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　　［摘要］　目的　探讨出生后肝脏甲胎蛋白（ＡＦＰ）基因异常高表达在ＺＢＴＢ２０基因敲除小鼠生长发育障碍、严重低血糖
和未成年死亡等表型中可能的病理作用。方法　将ＺＢＴＢ２０单基因敲除小鼠与ＡＦＰ单基因敲除小鼠杂交，建立ＺＢＴＢ２０与

ＡＦＰ的联合基因敲除小鼠模型，观察并监测其与ＺＢＴＢ２０单基因敲除小鼠在生长发育、存活率及血糖水平上的差异。结果　
ＺＢＴＢ２０／ＡＦＰ双基因敲除小鼠繁殖成功后，通过观察和监测发现其在生长发育、生存率及血糖代谢等方面与ＺＢＴＢ２０单基因

敲除小鼠相比无明显差异。结论　ＺＢＴＢ２０单基因敲除小鼠生长发育障碍、严重低血糖和未成年死亡等表型与其 ＡＦＰ基因
出生后异常开放无显著关系。
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　　［中图分类号］　Ｒ３４９．６４　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１０）１０１０４５０４

ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｔｎａｔａｌｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄＡＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＺＢＴＢ２０ｋｎｏｃｋｏｕｔｎｅｏｎａｔａｌｍｉｃｅ

ＺＨＡＮＧＨａｉ１，ＸＩＥＺｈｉｆａｎｇ１，ＣｌａｕｄｅＳｚｐｉｒｅｒ２，ＺＨＡＮＧＷｅｉｐｉｎｇ１

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，

Ｃｈｉｎａ

２．ＵｎｉｖｅｒｓｉｔＬｉｂｒｅｄｅＢｒｕｘｅｌｌｅｓ，ＩｎｓｔｉｔｕｔｄｅＢｉｏｌｏｇｉｅｅｔｄｅＭｄｅｃｉｎｅＭｏｌｃｕｌａｉｒｅｓ，１２ＲｕｅＰｒｏｆｓＪｅｎｅｅｒ＆ Ｂｒａｃｈｅｔ，Ｂ６０４１

Ｇｏｓｓｅｌｉｅｓ，Ｂｅｌｇｉｕｍ

［收稿日期］　２０１００８１６　　　　［接受日期］　２０１００９０６
［基金项目］　国家自然科学基金（９０６０８０２６，３０７７２４７８）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（９０６０８０２６，３０７７２４７８）．
［作者简介］　张　海，硕士，助教．Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｈａｉ＠ｓｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８７１０２０，Ｅｍａｉｌ：ｗｚｈａｎｇ＠ｓｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｒｏｌｅｓｏｆｐｏｓｔｎａｔａｌｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＦＰ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎＺＢＴＢ２０ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅｉｎｐｏｓｔｎａｔａｌｇｒｏｗｔｈｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎ，ｍｅｔａｂｏｌｉｃｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ａｎｄｐｒｅｍａｔｕｒｅｍｏｒｔａｌｉｔｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ＺＢＴＢ２０ａｎｄＡＦＰｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅｗｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｂｙｃｒｏｓｓｂｒｅｅｄｉｎｇＺＢＴＢ２０ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅｗｉｔｈＡＦＰｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ．Ｔｈｅ

ｐｏｓｔｎａｔａｌｇｒｏｗｔｈ，ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ，ａｎｄｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｏｆＺＢＴＢ２０／ＡＦＰｄｏｕｂｌｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｏｓｅｏｆＺＢＴＢ２０ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｐｏｓｔｎａｔａｌｇｒｏｗｔｈ，ｓｕｒｖｉｖａｌ，ａｎｄｇｌｕｃｏｓｅ

ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎＺＢＴＢ２０／ＡＦＰｄｏｕｂｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅａｎｄＺＢＴＢ２０ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅｐｏｓｔｎａｔａｌｌｙｕｐ

ｒｅｇｕｌａｔｅｄｌｉｖｅｒＡＦＰｉｎＺＢＴＢ２０ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅｉｓｎｏｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇｒｏｗｔｈｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎ，ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉａ，ｏｒｐｒｅｍａｔｕｒｅ

ｍｏｒｔａｌｉｔｙ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎｓ；ＺＢＴＢ２０；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ；ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（１０）：１０４５１０４８］

