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HIF-1α 对 BMSCs 膜片成骨 -成血管耦联的效应
研究
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【摘要】　目的　探讨低氧诱导因子-1α（ hypoxia-inducible factor-1α， HIF-1α）对骨髓间充质干细胞（bone mar⁃
row mesenchymal stem cells， BMSCs）膜片成骨-成血管耦联的效应，为体外构建预血管化的组织工程骨提供依

据。方法　获得医院实验动物伦理委员会批准，体外培养 Wistar 大鼠的 BMSCs，将携带 HIF-1α 的慢病毒（len⁃
tivirus， LV）和空载慢病毒稳定转染至第三代大鼠 BMSCs 中，形成 Lv-HIF-1α-BMSCs 组和 Lv-BMSCs 组，同时以

未转染慢病毒的 BMSCs 为空白对照（BMSCs 组），荧光定量 PCR 和 Western Blot 验证转染 HIF-1α 的效果。将

LV-HIF-1α-BMSCs 进行诱导分化形成内皮样细胞（endothelial-like cells， iECs），光学显微镜观察形态，细胞流

式 CD31 检测分化情况，Transwell 实验检测 HIF-1α 对 iECs 的迁移能力。将 LV-HIF-1α-BMSCs（实验组）和 LV-

BMSCs（对照组）连续成骨诱导培养形成成骨细胞膜片（osteogenic cell sheets， OCTs），分别在第 14、21 天进行

碱性磷酸酶和茜素红染色、拍照并计数其矿化能力。最终将 iECs 植入 OCTs 中构建预血管化的成骨膜片（pre⁃
vascularized osteogenic cell sheets， P-OCTs），在第 1、3、7、14 天进行免疫荧光 CD31 检测并计算内皮血管网形成

的数量；第 1、7、14 天进行骨桥蛋白（osteopontin，OPN）和骨钙素（osteocalcin，OCN）的 Western Blot 检测，验证其

成骨分化的能力。结果　慢病毒转染 BMSCs 的最佳感染复数（multiplicity of infection， MOI）为 30，转染率>
80%。荧光定量 PCR 和 Western Blot 结果显示，与 LV-BMSCs 组和 BMSCs 组相比，LV-HIF-1α -BMSCs 组中的

HIF-1α 具有稳定且高的表达（P<0.05）。LV-HIF-1α-BMSCs 向 iECs 分化效率高达 91.81%。Transwell 实验结果

显示 HIF-1α 具有体外招募 iECs 的作用；碱性磷酸酶染色和茜素红染色证实 LV-HIF-1α-BMSCs 形成的 OCTs 具
有明显的成骨分化能力，与对照组 LV-BMSCs 相比差异具有统计学意义（P<0.05）。当 iECs 植入 LV-HIF-1α
-BMSCs 组 OCTs 中形成 P-OCTs 时，iECs 大量增殖、迁移并快速融合，免疫荧光 CD31 染色显示进行性管腔和血

管网的形成。OPN、OCN 的表达与对照组 Lv-BMSCs 相比显著增强，OPN 在第 1 天表达量最高，OCN 在第 7 天

表达量最高（P<0.05）。结论　HIF-1α 增强表达的 BMSCs 经诱导分化后具有良好的成骨-成血管效应，为优化

构建三维预血管化的骨组织提供实验基础。
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carrying hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α) and empty lentivirus were stably transfected into the third generations of 
BMSCs to form LV-HIF-1α -BMSCs and LV-BMSCs. Meanwhile, BMSCs without transfection of lentivirus were used as 
a blank control. Then, the effect of HIF-1α transfection was verified by qPCR and Western Blot. LV-HIF-1α -BMSCs 
were induced to differentiate into endothelium-like cells (iECs). The morphology was observed by optical microscopy, 
the differentiation rate was detected by cellular flow CD31, and the Transwell test was used to detect the migration abil⁃
ity. At the same time, LV-HIF-1α -BMSCs and LV-BMSCs were continuously cultured to form osteogenic cell sheets 
(OCTs), which were stained by alkaline phosphatase on day 14 and alizarin red staining on day 21, and counted for min⁃
eralization capacity. Finally, iECs were implanted into OCTs to form prevascularized osteogenic cell sheets (P-OCTs), 
immunofluorescence CD31 was performed to detect the formation of vascular networks, and the results were recorded on 
days 1, 3, 7, and 14. Meanwhile, osteopontin (OPN) and osteocalcin (OCN) were detected by western blot to verify their 
ability for osteogenic differentiation on days 1, 7, and 14. Results　The optimal multiplicity of infection (MOI) for lenti⁃
viral transfection was 30, and the transfection efficiency was >80%. The results of qPCR and western blot showed that 
compared with the LV-BMSCs group and BMSCs group, the LV-HIF-1α-BMSCs group had stable and high expressions 
of HIF-1α (P<0.05). LV-HIF-1α-BMSCs showed an enhanced ability to differentiate into endothelial cells, with a differ⁃
entiation rate as high as 91.81%. Transwell assay verified that HIF-1α could recruit iECs in vitro. Alkaline phosphatase 
staining and alizarin red staining confirmed that OCTs formed by LV-HIF-1α -BMSCs had a statistically significant os⁃
teogenic differentiation ability compared with LV -BMSCs control group (P<0.05). When iECs were implanted into the 
LV-HIF-1α-BMSCs group OCTs to form P-OCTs, iECs substantially proliferated and rapidly fused, and formation of the 
progressive lumen was revealed by immunofluorescent CD31 staining. The expressions of OPN and OCN were signifi⁃
cantly enhanced compared with those of the LV-BMSCs control group; OCN was the highest on day 7, and OPN was the 
highest on day 1 (P<0.05). Conclusion　BMSCs transfected by HIF-1α have good osteogenic-angiogenic effect after in⁃
duction and differentiation, which provides experimental foundation for optimizing the construction of three-dimensional 
prevascularized bone tissue.
【Key words】 hypoxia-inducible factor-1α; bone marrow mesenchymal stem cells; cell sheet; prevasculariza⁃
tion; osteogenic-angiogenic coupling response; bone tissue engineering; alkaline phosphatase staining; alizarin 
red staining; osteopontin; osteocalcin
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利用骨髓间充质干细胞（bone mesenchymal 
stem cells， BMSCs）为种子细胞形成的干细胞膜片

