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ＢＭＰ系列基因治疗骨缺损的实验研究进展

刘　芳　综述　唐学阳　刘利君　审校

　　基因治疗代表当前医学发展的前沿，全球有很
多临床试验正在探索研究疾病的基因疗法。基因治

疗在骨修复重建中的应用也在进行积极探索。目前

自体骨移植被认为是治疗骨不连、骨缺损等的金标

准，但是自体骨移植应用有局限性，如骨量有限致取

材有限，取材部位的疼痛、感觉异常、感染等。随着

分子生物学的发展，生长因子在骨折愈合中的骨诱

导作用逐渐被认识。人工合成骨生长因子被证实可

加快骨愈合，但长期疗效不明确，且不具有足够的骨

诱导作用。基因治疗可能是解决上述问题的新途

径，特别是应用具有诱导成骨作用的骨形态发生蛋

白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ）的基因治疗。
一、基因治疗的相关原理及概况

基因治疗就是通过传送目标基因至靶细胞并使

其表达，从而改变靶细胞的生理功能或病理状态。

基因治疗过程包括四步：转导，转录，翻译，表达。基

因转移是基因治疗的关键，而基因载体的构建和转

移的途径则是基因转移的关键。

１．基因载体：基因转导就是把目标基因导入
靶细胞并能随着靶细胞的复制而复制，并成功表达

外源性基因，从而达到长时间的治疗作用。基因治

疗利用载体来实现基因转导。基因载体分为病毒载

体和非病毒载体。常用的病毒载体包括腺病毒载

体，腺病毒伴随载体，逆转录病毒载体，疱疹病毒载

体等。病毒载体的优点在于外源性基因能高滴度长

时间表达；可以转导至多种类型细胞，包括分裂期以

及非分裂期的细胞。缺点主要是病毒载体转基因的

表达持续时间相对于非病毒载体来说更长，而长时

间的基因表达存在安全隐患；另一方面，病毒载体随

着目标基因的表达病毒基因的蛋白也在表达，易引

起免疫反应，降低基因的转导效率及表达持续时间

和滴度［１］；还有转基因的插入可能会导致病毒发生

不可预计及不可控制的基因突变。鉴于病毒载体诸

多弊端，非病毒载体的逐渐获得大家的重视［２］。常

用的非病毒载体包括：裸露 ＤＮＡ，脂质体，质粒，
ＤＮＡ聚合物，分子轭合物等。非病毒载体的优点在
于不易引起机体的免疫反应，化学稳定性强，易贮

存。由于基因转染至宿主细胞细胞质中，不能整合

到宿主细胞基因组，不能随着宿主细胞的增殖而增

殖，故基因持续表达时间有限。因此越来越多的试

验致力于研究如何提高非病毒载体的转导效率并使

之达到病毒载体的转导效率水平［３］，如局部反复多

次直接注射［４］或联合应用显微注射［５］、高压注

射［５］、电穿孔术［６］、超声声裂法［２］均可以促进基因

的转染。其中尤其是联合超声微泡技术，集合了非

病毒载体及超声声裂法，安全性高，转染效率高，适

合应用于体内途径［２］，是目前非病毒载体研究热

点。总之基因载体的选择有赖于基因治疗应用的目

的和途径（如体内途径或体外途径），基因表达需要

持续的时间，基因治疗部位以及所需治疗机体的状

态。

２．基因转移途径：把靶基因传输到宿主细胞
可通过２种途径：①体外用目标基因转染特定细
胞，然后把被转染的细胞植入宿主体内；②体内直
接注射含目标基因的载体，从而直接转染宿主细胞。

体外转导途径的优点有：①拟转导靶细胞具有可选
择性，如骨髓基质细胞，成骨细胞，肌原细胞等，不同

疾病选择不同靶细胞；②转导效率高；③只需要一
个侵入性操作即可达到预期临床效果；④使那些在
体内原位增殖低而在体外能大量增殖的细胞的应用

成为可能，如骨髓基质细胞，滑膜细胞，软骨细胞等。

体外途径转导缺点有：过程繁琐，需要从体内获取靶

细胞；需要特殊的技术支持，并进行靶细胞的增殖；

体外细胞培养技术要求高，费用高，因此成本效益较

低。体内途径步骤简单，技术要求相对低，花费少。

但是体内途径转染缺少靶向性，而且转导效率低，主

要受限于所注射载体的局部扩散性以及机体对外源

蛋白的免疫排斥性。病毒载体介导的体内途径，由

于其病毒蛋白产生易引起免疫反应，还面临着病毒
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变异及继发致病的风险，从而应用受限。因此非病

