTT分析结果显示，纳米羟基磷灰石对骨髓间充质干细胞的体外增殖无抑制作用，

复合后骨形态发生蛋白 2有较高表达。结果表明经 Ad-BMP-2转染后的骨髓间充质干细胞与纳米羟基磷灰石植骨材料生物

相容性好，细胞在材料上能稳定长效地分泌骨形态发生蛋白 2。
关键词：腺病毒载体；骨形态蛋白；纳米羟基磷灰石；骨髓间充质干细胞；组织工程骨
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0 引言

长期以来，在生物材料及临床骨科研究领

域，骨缺损的修复一直是一个重要课题，然而

迄今为止，创伤、感染和肿瘤切除后所造成的

大节段骨缺损的修复问题仍未得到有效的解

决。随着组织工程和基因工程技术迅速发展，

以种子细胞与生物材料相结合的骨组织工程

及以重组DNA为核心的细胞基因修饰技术的

联合应用为临床治疗骨缺损带来美好的前景。

骨组织工程的种子细胞可来源于骨外膜、骨松
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质、骨髓和骨外其他组织，其中骨髓间充质干

细 胞 (bone marrow mesenchymal stem
cells,BMSCs)的来源广、取材创伤小、增殖

快 [1-2]，已成为骨组织工程首选的种子细胞。骨

形态发生蛋白2(bone morphogeneticprotein-
2，BMP-2)在骨修复过程中可促进成骨细胞增

殖、基质分泌和血管化，在体外、体内异位均

可诱导骨形成[3-4]。但是天然BMP-2提取困难、

重组人BMP-2不能耐受37 ℃ 的体内环境、半

衰期短难以维持有效浓度等不足使其应用受到

限制。BMP-2转基因诱导成骨可实现一定时间

内的BMP-2持续表达，克服直接应用的不足。

目前，病毒型和非病毒型BMP-2表达载体都已

被用于BMP-2基因转移诱导成骨研究，其中腺

病毒介导的BMP-2转基因方法被认为是其中最

有效的手段[5]。本实验将腺病毒介导的人骨形态

发生蛋白2表达载体 (Ad-BMP-2)转染后的兔

BMSCs复合纳米羟基磷灰石(Nano-HA)植骨材

料上，探讨Nano-HA植骨材料作为转染后

BMSCs载体的可行性。

1 材料和方法

设计：细胞-材料学，体外观察实验。

时间及地点：实验于2009-10在深圳市第

二人民医院中心实验室完成。

材料：

实验动物：新西兰大白兔6只，3~5月龄，体

质量2.0~2.5 kg，雌雄不限，购自南方医科大学

实验动物中心。实验过程中对动物的处置参照

国家科学技术部2006年发布的《关于善待实验

动物的指导性意见》[6]。

Nano-HA植骨材料：由深圳市第二人民医院组

织工程实验室与中南大学粉末冶金工程研究中心

联合研制，为长方体状条块，7 mm×7 mm×
15 mm，孔隙率约90%，孔隙直径为 100~
250 μm，见图1，2。

主要试剂及仪器：

方法：

兔BMSCs的分离培养：氯胺酮静脉麻醉后于

兔胫骨结节处穿刺，抽取骨髓液4 mL。采用密

度梯度离心法联合贴壁法分离培养BMSCs[7]，
10 d时细胞长至80%汇合时吸掉原培养基，用

0.25%胰蛋白酶消化，按1︰2的比例传代培养。

取第3代细胞用于以下实验。

诱导BMSCs分化成骨细胞：取第3代BMSCs
以6×103/cm2的密度接种于放置有无菌盖玻片

的6孔培养板中，当细胞长满50%~60%时，成

骨诱导实验组将培养基更换为含体积分数为

10%胎牛血清的L-DMEM培养液，其中含成骨

诱导液 (抗坏血酸50 mg/L，β-甘油磷酸钠

10 mmol/L，地塞米松10-8 mol/L)；以后每2 d
换诱导液1次，诱导3周。

Ad-BMP-2/GFP转染兔BMSCs：第3代融合率

为80%左右的细胞，更换无血清的培养液孵育

4 h后吸出培养液，根据病毒滴度以感染倍数

(multiplicity of infection，MOI)50、100、200感

Figure 1 Nano-hydroxyapatite artificial bone
under inverted microscope (×400)

