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促进小鼠骨髓间充质干细胞增殖和成骨分化的血管内皮生长因子 
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文章亮点： 

1 血管内皮生长因子对骨髓间充质干细胞的增殖有促进作用，且有浓度依赖性。 

2 血管内皮生长因子干预后，骨髓间充质干细胞中 Osterix、Runx2、骨钙素和碱性磷酸酶的 mRNA表达显

著升高，形成的钙结节数量也显著增多，说明血管内皮生长因子可显著促进骨髓间充质干细胞向成骨方向分

化。 

3 血管内皮生长因子可促进骨髓间充质干细胞内血红素氧化酶 1在 mRNA和蛋白水平的高表达，这或许是血

管内皮生长因子促进骨髓间充质干细胞成骨方向分化的机制之一。  
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摘要 

背景：血管内皮生长因子是骨髓间充质干细胞所处骨髓微环境中的重要调控因子，其可促进骨髓间充质干细

胞的血管内皮方向分化，但尚无其对骨髓间充质干细胞增殖和成骨分化调控作用的报道。 

目的：探讨血管内皮生长因子对骨髓间充质干细胞增殖和成骨分化的调控作用及其机制。 

方法：分离、培养小鼠骨髓间充质干细胞，CCK8 方法检测不同质量浓度血管内皮生长因子重组蛋白对骨髓

间充质干细胞增殖的影响，选定适宜血管内皮生长因子重组蛋白质量浓度并检测其对骨髓间充质干细胞成骨

分化的影响，分子生物学方法检测血管内皮生长因子干预下骨髓间充质干细胞中 Osterix，Runx2，碱性磷酸

酶、骨钙素和血红素氧化酶 1的表达。 

结果与结论：①血管内皮生长因子可以促进骨髓间充质干细胞增殖，且具有浓度依赖性，100 µg/L血管内皮

生长因子重组蛋白的促增殖作用最显著。②成骨诱导剂存在条件下，血管内皮生长因子促进骨髓间充质干细

胞成骨标志基因 Osterix、Runx2、碱性磷酸酶和骨钙素的表达；血管内皮生长因子干预组骨髓间充质干细胞

成骨分化的钙结节数量较对照组增加。③血管内皮生长因子可诱导骨髓间充质干细胞中血红素氧化酶 1 

mRNA 和蛋白水平的高表达。以上结果表明血管内皮生长因子促进骨髓间充质干细胞增殖和向成骨细胞分化

的调控机制可能与骨髓间充质干细胞内血红素氧化酶 1表达增加有关。 

 

张连方，康辉，邓廉夫，杨惠林. 促进小鼠骨髓间充质干细胞增殖和成骨分化的血管内皮生长因子[J].中国组

织工程研究，2014，18(41): 6591-6596. 

 

Vascular endothelial growth factor promotes the proliferation and osteogenic 

differentiation of mouse bone marrow mesenchymal stem cells   
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Abstract 

BACKGROUND: Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a crucial factor for regulating bone marrow 

mesenchymal stem cells in microenvironment, which can promote endothelial differentiation of bone marrow 

mesenchymal stem cells. But there is no report about VEGF effect on regulating the proliferation and osteogenic 

differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells. 

OBJECTIVE: To investigate the regulatory role of VEGF in the proliferation and osteogenic differentiation of bone 

marrow mesenchymal stem cells. 

METHODS: The bone marrow mesenchymal stem cells were isolated and cultured from mouse long bones. Cell 

Counting Kit-8 was used to test the proliferation of bone marrow mesenchymal stem cells cultured with different 

concentrations of recombinant VEGF proteins. The appropriate concentration of VEGF recombinant protein was 

selected to test their effects on the osteogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells. The 
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mRNA and protein levels of Osterix, Runx2, alkaline phosphatase, osteocalcin and heme oxygenase-1 in bone marrow 

mesenchymal stem cells under induction of VEGF were detected by molecular biology methods. 

