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　　［摘要］　目的　建立瞬时性受体电位通道香草酸受体亚型６（Ｔｒｐｖ６）基因敲除小鼠模型，为在体研究Ｔｒｐｖ６的生物学功
能及其与骨代谢关系奠定基础。方法　从Ｅｎｓｅｍｂｌ数据库中获得小鼠Ｔｒｐｖ６基因组序列。设计基因敲除策略，构建基因敲
除载体ｐＢＲ３２２ＭＫＴｒｐｖ６。以电穿孔方法将基因敲除载体导入胚胎多能干细胞（ＥＳ细胞），用Ｇ４１８和Ｇａｎｃｉｃｌｏｖｏｉｒ进行正负

筛选，获得双抗性克隆。ＰＣＲ鉴定出正确同源重组的ＥＳ细胞克隆。将正确同源重组的ＥＳ细胞注射到Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠的囊胚

中，获得嵌合体小鼠。挑选嵌合率在５０％的雄鼠与Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠交配，获得的灰鼠经ＰＣＲ鉴定为杂合子小鼠。杂合子小鼠

交配后获得纯合子小鼠。结果　成功构建了打靶载体ｐＢＲ３２２ＭＫＴｒｐｖ６。电穿孔后，共获得２４个正确同源重组的克隆，同
源重组效率为２５％。同源重组的克隆经显微注射后，共获得４只嵌合率大于５０％的雄鼠。嵌合鼠与Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠交配，获

得５７只来源于ＥＳ细胞的灰鼠，ＰＣＲ鉴定证实其中１７只为杂合子小鼠，阳性率为２９．８％。杂合子小鼠交配获得纯合子小鼠。

经蛋白质印迹分析证实纯合子小鼠无Ｔｒｐｖ６蛋白的表达。结论　成功建立了Ｔｒｐｖ６基因敲除小鼠模型，其中纯合子小鼠未
出现胚胎致死现象。　　　　　

　　［关键词］　Ｔｒｐｖ６基因；基因敲除小鼠；骨重建

　　［中图分类号］　Ｒ３４９．８３　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１２）０１００１００６

Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｎｉｌｌｏｉｄ６ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ

ＹＥＴｉａｎｗｅｎ１，ＺＨＥＮＧＪｉｎｈｕａ２，ＡＮＪｉｎｇ３，ＧＵＯＱｉｎｇｈｅ１，ＣＨＥＮＦａｎｇｊｉｎｇ１，ＣＨＥＮＡｉｍｉｎ１

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｒｔｈｏｐａｅｄｉｃｓ，ＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００００３，Ｃｈｉｎａ

２．ＳｈａｎｇｈａｉＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｍｏｄｅｌＯｒｇａｎｉｓｍｓ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０１２０３，Ｃｈｉｎａ

３．ＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＰｏｌｌｕｔｉｏｎａｎｄＨｅａｌｔｈ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｓｈａｎｇｈａｉ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４４４，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１１０５０４　　　　［接受日期］　２０１１０９１３
［基金项目］　国家自然科学基金（３０８０１１７２），上海市科委基金（１０４１１９６３５００），上海高校选拔培养优秀青年教师科研专项基金．Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙ

ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０８０１１７２），Ｆｕｎｄｆｒｏｍ Ｓｃｉｅｎｃｅａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎｏｆＳｈａｎｇｈａｉ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｙ
（１０４１１９６３５００），ａｎｄＳｐｅｃｉａｌＦｕｎｄｆｏｒＣｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＯｕｔｓｔａｎｄｉｎｇＹｏｕｎｇＴｅａｃｈｅｒｓｉｎＳｈａｎｇｈａｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ．
［作者简介］　叶添文，副教授，副主任医师．Ｅｍａｉｌ：ｙｅｔｉａｎｗｅｎ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８８５６３８，Ｅｍａｉｌ：ｙｅｔｉａｎｗｅｎ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｃｒｅａｔｅｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｎｉｌｌｏｉｄ６（Ｔｒｐｖ６）ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ，ｓｏａｓｔｏ

ｐａｖｅａｗａｙｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｒｅｓｅａｒｃｈｏｆｉｔｓｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｉｔｓｒｏｌｅｉｎｂｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎｖｉｖｏ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＭｏｕｓｅｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＴｒｐｖ６ｇｅｎｅｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍ Ｅｎｓｅｍｂｌｄａｔａｂａｓｅ．Ｔｒｐｖ６ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｖｅｃｔｏｒ （ｐＢＲ３２２ＭＫＴｒｐｖ６）ｗａｓ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．Ｔｒｐｖ６ｋｎｏｃｋｏｕｔｖｅｃｔｏｒｗａｓｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｉｎｔｏｔｈｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍ（ＥＳ）ｃｅｌｌｓｂｙｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎａｎｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｂｏｔｈ

