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摘要：目的 筛选具有高效、高特异性地阻断体外诱导培养的大鼠破骨样细胞（-7,1-5+)7,8+*91 51++7，
:;<）6,0$* 基因转录产物 (=>6 翻译过程的 7*=>6 序列。方法 根据大鼠 6,0$* 基因序列设计 ? 对

7*=>67（!、"）序列，转染到各组体外培养第 $ 天的 :;< 细胞内，转染组（!或者" 7*=>6）@& 组、阴性

对照转染组（# 7*=>6）@? 组、转染试剂转染组 @" 组以及空白对照组 @A 组；转染第 ?A 小时后，=@8B;=
分析 6,0$* (=>6 的表达情况。结果 !号 7*=>6 转染后，@& 组中 6,0$* 基因 =@8;= 扩增产物密度值

较其他组减少，差异明显（! C #D#&），相对密度值较其他组也明显减少（! C #D#&）。结论 !号 7*=>6
片段特异性的抑制大鼠 :;< 6,0$* (=>6 表达。

关键词：6,0$* 基因；骨髓；破骨样细胞；=>6 干扰；=@8B;=
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0).*-/$*：6)7#$*%8# @- 71+15, E*/E+F 1GG*5*1., ).H E*/E+F 7015*G*5 7*=>67，IE*5E 5). J+-59 ,E1 ,K).7+),*-. -G
(=>67 ,K).75K*0,1H GK-( 6,0$* /1.1 -G K),7 -7,1-5+)7,8+*91 51++7，5L+,LK1H ’* F’58: JF *.HL5*./4 9#*(+:. :. ,E1
J)7*7 -G ,E1 K), 6,0$* /1.1 71ML1.51，H17*/.*./ ? 0*1517 -G 7*=>67（!、"），,E1. ,E1 -7,1-5+)7,7 7F7,1( )K1
H*N*H1H *.,- A /K-L07：,K).7G15,*-. /K-L0（!7*=>6 -K " 7*=>6）@& ，.1/),*N1 (),5E1H 5-.,K-+ ,K).7G15,*-. /K-L0

（# 7*=>6）@? ，K1)/1., ,K).7G15,*-. /K-L0 @" ).H J+).9 /K-L0 @A 4 6G,1K ,E1 -7,1-5+)7,7 7F7,1( E)7 J11. *.HL51H

).H 5L+,LK1H G-K $ H)F7，)J-N1 7*=>67 )K1 ,K).7G15,1H *.,- 1)5E /K-L0 710)K),1+F4 ?A E-LK7 )G,1K ,K).7G15,*./，,-
H1,15, ,E1 0K-HL5,7 -G K1N1K71 ,K).75K*0,*-. 0-+F(1K)71 5E)*. K1)5,*-.（=@8B;=）).H ,- ).)+F71 ,E1 +1N1+ -G ,E1
(=>6 ,- ,E1 /1.1 6,0$*，,E1 1O01K*(1.,)+ K17L+, *7 7L(()K*P1H4 ;#.<3*. 6G,1K ,E1 7*=>67 )K1 ,K).7G15,1H，

5-(0)K1H I*,E ,E1 -,E1K /K-L07，,E1 H1.7*,F -G 0K-HL5,7 -G =@8B;= ,E1 (=>6 -G ,E1 6,0$* /1.1 *. @& /K-L0 I*,E

!7*=>6 *7 7*/.*G*5).,+F H1/K)H1H（ ! C #D#&），).H ,E1 7)(1 5)71 I*,E ,E1 5-(0)K),*N1 H1.7*,F（ ! C #D#&）4
=+’$3<.%+’. !7*=>6 5). E*/E81GG*5*1.,+F *.E*J*, 1O0K177*-. ,- ,E1 (=>6 -G ,E1 K), 6,0$* /1.1 -G -7,1-5+)7,74
>#? @+-:.：6,0$* /1.1；Q-.1 ()KK-I；:7,1-5+)7,8+*91 51++7；=>6*；=@8B;=