RESULTS AND CONCLUSION: (1) VEGF promoted the proliferation of bone marrow mesenchymal stem cells 

dose-dependently, and 100 µg/L was the optimum concentration. (2) VEGF promoted the expression of Osterix, Runx2, 

alkaline phosphatase and osteocalcin in bone marrow mesenchymal stem cells under osteogenic induction. Similar 

results were obtained by alizarin red staining and quantification of numbers of calcium nodules. (3) VEGF induced the 

expression of heme oxygenase-1 in bone marrow mesenchymal stem cells at mRNA and protein levels. These findings 

indicate that VEGF can induce the expression of heme oxygenase-1 i in bone marrow mesenchymal stem cells, and 

promote the proliferation and osteogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells. 

 

Subject headings: bone marrow; mesenchymal stem cells; vascular endothelial growth factors; heme oxygenase-1 
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0  引言  Introduction 

在20世纪70年代Friedenstein等
[1]
首次发现，啮齿动物

骨髓中的成纤维细胞可以体外形成集落，因此命名为集落

形成单位成纤维细胞。Castro-Malaspina于1980年成功地

从人骨髓中分离出集落形成单位成纤维细胞
[2]
。1991年，

集落形成单位成纤维细胞正式更名为间充质干细胞
[3]
，并

沿用至今。间充质干细胞体外分化成各种间充质系细胞，

比如成骨细胞、软骨细胞和脂肪细胞，还可分化成为肌细

胞、肝细胞和神经元细胞等多种细胞系细胞
[4-5]
。 

骨髓间充质干细胞的增殖与分化，受骨髓微环境中存

在的众多调节因子的调控，血管内皮生长因子则是其中之

一
[6-8]
。骨髓间充质干细胞内血管内皮生长因子的高表达可

促进骨髓间充质干细胞向内皮细胞方向分化
[9]
，在兔骨髓

间充质干细胞的成骨分化过程中血管内皮生长因子呈现先

增强后减弱的趋势
[10]
。体内研究发现，上调小鼠成骨细胞

内低氧诱导因子的表达，引起下游血管内皮生长因子的高

表达，从而在小鼠长骨骨髓腔内产生大量的高度血管化的

骨组织
[11]
。然而，血管内皮生长因子在骨髓间充质干细胞

的增殖和成骨分化中的具体作用及其机制仍不是很明了。 

血红素氧化酶1(heme oxygenase, HO-1)是血红素降

解过程中的限速酶，主要在应激状态下保护细胞和组织，

对抗应激反应
[12-15]
。氧化应激是影响骨髓间充质干细胞功

能的主要因素，可促进骨髓间充质干细胞的脂肪分化却抑

制成骨分化。骨髓间充质干细胞的成骨分化或脂肪分化受

多种信号通路的调节，这些信号通路受血红素氧化酶1和血

红素氧化酶2的调节。有研究表明，通过多种方式促进骨髓

间充质干细胞内血红素氧化酶1表达或增强其活性后，骨髓

间充质干细胞的成骨细胞分化均有所增强，并且其向脂肪

细胞分化的能力受到抑制
[16-18]
。 

为了研究血管内皮生长因子在骨髓间充质干细胞增殖

和成骨分化中的具体作用及其机制，设计并进行了下面的

实验。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：细胞学体外观察实验。 

时间及地点：实验于2013年10月至2014年5月在苏州

大学骨科研究所细胞生物实验室完成。 

材料： 

实验动物：40只三四周龄雄性C57BL/6J小鼠，平均体

质量(15.00±2.16) g，由苏州大学动物实验中心提供。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

小鼠骨髓间充质干细胞的分离培养
[19-20]

