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Abstract
誗 AIM: To make further phenotypic analysis by
establishing the mouse model of specific Smad4
conditional gene knockout in ocular tissue by Cre / LoxP
system of this kind of mouse model.
誗 METHODS: Mouse of specific Smad4 conditional
knockout in lens ectoderm ( Le - Cre; Samd4fl / fl or also
called mutant mouse) was obtained by mating the Pax6
promoter- driven Cre transgenic mouse ( Le - Cre) with
Smad4 wildtype mouse ( Smad4 fl / fl) . To confirm that
Smad4 has been conditionally inactivated only in the
specific tissue of ectoderm such as lens, cornea and
ectoderm of the eyelids so on. A series of assays were
carried out to reveal the validity and specificity of Smad4
gene knockout at molecular and cellular levels, including
genotyping by PCR, detection of green fluorescence
protein (GFP) in specific tissue and Smad4 protein. The
expression of Le - Cre from Lacz staining using ROSA26
reporter genes in specific ocular tissue of mice can be
visualized. Preliminary phenotype of mutant mouse was
also observed.
誗 RESULTS: As early as around E10. 0, strong GFP
expression was observed in the embryonic lens and
periorbital ectoderm of the mice, which showed Le - Cre
was expressed in specific target tissue. Through
genotyping for Smad4, Cre and Rosa genes, the mice
were determined if they have carried Cre, Smad4 allele or
Rosa reporter gene. It was further confirmed by lens -
sampled genotyping that Smad4 gene was removed from
some specific tissue such as lens. The spatial - temporal

expression and tissue specificity of Le - Cre recombinase
was also revealed by LacZ staining of Rosa; Le - Cre
double transgenic mouse. According to
Immunohistochemical staining, Smad4 was widely
expressed in normal embryonic eyes, mainly appearing in
the cytoplasm at the early embryonic stage and were
transferred to nucleus with gestation developing, while in
mutant embryonic eyes, Smad4 was void of expression in
Cre - expressed tissues. It was observed that Smad4
mutant mouse could survive the conditional gene
knockout. But those mice showed abnormal appearance
such as microphthalmia, sunken socket, abnormal eyelid
opening, and eyelid closure failure and periocular hair
loss.
誗CONCLUSION: In this study, mouse model of Smad 4
conditional knockout is precisely established and lack of
expression of Smad4 in mutant mice is confirmed by
related genetic and proteic detection. Lack of Smad4
expression in specific ocular tissues of mutant mouse can
result in the abnormality of eye and adnexa, which
provides a reliable animal model to investigate the ocular
development and the roles of Smad4 on it.
誗KEYWORDS:Smad4; conditional gene knockout; Le-Cre;
reporter gene; ocular phenotype
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摘要
目的:利用 Cre / LoxP 系统建立眼组织特异性 Smad4 基因
敲除小鼠并进行初步表型分析。
方法:通过 PAX6 启动子驱动的 Cre 转基因小鼠(Le-Cre)
作为介导敲除的工具鼠,将其与 Smad4 条件基因小鼠
(Smad4fl / fl)结合获得 Le-Cre 特异性 Smad4 基因敲除小
鼠或变异小鼠(Le-Cre;Smad4fl / fl)。 为了证实条件性基
因敲除的特异性及有效性,通过 PCR 技术对小鼠或鼠胚
进行了相关基因分析,特定组织绿色荧光蛋白(GFP)的表
达及 Smad4 蛋白的检测,同时利用 ROSA26 报导基因小鼠
藉 LacZ 染色显示 Le-Cre 在眼组织的表达;并对 Smad4 变
异小鼠的表型进行了观察。
结果:早在 E10. 0 左右,鼠胚晶状体位置及眼周外胚层发
现强荧光的 GFP 表达,表明 Le-Cre 明确出现在特定的靶
组织。 通过小鼠基因型分析,确定了小鼠或鼠胚是否携带
Cre 重组酶基因、Smad4 条件性等位基因和 / 或 Rosa 报导
基因,对小鼠晶体 DNA 的基因分析也证实 Smad4 基因在
某些特异性眼组织内得到剔除。 通过在 Cre 转基因小鼠
导入报导基因,并籍 LacZ 染色对 Cre 重组酶的表达进行
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检测,显示了 Cre 重组酶的时空表达及其表达的组织特异
性。 Smad4 免疫组化染色显示,在正常发育胚鼠眼可见广
泛的 Smad4 表达,早期主要存在于胞浆,随着胚眼发育向
核内转移;而在 Smad4 变异鼠胚眼,结果表明 Smad4 在
Cre 重组酶所表达的组织内缺乏表达。 观察发现 Smad4
变异鼠可以顺利存活,但表现出眼球缩小、眼窝凹陷、眼睑
畸形开放、闭合不能及眼周毛发脱失的外观。
结论:通过基因和蛋白水平的检测证实了 Le-Cre;Smad4
基因敲除鼠的建立及 Smad4 在变异小鼠中表达的缺乏。
Smad4 在眼组织的敲除导致了眼及附属器的明显异常,为
深入了解眼球发育及 Smad4 对其影响的机制提供了一个
可信的动物模型。
关键词:Smad4;条件性基因敲除;Le-Cre;报告基因;眼表型
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0 引言

