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［摘要］ 目的·构建并验证可模拟维生素A缺乏症（vitamin A deficiency，VAD）导致的颅颌面骨畸形且出生后可存活的模

型小鼠。方法·运用Cre-LoxP重组酶系统，通过将OsxCre与Rosa26dnRARα/dnRARα基因型的小鼠多代杂交，构建成骨细胞视黄酸

受体α显性负突变体（dominant-negative retinoid acid receptor α mutation，dnRARα）条件性过表达小鼠OsxCre;Rosa26dn/dn，实

现成骨细胞视黄酸信号条件性失活以模拟 VAD 状态。取 OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠及其同窝对照小鼠股骨骨髓间充质干细胞

（bone mesenchymal stem cell，BMSC）与颅顶骨细胞，成骨诱导后，采用蛋白质印迹法（Western blotting）验证成骨细胞中

视黄酸受体 α （retinoid acid receptor α，RARα）蛋白的表达水平。取OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠及其同窝对照小鼠颅顶骨细胞经

诱导形成的成骨细胞，采用双荧光素酶报告基因技术验证视黄酸信号通路抑制程度。同时分别应用表达Cre、eGFP的腺病

毒（Ad-eGFP与Ad-Cre）感染Rosa26dn/dn小鼠股骨BMSC与颅顶骨细胞，成骨诱导后运用相同方法评价显性负突变蛋白表

达水平与视黄酸信号通路抑制程度。取 6周龄小鼠颅骨，运用Micro-CT及三维重建技术验证OsxCre;Rosa26dn/dn模型小鼠颅颌

面骨畸形表型。结果·Western blotting 结果显示，OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠股骨及颅顶骨成骨细胞相较同窝对照小鼠表现出

RARα 蛋白水平上调。双荧光素酶报告基因实验结果显示 OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠成骨细胞的视黄酸反应元件（retinoid acid 

response element，RARE）活性相较同窝对照小鼠下调（P<0.05）。同时，Ad-Cre感染后Rosa26dn/dn小鼠股骨及颅顶骨成骨

细胞相较Ad-eGFP感染后表现出RARα蛋白水平上调，成骨细胞的RARE活性下调（P<0.05）。Micro-CT及三维重建结果显

示，6周龄OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠颅骨呈现长度缩短、骨发育不全等VAD样颅颌面骨畸形。结论·成功构建了成骨细胞条件

性视黄酸信号失活小鼠模拟VAD所致颅颌面骨畸形，为未来VAD所致颅颌面骨畸形出生后致病机制与潜在靶点的研究提

供了新的模型与途径。
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[Abstract] Objective·To construct and verify the mouse model that can mimic the vitamin A deficiency (VAD)-like craniofacial 
skeletal deformity and do not cause embryonic death. Methods·Based on the Cre-LoxP system, the OsxCre; Rosa26dn/dn mice 
expressing osteoblast-specific dominant-negative retinoid acid receptor α (dnRARα) mutation were obtained by hybridization 
through OsxCre and Rosa26dnRARα/dnRARα mice, to achieve the conditional inhibition of retinoic acid signaling to simulate VAD disease. 
Femur bone mesenchymal stem cells (BMSCs) and parietal bone cells of OsxCre;Rosa26dn/dn mice and their control littermates were 
isolated and underwent osteogenic induction, to assess the expression of retinoid acid receptor α (RARα) protein through Western 
blotting. Osteoblasts induced from parietal bone cells of OsxCre;Rosa26dn/dn mice and their control littermates were isolated and the 
effect of retinoic acid signaling inhibition was verified through dual luciferase gene reporter assay. Meanwhile, Ad-eGFP or Ad-Cre 
adenovirus-infected femur BMSCs and parietal bone cells of Rosa26dn/dn mice underwent osteogenic induction to assess the 
expression of dominant-negative mutant protein and the inhibition of the retinoic acid signaling pathway in vitro by Western blotting 
and dual luciferase gene reporter assay. Moreover, the skulls of 6-week-old OsxCre;Rosa26dn/dn mice were collected, and Micro-CT 
scanning and three-dimensional (3D) reconstruction were performed to verify the craniofacial skeletal deformities of the mouse 
model. Results·Western blotting results demonstrated that the level of RARα protein increased in the femur and parietal osteoblasts 
of OsxCre;Rosa26dn/dn mice compared to that of their control littermates, and also increased in the Ad-Cre-infected femur and parietal 
osteoblasts of Rosa26dn/dn mice compared to that in the Ad-eGFP-infected group (P<0.05). Dual luciferase gene reporter assay results 
indicated that the activity of retinoid acid response element (RARE) was inhibited in the osteoblasts of OsxCre; Rosa26dn/dn mice 
compared to their control littermates, and was also inhibited in the Ad-Cre-infected group compared to the Ad-eGFP-infected group 
(P<0.05). Micro-CT and 3D reconstruction suggested that the skull of 6-week-old OsxCre; Rosa26dn/dn mice exhibited VAD-like 
craniofacial skeletal deformities, including smaller size of the skull and osteogenesis imperfecta compared to their control 
littermates. Conclusion·An osteoblast-specific dnRARα expressing mouse model that can mimic VAD-like craniofacial skeletal 
deformity is successfully constructed, therefore providing a new model for exploring the pathogenesis and therapeutic targets of 
VAD-like craniofacial skeletal deformity in the future.
[Key words] vitamin A deficiency (VAD); craniofacial skeletal deformity; osteoblast; conditional dominant-negative mutant 
expressing mice; retinoic acid receptor (RAR)

