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不同浓度透明质酸水凝胶对骨形态发生蛋白２
基因修饰的 ＢＭＳＣｓ特性的影响
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　　摘　要　目的　探讨不同浓度透明质酸水凝胶（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｈｙｄｒｏｇｅｌ，ＨＡＨ）包封携带骨形态发生蛋白２
（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ＢＭＰ２）基因的腺病毒载体（ＡｄＢＭＰ２）转染兔骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）后对细胞形态、增殖活性及蛋白表达的影响。方法　提取、培养 ＢＭＳＣｓ；通过成
骨、成脂诱导分化及细胞表面抗原检测对ＢＭＳＣｓ进行鉴定。体外制备不同浓度的ＨＡＨ并构建携带ＢＭＰ２腺病
毒载体转染至ＢＭＳＣｓ。实验分为５组：０ｇ／ＬＨＡＨ＋ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ组、２ｇ／ＬＨＡＨ＋ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ组、４ｇ／Ｌ
ＨＡＨ＋ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ组、８ｇ／ＬＨＡＨ＋ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ组和１２ｇ／ＬＨＡＨ＋ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ组。激光共聚
焦显微镜观察不同浓度ＨＡＨ下ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ的形态特征，并进行三维重建。在第１、２、４、６、８、１０、１２、１４天
不同时相点使用ＣＣＫ８法检测ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ的增殖活性；ＥＬＩＳＡ检测各组ＢＭＰ２的表达情况。结果　激光
共聚焦显微镜下三维重建可见ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ在不同浓度ＨＡＨ中呈现不同的形态：ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ在２、４、
８ｇ／ＬＨＡＨ中可多个方向铺展，具有充足的生长空间，在１２ｇ／ＬＨＡＨ中呈圆形。细胞增殖活性检测显示：多组间
细胞增殖活性比较差异性具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；４ｇ／ＬＨＡＨ＋ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ组和８ｇ／ＬＨＡＨ＋
ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ组增殖活性最佳。ＥＬＩＳＡ检测 ＢＭＰ２表达结果显示：各组均可表达 ＢＭＰ２，８ｇ／ＬＨＡＨ＋Ａｄ
ＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ组表达ＢＭＰ２最高，且与其他４组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　不同浓度 ＨＡＨ
中ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣ细胞形态、增殖活性、ＢＭＰ２的表达均不同，８ｇ／ＬＨＡＨ包封下具有最显著的细胞活性。
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　　透明质酸水凝胶（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｈｙｄｒｏｇｅｌ，
ＨＡＨ）是透明质酸与相应交联剂交联，形成具有一
定的生物相容性、可降解以及无免疫原性的水凝

胶，在再生医学领域广泛应用与研究。ＨＡＨ在包
封细胞时，可以为细胞提供三维立体生长环境，克

服了二维环境里的“接触抑制”，同时还具有一定

的机械强度，可与细胞相互作用，常被用于组织工

程的水凝胶支架［１］。因其在制备过程中，不同浓

度的ＨＡＨ在包封细胞时对细胞形态及增殖活性
等方面的作用具有明显差异，特别是当被包封的细

胞与ＨＡＨ包封前经过特殊处理时（如转染病毒、
质粒、ｍＲＮＡ等），如果忽略，最后取得的实验结果
甚至可能与预期相反，经常困扰着科研工作者。而

且在骨与关节再生研究中，骨髓间充质干细胞

（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）由于
易提取、低免疫原性、多向分化潜能等具有良好应

用前景［２］；骨形态发生蛋白 ２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ２，ＢＭＰ２）是唯一经 ＦＤＡ批准用于骨移植
替代的生长因子［３］。故我们联合 ＨＡＨ、ＢＭＰ２与
ＢＭＳＣｓ三者构建一种新的组织工程材料，研究其
对ＢＭＳＣｓ活性的影响。目前，不同浓度ＨＡＨ对包
封未进一步处理的 ＢＭＳＣｓ的影响已见报道［４］，但

是关于使用ＨＡＨ包封对进一步处理的 ＢＭＳＣｓ研
究较少。本文采用不同浓度 ＨＡＨ（２、４、８、１２ｇ／Ｌ）
包封经携带 ＢＭＰ２基因的腺病毒载体基因修饰
ＢＭＳＣｓ（ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ），探讨不同浓度ＨＡＨ下

对ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ细胞三维形态、增殖活性及其
表达ＢＭＰ２的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　健康新西兰胎兔４只，雌雄不
拘，１月龄，体重约０．５ｋｇ，购于山东省鲁抗医药股
份有限公司实验动物中心。