毒载体介导的体内途径基因治疗正日渐备受关注，

如超声微泡技术介导体内途径基因治疗［２］。

二、ＢＭＰ概述
ＢＭＰ是一类糖多肽蛋白，由 Ｕｒｉｓｔ于１９６５年从

骨基质分离出来，因最先发现其骨诱导作用从而被

命名为骨形态发生蛋白。现已发现 ＢＭＰ家族至少
有４０多个成员［７］。除ＢＭＰ—１外，ＢＭＰｓ均属于转化
生长因子—β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＲ—β）
超家族的一员，是一组具有高度保守序列的功能蛋

白，不同种族的 ＢＭＰ具有高度一致性。ＢＭＰ家族
又根据各亚型之间结构序列的相近性分为五个亚家

族［７］。

现有研究表明，ＢＭＰ家族不仅具有骨诱导作
用，而且涉及胚胎学、发育学、基因学、进化学等多种

学科以及与肾脏，肠道，心脏等器官某些疾病的发生

息息相关。ＢＭＰ基因治疗目前主要在骨缺损修复
重建、脊柱融合、颌面骨及牙齿修复、肌腱韧带生成

与修复、骨质疏松治疗、骨坏死治疗等方面进行探索

性研究［８－１５］。

三、ＢＭＰ系列基因在治疗骨缺损中的研究进展
自从Ｗｏｚｎｅｙ等于１９９８年克隆出 ＢＭＰ的 ＤＮＡ

以来，现已重组出多种人重组骨形态发生蛋白（ｒｈ
ＢＭＰ）。虽然研究表明直接应用 ｒｈＢＭＰ可以诱导
骨形成，但是小剂量的ｒｈＢＭＰ骨诱导作用有限，不
能形成持续足够的骨诱导作用。ＢＭＰ基因治疗正
是解决这一问题的重要途径。

１．ＢＭＰ系列基因单基因疗法在治疗骨缺损中
的应用 ：ＢＭＰ单基因治疗在不同的动物模型中获
得了令人振奋的结果。Ｌｏｎｇ［１０］等取日本家兔骨髓
间充质干细胞（ＭＳＣｓ）体外培养增殖，并用 ＡｄＢＭＰ
－２转染，家兔右侧下颌骨切开牵张成骨模型随机
分Ａ组（牵张速率 ０．８ｍｍ／ｄ，无干预措施）、Ｂ组
（牵张速率２．４ｍｍ／ｄ，缺损处注射 ＡｄＭＳＣｓ）、Ｃ组
（牵张速率 ２．４ｍｍ／ｄ，缺损处注射 ＡｄＢＭＰ２
ＭＳＣｓ），４周后影像学显示 Ｃ组骨量生成及骨小梁
厚度等优于 Ａ组，而 Ｂ组无明显成骨，且 Ｃ组新生
骨生物力学相关参数检测均优于 Ａ组，而８周后影
像学显示除骨小梁数目和骨皮质强度外，Ａ组与 Ｃ
组之间的影像学及生物力学相关参数间差异无统计

学意义，实验证明局部基因治疗可以表达大量骨形

态发生蛋白，并能大大促进骨生成，短期体外自体细

胞培养应用于基因治疗是可行的，该实验也证明了

ＢＭＰ—２基因治疗所形成的新骨组织的特性优于自

身成骨。ＢＭＰ－２基因治疗应用于家兔的脊柱融合
模型、山羊胫骨骨缺损模型、小猎犬股骨缺损模型也

验证了其成骨活性［１６－１８］。此外，ＢＭＰ—４、ＢＭＰ—６、
ＢＭＰ—７以及ＢＭＰ—９也被用于局部基因治疗研究，
并成功诱导骨形成［１９－２１，６］。ＢＭＰ单基因治疗的体
内途径也是可行的。Ｂｅｔｚ等［２２］证明直接在体内骨

缺损处注射携带有ＢＭＰ—２基因的腺病毒载体，ＢＭＰ
－２基因成功表达，骨缺损得以修复。而 Ｋｉｍｅｌｍａｎ
Ｂｌｅｉｃｈ［６］等体内利用电穿孔术向小鼠股骨骨不连处
直接注射含ＢＭＰ—９基因质粒后３周，影像学显示骨
连接形成，证实非病毒载体体内途径的可行性。综

