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Abstract 

BACKGROUND: Interleukin-1 receptor antagonist (IL-1Ra) can delay osteoarthritis progress. The expression of IL-1Ra can be 

increased by gene transfection. 

OBJECTIVE: To construct recombinant human IL-1Ra protein fluorescent plasmid and to observe its expression in chondrocytes 

by liposome gene transfection.   

METHODS: pGEM-T-IL-1Ra was digested with double enzymes restriction, and then it was linked with T4 DNA ligase and cloned 

into the pEGFP-C1 vector. Rabbit articular chondrocytes were isolated and cultured in vitro. The plasmids carrying the IL-1Ra 

gene were transfected into chondrocytes. Then the expression of the transgene was observed under a fluorescence microscope 

and detected by using real-time PCR assay. 

RESULTS AND CONCLUSION: The sequence of obtained pEGFP-C1-IL-1Ra was identical to IL-1Ra and sequence in the 

Genbank. The expression of enhanced green fluorescent protein was observed. Real-time PCR analysis showed that the genes 

were expressed in chondrocytes. 

 

Zhang P, Liu B, Cai DZ, Zhong ZH, Pan YQ, Zhang ZS. Expression of recombinant human interleukin-1 receptor antagonist 

protein fluorescent plasmid in chondrocytes.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(7): 1169-1173.     

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：白细胞介素 1受体拮抗蛋白能延缓骨性关节炎进程，通过转基因方法可以使白细胞介素 1受体拮抗蛋白表达的增加。 

目的：观察重组人重组人白细胞介素 1受体拮抗蛋白荧光质粒的构建及经脂质体转染软骨细胞的表达情况。 

方法：双酶切法切取重组人白细胞介素 1受体拮抗蛋白的 c-DNA片段，通过 T4DNA连接酶连接到 pEGFP-C1载体上。体

外分离培养兔关节软骨细胞，然后用构建的重组人白细胞介素 1 受体拮抗蛋白质粒经脂质体转染软骨细胞，通过荧光显微

镜观察转基因的表达和荧光定量 PCR检测其表达。 

结果与结论：获得重组人 pEGFP-C1-IL-1Ra真核表达载体质粒，酶切及测序结果证明表达质粒的 DNA序列完全正确。荧

光显微镜观察有绿色荧光蛋白表达，荧光定量 PCR鉴定证实转染的软骨细胞基因得到表达。 

关键词：白细胞介素 1受体拮抗蛋白；基因转染；荧光；质粒；软骨细胞；表达 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.07.007 
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0  引言 

 

随着世界老龄化人口的增加，骨性关节炎

(osteoarthritis，OA)的发病率也呈逐年上升趋势，

已成为影响老年人、运动员生活质量的首要原因
[1-2]
。关节软骨属于透明软骨，自身没有血供，无

淋巴引流，无神经分布，对抗外伤和各种疾病的

能力脆弱，自我修复能力有限，故有些学者称OA

是不可治愈的疾患，到目前为止还没有满意的解

决方法
[3-4]
。随着分子生物学和基因工程技术的发

展，将特定基因导入有特定治疗意义的功能细

胞，可达到治疗关节内疾病的目的
[5-7]
。实验表明，

白 细 胞 介 素 1 受 体 (Interleukin-1 receptor 

antagonist，IL-1Ra)能延缓OA疾病的进程，对

抑制IL-1的活性有其特殊的应用价值
[8-9]
。因此，

通过提高IL-1Ra在细胞外基质中的水平来保护

并修复损伤的关节软骨，具有可行性。本试验旨

在构建重组人白细胞介素1受体拮抗蛋白荧光质

粒及转染软骨细胞以观察其表达情况，为基因治

疗骨性关节炎提供研究基础。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外观察。 

时间及地点：实验于2009-12/2010-05在

中山大学第三附属医院中心实验室完成。 

材料：正常人体肝脏组织标本取自因健康

原因需终止妊娠5月龄水囊引产的胚胎，0.5 h

内将获取的组织液氮速冻后，转-80 ℃冰箱保

存，由广州医学院第三附属医院提供。 

清洁级的成年健康新西兰大白兔1只，雌
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性，4月龄，2 kg，由中山大学北校区动物实验中心提