１．１．２　试剂器材　胎牛血清、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；戊巴比妥钠（北京索莱宝公
司）；小鼠抗兔ＣＤ１４ＡＰＣ（德国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司）；小
鼠抗兔ＣＤ３１ＰＥ（美国 ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司）；小
鼠抗兔ＣＤ９０ＰＥ（德国 ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｏｎｌｉｎｅ公司）；小
鼠抗兔ＣＤ１０５ＦＩＴＣ（美国ＧｅｎｅＴｅｘ公司）；透明质
酸水凝胶试剂盒（美国ＢｉｏＴｉｍｅ公司）；ＣＣＫ８试剂
盒（日本Ｄｏｊｉｎｄｏ公司）；ＡｄＢＭＰ２（上海汉恒生物
公司）；人 ＢＭＰ２酶联免疫试剂盒（武汉博士德生
物公司）。

１．２　方法
１．２．１　ＢＭＳＣｓ的提取、培养、鉴定　新西兰胎兔
经耳缘静脉缓慢推注１％ 戊巴比妥钠（３．５ｍｌ／
ｋｇ），速度约１ｍｌ／ｍｉｎ。通过呼吸、角膜反射判断麻
醉深度。然后取侧卧位，双侧髂前上棘备皮、消毒、

铺巾；经左侧髂前上棘抽取兔骨髓液３～５ｍｌ，依序
抽取另一侧。将骨髓液与 ＰＢＳ等比例混合，将稀
释的骨髓液轻轻滴加在等量的 Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液上

·８８·
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方，水平离心３０ｍｉｎ（２５００ｒ／ｍｉｎ），溶液分４层，吸
取乳白色单核细胞层，将提取的细胞用 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养基（含１％青链霉素、１０％胎牛血清）重
悬，转移至培养瓶（２５ｃｍ２），换液，通过选择性消化
进行传代，期间通过倒置荧光相差显微镜进行观察

ＢＭＳＣｓ生长状态。培养至第三代进行成骨、成脂
诱导分化，同时另取第三代细胞按照抗体说明书分

别加入抗兔 ＣＤ１４、ＣＤ３１、ＣＤ９０、ＣＤ１０５抗体进行
流式细胞检测；另取同批细胞分别进行同型对照。

１．２．２　最佳感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，
ＭＯＩ）值的确定　取第三代ＢＭＳＣｓ，细胞计数后，转
移至六孔板（１０６／孔），１２ｈ后换液，每孔加入 １／２
体积的培养基，然后按照 ＭＯＩ值分别为 ５０、８０、
１００、１２０、２００的 ＡｄＢＭＰ２加入到六孔板中，每种
ＭＯＩ值设３个复孔，４～６ｈ后换液，２４ｈ后上流式细
胞仪检测感染效率以及细胞生存率，确定最佳ＭＯＩ
值。

１．２．３　不同浓度ＨＡＨ的制备及包封　ＨＡＨ试剂
盒包括经巯基修饰的透明质酸（ＨｙＳｔｅｍＴＭ）、聚乙
二醇二丙烯酸酯（ＥｘｔｒａｌｉｎｋＴＭ）和脱气去离子水 ３
个组分；将脱气去离子水按照试剂盒说明书加入

ＨｙＳｔｅｍＴＭ、ＥｘｔｒａｌｉｎｋＴＭ中，分别配成２、４、８、１２ｇ／Ｌ的
ＨＡＨ；然后分别将提前准备好的 ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ
使用水凝胶进行重悬。

１．２．４　不同浓度下ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ细胞三维形
态观察　将上面制备的不同浓度的 ＨＡＨ与 Ａｄ
ＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ重悬后，移植到预先经多聚赖氨酸
包埋的盖玻片上，待 ＨＡＨ凝固后加入细胞培养基
培养，２４ｈ后将构建好的材料用４％多聚甲醛进行
固定，ＰＢＳ洗涤干燥后，树胶封片，置于激光共聚焦
显微镜下对细胞形态进行观察。

１．２．５　细胞增殖活性检测　将用不同浓度 ＨＡＨ
包封ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ后的混合物，在凝胶之前分
别加入８块９６孔板中（１００μｌ／孔），每种浓度ＨＡＨ
设３个复孔；对照组为没有包封ＨＡＨ的ＡｄＢＭＰ２
ＢＭＳＣｓ，同时对于每种浓度的 ＨＡＨ分别设置没有
包封ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ的作为阴性对照，每孔加入
２００μｌ培养基后放入 ＣＯ２恒温细胞培养箱培养。
分别于第１、２、４、６、８、１０、１２、１４天不同时间点根据

ＣＣＫ８说明书检测ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ的增殖活性。
１．２．６　ＥＬＩＳＡ检测 ＢＭＰ２的表达　借助于上一
步，在每个时间点检测 ＣＣＫ８法前，将细胞上清液
收集至ＥＰ管中，－２０℃保存，待１４ｄ收集完细胞
上清液后，根据 ＥＬＩＳＡ试剂盒的说明书对细胞上
清液中的ＢＭＰ２的表达进行检测。
１．３　统计学方法

