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基因敲除技术在骨质疏松相关基因研究中
的应用
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摘要：基因敲除技术是21世纪发展最为迅速的生物高新技术之一。基因敲除是利用同源重组原理

使特定的靶基因失活进而实现在其功能缺失的情况下分析靶基因功能的方法。骨质疏松是个复杂的

多因素疾病，由遗传和环境因素相互作用，目前已成为世界的健康问题，骨质疏松相关基因的研究是

目前研究的热点。本文就基因敲除原理及该技术在骨质疏松中的应用和进展进行综述。
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基因敲除(gene knockout)又称基因打靶(gene

targeting)，其传统概念是指同源重组敲除技术即利

用DNA转化技术将构建的打靶载体导人靶细胞后，

利用载体DNA序列与靶细胞内染色体同源DNA序

列间的重组，将载体DNA定点整合入靶细胞基因组

上某一特定的位点，或与靶细胞基因组上某一确定

片段置换，从而达到基因去除或失活的目的。基因

敲除技术是自20世纪80年代末以来发展起来的一

种新型分子生物学技术，80年代初胚胎干细胞分离

和体外培养的成功奠定了基因敲除的技术基础，而

1985年首次证实的哺乳动物中同源重组的存在奠

定了基因敲除技术的理论基础。1989年Capecchi
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·综述·

等构建出了第一只基因敲除小鼠，历经20年的推广

和应用后，2007年基因敲除技术得到了诺贝尔奖评

审委员会的关注和肯定，美国科学家Mario R．

Capeehi、Oliver Smithies¨1和英国科学家Martin J．

Evans因为在利用胚胎干细胞对小鼠基因进行定向

修饰原理方面的系列发现分享了2007年诺贝尔生

理学或医学奖。近年来，随着基因敲除技术的进一

步发展，除了同源重组外，新的原理和技术也逐渐被

应用，比较成功的有基因的插入突变和RNAi，它们

同样可以达到基因敲除的目的。基因敲除技术的发

明和应用改变了现代生物医学研究的面貌，并导致

了生物医学研究领域中的许多突破性进展。

1基因敲除的原理和策略

1．1常规基因敲除

常规基因敲除的基本原理是同源重组。所谓同

源重组是指具有相似序列的两条DNA会因配对而
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相互交换产生DNA重组的现象。基因敲除的主要