成功在体外构建了组织工程骨，为骨的缺损修复

提供治疗策略［1-4］。同时，该策略也面临着血管化

问题。研究显示，宿主血管弥散作用供给氧气和

营养物质的距离为 100~200 μm；而组织工程移植

物尺寸为 0.1~10 cm，因此植入体内后缺乏有效的

氧供应［5-6］。研究表明，体外构建的组织工程骨植

入体内后，由于自身血管生成匮乏、血管整合不足

导致移植物血供不充分、新生骨形成缓慢，最终导

致移植失败的发生［7-8］。即使体外构建了预血管

化，其存活也取决于与宿主血管的连接和灌注，而

这个过程往往需要数天到数周的时间［6，9］。因此，

如何促进和稳定组织工程骨内新生血管的形成，

并快速而有效地与宿主血管整合是目前亟待解决

的难题。

在骨缺损区，成血管-成骨耦联反应是多因素

参 与 的 复 杂 而 精 准 的 调 控 过 程 ，大 量 研 究 表

明［10-12］，低氧诱导因子-1α（ hypoxia-inducible factor-
1α， HIF-1α）在此过程中发挥了核心的调控作用。

HIF-1α 不仅能激活、招募和调控宿主细胞向损伤

部位迁移、增殖、分化，还能诱导血管网出芽、塑

形、吻合，并促进新骨生成［13-15］。然而，HIF-1α 受

机体严格的调控，存在半衰期短、易降解、稳定性

差等劣势［16］。研究发现，通过低氧环境，缺氧模拟

剂，或基因工程等方式可提高 HIF-1α 的表达，发挥

相 应 的 靶 向 调 控 作 用 ，从 而 促 进 骨 和 血 管 的

生成［17-20］。
因此，本研究拟利用基因增强技术将 HIF-1α

稳定转染至大鼠 BMSCs 中，体外构建预血管化的
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成骨膜片。通过稳定和持续表达的 HIF-1α，研究

膜片内成血管-成骨耦联反应，以期为骨缺损修复

提供全新的治疗策略，促进骨组织再生医学的发展。

1　材料和方法

1.1　实验动物

出生 2~3 周 Wistar 大鼠 6 只，雌雄不限，体重

40~60 g，购于江西中洪博元生物技术有限公司，合

格证号 SYXK（赣 2020-0001）。本实验经医院实验

动物伦理委员会批准（审批号：YCKQLL2022018）。

1.2　主要材料与仪器

慢 病 毒 HIF-1α 过 表 达 载 体（NM-024359.2， 
cds：327.2807，安徽通用生物系统有限公司，中

国），Trizon Reagent（CW0580S，CWBIO，中国），超纯

RNA 提取试剂盒（CW0581M，CWBIO，中国），反转

录及定量试剂盒（Takara， 日本），HiScript II Q RT 
SuperMix for qPCR （+gDNA wiper）（R223-01，Va⁃
zyme，中国），SuperStar Universal SYBR Master Mix
（CW3360M，CWBIO，中国），兔抗鼠 CD31 单克隆抗

体（25-0310-82，赛默飞，中国），一抗兔抗鼠 CD31
（GB11063-2，Servicebio，中国），二抗 Cy3 山羊抗兔

IgG（H+L） （AS007，ABclonal，中国），即用型 DAPI
染液（KGA215-50，凯基生物，中国），兔抗鼠 OCN
抗体（A20800，ABclonal，中国），兔抗鼠 OPN 抗体