=>6 干扰（=>6 *.,1KG1K1.51，=>6*）是一种封闭

基因表达的有效方法［&、?］，它将与目的基因同源的干

扰 =>6 片段（7()++ *.,1KG1K*./ =>67，7*=>6）转染至靶

细胞，与细胞内的内切酶形成诱导沉默复合体（=>6
*.HL51H 7*+1.5*./ 5-(0+1O，=RS;），=RS; 以 7*=>6 为模

板特异地识别其同源基因 (=>6 并对其进行递进式

剪切，形成强有效的瀑布效应，诱导序列特异性的

(=>6 降解，具有高效性和高度特异性等特点，是一

种全新的基因治疗手段。我们设计了以破骨细胞

6,0$* 基因为靶标的 7*=>6，观察其对破骨细胞 6,0$*
基因表达的影响。

A 材料和方法

ABA 盖玻片和骨磨片的制备

用玻璃刀将盖玻片分切成 & 5( T & 5( 大小，无

水乙醇浸泡 ? E，晾干后再浸入硫酸8重铬酸钾清洗

液中过夜，充分水洗，蒸馏水超声波清洗 &# (*.，"
次，自然晾干，高压消毒后备用。取新鲜成年牛股骨

皮质骨，用钢锯纵向锯成厚骨片，以角磨机磨薄后以

细金刚砂纸磨至约 &%$( 厚，再剪成 % (( T % (( 大

小，置 U ?#V储存。临用前于三蒸水中超声波清洗
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!" #$%，& 次，自然晾干，置于超净台中紫外线双面照

射各 ’ ( 后备用。

!"# 破骨样细胞的诱导培养

选用 & ) ’ 周龄 *+ 雄性大鼠（购自浙江中医药

大学实验动物中心），参照文献［&、’］并加以改进进行

细胞培养，具体步骤为：拉颈处死大鼠后用 ’, -./
乙醇溶液浸泡 . #$%，无菌条件下分离股骨、胫骨，将

带完整干骺端的骨干置于 ’, 01* 缓冲液中冲洗 2
次，于超净台内剪断长骨两骺端暴露骨髓腔，然后用

. #3 一次性注射器抽取含!4565 培养基（含 2"/胎

牛血清）冲洗骨髓腔数次至骨干发白为止。用 2" #3
无菌小烧杯收集冲洗液并用 2"" 目筛网过滤两次，

收集过滤液放入 2. #3 培养瓶，在 &-,、./ 782、饱

和湿度下培养 ! ( 后收集细胞悬液，用全培养基［含

2"/ 胎 牛 血 清（9$:;<）、! = !"> ? #<3@A 的 !，2.4
（8B）2+&（*$C#D）、青霉素 !"" E@#3、链霉素 !"""C@#3

的!4565 培养基（9$:;<）］稀释细胞至 !F. = !"G @#3，
将细胞悬液加入预置盖玻片或牛骨片的进口 G 孔细

胞培养板。在 &-,、./ 782、饱和湿度下培养，每 2
天换液 ! 次，每次换总量的一半。培养过程中，每天

定期观察细胞的形态和生长状态。

!"$ H$IJK 的设计与细胞转染

根据 9L%L1D%M KNOG$ 基因已知序列（基因编号

9P：2"G’2Q）按 H$IJK 序 列 设 计 原 则［.］：通 过 J71P
1AK*R% 程序，最终确认 2 组（#和$号）作为本实验

所用序列，即这些候补序列只与大鼠 KNOG$ 基因是

!""/同源；同理，设计一条 2!%N 的阴性对照序列

（%号），即满足该序列的 79 比例含量和片段的全

长，又和大鼠 KNOG$ 基因以及其他任何基因的序列

保持低同源性，避免阻断 KNOG$ 基因和其他基因的

表达水平。H$IJK 序列如下：#靶序列 .S4KKR 9RR
7K7 7KR K99 9KK 7R9（!’-Q ) !’QQ），正义链：.S4
E9E E7K 77K EK9 99K K7E 9RR，反义链：.S47K9
EE7 77E KE9 9E9 KK7 KRR；$靶序列 .S4KKR R7R
K7K 7R9 99K 7R9 9RR（2’-! ) 2’Q!），正义链：.S4
EE7 EK7 K7E 999 K7E 99E ERR，反义链：.S4KK7
7K9 E77 7K9 E9E K9K KRR4&S；%（阴性对照）.S4
KKR 7K7 RKR RK9 7K7 R9K 9R9，正义链：.S4E7K
7EK EEK 97K 7E9 K9E 9RR，反义链：.S47E7 E7K
9E9 7EK KEK 9E9 KRR。