供，实验动物生产许可证号：SCXK(粤)2004- 0011，实

验动物使用许可证号：SYXK(粤)2007-0081。 

pEGFP-C1 Vector购自美国Clontech公司，是一种增

强型绿色荧光蛋白载体，绿色荧光蛋白作为细胞示踪标记

已得到广泛应用，能保证重组其上基因的有效表达
[10]
。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

重组人IL-1Ra表达载体的构建：从正常人体肝脏组织标

本中提取总RNA，PCR扩增IL-1Ra基因，克隆进pGEM-T 

Easy Vector载体中，见图1，进行测序。通过Bgl Ⅱ和Xho 

Ⅰ进行双酶切，酶切片断通过T4 DNA连接酶连接到

pEGFP-C1载体上，构建pEGFP-IL-1Ra表达质粒，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

制备DH5a感受态，进行质粒转化，铺板筛选并提

取阳性克隆，经酶切鉴定证实重组成功。重组质粒摇菌

扩增后进行质粒抽提
[11]
。 

软骨细胞的培养：空气栓塞法处死大白兔，无菌操作

下取肩、膝关节软骨，D-Hanks液漂洗后剪碎成糊状，

加入含0.02%EDTA的0.25%胰蛋白酶在37 ℃温箱孵化

30 min，1 000 r/min离心6 min，弃上清，加入0.2%Ⅱ

型胶原酶在37 ℃温箱消化4 h，每2 h收集一次细胞，

200目不锈钢滤网过滤，离心弃上清，D-Hanks液漂洗2

次，收集细胞，加入含体积分数15%胎牛血清的高糖

DMEM培养基。残渣继续置入0.2%的Ⅱ型胶原酶中消

化。待全部细胞收集后，将细胞均匀接种于培养瓶中，

置于37 ℃、体积分数5% CO2培养箱内进行培养。 

软骨细胞的脂质体转染：将软骨细胞以细胞浓度

1.5×10
5
 L

-1
接种于6孔培养板，设转染组与未转染组，

每组各5孔。用含体积分数15%胎牛血清的DMEM培养

基于37 ℃、体积分数5%CO2条件下培养至细胞生长到

80%~90%融合率。用250 μL OPEI-MEM培养基稀释 

10 μL Lipofectamine
 TM 

2000 Reagent 10份，室温下静

置5 min。用250 μL OPEI-MEM培养基稀释4 μg (16 μL) 

