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利用细菌内同源重组技术构建胰岛β细胞特异性表达Ｃｒｅ重组酶的基因
敲入打靶载体
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　　［摘要］　目的　构建胰岛β细胞特异性表达Ｃｒｅ重组酶的基因敲入打靶载体，最终获得胰岛β细胞中特异性表达Ｃｒｅ重

组酶的基因敲入小鼠，为胰岛β细胞功能研究提供良好的基因敲除动物模型。方法　以低拷贝质粒ｐＢＲ３２２２ｓ为骨架构建取
获载体（ｒｅｔｒｉｅｖｉｎｇｖｅｃｔｏｒ），应用λ噬菌体Ｒｅｄ重组酶介导的缺口修复（ｇａｐｒｅｐａｉｒ）方法，通过细菌内的同源重组克隆长度约为

１２ｋｂ的小鼠胰岛素２（Ｉｎｓ２）基因组ＤＮＡ，同时构建１个带有内部核糖体进入位点（ＩＲＥＳ）序列、Ｃｒｅ重组酶序列和正负向筛选

标记基因的微型打靶载体（ｍｉｎｉｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ），最后通过同源重组获得Ｉｎｓ２Ｃｒｅ打靶载体。结果　以Ｉｎｓ２基因的第３外

显子为靶点，成功构建了受内源性Ｉｎｓ２基因启动子严格调控的表达Ｃｒｅ重组酶的基因敲入型打靶载体。结论　成功构建了
在胰岛β细胞中特异性表达Ｃｒｅ重组酶的基因敲入型打靶载体，为获得胰岛β细胞中基因特异性敲除小鼠模型提供了关键材料。

　　［关键词］　胰岛分泌细胞；Ｃｒｅ重组酶；基因打靶；打靶载体；同源重组；内部核糖体进入位点
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　　近年来，随着糖尿病发病率的逐年上升，胰岛β
细胞基因功能研究日益成为人们关注的焦点［１］。基

