
ww

   

收稿

基金

作者

通讯

DO
网络

UR

F

梁

1. 

2. 

摘

在调

章以

髁突

3 周

胞层

骨髁

形态

关

A
de

Xi
Ch
1. D
2. D

Ab

sea

ord

lar

ph

dis

of 

als

Hereditas 

ww.chinagene

             

稿日期: 201410

金项目: 国家重点

者简介: 梁鑫，硕

讯作者: 王萍，博

OI: 10.16288/j.ycz
络出版时间: 201

RL: http://www.cn

 

FGFR2

梁鑫 1，张

重庆医科大学

第三军医大学

要: 成纤维细

调控软骨内成

以 FGFR2 功能

突不同生长发

周龄小鼠髁突

层宽度都比同

髁突的表达高

态异常，抑制

关键词: 下颌骨

A gain-of-
evelopme

in Liang1, 
hen Qu1, Pi
Department of S
Department 4, D

bstract:  The

al cartilage con

der to explore

r condylar grow

ology by mean

splayed narrow

1 week, 3 wee

so assessed the

(Beijing)  20

e.cn 

           

028; 修回日期:

点基础研究发展规

硕士，专业方向：

博士，教授，研究

zz.14-370 
5-3-11  9:18:41

nki.net/kcms/deta

2 功能增

张波 2，刘苹

学附属第一医院

学大坪医院野战

细胞生长因子受

成骨过程中发挥

能增强型点突

发育阶段的组织

突肥大软骨细胞

同窝野生型窄，

高于同窝野生型

制髁突软骨内成

骨；髁突；成纤

function 
ent on m

Bo Zhang2

ing Wang1 
Stomatology, Firs
Daping Hospital,

e development

ntrolling both c

e the importan

wth, we introd

ns of safranin-

wer width of th

eks and 6 week

e expression of

15年 6月, 37(6

: 20150120 
规划项目(973计

：口腔内科学。

究方向：牙髓根尖

 
ail/11.1913.R.201

增强对

苹 2，翁土

院口腔科，重庆

战外科研究所第

受体 2(Fibrobl

挥着重要作用。

突变(Fgfr2+/S252

织形态；利用免

胞中的表达。结

，钙化软骨细胞

型小鼠(P<0.00

成骨，从而导致

纤维细胞生长

mutation
mice 

2, Ping Liu2

st Affiliated Hos
, Research Instit

t of the skelet

chondrogenesi

nt effect of fib

duced gain-of-

-o/fast green s

he mandibular 

ks and faster de

f type X colla

6): 561―567

划)(编号：2011C

E-mail: 6540662

尖周病、口腔颅

50311.0918.002.

