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BMP-2及 FGF-2对骨髓问充质干细胞成骨分化的影响 
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【摘 要】目的：研究骨形态发生蛋白一2(bone morphogenetic protein一2，BMP一2)和碱性成纤维细胞生长因子一2(fibroblast growth 

factor-2，FGF一2)单独或联合应用对大鼠骨髓间充质干细胞 bone mesenchymal stem cells，BMSCs)增殖和成骨分化的诱导作用。 

方法：体外培养大鼠骨髓间充质干细胞，分别用不同浓度的BMP一2(10．0、100．0、200．0 ng／mL)和FGF一2(0．1、1．0、10．0 ng／mL)单 

独或联合诱导其增殖和成骨分化，于培养的第 3、7天检测细胞增殖，第 7天检测细胞周期分布，第 7、l4天检测碱性磷酸酶(al— 

kaline phosphatase，ALP)表达量，第 14、2l天采用茜素红染色检测钙结节的形成情况。结果：单独应用 BMP一2能够明显促进 

BMSCs成骨分化，最佳剂量为 200．0 ng／mL。当 BMP一2为 200．0 ng／mL时，ALP mRNA表达量为 2．29±0．14(P<0．叭 )．钙结节形 

成达 2．68±0．45(P<0．O1)。单独应用FGF一2能够明显促进 BMSCs增殖，最佳剂量为 1．0 ng／mL(P<0．01)。联合应用BMP一2和 

FGF一2时，较低浓度就能明显促进 BMSCs的增殖和分化(BMP一2为 10．0 ng／mL，FGF一2为0．1 ng／mL)，ALP mRNA表达量为 

2．52 4-0．15(P<0．01)，钙结节形成达3．18±0．45(P<0．01)，具有显著的协同诱导效应。结论：BMP一2可促进BMSCs向成骨分化． 

FGF一2可促进 BMSCs增殖，两者联合应用可协同诱导BMSCs增殖和成骨分化。 
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Effects of bone morphogenetic protein·--2 and fibroblast growth factor．．2 

on osteogenic differentiation of bone mesenchymal stem cells 
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【Abstract]Objective：To investigate the inductive effects of bone morphogenetic pmtein一2(BMP一2)odand fibroblast growth factor一2 

(FGF一2)on proliferation and osteogenic differentiation ofbone mesenchymal stem cells(BMSCs)．Methods：Rat BMSCs were cultured 

in DMEM with the different doses of BMP一2(10．0，100．0，200．0 ng／mL)and FGF-2(0．1，1．0，10．0 ng／mL)alone or in combination． 

Cell proliferation was studied after 3一and 7-day culture respectively．Cell cycle of BMSCs was studied after 7-day culture．Alkaline 

phosphate production of the cells was measured after 7一and 14一day culture respectively．Calcification capacity of the cells was exam— 

ined with Alizarin red S staining after 14一and 21一day culture respectively．Results：When different doses of BMP一2 and FGF一2 were 

used alone．BMP一2 at 200．0 ng／mL effectively enhanced BMSCs osteogenic differentiation．ALP mRNA expression and mineralization 

treated with BMP一2 of 200．0 ng／mL were 2．29士0．14(P<0．01)and 2．68±0．45(P<0．01)respectively．FGF一2 at 1．0 ng／mL signifi— 

cantly improved BMSCs proliferation(P<0．01)．The combination of BMP-2 and FGF-2 could synergistically promote the proliferation 

and osteogenic differentiation of BMSCs，with low concentrations(10．0 ng／mL BMP-2 and 0．1 ng／mL FGF一2)being enough to show 

the synergistic promotion．ALP mRNA expression and mineralization were 2．52±0．15(P<O．O1)and 3．18 4-0．45(P<0．01)respectively． 

