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【摘 要】目的：比较 3种可能的支架载体在以骨形态发生蛋白9(Bone moq~hogenetic protem。9，BMP一9)介导细胞为基础的裸鼠 

成骨基因治疗模型中的不同促成骨特性。方法：4~6周龄雌性裸鼠40只，体重 15-20 g，随机分为4组。3种支架载体分别：勾：I 

型胶原纤维，羟基磷灰石一磷酸三钙，脱钙基质骨(Demineralized bone matrix，DBM)。分别将表达 BMP一9重组腺病毒 Ad—BMP一9 

感染后的小鼠成肌细胞系 c 细胞注入埋植于皮下一侧的 3种载体。将表达绿色荧光蛋白(Greenfluorescentpr0tein，GFP)重 

组腺病毒 Ad—GFP感染后 的 C C。 细胞分别注入埋置于其对侧皮下的 3种载体作为对照。第 4组仅在双侧皮下分别注入 

Ad—BMP一9或 Ad—GFP感染后的 C：C。 细胞。4周后处死实验裸鼠，行 x线检查和组织学分析。结果：x线检测显示：I型胶原纤 

维组 90％样本出现新骨形成 ，HA—TCP组 、DMB组和皮下注射组的新骨形成率分别为 89％、50％和44％。组织学分析显示：I 

型胶原纤维组和 HA—TCP组新骨质量和数量更佳；I型胶原纤维组样本中干细胞及新骨分布较其它组更趋均匀；DBM组样本 

中存活干细胞数量少于其它组。结论 ：在以 BMP一9基因转导细胞为基础的基因治疗中，使用 I型胶原纤维或 HA—TCP载体较 

脱钙基质骨载体可更有效成骨。同时，I型胶原纤维和 HA—TCP载体可为基因治疗中使用的细胞提供更好的组织工程环境。 
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Characterization of scaffold carriers for bmp——9 transduced cell——based gene 

therapy in bone regeneration 
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(Department ofOrthopedics，the SecondAffilliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To compare the ability of three carriers to promote osteogenesis in a mouse model of cell—based gene therapy using 

BMP～9．Methods：Forty athymic nude mice were randomized into four groups for subcutaneous implantation of carrier and C2Cl2 cells 

transfeeted with adenovirus expressing BMP一9．Each mouse also had a control consisted of carrier with cells infected with adenov：irus 

expressing green fluorescence protein (GFP)．One of the four groups had only transfected cells injected subcutaneously with no earlier． 

The following groups were defined：①collagen type I sponge，②Tri—calcium—phosphate／hydroxy—apatite(HA—TCP)．(~)Demineralized 

bone matrix (DBM)，and the subcutaneous injection group，The miee were sacrificed at 4 weeks and plain radiographs obtained． 

Histologic evaluation of the implantation sites were performed．Results：In the collagen sponge group．9 of 1 0 (90％)had radiograp·hic 

evidence ofnew bone formation，8 of9(89％)in the HA—TCP group，3 of6(50％)in the DBM group，and 4 of9(44％)in the cell一0nly 

group．Histologic findings from selected samples included the following：better quality and larger anlounts of bone were found in the 

collagen sponge and HA—TCP samples；a more uniform distribution of ceils and bone were noted throughout the collagen sponge gain[1les 

when compared to the other carriers；a decreased number of cells were noted in DBM samples when compared to the other carriers
． 

Conclusion：Collagen type I sponge and HA—-TCP carriers consistently produce more bone than DBM carrier in cell—．based gene therapy 

using BMP一9．Addtionally，collagen sponge and HA—TCP provide a better environment for cell based gene therapv as evideneed in the 

histologic data． 
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自1965年Urist发现骨形态发生蛋白(Bone morphogenet— 

