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Abstract 
Objective: Rabbit bone marrow stromal cells (BMSCs) infected by a recombinant adenoviral vector 
carrying the osteoactivin gene (Ad-OA) were seeded into porous silk fibroin scaffold to construct 
tissue engineering bone in vitro. Method: Ad-OA infected RBM SC cultured in vitro and the expres-
sion of OA in these cells after infection were determined by in situ hybridization and immune 
ohistochemical analysis. OA productions were confirmed by western blot analysis of the superna-
tant collected from the cells. The changes of cellular proliferation and differentiation in the cells 
were observed by flowcytometry and ALP activity analysis. OA transduced cells were then seeded 
into porous silk fibroin scaffolds. The attachment and growth of the cells on the scaffold were ex-
amined using SEM. Results: The expression of OA was confirmed in mRNA and protein levels in the 
cells after infection and the presence of OA was detected in the supernatant of the cells. In addi-
tion, cellular proportion in S period and ALP activity obviously increased in the cells. SEM exami-
nation revealed extensive cellular attachment and growth on the porous silk fibroin scaffolds 
composite in 1 day. Conclusion: Ad-OA could infect RBMSC with high efficiency and promote cellu-
lar proliferation and osteoblast conversion. The cells after infection grew well on a porous silk fi-
broin scaffold. Tissue engineering bone used to regional gene therapy is constructed successfully. 
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摘  要 

目的：用腺病毒表达载体将骨活素基因转染到兔骨髓基质干细(BMSCs)，复合多孔丝素蛋白支架体外构

建组织工程骨。方法：用表达骨活素基因的腺病毒载体转染体外培养的兔BMSC，免疫组化、原位杂交

染色和蛋白印迹方法检测细胞骨活素的表达，并通过流式细胞仪和ALP活性检测分析其对细胞增殖、分

化的影响。然后将转染后细胞接种到多孔丝素蛋白支架上，扫描电镜观察细胞贴附、生长状况。结果：

转染后，骨活素基因在mRNA水平和蛋白水平均有表达；S期细胞比例和ALP活性明显增高。扫描电镜见

转染细胞分布均匀，伸展良好。结论骨活素基因可高效转染兔BMSC，且促进细胞增殖及成骨转化。转

染后细胞在多孔丝素蛋白支架上生长良好，骨活素基因治疗的组织工程骨构建成功。 
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1. 引言 

创伤、炎症、先天发育畸形以及肿瘤切除导致的不同程度的颌骨缺损等都严重影响着患者的面部外

形和口腔功能。自体骨移植以及同种异体骨移植是最为常用的治疗骨缺损的方法。但是它们仍存在一些

问题,自体植骨的应用受限于供区骨量有限、增加手术风险及延长手术时间等。而同种异体骨移植可能会

引起机体排异反应、疾病传播和骨不愈合等并发症，这也使异体骨移植的临床应用受到限制。目前，组

织工程技术的开展可能会成为解决这一难题的有效方法。 
骨活素(OA)是一种在成骨细胞中合成的高表达蛋白因子，其主要与成骨细胞的分化和骨基质的骨化

有关，其分子中含有与细胞黏附有关的特异序列 RGD(Arg-Gly-Asp)，它还可能参与成骨细胞的迁移。利

用骨活素对成骨细胞分化的促进作用，尝试诱导间充质干细胞向成骨细胞分化，为以干细胞治疗各种骨

病提供新的途径。 
蚕丝在我国产量丰富，主要成分是丝素蛋白，含量高达 70%~80%。经过大量研究发现，蚕丝经过脱

胶、溶解、提纯制得的再生丝素蛋白具有良好的生物相容性和生物降解性，并且无毒、无刺激，易于加

工成各种形态，如膜、纤维、凝胶、三维海绵支架等。由丝素蛋白所制备的多孔丝素作为一种普适的组

织工程用支架，已经在组织工程皮肤、骨和软骨重建、肌腱韧带重建、血管重建、神经重建、膀胱重建

以及人工角膜等各方面表现出良好的应用潜力。 
本研究中，我们通过电转将骨活素基因转入 MSCs，使其表达骨活素蛋白，然后将其与多孔丝素蛋
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白支架体外复合，观察骨活素基因转染的 MSCs 在多孔丝素蛋白支架材料上的贴附生长、增殖及分化特

