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不同血清型腺相关病毒对小鼠膝关节软骨细胞

感染效率的比较研究

胡家铭 8

!

!

!陈权 8

!

!

!周金依 8

!

!

!吴锦婷 8

!

!

!余欢 8

!

!

!

&

!付方达 8

!

!

!

&

!阮红峰 8

!

&

!

<

!

=

!肖鲁伟 8

!

!

!

&

!

<

!

吴承亮 8

!

!

!

&

!

<

!童培建 8

!

!

!

&

'

87

浙江中医药大学附属第一医院 浙江省中医院$ 浙江 杭州
&8HHHA

&

!7

浙江中医药大学第一临床医学院$ 浙江

杭州
&8HHHA

&

&7

浙江中医药大学附属第一医院骨伤研究所$ 浙江 杭州
&8HHHA

&

<7

浙江中医药大学$ 浙江 杭州

&8HH=&

&

=7

上海中医药大学附属龙华医院$上海
!HHH&!

(

!摘要" 目的!比较不同血清型腺相关病毒"

+LN*0J+VV0Q)+/NL X).3V

#

559

$对小鼠膝关节软骨细胞的感染效率%寻

找理想的膝关节软骨细胞基因编辑工具&方法!选取
<

周龄
'=>GB Y A

雄鼠
<=

只%体重'

8<7&Z?[!

$

6

%根据右侧膝关节腔

注射试剂"

A !:

$的不同分为以下
$

组%每组
=

只& 对照组"生理盐水$%维
!

组"维真生物
559!

%滴度为
8\8H

8&

X6 Y 4:

$%

维
=

组"维真生物
559=

%滴度为
8\8H

8&

X6 Y 4:

$%维
A

组"维真生物
559A

%滴度为
8\8H

8&

X6 Y 4:

$%维
>

组 "维真生物

559>

%滴度为
8\8H

8&

X6 Y 4:

$%维
%

组 "维真生物
559%

%滴度为
8\8H

8&

X6 Y 4:

$%维
$

组 "维真生物
559$

%滴度为

8\8H

8&

X6 Y 4:

$%汉
],

组"汉恒生物
559!J],

%滴度为
8\8H

8!

X6 Y 4:

$%汉
=

组"汉恒生物
559=

%滴度为
8\8H

8!

X6 Y 4:

$& 所

有病毒过表达绿色荧光蛋白"

^K_

$& 在注射
&H L

后取膝关节%于体视显微镜下大体观察软骨损伤情况后%做
8H !4

冰

冻切片%采用荧光显微镜观察膝关节软骨和半月板绿色荧光分布情况&结果!体视显微镜观察结果表明%本研究采取的

膝关节腔注射方法对小鼠软骨无明显损伤& 组织切片的荧光观察显示%经不同血清型
559

注射后的小鼠膝关节软骨

细胞均发出较强的绿色荧光%荧光强度分析中以维
!

组和维
>

组软骨和半月板的荧光强度最高%平均光密度值分别为

H[H>>ZH[H!H

和
H[HA8ZH[H!!

%上述
!

组与其他各组间比较差异有统计学意义& 结论!通过在体膝关节腔注射
559

可成

功感染小鼠膝关节软骨细胞%

559!

和
559>

对膝关节软骨组织感染效率高且特异性较强%该方法可作为膝关节软骨

细胞基因编辑的有效工具&
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膝关节骨性关节炎$

D*== 0@/=0+./(.)/)@

"

S-5

%是

四肢关节中最常见的骨关节炎&

8

'

(

S-5

病理变化最

初发生于关节软骨"可见局灶性)侵蚀性软骨破坏"

而关节软骨破坏发生发展的分子机制仍未阐明( 如

果能在
S-5

早期病变部位关节软骨细胞进行特异

性基因编辑"则能更为特异地阐明目的基因在
S-5

病理过程中所发挥的作用( 腺相关病毒$

+>=*0U+@G

@0C)+/=> F).3@

"

559

%属于微小病毒科"已有研究利用

559

感染的方式将外源基因导入动物组织中"具有

安全性高)免疫原性低)宿主范围广)过表达稳定等

优点"已广泛应用于整体动物基础研究&

!