Ｇ４１８ａｎｄＧａｎｃｉｃｌｏｖｏｉｒｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｌｏｎｅｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｒｏｕｔｉｎｅｌｙ．ＴｈｅｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄＥＳｃｅｌｌｃｌｏｎｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙ

ＰＣＲ．ＴｈｅｃｏｒｒｅｃｔｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｌｙｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄＥＳｃｅｌｌｓｗｅｒｅｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏＣ５７ＢＬ／６Ｊｍｏｕｓｅｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓｔｏｏｂｔａｉｎｃｈｉｍｅｒａ

ｍｏｕｓｅ．Ｍａｌｅｍｉｃｅｗｉｔｈａｃｈｉｍｅｒａｒａｔｅｏｆ５０％ ｗｅｒｅｍａｔｅｄｗｉｔｈＣ５７ＢＬ／６Ｊｆｅｍａｌｅｍｉｃｅ；ｔｈｅｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓｗｉｔｈｇｒａｙｆｕｒｗｅｒｅ

ｏｂｔａｉｎｅｄ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅｍｉｃｅｂｙＰＣＲ．Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅｍｉｃｅｗｅｒｅｉｎｔｅｒｃｒｏｓｓｅｄｔｏｇｅｎｅｒａｔｅｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ

ｍｉｃｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒｐＢＲ３２２ＭＫＴｒｐｖ６ ｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．Ａｔｏｔａｌｏｆ２４ｃｏｒｒｅｃｔｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｌｙ

ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｃｌｏｎｅｓｗｅｒｅｇａｉｎｅｄａｆｔｅｒｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗａｓ２５％．Ｆｏｕｒｍａｌｅｍｉｃｅ

ｗｉｔｈａｃｈｉｍｅｒａｒａｔｅｏｆｍｏｒｅｔｈａｎ５０％ ｗｅｒｅａｃｑｕｉｒｅｄａｆｔｅｒｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｌｙｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｃｌｏｎｅｓｔｈｒｏｕｇｈｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．Ａｆｔｅｒｔｈｅ

ｃｈｉｍｅｒａｍｉｃｅｗｅｒｅｍａｔｅｄｗｉｔｈＣ５７ＢＬ／６Ｊｍｉｃｅ，５７ｇｒｅｙｆｕｒｍｉｃｅｏｒｉｇｉｎａｔｅｄｆｒｏｍＥＳｃｅｌｌｗｅｒｅｇａｉｎｅｄ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ１７（２９．８％）

ｗｉｔｈｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓｇｅｎｏｔｙｐｅ．Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅｍｉｃｅｗｅｒｅｉｎｔｅｒｃｒｏｓｓｅｄｔｏｇｅｎｅｒａｔｅｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅｍｉｃｅ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ



第１期．叶添文，等．瞬时性受体电位通道香草酸受体亚型６基因敲除小鼠模型的建立 · １１　　　 ·

ｓｈｏｗｅｄｎｏＴｒｐｖ６ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅｍｉｃｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＷｅｈａｖｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＴｒｐｖ６ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ

ｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ，ａｎｄｔｈｅｒｅｉｓｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃｌｅｔｈａｌｉｔｙｉｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｍｕｔａｎｔｍｉｃｅ．　　　　　

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｔｒｐｖ６ｇｅｎｅ；ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ；ｂｏｎｅｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（１）：１０１５］

