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摘要：目的 为从整体动物水平研究碱性调宁蛋白（3+=2.0871/1）在骨形成过程中的直接作用，我们构

建了成骨细胞中特异性过表达 3+=2.0871/1 的转基因小鼠模型，并对其表型进行了初步分析。方法

构建在成骨细胞特异性启动子（2700.>41 ? 8@7-7A4@）驱动下表达 3+=2.0871/1 的载体（8’70?=2.0871/1），纯化

BC< 片段，再以显微注射的方法将转基因片段导入小鼠受精卵，经移植后得到小鼠。D’9 法检测整合

到小鼠基因组中的外源基因，提取 E+ 代阳性小鼠原代成骨细胞 9C<，9F=D’9 检测 3+=2.0871/1 在小鼠

成骨细胞中的表达情况，并观察转基因小鼠表型及体重变化情况。结果 D’9 检测结果显示 + 只 G%
代转基因鼠中检测到阳性信号，9F=D’9 显示 E+ 代转基因小鼠成骨细胞中表达 3+=2.0871/1 较野生对

照小鼠明显增加，且转基因小鼠体重与野生小鼠相比有明显降低。结论 成功构建了在成骨细胞特

异性过表达 3+=2.0871/1 的转基因小鼠，为深入研究 3+=2.0871/1 在骨骼发育中的作用提供了良好的动

物模型。
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碱性调宁蛋白（3+=2.0871/1）属调宁蛋白家族，

3+=2.0871/1 是平滑肌的标志基因，既往多围绕平滑

肌收 缩 调 节 的 信 号 转 导 研 究 3+=2.0871/1［+］。 3+=

2.0871/1 在成骨细胞和软骨细胞中亦有表达，有研究

表明 3+=2.0871/1 能够影响骨骼发育。骨骼的发育主

要可分为膜内成骨和软骨内成骨两种方式。长骨发

育主要是通过软骨内成骨这一方式，软骨内成骨可

分为软骨形成和骨形成两个过程，而软骨形成也会

影响骨形成［$］。3+=2.0871/1 基因敲除小鼠显示软骨

形成和骨形成加快，骨量增加，提示 3+=2.0871/1 是骨

形成 的 负 性 调 节 分 子，但 具 体 机 制 不 清［#］。3+=
2.0871/1 基 因 敲 除 小 鼠 模 型 中 所 有 细 胞 的 3+=
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!"#$%&’& 均被敲除，因此难以区分该小鼠骨形成的改

变是由 ()*!"#$%&’& 对成骨细胞的直接作用引起的，

还是通过软骨细胞间接影响成骨过程而引起的。因

此，为了进一步研究 ()*!"#$%&’& 对骨形成的直接作

用，笔 者 建 立 了 在 成 骨 细 胞 特 异 性 过 表 达 ()*
!"#$%&’& 的转基因小鼠，并对其表型进行了初步分

析。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 试 剂 和 仪 器：质 粒 $+,*+-./01，$1234*
!"#$%&’& () 由本实验室保存，含小鼠成骨细胞特异

性!型 胶 原 启 动 子（2%##"56& 7 $8%9%:68）的 质 粒

$;2,+ 由美国冯健全教授惠赠；<=>? 感受态细菌由

本实验室保存；高保真 <@1 聚合酶、凝胶纯化回收

试剂盒购自德国 A’"56& 公司，质粒 <@1 抽提试剂

盒购于 B965" 公司；3. 连接酶、限制性内切酶购自

日本 3","C" 公司；细胞培养所用"*DED 培养基、

F;+、胰蛋白酶、#型胶原酶等试剂分别购自 G’H!%
和 =I2#%&6 公 司；38’J%#、C3*02C 相 关 试 剂 均 购 于

7&K’:8%56& 公司；凝胶成像系统及相关软件为美国

;’%*C"L 公司产品；>).>C 低温台式离心机为德国

E$$6&L%8M 公司产品；N)/ 型测序仪及试剂为美国 1;7
公司产品；其余为国产分析纯试剂。

!"!"# 实验动物：+0F 级 F-; 小鼠购于上海斯莱克

实验动物有限公司，饲养于第三军医大学大坪医院

实验动物中心。所有动物实验操作均按第三军医大

学实验动物管理委员会要求进行［执行标准 +OP,
（军 4//4/N4）］。

!"# !%#7*!"#$%&’& 转基因载体的构建及鉴定

!"#"! !%#7*!"#$%&’& 转基因载体的构建：用 +"#7 Q
P(%7 从 $1234*!"#$%&’& () 质粒中切取含 ()*!"#$%&’&
!<@1 的片段，胶回收该片段并对其进行平滑化，插