'

(由于
559

分多种血清型" 对不同的组织和细胞的感染效率也

存在差异(本研究通过将不同血清型
559

注射到小

鼠右侧膝关节腔"观察不同血清型
559

对小鼠关节

软骨细胞感染的效率" 从而筛选出能高效感染小鼠

膝关节软骨细胞的血清型" 为在体进行关节软骨的

基因编辑提供实验依据(

3

材料与方法

34 3

实验药物及主要试剂

维真生物
559!

$病毒滴度为
#V#N

#&

F6 W 4:

%"

559X

$病毒滴度为
8V8N

8&

F6 W 4:

%"

559P

$病毒滴度

为
8V8N

8&

F6 W 4:

%"

559L

$病毒滴度为
8V8N

8&

F6 W 4:

%"

559%

$病毒滴度为
8V8N

8&

F6 W 4:

%"

559$

$病毒滴度

为
8V8N

8&

F6 W 4:

% 等购于山东维真生物科技有限公

司#汉恒生物
559!U?,

$病毒滴度为
8V8N

8!

F6 W 4:

%"

559X

$病毒滴度为
8V8N

8!

F6 W 4:

%购于汉恒生物科技

有限公司( 所有病毒过表达绿色荧光蛋白$

6.==*

B:30.=@C=*/ 1.0/=)*

"

YZ[

%#

-'2

包埋剂购于上海睿铂

赛生物科技有限公司 $

2)@@3=U2=D

"

88% 4:

" 货号为

\X%&

%#其他相关试剂均为分析纯"购自国药集团化

学试剂有限公司(

34 5

实验仪器

Q+4):/0*

微量注射器及配套针头 $北京英伟达

科技有限公司提供" 型号分别为
8LN8 ];

和
L%N&U

N\

%#冰冻切片机$赛默飞公司提供"型号为
2(=.40

HC)=*/)B)C ^)C.04 Q^X!X

%# 体视显微镜和荧光正置

生物显微镜$蔡司公司提供"型号分别为
_=)@@ @/=4)

!MMM C

和
_=)@@ 5J)0 HC01= 5#

%(

34 6

实验动物与分组

选取
\

周龄
H[Z

级
'XL`R a P

雄性小鼠
\X

只"

体重$

8\b&ONb!

%

6

"购于浙江中医药大学动物实验中

心&生产许可证
H'cS

$沪%

!N8LUNNNX

'( 所有动物提

前购入"适应性饲养
L >

"室温
!8d!& e

"相对湿度维

持在
&Mfd\Mf

"喂常规颗粒饲料及饮用水( 根据右

侧膝关节腔注射的不同试剂分为! 对照组 $生理盐

水%"维
!

组$维真生物
559!

病毒%"维
X

组$维真生

物
559X

病毒%"维
P

组$维真生物
559P

病毒%"维

L

组 $维真生物
559L

病毒%" 维
%

组 $维真生物

559%

病毒%"维
$

组$维真生物
559$

病毒%"汉
?,

组 $汉恒生物
559!U?,

病毒%" 汉
X

组 $汉恒生物

559X

病毒%"每组各
X

只(

34 7

实验方法

34 74 3

膝关节腔注射方法 抓握固定小鼠"右侧膝

关节备皮(

LXf

乙醇消毒后"握紧小鼠右下肢"屈曲

PMg

"取微量注射器于髌骨下方腱外缘进针"稍向内

下穿过关节囊后即感到有落空感"此时不再进针"缓

慢注射" 注射
P !:

试剂后静置
8N @

" 旋转拔出注射

器"用
LXf

乙醇消毒注射位置(

34 74 5

标本制作方法
559

膝关节腔注射
&N >

后"用颈椎脱臼法处死"取膝关节组织样本"体视显

微镜下进行大体观察后" 置于
\f

多聚甲醛中固定

!\ (

"中性脱钙液脱钙
8\ >

"

8Nfd&Nf

蔗糖溶液中梯

度脱水直至组织沉淀到试管底部(

-'2

包埋剂包埋

后"于
U%N e

冰箱冷冻"再沿矢状面将膝关节组织行

8N !4

厚切片(

34 8

观察项目与方法

34 84 3 559

感染软骨细胞的观察 各种血清型的

559

均过表达
YZ[

" 成功感染的细胞将表达
YZ[

"

蓝色荧光激发后
YZ[

表达位置会出现绿色荧光( 将

不同处理组小鼠膝关节的冰冻切片置于荧光显微镜

下"观察膝关节软骨细胞绿色荧光的表达情况"并进

行拍照(

LX8

" "
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膝关节软骨
"#$

荧光平均光密度值!!

!

