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单载体双基因Ad-BMP-2-IRES-HIF-1αmu转染内

皮祖细胞后移植治疗缺血性股骨头坏死的实验研究
齐  鑫  刘丹平*   赵  辉  张解元

(辽宁医学院附属第一医院, 锦州 121001)

摘要  将构建的单载体双基因Ad-BMP-2-IRES-HIF-1αmu转染到诱导的兔骨髓源性内皮祖细胞

(endothelial progenitor cells, EPCs)后移植到股骨头缺血坏死(avascularnecrosis of the femoral head, ANFH)
局部, 检测其促进坏死区局部成血管和成骨能力。密度梯度离心法获取兔骨髓单个核细胞(mononuclear 
cells, MNCs), 用M199培养基诱导MNCs为EPCs; 通过细胞形态、特殊表面标记、摄取能力方面鉴定

EPCs; 将Ad-BMP-2-IRES-HIF-1αmu载体转染到EPCs, 再将其移植入ANFH模型局部; 分别于术后2周、

4周处死模型, 行坏死区成血管和成骨指标检测。结果显示: 与对照组(B组)和空白组(C组)相比, 实验

组(A组)有较多新血管生成(P<0.05), B组与C组比较有统计学差异(P<0.05); 组织学及BMP-2免疫组化检

测, A组与B组和C组之间差异具有统计学意义(P<0.05), B组与C组之间差异无统计学意义(P>0.05)。综

上所述, 该实验提示移植转染Ad-BMP-2-IRES-HIF-1αmu的EPCs具有较强的成血管及成骨能力。
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Abstract    The induced EPCs were transfected by Ad-BMP-2-IRES-HIF-1αmu, and then transplanted into femoral 
head necrotic zone, the effect on osteogenesis and agiogenesis of necrosis zone was detected. MNCs were obtained by 
density gradient centrifugation method, and were induced into EPCs by M199 medium; EPCs were identified through 
cell morphology, specific surface markers and uptake ability. EPCs were transfected by Ad-BMP-2-IRES-HIF-1αmu, 
and then were transplanted into partial of ANFH. The model were enthanized at 2 and 4 weeks after operation, effection 
on osteogenesis and agiogenesis of necrotic zone was detected. The results showed that there were more agiogenesis in 
group A than that in group B and C (P<0.05), the statistical difference was found between group B and C. The detection 
of histology and immunohistochemistry of BMP-2 showed that there was statistical difference between group A and B, 
group A and C (P<0.05). There was no statistical difference between group B and C (P>0.05). To sum up, there was an 
effection on osteogenesis and agiogenesis in EPCs after transfeced by Ad-BMP-2-IRES-HIF-1αmu.
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100 mg/L), 以1×106密度将细胞接种在预先包被有人

纤维连接蛋白(HFN)的培养瓶中, 然后在37 °C、5% 
CO2的湿度培养箱中培养。

1.2  以最佳转染指数转染Ad-BMP-2-IRES-HIF-
1αmu及Ad-CMV-IRES-hrGFP-1到EPCs

根据本课题之前的研究结果, 选取培养的第三

代细胞为转染的种子细胞, 实验组(A组)以MOI值为

200、空白组(C组)以MOI值为100进行转染, 再加入

2 mL无血清培养基, 37 °C、5% CO2恒温细胞培养箱

中孵育3 h, 之后每孔再补充含10% FBS的M199培养

基2 mL继续培养2~3 d。倒置荧光显微镜观察转染

后的细胞形态, 以不引起明显细胞病变为转染成功。

1.3  兔ANFH动物模型的制作(激素型)
从兔耳缘静脉内注射马血清2 mL, 从第二天起

于臀肌注射甲强龙(4 mg/kg), 每周2次, 共6周。然后

行相关检查证实造模是否成功。

1.4  将转染的EPCs植入兔ANFH动物模型局部

1.4.1   实验分组         共3组, 每组雌、雄各6只。A
组即实验组(12只): 移植转染Ad-BMP-2-IRES-HIF-
1αmu的EPCs悬液; 对照组(B组)即对照组(12只): 转
染Ad-CMV-IRES-hrGFP-1(空腺病毒载体)的EPCs悬
液组; C组即空白组(12只): 只是加入细胞悬液。

