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电穿孔介导白细胞介素 -1 受体阻滞剂抑制大鼠骨性关节炎实验

孙　振，尹合勇，余晓明，王　玉，彭　江，郭全义，汪爱媛，卢世璧
解放军总医院  骨科，北京　100853

摘要：目的  探讨非病毒载体电穿孔 (electroporation，EP) 对大鼠早期骨性关节炎的基因治疗效果。方法  选用 8 周龄健康级

雄性 SD 大鼠，通过切断右膝前交叉韧带及切除内侧半月板前脚的方法建立早期骨性关节炎模型。选择白细胞介素 -1 受体

阻滞剂 (interleukin-1 receptor antagonist，IL-1Ra) 为目的基因。造模术后 1 周，对患有早期骨性关节炎的膝关节进行治疗，

根据不同治疗方式将实验分为 4 组 ：单纯骨性关节炎未治疗组 (OA 组，n=15)、骨性关节炎单纯目的基因治疗组 (NP 组，

n=15)、骨性关节炎电穿孔目的基因治疗组 (EP 组，n=15) 和正常对照组 (n=15)。各组在治疗后 1 周、2 周、3 周、4 周处死

大鼠，抽取右膝关节液 20μl 用于 ELISA 检测，分析其中 IL-1Ra 及白细胞介素 -1β(IL-1β) 蛋白质含量，游离右侧膝关

节滑膜及软骨组织用于 PCR 检测，分析其中 IL-1Ra 及 IL-1β 基因表达情况 ；在治疗后 4 周，分离右膝股骨髁进行大体观

察及病理学组织检查。结果  大体观察结果显示，OA 组与 NP 组股骨内侧髁负重区关节软骨大面积损伤，EP 组软骨表面完

整光滑 ；病理结果显示，OA 组及 NP 组中软骨严重破坏、细胞外基质大量丢失，EP 组软骨损伤仅局限在表层 ；PCR 结果

显示，EP 组 IL-1Ra 基因的相对表达程度明显高于其他组 (P ＜ 0.01)，4 周时是正常组的 4.29 倍，IL-1β 基因表达水平在

观察周期内与正常组差异无统计学意义 (P ＞ 0.05)，ELISA 检测结果趋势与 PCR 一致。结论  电穿孔转染 IL-1Ra 能够抑制

大鼠骨性关节炎的发展，为骨性关节炎基因治疗的临床研究提供新手段。
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Suppression of osteoarthritis in rats by electroporation mediated IL-1Ra
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Abstract: Objective  To assess the electroporation (EP) as non-viral gene vectors for gene therapy of osteoarthritis (OA). Methods  Healthy
male SD rats aged 8 weeks were selected. OA model was induced by medial meniscus forefoot resection and anterior cruciate 
ligament transection in the right knee. EP with interleukin-1 receptor antagonist (IL-1Ra) was locally performed in the joints of rats at 
1 week after induction of OA. According to the treatments, rats were randomly divided into four groups: non-treated arthritis as OA 
group (n=15); IL-1Ra plasmid treated arthritis without transfection performed as NP (naked plasmid) group (n=15); IL-1Ra plasmid 
treated arthritis and following electroporation as EP group (n=15); non-arthritic rats as normal group (n=15). Rats in different groups 
were sacrificed at 1-, 2-, 3-, 4-week after treatment, and isolated knee joints at 1 week post-treatment, IL-1Ra and IL-1β mRNA 
levels in the tissue of cartilage and synovium were analyzed using real-time PCR, and the protein content in the synovial fluid were 
analyzed by ELISA. In addition, gross appearance examination and histological evaluations were performed and the pathology 
sections were stained with hematoxylin, eosin (H-E) and Toluidine blue at 4 weeks post-treatment. Results  In OA and NP groups, 
cartilage in medial femoral condyle were largely damaged, in EP group, the cartilage surface was intact and smooth. Pathology 
results showed that cartilage in OA and NP groups were severely damaged, extracellular matrix loss considerably, while in EP group, 
the damage was limited in cartilage surface at 4 weeks. The IL-1Ra expression of EP was significantly higher than other groups (P ＜
0.01), and it was 4.29 times more than the normal group. Compared with normal group, IL-1β gene expression in EP group showed 
no significant difference during observation period (P ＞ 0.05). And the results of ELISA and PCR were accorded. Conclusion  IL-
1Ra transfected by electroporation can inhibit the development of osteoarthritis, which provides new tools for clinical study of gene 
therapy of osteoarthritis.
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  骨性关节炎是骨科常见疾病，以关节软骨损

