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摘要 目的：探讨原代培养的兔髓核细胞转染腺病毒载体介导的人骨形态发生蛋白 -7(hBMP-7)基因后对其生物学活性的影响。方
法：根据兔髓核细胞转染方式的不同，分为 hBMP7组、LacZ组、未转染组三组，hBMP7组采用腺病毒载体介导的 hBMP7进行转

染，LacZ组转染 LacZ基因，未转染组不转染任何基因。比较三组细胞增殖、硫酸糖胺多糖（GAG）产量、Ⅱ型胶原产量有无差异。

结果：处理方式和转染后时间对细胞增殖、GAG产量、Ⅱ型胶原产量有交互作用（P＜ 0.05），hBMP7组细胞增殖、GAG产量、Ⅱ型

胶原产量高于 LacZ组、未转染组，差异有统计学意义（P＜ 0.05），LacZ组和未转染组细胞增殖、GAG产量、Ⅱ型胶原产量差异无

统计学意义（P＞ 0.05）。结论：hBMP-7基因转染可提高髓核细胞增殖能力，促进其产生细胞外基质。
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Effect of hBMP-7 Gene Transfection on Biological Activity of Primary
Cultured Rabbit Nucleus Pulposus Cells*

To investigate the primary cultured rabbit nucleus pulposus cells transfected with adenovirus vector

mediated human bone morphogenetic protein-7 effect on its biological activity after (hBMP-7) gene. Depending on nucleus

pulposus cells transfected way, into hBMP7 group, LacZ group, untransfected three groups, hBMP7 group using adenoviral
vector-mediated transfection hBMP7, LacZ transfected with LacZ gene, not transfected genes without any transfection. Comparison of

the three groups of cell proliferation, sulfate glycosaminoglycan ((GAG) production , whether the difference in type Ⅱ collagen

production. After treatment and transfection time on cell proliferation, GAG production, type Ⅱ collagen production had

interaction (P<0.05), hBMP7 cell proliferation, GAG production, type Ⅱ collagen production is higher than LacZ group, the

non-transfected group, the difference was statistically significant (P<0.05), cell proliferation LacZ group and untransfected group, GAG

production , Ⅱ collagen production was no significant difference (P>0.05). hBMP-7 gene transfection can increase the

proliferation of nucleus pulposus cells and promote their produce extracellular matrix.

Human bone morphogenetic protein; Nucleus pulposus cells; Cell proliferation; Sulfated glycosaminoglycan; Collagen
type Ⅱ
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前言

BMP-7重组蛋白可以促进椎间盘细胞产生细胞外基质，从

而逆转椎间盘退变[1]。但重组蛋白半衰期短、生物活性低、不易

获得，使得重组蛋白难以在临床应用推广[2]。分子生物学技术的

突飞猛进，为 BMP-7基因疗法治疗椎间盘退变提供了可能。但

是 BMP-7基因在髓核细胞中能否表达、BMP-7基因转染对髓

核细胞能否产生和 BMP-7重组蛋白相似的生物学效应尚不明

确[3]。为了探讨兔原代培养的髓核细胞作为 hBMP-7基因疗法

的靶细胞治疗椎间盘退变的可能性，本研究采用兔原代培养髓

核细胞作为靶细胞进行体外培养，转染腺病毒载体介导的

hBMP7，研究 hBMP-7基因转染对髓核细胞增殖和产生细胞外

基质能力的影响，为在临床上的推广应用提供实验依据。现将

结果报告如下。

1 材料和方法

1.1 材料

体重 450～ 500g的 4周龄新西兰大耳白兔 1只，取髓核细

胞进行体外培养至 70%～ 80%融合，根据兔髓核细胞转染方式

的不同，分为 hBMP7组、LacZ组、未转染组三组，hBMP7组采

用腺病毒载体介导的 hBMP7进行转染，LacZ组转染 LacZ基

因，未转染组不转染任何基因。试剂包括：MTT、DMSO、碘化丙
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啶染色液、硫酸软骨素、木瓜蛋白酶、碘乙酸、三羟甲基氨基甲

烷、牛血清白蛋白（Sigma公司），二甲基亚甲蓝（Aldrich公司），
Ⅱ型胶原抗体（博士德公司），RT-PCR 试剂盒（Takara公司），

蛋白标准分子量（BioLab公司），二氨基联苯胺（AMRESCO公
司），TriZol（Gibco公司），羊抗小鼠二抗（晶美生物公司）。
1.2 方法
1.2.1 MTT 比色法测定吸光值比较细胞增殖能力 转染后