Conclusion：BMSCs osteogenic differentiation could be increased by BMP一2；BMSCs proliferation could be increased by FGF一2
．
and 

the combination of BMP-2 and FGF一2 could synergistically promote the proliferation and osteogenic differentiation of BMSCs
． 
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骨髓 间充质干细胞 (bone mesenchymal 

cells，BMSCs)具有多向分化的潜能，它能够分化为 

成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞等 。由于BMSCs具 

有良好的成骨分化能力并易于分离和体外培养，被 

认为是骨组织工程的理想种子细胞。BMSCs的分化 

取决于培养条件．包括培养液中不同生长因子种类 

和浓度、激素、有无其他因子的作用等回。骨形态发 

生蛋白(bone morphogenetic protein，BMP)是广泛分 

布于动物骨骼组织中的 族低分子糖蛋白多肽．它 

有很多种克隆．其中骨形态发生蛋白一2(bone nor— 

phogenetic protein一2．BMP一2)是 目前已知效应最 

强 、应用最广泛的骨生长因子 ，可明显增加细胞中 

碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase，ALP)的活性 ，促 

进 I型胶原 、骨钙素等的表达 ，从而表现强烈而稳 

定诱导成骨的作用[3】。碱性成纤维细胞生长因子一2 

(fibroblast growth factor一2．FGF一2)是多种细胞的主 

要有丝分裂原和形态发生因子 ，特别是对于神经 

外胚层和中胚层来源的细胞 ，如成纤维细胞、血管 

内皮细胞、软骨细胞等l 5l，均有显著促进增殖、迁移 

及分化的作用。 

虽然目前已经有研究利用 BMP一2及 FGF一2来 

促进 BMSCs的成骨分化，但对于它们诱导BMSCs 

成骨分化的剂量、协同调控作用还没有进行系统的 

研究。本文拟通过检测细胞增殖、碱性磷酸酶微量 

蛋白、矿化形成的钙结节研究 BMP一2及 FGF一2诱导 

BMSCs增殖和成骨分化的最佳剂量和协同效应．建 

立一种理想的诱导 BMSCs成骨的培养体系。 

1 材料与方法 

1．1 主要仪 器和试剂 

荧光倒置显微镜(Olympus)、酶标仪(Bio—rad)、CO 细胞 

培养箱(Thermo)、96孔培养板(Gibco)、DMEM(Gibic)、胎牛 

血清(Hyclone)、CCK一8(碧云天生物技术研究所)、生长因子 

(Peprotech)、引物(Sangon)、RT—PCR试剂盒(碧云天生物技 

术研究所)、茜素红 S(Sigma)。 

1-2 实验方 法 

1．2．1 BMSCs的分离、培养和鉴定 采用直接培养法和传代 

筛选贴壁的方法相结合，分离培养BMSCs。具体步骤如下：选 

用 2只 6周龄 SD大鼠，脱臼处死，取出股骨和胫骨，75％乙 

醇消毒，再漂洗数次。注射器针头刺入骨髓腔，用DMEM反 

复冲洗骨髓腔，充分混匀后。用移液枪将其吹打成单细胞悬 

液。细胞接种于25 mL培养瓶，于37℃，5％co2细胞培养箱 

中培养。3 d后首次半量更换培养液，7 d后首次更换新鲜的 

