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【摘要】 目的：通过构建和比较经 Ｗｎｔ５ａ 基因修饰的巨噬细胞分别与骨髓干细胞（ＭＳＣｓ）２Ｄ 单层贴壁与骨髓液
跨小室共培养模型，旨在探索 Ｗｎｔ５ａ 信号通过调控巨噬细胞炎症反应对 ＭＳＣｓ 成软骨分化产生的影响。 方法：自
２０１５ 年 ９ 月至 ２０１８ 年 １２ 月收集 ６ 例重度膝关节骨关节炎拟行全膝关节置换术者的巨噬细胞、ＭＳＣｓ 和骨髓液，其中
男 ２ 例，女 ４ 例；年龄 ５８～７１ 岁。 膝关节囊滑膜组织常规消化取得单细胞，经反复贴壁并行 Ｆｉｃｏｌｌ液密度梯度离心和抗
ＣＤ１４ 抗体流式细胞术测定巨噬细胞纯度。 将上述经鉴定的巨噬细胞置于 ＩＦＮ－γ 联合 ＴＮＦ－α 刺激 ４８ ｈ 后，再使用重
组腺相关病毒（ｒＡＡＶ）－ｌａｃＺ 或 Ｗｎｔ５ａ 转染 ２４ ｈ，分别与 ＭＳＣｓ ２Ｄ 单层贴壁或骨髓液构建跨小室共培养模型，采用 ＨＥ
染色、软骨特殊染色、Ｘ－ｇａｌ 染色、抗 Ｗｎｔ５ａ、抗Ⅱ和 Ｘ 型胶原免疫组化染色对细胞形态与增殖能力、病毒转染效率和
成软骨分化能力等进行检测。结果：抗 ＣＤ６８ 免疫组化显示骨关节炎患者滑膜组织巨噬细胞明显增多。抗 ＣＤ１４ 流式细
胞术证实经分离的滑膜巨噬细胞纯度为 ９０．３１％，ＩＦＮ－γ 联合 ＴＮＦ－α 刺激后发现上清液中单核细胞趋化素蛋白－１
（ＭＣＰ－１）水平明显升高，提示巨噬细胞被激活；ｒＡＡＶ－ｌａｃＺ 转染 ３ ｄ 后，Ｘ－ｇａｌ 染色发现其能有效转染巨噬细胞，效率
高达 ９７．５０％，且至少持续 ２１ ｄ；ｒＡＡＶ－Ｗｎｔ５ａ 转染巨噬细胞后通过刺激其 Ｗｎｔ５ａ 的表达，而增加两种模型中的 Ｗｎｔ５ａ
表达，抑制 ＭＣＰ－１ 的分泌，两种模型中 Ｗｎｔ５ａ 组 ＭＣＰ－１ 表达量分别为 １４．７６ 和 ６１．５１ ｐｇ ／ ｍｌ；此外，ｒＡＡＶ－Ｗｎｔ５ａ 转染
后能促进细胞增殖及成软骨分化、软骨基质合成。 结论：在巨噬细胞与 ＭＳＣｓ ２Ｄ 单层贴壁或骨髓液跨小室共培养条件
下，ｒＡＡＶ 介导的 Ｗｎｔ５ａ 过表达能通过影响巨噬细胞炎症反应而促进软骨稳态的维持以及 ＭＳＣｓ 成软骨分化， 巨噬细
胞可能通过 Ｗｎｔ５ａ 信号影响软骨稳态与 ＭＳＣｓ 成软骨分化。
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ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｍａｙ ａｆｆｅｃｔ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ＭＳＣｓ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｗｎｔ５ａ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ； Ｗｎｔ－５ａ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ； Ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ

炎症因素导致的关节软骨细胞代谢与功能紊

乱、细胞外基质退变与丢失、软骨下骨板异常硬化或
囊性变、半月板和前后交叉韧带结构完整性破坏，关
节囊内滑膜组织炎症反应和炎性滑液的异常增多致

关节腔内持续高压及骨髓干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）自我更新与成软骨分化障碍等是骨关节
炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）防治的中心环节 ［１］。 研究显示
巨噬细胞分泌的大量致炎性细胞或化学因子及其激

活的下游信号通路在 ＯＡ 病变过程中发挥重要作
用，但具体机制尚未完全明确。鉴于 Ｗｎｔ５ａ信号直接
参与 ＯＡ 进展并影响巨噬细胞炎性反应水平， 本研
究通过构建和比较经重组腺相关病毒（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ａｄｅｎｏ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ，ｒＡＡＶ）－Ｗｎｔ５ａ 基因修饰的巨
噬细胞分别与 ＭＳＣｓ ２Ｄ 单层贴壁及骨髓液 ３Ｄ 原位
间跨小室共培养模型， 旨在探索 Ｗｎｔ５ａ 信号介导的
巨噬细胞炎症反应对软骨稳态的影响 ， 为调控
Ｗｎｔ５ａ 信号介导的巨噬细胞炎症反应以实现软骨动
态平衡及建立有效的 ｒＡＡＶ基因治疗提供重要依据。
１ 材料与方法

