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利用基因打靶技术构建血管内皮特异性 !"#$%&$'

双基因敲除小鼠
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（天津医科大学基础医学院药理学系，天津 (%%%)%）
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生发中心激酶!（8+[!）是 PHEG;ME !% 家族蛋

白亚群，包括 )78$%、)78$'、9)7%。它们在控制细胞

周期、细胞凋亡、细胞迁移及黏附等过程中发挥重

要作用。近几年，8+[!复合物被报道与很多临床

疾病相关，包括海绵状脑血管畸形（++S）\"]。++S 是

较为常见的脑血管疾病，可引起卒中、头痛、癫痫、

脑出血，其致病基因为**9:、**9$、**9;。在结构上，

**9; 通过其 0$末端二聚化结构域结合 8+[!，

并且招募其他 **9 相关基因（**9$、**9:）形成

完整的复合体，在 ++S 病理生理中起到不可或缺

的作用\!$(]。)78$%、)78$'、9)7% 是 **9 致病基因

的下游，在斑马鱼模型中敲除 )"($% 和 )"($' 基因

后会引起与 ++S( 相似的心血管表型\&$#]。本研究致

力于构建血管内皮特异性 )"($% 和 )"($' 双基因敲

除小鼠，为 )"($%、)"($' 基因敲除小鼠作为 ++S 疾

病模型，进一步探讨 ++S 致病通路提供坚实基础。

C ;<=)*

"4" "#$% *+,'-./<."$ 工 具 鼠 来 自 ,@MJ

1T@/R 实验室，)"($%12&12 小鼠由上海模式生物科技公

司定制，)"($'12&12 小鼠由本实验室构建制备。实验过

程中对小鼠的处置按照中华人民共和国科学技术

委员会颁布的《实验动物管理条例》相关规定进行，

符合动物伦理学管理要求。伦理批号：!%")%!!#%"。

小鼠的饲养繁殖均在天津医科大学实验动物

中心 P*^ 级动物房中。屏障内环境均符合国家对实

验动物环境设施的要求，温度：!%+,!_+；相对湿度：

&%2,)%2；"! K`"! K 循环光照；垫料、笼器具均进

行高压真空灭菌，达到纯净无菌要求，动物采用自

由饮水进食的方式；鼠笼的垫料隔天更换 "次，保

证小鼠居住环境的洁净度。
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脂糖（北京索莱宝科技有限公司），D01 分子量标准
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!"#$ 逆转录试剂盒（%&'()*+）血管内皮特异磁珠

（,-.)&'/-），胶原酶!（(-%0* 公司）。

123 !"#$

12321 基因打靶构建基因工程小鼠 利用基因打靶

技术分别构建 !"#$%、&"#$'转基因小鼠。首先在 4'!

(&05.&基因库分析目标基因 &"($%和 &"#$'。最终选

定 6 号外显子作为 &"#$% 的目标靶点，3、6、7号外

显子作为 &"#$'的目标靶点，并且在 3"和 7"端适当位

置插入 .89:位点，如图 1 所示，由此构建目标基因载

体。随后在 4;细胞达到指数增长时期时，使用电击

法将目标基因载体转到 4; 细胞中，完成阳性筛选

后将阳性克隆注射入小鼠受精卵中，得到<= 代基因

工程小鼠，如图 >。进一步将 &"#$%、&"#$' 基因敲除

小鼠进行杂交，得到两种基因同步敲除的小鼠。

$ ?

注：$：选取 &"#$% 野生型等位基因 6 号外显子为目的片段@构建目的基因载体；?：选取 &"#$' 野生型等位基因 3，6，7 号外显子为目的片段@

构建目的基因载体；A-.B )/:& *..&.&：野生型等位基因；C*+%&)-'% D&!)8+：打靶载体；C*+%&)&B *..&.&：靶向等位基因；E&8 +&08D&B：E&8 基因去除F

G808.8%8H( +&!805-'*)-8'：同源重组

! ! !"#$%"# &"#$'$%&'()*+,-!

"#$ ! %&'()*+,)#&' &- ./,)&* &- &"($% 0'1 &"#$' )0*$/) $/'/

! 2 ./0123!
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1232> 小鼠基因型鉴定 以剪掉小鼠脚趾的方式