步骤包括：(1)构建重组载体。此载体应包括外源

目的基因、同源基因片段和标记基因。(2)导人受

体细胞。常用的方法有电穿孔法和显微注射法。

(3)筛选击中的细胞。常用的方法有正负筛选法、

标记基凶的特异位点表达法和PCR法。(4)将胚胎

干细胞注射到囊胚。(5)将囊胚植入代孕动物体内

培养，得到嵌合体动物。(6)再经至少两代遗传得

到稳定遗传的纯合体动物。

1．2条件基因敲除

条件基凶敲除(conditional gene knockout)是指

将某个基因的修饰限制于动物某些特定类型的细胞

或发育的某一特定阶段的一种特殊的基因敲除方

法。条件基因敲除要利用Cre．Loxp和FLP．FRT定

位重组酶系统，其中以Cre—Loxp系统为常用旧1。将

Cre转基因动物与在基因组中锚定Loxp序列的动

物交配，因同源重组可致子代动物中特定的靶基因

被删除。Cre可以在特定的组织或细胞中表达，Cre

的表达特异性决定了靶基因的修饰(删除)特性而

Cre的表达水平也影响靶基因在此种组织细胞中进

行修饰的效率，因此实现了基因敲除在空问上的调

控。基于Cre酶活性具有可诱导的特点，通过选择

某一特定的时间给予诱导剂从而实现了基因敲除在

时间上的调控。常见的诱导类型有四环素诱导型、

干扰素诱导型、激素诱导型和腺病毒诱导型。条件

基因敲除的优点在于：(1)避免了有些重要基因敲

除引起的动物胚胎早期的死亡，使研究这些基因在

胚胎晚期和成年期的功能成为可能；(2)有些基因

在不同的细胞类型中执行不同的功能，常规基因敲

除会导致动物出现复杂的表型，使研究者在分析时

难以确定异常的表型是由一种细胞引起的或者是几

种细胞共同引起的，而具有组织细胞特异性的条件

基因敲除也弥补了这一不足。因此近年来条件基因

敲除得到了广泛的应用。但条件基因敲除也存在一

些不足：(1)条件基因敲除动物的获得、繁殖、保种

和用于研究基因功能显得更为复杂繁琐和耗时；

(2)条件基因敲除动物的建立必须依靠组织或细胞

特异性表达的Cre的转基因动物的获得，由于转基

因动物转入基因具有随机性，不同实验室获得的同

一启动子驱动表达的Cre活性可能存在差异，这为

实验的重复性带来了一定的难度，而且敲除的效率

也不是100％，因此条件基因敲除技术并不能替代

常规基因敲除技术¨1。

1．3 大规模随机基因敲除技术

大规模随机基因敲除(1arge．scale randomized

gene knockout)技术包括基因诱捕技术和转座子介

导的基因敲除技术。基因诱捕(gene trap)是将一含

报告基因的DNA载体随机插入基因组，产生内源性

基因失活突变，通过筛选得到的插入突变的胚胎干

细胞克隆经胚胎注射转化为基因突变的动物模型。

研究者利用位点特异性重组酶系统对传统的基因诱

捕策略进行了改进使条件性基因诱捕成为可能H-。

转座子是可在细胞基凶组中到处移动的DNA序列，

转座子可作为一类诱变剂或突变剂，当转座子插入

一个功能基因中，将可能对功能基因造成损害，在切

除和粘贴转座中，对留在原位的缺口的错误修复可

导致在此处发生基因突变。近年来转座子介导的基

因敲除技术迅速发展，研究者已成功地在小鼠中应

用了一些转座子，如Ll反转转座子(Ll

retrotransposon)和睡美人(sleeping beauty)转座子

等。在转座子系统基础上同时结合不同的诱导系统

可以对基凶突变实行时空水平上的调控。基因诱捕

技术和转座子介导的基凶敲除技术为大规模地研制

基因突变动物及构建新的疾病模型提供了良好的途

径‘引。

2基因敲除技术在骨质疏松相关基因研究

中的应用

骨质疏松是以骨量减少、骨的微观结构退化为

特征的使骨的脆性增加易于发生骨折的一类疾病。

大量研究证实，骨质疏松的发生是由多个遗传因子

和环境因子共同决定的，遗传因素可解释60％～

80％骨密度的变化。近年来对骨质疏松相关基因的

研究已成为骨质疏松病因学研究的热点。迄今近

100种骨质疏松相关基因被研究，主要包括以下几

个方面：(1)细胞因子、生长因子及其受体；(2)调节

钙平衡的激素及其受体；(3)性激素及其受体；(4)

骨基质及其他相关方面¨1。随着基因敲除技术的

发展与成熟，研究者们广泛地把基凶敲除技术用于

骨质疏松相关基因领域的研究，并已建立了成熟的

骨质疏松转基因动物模型。下面挑选几种基因做简

要的叙述。

2．1骨保护素(OPG)

骨保护素(OPG)属于肿瘤坏死因子受体超家

族成员之一。OPG由成骨细胞分泌，它能竞争性地

与破骨细胞分化因子相结合，抑制破骨细胞的成熟

发育，抑制骨转换。1998年Mizuno等"1和Bucay

等¨。分别报道OPG基因敲除纯合子小鼠可以存活，
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表现出严重的骨质疏松症。以后有关研究OPG基

