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摘要： 目的　观察 Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ转染兔骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）体外骨生成中钙化斑形成，并对钙化斑元素构成进行
研究。 方法　用携带 ｈＢＭＰ２和 ＧＦＰ基因的腺病毒转染细胞，通过 ＲＴ-ＰＣＲ检测转染后 ＢＭＳＣｓ ｈＢＭＰ-２基因的表达，通过倒置
荧光显微镜、钙结节茜素红染色观察转染后细胞形态改变和钙化斑的形成，结合扫描电镜和 Ｘ线能谱分析（ＳＥＭ／ＥＤＳ）技术观
测钙化斑表面微观形貌及其元素构成。 结果　ＲＴ-ＰＣＲ 检测转染后 ＢＭＳＣｓ 表达 ｈＢＭＰ-２ 目的基因，细胞形态向成骨方向分
化，钙结节茜素红染色见红色矿化结节，电镜下见钙化灶点状散布于细胞中，细胞重叠生长，分泌基质旺盛。 Ｘ射线能谱分析
显示其表面为钙、磷沉积物，其钙磷比（Ｃａ／Ｐ）为 １畅５３。 结论　Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ能成功转染兔 ＢＭＳＣｓ，体外诱导 ＢＭＳＣｓ 向成骨
方向分化，并具备较好的骨生成能力。
关键词： 重组腺病毒；骨形态生发蛋白；骨髓间充质干细胞；扫描电镜；能谱分析
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Abstract： Objective　To observe the calcified plaque formation of rabbit bone marrow mesenchymal stem cells （BMSCs）
transfected by Ad-hBMP-２／GFP in vitro and to study the element composition of calcified plaque．Methods　Rabbit BMSCs were
transferred by adenovirus carrying hBMP-２／GFP gene．RT-PCR was used to detect the expression of hBMP-２ gene．Morphological
change of the cells after transfection and calcified plaque formation were observed using inverted fluorescence microscope and
Alizarin red staining， respectively．Surface microstructure and element composition of calcified plaque were studied using SEM and
X-Ray spectroscopy （SEM／EDS）．Results　RT-PCR showed hBMP-２ target gene expression in BMSCs transfected by Ad-hBMP-
２／GFP．The cell morphology showed osteogenic differentiation．Alizarin red staining showed red mineralized nodules．SEM image
demonstrated that mineralized calcium nodules were scattered in cells， and the growth of cells overlapped with strong matrix
secretion．X-ray spectroscopy showed that the surface of calcified plaque consisted of calcium and phosphorus sediment with a
calcium to phosphorus ratio （Ca／P） of １畅５３．Conclusion　Rabbit BMSCs can be successfully transfected by Ad-BMP-２／GFP
which can induce osteogenic differentiation， with a preferable osteogenic capability．
Key words： Adenovirus； Bone morphogenetic protein； Bone marrow mesenchymal stem cells； Scanning electron microscopy；
Spectrum analysis

　　ＢＭＳＣｓ具有多向分化潜能，能在特定的环境下
能分化为成骨细胞，再生为骨组织，并且取材方便、
增殖和分化能力强、随机体衰老后仍能保持良好的

干细胞特性以及具有独特的免疫耐受性，因而成为
骨组织工程首选种子细胞［１］ 。 但是，人们在观察
ＢＭＳＣｓ体外诱导成骨时，通常检测所培养 ＢＭＳＣｓ 内
碱性磷酸酶活性、Ⅰ型胶原、骨钙蛋白和骨桥蛋白
等，这些生物化学检测方法，仅能间接地反映
ＢＭＳＣｓ在体外的生物学特性，而对骨生成的直接观
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察测量较少。 本实验以腺病毒为表达载体，介导
ｈＢＭＰ-２和绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）基因转染兔 ＢＭＳＣｓ，
诱导兔 ＢＭＳＣｓ 形成钙化斑，结合扫描电镜和 Ｘ线能
谱分析（ＳＥＭ／ＥＤＳ）技术直接观察钙化灶表面微观
形貌并测量其钙化灶内钙、磷元素含量，研究体外骨
生成中钙化灶元素组成。

