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　　［摘要］　目的　研究ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）过表达对成年小鼠下颌骨形成和矿化的影响。方法　使用ＣＴ扫描、血清学检查、ＨＥ

染色、免疫组织化学法染色和ＲＴＰＣＲ等方法分析ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）转基因小鼠（ＴＧ组）和野生型小鼠（ＷＴ组）下颌骨，比较血清

钙、磷浓度变化和下颌骨骨基质和矿化的差异。结果　ＷＴ组小鼠血清钙、磷和１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ 浓度均明显高于ＴＧ组，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）；ＴＧ组的成骨细胞密度低于 ＷＴ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＴＧ组的二聚糖阳性百分比高于 ＷＴ组，

而ＤＳＰ阳性百分比低于 ＷＴ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＷＴ组的ＯＣＮ和Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ表达水平均明显高于ＴＧ组，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）过表达能够抑制下颌骨骨基质的形成，减少骨质的矿化，进而导致了下颌

骨发育障碍。
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　　常染色体显性遗传低磷性佝偻病（ａｕｔｏｓｏｍａｌｄｏｍｉｎａｎｔ

ｈｙｐｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｍｉｃｒｉｃｋｅｔｓ，ＡＤＨＲ）
［１］是一种常见的佝偻病。

导致ＡＤＨＲ的主要原因在于ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）错义突变后无

法被蛋白水解酶水解，导致ＦＧＦ２３在体内蓄积，肾脏磷酸盐

回收不足导致磷酸盐尿，肾脏１羟化酶（１ａｌｐｈａｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，

１ａｓｅ）的合成被抑制，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ 合成减少
［２］。利用转基因

的手段将错义突变的人ＦＧＦ２３基因转入小鼠，构建 ＡＤＨＲ

的小鼠动物模型ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）转基因小鼠。表型分析发

现，ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）转基因小鼠表现出发育缓慢、肌张力降

低、手足搐搦、囟门闭合不全等佝偻病的症状，与 ＡＤＨＲ患者

的症状基本一致［３］。但是，ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）过表达对下颌骨

的形成、矿化是否有影响，目前，未见有相关报道。本研究利用

８周龄的ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）转基因小鼠和同窝的野生型小鼠，

通过Ｘ线扫描、组织学等手段进行观察，试图阐明 ＦＧＦ２３

（Ｒ１７６Ｑ）对小鼠下颌骨形成和矿化是否有影响以及作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物　选用同窝的８周龄野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）小

鼠和ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）转基因小鼠各１５只，雌雄不限，饲养于

无特殊病原体级动物房，使用常规饮食（１．０％钙，０．５％磷）进

行饲养。

１．２　动物基因型鉴定及分组　剪取１ｍｍ长鼠尾，使用酚氯

仿异戊醇法进行 ＤＮＡ的提取，通过聚合酶链式反应（ｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）进行小鼠基因型的鉴定。ＰＣＲ反

应条件为：９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，

７２℃延伸４５ｓ，共进行３０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物进行凝胶电泳，在紫外灯下进行观察。根据基因型

的结果分为ＴＧ组和 ＷＴ组，ＰＣＲ电泳结果有４３６ｂｐ条带者

为ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）小鼠，无条带者为 ＷＴ小鼠
［４］。
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１．３　血清学检查　小鼠使用乙醚进行麻醉，麻醉后固定于动

物台上，使用１ｍＬ注射器进行心脏采血，４ ℃下以２０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，抽取上层血清，使用放射免疫法进行血清

钙、磷和１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ 浓度检测。

１．４　取材　解剖分离小鼠的左侧下颌骨并免疫电镜固定液固

定，采用乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）法脱钙２周，脱水包埋，按照下

颌第１磨牙近中根根管方向对下颌骨进行横断面切片，切片厚

度５μｍ。解剖分离小鼠的左侧下颌骨，使用７５％乙醇固定，进

行ＣＴ检查。

１．５　ＣＴ检查　使用ＳｋｙＳｃａｎ１０７２ｓｃａｎｎｅｒ扫描仪对７５％乙

醇固定的小鼠下颌骨进行扫描检查，扫描电压１００ｋＶ，电流９８

ｍＡ，通过ＣＴ检查观察两组小鼠的下颌骨骨密度变化情况。

１．６　染色观察

１．６．１　总胶原染色　石蜡切片脱蜡水化，用配制好的苦味酸

直红染色液孵育１ｈ，流水冲洗５ｍｉｎ，苏木精染色１０ｍｉｎ，梯

度乙醇脱水，透明，中性树胶封片，光学显微镜下观察。

１．６．２　二聚糖免疫组织化学染色　石蜡切片使常规脱蜡水

化，用５％正常兔血清封闭２０ｍｉｎ，分别加入羊抗鼠二聚糖一

抗（１∶５００，美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ清洗，

加兔抗羊ＩｇＧ二抗（１∶２００，美国Ｓｉｇｍａ公司），室温孵育３０

ｍｉｎ；ＰＢＳＴ清洗，加ＥｌｉｔｅＡＢＣ（英国Ｖｅｃｔｏｒ公司）孵育３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ清洗，加ＤＡＢ溶液（英国Ｖｅｃｔｏｒ公司）室温避光孵育５～８

