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·论著·

hBMP一2基因转染兔骨髓间充质干细胞体内移植后
hBMP一2的活性检测
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桂林医学院附属医院急诊创伤外科，桂林54l001
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摘要：目的探究人骨形态发生蛋白一2(human bone morphogenetic protein．2，hBMP-2)基因植入兔股骨头坏死模型体内后的活

性，为后续实验奠定理论基础。方法1．采用髓芯减压联合液氮冰冻法制备兔股骨头坏死模型；2．将造模成功的兔子随机分

为A、B、c3组(n=12)，A组不植入材料，为对照组，B、c组分别植入DBM／BMscs、hBMP．2／BMscs／DBM；3．术后第1、第2、第3

周各组分别处死4只兔子，分别运用PCR、RTFQ—PCR、western Blot检测股骨头内hBMP-2基因和蛋白的表达量，评估hBMP一2

基因在兔体内的活性。结果 植入后，在第l、第2、第3周，PcR结果示：A、B两组hBMP一2基因呈阴性表达，c组hBMP-2基

因呈阳性表达；RTFQ-PCR示：C组相对表达量分别为l，O．947士O．025，O．895±O．059，P=O．08l；westem blot示：A、B两组

hBMP-2蛋白在兔体内呈阴性表达，c组hBMP一2蛋白呈阳性表达；凝胶成像系统分析显示：c组hBMP．2蛋白表达灰度值(目

的／内参)分别为：O．530±0．056、0．507±0．066、0．475±0．086，且两两之间比较JP>0．05。结论 hBMP一2基因转染BMsCs植

入兔股骨头坏死模型体内后能够稳定表达，进而能够持续诱导BMsCs向骨细胞分化，达到修复股骨头坏死的目的。

关键词：骨组织工程；人骨形态发生蛋白2；股骨头坏死；PCR；荧光定量PCR；免疫印迹
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Abstract： 0bjective To explore the activity of hBMP-2 after transfection to BMscs in mbbit femoral neck necrosis modeI，and

to lay the tlleoretical foundation for the subsequent experiments．Methods 1)Rabbit femoral head necrosis model was established

by core decompression combined wim liquid nitrogen frozen．2)After me model establishment，animals were randomly divided into

3 gmups(n=12 per gmup)，Group A as control gmup，Gmup B witll implant of DBM／BMSCs，Group C with implant of hBMP一

2／BMSCs／DBM．3)Four rabbits of each group were kjlled at l，2，and 3 weeks af【er surgery．hBMP-2 gene and protein were

detected using PCR，RTFQ—PCR，and westem blotting．Results After 1．，2-，and 3一week implant，PCR results showed ttlat the

expression of hBMP·2 gene in group A and group B were negatiVe，and the expression of hBMP-2 gene in C group was positive．

RTFQ—PCR showed山at the relatiVe expression in group C was 1，O．947±0．025，and O．895±0．059，P=O．08 1．Westem bloning

showed that the expression of hBMP·2 protein in group A and group B were negatiVe，and the expression in group C was positive，

Gel imaging system analysis showed that hBMP·2 pmtein expression gray Values(objective／reference) in group C was O．530±

0．056，0．507±0．066，and 0．475±0．086，respectiVely(P>O．05)．Conclusion The hBMP一2 can be stably expressed in

lransfected BMSCs after implant into the femoral head necrosis rabbit model and it can induce the differentiation of BMSCs to bone

cells，and repair the necrosis of ttIe femoml head．
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股骨头坏死(osteonecrosis of femoraI head，

ONFH)是一种髋关节复杂病变，已跃居髋关节疾病

首位⋯且有了年轻化趋势㈨。其病因不明，公认的

致病因素有13种⋯，目前有多重治疗方式⋯1，但
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结果均不理想。有研究表明骨组织工程通过骨传导

