
 

·干细胞与组织工程·
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NGF 过表达转染 BMSCs 复合脱钙骨基质

异位成骨的实验研究
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【摘要】   目的    探索沉默 P75 神经营养蛋白受体（p75 neurotrophin receptor，P75NTR）联合 NGF 过表达对

大鼠 BMSCs 增殖活性和复合脱钙骨基质（demineralized bone matrix，DBM）构建组织工程骨异位成骨能力的影

响。方法    通过贴壁分离法培养 SD 大鼠 BMSCs 并传代。取第 3 代 BMSCs，分别用慢病毒介导沉默 P75NTR 基

因（B 组）、NGF 过表达基因（C 组）、沉默 P75NTR 和 NGF 过表达双基因（D 组）转染，以未转染细胞作为对照（A

组）。转染 7 d 后荧光显微镜观察目的基因荧光蛋白表达；细胞计数试剂盒 8 法检测转染后连续 8 d 细胞的活

性；Western blot 检测各组 P75NTR 和 NGF 蛋白表达。倒置相差显微镜和扫描电镜分别观察沉默 P75NTR 和

NGF 过表达双基因转染后 BMSCs 与 DBM 的黏附情况。将上述 4 组转染后 BMSCs 分别与 DBM 共培养制备组织

工程骨后，埋植于 8 周龄 SD 大鼠背侧皮下构建皮下异位成骨模型（n=6），术后 4、8 周行 HE 染色，术后 8 周 ALP

染色观察钙结节形成，实时荧光定量 PCR 检测成骨相关基因 Runt 相关转录因子 2（Runt-related transcription

factor 2，Runx2）、ALP 和骨钙素（osteocalcin，OCN）表达。结果    转染 7 d A 组未见荧光表达，B 组呈红色荧光表

达，C 组呈绿色荧光表达，D 组呈红绿色复合荧光表达；目的基因荧光表达率可达 70% 左右。Western blot 检测

示，A、C 组 P75NTR 蛋白相对表达量显著高于 B、D 组，C、D 组 NGF 蛋白相对表达量显著高于 A、B 组，差异均

有统计学意义（P<0.05）。随时间推移，各组细胞增殖活性均上升，其中 D 组上升最明显，3～8 d 细胞活性明显高

于 A 组（P<0.05）。倒置相差显微镜和扫描电镜观察示，BMSCs 能与 DBM 形成良好黏附。皮下异位成骨实验中，

HE 染色示术后 4、8 周，D 组比其余 3 组有更多的骨组织形成。ALP 染色示 D 组 ALP 活性最高，有更好的成骨表

达。实时荧光定量 PCR 检测示，与 A 组比较，D 组 Runx2、ALP、OCN mRNA 相对表达量显著升高，差异均有统

计学意义（P<0.05）。结论    沉默 P75NTR 联合 NGF 过表达双基因共转染 BMSCs 复合 DBM 构建组织工程骨具有

良好的异位成骨能力，通过提高 NGF 的水平、关闭 P75NTR 凋亡通道，不仅可以提高细胞活性，还能更好地促进

骨组织再生。
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【Abstract】 Objective    To investigate the effects of silencing P75 neurotrophin receptor (P75NTR) and nerve
growth factor (NGF) overexpression on the proliferative activity and ectopic osteogenesis ability of bone marrow mesen-
chymal stem cells (BMSCs) combined with demineralized bone matrix for heterotopic osteogenesis. Methods    BMSCs of
Sprague Dawley (SD) rats were cultured and passaged by adherent isolation method. The third generation BMSCs were
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transfected with lentivirus mediated P75NTR gene silencing (group B), NGF overexpression gene (group C), P75NTR
silencing and NGF overexpression double genes (group D), respectively, and untransfected cells as control (group A).
After 7 days of transfection, the expression of fluorescent protein of the target gene was observed by fluorescence
microscope; cell counting kit 8 method was used to detect the cells activity for 8 days after transfection; the expressions of
P75NTR and NGF proteins in each group were detected by Western blot. The adhesion of BMSCs to demineralized bone
matrix (DBM) was observed by inverted phase contrast microscope and scanning electron microscope after transfection of
p75NTR silencing and NGF overexpression double genes. After transfection, BMSCs and DBM were co-cultured to
prepare 4 groups of tissue engineered bone, which were respectively placed in the dorsal subcutaneous tissue of 8-week-old
SD rats to construct subcutaneous ectopic osteogenesis model (n=6). HE staining was performed at 4 and 8 weeks after