1.4.2   制备细胞悬液及移植         将各组细胞计数, 
每个模型移植细胞数量为2×104/(g体重), 用培养基

配置成2 mL细胞悬液, 在造模成功后的第二周(考虑

是股骨头坏死的早期), 在C型臂, 用3.5 mm钻头从大

转子下向股骨头表面侧钻入约5 mm, 到达股骨头软

骨表面下方, 共钻入3条孔道, 将各组兔子进行相应

处理, 用1 mL注射器将0.5 mL细胞悬液沿着每条孔

道注入到股骨头软骨下面, 然后将孔道开口用骨蜡

封上防止悬液流出, 其余各组操作相同。

1.5  指标检测

1.5.1  诱导培养的兔骨髓源EPCs的鉴定         (1)在培

养箱中静置孵育5 d后观察其细胞形态, 培养到14 d
左右再次观察细胞形态。(2)将诱导培养的第三代细

胞制成细胞悬液使其浓度为1×106/mL, 然后分别将

10 μL FITC标记的CD34抗体、R-PE标记的VEGFR2
抗体加入到悬液中, 并且避光孵育25 min。进行流

式细胞技术分析EPCs表面特有的标志, 细胞以同

型的R-PE或IgG1-FITC染色作为阴性对照。(3)以
5×104/cm2密度将诱导培养的细胞接种到放有预先制

备好细胞爬片的6孔板中, 5 μg/mL DiI-ac-LDL、37 °C

股骨头缺血坏死(avascularnecrosis of the femo-
ral head, ANFH)通常称为骨坏死, 其典型的特征是微

循环血供受到损伤后引起骨的细胞发生死亡, 一旦

发生这样的血管损伤后, 骨坏死修复能力特别弱, 并
且预后也较差[1]。骨组织的损伤严重程度和损伤后

的修复程度主要取决于其局部的血管损伤程度以

及是否建立了有效的侧枝血液循环[2]。目前, 对于

ANFH患者血管损伤的修复和血管新生的研究仅局

限于成熟血管内皮细胞的改变[3]。但是, 越来越多的

研究表明, 骨髓来源的EPCs参与了血管修复和血管

的新生, 却不是成熟的内皮细胞参与修复的过程[4]。

同时, 本科题组已经成功构建了单载体双基因Ad-
BMP-2-IRES-HIF-1αmu, 并且证实了其具有较强的

成血管和成骨双重作用[5], 因此本实验初步探讨单载

体双基因Ad-BMP-2-IRES-HIF-1αmu转染到内皮祖

细胞(endothelial progenitor cells, EPCs)后移植入股骨

头坏死局部治疗骨坏死的这一新的临床方法。

1  材料与方法
3~5月龄新西兰大白兔36只, 雌性、雄性分别

为18只, 体重2.5~3 kg, 来自辽宁医学院动物实验

中心。单载体双基因Ad-BMP-2-IRES-HIF-1αmu
和Ad-CMV-IRES-hrGFP-1均由辽宁医学院附属第

一医院中心实验室提供; 10%的胎牛血清(Hyclone
公 司); M199培 养 液、EDTA-胰 蛋 白 酶(Gibco公
司); VEGF(血管内皮生长因子)、bFGF(碱性成纤

维细胞生长因子)、ECGS(内皮细胞生长添加剂)
(Peprotech公司); 磷酸盐缓冲液(PBS)、FITC标记

的荆豆凝集(FITC-UEA-I)(Sigma公司); DiI标记的

乙酰低密度脂蛋白(DiI-acLDL)(Vector公司); 人纤

维连接蛋白(Chemicon公司); 淋巴细胞分离液(天
津灏洋生物有限公司); anti-CD133/PE、anti-CD34/
PE(Becton Dickinson公司); SABC免疫组织化学试剂