伤伴软骨下骨改变为特点，目前仍无有效的治疗

方法 [1]。基因技术的出现为其治疗提供了一条新的

途径 [2]。已有学者通过动物实验，证实使用病毒载

体基因治疗骨性关节炎的效果，并针对此方法开

展了Ⅰ期临床试验研究 [3-4]。但病毒载体存在引起

机体免疫反应、血液系统肿瘤的风险，限制了其在

临床的广泛开展 [5]。电穿孔作为一种非病毒的基因

导入途径，通过高强度的脉冲电磁场作用，瞬间

提高细胞膜的通透性，开放大分子通道，使细胞

吸附周围介质中的外源分子 ( 包括核酸、蛋白质 )，

进而可以将基因导入组织内部 [6]。其安全性及转

染效率已得到公认并已应用到类风湿关节炎的治

疗研究中，但仍无关于骨性关节炎的实验研究报

道 [7]。据此设计本实验，验证电穿孔介导白细胞介

素 -1 受体阻滞剂 (interleukin-1 receptor antagonist，

IL-1Ra) 基因对骨性关节炎的治疗效果。

材料和方法

1 骨性关节炎模型建立　8 周龄雄性健康级 SD 大

鼠 60 只，体质量 220 ~ 250 g，由本院实验动物中

心提供。实验内容及小动物福利等要求已经解放

军总医院医学伦理委员会审核批准。根据传统手

术造模方式，建立早期骨性关节炎模型 [8]。具体方

法 ：10% 水合氯醛按 3 ml/kg 剂量腹腔注射麻醉，

仰卧位固定，右膝手术部位剃毛，常规碘伏消毒，

右膝关节髌韧带平行位置行正中切口，沿髌韧带

内侧缘切开关节囊及股四头肌肌腱，将髌骨向外

脱位，暴露髁间隙，游离前交叉韧带和内侧半月

板前韧带并予切断，分离内侧半月板前脚并予切

除，术后 0.9% 氯化钠注射液冲洗，严密缝合关节

囊及创口。术后大鼠自由活动，常规饲养 1 周后

获得早期骨性关节炎模型。

2 试剂及器械　麻醉药物 (10% 水合氯醛 )，碘

伏，100 ml 0.9% 氯化钠注射液，4% 多聚甲醛溶

液， 磷 酸 盐 缓 冲 液，TRIzol(TOYOBO 公 司， 日

本 )，mRNA 反转录试剂盒 (TOYOBO 公司，日本 )，

cDNA 扩增试剂盒 (TOYOBO 公司，日本 )，IL-1Ra

及 IL-1β 酶联免疫吸附实验试剂盒 ( 武汉博士德

生物工程有限公司 )。0.5 ml 注射器，手术刀，手

术剪，眼科剪，手术镊，组织钳，止血钳，持针器，

缝合针，医用慕丝线 4-0/T，纱布，棉球，活体基

因导入仪 ( 上海塔瑞莎生物技术有限公司 )。

3 分组及处理　将造模成功后大鼠按照不同的

治疗措施随机分为 4 组 ：单纯骨性关节炎组 (OA

组，n=15)，不给予任何治疗 ；骨性关节炎单纯

IL-1Ra 基因治疗组 (NP 组，n=15)，向关节腔内部

注射 100μl 溶有 50μg IL-1Ra 质粒的磷酸盐缓冲

液 ；骨性关节炎电穿孔 IL-1Ra 基因治疗组 (EP 组，

n=15)， 在 向 关 节 腔 内 部 注 射 100μl 溶 有 50μg 

IL-1Ra 质粒的磷酸盐缓冲液后，立即在膝关节内

外侧给予电穿孔处理，电穿孔通过活体基因导入

仪调整电磁场的脉宽至 40 ms 来实现 ；正常对照组

(n=15)，大鼠正常膝关节。治疗后 1 周、2 周、3 周、

4 周分别对大鼠膝关节进行取材，自胫骨近端至股

骨远端截取膝关节。

4 电穿孔方法　活体基因导入仪由脉冲发射器及

电极两部分组成，共同实现电穿孔。通过改变脉

冲的脉宽值，控制电穿孔过程中产生的电磁场强

度，进而调节细胞膜上微孔的开放个数及孔径大

小，调控基因进入细胞效率。使用电极将脉冲传

输到所需电穿孔的靶器官，实现对靶器官的基因

导入。本实验调整脉宽至 40 ms，将电极贴于大鼠

膝关节内外侧，进行目的基因的电穿孔。

5 关节液中 IL-1Ra 及 IL-1β 蛋白质含量测定　

大鼠处死后，立即使用 0.5 ml 注射器自髌韧带内

侧缘穿刺抽取 20μl 关节液，使用磷酸盐缓冲液将

抽取的 20μl 关节液稀释至 1 ml，采用酶联免疫吸

附 (ELISA) 方法对稀释后的关节液进行 IL-1Ra 及

IL-1β 蛋白质定量分析。使用武汉博士德公司提

供的 ELISA 试剂盒，操作参见说明书。