入用 +9"7 酶切并进行去磷酸化处理的 $+,*+-./01
载体中，经 02C 及酶切鉴定得到 $2"#$%&’&+-./01
质粒。用 ;"9=7 酶切 $2"#$%&’&+-./01 质粒并进行

钝化，再用 +"!#酶切后行胶回收；用 E!%C- Q +"!#
酶 切 含 有!型 胶 原 启 动 子 的 $;2,+，回 收 含

2%##"56& 7 启动子的 >R/ SH 条带，并将回收片段与经

;"9=7 Q +"!#酶切后的 $2"#$%&’&+-./01 质粒进行

连接，得到 !%##"56& 7 启动子驱动 ()*!"#$%&’& 表达的

转基因载体 $2%#7*!"#$%&’&。上述操作均按分子克隆

实验指南进行［.］。

!"#"# !%#7*!"#$%&’& 转基因载体的酶切鉴定：用限制

性内切酶 +"! # Q +"# 7 对此对载体进行酶切消化，

以对所构建的载体进行初步鉴定。

!"#"$ !%#7*!"#$%&’& 转基因载体的测序鉴定：分别以

+, 载体上的 3T 为测序引物，采用 1;7N)/ 型基因测

序仪，对所构建的载体的接头区进行了测序。

!"$ 受精卵的显微注射

用限制性内切酶 +"! #、+"# 7 分别对此对载体

进行酶切消化，回收并纯化注射片段，按常规进行

受精卵原核显微注射和输卵管胚胎移植［>］。

!"% 转基因小鼠鼠尾 <@1 的制备

剪下出生后 )/ U ). L 小鼠尾尖约 /R> !9，加入

4//$V 组 织 裂 解 液（/R>W +<+，/R) 9%#XV @"2#，
/R/> 9%#XV E<31，/R/) 9%#XV 38’Y*=2#，$= ZR/，)//

$5X9V 蛋白酶 ,），>[\保温过夜，饱和 @"2# )>/$VX
E$$6&L%8M 离心管，剧 烈 振 荡 4// 次，冰 浴 N/ 9’&，

)./// 8X9’& 离心 )/ 9’&，取上清液 )>/$V 转移至干

净 E$$6&L%8M 离心管，加入 4>/$V 无水酒精，反复颠

倒混匀，)./// 8X9’& 离心 )/ 9’&，可见管底附着的

<@1 斑，倒去上清，E$$6&L%8M 离心管倒置于纸巾上

使所有液体流出，E$$6&L%8M 离心管开口、正立，室温

干燥 )> 9’&，加入 ./$V 3E，>/\ 4 (，于 .\ 储藏

<@1 备用［[］。

!"& !%#7*!"#$%&’& 转基因小鼠的 02C 鉴定

用 08’968 $869’68 >R/ 软件设计 02C 引物，由上

海生物工程技术公司合成，扩增 ()*!"#$%&’& 基因片

段，用于成骨细胞过表达 ()*!"#$%&’& 转基因小鼠的

02C 检测。!%#7*!"#$%&’& 转基因小鼠目的条带为 )T>
H$，野生型小鼠目的条带为 4[N H$。

引 物 序 列：!"#$%&’& )*F：>]*1212GG2G3212*
232313G*N]；!"#$%&’& )*C：>]*3G1G3G3G32G21G3*
G33221*N]。

