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　　水通道蛋白（ａｑｕａｐｏｒｉｎｓ，ＡＱＰｓ）是表达于动植物细胞膜

表面的一类蛋白质，主要调控渗透压介导的水分子运动，也

部分调控其他小分子如甘油、尿素等物质的跨膜运动。目前

发现人类有１２种ＡＱＰｓ的表达，主要表达于泌尿系统、消化

系统、呼吸系统等部位液体流动量较大的细胞膜上。呼吸系

统中主要表达ＡＱＰ１、３、４、５四种分子，其中ＡＱＰ１、ＡＱＰ５在

急性肺损伤的发病中具有重要作用［１２］，但二者的确切作用

机制尚不很清楚，对其确切机制的探讨是目前研究的热

点。　　　　　　

　　研究某基因的明确功能目前常采用ＲＮＡ干扰技术，但

这种技术并不能完全缺失该基因功能，更不能永久性缺失，

而基因敲除法可以克服这一缺点，达到永久性完全缺失某基

因的目的。由于技术条件的限制，国内鲜有实验室可进行目

的基因的精确敲除，目前一般采用引进国外基因敲除动物模

型的方法来获得基因敲除动物。Ｍａ（麻彤辉）等［３］于１９９９

年成功建立ＡＱＰ５基因敲除小鼠模型，对于研究ＡＱＰ５基因

的体内功能具有重要意义。

　　我们前期对ＡＱＰ５在呼吸系统的作用已进行了初步研

究，为进一步探讨ＡＱＰ５基因在呼吸系统中的确切功能，中

山医院呼吸病研究所于２００５年７月引进１对ＡＱＰ５基因敲

除杂合型小鼠，进行繁殖、筛选，以期获得足够数量的 ＡＱＰ５

基因敲除纯合子小鼠进行后续实验。

１　材料和方法

１．１　实验动物　２只ＣＤ１鼠系的 ＡＱＰ５基因敲除小鼠，１

雄１雌，６周龄，体质量分别为２０ｇ和２１ｇ，引自加利福尼亚

大学心血管研究所（ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＳａｎＦｒａｎｓｃｉｃｏ

分校），基因背景为ＡＱＰ５基因敲除杂合型（ＡＱＰ５＋／－）。

１．２　小鼠的饲养和繁殖　小鼠饲养于复旦大学上海医学院

实验动物中心ＳＰＦ环境中。将小鼠置于洁净层流架内，室内

温度１８～２２℃，湿度５０％～６０％，小鼠笼盒、垫料以及食物

均经６０Ｃｏ照射消毒，饮水经高温高压灭菌处理。饲养过程

中，每天观察小鼠生长情况，补充饲料及饮用水。小鼠采用

１２ｈ光照周期。小鼠达８周龄时，２鼠合笼，母鼠的妊娠期

为１９ｄ左右。

１．３　子一代小鼠的基因型鉴定　由于所引进小鼠均为杂合

子，其子代可能出现野生型（ＡＱＰ５＋／＋）、杂合子（ＡＱＰ５＋／－）

及纯合子（ＡＱＰ５－／－）３种基因型，故需对子一代进行基因

型鉴定。

１．３．１　ＤＮＡ的提取　将鼠尾用剪刀剪碎，移入离心管。按

华舜生物工程公司组织基因组ＤＮＡ提取试剂盒操作说明进

行。电泳鉴定、限制性酶切鉴定、分光光度仪测定纯度，最后

将所制备的基因组ＤＮＡ置于－２０℃保存。

１．３．２　基因型鉴定　引物序列由该小鼠的建立者［３］、现任

职于东北师范大学膜通道实验室的麻彤辉教授提供，由３条

寡核苷酸链组成。引物 Ｗ：５′ＴＣＣＴＴＧＡＡＧＡＣＣＡＧＡ

ＡＣＣＴＴＡＣＴＴＧ３′位于ＡＱＰ５基因的上游区域，作为通用

引物；引物Ｋ：５′ＧＴＴＴＧＴＧＣＣＡＧＣＡＣＴＡＣＴＣＡＣＣＣ

３′位于 ＡＱＰ５基因敲除区域；引物 Ｎ：５′ＣＡＣＣＧＣＴＧＡ

ＡＴＡＴＧＣＡＴＡＡＧＧＣＡＧ３′。

　　反应体系（３０μｌ）：引物 Ｗ（０．２μｇ／μｌ）０．４５μｌ，引物 Ｋ
（０．２μｇ／μｌ）０．３μｌ，引物 Ｎ （０．２μｇ／μｌ）０．３μｌ，ＭｇＣｌ２（５０

ｍｍｏｌ／Ｌ）１．２μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ３．０μｌ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）