于ＣｒｅｌｏｘＰ 重组系统建立的条件基因敲除模型［２］，

为研究胰岛β细胞功能提供了良好的技术平台。在

条件基因敲除模型的建立过程中，Ｃｒｅ工具鼠起着非

常重要的作用。目前国内外研究胰岛β细胞的Ｃｒｅ
工具鼠主要有受大鼠胰岛素基因启动子（ＲＩＰ）调控

的Ｃｒｅ（ＲＩＰＣｒｅ）小鼠［１，３５］、受转录因子胰十二指肠

同源盒基因１（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｄｕｏｄｅｎｕｍｈｏｍｅｏｂｏｘ１，

Ｐｄｘ１）启动子或神经元素３（ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｎ３，Ｎｇｎ３）启

动子调控的胰腺特异性的Ｃｒｅ转基因小鼠［４１０］，以及

受雌激素类似物他莫昔芬（ｔａｍｏｘｉｆｅｎ）诱导的Ｃｒｅ工

具鼠（如 ＭＩＰＣｒｅＥＲ［１１］、Ｐｄｘ１ＣｒｅＥＲ［７］等）。在上

述动物模型中，控制Ｃｒｅ表达的启动子均为外源性，

片段较小，而且都是通过受精卵显微注射方法获得

转基因小鼠。由于外源性ＤＮＡ通过随机整合的方

式整合至基因组中，整合的部位及拷贝数无法控制，

导致Ｃｒｅ的表达水平及其重组效率难以控制。除此

之外，这些Ｃｒｅ工具鼠还存在Ｃｒｅ表达的组织特异

性不够理想的问题［５］，同时有文献报道一些ＲＩＰＣｒｅ
小鼠表现出葡萄糖耐量异常和胰岛素分泌功能障

碍［１３］。这一系列问题的出现为Ｂ细胞功能研究带

来了很大困扰，为此，本研究以此为出发点，通过构

建受内源性胰岛素２（Ｉｎｓ２）基因严格调控、在胰岛β

细胞中特异性表达Ｃｒｅ重组酶的基因敲入型打靶载

体，以期为获得胰岛β细胞中基因特异性敲除小鼠

模型打下重要基础，最终为胰岛β细胞研究提供理

想的动物模型。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　含Ｉｎｓ２基因组 ＤＮＡ 的

ＢＡＣ菌株ＤＨ１０Ｂ（克隆号：３６５Ｃ１９）购自ＣｅｌｌＢｉｏｌａ

ｂｓ公司；ＥＬ３５０菌株购自ＢｉｏｖｅｃｔｏｒＳｃｉｅｎｃｅＬａｂ公

司；ｐＳＫＩＲＥＳＣｒｅｐＡ质粒由第二军医大学基础部

病理生理学教研室构建及保存；ｐＢＲ３２２２ｓ、ｐＳＫⅡ
和ｐＬ４５１质粒由第二军医大学基础部病理生理学教

研室保存。

　　ＬＢ培养基（胰蛋白胨１０ｇ，酵母粉５ｇ，ＮａＣｌ５

ｇ）购自上海生工生物工程技术服务有限公司；限制

性内切酶购自ＮＥＢ公司；ＤＮＡＬａｄｄｅｒ、Ｔ４ＤＮＡ连

接酶购自ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡ纯化试剂盒购自Ｑｉａ

ｇｅｎ公司；凝胶回收试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ公司；质粒

小量抽提试剂盒购自Ｏｍｅｇａ公司；ＰＣＲ相关试剂购

自北京艾德莱生物科技有限公司。

１．２　引物及测序　根据ＧｅｎＢａｎｋ上已发表的Ｉｎｓ２
基因序列设计引物，引物合成和质粒测序均由上海

杰李生物技术有限公司完成。引物序列见表１。

表１　寡核苷酸引物序列

Ｔａｂ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＲＡ５ Ｆｏｒｗａｒｄ：ｃｇｇｇａｔｃｃＧＧＴＴＡＡＣＴＧＡＧＣＣＣＣＴＧＧＴＧＴＧＡ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ｃｔｇｃｔｃｇａｇＣＡＴＧＧＴＧＧＣＴＧＡＡＧＴＴＧＧＴＣＴＧＴ

ＲＡ３ Ｆｏｒｗａｒｄ：ｃｔｇｃｔｃｇａｇＣＴＣＴＣＣＡＣＣＣＣＴＧＣＡＣＡＴＡＧＴＣＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ｃｔａａｇｃｔｔＧＡＴＣＣＧＣＴＧＧＣＴＧＧＧＴＣＡＡＴＡ

Ｅｘｏｎ３ Ｆｏｒｗａｒｄ：ｃｔａａｇｃｔｔＣＣＴＧＧＣＣＴＧＣＴＣＴＧＡＣＡＣＡＡＣＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ａｇｔｃｔａｇａＣＣＣＡＧＧＧＡＧＣＣＡＧＧＡＧＡＡＡＡＣＴ

Ｍｕｔａｎｔ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＡＡＣＴＡＣＴＧＣＡＡＣＴＡＧＡｔａｔｃＣＣＡＣＴＡＣＣＣＡＧＣＣＴＡＣＣＣＣＴＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＴＡＧＧＣＴＧＧＧＴＡＧＴＧＧｇａｔａＴＣＴＡＧＴＴＧＣＡＧＴＡＧＴＴＣＴＣＣ

Ｌｉｎｋｅｒ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＧＡＡＴＴＣＣＧＧＧＡＴＣＣＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＧＧＡＴＣＣＣＧＧＡＡＴＴＣＣ

　ＲＡ５：５′ｒｅｔｒｉｅｖｉｎｇａｒｍ；ＲＡ３：３′ｒｅｔｒｉｅｖｉｎｇａｒｍ．Ｌｏｗｅｒｃａｓｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｓｉｔｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