ｍｉｎ，苏木精复染１ｍｉｎ，常规脱水透明，中性树胶封片，光学显

微镜下观察摄片，计算聚糖在下颌骨中的阳性面积比例。

１．６．３　ＨＥ染色　石蜡切片使常规脱蜡水化，苏木素染色１０

ｍｉｎ，流水冲洗后使用伊红染色３０ｓ，梯度乙醇脱水，二甲苯透

明，中性树胶封片，在光学显微镜下测量２种不同基因型小鼠

下颌骨成骨细胞密度（Ｏｂ．ｓ／Ｂ．Ｐｍ）。

１．７　骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）和Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ表达水平

检测　解剖小鼠的下颌磨牙，一步法提取总ＲＮＡ，常规方法进

行逆转录，利用ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ方法检测下颌骨的ＯＣＮ和

Ⅰ型胶原（ｔｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎ）基因的表达水平。ＯＣＮ正向引物序

列为：５′ＣＡＡＧＴＣＣＣＡＣＡＣＡＧＣＡＧＣＴＴ３′，反向引物序

列为：５′ＡＡＡ ＧＣＣＧＡＧＣＴＧＣＣＡ ＧＡＧＴＴ３′，产物３７０

ｂｐ，Ⅰ型胶原正向引物序列为：５′ＴＣＴＣＣＡＣＴＣＴＴＣＴＡＧ

ＴＴＣＣＴ３′，反向引物序列为：５′ＴＴＧＧＧＴＣＡＴＴＴＣＣＡＣ

ＡＴＧＣ３′，产物２６９ｂｐ，使用Ａｐｐｌｉｅｄｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ７３００型实时

定量ＲＴＰＣＲ仪扩增并进行统计分析实验结果，以 ＷＴ组的

表达量作为参照。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行分析，组

间单因素方差分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血清学指标检查　ＷＴ 组小鼠血清钙、磷和 １，２５