!"

"

%&'() *+,-&., "#$ /,01234 20 5&-326&., 78 90,, :7203

!!

!

!"
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注#单因素方差分析$

#<!=7=>!

$

$?@7"A

%与维
!

组比较#
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$
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%

+!

% <$7%>$

$

$ ?"7"A

%

+&

% <887A=!

$

$ ?"7"A

%

+>

% <&7>!=
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+B
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+%
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$

$?
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%与维
B

组比较#
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$
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%

C!

%<&7>!=

$
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%
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$

$ ?"7"A

%
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$

$ ?"7"A

%
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$
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%
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$

$ ?"7"A

%
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% <
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$
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%

C%
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$
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;0/D

#

-*D EF+G 5;-95

$
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$

$ ?@I"A

%

'041+.DJ F)/( K)6D*D !

6.031
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+8
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$
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%

+!
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%

+&
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$
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%
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$
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%
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$
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图
)

体视显微镜观察膝关节软骨
)&;

半月板无裂隙& 溃疡及破损
<'(

胫骨平台表面平

整&有光泽&无裂纹和骨赘等改变
!5(

股骨髁完整且表面软骨光滑
!/(

股骨滑车沟较深且

表面软骨光滑

=2.(! -CMD.K+/)0* 0N O*DD P0)*/ Q+./):+6D 3*JD. M/D.D0MQ01)Q 4)Q.0MQ01D !&( RD*)MQ3M F)/(03/

Q.+QOM

$

3:QD.M +*J C.D+O+6D !'( 2)C)+: 1:+/D+3 F+M M400/( +*J 6:0MMG F)/(03/ Q.+QO +*J 0M/D0S

1(G/D !5( TD40.+: Q0*JG:D F)/( )/M Q041:D/D M/.3Q/3.D +*J M400/( M3.N+QD !/( TD40.+: /.0Q(:D+

F)/( JDD1 /.0Q(:D+. 6.00KD

$

+*J M3.N+QD F+M M400/(

组别 鼠数!只" 平均光密度值

对照组
A LILLLU"7"""

+8C8

维
!

组
A "7"BBU"7"!"

C!

维
A

组
A "7"&8U"7""&

+!C&

维
=

组
A "7"!&U"7"">

+&C>

维
B

组
A "7"=8U"7"!!

+>

维
%

组
A "7"!BU"7""B

+ACA

维
$

组
A "7"8BU"7"">

+=C=

汉
V,

组
A LIL8AULILL!

+BCB

汉
A

组
A LIL8=ULILL!

+%C%

!( >; ?

软骨细胞
559

感染强度的分析 利用
W4S

+6DE,

软件$截取上述各组拍照获得的软骨和半月板

作为兴趣区$将荧光图片转化为灰度图片$利用软件

计算每幅图片的平均光密度值'

!; @

统计学处理

采用
XYXX 8BIL

软件进行统计学分析$定量资料

采用均数
U

标准差!!

!

&"

"表示$组间比较采用单因素

方差分析!

0*DEF+G 5;-95

"$以
X;ZE%

检验进行组

间的两两比较( 以
$?LILA

为差异具有统计学意义(

A

结果

A; !

膝关节腔注射对膝关节软骨的影响

在膝关节注射后立即取小鼠膝关节标本$ 在体

视显微镜下大体观察表明#关节内无积液及粘连$滑

膜组织无明显充血水肿( 全膝关节软骨表面色泽良

好$完整光滑$未观察到戳痕%半月板表面光滑&透

明$有光泽$弹性可$无裂隙&溃疡及破损$轮廓清晰(

剥离半月板后$暴露胫骨平台$胫骨平台完好$表面

平整&有光泽&无裂纹和骨赘等改变%股骨髁结构完

整且表面软骨光滑% 股骨滑车沟较深且表面软骨光

滑( 见图
8

(

A; A 559

干预膝关节软骨细胞的
[TY

表达情况

膝关节组织冰冻切片荧光观察结果表明$

559

注射后的小鼠膝关节软骨形态良好$轮廓清晰$无不

平整和破损( 观察膝关节软骨和半月板!白色箭头"

发现$对照组未见到绿色荧光$各
559

干预组软骨

和半月板均可见绿色荧光$ 在软骨和半月板的表层

[TY

表达最强$但各组
[TY

整体强度表达有明显不

同(软骨下骨有非异性荧光!白色箭状所指"$但对关

节软骨
559

感染无影响( 见图
!