盒、BMP-2单克隆抗体(武汉博士德生物工程有限

公司)。
1.1  兔骨髓EPCs的分离、培养

用50 mg/kg氯氨酮经兔耳缘静脉进行麻醉, 无
菌条件下, 从所选新西兰白兔双侧髂骨用骨穿针

抽取骨髓, 通过密度梯度离心法获取单个核细胞

(mononuclear cells, MNCs), 然后将其重悬在M199培
养基中(含有10%胎牛血清、10 μg/L VEGF、2 μg/L 
bFGF、150 μg/mL ECGS、青霉素105 U/L、链霉素
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培养3 h后, PBS漂洗、4%多聚甲醛固定20 min, 加入

10 μg/mL FITC-UEA-1, 37 °C孵育1 h后荧光显微镜

观察, 进行EPCs摄取能力的检测。

1.5.2   动物模型检测         2周、4周后行X射线正位

摄片(摄片条件相同)及组织学观察, 检测各组实验

动物造模是否成功。

1.5.3   坏死区血管形成情况检测         在术后2周和

4周, CD34染色进行免疫组织化学检测, 通过光学显

微镜在200倍视野下观察新生毛细血管形成情况, 然
后计数CD34+毛细血管数量。每张切片选择最多的

区域进行计数并且选择3处, 每例标本各计数6个视

野, 然后再取平均值。

1.5.4   免疫组织化学染色检测BMP-2表达         取
转染后4周的A、B、C组坏死区局部组织, 消化后以

3×104/孔密度接种至6孔板的盖玻片上, 待细胞基本爬

满盖玻片后, 吸取上清液, 4%多聚甲醛固定30 min, 按
SABC免疫组织化学试剂盒说明进行染色, 倒置相差

显微镜下观察, 细胞质中有棕黄色颗粒表示BMP-2
表达阳性。各组随机选取5个视野, 采用人工计数法

计数阳性细胞数, 然后再取平均值。

1.5.5   组织学检测移植后股骨头坏死情况         分别

在移植后的第2周、4周和8周对各组实验动物进行

组织学检测, 比较各组之间是否有差异。

1.6   统计学分析

以上所有实验的数据采用SPSS17.0软件进行统

计分析, 数据用均数±标准差来表示, P<0.05认为差

异具有统计学意义。

2  结果 
2.1  EPCs的鉴定

2.1.1  细胞形态         兔骨髓单个核细胞经诱导培养

48 h后开始出现贴壁生长的现象。第4~6 d贴壁细胞

形态发生变化, 变成梭行的形状, 第7~9 d细胞的形

态开始由长梭型变成多角形并逐渐融合为片状, 第
15 d左右表现出典型的“铺路石”样外观(图1)。
2.1.2  EPCs表面特异标记检测         流式细胞仪检测

EPCs表面特异标记CD34、CD133、VEGFR-2阳性

率分别为56.61%±6.24%、49.36%±5.16%和54.70%± 
4.28%(图2)。
2.1.3  EPCs结合能力检测           在荧光显微镜下观

察显现出双荧光的阳性细胞数目约占贴壁细胞数的

50%左右(图3)。

倒置显微镜下观察, 诱导培养的贴壁细胞第15 d表现出典型的“铺路

石”的样外观(400×)。
The anchorage-dependent cells showed typical crazy-paving pattern 
under the inverted microscope at 15 days after induction culture(400×).

图1  培养的EPCs的形态

  Fig.1   Cellular morphology of EPCs

流式细胞仪检测结果显示, CD34阳性率为56.61%±6.24%, CD133阳性率为49.36%±5.16%, VEGFR-2阳性率为54.70%±4.28%。

The positive rates of EPCs specific surface markers determined by the flow cytometry method were as following: CD34: 56.61%±6.24%, CD133: 
49.36%±5.16%, VEGFR-2: 54.70%±4.28%.

图2   流式细胞仪检测EPCs表面标记

Fig.2   EPCs specific surface markers were determined by the flow cytometry
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荧光显微镜下显示两种荧光颜色的细胞为内皮祖细胞, 其阳性率为50%左右。

The cells which showed two fluorescence colors under the fluorescence microscope were endothelial progenitor cells, the positive rates of which was 
about 50%.