１．２　表达Ｒｅｄ重组系统的ＢＡＣ宿主菌ＥＬ３５０感

受态细胞的制备

１．２．１　ＢＡＣＤＮＡ的抽提及鉴定　收集培养１６ｈ
的含Ｉｎｓ２基因组ＤＮＡ的ＢＡＣ菌株（ＤＨ１０Ｂ）单克

隆菌液１．５ｍＬ，加入质粒小量抽提试剂溶液（溶液

Ⅰ／Ⅱ／Ⅲ分别为２５０、２５０和３５０μＬ），１３０００×ｇ离

心后取上清加入等体积的异丙醇，室温静置１０ｍｉｎ
后１６０００×ｇ４℃离心１０ｍｉｎ，弃上清后用１ｍＬ

７０％乙醇洗１次，室温干燥后溶于２０μＬＴＥ缓冲液

中，稀释至１００ｎｇ／μＬ备用（注：用于电转时ＢＡＣ需
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新鲜制备）。用 ＰＣＲ 扩增鉴定 ＢＡＣＤＮＡ，引物

（ＲＡ５和ＲＡ３）序列详见表１。

１．２．２　ＥＬ３５０感受态细胞的制备　将ＥＬ３５０感受

态细胞接种至５ｍＬ不含抗生素的ＬＢ培养液中，

３２℃摇菌至Ｄ６００＝１．２时收集细菌后，１７０００×ｇ
０℃离心５ｍｉｎ，９００μＬ冰水重悬后转移至预冷的１．

５ｍＬ离心管中，５０００×ｇ室温离心２０ｓ，弃上清，重

复２次后重悬于５０μＬ冰水中备用。

１．２．３　ＢＡＣＤＮＡ的转入及鉴定　取１００ｎｇＢＡＣ

ＤＮＡ与ＥＬ３５０感受态细胞混匀，冰浴１５ｍｉｎ后电

击（ＢＴＸＥＣＭ８３０电穿孔仪，电击条件：１．７５ｋＶ、

１７１ｍｓ、５ｐｕｌｓｅ），向其中加入９００μＬＬＢ培养液培

养１ｈ后取适量菌液涂于氯霉素平板上，３２℃培养

后挑单克隆菌落抽提质粒，通过ＰＣＲ扩增进行鉴

定，引物（ＲＡ５和ＲＡ３）序列详见表１。

１．２．４　表达Ｒｅｄ重组系统的ＥＬ３５０感受态细胞的

制备　将正确导入ＢＡＣＤＮＡ的单克隆菌落在含氯

霉素抗性的ＬＢ培养液中３２℃培养至Ｄ６００＝１．２时

１１０００转接至１００ｍＬＬＢ培养液中继续培养，直

至Ｄ６００＝０．５时转至４２℃水浴摇床，１８０转／分１５

ｍｉｎ后立即置于冰水中使其迅速降温；冰浴１０ｍｉｎ
后收集细菌，冰水洗涤３次、１５％甘油洗涤１次后用

预冷的８００μＬ１５％甘油重悬，－８０℃分装保存。

１．３　预打靶载体（ｐｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ）的构建

１．３．１　ＰＣＲ扩增同源臂　以ＢＡＣＤＮＡ为模板，

ＰＣＲ扩增得到的 ＲＡ５片段用ＢａｍＨⅠ／ＸｈｏⅠ酶

切、ＲＡ３片段用ＸｈｏⅠ／ＨｉｎｄⅢ酶切纯化后备用。

１．３．２　取获载体（ｒｅｔｒｉｅｖｉｎｇｖｅｃｔｏｒ）的构建　将

ＲＡ５和ＲＡ３两段同源臂连接至ＢａｍＨⅠ和 Ｈｉｎｄ

Ⅲ双酶切后的载体ｐＢＲ３２２２ｓ上，用 ＨｉｎｄⅢ进行

单酶切鉴定并测序（质粒编号：＃４５４）。

１．３．３　目的基因的克隆及鉴定　取ＸｈｏⅠ线性化

的取获载体１０ｎｇ加入制备好的表达Ｒｅｄ重组系统

的ＢＡＣ宿主菌中，电击转化后用氨苄青霉素抗性平

板进行筛选培养，提取质粒ｐＢＲ３２２Ｉｎｓ２用 Ｈｉｎｄ

Ⅲ和ＥｃｏＲⅠ分别进行单酶切鉴定并测序（质粒编

