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软骨组织工程基因转染技术中目的基因的研究与进展★

杨 亮，李建鑫，王文良

Target gene study in gene transfer technology of cartilage tissue engineering

Yang Liang, Li Jian-xin, Wang Wen-liang

Abstract
OBJECTIVE: To elaborate cartilage tissue engineering in the gene transfer technology and its application, in addition, to make a
prospects for its further application.
METHODS: The database of Science Direct database (2003-01/2009-04) and CNKI (2003-01/2009-04) were retrieved with key
words of “cartilage tissue engineering, gene transfer”. The literature was limited to English and Chinese languages. Literatures
concerning cartilage tissue engineering in the gene transfer technology were selected, including clinical research and basic
research. Other unrelated papers were excluded. Chondrocyte differentiation and gene expression were observed.
RESULTS: A total of 90 literatures were searched by computer, according to inclusive and exclusive criteria, the papers regarding
cartilage tissue engineering in the gene transfection and gene types and options were analyzed. Gene transfer technology in the
field of cartilage tissue engineering has broad application prospects. How to select genes associated with cartilage repair as the
transfected gene need urgent solution. Currently, the used target gene can be divided into following categories, including
stimulated cartilage cell proliferation and differentiation, matrix formation, inhibit chondrocyte hypertrophy and osteoblast
differentiation, anti-inflammatory response, inhibit senescence and inhibit apoptosis.
CONCLUSION: It has a special significance to select the appropriate target genes, and to use a safe gene transfer method to
repair cartilage. The clinical application of gene transfer technology is depended on the construction of safe and effective carriers,
target genes, as well as transfection systems.

Yang L, Li JX, Wang WL. Target gene study in gene transfer technology of cartilage tissue engineering.Zhongguo Zuzhi
Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(7):1278-1281. [http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

目的：阐述软骨组织工程中的基因转染技术及其应用的研究现状，对目的基因的种类和选择进行，并提出其进一步应用的前

景。

方法：以 cartilage tissue engineering，gene transfer为检索词，检索 Science Direct数据库(2003-01/2009-04)；以软骨组

织工程，基因转染为检索词，检索 CNKI数据库(2003-01/2009-04)。文献检索语种限制为英文和中文。纳入与软骨组织工

程基因转染相关的内容，包括临床和基础研究；排除重复研究和明显不符合标准的文章。观察软骨细胞的分化情况及基因表

达情况。

结果：计算机初检得到 90篇文献，根据纳入排除标准，对软骨组织工程中的基因转染技术和基因的种类和选择进行分析。

基因转染技术在软骨组织工程领域有着广阔的应用前景。选择哪些与软骨修复相关的基因作为转染的目的基因，是软骨组织

工程中亟待解决的课题。目前用于研究的目的基因主要分为刺激软骨细胞增殖分化和基质形成、抑制软骨细胞肥大和成骨分

化、抗炎性反应、抑制衰老和抑制凋亡这几大类。

结论：选择适当的目的基因，并用安全的基因转染方法进行软骨修复具有特别重要的意义。基因转染技术能否应用于临床将

取决于是否能构建出安全有效的载体、目的基因和转染系统。

关键词：基因转染；软骨修复；软骨组织工程；目的基因；综述文献
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0 背景

软骨损伤的修复是一个极其困难的过程，

目前关节软骨的损伤及退化在临床上尚没有很

好的治疗方法，软骨组织工程为软骨的再生和

修复提供了新的思路。

在软骨组织工程中应用基因转染技术可使

靶细胞大量表达软骨生长所需的调控因子，有

效促进软骨细胞生长和基质合成，有望成为修

复软骨缺损的替代手段。

组织工程的基本方法是将细胞、支架和细

胞因子置于缺损部位。近来，应用基因转染技

术使软骨细胞自行分泌细胞因子，可避免外源

性细胞因子的半衰期短，需反复大剂量使用，

价格昂贵，可能存在免疫排斥反应等不良反应。

目前研究的目的基因主要有刺激软骨细胞增殖

分化和基质形成、抑制软骨细胞肥大和成骨分

化、抗炎性反应、抑制衰老和抑制凋亡这几大

类。
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1 目的

阐述软骨组织工程中的基因转染技术及其应用的

研究现状，对目的基因的种类和选择进行探讨，并提出

其进一步应用的前景。

2 资料和方法

纳入与排除标准：

设计类型：动物实验、体外细胞学实验。

研究对象：用于软骨组织工程中基因转染技术的目

的基因。

干预类型：纳入与软骨组织工程基因转染相关的内

容，包括临床和基础研究。排除重复研究和明显不符合

标准的文章。

结局测量指标：①软骨细胞的分化情况。②基因表

达情况。

检索策略：以 cartilage tissue engineering，gene
transfer 为 检 索 词 ， 检 索 Science Direct 数 据 库

