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摘要 目的 探究在大鼠脂肪干细胞内过表达骨形态发生

蛋白 2( Bmp2 ) 后成骨基因的表达情况以及成骨能力的变

化。方法 通过电转染 Bmp2 至大鼠脂肪干细胞内，以空白

组作为对照，分为空白对照组( Control 组) 、空载组( Vector

组) 、成骨诱导组( Inducement 组) 、过表达组( Bmp2 组) ，采

用 Western blot、qＲT-PCＲ 及免疫荧光对比成骨基因表达情

况，采用碱性磷酸酶染色与茜素红染色观察硫化钴沉淀及钙

盐沉积情况。结果 Western blot 与 qＲT-PCＲ 检测显示，与

Control 组相比，Bmp2 组的 Bmp2、Bmp4、骨桥蛋白( OPN) 、骨
钙蛋白( OCN) 、矮小相关转录因子 2( Ｒunx2) 、磷酸化大鼠信

号转导分子 1 /5( P-Smad1 /5) 、远端缺失同源框 2 ( Dlx2) 、骨
涎蛋白( BSP) 表达显著增高( P ＜ 0. 05 ) ，而 Smad1 /5 的表达

情况差异无统计学意义; 免疫荧光检测显示，与 Control 组相

比，Bmp2 组的 OPN、Ｒunx2 荧光强度显著增高( P ＜ 0. 05 ) ;

茜素红染色及碱性磷酸酶染色结果显示，与 Control 组相比，

Bmp2 组细胞周围钙盐沉积增多，硫化钴沉淀增多，碱性磷酸

酶活性增强。结论 过表达 Bmp2 增强了脂肪干细胞的成

骨基因表达，提高了其成骨能力。
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近些年来，骨形态发生蛋白( bone morphogenetic
proteins，Bmps) 被证明在诱导成骨分化过程中发挥

重要作用［1］。在 Bmps 的 16 个亚型中，Bmp2，4，6，

7，9 被认为是最具骨诱导性的［2］。通过外源性的添

加 Bmp2 或在骨髓间充质干细胞( bone mesenchymal
stem cells，BMSCs) 中过表达 Bmp2 都能够发挥其成

骨分化的作用，以此来达成骨缺损修复的目的［3］。
Gromolak et al［4］研究表明在体外用 FGF2 和 Bmp2
处理绵羊 BMSCs 后显示 OCN 和 I 型胶原蛋白表达

的增加，以 及 相 关 成 骨 基 因 的 表 达 增 高。因 此，

Bmps 介导的骨缺损修复治疗具有广阔的研究价值。
脂肪干细胞( adipose-derived stem cells，Adscs)

相比于其他类型的干细胞而言，具有来源广泛、易于

获取、多向分化潜能、免疫原性低等特点。Caetano
et al［5］报道支架 /干细胞复合体骨再生更为显著，表

明了 Adscs 对修复骨组织缺损有积极影响。Adscs
还可通过旁分泌的方式将生物活性因子如血管内皮

生长因子( vascular endothelial growth factor，VEGF)

等来促进缺损部位血管的形成。Han et al［6］研究表

明低氧预处理后的外泌体能更高效的促进血管形

成。这些特点有助于干细胞复合组织异体移植后降

低免疫排斥反应，在临床上应用前景广泛。因此，该

研究 通 过 构 建 过 表 达 Bmp2-Adscs 模 型，来 探 讨

Bmp2 对于 Adscs 成骨分化能力的影响。

1 材料与方法

1． 1 试剂与仪器 DMEM 购自大连美仑生物技术

有限公司，茜素红、碱性磷酸酶试剂盒购自北京天根

有限公司，2 × SYBＲ Green qPCＲ Mix 购自上海 bio-
sharp 公 司，Ｒunx2 一 抗、OPN 一 抗、Bmp2 一 抗、
Bmp4 一抗、Smad1 /5 与 p-Smad1 /5 一抗均购自武汉