1　材料和方法
1畅1　实验材料
1畅1畅1　腺病毒载体：Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ、Ａｄ-ＧＦＰ表达
载体由英潍捷基（上海）贸易有限公司（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公
司）构建、鉴定和提供，采用免疫法检测腺病毒滴
度，病毒滴度为 ２ ×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ。
1畅1畅2　兔骨髓间充质干细胞：本课题组前期实验已
完成了兔 ＢＭＳＣｓ 的原代获取、传代培养及鉴定，并
取第５代细胞液氮冻存备用［２］ 。 本次实验细胞为第
５代冻存细胞复苏后传代至第 １０代的 ＢＭＳＣｓ。
1畅1畅3　主要仪器和试剂：低糖 ＤＭＥＭ、胰蛋白酶、胎
牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司），总 ＲＮＡ 提取试剂盒
（北京天根生化科技有限公司），ＨｉＦｉ-ＭＭＬＶ 逆转录
ｃＤＮＡ合成试剂盒（上海英俊生物技术有限公司），２
×Ｅｓ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ ＰＣＲ 试剂盒（北京康为世纪生
物技术公司），ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（北京艾德莱生物科技有
限公司），ＲＮＡＳＥ-ＦＲＥＥ ｄｄＨ２Ｏ（美国 ＡＭＲＥＳＣＯ 公
司），２ ×Ｔａｐ ＰＣＲ Ｍｉｘ（北京艾德莱生物科技有限公
司），茜素（美国 Ｓｉｇｍａ公司），戊二醛（美国 Ｓｉｇｍａ 公
司），二氧化碳细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｃ 公
司），生物安全柜（中国苏净安泰公司），倒置荧光显
微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司），场发射扫描电镜（荷兰
飞利浦公司），Ｘ射线能谱仪（英国牛津公司）。
1畅2　实验方法
1畅2畅1　兔 ＢＭＳＣｓ的复苏、传代培养：将待复苏的兔
ＢＭＳＣｓ冻存管迅速解冻、离心、重悬，吹打均匀，以
含 １５％血清的 Ｌ-ＤＭＥＭ 完全培养基（含 １００ ＩＵ／ｍｌ
青霉素、１００ ＩＵ／ｍｌ链霉素）接种于 ２５ｃｍ２ 塑料培养

养瓶，置于 ３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度环境中培养。 各
代 ＢＭＳＣｓ 体外培养至单层细胞汇合 ８０％左右，用
０畅２５％ 胰蛋白酶消化，行 １∶２ ～３ 传代培养，细胞传
至第 １０ 代细胞进行实验。
1畅2畅2　兔 ＢＭＳＣｓ的转染及实验分组：取兔第 １０ 代
对数生长期兔 ＢＭＳＣｓ 进行实验，以感染复数（ＭＯＩ
＝１００）转染细胞，实验分为 ３ 组： 第一组：未转染
组； 第二组：空载体组，转染不携带目的基因的空病
毒（Ａｄ-ＧＦＰ）； 第三组：Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ 组，转染携

带目的基因的病毒（Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ）。 转染 ２４ｈ
后换液，在倒置荧光显微镜下逐日观察转染后细胞
形态及生长情况。
1畅2畅3　ＲＴ-ＰＣＲ检测转染后兔 ＢＭＳＣｓ ｈＢＭＰ-２基因
的表达：根据实验分组，转染后 ７２ ｈ 提取 ３ ×１０６ 细