图3  内皮祖细胞结合FITC-UEA-1和DiI-ac-LDL的能力(200×)
Fig.3   The ability of EPCs combining FITC-UEA-1 and DiI-ac-LDLL(200×)

转染后3 d, 倒置显微镜下免疫荧光观察(200×)。A: MOI为200; B: MOI为100。
Transfection result was observed by the immunofluorescence microscopy at 3 days after transfection(200×). A: the value of MOI was 200; B: the value 
of MOI was 100.

图4  转染后倒置显微镜下免疫荧光观察

Fig.4  Transfection result observed by the immunofluorescence microscopy

A: X射线检查结果显示, 造模4周后股骨头出现坏死性变化; B: 2周后组织学检查显示成骨细胞等组织细胞变少, 骨小梁变细, 骨陷凹空虚(40×)。
A: necrotic changes of caput femoris were determined by the X-rays at 4 weeks after models establishment; B: the count of osteoblast was reduced, the 
bone trabecula was diminution and bone pouch was hollow was showed according to the histological examination at 2 weeks after models establishment 
(40×).

           图5  动物模型指标检测结果

            Fig.5  The determination of animal model index

2.2  病毒液转染效果观察

倒置荧光显微镜观察示, A、B组分别在MOI值
为200、100时转染的效果, 无明显细胞病变效应(图4)。
2.3  动物模型结果指标检测

X射线检查结果显示, 造模4周后股骨头出现坏

死性变化(图5A)。2周后组织学观察显示成骨细胞

等组织细胞变少, 骨小梁变细, 骨陷凹空虚(图5B)。
2.4  新生血管检测结果

CD34免疫组织化学结果显示, 200倍个视野范

围内移植后2周新生血管平均数: A组为(10.96±1.34), 
B组为(6.42±0.84), C组为(2.72±0.78)。移植后4周A组

为(16.84±1.76), B组为(9.28±1.14), C组为(3.72±1.32)
(图6)。
2.5  免疫组织化学染色检测BMP-2表达

倒置相差显微镜观察显示, A组转染细胞阳

性表达BMP-2, 阳性细胞数为(15.40±1.85); B、C
组微表达BMP-2, 阳性细胞数分别为(6.40±1.36)、
(5.80±1.44)(图7)。

(A) (B)

(A) (B)
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图6  A、B、C三组CD34免疫组织化学结果(200×)
Fig.6  Immunohistochemical results of CD34 in groups A, B and C(200×)

图7   A、B、C三组 MBP-2免疫组织化学结果

Fig.7  Immunohistochemical results of MBP-2 in groups A, B and C

图8  A、B、C三组组织学检测坏死区修复情况

Fig.8   Repairation of necrotic zone according to the histological detection in groups A, B and C