细胞诱导培养后第 G 天开始进行 H$IJK 转染实

验，采用 KTUD%NCL%L 0V$ R5 转染试剂盒以及 9W04A*
2!%N 长的 IJK 标记试剂盒（均为 K33L3L 公司产品），

分别将上述候选的 H$IJKH 序列片段（#、$和%号）

与 9W04A* 共转染入 87A。每次转染包括：转染组 !
孔（#或者$ H$IJK），简称 R! 组；阴性对照转染组 !
孔（% H$IJK），简称 R2 组；转染试剂转染组 ! 孔（转

染时无 H$IJK），简称 R& 组以及空白对照组 ! 孔（只

加有基本细胞培养基的非转染组）简称 R’ 组。转染

2 ( 后，将所有转染培养基吸出，更换新鲜全培养基。

孵育 2’( 后收获细胞进行检测，实验重复 & 次。

!"% IR407I
用 RIPX<3（9$:;<）提取细胞总 IJK 后检测 IJK

的浓度和纯度。采用一步法试剂盒（8%L HNLO IJK
07I Y$N，RKYKIK），取 !"C 总 IJK 进行靶基因体外

反转录以及 #IJK 表达水平检测。KNOG$ 基因上游

引物 04!：.S4KK9 K97 7RK 779 K99 K79 KK4&S，
KNOG$ 下 游 引 物 042：.S4R99 7KK K99 7K9 79K
K9K4&S。IR407I 反应条件为：.",反转录 &" #$% 合

成 ;+JK，Q’,预变性 2 #$%，Q’,变性 &" H，..,复性

&" H，-2,延伸 2 #$%，变性4复性4延伸循环 &" 次，扩

增出 2’& :O 的 +JK 产物。内参甘油醛 &4磷酸脱氢

酶（C3Z;LVD3TL(ZTL4&4O(<HO(DNL TL(ZTV<CL%DHL，9DOT(）

上游引物 94!：.S4K77 K7K 9R7 7KR 977 KR7 K74
&S，9DOT( 下游引物 942：.S4R77 K77 K77 7R9 RR9
7R9 RK4&S，IR407I 反应条件为：.",逆转录 &" #$%
反转录 ;+JK，Q.,预变性 . #$%，Q.,变性 &" H，G",
复性 &" H，-2,延伸 &" H，变性退火延伸循环 &" 次，

终循环末 -2,延伸 !" #$%，扩增产物为 ’.& :O 片段

+JK。取 07I 扩增产物各 ."3 在 !F-/琼脂糖凝胶

（含 "F. #C@A 溴化乙啶）电泳，用 RD%<% 凝胶扫描自

动分析仪对扩增产物进行密度值分析，测出扩增产

物密度值，分别计为 +KNOG$、+9DOT(，目的基因产物与内

参产物的密度值的比值 +KNOG$ @+9DOT(表示 KNOG$ #IJK
的相对含量。

!"& 87A 的鉴定以及转染率

!"&"! 抗酒石酸酸性磷酸酶（RIK0）染色：RIK0 是

酸性磷酸酶（K70）同功酶 G 种同工酶（" ) .）中的第

. 型，87 含量最为丰富，通常作为鉴别 87 的重要标

志。RIK0 染色结果显示 87 胞浆阳性，呈红色，核

呈阴性，非 87 细胞染色为阴性。染色方法参考文

献［G］，判定含 2 个核以上且 RIK0 染色阳性者确定

为成熟 87 细胞。取上述同期实验与 87A 共培养 G
天的玻片进行染色鉴定。

!"&"# 骨吸收功能观察：分别取上述同期 87A 共培

养的牛骨片，参照文献［G］，经 2F./戊二醛溶液室温

固定 - #$%、"F2. #<3@A 氢氧化铵中超声波清洗 . #$%
= & 次，系列酒精脱水，自然晾干。室温 !/甲苯胺
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蓝染色 ! " # $%&，双蒸水清洗后，光镜下观察骨片上