凶敲除小鼠模型的文章陆续发表。我国于2005年

在上海南方模式动物中心建立了以129系小鼠为背

景的该型小鼠模型。对该模型的研究显示，OPG基

因敲除小鼠全身BMD及股骨承受载荷能力明显下

降。骨形态计量学分析表明骨体积明显下降。值得

注意的是该模型小鼠骨质BMP．2和Runx2mRNA表

达明显增加，血清ALP明显升高。这表明OPG基因

敲除小鼠骨吸收活性增强伴继发性成骨活性提高，

该模型小鼠发生了高转换型骨质疏松一1。

2．2 p．转化生长因子(TGF—B)

TGF—B信号通路在调节多种组织和器官的细胞

增殖、分化、迁移和凋亡等过程中起重要作用，大量

的TGF．B贮存于骨基质中，是骨骼发育的重要调节

者。Smad4是TGF．B信号的中心介导者。1996年

日本学者Masanobu Oshina等¨叫报道了TGF．81全

身敲除小鼠因胚胎早期发生造血功能和血管生成的

严重障碍而难以存活。1998年美国学者Geiser

等¨u成功构建了TGF．131基因敲除小鼠，发现部分

小鼠可以存活，幸存的小鼠形体较小并伴有严重的

多脏器淋巴细胞和单核细胞浸润，它们通常也在3

—6周左右死亡。近年来随着基因敲除技术的发

展，出现了第二代TGF基因和TGF相关基因敲除的

小鼠模型。2008年我国学者杨晓¨引成功构建了成

骨细胞、软骨细胞特异性smad4基因敲除小鼠模型，

解决了胚胎早期动物死亡的问题，该模型小鼠存在

成骨细胞和破骨细胞明显减少，骨形成和骨吸收下

降，说明该模型小鼠发生了低转换型骨质疏松。

2．3成纤维细胞生长因子受体2(FGFr2)

FGFr2属于酪氨酸酶受体家族。FGFr2信号通

路在胚胎发育、骨骼发育和血管生成等多种生物信

号通路中有着重要的生物学功能。FGFr2基凶失活

或点突变将引起人类颅缝早闭和骨骼发育不良。

FGFr2完全敲除小鼠胚胎将在10天左右因多器官

发生障碍而死亡¨⋯，若只敲除FGFr2的b外显子将

出现新生鼠致死性的表型，包括肢体发育的缺

失¨“，而将FGFr2基因在成骨细胞和软骨细胞特异

性敲除则弥补了上述全身敲除的不足，该模型小鼠

生存良好，但出现了侏儒症和全身骨密度降低，而且

成骨细胞的增殖和合成代谢也受到影响¨5‘。

2．4 维生素D受体(VDR)

VDR编码基凶位于12q13．14，长43kb，由9个

外显子组成。VDR是编码维生素D，的细胞核激素

受体，是调节钙、磷代谢和骨骼矿化的重要激素，其

75l

功能的改变将影响骨矿代谢和骨密度。Endo等¨6J

和Burne等Ⅲ1分别于2003年和2005年报道了

VDR基因敲除小鼠模型的特点，该模型小鼠表现为

生长发育迟缓、骨质软化及继发性甲状旁腺功能亢

进、低钙血症等内分泌系统的改变。Endo等还发现

模型小鼠存在肌纤维发育的障碍，模型小鼠在第三

周时肌纤维的直径与野生型小鼠相比少20％，到第

八周时肌纤维的这种改变更加明显。因此认为

VDR基因敲除小鼠的生长发育障碍是骨代谢、内分

泌代谢和肌纤维发育的改变共同作用的结果。
2．5 雌激素受体(ER)