　　ＴＲＰＶ（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｎｉｌｌｏｉｄ）

蛋白家族是一类新型钙离子转运通道蛋白，共有６
个成员。其中，Ｔｒｐｖ６是ＴＲＰ超家族中的高选择性

钙离子通道之一，表达于具有钙离子跨细胞转运功

能的器官，包括肾脏、十二指肠、骨组织及前列腺

等［１］。雌激素、维生素Ｄ、钙离子等通过影响Ｔｒｐｖ６
通道的表达，调节钙离子的代谢［２］。因此，通道蛋白

Ｔｒｐｖ６是机体调节钙离子平衡的重要途径之一。

　　钙离子的平衡失调在骨质疏松的发病中具有重

要作用。钙离子的代谢是由钙离子通道介导的钙离

子跨细胞膜转运来完成。Ｔｒｐｖ６通道开放或表达增

加意味着钙离子内流加快，胞内钙离子水平增加。

现已知胞内钙离子水平与细胞分化、增殖和功能密

切相关。Ｔｒｐｖ６基因敲除后，小鼠可出现骨质疏松，

且Ｔｒｐｖ６在成骨细胞上有丰富的表达［３］。因此，我

们推测Ｔｒｐｖ６可能在成骨细胞的骨形成中具有重要

作用。如果Ｔｒｐｖ６的表达与成骨细胞的增殖和功能

有关，那么Ｔｒｐｖ６的缺陷或异常表达可能会导致骨

代谢平衡的失调。本实验通过建立Ｔｒｐｖ６基因敲除

小鼠模型，为在体研究Ｔｒｐｖ６基因的生物学功能及

其与骨代谢的关系奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　ＢＡＣ（ｂａｃｔｅｒｉａｌａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ）　含

Ｔｒｐｖ６的 ＢＡＣ 购自 ＢＡＣＰＡＣ ＲｅｓｏｕｒｃｅｓＣｅｎｔｅｒ，

Ｃｈｉｌｄｅｎｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌＯａｋｌａｎｄＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ。

１．１．２　质粒与菌株　质粒ｐＬ４５２、菌株ＥＬ３５０由

ＬＩＵＰｅｎｇｔａｏ教授（英国剑桥大学 ＷｅｌｌｃｏｍｅＴｒｕｓｔ

ＳａｎｇｅｒＩｎｓｔｉｔｕｔｅ）惠赠。ｐＳＣ１０１ＢＡＤγβαＡｔｅｔ由

张友明教授 （德国 ＧｅｎｅＢｒｉｄｇｅｓＧｍｂＨ）惠赠。

ＤＨ５α为博大泰克生物技术有限公司产品。ｐＢＲ３２２

ＭＫ为上海南方模式生物研究中心实验室改建。

１．１．３　试剂　各种限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ 连接

酶、Ｔ４ＤＮＡ聚合酶、Ｔａｑ酶及ＰＣＲ相关试剂购自

ＴａＫａＲａ公司。Ｌ阿拉伯糖、盐酸、四环素等常规化

学试剂主要购自Ｓｉｇｍａ公司和上海化学试剂公司。

胶回收试剂盒购自上海华舜生物技术有限公司，

ＢＡＣ抽提试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公司，抗 Ｔｒｐｖ６兔源

多克隆抗体和抗βａｃｔｉｎ兔源单克隆抗体分别购自

美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司和ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。辣根

过氧化物酶标记羊抗兔二抗购自上海迪奥生物科技

有限公司。

１．１．４　细胞培养相关试剂　ＳＣＲ０１２ＥＳ细胞来源

于１２９Ｓ６／ＳＶＥＶ品系小鼠，购自Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司，由上

海南方模式生物研究中心保存。ＥＳ细胞培养所需

的ＤＭＥＭ培养液（高糖，ＥＳ细胞级）、胎牛血清（ＥＳ
细胞 级）、Ｇ４１８、Ｇａｎｃｉｃｌｏｖｏｉｒ、白 血 病 抑 制 因 子

（ＬＩＦ）、青链霉素、胰蛋白酶等分别购自ＧｉｂｃｏＢＲＬ、

Ｓｉｇｍａ、Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司。

１．１．５　引物设计　引物由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成。用来构建打靶载体的引物为

