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摘要：目的 获得在软骨细胞中条件性敲除 78*9基因的 :;:<(增强型点突变小鼠并进行初步表型
分析。方法 通过 78*9条件性基因敲除小鼠（7B2/C.6DEC.6D小鼠），与软骨细胞特异表达 $F2重组酶的小
鼠（$6.!!$F2）交配，获得在软骨细胞中特异敲除 78*9 基因小鼠（$6.!!$F2：7B2/C.6DEC.6D）；同时，利用

7B2/C.6DEC.6D小鼠与 :;:<( 增强型点突变小鼠（:GCF(;(&A$E H 小鼠，即 ?$I 小鼠）交配，子代杂合子小鼠
（7B2/C.6DE H：?$I）之间再交配，获得 7B2/C.6DEC.6D：?$I小鼠；通过 $6.!!$F2：7B2/C.6DEC.6D和 7B2/C.6DEC.6D：?$I交配
即可获得在软骨细胞中特异性敲除 78*9 基因的 :;:<( 增强型点突变小鼠（$6.!!$F2：7B2/C.6DEC.6D：

?$I）。采用 7$<对小鼠基因型进行鉴定，免疫荧光染色检测 78*9基因的敲除效率，通过 J光平片
摄影对小鼠的表型进行初步分析。结果 获得了在软骨细胞中敲除 78*9的 :;:<(点突变小鼠，免
疫荧光染色证实 $6.!!$F2：7B2/C.6DEC.6D：?$I小鼠软骨细胞中 78*9蛋白因为基因敲除而表达很低。初
步的表型分析显示：$6.!!$F2：7B2/C.6DEC.6D：?$I小鼠身长、尾长均较 7B2/C.6DEC.6D：?$I小鼠长（! K ">"#，" L
#）。$6.!!$F2：7B2/C.6DEC.6D：?$I小鼠表型，较 7B2/C.6DEC.6D：?$I小鼠的侏儒表型有所缓解。结论 采用基
于 $F2EM6D7系统的条件性基因敲除策略，获得了在软骨细胞中敲除 78*9基因的 :;:<(增强型突变
小鼠，表型分析初步显示，软骨细胞特异性敲除 78*9基因可部分缓解由 :;:<(增强型点突变所导致
的小鼠侏儒表型。该小鼠的获得，为研究 7N(OE?O8信号通路在 :;:<(突变介导的软骨生长抑制中
的作用提供了实验动物平台。

关键词：78*9；:;:<(；软骨发育不全；条件性基因敲除；小鼠
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成纤维细胞生长因子受体 .（+,+-.）的功能增
强型 点 突 变 可 引 起 包 括 软 骨 发 育 不 全

（’!8"#$4"@(’9%’，DAE）在内的多种人类软骨发育障
碍性侏儒。A82#等［K，B］利用基因敲入技术建立的模
拟人 DAE的 +,+-. 点突变小鼠模型（+/04.,.LMAC N 小

鼠，即 DAE小鼠），表现为软骨细胞增殖与分化能力
明显降低。目前研究 +,+-. 突变引起的软骨发育
信号异常主要集中于转录因子 O<D<K 和有丝分裂
原活性蛋白激酶（JD;I）信号通路上，对三磷酸肌
醇C蛋白激酶 G（;7.ICDI<）通路在骨骼发育中的改
变研究相对较少。已有研究显示小鼠成P软骨前体
细胞中 ;<=>敲除后可影响生长板软骨细胞的增殖
与分化［.］，;<=>即第 KQ 号染色体同源缺失性磷酸
酶P张力蛋白基因（ @8"9@8’&’92 ’#$ &2#9%# 8"1"("/
$2(2&2$ "# !84"1"9"12 &2#，;<=>），是 ;7.ICDI<通路
中一个重要的负性调控分子。为研究 ;7.ICDI<信
号通路在 +,+-. 突变介导的软骨发育生长抑制中
的作用，避免完全敲除 ;<=>所引起的胚胎发育致
死性，我们采用条件性基因敲除策略建立了软骨特