是否有骨吸收陷窝形成。常规方法制备扫描电子显

微镜标本。

!"#"$ 荧 光 显 微 镜 观 察 转 染 率：’()*+, 中 标 记

-./ 与相同片段长度的 0%-./，共同转入细胞内，标

记 -./ 的荧光显色可以证明 0%-./ 的转染效率。

随机选择各转染组的细胞作进一步的绿色荧光检

测，对每组细胞可以绿色荧光视野和正常视野下，相

同细胞区域拍照对比，以及扣除背景的标准化处理，

每孔至少比较 12 个随机选择的转染成功的靶细胞，

计算转染效率。

!"% 统计学处理

采用 ,),, 1232 统计软件包进行统计。各组数

据采用!! 4 " 表示，计量资料比较用单因素方差分

析（5&6*789 /.:;/），以 # < 232= 为差异有显著性，

# < 2321 为差异有非常显著性。

& 结果

&"! 大鼠骨髓细胞诱导分化成 :>+ 形态观察

含诱导剂 1，?=*（:@）?A! 的大鼠骨髓细胞悬液

接种于进口塑料培养板后，? " # B 左右细胞贴壁，倒

置显微镜观察，此时贴壁细胞呈圆形、短梭形或三角

形，核位于中央，散在分布于瓶底。诱导培养 C D
时，在较多小圆形单核细胞之间，可观察到部分体积

较大、多核（! " 12 个）细胞出现，呈大圆形、多角型

或半圆形等多种形态，时有细胞突起向外延展出现，

细胞贴壁牢固，胞质的密度较低，细胞核或集聚在细

胞中央，或散在细胞周边，核内可见 1 " ! 个核仁不

等。多核细胞周围有较多的小圆形单核细胞募集、

融合，其胞质的一部分与多核大细胞有部分连接状

形态（图 1）。

图 ! 诱导培养后第 C 天，多核细胞（平尾箭头）周围有较多

的小圆形单核细胞聚集、融合，其胞质的一部分与多核细胞

有部分连接（燕尾箭头）（’%$08 染色 E ?22）

&"!"! F-/) 染色：F-/) 染色是鉴定 :> 的特异性

酶学染色方法。玻片上可见有 F-/)G（F-/) 染色

阳性）的多核细胞零星分布，细胞形体较大，F-/)G

的细胞周围可见大量小圆形细胞，颜色棕红色，见图

?。

图 & 诱导后第 C 天，F-/) 染色阳性的多核细胞（大箭头），

其周围可见 F-/) 染色阳性的圆形小细胞（小箭头）（F-/)
染色 E !22）

&"!"& 镜下骨陷窝的形态特点：未经干扰正常诱导

第 C 天的破骨细胞，与之共培养的牛薄骨片上可形

成骨吸收陷窝，1H甲苯胺蓝染色呈蓝紫色圆形、椭

圆形或腊肠形等多种形态，边界清楚，呈串排列或者

孤立出现，扫描电子显微镜照片可见陷窝底面粗糙

不平，部分纤维纹路隐约可辨（图 !）。

&"& 0%-./ 转染后 :>+ 的变化

转染后 ? B，与转染前相比，除部分体积较大的

细胞胞质内有空泡出现外，:>+ 没有明显的形态改

变，荧光显微镜观察发现，部分细胞质内散在有颗粒

状荧光染色。转染后 ?# B，一些体积较大的 :> 前

体细胞和部分小细胞内有较多荧光颗粒，且亮度较

? B 明显增强（图 #）。?22 倍光镜下观测 12 个随机

视野中转染细胞与总体细胞比例，计算出各组间转

染率（表 1），可见各转染组间转染率组间差异无显

著性（# I 232=）。

表 ! 转染 ?# B 不同转染组间中转染率（!! 4 "）

转染组 转染率（H）

F1 !C J2K 4 CJ!K
F? !C J=! 4 KJ21
F! !L J1= 4 12J?K

注：各组之间比较 # I 232=

&"$ 转染后 :>+ 特异 /MNC% 的表达变化

!号 0%-./ 转染后，F1 组中 /MNC% 基因 -F*)>-
扩增产 物 密 度 值 较 其 他 组 减 少，差 异 明 显（ # <
2321），内参 ’8NDB 基因扩增产物密度值较其他组差
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图 ! 与未干扰正常诱导第 ! 天的破骨细胞共培养的牛骨片照片。"：光学显微镜照片，可观察到较周