上所述，ＢＭＰ单基因治疗可以促进骨生成修复，形
成骨连接，修复骨缺损。

２．多基因联合应用：众多研究证明不仅单个
ＢＭＰ基因治疗能有效诱导骨形成，不同种 ＢＭＰ基
因联合或者ＢＭＰ基因与其他生长因子联合应用也
可能是骨形成的有效启动因子。实验证实 ＢＭＰ—２／
７［２３］，ＢＭＰ—４／７［２４］异二聚体相较于ＢＭＰ—２，ＢＭＰ—４，
ＢＭＰ—７的各自同源二聚体有更强的骨诱导活性。
ＳｈｉＳ等［２５］体外培养兔子关节软骨细胞，用含有Ａｄ
ＢＭＰ２—ＢＭＰ—７—ＩＧＦ１转染关节软骨细胞，相对于单
个基因治疗组，关节软骨细胞表现出更多蛋白多糖

及ＩＩ型胶原合成。Ｆａｎｇ等［２６］分别用只含有 ＰＴＨ１—
３４片段的质粒、只含 ＢＭＰ—４基因的质粒与同时含
有ＰＴＨ１—３４片段和ＢＭＰ—４基因的质粒直接注射到
兔股骨缺损部位，转染成纤维细胞，结果显示注射含

２种基因的质粒组４周后股骨缺损显示骨连接，而
注射只含一种基因的质粒组９周后股骨缺损才获得
骨连接。Ｌｉ等［２７］利用 ＢＭＰ－４基因联合 ＴＧＦ—β１
修复火器伤致家兔股骨骨折，也得到了类似的结果。

Ｃｕｉ等用ＢＭＰ—６联合 ＶＥＧＦ基因转染鼠骨组细胞，
相较于单个基因转染，碱性磷酸酶活性及矿物质沉

积等优于单个基因转染［２８］。实验证明，多基因联合

应用治疗诱导骨形成优于单基因诱导成骨效果。

３．ＢＭＰｓ基因治疗联合生物材料载体：骨缺损
修复重建的基因治疗中，载体运载 ＢＭＰｓ基因进行
转导，联合应用生物材料载体可以减少带菌体扩散，

而且提供骨诱导基质促进骨诱导作用［２９］，还可以减

少机体对腺病毒载体的免疫反应［３０］。ＢＭＰ生物材
料载体大体可分为四类［２９］：①天然材料，如胶原，
透明质烷，纤维蛋白，海藻酸盐，琼脂糖等；②无机
材料，如磷酸钙ＴＣＰ（ｔｒｉｃａｌｃｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＴＣＰ），硫
酸钙，生物玻璃等；③合成材料，如聚乳酸（ｐｏｌｙｌａｃ
ｔｉｃａｃｉｄ，ＰＬＡ），聚乙醇酸（ｐｏｌｙｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ，ＰＧＡ）；
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④复合材料，即上述材料的联合使用。。一般认为较
理想的ＢＭＰ生物材料应具备以下条件［２９］：无细胞

毒性；无免疫原性或很低；可进行生物降解并在相对

较短的时间内被新生骨组织替代；较易制备或购买；

有一定的结构并可起骨缺损区的支架作用；与ＢＭＰｓ
复合时，复合方法简便有效且不影响 ＢＭＰｓ的生物
活性；易消毒、储备。为了增强 ＢＭＰｓ骨诱导作用，
许多学者也在探索 ＢＭＰ系列基因及其产物与两种
或两种以上材料的复合［２９］，如 ＢＭＰｓ或其基因与透
明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ，ＨＡ）胶原复合，ＢＭＰｓ与β－
ＴＣＰ［３１］（ｂｅｔａｔｒｉｃａｌｃｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅ，βＴＣＰ，ＢＭＰｓ或其
基因与 ＨＡ、纤维蛋白、不溶性非胶原蛋白复合，
ＢＭＰｓ或其基因与脱钙骨基质颗粒、骨水泥复合等。
虽然生物材料联合ＢＭＰｓ基因治疗可促进骨诱导作
用，但生物材料的药理学、毒理学及安全性尚待验