含 1O％胎牛血清的DMEM培养液，弃去悬浮细胞，待贴壁细 

胞接近 70％～80％融合后消化传代备用。培养后每天用倒置 

相差显微镜观察细胞形态变化及生长状况并拍照。 

BMSCs的鉴定：采用流式细胞仪检测细胞表面标志物的 

表达，细胞消化离心，PBS清洗，依次加入单克隆抗体CD34、 

CD44、CD45、CD90。同时每管样品设立同型阴性对照。避光 

冰上孵育45 min，用 PBS洗涤，以除去未结合抗体，用 PBS 

重悬细胞，流式细胞仪进行检测分析。 

细胞接种于96孔板中培养24 h后弃去培养液，加入含 

1％胎牛血清和不同浓度生长因子的DMEM培养液。实验组 

A：培养液 中含 BMP一2 (10．0、100．0、200．0 ng／mL)，实验组 

B：培养液中含 FGF一2 (0．1、1．0、10．0 ngCmL)，实验组 C：培养 

液中同时含 BMP一2(10．0 ng／mL)和 FGF一2(0．1 ng／mL)。 

1．2．2 细胞增殖检测 采用 CCK一8法检测细胞增殖。取对 

数生长期的第 3代 BMSCs接种于 96孔板培养 24 h后按照 

实验分组每孔加入含不同生长因子的培养基，继续培养7 d。 

每孔加入 10 CCK一8溶液，酶标仪检测 450 nm处吸光度 

(absorbance，A)值。 

1．2．3 流式细胞仪检测细胞周期 BMSCs接种于 6孔板培 

养24 h后按照实验分组每孔加入不同培养液，于第 7天弃 

去培养液，消化收集细胞，调整细胞浓度为 1．0×10 个／mL。 

加 100 ILL RNaseA 37℃水浴 30 min，再加入400 L PI染色混 

匀，4℃避光 30 min，流式细胞仪检测细胞周期。 

1．2．4 ALP及活性考察 BMSCs接种于 96孔板培养 24 h 

后按照实验分组每孔加入不同培养液。于第 7、14天将 96孔 

板取出，弃去培养液，PBS漂洗，加入4％多聚甲醛固定 10 min， 

再 PBS漂洗。每孔加入 1 00 BCIP／NBT碱性磷酸酶染色工 

作液。室温避光孵育5～30 min，直至显色完全。除去染色工作 

液，用蒸馏水洗涤 1、2次终止显色反应，于倒置显微镜下拍 

照观察。 

1．2．5 ALP mRNA表达量的检测 细胞总 RNA提取 ：取对 

数生长期的第 3代 BMSCs培养 24 h，然后按照实验分组每 

孔加入含不同生长因子的培养基。选取各时间点细胞 ，加入 

I mL Trizol。室温放置 5 min，使细胞充分裂解。将裂解液转入 

EP管 ，离心，收集上清液。加入氯仿，振荡 15 S，放置 

3 rain，待其 自然分层。12 000 r／min离心 10 min，收集上层水 

相。加入0．5 mL异丙醇，充分混匀，沉淀 10 min。4 条件下 

12 000 r／min离心 10 min，弃上清。加入 75％乙醇 1 mL，混 

匀，洗涤RNA。离心，弃去乙醇留沉淀，反复操作 2次。干燥 

5 min，加入双蒸水，检测 260 nm和 280 nm处 A值，并用 

DNase消化，去除DNA污染，于一8O℃冷冻保存。反转录得到 

cDNA，然后进行实时荧光定量 PCR扩增 目的基因。 

1．2．6 钙结节染色及定量检测 采用茜素红 S定量评价方 

法考察各组 BMSCs矿化形成钙结节的情况。各实验组于第 

l4、21天弃去培养液，加入 PBS漂洗，再加人 4％多聚甲醛固 
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表 1 BMP一2对 BMSCs细胞增殖的影响 

