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文题释义： 

凝血因子Ⅴ：位于内外源性凝血途径的交汇点，能够加速和促进凝血酶原的激活和凝血酶的生成。活化

的凝血因子Ⅴ被活化蛋白 C蛋白水解而失活，在凝血酶形成的调节机制中至关重要。 

R506Q/R679Q：凝血因子Ⅴ的失活与其重链上的 3个位点 arg-306，arg-506，arg-679的突变密切相

关。当基因位点上的鸟嘌呤 G突变为腺嘌呤 A，编码氨基酸的谷氨酰胺被精氨酸替代，形成了基因突

变。突变后导致凝血酶对活化蛋白 C产生活性抵抗，使血液的凝血功能异常，形成血栓倾向和高凝状

态。文章将调查第 506位和 679位的同时突变 R506Q/R679Q突变对骨坏死产生的功能和影响。 

 

摘要 

背景：研究显示，凝血因子Ⅴ基因突变在自发性非创伤性股骨头坏死的发生率比健康对照组和继发性非

创伤性股骨头坏死高，血栓形成的发生率与此吻合。凝血因子Ⅴ的失活能够加速和促进凝血酶原的激活

及凝血酶的生成。其重链上的 3个位点 arg-306，arg-506，arg-679的突变导致血栓倾向和高凝状态。

文章将调查第 506位和 679位的同时突变 R506Q/R679Q对骨坏死产生的功能和影响。 

目的：建立凝血因子Ⅴ第 506位和 679位的谷氨酰胺至精氨酸(Factor V
R506Q/R679Q

)点突变小鼠模型。  

方法：应用分子克隆技术构建 Factor V
R506Q/R679Q

点突变打靶载体，将其线性化后电转到胚胎干细胞中，

然后筛选 G418抗性的胚胎干细胞克隆进行胚泡显微注射，将注射好的胚泡移植至同期发情的假孕受体

母鼠输卵管内，获得携带双侧 LoxP基因的 Chimera小鼠。将突变鼠与 CMV-cre转基因鼠杂交后，得

到只含 Factor V
R506Q/R679Q

的点突变鼠。PCR 法进行基因型鉴定后，将突变小鼠和野生小鼠的骨苏木精-

伊红染色和空骨陷窝率等进行比较，对其骨组织情况及骨量进行分析。  

结果与结论：①与野生鼠相比，Factor V
R506Q/R679Q

点突变鼠胚胎及生后的生长发育无明显异常，骨量

及空骨陷窝率并无显著变化；②结果提示，成功建立了凝血因子 Factor V
R506Q/R679Q

点突变小鼠，但突

变小鼠并无显著骨组织变化。之后的研究应关注在外加因素刺激下突变小鼠的骨坏死诱发率。 
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Abstract 

BACKGROUND: Blood coagulation factor V gene mutation in non-traumatic femoral head necrosis has 

been shown to have an higher incidence than that in healthy and secondary non-traumatic femoral head 

necrosis, and the incidence of thrombosis is positively related. Inactivated blood coagulation factor V can 

accelerate the activation of prothrombin and the generation of thrombin. Mutations at arg-306, arg-506 and 

arg-679 will result in the blood clots and hypercoagulable state. Here, this study is designed to investigate 

the influence of R506Q/R679Q on osteonecrosis.  

OBJECTIVE: To establish the mouse model of mutations of Gln506Arg and Gln679Arg in coagulation 

Factor V (Factor V
R506Q/R679Q

).  

METHODS: Factor V
R506Q/R679Q

 point mutation target vector was constructed by molecular cloning 

technology, the linearization vector was transfected into embryonic stem cells, and then G418-resistant 

cells were screened and used for microinjection. The target blastocysts were transplanted to the fallopian 

tube of estrus mice to obtain the Chimera mice carrying bilateral LoxP gene, followed by mated with 

CMV-cre transgenic mice, and then the mice with Factor V
R506Q/R679Q

 point mutations were obtained. After 

genotype identification by PCR, hematoxylin-eosin staining results and percentage of empty lacunae were 

compared between the mutant and wild-type mice, and rat bone tissue and bone mass were analyzed. 

RESULTS AND CONCLUSION: There were no obvious abnormalities in the embryonic and postnatal 

development, percentage of empty lacunae and bone mass of Factor V
R506Q/R679Q

 point mutation mice 

when compared with the wild-type mice. These results suggest that the mouse model with Factor 

V
R506Q/R679Q

 point mutation is established successfully, but there is no significant change in the bone tissue. 

The following research should focus on the effect of external stimulus on the incidence of osteonecrosis in 

a mutant mouse.  