operation. ALP staining was used to observe the formation of calcium nodules at 8 weeks after operation. The expressions
of Runt-related transcription factor 2 (Runx2), alkaline phosphatase (ALP), and osteocalcin (OCN) were detected by real-
time fluorescent quantitative PCR. Results    At 7 days after transfection, there was no fluorescence expression in group A,
red fluorescence expression was seen in group B, green fluorescence expression in group C, and red-green compound
fluorescence expression in group D. The fluorescence expression rate of target gene was about 70%. Western blot detection
showed that the relative expression of P75NTR protein in groups A and C was significantly higher than that in groups B
and D, and the relative expression of NGF protein in groups C and D was significantly higher than that in groups A and B
(P<0.05). With the passage of time, the cell proliferation activity increased in all groups, especially in group D, which was
significantly higher than that in group A at 3-8 days (P<0.05). The results of inverted phase contrast microscope and
scanning electron microscope showed that BMSCs could adhere well to DBM. In the subcutaneous ectopic osteogenesis
experiment, HE staining showed that at 4 and 8 weeks after operation, the more bone tissue was formed in group D than
in the other 3 groups. ALP staining showed that group D had the highest ALP activity and better osteogenic expression.
Compared with group A, the relative expressions of Runx2, ALP, and OCN mRNAs in group D were significantly higher
than those in group A (P<0.05). Conclusion    Silencing P75NTR and NGF overexpression double genes co-transfected
BMSCs with DBM to construct tissue engineered bone has good ectopic osteogenic ability. By increasing NGF level and
closing P75NTR apoptosis channel, it can not only improve cell activity, but also promote bone tissue regeneration.

【Key words】 P75 neurotrophic protein receptor; nerve growth factor; bone marrow mesenchymal stem cells; cell
activity; decalcified bone matrix; ectopic osteogenesis; rat
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骨折不愈合发生率为 5%～10%，其危险因素包

括年龄、饮酒、吸烟、非甾体类抗炎药、糖尿病以及

骨折类型、部位、软组织损伤严重程度和感染等[1-3]。

骨组织工程的发展大大提高了骨折不愈合治疗率，

良好的种子细胞、分泌一定功能的神经因子以及性

能良好的支架材料是骨组织工程的  3  个基本要

素。BMSCs 具有多向分化和自我更新能力，是一种

良好的种子细胞 [ 4 ]。脱钙骨基质（demineralized
bone matrix，DBM）是一种常见的骨组织工程支架

材料，具有一定的骨传导性、骨诱导性、黏附性和

降解性等[5-6]。血管形成和纤维蛋白降解是骨折愈

合的重要因素，NGF 有促进血管生成作用，能够促

进骨折愈合[7]。

P75 神经营养蛋白受体（P75 neurotrophin
receptor，P75NTR）是一种相对分子质量为  75×
103 的跨膜蛋白，属于 TNF 受体超家族成员，具有

广泛的生物学功能，包括细胞生长、增殖、凋亡、

神经发育和信号转导。N G F  与低亲和性受体

P75NTR 结合可介导细胞凋亡，但在有足够  NGF
的情况下，可以关闭 P75NTR 细胞凋亡通道。因

此，沉默  P75NTR 联合  NGF 过表达双基因转染

BMSCs，理论上可以增加 BMSCs 的活性和促进骨

折愈合。因此，本研究通过慢病毒介导沉默

P75NTR 联合 NGF 过表达双基因转染 BMSCs，检

测细胞活性，并进一步复合 DBM 构建一种新的组

织工程骨，探究其异位成骨能力，为用于治疗骨缺

损提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    实验动物及主要试剂、仪器

8 周龄 SD 大鼠 25 只，雌雄不限，体质量（200±
10）g，由桂林医学院实验动物中心提供。

L-DMEM 培养基、FBS、彩虹 Marker（GIBCO
公司，美国）；PBS、青链霉素、胰蛋白酶、RIPA 裂
解液、戊二醛固定液、苏木素-伊红染液、中性树