(2003-01/2009-04)；以软骨组织工程，基因转染为检

索词，检索 CNKI数据库(2003-01/2009-04)。
文献检索语种限制为英文和中文。

资料提取与文献质量评价：由 3名评价员分别仔细阅

读所获文献文题、摘要和全文，以确定符合纳入标准的

文献，并交叉核对，如有分歧，则通过讨论或由第一作

者协助解决。

3 结果

3.1 文献检索结果及质量评价 计算机初检得到 90篇文

献。阅读标题和摘要进行初筛，排除因研究目的与此文

无关的 20篇，内容重复性的研究 30篇，Meta分析 10
篇，共保留 30篇文献进行综述。

3.2 文献证据综合提炼 目的基因是指通过转染使靶细

胞获得新的生物学行为的外源性基因。对关节软骨损伤

具有治疗作用的目的基因有如下几类[1-2]：

刺激软骨细胞增殖分化和基质形成的基因：

转化生长因子(transforming growth factor，TGF)：
家族中有多达 40种的多肽，它们均在 C端保留 7个半

胱氨酸残基，通过与细胞膜表面的特异性受体结合，激

活 Smad调节蛋白，后者在核内聚集形成亚单位的络合

物，充当转录因子而启动翻译过程。TGF-β是对多种细

胞具有刺激或抑制作用的多功能生长因子，促进未分化

的和分化早期的软骨细胞复制 DNA，促进软骨细胞增

殖，合成蛋白多糖与Ⅱ型胶原，从而诱导间充质细胞转

化为软骨细胞。目前对 TGF-β的实验研究主要集中在

TGF-β1(软骨诱导因子 A)和 TGF-β2(软骨诱导因子 B)
基因。

Park等[3]用脂质体为载体将 TGF-β1基因转染兔骨

髓间充质干细胞，转染后发现软骨特异性细胞外基质的

表达上调，而基质金属蛋白酶 1和 3蛋白表达和酶活性

下调。将转染细胞种植在壳聚糖支架上植入全层关节软

骨缺损的兔膝中，12周后，植入的缺损处充满了再生透

明样软骨组织，表明 TGF-β1基因修饰可以提高软骨缺

损的修复能力。

Jin等[4]用腺病毒将经 TGF-β2基因转染人脂肪干细

胞，并将细胞与不同支架复合植入裸鼠皮下，4周和 12
周后发现只有在三维支架上有软骨样组织形成，提示

TGF-β2转染可以诱导人脂肪干细胞向软骨细胞系分化，

但需要有三维支架做载体。

骨形态发生蛋白：由 Urist在 1965年首先报道，目

前已发现 20多种。

体外研究表明骨形态发生蛋白2能够诱导骨膜间充

质干细胞向软骨细胞分化，增强Ⅱ型胶原和蛋白多糖的

表达。人骨形态发生蛋白 3可促进多种来源的未分化间

充质细胞向软骨细胞和成骨细胞转化。骨形态发生蛋白

7又称成骨蛋白 1，能对间充质前体细胞产生趋化作用，

使其向损伤部位迁徙，并促进其向软骨细胞分化；同时

能促进软骨细胞分泌特异性的细胞外基质(蛋白多糖和

Ⅱ型胶原)。但骨形态发生蛋白亦具有调控未分化间充质

细胞向成骨细胞转化的功用，如何调控定向成软骨细胞

分化有待探索。

蒋欣泉等[5]应用骨形态发生蛋白 2基因修饰体外培

养的山羊耳软骨细胞，与支架材料复合，种植到裸鼠皮

下，证实骨形态发生蛋白 2基因转染的早期即促进了软

骨的成熟和分化，但随后发生了骨化。曲福军等[6]应用

骨形态发生蛋白 7基因转染软骨细胞，以胶原-纤维蛋

白凝胶为支架，构建转骨形态发生蛋白 7基因组织工程

软骨，发现经转染细胞构建的组织工程软骨在各方面均

优于未转染组，提示经骨形态发生蛋白 7转染的软骨细

胞具有一定的优越性。

成纤维细胞生长因子：徐忠世[7]将经碱性成纤维细

胞生长因子基因转染的骨形态发生蛋白与 PLGA复合

材料结合进行体外培养，MTT法检测显示转染后骨形态

发生蛋白增殖旺盛，持续增殖 3周以上，并向软骨方向

分化，有Ⅱ型胶原的高表达，Ellisa法和免疫组化方法

在细胞内外均可检测到碱性成纤维细胞生长因子蛋白

的表达，并可持续 2周以上，苏木精-伊红染色发现细

胞与成软骨细胞类似，表明碱性成纤维细胞生长因子对

软骨细胞的增殖和分化都有促进作用。

胰岛素样生长因子：刘瑞平等[8]用腺病毒介导人胰

岛素样生长因子Ⅰ基因转染兔关节软骨细胞，接种在

PLGA支架上作实验组，同时以未转染细胞接种在相同
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支架上作对照组，体外培养 2周后进行检测，RT-PCR
显示实验组Ⅰ、Ⅱ型胶原、聚合素的表达高于对照组；