维生素 A及其代谢产物视黄酸是保障生长发育、

维持代谢稳态的重要营养物质［1］。维生素 A 缺乏症

（vitamin A deficiency，VAD）是由母体孕期维生素 A

摄入不足等病因导致的全身多系统综合征，其发病率

在部分发展中国家较高［2］。直至 2019 年世界部分发

展中国家仍有 1/3 的新生儿罹患 VAD，引起广泛关

注［3］。VAD 患者常以眼病与皮肤病变为主［4］，好发

颅颌面畸形与骨骼畸形［5］，可能伴发呼吸系统、胃

肠道系统、泌尿系统等多系统反复感染［6］。其中，

VAD 所致眼病最为常见。自 1994年研究者运用视黄

酸受体 α （retinoid acid receptor α，RARα） 全敲除

（RARα−/−）小鼠模型发现病因后［7］，2018年报道了出

生后补充维生素 A 可以部分防治 VAD 所致眼病［4］。

然而，VAD 所致颅颌面骨畸形在出生后无法通过补

充维生素 A 缓解［4］，且至今病因尚不明确，也缺乏

可研究的疾病动物模型。其原因之一可能是视黄酸受

体 （retinoid acid receptor， RAR） 家族补偿效应，

RARα−/−小鼠未表现出颅颌面骨畸形故而无法研究［7］，

而其他模型诸如RARα−/−; RARγ−/−小鼠、视黄酸脱氢酶

10 （retinol dehydrogenase 10， Rdh10） 全 敲 除

（Rdh10−/−）小鼠等会发生胚胎死亡，无法研究相关机

制及进行出生后干预［8］。因此，亟需开发可规避

RAR家族补偿效应、出生后可存活且可模拟 VAD 所

致颅颌面骨畸形的新型动物模型。

视黄酸通过视黄酸信号通路介导下游关键因子转

录是其调控发育与代谢过程的关键环节，该过程在视

黄酸转运入核后，通过与特异性核受体超家族成员结

合、激活视黄酸反应元件 （retinoid acid response 

element， RARE） 实现［6］。该核受体超家族包括

RAR和视黄酸X受体（retinoid X receptor，RXR）两

大类，每类分别存在 3 种亚型，即 RARα、RARβ、
RARγ，以及 RXRα、RXRβ、RXRγ。这些亚型由不

同的基因编码，而每种亚型受体又至少包含 2种异构

体（isoform），同一亚型受体的不同异构体来源于一

个基因的不同剪接变体。这些异构体具备一段较为保

守的结构域，包括配体结合结构域 （ligand binding 
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domain，LBD）、二聚体结合域及配体依赖的转录激

