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犖犔犚犘３基因敲除小鼠的繁殖与基因型鉴定

冯世杰，宗　英，张子腾，杜秀明，袁伯俊，陆国才

第二军医大学热带医学与公共卫生学系卫生毒理学教研室，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　繁殖及鉴定犖犔犚犘３基因敲除（犖犔犚犘３－／－）小鼠。方法　将引进的犖犔犚犘３基因敲除杂合子小鼠，单

独进行饲养及配种繁殖，繁殖后其子代出现３种基因型：野生型、杂合子型及纯合子型，提取每只小鼠的基因组ＤＮＡ，用ＰＣＲ

和Ｔ７Ｅ１酶切方法进行鉴定，将获得的纯合子小鼠与异性杂合子交配，以获得更多的基因敲除纯合子小鼠。结果　犖犔犚犘３

杂合子小鼠的饲养及繁殖均获得成功，获得了犖犔犚犘３基因敲除纯合子和杂合子小鼠。结论　正确的饲养、繁殖及鉴定方法

是从犖犔犚犘３基因敲除杂合子小鼠中获得纯合子小鼠的有效途径。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（５）：５５５５５９］

　　炎症小体（ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ）是一类存在于细胞质

中的多蛋白复合物，２００２年 Ｍａｒｔｉｎｏｎ等
［１］首次对其

进行描述。作为固有免疫系统的感受器，炎症小体

能被多种类型的病原体或危险信号所激活，通过多

个信号通路诱导细胞因子及炎症介质的释放，引发

炎症反应［２］。炎症小体也在多种疾病如肿瘤、糖尿

病、老年痴呆等［２３］的形成过程中起重要作用。目前

研究最多的ＮＬＲＰ３炎症小体是由Ｎｏｄ样受体家族

蛋白３（Ｎｏｄｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙ，ｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎ

ｔａｉｎｉｎｇ３，ＮＬＲＰ３）和凋亡凝集样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓ

ｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＣＡＲＤ，ＡＳＣ）

及ｃａｓｐａｓｅ１前体（ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１）组成的蛋白复合

物［４］。炎症小体活化后可使ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１转化为有

活性的ｃａｓｐａｓｅ１，后者裂解白介素１β前体（ｐｒｏＩＬ

１β）及白介素１８前体（ｐｒｏＩＬ１８），形成并分泌有活

性的ＩＬ１β和ＩＬ１８
［５］，ＩＬ１β和ＩＬ１８在适应性免疫

应答方面发挥重要作用［６７］。

尽管目前国内部分单位也开展了炎症小体的相
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关研究，但并未见在犖犔犚犘３基因敲除小鼠动物模

型上的实验研究报道。本课题组为了开展 ＮＬＲＰ３

炎症小体相关的药理学与毒理学研究，于２０１３年１０

月引进了 犖犔犚犘３基因敲除杂合子小鼠。现将从

犖犔犚犘３基因敲除杂合子小鼠获得犖犔犚犘３基因敲

除纯合子小鼠的繁殖及鉴定过程作一报告。

１　材料和方法

１．１　 实 验 动 物 　 犖犔犚犘３ 基 因 敲 除 杂 合 子

（犖犔犚犘３＋
／－）小鼠从北京唯德生物科技有限公司引

进，利用 ＴＡＬＥＮ（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅｅｆｆｅｃ

ｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ）技术获得，品系为Ｃ５７ＢＬ／６，ＳＰＦ级，

共３ 只 （２ 雄 １ 雌）。野生型 （ｗｉｄｅｔｙｐｅ，ＷＴ）

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠由上海西普尔必凯实验动物有限公

司提供，生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００８００１６，合格

证号：２００８００１６３１２４６，使用许可证号：ＳＹＫＸ（沪）

２０１２０００３，ＳＰＦ级条件饲养。

１．２　主要试剂及仪器　鼠尾裂解液（北京康为世纪

生物科技有限公司）；ＥＤＴＡ、异丙醇均为分析纯（上

海医药集团上海化学试剂公司）；蛋白酶Ｋ（ｐｒｏｔｅａｓｅ

Ｋ）、２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＡＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋ

ｅｒ、５×ＴＢＥ、１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、１０％ＳＤＳ（北京艾德

莱生物科技有限公司）；Ｔ７核酸内切酶１（Ｔ７ｅｎｄｏ

ｎｕｃｌｅａｓｅ１，Ｔ７Ｅ１，北京唯德生物科技有限公司）；琼

脂糖（美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；６×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（日本