ic proteins，BMPs)以来⋯，人们对其结构、功能进行了深入的 

研究。BMPs最初被用于诱导成骨。BMP～2、BMP一7相继被证 

实成骨效果明显，并已广泛应用于临床。然而，其成骨效果因 

用药局部浓度的波动而参差不齐，治疗效果因给药局部成骨 

内环境的不同而差异显著 。为解决上述问题，以细胞为基 

础的成骨基因治疗受到关注 ：】且动物实验效果良好ll3 。近 

期研究显示 ：作为基因治疗中的细胞因子，BMP一9的诱导成 

骨作用较 BMP一2及 BMP一7更强[7,18-22】。同时，在成骨基因治 

疗中使用支架载体，可有效维持患处局部BMPs高浓度状态、 

改善局部成骨内环境，促进成骨。但其种类繁多、特性各异， 

如何选择尚无定论[5,23-25】。目前，在以 BMP一9介导细胞为基础 

的基因治疗中不同载体成骨特性的研究尚无报道。本研究拟 

将成肌细胞系 C C 细胞(该细胞具有向成骨前体细胞转化 

的潜力)[z 染 Ad—BMP一9后加载至不同载体并作用于裸鼠 

皮下成骨模型，观察其效果，了解不同载体问促成骨特性的 

差异。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 

40只雌性裸鼠(Athymic nude—foxnl ．Hadan Laboratories， 

Inc．，Madison，Wisconsin，USA)，4-6周龄，体重 15—20g。 

1．2 主要材料与仪器 

1．2．1 小鼠间充质干细胞系C2C。 细胞 C2C ：细胞来自ATCC 

(American type culture collection，Manassas，VA)。此细胞系来 

源于小鼠骨骼肌成肌细胞 ，在适当条件刺激下具有向成骨前 

体细胞转化的能力闭。 

1．2．2 支架载体材料 本实验选择使用的支架载体材料分 

别为：① I型胶原纤维(Medtronic sofamordanek，Minneapolis， 

Minnesota，USA)；②HA—TCP(Biomet，warsaw，Indiana，USA)；③ 

脱钙基质骨(Wright medical，Arlington，Tennessee，USA)。 

1．2．3 Ad—BMP一9重组腺病毒的构建 人骨形态发生蛋白9 

(Bone morphogenetic protein 9，BMP一9)编码序列(Coding se— 

quence，CDS)经 HF—PCR(High Fidelity PCR)方法扩增后克隆 

至 pAdTrack—CMV载体，构建形成 pAdTrack—BMP一9质粒 ， 

通过在细菌 BJ5183中进行同源重组，产生重组腺病毒载体， 

转染 HEK293细胞，产生重组腺病毒 Ad—BMP一9并制备高滴 

度病毒171。 

1．2．4 化学药品 

本研究中使用的所有化学药品均来 自Sigma—Aldrich公 

司(St．Louis。MO，USA)或 Fischer Scientific公 司(Pittsburgh， 

PA，USA)。 

1．3 实验方法 

1,3．1 间充质干细胞系 C C ：细胞的培养 将 C C。 细胞置 

于含 10％胎牛血清(FBS，Mediatech，herndon，VA)，100 U／ml青 

霉素，100 g／ml链霉素的完全培养基(Dulbecco modified ea— 

gle medium，DMEM)中，于 37oC，5％CO2环境下培养。 