Subject headings: Models, Animal; Genes; Blood Coagulation Factors; Tissue Engineering 
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0  引言  Introduction 

非创伤性股骨头坏死是骨科常见的疑难病，常发生

于30-50岁的中青年，其早期诊断困难，发病机制尚不

十分清楚，还未建立起成熟的治疗体系，严重影响患者

生活质量，也给社会带来巨大的人力财力损失。 

与非创伤性股骨头坏死相关的各种危险因素包括

静脉闭塞、激素使用过量、酒精成瘾、系统性红斑狼疮、

血管炎、放射线疗法等
[1-8]
。传统的动物模型造模手法从

这些直观的原因着手，具体包括空气栓子阻塞法、糖皮

质激素诱导法、液氮冷冻法、微波加热法等
[9-12]
。但是，

迄今为止尚未建立理想的动物模型可以最高限度的模

拟其发病机制和临床过程
[13]
。因为缺乏理想的动物模

型，导致关于非创伤性股骨头坏死发病机制及治疗手段

的深入探讨进展较缓。因此，探索更为理想的动物模型

是急待解决的问题。 

诸多研究表明血管内凝血最可能是骨坏死的最终

共同通路，凝血因子Ⅴ基因突变使血液处于高凝状态，

导致股骨头小血管的血栓形成，造成病变部位缺血、缺

氧，骨生成降低，从而发生大面积细胞坏死，发展成为

骨坏死
[14-16]

。在对神经痛诱发的下颌齿槽骨坏死病例分

析中，发现其凝血因子Ⅴ基因突变率在患者中远远高于

健康人群
[17]
。有研究报道，自发性非创伤性股骨头坏死

患者中的凝血因子Ⅴ基因突变率显著高于其在健康人

群或糖皮质激素、酒精滥用引发非创伤性股骨头坏死患

者。在糖皮质激素或酒精滥用引发非创伤性股骨头坏死

中的发生率为7%，而在自发性非创伤性股骨头坏死中

的发生率为17%
[18]
。最新的研究结果显示，凝血因子Ⅴ

基因突变在自发性非创伤性股骨头坏死的发生率比健
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康对照组和继发性非创伤性股骨头坏死高，血栓形成的

发生率与此吻合
[19]
。 

凝血因子Ⅴ位于内外源性凝血途径的交汇点，能够

加速和促进凝血酶原的激活和凝血酶的生成。活化的凝

血因子Ⅴ被活化蛋白C蛋白水解而失活，在凝血酶形成

的调节机制中至关重要
[20]
。活化的凝血因子Ⅴ的失活与

其重链上的3个位点arg-306，arg-506，arg-679的突变

密切相关
[21-23]

。当基因位点上的鸟嘌呤G突变为腺嘌呤

A，编码氨基酸的谷氨酰胺被精氨酸替代，形成了基因

突变。突变后导致凝血酶对活化蛋白C产生活性抵抗，使

血液的凝血功能异常，形成血栓倾向和高凝状态
[24-26]
。

而这3个位点中，已经确定第506位的精/谷突变导致活

化蛋白C抵抗和血栓形成风险增加
[27-33]

，没有迹象表明

第306位的突变与血栓形成的风险增加相关联
[34-36]