胶、ALP 试剂盒（北京索莱宝科技有限公司）；二

中国修复重建外科杂志 2020 年 11 月第 34 卷第 11 期 • 1439 •

http://www.rrsurg.com 

http://www.rrsurg.com


抗 FITC 标记（上海生工生物工程股份有限公司）；

沉默 P75NTR 慢病毒载体、NGF 过表达慢病毒载体

（上海吉凯基因医学科技股份有限公司）；DBM
（3 mm×3 mm×2 mm；Wright 公司，美国）；BCA
蛋白测量试剂盒（上海碧云天生物技术有限公

司）；CD14、CD29、CD34、CD44 和 CD45 流式一

抗，兔抗 P75NTR 单克隆抗体、NGF 抗体（Abcam
公司，英国）；GAPDH、辣根过氧化物酶标记山羊

抗小鼠  IgG（北京中杉金桥生物技术有限公司）；

细胞计数试剂盒 8（cell counting kit 8，CCK-8；同

仁公司，日本）；成骨诱导液（广州赛业生物科技

有限公司）；水合氯醛、二甲苯（上海阿拉丁生化

科技股份有限公司）。−80℃  冰箱（海尔公司）；

SW-CJ-2F 型超净工作台（苏州净化设备有限公

司）；恒温培养箱、普通离心机、冷冻高速离心机

（Thermo Scien-tific 公司，美国）；流式细胞仪、

MLDEL680 型酶标仪（Bio-Rad 公司，美国）；倒置

相差显微镜（Olympus 公司，美国）；JSM-6390A 型
扫描电镜（JEOL 公司，美国）。

1.2    沉默 P75NTR 联合 NGF 过表达双基因转染大

鼠 BMSCs 观测

1.2.1    BMSCs 培养及鉴定　取 1 只 SD 大鼠腹腔注

射 10% 水合氯醛 1 mL 麻醉后，完整取出双侧股

骨，按照常规贴壁培养法培养大鼠  BMSCs 并传

代。经细胞形态学观察及  CD14、CD29、CD34、
CD44、CD45 流式细胞仪鉴定，所培养细胞为

BMSCs。取第 3 代细胞用于以下实验研究。

1.2.2    基因转染大鼠 BMSCs 荧光表达检测　取第

3 代 BMSCs，待细胞增殖至融合度为 70% 左右时分

为 4 组，A 组为未转染组，B 组为沉默 P75NTR 基
因转染组，C 组为 NGF 过表达基因转染组，D 组为

沉默 P75NTR 和 NGF 过表达双基因转染组。按照

转染复数为 50、总体积 2.5 mL，B、C、D 组分别添

加对应慢病毒 50 μL，48 h 后更换新鲜 L-DMEM 培
养液继续培养，隔日换液。7 d 后荧光显微镜观察

目的基因荧光蛋白表达情况。

1.2.3    Western blot 检测 P75NTR 和 NGF 蛋白表达

　BMSCs 同 1.2.2 方法分组处理，慢病毒转染后 7 d
加入 RIPA 裂解液裂解，4℃ 以 12 000 r/min 离心

30 min；取上清液蛋白，按照 BCA 蛋白定量法测量

蛋白，然后经电泳、转膜、牛奶孵育；加入

P75NTR、NGF 一抗工作液（1∶1 000），4℃ 封闭过

夜；加入对应二抗工作液（1∶8 000），以 GAPDH
为内参。以各条带灰度值与 GAPDH 灰度值的比值

表示各蛋白相对表达量。

1.2.4    CCK-8 法检测基因转染对 BMSCs 增殖活性

的影响　BMSCs 同  1.2.2 方法分组并转染后，于

37℃、5%CO2 恒温培养箱继续培养。每天每组加入

CCK-8 培养 4 h 后，酶标仪测量 490 nm 处细胞吸光

度（A）值。连续测量 8 d，绘制细胞生长曲线。

1.3    组织工程骨的构建及体内外检测

1.3.1    双基因转染 BMSCs 种植 DBM 的体外观察

　取第 3 代 BMSCs，调整细胞浓度为 1×105 个/mL，
参照 1.2.2 中转染条件，以沉默 P75NTR 和 NGF 过
表达双基因转染细胞；无菌条件下取出 DBM，L-
DMEM 培养液浸泡后转至上述细胞培养液中，培