ＴａＫａＲａＢＩＯ株式会社）、溴化乙啶（ＥＢ）溶液（上海

莱枫生物科技有限公司）。ＤＫ８Ｄ型三孔电热恒温

水槽（上海一恒科技有限公司）；ＵＮＯⅡ型ＰＣＲ仪

（美国Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司）；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８０４Ｒ低温离心

机（德国ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ）；ＦＲ２５０电泳仪、ＦＲ９８０Ａ

生物电泳图像分析系统（上海复日科技有限公司）。

１．３　基因敲除小鼠的饲养和繁殖　犖犔犚犘３基因敲

除杂合子小鼠引进后，置于第二军医大学药物安全

性评价中心ＳＰＦ级动物房内饲养和繁殖。饲养温度

１８～２２℃，相对湿度４０％～７０％，明暗循环１２ｈ／ｄ，

自由饮食和饮水。小鼠笼盒、玉米芯垫料及饲料、饮

用水均经过高温高压消毒灭菌处理。饲养过程中，

每天进入ＳＰＦ动物房观察和记录小鼠的生长情况。

每周更换３次小鼠垫料，每天补充饲料和饮用水。

繁殖初期１只雄鼠与１只雌鼠进行合笼，小鼠的性

成熟期为８周左右，母鼠妊娠期为２１ｄ左右，繁殖出

Ｆ２代子鼠后，１只雄鼠与２只雌鼠进行合笼。配种

小鼠定期给予灭菌葵花籽以补充营养。

１．４　小鼠的基因型鉴定　由于引进的ＮＬＲＰ３基因

敲除小鼠均为杂合子，其子代可能出现野生型

（犖犔犚犘３＋
／＋ ）、杂 合 子 （犖犔犚犘３＋

／－ ）和 纯 合 子

（犖犔犚犘３－
／－）３种表型，故需对子代进行基因型鉴定。

１．４．１　小鼠基因组ＤＮＡ提取　剪取绿豆大小的小鼠

耳朵放入１．５ｍＬＥＰ管中，加入５００μＬ裂解液，５５℃水

浴过夜。隔天１２０００×犵离心５ｍｉｎ，转移上清至另一

新的１．５ｍＬＥＰ管中，加入同等体积异丙醇，轻轻混匀，

室温静置１０ｍｉｎ，１２０００×犵离心１０ｍｉｎ。弃上清，将沉

淀溶解于适量ＴＥ缓冲液中，即得ＤＮＡ。

１．４．２　ＰＣＲ扩增反应及琼脂糖凝胶电泳进行基因

型鉴定　引物由北京唯德生物科技有限公司设计，

犖犔犚犘３基因引物分别是正向：５′ＧＴＴＴＴＣＡＴＴ

ＣＣＴＧＣＡＣＴＧＣＣＡＧＴＧ３′；反向：５′ＣＡＡＡＡＡ

ＣＣＣＴＴＣＴＧＴＴＴＡＣＴＣＡＣＴＣ３′。ＰＣＲ扩增：

根据２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ使用说明，按２５μＬ

反应体系进行扩增。分别加入如下反应物：ＤＮＡ模

板 ３μＬ、前段引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、后段引物

（２０μｍｏｌ／Ｌ）１ μＬ、２× 犜犪狇 ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ

（０．１Ｕ／μＬ）１２．５μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μＬ。其

中，ＤＮＡ 模板中有一组为对照组，即野生型小鼠

ＤＮＡ，其余为实验组，即Ｆ１代杂合子交配繁殖的Ｆ２

代子鼠ＤＮＡ。ＰＣＲ反应循环设置如下：９４℃预变性

３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ、５５℃退火３０ｓ、７２℃延伸１～

２ｋｂ／ｍｉｎ，循环４０次；７２℃５ｍｉｎ终止反应。将上步

反应得到的实验组和对照组ＰＣＲ扩增产物按照如下

反应体系进行退火处理。１号管加实验组ＰＣＲ产物

５μＬ；２号管加实验组ＰＣＲ产物２．５μＬ，对照组ＰＣＲ

产物２．５μＬ；３号管加对照组ＰＣＲ产物５μＬ；４号管加

对照组ＰＣＲ产物５μＬ；再分别向１、２、３、４号管中各加

入１．１μＬＴ７Ｅ１１×ｂｕｆｆｅｒ、４．４μＬｄｄＨ２Ｏ。放入９５℃

水浴锅５ｍｉｎ，自然冷却至室温；再向１、２、３管中分别

加入０．５μＬＴ７Ｅ１酶，３７℃反应３０ｍｉｎ。取Ｔ７Ｅ１酶

切后各管产物８μＬ进行１．５％琼脂糖凝胶电泳。根据

以下３种情况判断小鼠为野生型、杂合子亦或是纯合

子：（１）纯合子小鼠：样品小鼠的ＰＣＲ产物自我杂交，
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经Ｔ７Ｅ１酶切，只有一种带型（和野生型带差不多）；而