(

A; B

膝关节软骨细胞的
[TY

荧光统计结果

比较各组平均光密度值$ 结果发现
$

组荧光平

均光密度比较差异有统计学意义!

$?LILA

"$其中维

!

组和维
B

组平均光密度值比其他各组高
!\&

倍左

右!

$?L7LA

"( 见表
8

(

BA!

" "
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图
!

膝关节冰冻切片荧光照片!

<#==

"#白色箭头指示软骨细胞
>?@

表达阳性区域#白色箭状物指示软骨下骨非特异性荧光区域#白色虚线上

下侧分别是软骨区域和软骨下骨区域
!"#

对照组软骨
>?@

阴性
!$#

维
!

组软骨
>?@

强阳性
!%#

维
A

组软骨和半月板均有荧光
!&#

维

B

组软骨和半月板均有荧光
!'#

维
C

组软骨和半月板均有较强荧光
!(#

维
%

组软骨和半月板均有荧光
!)#

维
$

组软骨和半月板均有荧光

!*#

汉
D,

组软骨和半月板均有较弱荧光
!+#

汉
A

组软骨和半月板均有较弱荧光

,+)#! ?.0EF* GFH/)0* I:30.FGHF*HF 1(0/06.+1( 0I J*FF K0)*/

!

<8""
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#
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"
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讨论

-# .

膝关节腔注射介导基因编辑具有分子机制研

究和临床基因治疗的双重潜力

膝关节腔注射是一种较为成熟的技术$ 在临床

上膝关节腔注射被证明是治疗
U-5

的有效途

径 %

&

&

#同时广泛应用于
U-5

的机制研究中 #包括

U-5

的造模及给药等过程%

V

&

$ 目前尚没有一种药物

可以逆转
U-5

的发病进程#其中一个非常重要的原

因是
U-5

发病机制尚未明确%

A

&

$ 研究表明#

U-5

的

早期发病和多条信号通路异常表达有关# 而且通路

之间的相互作用仍然不清楚%

B

&

$ 为精确地阐明各个

通路及其关键蛋白在
U-5

发生'发展中的作用及角

色# 安全有效的基因编辑方法是相关研究所亟需的

手段$ 通过膝关节腔内注射进行基因编辑无须分离

体细胞#在体感染操作方便(而且膝关节腔的血供不

丰富# 使得膝关节腔内注射进行基因编辑具有良好

靶向性和安全性$ 本实验经膝关节腔注射方式将

559

输送到靶细胞#大体解剖观察发现膝关节各软

骨面均完好#冰冻切片下组织形态完整#无骨关节炎

相关的病理表现#同时软骨组织
>?@

持续表达$ 这

为下一步通过膝关节腔注射
559

来进行基因编辑

提供了良好的干预途径$

CA&

" "
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559

属于依赖病毒属!细小病毒亚科!是一类

自然缺陷的单链
<;5

病毒" 野生型
559

基因组约

=7> ?@

! 含有
.A1

和
B+1

基因以及两端的
C2D

序列"

虽然人类对
559

易感! 但临床还并未发现与
559

相关的疾病" 同时!重组
559

#

.559

$基因组序列上

去除了大部分的野生型
559

基因组元件!进一步提

高了其使用的安全性% 研究认为!

559

作为一种理

想的基因载体!利用病毒对细胞的感染能力!将携带

的外源基因转移到分裂期和非分裂期的细胞中!使

体内原位组织持续表达目的基因! 对比其他可选择

的&低效率的基因传递方式'例如非病毒&腺病毒和

逆转录病毒等方式$来说!通过
559

进行基因传递

来治疗人类
-5

等退行性疾病有更强大的优势(

>E%

)

%

本实验采用的
.559

!不包含任何野生型病毒及辅助

病毒!对宿主细胞的免疫反应得以降低!从而有利于

宿主细胞进行基因传递% 同时! 小鼠正常饮食和活

动!关节活动正常!关节形态完好!未见有明显异常%

因此!利用
559

进行基因治疗&基因过表达&基因沉

默在分子机制研究和临床基因治疗中具有潜在的应

用价值%

!" # 559!

和
559>

是感染膝关节软骨的理想血

清型

成功的
559

转导需要病毒
B+1

蛋白与细胞表

面受体结合&受体介导病毒的内吞&内含体逃逸&入

核后脱壳和基因组释放& 第
!

