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ｕＰＡｓｉＲＮＡ重组慢病毒载体感染兔软骨细胞对ｕＰＡ和

ＭＭＰ３表达的影响
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　　摘　要：目的　靶向特异尿激酶型纤溶酶原激活物（ｕＰＡ）ｓｉＲＮＡ慢病毒表达载体并加载绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）后转染软骨细

胞，观察其对软骨细胞表达ｕＰＡ和基质金属蛋白酶３（ＭＭＰ３）的影响。方法　培养软骨细胞并根据实验分为实验组（转染ｕＰＡ

ｓｉＲＮＡ慢病毒载体）、空载体组（转染空慢病毒载体）、空白对照组（未进行任何处理）和 ＴＩＭＰ组（加载 ＭＭＰ特异性抑制剂

ＴＩＭＰ）。实验组：ｕＰＡｓｉＲＮＡ序列经慢病毒包装并加载ＧＦＰ，通过Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染入兔软骨细胞；空载体组：将慢病毒载

体通过Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染入兔软骨细胞；空白对照组正常培养软骨细胞；药物对照组：培养基中加特异性 ＭＭＰ抑制剂。所

有细胞培养９６ｈ后应用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法分别检测软骨细胞ｕＰＡｍＲＮＡ、

ＭＭＰ３ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平。结果　慢病毒载体可成功转染到原代软骨细胞中，在感染复数（ＭＯＩ）为１００时转染率达到

８５％以上。实验组ｕＰＡｍＲＮＡ、ｕＰＡ蛋白和 ＭＭＰ３ｍＲＮＡ及 ＭＭＰ３蛋白的表达水平显著低于空载体组和空白对照组（犘＜

０．０１），而与药物干预组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ｕＰＡｓｉＲＮＡ慢病毒载体负载ＧＦＰ可稳定转染软骨细胞并高效抑

制ｕＰＡ基因、蛋白表达，同时对 ＭＭＰ３基因、蛋白表达也呈现高效抑制作用。抑制ｕＰＡ的水平可降低显著 ＭＭＰ３表达。
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种以关节软骨退行性改

变和软骨下骨代谢异常为主要病理特征，伴随有关节周围骨赘

形成、关节周围软组织挛缩、关节滑膜炎性反应的关节疾患，其

以关节疼痛、功能障碍为主要临床表现［１］。目前研究表明，ＯＡ

２９８１ 重庆医学２０１４年５月第４３卷第１５期
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病变与老龄、性别、肥胖、创伤、遗传等多因素有关，但是软骨组

织的降解大于合成造成软骨渐进性退变是其最基本的病理改

变［２］。在软骨降解过程中，尿激酶型纤溶酶原激活物（ｕｒｏｋｉ

ｎａｓｅｔｙｐｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ｕＰＡ）和基质金属蛋

白酶３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ３）发挥着极其重要的

作用［３４］。有研究表明，ｕＰＡ可激活软骨组织及滑膜组织分泌

的无活性的前体 ＭＭＰ３（ＰｒｏＭＭＰ３），然后同活性 ＭＭＰ３

共同作用于软骨组织中胶原蛋白的裂解，因此，抑制软骨组织

及滑膜组织表达ｕＰＡ可能是ＯＡ防治的一个途径
［５］。目前，

较为成熟的ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技术可抑制靶基因的表达而达

基因沉默效应。但通过ＲＮＡｉ技术抑制ｕＰＡ间接降低 ＭＭＰ

３表达的研究尚未见文献报道。本课题组在筛选ｕＰＡｓｉＲＮＡ

靶向序列的基础上，通过慢病毒包装并加载ＧＦＰ，观察其感染

软骨细胞后对细胞表达ｕＰＡ、ＭＭＰ３基因和蛋白的影响，以

期为进一步研究ｕＰＡ 在 ＯＡ 病变中的防治作用提供实验

依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　２月龄新西兰兔购自新疆医科大学实验动

物中心，ｕＰＡｓｉＲＮＡ序列由本实验室保存。ＬｅｎｔｉｖｉｒｕｓＮＣ病

毒液 和 ｐＧＬＶＨ１ＧＦＰ＋Ｐｕｒｏ 载 体 购 自 上 海 吉 玛 公 司。

犅犪犿ＨＩ、犈犮狅ＲＩ 内 切 酶 购 自 ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ 公 司，Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂、Ｔｒｉｚｏｌ试剂、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基均