1．3．2 Ad—BMP一9重组腺病毒的转染 将 C2C 细胞接种于 

24孔板，细胞密度为30％左右，细胞贴壁后使用上述扩增所 

得高滴度 Ad—BMP一9进行感染 16 h，病毒感染滴度为 MOI-- 

50～200。感染 5 d后，组织化学染色观察细胞碱性磷酸酶活 

性以反映感染细胞的成骨活性(图 1)。 

1．3．3 实验动物分组及动物模型制备 

1．3．3．1 实验动物分组 4O只裸鼠随机平均分为4组。其中 

3组分别在其背部双侧皮下分别植入：I型胶原纤维、HA— 

TCP及 DBM支架载体，命名为：① I型胶原纤维组、②HA— 

TCP组、~DBM组。各组右侧载体内注入 BMP一9介导的C：C 

细胞作为实验侧，左侧注入仅经 Ad—GFP感染的 C C ：细胞， 

作为对照侧。Ad—GFP为带有 GFP荧光蛋白标记的空载体腺 

病毒，未携带目的基因片段。第 4组仅使用 BMP一9介导的 

C C。 细胞于裸鼠背部皮下一侧进行注射，未加入载体，命名 

为：皮下注射组，其对侧使用仅经Ad—GFP感染的C：C。 细胞 

作为对照。3只皮下注射组裸鼠作为预实验动物，用于明确 

BMP一9的成骨作用(图 1)。 

1．3．3．2 动物模型制备 将 C2C。 细胞接种至 100 mm培养 

皿中，细胞密度为30％左右，待细胞贴壁后分别使用上述高 

滴度 Ad—BMP一9或Ad—GFP进行感染，病毒感染滴度为 MOI 

= 50～200，感染24 h后，使用 0．25％胰酶消化细胞，800 g离心 

3 min收集细胞，使用 PBS重悬细胞，并以血细胞计数板计 

数、定容，使重悬后细胞密度为3×107个／ml。 

裸鼠腹腔内注射氯胺酮、甲苯噻嗪混合麻醉剂 ，待麻醉 

起效后，将其俯卧位放置于动物手术台上。观察并维持裸鼠 

的麻醉状态与存活。在裸鼠背部，肋臀连线中点水平与背正 

中线交点两侧 1 am处分别作纵切口切开皮肤、皮下筋膜，长 

约 1 am，向两侧皮下适当分离并以丝线将皮下筋膜与肌筋膜 

缝合成内径约 1 am的袋形腔隙。使用电动牙科锯将载体切 

割成 5 mm x 5 mm x 5 mm大小并分别置入两侧腔隙内；随 

后，以带 32号微量注射针头的Hamilton微量注射器(规格： 

100 l，Hamilton Company，Reno，Nevada，USA)直接刺入载体 

内部，在左侧载体内注入 100 1(3×106个细胞)Ad—BMP一9 

转染后的 C2C． 细胞重悬液作为实验侧，以相同方法在右侧 

载体内注入100 1(3×10 个细胞)Ad—GFP转染后的c2C 

细胞重悬液作为对照侧。待细胞重悬液浸润后 ，缝合、观察， 

术中无明显出血；待麻醉苏醒后将裸鼠回笼，常规饲养。皮下 

注射组裸鼠麻醉后仅在切口相应部位皮下分别注射 3 X 106 

个 Ad—BMP一9或 Ad—GFP转染的C C。 细胞重悬液，苦味酸标 

记注射部位。 

4周后处死实验裸鼠。已成骨处理组，以切口或注射点 

为中心，剥离皮下成骨包块；未成骨处理组，以切口或注射点 

为中心划定直径为 1 am的圆形区域，切取相应皮下及肌肉 

组织用于检测，以组织学检查结果确定准确的载体植入或注 

射部位。 

1,3．4 检测指标 

1．3．4．1 X线放射学检测 所有术后存活裸鼠在术后第 4周 
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处死前行载体植入处 X线检测。 

