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Sox9治疗兔椎间盘退变的效果及机制研究 *
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摘要 目的：探究 Sox9用于治疗椎间盘退变的效果及调控机制。方法：将 Ad-sox9和 Ad-GFP各 20 滋L分别转染至椎间盘退变兔
的髓核组织中，转染后 3、7、30、60天取材，采用免疫组化、免疫荧光和 MRI等研究方法检测椎间盘髓核组织中 II型胶原、蛋白多

糖的表达情况，并分析对椎间盘退变的改善情况。结果：免疫组化染色显示 sox9组中椎间盘髓核组织中 II型胶原、蛋白多糖的表

达明显升高，MRI显示 sox9组椎间盘 T2像信号有明显改善(P<0.05)。结论：体内转染腺病毒介导的 sox9基因能够增加椎间盘内

II型胶原和蛋白多糖的表达，并抑制椎间盘的退变进程。
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A Study on the Effects and Mechanisms of Sox9 in the Treatment of Rabbit
with Intervertebral Disc Degeneration*

To explore the regulatory mechanism of Sox9 in the treatment of intervertebral disc degeneration.

Ad - sox9 and Ad - GFP 20 滋L, respectively transfection nucleus pulposus of intervertebral disc degeneration of the rabbit, 3, 7, 30 and

60 days after transfection materials, using the methods of immunohistochemical, fluorescence and magnetic resonance imaging (MRI)

detection of intervertebral disc nucleus pulposus in the expression of type II collagen and proteoglycan, and analysis on the improvement

of the intervertebral disc degeneration. Immunohistochemical staining showed that the expression of type II collagen and proteo-

glycan in intervertebral disc nucleus pulposus tissues in sox9 group was significantly increased, and MRI showed that T2 image signal of

intervertebral disc in sox9 groupwas significantly improved (P<0.05). In vivo transfected adeno-mediated sox9 gene can increase

the expression of type II collagen and proteoglycan in intervertebral disc, and inhibit the degeneration process of intervertebral disc.
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前言

腰椎间盘退变所致的腰腿痛是临床上的常见多发病，严重

影响患者的生活质量[1]，临床治疗方法有保守治疗，包括牵引、

理疗、卧床休息、药物治疗等。这些治疗方法只能暂时缓解疼痛

症状，对于保守治疗无效的多采用手术治疗，包括微创手术、椎

间盘切除、椎间盘置换、脊柱融合等，虽然能够在一定程度上缓

解症状，但不能从根本上阻止椎间盘退变的进展，并可能引起

相邻椎间盘的退变发生[2,3]。近年来，随着分子生物学等相关基

础学科的迅速发展,分子治疗、基因治疗等技术逐渐成为一种

切实可行的重要治疗手段，椎间盘退变基因治疗的策略就是在

椎间盘内转导入治疗基因，增强椎间盘细胞合成细胞外基质的

能力，最终延缓或逆转椎间盘退变得进程[4]。Sox9基因位于人

17号染色体长臂上，具有进化保守性，是胚胎性别决定过程中

重要的重要基因，也是调控软骨发生的主要转录因子[5]。在胚胎

的发育中，Sox9和 II型胶原在软骨祖细胞表达，直到软骨细胞

变为肥大软骨细胞，Sox9表达明显减弱至关闭。并且在间质细

胞向软骨细胞分化过程中，如果 Sox9失活，其软骨分化过程随

即被遏制。研究表明 Sox9结合 II型胶原、蛋白多糖的增强子元

件，可以激活表达，从而调控软骨分化[6,7]。因此，Sox9作为软骨

发生重要的转录因子，可能在椎间盘软骨细胞中的表达水平会

影响椎间盘退变的发生发展，并为腰椎间盘退变的基因治疗提

供新的思路。

1 材料与方法

1.1 实验动物

4-6周新西兰大白兔，体重 1.5 kg± 0.5(哈尔滨医科大学附

属第一医院实验动物中心提供)。

1.2 实验试剂和材料

20 滋L Hamilton微量注射器；Nikon eclipse80i荧光显微镜
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及成像系统；Leica CM3050S冰冻切片机；1.5T超导型磁共振