和骨诱导方式共同完成骨的修复和重建，被认为是

最有潜能的治疗方式‘6J。BMP．2是TGF．B家族一

员，基础研究已经证实具有强大的成骨诱导能

力¨⋯。国内外学者将hBMP．2基因转染人BMSCs，

体外培养后通过PcR和western B10t技术检测发现

hBMP．2基因均有较高活性¨⋯，但是关于hBMP-2

基因植人体内后的活性情况，目前国内外鲜有报道。

本实验通过腺病毒介导hBMP．2基因转染BMSCs复

合DBM的方式构建组织工程材料，将其植入兔

ONFH模型，旨在探讨hBMP．2基因在植人体内后的

活性情况，为将来骨组织工程的临床应用提供实验

依据。

l材料和方法

1．1材料

1．1．1 组织工程骨(hBMP-2／BMSCs／DBM)：本课

题组经过前期研究，已利用腺病毒介导hBMP_2转

染BMsCs复合脱钙松质骨(demineralized bone

matriX，DBM)的方式成功构建了组织工程骨⋯’。

1．1．2实验动物：新西兰大白兔36只，雌雄不拘，

体重约3．2 kg，清洁级，购于桂林医学院动物实验中

心，实验过程中对动物的处理符合伦理学精神。

1．1．3主要试剂及器材：水合氯醛(天津大茂化学

试剂厂)，凝胶海绵(江西祥恩医疗科技发展有限公

司)，注射用青霉素钠(华北制药公司)，总RNA提

取试剂盒(北京天根生化科技有限公司)，M—MLV

First Strand Kit试剂盒(上海沪峰生物科技有限公

司)，DNA Marker(北京天根生化科技有限公司)，2

×Taq Master Mix(大连宝生物工程有限公司)，总蛋

白提取盒(北京博奥森生物技术有限公司)，BcA蛋

白定量试剂盒(北京碧云天生物公司)，抗hBMP-2

单克隆抗体(BD公司)，抗GAPDH多克隆抗体、辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗及山羊抗小鼠二

