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　　摘要 　目的 :构建人骨形态发生蛋白22 (human bone morphogenetic protein ,hBMP22) 真核表达载体

PcDNA3112hBMP22 ,转染兔骨髓基质干细胞 (bone marrow stromal cells ,BMSCs) ,种植去抗原牛松质骨

(bovine cancellous bone ,BCB)支架体外构建组织工程骨。方法 :蛋白印迹法检测转染后细胞BMP22 的表

达 ,碱性磷酸酶 (AL Pase)活性检测分析基因转染对细胞分化的影响。然后将转染后细胞接种到 BCB 支

架上 ,扫描电镜观察细胞贴附、生长状况。结果 :转染后 ,BMSCs 表达 BMP22 ,AL P 活性明显增高。扫描

电镜见转染细胞分布均匀 ,伸展良好。结论 :在脂质体介导下 ,BMP22 基因可导入细胞且稳定表达基因

产物促进自身增殖分化 ,转染后细胞在支架材料上贴附生长良好 ,为进一步应用携带 BMP22 基因的人

工骨修复骨缺损奠定了实验基础。
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Abstract Objective :To construct rabbit bone marrow stromal cells (BMSCs) transfecting by a recombi2
nant plasmid carrying the human bone morphogenetic protein22 gene ( PcDNA3112hBMP22) seeded into

bovine cancellous bone (BCB) scaffolds to construct tissue engineering bone in vitro. Methods :The expression

of hBMP22 in these cells after transfection was determined by Western blot analysis. The changes of cellular

differentiation were observed by AL Pase activity analysis. BMP22 transduced cells were then seeded into BCB

scaffolds. The attachment and growth of the cells on the scaffold were examined using scanning electron micro2
scope (SEM) . Results :The expression of hBMP22 was confirmed and AL Pase activity obviously increased in

the cells after transfection. SEM examination revealed extensive cellular attachment and growth on the BCB

block. Conclusion :With the help of lipofectamine ,the transfection of PcDNA3112hBMP22 to BMSCs is carried

out successfully. The cells after transfection grow well on a BCB scaffold. Tissue engineering bone used to re2
gional gene therapy is constructed successfully.
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　　我们以前研究证实 ,骨形态发生蛋白22 ( bone

morphogenetic protein ,BMP22) 基因转染可促进骨髓

基质干细胞 (bone marrow stormal cells ,BMSCs) 增殖

和向成骨细胞转化[1 ] 。本实验在此基础上 ,将转染

细胞接种到去抗原牛松质骨 (bovine cancellous bone ,

BCB)支架 ,观察转染后细胞附着、生长情况 ,探讨以

细胞为工具运载 BMP22 因子的体外基因治疗策略 ,

为进一步应用基因治疗的组织工程骨修复骨缺损奠

定基础。

1 　材料与方法

111 　实验材料

11111 　BMP22 基因质粒、载体和受体菌 　psp652
hBMP22 cDNA 质粒由美国基因研究所 ( Cambridge ,

MA , USA ) Nguyen 博士馈赠 , 宿主菌为 J M109。
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PcDNA311 ( + ) 质粒由长春生物制品研究所丁永和