活功能区 2 （activation function 2，AF2）。视黄酸入

核后，与该保守结构域结合，RAR/RXR异源二聚体

形成，激活特异顺式作用元件——RARE，并调控下

游靶基因转录，进而对生长发育过程发挥调控作用。

这些超家族成员有多种组合可形成异源二聚体发挥转

录调控功能，是发生补偿效应的重要原因［9］。RARα
403是一种仅去除了 AF2结构域的 RARα显性负突变

体 （dominant-negative RARα，dnRARα），可以与视

黄酸结合，也可以与 RXR 结合，并可结合至 DNA，

但不具备转录调控功能［10］。体外实验［10］ 证实，

dnRARα可呈剂量依赖性失活RARE转录活性，呈现

显性负突变特征，可有效解决 RAR 家族补偿效应的

瓶颈。

近年来，基于 Cre-LoxP 重组酶系统开发的条件

性基因编辑小鼠以具备组织特异性、胚胎死亡率低的

优势，迅速取代了全基因敲除小鼠［11］。Rosa26位点

［Gt （ROSA） 26Sor， Rosa26］ 是一个位于小鼠 6 号

染色体上由 3个外显子构成的非编码基因，极易进行

基因插入操作，未发现功能性表达蛋白；插入该区域

的蛋白可以很好地进行表达，被称为基因组中的“安

全位点”（safe harbour）［12］。Cre-LoxP 重组酶系统与

Rosa26 位点的开发为条件性基因过表达小鼠的构建

提供了基础。因此，本研究基于 Cre-LoxP 重组酶系

统基因编辑原理，构建成骨细胞条件性 dnRARα过表

达小鼠，实现特异性地在成骨细胞及其下游谱系中抑

制视黄酸信号通路，模拟 VAD 的功能异常；并验证

dnRARα过表达效率及视黄酸信号通路抑制效果，分

析过表达后RARα蛋白水平与RARE活性。同时，评

价小鼠是否出现颅颌面骨畸形表型，为未来 VAD 所

致颅颌面骨畸形出生后致病机制与潜在靶点的研究提

供新的模型与途径。

1　材料与方法

1.1　实验动物

OsxCre 小鼠 （No.006361） 购买自美国 Jackson 实

验室，Rosa26LSL-dnRARα/LSL-dnRARα （以下简称 Rosa26dn/dn）

小鼠由美国哥伦比亚大学Cathy MENDELSOHN教授

赠予［13］。于江苏集萃药康生物科技股份有限公司将

OsxCre 小鼠与 Rosa26dn/dn 小鼠杂交 2 代，子代用于实

验。实验使用 2周龄雄性小鼠 10只、6周龄雄性小鼠

10只，基因型均为OsxCre与OsxCre;Rosa26dn/dn各半。饲

养于上海交通大学医学院附属第九人民医院无特定病

原体 （specific pathogen free，SPF） 级动物房，饲养

温度（24±2） ℃，12 h昼夜更替，自由饮食。实验小

鼠生产许可证号 SCXK （苏） 2023-0009，使用许可

证号SYXK（沪） 2020-0025。

1.2　主要试剂与仪器

α -MEM 培养基 （Hyclone，美国），胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS）、青霉素/链霉素双抗溶液、

胰蛋白酶 （Gibco，美国），Ⅰ型胶原酶 （Sigma-

Aldrich，美国），Ⅱ型组织分散酶 （Dispase 酶）

（Roche，瑞士），成骨诱导液 （Cyagen，美国），鼠

尾基因鉴定试剂盒 （上海圣尔生物科技有限公司），

聚合酶链式反应 （polymerase chain reaction，PCR）

mix （北京天恩泽基因科技有限公司），琼脂糖

（Biowest，法国），DNA marker （TaKaRa，日本），

核酸染料 （Genview，美国），10×TBST 洗液、辣根

过氧化物酶 （horseradish peroxidase，HRP） 标记的

山羊抗兔 IgG （H+L）（A0208）、Renilla 荧光素酶、

Lipo8000 （上海碧云天生物技术有限公司），5×报告

基因专用裂解液、报告基因荧光缓冲液、报告基因终

止缓冲液 （Promega，美国），细胞刮 （Corning，美

国），表达 Cre 的腺病毒 （Ad-Cre）、表达 eGFP 的腺

病毒（Ad-eGFP）（汉恒生物科技有限公司），RARα
一抗 （货号 62294S， CST，美国）、 GAPDH 一抗

（货号 A19056， Abclonal，中国）， PVDF 膜 （GE 

Health，美国）， ECL 显影液 （Thermo Fisher，美

国），对照质粒 PGL3-basic、表达双荧光素酶的

RARE-Luc质粒［生工生物工程（上海）股份有限公

司］，核酸电泳缓冲液 （Tris-acetate-EDTA buffer，

TAE）、磷酸盐缓冲液 （phosphate buffered saline，

PBS）（北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司）。 PCR 仪

（Thermo Fisher，美国），生物分子成像仪（天能科技

有限公司），PE EnSpire™ Alpha多标记微孔板检测系

统 （PE，美国）， Micro-CT 扫描仪 （Quantum GX 

Instrument，日本）。

1.3　研究方法

1.3.1　小鼠配繁与基因型鉴定　运用 OsxCre 小鼠与

Rosa26dn/dn 小 鼠 杂 交 获 得 OsxCre; Rosa26dn/− 子 一 代

（F1），将其与 F1代 Rosa26dn/−小鼠杂交即可获得实验
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所需的同窝的OsxCre小鼠与OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠。