：将三四周龄

雄性C57BL/6J小鼠断颈处死，置于体积分数为70%乙醇

中浸泡10 min，无菌条件下取出股骨、胫骨，用无菌组织

剪剪去两侧干骺端。用1 mL注射器吸取全培养液(体积分数

为20%胎牛血清的DMEM培养液，1%青霉素链霉素，1%

谷氨酰胺)将骨髓腔内的细胞吹至无菌培养皿中。收集骨

髓，用移液器轻轻反复吹打，70目过滤网过滤，细胞计数

血管内皮生长因子促进小鼠骨髓间充质干细胞增殖和成骨分化实验用主要仪器

和试剂： 

仪器及试剂 公司 原产国 

常规培养箱 BNA-311 Thermo USA 

倒置相差显微镜 SIX70 OLMPUS Japan 

倒置相差荧光显微镜 ZEISS Germney 

高速离心机 Beckman USA 

酶标仪 MK2 Labsystems Finland 

PCR扩增仪 7500 ABI USA 

天能凝胶成像和分析系统 4100 上海天能公司 中国 

琼脂糖凝胶电泳槽 HE-120、聚丙烯酰胺凝胶 

电泳系统 GIS-2800 

Bio-RAD USA 

胎牛血清、0.25%胰蛋白酶、DMEM-alpha细胞 

培养液、青霉素/链霉素(P/S) 

GIBCO USA 

二甲基亚砜、地塞米松、抗坏血酸盐、磷酸甘油 Sigma USA 

反转录试剂盒 Promega USA 

Trizol试剂盒 Invitrogen USA 

CCK8 Yeasen USA 

血管内皮生长因子重组蛋白(VEGF-165) R&D USA 

HO-1抗体 Abcam USA 
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后以25×10
6
/cm

2
密度接种。3 h后首次换液，每8 h更换1

次培养液直至72 h，随后隔2 d更换培养液。2周后待细胞

生长至70%左右时，0.25%胰酶消化，按1∶3传代培养。

以下实验选取的是第五六代细胞。 

Cell Counting Kit(CCK-8/WST-8)检测骨髓间充质干

细胞的增殖率：①在96孔板中配置100 μL的骨髓间充质干

细胞悬液，37 ℃，体积分数为5% CO2培养24 h。②吸取

原细胞培养液，更换含血管内皮生长因子的培养液，依据

所含血管内皮生长因子蛋白(VEGF-165)质量浓度分为5

组：0，20，50，100，200 μg/L。③将培养板在培养箱孵

育24 h。④向每孔加入10 μL CCK溶液。⑤将培养板在培

养箱内孵育4 h。⑥用酶标仪测定在450 nm处的吸光度。 

骨髓间充质干细胞的成骨分化诱导：将骨髓间充质干细

胞接种到6孔板和6 cm培养皿中，待细胞长满后，吸取原

培养液，更换含血管内皮生长因子的培养液，分为两组：0，

100 μg/L血管内皮生长因子组，然后加入成骨细胞分化诱导

剂(10
-7

 mol/L地塞米松、10 mmol/L甘油磷酸盐和50 μmol/L

抗坏血酸盐)。 

茜素红染色：各组细胞诱导培养21 d，40 g/L多聚甲醛

固定30 min，PBS洗5 min，0.1%茜素红室温下染色     

30 min，倾去茜素红染液后去离子水洗5 min，大体观察每

组细胞钙结节形成情况并拍照，显微镜下计数单位视野内

钙结节的数量。 

Realtime PCR分析骨髓间充质干细胞中Osterix、

Runx2、碱性磷酸酶、骨钙素和血红素氧化酶1的表达：①

各组细胞诱导培养3，7 d取出6孔板，每孔加入0.5 mL Trizol

核酸提取液，提取细胞中总RNA，并测定RNA浓度和纯度。

②取2 µg总RNA，随机引物1 µL，补加DEPC处理的双蒸

水至12 µL，70 ℃孵育5 min；再置于冰上，依次加入5×

反应缓冲液4 µL，10 nmol/L dNTP 2 µL，RNAase抑制剂

0.5 µL，加DEPC处理的双蒸水至19 µL，25 ℃孵育5 min；

加入反转录酶(M-MLV) 1 µL，终体积为20 µL。按照25 ℃ 

10 min，42 ℃ 60 min，70 ℃ 10 min进行孵育，结束后

置于冰上终止反应。③Real time PCR反应，在PubMED

中查找Osterix、Runx2、碱性磷酸酶、骨钙素和血红素氧

化酶1的核酸序列，根据Primer 5.0引物设计软件设计各引

物，由上海生工生物公司合成。各基因引物序列见表1。 

Real time PCR反应体系如下：SYBR
®
Premix Ex 

Taq
TM 

10 µL，ROX Reference Dye II 0.4 µL，引物(30 pmol/L)