（YT3467，Immunoway，中国）， HRP 标记山羊抗兔

IgG （H+L）（GB23303，Servicebio，中国）， 胎牛血清

FBS（四季青，上海，中国），L-DMEM、 H-DMEM、 
M199 培养基（Hyclone，美国），PBS（KGB5001，凯基

生物，中国），青链霉素混合液（100×）细胞培养

专用（双抗）（P1400，Solarbio，中国），L-谷氨酰胺

（200 mmol/L）（G0200，Solarbio，中国），血管内皮生

长 因 子（vascular endothelial growth factor， VEGF）
（HY-P7311，MCE，中国），成纤维生长因子（fibro⁃
blast growth factor， FGF）（HY-P7091，MCE，中国），

碱性磷酸酶染色液（G1481，Solarbio，中国），茜素红

S 染液（G1038，Servicebio，中国），倒置相差显微镜

（Olympus，日本），荧光显微镜（Olympus，日本），恒

温培养箱（精宏 GNP9050，上海，中国），普通 PCR
扩增仪（TC-EA，杭州博日，中国），荧光 PCR 仪

（CFX Connect™实时，Bio-Rad，中国），NovoCyte™流

式细胞仪（NovoCyte 2060R，杭州艾森，中国），高速

台式冷冻离心机（H1750R，湖南湘仪，中国）。

1.3　实验方法

1.3.1　原代 BMSCs 的分离和培养　采用全骨髓贴

壁法分离培养 Wistar 大鼠 BMSCs。将出生 2~3 周

Wistar 大鼠拉颈处死，75% 酒精浸泡消毒 15 min；
无菌条件下完整剥离双侧股骨和胫骨，无菌 PBS 漂

洗 2~3次；眼科剪剪断干骺端，显露骨髓腔，用 5 mL
注射器吸取 3~4 mL L-DMEM 培养液反复冲洗骨髓

腔，将收集的骨髓悬液置于 15 mL离心管中，转速 1 
000 r/min 下离心 5 min；去除上清液，用 5 mL 含

10% FBS 的 L-DMEM 完全培养液重悬，将细胞悬液

转移至 25 cm2培养瓶，放置于 37 ℃、5% 的 CO2饱和

湿度培养箱中静置培养；72 h 后全量换液；以后每

2~3 d 换液，去除未贴壁细胞。上述细胞培养期

间，倒置相差显微镜观察细胞的生长和形态。

1.3.2　 携带 HIF-1α 的慢病毒（lentivirus，LV）转染

BMSCs　将培养的第三代BMSCs进行胰酶消化，制成

浓度为 1×105/mL的细胞悬液，将细胞悬液按 1 mL/
孔接种于 12 孔板中，放置于 37 ℃、5% 的 CO2 饱和

湿度培养箱中静置培养，待细胞融合度>80%，按预

实验感染复数 MOI 值=30 加入适当的病毒量。实

验组为携带 HIF-1α 基因的慢病毒转染 BMSCs，即
LV-HIF-1α-BMSCs 组；阴性对照组为空载慢病毒转

染 BMSCs，即 LV-BMSCs 组；空白对照组为未转染

慢病毒的 BMSCs，即 BMSCs 组。转染后，利用荧光

定量 PCR 和 Western Blot 验证 HIF-1α 的转染率。

荧 光 定 量 PCR 操 作 步 骤 ：使 用 Trizol 提 取

RNA，根据 HiScript II Q RT SuperMix for qPCR 逆转

录试剂盒操作制备 cDNA，然后进行 qPCR 检测。

HIF-1α 基因检测反应条件：变形，95 ℃ 10 s，退火，

58 ℃ 30 s，延伸，72 ℃ 30 s，40 个循环。实验重复 3
次，最后计算 HIF-1α 的平均表达量。引物序列

见表 1。

Western Blot 实验步骤：弃掉培养皿中培养液，

加入 200 μL RIPA 细胞裂解液，12 000 r/min 高速

离心机离心 10 min，取上清液，BCA 蛋白定量试剂

盒测定 HIF-1α 浓度，10% SDS-PAGE 电泳分离后转

至 PVDF 膜，用 1×TBST 配置 3% 的脱脂牛奶封闭

表 1　PCR 引物序列

Table 1　Primer sequence of PCR
Primers
GAPDH

HIF⁃1α

Sequence（5’-3’）
F: GACAACTTTGGCATCGTGGA
R: ATGCAGGGATGATGTTCTGG
F: CTAAAGGACAAGTCACCACAGG
R: TAGCAGAGTCAGGGCATCG

Length/bp
133

314

Tempera⁃
ture/℃
58.0

58.7

HIF-1α: hypoxia induced factor 1α
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液 ，封 闭 1 h，加 入 一 抗 兔 抗 HIF-1α（bs-0737R，