雌激素受体(ER)基因位于6q25．1上，包括8

个外湿子和7个内含子，长约140 kb。雌激素对于

机体生殖系统有着重要的作用，这在雌激素基因敲

除的动物模型已得到充分的显示。但雌激素对骨代

谢的影响也是众所周知的。雌激素对于正常的骨重

建是重要的，绝经后妇女和卵巢切除的动物实验导

致的骨质疏松均是由于雌激素的缺乏引起，而绝经

后妇女雌激素替代治疗能预防部分骨丢失。1994

年Korach¨驯成功地敲除了大鼠雌激素基因的外显

子2，发现不论雄性和雌性大鼠BMD均减少20—

25％。2000年Curtis Hewitts¨刈敲除了小鼠ERa基

因，发现模型小鼠股骨长度、直径和BMD均减低，而

敲除ERl3基因则没有这种变化，这说明ERot在骨

代谢中具有重要作用。

2．6载脂蛋白E(APOE)

APOE作为一种糖蛋白，其主要功能为清除血

浆中的脂蛋白，尤其是乳糜微粒。缺乏APOE会导

致血液循环中富含胆同醇的物质积累而更加容易引

起动脉粥样硬化灶的形成。1992年美国洛克菲勒

大学生遗传与代谢实验室和北卡罗莱那大学病理遗

传实验室构建了APOE基凶敲除小鼠。这种小鼠正

常或高脂饮食均可形成严重的高脂血症和动脉粥样

硬化病灶，成为研究动脉粥样硬化的理想动物模型。

但近年研究认为乳糜微粒是维生素K的主要转运

蛋白，维生素K是骨钙素基因翻泽后羧化所必需，

而高比例的羧化骨钙素和BMD成负相关，因此

APOE基因同样与骨质疏松关系密切。2005年

Schilling等旧叫首先进行了APOE基因敲除小鼠的骨

代谢的研究，发现该模型小鼠骨量增加。2010年王

敏等旧刈发现该模型小鼠骨量在28周龄时达到一高

峰值，其骨小梁数量增多，厚度明显增厚，问隔明显

变窄。进一步研究显示股骨OPG表达增强，RANKL

未见明显改变。因此认为，骨吸收功能减弱可能是
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APOE基因敲除小鼠骨量增加的机制之一。

3基因敲除技术在骨质疏松领域的应用前景

3．1研究基因功能

基因敲除是在整体动物水平研究基因功能的一

种直接有效的方法，同时也是跟踪特定基因功能的

时空表达规律，研究基因表达调控机制的有效手段。

后基因组时代的主要任务就是研究大量基因的功

能。目前基因敲除技术已在机体许多疾病的研究中

得以广泛的应用，同样也推及到骨质疏松领域。除

了对上述传统的与骨质疏松、骨代谢相关的基因要

进行敲除研究外，对于近几年新发现的与骨质疏松、

骨代谢相关的基因或信号传导通路如P13K／AKT信

号通路、Notch信号通路等的研究也不可缺少地要

运用基因敲除技术日1’221。这些研究不仅使我们从

深层次上认识了骨质疏松、骨代谢的生理机制，而且

还扩展了我们对骨质疏松干预的思路。

3．2建立骨质疏松动物模型

一个良好的骨质疏松模型对其病理机制和临床

治疗的研究非常重要。目前骨保护素基凶敲除小鼠

模型已经作为骨质疏松研究领域的一种新的转基因

动物模型。它与经典的去势大鼠模型相比有明显的

优越性：(1)一些基因敲除鼠已经建系，具有清晰的

遗传背景，能够在SPF环境下进行干预，尽量排除

了外界环境对实验的干扰及所选动物的基本差异；

(2)出生后早期即可出现骨质疏松，可以缩短实验

时间；(3)未进行手术干预，不会造成模型动物的负

氮平衡，对体内性激素相关内环境影响不大∽1。但

是转基因动物的价格昂贵，建立新的转基因动物过

程繁杂，技术难度较大无疑限制了它的应用。随着

基因敲除技术的日益成熟和完善，转基因动物的培

育技术会不断改进，培育的成本也会逐渐下降，可为

骨质疏松的深入研究提供广阔的空间。
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[2]

[3]
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