小鼠出生 10 d 打耳标编号并剪取尾部末端

2~3 mm组织，依据鼠尾基因鉴定试剂盒说明书提取

DNA：每个样本采用 50 μL 组织消化液处理，55 ℃

金属浴消化 15 min，置于 95 ℃金属浴孵育 5 min灭活

蛋白酶；13 000 ×g离心5 min，取上清液作为DNA模

板。按 2×PCR mix 12.5 μL、上下游引物各 1 μL、

DNA 模板 2.5 μL、 ddH2O 8 μL 的体系依次加样，

PCR 扩增。配制 2.5% 琼脂糖凝胶，电泳检测。引物

序列见表1。

1.3.2　小鼠颅顶骨细胞、骨髓间充质干细胞分离与

培养　

（1）  小鼠颅顶骨细胞分离培养　将 2周龄 OsxCre

小鼠、OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠、Rosa26dn/dn小鼠安乐死。

剪取颅顶骨置于含 2%双抗的无菌 PBS中，于冰上用

含 2%双抗的无菌PBS浸洗 2次，每次 5 min。配置含

3 mg/mL Ⅰ型胶原酶、4 mg/mL Ⅱ型 Dispase 酶的消

化液，消化液经孔径 40 μm 滤网过滤后置于 37 ℃水

浴锅中预热；向颅顶骨中加入 1 mL消化液，使用无

菌剪刀将颅顶骨剪碎为 1 mm×1 mm 大小的骨块，

37 ℃摇床上消化 35 min；配置含 α -MEM 培养基、

2%双抗的中和液；按照 1∶3的体积比，吸取不含骨

块的消化液上清液与中和液混合，置于冰上备用。将

上述消化步骤重复 1次。取消化液与中和液混合体系

400 ×g 离心 5 min，重悬获得颅顶骨原代细胞，完全

培养基（10% FBS+1%双抗α-MEM）培养。

（2）  小鼠股骨骨髓间充质干细胞分离培养　将

2 周龄 OsxCre小鼠、OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠、Rosa26dn/dn