第 3、7、10、14天，各组分别取出一块 96孔细胞培养板，加入
MTT染色，再培养 4 h，取上清加入 DMSO，37℃振荡 20 min

充分溶解沉淀物后，使用酶联仪波长 570nm下测定每孔吸光

值（OD值）。

1.2.2 DMB显色法测定 GAG含量 转染后第 3、7、10、14天，

各组分别取出 1 mL上清液置于 -70℃冰箱中待测，取 100 滋L

细胞上清液加入 1 mL木瓜蛋白酶消化液，60℃孵育 1 h后加

入碘乙酸、羟甲基氨基甲烷，再使用 Tris/HCL扩容至 5 mL。波

长 525nm下测定不同细胞上清液的吸光度，再根据 DMB标准

曲线计算消化液中的硫酸 GAG含量，再按 [硫酸 GAG含量

（滋g/cm2）=消化液中硫酸 GAG含量（mg/L）*消化液总量（mL）
/培养瓶底面积（cm2）]计算细胞外基质硫酸 GAG含量。
1.2.3 测定Ⅱ型胶原含量 转染后第 3、7、10、14天，各组分别

取上清液离心后置于 -70℃冰箱中待测，在 96孔板上包被 Ⅱ

型胶原单克隆抗体，加入 50 滋L检测稀释液 RD1A，再加入 100

滋L按比例稀释的标准品或待检样本 37℃下避光孵育 90 min，

再加入 100 滋L生物素标记的Ⅱ型胶原单克隆抗体 37℃下避
光孵育 30 min，再加入 100 滋L底物 37℃下避光孵育 15min，再

加入 100 滋L阻断液，使用酶联仪波长 490 nm下测定每孔吸光

值（OD值），再根据标准曲线计算Ⅱ型胶原含量。
1.3 数据分析

采用 SPSS20.0统计软件，计量资料如 MTT、GAG和Ⅱ型
胶原的检测数据用均数± 标准差（x± s）表示，组间比较采用两

因素方差分析，两两比较采用 SNK-q检验，组内不同时间比较

采用配对 t检验。P＜ 0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 hBMP-7基因转染对髓核细胞增殖能力的影响
采用MTT比色法测定各组吸光值（OD值），结果显示：处

理方式和转染后时间有交互作用（P＜ 0.05），随着时间的变化，

各组的细胞数均有增加，hBMP7 组细胞增殖能力高于 LacZ

组、未转染组，差异有统计学意义（P＜ 0.05），LacZ组和未转染

组细胞增殖能力差异无统计学意义（P＞ 0.05）。见表 1。

表 1 各组髓核细胞增殖能力比较（OD值）（x± s，n=4）

Table 1 Comparison of proliferation ability of nucleus pulposus cell in each group（x± s，n=4）

转染后时间

After transfection time

第 3天

The third day

第 7天

The seventh day

第 10天

The tenth day

第 14天

The fourteenth day

hBMP7组 hBMP7 Groups

LacZ组 LacZ Groups

未转染组 Untransfected Groups

0.164± 0.0293

0.147± 0.0403

0.186± 0.0343

0.477± 0.0332

0.323± 0.0336

0.374± 0.0316

0.812± 0.0529

0.368± 0.0424

0.528± 0.0396

0.942± 0.0325a

0.564± 0.0534b

0.613± 0.0302b

2.2 hBMP-7基因转染对髓核细胞产生 GAG的影响

采用 DMB显色法测定 GAG含量，结果显示：处理方式和

转染后时间有交互作用（P＜ 0.05），在转染后第 3 天，GAG 含

量无明显增加（P＞ 0.05），随着时间的延长，各组的 GAG 含量

均有增加，hBMP7组 GAG含量高于 LacZ组、未转染组，差异

有统计学意义（P＜ 0.05），LacZ组和未转染组 GAG含量差异

无统计学意义（P＞ 0.05）。见表 2。

注：相同字母间差异无统计学意义（P＞0.05），不同字母间差异有统计学意义（P＜0.05）。

Note: The difference was not statistically significant between the same letter(P＞0.05),

The difference was statistically significant between different letter(P＜0.05).