养液刚浸过 DBM 为宜，37℃、5%CO2 恒温培养箱

继续培养。培养 7 d 取 DBM，倒置相差显微镜观察

细胞黏附情况；DBM 以 PBS 清洗 2 遍，戊二醛固

定 4 h，PBS 冲洗 30 min，梯度乙醇依次脱水 10 min，
60℃ 烘干 2 h，喷金镀膜，扫描电镜观察双基因转

染后 BMSCs 的形态和黏附情况，以空白 DBM 作为

对照。

1.3.2    组织工程骨构建　BMSCs 按 1.2.2 方法分组

并转染 3 d 后，将各组培养液换为成骨诱导液继续

培养 7 d。各组分别与 DBM 复合培养构建组织工

程骨，A 组为未转染  BMSCs-DBM，B 组为沉默

P75NTR 基因转染 BMSCs-DBM，C 组为 NGF 过表

达基因转染 BMSCs-DBM，D 组为沉默 P75NTR 和
NGF 过表达双基因转染 BMSCs-DBM。

1.3.3    动物皮下异位成骨模型构建　取 24 只 SD
大鼠分为 4 组，每组 6 只，腹腔注射 10% 水合氯醛

1 mL 麻醉后，备皮，聚维酮碘溶液消毒 3 遍后，切

开皮肤，取上述 A～D 组组织工程骨分别置于大鼠

背侧皮下组织，每只皮下埋植 2 个组织工程骨，缝

合皮肤，术后每天密切观察背部切口愈合情况和组

织工程骨的硬度。

1.3.4    HE 染色观察　术后 4、8 周各组各取 3 只大

鼠的组织工程骨，常规石蜡切片，部分切片行 HE
染色，倒置相差显微镜观察。

1.3.5    ALP 染色观察　取各组术后 8 周部分切片，

按照 ALP 试剂盒说明书，采用改良钙钴法[8-9]进行

ALP 染色，倒置相差显微镜观察。ALP 染色阳性表

达呈棕黑色，颜色越深，表示酶的活性越高。

1.3.6    实时荧光定量 PCR 检测成骨相关基因表达

　术后 8 周各组取 6 个组织工程骨，迅速置于经液

氮预冷的研钵中，反复研磨至粉末状，再将其移动

至预冷的匀浆器内，按照  Trizol  法提取细胞总

RNA，随后将 RNA 反转录为 cDNA。行成骨相关

基因 Runt 相关转录因子 2（Runt-related transcri-
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ption factor 2，Runx2）、ALP 和骨钙素（osteocalcin，
OCN）表达检测。引物序列见表  1。反应条件：

95℃、10 min；95℃、10 s，60℃、30 s，30 个循环。

进行熔解曲线分析和数据收集，采用 2－ΔΔCt 法计算

各基因相对表达量。

1.4    统计学方法

采用 SPSS20.0 统计软件进行分析。数据以均

数±标准差表示，组间比较采用单因素方差分析，

两两比较采用 LSD 检验；检验水准 α=0.05。

2    结果

2.1    沉默 P75NTR 联合 NGF 过表达双基因转染大

鼠 BMSCs 观测

2.1.1    基因转染大鼠 BMSCs 荧光表达检测　转染

7 d 荧光显微镜观察示，A 组未见荧光表达。B 组呈

红色荧光表达，C 组呈绿色荧光表达，D 组呈红绿

色复合荧光表达；B、C、D 组细胞形态良好，目的

基因荧光表达率可达 70% 左右。见图 1。
2.1.2    Western blot 检测 P75NTR 和 NGF 蛋白表达

　转染后 7 d，A、C 组 P75NTR 蛋白相对表达量显

著高于 B、D 组，差异有统计学意义（P<0.05）；A、

C  组间及  B、D  组间差异均无统计学意义（P >
0.05）。C、D 组 NGF 蛋白相对表达量显著高于 A、

B 组，差异有统计学意义（P<0.05）；A、B 组间及

C、D 组间差异均无统计学意义（P>0.05）。见图 2。
2.1.3    CCK-8 法检测基因转染对 BMSCs 增殖活性

的影响　随时间推移，各组细胞增殖活性均上升，

表 1    实时荧光定量 PCR 各基因引物序列及扩增产物长度

Tab.1    Primer sequence and product length of each gene in real-
time fluorescent quantitative PCR

基因
Gene

引物序列（5'→3'）
Primer sequence (5'→3')

扩增产物
长度（bp）
Product
length (bp)

Runx2 上游 ACTTCGTCAGCGTCCTATC
Forward
下游 ATCAGCGTCAACACCATC
Reverse

147

ALP 上游 CAGTGGTATTGTAGGTGCTGTGGT
Forward
下游 GACGGTGTCGTAGCCTTCTGG
Reverse

181

OCN 上游 TGAATGCGAGAAGGAGGAGT
Forward
下游 TGCTTGATGAAGACGAAGAGTT
Reverse

  81

GAPDH 上游 CGGAGTCAACGGATTTGGTAT
Forward
下游 AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA
Reverse

256

 

