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摘要 目的 探讨骨形态发生蛋白-2( bmp-2) 和血管内皮生
长因子 165( vegf165) 共表达基因修饰的骨髓间充质干细胞
( BMSCs) 对兔前交叉韧带重建术后腱骨界面的组织形态学
和生物力学的影响。方法 将 66 只大白兔，随机分成实验
组、对照组及正常组。实验组术后在腱骨界面注入经慢病毒
转染稳定表达 bmp-2 和 vegf165 的 BMSCs 和纤维蛋白胶
( FG) ，对照组腱骨界面注入 BMSCs和 FG，分别在术后第 3、
8 和 12 周进行组织学观察和生物力学检测。结果 组织学
病理显示，实验组新生血管和成纤维细胞浸润高于对照组，

并在术后第 12 周形成典型的 4 层直接止点结构，其组织愈
合情况优于同期对照组。生物力学显示相同时间点实验组
最大载负荷明显高于对照组，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。结论 bmp-2 和 vegf165 共表达基因修饰的 BMSCs

对腱骨界面愈合有促进作用。
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膝关节前交叉韧带 ( anterior cruciate ligament，
ACL) 是限制胫骨过度前移的重要解剖组织。ACL
断裂是骨科常见病，且呈逐年升高趋势，多见于运动
损伤和交通意外［1］。ACL 断裂是 ACL 损伤的重要
表现形式，ACL 断裂后难以自愈，严重影响膝关节
的功能。手术治疗是 ACL断裂的主要治疗手段，其
中关节镜下重建术是金标准，而关节镜下半腱肌重
建术又是目前治疗 ACL 断裂的主流术式［2］。前交
叉韧带关节镜下重建术后腱骨界面愈合是个复杂的
过程，往往存在有骨隧道扩大、再次翻修、愈合时间
过长等诸多问题［3］，研究［4 － 5］显示移植肌腱植入骨
隧道内至少 1 年才能逐渐愈合，这也是影响膝关节

术后锻炼的关键因素。骨髓间充质干细胞 ( bone
mesenchymal stem cells，BMSCs) 是多种间充质细胞
的前体细胞，具有多向分化的潜能，其分化形成的血
管、骨、软骨等细胞组织具有促进腱骨愈合的作用。
重组人骨形态发生蛋白-2 ( bone morphogenetic pro-
tein 2，BMP-2) 可诱导间充质细胞分化为骨、软骨组
织，血管内皮生长因子 165 ( vascular endothelial
growth factor 165，VEGF165 ) 可诱导新生的血管长
入。该研究通过建立成年兔动物实验模型，观察腱
骨间组织学和生物力学的变化，探讨 bmp-2 和
vegf165 共表达基因修饰的 BMSCs 对腱骨愈合的影
响，为临床应用提供参考。

1 材料与方法

1． 1 实验动物和分组 66 只健康成年新西兰大白
兔，购自安徽医科大学实验动物中心，清洁级，2. 1 ～
2. 7 kg，平均 2. 4 kg，饲养于安徽医科大学附属省立医
院动物实验室。实验前检查白兔膝关节活动正常，前
后抽屉及侧方应力实验阴性。按照实验要求随机分
为实验组、对照组、正常组，分组情况见表 1。实验组
术后在腱骨界面注入经慢病毒转染稳定表达 bmp-2
和 vegf165的 BMSCs和纤维蛋白胶( fibringlue，FG) ，
对照组腱骨界面注入 BMSCs和 FG，正常组 6 只未做
手术。

表 1 实验兔分组( n = 66 只)

时间
( 周)

