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重组反转录病毒碱性成纤维细胞生长因子基因转染对人骨髓基质细胞 
成骨的影响 
周荣兴1，陈  华2，郭  军1，吕慧成1，杨铁翼1 

Effect of recombinant retrovirus pLXSN/basic fibroblast growth factor transfection on 
osteogenesis of human marrow stroma cells    

Zhou Rong-xing1, Chen Hua2, Guo Jun1, Lü Hui-cheng1, Yang Tie-yi1 

Abstract 
BACKGROUND: In home and abroad have many studies on basic fibroblast growth factor (bFGF) transfection for improving the 
growth of muscle and vessel, but little studies on bFGF for improving the growth of osteogenesis. 
OBJECTIVE: To investigate the effect of recombinant retrovirus pLXSN/bFGF transfection on osteogenic potential of human 
marrow stroma cells (hMSCs).   
METHODS: hMSCs isolated from health volunteers, cultured and purified in vitro were randomly divided into four groups. 
Retrovirus pLXSN/bFGF group with recombinant retrovirus pLXSN/bFGF was added into culture medium. Retrovirus pLXSN 
group with recombinant retrovirus pLXSN was added to take the place of retrovirus pLXSN/bFGF. Positive control group with 
dexamethasone, glycerophosphate and ascorbic were added into culture medium. Blank control group without any special 
treatment.  
RESULTS AND CONCLUSION: hMSCs were uniform spindle-shape fibroblast after several passages. After treatment, hMSCs 
in retrovirus pLXSN/bFGF and positive control groups gradually showed flat shape. Immunohistochemical staining showed that 
the level of bFGF expression in retrovirus pLXSN/bFGF group was higher than that of the other three groups. Mineralized 
nodules and bone collagen were formed, and alkaline phosphatase activity was improved in retrovirus pLXSN/bFGF and positive 
control groups. Recombinant of retrovirus pLXSN/bFGF gene transfection into hMSCs can promote the osteogenic potential of 
hMSCs． 
 
Zhou RX, Chen H, Guo J, Lü HC, Yang TY. Effect of recombinant retrovirus pLXSN/basic fibroblast growth factor transfection on 
osteogenesis of human marrow stroma cells.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(49): 9211-9214.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：国内外有关成纤维细胞生长因子基因转染促血管和促肌肉生长的研究较多，而成纤维细胞生长因子基因促成骨的研

究未见报道。 
目的：观察重组反转录病毒 retrovirus pLXSN/碱性成纤维细胞生长因子基因转染对人骨髓基质细胞成骨能力的影响。 
方法：从健康志愿者全骨髓中分离培养人骨髓基质细胞，体外扩增纯化后分为 4 组：①retrovirus pLXSN/碱性成纤维细胞
生长因子组：培养液中加入碱性成纤维细胞生长因子基因重组反转录病毒。②retrovirus pLXSN组：培养液中加入反转录病
毒空载体。③阳性对照组：培养液中添加地塞米松、抗坏血酸和 β-甘油磷酸钠。④空白对照组：不给予特殊处理。 
结果与结论：经多次换液传代，人骨髓基质细胞呈均一梭形形态。处理后 retrovirus pLXSN/碱性成纤维细胞生长因子组与
阳性对照组细胞形态逐渐趋于扁平，突起减少。免疫组织化学染色见 retrovirus pLXSN/碱性成纤维细胞生长因子组碱性成
纤维细胞生长因子表达明显强于其他 3 组。retrovirus pLXSN/碱性成纤维细胞生长因子和阳性对照组可引起细胞碱性磷酸
酶活性增高和矿化结节及骨胶原形成。提示基因重组反转录病毒成纤维细胞生长因子转染对人骨髓基质细胞成骨能力具有

促进作用。 
关键词：成纤维细胞生长因子；骨髓基质细胞；反转录病毒；基因转染；骨生成 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.49.021 
 

