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骨形成蛋白 4条件性 RNA干扰小鼠的建立 
李福兵, 杜晓兰, 余瑛, 赵玲, 何启芬, 陈林 

第三军医大学大坪医院野战外科研究所全军创伤中心, 创伤、烧伤、复合伤国家重点实验室, 重庆 400042 

摘要：为研究骨形成蛋白 4(Bone morphogenetic protein 4, BMP4)在骨骼发育中的作用, 我们以含有 LoxPneo 的

pBSK/U6 载体为骨架, 构建小鼠 BMP4 条件性 RNAi(conditional RNA interference), CRNA; 载体(BMP4CRNAi), 

经 KpnⅠ和 AflⅢ双酶切获取针对 bmp4 并含 neo 基因的目的干扰片段, 纯化后的目的片段显微注射入 0.5 d 的

FVB/NJ 小鼠受精卵, 并植入同期发情的假孕母鼠中, 获取 G0 代转基因小鼠; 利用 PCR 对 G0 代转基因小鼠基

因型进行鉴定, PCR 阳性的小鼠与 FVB/NJ 小鼠交配, 最终获取稳定传代的 BMP4CRNAi 小鼠。稳定传代的

BMP4CRNAi 小鼠与成骨和软骨前体细胞表达 Cre 的转基因小鼠(Col2a1-Cre)交配, 获取 BMP4Col2a1-CRNAi 小鼠。分

离 BMP4Col2a1-CRNAi 小鼠原代软骨细胞, 提取总 RNA, 利用半定量 RT-PCR 检测 RNA 干扰效率。小鼠基因型鉴

定结果表明：成功获得条件性 RNAi 转基因小鼠; BMP4 干扰效率检测结果表明：在软骨细胞中 BMP4 的干扰

效率为 81％。以上结果表明, 我们成功制备了 BMP4CRNAi 小鼠和 BMP4Col2a1-CRNAi 小鼠, BMP4CRNAi 小鼠与不同

Cre 转基因小鼠交配, 可以研究 BMP4 在不同细胞、组织和器官的功能, BMP4Col2a1-CRNAi 小鼠的获得为研究

BMP4 在软骨发育中的作用提供了合适的动物模型。 

关键词：骨形成蛋白 4; 条件性 RNA 干扰; 条件性敲低; 转基因  

Generation of bone morphogenetic protein 4 conditional RNA  
interference mice 
LI Fu-Bing, DU Xiao-Lan, YU Ying, ZHAO Ling, HE Qi-Fen, CHEN Lin  
State Key Laboratory of Trauma, Burns and Combined Injury, Trauma Center, Institute of Surgery Research, Daping Hospital, Third Mili-
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Abstract: To explore bone morphogenetic protein 4 (BMP4) function in the developing bone, a BMP4 conditional RNA 
interference (CRNAi) vector was constructed based on the pBSK/U6 vector with a LoxPneo cassette. The transgene frag-
ment targeting bmp4 was obtained by KpnⅠ and AflⅢ double digestion and was purified before being microinjected into 

fertilized eggs from FVB/NJ mice. BMP4CRNAi transgenic mice were genotyped by PCR. And the PCR positive mice were 
crossed with Col2a1-Cre transgenic mice, whose Cre recombinase was specifically expressed in osteo-chondro-progenitor 
cells. Bmp4 mRNA expression in primary chondrocytes were examined by semi-quantitive RT-PCR to determine RNA in-
terference efficiency. Results showed that BMP4CRNAi mice and BMP4 Col2a1-CRNAi mice were produced successfully, and 
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bmp4 knockdown efficiency in primary chondrocytes of BMP4 Col2a1-CRNAi mice was 81%. This transgenic mouse line pro-
vides excellent model for studying the role of BMP4 in chondrocyte development, and BMP4CRNAi mouse may be a good 
model for studying the role of BMP4 in different cells, tissues and organs through crossing with different Cre transgenic 
mice.   