Ｔｒｐｖ６Ａ１：ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＴＴＴＡＣＴＧＡＡＴ

ＴＣＴＧＧＡＧＴＴＴＧ；Ｔｒｐｖ６Ａ２：ＣＧＧＧＧＴＡＣＣ

ＣＴＡＧＴＡＧＧＣＣＣＡＧＧＡＡＡＧＡＣＣ；Ｔｒｐｖ６Ｂ１：

ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＧＴＧＧＴＧＣＣＣＡＴＧＴＣＣＴＴＴ

ＧＣＴＣ；Ｔｒｐｖ６Ｂ２：ＣＧＣ ＧＧＡ ＴＣＣ ＡＧＣ ＡＧＴ

ＴＡＣＣＣＡＣＣＴＧＡＣＡＣＣ；Ｔｒｐｖ６Ｃ：ＣＴＧＧＴＧ

ＣＡＧＧＡＡＣＣＴＴＡＣＣＡＴＴＣＡＴＴＧＴＴＧＴＴＧ

ＡＧＧＴＣＡＣＡＣＣＴＣＴＧＡＧＴＧＡＡＧＴＣＴＴＴＡ

ＴＡＡＴＧＧＴＣＧＡＣＧＡＡＴＴＣＣＧＡＡＧＴＴＣＣＴ

ＡＴＴ；Ｔｒｐｖ６Ｄ：ＡＧＣＡＴＴＡＧＡＧＡＧＧＧＧＧＡＡ

ＡＧＡＡＣＡＴＡＴＡＡＴＧＴＣＴＴＴＧＧＧＧＣＡＧＴＣ

ＡＡＴＧＧＡＧＡＡＡＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴＣＴＣＴＡＧＡ

ＡＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣ。

　　用来鉴定ＥＳ细胞基因型的引物为Ｐ１：ＧＴＡ

ＡＴＣＴＧＧＧＡＣＡＴＧＣＴＧＣＣＴＧ；Ｐ２：ＧＧＣＣＴＡ

ＣＣＣＧＣＴＴＣＣＡＴＴＧＣＴＣ；Ｐ３：ＣＣＧＴＧＣＣＴＴ

ＣＣＴＴＧＡＣＣＣＴＧＧ；Ｐ４：ＣＣＡ ＡＣＧ ＡＴＧＣＴＣ

ＡＣＧＡＧＴＴＣＣ。

　　用来鉴定小鼠基因型的引物为Ｐ５：ＣＣＡＴＧＴ

ＧＣＣＣＡＧ ＡＣＡ ＴＴＴ ＴＡ；Ｐ６：ＣＡＧ ＡＧＣＣＴＧ

ＧＡＣＡＴＣＧＴＴ ＴＴ；Ｐ７：ＧＧＧ ＧＡＡ ＣＴＴ ＣＣＴ

ＧＡＣＴＡＧＧＧ。

１．２　方法

１．２．１　打靶载体的构建　从 Ｅｎｓｅｍｂｌ数据库中

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）获得 Ｔｒ

ｐｖ６基因组序列，根据基因组序列设计打靶载体。运
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用生物信息学手段，敲除了小鼠Ｔｒｐｖ６基因第２外