对小鼠下

土军 2，张

庆 400016； 

第四研究室，重

ast growth fac

。为了探讨 F

2W)小鼠为研究

免疫细胞化学

结果显示，1 周

胞层退化时间

01)。结果表明

致下颌骨髁突

长因子受体 2

n in FGF

2, Tujun W

spital, Chongqin
tute of Surgery, T

ton is regulate

s and osteogen

broblast growth

-function Fgfr2

staining at the 

condylar grow

egradation of t

gen (Col X) in

CB964701)资助

62@qq.com 

颅颌面组织生长发

html 

下颌骨髁

张莉 2，贺

庆 400042 

ctor receptor, F

GFR2 功能增

究对象，采用番

学染色和实时荧

周龄、3 周龄和

间早，骨小梁钙

明，FGFR2 功

突发育畸形。

FR2 influe

Weng2, Li Zh

ng Medical Unive
Third Military M

ed by numerou

nesis such as fi

h factor recep

2+/S252W mice, 

stage of 1 we

wth plate, stron

he calcified ca

n mandibular c

发育研究。E-mail

髁突发

龙珠 1，李

FGFR2)是参与

增强对小鼠下颌

番红固绿染色研

荧光定量 PCR

和 6 周龄突变

钙化绿染程度深

功能增强可导致

ences ma

hang2, Lon

ersity, Chongqin
Medical Universi

us signaling m

broblast growt

ptor 2 (FGFR2

and investigat

eek, 3 weeks a

nger stainings 

artilage cell lay

condyle at the 

l: cqcnwp@sina.c

发育影响

李芳菲 2，

与调控骨骼发育

颌骨髁突生长发

研究 Fgfr2+/S2

方法检测 X 型

变型小鼠下颌骨

深；Col X 在突

致小鼠下颌骨髁

andibular

ngzhu He1, 

ng 400016, Chin
ity, Chongqing 4

molecules expre

th factor recept

2) in the proce

ted mandibula

and 6 weeks. T

of trabecular b

yer at the stage

stage of 3 we

研

com 

响 

屈晨 1，

育的重要分子，

发育的影响，文

252W 小鼠下颌骨

型胶原(Col X)在

骨髁突的软骨细

突变型小鼠下颌

髁突软骨层组织

r condyla

Fangfei Li

a; 
400042, China 

essed in epiph

tors (FGFRs). 

ess of mandib

ar condylar mo

The mutant mi

bone at the sta

e of 6 weeks. W

eks by immun

研究报告 

王萍 1 

，

文

骨

在

细

颌

织

ar 

i2, 

hy-

In 

bu-

or-

ce 

ge 

We 

no-



 

56

 

  

his

clu

mi

Ke

内

成

FG

其

cep

的

畸

研

变

其

Fg

变

靶

似

同

AS

用

通

髁

FG

 
表

小

qR

62 

 

  

stochemical sta

usion, the gain

ty of mandibu

eywords: man

下颌骨髁

成骨受多种

成纤维细胞生

GFs)是参与软

其特异性的受体

ptor)1~4[3]结

Apert 综合

人类颅缝早

畸形、下颌反

研究表明，AS

变，即 Fgfr2 S

其中 66%的 A

gfr2+/S252W小

变小鼠导致 FG

靶细胞的 FGF

Fgfr2+/S252

似人类 Apert综

时伴有严重

S患者下颌反

不同生长发育

通过对 Fgfr2+/

髁突进行组织

GFR2功能增

1  小鼠基因

用途 

小鼠基因型鉴定 

RT-PCR 

aining and rea

n-of-function m

lar condyle car

ndibular; condy

突的发育由

生长因子介导

生长因子 (F

软骨内成骨的

体 FGFR(Fib

结合才能发挥功

合征(Apert s

闭综合征，以

 畸形、侏

S 主要由两种

Ser252Trp或

AS 由 Fgfr2 

鼠为 Fgfr2 S

GFR2与配体

R2功能持续
2W 突变小鼠有

综合征颅骨表

的反 畸形

反 畸形的良

育阶段的 Fgf
/S252W小鼠及

织学及分子生

增强对下颌骨髁

因型鉴定及 qR

基

Cre

neo

Fgf

Col

GA

l-time PCR. T

mutation in FG

rtilage in mice

yle; fibroblast g

软骨内成骨完

导的信号通路

Fibroblast gr

的重要分子[2]