1．3．4．2 组织学检测 将所取得标本行固定 、石蜡包埋 、切 

片及伊一红染色(Hematoxylin and eosin staining，HE)后进行 

分析。 

2 结 果 

2．1 预 实验组 

X线及组织学检测显示 ：所有预实验组裸鼠的Ad—BMP 

一 9转染 c2C ：细胞注射部位均有新骨形成，而其对侧 Ad—GFP 

转染 c2C。 细胞注射部位未见成骨。说明单独使用 c：c 细胞 

皮下注射不能有效的将 c：c． 细胞转化为成骨前体细胞并成 

骨，而 Ad—BMP-9则有很强的诱导 c2C。 细胞转化成骨的能 

力(图 1)。 

2．2 I型胶原 纤维组 

x线检测显示 ：术后第 4周，该组 90％的裸鼠在实验侧 

载体植入部位出现新骨形成，而对照侧的载体植人部位未见 

成骨(图 2)。组织学检测显示 ：实验侧载体被新生正常骨小 

梁结构完全取代 ，样本中可见层状骨结构，成骨细胞数量也 

显著增加。而对照侧载体植入部位未发现成骨证据(图3)。 

2．3 HA—TCP组  

该组 X线检测显示：89％的裸鼠实验侧载体植入部位有 

新骨形成(图2)。组织学检测显示：该侧大部分植入载体被 

A B 

新生正常骨小梁所取代，仅有少量残余。样本中可见少量层 

状骨形成及成骨细胞数量的增加。对照侧载体内无类似成骨 

证据(图 3)。 

2．4 DBM 组 

x线检测显示：与 GFP对照侧相比，该组 50％的裸鼠在 

实验侧载体植入部位出现新骨形成(图2)。组织学检测显 

示：与对照侧相比，实验侧 DBM载体在结构上出现了细微改 

变(图 3)，可见未成熟骨 、Wormian骨及少量成骨细胞，未见 

新生正常结构骨小梁及层状骨。 

2．5 皮下注射组 

该组 38％裸 鼠在皮下注射 BMP一9介导细胞的部位出现 

新骨形成(图 1 o组织学检测显示这些部位存在未成熟骨 、 

Wormian骨及少量成骨细胞。对照侧则无上述发现(图 1 o 

3 讨 论 

35年前，Urist发现 BMPs。最早，这一发现被用于动物实 

验以期建立一种可行的诱导成骨技术II1。随着研究的深入， 

BMP一2和 BMP一7被证实在诱导成骨动物实验中具有 良好的 

效果。人工合成的重组 BMP一2及 BMP一7亦通过 FDA认证 

而广泛应用于临床治疗之中。然而，其融合效果因用药局部 

浓度的波动而参差不齐，治疗效果因给药部位成骨内环境的 

不同而有很大的差异[2-'61。为获得局部持续的高浓度 BMPs表 

A．x线检测显示：皮下注射 Ad—BMP一9转染 c c． 细胞部位的异位成骨作用明显；B_皮下注射 

Ad—BMP-9转染 c c． 细胞部位的碱性磷酸酶染色显示局部成骨分化明显 

图 1 BMP一9在 C2c 中的成骨作用 

在添加转染 Ad—BMP-9细胞 I型胶原纤维植入部位出现新骨形成，而其对侧添加转染 Ad—GFP细胞 I型胶原纤维植入部位未见明 

显成骨；HA-TCP载体中，Ad—BMP一9转染 c：c 细胞注射侧有新骨形成．而其对侧添加转染Ad—GFP细胞 HA—TCP植人部位未见明 

显成骨；在添加转染 Ad—BMP一9细胞 DBM植入部位异位成骨少，而其对侧添加转染 Ad—GFP细胞 DBM植入部位未见明显成骨 

图2 Ad-BMP一9转染C2c12细胞介导成骨基因治疗中载体成骨情况的 X线检测 
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Collagen HA-TCP DBM 