周荣兴，陈华，郭军，吕慧成，杨铁翼. 重组反转录病毒碱性成纤维细胞生长因子基因转染对人骨髓基质细胞成骨的影响[J].
中国组织工程研究与临床康复，2011，15(49):9211-9214.      [http://www.crter.org  http://cn.zglckf.com] 

 

 
0  引言 
 

骨髓基质细胞(bone marrow stroma cells，
BMSCs)为主要存在于骨髓中来源于中胚层的
成体干细胞，具有很强的成骨分化能力，是有

可能用于骨缺损等难治性骨疾病治疗的一类细

胞
[1-3]
。 
人骨髓基质细胞(hBMSCs)还是基因治疗的

良好载体，很容易携带外源性目的基因。人碱性

成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth 
factor，bFGF)可以促进骨组织的修复[4-5]

。本文试

图通过重组反转录病毒成纤维细胞生长因子基因

转染的方法，来观察BMSCs成骨能力的变化。 
 
1  材料和方法 

 
设计：以细胞为对象，对比观察实验。 
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时间及地点：于2009-07/2010-03在内蒙古医学院
第二附属医院完成。 
材料：hBMSCs取自18岁健康男性自愿者，实验方

法得到医院伦理道德委员会批准。新生牛血清购自杭州

四季青生物有限公司，高糖DMEM购自美国Gibco公司，
免疫组织化学SABC即用型试剂盒购自武汉博士德公
司。 
方法：  
hBMSCs分离培养及鉴定：采用全骨髓培养法。选择

成年健康志愿者，从髂前上棘无菌抽取新鲜骨髓10 mL，
肝素抗凝。加入无血清DMEM，洗涤1次，用含体积分
数15%新生牛血清DMEM培养液，按1×1012 L-1

接种于

25 cm一次性塑料培养瓶中，于37 ℃、体积分数5% 
CO2、饱和湿度培养箱中培养。接种24 h后换液，去除
大部分未贴壁细胞，此后每三四天换液1次，细胞达70%
融合时按1∶3传代。 

实验分组及处理：取上述50%融合P2代人hBMSCs
分为4组：①retrovirus pLXSN/bFGF组：在细胞培养液
中，按1×1010 OPU/mL滴加成纤维细胞生长因子基因重
组反转录病毒(retrovirus pLXSN/bFGF，前期构建)，见
图1，孵育24 h后换为普通完全培养液，继续培养。

retrovirus pLXSN② 组：培养液中用retrovirus pLXSN空
载体取代 retrovirus pLXSN/bFGF ，其余处理与
retrovirus pLXSN/bFGF组相同。③阳性对照组：培养
液中添加地塞米松(1 nmol/L)、抗坏血酸(50 mg/L)和β-
甘油磷酸钠(10 mmol/L)，三四天换条件培养液1次。④
空白对照组：不进行特殊处理。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
主要观察指标： 
培养上清碱性磷酸酶(alkaline phosphatase，ALP)活性检

测：于处理第12天，各组部分细胞换液为无血清DMEM
培养液，48 h后收集培养上清液，上样全自动生化分析
仪检测各组培养液ALP活性。 

免疫组织化学染色与Von Kossa染色：每张爬片计数5
个视野，用Image Pro Plus 6.0分析，计算出平均每个
细胞中bFGF和骨胶原阳性信号的强弱，重复5次，其平

均值作为目的蛋白表达量。 
免疫组织化学染色方法：于处理第14天，取各组细胞，

吸除培养液，PBS冲洗2次，体积分数10%的甲醛固定
20 min。免疫组织化学染色采用即用型免疫组织化学试
剂盒，具体步骤参照试剂盒说明书。 

Von Kossa染色方法：清洗及固定同免疫组织化学。

双蒸水漂洗2次，自然凉干；每孔加入新配制的1.5%硝
酸银溶液1 mL，暗室中避光10 min；吸干后用去离子水
冲洗2次，双蒸水覆盖细胞表面，紫外线下暴露，肉眼
及显微镜下观测黑色结节。去离子水清洗，5%的硫代
硫酸钠浸泡2 min；充分水洗后中性红复染，显微镜下
观测红色骨胶原组织。 
统计学分析：统计学处理者为周荣兴，应用SPSS 