Tab．1 Effect of BMP一2 on BMSCs proliferation 

潮 ：H， i空白对照组比较，P<0．05；h：与BMP一2(1o．o)~lTJ比较 ，P<005 

表 2 FGF一2对 BMSCs细胞增殖的影响 

Tab．2 Effect of FGF一2 on BMSCs proliferation 

．1． i空白对照组比较，P<0．05；h： j FGF一2(0 1)组比较，P<0．05 

表 3 BMP一2和 FGF一2对 BMSCs细胞增殖的影响 

Tab．3 Effect of BMP一2 and FGF一2 on BMSCs proliferation 

涪 ， 窄 门对照组比较 ，P<0．05；h： _j BM| 一2【200．0)绀 比较 ， 

P<0．05：(．：j_：j FGF一2(10．0)组 比较 ，P<O05；f{： BMP一2(10．0) 【1 

比较，P<0．05； j FGb、一2(0．1)绀比较，P<O．05 

2．4 BMP一2、FGF一2对 BMSCs细胞 周期 的影响 

细胞估J期分布表a：21tl胞所处的不 状念( 3和表 4)、 

(；0／【 1期细胞处丁休眠 ；G2期为 DNA合成后期，是有丝分 

裂的准备期 ：s期即 DNA合成期，表示细胞增殖分裂的活性 

期 细胞周期分析结果见表 1，单独应用浓度为 200．0 ng／mL 

BMP一2时 ．75．00％的 BMSCs处于 GO／G1期 ，6．17％处于 G2 

期 ，18．50％处于 s期，细胞凋亡率为 22．50％。单独应_}}{浓度 

为 lO．0 ng／mL的 FGF一2时，处于 G2期的 BMSCs为 6．17％， 

处于s期的细胞为18．50％(明显高于空白对照组)，细胞凋亡 

率为 24．40％，表明 FGF一2对BMSCs的分裂增殖能力具有较 

强的影响。同时应用 10．0 ng／m1 的 BMP-2和 O．1 ndm1 的 

FGF一2时．处于S期的细胞为34．25％，明显高于空 对照组． 

细胞凋亡率为 16．59％，明显低于空白对照组 ，证明 2种 子 

结合应H{能够 著促进 BMSCs分裂增殖，并降低细胞凋 
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图3 BMP一2和 FGF一2单独或联合应用 

对 BMSCs细胞周期分布的影响 

Fig．3 Effects of single application of BMP一2 or FGF一2 

and their combination on the cell cycle arrest of BMSCs 

表 4 BMSCs细胞周期 

Tab．4 Cell cycle of BMSCs 
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2．5 BMP一2、FGF一2对碱性磷酸酶 mRNA表达量的影响 