１． １ 实验试剂

ＤＭＥＭ 培养液（Ｓｉｇｍａ 公司，货号 Ｄ９７８５），Ｏｐｔｉ－
ＭＥＭＴＭ（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，货号 ３１９８５－０６２），胎牛
血清（Ｇｉｂｃｏ 公司，货号 １００９９１４１），０．２５％胰蛋白酶＋
０．０２％ＥＤＴＡ（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，货号 Ｒ００１１００），磷
酸盐缓冲液 （ＰＢＳ） （Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司 ， 货号
１００１００２３），转化生长因子（ＴＧＦ）－β３（ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公
司 ，货号 １００－３６Ｅ），干扰素 （ＩＦＮ）－γ（ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公
司，货号 ３１５－０５）和 ＴＮＦ－α（ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司 ，货号
３１５－０１Ａ），Ｆｉｃｏｌｌ 淋巴细胞分离液 （ＧＥ 公司， 货号
１７－１４４０－０２）， 人胚胎肾 ２９３Ｔ 细胞 、ＡＡＶ－２ 质粒
（ｐＡＣＰ）、Ａｄ５ 和 Ａｄ８ 腺病毒等为本实验室提供。 Ⅱ
型胶原酶（Ｓｉｇｍａ 公司，货号 Ｃ－６８８５），ＨＥＰＥＳ（Ｓｉｇｍａ
公司 ，货号 Ｈ３３７５），ＫＮ９３ （Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公司 ，货号
４２２７０８）， 限制性内切酶 Ｘｂａｌ （Ｒｏｔｈｅ 公司， 货号

Ｅ０５２），ＰａｃＩ （Ｒｏｔｈｅ 公 司 ， 货 号 ＥＲ２２０１），ＢａｍＨｌ
（Ｒｏｔｈｅ 公司，货号 ＦＤ０５９６）和 ＥｃｏＲＩ（Ｒｏｔｈｅ 公司，货
号 ＦＤ０２７４），ＨＥ 染液 （Ｒｏｔｈｅ 公司， 货号 ＨＨＳ１６ 和
Ｅ４００９），Ｘ －ｇａｌ 染色试剂盒 （Ｒｏｔｈｅ 公司 ， 货号
７１０７７），单核细胞趋化素蛋白（ＭＣＰ）－１ 酶联免疫吸
附试验试剂盒（Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ 公司，货号 ＡＹＱ－Ｅ１１２１３）。
ＦＩＴＣ 标记的小鼠抗人 ＣＤ１４ 抗体（Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｅ 公司，
货号 ＦＡＢ３８３２Ａ），ＣＤ３４ 抗体（Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｅ 公司，货号
ＦＡＢ７２２７Ａ），ＣＤ４５ 抗体 （Ｂｉｏ －ｔｅｃｈｎｅ 公司 ， 货号
ＡＦ１１４），ＣＤ７３ 抗体 （Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｅ 公司， 货号 ５７９５－
ＥＮ），ＣＤ９０ 抗体（Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｅ 公司，货号 ＡＦ２０６７）和
ＣＤ１０５抗体（Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｅ公司，货号 ＤＮＤＧ００）。 兔抗
人 ＣＤ６８ 多克隆一抗（Ａｂｃａｍ 公司，货号 ａｂ１２５２１２），
抗 Ｗｎｔ５ａ（Ａｂｃａｍ 公司，货号 ａｂ１７４９６３），抗Ⅱ（Ａｂ鄄
ｃａｍ 公司，货号 ａｂ３４７１２）和抗 Ｘ 型（Ａｂｃａｍ 公司，货
号 ａｂ５８６３２）。 酶标仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司，６８０ 型），流式
细胞仪（ＢＤ ＦＡＣＳ 公司，ＦＡＣＳＣａｎｔｏＴＭⅡ型），激光共
聚焦显微镜 （Ｃｏｎｆｏｃａｌ，Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司 ，ＦＬＵＯＶＩＥＷ
ＦＶ３ ０００型）。
１． ２ 标本获取

试验已获得浙江医院伦理委员会同意并与每位

参与的患者签署知情同意书。 整个试验过程中均遵
从赫尔辛基宣言等，严格保护受试者权益。 实验后，
严格遵循实验室生化试剂使用后的无害化处理原则

并按照医疗废物处理规章制度处理实验用标本。
自 ２０１５ 年 ９ 月至 ２０１８ 年 １２ 月收集 ６ 例重度

膝 ＯＡ（Ｋ－Ｌ［２］分级 ３～４ 级拟行全膝关节置换术患者
的滑膜组织 、巨噬细胞 、ＭＳＣｓ 和骨髓液 ，其中男
２ 例，女 ４ 例；年龄 ５８～７１ 岁；正常滑膜组织来源于
与上述 ＯＡ 年龄相近的 ６ 例半月板损伤患者， 其中
男 ３ 例，女 ３ 例；年龄 ５５～６７ 岁，均排除强直性脊柱
炎、类风湿关节炎等疾病。
１． ３ ｈＭＳＣｓ的培养与鉴定

ＭＳＣｓ 从患者股骨远端截骨处分离，并按照 Ｔａｏ
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图 １ 实验设计示意图 １ａ． 活化的经 ｒＡＡＶ 病毒载体修
饰的巨噬细胞（上层）与 ｈＭＳＣｓ ２Ｄ 单层贴壁（下层）跨小
室共培养 １ｂ． 活化的经 ｒＡＡＶ 病毒载体修饰的巨噬细
胞（上层）与骨髓液（下层）共培养

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ １ａ． Ａｃ鄄
ｔｉｖａｔｅｄ ｒＡＡＶ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ （ｕｐｐｅｒ ｌａｙｅｒ） ａｎｄ ｈＭ鄄
ＳＣｓ ２Ｄ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ａｄｈｅｒｅｎｔ （ｌｏｗｅｒ ｌａｙｅｒ） ｗｅｒｅ ｃｏ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
１ｂ． Ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒＡＡＶ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ （ｕｐｐｅｒ ｌａｙｅｒ）
ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ａｓｐｉｒａｔｅｓ （ｌｏｗｅｒ ｌａｙｅｒ） ｗｅｒｅ ｃｏ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｈａｍｂｅｒ１ｂ１ａ