摇 摇 Smad4 是 Smads 家族成员之一,是转导 TGF-茁 信号
的重要胞浆内信号级联分子,它与活化的受体激活型
Smad4 分子形成复合物,移位至细胞核,与其它转录因子
协同作用,调节 TGF-茁 应答基因的转录[1]。 Smad4 基因
被完全敲除后导致动物在胚胎期即死亡[2],因此无法对其
展开进一步的研究,条件性基因敲除技术的出现解决了动
物致死性难题,允许对该基因的功能进行时空特异性的在
体研究[3]。 目前国际上对 Smad4 在眼部发育中的作用研
究几乎一片空白,国内更是未有开展,而在其它组织器官
发育中的研究表明,该基因的组织特异性敲除会导致其相
应组织发育的异常[4-11]。 因此我们拟采取条件性基因敲
除的方法,使 Smad4 基因的失活仅局限于眼部特定组织,
以便于单纯研究其对眼部发育的影响。 本研究利用 Cre /
LoxP 系统,通过 Smad4fl / fl 小鼠[3]和 Le-Cre(Lens ectoderm
specific Cre)转基因小鼠[12] 的结合建立 Le-Cre;Smad4fl / fl
的条件性基因敲除小鼠模型。 Le-Cre 转基因小鼠携带
Cre-IRES-GFP 基因盒,可通过绿色荧光蛋白(GFP)检测
Le-Cre 的组织特异性表达[13,14]。 本研究还使用了 ROSA26
报告基因,通过 LacZ 染色反映 Le-Cre 表达的特异性。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 本实验中所用动物遵循眼及视觉科学研究动
物使用声明。 Smad4fl / fl 小鼠由美国南加州大学 Dr. Xun
Xu 实验室提供,PAX6 启动子控制下的 Le-Cre 转基因小
鼠来自美国华盛顿大学 Dr. David Beebe 实验室,ROSA26
报告基因小鼠 R26R 品系购自美国 Jackson 公司。 Le-Cre
的小鼠与 Smad4fl / fl 小鼠交配产生 Le-Cre;Smad4fl / +小
鼠,Le-Cre;Smad4fl / +小鼠继而再与 Smad4fl / fl 小鼠交配
产生 Le -Cre;Smad4fl / fl 小鼠,即研究所需要的条件性
Smad4 基因敲除小鼠(Smad4 CKO 小鼠)。 Smad4fl / fl 小鼠
作为对照,即 Smad4 野生鼠(Smad4 WT);R26R 转基因小
鼠与 Le-Cre 转基因小鼠交配后其后代中包含携带 Le-Cre;
R26R 双转基因胚鼠,Le-Cre 转基因小鼠或 R26R 转基因
小鼠作为阴性对照。 胎龄以阴部栓子的检查为基础确定,
该日中午 12颐00 为孕 0. 5d,记为 E0. 5;新生小鼠以出生当
日记作 P0,以此类推。

