
经转染人骨形态发生蛋白7基因后骨髓间充质干细胞mRNA的表达  

    骨髓间充质干细胞(bone marrow-derived mesen- chymal stem cell，MSCs)是骨组织工程良好的种

子细胞，而骨形态发生蛋白(bone morphogenetic protein，BMP)可诱导MSCs向成骨细胞转化。在骨组织的

构建过程中如何保证BMP的持续释放并发挥其诱导成骨功能仍是当前亟待解决的问题，而利用基因转移技术将

编码BMP的基因片段转移至MSCs中则可能对上述问题的解决提供新的思路和方法，本实验对此开展了如下相关

研究。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料及试剂 

    MSCs 由本科室分离培养，pBliuscript SK(-)-人骨形态发生蛋白7(pBSK(-)-hBMP-7，含hBMP-7全长

cDNA质粒，购自American Tissue Culture Collection)； PLNCX
2
逆转录病毒载体和PT67包装细胞(美国

Gene Company)；限制性内切酶SalⅠ、SmaⅠ、T4连接酶(英国New England Biolab.)；脂质体转染试剂

FuGENETM6(Promega)；SuperScript One-Step RT-PCR试剂盒(美国Life Technologies)；hBMP-7原位杂

交试剂盒(武汉博士德公司)。 

    1.2  方法 

    1.2.1  hBMP-7逆转录病毒载体的构建   以SalⅠ酶切pBSK(-)-hBMP-7和PLNCX
2
逆转录病毒载体，平粘

端连接后提取质粒以SmaⅠ进行酶切鉴定，筛选出正确插入的重组质粒PLNCX
2
-BMP-7。采用Sanger法进行测

序并与Genebank中基因序列对比。 

    1.2.2  DNA的转染与包装及重组病毒液的制备   于转染前一天选择生长状态良好的PT67细胞，按(1~2)

×105接种于6孔板中。以G418(600 ng/ml)筛选经FuGENETM6转染的PLNCX
2
-BMP-7和PLNCX

2
质粒至阳性克隆形

成，扩增阳性克隆细胞，收集上清，得到 PT-PLNCX
2
-BMP-7液(简称BMP7液)和PT-PLNCX

2
病毒液(简称病毒

液)。 

    1.2.3  病毒滴度的测定   将NIH3T3细胞以5×104/孔接种于6孔板中，从包装细胞中收集含病毒的培养

基。从1×10-5 ~1×10-1 按不同梯度稀释感染NIH3T3细胞，采用G418(400 ng/ml)进行抗性筛选4周。经筛

选的细胞可逐渐形成克隆，统计细胞克隆数并计算病毒滴度。本组病毒滴度在2.0 ×103 ~5.6 ×105 cfu/ml

之间，以稀释1×103倍的病毒液滴度最高，即采用此浓度进行下一步实验。 

    1.2.4  BMP-7逆转录病毒液转染MSCs   转染前12~18 h以1.5×105的密度将MSCs接种于6孔板中。将细
胞分为PT-PLNCX

2
-BMP-7转染组(转染组)、PT- PLNCX

2
转染组(阴性对照组)和未转染组。选择滴度较高的

BMP-7液和病毒液加入MSCs中，培养24 h后更换培养基。细胞继续培养48 h后进行短暂表达检测。同时使用

G418(700 ng/ml)筛选细胞至阳性克隆形成(约2周)，扩增阳性克隆细胞，传代并检测其稳定表达。 

    1.2.5  RT-PCR检测转染后MSCs中hBMP-7mRNA的表达   以TRIzol RNA提取试剂盒提取经转染后48 h的

MSCs总RNA进行RT-PCR反应，上游引物为5'- AGCCAGAACCGCTCCAAGACG -3'，下游引物为 5'- CTA GTG GCA 
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GCC ACA GGC CGG -3'，琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物(若有hBMP-7mRNA的表达则应出现396 bp的DNA片段)。 

    1.2.6  原位杂交检测转染后MSCs中hBMP-7mRNA的表达   将经转染的MSCs接种于经硅化处理的盖玻片

上，培养2 d后，用含0.1%DEPC的4%多聚甲醛固定，使用随试剂盒所带寡核苷酸探针(三相)： GTCTC GCGGT 

GCTTC GACAC GCCGC GGCGT、 CCGGG ACCCA TGACT TCTGC CGGAA CATCC、GTTGA ACCCC AACTA CGAGA 

CGGGT AGGTC进行杂交反应，操作过程按照试剂盒说明书进行，DAB显色。 

    

2  结果 

    2.1  hBMP-7逆转录病毒载体的构建和鉴定 

    以SmaⅠ酶切重组质粒后的琼脂糖凝胶电泳结果见图1。其中，d组为正向连接的PLNCX
2
-BMP-7，经酶切

后产生1 923、2 564、3 061 bp三个DNA片段，a组为未连接的PLNCX
2
，经酶切后产生3 061、3 039 bp两个

DNA片段，由于两条片段仅相差22 bp，因此在电泳图上显示为一条带。采用Sanger法测序结果显示插入的

BMP-7基因方向正确、无碱基错误和缺失。 

    图1  PLNXC
2
-BMP-7酶切结果

 