异性敲除 ;<=>基因的 +,+-.功能增强型点突变小
鼠模型，以观察 +,+-.功能增强型点突变小鼠的侏
儒表型有何改变，为研究 ;7.ICDI< 信号通路在
+,+-.突变介导的软骨生长抑制中的作用提供了实
验动物平台。

/ 材料和方法

/0/ 材料
小鼠鉴定中 ;A-所采用的 <’R酶、$><;9购自

日本 <’I’-’公司，;A-引物由本室自行设计并由美
国 7#F%&4"/2#公司合成，兔抗鼠 ;<=>抗体购自美国
A2(( O%/#’(%#/ <2!8#"("/:公司。S>D =#/%#2 ;A-仪、
;"324 ;DA .QQ 电泳仪、,2( S"! BQQQ 凝胶成像仪系
美国 G%"P-’$公司产品，O;T激光共聚焦显微镜系德

国 H2%!’公司产品。
/01 实验动物的引进、养殖

+,+-.功能增强点突变小鼠（+/04.,.LMAC N 小鼠，

即 DAE 小鼠）为我室陈林教授在美国建立。
;&2#0("?C0("?小鼠从美国 U’!)9"#实验室引进。软骨细胞
中特异表达 A42重组酶的转基因小鼠（A"(B!A42）由
军事医学科学院杨晓教授惠赠。O;+级 ATV GHCLW小
鼠购自上海斯莱克实验动物有限公司（许可证编号：

OAXI（沪）BQQ.PQQQ.）。以上小鼠均在第三军医大学
大坪医院实验动物中心饲养，经第三军医大学实验

动物管理委员会许可［执行标准 OYXI（军 BQQBQ.B）］
对实验动物进行操作。

/02 软骨细胞特异性敲除 ;<=>基因的 +,+-. 功
能增强型点突变小鼠（A"(B!A42：;&2#0("?C0("?：DAE 小
鼠）的获得

基于 A42CH"?;系统原理，;&2#0("?C0("?小鼠与软骨细

胞中特异表达 A42重组酶的转基因小鼠（A"(B!A42）
交配后，可以把软骨细胞中特异表达 A42重组酶的
子代细胞C组织中 ;<=>基因剔除，为获得软骨细胞
特异性敲除 ;<=> 基因的 +,+-. 功能增强型小鼠
（A"(B!A42：;&2#0("?C0("?：DAE小鼠），采用 ;<=>条件性
基因敲除小鼠（;&2#0("?C0("?小鼠），与软骨细胞特异表达

A42 重组酶的小鼠（A"(B!A42）交配，子代回交
;&2#0("?C0("?小鼠，获得在软骨细胞中特异敲除 ;<=>基
因小鼠（A"(B!A42：;&2#0("?C0("?）；同时，利用 ;&2#0("?C0("?小

鼠与 +,+-.增强型点突变小鼠（+/04.,.LMAC N 小鼠，即

DAE小鼠）交配，子代杂合子小鼠（;&2#0("?C N：DAE）之
间再交配，获得 ;&2#0("?C0("?：DAE小鼠；通过 A"(B!A42：
;&2#0("?C0("?和 ;&2#0("?C0("?：DAE 交配即可获得在软骨细
胞中特异性敲除 ;<=>基因的 +,+-.增强型点突变
小鼠（A"(B!A42：;&2#0("?C0("?：DAE），即图 K所示小鼠交
配繁殖策略。

/03 软骨细胞特异性敲除 ;<=>基因的 +,+-. 增
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图 ! !"#$!!%&：’(&)*#"+,*#"+：-!.基因型小鼠的繁殖策略及 ’!/鉴定
-0获取软骨条件性敲除 ’123的 454/6功能增强型点突变小鼠的交配策略；70 ’!/鉴定原理；!0 各基因型鉴定结果：

8号和 9号小鼠基因型为 !"#$!!%&：’(&)*#"+,*#"+：-!.；6 号小鼠基因型为 ’(&)*#"+,*#"+：-!.；$、:、;、< 号小鼠基因型为

!"#$!!%&：’(&)*#"+,*#"+；=、>、8?号小鼠基因型为 ’(&)*#"+,*#"+；88号为阴性对照；8$号为阳性对照；@为 AB$???