实验组
病理 拉力试验

对照组
病理 拉力试验

正常组
病理 拉力试验

3 8 膝 12 膝 8 膝 12 膝 － －
8 8 膝 12 膝 8 膝 12 膝 － －
12 8 膝 12 膝 8 膝 12 膝 － 12 膝

1． 2 兔 BMSCs 的提取与培养 大白兔称重后采
用耳缘静脉注射麻醉，消毒后用 16 号骨髓穿刺针行
双侧髂骨穿刺抽取骨髓各 4 ml，采用体外密度梯度
离心法分离出单个核细胞层，接种到含 10%胎牛血
清的低糖 DMEM培养液中，置于 37 ℃、5% CO2 培
养箱中培养，48 h后换液，以后每 3 d 换液 1 次。显
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微镜下观察细胞形态均一，呈螺旋状，贴壁紧密生长
融合约达到 80%以上后进行细胞传代以扩大培养。
1． 3 靶细胞病毒侵染实验方法 骨髓干细胞用 3
ml PBS洗涤 2 次，加 Trypsin-EDTA solution 混匀，再
加入 2 ml 含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液，使细
胞形成单细胞悬液并稀释。将慢病毒原液用 10%
胎牛血清的 DMEM 培液稀释并加入聚凝胺。每孔
加入 150 μl 10%胎牛血清的 DMEM培养液培养 48
h，观测慢病毒侵染结果。
1． 4 病毒滴度检测方法 293T 细胞用 D-Hank’s
solution洗涤 2 次，加 Trypsin-EDTA solution 混匀，再
加入 2 ml含 10%胎牛血清的 DMEM培养液。将慢
病毒用 10%胎牛血清的 DMEM 培养液 10 倍稀释 4
个梯度，再加入胎牛血清的 DMEM 培液，于 37 ℃、
5% CO2 继续培养 72 h。通过荧光显微镜计数荧光
细胞，结合稀释倍数计算病毒滴度。
1． 5 动物前交叉韧带重建模型的建立 将实验兔
子称重后，用 3%的戊巴比妥钠经耳缘静脉麻醉，术
区常规脱毛、消毒。采用膝前正中切口，从股内侧肌
后方显露半腱肌并取出，清除肌腱周围肌肉并叠成
双股，两端用 3-0 线编织缝合。从膝前内侧入路显
露前交叉韧带并从其上下止点处切除，用 2. 0 mm
克氏针分别在股骨与胫骨前交叉韧带残端定位钻取
隧道，用钢丝引导肌腱先从胫骨隧道穿入关节腔再
穿出股骨隧道外口，屈膝 30°，将编织的肌腱两端通
过骨桥固定在胫骨与股骨隧道外口处。实验组分别
在股骨隧道与肌腱间、胫骨与肌腱间注入经慢病毒
转染稳定表达 bmp-2 和 vegf165 的 BMSCs和 FG，对
照组腱骨界面注入 BMSCs 和 FG 混合物，之后使用
庆大霉素冲洗膝关节，查前抽屉实验阴性，复位膝关
节，缝合切口。术后包扎伤口，不固定伤肢，3 d 内
每日给予 20 万 U青霉素钠预防感染，实验动物有 1
只死于麻醉和 1 只术中右股骨骨折，术中均补齐，无
实验动物感染。
1． 6 组织学观察 实验组和对照组分别于术后 3、
8、12 周用空气栓塞法随机处死 10 只兔子，8 个膝作
为组织学观察，12 个膝标本用于生物力学测试，术
后 12 周正常组处死 6 只兔子 12 只膝用于生物力学
测试。膝标本石蜡切片 HE 染色，观察组织学变化
结果。
1． 7 生物力学测试 膝关节胫骨近端和股骨远端
各保留 3. 5 cm，去除肌腱两端的缝线、骨桥和软组
织，保留前交叉韧带，纱布包裹，－ 80 ℃冰箱保存，
集中进行力学测试。测试前室温内标本解冻 24 h，

屈膝 30°，将股骨与胫骨固定在力学测试机器上，拉
力和韧带在同一轴线上，先拉伸处理消除肌腱的松
弛，拉伸速度 0. 4 mm /s，再行拉断试验，以 0. 6 mm /
s拉速拉断韧带，计算断裂载荷。
1． 8 统计学处理 对生物力学结果采用 SPSS 13. 0
统计软件进行分析，计量资料用 珋x ± s 表示，各时间
点最大载荷采用 t 检验，多组均数比较采用单因素
方差分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 bmp-2 /vegf165 共表达慢病毒转染 BMSCs 和
PCＲ检测 第三代 BMSCs 显微镜下的观察结果见
图 1A，经重组慢病毒转染 48 ～ 72 h 后的 BMSCs 在
荧光显微镜下进行观察，可见 BMSCs 荧光加强，荧
光与 BMSCs轮廓一致，见图 1B。