上下游各0.8 µL，cDNA模板2.0 µL，ddH2O补足体系至    

20 µL。 

RT-PCR反应条件如下：94 ℃ 5 min，94 ℃ 30 s，

55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，如此循环35次后72 ℃ 5 min

结束反应。 

Western Blot分析骨髓间充质干细胞分化过程中血红

素氧化酶1的表达：取成骨诱导第3天的骨髓间充质干细胞，

采用RIPA裂解液提取细胞总蛋白，BCA法检测蛋白浓度，

将各组蛋白浓度调到同一水平，然后行Western blot分析骨

髓间充质干细胞中血红素氧化酶1的蛋白表达。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

主要观察指标：①CCK8试剂盒检测不同质量浓度重

组血管内皮生长因子蛋白干预后骨髓间充质干细胞的增殖

情况。②Real time PCR检测骨髓间充质干细胞中Osterix、

Runx2、碱性磷酸酶、骨钙素和血红素氧化酶1 mRNA表

达。③Western Blot分析骨髓间充质干细胞分化过程中血

红素氧化酶1的表达。 

统计学分析：采用SPSS 13.0统计软件包进行统计学

分析，以Student-t 检验作为统计方法，P < 0.05为差异有

显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  血管内皮生长因子促进骨髓间充质干细胞的增殖  

CCK8试剂盒检测在含不同质量浓度重组血管内皮生长因

子蛋白的培养液下骨髓间充质干细胞的增殖情况，发现20，

50，100，200 μg/L重组血管内皮生长因子蛋白培养下骨

髓间充质干细胞的增殖率分别是对照组的1.44倍、1.90倍、

2.81倍和2.92倍，可见骨髓间充质干细胞的增殖随培养液中

血管内皮生长因子蛋白质量浓度的增加而增加，100 μg/L促

增殖作用最显著，而200 μg/L较100 μg/L对骨髓间充质干

细胞的促增殖作用无差异(图1)。这说明血管内皮生长因子

对骨髓间充质干细胞的增殖有促进作用，且有浓度依赖性；

200 μg/L组较100 μg/L组无差异，可能是因为在100 μg/L这

一质量浓度时受体已经饱和的缘故，因而后面的实验选用

100 μg/L这一质量浓度。 

2.2  血管内皮生长因子促进骨髓间充质干细胞向成骨细

胞分化  骨髓间充质干细胞在有成骨细胞分化诱导剂的培

养液中培养第 3天，Real-time PCR方法检测其成骨细胞

分化早期基因 Osterix和 Runx2的表达；培养第 7天检测

碱性磷酸酶和骨钙素的表达。发现培养 3 d后 100 μg/L血

管内皮生长因子组骨髓间充质干细胞的 Osterix 和 Runx2

表达分别是对照组的 4.61 倍(P < 0.001)和 3.52 倍(P < 

0.001) (图 2A，B)；培养第 7天，100 μg/L血管内皮生长

因子组骨髓间充质干细胞中碱性磷酸酶和骨钙素的表达分 

表 1  Real time PCR目的基因引物序列 

Table 1  Sequences of oligonucleotide primers    

基因 引物序列 

Osterix 5’-ACC AGG TCC AGG CAA CAC-3’ 

5’-GCA GTC GCA GGT AGA ACG-3’ 

RunX2 5’- GTG TCA CTG CGC TGA AGA GG -3’ 

5’- GAC CAA CCG AGT CAT TTA AGG C -3’ 