定量检测显示胶原和 GAG 的含量高于对照组 (P <
0.01)，表明人胰岛素样生长因子Ⅰ基因转染能显著促进

软骨细胞外基质的合成。

Sox基因家族的基因 Sox9，位于人 17号染色体长

臂上，在软骨分化发育过程中，是调控软骨发生的主要

转录因子[9]。Sox9结合软骨细胞特征分子Ⅱ型胶原、

aggrecan蛋白的增强子元件，激活表达，从而调控软

骨分化，Sox9还能结合、激活非软骨细胞软骨基因的

增强子序列，使之呈软骨细胞表型。徐忠世等[10]将 Sox9
基因转染兔骨髓基质细胞，用 MTT法检测细胞生长活

力曲线，显示转染后骨形态发生蛋白增殖旺盛，持续增

殖可达 2周以上，并向软骨方向分化，显示 Sox9有诱

导骨形态发生蛋白向软骨分化的能力。

Wnts信号通路作用于骨，主要表现为对骨组织细

胞如成骨细胞，软骨细胞和破骨细胞等功能的调节，李

宝新等[11]实验证实，激活 Wnt信号通路对软骨细胞再

生、关节形成、骨折修复都起着重要作用。Luyten等[12]

试验证实针对 Wnt信号通路进行有选择的干预对骨关

节炎来说是一个好的研究方向，但当前国内外在基因转

染方面对Wnt的相关研究依然较少。

抑制软骨细胞肥大和成骨分化的基因：抑制软骨细胞肥

大和成骨分化的基因大致分为抑制 TGF-β/骨形态发生

蛋白活性的基因：noggin，chordin；抑制终末分化的基

因：PTHrP，IHH，SHH，DHH；信号转导分子：Smad，
mLAP-1等 3大类，目前相关方面的研究还比较少[1]。

Noggin是一种骨形态发生蛋白的细胞外拮抗剂，

通过与骨形态发生蛋白特异性结合阻止骨形态发生蛋

白与细胞表面的受体结合,从而抑制骨形态发生蛋白功

能的发挥。Noggin最重要的功能是抑制骨形态发生蛋

白的活性，调节骨形态发生蛋白对细胞的各项功能[13]。

余资江等[14]用腺病毒载体将 Noggin基因转染到骨形态

发生蛋白观察转染后的细胞向神经细胞分化。

Chordin也是骨形态发生蛋白活性的对抗物，作为

骨形态发生蛋白 4的结合蛋白在非洲蟾蜍体内被发现。

Chordin基因主要与骨形态发生蛋白 2、骨形态发生蛋

白 4结合，并进一步被金属蛋白酶调节 [15]。目前有关

Noggin和 chordin与软骨组织工程关系的研究还很少，

但无疑将是有应用前景的研究方向。

Kim等[16]研究发现，甲状旁腺激素相关蛋白在体外

培养中可以促进骨形态发生蛋白和脂肪源性干细胞向软

骨细胞分化并制止其向肥大软骨细胞分化，支持甲状旁

腺激素相关蛋白在软骨组织工程中的使用。张树威等[17]