VEGF165 和 BMP2 过表达 Ｒeal time PCＲ检测:
提取 ＲNA检测过程中 ＲNA没有降解、无蛋白污染，
电泳提示 PCＲ产物大小无误，没有杂带也无非特异
性扩增。

图 1 BMSCs浸染效率评价 × 40

A:白光视野; B:荧光视野

2． 2 术后生物力学结果 将相同时间点取得兔膝
关节标本进行生物力学检查。术后 3 周行拉力测定
时，实验组与对照组移植物均由隧道内拉出。术后
8 周，实验组中 6 例在移植物实质部断裂，6 例从隧
道内拉出;对照组中 2 例在移植物实质部断裂，10
例从隧道内拉出。术后 12 周，实验组中 11 例在移
植物实质部断裂，1 例从隧道内拉出;对照组中 4 例
在移植物实质部断裂，8 例从隧道内拉出;而正常组
中 12 例均在移植物实质部断裂，见表 2。图 2 显
示，术后3、8周实验组最大载负荷明显大于对照组，

表 2 移植物肌腱断裂或拉脱部位( n)

组别
3 周

隧道内

拉出
断裂

8 周
隧道内

拉出
断裂

12 周
隧道内

拉出
断裂

实验 12 0 6 6 1 11
对照 12 0 10 2 8 4
正常 － － － － 0 12
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图 2 术后 3 个时间点肌腱移植物最大载负荷比较( N，n = 12，珋x ± s)

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与正常组比较: #P ＜ 0. 05

差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 术后 12 周，实验组
与对照组均小于正常组，差异有统计学意义 ( F =
148. 8，P ＜ 0. 001) 。
2． 3 腱 －骨组织愈合形态学结果 实验组术后第
3 周腱骨界面连接较紧密，有大量的纤维母细胞沿
肌腱纵型方向生长，有不成熟类软骨细胞排列不规
则、周围基质染蓝，有大量炎性细胞、细胞核深染且
沿新生血管分布。对照组术后第 3 周腱骨界面间隙
稍大，肌腱与骨质连接疏松，其间填充少量肉芽组
织，有少量成纤维细胞和炎性细胞生长。实验组术
后第 8 周腱骨界面有软骨细胞移行带，类软骨细胞
排列规则，有少量骨质长入肌腱，骨道与肌腱连接紧
密，胶原纤维增多，炎性细胞减少。对照组术后第 8
周移植物与骨质之间结合紧密，可见类软骨细胞生
成、间充质干细胞、少量新生血管，有大量成纤维细

胞生成，胶原纤维增多，但排列比较紊乱。实验组术
后第 12 周腱骨界面有新骨形成，有大量软骨生成，
排列整齐，腱骨界面出现胶原纤维 －软骨细胞移行
带改变。形成典型的韧带 －非钙化纤维软骨 －钙化
软骨 －骨四层直接止点结构，接近前交叉韧带直接
止点结构。对照组术后第 12 周肌腱与骨质连接紧
密，有 Sharpey纤维结构，胶原纤维仍不规则。见图
3。

3 讨论

腱骨愈合是一个复杂的过程，肌腱移植到骨道
内术后 3 周，腱骨界面有大量炎性细胞浸润并沿新
生血管分布，类软骨细胞、纤维母细胞增多。术后 8
周，腱骨界面连接更加紧密，成纤维细胞和胶原纤维
增多，并逐渐被软骨细胞取代。术后 12 周肌腱与骨
之间以胶原纤维连接，形成 Sharpey’s 样纤维，上述
改变被认为是移植物与骨质愈合的早期征象［6］。
移植肌腱与骨质间以纤维软骨相连形成直接止点，
即典型的末端 4 层结构:肌腱韧带、未钙化的纤维软
骨、钙化的纤维软骨和骨组织。