1. 2 方法
1. 2. 1 小鼠或胚鼠基因组 DNA的提取及基因型检测摇 按
常规提取小鼠或胚鼠的基因组 DNA;PCR 分别扩增 Cre、
Smad4 及 ROSA26,扩增条件如下: (1)Cre 和 Smad4:预变
性 94益,3min;然后 94益变性 30s;56益复性 30s;72益延伸
30s 进行 35 个循环;72益延伸 10min, 4益保温;(2)R26R:
58益复性 30s,余同上。 扩增引物序列见表 1。 PCR 反应
产物经琼脂糖凝胶电泳后以紫外凝胶成像及分析系统照
相记录。
1. 2. 2 组织学检查摇 摇 于解剖显微镜下获取适当胎龄的
小鼠胚胎头部,于 40g / L 的多聚甲醛中 4益固定过夜。 梯
度酒精脱水,石蜡包埋,切片 7. 5滋m 厚,常规 HE 染色观察
形态学。
1. 2. 3 LacZ 染色摇 LacZ 染色液配制:溶液 1:2mmol / L 氯
化镁,0. 1g / L 脱氧胆酸钠,0. 2g / L NP-40,PBS(pH 7. 0 ~
7郾 2);溶液 2:新鲜配制每 165mg 铁氰化钾溶于每 1mL 水
中;溶液 3:新鲜配制每 210mg 亚铁氰化钾溶于每 1mL 水;
染色液:溶液 1 与 X-GAL 以 19颐1 混匀,每毫升混合液加
入 0. 05mL 溶 液 2, 混 合 后 上 述 混 合 液 每 毫 升 加 入
0郾 045mL 溶液 3,混匀后调定 pH=7. 0。
摇 摇 取适当孕期且其后代可能携带 LacZ 报告基因的母
鼠,解剖显微镜下取胚鼠,剥离胚膜备 DNA 分析用;室温
下于 40g / L 甲醛中固定 1 ~ 2h, 染色液室温孵育过夜,PBS
浸洗终止反应;显微镜观察并拍照后组织定向包埋,冰冻
切片 7. 5滋m 厚,室温下干燥 20min,PBS 洗后以核固红 溶
液染色 2min,PBS 洗后以封片剂封片,光学显微镜下观察
并照相。
1. 2. 4 免疫组化 摇 石蜡切片常规脱蜡至水,10mmol / L 枸
橼酸钠缓冲溶液(pH6. 0)微波抗原修复,30mL / L 甲醇-过
氧化氢溶液室温下孵育 10min 阻断内源性过氧化物酶,抗
小鼠一抗孵育:Smad4(1颐100),最终以 DAB 显色,光学显
微镜观察并拍照。
2 结果
2. 1 Smad4 条件性基因敲除鼠及转基因鼠的基因型
鉴定 摇 为证实 Cre 在发育中的晶状体外胚层的表达,我们
检测了晶状体外胚层特异性 GFP 的表达。 早在 E10. 0 左
右,内凹的晶状体及眼周外胚层可见强荧光 GFP 表达
(图 1A ~ D),暗示 Cre 已明确表达于特定靶组织继而发挥
其可能的基因删除作用。
摇 摇 PCR 基因型分析:Le-Cre 的转基因阳性条带为一条
380 bp 大小的片段(图 1E)。 Smad4 由两对引物 a 和 c 及
a 和 b 进行 PCR 扩增,后者扩增 fl 等位基因条带和野生条
带。 如图 1F 所示:左二左三两泳道上方条带代表 fl 等位
基因,下方条带代表野生条带,提示该小鼠基因型为
Smad4fl / +;右一泳道表现为单独一条 450bp 的电泳条带,
代表基因型为 Smad4fl / fl 的小鼠。 Smad4a / c 引物适用于
Le-Cre;Smad4fl / fl 中重组酶所表达组织的剔除条带检测,
可进一步证实 Cre 介导的 Smad4 条件性敲除是否完全。
Smad4 变异型只有一条 500bp 的剔除条带(图 1G 箭头所
示),暗示 Smad4 已经被 Cre 完全切除,而野生型则为一条
390bp 的野生条带(图 1G 短箭所示)。
摇 摇 R26R 基因型分析可以帮助我们确定是否胚鼠携带
报告基因,R26R 引物 1 与 2 合成转基因条带,引物 1 与 3
合成野生型条带。 如图 1H 所示,标准条带左侧的 337bp
条带为转基因片段,而右侧 598bp 条带为野生条带,胚鼠只
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摇 摇 摇 表 1摇 扩增引物序列