从细胞 ALP mRNA表达量的结果可以看f_}{，单独应 

BMP一2时，第 7天和第 14天实验组与空 白对照组对 ALP 

mRNA表达的影响都具有统计学差异，且不同浓度的BMP一2 

实验组之间也有统计学差异(表 5)。ALP是骨髓问充质十细 

胞早期成骨分化的重要标志．在细胞外基质矿化过程中具有 

重要的作用 本研究对 96孑L板中培养的 BMSCs进行 ALP染 

色，成骨诱导 7、14 d行 ALP染色分析均为阳性，ALP阳性产 

物定位于细胞膜或细胞质，呈蓝紫色(图 4)。随着 BMP一2浓 

度的提高，诱导 BMSCs表达 ALP mRNA表达越多，当BMP一 

2为 200．0 ng／mL时 AI P mRNA表达量最多。 此．BMP一2 

能够明显促进 BMSCs成骨分化，而且这种诱导作用具有剂量 

依赖性。单独应用 FGF一2时(表 6)，实验组与空白对照组ALP 

mRNA的表达具有统计学差异．但不同浓度的FGF一2实验组 

之间ALP mRNA的表达没有统计学差异。结果证明，FGF一2 

能够显著促进BMSCs中ALP mRNA的表达．但不存在明显的 

剂量依赖性。由表7可知，当BMP一2和FGF一2结合应用时， 

较低浓度即可明 促进细胞中ALP mRNA的表达量。且与单 

因子的最佳剂量实验组均有统计学差异，表现出强烈的协同 

诱导效应。 

表 5 BMP一2对 BMSCsALP表达的影响 

Tab．5 Effect of BMP一2 on ALP production of BMSCs 

注：a， 卒I I对照组比较，P<O．05；h： BMP一2(100．O)tHt：L较．P<0．05 

表6 FGF一2对BMSCsALP表达的影响 

Tab．6 Effect of FGF一2 on ALP production of BMSCs 

注：a．‘j卒1 1对照组比较，P<O．05 

2．6 BMP一2、FGF一2对钙结节形成的影响 

南图5和表 8 I『知，单独应用 BMP-2能够明 促进BMSCs 

矿化彤成钙结节的数鲢，从而推进 BMSCs成骨分化的程度， 

随着 BMP一2浓度的提高，其诱导 BMSCs形成钙结节越多， 

具有剂 依赖性 但培养21 d H,f，当 BMP一2浓度大于 100．0 

ng／ml时．钙结节的数量没有再随浓度提高而明 增多，剂量 

依赖性不明显。单独应用 FGF一2(表 9)培养 14 d时，实验组 

与空白对照组对 BMSCs矿化的影响没有统计学差异。培养 

21 d时，随着 FGF一2浓度的提高 ，其诱导 BMSCs形成钙结 

节越多 当 FGF一2浓度为 1．0 nghnL时，能够明显促进 BMSCs 

发生矿化形成钙结节，钙结节的形成数量达到最大(图 5 B)。 

但当FGF一2浓度大于 1．0 ng／mL时。钙结节的数量没有随其 

浓度提高而明 增多。当BMP一2与FGF一2联合应用时(冈 

5D和表 10)．较低浓度(BMP一2为 200．0 ng／ml ．FGF一2为 1．0 

ng／m[ )已显示出明显的促进作用，且与每种 子单独应用时 

的最佳诱导效果具有统计学差异。 

表 7 BMP一2和 FGF一2对 BMSCsALP表达的影响 

Tab．7 Effect of BMP-2 and FGF-2 on ALP 

production of BMSCs 

沣：a，lj空 白对照组 比较 ，P<O．05；h：与 BMP一2(200．0)组 比较 ， 

P<0．05；【'：与 FGF一2(10．0)组比较，P<0．05；d：与BMP一2(10．0)组比 
较，P<O．05 

一 ：? 
B．FGF一2组 

C．BMP一2组 D．BMP一2+FGF一2组 

图4 ALP染色照片 

Fig．4 ALP staining 

表 8 BMP一2对 BMSCs矿化的影响 

Tab．8 Effect of BMP一2 on BMSCs mineralization 

注：a．与空白对照组比较 ，P<0．05；h：与BMP一2(10．0)组比较，P<0．05 
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表9 FGF一2对BMSCs矿化的影响 