A B C

A B C

A                                      B                                      C   

2.6  组织学检测移植后股骨头坏死修复情况 
移植4周及8周后组织学检测, A组可见新生骨

小梁、毛细血管及成骨细胞等细胞成分。B组见有

血管新生, 成骨细胞等组织细胞较少, 骨小梁变少, 
骨陷凹空虚、C组未见明显变化(图8)。

3   讨论
股骨头缺血性坏死是骨科最常见的疾病之一, 患

者数量较大, 西方发达国家每年有50万以上的患者因

ANFH而进行人工髋关节、人工膝关节置换[6]。股骨

头发生缺血坏死后, 不仅骨的结构遭到破坏, 而且骨

的强度也会降低, 所以发生骨坏死以后致残率也非

常高。本课题选择马血清–激素的方式进行模型制

作, 该方法操作简单、效果明显[7], 并且通过X射线

检查、组织学检查证明造模成功, 考虑造模中会有

一些动物死亡等原因, 本实验共选取的实验动物为

50只, 其中造模过程中死亡5只, 造模后死亡4只, 再
在剩余动物中随机选取36只分组。

目前, 干细胞移植治疗软组织缺血坏死已取得

了明显的疗效[8], 但在治疗骨缺血坏死方面的研究

较少, 还需进一步探索。近年来的研究表明, 起关键

作用的是血管内皮祖细胞, 其在治疗骨坏死成血管

方面比其他干细胞具有更大的优越性[9]。EPCs是当

前医学领域研究的重要的原始细胞。最初在1997年
由Asahara等[10]成功分离出内皮祖细胞并在体内证

明EPCs具有血管生成的能力, 是原始的内皮细胞。

在众多骨生长因子中, BMP-2促进骨缺损修复和骨

折愈合的效果最显著。目前, 大部分研究均采用腺

病毒携带BMP-2基因来转染种子细胞促使其向成骨

细胞分化, 用于修复骨缺损[11]。HIF-1为DNA结合

蛋白, 能促进VEGF内源性表达, 产生内源性VEGF
及其受体, 促进毛细血管生成, 并且诱导的新生血管
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具有不渗漏、炎性反应小、无组织水肿、无血管曲

折和囊性血管形成等优点[12]。因此, 本实验利用构

建的单载体双基因Ad-BMP-2-IRES-HIF-1αmu转染

EPCs, 并且在倒置显微镜下免疫荧光观察转染成功。

近年来, 随着对EPCs生物学特性不断深入的

研究以及分离、纯化等手段的不断改进, 目前认为

EPCs的特殊表面标记为CD34、CD133、VEGRR-
2[13]。所以本实验进行这些表面标记的鉴定, 以检测

诱导培养的细胞是否是EPCs, 结果表明阳性率较高。

诱导培养的贴壁细胞能特异性结合DiI-ac-LDL和
FITC-UEA-1, 其荧光染色结果表明阳性的细胞较多, 
说明可以通过兔骨髓诱导培养MNC为EPCs。

本实验转染的EPCs制成细胞悬液移植入坏死

局部, CD34免疫组织化学结果显示, 移植后2周新

生血管平均每200倍个视野A组为(10.96±1.34), B组
为(6.42±0.84); C组为(2.72±0.78); 移植后4周A组为

(16.84±1.76), B组 为(9.28±1.14), C组 为(3.72±1.32), 
各时段新生血管情况A组与B组和C组比较都有统

计学意义(P<0.05), B组与C组之间也有统计学差异

(P<0.05)。BMP-2染色显示: A组转染细胞阳性表达

BMP-2阳性细胞数为(15.40±1.85), B、C组微表达

BMP-2阳性细胞数分别为(6.40±1.36)、(5.80±1.44)。
A组明显高于B、C组, 差异有统计学意义(P<0.05)。
B组与C组差异无统计学意义(P>0.05)。移植4周及8
周后组织学检测, A组可见新生骨小梁、毛细血管及

成骨细胞等细胞成分; B组见有血管新生, 成骨细胞

等组织细胞较少, 骨小梁变少, 骨陷凹空虚; C组未

见明显变化。上述结果表明, 在血管形成方面实验

组和对照组都与空白组有统计学意义, 而实验组与

对照组相比也有统计学意义, 说明EPCs具有成血管

作用, 但是转染单载体双基因Ad-BMP-2-IRES-HIF-
1αmu后的EPCs其成血管作用更强, 坏死区成骨检

测结果表明, 实验组与对照组和空白组之间具有显

著差异性, 而对照组与空白组之间没有统计学差异。

初步证明移植转染单载体双基因Ad-BMP-2-IRES-
HIF-1αmu的EPCs具有较强地成血管能力及成骨作

用, 可以更强的改善坏死局部血管的新生, 增加毛细

血管密度, 促进新骨形成, 进而有助于延缓股骨头坏

死甚至有利于股骨头坏死的修复。

综上所述, 本实验证明移植的转染单载体双基

因Ad-BMP-2-IRES-HIF-1αmu的EPCs在骨坏死区部

位具有较强的成血管和成骨的双重能力, 为临床上

治疗股骨头缺血坏死提供了新的思路。
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