等［３］方法获取。 具体如下：向骨髓液中加入 ５０ ｍｌ 的
ＤＭＥＭ培养液，２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，然后加入红
细胞裂解液和ＤＭＥＭ培养液至 ５０ｍｌ，再次 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，微球重悬后以，０．４％台盼蓝拒染法用血
细胞计数板计数细胞成活率 ，调整细胞浓度到
１ ×１０６ ／ ｍｌ， 以 ３ ｍｌ ／每孔接种到 ６ 孔板中，２４ ｈ 后换
液洗除未贴壁细胞， 加入含 １０％血清干细胞维持培
养基（Ｇｉｂｃｏ 公司）混匀，置于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱

中。 流式细胞术对 ｈＭＳＣｓ 的细胞表面标记 ＣＤ３４、
ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０和 ＣＤ１０５等分子进行检测。 后以
１０４细胞 ／孔接种于 ９６孔板，每 ３ ｄ更换 １次培养基。
１． ４ 滑膜巨噬细胞的分离、纯化与鉴定

巨噬细胞的分离、纯化与培养方法具体如下：无
菌操作条件下，将新鲜获取的膝关节周围滑膜组织，
ＰＢＳ 冲洗至液体无色透明， 眼科剪剔除周围脂肪组
织，剪碎后用 １ ｍｇ ／ ｍｌⅡ型胶原酶消化 ６ ｈ，离心弃去
上清，加入 １０％胎牛血清 ＤＭＥＭ 培养基（含青霉素
和链霉素）重悬单细胞，分装于 ７５ ｃｍ２培养瓶培养。
２４ ｈ后换液去除未贴壁的细胞， 利用反复贴壁法分
离并行 Ｆｉｃｏｌｌ 液密度梯度离心纯化， 台盼蓝染色计
数细胞及存活率（＞９５％），随后采用抗 ＣＤ１４ 抗体流
式细胞术对分离培养的细胞进行鉴定并测定纯度。
倒置相差显微镜每天对细胞进行形态学观察，每 ３ ｄ
更换 １次巨噬细胞条件培养基（无血清低糖 ＤＭＥＭ＋
胰岛素－转铁蛋白－硒、庆大霉素、两性霉素 Ｂ、Ｌ－抗
坏血酸二磷酸）［１］。
１． ５ 建立人骨髓液培养模型

将股骨远端截骨处新鲜获取的骨髓液按每孔

１００ μｌ接种于 ９６ 孔板，后分别立即加入 １００ μｌ成软
骨诱导培养基（无血清低糖 ＤＭＥＭ、胰岛素－转铁蛋
白－硒、 青霉素、 链霉素、 Ｌ－抗坏血酸、 丙酮酸钠、
ＴＧＦ－β３）。
１． ６ 检测项目与方法

１． ６． １ ｒＡＡＶ－ｈＷｎｔ５ａ 载体的包装、 鉴定与滴度检
测 具体方法如下 ［４ －６］：ＲＴ －ＰＣＲ 扩增和获取人
Ｗｎｔ５ａ ｃＤＮＡ 后， 限制性内切酶和 ０．５％琼脂糖凝胶

电泳检查完整性；ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒进行纯化回
收，分光光度值（ＯＤ 值）标记检测浓度；使用 Ｔ４ ＤＮＡ
连接酶，将 Ｗｎｔ５ａ 基因插入表达载体 ｐＡＣＰ（来源于
ｐＳＳＶ９，是 ＡＡＶ－２ 基因克隆之一）；取 ２ μｌ 上述反应
产物进行转化感受态大肠杆菌 ，最后涂在含有
１００ ｍｇ ／ ｍｌ 青霉素的 ＬＢ 平板上进行筛选，平板置于
３７ ℃孵箱过夜， 观察阳性克隆。 在腺病毒 Ａｄ ５ 和
Ａｄ ８ 的辅助下，向 ７０％～８０％生长融合的 ２９３ Ｔ 细胞
加入上述经鉴定的 ｐＡＣＰ 质粒进行转染，２４ ｈ 后收
集含 ｒＡＡＶ 载体的病毒粗提液 ；以－８０ ℃、３７ ℃各
１ ｍｉｎ 反复冻融 ４ 次，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 超高速离心得病
毒上清液，置于－８０ ℃，备用。 同样的方法构建、包装
与鉴定 ｒＡＡＶ－ｌａｃＺ载体。最后，采用半数细胞培养感
染剂量法（ＴＣＩＤ ５０）测定病毒滴度。
１． ６． ２ 巨噬细胞活化与 ｒＡＡＶ 病毒转染 根据已