强型点突变小鼠（!"#$!!%&：’(&)*#"+,*#"+：-!.小鼠）的
鉴定

!"#"! 实验小鼠基因组 A3-的提取：采用脚趾编
号法对小鼠进行编号，剪取小鼠脚趾组织提取基因

组 A3-。小鼠基因组 A3-的提取简述如下：组织放
入 8C; D# 2’管中，加入 $??"# 组织裂解液（?C;E
FAF（D,G），?C8 D"#,B 3H!#，?C?; D"#,B 2A1-，?C?8
D"#,B 1%IJ·.!#，K. 9C?，用前加 $? DL,D#蛋白酶 M $

"#），;<N消化过夜。加入 8??"# < D"#,B 3H!#，剧烈
振荡（大于 $?? 次）后，冰浴 8? O 6? DI)，然后8: ???
! 离心 8; DI)，取上清 8;?"#，加入 $;?"#无水乙醇，

颠倒混匀，8: ??? ! 离心 8? DI)；弃上清，干燥后加
入 12缓冲液 ;?"#，;<N溶解 A3- 8 P，:N保存。
!"#"$ ’!/鉴定：!"#$HQ/8,!"#$HQ48 鉴定 !"#$H!%&：
产物大小为 6?? RK，基因型命名为 !"#$!!%&，简记为
!；’123:,’123; 鉴定 ’123 基因中插入的 B"+’ 序
列：’123基因若不存在 B"+’ 序列，则得到一处约
>?? RK的条带，基因型命名为 ’(&)S , S，简记为 ’S , S；

双侧 ’123 等位基因均有 B"+’ 序列，则扩增得到
8??? RK的条带，基因型为 ’(&)*#"+,*#"+，简记为 ’*+,*+；单

侧 ’123 等位基因有 B"+’ 序列，则得到大小约为
8???和 >?? RK 的 $ 条带，基因型 ’(&)*#"+, S，简记为

88中国骨质疏松杂志 $??>年 8月第 8;卷第 8期 !PI) T UJ(&"K"%"J，TH)VH%W $??>，X"# 8;，3"C8



!"#$ %；&’( 小鼠在引入增强型突变位点的同时在
)*)+,基因 -.号和 --号外显子之间引入了一个大
小为 /. 01的 23#!序列；+,4,-$5+,4,/则用于鉴定
)*)+,基因 -. 号和 -- 号外显子之间是否存在该

23#!序列：野生型小鼠得到 6/. 01 的条带，突变型
小鼠则得到大小为 ,6. 01的条带，得到大小为 6/.
和 ,6. 01 6条带的小鼠基因型命名为 )7"8,*,/9’$ %，即

&’(，简记为 &。!’+扩增鉴定原理如图 6所示。

图 ! 同窝各基因型小鼠 !:;5免疫荧光染色结果
示 !:;5在不同基因型小鼠软骨细胞中的表达差异 （<=>?@ A>8 B C.!D）

以上述提取的基因组 E5&为模板，以 ,对不同
的引物 !’+鉴定基因型：引物分别为 ’3?6>4)-上游
引物：CF4*&***:’’&*’’’*&*’:&’::4,F，’3?6>4+-
下游引物：CF4*’&:’*&’’**:&&:*’&**’4,F；+,4
,-上游引物：CF4*’:’’’:*:’’:*’’:’*:*4,F，5+4

