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转ＧＧＣＸ基因治疗兔骨性关节炎的体外实验研究
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　　［摘要］　目的　探索ＧＧＣＸ基因对兔骨性关节炎软骨细胞ＭＭＰ１３的影响及其在兔骨性关节炎软骨退变中的作用。方法　

取体质量（２．０±０．２）ｋｇ日本大耳兔６只，随机分为３组，每组设立一只对照兔，分别在２、４、６周使用膝前交叉韧带切断术构建模

型，６周后模型兔构建成功，分离关节软骨，经消化分离后将软骨细胞接种到６孔细胞培养板，将软骨细胞分为空白组、阴性对照

组（转染不含ＧＧＣＸ基因慢病毒）、转染组（转染含 ＧＧＣＸ基因慢病毒）３组。转染组则均以Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００为转染媒介。

用ＰＣＲ法及蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＧＧＣＸ和 ＭＭＰ１３的表达。结果　转染组ＧＧＣＸ有较高的表达水平；转染组

ＭＭＰ１３的表达水平降低，且二者与空白组及阴性对照组比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＧＧＣＸ基因过表达可明

显降低其软骨细胞 ＭＭＰ１３的表达，为将基因治疗运用于体外骨性关节炎提供实验基础。
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ｌｅｖｅｌｏｆＧＧＣＸｉｎｃｒｅｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅＭＭＰ１３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｄｃｒｅｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＧＣＸｇｅｎｅｃａｎｏｂ

ｖｉｏｕｓｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ１３，ｉｔｐｒｏｖｉｄｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｂａｓｉｓｆｏｒｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓｏｆｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｃａｒｔｉｌａｇｅ，ａｒｔｉｃｕｌａｒ；ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ＧＧＣＸｇｅｎｅ；ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎｉｎａｓｅｓ１３

　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是最为常见的关节炎之一，

尤以中老年发病最多［１］。骨关节炎的核心是关节面软骨的退

行性改变，会造成相应的关节骨质、关节囊、滑膜及关节的其他

结构的累及，为慢性、无菌性、进行性侵犯关节的疾病，目前国

内外仍未见满意的治疗方法［２］。目前基因转移技术已较为成

熟，能作用于靶细胞使其表达软骨生长调控因子，使之能够有

效促进软骨生长及基质的合成［３］。近些年来，国内外开始出现

用基因来进行基因治疗的新方法，但使用γ谷氨酰基羧化酶

（ＧＧＣＸ）转基因治疗 ＯＡ的实验研究并未见报道。本研究即

通过观察 ＧＧＣＸ 基因转染的兔骨性关节炎软骨细胞中

ＭＭＰ１３的表达及其在ＯＡ治疗中的作用，为ＯＡ基因治疗方

面提供新的思路及对策。

１　材料与方法

１．１　实验动物　３个月龄大小的健康雄性日本大耳白兔６

只，体质量约（２．０±０．２）ｋｇ，南昌龙平兔业有限公司提供。

１．２　主要材料与仪器　建立该模型手术所需的器械、药品及

材料均由南昌大学医学院实验室提供，ＭＭＰ１３一抗抗体、免

疫组织化学染色试剂盒均购自南昌中洪博元生物技术有限公

司，免疫组织化学技术所需的设备与材料由南昌大学第二附属

医院实验室提供，ＧＧＣＸ慢病毒由上海市诺辰生物公司包装并

生产。

１．３　方法

１．３．１　模型动物制备　将兔随机分为３组，每组２只，每组设

立一只对照兔，不切断前交叉韧带，实验组剪除兔右膝毛，经耳

缘静脉麻醉后清洗暴露出右膝皮肤，消毒行右膝前交叉韧带切

断术，生理盐水冲洗后给予切口缝合。实验肢体不固定，术后

给予抗菌药物预防感染，２４～２９℃环境下分别喂养２、４、６周

后处死，观察模型构建情况。

１．３．２　软骨细胞的培养　兔骨性关节炎模型构建成功后，将

实验兔子处死，对双膝进行消毒并将其完全离断，用乙醇浸泡

后将膝关节放入含有双抗的二氨基联苯胺（ＰＢＳ）中；在超净台

内将关节软骨面进行分离并切取下软骨，将软骨剪碎成１ｍｍ２

大小，放入盛有消化酶的试管内进行消化；３７℃恒温水浴伴震

荡。４５ｍｉｎ后取上清，离心收集细胞，重复４次；将细胞重悬于

ＤＭＥＭ完全培养基中，按一定密度接种于培养瓶中，置于５％

ＣＯ２，３７℃培养箱培养，隔天换液；倒置显微镜观察软骨细胞
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融合成片，长满大部分培养瓶壁后，进行消化后传代扩增培养。