博士馈赠。

11112 　异种骨支架 　条形去抗原牛松质骨 ,参照袁

志等[2 ]方法制备。

112 　实验方法

11211 　重组真核表达载体 PcDNA3112hBMP22 的构

建和鉴定 　将 psp652hBMP22 质粒大量提取和酶切

(Sal Ⅰ和 Xba Ⅰ) ,回收 1124 kb hBMP22 片段 ;将

PcDNA311 ( + ) 真核表达载体用 Xho Ⅰ和 Xba Ⅰ双

酶切回收线性化 PcDNA311。用 T4DNA 连接酶将

两者连接后转化感受态大肠杆菌 J M109 ,挑选单个

阳性菌落接种于含氨苄青霉素的 LB 培养基中 ,

37 ℃震荡过夜 ,以碱裂解法小量提取质粒。分别用

EcoR Ⅰ、Xba Ⅰ双酶切和 Xbo Ⅰ单酶切 ,电泳鉴定、测

序。

11212 　BMSC 培养及转染 　在胫骨结节抽取成年家

兔骨髓 1 ml ,用 10 %胎牛血清的 DMEM 培养液分离

培养 ,在细胞汇合后采用脂质体介导的方法将重组

质粒 PcDNA3112hBMP22 导入 BMSCs 内 ,转染后的

细胞采用 G418 600μg/ ml 进行筛选 ,4 周收集 G418

抗性的细胞克隆 ,扩增培养 ,检测指标。

11213 　蛋白印迹法 (Western blot) 检测 BMP22 表达

　实验分三组 :空质粒转染组 ,hBMP22 基因转染组 ,

未转染组 ,阳性对照采用BMP22 蛋白 20 ng。①制备

样品蛋白及 SDS2聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS2
PA GE) :胰酶消化收集细胞 ,加入50μl样品缓冲液。

取 15μl 以 12 %SDS2PA GE 分离。②常规转膜 ,封

闭 ,使用 Tween 202PBS 稀释一抗 ,二抗 (辣根酶标记

羊抗兔 Ig G)与滤膜共温浴 ,显色。

11214 　碱性磷酸酶 (ALPase)活性检测　将转 hBMP22

基因和转空质粒细胞接种 24 孔板 (1 ×104/ 孔) ,培养

7 d。按试剂盒说明处理细胞 ,测定吸光值 ,标准曲线

上读取酶活性值。数据采用 SPSS 统计软件处理 ,

t 检验比较转染效果。

11215 　基因治疗的组织工程骨体外构建 　胰酶消

化收集 BMP22 基因转染细胞 ,制成单细胞悬液 (5 ×

106/ ml ) , 均匀种于 2 枚 BCB 材料块 , 每块材料

100μl。4 h 后待细胞基本贴壁 ,再缓慢加入培养液

115 ml。常规培养 1 d 后 ,215 %戊二醛固定 ,水平中

央剖开 ,扫描电镜观察材料原始面和横切面细胞附

着、分布、生长情况。

2 　结果

211 　重组真核表达载体 PcDNA3112hBMP22 的酶切

鉴定 　用 EcoR Ⅰ和 Xba Ⅰ双酶切 ,可切下 5138 kb

(PcDNA311 载体) 和 113 kb ( hBMP22 cDNA) 两条

带 ,PcDNA3112hBMP22 重组质粒上 Xho Ⅰ酶切位点

消失 ,符合物理图谱 ,表明 PcDNA311 载体中已插入

BMP22 的 cDNA 序列 ,且连接正确 ,重组真核表达载

体 PcDNA3112hBMP22 构建成功 (图 1) 。

212 　BMSCs 细胞形态学观察 　骨髓细胞接种24 h

后可见大量密集的造血系细胞或悬浮于培养液中 ,

或沉积于培养皿底壁 ,无菌 PBS 液反复冲洗后可见

少量散在分布的贴壁细胞 ,呈多角形、短梭形。贴壁

细胞一般 2 周左右可长满培养瓶底壁 ,细胞相互间

紧密贴附 ,排列呈旋涡状。hBMP22 基因转染后细胞

形态规则、生长迅速 ,随培养时间延长多角型细胞逐

渐增多。

213 　Western Blot 检测 　转染组有 BMP22 阳性条

带 ,而空质粒转染组和未转染组仅有隐约可见的

BMP22 条带 (图 2) 。

214 　转染后 AL P 活性检测 　转染后细胞 AL P 活性

较对照组明显增高 ,转染组 (31126 ±3117) U/ ml ,对

照组 (22138 ±2164) U/ ml , P < 0101 ,表明转染后细

胞表达的 BMP22 ,促进 BMSCs 向成骨细胞转化。

215 　扫描电镜观察 　培养 1 d 后 ,扫描电镜见支架

材料表面平整 ,规则分布一些陷窝和孔隙 ,孔隙 <

200～300μm。BMP22 基因转染后的BMSCs 在BCB
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材料表面均匀分布 ,原始面与剖开面一致 ,细胞贴附