胞总数的总 ＲＮＡ，按照总 ＲＮＡ提取试剂盒（离心柱
型）操作步骤操作，计算出 ＲＴ-ＰＣＲ反应体系（２０ μｌ
体系）中所需 １ μｇ ＲＮＡ 所需的体积量。 按照
ＭＭＬＶ逆转录 ｃＤＮＡ合成试剂盒说明书合成第一条
链 ｃＤＮＡ。 按照 ２ ×Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 试剂盒说明
书进行 ＰＣＲ扩增。 ＰＣＲ 产物通过琼脂糖凝胶电泳
鉴定。 设计引物为：ＧＡＰＤＨ引物（Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ：５-
ＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＣＣＴＧＣＣＴＣ-３； Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ： ５-
ＴＡＧＣＣＡＡＡＴＴＣＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＣＡ-３）， ｈＢＭＰ-２ 引物
（Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ：５-ＡＣＴＡＣＣＡＧＡＡＡＣＧＡＧＴＧＧＧＡＡ-
３；Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ：５-ＧＣＡＴＣＴＧＴＴＣＧＧＡＡＡＡＣＣＴ-３）。
1畅2畅4　钙结节茜素红染色观察钙化斑的形成：按实
验分组，每组以 １ ×１０５ 个／孔接种 ６ 孔板进行细胞
爬片处理，接种前每孔预先放置已消毒的 ２０ ｍｍ盖
玻片。 在倒置显微镜下观察矿化钙结节的形成，并
于第 ２１天随机细胞爬片，固定后行茜素红染色，镜
下观察。
1畅2畅5　电镜扫描观察和 Ｘ 线能谱分析：按实验分
组，第 ２１天随机取细胞爬片，用 ２畅５％戊二醛固定，
梯度丙酮脱水，真空干燥，喷金镀膜，在 Ｑｕａｎｔａ ２００
ＦＥＧ场发射环境扫描电镜和 Ｘ-射线能谱仪上进行
测试。 在扫描电镜下观察细胞及钙结节微表面微观
形貌。 然后获取检测微区，用 Ｘ射线能谱分析仪测
定微区主要元素（碳、氮、氧、钙、硫、磷元素）的重量
百分比和原子百分比百分含量，重复 ３ 次。 能谱仪
技术指标：电压 １０ ｋＶ，电子束 ６畅０，工作距离 １０畅０
ｍｍ。
2　结果
2畅1　ＲＴ-ＰＣＲ检测转染后兔 ＢＭＳＣｓ ｈＢＭＰ-２ 基因的
表达

本课题组前期实验通过 ＳＰ 免疫组织化学和
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分别从细胞水平和蛋白质水平证实转染
后兔 ＢＭＳＣｓ 内表达 ｈＢＭＰ-２ 目的蛋白［３］ ，本实验从
ＲＮＡ基因水平检测 ｈＢＭＰ-２的表达。 反转录-聚合酶
链反应凝胶电泳图显示结果见图 １，未转染组及转染
空载体组未见任何条带，说明无 ｈＢＭＰ-２ 基因的表
达；而转染 Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ组见明显目的基因条带，
结果符合扩增片段长度，证实有目的基因表达。
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图 1　ＲＴ-ＰＣＲ 检测转染后 ７２ ｈ兔 ＢＭＳＣｓ ｈＢＭＰ-２ 基因
的表达
Ｍ： ｍａｒｋｅｒ； Ａ：未转染组； Ｂ： 空载体组； Ｃ： Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ组
Fig．1　ｈＢＭＰ-２ ｍＲＮＡ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ-ＰＣＲ ａｆｔｅｒ ７２ｈ ｏｆ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ＢＭＳＣｓ
Ｍ： ｍａｒｋｅｒ； Ａ： ＢＭＳＣｓ； Ｂ： ＢＭＳＣｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｂｙ Ａｄ-ＧＦＰ； Ｃ：
ＢＭＳＣｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｂｙ Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ
　

2畅2　转染后兔 ＢＭＳＣｓ 形态学观察及钙结节茜素红
染色

转染后未见明显细胞死亡，转染后 ４８ｈ， Ａｄ-
ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ、空载体组细胞在荧光显微镜下观察到
荧光，转染效率高达 ９０％，说明目的基因成功转入
靶细胞中。 转染后第 １４ 天，Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ 组细
胞为梭形、三角形或多角形，旋涡状排列，胞质丰富，
内有高折射性空泡和深色颗粒，细胞核明显， 折光
性强有明显的胞浆突起，细胞分泌基质，见图 ２。 随
时间延长，细胞逐渐变为多层，重叠生长，无接触抑
制现象，并形成结节状，最终形成不透光的矿化结
节。 而未转染组、空载体组与 Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ组在
相同培养条件下不传代培养，细胞分裂繁殖，长满整
个培养空间，出现接触性抑制，生长速度减慢甚至停
止。 第 ２１天细胞爬片 Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ组钙结节茜
素红染色后为红色，显示细胞集落形成红色矿化结
节，见图 ３。 而未转染组和空载体组钙结节茜素红
染色无钙结节形成。

2畅3　电镜扫描观察和 Ｘ线能谱分析
Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ组电镜下见钙化灶点状散布