（ＯＨ）２Ｄ３ 浓度均明显高于ＴＧ组，而 ＷＴ组的ＰＴＨ的浓度低

于ＴＧ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　　两组小鼠血清学指标检查（狓±狊）

组别 钙（ｍｇ／Ｌ） 磷（ｍｇ／Ｌ） １，２５（ＯＨ）２Ｄ３（ｐｇ／ｍＬ）

ＷＴ组 １１０．７８±１４．６９ ９８．２２±２０．５７ １５４．７８±３６．２５

ＴＧ组 ９６．５４±１１．２１ ５４．２１±１６．２１ ５８．２１±１４．５７

狋 ２．９８ ６．５１ ９．５７

犘 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

２．２　ＣＴ检查结果　ＣＴ的检查结果显示，而ＴＧ组颌骨Ｘ线

阻射程度低于 ＷＴ组小鼠，并且ＴＧ组下颌第１磨牙有龋坏发

生（图１）。

　　Ａ：ＷＴ组；Ｂ：ＴＧ组。

图１　　２种小鼠ＣＴ扫描

２．３　总胶原染色结果　ＷＴ组下颌骨相对骨量为（６８．５６±

１９．６５）％；ＴＧ组下颌骨相对骨量为（３８．１４±１４．２９）％，ＴＧ组

的下颌骨相对骨量低于 ＷＴ组，差异有统计学意义（狋＝４．８５，

犘＜０．０５），见图２。

　　Ａ：ＷＴ组；Ｂ：ＴＧ组。

图２　　２种小鼠总胶原染色结果（×２００）

２．４　ＨＥ染色结果　通过对 ＨＥ染色结果进行统计分析，结

果发现，ＷＴ组成骨细胞密度（２６．２４±７．５６）／ｍｍ，而ＴＧ组为

（１４．６８±６．８９）／ｍｍ，ＷＴ组成骨细胞密度高于ＴＧ组，差异有

统计学意义（狋＝４．３８，犘＜０．０５），见图３。

　　Ａ：ＷＴ组；Ｂ：ＴＧ组。

图３　　２种小鼠 ＨＥ染色结果（×４００）

２．５　免疫组织化学染色结果　通过对ＴＧ组和 ＷＴ组的ＤＳＰ

和聚糖免疫组织化学阳性百分比进行统计分析，结果发现 ＷＴ

组的聚糖阳性百分比为（６．５２±１．２８）％，ＴＧ组为（１２．６８±

２．５４）％，ＴＧ组高于 ＷＴ组，差异有统计学意义（狋＝８．３９，犘＜

０．０５），见图４。

　　Ａ：ＷＴ组；Ｂ：ＴＧ组。

图４　　２种小鼠聚糖免疫组织化学染色结果（×４００）

２．６　ＡＬＰ和Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ表达水平检测　通过使用ＲＴ

ＰＣＲ检测ＴＧ组和 ＷＴ组 ＯＣＮ和Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ表达水

平，结果发现 ＷＴ组的 ＯＣＮ和Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ表达水平均
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明显高于ＴＧ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表２　　两组小鼠ＯＣＮ和Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ表达

　　　水平比较（狓±狊）

组别 ＯＣＮ Ⅰ型胶原

ＷＴ组 １．００±０．１６ １．００±０．１７

ＴＧ组 ０．５６±０．１１ ０．７６±０．１３

狋 ８．７８ ４．３４

犘 ＜０．０５ ＜０．０５

３　讨　　论

本研究发现ＴＧ组小鼠的血清钙、磷和１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ 的

浓度均低于 ＷＴ组小鼠，并且差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

其原因在于体内过高浓度突变的ＦＧＦ２３抑制１羟化酶的活

性，导致１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ 的合成减少，同时减少肾脏、小肠对钙

和磷的重吸收，从而导致了血清钙、磷浓度降低［５］。

ＣＴ扫描结果表明，ＴＧ组小鼠的下颌骨Ｘ线透光率明显

高于 ＷＴ组小鼠，表明ＴＧ小鼠下颌骨存在矿化障碍，这个研

究结果与对１羟化酶敲除小鼠研究结果基本一致
［６］。同时，

总胶原染色结果显示ＴＧ组小鼠的下颌骨骨量明显低于 ＷＴ

组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。同时，ＨＥ染色结果也发现

ＴＧ组的单位长度上的成骨细胞数目也明显少于 ＷＴ组，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。上述研究结果表明，ＦＧＦ２３

（Ｒ１７６Ｑ）过表达导致了成骨细胞减少，进而影响了下颌骨的骨

基质的形成和矿化。此外，二聚糖的免疫组织化学结果也提示

ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）过表达导致了二聚糖在下颌骨中的表达增

加。聚糖仅在未矿化的组织中如前期牙本质、未矿化类骨质表

达［７］，矿化完成后二聚糖即被分解，而高浓度的二聚糖能够抑

制矿化过程的持续进行［８］。本研究同样表明，当 ＦＧＦ２３

（Ｒ１７６Ｑ）过表达时，二聚糖在下颌骨骨基质的蛋白沉积水平增

加，表明其下颌骨骨基质中未矿化的基质比例明显增加，由此

导致了下颌骨矿化障碍。

此外，ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）转基因小鼠下颌骨的ＯＣＮ和Ⅰ型

胶原 ｍＲＮＡ 表达水平均明显低于 ＷＴ 小鼠，表明 ＦＧＦ２３

（Ｒ１７６Ｑ）过表达抑制了下颌骨成骨细胞的 ＯＣＮ和Ⅰ型胶原

ｍＲＮＡ表达。研究表明，ＯＣＮ能够促进羟基磷灰石晶体的形

成和沉积［９］，能促进牙齿和骨骼的矿化［１０１１］，而Ⅰ型胶原是骨

骼的主要胞外基质，在骨质的形成中起到无机质矿化的框架作

用［１２］。作者研究发现，ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）在体内过表达一方面

导致抑制了下颌骨成骨细胞Ⅰ型胶原的合成，导致了下颌骨的

胞外基质分泌减少，另外一方面导致了下颌骨成骨细胞 ＯＣＮ

合成减少，导致了下颌骨矿化出现异常。

本研究发现，ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）转基因小鼠下颌骨出现了

骨质疏松、矿化不良等表型，与作者以前研究的１羟化酶基因

敲除小鼠的下颌骨的表型［１３１５］较为相似，其主要原因在于

ＦＧＦ２３（Ｒ１７６Ｑ）过表达抑制了１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ 的合成，同时还

导致了低钙、低磷血症，并且还导致下颌成骨细胞密度下降，减

少了ＯＣＮ和Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ表达水平，阻碍了下颌骨胞外基

质的合成与分泌和矿化过程的进行，最终阻碍了下颌骨的正常

发育和矿化。
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