证，不同生物材料载体之间的效应对照研究也需进

行，而且目前 ＢＭＰｓ基因治疗联合生物材料的研究
中ＢＭＰｓ剂量都偏大，甚至是正常人体含量的１０００
倍，高剂量的 ＢＭＰｓ会给人体带来怎样的生理病理
效应目前尚不明确，因此无毒，安全，无免疫原性，减

少ＢＭＰｓ剂量等应是生物材料载体开发时需重点考
虑的。

四、ＢＭＰ系列基因在治疗骨缺损中的现存问题
１．病毒载体的免疫原性：病毒载体本身的基

因组会随着所载目的基因的表达而表达，而生成的

这些外源性的病毒蛋白易引起机体免疫反应，进而

降低基因的转导效率，骨诱导作用减弱。制作病毒

载体时转基因的插入可能使病毒发生基因突变。腺

病毒伴随载体由于完全去除腺病毒基因组，改良了

病毒载体的免疫原性，同时也避免了插入致使基因

突变等风险［３２］，但是腺病毒伴随载体不易生产，而

且携带基因能力减弱，转导效率也相对降低，只能转

导非分裂期细胞［３３］。Ｏｋｕｂｏ［３４］等利用环磷酰胺使
机体形成暂时的免疫抑制状态，减弱了注射携带

ＢＭＰｓ基因的腺病毒载体后机体的免疫反应，获得
了较满意的基因的转导效率及骨诱导作用的持续，

但是此方法应用于人体的利弊有待权衡。非病毒载

体不会引起机体免疫反应，但是基因转导效率相对

较低，但如能够同时应用辅助技术提高基因转导效

率，如超声微泡技术，则可使非病毒载体的基因转导

率得到提高，同时也避免了载体的免疫源性，是相对

较理想的载体。

２．ＢＭＰｓ基因表达的控制：目前的研究中绝大
部分都在探索如何提高基因转导效率并高滴度表达

ＢＭＰｓ，但是也应需要注意 ＢＭＰｓ基因持续高滴度表
达所带来的后果，如过量的骨生成，潜在的致癌作用

等。有实验研究证明 ＢＭＰ基因构建如 ｐｃＤＮＡ３．１
载体后转染入真核细胞中，能在细胞内表达目的基

因的同时，不进入细胞染色体组，目的基因表达２周
左右后消失，一定程度上可防止过度表达［３５，３６］。控

制ＢＭＰｓ基因的过度表达也可能通过利用一些诱导
启动子，即通过使用无活性的物质实现基因表达的

外源性调控。

五、展望

对于骨缺损来说，现有的治疗手段尚不能获得

令人满意的效果，基因治疗的出现为骨缺损修复带

来了新的思路与方向，特别是应用具有诱导成骨作

用的ＢＭＰｓ的基因治疗。虽然 ＢＭＰｓ基因治疗在啮
齿类动物及灵长类动物实验中均有研究并得到了令

人振奋的结果，但是不同 ＢＭＰ基因之间、ＢＭＰ基因
协同其他生长因子之间的骨诱导作用缺乏随机对照

研究。因此尚不能确定对于不同部位及不同类型骨

缺损的局部基因治疗最适宜的基因种类、剂量、治疗

途径和方法、合理的载体等。病毒载体的免疫原性

及单纯非病毒载体的低转导率，将使无毒高效的基

因载体研究成为研究重点，目前物理技术联合非病

毒载体介导 ＢＭＰ基因治疗，尤其是超声微泡联合
ＢＭＰｓ基因治疗骨缺损更是目前研究的热点。ＢＭＰｓ
基因表达调控，即持续多长时间既能修复骨缺损，又

避免骨的过量生成，ＢＭＰｓ基因及其他生长因子、联
合生物材料的药理学以及毒理学，辅助性技术如超

声微泡技术的安全性等，这些问题都有待于进一步

的实验研究。骨缺损作为一个非致死性疾病，在人

体中应用基因治疗时应充分考虑其安全性，任何会

增加致死率或致残率均会使ＢＭＰｓ基因治疗应用于
人体受限。目前，ＢＭＰ基因疗法在治疗骨缺损的动
物实验研究中成效显著，虽然在应用于人体之前必

要的对照实验研究以及临床试验尚需继续进行，但

是，相信随着生物技术的进步及其他相关学科的发

展，基因载体的改进，ＢＭＰ基因疗法在骨缺损的治
疗中将发挥越来越重要的作用，是有前景有希望的

治疗手段。
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