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【摘要】　目的　研究人白细胞介素 1受体拮抗剂 (hIL-1ra)基因转染人胚颞颌关节软骨细胞的方法和表达。方法

　分离培养人胚颞颌关节软骨细胞 ,将 hIL-1ra基因以阳离子脂质体 Lipefectine介导进行基因转染 ,免疫细胞化学染色

和 ELISA法检测转染细胞中 hIL-1ra蛋白的表达。结果　使用阳离子脂质体介导 hIL-1ra基因转染人胚颞颌关节软骨

细胞 ,免疫细胞化学染色 hIL-1ra蛋白呈阳性表达 ,瞬时转染和稳定转染时 ,转染细胞胞浆内和培养基上清液中均有目

的基因的表达 ,与未经转染的对照组存在显著性差异 ( P < 0101)。结论　体外实验证实脂质体介导 hIL-1ra基因转染

方法切实可行 ,为今后颞颌关节骨关节病的基因治疗提供了依据。
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【Abstract】　Objective　The purpose of this study was to investigate methods and expression of the recombinant human inter2
leukin-1 receptor antagonist gene transfected into chondrocytes of temporomandibular joints (TMJ) . Methods　Chondrocytes derived

from the TMJ of 5～7 months old human fetus were transfected by recombinant human interleukin-1 receptor antagonist gene via cat2
ionic liposome (Lipefectine) as a medium. The expressing level of hIL-1ra protein was detected using immunocytochemistry and enz2
yme-linked immunosorbent assay ( ELISA) . Results　The positive results of the immunocytochemistry were found. The positive ex2
pression was detected in the cell plasma and the cell culture supernatant , and there was significant difference between the cells with

and without gene transfection ( P < 0. 01) . Conclusion 　This feasible method provides experimented evidence for the future gene

therapy of temporomandibular joint osteoarthrosis.
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　　颞颌关节骨关节病 (temporomandibular joint osteo2
arthrosis ,TMJOA)是一种以关节软骨的进行性耗损为

特征的关节退行性疾病 ,是口腔颌面外科的一种常见

病和多发病。目前临床采用的局部药物注射治疗和

手术治疗的方法 ,效果均不能令人满意。实验证明 ,

白细胞介素-1 (interleukin-1 , IL-1)具有促进软骨基质

降解和关节软骨破坏的功能 ,对 TMJOA发生发展起

着重要的作用 1 。白细胞介素 1 受体拮抗剂 ( inter2
leukin-1 receptor antagonist , IL-1ra)是 IL-1的天然拮抗

剂 ,是从单核细胞中纯化出来的一种分子量约 23～

25 kD的糖基化蛋白 ,能与 IL-1竞争性地结合 IL-1受

体 ,阻断 IL-1的作用 ,其结合不引发任何机体不良反

应 2 。因此 ,通过特定载体 ,将人白细胞介素 1 受体

拮抗剂 (hIL-1ra)基因转移到颞颌关节中 ,使该基因在

关节内长期稳定地大量表达 ,产生 hIL-1ra 蛋白可以

阻断病理状态下产生的 IL-1 的破坏作用 ,从而减轻

TMJOA患者的临床症状 ,将有益于 TMJOA 的治疗。

本实验用阳离子脂质体 Lipefectine 介导 hIL-1ra 基因

转染人胚颞颌关节软骨细胞 ,旨在研究这种方法的可

行性 ,以期为 TMJOA的基因治疗提供实验依据。

1　材料和方法

1. 1　主要材料和仪器

Ⅱ型胶原酶及胰蛋白酶 (Sigma公司 ,美国) ,DMEM培养

基及 G418 ( Gibco公司 ,美国) ,脂质体转染试剂 Lipefectine ( In2

vitrogen公司 ,美国) ,6孔培养板 (Falcon公司 ,美国) , IL-1ra山

羊抗人单克隆抗体 (Santa Cruz公司 ,美国) ,ELISA试剂盒 (Bio2
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source公司 ,比利时) ,感受态大肠肝菌 JM109 (TaKaRa Biotechn2
ology Co. Ltd ,美国) , 质粒抽提试剂盒 (上海华舜生物工程有

限公司) ,hIL-1ra基因由四川大学华西口腔医学院田薇博士构

建并惠赠。

NUAIRE超净工作台 (Nuaire 公司 ,美国) ,倒置相差显微

镜 (Olympus公司 ,日本) , HTS7000 Plus微型紫外荧光Π可见光

高效分析仪 (PE公司 ,美国)。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　hIL-1ra 基因质粒扩增方法 　参照《分子克隆实验指