号：＃４５５）。

１．４　微型打靶载体（ｍｉｎｉｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ）的构建

１．４．１　ｐＳＫＩｎｓ２Ｅ３质粒的构建　以ＢＡＣＤＮＡ为

模板，常规 ＰＣＲ 扩增Ｉｎｓ２ 基因的第 ３ 外显子

（ｅｘｏｎ３），ＨｉｎｄⅢ／ＸｂａⅠ双酶切后克隆至ｐＳＫⅡ
载体上，并用这２个酶切位点进行鉴定。将正确的

质粒通过点突变在编码区和３′端非翻译区（ｕｎ

ｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，ＵＴＲ）之间改建一个ＥｃｏＲⅤ酶切

位点，点突变所用的引物 Ｍｕｔａｎｔ见表１，用ＸｈｏⅠ／

ＥｃｏＲⅤ双酶切进行鉴定；点突变成功的质粒用

ＥｃｏＲⅤ使其线性化后与ＬｉｎｋｅｒＥｃｏＲⅠ／ＢａｍＨⅠ
连接，挑取单克隆菌落进行培养，质粒抽提后用

ＥｃｏＲⅠ／ＸｈｏⅠ酶切鉴定。酶切正确的质粒用 Ｍ１３

２１引物测序确保 Ｌｉｎｋｅｒ连接方向正确（质粒编

号：＃４５３）。

１．４．２　微型打靶载体的构建　ｐＳＫＩＲＥＳＣｒｅｐＡ
质粒用ＥｃｏＲⅠ／ＸｈｏⅠ酶切，电泳回收ＩＲＥＳＣｒｅ

ｐＡ片段（约１．９ｋｂ）；ｐＬ４５１质粒用ＳａｌⅠ／ＢａｍＨⅠ
酶切后，电泳回收 ＦＲＴｐＧＫＮｅｏＦＲＴ片段（约２

ｋｂ），将这两个片段连接至ｐＳＫＩｎｓ２Ｅ３质粒上，并

用ＥｃｏＲⅠ／ＢａｍＨⅠ酶切鉴定，酶切正确的质粒用

Ｍ１３２１引物测序（质粒编号：＃４５６）。

１．５　Ｉｎｓ２Ｃｒｅ打靶载体的构建　含有目的基因同

时又表达Ｒｅｄ重组系统的感受态细胞的制备方法同

１．２．４。将构建正确的微型打靶载体用ＸｈｏⅠ／Ｎｏｔ

Ⅰ酶切后胶回收ＩＲＥＳＣｒｅＦＲＴＰＧＫＮｅｏＦＲＴ片

段，取约１５０ｎｇ胶回收产物与制备的感受态细胞混

匀，冰浴１５ｍｉｎ后电击转化，挑取单克隆菌落培养，

质粒 抽 提 后 酶 切 鉴 定 并 进 行 测 序 （质 粒 编

号：＃４５８）。

２　结　果

２．１　ＢＡＣ宿主菌 ＥＬ３５０中 Ｒｅｄ重组系统的建

立　在本实验中我们选择具有Ｒｅｄ同源重组系统的

ＥＬ３５０，以抽提的 ＢＡＣＤＮＡ 为模板，用 ＲＡ５和

ＲＡ３引物常规ＰＣＲ扩增微型打靶载体的５′和３′两

个同源重组臂，大小分别为２７０ｂｐ和４８８ｂｐ。

　　将ＢＡＣＤＮＡ电转至ＥＬ３５０中后进行质粒抽

提，用ＲＡ５和ＲＡ３ＰＣＲ引物扩增得到大小分别为

２７０ｂｐ和４８８ｂｐ的条带。此时ＢＡＣ宿主菌可直接

通过温度诱导制备成表达Ｒｅｄ重组系统的感受态细

胞。

２．２　预打靶载体构建结果　常规ＰＣＲ扩增的目的

片段越长就越难得到ＰＣＲ产物，ＰＣＲ产物越大产生

突变的概率也越高。由于Ｒｅｄ重组系统可以对长达

８０ｋｂ的ＤＮＡ进行亚克隆，所以用其进行打靶载体

构建时可以按需要改变同源区的长度。在本实验中
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克隆目的片段全长约１２ｋｂ，预打靶载体构建示意