博奥森有限公司，OCN 一抗购自美国 Invitrogen 公

司，Dlx2 一抗、羊抗兔二抗均购自美国 Abcam 公司，

β-actin 一抗购自上海 Santa 有限公司，电穿孔转染

试剂盒套装、酶标仪均购自美国 Thermo Fisher 公

司。激光共聚焦显微镜 Nikon A1 购自日本 Nikon
公司，PCＲ 仪 7900HT 购自美国 ABI 公司，紫外分光

光度计购自美国 Thermo Fisher 公司，Bmp2 质粒购

自武汉淼灵平台。
1． 2 实验方法
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1． 2． 1 Adscs 的提取及鉴定 大鼠购自维通利华

生物技术有限公司。在整个研究过程中，所有大鼠

都被保持在 1 个 12 h 的光 /暗周期中，可以自由获

得食物和水。仰卧固定大鼠; 从双侧腹股沟皮垫下

取出脂肪，并去除多余组织，剪碎后放入含双抗 PBS
中进行冲洗。然后置换入离心管，加入 0. 1% 的胶

原酶; 在温箱中摇床消化 1 h，用 1 ml 注射器反复吹

打均匀后，分别用 200 目与 400 目的细胞筛过滤，滤

液放入离心机中离心 10 min，条件 1 365 r /min，弃上

清液，保留沉淀。使用流式细胞仪，CD90 一抗鉴定

Adscs。
1． 2． 2 细胞诱导分化及分组 培养大鼠 Adscs，镜

下观察细胞长至 40% ～ 50% 的融合度后对细胞进

行成骨诱导分化。使用补充了 Supplement Mix 的成

骨分化培养基( MSC Osteogenic) 培养 24 h 后，更换

新鲜培养基。培养至 80% ～ 90% 的生长密度后，使

用 4%多聚甲醛固定，用 PBS 清洗后，通过茜素红染

色试剂盒进行染色，镜下可见细胞被染成橘红色。
将诱导完成的细胞定位阳性对照，未经诱导分化的

Adscs 为空白对照组( Control 组) ，转染空载质粒的

细胞为阴性对照组( Vector 组) ，采用成骨诱导培养

基培养的 Adscs 为成骨诱导组( Inducement 组) ，转

染 Bmp2 质粒的细胞为实验组。
1． 2． 3 Bmp2 质粒转染 取 1 × 106 个生长状态良

好的 Adscs，按照 Neon Transfection System 电转染试

剂盒提供的方法进行 GFP-Bmp2 质粒电转染。条件

设定为电压 1 200 mV、脉冲 2 次、间隔 20 ms，转染

成功 24 h 后在荧光显微镜下观察细胞状态。
1． 2． 4 茜素红与碱性磷酸酶染色 各组培养 14 d
后，以 4%多聚甲醛固定并以 PBS 冲洗，按茜素红试

剂盒说明逐步加入茜素红染液，并在 37 ℃摇床中孵

育，然后在镜下观察各组染色情况; 同样的，按碱性

磷酸酶染色试剂盒说明逐步加入碱性磷酸酶染液，

在暗室中孵育，然后在镜下观察染色情况，图像使用

Image J 分析。
1． 2． 5 qＲT-PCＲ 实验 提取各组 ＲNA，并 测 定

ＲNA 浓度。将 ＲNA 反转录为 cDNA。每组 cDNA
各取 1 μl，利用 SYBＲ GreenⅠ试剂盒进行 real time
PCＲ 扩增，根据所得各组的 Ct 值，利用 2 － ΔΔCt 计算

Bmp2、Bmp4、BSP、OPN、OCN、Ｒunx2、Smad1、Smad5、
Dlx2 的 mＲNA 相对表达量。引物序列见表 1。
1． 2． 6 Western blot 实验 各组分别加入 ＲIPA，超