成功克隆出甲状旁腺激素相关蛋白亚克隆基因并构建了

四环素反应性元件调控的反应质粒，为进一步精确调控

甲状旁腺激素相关蛋白亚基因的表达奠定了基础，使甲

状旁腺激素相关蛋白基因在转染后有望实现表达调控，

在软骨组织工程中有良好的应用前景。

Smad蛋白家族是近年来发现的新的细胞内信号转

导蛋白，哺乳类中共发现了有 8种不同的 Smad蛋白，

可分为 3个不同的亚族:R-Smad、Co-Smad和 I-Smad。
Smad蛋白在 TGFβ超家族成员的信号转导中具有重要

的作用。杨晓等 [18]运用基因敲除技术研制了软骨细胞

Smad4 基因敲除的小鼠模型，通过表型分析证明

Smad4介导的 TGFβ信号抑制软骨细胞肥大型分化。

抗炎性作用的基因：白细胞介素 1受体拮抗剂：是一

种特异的受体拮抗剂，能够抑制白细胞介素 1α和白细胞

介素 1β与白细胞介素 1Ⅰ型及Ⅱ型受体的结合。许多体

外培养及实验动物的疾病模型中表明，白细胞介素 1受
体拮抗剂具有拮抗白细胞介素 1生物学效应的作用[19]。

芮云峰等[20]用逆转录病毒载体介导将白细胞介素 1受

体拮抗剂基因转染人骨关节炎细胞，证实白细胞介素 1
受体拮抗剂基因可以有效感染人骨性关节炎关节软骨

并获得稳定表达，为下一步的基因治疗提供了依据。

sTNFR是一种 TNF-α抑制基因，He等[21]用尾静脉注射

法将 sTNFR质粒 DNA转染到小鼠体内，证实可以减少

关节炎的症状，减少滑膜增厚，阻止软骨破坏。

基质金属蛋白酶抑制剂：是基质金属蛋白酶抑制剂

家族主要的特异性抑制物。通过其氨基酸末端决定簇的

一些酶结合位点和活化的基质金属蛋白酶形成不可逆的

1∶1非共价键结合的复合物，抑制基质金属蛋白酶基质

蛋白的降解。但Motoi等[22]实验证明，基质金属蛋白酶

抑制剂对软骨修复的作用并不明确，尚有待进一步实验

证实。

抑制衰老和凋亡的基因：近年来，关于软骨细胞永生

化的研究越来越多，从理论上讲，软骨细胞永生化主要

应当着眼于抑制衰老和凋亡的基因，将这些基因转染软

骨细胞，抑制细胞的衰老和凋亡，将有望实现构建永生

化软骨细胞系并实现对软骨修复的远期效果。

端粒酶反转录酶：是端粒酶活性的主要调控亚单

位，一旦表达，就与其他亚单位一起组装成具有高效活

性的端粒酶全酶。通过外加干预因素调控端粒酶逆转录

酶的生物效应，可以实现对端粒酶活性的调节，从而实

现软骨细胞的永生化[23]。

自由基拮抗物基因：超氧化物歧化酶是一种源于生

命体的活性物质，能消除生物体在新陈代谢过程中产生

的有害物质。对人体不断地补充超氧化物歧化酶具有抗

衰老的特殊效果。

caspase抑制因子：Bcl-2是与细胞凋亡和肿瘤发

生密切相关的一种蛋白，Bcl-2原癌蛋白可以促进细胞

存活。方泽强等[24]实验证明 Bcl-2参与了细胞永生化过

程中端粒酶的调节。

以上这些抑制衰老和抑制凋亡的基因，虽然目前
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在软骨修复方面的研究中涉及较少，但因为有着良好

的发展前景，必将是未来软骨组织工程研究的方向之

一[25-30]。

4 结论

为了解决各种阻碍软骨修复的问题，如细胞外基质

退化，细胞分化或整合不足，以及移植细胞和组织的丢

失等，需要提供有效的促软骨化，抗炎和抗氧化因子。

而外源性细胞因子的半衰期短，局部使用很快被稀释和

代谢，需反复大剂量使用，价格昂贵，而且可能存在免

疫排斥反应。因此，应用基因转染技术有可能克服目前

治疗关节软骨损伤的局限性。

然而，到目前为止，大多数的基因转染方法都是提

供促蛋白合成类因子的基因，以期实现在体内构建透明

样软骨修复组织的目的。这些方法忽略了抑制软骨肥大

和成骨化以及抗炎性，抗衰老和抗凋亡等基因的调节作

用，因此都难以实现长期的成功。

使用更精确的转染系统也是至关重要的。目前，关

于基因转染载体的研究多着眼于构建以病毒为基础的，

强大、高表达的基因转染系统。然而，在软骨损伤修复

过程中由于各种刺激的综合性和复杂性，为了实现关节

软骨的长期维持，需要使用更先进的能够协调控制各种

基因表达的载体系统。此外，由于导入基因的过度表达

可能对非靶器官如心、肺、肾产生有害的不良反应。基

因在体内的分布和表达的限度，以及转染后载体和转染

细胞的生物降解都将是相当关键的。

总的来说，由于软骨损伤是非致命性的，选择适当

的目的基因，并用安全的基因转染方法进行软骨修复具

有特别重要的意义。因此，基因转染技术能否应用于临

床将取决于是否能构建出安全有效的载体、目的基因和

转染系统。
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此问题的已知信息：目前实验和临床上使用的软骨修

复方法，都远未能够产生与自体软骨组织的质量和稳定性

相比的修复组织。在软骨组织工程中应用基因转染技术可

使靶细胞大量表达软骨生长所需的调控因子，有效促进软

骨细胞生长和基质合成，有望成为修复软骨缺损的替代手

段。

本综述增加的新信息：选择适当的目的基因，并用安

全的基因转染方法进行软骨修复具有特别重要的意义。基

因转染技术能否应用于临床将取决于是否能构建出安全有

效的载体、目的基因和转染系统。