6 膝 关 节 滑 膜 组 织 及 软 骨 组 织 中 IL-1Ra 及

IL-1β 基因相对表达测定　切断髌韧带及内外

侧副韧带，充分打开关节腔，游离收集滑膜组

织，切断后交叉韧带，暴露股骨内外侧髁，分离

收集软骨组织。将收集的滑膜及软骨组织浸泡

到液氮中减少 RNA 降解，随后置于陶瓷研钵研

碎。RNA 提 取、 反 转 录 cDNA 操 作 参 见 参 考 文

献 [7]，引物序列 ：大鼠 GAPDH 上游序列 (5' ~ 3')

ATGGTGAAGGTCGGTGTGAACG，下游序列 (5' ~ 3')

TTACTCCTTGGAGGCCATGTAG ；IL-1Ra 上游序列

(5'~ 3')AGATGTGCCTGTCCTGTGTC，下游序列 (5' ~

3')CCTGCTTTCTGTTCTCGCTC ；IL-1β 上游序列 (5' ~

3')TTGTGGCTGTGGAGAAGCTG，下游序列 (5' ~ 3')

GCCGTCTTTCATACACAGG。

7 膝关节病理学组织染色　取材后的股骨髁进行

大体观照相，观察软骨损伤情况。大体观察后，

标本经 4% 多聚甲醛固定，10% 中性 EDTA 脱钙、

脱水处理，最后进行石蜡包埋切片，HE 染色及甲

苯胺蓝染色。
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8 统计学分析　使用 SPSS17.0 统计学软件分析数

据。组间使用 Tukey 检验进行统计学差异分析，P ＜

0.05 为差异有统计学意义。

结　果

1 IL-1Ra 在大鼠滑膜、软骨组织及关节液中含量

　EP 组中 IL-1Ra 基因相对表达水平较其他各组明

显上调 (P ＜ 0.01)，并随实验时间延长呈下降趋势，

但在 4 周时仍高于正常组 (P ＜ 0.01)，是正常组的

4.29 倍。1 周时，NP 组 IL-1Ra 表达水平高于 OA

组 (P ＜ 0.05)，但其余时间节点二者差异无统计学

意义，表明单纯 IL-1Ra 质粒注射进入关节腔可以

部分得到表达，但很快被降解，相比经电穿孔后，

IL-1Ra 能够更高、更持久的表达 ( 图 1A)。关节液

中 IL-1Ra 的蛋白含量变化趋势与滑膜、软骨组织

中表达结果一致 ( 图 1B)。

图 1　4周内各组大鼠 IL-1Ra基因相对表达情况及蛋白质含量
  A: 滑膜及软骨组织中基因相对表达情况 ; B: 关节液中蛋白

质含量，aP ＜0.05，bP ＜0.01
Fig. 1　IL-1Ra relative expression and protein content in each group 

in 4 weeks
  A: gene relative expression in synovium and cartilage; B: 

protein content in synovial fluid. aP ＜0.05，bP ＜0.01

2 IL-1β 在大鼠滑膜、软骨组织及关节液中含量

　OA 组与 NP 组 IL-1β 表达水平呈上升趋势，并

在每个时间节点均明显高于正常对照组 (P ＜ 0.01)。

1 周时，NP 组 IL-1β 相对表达水平低于 OA 组 (P ＜

0.05)，其他时间节点二者无统计学差异 (P ＞ 0.05)。

EP 组与正常对照组在观察周期内的差异均无统计

学意义 (P ＞ 0.05)( 图 2A)。关节液中 IL-1β 的蛋

白含量变化趋势与滑膜、软骨组织中基因表达结

果一致 ( 图 2B)。

图 2　4周内各组大鼠 IL-1β基因相对表达情况及蛋白质含量
  A：滑膜及软骨组织中基因相对表达情况； B：关节液中蛋白质

含量，aP ＜0.05，bP ＜0.01
Fig. 2　IL-1β relative expression and protein content in each group 

in 4 weeks
  A: gene relative expression in synovium and cartilage;
  B: protein content in synovial fluid. aP ＜0.05，bP ＜0.01