IL-1Ra质粒5份。将上述2种液体混合，轻柔混匀后室温

静 置 20 min 以 形 成 DNA-Lipofectamine 
TM

 2000 

Reagent复合物。将待转染的软骨细胞用无血清无抗生

素的DMEM 培养基漂洗2次，加入上述转染液轻柔混

匀，于37 ℃，体积分数5%CO2条件下培养5 h。更换新

鲜的含体积分数10%胎牛血清的高糖DMEM培养基继

续培养。 

转染细胞的荧光显微镜观察：在转染后12，24 h，2，

4，6 d，将培养板放于倒置荧光显微镜下进行观察，并

拍照保存，计算转染率。通过观察10个高倍视野，采用

双盲法计数每100个细胞中的阳性细胞数，取平均值即

为其细胞转染率。 

总RNA提取及实时荧光定量PCR：脂质体转染后第6天

收集细胞，加入Trizol液1mL，按说明书操作，提取总

RNA，然后用反转录试剂盒获得cDNA，进行荧光定量

PCR。引物探针序列根据Oligo6软件设计。IL-1Ra上游

引物5'-GAA GTG CCA AAG GCG AAG TT-3'，下游引

物5'-ACC ACA AGC CAG TTC CAC TGT-3'，探针序列

fam-AGG TGA AGC AGA AAG TGC CAG CTC CA- 

tamra。实验步骤按试剂盒说明书进行，PCR反应液配制，

循环条件为：93 ℃热变性2 min，然后按93 ℃ 45 s →  

55 ℃ 45 s，先做10个循环，最后按93 ℃ 45 s→55 ℃    

45 s，做30个循环。 

利用已知起始拷贝数的质粒标准品作标准曲线，标

准曲线在10
6
~10

2
拷贝/反应范围内有好的线性关系，最

小可以检测到10
2
个DNA拷贝。 

在确定标准检测曲线后，以同样条件对样品利用实

试剂及仪器 来源 

总 RNA提取纯化系统 SV Total RNA 

 Isolation System，pGEM-T Easy Vector

PCR引物及序列测定，Lipofectamine
TM

 

 2000 Reagent  

IL-1Ra引物、探针  

 

XhoⅠ、Bgl Ⅲ酶  

E.Z.N.A
®
 Plasmid Extraction Kit  

T4 DNA Ligase Kit  

TaKaRa Ex-Taq Polymerase Kit  

Trizol液  

 

荧光显微镜及摄影系统  

ABI7000荧光定量 PCR仪 

美国 Promega公司 

 

美国 Invitrogen公司 

 

北京三博远志生物技术 

有限责任公司 

美国 NEB公司 

美国 OMEGA公司 

美国 MBI公司 

日本 TaRaKa公司 

上海申能博彩生物科技 

有限公司 

日本 Nikon公司 

美国 ABI公司 

Figure 1  Physical map of pGEM-T Easy Vector
图 1  pGEM-T Easy Vector物理图谱 

Figure 2  Physical map of pEGFP-C1 Vector
图 2  pEGFP-C1 Vector物理图谱 
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时定量PCR技术测定样品中的DNA拷贝数。样品为细胞

数相同的转染的软骨细胞和未转染软骨细胞抽提的总

RNA。 

主要观察指标：转染软骨细胞基因表达。 

统计学分析：由第四作者采用SPSS 10.0软件包进

行统计学处理。采用t 检验各组数据的差异，P < 0.05

为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  rhIL-1Ra的PCR扩增  以原始cDNA为模板，用特

异性引物进行PCR扩增，得到大小1 782 bp的DNA片

段，经1.2%琼脂糖电泳，扩增带清晰，大小与预期符合，

见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  rhIL-1Ra真核表达质粒的构建及酶切鉴定、测序鉴

定  挑选PCR鉴定为阳性的质粒DNA用于测序。序列由

Invitrogen测定，并于NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

上，通过Blast软件进行比对分析，获得pGEM-T-IL-1Ra

克隆。 

    rhIL-1Ra的PCR扩增产物经酶切后，插入载体

pEGFP-C1，制备DH5α感受态，进行质粒转化，铺板

筛选并提取阳性克隆，经酶切鉴定，与预期大小一致，

见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  体外培养软骨细胞特点  培养24 h后软骨细胞开

始贴壁，外观扁平透亮，并逐渐伸出突起，变为多角形

细胞，少数呈长梭形，胞核大而圆，胞浆丰富，内含分

泌颗粒，见图5。约10 d长满培养瓶，传代后增殖速度

加快，4 d时即铺满培养瓶。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  体外转染软骨细胞的荧光表达  转染后 12 h观察

到少许表达荧光质粒的阳性细胞，细胞的表达率(8.12± 

1.64)%，转染后 24 h 细胞的表达率最高 (16.16± 

2.71)%，见图 4，第 6天后随时间的延长而表达量和转

染率逐渐降低，细胞的表达率(12.18±2.14)%。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  IL-1Ra 转染软骨细胞后的基因表达  以 10 倍梯

度稀释已知浓度的质粒 DNA做出标准曲线，见图 7。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

采用不同浓度的标准样品(质粒 DNA) 进行实时荧

光定量 PCR 后得到数据与预计数值间经 t 检验，两者

差异无显著性意义(P > 0.05)。 

将转染IL-1Ra组与未转染组样品各做5孔检测，基

Figure 7  The standard curve of plasmid DNA
图 7  质粒 DNA 标准曲线 

M: DNA Marker DL3000; 1-2: PCR products 

Figure 3  Electropherogram of interleukin-1 receptor 
antagonist amplification by RT-PCR 