，而

第679的突变具体作用尚未有探究
[37]
。文章将调查第

506位和679位的同时突变R506Q/R679Q突变是否对

骨坏死产生较大的功能和影响。 

因此，非创伤性股骨头坏死高度相关基因凝血因子

Ⅴ
R506Q/R679Q

定点突变小鼠的建立将会为非创伤性股骨

头坏死的机制研究提供新的思路，之后的研究应该关注

此突变小鼠在模拟状态下更加精准高效的产生非创伤

性股骨头坏死疾病模型的可能性。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  动物模型实验。 

1.2  时间及地点  于2013年5月至2015年12月在杭州

师范大学生命与环境科学学院完成。 

1.3  材料 

实验动物：健康7周龄C57BL/6J雌鼠30只雄鼠10

只，交配获得实验用受精卵。健康7周龄ICR雌鼠20只

雄鼠7只，雄鼠结扎，雌鼠交配检栓后作为假孕母鼠。                                                               

实 验 材 料 及 来 源 ： Hieff Mut Site-Directed 

Mutagenesis Kit 定 点 突 变 试 剂 盒 (yeasen ，

11003ES10)，BigDye3.1试剂盒 (ABI， 4337455)，

DMEM(Invitrogen，11960069)，胎牛血清 (Gibco，

10099-141)，GLUTAMAX (invitrogen，35050061)，青

霉素/链霉素混合液(MPbio，091670049)，0.5 mol/L 

Trypsin/ EDTA(MP，091689149)，显微注射仪(Nikon，

Ti-S)，蛋白酶K/DNA提取缓冲液(10 mmol/L Tris-cl， 

0.1 mol/L EDTA， 0.5%SDS)， 40 g/L多聚甲醛

(PFA-PBS，pH=7.4)，水合氯醛(美仑，MB4202)，EDTA 

(Sigma，E9884)。 

1.4  方法 

1.4.1  突变靶载体的构建  小鼠凝血因子Ⅴ基因是从

129Sv文库克隆而得。目的基因质粒构建依照BAC修饰

技术(图1)，具体如下：①点突变的引入：将目标向量的

同源臂含有鼠凝血因子Ⅴ基因的外显子9-14的片段(从

位于内含子9的NcoⅠ位点到位于内含子14的SalⅠ位

点)亚克隆到pBluescript。按照Hieff Mut Site-Directed 

Mutagenesis Kit 定点突变试剂盒的要求制备突变模

板，设计R506Q/R679Q突变引物序列分别为5’-CCT 

GTA CAC CCT GCT GGT CCA GG-3’和5’GTC ATG 

GCT ACA CAG AAA ATG CAT GAT CGT-3’；②载体构

造：将含突变位点的酶切位点为SalⅠ/BamHⅠ和 

SphⅠ/HpaⅠ片段的 13.6 kb 长的片段亚克隆回

pBluescript。含有TK/neo-且其左右两边有loxP位点的

基因序列被分子克隆到含有上述突变的Factor V基因的

内含子10的位置。最终的目标载体上含有10.4 kb和  

3.2 kb的同源臂。测序验证确保没有其他突变发生。测

序依照BigDye3.1试剂盒说明书步骤进行操作。  

1.4.2  胚胎干细胞的培养及筛选  胚胎干细胞为原代

129Sv D3第15代胚胎干细胞，购于上海赛笠生物科技公

司。具体方法如下：①胚胎干细胞的培养及电转：胚胎干

细胞用DMEM、体积分数15%胎牛血清、GLUTAMAX、

青霉素/链霉素混合液、0.5 mol/L Trypsin/EDTA培养基培

养。将目标载体用SfiⅠ酶切线性化后电转入胚胎干细胞；

②药物抗性克隆的筛选：将电转后培养的胚胎干细胞进行

新霉素筛选，再通过PCR筛选单个靶克隆。从46个携带

新霉素(G418)抗性克隆中获得了4个正确的目标胚胎干

细胞克隆。通过测序检测到其中的2个克隆包含了

R506Q/R679Q目标突变。采用pMC-Cre质粒暂时电转导

入技术去除目标载体的TK/neo序列。 

1.4.3  显微注射及嵌合体的筛选  通过显微注射将靶

载体导入小鼠囊胚，传代交配得到杂合及纯合突变小

鼠。具体如下：①受精卵和假孕母鼠的准备：先向可育

雌鼠注射孕马血清和绒毛膜促性腺激素促其超排卵。检

栓后第3.5天解剖受孕母鼠，从输卵管内收集受精卵备

用。将可育雌鼠与输精管结扎后绝育的雄鼠交配，剌激

雌鼠发生一系列妊娠变化而得到假孕母鼠，作为受精卵

突变基因后的养母；②显微注射：用显微注射仪将靶载

体导入受精卵雄性原核内；③胚胎移植：将注射好的受

精卵自背部植入假孕母鼠的输卵管内；④嵌合体鉴定：

提取养母鼠所产小仔的尾部DNA。提取DNA步骤如下：

剪小鼠尾大约2 cm，加入0.5 mL终浓度为100 mg/L蛋
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白酶K/DNA提取缓冲液，置于50 ℃过夜。次日取出用