显子并用ｎｅｏ基因替换，造成移码突变，使其蛋白翻

译提前终止在第３外显子。运用ＥＴ克隆的方法构

建Ｔｒｐｖ６基因第２外显子敲除载体。过程如下：以

ＢＡＣ为模板，用引物Ｔｒｐｖ６Ａ１和Ｔｒｐｖ６Ａ２扩增Ａ
臂（３９８ｂｐ），Ｔｒｐｖ６Ｂ１和 Ｔｒｐｖ６Ｂ２扩增Ｂ臂（４０１

ｂｐ），将 Ａ 臂和 Ｂ 臂克隆至 ｐＢＲ３２２ＭＫ 质粒的

ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ位点，将Ｃ臂克隆至ｐＬ４５２的

ＫｐｎⅠ、ＥｃｏＲⅠ 位点，将 Ｄ 臂克隆至 ｐＬ４５２ 的

ＢａｍＨⅠ、ＮｏｔⅠ位点，然后经过套取和ｎｅｏ基因敲

入，成功构建打靶载体ｐＢＲ３２２ＭＫＴｒｐｖ６，并用限

制性内切酶及测序进行鉴定。

１．２．２　ＥＳ细胞培养　按常规方法培养，培养皿以

０．１％Ｇｅｌａｔｉｎ包被后接种丝裂霉素Ｃ处理的滋养层

细胞（每个１０ｃｍ 培养皿接种２×１０６个滋养层细

胞），过夜培养后即可接种ＥＳ细胞。ＥＳ细胞完全培

养液 ＤＭＥＭ 中含 １０－６ ｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇、２００

ｍｍｏｌ／Ｌ谷胺酰胺、非必需氨基酸、１００Ｕ／ｍｌ青霉

素、５０ｍｇ／Ｌ链霉素、１５％ＥＳ胎牛血清、１０００Ｕ／ｍｌ

ＬＩＦ。

１．２．３　ＥＳ细胞电穿孔ＤＮＡ转染　处于对数生长

期的ＥＳ细胞加０．１２５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ消化并计

数，加适量的ＰＢＳ使细胞密度达到约１．５×１０７／ｍｌ。

取０．８ｍｌ上述ＥＳ细胞悬液，加入约３５μｇ经ＮｏｔⅠ
线性化的ｐＢＲ３２２ＭＫＴｒｐｖ６质粒ＤＮＡ，混匀后转

移至无菌电穿孔杯中以２４０Ｖ、５００μＦ的电参数进

行电穿孔，重新悬浮后平均分配到３个已铺好滋养

层细胞的１０ｃｍ培养皿中培养。

１．２．４　正负药物筛选　ＥＳ细胞在电穿孔２４ｈ后换

含有选择药物Ｇ４１８（终浓度为３００ｍｇ／Ｌ）和Ｇａｎｃｉ

ｃｌｏｖｏｉｒ（终浓度为２μｍｏｌ／Ｌ）的培养液进行选择性培

养，每天更换培养液，经７～８ｄ选择性培养，抗性ＥＳ
细胞长成肉眼可见的克隆时即可进行挑取。

１．２．５　双抗性细胞克隆的挑取及培养　挑取抗性

克隆放入含有２０μｌ０．１％胰蛋白酶ＥＤＴＡ的９６孔

板（凹底）中消化约３ｍｉｎ，轻轻吹打，使细胞分散，转

移至９６孔培养板中培养，待细胞长满至６０％～８０％
后取大部分细胞冻存，剩余细胞继续培养至全部长

满后用于提取基因组ＤＮＡ。

１．２．６　ＥＳ细胞基因组 ＤＮＡ的提取　在长满ＥＳ
细胞的９６孔板中吸去培养液，每孔加入８０μｌ裂解

液（含１ｇ／Ｌ蛋白酶 Ｋ），５６℃过夜消化后加入无水

乙醇常规提取ＤＮＡ，溶于１００μｌ的ＴＥ液中。

１．２．７　同源重组克隆的ＰＣＲ鉴定　在Ｔｒｐｖ６同源

重组臂外侧分别设计Ｐ１和Ｐ４引物，在ｎｅｏ序列上

设计Ｐ２和Ｐ３引物。用Ｐ１与Ｐ２引物配对，鉴定５′
臂同源重组，反应条件：９５℃４ｍｉｎ变性后，９４℃４５

ｓ，６１．２℃ ４５ｓ，７２℃ １８０ｓ，进行３４个循环，最后

７２℃延伸１０ｍｉｎ，同源重组克隆应扩增出３．０ｋｂ片

段；用Ｐ３和Ｐ４引物配对鉴定３′臂同源重组，反应条

件：９５℃４ｍｉｎ变性后，９４℃４５ｓ，６３．６℃４５ｓ，７２℃

２１０ｓ，进行３４个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，同源

重组克隆应扩增出３．５ｋｂ片段。

１．２．８　ＥＳ细胞的囊胚注射及胚胎移植　注射时采

用无ＬＩＦ的ＤＭＥＭ完全培养液，每枚囊胚中注射约

１５个ＥＳ细胞，注射后囊胚培养于无ＬＩＦ的ＤＭＥＭ
完全培养液中，３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养１ｈ左右，

将注射后的胚胎移植到２．５ｄ的假孕母鼠子宫中，每

侧移植８～１０枚。假孕母鼠饲养于上海南方模式生

物研究中心ＳＰＦ级动物房，自然分娩，产下的后代即

为嵌合体小鼠。

１．２．９　嵌合体小鼠育种及ＰＣＲ鉴定基因型　挑选

毛色嵌合率大于５０％的雄性鼠与Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ纯系小

鼠（上海南方模式生物研究中心自繁）交配即获得

ＥＳ细胞来源的灰鼠。同ＥＳ细胞鉴定方法，用ＰＣＲ
方法鉴定阳性杂合子小鼠。

１．２．１０　杂合子小鼠繁育及基因型鉴定　在小鼠

Ｔｒｐｖ６基因组５′臂上设计引物Ｐ５，被敲除的区域设

计引物Ｐ６，ｎｅｏ基因上设计引物Ｐ７，Ｐ５与Ｐ６引物配

对，可在野生型小鼠基因组中扩增出５９９ｂｐ的片

段；Ｐ５和Ｐ７引物配对，可在突变的小鼠基因组中扩

增出７８８ｂｐ的片段，因此Ｐ５、Ｐ６、Ｐ７在同一体系内

进行ＰＣＲ反应时，野生型小鼠仅能扩增出５９９ｂｐ的

条带，纯合子小鼠仅能扩增出７８８ｂｐ的条带，而杂

合子小鼠能同时扩增出这２个条带。用ＴａＫａＲａ公

司的１０×ＬＡＴａｑ上样缓冲液配ＰＣＲ反应体液，扩

增条件：９５℃５ｍｉｎ变性后，９５℃３０ｓ，６２℃３０ｓ，

７２℃３ｍｉｎ，进行３０个循环后，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．１１　蛋白质印迹分析检测 Ｔｒｐｖ６蛋白的表

达　收集野生型小鼠和基因敲除小鼠骨髓细胞，用

细胞蛋白裂解液提取总蛋白，经１％ＳＤＳＰＡＧＥ后，

半干转移法转至硝酸纤维素膜，以５％脱脂奶粉／

ＴＢＳＴ封闭后，加入Ｔｒｐｖ６、βａｃｔｉｎ一抗（１１０００），

以及相应的辣根过氧化物酶标记二抗（１２０００），

ＥＣＬ显色。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计
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学处理，采用均数方差分析，小鼠体质量以珚ｘ±ｓ表

