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　　［摘要］　目的　制备ｂｒｅｖｉｃａｎ基因敲除小鼠。方法　采用ＥＴ克隆方法，构建ｂｒｅｖｉｃａｎ打靶载体。线性化打靶载体，电
转化胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＥＳ），将正确同源重组的ＥＳ细胞注射入囊胚腔，生育嵌合体，再交配繁育杂合子及纯合

子。ＰＣＲ法鉴定小鼠的基因型。结果　将ＰＧＫ启动子指导的ＮＥＯ表达框敲进Ｂｃａｎ第３外显子，敲除第３～８外显子序列，
得到打靶载体，上游臂为２．４ｋｂ，下游臂为４．８ｋｂ。基因打靶后，得到双臂均发生正确同源重组的克隆数１４个。利用阳性ＥＳ

细胞克隆注射入囊胚，得到３只嵌合率大于５０％的雄鼠，繁育得到６只Ｂｒｅｖｉｃａｎ－／－纯合子小鼠。结论　利用同源重组方法，
成功敲除干细胞靶基因，建立Ｂｒｅｖｉｃａｎ－／－建系小鼠。
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　　Ｂｒｅｖｉｃａｎ是一种硫酸软骨素蛋白聚糖，属于ｌｅｃ
ｔｉｃａｎ家族，由一段髓芯蛋白及与其相连的糖胺聚糖
（ｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ，ＧＡＧ）链构成。Ｂｒｅｖｉｃａｎ是一
种中枢神经系统富含的细胞外基质，参与胶质细胞
和神经元的发育调节，在胶质瘤的发生中具有重要
作用［１３］。以往的实验结果认为，ｂｒｅｖｉｃａｎ只在中枢
神经系统组织表达。我们的研究首次发现，ｂｒｅｖｉ
ｃａｎｍＲＮＡ在非神经组织的垂体前叶中有特异性表
达［４］。作为一种垂体前叶组织中的细胞外基质，

ｂｒｅｖｉｃａｎ在垂体前叶发育中的作用尚不明确。本研
究采用ＥＴ克隆方法，构建ｂｒｅｖｉｃａｎ打靶载体，通过
同源重组方法，进行该基因的胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎ
ｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＥＳ）基因敲除和模式动物的建立，为进
一步研究ｂｒｅｖｉｃａｎ的生物学功能奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料和试剂　基因敲除打靶载体由上海南
方模式生物研究中心提供，各种限制性内切酶、Ｔ４
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ＤＮＡ连接酶、Ｔａｑ 酶及ＰＣＲ试剂等购自ＴａＫａＲａ及

ＮＥＢ公司，ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（１ｋｂｌａｄｄｅｒ）购自晶美生物工
程公司，质粒抽提试剂盒及凝胶回收试剂盒购自Ｑｉａ
ｇｅｎ公司。细胞培养所需试剂为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。
引物合成和测序由上海英骏生物技术有限公司完成。
胚胎干细胞ＳＣＲ０１２（来源于１２９Ｓｖ／Ｅｖ品系雄性小
鼠）及Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠由南方生物模式研究中心提供。

１．２　制备同源重组载体　使用细菌人工染色体
（ｂａｃｔｅｒｉａｌａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，ＢＡＣ）载体打靶

ｂｒｅｖｉｃａｎ 基 因 （ＥｎｓｅｍｂｌＧｅｎｅ ＩＤ ： ＥＮＳ
ＭＵＳＧ０００００００４８９２，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ／

ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）。将ＰＧＫ启动子指导的 ＮＥＯ表达框
敲进Ｂｃａｎ第３外显子，敲除第３～８外显子（图１）。
上游臂为２．４ｋｂ，下游臂为４．８ｋｂ，上游臂侧翼接

ＰＧＫ启动子指导的 ＴＫ表达框（图２）。将１００μｇ
ＫＯＶｅｃｔｏｒ质粒ＤＮＡ用ＮｏｔⅠ（酶用量：３００Ｕ）酶
切线性化，酶切体积３００μｌ，３７℃消化４ｈ。凝胶电
泳，分离纯化线性化质粒ＤＮＡ。

图１　Ｂｒｅｖｉｃａｎ基因敲除小鼠打靶载体构建策略

Ｆｉｇ１　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｂｒｅｖｉｃａｎｎｕｌｌｍｉｃｅ

１．３　ＥＳ细胞打靶及鉴定　基因打靶所用细胞

ＳＣＲ０１２为来源于１２９／Ｓ６／ＳｖＥｖ品系雄性小鼠的胚

胎干细胞。使用同源重组载体ＤＮＡ约３０μｇ。电

转仪型号：ＧｅｎｅＰｕｌｓｅｒ（ＢｉｏＲａｄ，美国）；电穿孔条

件：电压２４０Ｖ，电容５００μＦ；实际通电时问９．６ｍｓ，

实际电压２５６Ｖ。打靶后克隆用３００μｇ／ｍｌＧ４１８
和２μｍｏｌ／ＬＧａｎＣ筛选８ｄ。抽提抗性克隆的基因

组ＤＮＡ，进行跨５′或３′臂和插入片段的长链ＰＣＲ
鉴定（图３，表１）。５′臂ＰＣＲ引物为Ｐ１和Ｐ２，目的

片段为３．２ｋｂ，ＰＣＲ反应条件为：９５℃４ｍｉｎ，９４℃

４５ｓ，６８℃ １８０ｓ，７２℃ １０ｍｉｎ，３４个循环。３′臂

ＰＣＲ引物为Ｐ３和Ｐ４，目的片段为５．２ｋｂ，ＰＣＲ反

应条件为：９５℃４ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，６８℃３００ｓ，７２℃
１０ｍｉｎ，３４个循环。