扫描仪 (Siemens公司)；sox9的重组 5型腺病毒(Ad-sox9)(本元

正阳公司)；绿色荧光蛋白的重组 5型腺病毒(Ad-EGFP)(本元

正阳公司)。

1.3 方法

1.3.1 椎间盘退变动物模型制备 取新西兰大白兔，麻醉后

无菌条件下对兔子背部纵行切口，长度上起自 L1-2节段，下至

L7-S1节段，切开皮肤，将左侧背最长肌、多裂肌从关节突附着

处拔开，分离暴露椎间盘；以 18G腰穿针针刺 L1-5节段；回抽

少量髓核组织，拔出穿刺针，剩余节段同样暴露但不做穿刺；以

庆大霉素 8万单位加入盐水中冲洗。

1.3.2 受态大肠杆菌的制备及转化 制备感受态大肠杆菌，转

化大肠杆菌，提取质粒，分析质粒的限制性内切酶并且进行片

段回收，连接与转化 DNA片段，最后进行 PCR扩增。

1.3.3 293细胞复苏及培养 无菌条件下，复苏 239细胞后，

加入约 l mL完全培养基悬起细胞，移入 3× 7 cm的细胞瓶内，

再补充 l mL完全培养基，37℃，5% CO2孵箱培养过夜，按常规

进行培养。

1.3.4 重组腺病毒的包装、扩增、重组病毒的滴度测定 用完

全培养液将病毒作连续 10倍稀释，从 10-1-10-20作为滴定稀

释度，每一稀释度接种 3孔 293细胞，每孔加 0.25 mL粗制重

组腺病毒，37℃，5% CO2孵箱培养 1 0天，镜下观察半数出现

病变现象的稀释度，即为 50%感染单位(TCID50)。

1.3.5 模型制备 采用纤维环穿刺法制备兔腰椎间盘退变模

型 36只。实验组为注射 Ad-sox9组 12只、注射 Ad-GFP组 12

只、对照组为注射 PBS组 12只。

1.3.6 外源性基因的转染 暴露椎间盘微量注射器直接注射

髓核组织。所有动物均注射 3个节段 L2-3、L3-4、L4-5节段，每

个节段注射腺病毒载体或 PBS缓冲液均剂量为 20 滋L。转染前
后分别注射青霉素 8万单位预防感染，术后分笼饲养，分别于

转染后 3天、7天、30天、60天每组随机抽取 3只观测指标。

1.4 统计学分析

所有数据采用 SPSS23.0统计软件包进行分析处理，采用

方差分析和 t检验，以 P<0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 原始质粒及病毒种类鉴定

原始质粒为 pReceiver-M01-SOX9，经过 PCR鉴定及酶切

鉴定其结果符合。pReceiver-M01-SOX9质粒经 PCR扩增，再经

I/ I双酶切 PCR产物；pDC316 质粒经 I/ I双酶

切，切胶回收 3.9k左右片段；连接以上 2片段，转化，挑克隆；

pDC316-Sox9通过 I/ I双酶切鉴定，PCR 扩增鉴定插

入序列，PCR鉴定构建重组体质粒。

2.2 Ad-sox9转染对髓核组织中 II型胶原的影响

髓核组织中 II型胶原的表达位于细胞间质中，蛋白多糖在

胞浆和胞膜中表达。转染后 3天，实验组 II型胶原和蛋白多糖

的表达量较低，与对照组无明显差异(P>0.05)。转染后 30天，

Ad-sox9组中 II型胶原与蛋白多糖的表达显示明显增高，与对

照组相比，分别增加了 36.7%和 24.5%(P<0.05)；转染后 60天，

Ad-sox9组中 II型胶原与蛋白多糖的表达与对照组相比分别

增加了 65.3%和 50.5%(P<0.05)；

2.3 Ad-GFP转染后荧光显微镜结果

转染后 3天，绿色荧光蛋白荧光表达量最高，转染后 7天

时，表达量降低了 40.6%；转染 30天，绿色荧光蛋白的表达量

下降了 60.7%；转染 30 天绿色荧光蛋白的表达量下降了

77.2%。而对照组无绿色荧光蛋白的表达。

图 1 30天蛋白多糖的表达× 40

Fig.1 Expression of the proteoglycan after 30 days × 40

图 2 30天 II型胶原的表达× 40

Fig.2 Expression of the type II collagen after 30 days × 40

图 3 48小时绿色荧光蛋白的表达× 40

Fig.3 Expression of the GFP after 48 hours× 40
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2.4 Ad-sox9转染对髓核组织中 II型胶原的影响