 
图 1     慢病毒转染 7 d 荧光表达观察（荧光显微镜×100）     a. A 组；b. B 组；c. C 组；d. D 组

Fig.1   Observation on fluorescence expression of lentivirus transfection for 7 days (Fluorescence microscope×100)     a. Group A;   b. Group
B;   c. Group C;   d. Group D
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图 2     Western blot 检测慢病毒转染后 7 d 各组细胞 P75NTR 和 NGF 蛋白表达     a. 电泳图　1：A 组　2：C 组　3：B 组　4：D 组；b.
各组 P75NTR 蛋白相对表达量；c. 各组 NGF 蛋白相对表达量

Fig.2   The expressions of P75NTR and NGF proteins detected by Western blot at 7 days after lentivirus transfection     a. Electrophoretic map
1: Group A　2: Group C　3: Group B　4: Group D;   b. Relative expression of P75NTR protein in each group;   c. Relative expression of NGF
protein in each group

中国修复重建外科杂志 2020 年 11 月第 34 卷第 11 期 • 1441 •

http://www.rrsurg.com 

http://www.rrsurg.com


其中 D 组上升最明显，3～8 d 细胞活性明显高于 A
组，差异有统计学意义（P<0.05）；B、C 组 5～8 d
细胞活性明显高于 A 组，差异有统计学意义（P<
0.05）。见图 3。

2.2    组织工程骨的构建及体内外检测

2.2.1    双基因转染 BMSCs 种植 DBM 的体外观察

　倒置相差显微镜观察示  BMSCs 黏附于  DBM
上。进一步扫描电镜观察示，对比空白 DBM，双基

因转染组 DBM 可观察到细胞无规则聚集在 DBM
支架孔隙间，细胞之间可互相重叠。见图 4。
2.2.2    HE 染色观察　术后 4 周，各组均可见纤维

组织和纤维细胞成束排列，伴有较多炎症细胞浸

润，主要为淋巴细胞，部分伴结缔组织坏死、组织

充血，可见较多红细胞。与 A、B、C 组比较，D 组
可见少量新骨组织形成，A、B、C 组间无明显差

异。术后 8 周，各组均可见新骨组织形成，其中 D
组新骨组织形成最多、最明显，可见骨陷窝；B、C
组相较于 A 组皆可见较多新骨组织形成。各组炎

症细胞较 4 周时吸收减少。见图 5。
2.2.3    ALP 染色观察　术后 8 周，各组均可见颜色

深浅不一的钙结节，D 组呈深棕色和深黑色，B、C
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图 3     CCK-8 法检测基因转染对各组 BMSCs 增殖活性的影响

Fig.3   Effect of gene transfection on proliferation of BMSCs in
   each group detected by CCK-8 method

 

 
图 4     双基因转染 BMSCs 种植 DBM 的体外观察     a. 倒置相差显微镜观察（×100）；b. 空白 DBM 扫描电镜观察（×2 000）；c. 双基因转

染组 DBM 扫描电镜观察（×2 000）

Fig.4   In vitro observation of double genes transfected BMSCs implanted with DBM     a. Inverted phase contrast microscope observation
(×100);   b. Scanning electron microscope observation of blank DBM (×2 000);   c. Scanning electron microscope observation of DBM in double
gene transfection group (×2 000)

 

 
图 5     各组皮下异位成骨 HE 染色观察（倒置相差显微镜×100）     从左至右依次为 A、B、C、D 组　a. 术后 4 周；b. 术后 8 周

Fig.5   HE staining observation of subcutaneous ectopic osteogenesis in each group (Inverted phase contrast microscope×100)     From left to
right for groups A, B, C, and D, respectively　a. At 4 weeks after operation;   b. At 8 weeks after operation
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组呈大量棕色，A 组钙结节较少、呈较浅棕色。表