声辅助裂解。在低温超速离心机中离心，条件为

12 000 r /min，15 min，并测定蛋白浓度。然后上样

表 1 引物序列

引物名称 引物序列 ( 5'-3')
Bmp2 F: GTTTGGCCTGAAGCAGAGAC

Ｒ: CGTCACTGGGGACAGAACTT
OCN F: GCAATAAGGTAGTGAACAGACTCC

Ｒ: GTTTGTAGGCGGTCTTCAAGC
β-actin F: ACCCACACTGTGCCCATCTAC

Ｒ: GCCATCTCCTGCTCGAAGTC
BSP F: GGAGGGGGCTTCACTGAT

Ｒ: AACAATCCGTGCCACCA
Dlx2 F: CATGGGCTCCTACCAGTACCAC

Ｒ: TCGGATTTCAGGCTCAAGGTC
Smad1 F: ACCTGCTTACCTGCCTCCTG

Ｒ: CATAAGCAACCGCCTGAACA
Smad5 F: CTGGGATTACAGGACTTGACC

Ｒ: AAGTTCCAATTAAAAAGGGAGGA
OPN F: TGCACCCAGATCCTATAGCC

Ｒ: CTCCATCGTCATCATCATCG
Bmp4 F: GGCAGAGGAGGAGGGAGGGAGGGAAGGAGC

Ｒ: CAGTAGCGGGCTCGCCAGCAGCAGCTCCTG
Ｒunx2 F: AACTTCCTGTGCTCCGTGCTG

Ｒ: TCGTTGAACCTGGCTACTTGG

进行电泳，电泳结束后使用 400 mA 恒流 4 ℃ 转膜

过夜将蛋白转移到 0. 22 μm 的 PVDF 膜上。用 5%
脱脂牛奶封闭 1 h，0. 1% TBST 冲洗，4 ℃孵育过夜。
TBST 冲洗，室温条件下孵育羊抗兔二抗 1 h，TBST
冲洗后使用 ECL 超敏发光液进行化曝光显影，使用

Image J 对蛋白条带的灰度进行扫描。
1． 2． 7 细胞免疫荧光染色 各组细胞分别计数

1 × 106 个，转移至带玻璃爬片的 24 孔板内进行培

养，72 h 后弃掉培养基，并使用 4% 多聚甲醛固定，

PBS 清洗，使用 10%山羊血清封闭 1 h，封闭完成后

使用 OPN、Bmp2、Ｒunx2 一抗 4 ℃ 孵育过夜，0. 3%
PBST 清 洗 3 次 后 使 用 Alexa Fluor488、Alexa Flu-
or594 荧光二抗室温条件下避光孵育 4 h，孵育完成

后使用 0. 3% PBST 清洗 3 次后使用 Hoechst 33342
进行核复染 10 min，甘油封片后使用激光共聚焦显

微镜观察荧光强度。
1． 3 统计学处理 所有实验数据均使用 GraphPad
Prism 8. 0 进行统计分析，结果以 珋x ± s 表示，免疫荧

光、茜素红染色与碱性磷酸酶染色均采用 Image J 进

行分析，各成骨基因与 Bmp2 间关系通过皮尔逊相

关性分析来实现，两组间比较采用独立样本 t 检验，

P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 Adscs 免疫荧光鉴定及验证转染效率 首先，

通过对 Adscs 以 CD90 进行荧光标记( 图 1A) ，阳性
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率 ＞ 90%，即细胞纯度 ＞ 90%，然后通过对各组 Ad-
scs 进行 Bmp2 的荧光标记( 图 1B) ，相较于对照组，