数据采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行统计学处
理，数据使用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差
分析，方差齐性检验后组间两两比较用 ＬＳＤｔ检
验，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢＭＳＣｓ的培养及鉴定
倒置显微镜下观察原代单个细胞形态呈典型

梭形，生长至 ８０％ ～９０％融合时呈旋风样分布。
培养至第三代，诱导分化为成骨细胞、脂肪细胞。

流式细胞仪细胞表面分子标志结果显示：ＢＭＳＣｓ
低表达ＣＤ３１、ＣＤ１４，高表达ＣＤ９０、ＣＤ１０５。细胞形
态、分化特性、细胞表面分子标志结果均符合 ＢＭ
ＳＣｓ特性。见图１。
２．２　ＡｄＢＭＰ２的ＭＯＩ

以不同的 ＭＯＩ值的 ＡｄＢＭＰ２转染 ＢＭＳＣｓ，
２４ｈ后流式细胞仪检测细胞表达绿色荧光蛋白
（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）所占的比例作为转
染效率，结果显示 ＭＯＩ值为 ５０、８０、１００、１２０、２００
时，转染率分别为６９．６８％、７０．８７％、７５．２１％、８５．
６９％、８５．２１％；细胞生存率分别为 ９８．８７％、９７．
４３％、９５．２４％、７５．８５％、５５．２３％。当 ＭＯＩ值超过
１００时，转染率增加不明显，但 ＢＭＳＣｓ生存率明显
下降，故ＢＭＳＣｓ最佳ＭＯＩ值为１００（图１Ｄ）。
２．３　不同浓度 ＨＡＨ包封下的 ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ
细胞三维形态

激光共聚焦显微镜下三维重建可见ＡｄＢＭＰ２
ＢＭＳＣｓ在不同浓度 ＨＡＨ中呈现不同的形态；Ａｄ
ＢＭＰ２ＢＭＳＣ在０ｇ／ＬＨＡＨ包封下呈长梭形，２ｇ／
Ｌ、４ｇ／Ｌ和８ｇ／ＬＨＡＨ包封下向多个方向铺展，具
有充足生长空间、在１２ｇ／ＬＨＡＨ包封下呈类圆形。
见图２。

·９８·
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注：Ａ为原代ＢＭＳＣｓ（×５０）；Ｂ为 ＢＭＳＣｓ定向诱导为成骨细胞（茜素红染色，×２００）；

Ｃ为ＢＭＳＣｓ定向诱导为脂肪细胞（油红染色，×２００）；Ｄ为 ＡｄＢＭＰ２最佳感染复数（ＭＯＩ）

图１　ＢＭＳＣｓ的培养及鉴定

注：ＡＥ分别为不同浓度ＨＡＨ（０、２、４、８、１２ｇ／ｌ）包封下ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ形态（×２００）

图２　激光共聚焦显微镜三维重建不同浓度ＨＡＨ包封下的ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ形态

２．４　不同浓度 ＨＡＨ包封下的 ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ
细胞增殖活性

ＣＣＫ８法结果显示１～３ｄ为生长稳定期，从第
４天后进入对数生长期，之后由于生存环境差异，
分别于第６天、第８天后进入平台期。将多个组的
增殖能力进行比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．
０５）；随将８ｇ／Ｌ组与０ｇ／Ｌ组、２ｇ／Ｌ组、１２ｇ／Ｌ组相
比，增殖能力均有差异（Ｐ＜０．０５），但与４ｇ／Ｌ组相
比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；８ｇ／Ｌ组的增殖
能力最优，明显优于其他各组，且对数生长期持续

时间最长。见图３。
２．５　ＢＭＰ２的表达

ＥＬＩＳＡ检测细胞上清液 ＢＭＰ２的表达，结果
显示各组均可正常表达ＢＭＰ２，各组间比较差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），４ｇ／Ｌ组与 ８ｇ／Ｌ组

ＢＭＰ２的表达略高于０ｇ／Ｌ组、２ｇ／Ｌ组和１２ｇ／Ｌ
组，其中２ｇ／Ｌ组ＢＭＰ２表达量最低，考虑与ＨＡＨ
浓度太低，ＢＭＳＣｓ不能有效黏附在材料中生长，大
多数ＢＭＳＣｓ仍贴壁生长于９６孔板底部有关。见
图４。

图３　不同浓度ＨＡＨ包封下的ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ
细胞增殖活性

·０９·
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注：与８ｇ／ＬＨＡＨ＋ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ组相比，Ｐ＜０．０５