图 3  RT-PCR 扩增 IL-1Ra 电泳图 

M            1                2    

1 782 bp 

M: DNA Marker DL6000; 1: Vector+Insert; 2: plasmid 

Figure 4  Enzyme digestion of pEGFP-C1- IL-1Ra plasmid
图 4  pEGFP-C1-IL-1Ra 质粒酶切鉴定 

M                        1                        2     

Vector  4 700 bp

Vector  1 782 bp

Figure 5  Primary chondrocytes (×200)
图 5  原代软骨细胞(×200) 

Figure 6  Primary chondrocytes transfected by cationic 
fluorescent liposome (×200) 

图 6  脂质体介导荧光质粒转染原代软骨细胞(×200) 
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因拷贝数分别为47 939±5 881和4 291±518，两组结果

差异有显著性意义(P < 0.05)，证明IL-1Ra基因转染软

骨细胞后其表达水平有明显变化。 

 

3  讨论 

 

IL-1是OA发病过程中重要的炎性细胞因子
[12-13]

。

IL-1对关节软骨细胞的作用主要表现为抑制透明软骨特

征性Ⅱ型胶原的合成，促进Ⅰ，Ⅲ型胶原的合成，促使

软骨细胞变性。IL对关节软骨的破坏作用主要表现在它

可以促进胶原酶的合成和分泌，提高软骨基质中溶蛋白

酶的活性。研究证实IL-1能刺激成纤维细胞、软骨细胞

和滑膜细胞分泌前列腺素E2、胶原酶，加速软骨基质中

蛋白多糖和Ⅱ型胶原的降解并抑制其合成，抑制Ⅱ型前

胶原mRNA的表达，参与病变软骨的破坏
[14-15]

。IL-1Ra

为滑膜细胞分泌的IL-1受体的天然拮抗剂，IL-1Ra不能

抑制IL-1的合成
[16]
，但可以抑制IL-1的活性。 

绿色荧光蛋白(green fluorescent protein，GFP)是

目前最常用的报告基因之一，是一种生物发光蛋白，激

发波长490 nm，检测波长530 nm；其产生的荧光无种

属特异性，不干扰细胞的特性，可耐受光漂白，表达时

不需要其他刺激因子、底物或其他基因的产物协作。因

此GFP的检测极其方便，广泛应用于荧光显微镜、流式

细胞仪等对活细胞的高效特异的检测。荧光的强度与

GFP的表达量和细胞的生长状态有关。本实验采用的

pEGFP-C1是含绿色荧光蛋白报道基因的真核细胞表

达载体，具有很强的复制能力，其多克隆位点位于EGFP

基因编码区和SV40多聚腺苷酸尾之间，外源基因插入

到pEGFP的C端，同时以GFP为报告基因，与pEGFP

形成融合蛋白一同表达，提高外源基因在真核细胞的表

达；同时也不影响目的基因的结构和功能
[17-20]

