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摘要    基因打靶技术作为最有效的定向修饰小鼠基因组的技术手段在揭示基因的生

理功能、研究人类疾病的遗传机制以及寻找新的药物靶标的过程中发挥重要的作用. 基

于 Cre-LoxP 定位重组系统的条件基因打靶技术的发展使得基因失活可以限制在特定发

育阶段的特定组织或细胞内, 这一优势使得条件基因打靶技术成为解析哺乳动物基因功

能的主要研究手段. 本文将主要介绍军事医学科学院在建立小鼠条件基因打靶技术平

台, 以及应用这一技术研究 TGF-/Smad 等重要信号通路在维持组织稳态和抑制疾病的

生理功能和机制方面的主要进展.  
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2007 年 10 月 8 日 , 美国科学家 Mario R. 

Capecchi 和 Oliver Smithies, 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. 这些先驱者的工作直接催生了基因打靶

技术, 对生命科学和医学的研究模式和总体面貌产

生了深刻的影响.  

基因打靶技术是在胚胎干细胞技术和同源重组

技术基础之上发展起来的一种定向改变生物活体遗

传信息的实验手段. 基因打靶技术的发明使得研究

者第一次能对关于特定基因生理功能的假设进行实

验验证, 并通过基因打靶研究真正建立基因变异和

疾病间的因果关系. 在基因打靶技术 20 多年的发展

和应用过程中, 呈现出几个明显的发展趋势: 一是通

过条件基因敲除(conditional gene knockout)技术在时

间和空间上对基因敲除进行调控; 二是发展满足大

规模基因功能研究需要的随机基因敲除技术; 三是

通过基因敲入(knockin)技术在基因组上引入精细突

变以研制精确模仿人类疾病的动物模型. 基于 Cre- 

LoxP 定位重组系统的组织特异性条件基因敲除技术

可以克服重要功能基因敲除所导致的早期致死表型, 

模拟人类疾病相关的体细胞突变, 并对突变进行时

空上的调控, 因此逐渐取代传统的完全基因敲除技

术, 成为在生物整体水平上进行基因和基因组功能

研究的主流.  

我们从 20 世纪末开始建立小鼠组织特异性条件

基因敲除技术平台的探索. 在国内率先研制成功了

10多种组织特异性表达Cre重组酶的转基因小鼠; 利

用组织特异性条件基因敲除技术 , 深入研究了

TGF-/Smad 等重要信号通路在哺乳动物组织器官发

育和稳态维持中的生理功能和机制; 研制了软骨瘤、

骨质疏松、毛发脱落和皮肤癌、食管癌、心肌肥厚以

及新生儿颅内出血的小鼠模型, 为理解多种人类疾

病发生的病理过程和分子机制提供了新的理论基础
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和独特的实验模型.  

1  组织特异性Cre重组酶转基因小鼠: 条件
基因打靶技术的关键工具小鼠 

Cre 重组酶属于位点特异性重组酶, 能介导 2 个

34 bp 的 LoxP 位点之间的特异性重组, 使 LoxP 位点

间的序列被删除[1]. Cre 重组酶介导的条件基因打靶

通常需要两种小鼠: 一种是在特定发育阶段的特定

组织或细胞中表达 Cre 重组酶的转基因小鼠; 一种是

在基因组中引入 LoxP 序列的小鼠, 即靶基因或重要

功能域片段被两个 LoxP 序列锚定的条件打靶小鼠. 

两种小鼠杂交之后, Cre 重组酶介导的重组发生在特

定的组织或细胞中, 导致这些组织或细胞中靶基因

被删除, 并表现出相应的表型[2~4].  

要利用条件基因打靶技术研究基因的生理功能, 

组织特异性表达 Cre 重组酶转基因小鼠的研制是至

关重要的环节. 近年来, 我们自主研制了 13 种组织

特异性表达Cre重组酶的转基因小鼠[5~10](表 1), 包括

在国内首先研制的血管内皮细胞、平滑肌细胞[5]、心

肌细胞[6]、肺上皮细胞、胃上皮壁细胞、角质细胞[7]、 

胰腺细胞、肝细胞[8]、成骨细胞[9]、早期成骨细胞、 

软骨细胞[10]表达 Cre 重组酶的转基因小鼠.  