Keywords: bone morphogenetic protein 4; conditional RNAi; conditional knockdown; transgenic 

BMP4属于转化生长因子β(transforming growth 
factor-β, TGF-β)超家族中BMP家族的一员, 在软骨
膜和增生区软骨细胞中均表达 , 有研究表明BMP4
在骨骼发育过程中发挥了重要的调控作用 [1~3]。骨骼

的成骨方式有两种：软骨内成骨和膜内成骨。软骨

内成骨是长骨发育的主要形成方式, 包含软骨形成
和骨形成两个密切相关的过程。BMP4 敲除杂合子
小鼠表型为轴前多趾, BMP4/7双杂合子比单杂合子
动物肋骨和指 (趾 )骨发生异常的几率高 [4], 提示
BMP4是骨骼发育的重要分子。BMP4经典基因敲除
小鼠胚胎期死亡 [5], 获得BMP4 条件性敲除小鼠技
术要求高、中靶率低、并且比较费时、费力, 因此
对于BMP4 在体内的作用研究受到很大的影响, 目
前对于BMP4 的研究大多是在体外细胞或者组织培
养方面进行。条件性RNA干扰技术为在体(in vivo)
研究BMP4 在特定器官、组织和细胞的功能提供了
一个较好的研究手段, 它可以有效的避免胚胎期致
死, 从遗传水平上解剖BMP4的在特定细胞、组织和
器官的生理功能。条件性RNA干扰技术是利用特定
启动子(U6和H1)和Cre/LoxP系统干扰基因在特定组
织或者细胞中的表达 , 以达到研究基因功能的目
的。在本研究中, 我们构建了基于U6 和Cre/LoxP系
统的BMP4 条件性RNAi真核表达载体, 将两侧插入
LoxP序列的neo基因置于U6 远端启动子和近端启动
子之间, neo基因的存在使得U6 启动子不能启动针
对BMP4 的siRNA, 仅在有Cre重组酶表达的细胞或
组织才能启动针对bmp4基因的干扰片段表达; 通过
显微注射方法获得BMP4 条件性RNAi转基因小鼠, 
利用细胞特异性表达Cre重组酶的Col2a1-Cre转基因
小鼠与该小鼠交配, 获取在成软骨前体细胞中敲低
BMP4 的RNAi小鼠, 从而为建立研究BMP4 在软骨
中的功能奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  主要试剂和仪器 

pBSK/U6-neo 真核表达载体由美国国立卫生研

究院(NIH)邓初夏教授惠赠; DH5α 感受态细菌由本
室保存; 质粒提取试剂盒购于 Omega 公司; 限制性
内切酶、其他工具酶和 RT-PCR 试剂盒均购于

TaKaRa公司; RNA提取试剂盒购于 GENEMEGA公
司, DNA 琼脂糖凝胶纯化试剂盒购于 Qiagen 公司; 
凝胶成像系统及相关软件购于 Bio-Rad 公司; 其他
试剂为国产分析纯试剂。 

1.2  实验动物 

在成骨和软骨前体细胞中表达 Cre 的 Col2a1- 
Cre 转基因小鼠由军事医学科学院杨晓教授惠赠 ; 
SPF 级 FVB/NJ 小鼠购于上海斯莱克实验动物有限
公司 , 饲养于第三军医大学大坪医院实验动物中
心。所有动物实验操作均按第三军医大学实验动物

管 理 委 员 会 要 求 进 行 ( 执 行 标 准 SYXK( 军
2002032))。 

1.3  靶序列的选择 

干扰靶序列选小鼠 B M P 4  m R N A序列
(GI:121949822)375 nt~395 nt[6], 针对bmp4的靶点序
列为: 5′-GGCTCCCAAGAATCATGGACT-3′。经
NCBI网上(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/)行
序列同源分析, 确保抑制基因的特异性, 然后根据
pBSK/U6-neo载体和靶序列预测转录形成发夹状
RNA(short heparin RNA, shRNA)(图 1), shRNA茎环
处设计为酶切位点, 由上海生工生物工程技术服务
有限公司合成。序列分别为 ,  E1: 5′- GCTCCC- 
AAGAATCATGGA CTA-3′; E2: 5′-AGCTTAGTCC- 
ATGATTCTTGGGAGC-3′; F1: 5′-AGCTTAGTCC-  

 
 
图 1  预期转录形成针对 BMP4 的发夹状 RNA 
Fig. 1  Prediction of form shRNA with a 6-bp stem loop tar-
geting the BMP4 gene  
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ATGAT TCTTGGGAGCCTTTTTG-3′; F2: 5′AAT- 
TCAAAAAGGCTCCCAAGAATCATGGACTA-3′。 
预期转录形成 shRNA示意图见图 1。 