图如图１所示。为了保证重组过程中质粒的稳定

性，本实验中将两端同源臂直接连接至选择具有负

性筛选标记的低拷贝载体ｐＢＲ３２２２ｓ上。

图１　预打靶载体构建示意图

Ｆｉｇ１　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇｐｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ

Ｉｎｓ：Ｉｎｓｕｌｉｎ２；ＵＴＲ：Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ；ＲＡ：Ｒｅｔｒｉｅｖｉｎｇ
ａｒｍ；ＴＫ：Ｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ

　　将ＸｈｏⅠ线性化的取获载体电转至表达Ｒｅｄ重

组系统的ＢＡＣ感受态细胞中，利用细菌内Ｒｅｄ重组

酶介导的缺口修复（ｇａｐｒｅｐａｉｒ）的方法，载体两端的

同源臂与ＢＡＣＤＮＡ上的同源序列发生交换，目的

片段交换至取获载体上。克隆成功后的质粒大小约

为１８ｋｂ，酶切位点分析发现目的片段第２３１、４８７０、

６３０９位处有ＨｉｎｄⅢ酶切位点，同时取获载体在３′
同源臂连接处也有１个ＨｉｎｄⅢ酶切位点，因此酶切

后理论上会有４．５、１．４ｋｂ和２条６ｋｂ左右的条

带，ＨｉｎｄⅢ酶切后电泳图见图２Ａ。由于酶切后的２
条６ｋｂ左右的条带相隔较近不能很清楚地看到，因

此用ＥｃｏＲⅠ（共４个酶切位点，分别位于第１８８５、

２７１８、１０５１１、１１６１７位处）进一步酶切鉴定，电泳

图如图２Ｂ所示。条带的大小与理论相符，初步说明

目的片段克隆成功。

图２　质粒ｐＢＲ３２２Ｉｎｓ２酶切鉴定结果

Ｆｉｇ２　ＤｉｇｅｓｔｉｖｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＢＲ３２２Ｉｎｓ２

Ａ：ＨｉｎｄⅢｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ（Ｍ１：Ｍａｒｋｅｒ；

１：ＨｉｎｄⅢｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＢＲ３２２Ｉｎｓ２）；Ｂ：ＥｃｏＲⅠｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

ｏｆｐｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ（Ｍ１ａｎｄＭ２：Ｍａｒｋｅｒｓ；１：ＥｃｏＲⅠｄｉ

ｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＢＲ３２２Ｉｎｓ２）

２．３　微型打靶载体构建结果　ｐＳＫＩｎｓ２Ｅ３质粒构

建示意图如图３Ａ所示。ＰＣＲ扩增得到４０５ｂｐ大

小的Ｉｎｓ２基因第３外显子连接至ｐＳＫⅡ载体上后，

在第３外显子的编码区和３′ＵＴＲ区之间改建一个

ＥｃｏＲⅤ酶切位点再与Ｌｉｎｋｅｒ连接。

　　微型打靶载体构建示意图见图３Ａ。此载体构

建的目的就是将ＩＲＥＳＣｒｅｐＡ片段和 Ｎｅｏ基因插

入到Ｉｎｓ２基因第３外显子的３′ＵＴＲ之前。两个片

段和载体之间如果连接顺序正确，质粒上共有３个

ＨｉｎｄⅢ 酶切位点，除载体上的１个，另外２个分别

位于插入片段的第４１３位和第２１７７位，这样酶切

理论上可以切出４２０ｂｐ和１．８ｋｂ左右的条带。实

际酶切鉴定如图３Ｂ所示，条带大小与预期一致，说

明载体初步构建成功。

　　将酶切正确的质粒用 Ｍ１３２１引物测序，测序

所得序列与预期一致，进一步表明载体构建成功。

图３　微型打靶载体的构建

Ｆｉｇ３　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇａｍｉｎｉｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ

Ａ：Ｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｓｔｒａｔｅｇｙｔｏｇｅｎｅｒａｔｅｍｉｎｉｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ（ＷＴ：Ｗｉｌｄｔｙｐｅ；Ｉｎｓ：Ｉｎｓｕｌｉｎ２；ＵＴＲ：Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ；

Ｎｅｏ：Ｎｅｏｍｙｃｉｎ；ｐＧＫ：Ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒｉｎｅｋｉｎａｓｅ）；Ｂ：ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｍｉｎｉｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＨｉｎｄⅢ．（Ｍ１

ａｎｄＭ２：Ｍａｒｋｅｒｓ；１：ＨｉｎｄⅢｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｍｉｎｉｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ）
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２．４　Ｉｎｓ２Ｃｒｅ打靶载体的构建　载体构建的示意

图如图４所示。用ＸｈｏⅠ／ＮｏｔⅠ酶切微型打靶载体

后回收５′ＵＴＲＩｎｓ２ＣｒｅＮｅｏ３′ＵＴＲ片段（约４．３

ｋｂ），通过电转使片段两端与Ｉｎｓ基因组两端的同源

序列发生同源重组。通过此次的同源重组，将

ＩＲＥＳＣｒｅｐＡＦＲＴｐＧＫＮｅｏＦＲＴ 片 段 插 入 到

Ｉｎｓ２基因的第３外显子中翻译区和３′ＵＴＲ之间。

如果同源重组成功，在质粒的第１８８５、２７１８、３３４２、

５３４６、１４４１７和第１５５２３位分别有ＥｃｏＲⅠ酶切位

点，理论上可以切出８３３ｂｐ、６２４ｂｐ、２００４ｂｐ、９０７１

ｂｐ和１１０６ｂｐ大小的条带，酶切结果见图５。用

ＥｃｏＲⅤ和ＨｉｎｄⅢ 分别单酶切，切出条带大小均与

预期一致。利用引物 ＭＣ１Ｒ和ＲＡ３的反向引物分

别对酶切正确的质粒进行测序，测序所得的序列通

过与预期重组后基因组序列进行对比，发现实际序

列一致无突变，表明载体构建成功。

图４　Ｉｎｓ２Ｃｒｅ打靶载体构建示意图

Ｆｉｇ４　ＤｉａｇｒａｍｆｏｒｇｅｎｅｒａｔｉｎｇＩｎｓ２Ｃｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ

ｐＧＫ：Ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒｉｎｅｋｉｎａｓｅ；ＵＴＲ：Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ；

Ｉｎｓ：Ｉｎｓｕｌｉｎ２；Ｎｅｏ：Ｎｅｏｍｙｃｉｎ

图５　Ｉｎｓ２Ｃｒｅ打靶载体酶切鉴定结果

Ｆｉｇ５　Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆｐｌａｓｍｉｄＩｎｓ２Ｃｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ

Ｍ１：λ／ＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１３：ＥｃｏＲⅤ，ＥｃｏＲⅠ ａｎｄ
ＨｉｎｄⅢ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄＩｎｓ２Ｃｒｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｍ２：