broblast grow

功能。 

syndrome, AS

以冠状缝早闭

侏儒和并指/趾

种 FGFR2 功能

者 Pro253Ar

Ser252Trp

Ser252Trp突变

体结合的范围

续增强[5]。 

有明显的颅颌

表型，即圆颅和

。Fgfr2+/S252W

良好动物模型

gfr2+/S252W小鼠

同窝野生型小

生物学对比

髁突发育的影

RT-PCR 引物

基因 

e 

o 

fr2+/S252W 

l X 

PDH 

Hereditas

The results sho

GFR2 resulted i

e, which inhibit

growth factor re

完成[1]。软骨

路调控，其中

rowth factor
]。FGFs 需与

wth factor re

S)是一种常见

闭、颅颌面部

趾为典型体征

能增强型点突

rg突变引起，

突变引起[4]。

变小鼠，该突

扩大，从而使

颌面畸形，类

和短颅畸形，
W小鼠是研究

型[6]。本研究选

鼠为研究对象

小鼠的下颌骨

比研究，探索

影响。 

物序列 

C1：G

C2：C

R2-7R

RINA

R2-7R

R2I6F

F：G

R：C

F：G

R：C

s (Beijing)  20

wed that Col X

in histopatholo

ted endochond

ceptor 2 

骨

中

s, 

与

e-

见

部

征。

突

。

突

使

类

究

选

象，

骨

索

1  材

1.1  实

Fg

(Nation

C57BL

动物中

小鼠和

景皆为

1.2  方

1.2.1 

小

所需引

成。引

1.2.2 

Fg

子代将

因型鉴

验。F

C57BL

引物序

GCC TGC ATT A

CAG GGT GTT 

R2：TTG ATC C

A：CCA GAC TG

R2：TTG ATC C

F1：TAG GTA G

CA GCA TTA C

CAT GAT TGC A

GT GAA GGT C

CTC GCT CCT G

015

X was increase

ogical abnorma

dral bone forma

材料和方法

实验动物 

Fgfr2+/S252W-neo

nal Institute

L/6J小鼠由解

中心提供。F

和 EIIA-Cre小

为 C57BL/6J；

方法 

引物设计

小鼠基因型鉴

引物由上海生

引物序列见表

Fgfr2+/S252W

Fgfr2+/S252W-neo

将获得约 1/4

鉴定明确为 Fg

Fgfr2+/S252W-ne

L/6J野生型小

序列(5′→3′) 

ACC GGT CGA 

ATA AGC AAT 

AC TGG ATG T

GC CTT GGG A

AC TGG ATG T

GTC CAT AAC 

CGA CCC AAG A

ACT CCC TGA A

CGG TGT GAA 

GGA AGA TGG 

ed in the muta

alities and dev

ation. 

o 小鼠购自美

s of Health

解放军第三军

Fgfr2+/S252W 小

小鼠交配后获

所有小鼠均

鉴定及实时荧

生工生物工程

表 1。 

W 模型小鼠的

o小鼠和 EIIA

数量的 Fgfr

Fgfr2+/S252W突
eo 小鼠和 E

小鼠交配得以

TGC  

CCC 

TGG GGC 

AAA AGC 

TGG GGC 

TCG G  

AT 

AG  

CG  

TG 

ant mice. In co

velopment defo

美国国立卫生

，NIH)。EI

军医大学大坪

小鼠由 Fgfr2

获得。所有小

均为 SPF级。

光定量 PCR(

程技术股份有

的保种繁殖 

IA-Cre 小鼠进

r2+/S252W小鼠

突变小鼠后进

EIIA-Cre 小鼠

以繁殖[7]。 

产物长

4

4

520

1

2

第 37卷 

on-

or-

生研究院

IIA-Cre、

坪医院实验

2+/S252W-neo

小鼠遗传背

 

(qRT-PCR)

限公司合

进行交配，

鼠，通过基

进行后续实

鼠分别与

长度(bp) 

481 

400 

0/460 

190 

233 



 

第 6期 梁鑫等: FGFR2功能增强对小鼠下颌骨髁突发育影响 563 

 

    