成骨诱导组与 Bmp2 组的 Bmp2 基因水平显著上调

( P ＜ 0. 05) ，说明质粒转染成功。
2． 2 Bmp2 对 Adscs 成骨潜能的影响 首先，通过

Bmp2 的 mＲNA 与蛋白表达水平验证诱导分化( 图

2A) ，相 较 于 对 照 组，成 骨 诱 导 组 与 Bmp2 组 的

Bmp2 基因水平显著上调( P ＜ 0. 05) ，说明诱导分化

成功。相 较 于 对 照 组，骨 形 态 发 生 蛋 白 家 族 中

Bmp4、P-Smad1 /5 均显著升高( P ＜ 0. 05) ，说明 Bmp
通路高度激活。而 BSP、OPN、OCN、Ｒunx2、Dlx2 的

表达相比对照组均显著升高，说明 Bmp 通路的激活

可以促进 Adscs 向成骨细胞方向分化( P ＜ 0. 05 ) 。
在转录水平( 图 2B-G) ，qＲT-PCＲ 结果显示 Bmp2 及

Bmp4 表达水平显著上调，说明转染过表达 Bmp2 质

粒效率 高。相 较 于 对 照 组，成 骨 基 因 BSP、OPN、
OCN、Ｒunx2 以及 Dlx2 在过表达 Bmp2 后均显著升

高( P ＜ 0. 05 ) ，说明不管是在转录水平还是翻译水

平，激活 Bmp2 信号通路均可以提高 Adscs 向成骨

细胞分化。为了验证实验结果，该实验使用皮尔逊

相关性分析对 Bmp2 蛋 白 表 达 和 成 骨 蛋 白 OPN、
OCN、Dlx2、Ｒunx2、BSP 进行相关性分析( 图 2H-L) ，

结果显示 Bmp2 及 OPN、OCN、Dlx2、Ｒunx2、BSP 的

表达呈现显著的正相关关系，说明 Bmp2 过表达明

确促进成骨基因表达，使 Adscs 向成骨细胞分化得

到增强。
2． 3 Bmp2 对 Adscs 成骨分化的影响 茜素红、碱
性磷酸酶染色结果如图所示( 图 3A) ，过表达 Bmp2
后，Adscs 茜素红标记颜色显著加深，这与阳性对照

诱导骨化组趋势一致，说明激活 Bmp 通路能促进

Adscs 的成骨分化( 图 3B) 。碱性磷酸酶染色结果

提示( 图 3C) ，Bmp2 组有更多的硫化钴沉淀，表明

激活 Bmp2 通路可促使 Adscs 向成熟的成骨细胞转

化。
2． 4 Bmp2 对 Adscs 表达 Ｒunx2 及 OPN 的影响

为了进一步验证 Bmp2 对 Adscs 成骨分化的影响，

该研究使用 Ｒunx2 及 OPN 进行荧光标记( 图 4A) ，

结果显示( 图 4B ～ C) ，成骨基因 Ｒunx2 以及 OPN 在

过表达 Bmp2 的情况下荧光强度均显著升高( P ＜
0. 05) 。

图 1 脂肪干细胞荧光鉴定与转染效率的验证 × 400

A: CD90 标记 Adscs 后，免疫荧光显示阳性率 ＞ 90% ，即细胞纯度 ＞ 90% ; B: 过表达 Bmp2 后，在 Adscs 中荧光标记 Bmp2 以验证转染效率
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图 2 成骨基因的表达情况与相关性分析

A: 蛋白印迹检测过表达 Bmp2 后 Adscs 内成骨基因的蛋白表达情况; B － D: 成骨基因蛋白表达的量化情况; E － G: 成骨基因 mＲNA 表达的

量化情况; H － L: Bmp2 分别与 BSP、Dlx2、OCN、OPN、Ｒunx2 的相关性分析情况; 与 Control 组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

对于骨缺损的基因疗法是指把一些成骨基因转

运至靶细胞内，从而以自分泌或旁分泌的机制来促

进骨形成。甚至可以多个基因一起转染，达到内源

性蛋白合成的协同调控，增强生物活性［7］。因此，

能在局部维持一定生物活性因子治疗浓度的基因疗

法被认为是未来治疗骨缺损的可靠方法。在该研究

中，为了证实 Bmp2 在体内所能发挥的成骨能力，将

其 转染至Adscs中，通过碱性磷酸酶以及茜素红染
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图 3 AＲS 与 ALP 染色情况

A: 分别用茜素红与碱性磷酸酶染色观察钙盐沉积与硫化钴沉淀情况 × 200; B: 碱性磷酸酶量化情况; C: 茜素红的量化情况; 1: Control 组;