围骨组织深染的骨陷窝（箭头），为斑片状骨质吸收区，（甲苯胺蓝染色 # $%&）。’：扫描电子显微镜照

片，骨吸收陷窝呈现呈圆形、椭圆形、花瓣形或不规则形，成串或孤立出现，边界清晰、底面粗糙不平

（箭头）（ # (&&）

图 " )*+,"- 转染后 ./ 0，可观察到破骨细胞前体细胞呈现荧光标记阳性（"，箭头）。

’：与 " 图对应部位的明视野照片（ # .&&）

异不明显（! 1 &2&%），而且相对密度值较其他组明

显减少（! 3 &2&$），而 4.、4( 与 4/ 之间 "56!*、78690
基因扩增产物密度值以及相对密度值无明显差异

（! 1 &2&%），$2:;琼脂糖凝胶电泳如（图 %），说明通

过 +,"* 技术将外源性!号 -*+," 片段转入 <=>
内，特异性的降解了 "56!* 的 ?+,"（表 .）。

表 # !号 -*+," 不同转染组间

+4@A=+ 产物密度值（!" B #）

CDEF6
密度值 相对密度值

"56!* 78690 "56!*G78690
4$ /:(.H!: B /(/$H.I"# :!(J:HJ/ B ((%:.H.$ &H&:&: B &H&%J/"#

4. $&$.$H%& B %/&(H.$ I:%I&H(J B (!I:%HI/ &H$$J$ B &H&%./
4( J%I.H&& B !.$IHJ$ I/$I(H(( B (/I%$H&J &H$$/: B &H&%!&
4/ I(.IH$: B //!!H/. :.$!.H(( B (.!J%HI% &H$$!. B &H&.IJ

注：4 之间组比较" ! 3 &2&%，# ! 3 &2&$

"号 -*+," 转染后，4$ 组中 "56!* 基因 +4@A=+
扩增产物密度值较其他组差异不明显（! 1 &2&%），

内参 78690 基因扩增产物密度值较其他组、相对密

图 $ !号 -*+," 转染后 ./0，各组 +4@A=+ 产物，

转染组 "56!* 基因 ?+," 表达降低

度值较其他组亦无明显差异（! 1 &2&%），$2:;琼脂

糖凝胶电泳如（图 !），说明通过 +,"* 技术将外源性

"号 -*+," 片段转入 <=> 内，没有特异性的降解

"56!* 的 ?+,"（表 (）。
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图 ! !号 !"#$% 转染后 &’(，各组 #)*+,# 产物，

各转染组间 %-./" 基因 0#$% 表达变化不明显

表 " !号 !"#$% 不同转染组间 #)*+,# 产物密度值（!! 1 "）

2345.
密度值 相对密度值

%-./" 67.8( %-./"967.8(
): :;:<=><? 1 ’==;>;: =&’@A>@& 1 ;@;’;>&@ ?>&?A& 1 ?>:=</
)& :&/:=>&& 1 =;=?>&= @</;;>:: 1 &<?:/>=/ ?>&??: 1 ?>:A=?
); :;;&/>&& 1 =A@?>&< =::;<>@= 1 &=<A/>?& ?>&?<? 1 ?>&:;:
)’ ::’?=>&= 1 /=@;>;; A?;?A>=A 1 ;@:A;>@A ?>:@&; 1 ?>:=<<