南》3 ,制备感受态大肠肝菌 JM109 ,先将质粒转化 ,酶切 ,小量

提取鉴定。然后大量抽提质粒 ,纯化 ,测定 OD260ΠOD280在 118

～210之间 ,-20℃储存备用。

1. 2. 2　人胚颞颌关节软骨细胞的分离培养　取自愿节育的 5

～7月龄经水囊引产的胚胎 ,参照文献方法 4 ,于无菌条件下

切取胚胎双侧颞颌关节髁状突软骨 ,机械分离至 1 mm3 大小 ,

加入 4～5倍量的 0125 %胰蛋白酶 ,于 37℃消化 30 min ,换用 4

～5倍量的 012 %的Ⅱ型胶原酶 ,37℃消化 3～5 h ,收集细胞悬

液 ,置于 37℃,5 %CO2 恒温培养箱中培养。

1. 2. 3　阳离子脂质体介导 hIL-1ra基因转染人胚颞颌关节软

骨细胞　将人胚颞颌关节软骨细胞原代培养第二代的细胞接

种至 6孔板中 ,24 h后细胞汇集达 60 %～70 %时即可进行转

染。按照 Lipefectine说明书中贴壁细胞转染法 ,以脂质体ΠDNA

比例 (μlΠμg) 2∶1混合复合物 ,进行转染 , 对照组不加入转染复

合物。定时在倒置显微镜下观察细胞转染情况 ,3～4 h后终

止转染 ,加入含小牛血清的 DMEM培养基 ,在 37℃,5 % CO2

恒温培养箱中继续培养。48 h后 ,收获瞬时转染的细胞悬液

及上清液 ,-20℃冻存。部分细胞更换含 015 mgΠml G418的培

养液进行筛选 ,待对照组的细胞绝大部分死亡时 ,将 G418浓

度降为 012 mgΠml继续培养 ,适时收获稳定转染的细胞悬液及

上清液 ,-20℃冻存。细胞悬液经反复冻融 3～4次 ,形成细胞

冻融液。

1. 2. 4　转染细胞免疫细胞化学染色 　预先放置盖玻片于 6

孔板中 ,接种软骨细胞制成细胞爬片 ,按上述方法进行转染。

继续培养 48 h后 ,取出细胞爬片 ,丙酮固定 5～10 min ,用LsAB

免疫细胞化学染色法染色 ,一抗为 IL-1ra羊抗人单克隆抗体 ,

二抗为生物素标记兔抗羊抗体 ,在显微镜下进行观察并照相

记录 ,以未经传染的细胞为对照。

1. 2. 5　转染细胞中 hIL-1ra蛋白表达量的测定　用双抗体夹

心 ELISA法 ,按试剂盒说明书操作 ,检测细胞冻融液和细胞培

养液中 hIL-1ra蛋白的含量。

1. 3　统计学分析

转染和未转染的细胞冻融液和细胞培养液中 hIL-1ra 蛋

白的含量数值用 SPSS1010统计软件包进行配对 t检验。

2　结　　果

2. 1　脂质体介导的基因转染

在转染过程中 ,镜下可见细胞发生形态及结构上

的破坏 ,如细胞变形、皱缩、折光性下降 ,细胞液中可

见黑色的细胞碎屑。在对转染细胞进行筛选时 ,对照

组细胞及不稳定转染的细胞因不能抵抗 G418的筛选

作用 ,在 7～10 d内死亡 ,而稳定转染的细胞由于染

色体上具有源自质粒的 neo 基因 ,可对抗 G418的毒

性 ,因而逐步形成抗性细胞克隆 ,其生长速度较正常

细胞缓慢。

2. 2　hIL-1ra基因在转染细胞胞浆中的表达

免疫细胞化学染色观察 ,转染细胞中见细胞浆内

分布着棕黄色颗粒的阳性结果 (见图 1) ,未转染的细

胞则呈阴性结果。

图 1　转染 hIL-1ra基因后 ,软骨细胞中出现了棕黄色产物　LsAB

　×200

Fig 1　The brown IL-1ra protein appeared in the cells transfected　LsAB

　×200

2. 3　hIL-1ra蛋白表达量的检测

ELISA测定转染和未转染的细胞冻融液和细胞

培养液中 hIL-1ra蛋白的含量见表 1 ,转染组细胞培养

液和细胞冻融液中 hIL-1ra蛋白表达量均显著高于对

照组 ( P < 0101) 。
表 1　经 hIL-1ra 基因转染的 TMJ软骨细胞中 hIL-1ra
蛋白表达量测定结果( �x±s , pgΠml , n = 4)

Tab 1　The expressing level of hIL-1ra protein in the trans2
fected cell( �x±s , pgΠml , n = 4)

　　　组别 　　转染细胞组 未转染细胞组

瞬时转染细胞上清液 　233. 743±13. 594 0 3
瞬时转染细胞冻融液 1113. 040±30. 398 0 3
稳定转染细胞上清液 74. 813±2. 375 0 3
稳定转染细胞冻融液 1051. 829±19. 859 0 3