我们在国际上首先研制了在脑血管内皮细胞中

特异性表达 Cre 重组酶的转基因小鼠(SP-A-Cre). 利

用表面活性蛋白 A(SP-A)启动子调控 Cre 重组酶在转

基因小鼠中的表达. 在 SP-A-Cre 转基因小鼠的脑血

管内皮细胞、肺Ⅱ型上皮细胞和腺胃上皮细胞中可以

检测到 Cre 重组酶的活性. 其中脑血管内皮细胞中 

Cre 重组酶的活性在胚胎期 11.5 d 就能检测到 . 

SP-A-Cre 转基因小鼠的成功研制为研究脑血管内皮

细胞的遗传控制及其在血脑屏障形成中的功能和机

制奠定了基础.  

我们首先报道了在终末分化的肥大型软骨细胞

中特异性表达 Cre 重组酶的转基因小鼠(Col10a-Cre). 

证明 X 型胶原(Col10a)启动子可调控 Cre 重组酶在含

有肥大软骨细胞的组织中表达, 包括椎骨、尾骨、胫

骨、桡骨和肋骨等. Col10a-Cre 转基因小鼠的成功研

制为深入研究调控肥大型软骨细胞生理功能的信号

通路及其分子机制提供了良好的工具小鼠.  

最近, 我们报道了在胃顶细胞中特异性表达 Cre

重组酶的转基因小鼠(Capn8-Cre). 利用钙激活蛋白

酶 8(Capn8)启动子成功研制了在胃黏膜层顶细胞中

特异性表达 Cre 重组酶的转基因小鼠. Capn8-Cre 转

基因小鼠在出生后 3 d 即可在胃黏膜层检测到 Cre 重

组酶的活性. 成年 Capn8-Cre 转基因小鼠除在胃黏膜

层顶细胞表达 Cre 重组酶外, 在肝细胞以及少量皮肤

角质细胞也能检测到 Cre 重组酶的活性.  

这些组织特异性 Cre 重组酶转基因小鼠的成功

研制为系统地开展小鼠条件基因敲除研究提供了关

键的工具小鼠, 同时也是进行特定细胞谱系分析的

宝贵工具.  
 

表 1  组织或细胞特异性 Cre 重组酶转基因小鼠 

名称 启动子 Cre 表达的细胞特异性 

SP-A-Cre Surfactabt protwin A 脑血管内皮, 肺上皮 

Tie2-Cre Tie2 血管内皮 

SMA-Cre -Smooth muscle actin 胚胎期心肌细胞, 平滑肌 

MHC-Cre -Myosin heavy chain 心肌细胞 

Capn8-Cre Calcium activated protease 8 胃顶细胞 

Atp4b-Cre H+/K+ATPase  胃壁细胞 

K5-Cre Keratin 5 角质细胞 

Insulin-Cre Insulin 胰腺细胞 B 细胞 

Albumin-Cre Albumin 肝细胞 

OC-Cre Osteocalcin 成骨细胞 

Col1a1-Cre CollagenⅠ1 早期成骨细胞 

Col2a-Cre Collagen 2a 软骨细胞 

Col10a-Cre Collagen 10a 肥大型软骨细胞 
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2  TGF-/Smad 等重要信号通路维持组织
稳态和抑制疾病的生理功能和机制 

稳态是一个开放复杂的系统所具备的最典型和

最重要的特质. 哺乳动物组织器官发育成形后并不

是一成不变的, 而是通过稳态维持使机体面对复杂

的来自自身或者环境信号的刺激保持动态平衡. 组

织稳态失衡是许多疾病发生的重要原因, 但对于组

织稳态遗传调控机制的认识还非常有限. 转化生长

因子-(TGF-)超家族包括 TGF-s、骨形态发生蛋白

(BMPs)、生长分化因子(GDFs)、Nodal、活化素(activin)

和抑制素 (inhibin)等 30 多个成员, 大体上可分为

TGF-/Activin/Nodal 和 BMP/GDF/MIS(Muellerian 

Inhibiting Substance)2 个亚家族, 具有调节细胞增殖、

谱系分化、迁移、黏附和凋亡等广泛的生物学功能. 