　　甲胎蛋白（ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）是哺乳动物
胚胎时期的血清蛋白，主要由卵黄囊和胎肝细胞产
生，出生后ＡＦＰ基因快速失活。但在成年肝细胞恢
复增殖的情况下，如肝再生和肝细胞癌等，肝脏

ＡＦＰ基因的表达又会被重新激活［１］。ＡＦＰ具有雌
激素结合功能，ＡＦＰ基因敲除小鼠表现为雌性不
育，推测其胚胎时期主要生理功能是参与大脑的性
别发育和保护雌性动物的生育能力［２３］。此外，ＡＦＰ
作为载体蛋白，还能结合类固醇、脂肪酸、胆色素等

物质［４］，推测其可能具有广泛的病理生理功能。

　　锌指蛋白ＺＢＴＢ２０是介导肝脏 ＡＦＰ基因出生
后转录失活的主要转录抑制因子［５］。ＺＢＴＢ２０基因
敲除小鼠出生后肝脏 ＡＦＰ基因处于持续开放状
态［５６］，是 研 究 ＡＦＰ 病 理 学 作 用 的 理 想 模 型。

ＺＢＴＢ２０基因缺陷可导致小鼠生长发育障碍、海马
发育异常、严重低血糖和未成年死亡等严重表
型［６７］。因此，本研究通过建立ＺＢＴＢ２０与 ＡＦＰ基
因的联合敲除小鼠模型，分析出生后肝脏ＡＦＰ基因
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持续高表达与ＺＢＴＢ２０基因敲除小鼠表型的可能关
系。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　Ｔａｑｐｌｕｓ酶、Ｂｕｆｆｅｒ及