报道的方法 ［７］，使用 １０ ｎｇ ／ ｍｌ ＩＦＮ－γ 联合 １０ ｎｇ ／ ｍｌ
ＴＮＦ－α 刺激上述巨噬细胞 ４８ ｈ，ＥＬＩＳＡ 法检测上清
液中 ＭＣＰ －１ 水平 ；随后 ，再使用 ｒＡＡＶ －ｌａｃＺ 或
ｈＷｎｔ５ａ 病毒载体转染激活的巨噬细胞 ２４ ｈ；再根据
Ｐｒｏｋｓｃｈ 等 ［８］报道的共培养方法，将活化的经 ｒＡＡＶ
转染的巨噬细胞分别与预置于 ９６ 孔板的 ｈＭＳＣｓ ２Ｄ
单层贴壁、 直径 ４ ｍｍ 的软骨组织块，１００ μｌ 骨髓液
或 １．５ ｍｌ ＥＰ 管中的 ｈＭＳＣｓ ３Ｄ 微球共培养 ，在
１０ μＭ 钙 ／钙调蛋白依赖性蛋白激酶（ＣａＭＫ）Ⅱ特异
性抑制剂 ＫＮ９３孵育下构建跨小室模型（图 １）。
１． ６． ３ ｒＡＡＶ 病毒载体转染效率的测定 采用 Ｘ－
ｇａｌ 活组织染色分别检测两种模型中 ｒＡＡＶ 病毒载
体转染效率。 Ｘ－ｇａｌ 染色定性检测 ｒＡＡＶ－ｌａｃＺ 转染
结果。具体方法为：将上述模型中经 ｒＡＡＶ－ｌａｃＺ转染
的细胞标本用 ２％福尔马林液固定后，加入新鲜配置
的 Ｘ－ｇａｌ染液，分别于 ３０ ｍｉｎ、１ ｈ、２ ｈ在光镜下观察
并拍照 ［９］，以随机 １０ 个高倍镜下的阳性细胞数（深
蓝色染色） ／总细胞数× １００％为阳性率， 也即转染效
率。 以上各组实验均重复 ３次。
１． ６． ４ ｒＡＡＶ 病毒载体转染对成软骨分化的影响检
测 首先，ｒＡＡＶ 病毒载体转染 ２１ ｄ 后对细胞增殖
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能力的影响检测，分别收集组织和细胞标本。进行如
下操作：分别用苏木素－伊红（ＨＥ）染色并计数两种
模型中各组单位面积下的细胞数［４－７］，以不同模型中
ｌａｃＺ 转染的细胞增殖为标准基础， 确定各组的细胞
增殖情况。 其次，定期采用甲苯胺蓝、抗Ⅱ型和抗Ⅹ型
胶原免疫组化染色对细胞形态和成软骨分化能力进

行检测。 方法如下：分别将软骨组织、骨髓液和 ｈＭ鄄
ＳＣｓ ３Ｄ 微球标本使用 ４％福尔马林液常规固定后经
梯度乙醇脱水、二甲苯透明后，石蜡包埋切片，厚度
为 ３ μｍ，小鼠抗人Ⅱ和 Ｘ 型胶原一抗液 （１ ∶４００，
１∶２００）４ ℃孵育过夜， 羊抗小鼠二抗孵育 ３０ ｍｉｎ，
ＤＡＢ 显色， 中性树胶封片； 同样检测各组标本中
Ｗｎｔ５ａ表达。２Ｄ细胞标本抗 Ｗｎｔ５ａ、Ⅱ型胶原抗体染
色采用与上述相似的方法， 使用荧光二抗替换生物
素标记的二抗孵育 ３０ ｍｉｎ， 激光共聚焦显微镜下观
察并拍照。 以上实验重复 ３次，结果取平均值。
１． ７ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２３．０软件进行统计学分析，定量资料
采用均数±标准差（x軃±ｓ）表示，ｒＡＡＶ 载体转染对两种
不同培养模型 ４ 个分组中的细胞增殖与 ＭＣＰ－１ 表
达、ｒＡＡＶ 转染效果、 成软骨分化能力的影响等各组
间数据用单因素方差分析（ＬＳＤ 法）和两种不同培养
模型 ４ 个分组中的两组间比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ ｔ 检验。
以 Ｐ ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２． １ 正常与骨关节炎膝关节滑膜病理组织学特点

对半月板损伤和 ＯＡ 膝关节滑膜衬
里层与衬下层的病理学特点进行 ＨＥ 染
色定性分析， 发现各期 ＯＡ 滑膜均明显
增生； 免疫组化染色检测滑膜 ＣＤ６８、
Ｗｎｔ５ａ 表达差异，结果发现 ＣＤ６８、Ｗｎｔ５ａ
主要分布于表层滑膜，ＣＤ６８ 阳性滑膜组
织区域 Ｗｎｔ５ａ 明显增多；Ｗｎｔ５ａ 免疫组
化染色发现 ＯＡ 滑膜中均有一定量的
Ｍ１ 型巨噬细胞浸润 （抗 ＣＤ６８ 阳性细
胞），而 Ｗｎｔ５ａ 在滑膜中表达明显增多，
与巨噬细胞的浸润成正相关 ， 推测
Ｗｎｔ５ａ 可能参与并介导 ＯＡ 滑膜中的巨
噬细胞浸润（图 ２）。
２． ２ 巨噬细胞纯度、活化检测与 ｈＭＳＣｓ
鉴定

首先， 倒置相差显微镜对细胞进行
形态学观察发现： 新鲜收集的巨噬细胞
培养 ２４ ｈ 后，细胞贴壁生长，且出现较
多伪足。 经反复贴壁法分离并行 Ｆｉｃｏｌｌ
液密度梯度离心纯化后， 采用抗 ＣＤ１４

流式细胞术发现巨噬细胞纯度为 ９０．３１％，达到后续
实验所需要求［１］。 ＭＣＰ－１ 主要由活化的炎性巨噬细
胞分泌，随后，将 ＩＦＮ－γ 和 ＴＮＦ－α 同时加入至上述
纯化的巨噬细胞培养体系中，２４ ｈ 后 ＥＬＩＳＡ 检测上
清液发现，ＭＣＰ－１ 水平较对照组（无明显变化）明显
升高，提示巨噬细胞被激活，可用于后续研究。 与此
同时，采用抗 ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ７３、ＣＤ９０ 和 ＣＤ１０５ 抗
体孵育 ＭＳＣｓ， 流式细胞术检测发现 ９５％以上的
ＭＳＣｓ 表达 ＣＤ７３、ＣＤ９０ 和 ＣＤ１０５，少于 ３％的 ＭＳＣｓ
表达 ＣＤ３４ 和 ＣＤ４５，证明培养的 ＭＳＣｓ 干性良好，满
足实验要求［７］。
２． ３ ｒＡＡＶ 载体滴度与转染效率测定