Tab．9 Effect of FGiF-2 on BMSCs mineraIizatiOn 

表 10 BMP一2和 FGF一2对 BMSCs矿化的影响 

Tab．10 Effect of BMP-2 and FGF-2 on BMSCs mineralization 

门 ：a，。 t'l对j1艇组 比较 ，P<O．05；h： j BMP一2(200．0)组 比较 ， 

P<O．05；f-： j Fl：l一'-2(1．0)组比} ．P<0．05；lI： j BMP一2(10．0)组 比 

较，IMO．05 

3 讨 论 

图 5 茜素红 s染色照片 

Fig．5 Alizarin red S staining 

细胞增殖和分化是细胞牛命进化过程中所获 

得的綦木属性 ，细胞因此存存两种状态：增殖态和 

功能态 、一般认为增殖态和功能态是细胞相对立的 

两种状态，以增殖态为主的细胞其功能低下，以功 

能态为主的细胞其增殖能力弱 。本实验证明，BMP一 

2对 BMSCs增殖没有明 的诱导作朋， FGF一2能 

够显著促进 BMSCs增殖，且呈剂量依赖性。其他研 

究认为，以较低浓度的FGF一2培养 BMSCs能够明显 

促进其增殖分化．I 较高浓度则会抑$1Jt~胞的增殖 

分化19I。 

Al1 P的表达是 13MSCs成，目 分化 l}9】的重要标 

志性蛋白．它在 BMSCs体外钙化中起_炎键作 ，ALP 

没有表达．钙化就不会发牛f6I，ALP最先f『J现在细胞 

集落中央，中央细胞密集接触，生长受到抑制，细胞 

开始分化，在培养后的第 7天 ALP tuRNA开始进入 

高峰期 I 闪此 ．通过检测 ALP的合成能够考察 

BMSCs成骨分化早期的情况 1 本研究 明，BMP一2 

明皿促进 BMSCs的 ALP表达．以刹 依赖的方式 

诱导 BMSCs向成骨细胞方向分化 FCF一2也能显 

著促进 BMSCs合成 AI P，但不存存f1J】 的』孟IJ艟依赖 

性 、 BMP一2和 F【 F一2联合Ii~,q Jft寸，埘 BMSCs⋯t 

AI P的表达产生最强的促进作用一 

钙结节是 BMSCs发生矿化时形成的，它的形成 

是细胞成骨 分化逐渐成熟的标志，通过检测 BMSCs 

形成钙结节的数挝呵以分析 BMSCs成 }{ 分化的程 

度I I 、BMP一2能够 著促进 BMSCs发生矿化肜成钙 

结节的数量，从而推进 BMSCs成骨分化的 度，且具 

有剂馈依赖性 、FGF一2也可促进 BMSCs发生矿化 

形成钙结节，但它对形成钙结节的诱导效 没有 

BMP-2强烈 、而且， FGF_2浓度火丁 1．0 n 1I』【]寸。 

钙结节的数量没有博随其浓度提高衙 著增多 町 

能F}1于当 FGF一2浓度大于 1．0 rig／nil 时，F( F一2 

细胞表面结合程度可能达到饱和，J行以此时即使再 

提高浓度(如 10．0 ng／m[ )，已没有多余的细胞表面 

受体与之结合，不能充分发挥对 BMSCs的成骨诱导 

作川， 而在 BMSCs成骨分化后划小 呈现 剂量 

依赖性。MoscatelliI l发现 FGF一2住 j成纤维细胞生 

长ll天J子受体、胞外 质结合之问存 _卡f{互平衡 ，任 

体~'btfH胞实验中J{{低 pH的方法移走与成纤维细 

胞生长I大l子受体结合的FGF一2后．与胞外 质结合的 

FGF一2 I可向成纤维细胞牛长【大1子受体转移，达到新 

的平衡．．同时，细胞膜受体数量的彳丁限祠1功能的高 

低也有可能是超高含量耐受性的原I夫1．．所以FGF一2 

对体外培养 BMSCs的最佳剂量为 1．0 ng／m1 ．此时 

一 
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FGF一2呈现质量含量饱和。 

此外，实验结果证明BMP一2与FGF一2联合应 

用时。细胞增殖、ALP的表达量和钙结节形成数量 

显著高于其他实验组，联合应用对BMSCs的成骨分 

化有显著的协同诱导效应，最低浓度(10．0 ng／mL的 

BMP一2+0．1 ng／mL的 FGF一2)即显示出明显的促进 

作用。因此，BMSCs的成骨分化受这2种生长因子 

的协同调控，并且在对 BMSCs成骨分化调控的过程 

中不同生长因子之间存在密切复杂的联系。BMP一2 

和FGF一2各自的生物学效应均受到彼此的调节，不 

同因子之间的这种互相调节必然影响细胞内相关 

基因的表达和细胞的生物学功能，从而对组织再生 

修复产生协同促进作用。有学者研究证明，当FGF一 

2与BMSCs细胞膜上的受体FGFRs结合以后，能 

够激活细胞内MAPK／ERK信号通路，最终影响细胞 

的增殖以及细胞核内VEGF，BMP一2及其受体 BM— 

PRs和成骨转录因子Runx2的表达【” 4]。当BMP一2 

与BMSCs细胞膜上的受体BMPRs结合以后，激活 

细胞内Smad 1、5和 8并使其发生磷酸化，然后与 

Smad 4共同组装成异源多聚蛋白，最后进人细胞核 

中参与调控目的基因的表达，包括 FGF一2、VEGF及 

Runx2／Cbfa 1的表达『15～61。由此可以推断，BMP一2和 

FGF一2两者的协同效应可能是通过调控彼此的信 

号通路来实现的，它们之间各种复杂的联系最终共 

同诱导促进BMSCs成骨分化。 

综上所述，生长因子的效应与生长因子的种类、 

浓度、种子细胞的来源、分化状态、培养条件及有无 

其他生长因子参与等多种因素有关。单独应用 

BMP-2能够显著促进BMSCs成骨分化，最佳剂量为 

200．0 ng／mL，但对 BMSCs增殖没有显著影响。单独 

应用FGF一2能够明显促进BMSCs增殖。最佳剂量为 

1．0 ng／mL，但对钙结节的形成没有明显促进作用。 

BMP一2和FGF一2联合应用对 BMSCs的增殖和成骨 

分化有显著的协同诱导效应，较低浓度(BMP一2为 

10．0 ngmL，FGF-2为0．1 n咖 L)已显示出明显的促进 

作用．所以在体外诱导 BMSCs增殖分化时可采用该 

方法。但是体外与体内环境下生长因子的活性发挥 

不尽相同，因为生长因子在体内环境下会很快失活。 

所以，如何在体内环境下保持并尽可能延长生长因 

子的生物活性是使其能真正在临床发挥作用的关 

键。还有待进一步研究。 
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