性。 

2. 材料和方法 

2.1. 实验材料 

2.1.1. 腺病毒载体及菌株 
OA 腺病毒表达载体(Ad-OA)由美国哈佛医学院分子骨科中心 Oliver 博士馈赠。携带 B-半乳糖酐酶基

因的腺病毒对照载体(Ad-Lacz)由吉林大学白求恩基础医学院病理教研室高航博士馈赠。通过感染 293 细

胞扩增病毒，病毒噬菌斑形成试验测定滴度。 

2.1.2. 支架材料 
多孔丝素蛋白支架由复旦大学高分子材料科学系提供。将材料制成直径 0.8 cm，长度 5 mm 的圆柱

体，孔隙率为(96.6 ± 0.1)%，表观密度为 1.355 g/cm3，孔径为(190 ± 15) μm。 

2.2. 试验方法 

2.2.1. BMSCs 培养及转染 
抽取兔胫骨结节处骨髓液 4 mL。采用密度梯度离心法联合贴壁法分离培养 BMSCs，10 d 时细胞长

至 80%汇合时吸掉原培养基，用 0.25%胰蛋白酶消化，按 1:2 的比例传代培养。取第 3 代 BMSCs 以 6 × 
103/cm2 的密度接种于放置有无菌盖玻片的 6 孔培养板中，当细胞长满 50%~60%时，实验组将培养基更

换为含体积分数为 10%胎牛血清的 DMEM 培养液，以后每 2 d 换液 1 次，连续 3 周。第 3 代融合率为 80%
左右的细胞，更换无血清的培养液孵育 4 h 后吸出培养液，根据病毒滴度以感染倍数(multiplicity of in-
fection, MOI)50、100 感染 BMSCs，转染后不加培养液放置培养箱中培养 1 h，每 15 min 轻轻摇动培养瓶，

1 h 后换含体积分数为 10%血清的正常培养液继续培养。 

2.2.2. rBMSC 转染后表型检测 
1) hOA 表达检测：于转染后 2 d，培养液经冻干浓缩后行蛋白印迹法(Western blot)检测 OA 分泌；2) 

ALP(碱性磷酸酶)活性检测：于转染后 5 d，按试剂盒说明处理细胞，测定吸光值，标准曲线上读取酶活

性值。未转染细胞作为空白对照；3) 流式细胞仪分析：收集 Ad-OA 转染、Ad-Lacz 转染和未转染 3 组细

胞，测定细胞周期；4) 统计学处理：数据采用 SPSS 统计软件处理，t 检验和方差分析比较转染效果。 

2.2.3. 复合人工骨制备 
胰酶消化收集 Ad-OA 转染细胞，制成单细胞悬液(5 × 106/ml)，均匀接种 2 枚多孔丝素蛋白材料块，

每块材料 100 uL。4 h 后待细胞基本贴壁，再缓慢加入培养液 1.5 ml。常规培养 1 d 后，2.5%戊二醛固定，

水平中央剖平，扫描电镜观察。 

3. 结果 

3.1. BMSCs 转染后表型检测 

1) 转染后 2 d，Western Blot 检测表明，仅 Ad-OA 转染组分泌 OA(图 1)；2) ALP 活性检测：转染后

细胞 ALP 活性较对照组明显增高[转染组(32.23 ± 3.12) U/ml，对照组(20.24 ± 2.64) U/ml，P < 0.01]，转染

后 ALP 染色结果见图 2、图 3；3) 流式细胞仪检测：见表 1，Ad-OA 转染后，BMSCs 的 S 期细胞比例

增加，G1 期细胞减少，说明细胞 DNA 的合成以及细胞的增殖活动加强。而对照病毒 Ad-Lacz 转染后，

与空白对照组无差异(P > 0.05)。 
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Figure 1. The expression of OA in the transfected cell culture medium, detected by 
Western Blot; 1) Untransfected BMSCs; 2) Transfected by Ad-OA (MOI = 50); 3) 
Transfected by Ad-OA (MOI = 100); 4) Transfected by Ad-Lacz 
图 1. 转染后细胞培养液 OA Western Blot 检测结果。 1) 未转染 BMSCs； 2) Ad- 
OA 转染(MOI = 50)； 3) Ad-OA 转染(MOI = 100)； 4) Ad-Lacz 转染 

 

 
Figure 2. After 15 d BMSCs were transfected by 
Ad-OA, positive staining cells were generally blue- 
black by ALP staining (Cobalt, calcium stain × 100) 
图 2. Ad-OA 转染 BMSCs 后 15 d，ALP 染色见细