０．５μｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μｌ）０．５μｌ，尾部ＤＮＡ模板１

μｌ，加 Ｈ２Ｏ补足３０μｌ。ＰＣＲ反应条件：９４℃５ｍｉｎ，１个循

环；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ，

１个循环。

　　ＰＣＲ结束后，取ＰＣＲ产物１０μｌ用１．０％琼脂糖凝胶电

泳分析结果：由引物 Ｗ和Ｋ检测出的约４５０ｂｐ条带为纯合

子型小鼠，由引物 Ｗ和Ｎ检测出的约２７０ｂｐ条带为野生型

小鼠，两带均出现为杂合子小鼠。

１．４　子二代纯合子小鼠的筛选及鉴定　子一代小鼠中鉴定

后选择雌性杂合子与雄性纯合子进行交配，获得子二代小

鼠。按孟德尔遗传规律，子二代小鼠可能会出现杂合子

（ＡＱＰ５＋／－）及纯合子（ＡＱＰ５ －／－）２种基因型，再次采用

１．３项下的方法进行鉴定筛选纯合子。按上述方法直至获得

足够数量的纯合子小鼠。
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２　结　果

２．１　小鼠的繁殖、生长情况　成功繁殖出１０只子一代幼

鼠，４雌６雄。２周龄内，１０只小鼠体质量相差不大，在０．５ｇ
以内；２～３周龄后，体质量出现明显差异，其中４、７、８号小鼠

体质量最轻，与其余７只相差约３ｇ左右。

２．２　子一代小鼠基因型鉴定结果　 ＰＣＲ鉴定结果表明（图

１）：４、７、８号小鼠出现４５０ｂｐ条带为纯合型，１、２、５、６号小

鼠出现２７０ｂｐ和４５０ｂｐ条带为杂合子，３号小鼠仅有一条

短的２７０ｂｐ片段，为野生型。其中４、７、８号纯合型小鼠为体

重最轻的３只小鼠。因为本研究室的电泳仪一次电泳所能

加样的最多标本数为８例，另外２只小鼠另次电泳鉴定，其

中第９号为野生型，第１０号为杂合子。

图１　子一代小鼠基因型ＰＣＲ鉴定结果

Ｍ：ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１８：Ｎｕｍｂｅｒｏｆｍｏｕｓｅ

２．３　子二代小鼠繁育及筛选　将子一代雌性杂合子与雄性

纯合子进行交配，母鼠每胎生仔鼠为１０～１３只左右，经鉴定

筛选，其中约５０％为纯合子小鼠。而采用子一代雌雄纯合子

小鼠进行繁殖，每胎生育仅４～５只，极少超过５只，要得到

足够数量的实验用小鼠需耗时较长。故本研究采用雌性杂

合子与雄性纯合子交配后筛选鉴定的方法获得 ＡＱＰ５基因

敲除纯合子小鼠。

３　讨　论

　　ＡＱＰｓ是一大类表达于细胞膜表面，介导渗透压驱动的

水的跨膜转运的蛋白，首次发现该类蛋白质的 Ａｇｒｅ教授获

得了２００３年的诺贝尔化学奖［４］。目前已鉴定出的ＡＱＰｓ有

１２种，其中 ＡＱＰ５主要表达于人Ⅰ型肺泡上皮细胞、唾液

腺、腮腺、汗腺上皮细胞上，对于这些组织和器官水的平衡起

重要作用。Ｍａ等［３］于１９９９年应用基因重组技术成功建立

ＡＱＰ５基因敲除小鼠，并发现 ＡＱＰ５－／－小鼠胸膜、唾液腺、

腮腺的分泌明显下降［５］。

　　本研究中的１对ＡＱＰ５杂合子小鼠成功引进后，参照国

内外相关规范及文献［３，６７］，按照ＳＰＦ级动物饲养标准进行

饲养和繁殖，成功繁殖出１０只子一代幼鼠。子一代幼鼠发

育成熟后不同小鼠间体质量相差明显，其中３只小鼠体质量

最轻，最后经基因型鉴定证实这３只小鼠是ＡＱＰ５基因敲除

纯合子小鼠。这可能由于ＡＱＰ５－／－小鼠消化液分泌不足引

起［３］。本次引进的ＡＱＰ５小鼠均为杂合子，其子一代可能出

现３种基因型，即ＡＱＰ５＋／＋（野生型）、ＡＱＰ５＋／－（杂合子）、

ＡＱＰ５－／－（纯合子），其中纯合子自然作为实验小鼠，野生型

用作对照小鼠，杂合子用作种小鼠。

　　我们在预实验中发现，雌性纯合子的生育力较杂合子及

野生型小鼠下降，因此如想得到足够数量的纯合子小鼠，最

好以雌性杂合子与雄性纯合子交配。本研究中采用此种方

式交配，母鼠每胎生仔鼠为１０～１３只，子二代可获得５０％的

纯合子小鼠；而如果采用纯系敲除鼠进行繁殖，则每胎仅生

育４～５只，极少超过５只，要得到足够数量的ＡＱＰ５基因敲

除纯合子小鼠需耗时较长。虽然以雌性杂合子与雄性纯合

子交配后子代小鼠需要筛选鉴定，但能保证小鼠足够数量，

而且可以通过体质量对纯合子及杂合子进行初筛，大大降低

了工作量。因此，本研究中，我们一直采用雌性杂合子与雄

性纯合子交配的方法获取足够数量的ＡＱＰ５－／－（纯合子）小

鼠。

　　通过一段时间的繁殖和鉴定，目前本实验室已获得了较

多的各种ＡＱＰ５基因型小鼠，为进一步研究ＡＱＰ５的信号转

导通路及其在呼吸系统疾病中的发病机制提供了充足的实

验材料。
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