碱性磷酸酶 5’-GGT AGA TTA CGC TCA CAA CAA -3’ 

5’-AGG CAT ACG CCA TCA CAT -3’ 

骨钙素 5’- ACC CTG GCT GCG CTC TGT CTC T -3’ 

5’- AGG TAG CGC CGG AGT CTG TTCAC -3’ 

血红素氧化酶1 5’- AAG CCG AGA ATG CTG AGT TCA -3’ 

5’- GCC GTG TAG ATA TGG TAC AAG GA -3’ 
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别是对照组的 9.79倍(P < 0.001)和 5.25倍(P < 0.001)(图

2C，D)。成骨诱导培养下第 21天，对骨髓间充质干细胞行

茜素红染色(图 2E)，镜下计数钙结节，100 μg/L 血管内皮

生长因子组钙结节数量(31.78±3.14)是对照组(9.22±1.41)

的 3.45倍(P < 0.001)(图 2 F)。结果证实血管内皮生长因子

可显著促进骨髓间充质干细胞向成骨细胞方向分化。 
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图 2   血管内皮生长因子促进骨髓间充质干细胞向成骨细胞方向分化 

Figure 2  Vascular endothelial growth factor promotes the osteogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells 

图注：A，B分别为成骨诱导分化第 3天骨髓间充质干细胞中 Osterix和 Runx2的 mRNA表达；C，D分别为成骨诱导分化第 7天骨髓间充质

干细胞中骨钙素和碱性磷酸酶的 mRNA 表达；E 为成骨诱导分化第 21 天，骨髓间充质干细胞茜素红染色的大体照片，F 为显微镜下计数茜素

红染色的钙结节数量。通过此图证明血管内皮生长因子干预后，骨髓间充质干细胞中 Osterix、Runx2、骨钙素和碱性磷酸酶的 mRNA 表达较

对照组显著升高，形成的钙结节数量也显著增多；说明血管内皮生长因子可显著促进骨髓间充质干细胞向成骨方向分化。 
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图 1   CCK8检测不同质量浓度血管内皮生长因子蛋白对骨髓间充

质干细胞增殖的影响 

Figure 1  Proliferation of bone marrow mesenchymal stem cells 

cultured with different concentrations of vascular endothelial growth

factor detected by Cell Counting Kit-8 

图注：20，50，100 µg/L 血管内皮生长因子干预组的吸光度值均较

对照组显著升高，且具有明显的浓度依赖性，但 200 µg/L 干预组较

100 µg/L干预组无显著差异。说明血管内皮生长因子可促进骨髓间充

质干细胞的增殖，且该作用具有浓度依赖性。 

血管内皮生长因子重组蛋白的质量浓度(µg/L) 

图 3   血管内皮生长因子促进骨髓间充质干细胞中血红素氧化酶 1

的表达 

Figure 3  Vascular endothelial growth factor induces the 

expression of heme oxygenase-1 in bone marrow mesenchymal 

stem cells 

图注：图中 A为 Real time PCR检测骨髓间充质干细胞中血红素氧

化酶 1mRNA的表达；B为Western blot检测骨髓间充质干细胞中血

红素氧化酶 1蛋白的表达。可见血管内皮生长因子可显著促进骨髓间

充质干细胞中血红素氧化酶 1在 mRNA和蛋白水平的高表达。 
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2.3  血管内皮生长因子促进骨髓间充质干细胞内血红素

氧化酶1的表达  为研究血管内皮生长因子对血红素氧化

酶1表达的影响，实验检测骨髓间充质干细胞中血红素氧化

酶1的mRNA和蛋白表达。研究发现100 μg/L血管内皮生长

因子组骨髓间充质干细胞中血红素氧化酶1的mRNA是对

照组的4.45倍(P < 0.001)(图3A)。 

Western blot检测结果同Real time PCR结果一致：血

管内皮生长因子明显促进骨髓间充质干细胞中血红素氧化

酶1的蛋白表达(图3B)。 

 