样品小鼠的ＰＣＲ产物与野生型鼠的ＰＣＲ产物杂交，

出现两种带型（突变体带和野生型带）。（２）杂合子小

鼠：样品小鼠自我杂交，经Ｔ７Ｅ１酶切，出现两种带型

（突变体带和野生型带）；而样品小鼠的ＰＣＲ产物与野

生型鼠的ＰＣＲ产物杂交，也出现两种带型（突变体带

和野生型带）。（３）野生型小鼠：样品小鼠自我杂交，经

Ｔ７Ｅ１酶切，只有一条带；而样品小鼠的ＰＣＲ产物与野

生型鼠ＰＣＲ产物杂交也出现一条带。

２　结　果

２．１　小鼠的繁殖和生长情况　杂合子母鼠共生育８

只Ｆ２代小鼠，生长发育见图１，与野生型Ｃ５７ＢＬ／６

小鼠相比未见明显异常。

图１　犉２代１周龄小鼠（犃）和５周龄小鼠（犅）

２．２　Ｆ２代小鼠基因型鉴定结果　Ｆ２代８只小鼠中

１、３、４、６、７、８号为雄鼠，２、５号为雌鼠。其各自基因

型鉴定结果见图２。

图２　犉２代小鼠基因型鉴定结果

Ｍ：ＡＬ２０００ＤＮＡ标记物；１１，２１，３１，４１，５１，６１，７１，８１：Ｆ２代Ｎ号小鼠ＤＮＡ自我杂交组（Ｎ：动物编号）；１２，２２，

３２，４２，５２，６２，７２，８２：Ｆ２代Ｎ号小鼠和野生型小鼠ＤＮＡ杂交组（Ｎ：动物编号）；Ｗ＋：野生型小鼠ＤＮＡ自我杂交组

（加Ｔ７Ｅ１酶）；Ｗ－：野生型小鼠ＤＮＡ自我杂交组（不加Ｔ７Ｅ１酶）

　　根据ＮＬＲＰ３ＰＣＲ引物和发生突变的位置，经

Ｔ７Ｅ１酶切后会出现不同的ＤＮＡ带型：野生型条带

为３６６ｂｐ，突变体条带为２条，分别为２２６ｂｐ和

１４０ｂｐ。经 Ｔ７Ｅ１酶切后，根据前文所述基因型判

断方法可知：３号小鼠自我 ＤＮＡ 杂交后出现一条

带，与野生型小鼠ＤＮＡ杂交后出现两条带，故为纯

合子小鼠；１、４、７、８号小鼠无论是自我ＤＮＡ杂交组

还是与野生型小鼠ＤＮＡ杂交组，都出现两条带，故

为杂合子小鼠；２、５、６号小鼠无论自我ＤＮＡ杂交组

还是与野生型小鼠ＤＮＡ杂交组，都出现一条带，故

为野生型小鼠。
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３　讨　论

天然免疫是机体防御病原体的第一道防线，主

要通过模式识别受体（ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐ

ｔｏｒｓ，ＰＲＲｓ）来识别病原相关分子模式 （ｐａｔｈｏｇｅｎ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰｓ），第一时间