Cre1: 5蒺-TAA TCG CCA TCT TCC AGC AG-3蒺 Cre 2: 5蒺-CTC TGG TGT AGC TGA TGA TC-3蒺
R26R1: 5蒺-AAA GTC GCT CTG AGT TGT TAT-3蒺 Smad4 a: 5蒺-AAG AGC CAC AGG TCA AGC AG-3蒺
R26R2: 5蒺-GCG AAG AGT TTG TCC TCA ACC-3蒺 Smad4 b: 5蒺-GGG CAG CGT AGC ATA TAA GA-3蒺
R26R3: 5蒺-GGA GCG GGA GAA ATG GAT ATG-3蒺 Smad4 c:5蒺-GAC CCA AAC GTC ACC TTC AG-3蒺

图 1摇 Le-Cre绿色荧光蛋白表达、各基因型鉴定及 LacZ染色鉴定摇 A ~ D:E10. 0 左右的晶体泡发源位置及眼周外胚层可见绿色荧
光蛋白的表达(放大倍率伊20);E:小鼠鼠尾组织 DNA 经 PCR 扩增 Cre 后电泳条带;F:小鼠鼠尾组织 DNA 经 PCR 扩增 Smad4 后电泳
条带:上方为 fl 条件性等位基因条带,下方为野生条带;G:小鼠晶状体 DNA 经 PCR 扩增 Smad4 后电泳条带:左一泳道为 Smad4 变异
鼠的剔除条带,左二 Smad4 野生鼠的野生条带;H:小鼠鼠尾组织 DNA 经 PCR 扩增 ROSA26 后电泳条带:DNA ladder 左侧为转基因条
带,右侧为野生条带。 I ~ N:LacZ 染色鉴定;I:E10 左右的双转基因小鼠在晶体板发生位置出现蓝染;J,K:E11. 0 左右晶体泡及眼周
外胚层组织的 LacZ 染色(K 放大倍率伊20);L,M:E14. 5 的双转基因小鼠 LacZ 染色与阴性对照形成明显对比,此时染色出现在晶状
体、角膜、结膜、眼睑及眼周外胚层组织( M 放大倍率伊10);N:E15. 5 左右的双转基因小鼠 LacZ 染色包括泪腺芽(如黑箭头所示)。

要有一条 ROSA26 等位基因即可表达报告基因而显示 Cre
重组酶的表达。
2. 2 Le-Cre;R26R双转基因胚鼠的鉴定摇 如图 1I 所示,
LacZ 染色发现早在 E10. 0 左右的双转基因小鼠其晶体板
发生的位置即出现蓝色特异性染色,但染色很浅,可能与
此时 茁-半乳糖苷酶表达较少有关。 E11. 0 左右的双转基
因小鼠其晶体泡此时可以分辨,出现特异性蓝染,眼周外
胚层也因 Cre 重组酶的表达出现蓝染,此时已可辨认视网

膜色素层,但未见染色(图 1J);切片显示染色主要分布于
晶体泡细胞,表面外胚层细胞可见散在阳性染色(图 1K)。
E14. 5 的双转基因小鼠 LacZ 染色显示出晶体上皮、角膜、
结膜、眼睑表皮及眼周皮肤的特异性蓝染,而对照小鼠无
任何染色(图 1L,M)。 E15. 5 的双转基因小鼠 LacZ 染色
除了上述组织蓝染外,泪腺芽亦出现染色(图 1N)。
2. 3 Smad 在正常小鼠发育眼中的表达 摇 早于 E10. 5,
Smad4 广泛分布于晶体泡和以后的角膜外胚层以及视泡
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图 2摇 Smad4 蛋白在野生型及变异小鼠胚眼发育中的表达摇 A ~ H:野生型小鼠胚眼 Smad4 的表达:A,B:在 E10. 5 左右的胚胎中,
Smad4 广泛表达于晶体、视泡、视网膜、表皮外胚层及眼周间质,染色主要定位于胞浆;C:E12. 0,部分细胞胞核内出现 Smad4 染色(如
箭所示);D:E14. 5 左右,在以上眼组织的 Smad4 免疫反应主要表现在胞核,而在晶体上皮细胞核染色较强,分化纤维内核染色较弱;
E,F:E18. 0,晶体上皮、角膜外胚层、内皮及部分角膜细胞胞核仍有 Smad4 强染色;G:随着晶体上皮细胞退出晶体赤道部移行区,其
Samd4 染色也随之减弱(如短箭所示);H:眼睑间质和上皮细胞胞核亦可见 Smad4 强染色;I ~ O: Smad4 变异鼠胚眼 Smad4 蛋白表达