购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。Ｔａｑ酶、质粒抽提试剂盒购自Ｔａｋａｒａ公

司，ｕＰＡ和 ＭＭＰ３抗体均购自Ａｂｃａｍ公司。引物合成：采用

Ｏｌｉｇｏ６．０软件设计ｕＰＡ、ＭＭＰ３及内参基因βａｃｔｉｎ检测引

物，由上海生工生物技术有限公司合成。

１．２　方法　取原代生长良好的兔膝关节软骨细胞以每孔

１．２×１０４ 个细胞传代接种于２４孔培养板中进行常规培养，当

软骨细胞汇合至５０％以上时，按照感染复数（ＭＯＩ）值为１、１０

和１００的病毒细胞比加入慢病毒颗粒液，共同培养９６ｈ后在

荧光显微镜下观察ＧＦＰ的表达情况，确定最佳 ＭＯＩ值。并用

图像分析软件ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０分析病毒转染效率。

　　根据实验以最佳 ＭＯＩ值的ｕＰＡｓｉＲＮＡ转染组设立为实

验组（转染ｕＰＡｓｉＲＮＡ慢病毒载体），同时设立不加病毒的空

白对照组（未进行任何处理）、空载体组（转染慢病毒载体）和药

物干预组［加载 ＭＭＰ特异性抑制剂（ＴＩＭＰ）］。实验组：ｕＰＡ

ｓｉＲＮＡ序列经慢病毒包装并加载 ＧＦＰ，通过 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００转染入兔软骨细胞；空载体组：将慢病毒载体通过Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染入兔软骨细胞；空白对照组正常培养软骨

细胞；药物对照组：给予特异性 ＭＭＰ抑制剂。所有细胞培养

９６ｈ后应用实时定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ法分别检测软骨细胞ｕＰＡｍＲＮＡ、ＭＭＰ３ｍＲＮＡ和蛋白

的表达水平。ＰＣＲ产物经２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳分离，应用

ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统照相，以及 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析图

像，ｍＲＮＡ的相对表达量以扩增产物条带的光密度值与βａｃ

ｔｉｎ条带吸光度值之比值表示。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ经Ｘ线片在凝胶

成像系统扫描，采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析图像，以 ＧＡＰＤＨ

作为内参。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析和狋检验，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　慢病毒转染效率的检测　利用倒置荧光显微镜观察４个

序列慢病毒载体在不同 ＭＯＩ时对２９３Ｔ细胞和软骨细胞的转

染效率。随着 ＭＯＩ的增加，慢病毒的转染效率也随之增加，当

ＭＯＩ为１００时，转染效率可达８５％以上，符合后续实验要求，

见图１。

２．２　软骨细胞ｕＰＡｍＲＮＡ和 ＭＭＰ３ｍＲＮＡ检测　应用相

对ＲＴＰＣＲ以βａｃｔｉｎ作为内参照，实验结果采用标准曲线分

析法进行数据分析。结果显示，实验组ｕＰＡｍＲＮＡ和 ＭＭＰ３

ｍＲＮＡ表达水平显著降低，而空载体组、空白对照组和ＴＩＭＰ

组ｕＰＡｍＲＮＡ、ＭＭＰ３ｍＲＮＡ表达量较高（Ｐ＜０．０１）。空载

体组与空白对照组间ｕＰＡｍＲＮＡ、ＭＭＰ３ｍＲＮＡ表达比较，

差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图２。

图１　　慢病毒在不同 ＭＯＩ值下转染２９３Ｔ细胞、软骨细胞７２ｈ后的荧光图（免疫荧光法，×２００）

２．３　软骨细胞ｕＰＡ和 ＭＭＰ３蛋白检测　实验组ｕＰＡ 和 ＭＭＰ３蛋白表达水平显著降低，而空载体组和空白对照组
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ｕＰＡ、ＭＭＰ３蛋白表达量较高（犘＜０．０１），实验组与ＴＩＭＰ组