1.4  BMP4CRNAi载体构建和鉴定 

将合成的成对寡核苷酸 E1、E2和 F1、F2分别
用灭菌去离子水稀释至 10 ng/μL 。各取 100 μL, E1
和 E2混匀为 E, F1和 F2混匀为 F后, 分别 95℃变
性 5 min, 自然冷却复性, 形成双链。先将 E片段插
入线性化的 pBSK/U6-neo 质粒载体, 然后再插入 F
片段。用含 50 μg/mL氨苄西林的 LB 平板筛选阳性
克隆, 用 PCR 鉴定载体是否构建成功, 构建成功的

载体进行测序(由上海英骏生物技术有限公司完成)
确认, 整个过程如图 2所示。 

1.5  BMP4CRNAi转基因小鼠制备 

大量扩增经鉴定构建成功的 BMP4CRNAi 质   
粒, 然后经 AflⅢ和 KpnⅠ双酶切后获取大小约 2.7 
Kb目的基因片段, 对超数排卵获取的 0.5 d FVB/NJ
小鼠受精卵行显微注射, 然后移植到同期发情的假
孕昆明白母鼠。G0代转基因小鼠用 neo 基因的通用
引物 TW12(5′-ATCGCCTTCTATCGCCTTCTTG- 
ACGAGTTC-3′)和 E2 进行 PCR 鉴定, 扩增片段约
600 bp。 

 

 
 

图 2  BMP4CRNAi 载体构建示意图 
Fig. 2  Construction of the BMP4CRNAi vector 
 
1.6  成骨和软骨前体细胞 (Osteo-Chondro-progeni- 

tor cell)特异性干扰 BMP4小鼠的制备 

利用所获得的 G0 代 BMP4CRNAi 转基因小鼠与

FVB/NJ交配, 获取稳定传代的 BMP4CRNAi转基因小

鼠, 然后与Col2a1-Cre转基因小鼠交配。后代用 PCR
方法进行基因型鉴定 , 鉴定引物为 E2+TW12 和
Col2F1(在 Col2a1 启动子上)+Col2R1(在 Cre 上), 
Col2F1 序列为 5′-GAGGGTCCAGCCCGAGCTACT 
T-3′, Col2R1序列为 5′-GCATCGACCGGTAATGC- 
AGGC-3′。经 PCR鉴定两对引物均为阳性的小鼠为
成骨和软骨前体细胞特异性干扰 BMP4 表达的小鼠
(BMP4Col2a1-RNAi)。 

1.7  BMP4Col2a1-RNAi小鼠干扰效率鉴定 

取新生小鼠, PCR 鉴定基因型, 同时分离软骨
细胞, DMEM/F12(1:1)培养基(含青、链霉素和 10％
FBS)中培养 2代, 提取软骨细胞总 RNA。 

RT-PCR检测 BMP4 mRNA的表达。BMP4的上、下
游引物分别为 5′-GAGGGATCTTTACCGGCTCC-3′, 
5′-GTTGAAGAGGAAACGAAAAGCAG-3′; 内参
β-actin, 序列分别为 5′-GATCTTGATCTTCATGG- 
TGCTAGG-3′和 5′-TTGTTACCAACTGGGACGAC- 
ATGG-3′。扩增条件：94℃ 4 min; 94℃ 40 s, 58℃ 
40 s, 72℃ 1 min 30个循环; 72℃ 10 min, 4℃保存。
RT-PCR产物行琼脂糖凝胶电泳, 然后用凝胶成像系
统软件对结果进行半定量分析。 

2  结果 

2.1  BMP4CRNAi载体构建 

核酸片段 E1 和 E2 变性后复性形成的 DNA 片
段 E 通过 ApaⅠ和 HindⅢ酶切位点插入 pBS/U6－
neo 载体, 挑取菌落 U6-E1 到 U6-E5, 用引物 E2 和
TW12进行 PCR筛选, 结果如图 3所示, 阳性结果表
示成功插入片段 E。将 F1 和 F2 变性后复性为 F,    
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图 3  pBS/U6-E 载体 PCR 筛选结果 
Fig. 3  PCR results of pBS/U6-E 
 
将 F 插入阳性载体 U6-E, 分别用引物 E2+TW12   
和 F1+T3 进行 PCR 筛选, 2 对引物均阳性的转化子
为构建成功的载体。筛选结果如图 4 所示。双阳性 

质粒pBS/U6-EF-3进行测序验证。测序结果如图5所示。 
 

 
 