等体积的(酚∶氯仿∶异戊醇=25∶24∶1)混合物抽提1

次，2 500 r/min 15 min离心，收集水相，入新管加无水

乙醇得絮状沉淀，灭菌水溶解。测序鉴定嵌合体。测序

步骤同上。2对上下游引物分别为：5’-TTG CCT CTG 

GGC TGA TAG GG-3’，5’-CCT AAT CTG TGC CAG 

CG-3’和5’-CCT CTG GAC TCT GAC TGC AG-3’，

5’-TAT TCT GGA CTA CAA GAG TGA G-3’。产物片段

大小分别为400 bp和139 bp。得到的雄性嵌合体与

C57BL/6J雌性交配得到F1代杂合后代，之后继续交配

繁殖获得F5代R506Q/R679Q突变小鼠，基因背景从

129Sv-C57BL/6J向C57BL/6J基因背景进行纯化。所有

实验动物饲养和使用均依照杭州师范大学实验用动物

委员会相关规定和标准执行。 

1.4.4  突变小鼠表型分析  通过染色和microCT技术

检测杂合子及纯合子突变小鼠的组织学及骨量变化，以

野生型作为对照组。具体如下： microCT① 骨量检测：

在不同年龄阶段(从出生至8周大)，采用蛙式位(将动物

麻醉，俯卧，呈蛙式位固定在工作台上，尽可能使两侧

髋关节外展、外旋)通过microCT检测骨量变化情况；②

组织学观察：收集小鼠的左侧股骨头标本。称质量后，

按4 mL/kg剂量腹腔注射水合氯醛麻醉，依次固定，备

皮，消毒。严格无菌手术下迅速取出连同大小转子在内

的左侧股骨头，尽量除去周围软组织后，将标本立即浸

入40 g/L多聚甲醛中置于4 ℃室固定过夜，然后用10% 

EDTA-Tris缓冲液脱钙1周，置于4 ℃室摇床上加快脱钙

速度，每2 d更换1次脱钙液。脱钙完全后，将标本置于

自动脱水仪上，从体积分数70%-100%乙醇来逐级脱水

到二甲苯透明，然后石蜡包埋，修整组织块后沿冠状位

切片。切片厚度4 mm，行常规苏木精-伊红染色，在光

镜下观察股骨头下区骨小梁结构、骨细胞、骨髓脂肪细

胞的变化， 高倍镜下任选20个视野，计数每个视野的

骨细胞数，统计出空骨陷窝数。 

1.5  主要观察指标 

1.5.1  microCT检测  以野生型小鼠作为对照，观察突

变小鼠各年龄阶段的骨量情况，包括骨量(骨量/骨组织

总量)、类骨质面积、类骨质厚度。 

1.5.2  组织学观察  取材股骨，脱钙脱水进行石蜡包埋

切片，苏木精-伊红染色后观察骨小梁结构、骨细胞、

骨髓脂肪细胞的变化并统计空骨陷窝率。  

1.6  统计学分析  由第一作者进行统计学处理，统计

软件SPSS 16.0，多组间各数值进行方差分析，P < 0.05

为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results 

2.1  突变小鼠构建及鉴定  应用BAC修饰及分子克隆

技术构建 Factor V定点突变目标载体，将 Factor 

V
R506Q/R679Q

突变成功的质粒线性化后电转到胚胎干细

胞。然后将G418抗性的胚胎干细胞显微注射到胚泡，

移植假孕受体母鼠内，从而获得Chimera小鼠(图1，图

2A-D)。将含LoxP的Chimera鼠与cre小鼠杂交得到

Factor V
R506Q/R679Q

突变小鼠(图1)，基因型鉴定见图2E。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  基因型统计及骨量检测  基因背景纯化后，对胚

胎时期基因型进行统计分析(表1)。对出生后至8周龄大

的下肢骨量进行活体microCT动态检测，未发现显著变

化(P > 0.05)，见图3。 

2.3  组织学检测  8周时取材左侧股骨组织进行苏木

精-伊红染色光镜下观察股骨头下区骨小梁结构、骨细

胞、骨髓脂肪细胞的变化， 高倍镜下任选多个视野， 记

数每个视野的骨细胞数，统计出空骨陷窝数来计算得到

空骨陷窝率，并进行统计学处理分析(图4，表2)。实验

数据结果显示与野生鼠相比，Factor V
R506Q/R679Q

点突变

鼠胚胎成活率及生后的生长发育情况无明显异常(P > 

0.05)，骨量及空骨陷窝率并无显著变化(P > 0.05)。 

 

3  讨论  Discussion 

之前的研究报道表明股骨头小血管的血栓会造成

缺血、缺氧，大面积骨细胞坏死和骨生成降低，最终造

成骨坏死。在自发性非创伤性股骨头坏死和下颌齿槽骨

坏死患者中的凝血因子Ⅴ基因突变率远远高于健康人

群或继发性骨坏死，血栓的发生率与此吻合
[17-19]

。凝血 

野生型 FV

打靶载体

突变条带

Cre剔除 loxp

图 1  通过基因打靶技术构建 Factor V
R506Q/R679Q

敲入等位基因

Figure 1  The construction of Factor V
R506Q/R679Q

 allele by gene 

targeting technology 

图注：Factor V基因构建(外显子 9到 14)，目标向量携带 R506Q/

R679Q的突变和一个双旁侧有 loxP位点的 TK/neo盒，以达到

同源重组的预期结果。 
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因子Ⅴ基因上 arg-306，arg-506，arg-679三个位点的