BMSCs具有更新和增殖能力，有分化多种细胞
的潜能，可在不同诱导环境下生长不同细胞，如成骨
细胞、软骨细胞、肌腱等，研究［7 － 8］证明 BMSCs 能促
进腱骨界面细胞增殖促进愈合。VEGF165 是血管
内皮细胞的分裂原，能作用于内皮细胞形成新生血
管，增加其通透性。VEGF165 在软骨和骨组织形成
中有重要作用，表现为能促进肌腱移植物与骨道间
血管组织和其它细胞侵入［9］。骨形态发生蛋白是

图 3 术后两组各时间点腱骨界面的组织学观察 HE ×100

T:肌腱; TBI:腱骨界面; B:骨
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促进成骨细胞的主要因子，其主要功能是作用于骨
原细胞并使其分化为骨和软骨细胞［10］，BMP2 是骨
形态发生蛋白家族重要成员，表现为其和 BMSCs 表
面受体结合，进而促进干细胞向骨和软骨细胞趋化、
分裂。既往的研究［11］已经证实 BMP2 具有促进骨
再生能力及 VEGF165 具有促进血管再生能力，可协
同作用有效促进兔桡骨缺损术后骨愈合，且联合使
用疗效大于单独应用。但是在 ACL 断裂关节镜下
重建术后应用疗效未有明确报道。本实验使用
bmp-2 /vegf165 基因共表达慢病毒转染兔 BMSCs，之
后通过构建兔膝关节前交叉韧带重建模型，探索
bmp-2 及 vegf165 对 ACL 断裂重建术后腱骨界面愈
合的作用。生物力学检测结果表明，与正常组比较，
肌腱重建术后( 实验组、对照组) 其主要薄弱部位主
要集中在腱骨界面连接部，但是随着时间的延长，该
部位的抗拉能力亦不断增强。而实验组与对照组比
较，实验组的抗拉能力明显高于对照组。腱 －骨组
织愈合形态学观察结果表明，与对照组比较，实验组
术后 3 周炎性细胞浸润及新生血管分布更加密集，
术后 8 周腱 －骨连接部连接更加紧密，术后 12 周腱
－骨之间纤维软骨排列更加整齐，可见典型的韧带
－非钙化纤维软骨 －钙化软骨 －骨四层结构。
综上所述，bmp-2 / vegf165 基因共表达慢病毒转

染兔 BMSCs 应用 ACL 断裂重建能促进重建韧带新
生血管生成和腱骨界面骨软骨生成，从而达到直接
愈合，对腱骨界面愈合具有明显促进作用，这为今后
的进一步研究及临床应用提供了重要的基础。
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Effect of modified BMSCs with gene co-expression of
bmp2 and vegf165 on tendon-bone healing

Che Wei，Zhao Qichun，Shang Xifu，et al
( Dept of Orthopedic Surgery，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the effect of modified bone mesenchymal stem cells ( BMSCs) with gene co-
expression of bone morphogenetic protein 2 ( bmp2) and vascular endothelial growth factor 165 ( vegf165) on histo-
morphology and biomechanics of tendon-bone healing after rabbit anterior cruciate ligament reconstruction． Methods

Sixty-six white rabbits were randomly divided into three groups: experimental group，control group，normal
group． The tendon-bone interface was injected with BMSCs transfered by lentiviral vector with gene co-expression of
bmp2 and vegf165 in experimental group，BMSCs without transfection in control group and none in normal group．
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Histomorphology and biomechanics were evaluated in 3rd，8th and 12th week after surgery． Ｒesults Histological
pathology revealed that neovascularization and fibroblast cells infiltration in experimental group were higher than that
in the control group． Ability of tissue healing was better than the control group owing to the formation of typical 4-
layered tendon-bone interface at in 12th week postoperatively． Biomechanics test found that the maximum loads in
the experimental group showed significant superior outcomes compared with the control group ( P ＜ 0. 05) ． Conclu-
sion The modified BMSCs with gene co-expression of bmp2 and vegf165 may improve the outcome of tendon-bone
healing．
Key words vascular endothelial growth factor 165; bone morphogenetic protein 2; bone mesenchymal stem cells;
tendon-bone healing; anterior cruciate ligament
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过表达 LncＲNA GAS5 对 SD大鼠心肌
成纤维细胞活化增殖的影响