图２　Ｂｒｅｖｉｃａｎ基因敲除小鼠打靶载体质粒图谱

Ｆｉｇ２　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｂｒｅｖｉｃａｎｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ

图３　Ｂｒｅｖｉｃａｎ基因敲除小鼠基因型ＰＣＲ鉴定策略

Ｆｉｇ３　ＳｔｒａｔｅｇｙｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｂｒｅｖｉｃａｎｎｕｌｌｍｉｃｅｂｙＰＣＲ

１．４　制备ｂｒｅｖｉｃａｎ基因敲除纯合子小鼠　Ｃ５７ＢＬ／

６Ｊ小鼠超数排卵。自然受孕后采集囊胚显微注射。
分娩嵌合雄鼠用于配育。将嵌合率大于５０％ 的成

熟小鼠与野生型Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠进行交配，后
代灰色小鼠经提取尾基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ鉴定，
得到杂合子小鼠。杂合子小鼠体成熟后，可进一步
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传代，后代小鼠经ＰＣＲ鉴定基因型。ＰＣＲ鉴定引物
如图３所示，其中Ｐ１、Ｐ４、Ｐ５和Ｐ６序列为ｂｒｅｖｉｃａｎ
基因组序列，Ｐ２、Ｐ３和Ｐ８为Ｎｅｏ基因序列。

表１　ＰＣＲ鉴定引物序列

Ｔａｂ１　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

Ｐ１ ＡＧＴＣＴＣＧＧＣＴＧＣＧＧＣＴＧＣＧＧＧＡＣＧ
Ｐ２ ＧＧＣＣＴＡＣＣＣＧＣＴＴＣＣＡＴＴＧＣＴＣ
Ｐ３ ＣＣＧＴＧＣＣＴＴＣＣＴＴＧＡＣＣＣＴＧＧ
Ｐ４ ＧＧＣＴＣＴＴＣＴＧＧＧＴＡＧＣＴＴＴＧＣ
Ｐ５ ＧＣＣＣＴＣＧＣＴＧＡＴＧＡＣＣＴＧＡＡＡＧ
Ｐ６ ＧＣＴＧＴＣＧＴＣＧＡＴＡＣＣＧＴＧＣＴＧ
Ｐ８ ＣＣＴＣＴＴＣＡＧＡＣＣＴＧＡＡＧＴＴＣＣＴＡＴＡＣ

２　结　果

２．１　同源重组载体构建和鉴定　构建的同源打靶

ＢＡＣ质粒用ＮｏｔⅠ酶切后电泳如图４所示。

图４　ＥＳ细胞基因打靶前ｂｒｅｖｉｃａｎ
线性化质粒ＤＮＡ电泳图谱

Ｆｉｇ４　Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｂｒｅｖｉｃａｎｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ

ｂｙＮｏｔⅠｂｅｆｏｒｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｉｎｔｏｔｈｅＥＳｃｅｌｌｓ
Ｍ：ＭＢＩ１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１：Ｂｒｅｖｉｃａｎｐｌａｓｍｉｄ；２：Ｂｒｅｖｉｃａｎｐｌａｓｍｉｄ

ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＮｏｔⅠ

２．２　胚胎干细胞转基因敲除ｂｒｅｖｉｃａｎ基因　基因

打靶后，进行ＥＳ克隆鉴定。挑取抗性克隆共２０３
个，提供ＤＮＡ样本２０３份。共鉴定药物抗性克隆

２０３个，其中双臂均发生正确同源重组的克隆数１４
个。５′臂ＰＣＲ阳性条带为３２２１ｂｐ，３′臂ＰＣＲ阳性

条带为５２４１ｂｐ（图５）。

２．３　Ｂｒｅｖｉｃａｎ基因敲除小鼠的建立　ＥＳ细胞共进

行两轮囊胚腔注射，利用阳性克隆注射了１４３枚囊

胚，移植了１０只受体，共出生１７只嵌合体小鼠，其

中有３只嵌合率大于５０％的雄鼠。３只嵌合率大于

５０％的雄鼠与Ｃ５７母鼠交配，得到灰褐色的小鼠，抽

提基因组ＤＮＡ，ＰＣＲ检测结果表明５只灰褐色小鼠

的Ｂｒｅｖｉｃａｎ基因被敲除，为Ｆ１代Ｂｒｅｖｉｃａｎ＋／－杂合子

小鼠（图６），杂合子小鼠交配，得到子代小鼠，于２～３
周龄剪尾抽提基因组ＤＮＡ，经４对引物（Ｐ１＋Ｐ２，

Ｐ３＋Ｐ４，Ｐ５＋Ｐ６，Ｐ５＋Ｐ８）ＰＣＲ，筛选出６只Ｂｒｅｖｉ

ｃａｎ－／－纯合子小鼠（７６，７８，７９，８４，８５，８７），６只Ｂｒｅｖｉ

ｃａｎ＋／－杂合子小鼠（７３，７４，７７，８２，８８，９１）（图７）。

图５　ＥＳ细胞阳性克隆ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ５　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅＥＳｃｅｌｌｓｂｙＰＣＲ
Ｍ：ＭＢＩ１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１６：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔＥＳｃｅｌｌｓ

图６　Ｂｒｅｖｉｃａｎ基因敲除小鼠Ｆ１代繁育与检测

Ｆｉｇ６　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｂｒｅｖｉｃａｎｎｕｌｌｍｉｃｅ

ｉｎＦ１ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｂｙＰＣＲ
Ｍ：ＭＢＩ１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；０：ＣｏｎｔｒｏｌｆｏｒＰＣＲ；（－）：Ｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ

３　讨　论

　　利用基因工程小鼠研究基因功能是一种常用的

实验策略。Ｂｒａｋｅｂｕｓｃｈ等［５］制备ｂｒｅｖｉｃａｎ基因敲

除小鼠时，将ＰＧＫ启动子指导的ＬａｚＮＥＯ表达框

敲进ｂｒｅｖｉｃａｎ第２外显子，敲除几乎全部的外显子



第８期．韩　晞，等．Ｂｒｅｖｉｃａｎ基因敲除小鼠的制备 ·８２１　　 ·

及部分３′端非翻译区。我们的基因敲除策略是将

ＰＧＫ启动子指导的ＮＥＯ表达框敲进ｂｒｅｖｉｃａｎ第３
外显子，敲除第３～８外显子。Ｂｒｅｖｉｃａｎ基因的基因

组区域Ｇ／Ｃ含量偏高，达５６．３２％，并且在一定区域

Ｇ、Ｃ经常重复连续出现，致使ＥＳ细胞ＰＣＲ鉴定很

难进行；我们以不改变其基因敲除部位为原则作了

一些改动，即在原打靶载体上把ＰＧＫＮＥＯ置换成

ＰＧＫＮＥＯｂＧＨｐＡ，希望能提高ＥＳ细胞打靶阳性

克隆数，结果 ＥＳ细胞打靶阳性克隆数未见提高。

我们改用ＥＴ克隆方法获得打靶载体双侧臂［６７］，最

终成功筛选出敲除 ｂｒｅｖｉｃａｎ的 ＥＳ细胞，繁育出

Ｂｃａｎ－／－小鼠。阳性ＥＳ细胞克隆的验证一般常采用

ＰＣＲ或Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ，本实验中采用了ＰＣＲ途径进行

验证，其中Ｐ１和Ｐ４引物分别位于５′、３′端同源重组

臂外。因此，ＰＣＲ扩增条带的模板一定是发生同源重

组的目的染色体，可以排除随机整合的干扰。

图７　Ｂｒｅｖｉｃａｎ基因敲除小鼠基因型的ＰＣＲ鉴定结果

Ｆｉｇ７　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｂｒｅｖｉｃａｎｎｕｌｌｍｉｃｅｂｙＰＣＲ

　　以往的研究发现，ｂｒｅｖｉｃａｎｍＲＮＡ的表达仅限

于中枢神经系统（脑和脊髓）。我们研究ｂｒｅｖｉｃａｎ与

脑肿瘤的关系时发现，ｂｒｅｖｉｃａｎｍＲＮＡ在垂体腺瘤

组织中有特异性表达，提示正常垂体组织中可能也

表达ｂｒｅｖｉｃａｎｍＲＮＡ。进一步的研究表明，不仅垂

体后叶有ｂｒｅｖｉｃａｎｍＲＮＡ的表达，而且垂体前叶也

有ｂｒｅｖｉｃａｎｍＲＮＡ的表达。垂体后叶由神经外胚

层演化而来，而垂体前叶由原口外胚层演化而来，属

于内分泌组织，是非神经组织。我们的研究首次发

现，ｂｒｅｖｉｃａｎ是非神经组织垂体前叶中的一种细胞

外基质成分。下丘脑垂体靶腺轴是机体重要的神

经内分泌调节系统，已有的研究提示，ｂｒｅｖｉｃａｎ在下

丘脑和垂体中均有表达，那么在各种靶腺组织中

ｂｒｅｖｉｃａｎ是否也表达呢？Ｂｒｅｖｉｃａｎ在神经内分泌的

调节中发挥什么作用？我们将利用Ｂｃａｎ－／－小鼠探

讨ｂｒｅｖｉｃａｎ在神经内分泌中的生物学功能。

　　（志谢　本研究与上海南方模式动物中心合作

完成，特此感谢。）
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