3 由于其含量过低 ,ELISA法检测认定为“0”值

3　讨　　论

TMJOA是临床的一种常见疾病 ,多发生于中老

年患者 ,表现为关节软骨的耗损破坏 ,骨赘形成 ,滑膜

炎症及软骨下骨的改建等 ,是一系列生化因素和机械

因素共同作用的结果 5 。研究 6 表明 ,一些细胞因子

和生长因子在关节软骨和滑膜的正常结构及功能的

维持方面起着重要作用 ,其中 IL-1 可通过 IL-6 介导
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抑制软骨细胞蛋白多糖的合成 ,促进基质微分子降解

及金属蛋白酶的合成 ,从而导致基质降解 ,软骨破坏

等。所以 ,消除 IL-1对关节软骨的破坏作用 ,对于减

轻 TMJOA的临床症状及促进其治疗是非常有效的。

TMJOA的传统治疗方法 ,虽均有一定效果 ,但各

有其局限性 :手术治疗则不能解决关节软骨的生理性

修复问题 ,也不能改变关节软骨随病程发展被进一步

破坏的结局 ;全身用药 ,到达关节腔的药物量少 ,而全

身的器官组织均暴露于药物的副作用下 ;关节腔内直

接注射药物如 IL-1 拮抗剂蛋白等 ,虽可取得一定疗

效 ,但药物会很快被降解清除 ,存在着疗效持续时间

的限制 ,反复注射不但药物价格昂贵 ,使患者难以承

受 ,而且增加了关节感染的机会。而采用基因治疗 ,

则可以克服以上治疗方法的种种弊端。即通过特定

载体介导 ,用有治疗作用的基因转染 TMJ 软骨细胞

和滑膜细胞 ,通过基因蛋白表达产物长期持续地拮抗

相关致病因子的作用 ,而达到延缓病程进展 ,促进组

织修复 ,促进 TMJOA的预防和治疗的作用。当前 ,对

大骨关节病的基因治疗研究较多 ,hIL-1ra 离体基因

转移实验在国外已进入人类大骨关节疾病治疗的临

床试验阶段 7 ,8
,而对于 TMJOA的基因治疗还少有报

道。本实验采用阳离子脂质体 Lipefectine 介导 hIL-

1ra基因转染人胚颞颌关节软骨细胞 ,经 G418筛选获

得稳定转染的细胞 ,经免疫细胞化学染色和 ELISA法

对转染细胞内外 hIL-1ra蛋白的表达进行了定性及定

量的分析研究 ,表明外源性基因 hIL-1ra 在导入 TMJ

关节软骨细胞后具有转录和翻译活性 ,并有一定数量

的表达。这些结果表明了以 hIL-1ra基因作为治疗基

因 ,软骨细胞作为靶细胞 ,对 TMJOA进行基因治疗具

有良好的应用前景 ,为进一步的动物实验和临床试验

提供了实验依据。

基因治疗中 ,载体的选择非常重要。目前常用的

有两类载体 ,即病毒载体和非病毒载体。病毒载体转

染效率虽高 ,但安全性有一定缺陷 ,如使用逆转录病

毒可能会产生与病毒相关的毒性作用 ,包括辅助病毒

复制以及发生插入性基因突变 ;而腺病毒载体使用时

间长了会刺激免疫介导的感染细胞破坏 ,容易诱发炎

症反应 ,导致破坏性的细胞免疫应答 9 ,10 。目前国外

对于骨关节病的基因治疗研究中 ,较多采用的就是病

毒载体进行体外转染 ,即将治疗基因用病毒载体包

裹 ,转染体外培养的细胞后 ,再将能表达治疗基因的

细胞注射到关节内 ,以达到基因治疗的目的 5 ,8 ,9 。这

种方法将有关病毒的操作部分放在体外进行 ,提高了

安全性 ,且容易控制效果 ,但步骤多 ,技术复杂 ,费用

昂贵 ,不宜于大量推广应用。非病毒载体转染效率较

病毒载体低 ,但操作简便 ,相对安全 ,而且采用体内一

步转染方法 ,可以将治疗基因与载体混和注射到关节

腔内 ,可达到治疗基因在关节内直接表达的目的 ,所

以具有较好的发展前景。本实验所采用的脂质体载

体 ,是目前应用较广泛的一种非病毒载体 ,其介导机

制在于通过脂质体所带的正电荷与带负电荷的质粒

DNA结合形成复合物 ,利用与细胞膜相似的磷脂双

分子层结构 ,与细胞膜融合并将 DNA转入细胞。同

其它载体相比 ,该载体具有制备简单 ,毒性低 ,包装容

量大 ,可保护 DNA 免受核酸酶的降解 ,用它包装的

DNA在 4℃可长期保存而不失活的优点。从本实验

来看 ,通过对影响脂质体转染效率的一些因素 :如脂

质体和 DNA浓度比 ;细胞的生长状况和密度 ; DNA

的纯度 ;培养基中的血清和双抗 ;细胞在脂质体—

DNA复合物中的暴露时间等进行严格控制和充分优

化 ,可以有效地提高脂质体介导的基因转染效率 ,使

其更好地在基因治疗中应用。
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