伸展良好 ,呈纺锤形 ,有较长突起 ,相互连接 ,未贴壁

细胞散在分布。高倍镜下见未贴壁细胞伸出丝状突

起 ,相互网络。

3 　讨论

本研究利用 hBMP22 重组质粒转染BMSCs 后种

植异种骨支架 ,证实 BMP22 基因可导入细胞且稳定

表达基因产物促进自身增殖分化 ,转染后细胞在支

架材料上贴附生长良好 ,为将来应用携带 BMP22 基

因的人工骨修复骨缺损奠定了实验基础。

BMSCs 是骨组织工程中良好的进行基因转染种

子细胞来源[3 ] ,在多种动物模型中 ,转染 BMP22 基

因的 BMSCs 成功的诱导了骨形成。不过考虑到

BMSCs的实际临床应用 ,目前的实验研究探索了自

体移植和同种异体移植两种方法。自体来源显然效

果理想 ,但随着患者年龄增大 ,其体外培养困难和成

骨潜能下降 ,并且在某些病理条件下 ,患者的骨髓可

能被破坏或者健康细胞的数量减少 ,这些导致自体

移植受到限制。此外 ,自体来源细胞在体外扩增到

足够数量 , 周期较长 , 有时不能满足临床需要。

Tsuchida 等[4 ]采用大鼠同种异体转染 BMP22 基因的

BMSCs 修复股骨缺损 ,在接受短期免疫抑制治疗后 ,

获得和自体移植同等程度的修复效果 ,免疫抑制剂

对骨愈合无明显影响。同时观察到异体基因转染细

胞不仅是运载生长因子的工具 ,而且直接参与骨形

成。这种方法操作简便 ,但究竟排斥反应如何及免

疫抑制剂的使用上 ,仍需深入研究。

细胞外基质材料是细胞附着、生长和矿化的场

所 ,它在调节与其相联系的种植细胞生物学行为方

面起着十分复杂而重要的作用。理想的骨组织工程

细胞外基质材料应具备 : ①良好的生物相容性和表

面活性 ; ②良好的生物降解性 ; ③多孔性和高孔隙

率 ; ④可塑性和一定机械强度 ; ⑤骨传导性和骨诱导

性。本实验采用的 BCB 支架 ,以牛松质骨经脱脂脱

蛋白及部分脱钙获得 ,这种天然结构能提供支持及

有利于细胞生长增殖的表面环境 ,适宜的降解速度

和力学强度 ,三维多孔结构便于细胞立体生长及血

管长入 ,既保留了一定骨矿物质以维持其机械强度

又保留了胶原纤维以维持其韧性 ,适合生理载荷。

相对而言 ,BCB 是目前较理想的生物类基质材料。

本实验观察到 ,将 BMP22 基因转染后的细胞以

5 ×106 个/ ml 的浓度接种于支架中 ,细胞整体分布均

匀 ,与材料表面贴附紧密 ,生长良好 ,形态规则 ,为体

内移植提供了可靠保证。在移植细胞数量的选择

上 ,相对多的细胞有利于运载较多的 BMP22 到特定

的部位诱导骨形成 ,但过多的细胞会占据支架材料

内过多的空间而使新生血管的长入变得困难 ,从而

影响骨组织的再生 ,研究报道 5 ×106 个/ ml 的浓度

比较合适[5 ] 。

基因转移方法和表达载体选择是保证BMP22 局

部持续有效表达的关键。目前认为[3 ] ,采用腺病毒

载体体外转染比较理想 ,但其残存的免疫原性在一

定程度上限制了临床应用。Park 等[6 ]比较了 BMP22

重组质粒和腺病毒转染的 BMSCs 修复骨缺损的效

果 ,发现质粒转染组成骨速率虽不如腺病毒转染组 ,

但仍然获得了满意的骨愈合结果。并且质粒制备简

单 ,成本低 ,使用安全 ,适合临床应用。本实验亦证

实重组真核表达载体 PcDNA3112hBMP22 体外转染

BMSCs 是可行的。
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