2: Vector 组; 3: Inducement 组; 4: Bmp2 组; 与 Control 组比较: * P ＜ 0. 05

色分析显示，Bmp2 转染后的 Adscs 在培养皿中硫化

钴沉淀及钙盐沉积增多，这表明 Adscs 的矿化能力

增强，碱性磷酸酶、OCN 和 OPN 是成骨早期阶段的

主要生物标志，而钙沉积被认为是成骨后期的标志。
Sun et al［8］通过收集猪小肠黏膜下层的细胞外基质

与陶瓷骨相结合作为载体，来观察移植的 BMSCs 的

细胞增殖、细胞活力以及成骨分化能力，结果显示

BMSCs 中成骨基因上调，并通过激活 Smad1 /5 /8 的

磷酸化来实现成骨分化，这与该研究结果一致。通

过 Western blot 实验显示，其下游基因 Smad1 /5，表

达量并没有随之升高，反而 P-Smad1 /5 表达量增高，

这提示 Bmp2 在体内的成骨能力可能是通过磷酸化

Smad1 /5 来实现的。该实验还检测了 Bmp4、OCN、
OPN、Ｒunx2、Dlx2、BSP 这 6 个与成骨相关的基因表

达情况，并通过 qＲT-PCＲ 及免疫荧光进行了验证，

结果显示均有不同程度的表达上调。Chen et al［9］

使用氟化物诱导 Bmp2 低甲基化及高表达，结果显

示氟 可 通 过 Bmp2-Wnt /β-catenin 通 路 提 高 OCN、
Ｒunx2、OPN 的高表达，从而促进成骨细胞的增殖和

分化，这与该实验结果一致。Zhu et al［10］在来源于

牙根尖乳头的干细胞( stem cells from apical papilla，

SCAPs) 内敲除 Bmp 拮抗剂 GＲEM1 来检测 OPN、
OCN、BSP、Dlx2、Ｒunx2、DSPP、OCX 的表达情况，结

果显示这些基因在第 1、2、3 周均有增加，说明敲除

GＲEM1 能增强 SCAPs 的成骨 /成齿分化和干性，抑

制 SCAPs 的增殖和衰老。GＲEM1 对 SCAPs 功能的

影响可能是通过调节 Bmp 在 mＲNA 水平上的基因

表达实现的。由于实验条件所限，未能找出更多的

成骨相关基因来验证这点。但也在一定程度上表

明，Bmp2 在体内的成骨作用至关重要。该研究采

用电穿孔来进行转染，属于瞬时转染，目前有多种供

选择的基因转移载体，如质粒、脂质体、逆转录病毒、
腺病毒和腺相关病毒，虽然病毒载体能够增加转染

效率，使靶基因表达时间延长，但短效表达或许才是

该研究需要的。Hsieh et al［11］指出，腺病毒作为载

体来递送 Bmp 基因进入细胞内是高效的方法，但短

期的 Bmp2 高表达，已经足以启动成骨发生的级联

反应，并且 Bmp 的长期高表达，也会增加成骨畸形，

骨刺形成等并发症。因此，在合适的时机选择不同

的载体，也是该研究需要考虑的。Bai et al［12］利用

薄膜 涂 层 聚 乳 酸 － 乙 醇 酸 ( PLGA ) 和 PLGA /氢
氧 化镁支架开发了有效的给药系统，使得Bmp2在

·769·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2023 Jun; 58( 6)



图 4 Ｒunx2 与 OPN 荧光染色情况

A: 采用免疫荧光检测过表达 Bmp2 对 OPN 及 Ｒunx2 的影响 × 400; B: OPN 荧光强度的量化统计; C: Ｒunx2 荧光强度的量化统计; 1: Control