明 D 组 ALP 活性最高，有更好的成骨表达。见图 6。
2.2.4    实时荧光定量 PCR 检测成骨相关基因表达

　与 A 组比较，B、D 组 Runx2 mRNA 相对表达量

显著升高，B、C、D 组 ALP mRNA 相对表达量显著

升高，D 组 OCN mRNA 相对表达量显著升高，差

异均有统计学意义（P<0.05）；其余各组间比较各

基因相对表达量差异均无统计学意义（P>0.05）。

见图 7。

3    讨论

组织工程骨的构建是骨组织工程最基础的研

究。通过皮下异位成骨的实验研究，初步探讨组织

工程骨的成骨能力，可为其用于临床治疗骨缺损提

供理论依据[10]。BMSCs 具有来源丰富、取材方便、

多向分化、免疫原性低以及强大的自我更新能力，

在一定条件下可以分化为成骨细胞、软骨细胞、脂

肪细胞、神经细胞等，目前主要用于抗炎修复、细

胞移植、基因治疗和骨组织工程等方面。近年文献

报道，神经因子对骨折愈合起着重要作用，神经因

子可影响机体反应，从而调节细胞的增殖、迁移、

分化以及凋亡。NGF 是一种常见的神经营养因子，

具有促进骨痂生成和骨折愈合的作用，NGF 通过促

进突触发育，在骨折局部营养神经的再生，以及调

节多种神经肽类的释放，增强局部血供，从而促进

成骨作用[7, 11]。

P75NTR 抑制骨组织修复的表现在于，首先，

P75NTR 表达升高能抑制四肢血管、肺血管和视网

膜血管的再生，从而影响骨折愈合[12-14]。其次，骨折

不愈合局部 P75NTR 表达升高，可通过下调丝氨酸

蛋白酶、组织型纤溶酶原激活物和上调纤溶酶原激

活物抑制剂 1 限制纤维蛋白的降解，阻碍骨折愈

合[15-16]。同样，本课题组前期研究发现，在骨折不愈

合处 P75NTR 处于一种高表达状态，分析 P75NTR
与骨折不愈合相关[17]。慢病毒构建过表达 P75NTR
转染 BMSCs 的体外成骨分化实验研究发现，过表

达 P75NTR 可抑制 BMSCs 成骨分化，具有成骨抑

制作用[18]。因此，P75NTR 通过抑制纤维蛋白的降

解和新生血管的生成，从而起到抑制成骨作用，导

致骨折不愈合[19-21]。P75NTR 发挥该作用的机制主

要与 P75NTR 介导的细胞凋亡有关，P75NTR 通过

NF-κB、JNK-p53-Bax 及神经酰胺 3 条通路介导细胞

凋亡[22-24]。因此，理论上 P75NTR 可以诱导靶细胞

死亡，抑制 P75NTR 可以有效减少细胞凋亡，提高

细胞的活性，使其更好地向成骨定向分化。

本研究首先通过慢病毒介导沉默 P75NTR 基
 

 
图 6     各组皮下异位成骨 ALP 染色观察（倒置相差显微镜×100）     a. A 组；b. B 组；c. C 组；d. D 组

Fig.6   ALP staining of subcutaneous ectopic osteogenesis in each group (Inverted phase contrast microscope×100)     a. Group A;   b. Group
B;   c. Group C;   d. Group D
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图 7     实时荧光定量 PCR 检测各组成骨相关基因表达     a. Runx2；b. ALP；c. OCN

Fig.7   The expression of osteogenesis related genes detected by real-time fluorescent quantitative PCR     a. Runx2;   b. ALP;   c. OCN
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因、NGF 过表达基因、沉默 P75NTR 和 NGF 过表达

双基因转染 BMSCs，荧光显微镜和 Western blot 初
步检测了相关目的基因荧光度和蛋白的表达；

CCK-8 法检测转染后细胞活性变化，显示双基因转

染后可显著促进细胞增殖能力。ALP 是一种成骨

标志物，广泛存在于机体各种组织细胞中，如肝

脏、血管、卵巢等处，改良钙钴法可根据沉淀颜色

评价酶活性，随着成骨分化作用的增强，硫化钴沉

淀颜色越深，其酶活性也越高[8-9]。本研究通过 HE
染色及 ALP 染色发现，双基因转染组在局部有更

多新骨组织表达和钙结节沉积。最后，通过实时荧

光定量 PCR 检测示，双基因转染组成骨相关基因

Runx2、ALP 和 OCN mRNA 相对表达量均明显高

于未转染组。从上述结果分析，双基因转染比未转

染组具有更强的促成骨能力。

综上述，沉默 P75NTR 联合 NGF 过表达双基

因共转染 BMSCs 复合 DBM 构建组织工程骨，具有

良好的异位成骨能力，通过提高 NGF 的水平、关闭

P75NTR 凋亡通道，不仅可以提高细胞活性，还能

更好促进骨组织再生。P75NTR 和 NGF 双基因促

进成骨的效果对比单基因更为明显，二者可以形成

一种良好的复合因子，有助于提高细胞活性，具有

良好的成骨作用，为骨组织工程治疗骨缺损提供了

新思路和理论依据。
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