实验中发现软骨细胞从第３代开始出现去分化、纤维化现象，

因此，在本次研究中，均选用培养的第一代骨性关节炎软骨细

胞进行试验。

１．３．３　产生慢病毒颗粒　将ＧＧＣＸｐＳＩＨ１Ｈ１ｃｏｐＧＦＰ质粒

与ｐＰＡＣＫＨ１ＴＭＬｅｎｔｉｖｅｃｔｏｒＰａｃｋａｇｉｎｇ试剂盒按比例混合，

应用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００试剂共转染２９３Ｔ细胞。收集细胞

上清液，按比例稀释再感染新的２９３Ｔ细胞，检测慢病毒的

滴度。

１．３．４　慢病毒感染软骨细胞　首先分为３组，空白组：不进行

转染；阴性对照组：转染不含ＧＧＣＸ的慢病毒；转染组：转染含

有ＧＧＣＸ的慢病毒。将待转染的软骨细胞用含双抗液（１×１０

Ｕ／Ｌ）的Ｄｈａｎｋｓ液漂洗，酶两步消化法分离原代人关节软骨

细胞，然后接种于２５ｃｍ培养瓶内（５ｍＬ／瓶），置于３７℃，５％

ＣＯ２ 培养箱培养，待细胞贴壁达８５％～９０％后加入０．２５％胰

蛋白酶和０．０２％ＥＤＴＡ（１∶１）的消化液进行传代培养。接种

处于对数生成长期的细胞到９６孔细胞培养板，每孔２×１０３ 个

细胞，使用Ｆ１２＋１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的完全培养基，添加病

毒液，３７℃５％ ＣＯ２ 的条件下正常培养。转染１ｄ后运用显

微镜对其进行观察，以判定转染效率。转染效率达９０％之后

进行后续实验。

１．３．５　ＰＣＲ分析ＧＧＣＸ和 ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ的表达　引物序

列信息如表１。

表１　　各基因ＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５′３′）

ＧＧＣＸ 正向 ＴＡＴＧＴＣＡＴＧＣＴＧＧＣＣＡＧＣＡ

反向 ＴＧＡＡＧＡＧＧＧＣＴＣＣＣＡＧＣＴ

ＭＭＰ１３ 正向 ＧＧＡＡＧＡＣＴＴＣＣＡＧＴＴＴＧＣＡＧ

反向 ＣＣＧＣＡＴＣＴＣＧＧＴＴＧＴＴＴＣＡ

βａｃｔｉｎ 正向 ＴＧＧＣＴＣＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧ

反向 ＡＧＴＧＣＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧ

将培养细胞消化、离心、弃上清，下层细胞加入生理盐水后

破碎，提取总 ＲＮＡ，按逆转录试剂盒说明配制逆转录反应体系

２０μＬ，逆转录反应的条件：３７℃１ｈ；９５℃５ｍｉｍ；灭活鼠白血

病病毒（ＭＭＬＶ）。将逆转录的ｃＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，运用自

带软件ＡＢＩＰｒｉｓｍ７５００ＳＤＳＳｏｆｔｗａｒｅ分析得到的结果。

１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　提取总蛋白，进行蛋白定量，制备

ＰＡＧＥ胶，进行上样及电泳，将胶缓慢移进缓冲液，剪大小相同

的硝酸纤维素膜（ＮＣ），甲醇浸泡２ｍｉｎ，水洗３ｍｉｎ，最后用缓

冲液平衡１２ｍｉｎ。在恒流３５０ｍＡ条件下，转膜４０ｍｉｎ。膜封

闭，一、二抗孵育，最后进行显色检测目的蛋白 ＧＧＣＸ 和

ＭＭＰ１３的表达。

１．４　统计学处理　运用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据分析，计量

资料用狓±狊表示，多组样本均数用方差齐性检验进行比较，组

间运用单因素方差分析，依据方差齐性检查结果选择合适的检

验方法做两两比较：方差齐采用ＬＳＤ法、方差不齐采用Ｄｕｎ

ｎｅｔ′ｓＴ３法，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　兔ＯＡ模型构建　实验兔６周后造模成功，如图１可见

兔膝关节滑膜增生，前交叉韧带断裂，关节间隙变窄，关节面变

得毛糙，关节软骨面有不同程度磨损。

　　Ａ：转染组切断前交叉韧带图片；Ｂ：６周后兔ＯＡ模型图片。

图１　　兔骨关节炎模型的构建

２．２　实时定量ＲＴＰＣＲ结果　转染组ＧＧＣＸ表达水平较空

白组、阴性对照组明显升高；ＭＭＰ１３在转染组中的表达水平

较空白组及阴性对照组明显降低，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），空白组和阴性对照组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。见表２。