    Fig.1 Restriction digestion of plasmid pBSK(-)-hBMP-7
    a: PLNXC

2
 digested with SmaⅠ; b: PLNXC

2
; c: PLNXC

2
-BMP-7; d: PLNXC

2
-BMP-7 digested 

with SmaⅠ; e: Marker 

    2.2  重组病毒液的制备及病毒滴度的测定 

    利用脂质体介导方法成功地将PLNCX
2
-BMP-7和PLNCX

2
导入PT67包装细胞中，经G418抗性筛选后，形成了

多个抗性克隆，未转染的PT67细胞则于10~14 d后全部死亡。以2组细胞克隆数的平均数乘以病毒稀释倍数，

即为重组逆转录病毒的实际感染性病毒的滴度。 

    2.3  RT-PCR检测转染后MSCs中hBMP-7mRNA的表达 

    PCR产物经琼脂糖凝胶电泳可见转染组的RT-PCR产物为396 bp的DNA片段，有外源性BMP-7mRNA的表达

(图2)。而阴性对照组和未转染组的MSCs则未见396 bp的DNA片段，由此可证实未经转染的MSCs无hBMP-7 

mRNA的表达。 



    图2  转染后MSCs中hBMP-7 mRNA的表达(RT-PCR检测) 
    Fig.2 Expression of hBMP-7 mRNA in MSCs transferred by PLNCX

2
-hBMP-7 (RT-PCR) 

    a: MSCs without gene transfer; b: MSCs transferred by PLNCX
2
; c, d: MSCs transferred 

by PLNCX
2
-hBMP-7; e: Marker 

    2.4  原位杂交检测转染后MSCs中hBMP-7mRNA的表达 

    转染组MSCs中可见有棕黄色的颗粒出现，分布于细胞质中，深浅不一。而阴性对照组和未转染组MSCs中

未见棕黄色的颗粒(图3、4)。 

    图3  未经转染的MSCs(原位杂交，DAB显色， ×800) 
    Fig.3  Expression of hBMP-7 mRNA in MSCs without gene transfer (in situ hybridization, 

DAB staining, ×800 ) 



    图4  经PLNCX
2
-BMP-7转染的MSCs(原位杂交，DAB显色， ×800)

 

    Fig.4  Expression of hBMP-7 mRNA in MSCs transfected by PLNCX
2
-hBMP-7 (in situ 

hybridization, DAB staining, ×800 ) 

    

3  讨论 

    3.1  骨形态发生蛋白-7的结构和功能特征 

    hBMP-7是TGF-β的超家族成员，1990年分别有学者 [1][2]从人胎盘以及以探针从人基因组文库中调出

hBMP-7的cDNA，后经多种比较发现二者为同一物质，并且在骨发育和骨折愈合过程中表达增加。hBMP-7 

cDNA全长1 293 bp，它包含一个开放读码框(ORF)，由此编码产生由431个氨基酸构成的hBMP- 7前体蛋白分

为三部分，即信号肽段、前体肽段和成熟肽段 [2][3]。作为BMP家族的一个成员，hBMP-7不仅与骨组织发

生、发育、再生与修复密切相关，而且具有明显地诱导异位成骨作用。有研究[4][5][6]发现hBMP-7可诱导鸡

中胚层间充质细胞向软骨细胞方向分化并调节此类细胞的数量和空间分布，刺激生长平台软骨细胞的增殖、分

化等。有人将hBMP-7同大鼠胶原或其它载体结合，埋植于植入动物骨缺损区中，在实验侧发现有大量新骨形

成，而在对照侧则无新骨形成[7]。细胞体外培养实验证明hBMP-7可诱导未分化的间充质细胞向成软骨细胞分

化，而对已分化的成骨细胞则可使其碱性磷酸酶和骨钙素表达增高，增强成骨活性[8][9]。由此可见，hBMP-

7是一种具有强大骨诱导活性的成骨因子，极有可能在促进骨折愈合、骨不连以及创伤性骨关节炎等疾病的治

疗中发挥重要的作用。 

    3.2  基因转移技术在骨组织工程中应用的可能性 

    骨组织工程研究中为了获取大量细胞需进行长期体外培养，在此过程中，种子细胞的成骨表型和成骨能

力会逐渐下降，使得成骨效率、骨修复效果尤其是修复长段骨缺损的能力降低。研究表明，BMP-2、BMP-7是

BMP家族中诱导成骨能力最强的生长因子[10][11]，而MSCs作为骨组织工程的种子细胞具有来源广泛、取材简

便、成骨能力明确等优点[12]。因此，利用基因转移技术将编码BMP基因片段转移至MSCs中，可维持细胞的成

骨能力并在局部释放生长因子。 

    3.3  外源性人BMP-7在MSCs中的表达 

    本实验成功地构建了人BMP-7的逆转录病毒载体，并通过逆转录病毒介导将人BMP-7基因转入兔骨髓间充

质干细胞中。BMP-7 mRNA的表达既是BMP-7基因在MSCs基因组的整合有效与否的证明，也是细胞表达BMP-7多

肽蛋白的前提[13]。本实验通过RT-PCR和原位杂交证实重组基因逆转录病毒感染细胞后能够表达外源性BMP-7

的mRNA，从而证实采用此方法进行BMP-7基因转移是可行的。 

    3.4  逆转录病毒作为基因转移载体的优缺点 

    逆转录病毒介导的基因转移具有将外源性基因插入靶细胞基因组后能够获得外源性基因长效表达的特点



[14]。本实验也证实细胞转染后4~6周仍有较强的外源性BMP-7 mRNA的表达，这对于构建组织工程化骨组织

是非常有利的。但是，由于逆转录病毒介导的基因转移是将外源性基因随机插入靶细胞基因组中的，这是否会

造成细胞的畸变，而且经转染的细胞植入体内后是否会造成过量成骨或致癌、致畸仍有待进一步研究。 
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