这些信号分子作用于细胞膜上的Ⅰ型和Ⅱ型跨膜丝

氨酸/苏氨酸激酶受体复合物, 导致经典的 Smad通路

被激活. 首先磷酸化激活受体依赖型 Smad(R-Smad, 

包括 Smad1, 2, 3, 5, 8). 其中, Smad2, 3 主要传递

TGF-和活化素信号, Smad1, 5, 8 主要传递 BMP 信号. 

R-Smad 招募通用型 Smad(Co-Smad, 即 Smad4)并与

之结合形成三聚体, 进入核内调节靶基因的转录. 而

抑制型 Smad(I-Smad, 包括 Smad6, 7) 则能阻止

R-Smad 的磷酸化, 或促成受体的降解, 从而负向调

控 Smad 通路[11]. Smad4 分子被认为是 TGF-超家族

信号通路的枢纽, 通过阻断 Smad4 的功能即可阻断

Smad 介导的经典 TGF-/BMP 信号通路 . TGF-/ 

Smad 信号通路成员的突变被发现与多种人类疾病相

关, 包括遗传性出血性毛细血管扩张症、血管瘤等心

血管系统疾病, 胰腺癌、结肠癌、鳞状细胞癌等各种

肿瘤, 骨关节炎等骨骼系统疾病. 然而, 对于 TGF-/ 

Smad 信号通路维持组织稳态、抑制各种疾病发生的

生理功能和机制的了解还十分有限.  

我们利用小鼠组织特异性条件基因敲除技术 , 

在动物整体水平上开展了系统研究 , 证明了

TGF-/Smad 等重要信号通路失调导致组织稳态失衡

及其与疾病发生之间的因果联系. 通过系列组织特

异性 Smad4 基因敲除小鼠的研制和分析 , 揭示了

TGF-/Smad 信号通路维持心血管系统上皮系统和骨

骼系统稳态、抑制相关疾病的生理功能.  

2.1  心血管系统发育和稳态维持的遗传机理研究 

心血管系统是哺乳动物机体中最早发育并行使

功能的器官. 心血管系统主要包括心脏、血液和血管, 

它通过运送营养、气体、激素以及形成细胞帮助机体

维持稳态和抵御疾病. 在脊椎动物胚胎发育中, 心脏

的发育经历新月型心、线形心管、环状心、心腔的形

成, 最终发育成具有两房两室的成熟心脏. 心脏发育

的时空顺序是通过精确地控制细胞与细胞间信号以

及调节特定的基因表达来实现的. 这些复杂信号通

路的失调常导致先天性心脏病以及成年之后的各种

心脏疾患. 中国每年死于心血管疾病的人数约 250 万

人, 高居慢性病死亡榜首位. 理解心血管系统发育的

遗传机制对于提高心血管疾病诊断和风险预报的准

确性、发展个性化治疗策略具有重要意义.  

TGF-信号参与心脏形成的整个过程. TGF-促
进心脏前体细胞的特化、并通过调节心脏特异性转录

因子如 Nkx2.5, GATA-4 等的表达促进心肌细胞分 

化[12,13]. TGF-家族分子在心脏左右不对称性发育、

心脏环化以及腔室形成过程中也发挥了重要作    

用[14,15]. 利用 Smad5 双等位基因敲除的胚胎干细胞

深入研究了 Smad5 基因在胚胎干细胞体外定向心肌

细胞分化中的功能, 发现 Smad5 基因缺失导致心肌

细胞凋亡. 为了研究 Smad4 介导的 TGF-信号在胚

胎心脏发育过程中的作用, 我们建立了胚胎心肌细

胞特异性 Smad4 基因敲除小鼠, 发现 Smad4 是小鼠

心脏发育过程中心肌细胞增殖和分化所必需的, 同

时也为理解先天性心脏病发生的原因提供了新的线

索. 我们的研究显示, 平滑肌肌动蛋白(SMA)启动子

调控 Cre 重组酶在胚胎期 9.5 d 的心肌细胞中特异性

表达. SMA-Cre 转基因小鼠背主动脉血管平滑肌细胞

中特异性表达始于胚胎期 11.5 d, 胚胎期 12.5 d 后在

多种组织的平滑肌中特异性表达. SMA-Cre 介导的早

期胚胎心肌细胞 Smad4 基因敲除(Smad4fl/fl; SMA-Cre)