的改变;I:E10. 5,Smad4 在晶体泡和未来的角膜外胚层以及眼周外胚层染色阴性,而视网膜及中胚层组织染色阳性;J,K:E12. 0,晶状

体和角膜外胚层缺乏 Smad4 蛋白的表达(长箭所示),视网膜及角膜基质仍可见 Smad4 强染色(箭头所示);L,M:E14. 5,晶状体、角膜

外胚层、结膜和眼睑外胚层无 Smad4 阳性染色(箭及箭头所示);而在角膜基质,视网膜及眼睑间叶的细胞核内可见 Smad4 强染色;N,
O:E18. 0,晶状体、角膜外胚层和眼睑外胚层同样未见 Smad4 免疫染色(长箭所示),而角膜基质细胞和眼睑间质细胞仍有强的荧光染

色主要集中在胞核(短箭所示)。 注:比例尺:100滋m。

和眼周外胚层(图 2 A,B),免疫染色显示此阶段 Smad4 蛋

白大部分位于细胞胞浆内。 E12. 0 左右时, Smad4 染色从

胞浆向胞核转移,部分细胞胞核内出现移行的 Smad4
(图 2C)。 E14. 5 左右 Smad4 的免疫活性主要存在于如角

膜上皮、基质及内皮的细胞核内,晶状体上皮细胞的核内

有较强染色,而分化的纤维细胞核内则染色变弱,甚至消

失(图 2D),反映了晶状体上皮细胞在向纤维细胞分化的

同时 Smad4 的表达逐渐减少;眼睑上皮和间质细胞的胞核

也有强阳性染色。 E18. 0 时,Smad4 仍然表达于晶状体上

皮细胞胞核(图 2E, F),但在晶状体赤道部上皮移行区,
细胞核染色强度逐渐降低;角膜外胚层、内皮及部分角膜

细胞胞核可见强染色(图 2G);眼睑间叶细胞和上皮细胞

胞核仍有 Smad4 强荧光染色(图 2H)。

2. 4 Smad4 变异鼠胚眼发育中 Smad4 蛋白表达的改变

E10. 5 左右,Smad4 在晶状体泡和以后的角膜外胚层以及

眼周外胚层 (图 2I ) 均缺乏表达。 此后如图 2 右侧

Smad4CKO 部分所示的 E12. 0,E14. 5 及 E18. 0 三个不同

的胎龄阶段(图 2J ~ O),变异胚鼠其晶状体、角膜上皮、结
膜及眼睑表皮均无 Smad4 的表达,而上述组织均为 Cre 重

组酶在 Pax6 启动子驱动下表达的位置,因此也间接证实

了 Cre 重组酶条件性切除 Smad4 的眼组织特异性和有效

性。 同时在其它表达 Smad4 的组织,其 Smad4 染色模式

与野生鼠胚眼并无区别,即早期主要在胞浆内表达,而随

发育逐渐从胞浆内转移至胞核。
2. 5 Smad4 条件性基因敲除后的初步眼表型 摇 P10 的变

异鼠与野生鼠的外观比较,此时野生鼠上下睑尚未分离,
02

国际眼科杂志摇 2014 年 1 月摇 第 14 卷摇 第 1 期摇 摇 www. ies. net. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 82210956摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



图 3摇 Smad4 变异小鼠与野生小鼠眼外观比较摇 A:P10 野生小鼠眼:其上下睑开始分离,但睑裂尚未出现;B:
P10 变异小鼠眼睑畸形分开、眼睑缩小、眶周毛发脱失;C:P10 的眼球:左侧来自野生小鼠,右侧来自变异小鼠,
变异型者眼球变小,难以窥清眼内;D:成年野生小鼠;E:成年变异小鼠:眼窝凹陷、眼睑及睑裂缩小、眼表组织