采用半数细胞培养感染剂量法（ＴＣＩＤ ５０）测定
病毒滴度， 最终得到的 ｒＡＡＶ－ｌａｃＺ 滴度为每毫升
１．００×１０１１病毒颗粒；使用 ＯＤ２６０法进行病毒感染效力

（ＭＯＩ）测定 ，为 １０±２ ［４－７］。 随后 ，将 ｒＡＡＶ－ｌａｃＺ 和
ｒＡＡＶ－Ｗｎｔ５ａ 分别转染活化的巨噬细胞，３ ｄ 后 Ｘ－
ｇａｌ 染色发现 ｒＡＡＶ 载体能有效转染巨噬细胞，有效
率高达 ９７．５０％以上，且至少持续 ２１ ｄ。 同时，还发现
ＣａＭＫⅡ特异性抑制剂 ＫＮ９３ 对 ｒＡＡＶ 载体的转染
效率无明显影响（图 ３）。
２． ４ ｒＡＡＶ 载体转染对两种不同培养模型的细胞
增殖与 ＭＣＰ－１表达的影响

ｒＡＡＶ 载体转染 ２１ ｄ 后，ＨＥ 染色分别计数两种
模型中单位面积下的细胞数检测 Ｗｎｔ５ａ 转染对细胞
增殖能力的影响 。 结果如下 ： 在 ２Ｄ 单层贴壁

图 ２ 正常与骨关节炎膝关节滑膜 ＨＥ、抗 ＣＤ６８ 抗体、抗 Ｗｎｔ ５ａ 抗体染色（×２０）
Ｆｉｇ．２ ＨＥ，ａｎｔｉ－ＣＤ６８ ａｎｔｉｂｏｄｙ，ａｎｔｉ－Ｗｎｔ ５ａ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ
ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ（×２０）

正常 骨关节炎

Ｈ＆Ｅ

抗 ＣＤ６８ 抗体

抗 Ｗｎｔ５ａ 抗体
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模型中，ｌａｃＺ组 ｈＭＳＣｓ的细胞密度为 １５．７５个 ／滋ｍ２，
ｌａｃＺ ＋ＫＮ９３ 组 、Ｗｎｔ５ａ 组 、Ｗｎｔ５ａ ＋ＫＮ９３ 组分别为
１７．２５、３７．７５、１７．５ 个 ／滋ｍ２，Ｗｎｔ５ａ 刺激培养后细胞增
殖能力明显增强，结果分别为其余 ３ 组的 ２．４０、２．１９
和 ２．１６ 倍（Ｆ＝４２．１５，Ｐ＜０．０５，图 ４）；而骨髓液跨小室
共培养条件下的细胞增殖能力情况相似，Ｗｎｔ５ａ 刺
激培养后细胞增殖能力明显增强，达 ９９．２８ 个 ／滋ｍ２，
结果分别为其余 ３ 组的 １．５９、１．７３ 和 １．９１ 倍 （Ｆ＝
９９．３８，Ｐ＜０．０５）。

为了检测 ｒＡＡＶ 载体转染对两种不同培养模型
ＭＣＰ－１ 表达的影响，当 ｒＡＡＶ 转染 ２０ ｄ 时，更换无
血清 ＤＭＥＭ 培养基，２４ ｈ 后 ＥＬＩＳＡ 法检测上清液中
ＭＣＰ－１水平， 在 ２Ｄ单层贴壁模型中，ｌａｃＺ 组、ｌａｃＺ＋
ＫＮ９３ 组、Ｗｎｔ５ａ 组、Ｗｎｔ５ａ＋ＫＮ９３ 组 ＭＣＰ－１ 表达分
别为 １９．１９、２５．８３、１４．７６、２２．７７ ｐｇ ／ ｍｌ，Ｗｎｔ５ａ 刺激培
养后细胞分泌 ＭＣＰ－１ 能力明显受到抑制，结果分别
为其余 ３ 组的 ０．７７、０．５７ 和 ０．６５ 倍 （Ｆ ＝６．７８，Ｐ ＜
０．０５）；ｌａｃＺ 组 、ｌａｃＺ ＋ＫＮ９３ 组 、Ｗｎｔ５ａ 组 、Ｗｎｔ５ａ ＋
ＫＮ９３组骨髓液模型中的 ＭＣＰ－１ 表达分别为 ８０．９３、
８３．１２、６１．５１、８４．２６ ｐｇ ／ ｍｌ， 分别为其余 ３ 组的 ０．７６、
０．７４和 ０．７３倍（Ｆ＝７４．６７，Ｐ＜０．０５）。
２． ５ ｒＡＡＶ 载体对成软骨分化或软骨重塑能力影响

以相同单位 ｒＡＡＶ 病毒量转染上述两种模型
２１ ｄ 后，常规行病理组织 ／细胞学固定，以甲苯胺蓝
软骨组织特殊染色（蛋白多糖）以及抗 Ｗｎｔ５ａ、Ⅱ和
Ｘ 型胶原抗体免疫组织化学染色（骨髓液）和免疫细
胞荧光染色（ＭＳＣｓ ２Ｄ 单层贴壁）来反应 Ｗｎｔ５ａ 通过