组; 2: Vector 组; 3: Inducement 组; 4: Bmp2 组; 与 Control 组比较: * P ＜ 0. 05

需要的时候给予适当的剂量，以提高 Bmp2 在体内

的成骨效率。
但该研究仍有一定局限，如能加入多基因进行

共转染，或能较大提高 Bmp2 在体内的成骨潜能，Hu
et al［13］使用壳聚糖质粒共转染 Bmp2 及 FGF2 进入

Adscs 中，通过 PCＲ、Western blot、ELISA 检测显示，

共转染后，Adscs 内 Bmp2、FGF2 的 mＲNA 和蛋白水

平显著上调。与单独转染 Bmp2 或 FGF2 的细胞相

比，共转染组的 OCN 和 BSP mＲNA 水平也显著升

高，说明共转染能显著促进成骨。其次，在动物实验

中进行进一步研究将会对上述结果得到更多的验

证，Vayas et al［14］在大鼠临界颅骨缺损模型( 直径 4
mm) 中对 Bmp2 与 MMP10 进行研究，得出 MMP10
与 Bmp2 在成骨作用方面呈正相关，即 MMP10 可增

强 Bmp2 的成骨效应，从而实现颅骨缺损修复，这提

示 MMP10 和 Bmp2 的联合应用可能成为骨缺损修

复和再生的一种有前途的策略。最后值得一提的

是，外泌体作为近来研究的热点，相对 Adscs 而言或

能提供更精准、高效的基因治疗能力，因其避免了移

植细胞出现的存活率低、细胞流失、受体部位致瘤性

等问题。Chen et al［15］用慢病毒转染 Adscs 后，从稳

定过表达 miＲ-375 的 Adscs 中提取富含 miＲ-375 的

外泌体，并用水凝胶将其包埋移植入大鼠颅骨缺损

模型中，结果显示 Exo ( miＲ-375 ) 表现出缓慢和受

控的释放，加快了颅骨缺损的修复过程。综上所述，

Adscs 治疗骨缺损的前景较大，也需要投入更多的

研究来为临床治疗骨缺损提供大量理论依据。
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Study on the effect of Bmp2 on the osteogenic ability of adipose stem cells
Lai Wentao1，2，Zhao Zhijun2，3，Zhang Chunyang2，3

( 1Baotou Medical College，Inner Mongolia University of Science and Technology，Baotou 014010;
2Dept of Neurosurgery，The First Affiliated Hospital of Baotou Medical College of Inner Mongolia University
of Science and Technology，Baotou 014010; 3Engineering Technology Center for Bone Tissue Ｒegeneration

and Injury Ｒepair in Inner Mongolia Autonomous Ｒegion，Baotou 014010)

Abstract Objective To investigate the changes of osteogenic genes and osteogenic capacity after overexpression
of bone morphogenetic protein 2( Bmp2) in rat adipose stem cells． Methods Bmp2 was transfected into rat adi-
pose stem cells by electrotransfection，and the blank group was used as control． The cells were divided into blank
group ( Control group) ，empty load group ( Vector group) ，osteogenesis induction group ( Inducement group) ，and
overexpression group ( Bmp2 group) ． Western blot，qＲT-PCＲ and immunofluorescence were used to compare the
expression of osteogenic genes，and alkaline phosphatase staining and alizarin red staining were used to observe co-
balt sulfide precipitation and calcium salt deposition． Ｒesults Western blot and qＲT-PCＲ showed that the expres-
sion of Bmp2，Bmp4，OPN，OCN，Ｒunx2，P-Smad1 /5，Dlx2，and BSP was significantly higher compared to the
Control group ( P ＜ 0. 05 ) ，while the expression of Smad1 /5 was not statistically different． Immunofluorescence
showed that the fluorescence intensity of OPN and Ｒunx2 was significantly higher compared to the Control group ( P
＜ 0. 05) ． The alizarin red staining and alkaline phosphatase staining showed that the Bmp2 group had increased
pericellular calcium salt deposition，increased cobalt sulfide precipitation，and enhanced alkaline phosphatase ac-
tivity compared to the Control group． Conclusion Overexpression of Bmp2 enhances osteogenic gene expression in
adipose stem cells and improves their osteogenic ability．
Key words adipose-derived stem cells; Bmp2; osteogenic differentiation
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