Bioss，1/1 000））孵育过夜，洗膜，用 1×TBST 浸泡

15 min 后弃掉 1×TBST， 重复 3 次，再加入二抗 HRP
偶联山羊抗兔 IgG （H+L）（GB23303，Servicebio，1/
2 000））孵育 2 h，清洗后，加入发光液显影成像。

1.3.3　诱导形成内皮样细胞（endothelial-like cells，
iECs）　将 LV-HIF-1α -BMSCs 置于内皮诱导液（包

含：M199 培养基，10%FBS，100 U/mL 青链霉素，

0.29 g/L 谷氨酰胺，10 μg/L rVEGF，2 μg/L rbFGF）
连续 14 d诱导分化下形成 iECs， 流式细胞仪检测内

皮细胞特殊表面标志物 CD31 的表达量。LV-HIF-

1α-BMSCs 置于非内皮诱导液（包含：M199 培养基，

10%FBS，100 U/mL青链霉素）的培养为对照组。

1.3.4　 iECs 的 细 胞 迁 移 实 验　 将 LV-HIF-1α
-BMSCs 以 1×105/cm2 的密度接种至 24 孔板连续培

养形成膜片，Transwell 上室内接种 iECs（1×105/mL， 
100 μL），下室内加入 600 μL H-DMEM 完全培养基

（包括：H-DMEM 培养基，10%FBS），移入孵箱内静

置培养 24 h。取出后，擦除上室内未迁移的 iECs，
4% 多聚甲醛固定小室 30 min，1% 医用甲紫溶液用

PBS 稀释（1︰40）后对下室壁内的迁移细胞进行染

色 15 min，PBS 冲洗 3 遍，显微镜下观察并计数迁移

细胞的数量。 24 孔板内接种相同密度的 LV-

BMSCs 为对照组。

1.3.5　成骨分化细胞膜片的构建　将 LV-HIF-1α
-BMSCs 以 1×105/cm2 的密度接种至 6 孔板中，连续

培养形成的干细胞膜片在成骨诱导液（包含：H-

DMEM 培养基，10%FBS，10 mmol/L 甘油磷酸钠，

10 nmol/L 地塞米松，50 mg/L 抗坏血酸）的培养下

进行成骨分化，形成成骨细胞膜片（实验组）。LV-

BMSCs 形成的成骨膜片为对照组。在成骨诱导的

第 14 d 进行碱性磷酸酶染色检测早期成骨分化的

情况；第 21 d 进行茜素红染色检测钙结节形成。

1.3.6　预血管化的成骨膜片的构建　将 iECs 以

5×104/cm2 的密度种植到成骨膜片上继续培养，构

建预血管化的成骨膜片。分别在 iECs 植入后的第

1、3、7、14 天，进行 CD31 免疫荧光染色，荧光显微

镜观察血管网络形成特征，并定量计数血管网形

成的数量。第 1、7、14 天对成骨特异性蛋白骨桥蛋

白（osteopontin，OPN）和骨钙素（osteocalcin，OCN）
进行 Western Blot 定量检测。将 iECs 接种至 LV-

HIF-1α -BMSCs 成骨膜片为实验组，接种至 LV-

BMSCs 成骨膜片为对照组。

CD31 免疫荧光操作步骤：PBS 冲洗细胞膜片 3

次，4% 多聚甲醛固定 15 min， PBS 冲洗 3 次，加入

5% BSA，室温下封闭 30 min。移液枪吸干封闭液，

加入足量一抗兔抗 CD31，4 ℃冰箱过夜。室温复

温 45 min，PBS 浸洗 3 次，加入荧光二抗 Cy3 山羊抗

兔 IgG（H+L） ，室温避光孵育 30 min。PBS 充分淋

洗后，滴加 DAPI 对样本进行核染，避光孵育 3 min。
PBS 冲洗，50% 甘油封闭样本，免疫荧光显微镜下

观察并采集图像（DAPI 紫外激发波长 330~380 nm，

发射波长420 nm，发蓝光；CY3激发波长510~560 nm，

发射波长 590 nm，发红光）。

Western Blot 操作步骤：同上，目的一抗兔抗鼠

OCN，目的一抗兔抗鼠 OPN，二抗 HRP 标记山羊抗

兔 IgG （H+L）。

1.4　统计学方法

采用 SPSS22.0 软件分析实验数据，使用 Graph⁃
Pad Prism8.0.2 软件绘制统计图。两组间比较采用

独立样本 t 检验，多组间比较采用方差分析，P< 
0.05 为差异有统计学意义。

2　结 果

2.1　慢病毒转染效率检测

将生长良好的第三代 BMSCs 进行慢病毒转

染，经过前期预实验发现，慢病毒转染 BMSCs 的最

佳感染复数 MOI 值=30 时，荧光显微镜下观察绿色

荧光蛋白阳性率>80%（图 1a）。荧光定量 PCR（图

1 b）和 Western Blot（图 1c、1d）结果显示，与 LV-

BMSCs 组和 BMSCs 组相比，LV-HIF-1α-BMSCs 组中

的 HIF-1α 具有稳定且高的表达（P<0.05）。

2.2　iECs 的培养及鉴定

LV-HIF-1α -BMSCs 在内皮诱导液下连续 14 d
诱导培养，形成 iECs。显微镜下观察 LV-HIF-1α
-BMSCs 生长密集，呈长梭形或纺锤状（图 2a），而