调控巨噬细胞炎症反应对各种模型中的成软骨分化

或软骨重塑能力的影响。 具体为：光镜下以随机
１０ 个高倍镜下的单位面积下的色素大小反应免疫
组织化学染色阳性强度［５－７］。

首先， 比较了两种模型各组中抗 Ｗｎｔ５ａ 免疫组
化或免疫荧光染色差异， 结果分别为：２Ｄ 单层贴壁
模型 Ｗｎｔ５ａ 组与 Ｗｎｔ５ａ＋ＫＮ９３ 组抗 Ｗｎｔ５ａ 的荧光
强度相近，均明显强于 ｌａｃＺ 组和 ｌａｃＺ ＋ ＫＮ９３ 组，后
两组间的荧光强度亦接近，ＫＮ９３对荧光表达无明显
影响（图 ５），上述结果表明 ｒＡＡＶ－Ｗｎｔ５ａ 转染活化
的巨噬细胞能通过刺激其 Ｗｎｔ５ａ的表达， 进而弥散
进入培养体系中被跨小室的 ＭＳＣｓ ２Ｄ 单层贴壁、骨
髓液所摄取，故 Ｗｎｔ５ａ 表达升高，而 ＫＮ９３ 对 Ｗｎｔ５ａ
表达无明显阻断效应。其次，骨髓液模型中的甲苯胺
蓝软骨组织特殊染色的结果为：ｌａｃＺ 组、ｌａｃＺ＋ＫＮ９３
组 、Ｗｎｔ５ａ 组 、Ｗｎｔ５ａ＋ＫＮ９３ 组半定量分析依次为
２５、２１．５、３８．５、２２，Ｗｎｔ５ａ 组分别为其余 ３ 组的 １．５４、
１．７９和 １．７５倍（Ｆ＝５．０５，Ｐ＜０．０５，图 ６）。 与此同时，抗
Ⅱ和Ⅹ型胶原免疫组化染色的结果如下：２Ｄ 单层贴
壁模型 Ｗｎｔ５ａ组抗Ⅱ的荧光强度最高， 明显强于其
余 ３组，后两组间的荧光强度亦接近，表明 Ｗｎｔ５ａ 能
诱导Ⅱ型胶原的表达， 相反，ＫＮ９３ 抑制Ⅱ型胶原的
表达 （图 ５）。 ｌａｃＺ 组 、ｌａｃＺ＋ＫＮ９３ 组 、Ｗｎｔ５ａ 组及
Ｗｎｔ５ａ＋ＫＮ９３ 组骨髓液模型中Ⅱ型胶原表达分别为
６４．５、６０．０、９３．５、６６．５，Ⅹ型胶原表达半定量分析分别
是 １９．０、２０．０、６１．５、２２．０，Ｗｎｔ５ａ组Ⅱ型、 Ⅹ型胶原表
达分别是 ｌａｃＺ 组、ｌａｃＺ＋ＫＮ９３ 组和 Ｗｎｔ５ａ＋ＫＮ９３ 组

图 ３ Ｘ－ｇａｌ 染色检测各组 ｒＡＡＶ 载体转染效果（×４０）
Ｆｉｇ．３ Ｘ－ｇａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｅｔｅｃｉｎｇ ｒＡＡＣ ｖｅｃｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ（×４０）

图 ４ ＨＥ 染色检测各组 ｒＡＡＶ 载体转染后 ＭＳＣｓ 单层培养时效果（×４０）
Ｆｉｇ．４ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ＭＳＣｓ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｆｔｅｒ ｒＡＡＶ ｖｅｃｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ（×４０）

ｌａｃＺ ｌａｃＺ＋ＫＮ９３ Ｗｎｔ５ａ Ｗｎｔ５ａ＋ＫＮ９３

Ｘ－ｇａｌ

ｌａｃＺ ｌａｃＺ＋ＫＮ９３ Ｗｎｔ５ａ Ｗｎｔ５ａ＋ＫＮ９３

Ｈ＆Ｅ
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的 １．４５、１．５６、１．４１ 倍 （Ｆ ＝２０．６５，Ｐ ＜０．０５） 和 ３．２４、
３．０８、２．８０倍（Ｆ＝２６．４７，Ｐ＜０．０５，图 ７）。
３ 讨论

软骨稳态是指在生理状态下软骨细胞自我更

新、新陈代谢、细胞外基质合成、细胞间信号传递以
及准确应答外界各种刺激和功能恢复的一种动态平

衡过程，是关节功能正常发挥的基础。炎症、创伤、衰
老、 遗传易感性或代谢障碍等多种内外因素单独或
联合导致的上述稳定平衡状态的破坏是 ＯＡ 始动因
素， 而 ＯＡ 治疗的核心原则就是通过各种策略恢复
软骨稳态［９］。
３． １ Ｗｎｔ５ａ 信号通路在巨噬细胞炎症反应对 ＭＳＣｓ
增殖与成软骨分化的关系机制

目前， 临床针对于 ＯＡ 软骨损伤的修复方法很
多，其中以 ＭＳＣｓ 直接转移术，如软骨下骨钻孔术或

微骨折术， 促进软骨下骨髓液中的 ＭＳＣｓ 通过人造
空隙进入缺损区，或间接移植术（自体或异体 ＭＳＣｓ
分离后，经体外扩增单独或载于各种生物材料）最具
应用前景。尽管上述方法均取得了一定的临床疗效，
但移植后的 ＭＳＣｓ 增殖和成软骨分化过程直接暴露
于慢性炎性微环境中，导致新生的软骨组织在形态、
代谢、功能和机械性质与正常透明软骨相差较远，因
而远期治疗效果往往不佳。近年来的研究表明，关节
内滑膜巨噬细胞激活后通过直接侵蚀或分泌大量致