图 1 Nano-HA 人工骨于倒置显微镜下(×400)

Figure 2 Nano-hydroxyapatite artificial bone
under scanning electron microscope
(20 kV, ×200)

图 2 Nano-HA人工骨于扫描电镜下(20 kV，
×200)

主要试剂及仪器 来源

Ad-BMP-2及腺病毒

绿色荧光载体(Ad-GFP)
深圳市第二人民医院组织

工程实验室构建与保存

Trizol Reagent Invitrogen公司

DMEM-LG及胎牛血清、

Percoll分离液、胰蛋白酶、

双抗

Hyclon公司

地塞米松、β-甘油磷酸、

抗坏血酸、MTT液及

二甲基亚砜

Sigma公司

鼠抗人Ⅰ抗、

羊抗鼠Ⅱ抗 IgG-HRP
Santa Cruz公司

S-P超敏试剂盒 福州迈新生物公司

通用型 ECL免疫印迹

化学发光溶液

GENMED公司
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染BMSCs，转染后不加培养液放置培养箱中培养1 h，每

15 min轻轻摇动培养瓶，1 h后换含体积分数为10%血清

的正常培养液继续培养。同等条件下用Ad-GFP转染孵育

的细胞，48 h后荧光显微镜 (德国Leica)下观察转染

Ad-GFP的BMSCs绿色荧光蛋白的表达，以此间接反应

BMP-2成熟肽的表达及转染效率，来确定最适感染倍数。

免疫组化检测转染后细胞BMP-2的表达：转染细胞消化

后爬片、固定，按S-P免疫组化试剂盒进行操作，DAB
显色。

Western-blot检测转染后细胞BMP-2的表达：分别于转

染后24，48，72 h取约106个细胞用TRIzol提取转染后

不同时期细胞的蛋白；10%SDS-PAGE凝胶电泳(Biorad
垂直电泳仪)，15 μL上样，120 V，电泳60 min；30 V
电压转印30 min (Biorad SD 型半干转膜仪)；1%BSA
4 ℃封闭过夜；分别用一抗、二抗(均用1%BSA 1︰
1 000稀释)孵育1 h，0.1%Tween-PBS各洗涤3次，每次

3 min；ECL发光液(A液1 mL：B液20 μL)室温中孵育

1 min，装暗盒暗室中胶片曝光3 min，取同样数量的未

转染细胞蛋白作为对照。

BMSCs复合Nano-HA植骨材料：将Nano-HA制成

7 mm×7 mm×7 mm的立方体，高温、高压消毒灭菌后

在体积分数为10%胎牛血清的DMEM培养液中浸泡过

夜，使用前用无菌滤纸吸干备用。胰酶消化收集上述未

转染BMSCs及转染后BMSCs，制成单细胞悬液 (约
1×109 L-1)，分别均匀接种于Nano-HA材料块，37 ℃、

体积分数为5%CO2培养箱中贴附2 h后缓慢加入体积分

数为10%胎牛血清的DMEM培养液继续培养，2 d换液1
次。

扫描电镜检测细胞载体复合物：材料与细胞复合培养

第3，5天，分别取出两组材料，PBS漂洗，2%戊二醛

固定，PBS液洗涤，乙醇、丙酮系列脱水，乙酸异戊酯

置换，临界点干燥，喷金后观察。通过扫描电镜(日本日

立公司)观察材料表面细胞附着、分布、生长情况。

MTT分析Nano-HA植骨材料对转染后BMSCs存活及增

殖的影响：实验分Nano-HA组和对照组。实验组为转染

后 BMSCs/Nano-HA复合物，对照组单纯转染后

BMSCs，分别于2，4，6，8 d弃原培养基，加100 μLMTT
(5 g/L)，37 ℃孵育4 h 后，吸弃孔内上清液，加入二

甲基亚砜1 mL，振荡15 min裂解细胞，使沉淀物充分溶

解；取出材料后在酶联免疫检测仪上测定光吸收值，测

定波长为570 nm。

Western Blot检测复合后细胞BMP-2蛋白的表达：分别

于复合后第3，5，7天，取细胞载体复合物PBS洗涤3
次后，0.25%胰蛋白酶消化5 min，加入DMEM终止消化，

把细胞悬液转移至离心管2 500 r/min，离心10 min，弃

上清加TRIzol提取消化复合后细胞蛋白质，按上述方法

进行电泳分离,转膜，封闭，一、二抗孵育，ECL显色。

设计、实施、评估者：实验设计为通讯作者，实施

为第三作者，评估为第一作者。

统计学分析：采用SPSS 10.0统计软件对实验数据

进行统计学分析。数据以
_

x±s表示，进行t 检验，P < 0.05
为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 BMSCs的分离培养与鉴定 BMSCs表现为长梭