模糊;F:分离后的成年小鼠眼球:左侧来自野生小鼠,右侧来自变异小鼠。

仅能分辨睑裂,而变异鼠睑裂畸形分开,眼睑缩小,眼球也

较正常明显变小,眼眶周围延伸至嘴部之毛发缺失,角膜

混浊,难以透见眼内组织(图 3A ~ C)。 同时成年小鼠两

者也有显著不同。 与野生型相比,变异小鼠眼窝凹陷,眼
睑及睑裂缩小,眼睑运动不能,眼球显著缩小,眼表结构欠

清,眶周及至嘴部的皮肤毛发脱失(图 3D ~ F)。
3 讨论

摇 摇 条件性基因敲除是将对某个基因的修饰限制于某些

特定类型的细胞 / 组织或发育的某一特定时段,通常是在

常规的基因敲除基础上,利用重组酶 Cre 介导的位点特异

性重组技术,在基因修饰的时空范围上设置一个可调控的

“按钮冶,从而使对小鼠基因组的修饰处于一种时空可控

状态[15,16]。 本研究利用 Cre / LoxP 系统成功构建了 Smad4
条件性基因敲除小鼠,通过 Pax6 第一启动子( P0)驱动

Cre 重组酶在眼外胚层衍生组织(晶状体、角膜上皮、结
膜、眼睑表皮及泪腺)特异性表达,从而选择性删除这些

组织细胞中的 Smad4 基因,研究 Smad4 基因对这些眼组

织发育的影响,这与国内研究 Smad4 对内耳前庭系统的影

响相似[1,4,5]。
摇 摇 我们通过对小鼠基因型的分析,明确了小鼠或鼠胚是

否携带 Cre 重组酶基因、Smad4 条件性等位基因和 / 或
ROSA26 报告基因,而对小鼠晶状体 DNA 的基因分析也证

实 Smad4 基因在某些特异性组织如晶状体内得到剔除,但
基因水平的检测尚不能完全证实 Cre 转基因是否得到正

确表达,Smad4 基因是否被剔除后不表达相应的蛋白,也
不能保证其表达或不表达的部位是否恰当,而且限于条

件,某些部位无法取 DNA 进行基因分析,因此我们在 Cre
转基因小鼠内导入报告基因 ROSA26,并通过 LacZ 染色对

Cre 重组酶的表达进行检测。 在 Le-Cre 重组酶表达的组

织细胞内,重组酶识别 ROSA26 基因强终止子两侧的 LoxP
位点,并敲除其间的强终止子,LacZ 序列在细胞内表达

茁-半乳糖苷酶,当加入外源性的 茁-半乳糖苷酶作用底物

X-gal 时,表达该酶的组织出现蓝染,意味着组织内有 Le-Cre
重组酶的特异性表达,故通过 LacZ 染色可反映 Le-Cre 重

组酶表达的组织特异性[10]。 我们的 Laz 染色结果较好地

显示了 Cre 重组酶于眼部组织的时空表达,同时也确定了

其表达的组织特异性。
摇 摇 Cre 重组酶的特异性表达能否真正介导 Smad4 基因

的条件性敲除,其关键仍在于 Smad4 是否在相应组织得以

表达。 且 Smad4 眼部组织特异性失活后,首先必须区分所

出现的表型是归因于细胞的自发或原发效应亦或为非自

发或继发的效应,因此我们探查了 Smad4 蛋白在整个眼发

育过程中的表达模式。 在正常发育胚鼠眼,组织内可见广

泛的 Smad4 表达,早期主要存在于胞浆,随着胚眼发育而

向核内转移,完成其信号转导的使命;而在 Smad4 变异鼠

胚眼,实验结果表明 Smad4 在 Cre 重组酶所表达的组织内

缺乏表达,因此也证实了 Cre 重组酶在 Smad4 变异鼠中确

实发生了 Smad4 基因在某些特定组织的敲除,同时间接证

明 Smad4 变异鼠所出现的表型应归因于 Smad4 基因在相

应组织的敲除。
摇 摇 通过对 Smad4 变异鼠的初步观察,我们发现其胚鼠可

成功孕育,成鼠可以顺利存活,但表现出眼球缩小、眼表组

织破坏、眼窝凹陷、眼睑畸形开放、闭合不能及眼周毛发脱

失的外观。 总的来说,Smad4 在眼组织的敲除导致了眼及

附属器的明显异常,也为更深入了解眼球发育及 Smad4 对

其影响的机制提供了一个可信的动物模型。
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