转染 30 天后，T2 加权像显示注射节段间盘信号回升

(L2-3、L3-4、L4-5)，对照组 T2 加权像椎间盘仍为低信号影。

Ad-sox9组 T2加权像信号回升更加显著，而对照组为低信号

影，无明显改善。

3 讨论

椎间盘退变是临床中常见的一种疾病，其微观改变始于椎

间盘髓核细胞及细胞外基质,它是引起椎间盘中胶原和蛋白聚

糖降解的至关重要的生物效应物质[8]。因此细胞外基质的成分

稳定是提供椎间盘形态与功能的基础，其分子生物学变化可引

起 II型胶原、蛋白多糖和水分的丧失，继而发生胶原的交联和

蛋白多糖的重构等，使椎间盘髓核内的软骨细胞形态向纤维细

胞转变[9-11]。这些分子改变在一定程度引起了椎间盘形态变化，

最终导致了椎间盘退变。基因治疗就是在分子层面阻断椎间盘

髓核中软骨细胞向纤维细胞转变和维持细胞外基质的稳定，阻

断或逆转椎间盘退变的演变过程[12,13]。

椎间盘退变的发展是一个不可逆的过程，本研究中检测了

椎间盘髓核组织内 II型胶原和蛋白多糖的表达水平，随着观察

时间的延长，实验组髓核组织内的表达水平逐渐增高；而对照

组两种蛋白的表达无明显变化。术后的核磁共振扫描显示实验

组 T2序列高信号影明显高于对照组。以上结果表明，Ad-sox9

转染后的椎间盘退变有效地防止了 II型胶原、蛋白多糖和水分

的进一步丧失，而且逆转了这一变化。从荧光显微镜观察发现，

转染后实验组腺病毒载体在椎间盘内的表达逐渐下降，可持续

12周，对照组无绿色荧光蛋白的表达，这可能与椎间盘髓核组

织的解剖学结构有关，上下软骨板、同心圆状的纤维环共同围

成了相对封闭的环境，不但可以使载体携带的基因长久表达，

并且具有内部血运少的特点，减少了免疫排斥反应，因此基因

治疗在椎间盘髓核组织内的拥有其独特的优势[14]。

sox9基因是 sox(SRY HMGbox)基因家族成员之一，不但

是性别决定的因子，而且是决定软骨分化和维持软骨表型的重

要基因。sox9是 II型胶原合成过程中一个重要的转录因子,其

在软骨的发育、成熟过程中对 II型胶原基因(Col2al)表达增强

和促使 II型胶原合成增加的作用已十分明确[15]。研究表明 sox9

被当做二型胶原 mRNA转录中的正向操纵子[16-18]；Sive等[19]用

原位杂交方法分析了正常与退变椎间盘内 sox9、二型胶原和蛋

白多糖三种软骨因子的表达状况,发现在退变的椎间盘的髓核

与纤维环中 sox9与二型胶原 mRNA的表达明显降低。通过免

疫定位分析方法发现椎间盘纤维环组织中 sox9的表达水平与

年龄呈反比[20]。当椎间盘内软骨细胞变成肥大的纤维细胞时，

sox9对 II型胶原和蛋白多糖的正向调控通路随即关闭，所以

实验中注射的 Ad-sox9可以使椎间盘内髓核细胞持续维持软

骨细胞的表型，在分子水平起到阻断椎间盘退变的进展。

目前已有多种因子被运用到治疗椎间盘退变的研究中[21-25]，

Thompson[26]等首先描述通过外源性转化生长因子 -茁(TGF-茁1)

图 4 60天绿色荧光蛋白的表达× 40

Fig.4 Expression of the GFP after 60 days× 40

图 5 30天 Ad-sox9组核磁共振 T2像

Fig.5 T2 image of MRI in Ad-sox9 group after 30 days

图 6 30天 PBS组核磁共振 T2像

Fig.6 T2 image of MRI in PBS group after 30 days
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转入犬椎间盘髓核细胞，发现其增加了蛋白多糖的合成,开创

了椎间盘退变基因治疗的先河。有学者将重组的人骨形态发生

蛋白 2(BMP-2)导入成年兔退变的椎间盘细胞中，结果显示其

按剂量依赖方式正相调控 sox9基因 mRNA的表达，从而引起

Col2al表达的增加，相应地增加 II型胶原及蛋白聚糖的合成[27]。

髓核细胞是相对不分裂细胞，普通载体难以高效转染，而腺病

毒可以高效转染分裂期和非分裂期细胞，文献报道 150 MOI即

可转染 100%体外培养的髓核细胞。另外，由于存在免疫应答反

应，一般情况下腺病毒载体介导的基因表达很难维持 12周。而

椎间盘相对封闭的环境使得血循环中的抗体很难攻击靶细胞，

因而获得转入基因的长久表达。研究表明生物因子对于椎间盘

退变的作用主要是通过增强 sox9的表达水平发挥作用，其潜

在的调控通路被认为是MEK-ERK通路[28,29]。Paul[30]等人构建了

表达 sox9及绿色荧光蛋白的腺病毒载体 Ad-sox9，发现可有效

地转染软骨母细胞系 HTB-94和人退变椎间盘细胞, 并显著提

高这两种细胞的Ⅱ型胶原合成水平。直接注射至动物模型的椎

间盘中的 Ad-sox9，其转染的细胞长期保持软骨细胞的表型,提

示病毒载体的安全性。本实验中直接注射 sox9腺病毒载体治

疗椎间盘退变结果与对照组相比差异显著,实验组的髓核细胞

内的表达持续了 12周, 表明了 sox9基因的生物学作用可以被

某些细胞因子有效地进行调控，揭示了 sox9基因治疗椎间盘

退变的潜在价值。本实验中研究证实转染后 II型胶原 mRNA

获得了高效表达，且随着时间的延长，表达量愈高。本实验 sox9

转染后 2周、4周、8周退变椎间盘 II型胶原的表达量明显比空

白对照组高，两两配对 t检验示有显著性差异。通过MRI检测

显示退变的椎间盘的低信号明显改善，从而证实了 sox9对椎间

盘退变的治疗作用。

目前许多基因治疗椎间盘退变的研究结果被证明效果明

显,但基因治疗要真正过度到临床应用还有诸多需要解决的问

题，包括如何构建更加高效、安全的表达载体，以及如何使目的

基因得到更加稳定、长期的表达。并且许多假说缺乏理疗的支

持，但我们相信,随着分子技术及基因工程的发展,应用安全基

因治疗椎间盘退变等脊柱疾患将为期不远。
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