形的成纤维细胞样表型，排列呈旋涡状，见图3，经诱

导鉴定可向成骨细胞分化并形成矿化结节，见图4。

2.2 Ad-GFP转染效率的检测 Ad-GFP转染48 h后，

荧光显微镜观察，MOI为100时转染的细胞状态较好，

几乎全部可见绿色荧光，转染效率近乎100%，见图5；
MOI为50时转染的细胞状态最好，但细胞内出现绿色

荧光蛋白少，转染效率差；MOI为200时绿色荧光蛋白

较多，但光镜下可见部分贴壁细胞形态回缩及少数漂

浮细胞，考虑与腺病毒感染对细胞的毒性有关；表明

最适MOI为100。6周后在荧光显微镜下，仍可见少量

绿色荧光。

Figure 4 Osteogenic induction for 21 d, alizarin red
staining of calcium nodules were red (Inverted
microscope, ×100)

图 4 成骨诱导 21 d，钙结节茜红染色呈红色(倒置显微
镜，×100)

Figure 3 Primary cells covered the bottom of culture flask,
orderly arranged along long axis of cells body
(Inoculation 12 d, ×100)

图 3 原代细胞长满瓶底，沿胞体长轴有序排列(接种
12 d，×100)
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2.3 Ad-BMP-2转染后目的基因在BMSCs的表达

免疫组化检测BMP-2的表达：细胞BMP-2免疫组化检

测结果显示转染后BMSCs的胞浆中有棕黄色颗粒性阳

性信号，见图6，而未转染细胞则为阴性，见图7。

Western blot检测BMP-2蛋白的表达：提取转染后

BMSCs第1，2，3天细胞的蛋白，Western-blot检测到

约Mr 30 000大小的阳性条带，说明转染后Ad-BMP-2转
染组有BMP阳性条带，且随时间的增长条带呈强阳性，

而未转染组可见较弱的条带，见图8，说明病毒转染

BMSCs后在蛋白水平也有高表达。

2.4 BMSCs复合Nano-HA植骨材料扫描电镜观察

复合培养第3天，扫描电镜见载体表面不规则，其间可

见微孔并且部分被细胞覆盖，转染后的细胞在Nano-HA
材料块陷窝和空隙中黏附良好，密集处连接成片，细胞

贴附伸展良好，见图9。

复合第5天细胞在材料表面完全铺展，并伸出伪足，

图中可见长伪足与材料表面融合紧密，见图10，细胞周

缘可见钙盐分泌及沉积，说明了材料有很高的细胞亲和

性，适合细胞生长。

Figure 6 Transfection 72 h, bone morphogenetic protein-2
immunohistochemical staining showed positive
expression in cytoplasm (DAB coloration, × 100)

图 6 转染 72 h，BMP-2免疫组化染色见胞浆中呈阳性
表达(DAB显色，×100)

Figure 5 Cells transfected by adenovirus-green fluorescent
protein 48 h were almost green fluorescent
(MOI=100)

图 5 Ad-GFP转染 48 h，转染的细胞几乎全部可见绿色
荧光(MOI=100)

Figure 9 Compound for 3 d, transfected bone marrow
mesenchymal stem cells adhere and extend
good in the lacunae and loophole of
nano-hydroxyapatite material (Scanning electron
microscopy, 20 kV, ×200)

图 9 复合 3 d，转染后的 BMSCs在Nano-HA材料块陷
窝和空隙中贴附伸展良好(扫描电镜，20 kV，×200)

Figure 10 Compound for 5 d, transfected bone marrow
mesenchymal stem cells fully spread and extend
pseudopodia on the surface of nano-
hydroxyapatite material, calcium deposit can be
seen around the cells (Scanning electron
microscopy, 20 kV, ×500)