,/ 下游引物：CF4:*:&&&&****:****:**:&*4,F；
!G@H,下游引物：CF4&&:’:*:*’&:*&&***&&’4,F，
!G@HI 上游引物：CF4&’:’&&**’&***&:*&*’4,F，
!G@HC 下游引物：CF4*:’&:’::’&’::&*’’&::**4
,F。
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!"#反应体系按照说明书配制，!"#反应条件：
预变性 $%& % ’()，*个循环；$%& +, -，./& +, -，
01& +, -，+%个循环；延伸 01& *, ’()；!"#扩增产
物经 12的琼脂糖凝胶电泳后采用 3(45#67 凝胶成
像系统成像、分析。

!"# 正位数字 8光摄影
取经 !"#鉴定为阳性的同窝 % 周龄各基因型

小鼠即 "9!、"!、9!、!各 .只，经 *2的戊巴比妥钠
麻醉后正位拍摄 8光片，曝光条件为 1+ :;，/ ’9。
采用 <=">?<=#软件对 8光片中各基因型小鼠的躯
干长度、尾长、体长及第一尾椎（@*）椎体长度进行测
量。

!"$ 免疫荧光染色
麻醉并处死经 !"#鉴定为阳性的同窝 * 周龄

各基因型小鼠各 .只，取胫骨上端股骨下端及膝关
节，!3@漂净血液及组织残渣，%2多聚甲醛预固定
*1 A *B C后，*.2乙二胺四乙酸（D<E9）脱钙液室温
下脱钙 +周。组织经 >"E复合物包埋后制备 B A /

!’冷冻切片，常规冷丙酮固定 1, ’()后冻存备用。
染色前，对冷冻切片 !3@漂洗切片 + 次，采用非免
疫羊血清 +0&封闭切片 +, ’()。待封闭完成，滴加
兔抗鼠 !EDF抗体（"GHH @(I)6H()I EGJC)4H4IK公司，稀
释比 * L 1,,），+0&孵育 * C 后转入 %&冰箱孵育过
夜。次晨取出切片，室温复温后，!3@ 漂洗 + 次，滴
加 "K.标记的山羊抗兔 =IM（碧云天公司，稀释比 * L
.,,），+0&孵育 %, ’()；细胞核采用 N4GJC-O ++1./染
料 +0&衬染 *. ’()。!3@漂净染料，抗淬灭封片剂
封片后，在波长为 +.,和 B%, )’的激光下分别激发
荧光，PG(J6 @!.激光共聚焦显微镜观察、照相。
!"% 统计学处理
所有数据以均数 Q 标准差（!! Q "）表示，采用

@!@@ *+R,统计软件进行数据分析处理，采用 # 检验
对两样本均数间进行比较，采用 9F>;9 对多样本
均数进行单因素方差分析和多重比较。

& 结果

&"! !"#产物电泳鉴定结果
根据 !"#鉴定原理，若 *只小鼠同时具备的基

因型为："，!STUST，9，则为 "4H1""VG：!OG)SH4TUSH4T：9"N小
鼠（软骨细胞特异性敲除 !EDF基因的 WMW#+ 点突
变功能增强型小鼠），简记为 "9!；若为 "和 !STUST，则

为 "4H1""VG：!OG)SH4TUSH4T小鼠（软骨细胞特异性敲除
!EDF基因小鼠），简记为 "!；若为 !STUST和 9，而无 "，
则相当于 9"N小鼠，简记为 9!；而仅有 !STUST，即为

!OG)SH4TUSH4T小鼠，简记为 !。!"# 鉴定结果如图 1 所
示：* 号和 / 号小鼠基因型为 "4H1""VG：!OG)SH4TUSH4T：
9"N；+号小鼠基因型为 !OG)SH4TUSH4T：9"N；1、%、.、B号
小鼠基因型为 "4H1""VG：!OG)SH4TUSH4T；0、$、*,号小鼠基
因型为 !OG)SH4TUSH4T。
&"& 免疫荧光染色鉴定结果
对同窝 %种不同基因型的实验小鼠关节软骨切