3  讨论  Discussion 

血管内皮生长因子是刺激骨修复的重要介质之一，大

多数骨诱导性生长因子及超声波均可诱导其表达。血管内

皮生长因子可影响内皮细胞、成骨细胞和破骨细胞等多种

细胞的趋化、增殖、生存及活性
[21-23]
。血管内皮生长因子

可刺激内皮细胞合成骨性因子而间接促进骨的形成。抑制

血管内皮生长因子表达可抑制体外成骨分化及骨生长
[24]
，

可降低碱性成纤维生长因子和骨形态发生蛋白2对血管生

成的诱导作用
[24-26]
，也可降低骨形态发生蛋白7和骨形态发

生蛋白4对成骨细胞的诱导分化作用
[24-28]
。本实验运用重组

血管内皮生长因子蛋白来干预骨髓间充质干细胞，检测发

现血管内皮生长因子可促进骨髓间充质干细胞的增殖，并

且促进其成骨方向分化。 

有研究证实骨髓间充质干细胞是不表达任何一种血管

内皮生长因子受体的，但是血管内皮生长因子可与血小板

衍化生长因子受体结合，使后者胞内段的酪氨酸磷酸化，

从而促进骨髓间充质干细胞的迁移和增殖
[29]
。实验证实血

管内皮生长因子可促进骨髓间充质干细胞的增殖，但其与

骨髓间充质干细胞结合的方式以及具体的促增殖机制还有

待进一步的研究。 

血红素氧化酶是血红素降解过程中的限速酶，其催化

血红素降解产生一氧化碳、铁和胆绿素，胆绿素随即在胆

绿素还原酶作用下变为胆红素。近年研究发现，血红素氧

化酶1及其酶解产物胆绿素/胆红素、一氧化碳共同发挥着

抗炎、抗氧化、抑制细胞凋亡和扩血管、改善组织微循环

等保护性作用
[30]
。 

在干细胞分化过程中血红素氧化酶1表达显著升高，随

之碱性磷酸酶、骨形态发生蛋白、骨结合素和RUNX-2的

mRNA表达升高
[31]
。研究发现，激活血红素氧化酶1可促进

骨髓间充质干细胞的磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶(pAMPK)

和内皮型一氧化氮合酶的表达
[32-33]
；内皮型一氧化氮合酶

促进一氧化氮的产生，而一氧化氮对骨形成有着正性作  

用
[34-35]
。此外，体外应用血管内皮生长因子A早期可增加细

胞内的p-Akt、p-ERK-1/2和p-PKC，这些信号通路蛋白的

磷酸化可引起一系列的信号级联放大，并与骨髓间充质干

细胞的增殖和功能有关
[36]
。 

体内研究证实，在骨折愈合过程中激活低氧诱导因子

1α的表达，可引起血管内皮生长因子和血红素氧化酶1的

高表达
[37]
，并且二者的表达具有时空的一致性，说明两者

之间或许会有相互作用。体外研究发现，血管内皮生长因

子可促进人脐静脉内皮细胞内血红素氧化酶1的表达上调，

并且引起血红素氧化酶1活性的增加
[38]
。然而，也有研究发

现血红素氧化酶1及其酶解血红素产生的一氧化碳可通过

激活Sp1蛋白来诱导心肌细胞中血管内皮生长因子的表 

达
[39]
。实验通过Real time PCR和Western Blot方法检测发

现，血管内皮生长因子可促进骨髓间充质干细胞内的血红

素氧化酶1在mRNA和蛋白水平的高表达，这或许是血管内

皮生长因子促进骨髓间充质干细胞成骨方向分化的机制之

一。 

综上所述，本实验证明血管内皮生长因子可促进骨髓

间充质干细胞的增殖和成骨分化，其机制可能与血管内皮

生长因子上调骨髓间充质干细胞内血红素氧化酶的表达有

关。该发现对利用骨髓间充质干细胞进行组织工程研究，

以及治疗相关临床疾病具有重要的指导意义。 
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