ＤＮＡｌａｄｄｅｒ．Ｉｎｓ：Ｉｎｓｕｌｉｎ２

３　讨　论

　　基因敲除小鼠模型的应用为基因功能研究提供

了良好的实验手段。利用ＣｒｅｌｏｘＰ 位点特异性重

组系统能够有效避免基因在发育过程中导致胚胎死

亡的现象，因此在条件性基因敲除中得到广泛应

用［１４］。ＣｒｅｌｏｘＰ 系统介导的条件基因敲除模型包

含２种小鼠，一种是目的基因两侧插入ｌｏｘＰ位点小

鼠，另外是受各种组织或细胞特异性启动子调控的

Ｃｒｅ工具鼠。２种小鼠交配后Ｃｒｅ重组酶介导的重

组能够有效切出２个ｌｏｘＰ位点间的序列，从而达到

基因敲除的目的。目前能够用于实现条件敲除、在

不同组织中表达Ｃｒｅ重组酶的Ｃｒｅ小鼠世系已经有

很多种［１５］，如用于胰腺组织基因特异性敲除的ＲＩＰ

Ｃｒｅ、Ｐｄｘ１Ｃｒｅ和 Ｎｇｎ３Ｃｒｅ小鼠，在启动子调控下

的Ｃｒｅ重组酶在下丘脑不同部位均有不同程度的表

达：ＲＩＰ启动子调控下的Ｃｒｅ重组酶主要在下丘脑

弓状核表达，Ｐｄｘ１和 Ｎｇｎ３启动子调控下的Ｃｒｅ重

组酶分别在下丘脑的腹内侧与核群等部位有活

性［１２］。理想动物模型的缺失给研究胰岛β细胞基

因功能带来很大困扰。

　　转基因动物模型的建立主要有ＤＮＡ显微注射

和基因打靶两种方法。ＤＮＡ显微注射具有外源基

因随机整合、拷贝数无法控制且整合效率较低等缺

点，因此目前转基因动物模型的建立常用基因打靶

技术。ＩＲＥＳ（内部核糖体进入位点）是 ｍＲＮＡ５′

ＵＴＲ的一段特殊序列，允许核糖体直接在此序列处

结合ｍＲＮＡ并起始翻译。在打靶载体的设计过程

中，我们将编码Ｃｒｅ重组酶的ＤＮＡ序列置于ＩＲＥＳ
序列之后，再定点整合于Ｉｎｓ２基因第３外显子３′

ＵＴＲ之前。利用ＩＲＥＳ能独立启动不依赖５′帽子

结构翻译这一特点，Ｃｒｅ与Ｉｎｓ２的翻译各自独立，同

时Ｃｒｅ的表达受到内源性Ｉｎｓ２基因的严格调控，实

现了外源基因Ｃｒｅ与Ｉｎｓ２的共表达。本研究中打

靶载体的构建是利用λ噬菌体Ｒｅｄ系统介导的同源

重组技术对靶基因组 ＤＮＡ进行直接修饰［１６１８］，这

种基于ＢＡＣ同源重组的方法减少了为克隆目的基

因寻找合适的限制性酶切位点所花费的精力，同时

也简化了传统打靶载体构建工作，具有高效、省时、

灵活的特点。

　　Ｒｅｄ重组系统构建法包含两种方式：一种是构

建诱导表达型质粒，再将这种质粒导入到需要进行

同源重组的细胞中，表达相应的重组系统；另一种是

通过将突变失活的噬菌体有关序列整合到大肠杆菌

的染色体中，构建具有同源重组功能的菌株，然后在

使用时将需要进行同源重组的ＤＮＡ导入到这些菌
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株中。比较而言后者重组效率较高，应用较广泛，目

前常用的方法是将ＢＡＣ载体转入到有重组酶的细

菌（如ＥＬ２５０和ＥＬ３５０等）中。本实验构建的基因

敲入型打靶载体是将修饰后Ｉｎｓ２基因第３外显子

直接导入到含有ＢＡＣ的ＥＬ３５０中，操作简单快捷。

在构建的过程中我们首先通过ＰＣＲ扩增Ｉｎｓ２基因

两端的同源臂，借助λ噬菌体Ｒｅｄ系统介导的同源

重组反应从ＢＡＣ中成功取获了Ｉｎｓ２基因组ＤＮＡ
序列，由于重组反应的整个过程都是在大肠杆菌细

胞内部完成，因此碱基突变的频率也非常低。为了

不影响Ｉｎｓ２基因的正常功能，在实验设计时选择在

第３外显子的终止密码子和３′ＵＴＲ 之间插入

ＩＲＥＳＣｒｅ序列，这样既不影响Ｉｎｓ２基因的表达，又

能独立翻译出Ｃｒｅ重组酶，保证了Ｃｒｅ重组酶表达

的特异性。

　　本实验利用λ噬菌体 Ｒｅｄ重组酶系统构建了

Ｉｎｓ２Ｃｒｅ敲入型打靶载体，为获得胰岛β细胞中特

异性表达Ｃｒｅ重组酶小鼠模型打下重要基础，同时

为进一步构建Ｂ细胞基因特异性敲除小鼠，研究相

关基因的生物学功能奠定了基础。
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