之间ｕＰＡ蛋白表达差异有统计学意义（犘＜０．０１），而 ＭＭＰ３

蛋白表达无明显差异统计学意义（犘＞０．０５），表明抑制ｕＰＡ表

达可降低 ＭＭＰ３蛋白表达水平，而 ＴＩＭＰ对ｕＰＡ表达无影

响，见图３、４。

图２　　ｕＰＡＰＣＲ扩增曲线及转染后软骨细胞ｕＰＡ、ＭＭＰ３基因表达水平

　　１：ＴＩＭＰ组；２：ｕＰＡＶＴＩＭＰ组；３：实验组；４：空载体组；５：生理盐

水组；６：空白对照组。

图３　　ｕＰＡ蛋白表达水平

　　１：ＴＩＭＰ组；２：ｕＰＡＶＴＩＭＰ组；３：实验组；４：空载体组；５：生理盐

水组；６：空白对照组。

图４　　ＭＭＰ３蛋白表达水平

３　讨　　论

随着社会老龄化的加重及人口平均寿命的延长，ＯＡ已经

成为严重影响中老年生活质量的疾病之一。研究表明，ＯＡ以

关节软骨组织的退行性改变伴随有关节周围新生骨的形成为

病理特点，以关节疼痛、功能障碍为临床表现，在ＯＡ病变过程

中，软骨下骨也出现骨硬化、骨质疏松等代谢异常表现，其复杂

的病理表现给ＯＡ的病因学研究带来了一定的困难。目前，人

们普遍认为ＯＡ病理变化涉及软骨组织、软骨下骨及滑膜在内

的所有关节结构部分，是组织创伤、代谢、基因、遗传和免疫等

多因素作用的结果［２］。但是其最根本的病理变化是关节软骨

组织的降解大于合成，软骨组织渐进性退化后出现关节疼痛、

关节狭窄、关节畸形及功能障碍。在软骨组织的降解过程中，

ＭＭＰｓ由于其能广泛的降解胶原而发挥着主要的作用。

ＭＭＰｓ家族中对胶原裂解起重要的作用的酶是 ＭＭＰ３和

ＭＭＰ１３，但是在软骨组织收到内源性或外源性刺激后，软骨

细胞和滑膜细胞首先分泌的是没有活性的ＰｒｏＭＭＰｓ，Ｐｒｏ

ＭＭＰｓ系统在ｕＰＡ激活ＰｒｏＭＭＰ３为活性的 ＭＭＰ３后出

现瀑布样阶联放大效应，大量 ＭＭＰｓ被激活从而参与软骨组

织的降解过程［６７］；而在关节组织中存在天然ＴＩＭＰ，其可抑制

家族的裂解胶原功能，通常二者保持平衡状态，共同调节细胞

外基质的降解与合成代谢。但是当内源性和外源性刺激物持

续存在的情况下，ＭＭＰｓ的分泌多于ＴＩＭＰ从而出现细胞外

基质的降解过程。已有的文献证实［１，８１０］，软骨细胞和滑膜细

胞分泌的ｕＰＡ在ＯＡ早期病变中起着至关重要的作用，其不

但可以促进滑膜组织大量分泌ＩＬ１β和ＴＮＦα，后者参与滑膜

炎性反应加重软骨降解代谢过程；也可以直接作用于软骨细胞

外基质的降解；尤为重要的是ｕＰＡ可以激活 ＭＭＰ３酶原，使

其活化为活性增强２０倍的蛋白降解酶，促进软骨组织胶原的

降解，而 ＭＭＰ３作为最好的催化剂，激活ＰｒｏＭＭＰ１，２，１３

等共同参与软骨组织的降解过程。因此，通过抑制滑膜组织和