导致小鼠由于严重的心脏发育缺陷死于胚胎期

12.5~15.5 d. Smad4 突变胚胎心脏的心肌细胞增殖能

力明显下降, 同时表现心室闭锁不全. 研究结果还显

示 Smad4 基因缺失导致 TGF-/BMP 配体表达异常以

及 Nkx2.5, GATA4 和 MEF2c 等心脏发育相关转录因

子表达显著下降. 这些结果提示在胚胎中期心肌细

胞增殖的调控中存在一个 BMP 信号反馈环路.  

TGF-信号通路在维持心脏组织稳态、调控心肌

肥厚等疾病发生过程中也起着十分复杂有时甚至是



中国科学: 生命科学   2011 年  第 41 卷  第 10 期 
 

803 

相互矛盾的作用. 我们利用出生后心肌细胞特异性

表达 Cre 重组酶的转基因小鼠(-MHC-Cre), 揭示了

Smad4 维持心脏稳态和抑制心肌肥厚的生理功能 , 

首先提出心肌细胞丧失对 TGF-的反应性是导致心

肌肥厚乃至心衰的重要原因之一, 为理解心肌肥厚

的病理过程提供了新的理论基础. 我们的研究显示, 

大约 70%的心肌细胞特异性 Smad4 基因敲除小鼠

(Smad4fl/fl; -MHC-Cre)在出生后 5 到 12 月死亡. 

Smad4 基因敲除小鼠在 1 月龄开始出现心肌肥厚, 其

心脏与体重、心脏与胫骨长度的比值较对照小鼠明显

升高, 心肌肥厚的标志性分子的表达显著上调. 组织

学分析以及分离成年小鼠心肌细胞测量结果显示

Smad4基因敲除小鼠的心肌细胞尺寸明显增加. 利用

M 型超声和颈动脉插管检测了小鼠的心脏功能和血

流动力学变化, 发现 Smad4 基因突变导致小鼠心脏

收缩功能受损 . 我们还检测了突变小鼠心脏中

MAPK 和 PI3K 等心肌肥厚相关信号通路中重要分子

的表达, 发现 MEK1-ERK1/2 通路被激活可能是导致

Smad4突变小鼠心肌肥厚的原因之一. 此后国际上其

他研究小组也证实了一些 TGF-配体如生长分化因

子 15 和 BMP10 均可能通过 Smad 信号通路抑制心肌

细胞的肥大性生长, 进一步证明了 TGF-/Smad 信号

通路抑制心肌肥厚的生理功能[16,17].  

我们的研究还揭示了TGF-/Smad信号通路在血

管发育和稳态维持中的生理功能和分子机制. 血管

的形成包括两个阶段: 一是血管发生(vasculogenesis), 

即中胚层的非血管细胞发育为成血管母细胞、在原位

分化为内皮细胞并形成初级血管网络的过程; 二是

血管形成(angiogenesis), 是原始血管网络通过生长、

迁移、发芽和修剪等复杂的血管重塑过程发育成具有

精细复杂等级结构的血管网络的过程. 血管发育的

时空顺序以及稳态维持是通过精确地控制细胞与细

胞间信号以及调节特定的基因表达来实现的. 大量

研究结果显示 TGF-超家族在血管形成的决定期和

成熟阶段具有重要的多效应的功能[18]. Tgfb1, Tgfbr2, 

AIK1, AIK2 和 Smad5 基因敲除小鼠表现出血管形成

障碍、周细胞和平滑肌招募和增殖缺陷, 提示 TGF-
信号通路的成员相互协调通过类似的机制调控体内

血管形成的过程[18]. 值得注意的是, 虽然许多研究结

果表明 TGF-超家族分子对血管形成的生理功能有

重要影响, 但对它们进行的研究大多是利用体外实

验和完全基因敲除小鼠完成的. 由于血管内皮细胞

发育和分化受到体内许多因子和信号通路的影响 , 

体外实验完全在非生理条件下进行研究, 很难完全

模拟体内生理过程. 此外, 数量众多的配体和受体之

间具有广泛的功能冗余和代偿. 所有这些原因导致

我们对 TGF-超家族信号通路在血管内皮细胞发育

和相关疾病中的作用和机制的认识依然不够确切.  