iECs 呈卵圆形或扁圆形，似“铺路石”样外观（图

2b）。使用流式细胞仪检测内皮细胞表面分化标

志物 CD31（图 2c、2d），结果显示：分化组中的 LV-

HIF-1α-BMSCs 在内皮诱导液的诱导分化下转化率

高达 91.81%，而在置于非内皮诱导液的 LV-HIF-1α
-BMSCs 对照组的转化率仅为 0.81%，差异具有统

计学意义（图 2e， P<0.05）。Transwell 实验结果表

明，在对照组 LV-BMSCs 中基本无 iECs 迁移（图

2f），实验组 LV-HIF-1α-BMSCs 组中的 iECs 发生了

大量的迁移（图 2g），迁移量为每个视野下平均 400
个 iECs，证实了 HIF-1α 具有体外招募 iECs 的作用

（P<0.05）（图 2h）。
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2.3　成骨膜片的构建和成骨能力的检测

在 成 骨 诱 导 液 的 连 续 培 养 下 ，LV-HIF-1α
-BMSCs 大量增殖分化形成致密的成骨膜片，肉眼

可见膜片上呈颗粒状，系钙盐沉积所致（图 3a）。

显微镜下观察成骨膜片（图 3b~3d），随时间推移，

大量细胞密集排列，并交织成致密的膜样结构，膜

片上可见钙结节沉积。在成骨膜片培养的第 14
天，进行成骨细胞分化的标记物碱性磷酸酶染色，

结果显示实验组中出现了大量且明显的钙盐沉积

和染色沉淀，差异有统计学意义（P<0.05）。在成骨

膜片培养的第 21 天，进行茜素红染色显示，实验组

中红染的矿化结节更多且更明显，差异有统计学

意义（P<0.05），见图 3e~3j。
2.4　预血管化成骨膜片中成骨-成血管耦联效应

2.4.1　血管生成效应　免疫荧光 CD31 染色显示

（图 4），当 iECs 接种至 LV-HIF-1α-BMSCs 形成的成

骨细胞膜片（实验组）的第 1 天时，iECs 大量增殖并

在膜片上发生迁移和少量融合，并快速形成空泡

样结构（图 4a）。第 3 天时，iECs 在成骨膜片上大量

融合，形成管腔样结构（图 4b）；培养至第 7 天时，

iECs 的融合达到高峰，形成管腔样结构的数量达

到最多（图 4c）；随时间推移，iECs 的融合更加致

BMSCs
LV-BMSCs

LV-HIF-1α-BMSCs

#
*50

40
30
20
10

0

HIF
⁃1α

mR
NA

 rel
ativ

e ex
pre

ssio
n

HIF
⁃1α

Pro
tein

 rel
ativ

e ex
pre

ssio
n

1.5

1.0

0.5

0.0

BMSCs
LV-BMSCs

LV-HIF-1α-BMSCs
BMSCs

LV-BMSCs

LV-HIF-1α-BMSCs

HIF-1α

Actin

#
*

b

c

a

a: fluorescence microscopy showed that the expression of green fluorescent protein was >80%; b: qPCR of HIF-1α to LV-HIF-1α -BMSCs, LV-

BMSCs, and BMSCs, and the HIF-1α mRNA was highest in the LV-HIF-1α-BMSCs group; c: Western Blot of HIF-1α to LV-HIF-1α-BMSCs, LV-

BMSCs, and BMSCs; d: the HIF-1α protein was highest in the LV-HIF-1α -BMSCs group. *: compared with the BMSCs group, P<0.05; #: com⁃
pared with the LV-BMSCs group, P<0.05. The BMSCs blank control group: bone marrow mesenchymal stem cells that were not transfected with 
lentivirus; the LV-BMSCs negative control group: empty lentivirus-transfected bone marrow mesenchymal stem cells; the LV-HIF-1α -BMSCs ex⁃
perimental group: lentivirus carrying hypoxia-inducible factor-1α transfected bone marrow mesenchymal stem cells. BMSCs: bone marrow mesen⁃
chymal stem cells; HIF-1α: hypoxia-inducible factor-1α