片进行 !EDF免疫荧光染色，激光共聚焦显微术结
果显示，敲除 !EDF基因的 "!小鼠及 "9!小鼠，软
骨组织中仅见少数散在分布的胞浆着棕黄色的阳性

细胞；对照组 !小鼠及 9!小鼠（相当于 9"N小鼠）
!EDF表达丰富，切片中可见大量表达 !EDF的软骨
细胞，细胞呈胞浆着色，与衬染胞核的定位关系较好

（图 +）。!EDF基因在 !和 9!小鼠表达丰富，而在
"!和 "9!小鼠因为条件性敲除而表达很低，说明
在软骨细胞确实敲除了 !EDF基因，同时也说明条
件性敲除的效率并不是 *,,2。
&"’ !EDF敲除小鼠的初步表型分析
&"’"! 对同窝各基因型小鼠体重的称量观测发现：
同窝小鼠出生后 * 周内体重未见明显变化，* 周后
体重 9!小鼠最轻，"9!小鼠则重于 9!小鼠，如图 +
体重增长曲线所示。

&"’"& 对同窝各基因型小鼠的头部摄影和正位 8
光平片观测发现：9!小鼠头颅圆钝，相比较而言，
"9!小鼠头颅较 9!小鼠尖，但是较 !小鼠则圆钝，
而 "!小鼠的头颅在 %者中最尖；体型相比较则发现
9!小鼠体型最小，"9!小鼠体型介于 9!小鼠和 !
小鼠之间，而 "!小鼠体型最大。!EDF基因软骨条
件性敲除后，反映骨骼发育的几个长度指标确有较

为显著的变化，表现为 9!小鼠与 "!小鼠之间的尾
长差异有显著性（$ X ,R,.），而 "9!小鼠的尾长则
介于两者之间；9!小鼠与 "!小鼠之间的体长差异
有非常显著性（$ X ,R,*），而 "9!小鼠的体长则介
于两者之间，与 "!小鼠之间的体长差异也有显著
性（$ X ,R,.）；进一步比较同窝小鼠第 *尾椎（@*）发
现，9!小鼠和 "9!小鼠与 "!小鼠和 !小鼠之间椎
体长度差异均存在显著性（$ X ,R,*）（图 +）。

’ 讨论

成纤维细胞生长因子受体（ S(YV4YH6-O IV4ZOC
S6JO4V VGJG[O4V-，WMW#-）属于酪氨酸蛋白激酶（!E\）
家族，它们与其相应配体成纤维细胞生长因子

（S(YV4YH6-O IV4ZOC S6JO4V-，WMW-）结合，在组织器官发
育及损伤修复过程中发挥重要作用。WMW#+ 是

+*中国骨质疏松杂志 1,,$年 *月第 *.卷第 *期 "C() ] >-OG4[4V4-，]6)^6VK 1,,$，;4H *.，F4R*



图 ! 各基因型小鼠体格发育表型的比较
!" 上图示：同窝小鼠头颅发育比较；下图示：同窝小鼠大体体格比较；#" 同窝各基因型小鼠体重的比较；$" 上图示：同窝

各基因型小鼠椎体长度的比较；下图示：同窝各基因型小鼠躯干长、尾长和体长的比较

%&%’(家族成员之一，在人体中 %&%’) 的突变引起
一系列骨骼发育缺陷性疾病，如软骨发育不全

（*+,-./0-12*(3*，!$4）等。$,5.等［6，7］利用基因敲入
技术获得的 %&%’)增强型点突变小鼠（%890)&):;$< =小

鼠，即 !$4小鼠）主要表现为个体明显短小，头颅短
圆，生长板软骨细胞增生与分化能力均降低。>5.8
等［?］发现 %&%’) 基因敲除小鼠，长骨过度生长、生
长板增生软骨细胞带和肥大软骨细胞带变宽、软骨