我们在以前的研究中揭示了 Smad5 可能介导

TGF-信号在血管形成过程中抑制血管内皮细胞增

殖、促进平滑肌细胞的分化和招募[19]. 此后, 我们建

立了国内首例血管内皮细胞特异性基因敲除小鼠

(Smad4fl/fl; Tie2-Cre), 揭示了 Smad4 维持胚胎血管重

塑和稳态的生理功能, 为研究遗传性出血性毛细血

管扩张症的病理机制提供了新型的实验模型. 内皮

细胞特异性 Smad4基因敲除导致小鼠E 10.5 d死于心

血管发育缺陷. 突变胚胎的卵黄囊不能形成卵黄血

管, 初级血管不能分支入胎盘迷路和胚胎神经管, 背

主动脉缩窄破损, 心脏增大伴有心小梁的减少, 心内

膜垫形成缺陷. 进一步分析证实 Smad4 突变小鼠胚

胎血管内皮细胞成熟障碍, 内皮细胞之间的连接受

损, 内皮细胞与其周围的间质细胞分离, 血管平滑肌

细胞/周细胞形成缺陷. 荧光素酶实验证实 Smad4 缺

失的内皮细胞对TGF-1和BMP2的反应性明显降低. 

体外 Matrigel 成管实验表明 Smad4 缺失的内皮细胞

体外成管能力显著下降. 分子水平上, 发现促血管生

成素 2 表达上调和间隙连接分子 connexin43 表达下

调与突变胚胎血管完整性下降密切相关 , 提示

Smad4 通过调节促血管生成素和间隙连接分子的表

达维持胚胎血管重塑和稳态.  

我们的研究还揭示了TGF-/Smad信号通路通过

促进血管内皮细胞与周细胞相互作用维持血脑屏障

功能和脑血管稳态的全新生理功能. 尽管内皮细胞

在血管形成过程中起着主导的作用, 但内皮细胞也

需要壁细胞的支持以完成血管重塑和成熟的过程 . 

内皮细胞和壁细胞间的相互作用对于血管的正常发

育和稳态维持至关重要, 相互作用的异常与严重的

血管疾病密切相关. 以脑血管为例, 脑血管内皮细胞

间具有复杂的紧密连接, 是血脑屏障的有效组成部

分. 与其他组织相比, 脑血管内皮具有更高的周细胞

覆盖率. 这些特征都使得脑血管内皮较外周组织血

管内皮具有不同的特质, 使其足以胜任中枢神经系

统的功能需要. 直到最近, 利用 Pdgfrb基因敲除导致

周细胞缺如的小鼠才证实了周细胞对于血脑屏障功
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能的调节具有无可取代的重要生理作用[20]. 我们最

近报道了国际上首例脑血管内皮细胞特异性基因敲

除小鼠. 通过对脑血管内皮细胞特异性 Smad4 基因

敲除小鼠(Smad4fl/fl; SP-A-Cre)的表型分析, 发现脑

血管内皮细胞 Smad4 突变小鼠重现了人类新生儿颅

内出血的主要病理改变, 包括血管扩张、血管瘤形

成、以及以脑室出血为特征的血管完整性缺陷. 组织

学分析显示脑血管的周细胞与内皮细胞不能紧密接

触, 造成血管扩张和血管瘤的形成. 我们分别采用了

2个体外的共培养实验进一步评价 Smad4基因敲除内

皮细胞与周细胞间的相互作用. 体外血脑屏障模型

显示在与周细胞共培养时, Smad4 突变内皮细胞的通

透性较对照显著升高; 三维成管实验也显示 Smad4

突变内皮细胞和周细胞不能相互作用形成管状结构. 