张家贵1，2，陶 辉1，2，施 鹏1，2，陈泽文1，2，曹 炜1，2，占红英1，2，石开虎1，2

摘要 目的 应用长链非编码 ＲNA GAS5 ( LncＲNA GAS5)
过表达质粒 ( pEGFP-C1-GAS5 ) 转染 SD 大鼠心肌成纤维细
胞，观察其对心肌成纤维细胞活化增殖的影响。方法 提取
SD大鼠心肌成纤维细胞，转化生长因子 β1 ( TGF-β1 ) 刺激
其增殖，分为 pEGFP － C1 － GAS5 组、阴性对照组和空白对
照组，应用 LncＲNA GAS5 基因的过表达质粒 ( pEGFP-C1-
GAS5) 通过脂质体瞬时转染细胞，48 h后收获细胞。采用实
时定量聚合酶链反应( qＲT-PCＲ) 检测 GAS5、Ⅰ型胶原前胶
原( Col1A1) 和 α-平滑肌肌动蛋白( α-SMA) 的 mＲNA 表达，
Western blot分析 Col1A1 和 α-SMA蛋白表达变化，MTT法检
测细胞增殖活力。结果 TGF-β1 刺激心肌成纤维细胞后，
qＲT-PCＲ结果显示 LncＲNA GAS5 的表达量较正常组下降
( P ＜ 0. 05) ; 与阴性对照组和空白对照组比较，转染了 pEG-
FP-C1-GAS5 的实验组，qＲT-PCＲ 结果显示实验组的 GAS5
表达均明显升高( P ＜ 0. 05 ) ，同时 α-SMA 和 Col1A1 mＲNA
表达显著降低( P ＜ 0. 05 ) ; Western blot 结果显示转染 pEG-
FP-C1-GAS5 的实验组 α-SMA 和 Col1A1 蛋白表达量均明显
降低( P ＜ 0. 05) ; MTT法检测结果表明在实验组心肌成纤维
细胞的增殖活力低于阴性对照组和空白对照组( P ＜ 0. 05) 。
结论 过表达 LncＲNA GAS5 可显著降低心肌成纤维细胞的
增殖活力，提示 GAS5 有抑制心肌成纤维细胞的活化增殖的
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作用，为以后进一步研究提供依据。
关键词 LncＲNA GAS5; 心肌成纤维细胞; α-平滑肌肌动蛋
白;Ⅰ型胶原前胶原
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心肌纤维化是在各种损伤因素的作用下导致的
心肌细胞间质出现的异常胶原纤维沉积，是房颤等
多种心脏疾病的病理基础，是心肌重构的一个重要
结构改变［1］。心肌纤维化的发病机制非常复杂，基
因及信号通路的异常变化均会导致心肌纤维化的发
生，而心肌成纤维细胞 ( cardiac fibroblasts，CFs) 的
活化增殖则是心肌纤维化发生发展中的中心事
件［2］。目前关于心肌纤维化发生机制已有许多研
究［3 － 4］表明一些长链非编码 ＲNA ( long noncoding
ＲNAs，LncＲNAs) 参与心脏疾病的发生发展。有文
献［5］证实，生长特异性抑制 5 ( growth arrest-specific
5，GAS5) 在细胞的增殖与生长过程中充当重要的调
节器，然而，在心肌纤维化中关于 GAS5 的报道甚
少。该研究通过体外培养的原代 CFs 为研究对象，
采用 Lipofectamine 2000 Ｒeagent 瞬时转染 GAS5 基
因的过表达质粒 ( pEGFP-C1-GAS5 ) ，观察随后的
CFs增殖情况及相关 ＲNA和蛋白水平的变化，探寻
GAS5 在心肌纤维化中的作用，为以后研究心肌纤
维化的机制提供新思路。

1 材料与方法

1． 1 主要材料
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