表 2 各组髓核细胞产生 GAG比较（mg/cm2,x± s，n=4）

Table 2 Comparison of GAG of nucleus pulposus cell in each group(mg/cm2,x± s，n=4)

转染后时间

After transfection time

第 3天

The third day

第 7天

The seventh day

第 10天

The tenth day

第 14天

The fourteenth day

hBMP7组 hBMP7 Groups

LacZ组 LacZ Groups

未转染组 Untransfected Groups

41.5± 4.0

33.3± 4.5

34.5± 3.3

53.7± 4.4

32.6± 8.6

37.4± 6.8

87.1± 7.3

40.3± 4.4

43.2± 5.1

82.3± 2.8 a

45.5± 5.4 b

41.7± 4.3 b

注：相同字母间差异无统计学意义（P＞0.05），不同字母间差异有统计学意义（P＜0.05）。

Note: The difference was not statistically significant between the same letter(P＞0.05),

The difference was statistically significant between different letter(P＜0.05).
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2.3 hBMP-7基因转染对髓核细胞产生Ⅱ型胶原的影响

结果显示：处理方式和转染后时间有交互作用（P＜ 0.05），
在转染后第 3天，hBMP7组Ⅱ型胶原含量较对照组就有所增

加（P＜ 0.05），随着时间的延长，各组的Ⅱ型胶原含量均有增

加，hBMP7组Ⅱ型胶原含量高于 LacZ组、未转染组，差异有统

计学意义（P＜ 0.05），LacZ组和未转染组Ⅱ型胶原含量差异无
统计学意义（P＞ 0.05）。见表 3。

3 讨论

腰椎间盘退变性疾病导致的下腰痛给人们带来了沉重的

经济负担和精神负担，它包括髓核突出、小关节退变、椎管狭窄

和脊柱节段不稳等一系列病变[4-7]。腰椎退变的实质是关节软骨

发生退变，继发以关节边缘和软骨下骨质以增殖性新形成的一

种关节病变[8-9]。目前国内外治疗腰椎间盘退变疾病的主要措施

有药物、激素、物理疗法及外科手术等治疗方法，这些疗法虽然

可以缓解腰椎间盘退变，但不可以根治，甚至促进腰椎间盘退

变[10-13]。因此 hBMP7基因疗法成为腰椎间盘退变性疾病治疗研
究的热点。

本研究发现：随着时间的变化，各组的细胞数均有增加，

hBMP7组细胞增殖能力高于 LacZ组、未转染组，差异有统计

学意义，这说明 hBMP7基因转染有促进细胞增殖的功能。有研

究发现，当浓度为 50～ 200 ng/ml时 BMP-7 重组蛋白具有促
进髓核细胞增殖的能力[14, 15]。因此，转染 hBMP-7基因可以促进

细胞增殖可能是因为细胞产生 hBMP-7蛋白逐渐积累，使细胞

培养液中 hBMP-7浓度升高，最终使髓核细胞增殖能力增强。

蛋白多糖和Ⅱ型胶原是椎间盘组织内涵养水分的主要物

质，二者含量的增加有利于逆转椎间盘退变[16]。本研究发现，随

着时间的延长，各组的 GAG含量、Ⅱ型胶原含量均有增加，

hBMP7组 GAG含量、Ⅱ型胶原含量高于 LacZ组、未转染组，

差异有统计学意义，这说明 hBMP7 基因转染有促进合成
GAG、Ⅱ型胶原的功能。这可能是由于 BMP-7基因在髓核细胞

表达后，分泌 BMP-7到上清液中，自身及周围的髓核细胞细胞

膜上的 BMPⅡ型受体和上清液中的 BMP-7 通过自分泌及旁
分泌的形式结合，结合了Ⅱ型受体的 BMP-7被Ⅰ型受体识别

行成三聚体，Ⅰ型受体发生磷酸化，磷酸化的Ⅰ型受体再作用

于 Smad1或 Smad5使其继发磷酸化而被激活，激活后二者再

结合 Smad4，进入胞核内，结合 PDRII-BFl形成活性转录调节

复合体，该复合体又与启动元素结合，从而作用 c-myc、P-15等
下游因子，从而促进细胞增殖和产生细胞外基质[17-20]。

综合本次研究结果可知：hBMP-7基因转染可提高髓核细

胞增殖能力，促进其产生细胞外基质。
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