小鼠安乐死。取股骨置于无菌PBS中，于冰上用无菌

持针器夹持股骨，无菌剪刀剪除股骨两端暴露骨髓

腔，1 mL注射器吸取少量α-MEM培养基，多次冲洗

骨髓腔，直至骨骼呈现完全乳白色。收集骨髓腔冲洗

后的培养基，400 ×g离心 5 min后重悬，完全培养基

培养，培养所得贴壁细胞即为骨髓间充质干细胞

（bone mesenchymal stem cell，BMSC）。

1.3.3　体外成骨诱导　取“1.3.2”中使用完全培养

基培养的小鼠颅顶骨细胞与股骨 BMSC，培养 3 d后

吸除一半体积的原培养基，用新的完全培养基进行半

换液，培养6 d后使用完全培养基换液，培养7 d后按

2×105个/mL 的密度铺板。使用 30% 成骨诱导液培养

铺板后的细胞，进行成骨诱导，每 3 d换液 1次，第 7

日收集样品。

1.3.4　腺病毒感染和成骨诱导　取Rosa26dn/dn小鼠的颅

顶骨细胞和股骨BMSC，均按2×105个/mL的密度接种

于24孔板。铺板16 h后，待细胞融合度达70%，按照课

题 组 既 往 研 究［14］ 报 道 的 方 法 ， 以 感 染 复 数

（multiplicity of infection，MOI） 为 50 分别加入 Ad-

eGFP、Ad-Cre腺病毒。转染体系培养基总体积250 μL，

4 h后使用完全培养基补充至500 μL，8 h后使用完全培

养基全换液，24 h后使用30%成骨诱导液对腺病毒感染

的细胞进行成骨诱导，成骨诱导方法同“1.3.3”。

1.3.5　Western blotting　取成骨诱导的细胞，收取蛋

白样品。95 ℃加热 10 min，在SDS-PAGE胶孔中加样

10 μL，恒压 80 V 电泳 20 min，之后恒压 120 V 电泳

60 min；恒流300 mA湿法转膜 60 min，使用快速封闭

液在 22 ℃摇床上封闭 60 min，1×TBST清洗后，剪取

蛋白条带，分别使用1∶2 000的RARα一抗稀释液与

1∶1 000的GAPDH一抗稀释液在4 ℃摇床上孵育过夜。

次日，1×TBST清洗2次，每次10 min，使用1∶1 000的

HRP标记山羊抗兔IgG（H+L）二抗稀释液在22 ℃摇床

孵育60 min，1×TBST清洗2次，每次10 min。ECL化学

发光试剂盒配置显影液，生物分子成像仪显影条带。

1.3.6　双荧光素酶报告基因检测　将未经成骨诱导

的 OsxCre小鼠、OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠的颅顶骨细胞，

腺病毒感染的未经成骨诱导的 Rosa26dn/dn小鼠颅顶骨

细胞，均按 2×105个/mL的密度使用 250 μL完全培养

基铺板于24孔板。铺板12 h后，每孔加入25 μL无血

清培养基配置的转染体系，其中包含 0.3 μL Renilla、

1 μL质粒、0.3 μL Lipo8000。转染 4 h后补充完全培

养基至 500 μL 体积。48 h 后收样，弃上清液，PBS

表1　小鼠基因型鉴定的 PCR 引物

Tab 1　PCR primers for mouse genotyping

Primer name

dnRARα-mut

dnRARα-wt

OsxCre

Forward (5′→3′)

ATGGTGTACACGTGTCACC

CCAAAGTCGCTCTGAGTTGTTATC

TGCCACGACCAAGTGACAGCAATG

Reverse (5′→3′)

CACCTTCTCAATGAGCTCC

GAGCGGGAGAAATGGATATG

ACCAGAGACGGAAATCCATCGCTC

Note: OsxCre—osterix promoter-Cre.
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清洗 2 次，加 80 μL 报告基因专用裂解液；4 ℃摇床