Figure 1　The detection of HIF-1α in lentivirus-transfected BMSCs by qPCR and Western Blot
图 1　qPCR 和 Western Blot 检测慢病毒转染 BMSCs 后 HIF-1α 的表达

d
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密，形成的管腔样结构也更稳定（图 4d）。然而，

iECs 在 LV-BMSCs 形成的成骨细胞膜片（对照组）

上的迁移和融合均较实验组缓慢，形成的血管空

泡和管腔样结构也较少。在培养的第 7 d，形成的

管腔样结构数量达到峰值。但管腔样结构并不稳

定，随时间推移而明显下降。统计学分析显示，在

任一时间上，实验组中内皮血管网的数量均明显

高于对照组（P<0.05），且各组中内皮血管网的数量

于第 7 d 达峰值（P<0.05，图 4e~4i）。

2.4.2　 骨 生 成 效 应　 对 成 骨 特 异 性 基 质 蛋 白

OCN、OPN 的 Western Blot 检测显示，OCN 在 LV-

HIF-1α -BMSCs 实验组中的表达随时间推移而增

加，并在培养的第 7 天达到峰值，后又随时间的推

移而降低，而在 LV-BMSCs 对照组中 OCN 的表达在
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a: LV-HIF-1α-BMSCs were long spindles; b: iECs were oval and cobblestone-like; c: flow cytometry of the control group, with a CD31 positive ex⁃
pression of 0.81%; d: flow cytometry of the experimental group, with a CD31 positive expression of 91.81%; e: flow cytometry results of the statisti⁃
cal analysis. The control group: LV-HIF-1α -BMSCs were cultured in non-endothelial induction medium; The experimental group: LV-HIF-1α
-BMSCs were cultured in endothelial induction medium. f & g: the Transwell assay results showed that the LV-BMSCs control group had no mi⁃
grated iECs (f), and the LV-HIF-1α -BMSCs experimental group had 400 iECs per field of view (g); h: the Transwell assay statistical analysis. *: 
compared with the control group, P<0.05 (scale bars: a, b, f, g = 100 μm). LV-BMSCs: empty lentivirus-transfected bone marrow mesenchymal 
stem cells; LV-HIF-1α -BMSCs: lentivirus carrying hypoxia-inducible factor-1α transfected bone marrow mesenchymal stem cells; iECs: 
endothelial-like cells that were induced from lentivirus carrying hypoxia-inducible factor-1α transfected bone marrow mesenchymal stem cells; 
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Figure 2　The cell culture, identification and migration ability of iECs
图 2　iECs 的培养、鉴定及迁移能力的检测
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实验的第 1 天时为峰值，并随时间而逐渐降低；另