产生免疫应答、快速清除病原体［８］。其中Ｎｏｄ样受

体（Ｎｏｄｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＮＬＲｓ）是模式识别受体中

非常重要的一类［９］。迄今为止已发现人体内含有

２３种ＮＬＲ家族蛋白分子，而小鼠体内则已发现３５

种［１０］。目前已经发现多种内源性刺激因素如病毒、

真菌和细菌等多种病原体及其ＰＡＭＰｓ均能刺激

ＮＬＲＰ３炎性小体的组装、活化，细菌成孔毒素也能

诱导ＮＬＲＰ３炎性小体的组装；而胞外危险信号如

ＡＴＰ、单钠尿酸、β淀粉样蛋白和多种环境损伤同样

能引起ＮＬＲＰ３的活化。有研究发现激活的ＮＬＲＰ３

炎症小体能够通过引起肝细胞炎症而发挥保护作

用，从而促进肝脏恢复稳态；而慢性肝炎时炎症小体

长期激活，能够诱导肝脏细胞死亡，代偿性地引起肝

细胞增殖和肝脏再生［１１］。在肠炎模型中也发现

ＮＬＲＰ３炎症小体的激活对于肠炎具有保护作用；同

时发现ＮＬＲＰ３炎症小体还能抑制肠炎相关性肿瘤

的发生［１２］。因此，ＮＬＲＰ３炎症小体是机体的保护

屏障之一，具有重要的研究意义。

２００９年科学家揭示了植物病原菌黄单胞杆菌

（犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊ｓｐｐ．）中 ＴＡＬＥ蛋白的氨基酸序列

与靶位点ＤＮＡ序列间逐一对应且能特异性识别并

结合的重大发现［１３］，并在此基础上开发了ＴＡＬＥＮｓ

技术。作为一种崭新的分子生物学技术手段，

ＴＡＬＥＮｓ技术克服了早前许多基因修饰技术如锌

指蛋白（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＺＦＰ）等不能靶向所有序

列、脱靶切割、设计繁复等缺点，能特异性实现对任

意靶目标ＤＮＡ的敲除、敲入或点突变
［１４］。其主要

原理是利用ＴＡＬＥ和犉狅狉犽Ⅰ限制性核酸内切酶的

催化区域融合为 ＴＡＬＥＮ，保留 ＴＡＬＥ的 ＤＮＡ靶

序列特异识别功能及犉狅狉犽Ⅰ的ＤＮＡ酶活性
［１５］，目

前已成功在斑马鱼、线虫、大鼠小鼠、果蝇和细胞等

物种实现了基因组定点突变［１６］。本教研室引进的

犖犔犚犘３基因敲除小鼠，系通过 ＴＡＬＥＮ技术剪切

目标基因外显子ＤＮＡ，使ＤＮＡ发生修复后形成移

码突变，从而使控制ＮＬＲＰ３蛋白表达的基因失活，

达到实现犖犔犚犘３基因敲除的目的。该基因敲除动

物模型的构建在国内尚属首次。同时为了更全面地

研究ＮＬＲＰ３炎症小体激活对相关疾病病理生理的

影响，我们还引进了 ＮＬＲＰ３炎症小体相关的其他

基因敲除小鼠（犃犛犆－
／－小鼠、犆犪狊狆犪狊犲１

－／－小鼠），

用同样的方法进行饲养、繁殖和基因型鉴定，为科研

工作提供了有力保障。

引进的基因敲除小鼠严格遵循ＳＰＦ级动物标

准管理，饲养和繁殖方法参照文献 ［１７］进行。由于本

次引进的犖犔犚犘３基因敲除小鼠均是杂合子，所以

其子代可 能出 现 犖犔犚犘３＋
／＋、犖犔犚犘３＋

／－、犖犔

犚犘３－
／－３种表型，我们采用ＰＣＲ扩增小鼠基因组

ＤＮＡ、再用Ｔ７Ｅ１酶切的方法成功进行了基因型鉴

定。为了确保Ｔ７Ｅ１酶质量安全可靠，每块琼脂糖

凝胶电泳时，相应增加了一孔不含Ｔ７Ｅ１酶的对照

组，即只加入野生型小鼠ＤＮＡ扩增产物５μＬ，９５℃

５ｍｉｎ冷却到室温后，不加Ｔ７Ｅ１酶切，直接３７℃ 反

应３０ｍｉｎ。从上述鉴定结果来看，对照组野生型小

鼠ＤＮＡ加入和不加入Ｔ７Ｅ１酶均为一条带，即３６６

ｂｐ。说明Ｔ７Ｅ１酶作用显著有效，可以用来鉴定小

鼠基因型。杂合子小鼠交配后，可得到部分纯合子

（犖犔犚犘３－
／－）的子代，用于科研工作，而杂合子

（犖犔犚犘３＋
／－）子代可以保种用。实验过程中，为不

影响小鼠正常生长、保证存活率，我们选择出生３周

左右即离乳后小鼠，剪取耳部组织进行基因鉴定。

目前通过一段时间的饲养、繁殖和鉴定，我们已经获

得了较多的 犖犔犚犘３－
／－ 小鼠，同时也获得了部分

犃犛犆－
／－小鼠、犆犪狊狆犪狊犲１

－／－小鼠。
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