孵育 20 min后，轻刮培养孔底部并吸取裂解液，4 ℃

下 12 000×g离心 10 min，取上清液备用。于多标记微

孔板检测系统专用 96 孔板中，每孔加入 10 μL 上清

液、50 μL报告基因荧光缓冲液，吹打混匀，460 nm

波长检测荧光强度；加入50 μL报告基因终止缓冲液，

吹打混匀，检测荧光强度。实验设置8组：①OsxCre小

鼠颅顶骨细胞+PGL3-basic。②OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠

颅顶骨细胞+PGL3-basic。③OsxCre 小鼠颅顶骨细胞

+RARE-Luc。④OsxCre; Rosa26dn/dn 小鼠颅顶骨细胞

+RARE-Luc。⑤Ad-eGFP 腺病毒感染的 Rosa26dn/dn小

鼠颅顶骨细胞+PGL3-basic。⑥Ad-Cre 腺病毒感染的

Rosa26dn/dn小鼠颅顶骨细胞+PGL3-basic。⑦Ad-eGFP

腺病毒感染的 Rosa26dn/dn 小鼠颅顶骨细胞+RARE-

Luc。⑧Ad-Cre 腺病毒感染的 Rosa26dn/dn 小鼠颅顶骨

细胞+RARE-Luc。加入 PGL3-basic 质粒组为各实验

组的空白对照，所用分析方法同课题组既往研究［14］。

1.3.7　小鼠颅颌面骨 Micro-CT 与三维重建　取 6 周

龄 OsxCre小鼠、OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠安乐死，分离颅

骨暂存于 1×PBS 中。Micro-CT 扫描全头颅 （精度

10 μm） 获取 dicom 文件，导入 Mimics Medical 17.0

软件，依据文献［14］ 三维重建各颅颌面部骨块。使

用 Mimics Medical 17.0 软件 Measure-Distance 工具测

量上颌前骨最前点至枕骨最后点之间的距离，记作

颅骨长度；测量顶骨左右两侧最突点之间的距离，

记作颅骨宽度；测量下颌髁突最后点至切牙牙槽骨

最前点之间的距离，记作下颌骨长度；于 Mimics 

Medical 17.0 软件 3D-objects-Properties-Info-Volume 模

块读取各颅颌面部骨块重建后的体积数值。

1.4　统计学分析

使用 GraphPad Prism 5 软件绘图。定量资料以

x±s表示。采用SPSS 24.0软件包进行独立样本 t检验，

分析组间差异。P<0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　小鼠杂交配繁及基因型鉴定

运用 Cre-LoxP 重组酶系统，设计并构建成骨细

胞 dnRARα条件性过表达小鼠（图 1）。将 OsxCre小鼠

与 Rosa26dn/dn小鼠杂交获得 F1代的 OsxCre;Rosa26dn/−雄

性小鼠与 Rosa26dn/−雌性小鼠，进一步杂交后获得同

窝 OsxCre小鼠与 OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠（图 2A）。观察

发现，OsxCre与 OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠出生后均能存活

至 12周龄以上，为研究 VAD所致颅颌面骨畸形的相

关病理机制与下游靶向干预提供了可靠条件。

通过鼠尾基因型鉴定分析小鼠杂交过程中可能出

现的基因型结果。根据电泳结果，dn wt 有条带而

dn mut没有条带基因型为Rosa26−/−，dn wt、dn mut均

有条带基因型为 Rosa26dn/−，dn wt 没有条带而 dn mut

有条带基因型为 Rosa26dn/dn，Cre 有无条带分别表示

OsxCre、非 OsxCre。结果证实 OsxCre;Rosa26dn/dn 小鼠成

功构建，具体表现为 dn wt没有条带、dn mut有条带、

Cre有条带（图2B）。

2.2　OsxCre；Rosa26dn/dn 小鼠成骨细胞视黄酸信号

分析

为验证模型小鼠包括股骨、颅骨在内的骨组织中

成骨细胞条件性视黄酸信号失活效率，取 OsxCre 和

OsxCre;Rosa26dn/dn 小鼠股骨 BMSC 与颅顶骨细胞，成

骨 诱 导 后 提 取 蛋 白 。 Western blotting 结 果 显 示

OsxCre;Rosa26dn/dn组 RARα蛋白表达水平较 OsxCre组升

高 （图 3A、B），提示 dnRARα蛋白过表达。同时，

双荧光素酶报告基因实验结果显示 OsxCre;Rosa26dn/dn

组小鼠成骨细胞的 RARE活性显著低于 OsxCre组（图

3C），提示视黄酸信号通路阻断，进一步证实了

dnRARα蛋白表达且发挥了显性负突变功能。上述结

果表明 OsxCre;Rosa26dn/dn模型小鼠成功实现成骨细胞

条件性视黄酸信号失活，可从功能上模拟VAD。

2.3　体外 Cre 腺病毒感染体系成骨细胞视黄酸信

号分析

进一步探究 Cre-LoxP 重组酶表达体系是否可在

体外实验中使视黄酸信号失活。取 2 周龄 Rosa26dn/dn

小鼠原代股骨 BMSC 与颅顶骨细胞，分别感染 Ad-

eGFP、 Ad-Cre 腺 病 毒 ， 成 骨 诱 导 后 提 取 蛋 白 。

Western blotting结果显示，Ad-Cre组RARα蛋白表达

水平较 Ad-eGFP 组升高 （图 4A、B），提示 dnRARα
蛋白过表达。同时，双荧光素酶报告基因实验结果显

示 Ad-Cre 组小鼠成骨细胞 RARE 活性低于 Ad-eGFP

组（图4C），提示视黄酸信号通路阻断。

以上结果表明，该 Cre-LoxP 系统构建的显性负

突变蛋白表达体系在体内外均能稳定表达并发挥信号

通路阻断作用。
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2.4　OsxCre； Rosa26dn/dn小鼠颅颌面骨畸形分析

进一步探究该模型小鼠是否表现出颅颌面骨畸

形。取 6周龄同窝 OsxCre小鼠与 OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠

颅骨，Micro-CT （图 5A）联合各骨块三维重建（图

5B） 的分析结果显示：OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠颅骨长

度较 OsxCre小鼠减小 （P<0.05，图 5C），颅骨宽度与

OsxCre小鼠无明显差异 （P>0.05，图 5D），下颌骨短

小（P<0.05，图 5E），额骨、鼻骨、枕骨等存在骨缺

损（图 5F），下颌骨、鼻骨、额骨、顶骨、间顶骨、

枕骨、上颌前骨、上颌骨等均体积减小（图 5G）。以

上结果提示成骨细胞视黄酸信号失活可导致以颅颌面

骨形成不全、骨发育不足为主要表现的 VAD 样颅颌

面骨畸形，表明本研究构建的模型成功模拟了 VAD

样颅颌面骨畸形。
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Note： A. Schematic diagram of the structure of the dominant negative protein dnRARα. B. Schematic diagram of the Cre-LoxP system in Osx+ cell lineage of 

OsxCre;Rosa26dn/dn mice. C. Schematic diagram of the activity of retinoic acid signaling in Osx+ cell lineage of OsxCre mice and OsxCre;Rosa26dn/dn mice. AF1—

activation function 1; AF2—activation function 2; DBD—DNA binding domain; LBD—ligand binding domain; prom.—promoter.

图 1　Cre-LoxP 系统实现 dnRARα基因条件性表达的原理示意图
Fig 1　Schematic diagram of conditional dnRARα gene expressing by Cre-LoxP system
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significant difference; OBS—osteoblast.