应用体外生化等方法阐明了一种脑血管完整性维持

的全新分子机制: 内皮细胞 Smad4 信号通过与 Notch

信号协同上调黏附分子 N-cadherin 表达来稳定脑血

管内皮细胞与周细胞的相互作用, 从而维持小鼠脑

血管的完整性. 这一发现首先阐明了脑血管内皮细

胞与周细胞相互作用维持血脑屏障和脑血管稳态的

重要生理功能及其调控机制, 为理解新生儿颅内出

血和成人脑中风的发生机制提供了全新的理论基础

和独特的小鼠模型.  

2.2  上皮系统稳态维持的遗传机理研究 

鳞状细胞癌是最常见的恶性上皮性肿瘤, 常发

生在皮肤、口腔、食管等处. 中国是食管癌高发区, 平

均每年的死亡人数约为 15万人. 95%以上的食管癌病

理分型为鳞状细胞癌, 少部分为腺癌. 鳞状细胞癌的

恶性程度与临床治疗和预后密切相关. 深入研究鳞

状细胞癌发生的病理过程及其分子机制对于鳞状细

胞癌的早期诊断和治疗具有重要的意义.  

上皮组织稳态的维持有赖于组织干细胞的自我

更新和动员、临时增殖细胞的有限增殖和有序分化. 

我们通过不同类型组织特异性基因敲除小鼠的研制

和分析, 揭示了 TGF-/Smad 和 PTEN/Akt 信号通路

抑制组织干细胞过度动员、抑制细胞增殖、促进终末

分化, 从而抑制鳞状细胞癌发生的重要生理功能. 我

们首先报道了角质细胞特异性 Smad4 基因敲除小鼠

(Smad4fl/fl; K5-Cre)的研制和鉴定, 这也是国内首例

角质细胞特异性基因敲除小鼠 . 角质细胞特异性

Smad4 基因敲除小鼠发生进行性毛发脱落和皮肤癌, 

显示 Smad4 介导的 TGF-信号在维持毛囊周期循环

和抑制皮肤癌发生过程中具有重要的生理功能. 进

一步研究发现 Smad4 介导的 TGF-信号通过诱导角

质细胞凋亡促使毛囊周期进入退化期, 并通过下调

cyclinD1 和上调细胞周期抑制蛋白抑制角质细胞的

增殖和皮肤鳞状细胞癌的发生. 此外, 我们最近的研

究还证明成牙本质细胞中的 Smad4 可通过非细胞自

主性机制抑制角质细胞增殖和牙源性角化囊性瘤发

生, 揭示了牙源性角化囊性瘤发生的新的分子机制, 

为该病的治疗提供了新的思路.  

我们的研究还发现 Smad4 通过调节毛囊干细胞

动员和自我更新而维持上皮稳态和抑制鳞状细胞癌

发生的生理功能. 毛囊干细胞位于毛囊隆突部位, 在

毛囊周期中能够产生毛囊及其附属结构, 在创伤愈

合过程中能够产生毛囊间表皮. 毛囊干细胞的活化

和自我更新受到严格调控从而维持毛囊和表皮的组

织稳态. 我们的研究表明, 角质细胞 Smad4 基因敲除

将导致毛囊干细胞过度动员, 引起毛囊、皮脂腺的异

常增生. 毛囊干细胞的过度动员最终导致干细胞耗

竭, 表现为 BrdU 标记滞留细胞的丢失、干细胞标记

分子角蛋白 15 和 CD34 表达的降低以及 Smad4 突变

角质细胞的克隆形成能力显著降低. 进一步研究显

示核内-catenin 的增加以及 c-Myc 表达的升高可能

与毛囊干细胞的过度动员相关. 这一研究首先揭示

了 Smad4 通过调节毛囊干细胞动员和自我更新而维

持上皮稳态和抑制鳞状细胞癌发生的生理功能.  