一方面，OPN 的表达在实验组的第 1 天时最高，并

随时间的推移而降低，而在 LV-BMSCs 对照组中的

表达也如此。统计学分析显示，在 LV-HIF-1α
-BMSCs 实验组中 OCN、OPN 的表达均高于 LV-

BMSCs 对照组，且两组在不同时间点的表达差异

均具有统计学意义（图 5，P<0.05）。

3　讨 论

在骨缺损部位，局部低氧环境下，HIF-1α 通过

调控相关目的基因和宿主体内的前体细胞、干细

胞等对成骨-成血管耦联反应发挥了至关重要的作

用和意义［15］。本研究通过将 HIF-1α 稳定转染至

大鼠 BMSCs 中，经过至少 14 d 的连续成骨诱导获

得了成骨细胞膜片；又将 LV-HIF-1α -BMSCs 连续

诱导 14 d 形成内皮样细胞，利用 Transwell 细胞迁

移实验证实了 HIF-1α 具有体外招募 iECs 的作用。

将内皮样细胞与成骨细胞膜片共培养，体外成功

构建了预血管化的成骨膜片。实验结果证实了

HIF-1α 促进成骨的效应，以及内皮样细胞在成骨

膜片上增殖、迁移并快速融合，进而形成大量的血

管空腔和丰富且稳定的三维预血管化网络。

骨的缺损修复仍然是目前临床治疗的难题。

自体骨移植作为骨修复的金标准，存在供体有限、

供区并发症多、术后感染等问题［21-23］。然而，目前

的手术策略未能满足促进血管化骨再生的临床需

求，因此会导致移植失败的发生［24］。组织工程技

术的发展为骨缺损提供了新思路，大量研究证实

了组织工程骨的再生修复能力，然而血管化问题

仍然是制约其发展的瓶颈［25-27］。在众多血管化策

略的研究中，预血管化的干细胞膜片技术显示巨

大的潜力。研究发现［28-30］，以 BMSCs 为种子细胞
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a: the view of osteogenic cell sheets, which formed a dense and turbid film. b-d: the microscopic morphology of osteogenic cell sheets on days 7, 
14, and 21, showing the formation of calcium nodules over time. e: ALP staining results of the LV-BMSCs control group on day 14; f: ALP staining 
results of the LV-HIF-1α -BMSCs experimental group on day 14. A large and obvious deposition of calcium salts and staining precipitates in the 
experimental group. g: Alizarin red staining results of the LV-BMSCs control group on day 21; h: Alizarin red staining results of the LV-HIF-1α
-BMSCs experimental group on day 21. More evident mineralized nodules were stained red in the experimental group. i & j: The statistical analysis 
of ALP and Alizarin red staining, *: compared with the LV-BMSCs control group, P<0.05 (scale bars: b-h=100 μm). The LV-BMSCs control group: 
empty lentivirus-transfected bone marrow mesenchymal stem cells formed osteogenic cell sheets; the LV-HIF-1α-BMSCs experimental group: lenti⁃
virus carrying hypoxia-inducible factor-1α transfected bone marrow mesenchymal stem cells formed osteogenic cell sheets. ALP: alkaline phospha⁃
tase staining; BMSCs: bone marrow mesenchymal stem cells; HIF-1α: hypoxia-inducible factor 1α

Figure 3　The effect of HIF-1α on osteogenic ability in osteogenic cell sheets shown by ALP and Alizarin red staining
图 3　碱性磷酸酶和茜素红染色检测 HIF-1α 对成骨膜片成骨能力的影响
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的细胞膜片技术保留了完整且丰富的细胞外基质

成分（extracellular matrix，ECM），建立了充分的细

胞-细胞，细胞-基质的信号传导，为血管的长入提

供了微环境。Chen 等［31］研究发现，当人脐静脉内

皮细胞（human umbilical vein endothelial cells， HU⁃
VECs）按密度接种到 BMSCs 膜片时，HUVECs 发生

迁移、重排并显示了血管化的能力，从而实现了体

外预血管化膜片的构建。在本研究中利用 LV-

HIF-1α-BMSCs 连续诱导 14 d 可获得内皮样细胞，

且转化率高达 91.81%。而课题组前期实验证实未

转染慢病毒的 BMSCs 诱导形成内皮样细胞的转化

率仅为 35.1%［32］。因此，LV-HIF-1α-BMSCs 的应用

不仅弥补了体外培养内皮细胞精度差、周期长的

缺点，还为开展体外预血管化提供了充足的细胞

保障。利用免疫荧光 CD31 染色可观察到沿血管

内皮细胞膜连续或点状分布的阳性信号，代表了

内皮细胞的排列、走向和血管的生成情况［33-34］。研

究还表明，当间充质干细胞与内皮细胞共培养时，

可上调胶原蛋白基因和平滑肌标记物的表达，激

活 Notch 信号通路促进血管生成［35-36］。然而，在缺

血缺氧的环境下，体外构建的预血管化的工程化

骨组织移植进入体内后仍然会出现一些问题，如

新生血管数量不足且结构不稳定、与宿主血管吻

合缓慢，最终导致新骨形成不足，修复效果不理

想等［7-8］。
成骨-成血管耦联反应是多基因参与的复杂且

精准的调控过程，研究发现 HIF-1α 在其中发挥了

重要的作用［15］。一方面，HIF-1α 可调控多种编码

血管生成的基因表达，如 VEGF、PDGF、Ang-1，2
等［37］。其中，VEGF 在血管生成的调节中发挥了十

分重要的作用，研究表明，HIF-1α/VEGF 通路可参

与炎症、缺血再灌注、血管生成和重塑等病理生理
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a-d： magnified images of the experimental group on days 1， 3， 7， and 14.  The closed loop or branch network formed by continuous CD31+ sig⁃
nal was defined as a vacuole structure （a， white arrow）， while the hollow structure was defined as a tubular structure （b–d， white arrow）.  e-

h： CD31 immunofluorescence staining， DAPI， and merged images of the LV-HIF-1α -BMSCs experimental group and LV-BMSCs control group 
on days 1， 3， 7， and 14.  iECs adhered and extensively proliferated on osteogenic cell sheets in the LV-HIF-1α -BMSCs experimental group， 
and they then migrated and aligned with each other.  The vacuole structure was formed on day 1， and the tubular structure was formed on day 3.  
This structure reached a peak on day 7 and remained stable on day 14.  At the same time， the growth of vacuole and tubular structures was re⁃
stricted in the LV-BMSCs control group.  The formation of networks increased over time， reaching a peak on day 7 （scale bars： 100 μm）.  i： the 
result of statistical analysis at different time points between the two groups， *： compared with the LV-BMSCs control group， P<0. 05.  The LV-