图 4  pBS/U6-EF 载体 PCR 筛选结果 
Fig. 4  PCR results of vector pBS/U6-EF 

 

 
 
图 5  pBS/U6-EF-3 质粒测序结果 
Fig. 5  Sequencing result of plasmid pBS/U6-EF-3 

 
2.2  BMP4CRNAi转基因小鼠制备 

构建成功的 BMP4 条件性干扰载体 pBS/U6- 

EF-3 用 KpnⅠ和 AflⅢ双酶切后行琼脂糖凝胶电泳, 
然后切取目的片段进行 DNA 纯化。纯化后的 DNA
片段对 FVB/NJ超数排卵后获取的 0.5 d的受精卵进
行显微注射, 然后移植到同期发情的假孕母鼠。出
生后的G0代小鼠如图 6所示, 箭头所指为G0代阳性

小鼠。13 只 G0代小鼠中有 2 只鉴定为 PCR 阳性。
G0代转基因小鼠 PCR鉴定见图 7。 

 

 
 

图 6  G0 代转基因小鼠 
箭头所指为 G0代阳性小鼠。 
Fig. 6  Transgenic BMP4cRNAi mice  
Arrowed is transgenic positive mice.      
 

 
 

图 7  G0 代 PCR 鉴定结果 
M: 标准 DNA分子量; 1,2：样本; P：阳性对照。 
Fig. 7  Genotyping of transgenic offspring 
M: DL2000 marker; 1,2: Offspring; P: Positive control. 
 

2. 3  BMP4成骨-软骨特异性 RNAi(BMP4col2a1-RNAi)
小鼠制备 

G0代 BMP4CRNAi转基因小鼠与 FVB/NJ 小鼠连
续交配 3 代, 获取相对稳定传代的转基因小鼠后再
与 Col2a1-Cre转基因小鼠交配, 通过 PCR筛选获取
BMP4Col2a1-RNAi小鼠。PCR鉴定结果如图 8所示, Cre和
干扰片段检测均为阳性的小鼠为 BMP4Col2a1-RNAi小鼠。 

2.4  BMP4col2a1-RNAi小鼠敲除效率鉴定 

分离 BMP4Col2a1-RNAi 小鼠原代软骨细胞, 提取
总 RNA, 然后通过半定量 RT-PCR检测 BMP4在软
骨细胞中的表达。结果如图 9 所示。BMP4 扩增片 
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图 8  BMP4col2a1-RNAi 小鼠 PCR 鉴定结果 
1~12：小鼠编号; M：标准 DNA分子量。   
Fig. 8  genotyping of BMP4col2a1-RNAi mice 
1-12：No. of offsprings; M：DL2000 marker. 

 
段为 180 bp 左右, β-actin 为 760 bp 左右。通过
Bio-Rad 凝胶成像系统软件对光密度分析结果敲除
效率为 81％。 
 

 
 

图 9  BMP4 在软骨中的干扰效率鉴定结果 
MT：BMP4col2a1-RNAi干扰小鼠; WT：野生型小鼠; M：标准 DNA分
子量。  
Fig. 9  Interference efficiency of BMP4 in chondrocytes as-
sessed by semi-quantitive RT-PCR 
MT: BMP4col2a1-RNAi mice; WT: Wild type mice; M: DL2000 marker. 
 

3  讨 论 

BMPs是骨骼发育过程中重要的调控分子 [7], 可
促进软骨形成和骨形成 [8~10], BMPs在骨折修复方面
也有着重要的作用。因此BMPs的生理功能以及在骨
折基因治疗方面越来越受到重视 [11, 12]。BMPs相互
之间的功能部分可以互相代偿, 因此, 大部分BMPs
基因敲除小鼠的表型不明显, 但是BMP2和BMP4敲
除后均导致小鼠胚胎期死亡, 从而限制了对其基因
功能的研究。目前对BMP4 的研究大部分停留在细
胞或者体外组织培养水平 [13, 14], 然而体外的研究结
果与体内的生理功能并不一定完全一致 , 因而
BMP4 在机体发育中的作用及分子机制还有待进一
步研究。由于Bmp4基因经典敲除后导致胚胎期死亡, 
而条件性敲除小鼠的获得费时、费力并且技术条件

要求高, 为此, 我们设计通过条件性RNAi技术制备
bmp4 条件性RNAi转基因小鼠, 然后通过与不同的
组织特异性Cre转基因小鼠交配, 研究BMP4 在不同
发育阶段, 不同组织中的作用和分子机制。2003年, 