利用条件基因敲除技术研制双基因或者多基因

敲除小鼠是研究不同信号通路间的相互作用及其生

物学效应的有效手段. 许多生长因子和激素可通过

激活PI3K信号通路调节细胞的增殖、凋亡和迁移, 肿

瘤抑制基因 PTEN 作为磷酸酯酶可使 PI(3,4,5)P3 的 3

位去磷酸化变成 PI(4,5)P2 从而抑制 PI3K 信号通路. 

以前的研究显示 PTEN 可以抑制角质细胞的增殖和

分化. 为了探索 Smad4介导的 TGF-信号和 PTEN信

号通路是否存在相互作用, 我们在国际上首先报道

了角质细胞特异性 Smad4 和 PTEN 双基因敲除小鼠

的研制和鉴定. 100%的双基因敲除突变小鼠在出生

后 2 个月内前胃发生侵袭性鳞状细胞癌, 显示 Smad4

介导的TGF-信号和PTEN信号通路可以协同抑制角

质细胞的增殖和鳞状细胞癌发生. 在分子水平上, 我

们发现双基因敲除突变小鼠肿瘤发生加速与细胞周

期抑制分子 p27, p21 和 p16 表达显著下降, 以及细胞
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周期蛋白 cyclin D1 过表达有关. 我们的研究提供了

关键的实验证据首次证实 Smad4 和 PTEN 通过协同

调节细胞周期相关分子的表达抑制皮肤角质细胞的

增殖以及皮肤癌和食管癌发生的功能 . Smad4 和

PTEN 双基因敲除小鼠被作为两种能模拟人类食管癌

发生病理过程的遗传修饰小鼠之一被同行关注和评

述[21], 随后的大量研究显示Smad4和PTEN协同抑制

细胞增殖和肿瘤发生具有普适性[22~24].  

2.3  骨骼系统稳态维持的遗传机理研究 

骨骼的形成包括软骨内成骨和膜内成骨两种方

式. 骨骼的正常发育和稳态维持涉及发育过程中的

图式形成、细胞分化和骨重塑等生物学过程, 其发育

异常可导致许多骨骼系统疾病如骨质疏松和骨关节

炎等, 深入研究骨骼发育的分子机制对于这些疾病

的早期诊断、预防及治疗具有重要的意义.  

我们通过软骨细胞特异性基因敲除小鼠的研制

和分析, 揭示了 TGF-/Smad 和 PTEN/Akt 信号通路

调节软骨细胞增殖和分化、抑制软骨瘤发生的生理功

能. 骨骼系统是体内 TGF-s, BMPs 储量最高的器官. 

软骨细胞表达各种类型的 TGF-s, BMPs 分子以及它

们的受体和 Smads 分子. 此前的研究显示, Smad3 基

因敲除导致小鼠罹患骨关节炎, 证实 Smad3 介导的

TGF-信号抑制生长板和关节软骨细胞的肥大分化. 

此后, 我们在国际上首先报道 Smad3 基因突变可能

与人类骨关节炎相关, 最近的研究证实 Smad3 突变

与人类早发性骨关节炎相关[25]. 为了进一步深入理

解 TGF-/Smad信号调节软骨细胞增殖和分化的生理

功能, 我们研制了软骨细胞特异性 Smad4 基因敲除

小鼠, 这也是国内首例软骨细胞特异性基因敲除小

鼠. 系统的组织学分析显示软骨细胞 Smad4 基因敲

除导致小鼠体型矮小和软骨组织骨化延迟, 并影响

了软骨细胞的增殖、分化和凋亡, 引起生长板软骨组

织结构紊乱, 显示 Smad4 分子介导的信号可能作为

形态发生素(morphogen)指导软骨细胞沿着骨骼长轴

顺序分化. 在分子水平上证实 Smad4 基因敲除引起

生长板软骨细胞肥大分化提前, 且诱导毗邻的软骨

膜细胞分化为成骨细胞. 原位杂交和免疫组化结果

显示 Ihh 分子及其受体 Ptc1 和 PTHrP 分子及其受体

PPR 在基因敲除小鼠中的表达明显降低. 小鼠跖骨

体外培养实验结果表明, Smad4 基因敲除后软骨细胞

失去了对 BMP 和 TGF-分子调节软骨细胞肥大分化

的反应性, 而 Shh可以抑制对照和 Smad4基因敲除跖

骨的肥大分化, 表明 Ihh 分子调节 PTHrP 分子的表达

可能是通过 Smad4 分子非依赖的信号通路.  