于细胞中，相互连接成小片状，稍凸出于重叠细胞层
之上， 细胞重叠生长，分泌基质旺盛，钙化斑结构疏
松、粗糙，呈水泥状，钙化斑块间见明显空隙。 而未
转染组和空载体组在相同培养条件下不传代培养，
细胞出现接触性抑制，逐渐衰老死亡，电镜下见少量
细胞单层贴壁爬行生长。 用 Ｘ 射线能谱分析仪检
测电镜扫描微区得出分析图谱，同时计算机由谱峰
强度自动换算为所测主要元素（碳、氮、氧、硫、钙、
磷元素）的相对含量。 数据显示钙化斑微区钙磷比

图 2　转染后 １４ 天，Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ 组细胞形态
（ ×２００）
Fig．2　Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ
Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ ｇｒｏｕｐ （ ×２００）
　

图 3　茜素红染色显示细胞集落形成红色矿化结节
（ ×１００）
Fig．3　Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ Ｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｒｅｄ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ
ｎｏｄｕｌｅｓ （ ×１００）
　

（Ｃａ／Ｐ）为 １畅５３，接近羟基磷灰石钙磷比 １畅６７，说明
钙化斑块表面有钙、磷沉积物产生，可能为磷酸钙
盐。 钙化斑元素分析未见硫、氮元素。 而未转染组
和空载体组元素分析见硫、氮元素，有少量钙元素，
不含磷元素，可能是因为细胞发生接触性抑制导致
细胞死亡、蛋白质团块堆积引起的元素变化。 实验
组和对照组电镜下见密集的颗粒，可能是蛋白质与
钙络合的矿物质。 电镜及能谱分析图谱见图 ４。

3　讨论
ＢＭＳＣｓ 其体外高增殖能力为多种载体携带目

的基因的转染奠定了基础，以 ＢＭＳＣｓ 为基础的基因
治疗是近年来骨组织工程研究的热点［４］ 。 本实验
用腺病毒介导 ｈＢＭＰ-２ 和 ＧＦＰ基因转染兔 ＢＭＳＣｓ，
诱导兔 ＢＭＳＣｓ 成骨分化，形成钙化斑，通过 ＳＥＭ／
ＥＤＳ技术直接测量其钙化灶内钙、磷元素含量，定量
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图 4　Ａ Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ组钙化斑扫描电镜照片和 Ｘ射线能谱分析图谱；
Ｂ 空载体组扫描电镜照片和 Ｘ射线能谱分析图谱

Fig．4　Ａ： ＳＥＭ ａｎｄ Ｘ-Ｒａｙ ｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｆｉｅｄ ｐｌａｑｕｅ ｉｎ Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ＳＥＭ ａｎｄ
Ｘ-Ｒａｙ ｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｆｉｅｄ ｐｌａｑｕｅ ｉｎ Ａｄ-ＧＦＰ ｇｒｏｕｐ

　

研究体外骨生成中钙化斑元素组成，进一步证明
ｈＢＭＰ-２体外诱导 ＢＭＳＣｓ的成骨组织的能力。
骨的钙化是指在有机质内有序的沉积无机盐，

经过一系列细胞化学过程，使钙和磷产生集结现象，
结合成羟基磷灰石簇。 骨的钙化是骨形成的基础，
首先是成骨细胞沉积为类骨质，然后类骨质钙化沉
积的前缘矿质化，有机质插入核矿质化前缘间形成
清晰边界，象征矿质化前缘形成，在矿质化前缘水平
上，成骨细胞和其它基质成分与羟基磷灰石簇混合
在一起，形成钙化斑［５］ 。 有研究表明，达到矿质化
前缘之前，新鲜沉积的类骨质成熟大约需 １０ｄ。 体
内骨形成主要包括成骨细胞分化增殖，骨基质分泌，
钙盐沉积和骨组织结构改建成熟等过程［６］ 。 本实
验结果显示， 兔 ＢＭＳＣｓ在腺病毒介导的 ｈＢＭＰ-２ 下
诱导 ２１ｄ 后，ＢＭＳＣｓ 向成骨方向分化，首先经过细
胞增殖，大量分泌细胞基质，随后被自身分泌的基质
所包绕， 磷酸钙盐沉积在细胞基质局部，最终形成
钙化斑。 Ｘ线能谱分析数据显示钙化斑微区钙磷比
（Ｃａ／Ｐ）为 １畅５３，接近羟基磷灰石钙磷比 １畅６７，说明
钙化斑块可能为磷酸钙盐沉积结晶所致，为类羟基
磷灰石，从而说明 ＢＭＳＣｓ体外诱导成骨过程与体内
骨生成过程相同。 随着钙化斑的改建和骨基质中有
机胶原成分的增加，体外所生成骨组织将逐渐趋向