表２　　各组中ＧＧＣＸ、ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ相对

　　　表达量（狀＝３，狓±狊）

组别 ＧＧＣＸ ＭＭＰ１３

空白组 １ １

阴性对照组 １．０８４±０．１２１ １．１２２±０．０６８

转染组 ６．６２０±０．４２３ ０．１０３±０．０２４

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测各组中

ＧＧＣＸ、ＭＭＰ１３的水平，运用单因素方差分析法，结果显示：转

染组中ＧＧＣＸ水平明显高于空白组及阴性对照组，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。空白组和阴性对照组相比较差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。转染组中的 ＭＭＰ１３水平与空白组及阴

性对照组相比较低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；空白组和

阴性对照组之间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图２。

各个组蛋白的表达结果与ｍＲＮＡ的表达水平相一致。

　　Ａ：各组中不同蛋白的表达情况；Ｂ：ＧＧＣＸ在各组中的表达分析

图；Ｃ：ＭＭＰ１３在各组中的表达分析图。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测转染后各组细胞ＧＧＣＸ、

ＭＭＰ３蛋白的表达情况

３　讨　　论

目前应用病毒载体能够成功地把基因转染到细胞中，慢病

毒载体有转染率高、可转染不分裂细胞、基因可长期表达等优

势［４］，而且国外已有以慢病毒为载体的基因治疗报道［５］。可获

得较高的效率，从而缩短了临床应用的距离 。

羟化的基质ＧＬＡ蛋白（ｃＭＧＰ）是软骨组织中钙化的强烈

抑制蛋白，能够调节软骨的钙化和动脉的钙化，ＧＧＣＸ为 ＭＧＰ

７３４重庆医学２０１７年２月第４６卷第４期



羧基化过程中的关键酶，它的缺失能使ｃＭＧＰ减少，从而使之

减弱对钙离子晶体形成的抑制作用［６］。研究发现正常膝关节

和原发性膝关节ＯＡ的软骨中均有 ＧＧＣＸ表达，但骨性关节

炎中ＧＧＣＸ明显降低；而且ＧＧＣＸ的表达与关节软骨的退变

程度有关，随着退变程度的加重，ＧＧＣＸ表达逐渐降低
［７］，因此

ＧＧＣＸ可以抑制ＯＡ的发生发展，本研究与文献报道相符。

ＭＭＰ家族（ＭＭＰｓ）为一种重要酶类，在细胞外基质的生

理性和病理性降解过程中起重要作用［８］；ＭＭＰ１３为 ＭＭＰｓ一

员，可对各种胶原进行有效降解，可分解胶原三螺旋结构［９］。

软骨的退变主要由Ⅱ型胶原纤维降解引起，而 ＭＭＰ１３也称胶

原酶１３，其降解Ⅱ型胶原的能力是其他胶原酶的１０～３０

倍［１０］，并且其他许多 ＭＭＰｓ亚型对Ⅱ型胶原的降解也需要通

过它们起作用。并且 Ｈａｍａｍｕｒａ等
［１１］、Ｋｎｅｅｒ等

［１２］研究发现

ＭＭＰ１３在ＯＡ关节软骨损害中起一定的作用，通过免疫组织

化学方法检测到 ＭＭＰ１３在 ＯＡ组织中存在高表达现象，且

ＭＭＰ１３表达水平与 ＯＡ的严重程度正相关。因此，ＭＭＰ１３

具有促进骨性关节炎发生发展的作用。

但ＧＧＣＸ与 ＭＭＰ１３之间是否具有相关性，其是否通过

调节 ＭＭＰ１３的表达来对 ＯＡ的发生发展进行调节国内外未

见相关文献报道，本实验研究通过免疫组组织化学检测转染后

兔软骨细胞中 ＧＧＣＸ 及 ＭＭＰ１３表达水平，发现转染组中

ＧＧＣＸ高表达，而转染组 ＭＭＰ１３出现低表达，与空白组及阴

性对照组比较差异有统计学意义，表明ＧＧＣＸ基因成功转染

且转ＧＧＣＸ基因的兔ＯＡ软骨细胞中ＧＧＣＸ的高表达导致了

ＭＭＰ１３的低表达。

综上所述，转ＧＧＣＸ基因可明显降低其软骨细胞 ＭＭＰ

１３的表达，且具有降低炎性因子的作用。达到治疗兔 ＯＡ的

作用。为将基因治疗运用于体外ＯＡ提供了良好的实验基础。
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