我们还发现 PTEN 通过缺氧诱导因子 1(HIF1)

途径调节软骨细胞对缺氧应激的适应性, 并首次证

明了内质网应激失调和软骨肿瘤发生间的必然联  

系. 研究结果显示, 软骨细胞 PTEN 基因敲除导致

AKT 活化, 并使突变小鼠表现出类似人类内生性软

骨瘤的软骨发育障碍. 起源于 PTEN 基因敲除静息软

骨细胞的软骨肿瘤“瘤核”增殖和分化能力受损, 并

伴随内质网应激增强. 进一步研究显示, PTEN 基因

敲除软骨细胞中内质网应激仅在缺氧应激条件下发

生, 表现为内质网肿胀、非折叠蛋白反应相关基因表

达上调. 在 PTEN 基因敲除生长板和培养软骨细胞中

观察到内质网应激可以导致 HIF1及其下游靶分子

表达上调, 提示 PI3K/AKT 信号通路通过 HIF1途径

调节软骨细胞对缺氧应激的适应性. 这些结果证明

软骨细胞 PTEN 是调节软骨细胞适应应激和抑制软

骨肿瘤发生所必需的.  

通过对成骨细胞特异性 Smad4 基因敲除小鼠

(Smad4fl/fl;OC-Cre)的表型分析 , 我们首次提供了遗

传学上的证据证明 Smad4 在出生后小鼠骨重建和骨

组织稳态的维持过程中具有重要的功能. 研究结果

证实 Smad4 基因缺失会导致成骨细胞骨形成速率和

功能下降、以及骨钙素、Ⅰ型胶原、碱性磷酸酶和

Runx2 等重要成骨细胞分子标记物和调节分子表达

下调 , 最终导致骨质疏松 . 我们的结果还揭示了

Smad4 基因缺失导致的成骨细胞功能失调可能通过

下调 TGF-1 和改变 RANKL/OPG 调控轴分子表达

的比例, 从而使 7 月龄后的突变小鼠小梁骨密度回升. 

这些结果揭示了成骨细胞 Smad4 在调节出生后骨形

成以及破骨细胞分化和骨吸收过程中的重要作用及

其可能机制. 此外, 通过成骨细胞特异性 Gab1 条件

基因敲除小鼠的研制和分析, 揭示了成骨细胞中的

锚定蛋白 Gab1 介导胰岛素、IGF-1 等生长因子信号

调节骨代谢稳态和抑制骨质疏松的生理功能.  

3  结语 

综上所述, 我们利用小鼠组织特异性条件基因

敲除技术, 系统地研究了 TGF-/Smad 等重要信号通

路通过调节组织干细胞动员和自我更新、抑制临时增
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殖细胞的增殖、促进细胞分化、维持终末分化细胞稳

态, 从而抑制相关系统疾病的重要而广泛的生理功

能, 在 TGF-/Smad4 和 PTEN/Akt 信号通路维持组织

稳态的机制方面有系列的新发现. 将基因芯片和蛋

白质组学等高通量研究技术和模式动物遗传修饰技

术结合起来, 可以提供一个非常有效的生物整体系

统解析基因和蛋白质在正常生理过程和相关病理过 

程中的作用和机制. 结合体外生化和生理学研究手

段, 有助于阐明相关疾病的发生机理以及寻找新的

药物靶标, 为今后的疾病个性化治疗提供理论基础. 

我们近期的研究揭示了受 TGF-信号通路调节的

miRNA 促进成肌分化和心肌肥厚的生理功能和机制, 

为深入理解 TGF-信号维持组织稳态的生理功能提

供了一种新的表观遗传机制. 未来的研究还将通过

转基因和基因敲除技术, 在动物整体水平上深入研

究受 TGF-等重要信号通路调节的 miRNA 的生理功

能, 为在表观遗传层面上理解 TGF-等重要信号通

路维持组织稳态和抑制疾病的机制提供新的线索.  
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