胞普遍呈蓝黑色阳性着色(钙钴染色 × 100) 
 

 
Figure 3. After 15 d BMSCs were untransfected, the 
cells were generally negative pale coloring by ALP 
staining (Cobalt, Calcium stain × 100) 
图 3. 未转染 BMSCs 15 d，ALP 染色见细胞普遍呈

灰白色阴性着色(钙钴染色 × 100) 
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3.2. 扫描电镜观察 

培养 1 d 后，扫描电镜见载体表面平整，呈网格状，其间可见微孔。Ad-OA 转染后的 BMSCs 在多孔

丝素蛋白材料块上均匀分布，原始面与剖开面一致，细胞贴附伸展良好，呈纺锤形，有较长突起，密集

处连接成片，细胞与材料表面融合紧密，不易分辨(图 4)。 

4. 讨论 

众所周知各种原因(感染、创伤、肿瘤、先天性畸形等)引起的骨缺损是口腔外科的难题之一，虽然目

前存在的各种解决方案(各种同种异种骨移植、各种支架材料的植入等)，能不同程度的解决问题，但都有

各自的弊端，自体植骨的应用受限于供区骨量有限、手术创伤大，增加手术风险，操作复杂及延长手术

时间和术后供区及植入区的各种并发症多等，而同种异体骨移植可能会引起机体排异反应、疾病传播和

骨不愈合等并发症，这也使异体骨移植的临床应用受到限制。因此应用骨组织工程修复骨缺损成为一种

重要途径。组织工程应用细胞生物学和工程学的原理，将体外培养扩增后具有生物学活力及特定功能的

细胞与可降解生物支架材料复合，在体内或体外再造组织或器官，用以修复或改善损伤组织或器官的结 
 
Table 1. The cell cycle analysis by flow cytometry in different groups (%) ( Χ  ± s, n = 6) 
表1. 不同组别细胞周期流式细胞仪分析结果(%) ( Χ  ± s, n = 6) 

组别 G1期 G2期 S期 

Ad-OA转染组 59.23 ± 3.12* 13.46 ± 2.34 20.44 ± 1.56* 

Ad-Lacz转染 70.13 ± 2.32 16.23 ± 2.44 9.33 ± 1.12 

未转染组 68.53 ± 2.76 18.27 ± 1.55 8.46 ± 0.92 

*表示P < 0.01 
 

 
Figure 4. The BMSCs, transfected by Ad-OA, 
attached to the surface of porous silk fibroin ma-
terials and stretched well. The shape of BMSCs 
was spindle and long process. BMSCs close stuck 
to the materials surface and were difficult to be 
distinguished (scanning by electron microscopy)  
图 4. 扫描电镜见 Ad-OA 转染后的 BMSCs 在

多孔丝素蛋白材料表面贴附伸展良好，呈纺锤

形，有较长突起，细胞与材料表面融合紧密，

不易分辨 



骨活素基因转染的兔骨髓基质干细胞复合多孔丝素蛋白支架体外构建组织工程骨 
 

 
32 

构与功能，最终形成有活力的正常组织或器官，达到真正意义上的生物学重建。由于组织细胞可以在体

外培养扩增，且扩增后细胞能够维持原组织细胞特有的生物学特性，这使通过取得少量活体组织来获得

大量有功能的供体细胞成为可能。但是单纯细胞移植很容易流失，且无法进行塑形以适合组织缺损的大

小和形状，无法达到创伤修复对结构与功能重建的基本要求。组织工程多孔支架又称为细胞外基质(ECM)，
它是对细胞外基质的结构和功能的仿生，要为细胞提供生存空间，使细胞获得足够的营养物质，进行气

体交换，并使细胞按预制形态的三维支架生长。 
骨活素(OA)是一种在成骨细胞中合成的高表达蛋白因子，其主要与成骨细胞的分化和骨基质的骨化

有关，其分子中含有与细胞黏附有关的特异序 RGD(Arg-Gly-Asp)，它还可能参与成骨细胞的迁移。

Abdelmagid 等[1]的研究结果表明骨活素对骨的形成起正调节作用。利用骨活素对成骨细胞分化的促进作

用，尝试诱导间充质干细胞向成骨细胞分化，为以干细胞治疗各种骨病提供新的途径。 
作为组织工程三要素之一的支架材料的开发与研究一直是人们研究的热点。理想的骨组织工程细胞