精氨酸/谷氨酰胺(R/Q)突变，使凝血酶对活化蛋白 C产

生活性抵抗导致血栓倾向和高凝状态
[24-26]

。其中第 306

位点突变对血凝的作用很弱，第 506和 679位点突变同

时突变对对骨组织的功能和影响尚不清楚。本课题旨在

探索一种更为理想的研究非创伤性股骨头坏死的动物

模型，以便对于其发病机制及治疗手段进行后续的深入

探讨。 

作者应用分子克隆技术构建了 Factor V
R506Q/R679Q

突变质粒，电转到胚胎干细胞，筛选带 G418抗性的胚

胎干细胞显微注射并移植到养母鼠内，获得的 Chimera

小鼠与 cre小鼠杂交得到 Factor V
R506Q/R679Q

突变小鼠。

经过对突变小鼠的基因背景纯化后，进行基因型统计分

析和活体 microCT骨量动态检测，发现突变小鼠与野生

小鼠相关指标差异无显著性意义(P > 0.05)。股骨组织

的苏木精-伊红染色，光镜下观察股骨头下区骨小梁结

构及骨细胞并计数统计。实验结果显示，与野生鼠相比，

Factor V
R506Q/R679Q

点突变鼠胚胎成活率及生后的生长

发育情况无明显异常(P > 0.05)，骨量骨结构及空骨陷

9 

 

6 

 

3 

 

0 

2 周       4 周        6 周        8 周 

图 3  野生小鼠及突变小鼠下肢骨量microCT结果  

Figure 3  MicroCT results of the bone mass of the lower limb in 

the mutant and wild-type mice    

图注：结果显示，与野生鼠相比，突变小鼠骨量无明显变化。
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M 
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图 2  PCR扩增、质粒酶切、重组回收、基因

型鉴定的电泳结果和测序结果  

Figure 2  The electrophoresis results of PCR，

enzyme digestion, restructuring digestion, 

genotyping and the sequencing results 

图注：A 为 PCR 电泳；B 为质粒酶切电泳；C

为重组回收后电泳；D 为突变后测序，左为

R506Q，右为R679Q；E为突变小鼠DNA PCR

基因型分析。野生型等位基因扩增产物为

124 bp，突变型等位基因扩增产物为 263 bp。

图 4  野生小鼠及突变小鼠股骨头下区组织学观察结果(苏木精-

伊红染色，×100) 

Figure 4  Histological changes in the lower portion of the femoral 

head in the mutant and wild-type mice (hematoxylin-eosin staining, 

×100)   

图注：结果显示，与野生鼠相比，突变小鼠骨组织学无明显变化。

野生型 

突变型

野生型 突变型

骨
量

/骨
组
织
总
量

(%
) 

表 1  突变小鼠在出生后 3 周或胚胎 18.5 d 的基因型分布 

Table 1  The genotype distribution of mutant mice at 

embryonic 18.5 days or at 3 weeks old   

表注：无论胚胎时期胎鼠还是出生后小仔的基因型分布比率与预期比

率仅有微弱变化，没有显著区别。 

项目 +/+ FvQ/+ FvQ/Q 总计 

预期 25% 50% 25% 100% 

出生后 21 d(n/%) 17/26 35/53 14/21 66 

胚胎 18.5 d(n/%) 14/24 29/50 15/26 58 

表 2  空骨陷窝数统计   

Table 2  The number of empty lacunae   

项目 +/+ FvQ/+ FvQ/Q 

骨组织样品数 8 9 8 

空骨陷窝率(x
_

±s，%) 32.18±2.83 29.87±3.95 30.04±3.71

 

5 600 bp
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窝率并无显著变化(P > 0.05)。在小鼠发育生长过程中，

发现杂合子及纯合子与野生型相比差异无显著性意义。

这些结果可以解释有血栓并发症的哺乳动物发生股骨

头缺血性坏死的复杂性，并启示着在其发病中有其他因

子扮演着相互协作的重要角色
[38-39]

。 

文章结果提示，除了 Factor V上 R506Q/R679Q位

点突变外，尚有其他重要因素在股骨头缺血性坏死的发

生发展中发挥重要功能
[40-41]

。之后的研究应关注在外加

因素环境下，突变小鼠的诱发疾病发生率是否跟野生型

小鼠相比有显著差异。 
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