1.2.3  小鼠基因型鉴定 

分别剪取出生 10 d的 EIIA-Cre、Fgfr2+/S252W-neo、

Fgfr2+/S252W 小鼠脚趾，经组织提取获得各自的基因

组 DNA。分别对 Cre 基因、neo 基因、Fgfr2+/S252W

小鼠基因组的突变位点进行 PCR扩增。PCR扩增体

系(PCR Amplification Kit (R011), TaKaRa)包括：

2×PCR mix 10 μL，上游引物 0.5 μL，下游引物 0.5 μL，

DNA 1 μL，超纯水补足体积 20 μL。扩增条件：94℃

预变性 4 min；94℃ 30 s，58℃ 30 s，72℃ 30 s，共

35个循环；72℃延伸 10 min。扩增后进行琼脂糖凝

胶电泳，凝胶自动成像仪记录电泳图谱。 

1.2.4  番红固绿染色 

选取 1 周龄、3 周龄和 6 周龄 Fgfr2+/S252W小鼠

及同窝对照野生型小鼠各 3只，取右侧下颌骨固定、

脱钙、酒精梯度脱水、二甲苯透明、包埋、切片。

常规石蜡切片脱蜡、复水，番红 O (Sigma, USA)染

色，流水冲洗，固绿(上海生工生物工程技术股份有

限公司)染色，冰醋酸快速漂洗，流水冲洗，常规脱

水、透明、封片，光学显微镜下观察。 

1.2.5  免疫细胞化学染色     

选取 3周龄 Fgfr2+/S252W小鼠及同窝对照野生型

小鼠各 5 只，取右侧下颌骨固定、脱钙、脱水、透

明、包埋、切片。常规石蜡切片脱蜡、复水，参照

试剂盒说明书(SP9001，北京中杉金桥生物技术有限

公司)SP 法进行抗 Col X (Rabbit polyclonal against 

mouse(ab58632)，Abcam ) 免疫细胞化学染色，DAB

显色，苏木精复染，常规脱水、透明、封片，光学

显微镜下观察。  

1.2.6  实时荧光定量 PCR 检测基因表达  

选取 3周龄 Fgfr2+/S252W小鼠及同窝对照野生型

小鼠各 5 只，解剖显微镜下分离得到小鼠右侧下颌

骨髁突软骨层，提取总 RNA (TRIzol, Invotrogen)，

逆转录成 cDNA ，检测软骨晚期标志基因 Col X表

达情况。PCR扩增体系：2×master mix 10 μL，上游

引物 0.4 μL，下游引物 0.4 μL，cDNA 2 μL，ROX 0.2 μL，

ddH2O 7 μL (SYBR® Premix Ex Taq™ II (RR820A), 
TaKaRa)。扩增条件：95℃预变性 30 s；95℃ 5 s，57℃ 

30 s，40个循环；95℃ 15 s，57℃ 30 s至 95℃ 15 s连

续扫描，0.2℃/s进行溶解曲线分析。以内参基因(GAPDH)

进行校正。每次做 3个复孔，每个基因重复 3次。 

1.2.7  统计学处理 

Col X 免疫细胞化学染色阳性细胞的积分光密

度值(IOD)及 mRNA表达结果以均值±标准差( sx  )

表示，采用 SPSS 19.0统计软件进行数据分析，对两

样本均数比较采用成组 t 检验方法。P<0.05 为有统

计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  PCR产物电泳鉴定结果 

电泳结果显示：位于 481 bp处有单一条带鉴定

为 EIIA-Cre小鼠，无条带的为野生型小鼠(图 1A)；  
 

 
 

图 1  小鼠基因型鉴定电泳图 
A：EIIA-cre小鼠基因型鉴定结果(481 bp)，无条带为野生型小鼠；

B：Fgfr2+/S252W-neo小鼠基因型鉴定结果(400 bp)，无条带为野生

型小鼠；C：Fgfr2+/S252W小鼠基因型鉴定结果(520 bp/460 bp)，

无条带及单条带者皆为野生型小鼠。MT：Fgfr2+/S252W小鼠；WT：

野生型小鼠。 
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层，钙

能，是髁

骨内成

重要细

调节软

型胶原

是肥大

程中发

关节的

近

病有密

颅颌面

Yasuda

关节髁
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增殖层和肥

软骨细胞层已

成熟。 

免疫组化检测

采用 Image-pr
+/S252W小鼠和

胞进行积分光
+/S252W小鼠 C

001)(图 4：A

Fgfr2+/S252W小

周龄 Fgfr2+/S

达较野生型小

讨  论 

下颌骨髁突发

了颅骨和锁骨

过软骨内成骨

质细胞分化为

并有序排列形

代形成骨骼[8]

软骨细胞开始

化为肥大软骨

髁突软骨是覆

由纤维软骨

结构[10]，各

纤维层，增殖

钙化软骨细胞

髁突生长发育

成骨过程中最

细胞；它是终末

软骨基质的钙

原(Col X)是肥

大软骨细胞特

发挥着重要作

的发育及咬合

近年来大量研

密切关系，其中

面畸形、软骨发

a等[13]报道 F

髁突发育缺陷

肥大层软骨细

已完全被骨组

测 Fgfr2+/S252W

ro Plus 6.0图

和野生型小鼠

光密度值 (IO

Col X 的表达

A，B，C)。 

小鼠髁突 Col

S252W小鼠下颌

小鼠明显上调

发育由软骨内

骨等扁骨外，

骨发育形成。

为软骨细胞，

形成生长板，
]。其中生长

始，逐渐分化

骨细胞[9]。 

覆盖于下颌骨

骨组成。髁突

各层界限分明

殖浅层，增殖

胞层。增殖层

育的细胞来源

最为活跃的细

末软骨细胞，

钙化、最终引

肥大软骨细胞

特有的标志蛋

作用[11]。髁突

合关系的建立

研究发现 FGF

中 FGFR1-3突

发育不良等人

Fgfr3 P244R

陷。Fgfr2不同

细胞数量明显

组织替代，骨

W小鼠髁突 C

图像分析软件

鼠髁突表达 Co

OD)分析，结

达明显高于野

l X mRNA的

颌骨髁突 Col 

调(P<0.001)(图

内成骨完成[1]