图 4　Cre-LoxP 系统体外成骨细胞视黄酸信号失活效率验证
Fig 4　Verification of the inhibition of osteoblastic retinoic acid signaling by Cre-LoxP system in vitro
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图 2　小鼠杂交方案与基因型鉴定
Fig 2　Mouse hybridization and genotyping
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图 3　OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠成骨细胞视黄酸信号失活效率验证
Fig 3　Verification of the inhibition of osteoblastic retinoic acid signaling in OsxCre;Rosa26dn/dn mice
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Note： A. The three-dimensional (3D) reconstruction of the Micro-CT of 6-week-old mouse skulls. B. Bone segmentation of the mouse skulls. C. Analysis of 
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图 5　OsxCre;Rosa26dn/dn小鼠颅颌面骨畸形分析
Fig 5　Craniofacial skeletal deformity analysis of OsxCre;Rosa26dn/dn mice
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3　讨论

维生素A是人类发育与骨骼生长所需的重要营养

物质。母体视黄酸缺乏、炎症及消化功能异常等病因

均可导致VAD［15］。VAD发病率较高，在发展中国家

更为严重，表现为全身多系统疾病，包括小眼畸形、

唇腭裂等颅颌面畸形、心血管畸形、泌尿系统畸形、

四肢畸形等［16］。其中，VAD所致胎儿先天颅颌面骨

畸形以骨量降低为重要特征，患者通常表现为颅骨发

育不全、骨质不良和膜内成骨异常，在下颌骨内侧缘

尤为显著［17］。在动物模型方面，VAD同样可导致多

种哺乳动物颅颌面骨形成不全的畸形。既往通过饮食

中维生素 A 不足建立的 VAD 模型小鼠在胎龄 21.5 d

（E21.5）表现出显著的颅颌面骨发育不良，相对正常

小鼠表现为颅骨长度缩短，下颌骨、上颌骨、额骨、

鼻骨长度缩短，顶骨、间顶骨、枕骨体积减小，提示

骨发育不全［18］。通过饮食维生素 A不足建立的 VAD

大鼠模型也呈现出颅骨长度明显缩短［19］、颅骨及上

下颌骨发育不足［20］、切牙萌出迟缓等颅颌面骨畸形，

同时长骨与颅骨的骨矿化程度与胶原合成水平均降

低，呈现显著的骨形成不全［21］，且在维生素 A 摄入

极低时胚胎死亡。上述表型与本研究新构建的疾病动

物模型呈现的颅颌面骨畸形表型非常相似，提示本模

型可模拟VAD样颅颌面骨畸形。

视黄酸通过视黄酸信号通路发挥生物学功能。

RAR 介导的 RARE 激活基因转录是视黄酸信号通路

的核心环节［9］。LOHNES 等［7］ 构建 RARα−/−RARγ−/−

小鼠模拟 VAD 以研究其致病机制，发现小鼠体型显

著减小，几乎所有颅颌面部骨骼形成受损，其中上颌

骨严重畸形、发育不全、上切牙缺失，颅顶表现为严

重骨化不全、额骨与顶骨缩短、间顶骨与枕骨的骨化

中心均消失，呈现严重的颅颌面骨发育不全畸形；但

由于小鼠胚胎期即出现死亡，未能进一步研究下游机

制。本研究构建了规避 RAR 家族补偿效应、出生后

可存活、可模拟 VAD 样颅颌面骨畸形的疾病小鼠模

型，为 VAD 样颅颌面骨畸形发生机制与防治靶点的

研究提供了新的模型。作者团队前期已对新生鼠颅顶

骨视黄酸信号抑制效率做过验证［14］。本研究针对 2

周龄小鼠股骨与颅顶骨的成骨细胞及在体外Cre腺病

毒感染敲除体系中，全面验证了该模型成骨细胞视黄

酸信号特异性阻断的效率，为基于该模型的疾病发生

机制与干预研究的后续开展提供了可靠证据。