炎性细胞因子影响移植后的 ＭＳＣｓ 各种功能， 破坏
其与移植区固有关节软骨的正常信号沟通， 是导致
ＭＳＣｓ 移植后出现纤维化生、骨化、甚至剥脱丢失的
主要原因［１０］。 进一步研究表明，Ｗｎｔ５ａ信号通路在巨
噬细胞上述极化、 致炎性功能激活以及软骨稳态等
过程中发挥重要调控作用 ［１１］。 因此，如何通过调控

图 ５ 激光共聚焦显微镜下观察各组抗 ＩＩ 型胶原抗体和抗 Ｗｎｔ ５ａ 抗体变化（×６０）
Ｆｉｇ．５ Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｎｔｉ－ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ａｎｔｉ Ｗｎｔ ５ａ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｕｎｄｅｒ ｌａｓｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×６０）

图 ６ ＨＥ 和甲苯胺蓝染色检测各组 ｒＡＡＶ－Ｗｎｔ ５ａ 转染骨髓液（×４０）
Ｆｉｇ．６ ＨＥ ａｎｄ ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｒＡＡＶ－Ｗｎｔ ５ａ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｍａｒｒｏｗ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（×４０）

ｌａｃＺ ｌａｃＺ＋ＫＮ９３ Ｗｎｔ５ａ Ｗｎｔ５ａ＋ＫＮ９３

抗Ⅱ型胶原抗体

抗 Ｗｎｔ５ａ 抗体

ｌａｃＺ ｌａｃＺ＋ＫＮ９３ Ｗｎｔ５ａ Ｗｎｔ５ａ＋ＫＮ９３

Ｈ＆Ｅ

甲苯胺蓝
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图 ７ 各组抗 Ｗｎｔ５ａ 抗体、抗Ⅱ型胶原抗体、抗 Ｘ 型胶原抗体免疫组化染色图（×４０）
Ｆｉｇ．７ Ｉｍｍｕｍｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｎｔｉ－Ｗｎｔ ５ａ ａｎｔｉｂｏｄｙ， ａｎｔｉ ｃｏｌｌａｇｅｎⅡａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ａｎｔｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｘ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ（×４０）

Ｗｎｔ５ａ 信号介导的巨噬细胞炎症反应， 进而改善
ＭＳＣｓ移植后的局部及整体生存微生态，促进其能稳
定 增 殖 并 向 透 明 软 骨 细 胞 分 化 及 合 成 细 胞

外基质尤为关键 。 Ｙｕ 等 ［１２］证实重组 Ｗｎｔ５ａ 通过
ＴＬＲ－４引起巨噬细胞炎性细胞因子的产生及对微生
物刺激的耐受。随后，有学者发现分泌型 Ｆｚｄ相关蛋
白 ５能抑制 Ｗｎｔ５ａ诱导的巨噬细胞趋化和活化。 本
研究通过构建和比较经 Ｗｎｔ５ａ基因转染活化的巨噬
细胞分别与 ｈＭＳＣｓ ２Ｄ 单层贴壁、 骨髓液之间跨小
室共培养模型， 以尝试调控 Ｗｎｔ５ａ信号通过巨噬细
胞炎症反应对软骨稳态产生的影响。
３． ２ Ｗｎｔ５ａ 信号介导的巨噬细胞炎症反应对 ＭＳＣｓ
增殖和致炎性因子表达关系

在 ｒＡＡＶ 载体构建与转染效率的检测研究中，
Ｆｒｉｓｃｈ 等 ［１３］利用 ｒＡＡＶ 携载 Ｓｏｘ９、转化生长因子
（ＴＧＦ）－β和胰岛素样生长因子 （ＩＧＦ）－１ 能 １００％有
效转染骨髓液标本 ２１ ｄ， 且随着 ｒＡＡＶ 载体浓度的
增加， 转染效率不断提高。 笔者以 ｒＡＡＶ－ｌａｃＺ 和
ｒＡＡＶ－Ｗｎｔ５ａ 分别转染活化的巨噬细胞，检测 ２Ｄ 单
层培养模型中 ｒＡＡＶ 转染效率， 即计数蓝色阳性细
胞数 ／光镜下的总细胞数。 ３ ｄ 后 Ｘ－ｇａｌ 染色发现
ｒＡＡＶ 载体能有效转染巨噬细胞， 效率高达 ９７．５０％
以上，且至少持续 ２１ ｄ，未达到 １００％有效的可能原
因是 ｒＡＡＶ－Ｗｎｔ５ａ 转染巨噬细胞后通过调控其
Ｗｎｔ５ａ 直接释放作用或致炎性细胞因子分泌而影响
了其基因转染效率；此外，还发现 ＣａＭＫⅡ特异性抑
制剂 ＫＮ９３ 对 ｒＡＡＶ 载体的转染效率无明显影响。