ｄＮＴＰ均购自北京天根生物科技有限公司。ＳＤＳ、

ＮａＣｌ、ＥＤＴＡ及Ｔｒｉｓ·Ｃｌ购自国药集团。蛋白酶Ｋ
购自上海生工生物工程技术服务有限公司。血糖试

纸购自美国强生公司。

１．２　动物饲养及繁殖　ＳＰＦ级ＺＢＴＢ２０全身性基

因敲除小鼠系本室与美国哈佛大学公共卫生学院合

作建立［６］。ＡＦＰ基因敲除小鼠为比利时布鲁塞尔

大学ＣｌａｕｄｅＳｚｐｉｒｅｒ教授提供，详见文献［２］。实验小

鼠均饲养于本室ＳＰＦ级动物房。选取ＺＢＴＢ２０单

基因敲除杂合子雄性小鼠（ＺＢＴＢ２０＋／－）和杂合子雌

性小鼠（ＺＢＴＢ２０＋／－）交配，获得ＺＢＴＢ２０单基因敲

除纯合子小鼠（ＺＢＴＢ２０－／－），选取同窝野生型小鼠

（ＺＢＴＢ２０＋／＋）作为对照。将 ＡＦＰ单基因敲除纯合

子雄性小鼠（ＡＦＰ－／－）与ＺＢＴＢ２０单基因杂合子雌

性小鼠（ＺＢＴＢ２０＋／－）交配繁殖可以获得 ＡＦＰ杂合

子／ＺＢＴＢ２０杂合子小鼠（ＡＦＰ＋／－／ＺＢＴＢ２０＋／－）；将

ＡＦＰ杂合子／ＺＢＴＢ２０杂合子雄性小鼠（ＡＦＰ＋／－／

ＺＢＴＢ２０＋／－）与 ＡＦＰ杂合子／ＺＢＴＢ２０杂合子雌性

小鼠（ＡＦＰ＋／－／ＺＢＴＢ２０＋／－）交配，获得 ＡＦＰ纯合

子／ＺＢＴＢ２０纯合子（ＡＦＰ－／－／ＺＢＴＢ２０－／－）的双基

因敲除小鼠。因 ＡＦＰ 杂合子小鼠（ＡＦＰ＋／－）和

ＺＢＴＢ２０杂合子小鼠（ＺＢＴＢ２０＋／－）均无明显表型。

选取 同 窝 ＡＦＰ 杂 合 子／ＺＢＴＢ２０ 杂 合 子 小 鼠

（ＡＦＰ＋／－／ＺＢＴＢ２０＋／－ ）为正常对 照 小 鼠。选 取

ＺＢＴＢ２０单基因敲除小鼠（ＡＦＰ＋／＋／ＺＢＴＢ２０－／－）和

ＡＦＰ单基因敲除小鼠（ＡＦＰ－／－／ＺＢＴＢ２０＋／＋）作为

对照小鼠。

１．３　小鼠基因型鉴定　剪取适量小鼠尾巴，置于

０．５ｍｌ裂解缓冲液［０．５％ＳＤＳ，０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，

０．０５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ＝

８．０），１００μｇ／ｍｌ蛋白酶 Ｋ］中５５℃过夜。次日上

午１１０００×ｇ离心１０ｍｉｎ。取上清加入５００μｌ异丙

醇，混匀，可见絮状沉淀。将絮状沉淀溶于２００μｌ

ＴＥ溶液中５５℃过夜使基因组ＤＮＡ充分溶解。以

获得的基因组 ＤＮＡ 为模板，利用 ＡＦＰ 基因及

ＺＢＴＢ２０基因特异性引物［２，６］进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ
产物用含ＥＢ的２％琼脂糖凝胶电泳１２０Ｖ，２０ｍｉｎ，

凝胶摄像仪观察、摄像。

１．４　观察指标　从出生后２周开始对配对小鼠称

量体质量及监测血糖，同时密切观察小鼠存活状态

和死亡时间。

１．５　统计学处理　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．００软

件进行统计学分析，数据以珚ｘ±ｓ表示。存活率比较

采用χ
２检验，组间比较采用方差分析，检验水平（α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　ＺＢＴＢ２０单基因敲除小鼠及ＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０双

基因敲除小鼠基因型鉴定　ＺＢＴＢ２０基因ＰＣＲ鉴

定结果如图１Ａ所示，ＺＢＴＢ２０敲除条带大小约为

３００ｂｐ，野生型小鼠条带约为１００ｂｐ。ＡＦＰ基因

ＰＣＲ鉴定结果如图１Ｂ所示，ＡＦＰ基因敲除条带大

约为５００ｂｐ，野生型小鼠条带为３００ｂｐ左右。当小

鼠鼠尾基因组ＰＣＲ结果出现ＺＢＴＢ２０敲除与 ＡＦＰ
敲除条带时，则表明该小鼠为双基因敲除小鼠。

图１　小鼠基因组ＤＮＡＰＣＲ分析

Ｆｉｇ１　ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔａｉｌｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ
Ａ：ＺＢＴＢ２０；Ｂ：ＡＦＰ

２．２　ＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０双基因敲除小鼠生长发育状态
监测　ＺＢＴＢ２０基因敲除小鼠出生后存在生长发育
障碍，未成年死亡等表型［６］。对ＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０小鼠
双基因敲除小鼠（ＡＦＰ－／－／ＺＢＴＢ２０－／－）及对照小鼠
出生后２周、３周和４周进行体质量监测，结果发现

ＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０小鼠双基因敲除小鼠（ＡＦＰ－／－／

ＺＢＴＢ２０－／－）与 ＡＦＰ 野生型／ＺＢＴＢ２０ 敲除小鼠
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（ＡＦＰ＋／＋／ＺＢＴＢ２０－／－）在体质量上并无明显差异，
都明显低于对照小鼠（图２）。

图２　ＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０双基因敲除小鼠体质量

Ｆｉｇ２　ＢｏｄｙｗｅｉｇｈｔｓｏｆＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０

ｄｏｕｂｌｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ
ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

　　ＡＦＰ单基因敲除小鼠在生长发育、存活率上与
对照小鼠相比无明显异常［２］。选取 ＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０
双基因敲除小鼠（ＡＦＰ－／－／ＺＢＴＢ２０－／－）及对照小鼠
进行存活率监测，发现 ＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０双基因敲除
小鼠（ＡＦＰ－／－／ＺＢＴＢ２０－／－）出生后２周开始出现死
亡，８０％的小鼠在出生后３～６周内死亡，在出生后

８周内则全部死亡。这与ＺＢＴＢ２０单基因敲除小鼠
（ＡＦＰ＋／＋／ＺＢＴＢ２０－／－）相比在存活率上无明显差
异，均存在未成年死亡的表型（图３）。

图３　ＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０双基因敲除小鼠存活率观察

Ｆｉｇ３　ＳｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｏｆＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０

ｄｏｕｂｌｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｅ

２．３　ＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０双基因敲除小鼠血糖水平的检

测　ＺＢＴＢ２０单基因敲除小鼠表型之一为严重低血

糖。肝脏是机体重要的物质代谢器官，本研究对

ＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０ 双 基 因 敲 除 小 鼠 （ＡＦＰ－／－／

ＺＢＴＢ２０－／－）及对照小鼠出生后２周和３周开始进

行随机血糖检测，发现ＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０双基因敲除小

鼠与ＺＢＴＢ２０单基因敲除小鼠在血糖水平上无明显

差异，提示ＡＦＰ基因异常高表达对肝脏糖代谢及血

糖水平并无明显影响（图４）。

图４　ＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０双基因敲除小鼠血糖水平（进食状态）

Ｆｉｇ４　ＢｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｏｆＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０

ｄｏｕｂｌｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ（ａｔｆｅｄｓｔａｔｅ）

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＡＦＰ是哺乳动物胎儿时期的血清蛋白，主要在
胎儿肝细胞和内胚层的卵黄囊中合成［１］，随着胎儿
出生ＡＦＰ基因表达水平迅速降低，在转录水平有接
近１００００倍的降低［８］。目前对ＡＦＰ生理功能并不
十分清楚，推测ＡＦＰ可能发挥载体蛋白和免疫调节
的作用。研究发现胚胎时期ＡＦＰ可与雌激素结合，
保护脑性别分化过程中雌激素对其的影响［９］。同
时，ＡＦＰ可与脂肪酸、胆红素等结合发挥载体蛋白
的运输作用［４］。研究表明，ＡＦＰ在胚胎时期可能保
护胚胎抵御母体免疫系统的影响［１０］。胚胎产生的

ＡＦＰ可以进入母体血液循环，母体 ＡＦＰ水平的异
常提示胎儿可能存在脊柱裂和唐氏综合征［１１１２］。对
于ＡＦＰ基因敲除小鼠，其胚胎发育正常，雌性小鼠
出生后无生育能力，雄性小鼠生育能力则正常［２］。

　　为了研究新型锌指蛋白ＺＢＴＢ２０在体内的生物
学功能，本研究建立了ＺＢＴＢ２０基因敲除小鼠模型。
模型建立后，观察到ＺＢＴＢ２０基因敲除纯合子小鼠
存在严重的生长发育障碍、严重低血糖和未成年死
亡等表型。进一步分析发现ＺＢＴＢ２０基因敲除小鼠
出生后肝脏 ＡＦＰ表达水平异常升高，接近胎肝水
平，但白蛋白表达水平却维持正常［９］。为了进一步
确定ＡＦＰ高水平表达与ＺＢＴＢ２０基因敲除小鼠表
型之间关系，本研究建立了ＡＦＰ／ＺＢＴＢ２０双基因敲
除小鼠模型（ＡＦＰ－／－／ＺＢＴＢ２０－／－），分析生长发育、
存活率及血糖水平等指标。实验结果表明 ＡＦＰ基
因／ＺＢＴＢ２０基因双基因敲除小鼠模型（ＡＦＰ－／－／

ＺＢＴＢ２０－／－）与ＺＢＴＢ２０单基因敲除小鼠相比，在体
质量、存活率、血糖水平等方面并没明显差异。可
见，ＡＦＰ基因高表达和生长发育障碍、严重低血糖
之间没有因果联系。ＺＢＴＢ２０基因敲除小鼠的生长
发育障碍、严重低血糖和未成年死亡与肝脏ＡＦＰ基
因高表达没有关系。

　　ＺＢＴＢ２０基因敲除小鼠是目前唯一肝脏 ＡＦＰ
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基因高表达的小鼠模型，对ＡＦＰ基因高表达情况下
病理学意义的研究提供了重要手段。本研究表明，
肝脏ＡＦＰ基因的持续高表达与该模型小鼠的生长
发育障碍、血糖代谢紊乱等表型没有直接关系。鉴
于ＡＦＰ在肝癌中的异常高表达，ＡＦＰ高表达对机
体免疫系统等的影响一直受到关注，我们后续建立
的肝细胞特异性 ＺＢＴＢ２０基因敲除小鼠为研究

ＡＦＰ的免疫调节等可能病理作用提供了技术手
段［５］。
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