进行编号，随后对小鼠基因型进一步鉴定。将小鼠组

织块放入对应编号的 127 0I JK管内，加入 L7 "I 鼠

尾裂解液，离心，确保小鼠组织块已沉入管底，M7#水

浴 3= 0-' 后加入 L7 "I 中和液。随后取 > "I 作为

"E$ 模板进行 KNO 扩增，反应体系以及 KNO 程序

设定如下。反应体系为 > "I "E$ 模板，正向反向引

物各 =27 "I，水 3 "I，PQ)*R 0-9 7 "I。KNO 仪反应

程序如下：预变性：M6$，7 0-'；变性：M6$，3= (；退

火：S=$，3= (；延伸：L>$，6= (。变性，退火，延伸为

3> 个循环；延伸：L>$，1= 0-'。扩增产物用 >27T的

琼脂糖凝胶进行凝胶电泳，根据条带长度来鉴定小

鼠基因型。鉴定引物详见表 1。

12323 出生后小鼠诱导基因敲除 在幼鼠出生后

第 > 天使用 6U羟基他莫昔芬诱导，确保喂养良好，小

鼠幼崽采用侧卧位，左手抓取，暴露出白色奶水充盈

的胃部。此时使用 10V胰岛素注射器经小鼠胃部注射，

快速进针，深度约为 =27 !0，剂量为=2=>7 0%W%。停

留 3= ( 左右，慢慢将针移出，用酒精擦去少量溢出

的液体，将注射完毕后的小鼠放入母鼠身边，并向

笼内加入瓜子安抚母鼠。于出生后第 S天检测目的基

因诱导敲除情况。

12326 分离小鼠脑血管内皮细胞 将小鼠麻醉后，

充分暴露下腔静脉以及心腔，剪断下腔静脉的同时

从左心室缓缓注入 K?; 溶液充分灌流，尽量冲走组

织内循环的血液。剖开小鼠颅骨，将小脑剪碎研磨，

并加入配置好的胶原酶!在 3L$水浴使组织充分
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基因 引物

下游引物

上游引物

下游引物

上游引物

上游引物

引物类型 引物序列（$!!%!）

&'(((&')&)())))'&&'&)

'''&)'&'')&'&&&&'('(&

()&('&)(&&)')((()&)'(

&')&''(((''(()&'&'&&&

('&()('&&)(''&('&)))(

!" 下游引物 &&)(()&)'&'()&((''&))

-."% !# 上游引物 ()''&&)'(''('&(&'&('&

!" 下游引物 (())))(&&)&'(((')(&))

消化，离心重悬过 *+ !,-./0 筛，重悬后与血管内皮

特异性磁珠在 1"进行孵育，利用磁珠的特异性结合

作用筛选出小鼠小脑血管内皮细胞。选择将两对对照

组小鼠和两对基因敲除小鼠的小脑内皮细胞合并。

以上实验共重复 $ 次，产生 $ 组实验数据。

#2%2$ 34) 提取 加入 '567-. 迅速裂解组织后，静

置使细胞充分裂解，加入氯仿，震荡离心后将试管 1$#

倾斜取上清，加入异丙醇混匀孵育后离心，弃掉上清，

使用 *$8乙醇清洗沉淀，离心后，晾干加入适量水溶解。

#2%29 ,34) 水平检测 得到小脑血管内皮细胞

34) 后，测定 34) 浓度，利用逆转录试剂盒经 !(3

仪逆转录后得到 :;4)，随后进行 3'<=!(3，对

,34)表达水平进行分析。引物信息见表"。

#2$ !"#$% 3'<=!(3 结果采用 &>?@A !>6B,

软件进行分析。数据呈现正态分布，并采用非配对 "

检验来确定统计学意义。/$+2+$ 为差异具有统计学

意义。

! !"

"2# &'()*+,-. 通过 !(3 检测 .-C@ 位

点，&"0$%野生型条带位置在"++ D@，目的条带在 "$+ D@。

&"#$'野生型条带位置在 %++ D@，目的条带在 1++ D@。

1+,'234 位点为 $++ D@ 的阳性条带。因此使用

(EA$:>F

G

/&"#$%

56 78

7&"0$'

56 78 雄 鼠 与 &"0$%

56 7 56

7&"0$'

56 7 56

雌鼠杂交，可以初步得到 1+,'239

8

7&"0$%

:6 78

7&"0$'

56 7 56

目的小鼠。下一步利用 1+,'239

8

7 &"0$%

56 7 8

7 &"0$'

56 7 56

与 &"0$%

56 7 56

/&"0$'

56 7 56 进一步杂交，可得到 1+,'239

8

7&"0$%

56756

7&"0$'

56756，见图 %。

"2" /01234 &"0$%5&"0$' 6)78 通过对

$ 组实验结果的统计学分析发现，分别与对照组相比，

诱导后血管内皮特异性敲除小鼠 &"0$% 和 &"0$' 的

敲除效率分别为 "*8（"H"2I1，/H+2+"+*）和%+8

（"H#*2"#，/J+2++#），而同为 &(K"蛋白家族的-."%

基因表达量差异没有统计学意义。见图 1。

!>6,F> # 突变型下游引物

&"0$% !>6,F> $ 上游引物

!>6,F> # 下游引物

&"0$' !>6,F> $ 上游引物

!>6,F> # 下游引物

1+,'239 !>6,F> $ 突变型上游引物

基因 引物 引物类型

)''('((()((&'()&')(&

((&'&&)()()&&&)())&')

&)&&&)&()&)))()&(()&)

&'&&)&((')&')&)''&'&&'

(()()()('&('(('&('''&'

&))(('&)'&&)()'&''()&&&)