细胞增生活性增加，表明 %&%’)负性调节长骨的软
骨生成，主要影响软骨细胞的增生和分化。

研究显示，%&%’)主要通过两条独立的通路参
与了软骨细胞增殖和分化的调控。早期研究发现，

@A!A6 是 %&% 信号通路中的关键分子，在 %&%<
%&%’)所致的软骨发育不全中发挥了重要作用［B］。
在 %&%’) 激活突变的侏儒小鼠中，@A!A6 蛋白活
化，176、16:、16C 等表达上调［:］。@A!A6 敲除后则
可明显缓解由 %&%7 持续表达所致的侏儒表型［D］。

EF0*G*H3等［D］发现，@A!A6 敲除虽能恢复 %&%’) 功
能增强性突变小鼠生长板软骨细胞的增生，但不能

减弱 %&%’)突变所致的侏儒症表型［C］。这都提示，
@A!A6<176信号途径参与了 %&%’)所致的软骨细胞
增生抑制过程，但并不是影响其生物学效应发挥的

唯一通路。EF0*G*H3等［D］将软骨细胞中持续表达活
化 EIJ6的突变体小鼠与 %&%’) 基因敲除小鼠交
配所产的子代小鼠，其骨骼过度生长的表型明显减

弱。抑制 I’J<E!KJ通路活化，可明显缓解 %&%’)
所致的相关表型［;］。这些研究结果均提示：E!KJ
信号通路通过参与软骨细胞分化抑制从而调控软骨

发育，%&%’)信号可部分通过 E!KJ途径抑制软骨
生长。

虽然上述 7 条信号通路影响了 %&%’) 介导的
软骨增生分化抑制，但是在软骨发育中仍有其他信

号通路发挥作用，近年来 KL)J<!JA信号通路在软骨
发育中所起的作用引起了越来越多的关注。KL)J
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信号通路中最为重要的负性调控分子 !"#$，即使是
低表达，在正常胚胎发育发生中也不可或缺。鼠胚

胎干细胞 !"#$功能丧失突变或敲除导致胚胎早期
死亡［%&，%%］。!"#$所具备的这种敲除致死性限制了
!"#$基因敲除小鼠成体的获得。条件性基因敲除
技术的诞生不但避免了常规基因的敲除致死性，而

且使得特异细胞’组织中基因的敲除成为可能。
基于条件性基因敲除技术，()*+,-./01234)3等［5］

建立了成,软骨前体细胞特异性敲除 !"#$ 小鼠
（6)78!%6*9：!/93:7);’:7);小鼠）。该突变小鼠初期骨松质
的发育和软骨膜骨领的生成更显著，长骨生长板异

常，表现为基质的过量产生和肥大分化的加速。敲

除 !/93的软骨细胞免疫染色显示出增强的 <,=>"’
=>"和 <,?@，反映 A"BC 和 !D>% 活性的增加，与
!E5>信号增强相一致，表明上述变化确由 !"#$敲
除后活化的 !E5>’=>"信号通路所致。
鉴于 (F(C5 在软骨发育不全中的关键地位，

!E5>通路在软骨细胞增生抑制中的重要作用以及
!"#$对 !E5>通路的负性调控，那么 (F(C5是否是
通过 !E5>信号通路而影响了软骨发育呢？因此，我
室建立了 6)78!6*9：!/93:7);’:7);：=6-（6=!）小鼠，该小
鼠同时具备软骨 !"#$基因敲除和 (F(C5功能增强
型点突变两种基因型，并且显示出较 =6-小鼠（=!
小鼠）有所缓解的侏儒表型。6=!小鼠头颅外形、体
长发育、体重增长等表型介于对照 !小鼠与 =!小
鼠之间。但是上述表型改变的机制是什么？是通过

哪条信号通路发挥了作用？(F(C5和 !"#$是否存
在相互作用？是直接作用还是间接作用？具体机制

是什么？这一系列问题，基于这一小鼠模型，都将得

到很好的研究和阐释。
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