BMSCs control group： the prevascularized osteogenic cell sheets formed by iECs and empty lentivirus-transfected bone marrow mesenchymal stem 
cells.  The LV-HIF-1α -BMSCs experimental group： the prevascularized osteogenic cell sheets formed by iECs and lentivirus carrying hypoxia-

inducible factor-1α transfected bone marrow mesenchymal stem cells.  iECs： endothelial-like cells that were induced from lentivirus carrying 
hypoxia-inducible factor-1α transfected bone marrow mesenchymal stem cells； BMSCs： bone marrow mesenchymal stem cells； HIF-1α： hypoxia-

inducible factor 1α； DAPI： destination access point identifier
Figure 4　The effect of HIF-1α on angiogenesis in prevascularized osteogenic cell sheets shown by CD31 immunofluorescence 

staining and DAPI
图 4　免疫荧光 CD31 染色和 DAPI 检测 HIF-1α 对预血管化成骨膜片血管生成能力的影响
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Figure 5　The effect of HIF-1α on the expressions of OCN and OPN in prevascularized osteogenic cell sheets shown by Western 

Blot
图 5　Western Blot 检测 HIF-1α 对预血管化成骨膜片 OCN, OPN 表达的影响
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过程，并在血管生成素-1，2 的共同参与调节下，抑

制金属蛋白酶组织抑制剂 -3 的表达，从而介导骨

和血管的生成［11， 38］。同时，HIF-1α/VEGF 通路可

诱导 BMSCs 向成骨细胞分化，促进内皮细胞的增

殖、迁移，进一步促进骨和血管的生成［39-41］。此

外，Transwell 细胞迁移实验证实了 HIF-1α 具有体

外招募 iECs 的作用，而此调节机制与 HIF-1α 下游

目的基因 CXC 趋化因子家族有关。HIF-1α 是介导

内皮祖细胞（endothelial progenitor cell， EPC）促进

血管修复和新生中不可或缺的介质，其作用包括

调控 EPC 的存活、分化、动员，以及多种血管生成

因子将 EPC 迁移、招募和黏附到损伤部位［42］。在

对糖尿病伤口愈合的研究中发现，HIF-1α 通过激

活巨噬细胞和成纤维细胞中的 VEGF 和趋化因子

CXCL12/基质细胞衍生因子（stromal-derived factor-
1，SDF-1α）的表达，在新生血管的形成中发挥了重

要的作用，其中 VEGF 用于激活从骨髓到外周循环

中的 EPC，而 CXCL12/SDF-1α 可诱导 EPC 向受损区

域的迁移和招募［43］。研究显示［44］，VEGF 可增加

CXCR4（CXCL12 受体）在内皮细胞上的表达，从而

增强了 CXCL12 促进血管生成的特性。在本研究

中，实验组的 iECs 在成骨膜片上大量增殖、迁移并

快速融合形成管腔样结构，而对照组的血管形成

速度、数量及稳定性均不如实验组。因此，涉及

HIF-1α 诱导血管生成的分子机制值得未来更进一

步的研究。

利用 LV-HIF-1α -BMSCs 连续成骨诱导形成成

骨细胞膜片，成骨细胞膜片的 ECM 中含有大量的

骨胶原和非胶原蛋白，如Ⅰ型胶原、骨桥素、骨钙

素，纤连蛋白、蛋白聚糖等［45-46］，可介导整合素、基

质金属蛋白酶、转化生长因子-β、Wnt 等家族的信

号通路，调控成骨细胞的增殖和分化，并促进血管

的 出 芽 和 生 长 ，从 而 进 一 步 促 进 骨 的 再 生 修

复［46-48］。研究还发现，骨生成细胞可分泌 VEGF 等

因子促进血管的生成，而血管生成细胞也可分泌

骨形态发生蛋白-2，4 等因子促进骨的生成［49］。由

此可见，骨再生与血管形成之间存在密切的联系。

然而，在预血管化的成骨膜片上，对成骨特异性基

质蛋白 OCN、OPN 的 Western Blot 检测发现，实验组

中 OCN、OPN 的表达均高于对照组，OCN 的表达在

第 7 天最高，然而 OPN 的表达却随时间而下降。分

析可能的原因是成骨膜片的老化和培养环境的限

制。本研究利用 6 孔板培养成骨膜片，而成骨膜片

的形成条件为连续不传代培养至少 14 d，因此有限

的空间会造成膜片的老化和卷曲，甚至脱落。并

且，后续又将内皮样细胞种植到成骨膜片上，继续

开展 HIF-1α 对成骨-成血管耦联反应的效应研究，

而培养空间的限制会加速膜片的老化可能会影响

实验的结果。因此，本课题组会继续探索共培养

的时间点，寻找 HIF-1α 调控成骨-血管反应的最佳

时机；另一方面，考虑利用支架材料或微凝胶组装

体系，为成骨细胞和血管的长入提供有力的条件。

综上所述，利用 HIF-1α 干预 BMSCs 向成骨-成

血管分化，可成功在体外构建三维预血管化的成

骨膜片，为骨的再生修复提供新思路。
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