。因此，

作为真核细胞的表达载体，pEGFP-C1能保证重组其上

基因的有效表达。 

根据NCBI上已报道的人类IL-1Ra的开放读码框序

列设计基因克隆的特异性引物，以肝组织反转录产物为

模板，获取IL-1Ra片段。由于PCR产物不稳定，很容易

降解，pGEM-T载体可以方便地把PCR产物连进载体，

并且很稳定，可以长时间保留和利于基因测序。将获取

片段连接到pGEM-T载体，转化到DH5α菌株，挑2个左

右的单克隆(蓝白斑筛选)扩大培养。收菌后，提取其中

两管菌的质粒，经Bgl Ⅱ和Xho Ⅰ酶切验证后，送

Invitrogen测序，测序结果分析表明，通过PCR成功的

从肝组织中克隆到人类 IL-1Ra的开放读码框，获得

pGEM-T-IL-1Ra克隆，说明克隆质粒完全符合预先的设

计要求。由于pGEM-T-IL-1Ra质粒用Bgl Ⅱ和Xho Ⅰ进

行双酶切，而pEGFP-C1用Bgl Ⅱ和Sal Ⅰ(是Xho Ⅰ

的同尾酶)进行酶切；因此将构建的pGEM-T-IL-1Ra和

经过Bgl Ⅱ和Xho Ⅰ双酶切后的片断连接到pEGFP- 

C1(已用Bgl Ⅱ和Xho Ⅰ双酶切)载体上，而不会发生移

码。本组构建pEGFP-C1-IL-1Ra表达质粒，pEGFP-C1 

4.7 kb，IL-1Ra cDNA 1 782 bp。凝胶上的电泳条带位

置符合设计要求，故所提取的重组人pEGFP-C1-IL-1Ra

是正确的，为下一步基因转染软骨细胞提供了良好的基

础。 

在基因治疗中，载体的选择至关重要。从目前OA

基因治疗的情况看，载体的选择是OA基因治疗的瓶颈

也是研究的热点。载体是指能将外源性遗传物质转入靶

细胞，并使之能在靶细胞内表达的无致病能力的病毒或

DNA结构，分为病毒类载体和非病毒类载体。转基因载

体的病毒种类繁多，包括：乳头瘤病毒、腺病毒、牛痘

病毒、腺相关病毒、疱疹病毒、反转录病毒等
[21-24]

。病

毒载体具有转染率高，表达稳定等特点，但易于整合到

靶细胞染色体内，故安全性差，尚需慎用。非病毒载体

包括裸DNA、脂质体-DNA复合体、聚合物-DNA复合体

等，该类载体不仅可直接用于运载目的基因进行基因治

疗，也可包裹反义寡核苷酸或反义表达质粒进行反义治

疗。这种技术依赖于DNA的阴离子性能。为了进行脂质

转移，脂质体首先与DNA混合，使之形成一个非共价键

连接的脂质体-DNA复合物，这种复合物加入到靶细胞

中，吸附到细胞膜上，然后将DNA传送至胞浆中。非病

毒载体易合成、稳定实用、生物安全性高、转运容量大、

可同时传输多种治疗基因，但转染率低，表达时间    

短
[25-28]

。 

本实验在Lipofectamine
TM

2000脂质体介导下将

IL-1Ra基因转染兔关节软骨细胞，通过荧光显微镜观

察有绿色荧光蛋白表达，荧光定量PCR鉴定证实在转

染后的软骨细胞中转基因得到表达，转染组与未转染

组的IL-1Ra表达水平有显著性的差异。虽然IL-1Ra基

因转染软骨细胞可获得表达，但荧光显微镜观察显示

转基因的表达率仍较低，说明脂质体的转染效率不高，

明显低于病毒载体的转染，其转染效率和DNA与脂质

体的比例以及DNA的用量、转染时与细胞的生长周期

密切相关
[29-30]

。所以实验中掌握好这些因素对转染率至

关重要。本实验在基因转染前细胞达80%~90%的融合，

这时的细胞大部分处于S期或G2期，目的是尽可能提高

转染率。从荧光显微镜观察，转染后24h细胞的表达率

最高，转染第6天后随着时间的延长，基因表达量和转

染率逐渐降低，说明目的基因随着细胞的分裂而逐渐丢

失并不能长期表达。 

通过本实验所用的脂质体介导转染法可以将重组

人IL-1Ra基因转染入软骨细胞内，软骨细胞可以有效的

表达外源基因，能够作为基因治疗OA过程中的受体细

胞，为下一步在体外、体内OA模型防止软骨退变的实

验研究提供基础。 
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生长因子有限，而外源性细胞因子代谢半衰期短，直接关节

腔内注射需要费用高，剂量不容易调控，常需反复应用。基

因疗法可以解决这个难题。应用病毒载体能够成功地把基因
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脂质体介导转基因到软骨细胞，证实转染的软骨细胞基因得

到表达，为基因治疗骨性关节炎打下了基础。 