抗(北京中杉金桥生物公司)，Westem blot化学发光

试剂盒(Thermo公司)，Js．780全自动凝胶成像分析

仪(上海培清公司)，Chemi DOC xRs+凝胶成像系

统分析仪(美国BIO—RAD公司)，7500Fast实时荧光

定量PCR仪(美国ABI公司)。

1．2 方法

1．2．1造模：实验动物均选取右侧参与实验，参照

李海冰等髓芯减压术联合液氮冰冻的操作步骤¨2。

实验动物取俯卧位，10％水合氯醛水溶液耳缘静脉

注射(3 ml／kg)麻醉。由臀大肌与阔筋膜张肌的间

隙进入，暴露臀小肌及髓关节外旋肌群，并贴骨面将

其切断，暴露关节囊以后小十字口切开，外旋股骨

头，使股骨头暴露而不使其脱位，在大转子下约1

cm处，用无菌钻头，从外背侧向股骨头方向打孔，直

至关节软骨下，孔径大约3 mm，用小刮匙刮除股骨

头内骨质，然后用液氮持续冷冻股骨头，约5分钟。

1．2．2实验分组并植入材料：实验动物术毕后行x

线检测，确认造模成功后随机分为A、B、C、3组，每

组12只。A组为造模组，不做处理，复温后立即逐

层关闭切口；B、C各组动物在造模复温后沿钻孔方

向分另4填塞DBM、DBM／BMSCs、hBMP一2／BMScs／

DBM，然后用医用凝胶海绵封闭隧道口，逐层关闭

切口；术后各组实验动物臀大肌处注射青霉素钠注

射液预防感染(40万单位／只·天，连续3天)。

1．2．3 PCR检测hBMP-2基因的表达：术后l、2、3

周各组分别处死4只兔子，取部分股骨头样品放人

研钵，加入液氮，研磨成粉末后加入1．5 ml EP管，

然后按照总RNA提取试剂盒(离心柱型)操作步骤

操作，并通过凝胶电泳进行质量检测，使用分光光度

计进行纯度浓度测定，计算出RT-PcR反应体系(20

斗l体系)中所需1斗gRNA所需的体积量。使用PcR

仪与M．MLV First Strand Kit试剂盒合成cDNA。根

据hBMP．2的基因序列利用primer 5．0合成引物，使

用PCR仪与2×Taq PCR Master Mix试剂盒进行

PCR扩增，扩增产物采用2％琼脂糖凝胶电泳检测，

用培清Js-780全自动凝胶成像分析系统进行拍照、

分析。

1．2．4 RTFQ．PcR技术检测hBMP-2基因的表达：

取1．2．3中C组1、2、3w RNA 1“g，逆转录合成为

cDNA。逆转录产物用7500Fast实时荧光定量PCR

仪检测分析。

1．2．5 Westem Blot检测hBMP．2蛋白的表达：术后

l、2、3周各组分别处死4只兔子，取部分股骨头样

品放入研钵，加入液氮，研磨成粉末后按照总蛋白提

取盒步骤提取总蛋白。提取物用BCA蛋白定量试

剂盒进行蛋白定量，转膜，一抗，二抗，显影，Bio-Rad

Chemi Doc xRs+化学发光成像系统曝光，以内参为

标准，计算出每组蛋白的相对表达量。

1．2．6统计学分析：采用统计软件SPSS 18．0进行

统计分析。计量资料用面±．s表示，多组之间比较

时，首先进行Levene检验，方差齐者，采用ANOVA

法检验，两两比较采用LsD—t检验；方差不齐者，进

行非参数检验，两两比较采用Mann—whitney u法。

检验水准仅=O．05。

万方数据



史垦量厘煎墼苤查!!!!生!!旦箜!!鲞箜!!塑曼!垫!Q!!竺P!翌!!盟!!!翌!!!!!!：!!!!!：盟!：!1

2 结果

2．1 PcR检测hBMP-2基因表达结果

凝胶成像分析系统显示：DNA Marker大小为

100_600bp，GAFDH大小为221bp，目的条带(hBMP—

1335

2)大小为180bp。术后1、2、3周，A组和B组

hBMP．2目的基因均为阴性表达，C组在植入后第

1、2、3W后hBMP-2目的基因均为阳性表达(如图

1)。

图1 PCR检测各组hBMP一2基因的表达

M：DNA Marker，l：A组，2：B组，3：c组；a：l周，b：2周，c：3周

Fig．1 The hBMP·2 gene expression in each group detected using PCR．

M：DNA Marker，l：Gm“P A，2：Group B，3：Gro“p C，a：1w，b：2w，c：3w

2．2 RTFQ-PCR检测hBMP-2基因表达结果

RTFQ—PcR结果显示：c组兔子植入hBMP．2／

BMSCs／DBM后，第1、2、3周时hBMP．2基因均有表

达，如图2。设C组术后1周时hBMP．2基因的相对

勰
瓣：
200b。

100bD

表达量为(RQ)=1，2、3w RQ值分别为0．947±

0．025、0．895±0．059。1周与2周比较P=0．072>

0．05，2周与3周比较P=0．08l>0．05，无统计学差

异。

秽
SamDle

图2 RTFQ—PcR检测c组术后各时间点hBMP-2基因的表达

Fig．2 The hBMP一2 gene expression in Group D at each time detected using RTFQ—PCR

2．3 Westem Bolt检测hBMP-2蛋白表达结果

蛋白凝胶成像系统显示：术后1、2、3周A组和

B组hBMP-2蛋白均为阴性表达，C组hBMP．2蛋白

均为阳性表达，如图3。C组术后各时间点hBMP一2

蛋白均成阳性表达，表达量依次有所衰减，如图4。

凝胶成像系统灰度分析显示：c组术后1、2、3周

hBMP．2蛋白目的／内参表达量的值分别为0．530±

0．056、0．507±0．066、0．475±0．086，且1周与2

周、1周与3周、2周与3周两两比较的P值分别为：

0．702、0．382、0．607，均大于0．05，无统计学差异，

如表1。

__一-_-_

一hBMP．2f 16kD

·’_。。’B-Ac⋯1143kD
b c

图3 western Bolt检测各组hBMP一2蛋白的表达

1：A组，2：B组，3：c组；a：l周，b：2周，c：3周

Fig．3 The hBMP一2 protein expression in each group

detected using Westem bolt“ng．

1：Gm“p A，2：Group B，3：Gmup C，8：1w，b：2w，c：3w

"如”∞”如巧∞

●●●●0
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图4 western Bolt检测c组各时间点

hBMP．2蛋白的表达．

1：1周，2：2周，3：3周

Fig．4 The expression of hBMP一2 protein in

Group C detected using Westem boltting．

1：1w，2：2w．3：3w

表l c组术后各时间点hBMP．2蛋白表达量

(目的／内参，孟±s)