13.0统计分析软件辅助计算，采用单因素方差分析比较
各组培养上清ALP活性，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  hBMSCs分离培养及鉴定结果  全骨髓接种后，可
见少量贴壁梭形细胞和大量悬浮造血细胞。经三四次换

液，悬浮细胞基本除尽。经过三四天潜伏期后，贴壁细

胞增殖加快，呈集落方式生长，并相互融合。7~9 d达
到70%融合，进入传代培养。 
传代细胞仍呈梭形，形态均一，呈集落样生长，增

殖迅速，集落中央细胞呈多层重叠，边缘细胞以螺旋方

式生长排列并与相邻集落融合。一般四五天达到70%融
合，可再次传代。 

retrovirus pLXSN/bFGF组和阳性对照组经相应处
理后，细胞逐渐转变为多边形或不规则形，突起减少，

同时增殖趋缓，集落生成不明显，一般六七天铺满瓶底。 
retrovirus pLXSN组与空白对照组hBMSCs形态与处理
前无明显变化。细胞呈梭形，以集落方式生长，圆环状

融合。六七天后达到80%融合，见图2。 
2.2  ALP活性检测结果  经统计学分析，retrovirus 
pLXSN/bFGF组与retrovirus pLXSN组、空白对照组比
较，差异有显著性意义(P < 0.05)，以上3组与阳性对照
组比较，差异无显著性意义(P > 0.05)，见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

表 1  各组人骨髓基质细胞碱性磷酸酶、人碱性成纤维细胞生
长因子、骨胶原表达情况比较 

Table 1  Activity of alkaline phosphatase (ALP), basic fibroblast 
growth factor (bFGF) and bone collagen in four groups 

        (x
_

±s, n=16) 

aP < 0.05, vs. blank control group 

Item pLXSN/bFGF Positive control pLXSN Blank control 

ALP (μkat/L) 1.41±0.15a 1.54±0.16a 0.66±0.12 0.71±0.13 
bFGF 0.36±0.09a 0.16±0.03 0.15±0.05 0.13±0.07 
Bone 
collagen 

0.32±0.03a 0.29±0.05a 0.11±0.02 0.13±0.06 

Figure 1  Identification of pLXSN/ basic fibroblast growth 
factor (bFGF) by restriction endonuclease digestion

图 1  pLXSN/bFGF酶切鉴定图 
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M: DNA marker; 1: Recombinant after EcoR Ⅰ+BamH Ⅰdigestion; 2: 
Plxsn/bFGr recombinant 
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2.3  免疫组织化学染色   免疫组织化学染色提示
bFGF主要在BMSCs胞浆内表达，经统计学分析，
pLXSN/bFGF组 bFGF表达明显高于其他 3组 (P < 
0.05)，见表1，图3。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 

 
2.4  Von Kossa染色结果  经Von Kossa染色，经统计
学分析，pLXSN/bFGF组和阳性对照组形成骨胶原明显
多于retrovirus pLXSN组与空白对照组(P < 0.05)，见表
1，图4。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 

3  讨论 

 
hBMSCs的纯化目前常用全骨髓培养法、密度梯度

离心法和免疫磁珠分离法等方法。密度梯度离心法和免

疫磁珠分离法分离的原代hBMSCs纯度相对较高，但细
胞生长缓慢，培养周期长，难以满足临床研究需要，而

尽管全骨髓法培养法纯化的原代hBMSCs中混有较多
造血干细胞，但随着培养时间的延长，悬浮生长的造血

干细胞随换液而被去除，仍然可以获得较高纯度的

hBMSCs，而且细胞增殖迅速，培养周期短，适合临床
研究应用，本文即采用全骨髓培养法。反转录病毒因其

较高的有效性和安全性，近年来被广泛应用于基因重组

研究。本实验用免疫组织化学染色方法证实，retrovirus 
pLXSN/bFGF组bFGF表达明显高于其他3组，说明外源
性bFGF基因被有效整合到宿主细胞并能表达bFGF蛋
白。高ALP是培养条件下成骨细胞的特征之一，而矿化
结节和骨胶原则是成骨细胞最可靠的证据。本文在ALP
检测之前换液为无血清培养，旨在消除血清中ALP对结
果的干扰。结果表明，retrovirus pLXSN/bFGF和阳性
对照组可引起细胞ALP活性增高和矿化结节及骨胶原
形成，有力地证明了bFGF有促进BMSCs成骨的作用。 