Ad—BMP一9转染c c。 细胞注入侧 I型胶原纤维被新生正常骨小梁结构完全取代，可见层状骨结构，成骨细胞数量显著增加。对照侧无明 

显成骨；Ad—BMP一9转染 c ， 细胞注入侧 HA—TCP被新生正常骨小梁结构部分取代，可见部分层状骨结构，成骨细胞数量增加。对照侧无 

明显成骨；Ad—BMP一9转染 C2C。 细胞注入侧 DBM新生正常骨小梁结构少，可见少量层状骨结构及成骨细胞。对照侧无明 成骨 

图3 Ad—BMP一9转染 C 细胞介导成骨基因治疗中载体成骨情况的组织化学染色检测 

达、改善成骨内环境，人们对以细胞为基础的基因治疗技术 

的关注日益增加 J。 

最初，人们将关注点集中于与成骨相关的细胞因子 ，试 

图寻找和使用成骨效果更强的因子作用于细胞来促进成骨。 

BMP一2、BMP一7及 LMP一1(LIM mineralization protein)等因子 

相继被用于多项诱导成骨动物实验且效果明确 。其中，BMP一 

2及BMP一7被认为诱导分化成骨效果最强。但近期研究7-12,1 ，261 

显示，BMP一9作为 BMP蛋白家族中的成员之一，不仅可以促 

使成骨前体细胞及骨母细胞等的增殖 ，还可促进上述细胞向 

成骨细胞及骨细胞分化，其诱导成骨及促进成骨的作用甚至 

强于 BMP一2及 BMP一7。 

本实验使用的 C：C ：细胞系是一种在目前成骨基因治疗 

研究中常用的细胞系，来源于骨骼肌成肌细胞，具有潜能干 

细胞特性 ，主要向肌细胞(如：骨骼肌细胞 、心肌细胞等 )分 

化。研究显示17．g,2~I，在动物皮下单纯注射 CzC 细胞仅可形成 

纤维样或类肌肉样包块，但在特定条件刺激下 C C． 细胞可 

由成肌细胞转化为成骨前体细胞并定向分化 、成骨。作者所 

在实验室前期研究l 7l 26l显示 ：BMP9有很强的诱导 C2C。 细胞 

由成肌细胞向成骨前体细胞转化的作用。本实验中 Ad—GFP 

感染 C C，：细胞皮下注射部位均无成骨包块形成，部分动物 

所形成的包块经组织学检测鉴定为纤维样细胞包块(图 1)， 

而 Ad—BMP一9感染 C：C。：细胞预实验组皮下注射部位成骨包 

块(冈 1一B)形成率可达到 100％，与本实验室前期发表文章 - 

结论一致。因此我们认为：C C。 细胞系和 BMP9组合可有效 

解决成骨基因治疗中种子细胞和成骨细胞因子的选择问题。 

随着技术的发展，如何为整合了上述因子的种子细胞提 

供良好的生存环境既支架载体的选择受到重视。选择适当的 

载体可有效延长成骨因子的作用时间、保持种子细胞的活性 

及传递作用，促进新骨形成[5,16．17,Z~刮。数种不同的载体被用于 

重组 BMP介导的基因治疗实验，如：HA—TCP、I型胶原纤 

维、多乳酸聚合物等 I。 

研究显示，I型胶原纤维及陶瓷促进成骨效果明显。Vigg— 

eswampu等I”嗨转导了LMP—l的细胞分别加载至陶瓷，DBM 

及明胶海绵载体进行对比研究，并最终选择一种明胶陶瓷复 

合物作为主要推荐材料。这种复合材料既能有效延缓载体材 

料的吸收速度，持续作用较长时间，又有很强的成骨作用。其 

全部实验动物均显示有新骨形成。另有研究认为DBM是一 

种优 良的组织工程支架载体。Boden等 嗵过将 DBM作为支 

架载体，在注入转染 AdLMP一1的骨髓细胞后用于裸鼠脊柱 

融合模型，获得 100％的融合率，载体材料被完全吸收。Wang 

等㈣则将转染 AdBMP一2的骨髓细胞作用于裸鼠脊柱融合模 

型，对 DBM和明胶海绵等载体进行了对比研究。该研究显 

示：与单纯注射 AdBMP一2相比，所有注入转染 AdBMP一2细 

胞的载体(包括明胶海绵和 DBM)在其植入局部新骨形成量 

更大、骨小梁形态更成熟。 

上述研究均认为，在以细胞为基础的成骨基因治疗中， 

载体的加入可有效促进新骨的形成，不同载体间的促进成骨 

效果相差不大。然而我们认为，不同载体间促进成骨作用的 

差异明显。在本次以转染Ad—BMP一9细胞为基础的基因治疗 

载体成骨效果的比较实验中，x线及组织学检测数据均显示： 

T型胶原纤维和 HA—TCP支架载体相较 DBM载体而言新 

骨成骨质量及数量更佳。 

实验显示，加载 BMP-9处理细胞的 I型胶原和HA—TCP 

载体实验组的成骨数量及新骨成熟度均较其对侧 GFP对照 

组高。DBM载体组所有样本无论加载 BMP一9或 GFP处理细 

胞，其成骨数量及新骨成熟度均不及上述2载体(图3 o DBM 

组样本中成骨细胞数量最少，皮下注射组次之 ，I型胶原组 

和 HA—TCP组最多(图 3)。以上实验结果说明：相较 DBM而 

言，I型胶原纤维和HA—TCP在以转染 Ad—BMP一9细胞为基 

础的成骨基因治疗中更为有效。这可能与 DBM在植入部位 

产生的某些作用有关。分析本实验中数据，我们认为可能因 

素如下：①DBM使用甘油作为粘合剂。当局部甘油浓度过高 
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时可产生细胞毒性 ，导致移植细胞及邻近组织细胞死亡 ， 

BMP一9的成骨作用在局部未能有效发挥，最终导致 DBM支 

架载体中成骨细胞数量偏少。②与 I型胶原纤维和 HA—TCP 

载体相比，DBM载体内成骨细胞生长条件较差。@DBM载体 

中成骨细胞数量偏少将导致其成骨数量及新骨成熟度均不 

及 I型胶原纤维和 HA—TCP。 

综上所述，在以转导 BMP一9细胞为基础的成骨基因治 

疗中，I型胶原纤维和 HA—TCP较 DBM载体有更多的新骨 

形成，更好的成骨质量。这一结论与以往使用其它成骨蛋白 

所进行的研究所得结论不同，其认为不同载体的成骨效果并 

无明显差异。这可能是由于 DBM中使用具有细胞毒性的甘 

油作为粘合剂所致。 
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