链合成和转录等多个

精细步骤% 不同的
B+1

蛋白包装出不同血清型的

559

!也决定了其不同的组织特异性!其中
B+1

蛋白

和受体的交互作用决定着转导的部位和细胞类

型(

$

)

%

B+1

蛋白在与细胞结合&内化及在靶细胞内运

输中起着重要作用(

8"

)

%细胞表面多糖是
559

的主要

受体!是与
B+1

蛋白相互作用的靶位点!对
559

的

运输和亲和性有调控作用(

88

)

% 其中!

5598

和
559F

对人体和小鼠大多数细胞有良好的感染能力 (

8!

)

%

!

型与
&

型也有广泛的应用(

8&

)

%

559G

适用于肺部的

研究!

559$

可通过血脑屏障而经常应用于脑和中

枢神经的研究(

8=

)

%

559%

对肝脏有着很强的感染效

率等(

8G

)

%但何种血清型
559

对膝关节软骨组织的组

织亲和性较好还未明确%

H+/I0*

等(

8F

)通过将
559!7G

介导
CJ8

受体激动剂'

CJE8D+

$!过表达应用于马的

前肢关节! 超过
F

个月还能在关节中持续稳定地看

到
CJE8D+

的表达!

559!

型被用于感染人的软骨细

胞也取得类似的良好效果(

8>

)

%与上述结果类似!本实

验中将滴度相近且都过表达
KLM

的不同血清型

559

分别感染膝关节软骨细胞! 在
559

干预
8

个

月后的
KLM

荧光检测表明! 各个
559

干预组均成

功感染膝关节软骨和半月板组织!但各组
KLM

荧光

强度差异很大! 提示了感染效率即组织亲和性上有

差异% 进一步通过对软骨和半月板
KLM

荧光进行光

密度定量统计发现!与其他各组相比!维
!

组和维

>

组荧光强度最强! 表明
559!

和
559>

对膝关节

软骨组织亲和性最好! 可作为对膝关节软骨组织进

行基因编辑的理想血清型%

综上所述!不同的血清型
559

对于不同的器官

不同的细胞类型有着不同的亲和能力! 这为研究不

同疾病中不同的组织基因修饰提供了方便性和可选

性%

559

在体内能长期高效稳定的表达!在动物身

上的应用已经非常的成熟!临床上在血友病&乙型病

毒性肝炎& 杜氏肌营养不良症等许多疾病研究也处

于
!

期与
"

期研究中% 本研究使用膝关节腔注射方

法将不同血清型
559

顺利注入到小鼠膝关节腔!成

功感染小鼠膝关节的软骨细胞并筛选出了效率较高

的血清型
559!

型和
559>

型! 为后续在体膝关节

软骨基因编辑提供了坚实的实验基础%
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固定平台单髁置换术治疗膝关节内侧骨性关节炎

曾智敏!陶?!凌晶!黄哲宇!狄正林

!宁波市第六医院关节外科%浙江 宁波
&#OLML

"

!摘要" 目的&探讨采用固定平台假体膝关节单髁置换术治疗膝关节内侧单间室骨性关节炎的早期临床疗效!

方法"自
!L#O

年
#

月至
!L#S

年
#!

月#采用固定平台单髁置换术治疗
N!

例膝关节内侧间室骨性关节炎患者$其中男

#$

例$女
M&

例%年龄
MSb%&

&

NO7&c%7!

'岁%病程
ObS!

(

8$7Md8M7&

)个月* 观察术后并发症情况$并采用
95P

评分评价疼

痛缓解程度$

UPP

膝关节评分评价临床疗效*结果"

N!

例患者均获得随访$时间
MbM"

(

8$7$d8"7!

)个月*所有患者切口愈

合良好$无须术后输血$住院时间
!b8"

(

&7Od87N

)

<

*术后未发生脱位+感染+松动或假体周围骨折等并发症$

8

例患者术

后
8

个月并发胫后静脉血栓!

UPP

评分由术前的
N$7$dS7!

提高至末次随访时的
$"78dS7M

%其中优
O8

例$良
$

例$可

!

例%

95P

评分由术前的
&7%d"7$

降至末次随访时的
878d"7$

! 结论"固定平台单髁关节置换术治疗膝关节内侧单间室

骨性关节炎术后住院时间短$并发症低$可以获得较好的早期临床疗效!

!关键词" 关节成形术$置换% 骨关节炎$膝% 骨折固定术
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