bFGF由成骨细胞产生，贮存在骨基质中，像自分
泌/旁分泌因子一样起作用。bFGF能促进多种细胞的增
殖及分化，这些细胞包括上皮细胞、心肌细胞、成骨细

胞及软骨细胞
[6-13]
。在特定的细胞培养条件下，bFGF能

促进骨细胞及骨样细胞增殖。有研究发现bFGF能促使细
胞内基质产生成骨细胞的特征性基因表达，可见，bFGF
可能参与了局部的骨形成

[14]
。体内研究证实bFGF能促进

Figure 2  Morphology of human marrow stroma cells in four 
groups (×40) 

图 2  各组人骨髓基质细胞形态学表现(×40) 

a: Retrovirus pLXSN/ basic 
fibroblast growth factor group  

c: Retrovirus pLXSN group 

b: Positive control group 

d: Blank control group 

Figure 3  Basic fibroblast growth factor (bFGF) expression in 
human marrow stroma cells by 
immunohistochemistry (×100) 

图 3  各组人骨髓基质细胞碱性成纤维细胞生长因子免疫组
织化学染色结果(×100) 

a: Retrovirus pLXSN/bFGF group  

c: Retrovirus pLXSN group 

b: Positive control group 

d: Blank control group 

Figure 4  Von Kossa stain of human marrow stroma cells 
(×100) 

图 4  各组人骨髓基质细胞 Von Kossa染色结果(×100) 

a: Retrovirus pLXSN/ basic 
fibroblast growth factor group  

c: Retrovirus pLXSN group 

b: Positive control group 

d: Blank control group 
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胶原累积，增加成骨细胞数目。有研究发现bFGF能有效
地促使未成熟间质细胞分裂，如前软骨细胞、前成骨细

胞，而对成熟的分化好的成骨细胞作用较弱
[1, 15-18]

。体

内研究认为bFGF能促进骨折愈合，防止骨不连[19-20]
。

当bFGF与成骨细胞的前体细胞表面的受体相结合后，
可以促使其向成骨细胞转化。经体外实验证实，bFGF
可直接刺激大鼠颅骨成骨细胞内的DNA合成增加，从而
增加了合成胶原蛋白的成骨细胞数量

[21-25]
。又有人在体

外培养成骨细胞过程中发现bFGF可以刺激成骨细胞内
骨钙素增加，加快骨的矿化，使新骨形成增加

[26-27]
。在

骨髓基质细胞的培养过程中，用地塞米松和bFGF共同
处理成骨细胞，发现细胞数量明显增加，且细胞表型特

征明显。经过成纤维细胞生长因子基因重组反转录病毒

处理后，细胞不仅在形态和生长方式上趋向成骨细胞，

同时ALP表达增加，钙结节和骨胶原形成。在本实验中
又增加了retrovirus pLXSN组进行对比，发现未携带
bFGF基因的retrovirus pLXSN转染对hBMSCs无类似
促进成骨作用。说明成纤维细胞生长因子基因重组反转

录病毒对hBMSCs的促成骨作用，是成纤维细胞生长因
子基因表达的结果，而不是反转录病毒载体的作用。 
本实验通过重组反转录病毒成纤维细胞生长因子

转染hBMSCs，证实hBMSCs成骨能力增加，为bFGF
和hBMSCs应用于骨科临床以解决骨坏死、骨缺损和骨
不连等疾病提供了一定的理论依据，但其在临床实践中

的安全性和有效性还有待进一步研究证实。 
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