Gratsch等 [6]用尾静脉注射方法注射针对BMP4 的
siRNA片段 , 并检测到该片段的表达 ; 2007 年 , 
Shuman等 [15]通过向孕鼠注射表达BMP4 shRNA片
段的质粒研究BMP4 在面部发育中的作用, 但是注
射的目的片段没有整合到生殖细胞基因组中, 所以
目的片段不能传代 , 此外 , 该方法组织特异性差 , 
并可能引起核酸免疫排斥反应, 因此该方法的应用
受到一定限制。本实验通过制备BMP4 条件性干扰
转基因小鼠, 同时借助于U6 启动子和Cre/LoxP系统, 
从而可以有效的研究BMP4 在软骨以及其他组织中
的作用。 

RNA干扰技术是近年来发展起来的一种研究基
因功能、基因治疗等的新技术, 应用十分广泛。同
时利用转基因技术和Cre/LoxP系统的可调控性, 制
备条件性RNAi转基因小鼠可以巧妙的利用不同启
动子驱动的Cre实现器官、组织或者细胞特异性敲低
特定基因的功能。本实验利用pBSK/U6 neo载体,将
针对BMP4 的寡核苷酸序列设计成具有回文结构的
模板链,能够转录出具有互补序列的单链RNA ,自身
折叠形成发夹样双链RNA。通过制备在体内持续表
达针对bmp4 的shRNA转基因小鼠可以有效的研究
该基因的功能。与细胞特异性表达Cre的Col2a1-Cre
转基因小鼠交配, 获得的后代分离软骨细胞检测干
扰效率为 81％, 由此我们认为该技术是可行的。条
件性RNAi不需要基因敲除方法的复杂载体构建、基
因打靶、ES细胞筛选等过程, 因此该技术相对于经
典的基因敲除或者条件性基因敲除具有省时、省力、

节约资金的优点。但是该技术也存在一定缺陷 , 
RNAi是在转录水平干扰目的基因表达, 而不是像经
典基因敲除可以彻底敲除目的基因, 仅仅是敲低目
的基因, 因此该技术只能作为基因功能的初步研究
结果。与经典基因敲除相比, 条件性基因干扰和条
件性基因敲除都必须制备组织特异性启动子驱动的

Cre转基因小鼠, 并且都需要较为复杂的小鼠交配方
案, 显得耗时; 此外, RNAi存在脱靶和靶向的问题, 
为了避免脱靶和解决靶向性问题, 可以通过体外细
胞实验验证干扰效率和改变靶序列的设计来解决。

总之, RNAi干扰技术为快速、初步研究基因功能提
供了较好的工具。此外, RNAi技术的应用也逐渐引
起人们的重视, Shukla等 [16]已经在小鼠上成功应用

该技术治疗成纤维细胞生长因子 2 型受体
(FGFR2)S252W点突变引起的囟门早闭, 显示该技
术在基础研究以及临床治疗上具有较好的应 
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用前景。 
本实验所用pBSK/U6-neo载体在U6 启动子近端

和远端之间插入LoxPneo序列, 这可以阻断U6 启动
子的功能 [17, 18], 酶切获得的DNA片段包含整个调控
序列、neo基因以及干扰序列, 将该片段通过显微注
射整合入小鼠基因组中 , 获得BMP4CRNAi小鼠。

BMP4CRNAi小鼠与不同组织特异性启动子驱动的Cre
转基因小鼠交配, 去除LoxP位点之间的neo基因, 在
特定的组织细胞内重新使U6启动子发挥功能, 持续
转录针对BMP4的siRNA, 从而获得不同组织、细胞
特异性干扰bmp4 基因的小鼠模型, 为进一步研究
BMP4 的生理功能提供了除经典基因敲除和条件性
基因敲除之外的新手段。本实验用BMP4CRNAi小鼠与

Col2a1-Cre转基因小鼠交配 , 然后分离原代软骨细
胞检测BMP4 干扰效率。检测结果表明：成功建立
BMP4 条件性RNAi小鼠模型    —BMP4CRNAi小鼠

模型, 这为研究BMP4 在不同组织中的作用奠定了
基础。81%干扰效率的BMP4Col2a1-RNAi小鼠的获得为

研究BMP4 在软骨细胞中的作用提供了较好的动物
模型。 
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