值得注意的是，维生素A及视黄酸对骨发育的作

用尚存在争议［22］。既往研究［9］已报道了诸多结论相

异的动物模型或临床研究，其本质原因在于视黄酸对

骨发育的调控是一个动态平衡的过程，过多或过少的

视黄酸均会导致骨发育异常及颅颌面骨畸形。一方

面，20 世纪中期，临床发现孕期母体维生素 A 摄入

不足可导致新生儿 VAD，表现出颅颌面骨畸形、眼

畸形、唇腭裂、心血管畸形、生殖功能不全等一系列

畸形，严重者发生死亡［23］。另一方面，1985 年，

LAMMER 等［24］报道了视黄酸用于治疗孕期严重顽

固性囊性痤疮，会导致胎儿流产及包括颅颌面发育畸

形在内的多种畸形。因此，视黄酸信号的适度激活与

稳态维持是颅颌面正常发育的重要保证；阐明视黄酸

信号对颅颌面组织发育的调控机制是预防和治疗视黄

酸代谢紊乱相关颅颌面畸形的关键［25］。尽管公认

VAD 在人类、小鼠、大鼠、狗、牛、猪、狮子、猎

豹等一系列哺乳动物中均会导致颅颌面骨发育不全畸

形［26］，但在颅骨厚度及相应成骨破骨活性上，既往

多项动物模型得出了不同的结论。在小鼠与大鼠因饮

食结构异常导致的 VAD 模型中，各颅颌面骨块均显

著减小，表现出严重的骨形成不全与矿化不全，上下

颌骨缩短［27］，这与本模型的颅颌面骨畸形表型非常

相似。而在牛、狮子与猎豹因饮食结构异常导致的

VAD模型中，则出现枕骨异常增生的表型［28］；这种

表型于 2015年在 1例 3岁后开始饮食结构异常的男性

病例中得到了印证，但由于该患者是否在母体阶段即

处于 VAD 环境缺乏病史证据，尚存在争议［29］。总

之，尚需基于更多可靠的 VAD 样疾病模型探究其致

病机制与潜在干预途径。

同时，本模型是条件性基因编辑模型。Osx-Cre

是经典的成骨细胞标志物，因而我们推测成骨细胞及

其谱系视黄酸信号紊乱可能是 VAD 样颅颌面骨畸形

的关键病因。研究结果也提示成骨细胞视黄酸信号通

路在颅颌面骨发育过程中具有重要作用。需要注意的

是，CHEN 等［30］发现 Osx-Cre 除了主要标记成骨细

胞及其下游谱系之外，还能标记成脂细胞、血管周细

胞等。关于其他相关细胞的视黄酸信号通路在颅颌面

骨发育过程中的作用，尚待未来寻找更加具特征性的

细胞标志物并构建Cre-LoxP体系来验证。

既往已有部分研究聚焦视黄酸对成骨活性及成骨细

胞的功能调控，但其具体调控作用颇具争议。在成骨细

胞分化过程中，碱性磷酸酶 （alkaline phosphatase，
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ALP）与Ⅰ型胶原蛋白（collagen type Ⅰ，COL1）等

早期标志物较早表达，随后较晚表达的成骨标志物，

包 括 骨 钙 蛋 白 （osteocalcin， OCN） 和 骨 桥 蛋 白

（osteopontin，OPN） 等［31］。研究［32］ 发现维生素 A

可通过 RAR 介导的特征信号表达促进成骨细胞早期

分化，较低剂量（1~100 nmol/L）的视黄酸干预可促

进成骨前体细胞系（MC3T3-E1）成骨分化，表现为

ALP 活性增强和 OPN 表达增多。然而，由于疾病动

物模型构建技术的限制，既往研究并未能在体内证实

前述的成骨分化能力增强是视黄酸作用于成骨细胞自

身所导致，还是视黄酸作用于其他细胞后通过细胞间

交互作用影响成骨细胞。实际上生命体的全身骨骼存

在多个不同的亚结构，如颅骨、长骨皮质骨、长骨松

质骨、椎骨等，不同的亚结构中成骨细胞的视黄酸信

号通路也可能存在不同的作用及潜在机制［33］。这一

观点已在部分其他骨发育畸形相关综合征中得到印

证［34］。而本研究运用的成骨细胞条件性基因编辑技

术［35］，创新性证实了成骨细胞响应视黄酸信号这一生

物学过程在颅颌面骨发育过程中的重要作用，也为探

究成骨细胞视黄酸信号失活对颅颌面骨成骨活性及成

骨细胞功能的影响提供了新思路与新途径。

综上，本研究运用 Cre-LoxP 系统条件性显性负

突变基因过表达技术构建了新的VAD疾病动物模型。

该模型可在成骨细胞中条件性失活视黄酸信号通路功

能，小鼠出生后可存活且表现出颅颌面骨畸形，显示

了成骨细胞视黄酸信号通路在颅颌面骨发育过程中的

重要作用。该模型也为未来对于视黄酸信号紊乱相关

颅颌面骨畸形及其他骨相关疾病的诊断、治疗与预防

研究提供了新的模型与思路。
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