其他大部分

在这种成骨

然后软骨细

最后软骨组

长板软骨细胞

化为增殖软骨

骨髁突表面的

突软骨有其特

明，从外到里

殖深层，肥大

层细胞具有增

源；肥大软骨

细胞，是调节

可以诱导血

引导骨组织生

胞特异性合成

蛋白，在软骨

突软骨细胞层

有着重要影响

F信号与骨骼

突变可导致颅

人类骨骼发育

R点突变可导

同位点突变可
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减少，而

骨小梁形态

Col X表达 

件对 3周龄

ol X 的阳

结果表明

野生型小鼠

的表达 

X mRNA

图 4：D)。 

。全身骨

分的骨骼都

骨方式中，

胞增殖、

织被骨组

的分化从

骨细胞，最

一层结缔

特有的“层

里依次为：

大软骨细胞

殖分化功

细胞是软

骨生长的

血管生成、

生成 [9]。X

成的胶原，

骨内成骨过

层对颞下颌

响。 

骼发育及疾

颅缝早闭、

育疾病[12]。

导致颞下颌

可导致各种
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图 3  突变型小鼠(MT(Fgfr2+/S252W))和同窝对照野生型小鼠(WT)髁突番红固绿染色 
A, C, E：突变型小鼠髁突组织切片；B, D, F；野生型小鼠髁突组织切片。A, B：1周龄小鼠；C, D：3周龄小鼠；E,F：6周龄小鼠。

放大倍数：×400；bar：20 µm。 
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4  突变型小

3周龄突变型小

鼠髁突 Col X 阳

00；bar：20 µm

遗传疾病，如

CS)[14]和 Pfeif

现出明显的反牙

在调控下颌骨髁

本文分别对 Fg

生长阶段的

gfr2+/S252W 小

鼠，表明 FGFR

长受到抑制。F

较同发育时期

较野生型小鼠更

可导致小鼠

gfr2+/S252W小

表明 FGFR2功

于野生型小鼠

综上所述

骨细胞增生，

下骨化中心的

停止生长发育

发育异常，呈

小鼠(MT(Fgfr
小鼠髁突 Col X

阳性细胞的积分

m；***：P<0.00

Apert综合征

ffer综合征(P

牙合畸形。因

髁突发育中有

gfr2+/S252W小

下颌骨髁

鼠髁突软骨细

R2功能增强

Fgfr2+/S252W 小

的野生型小

更早形成，由

鼠髁突生长

鼠髁突 Col X

功能增强型小

，髁突软骨组

，FGFR2功

并活化肥大软

骨小梁提早骨

，从而使 Fgf

呈现出反  

r2+/S252W))和同

X免疫细胞化学染

分光密度值(IOD)

01。 

征(AS)[4]、Cr

PS)[15]等，患者

此 FGFR2/FG

有着至关重要

鼠和野生型小

突进行组织

细胞层厚度窄

可使小鼠髁突

小鼠髁突钙化

鼠更早退化，

由此可见，F

长发育周期

X的表达高于

鼠的肥大软骨

组织更快骨化

能增强可抑制

软骨细胞，导

骨化，较野生

gfr2+/S252W小鼠

畸形。有关

Hereditas

同窝对照野生

染色；B：3周龄

)统计(n=5)； D：

rouzon综合征

者颌面部均表

GFs信号通路

要的作用。

小鼠 3个不同

织学研究，

窄于野生型小

突软骨细胞生

化软骨细胞层

，髁突骨小梁

FGFR2功能增

变短。同时

于野生型小鼠

骨细胞活性强

化。 

制髁突各层软

导致髁突软骨

生型小鼠更早

鼠的下颌骨髁
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