引物序列（$L!%L） 产物（D@）

目的条带：$++

野生型条带："$+

目的条带："++

野生型条带M%++

目的条带M%$+

# " $%&'()*+,-.

#$% " &'( )*+,-).)/$-)0, 12)3+2 4+56+,/+4 0. 3)/+

# ! 7#859:7+,

#$% ! 7#859:7 12)3+2 4+56+,/+4

注：N 表示 ,?>OF>，)、P 为 &"0$%、&"0$' 以及 1+,'239 基因的目

的基因条带和野生型条带位置；( 为 1+,'239

8

7&"0$%

5678

7&"0$'

5678雄鼠与

&"0$%

56756

7&"0$'

56756 雌鼠杂交后代的鉴定电泳图；序号为子代小鼠编号，

% 号小鼠基因型为 1+,'239

8

7&"0$%

5678

7&"0$'

56756

/ ; !"#!<0!"$!=12345$%&'()*67/

>)? ; @A+/-201B02+-0?2$3 .02 ?+,0-C1),? 0. %"$&' $,* %"#&( /0,!

*)-)0,$A D,0/D06- 3)/+

"++

#++

1++

%++

"++

#++

&"0$%

N

&"0$'N

Q.

R5

Q.

R5

)

P

(

注：&"0$%M"H"2I*1；&"0$'M"H#*2"#；S/J+2+$T SSS/J+2++#
/ < $%$89:;<=>?@A&'37'(BCDE

>)? < 7+A$-)E+ 37'( +F12+44)0, ), +,*0-B+A)$A /+AA4 0. /+2+%+A!

A63 ), 3)/+

#2$

#2+

+2$

+2+相
关

,
3
4
)

水
平

表
达

情
况

对照组小鼠
基因敲除小鼠

&

"

0

$

'

&

"

0

$

%

-

.

"

%

&"0$%

&"0$'
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!!" 是一种显性遗传疾病，患者首发症状通常

为癫痫、头痛、反复发作的脑出血，严重影响患者生

活质量#$%。近年来，随着对海绵状畸形疾病研究逐渐

明朗，研究者发现其致病基因主要由 !!"#、!!"$、

!!"% 基因构成，一般情况下 & 种基因形成一个完

整的复合体，进而对下游丝裂原活化蛋白激酶激酶

激酶（"'((）& 通路起到抑制作用 #)*+%。一旦其中基

因发生突变，对 "'((& 的抑制作用消失，转而激

活 "'((& 及其下游基因，使正常血管形态发生改

变，出现静脉瘤样病理表现#,%。

有研究报道，!!"% 可与 -./012/*34 样激酶的

5!(!亚家族成员结合，在果蝇模型中，5!(!和

!!"% 基因的缺失对果蝇气管发育具有相同的影

响#64%。先前研究发现，在斑马鱼模型中敲除 &'()* 和

&'()+ 也同样导致斑马鱼心脏变大，心包积液等严

重心脏表型，与 !!"基因敲除后的表型基本一致#66%。

为进一步验证 5!(!蛋白家族 &'()* 和 &'()+ 在哺

乳动物体内的作用，笔者利用基因打靶技术构建了

&'()*7&'()+ 双基因敲除小鼠模型。基因敲除小鼠作

为疾病研究的重要模型动物，可模拟疾病的发生、

发展，在疾病的机制研究中起重要作用。因此构建

血管内皮特异性 &'()* 和 &'()+ 双基因敲除小鼠，

对 !!" 致病通路以及血管发育的研究起到至关重

要的作用。本研究成功繁育出目的基因敲除小鼠，

并对其进行基因型鉴定以及 89:; 水平敲除效率

验证，确认成功构建出血管内皮细胞特异性&'()*<

&'()+ 敲除小鼠。通过对基因敲除小鼠的生长繁殖

情况进行观察，笔者发现其与野生型小鼠具有相同

的繁殖能力，并且子代状态良好。综上，本研究通过

基因打靶技术成功构建了 &'()*<&'()+ 双基因敲除

小鼠，为进一步研究海绵状脑血管畸形致病机制以

及相关药物筛选提供了较好的动物模型。
#$%&'

#6% =9;>'?"( "，@? A，B>;:5 9，/. C2D !!"E *!!"& 1F./0CG.1HF

I.CJ121K/I .L/10 M0H./1F /NM0/II1HF CFO M/081.I /FOH.L/21C2 F/.PH0Q

RH08C.1HF#S%D S !/22 T1H2，E46U，E4+（)）：,+)

#E% V;:5 (，B>WX > S，V;:5 "D !!"& CFO G/0/J0C2 GCY/0FHZI

8C2RH08C.1HF O1I/CI/#S%D -.0HQ/ [CIG :/Z0H2，E\6,，]（E）：$)

#&% =9;>'?"("，̂?->'9W -，TW55W:_ S，/. C2D !/0/J0C2 GCY/0FHZI

8C2RH08C.1HF M0H./1FI C. C `2CFG/#S%D S !/22 -G1，E\6]，6E)（]）：)\6

#]% B>WX B，_;:5 ; _，VW:5 V a，/. C2D !/0/J0C2 GCY/0FHZI 8C2RH0!

8C.1HFI C01I/ R0H8 /FOH.L/21C2 `C1F HR "'((&b(@^E7] I1`FC221F`#S%D

:C.Z0/，E46$，U&E（)U,)）：6EE
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