软骨组织中ｕＰＡ的表达，可改善软骨组织中的降解性代谢过

程，从而达到缓解或者改善ＯＡ早期软骨组织的病理变化。

ＲＮＡｉ技术是近年来发展起来的高效基因沉默技术，当内

外源性双链ＲＮＡ进入细胞后可引起与其同源的 ｍＲＮＡ特异

性降解，进而抑制相应基因表达，是一种简单高效的代替基因

敲除的新兴生物技术。目前，已经在基因功能的研究及部分基

因治疗方面发挥了重要的作用［１１１２］，研究证实ＲＮＡｉ基因沉默

效果显著，应用微量的ｓｉＲＮＡ即可使其编码致病基因产物的

含量降低９０％以上，一定条件下甚至可达到基因完全敲除的

效果。但目前研究的难度是ＲＮＡｉ表达载体在目的细胞中的

转染，现有的化学方法、电转染、腺病毒载体法等均有转染效率

低，转染稳定性差等问题。而慢病毒载体能够成功克服上述问

题，可高效转染宿主细胞，尤其是对原代细胞和悬浮细胞等不

易感染的细胞亦有较高的转染效率，且转染稳定，目的基因长

时间沉默，能持久的发挥ＲＮＡ干扰效应
［１３１４］。笔者构建的靶

向ｕＰＡｓｉＲＮＡ慢病毒表达载体，转染软骨细胞的效率高达

８５％，为进行ＯＡ病理机制与治疗等相关研究的奠定了重要

基础。

Ｓａｔｏ等
［１０］研究证实，通过抑制组织中ｕＰＡ的水平，可间

接降低 ＭＭＰ３的表达，从而减缓细胞外基质的降解过程。

Ｋｏｒｓｈｕｎｏｖ等
［１５］研究也表明，ｕＰＡ可快速高效激活ＰｒｏＭＭＰ
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３为活性的 ＭＭＰ３，ＭＭＰ３又可快速激活ＰｒｏＭＭＰ９，大量

ＭＭＰ３，９又可刺激细胞分泌更多的ｕＰＡ，从而在细胞外基质

降解病理过程中形成一个恶性循环，通过早期干预，抑制ｕＰＡ

的表达水平，可显著减缓组织胶原的降解。笔者前期构建了靶

向ｕＰＡｓｈＲＮＡ序列并进行慢病毒包装，本研究在进行慢病毒

包装时加载了ＧＦＰ，转染软骨细胞后观察不同分组之间ｕＰＡ、

ＭＭＰ３基因和蛋白的表达水平，结果显示ｕＰＡｓｉＲＮＡ慢病毒

载体可高效转染软骨细胞，其可显著抑制ｕＰＡ、ＭＭＰ３基因

和蛋白的表达水平，而同期应用 ＭＭＰ３抑制剂 ＴＩＭＰ后，其

只抑制了 ＭＭＰ３蛋白的表达，对ｕＰＡ、ＭＭＰ３基因和ｕＰＡ

蛋白的表达未产生任何影响，进一步表明沉默ｕＰＡ在 ＯＡ病

变早期基因治疗中的价值，也间接证明ｕＰＡ作为调控 ＭＭＰ３

表达的上游因子，在 ＭＭＰ３相关分子信号通路中发挥着极其

重要的作用。笔者后续将通过动物实验进一步验证此项研究

结果，为进一步研究ｕＰＡ基因在 ＯＡ病变中的作用机制及其

治疗作用奠定实验基础。
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