外基质材料应具备： 1)良好的生物相容性和表面活性； 2) 良好的生物降解性； 3) 多孔性和高孔隙率； 
4) 可塑性和一定机械强度； 5) 骨传导性和骨诱导性。本实验采用的是多孔丝素蛋白块生物可降解支架。

丝素蛋白是从天然蚕丝中提取的，是去除蚕丝中主要的抗原部分后的产物。作为一种天然的纤维蛋白，

其具有良好的力学性能、生物相容性和可降解性，这使其在生物医学方面的应用不断拓展。多孔支架能

够为细胞的粘附和增殖提供有利的微环境，在重塑和修复组织的过程中起着至关重要的作用。很多实验

证实多种细胞在丝素材料上均可攀附生长增殖，尤其发现内皮细胞在丝素材料上可良好生长，为组织工

程材料血管化提供了新方法[2] [3]；还有学者进行与胶原的比较研究，发现两种材料上细胞生长、增殖状

况几乎相同；Deng 等[4]实验证明利用骨髓间充质干细胞复合丝素蛋白和壳聚糖支架修复兔膝关节软骨缺

损有明显的修复效果；Wang 等[5]通过体外实验证明骨髓间充质干细胞共培养于丝素蛋白和羟基磷灰石

复合材料上对节段性骨缺损修复有明显的功效；Zhang 等[6]通过体内外实验的研究的结果表明，在骨缺

陷修复中丝素蛋白对于基因传递来说是一种很有前途的生物材料。 
本研究采用体外基因治疗策略，利用 Ad-OA 转染 BM-SCs 后种复合到多孔丝素蛋白支架，证实 OA

基因可高效导入细胞且表达基因产物促进自身增殖分化，转染后细胞在支架材料上贴附生长良好，为将

来应用携带 OA 基因的人工骨修复骨缺损奠定了实验基础。 
Owen 等[7]利用 RT-PCR 技术研究发现，骨活素的 mRNA 在成骨细胞增殖期的表达量很低，但随细

胞外基质的成熟而增加，在成骨细胞骨化期维持高水平表达，与标志成骨细胞分化成熟的骨钙素和碱性

磷酸酶同时在细胞培养的第 21 d 达到高峰。Schaffner 等[8]报告在骨组织中，某些蛋白分子中的特异序列

RGD 与整合素结合能够调节成骨细胞的许多功能，并可导致血管形成的增加。Susan 等[9]报告 RGD 结

构与整合素结合，可促进成骨细胞对基底膜的黏附，从而促进骨组织的再生。Abdelmagid 等[10]通过体

外实验的研究结果表明，BMP-2 通过 Smad1 信号途径来调节 OA 表达。同时他们的的数据还强调，OA
蛋白是 BMP-2 影响成骨细胞分化和功能的下游介质。Rich 等[11]根据骨活素能显著引起体内、外人胶质

细胞迁移的现象，推断出骨活素可能像骨黏素和 BMP-2 一样参与调节成骨细胞的迁移，而成骨细胞的分

化和迁移在骨折修复中特别是难愈性骨折的修复中是不可缺少的。 
腺病毒载体基因转移方法和表达载体选择是保证 OA 局部持续有效表达的关键。目前认为，采用腺

病毒载体体外转染比较理想[12]，腺病毒表达载体因具有转染效率高，目的基因高水平表达，免疫排斥反

应低，安全系数高等优点。尽管腺病毒载体存在目的基因表达时间短的缺点(最长达 6 周)，但因为骨修复

是一个阶段性过程，不需要转染的目的基因长久表达，因此利用其将目的基因导入 BMSCs 促进骨愈合比

较理想，而且不必担心持续的过度表达引起骨质增生过度，影响骨改建甚至致瘤性。但是如何克服其残

存的免疫原性仍是未来的努力方向，总之，利用 Ad-OA 转染的 BMSCs 运载骨诱导蛋白是可行的，细胞
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可高水平表达 OA 并促进细胞增殖及成骨细胞标志酶 ALP 表达，转染后细胞在多孔丝素蛋白支架上生长

良好，基因治疗的组织工程骨体外构建成功。然而其在体内究竟以何种愈合方式成骨和植入细胞最终命

运如何，仍不十分清楚，我们将在以后的体内实验中研究论证。 
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