图４　不同浓度ＨＡＨ包封下ＢＭＰ２的分泌量

３　讨论

透明质酸是组织细胞外基质的主要成分之一，

由于其固有的生物相容性、可降解性、无免疫原性、

可协助机体保持水分及润滑关节等特性，在再生医

学领域得到广泛应用。由于透明质酸构建的水凝

胶支架又常被用做细胞生长和组织修复的良好媒

介，在组织工程被公认为是一种理想生物材料［１］。

ＨＡＨ主要成分是透明质酸，不同性质的透明
质酸对细胞的作用差异很大。高分子量的透明质

酸具有抗炎［５］、抗血管形成的作用［６］；而低分子量

的透明质酸具有促进炎症反应、促进血管生成的作

用［７］。在其构成的ＨＡＨ上，主要研究的是不同浓
度的 ＨＡＨ包封携带 ＢＭＰ２腺病毒载体转染兔
ＢＭＳＣｓ后对细胞形态及增殖能力的影响。ＢＭＰ２
属于转化生长因子超家族，在美国已被批准应用于

临床［３］，具有刺激骨再生，影响骨代谢。ＢＭＰ２具
有诱导ＢＭＳＣｓ分化为软骨细胞、成骨细胞，引起众
多学者的兴趣。但 ＢＭＰ２是由２６ｋｂ大小的两个
相同单体构成的二聚体蛋白多糖，直接注入体内或

局部应用存在半衰期短、弥散障碍等缺陷，限制了

其广泛应用。为此，研究者在这方面进行了多种探

索，Ｌｉｕ等［８］在研究 ＢＭＰ２刺激 ＢＭＳＣｓ分化及成
骨时发现，ＢＭＰ２可被结合到多聚物支架上，并允
许可控释放，但支架材料结合 ＢＭＰ２的量有限。
Ｘｕ等［９］将 ＢＭＰ２结合到透明质酸水凝胶纳米粒
子上也可实现可控释放，但同样克服不了纳米粒子

结合有限ＢＭＰ２的问题。近年来，随着基因工程、
组织工程的发展，将目的基因通过载体转染到种子

细胞中短期或永久表达，联合细胞支架，构建出一

种新的组织工程材料，应用于再生医学研究领域中

已成为一种趋势。ＢＭＳＣｓ来源于骨髓间质，具有
取材方便、体外生长迅速、多向分化潜能等优点，使

其在组织工程构建中成为一种非常有前景的种子

细胞。另外作者已通过基因修饰使 ＢＭＰ２在 ＢＭ

ＳＣｓ中表达［１０］，在此基础上，我们将 ＡｄＢＭＰ２包
封于不同浓度的 ＨＡＨ中，研究 ＨＡＨ对细胞形态、
增殖能力以及ＢＭＰ２表达的影响。

本实验中，体外提取兔 ＢＭＳＣｓ，培养、鉴定以
及转染提前构建好的携带 ＢＭＰ２的腺病毒载体，
并构建了４种不同浓度的 ＨＡＨ，包封携带 ＢＭＰ２
腺病毒载体转染兔 ＢＭＳＣｓ。在细胞形态上，通过
激光共聚焦三维重建我们发现在２、４、８ｇ／ＬＨＡＨ
包封下可向多个方向铺展，有充足生长空间，在

１２ｇ／ＬＨＡＨ包封下呈圆形。说明不同浓度的
ＨＡＨ，为细胞提供的网孔大小不同，ＢＭＳＣｓ呈现不
同的形态特征。细胞增殖活性在不同浓度的 ＨＡＨ
包封下，８ｇ／Ｌ的 ＨＡＨ增殖能力最好，明显优于其
他各组，且对数生长期持续时间最长（Ｐ＜０．０５）。
另外在８ｇ／ＬＨＡＨ包封下的 ＢＭＰ２表达量优于其
他各组（Ｐ＜０．０５）。

综上所述，在不同浓度ＨＡＨ包封下携带ＢＭＰ
２腺病毒载体转染兔 ＢＭＳＣｓ后，在 ８ｇ／Ｌ的 ＨＡＨ
包封下ＡｄＢＭＰ２ＢＭＳＣｓ在材料中可充分铺展、细
胞增殖活性最好并可表达目的蛋白。但本实验未

对ＨＡＨ的浓度进行更详细的构建以及未对不同
浓度 ＨＡＨ包封携带 ＢＭＰ２腺病毒载体转染兔
ＢＭＳＣｓ后进行较长时间（如２０、３０ｄ）的研究评估。
因此，在 ＨＡＨ包封下关于经过基因修饰的 ＢＭＳＣｓ
细胞形态、增殖活性及目的蛋白表达方面还有待进

一步研究。
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