图 10 复合 5 d，转染后的 BMSCs在材料表面完全铺展
并伸出伪足，细胞周缘可见钙盐沉积(扫描电镜，
20 kV, ×500)

Figure 7 Untransfected cells were negative for bone
morphogenetic protein-2 immunohistochemical
staining (DAB coloration, × 100)

图 7 未转染细胞 BMP-2免疫组化染色呈阴性(DAB显
色，×100)

Figure 8 Western blot detection of bone morphogenetic
protein-2 expression

图 8 Western blot检测 BMP-2的表达

Mr 36 000

Mr 30 000

1: Standard group; 2: 1 d; 3: 2 d; 4: 3 d

GAPDH

BMP-2
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2.5 Western Blot检测复合后细胞 BMP-2蛋白的表达

消化、提取复合后第 3，5，7天的细胞，提取细胞蛋白，

Western-blot 检测转染组 BMP-2蛋白有高表达，见图

11，说明转染后的细胞载体复合物可继续分泌 BMP-2。

2.6 MTT分析Nano-HA对BMSCs存活及增殖的影响

Nano-HA组和对照组的吸光度值都随时间延长而逐渐

增高，经检测于2，4，6，8，20 d两组吸光度值差异无

显著性意义，见表1。

3 讨论

长期以来，骨缺损尤其是大段骨缺损是临床骨科面

临的难题之一。传统的自体骨移植由于其取材有限及并

发症使其应用受到限制，而同种异体骨及人工骨无活性

细胞，其治疗效果并不满意。基因增强的组织工程结合

组织工程和基因工程两大技术，近年来它的发展为解决

该难题提供了很好的思路[8]。组织工程学是20世纪80年
代兴起的一门多学科交叉的边缘科学，是应用工程学与

生命科学的原理与技术，研制生物替代物，以修复或重

建组织器官功能。组织工程的三大要素包括种子细胞、

生物材料及组织工程化组织的构建[9]。

理想的骨组织工程种子细胞应具有以下几个特点:
取材容易，对机体的损伤小；体外扩增能力强；易定向

分化为成骨细胞；植入体内后能很好地适应受区生理、

病理和应力环境并保持成骨活性。骨髓间充质干细胞，

是一种多潜能干细胞，其来源广泛，取材方便，容易培

养，且增殖较快[10]，在一定条件下可以分化为成骨细胞、

成软骨细胞、脂肪细胞和造血支持基质[11]，最有可能作

为组织工程人工骨构建的理想种子细胞。骨髓间充质干

细胞具有独特的细胞增殖分裂模式，使得外源基因易于

导入和表达而成为潜在的基因治疗靶细胞[12]。因此，本

实验中把骨髓间充质干细胞进行体外扩增，然后进行基

因修饰，借助于生物材料载体构成细胞与材料的复合

物，下一步将其回植体内，进行骨缺损的修复实验。

组织工程中另一个重要的因素是种子细胞的载体。

本实验选择Nano-HA植骨材料为载体。羟基磷灰石是最

常见的一种生物活性材料。其化学组成和结晶结构类似

于人体骨骼中的磷灰石，具有良好的骨传导性能和生物

活性，能促进骨骼生长，相态比较稳定，无毒性。但微

米级羟基磷灰石的相态极为稳定，生物可吸收性差，而

且力学性能差，脆性大，抗压、抗折强度低，不是理想

的骨组织材料。随着纳米科学技术在医学上的应用，

Nano-HA材料的研制与应用引起了国内外学者的广泛

关注。Nano-HA的晶粒尺寸、晶界宽度都只限于纳米量

级的水平，使得材料的内在缺陷减少，同时具有表面效

应和体积效应，在力学和生物学方面有很大的优越性和

应用潜力，是一种理想的组织植入材料[13]，它与生物磷

灰石的结构非常相似，十分有利于骨组织的整合，适合

细胞生长，且骨传导性能和溶解性能较微米羟基磷灰石

也有所提高。由本院与中南大学粉末冶金工程研究中心

联合研制的新型纳米羟基磷灰石人工骨材料，并通过不

同的造模工艺得到不同孔径的人工骨，经动物实验证明

空隙率在100~250 µm的纳米羟基磷灰石材料的成骨能力

明显高于50~150 µm和300~500 µm孔径的材料[14-15]。本

实验将转染后的BMSCs复合Nano-HA支架构建BMP-2
基因强化的组织工程骨，在扫描电镜下观察到BMSCs
在Nano-HA支架表面和孔隙内黏附和生长，并分泌细胞