成熟，钙磷比值将会回复到成熟骨组织比值水平。
然而，细胞如何具有生成可钙化基质的能力以及控
制矿质化发生的能力，其发生机制并不清楚，尚且需
进一步研究［６］ 。
扫描电镜与 Ｘ 射线能谱分析技术（ＳＥＭ／ＥＤＳ）

在观察样品表面微观形貌的同时还能进行元素分

析，因而得知样品微观结构变化与其元素组成变化
的关系。 这是一种高度灵敏的超微量表面分析技
术，国内外有大量学者已将其运用于各科研领域的
研究［７］ 。 本实验将 ＳＥＭ／ＥＤＳ技术应用于体外骨生
成中钙化斑元素构成的定量研究，并观测其表面微
观形貌，直接反应 ＢＭＳＣｓ的成骨能力。 本实验结果
显示， 兔 ＢＭＳＣｓ 在腺病毒介导的 ｈＢＭＰ-２ 诱导 ２１ｄ
后，扫描电镜下见细胞被自身分泌的基质所包绕，
磷酸钙盐局部沉积，形成钙化斑。 能谱分析显示钙
化斑碳、氧、钙、磷元素，未见硫、氮元素。 但是，对照
组在扫描电镜下见大量死亡细胞团块和少量细胞单

层贴壁爬行生长。 能谱分析显示钙化斑碳、氧、钙、
硫、氮元素，不含磷元素。 对照组与实验组进行元素
比较，对照组含硫、氮元素，不含磷元素。 因此，考虑
可能是由于死亡细胞蛋白质团块堆积、蛋白质与钙
络合的矿物质引起的元素变化。 结合倒置荧光显微
镜下观察转染后细胞形态的变化，可以证明明
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ＢＭＳＣｓ在腺病毒介导的 ｈＢＭＰ-２体外诱导下能向成
骨方向分化，分化后的细胞能重叠生长，不出现接触
抑制现象，最终局部细胞矿化形成钙化斑块。
基因治疗的出现给骨组织工程研究者提供了全

新的思路［８］ 。 ＢＭＰ-２ 生长因子作为骨组织形成的
启动因子之一，在 ＢＭＳＣｓ的趋化及有丝分裂过程中
发挥重要的作用，同时 ＢＭＰ-２还在刺激 ＢＭＳＣｓ的分
化、加强细胞外基质的合成及维持成骨细胞表型等
各个阶段具有诱导骨组织形成的多重效应［９］ 。 本
实验利用腺病毒载体介导 ｈＢＭＰ-２ 策略，经转基因
技术将编码 ｈＢＭＰ-２ 的目的基因导入兔 ＢＭＳＣｓ 内，
使之连续释放 ｈＢＭＰ-２ 蛋白，从而诱导 ＢＭＳＣｓ 向成
骨细胞持续分化。 ＲＴ-ＰＣＲ 检测到转染后兔 ＢＭＳＣｓ
高效表达 ｈＢＭＰ-２ 目的基因。 说明腺病毒介导的
ｈＢＭＰ-２能诱导兔 ＢＭＳＣｓ 向成骨方向分化，并使
ＢＭＳＣｓ具备较好的骨生成能力。
综上所述，Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ 成功对 ＢＭＳＣｓ 进

行了基因修饰，修饰后的细胞高效表达 ｈＢＭＰ-２ 目
的基因，ＳＥＭ／ＥＤＳ 技术显示成骨分化后 ＢＭＳＣｓ 表
现出较好的骨生成能力。 Ａｄ-ｈＢＭＰ-２／ＧＦＰ 转染兔
骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）体外骨生成过程与体
内骨生成过程相同。
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