注：) 之间组比较 # B ?C?<

" 讨论

D,是高度分化的多核巨细胞，直接参与骨吸

收，是骨组织吸收的主要功能细胞。目前，多数学者

认为 D, 来源于单核9巨噬细胞前体细胞［@、=］。破骨

细胞、巨噬细胞、单核细胞共同来源于同一造血前体

细胞—粒巨噬细胞集落形成单位。本实验结果与文

献报道［;、A］一致，骨髓细胞在 :，&<（DE）&F; 的作用

下，可分化为 D,G，)#%+H 且在骨片上形成吸收陷

窝，具有与 D, 类似的生物学活性。

%-./" 基因表达产物为分子量 ::/ IF7 的蛋白，

是 D, 空泡型质子泵（空泡型氢离子三磷酸腺苷转

运 酶 J7K54L73 EH *-37M!L4K7-""M2，%)+*7!N，简 称 J*
%)+7!N）跨膜部分之一，J*%)+7!N 活化后将 EH 分泌

到细胞外而完成骨吸收功能。李亦平等［:?、::］首次克

隆了小鼠 %-./" 基因，并制备出该基因缺失的小鼠，

该小鼠的 D, 数目正常，可附着在骨上，但不能形成

吸收陷窝；破骨样多核细胞不能形成细胞外酸化腔，

也不能使骨去矿物化；D, 失去细胞外酸化功能，使

小鼠出现严重的骨质硬化。表明 %-./" 对 D, 发挥

骨吸收功能是必需的。

特定环境中机体内 D, 功能异常过度活跃，出

现异常骨吸收，在骨质疏松症、+72N- 病、风湿性关节

炎的关节破坏、骨巨细胞瘤生长及骨肿瘤侵润等骨

科疾病，以及牙周病等口腔疾病中是普遍存在的病

理变化。临床上应用雌激素、降钙素、二磷酸盐等药

物来抑制 D, 分化、在骨质吸收部位的聚集、骨吸收

功能，取得了较为满意的疗效。但是这些药物的毒

副作用一直困扰着我们，且对 D, 骨吸收的关键基

因 %-./" 表达的影响缺乏特异性。目前，针对 D, J*
%)+7!N 的 抑 制 剂 有 O7P"L40QK"M %:、RO &’&@=’、S#
:@@AA<、S# :/@;</ 等［:&］，但是这些抑制剂存在着不

同程度的抑制效率低下、对 %-./" 特异性差等不足。

基因敲除的实验方法虽然能特异性地使靶基因丧失

功能，但也有缺陷，由于 %-./" 基因缺失小鼠［::］存活

时间短，牙齿发育不全，骨骼短小、骨皮质薄而脆并

患有严重的骨硬化症，不能作为研究异常骨吸收的

理想实验模型，由此可知长期的基因抑制会导致以

上的结果。故针对 D, J*%)+7!N 开发新的高特异

性、高效率的抑制剂是为临床药物研究的热点问题

之一。

从基因水平间断地抑制 %-./" 基因的表达，借

以纠正功能过度活跃的 D, 到正常的状态，#$%" 技

术完全可以实现这个设想。!"#$% 可在哺乳动物细

胞组织内引起基因短时间封闭作用，能在低于反义

核苷酸几个数量级的浓度下，使靶基因降至极低水

平甚至完全“敲除”［&、:;］。&??: 年 TLU7!("3 等［:’］首次

报道 !"#$%! 在哺乳动物体外培养细胞内成功诱导

基因特异阻抑以后，!"#$% 是否可应用于人类疾病

的治疗受到了广泛的关注。&??< 年 O7" V, 等［:<］通

过体外诱导培养 D, 并利用 !"#$% 研究小鼠 ,#TO:
和人 ERS & 基因对 D, 形成的作用和功能取得成功。

本实验以体外诱导的大鼠 D, 为研究对象，以

#$%" 技术为手段，以编码大鼠 D, 质子泵的 %-./"
的基因转录产物（0#$%）为靶点，从 ; 组体外合成的

候补序列中，筛选出具有高特异性、高效抑制大鼠破

骨细 胞 %-./" 基 因 转 录 产 物 的 !"#$% 序 列，目 的

0#$% 被降解的同时发现骨吸收功能下降，陷窝数

目减少（未发表数据）。

D, 是骨吸收的功能细胞，其功能异常导致骨改

建平衡失调，是多种代谢性骨病的病理基础，%-./"*
!"#$% 的应用可以高特异性、高效的抑制体外培养

的 D, 的骨吸收功能，进而可以有效的纠正绝对或

者相对旺盛的骨吸收功能状态，达到恢复骨吸收、重

建动态平衡。可以防治如骨质疏松症、+72N-W! 病、激

素性股骨头坏死、风湿性关节炎、肿瘤、牙周病等疾

病，因此，%-./"*!"#$% 的应用为今后进一步开展动

物体内研究及尝试在分子水平上治疗 D, 骨吸收代

谢疾病提供了重要的参考依据，具有广阔的临床应

用前景。
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骨方向与 U;W 中点@髌腱内缘连线平行，胫骨近端在

*U 轴方向上中立位截骨，就会在侧位片上得到所需

要的后倾角；而对于合并内翻畸形或者外翻畸形的

骨关节炎膝关节，由于胫骨 *U 轴相对于 U;W 与髌

腱内侧缘连线具有外旋趋向，所以胫骨近端截骨参

考轴线应该根据患者个体情况来决定，以达到股骨

假体和胫骨假体之间最佳的旋转匹配。所以，对于

合并严重内翻或外翻畸形的晚期骨关节炎患者在膝

关节手术之前，最好行膝关节 ;C 扫描来判定胫骨

*U 轴的改变程度及其股骨或胫骨可能发生的解剖

学改变，充分估计这些改变对术中参考轴线以及术

后效果可能带来的影响。
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