以上实验结果表明成功构建的 ｒＡＡＶ 病毒载体在体
外能有效转染活化的巨噬细胞， 为后续研究提供可
靠保障。

在上述成功构建 ｒＡＡＶ 病毒载体和两种跨小室
共培养模型的基础上， 笔者探索了 ｒＡＡＶ 转染对两
种不同培养模型的细胞增殖影响的研究。ｒＡＡＶ 病毒
载体分别转染两种模型 ２１ ｄ 后，ＨＥ 染色分别计数
单位面积下的细胞数以检测 Ｗｎｔ５ａ转染对细胞增殖
能力的影响， 结果表明 ｒＡＡＶ－Ｗｎｔ５ａ 转染活化的巨
噬细胞能通过刺激其 Ｗｎｔ５ａ的表达， 进而弥散进入
跨小室的下层 ２Ｄ 单层贴壁和骨髓液培养体系中的
ＭＳＣｓ 所摄取，所以 Ｗｎｔ５ａ 表达量升高，这也形成一
个正反馈环路， 导致两种培养体系中的 Ｗｎｔ５ａ 持续
升高。本研究还发现加入的钙 ／钙调蛋白依赖性蛋白
激酶Ⅱ抑制剂 ＫＮ９３ 能明显抑制 Ｗｎｔ５ａ 的细胞增殖
效应，这也与 Ｍａｒｔｉｎｅａｕ 等［１４］之前报道的研究结果一

致。笔者推测 Ｗｎｔ５ａ可能通过钙 ／钙调蛋白依赖性蛋
白激酶Ⅱ途径调控 ＭＳＣｓ 的募集、 软骨细胞的增殖
并发挥核心作用。

体内外研究证实， 巨噬细胞激活后能表达一定
量的 ＭＣＰ－１， 是骨关节炎的炎症反应始动因素，决
定骨关节炎关节软骨破坏程度， 且与其炎症严重程
度紧密相关。基于此，笔者在探索 ｒＡＡＶ－Ｗｎｔ５ａ转染
巨噬细胞激活后的 ＭＣＰ－１ 表达的研究中 ， 发现
Ｗｎｔ５ａ 刺激培养后巨噬细胞分泌 ＭＣＰ－１ 能力明显
受到抑制， 以上结果也进一步证实调控 Ｗｎｔ５ａ 信号
介导的巨噬细胞活化水平能有效促进上述各种培养

ｌａｃＺ ｌａｃＺ＋ＫＮ９３ Ｗｎｔ５ａ Ｗｎｔ５ａ＋ＫＮ９３
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模型中的 ＭＳＣｓ 细胞增殖与抑制致炎性因子 ＭＣＰ－１
的表达， 笔者认为 Ｗｎｔ５ａ信号可能直接参与骨关节
炎的巨噬细胞的活化并影响其炎症病理过程。
３． ３ 调控 Ｗｎｔ５ａ 信号介导的巨噬细胞炎症反应对
成软骨分化及软骨肥大化的影响

有学者发现 Ｗｎｔ５ａ 和 Ｗｎｔ５ｂ 促进骨髓间充质
干细胞向软骨方向的分化， 进一步的研究还表明
Ｗｎｔ５ａ 基因突变小鼠软骨细胞的肥大化和骨骼的骨
化显著延迟， 表明 Ｗｎｔ５ａ对软骨细胞和成骨细胞的
分化中具有重要调控作用［１５］。 但调控 Ｗｎｔ５ａ 信号介
导的巨噬细胞活化与炎症反应是否对 ｈＭＳＣｓ 成软
骨分化及软骨肥大化产生影响尚未见文献报道。 为
此， 笔者以相同单位量的 ｒＡＡＶ 病毒先转染巨噬细
胞， 再与两种跨小室模型中的 ｈＭＳＣｓ 共培养 ２１ ｄ
后，采用甲苯胺蓝染色及Ⅱ、Ⅹ型胶原免疫组化和免
疫荧光染色分别检测 ｒＡＡＶ 病毒转染对成软骨分化
及软骨肥大化能力的影响。 骨髓液模型中的甲苯胺
蓝软骨组织特殊染色的结果为：Ｗｎｔ５ａ 组甲苯胺蓝
染色最强。 同时，抗Ⅱ型胶原免疫荧光染色结果是：
２Ｄ 单层贴壁模型 Ｗｎｔ５ａ 组抗Ⅱ型胶原抗体荧光强
度最高， 明显强于 ｌａｃＺ 组、ｌａｃＺ＋ＫＮ９３ 组和 Ｗｎｔ５ａ＋
ＫＮ９３组（而后两组间的荧光强度接近）。相反，钙 ／钙
调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ抑制剂 ＫＮ９３ 有抑制Ⅱ型
胶原表达的作用，Ｗｎｔ５ａ 转染亦能促进骨髓液模型
中Ⅱ和Ⅹ型胶原表达。 以上结果表明 ｒＡＡＶ 病毒介
导的 Ｗｎｔ５ａ基因转染能通过调控巨噬细胞的活性及
上述致炎性因子 ＭＣＰ－１ 的分泌，进而显著增加软骨
基质蛋白多糖与 ｈＭＳＣｓ 成软骨分化特异性标志物
Ⅱ型胶原的表达。与此同时，软骨肥大化特异性标志
物 Ｘ 型胶原的表达也有所升高，这可能是由于部分
ｈＭＳＣｓ定向成软骨分化后， 在巨噬细胞分泌的致炎
性因子等持续作用下， 较幼稚的透明软骨样细胞继
续向成熟的软骨细胞分化， 进而肥大化软骨细胞的
特异性标记物Ⅹ型胶原有明显增加。 笔者推测通过
Ｗｎｔ５ａ 信号干预巨噬细胞激活和功能状态可以有效
促进上述两种培养模型中的 ｈＭＳＣｓ的成软骨分化。

综合以上， 本研究结果表明 ｒＡＡＶ－Ｗｎｔ５ａ 转染
能有效转染活化的巨噬细胞， 通过调控其炎症反应
水平，促进两种不同培养模型的软骨稳态的维持（细
胞增殖、成软骨分化及软骨肥大化），为 ＯＡ 诊治提
供体外模型、实验基础和新的思路。
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