02C 扩增条件：预变性 ^. \ N 9’&；然后 ^. \
变性 N/ Y、>Z \复性 N/ Y、T4\延伸 .> Y 重复 N/ 个

循环；T4 \延伸 )/ 9’&，.\保存。

!"’ !%#7*!"#$%&’& 转基因小鼠成骨细胞表达效率

鉴定

取新生 4 L 的小鼠，02C 鉴定基因型，T>W酒

精消毒 > 9’& 后，取新生小鼠头盖骨，去除表面软组

织，以 0;+ 洗净，加入 /R4>W的胰蛋白酶溶液，消化

)/ 9’&，弃去上清，沉淀中加入 /R4W#型胶原酶溶

液消化 [/ 9’&，将上清吸出，)/// 8X9’& 离心 > 9’&，

弃去离心后的上清，混匀，接种于"*DED 培养基（含

青霉素、链霉素和 )/WF;+）中，置于 NT\、>W2B4、

饱和湿度孵箱内培养 N 代，提取成骨细胞总 C@1，
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的间充质干细胞先分化为软骨细胞，而后软骨细胞

增生、肥大、凋亡，形成软骨基质，而后成骨细胞在此

基础上分泌基质成骨、矿化，这个过程则是骨形成

过程。

!"#$%&’(’ 等［)］研究发现 $*+,’-."/%/ 敲除小鼠

软骨及骨形成加快，且骨量增加；敲除小鼠长骨长度

不变，但更宽些，血清 012 显著增加，钙3磷正常，骨

骼直径变宽，髓腔增加。在骨折愈合中，研究发现

$*+,’-."/%/ 敲除的小鼠依靠活化的骨膜成骨细胞的

大量增生使得新骨形成增加。$*+,’-."/%/ 是骨骼发

育的一种调节因子，研究其对骨骼发育的作用及机

制 对 了 解 骨 发 育 及 相 关 疾 病 的 调 控 非 常 重 要。

!"#$%&’(’ 等利用敲除小鼠研究 $*+,’-."/%/ 在骨发

育中的作用，极大地增加了我们对 $*+,’-."/%/ 在骨

发育中作用的认识，但其所用的是常规 $*+,’-."/%/
基因 敲 除 小 鼠 模 型，该 模 型 中 所 有 细 胞 的 $*+
,’-."/%/ 均被敲除，难以区分 $*+,’-."/%/ 对成骨细胞

的间接、直接作用。所以，通过建立在成骨细胞特异

性过表达 $*+,’-."/%/ 的小鼠模型，可以更好地研究

$*+,’-."/%/ 对成骨细胞及骨形成的直接作用。

!型胶原（,"--’45/ 6）是大多数哺乳动物组织的

主要成分［*7］，由成骨细胞和成齿质细胞以及几种不

同类型的成纤维细胞和间充质细胞合成［**，*8］，是成

骨细胞合成和分泌的类骨质中的主要成分，本研究

选用 加 入 了 成 骨 细 胞 特 异 性 内 含 子 元 件 的 小 鼠

,"--’45/ 6 启动子，为转基因小鼠在成骨细胞中特异

性高表达创造了条件。

本研究构建了在成骨细胞中过表达 $*+,’-."/%/
动物模型，分离培养小鼠成骨细胞并提取总 9:0，

9;+2<9 检测转基因小鼠 $*+,’-."/%/ 表达效率。结

果显示转基因小鼠成骨细胞中表达 $*+,’-."/%/ 较野

生对照小鼠明显增加；并且通过对转基因小鼠初步

的表型分析发现转基因小鼠与野生小鼠相比外观无

明显差别，但体重有明显下降。分析原因由于文中

该小鼠 $*+,’-."/%/ 在成骨细胞中过表达，会影响小

鼠骨骼 发 育 的 骨 形 成 过 程，且 既 往 研 究 提 示 $*+
,’-."/%/ 具有抑制细胞增生的作用，因此我们认为小

鼠体重下降主要可能是由于抑制成骨细胞的增生，

从而抑制骨形成，导致成骨能力下降，骨量减少引起

的。然而成骨细胞中过表达 $*+,’-."/%/ 到底对骨形

成的具体作用和相关机制尚不清楚，这些问题都需

要利用该小鼠进行深入研究来解答。

成骨细胞过表达 $*+,’-."/%/ 转基因小鼠动物模

型目 前 在 国 内 外 未 见 报 道，该 模 型 为 研 究 $*+
,’-."/%/ 在骨形成中的直接作用提供了良好的动物

模型。
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