3 股骨内侧髁大体观察　4 周大体观察结果显示，

正常关节软骨表面光滑且连续。OA 组和 NP 组股

骨内侧髁负重区软骨破坏严重，整个负重区软骨

丢失，严重部位软骨下骨裸露。EP 组软骨表面光

滑、亮泽，肉眼未见损伤 ( 图 3)。

4 病理学 HE 染色分析　4 周时，正常软骨分层明

显，各层软骨细胞排列整齐，基质分布均匀，软

骨表面光滑。OA 组与 NP 组软骨完全破坏，裂隙

深达软骨下骨，软骨细胞排列紊乱，局部出现细

胞簇，软骨下骨板上移。EP 组裂隙局限在软骨表

层，其余未见异常 ( 图 4)。

5 病理学甲苯胺蓝染色分析　4 周时，正常组软

骨细胞外基质甲苯胺蓝染色均一，无局部染色丢
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失现象。OA 组与 NP 组细胞外基质染色广泛丢失，

仅深层软骨区域有少量保存。EP 组软骨表层细胞

外基质染色轻微丢失，其他各层软骨区域染色同

正常组 ( 图 5)。

讨　论

  骨性关节炎是多因子、多细胞参与的复杂过

程，无有效治愈方法 [8-10]。基因治疗提供了新的治

疗可能性。首先，挑选目的基因。IL-1 及 IL-1Ra

在调控炎症反应中起关键作用 [2]。体内外实验证实

了 IL-1Ra 对骨性关节炎的治疗效果，既能够明显

抑制 IL-1 引起的兔膝关节骨性关节炎 [11]，又可以

保护马关节软骨 [12]。所以，本实验选择 IL-1Ra 作

为目的基因，验证电穿孔对骨性关节炎的基因治

疗效果。其次，载体的选择决定基因转染的效率

及最终治疗效果。病毒载体由于其较高的转染效

率已经应用到很多疾病的基因治疗研究当中，并

且开展了大量临床实验研究，但其潜在的传染性、

免疫原性、致癌作用及其他不能预测的风险限制

了其在临床进一步开展 [13-17]。根据细胞膜正常生

理功能—电特性，电穿孔通过物理方式一过性地

可逆地改变细胞膜的通透性，产生大量微孔，将

DNA、RNA 等大分子吸附到细胞内，完成基因的

转染 [18-19]。

  本实验中，经电穿孔治疗 4 周后，在软骨及

滑膜组织中 IL-1Ra 基因表达程度是正常组的 4.29

倍，在关节液中 IL-1Ra 蛋白质含量是正常组的

12.09 倍，表明转染后 IL-1Ra 基因可获得高效、

长期的表达，表达的蛋白质可在关节液内以较高

的浓度保存，该蛋白与 IL-1 受体特异性结合，阻

止 IL-1 与其受体的匹配，从而阻断了 IL-1 介导的

炎症通路，减轻关节炎症反应。比较治疗 4 周后

的关节软骨形态，结果证实经电穿孔治疗后，阻

止了由于关节炎的加重引起的软骨损伤 ( 软骨结构

破坏、细胞外基质丢失、软骨下骨板重塑 )。而向

骨性关节炎的膝关节腔内单纯添加 IL-1Ra 基因的

图 3　4周时大鼠股骨内侧髁大体形态       A：OA组； B：NP组； C：EP组； D：正常对照组
Fig. 3　Gross appearance results at the fourth week       A：OA group; B：NP group; C: EP group; D: Normal group

图 4　4周时大鼠股骨内侧髁病理切片HE染色结果      A：OA组； B：NP组； C：EP组； D：正常对照组
Fig. 4　HE staining results at the fourth week       A：OA group; B：NP group; C：EP group; D: Normal group

图 5　4周时大鼠股骨内侧髁病理切片甲苯胺蓝染色结果      A：OA组； B：NP组； C：EP组； D：正常对照组
Fig. 5　Toludine blue staining results at the fourth week       A: OA group; B: NP group; C: EP group; D: Normal group
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治疗方式，仅在 1 周时观察到目的基因表达上调，

但 4 周时的关节软骨严重破坏，表明该方法仅能

起到轻微、短暂的效果，不能抑制骨性关节炎的

发展过程。
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