外基质及细胞表面有大量的微绒毛，显示细胞在支架上

生长形态良好。蛋白印迹检测细胞载体复合物可持续分

泌BMP-2，为将来应用BMP-2基因强化的组织工程骨修

复骨缺损奠定了实验基础。

MTT比色法的原理是利用活细胞线粒体中的琥珀

酸脱氢酶能使外源性的四唑盐还原成难溶性的蓝紫色

结晶物并沉积在细胞内，而死细胞无此功能。二甲基亚

砜可溶解细胞内的结晶物，通过测定光吸收值，间接反

映活细胞数。该方法灵敏度高，操作简单，重复性好。

本实验结果表明，在Nano-HA植骨材料上的BMSCs 增

殖良好，与对照组无明显差异，说明Nano-HA植骨材料

具有良好的生物相容性。

在众多的骨生长因子中，BMP-2被认为是活性最强

表 1 MTT分析骨髓间充质干细胞的增殖能力
Table 1 MTT analysis of bone marrow mesenchymal stem

cell proliferation (
_

x±s, n = 12, A value)

Group 2 d 4 d

Nano-hydroxyapatite 0.135±0.009 0.274±0.013
Control 0.133±0.011 0.269±0.015

t 0.487 0.873
P > 0.05 > 0.05

Figure 11 Western blot detection of bone morphogenetic
protein-2 expression in cells

图 11 Western blot检测复合后细胞 BMP-2的表达

Group 6 d 8 d

Nano-hydroxyapatite 0.379±0.011 0.489±0.012
Control 0.383±0.013 0.482±0.015

t 0.975 1.262
P > 0.05 > 0.05

Mr 36 000

Mr 30 000

1: Standard group; 2: 3 d; 3: 5 d; 4: 7 d

GAPDH

BMP-2
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的惟一能单独诱导成骨的因子[16]，在促进骨缺损修复和

骨折愈合过程中效果显著。在骨修复过程中，BMP-2能
促进细胞增殖、分化和基质分泌，在体内、体外均可诱

导BMSCs向成骨细胞转化[17-18]。但BMP-2诱导成骨是一

个在时间上按趋化、募集、促进成骨前体细胞分化几个

事件顺次发生的过程，不同阶段所需BMP-2浓度存在由

10-15 mol/L到10-3 mol/L的巨大差异[19]。直接应用BMP-2
一次性投药后，BMP-2很快被稀释和组织吸收[20]，不符

合BMP-2诱导成骨的自然规律。利用基因转移技术将编

码BMP-2的基因片段转移至BMSCs中，为上述问题的解

决提供新的思路和方法。腺病毒表达载体因具有转染效

率高，目的基因高水平表达，免疫排斥反应低，安全系

数高等优点亦成为临床基因治疗的主要载体。我们采用

GatewayTM技术构建腺病毒载体[21]，采用体外基因治疗

策略，利用Ad-BMP-2/GFP转染兔BMSCs。通过实验发

现，BMP-2基因可高效导入细胞且表达基因产物BMP-2，
感染BMSCs 2 d后就可观察到外源基因产物GFP表达，6
周后逐渐消失。尽管腺病毒载体存在目的基因表达时间

短的缺点(最长达6周)，但因为骨修复是一个阶段性过程，

不需要转染的目的基因长久表达，因此利用其将目的基

因导入BMSCs促进骨愈合比较理想[22-23]，而且不必担心

持续的过度表达引起骨质增生过度，影响骨改建甚至致

瘤性[24]。实验表明腺病毒介导外源性目的基因表达是一

种高效的基因转移方式，其转染率和蛋白表达情况完全

适合骨组织工程的需要。

综上所述，经 Ad-BMP-2转染后的 BMSCs与
Nano-HA植骨材料生物相容性好，细胞在材料上能稳定长

效地分泌BMP-2，体外成功构建了新型组织工程化骨，为

进一步骨缺损修复的实验提供新型的骨替代材料。
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