Table 1 The expression of hBMP一2 protein in Gmup C

after surgery(objective／reference，牙±s)

d=O．05，+与1周比较，6与2周比较，4与3周比较。

a=O．05，+compared with 1w，△compared with 2w，’compared

wich 3w．

3 讨论

国内外大量基础实验及临床研究均证明BMP一2

在促进骨再生、治疗骨缺损方面有较理想的效

果¨3。5。。谢在春等¨引通过研究认为BMP一2的机制

可能为其诱导问充质干细胞向软骨方向分化，并通

过Smad通路及MAPk通路传导，并对骨组织的形

成、生长和损伤的修复具有促进作用。局部直接注

射BMP．2蛋白不仅价格昂贵、来源有限，而且注射

后蛋白容易降解等问题一直是临床大规模应用

BMP．2蛋白的最大瓶颈，因此根据基因工程原理构

建包含BMP．2基因的载体，促进BMP-2在局部持续

表达这一方式受到了国内外广大学者的青睐。本研

究根据基因工程和组织工程原理采用腺病毒介导

hBMP．2基因转染兔BMSCs复合DBM的方法体外

构建组织工程骨，再将该组织工程骨植入兔ONFH

模型中，对hBMP．2基因及蛋白进行检测，探讨

hBMP．2基因在活体内的活性，为下一步的实验研究

奠定理论基础。

PCR技术可以在短时间内扩增出足量的DNA

以供研究，具有特异性强、敏感度高、易自动化等优

点，是组织工程中重要的检测手段Ⅲ1。PCR和凝胶

成像系统显示hBMP．2／BMscs／DBM植入活体l、2、

3周后，hBMP一2基因均成阳性表达，提示hBMP-2基

因植人活体兔模型后能够稳定存在并表达。RTFQ—

PCR是目前在基因工程研究中使用最广泛且灵敏

度和特异性较高的检测手段。国内外许多学者研究

已经证实，BMP．2必须在局部保持一定的浓度，并且

这种浓度在局部至少要维持2周的情况下，BMP-2

才能发挥诱导和启动成骨的作用。本实验通过对

RTFQ—PCR检测结果的统计分析发现，C组在植入

hBMP一2／BMSCs／DBM后随着时间的推移，hBMP一2

基因的表达量成梯度慢慢降低，但是降低程度没有

统计学差异。提示hBMP一2基因在植入活体后的3

周内都有较高且较稳定的表达，为下一步诱导和启

动骨修复奠定的基础。

westem Bolt是根据抗原抗体特异性结合原理，

对凝胶电泳处理过的蛋白进行着色标记，然后通过

分析着色的位置和着色深度来评估目的蛋白在细胞

或组织中的表达情况，现已广泛应用于基因在蛋白

水平的表达情况研究方面。westem Blot结果显示：

C组在植入hBMP．2／BMsCs／DBM后的1、2、3周

hBMP一2蛋白均有阳性表达，表明hBMP一2基因在局

部已经开始表达相应的蛋白；植入后的l、2、3周表

达量虽然有所衰减，但是经过统计学分析其衰减量

均大于0．05，没有统计学差异，提示hBMP-2基因能

够在局部稳定存在并表达相关蛋白，进而诱导和启

动骨修复和再生。

hBMP．2基因已经成为骨组织工程研究中比较

热门的细胞因子，国内外学者都对其进行了大量的

研究，并取得突破性成果。之前学者在研究hBMP-2

基因时，通常采用体外培养转染hBMP一2基因的干

细胞，然后在细胞上清液或细胞中对hBMP．2基因

的活性进行定性或半定量的检测，以此来评估

hBMP-2基因的活性。陆斌【‘8‘等曾运用ELISA法对

细胞上清液中的hBMP-2基因进行了精确的定量研

究，证明了其在离体细胞中有较高的活性。hBMP一2

基因在离体细胞这种简单环境中具有较高的活性，

但是将其植入复杂的活体环境后，其活性情况如何，

目前尚缺相关的直接研究。本研究在前期离体细胞

研究的基础上，将负载hBMP．2基因的组织工程材

料植入活体，然后对hBMP．2基因的活性进行研究，

在基因和蛋白水平证实了hBMP一2基因在异种活体

内有较高的活性，并且能够在相当长一段时间内能

够维持这种活性，这为后续骨修复和再生实验提供

了更为直观理论依据，也是本研究的一大特色和创

新。虽然BMP．2蛋白在骨再生和骨修复方面有值

得肯定得作用，但是其应用的安全性，例如BMP一2

对局部或全身的影响等问题，仍然值得进一步商榷
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和研究。 [11]

综上所述，hBMP一2基因转染兔骨髓间充质干细

胞植入活体后，hBMP．2基因在局部能够稳定表达并

保持较长时间的活性，为后续进一步研究其对股骨

头坏死的实验奠定了理论基础。

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]
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