示。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　质粒构建及打靶策略　构建完成的打靶质粒

用限制性内切酶及测序鉴定同源臂插入及方向，打

靶质粒图谱见图１。用ＮｏｔⅠ线性化后用于ＥＳ细胞

打靶，打靶策略见图２。

图１　Ｔｒｐｖ６基因打靶质粒

Ｆｉｇ１　Ｔｒｐｖ６ｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ

图２　Ｔｒｐｖ６基因打靶策略

Ｆｉｇ２　Ｔｒｐｖ６ｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｓｔｒａｔｅｇｙ
■ｄｅｎｏｔｅｓＡ，Ｂ，ＣａｎｄＤｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｓｈｏｒｔａｒｍｓ；ｔｈｅｓｐａｎｏｆＡａｎｄ

Ｃａｒｍｓｉｓ５′ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｌｙｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄａｒｍｗｉｔｈａｌｅｎｇｔｈｏｆ３１４３ｂｐ；

ｔｈｅｓｐａｎｏｆＤａｎｄＢａｒｍｓｉｓ３′ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｌｙｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄａｒｍｗｉｔｈａ

ｌｅｎｇｔｈｏｆ３６４６ｂｐ；ｔｈｅ２ｎｄｅｘｏｎｉｓｄｅｌｅｔｅｄ．□：Ｅｘｏｎ；☆：ＡＴＧ；△：

ＴＧＡ

２．２　同源重组ＥＳ细胞克隆鉴定　打靶共获得抗性

克隆９６个，经ＰＣＲ检测共获得２４个正确同源重组

的克隆，同源重组效率为２５％。挑选状态好的克隆

进行复检，经ＰＣＲ及序列分析证实，其中Ｆ１、Ｆ２和

Ｈ３为正确同源重组克隆。ＰＣＲ鉴定结果见图３。

２．３　嵌合体及杂合子小鼠育种　通过ＥＳ细胞的囊

胚注射和胚胎移植，Ｆ１、Ｆ２克隆分别获得毛色嵌合

率大于５０％成年的雄性小鼠２只。４只雄性嵌合体

小鼠与Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ纯系小鼠交配，来自Ｆ２克隆的２
只雄鼠不育，来自Ｆ１克隆的２只雄鼠共获得ＥＳ细

胞来源的灰鼠５７只。经ＰＣＲ鉴定，其中１７只为阳

性杂合的子小鼠，基本符合孟德尔遗传定律。

　　杂合子小鼠间交配繁育获得野生型、杂合子、纯

合子３种基因型小鼠。经繁育共出生８９只Ｆ２代小

鼠，其中野生型１９只、杂合子５２只、纯合子１８只，

基本符合孟德尔遗传定律。Ｔｒｐｖ６基因敲除没有导

致纯合子小鼠的胚胎致死。小鼠基因型ＰＣＲ鉴定

结果见图４。

图３　ＰＣＲ鉴定打靶后的ＥＳ细胞克隆

Ｆｉｇ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｅｄＥＳｃｅｌｌｃｌｏｎｅｓｂｙＰＣＲ
Ａ：Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｅｖｅｎｔａｔ３′ｔｅｒｍｉｎａｌｅｎｄａｎｄａ３．５ｋｂ

ｆｒａｇｍｅｎｔｆｏｕｎｄｂｙＰＣＲ；Ｂ：Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｅｖｅｎｔａｔ５′ｔｅｒ

ｍｉｎａｌｅｎｄａｎｄａ３．０ｋｂｆｒａｇｍｅｎｔｆｏｕｎｄｂｙＰＣＲ．Ｍ：Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ１ｋｂ

ＤＮＡｌａｄｄｅｒ；－：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；１：ＥＳｃｅｌｌｃｌｏｎｅＦ１；２：ＥＳｃｅｌｌ

ｃｌｏｎｅＦ２；３：ＥＳｃｅｌｌｃｌｏｎｅＨ３

图４　Ｔｒｐｖ６基因敲除小鼠的基因型鉴定

Ｆｉｇ４　ＰＣＲｆｏｒｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｏｆＴｒｐｖ６ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｏｕｓｅ
５９９ｂｐｆｒａｇｍｅｎｔｃｏｕｌｄｂｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｉｎｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ，７８８ｂｐｆｒａｇｍｅｎｔ

ｉｎｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｍｉｃｅ，ａｎｄ５９９ｂｐａｎｄ７８８ｂｐｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｎｈｅｔｅｒｏｚｙ

ｇｏｕｓｍｉｃｅ．Ｍ：ＭＢＩＧｅｎｅＲｕｌｅｒＴＭ１００ｂｐｐｌｕｓＤＮＡｌａｄｄｅｒ；Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｐ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｇｅｎｏｍｅＤＮＡｉｎＥＳｃｅｌｌ）；＋／－：Ｈｅｔｅｒｏｚｙ

ｇｏｕｓｍｉｃｅ；－／－：Ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｍｉｃｅ；＋／＋：Ｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ

２．４　小鼠Ｔｒｐｖ６蛋白的表达　分别从２只野生型
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小鼠和２只Ｔｒｐｖ６基因敲除小鼠骨髓细胞中抽提总

蛋白，用蛋白质印迹法检测Ｔｒｐｖ６蛋白的表达。结

果表明Ｔｒｐｖ６基因敲除的纯合子小鼠骨髓细胞中无

Ｔｒｐｖ６蛋白的表达（图５）。

图５　 蛋白质印迹分析Ｔｒｐｖ６蛋白的表达

Ｆｉｇ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

Ｔｒｐｖ６ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴｒｐｖ６ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｓｄｏｎｅｉｎｂｏｎｅ

ｍａｒｒｏｗｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ６６０００ｋｂｐｒｏｔｅｉｎｓｔｒａｐｓｏｆＴｒｐｖ６ｃｏｕｌｄｂｅｄｅｔｅｃ

ｔｅｄｉｎｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ，ｂｕｔｎｏｔｉｎｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｍｉｃｅ．－／－：Ｈｏｍｏｚｙ

ｇｏｕｓｍｉｃｅ；＋／＋：Ｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ

２．５　Ｔｒｐｖ６基因敲除小鼠的表型观察　Ｔｒｐｖ６基

因敲除的嵌合体、杂合子小鼠均能正常交配繁殖，但

Ｔｒｐｖ６基因敲除小鼠存在生育功能缺陷，不能正常

交配繁殖。在常规含１％钙饲料的喂养下，在出生后

各时间段，Ｔｒｐｖ６基因敲除小鼠的体质量明显较野

生型小鼠轻，并随着时间延长，体质量差异更明显，

结果见图６。１２周龄的小鼠中，７％的杂合子小鼠和

３０％的Ｔｒｐｖ６基因敲除小鼠存在头面部、颈部脱毛

和皮炎现象，结果见图７。

图６　常规饲料（１％钙）喂养时，成年野生型和

Ｔｒｐｖ６基因敲除小鼠体质量变化

Ｆｉｇ６　ＢｏｄｙｗｅｉｇｈｔｉｎａｄｕｌｔＷＴｏｒＴｒｐｖ６ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ

ｍｉｃｅｆｅｄｗｉｔｈｒｅｇｕｌａｒ（１％Ｃａ２＋）ｄｉｅｔ
ＷＴ：Ｗｉｌｄｔｙｐｅ；ＫＯ：Ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｔｙｐｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓＫＯｇｒｏｕｐ；

ｎ＝２０，珚ｘ±ｓ

图７　成年（１２周龄）Ｔｒｐｖ６基因敲除小鼠

出现鼻部和颈部脱毛和皮炎

Ｆｉｇ７　Ａｄｕｌｔ（１２ｗｅｅｋｓｏｌｄ）Ｔｒｐｖ６ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ

ｍｏｕｓｅｗｉｔｈｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔａｌｏｐｅｃｉａａｎｄｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ

ｏｎｔｈｅｎｏｓｅａｎｄｎｅｃｋ

３　讨　论

　　小鼠的Ｔｒｐｖ６基因位于第６号染色体，其编码

的ｍＲＮＡ大小为２９２６ｎｔ，编码区大小为２１８１ｎｔ。

基因有２个转录本，但外显子位置相近。只是 Ｔｒ

ｐｖ６２０１转录本的第１１外显子在Ｔｒｐｖ６２０２转录本

中被分成了３个外显子（第１２、１３和１４外显子），导

致Ｔｒｐｖ６２０２转录本有１７个外显子而 Ｔｒｐｖ６２０１
转录本只有１５个外显子。通过敲除第２个外显子，

造成该基因的移码突变，蛋白质翻译在第３外显子

上提前终止。

　　在小鼠基因库中，Ｔｒｐｖ６基因与ＥｐｈＢ６基因尾

尾相连。Ｂｉａｎｃｏ等［４］用同源重组基因敲除法建立

Ｔｒｐｖ６基因敲除小鼠模型。敲除区域为Ｔｒｐｖ６的第

９～１５外显子，去除了 Ｔｒｐｖ６基因的穿膜结构域２
后面的所有序列，并且同时敲除了ＥｐｈＢ６基因的最

后４个外显子，即同时使 ＴＲＰＶ６蛋白和ＥｐｈＢ６蛋

白功能受损。该方法存在的问题：（１）可能导致表型

分析时不能确定是哪个基因受损引发的问题；（２）

Ｔｒｐｖ６基因的第１～８外显子可能编码一段３７４氨

基酸残基的截短型蛋白，这个截短型蛋白是否有功

能或者对细胞或组织产生其他的影响是未知的。这

两个问题都会导致在后续研究表型并分析基因功能

时产生不同的见解，不能完全阐明 Ｔｒｐｖ６基因的

功能。

　　本研究采用的方法是敲除了第２外显子９８ｂｐ，

导致后续ｍＲＮＡ阅读框发生移码，不能继续编码蛋

白 ，第１外显子的编码区只有１２８ｎｔ，只能编码３２个
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氨基酸残基，使基因功能完全丧失，而对相邻的

ＥｐｈＢ６基因基本没有影响，所产生的表型可以完全

归结于Ｔｒｐｖ６基因缺失，有利于研究Ｔｒｐｖ６基因的

功能，而不会产生任何歧义。我们在基因转录水平

证明纯合子小鼠Ｔｒｐｖ６基因已被敲除。本研究成功

建立了Ｔｒｐｖ６基因敲除的小鼠模型，为该基因功能

的在体研究奠定了基础。

　　通过ＰＣＲ技术证实，Ｔｒｐｖ６在具有钙离子跨细

胞转运功能的器官内均有表达，包括肾脏、十二指

肠、空结肠、骨等组织和前列腺、胰腺、汗腺、唾液腺、

乳腺等外分泌器官［５６］。Ｔｒｐｖ６在骨组织及成骨细

胞表达，提示新型钙离子通道Ｔｒｐｖ６在骨形成和矿

化中发挥着作用［７］。Ｔｒｐｖ６基因敲除鼠股骨的骨密

度下降，发生骨质疏松，但尿生化脱氧盐酸吡哆醇并

没有变化［４］。脱氧盐酸吡哆醇是骨分解代谢的重要

指标之一。这说明Ｔｒｐｖ６缺陷所致的骨质疏松的原

因不是骨吸收能力增强引起的，可能与骨形成能力

减弱有关。给予高钙饲料（含２％钙）喂食，Ｔｒｐｖ６基

因敲除鼠骨的骨密度的升高不明显［４］。这进一步提

示了Ｔｒｐｖ６基因敲除鼠存在骨形成／矿化功能的障

碍。高选择性钙离子通道Ｔｒｐｖ６蛋白是钙离子进入

细胞的重要途径。作为胞内钙信号产生的一个重要

途径，调节着第二信使钙离子的浓度及各种蛋白酶

的活性，可能直接或间接影响细胞内不同的转录因

子，调节成骨细胞的生长、分化和功能。因此，Ｔｒｐｖ６
通道蛋白在机体骨代谢方面有着重要的作用。

　　在大多数情况下，对于生命活动关键的基因在

被完全敲除后，小鼠会出现胚胎致死。但是，我们在

杂合子小鼠交配育种的后代中得到了Ｔｒｐｖ６基因敲

除纯合子小鼠，证明了Ｔｒｐｖ６基因完全敲除不会导

致小鼠发生胚胎致死。Ｂｉａｎｃｏ等［４］研究发现Ｔｒｐｖ６
基因敲除小鼠出生早期存在发育异常，但对寿命无

影响。在出生后各时间段内，Ｔｒｐｖ６基因敲除小鼠

的体质量明显较野生型小鼠轻，且随着鼠龄增长，体

质量增加缓慢更明显。几乎所有的Ｔｒｐｖ６基因敲除

小鼠都存在生育功能缺陷，不能正常交配繁殖。在

毛发长出时，约８０％的Ｔｒｐｖ６基因敲除小鼠和３０％
杂合子小鼠存在头面部脱毛和皮炎，但随着鼠龄增

长，脱毛和皮炎的比例减少。这些表型与本实验观

察结果相似。Ｔｒｐｖ６基因敲除小鼠生育异常、体质

量增加迟缓，出现脱毛和皮炎等现象，可能与Ｔｒｐｖ６
基因敲除引起上皮钙离子通道蛋白表达缺失，导致

组织特异性钙离子信号通路障碍有关。Ｔｒｐｖ６对成

骨细胞的增殖、分化、成熟及骨形成作用影响，将是

我们下一步研究的重点。
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