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!摘要"

!

目的
!

建立心脏过表达人源
-7829!

$

Z#""5

%的转基因小鼠模型#为进一步研究该人源基因点突变对小鼠心

脏发育'形态和功能维持的作用奠定基础&

方法
!

克隆人源基因
-7829!

并构建点突变质粒#将人源
-7829!

$

Z#""5

%插

入
(

肌球蛋白重链$

(

E6UK

%启动子下游#构建转基因表达载体&选用
KD&RS

"

$.

小鼠为遗传背景#通过显微注射法建立人源

-7829!

$

Z#""5

%转基因小鼠模型#利用特异引物
cKX

法鉴定转基因小鼠的基因型&采用实时荧光定量
cKX

$

_

cKX

%和蛋白

质印迹法检测人源
cX̂ 'Z!

$

Z#""5

%的表达&

结果
!

经过回交繁育后建立了
!

个品系的心脏特异表达人源
-7829!

$

Z#""5

%的转基因小鼠品系
J!

代#并通过
_

cKX

'蛋白质印迹法检测#确认了转基因小鼠心脏组织中人源
cX̂ 'Z!

$

Z#""5

%在

,X>'

和蛋白水平存在过表达#且该突变能在转基因小鼠中稳定传代&

结论
!

本研究成功建立了心脏特异表达人源

-7829!

$

Z#""5

%转基因小鼠模型#人源
-7829!

$

Z#""5

%基因在心脏组织的过度表达在小鼠心脏发育和功能维持中的作用

需要进一步深入研究与探讨&
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心脏综合征是常染色体显性遗传的

家族性心脏病#主要由于编码腺苷
E

磷酸激活的蛋白

激酶$

'6cE)(7-:)7+*

H

1/7+-2b-2);+

#

'6ĉ

%

)

!

调

节亚单位的
-7829!

基因发生突变#家系成员可出

现以心肌肥厚'传导系统异常及心室预激为主要表

现的多种复杂心脏病变&本课题组在临床工作中发

现了一个中国人特有的
-7829!

心脏综合征家

系)

#

*

#其患病的
-7829!

家系成员的临床表型基本

符合国外报道的家系的共性#同样具有心肌肥厚'预

激综合征'高度房室传导阻滞'窦房结功能不良'猝

死以及房扑'房颤等房型心率失常&经基因筛查#其

突变位点
Z#""5

与国外报道的位点不一致#为研究

其致病机制#本课题组前期已通过构建斑马鱼模型

验证了该突变可以引起心肌肥大和糖原沉积)

!

*

&在

此基础上#课题组拟进一步通过构建与人同源性更

近的心脏过表达人源
-7829!

$

Z#""5

%转基因小

鼠#为研究人源
-7829!

$

Z#""5

%突变基因在心脏

组织的过度表达对小鼠心脏发育和功能维持的作用

打下基础#从而阐明该新突变在诱发中国人

-7829!

心脏综合征中的作用机制&

>

!

材料和方法

#<#

!

人源
-7829!

#

Z#""5

$表达载体的构建及转

基因
!

从广州复能基因有限公司购得
-7829!

基

因的一个转录变体
(?>'

质粒$

Z+2R)2b

登记号

RK"$BDFB

%#其
>

端缺失了
QQ

个氨基酸&根据已知

的
-7829!

基 因 序 列 $

Z+2R)2b

登 记 号

>6"#$!"%

%#设计搭桥引物及序列扩增引物#通过

cKX

搭桥方法#合成完整全长序列的
-7829!

基

因#并将其克隆到
P'

载体#得到的阳性克隆经测序

鉴定&以
-7829!

基因为模板#利用
cKX

技术进

行定点突变#设计
Q

对引物#将突变位点设计在引物

上#通过
cKX

扩增引物#扩增片段上含有所需要的

突变位点#最后将扩增片段
-7829!

$

Z#""5

%克隆

到
H

6?E#BP

载体#构建
-7829!

$

Z#""5

%表达载

体#使用限制性内切酶进行酶切鉴定#并通过序列分

析进行确证&把
-7829!

$

Z#""5

%克隆入心脏特

异表达的
(

肌球蛋白重链$

(

E6UK

%启动子的下游

构建
-7829!

$

Z#""5

%转基因载体#提取'鉴定质

粒#并将其线性化#获得
(

E6UK

启动的
-7829!

$

Z#""5

%转基因片段进行转基因注射&

#<!

!

受精卵原核注射%

%

&

!

注射浓度调整至

D2

N

"

%

S

#用显微受精卵原核注射法将线性化完毕的

转基因载体注射到
KD&RS

"

$.

)

5KŶ

$苏%

!"#DE

"""#

*小鼠的受精卵中#将注射完毕的受精卵移植入

代孕母鼠体内#在代孕周期结束后成功分娩获得
J"

代首建鼠&

#<%

!

cKX

鉴定
-7829!

#

Z#""5

$转基因小鼠的基

因型
!

转基因小鼠在出生
&*

后剪尾端鉴定基因

型#并用剪趾法标记&利用碱裂解法从小鼠尾端组

织中提取基因组
?>'

#用
cKX

法对转基因小鼠进

行基因型鉴定&

cKX

上游引物为!

DkEKPZZPZ

ZZ'Z'ZKK'P'ZZKP'KZE%k

$

:

;

!$E

N

7#J

%#

下游引物为!

DkEKPZZP'ZZ'Z''KZZZ''

K'KZZPPE%k

$

-7829!E

N

7#X

%&为防止出现假

阳性情况#设计了第
!

对引物用于辅助验证#上游引

物!

DkE'Z' KK' PKZ PZZ 'K' Z'' P'Z

P'' ZE%k

$

-7829!E

N

7!J

%#下游引物!

DkE'ZZ

PZZ ZP' Z'P K'' KKP Z'Z 'PP 'ZE%k

$

1)II-7

H

/3

8

'E

N

7!X

%&反应条件!

FDfD,-2

(

FDf

%";

#

DBf%";

#

&!f%";

#共
%D

个循环&随后以琼

脂糖凝胶电泳对
cKX

产物进行鉴定#

-7829!

Z#""5

阳性小鼠第
#

对引物产生片段大小为
QBQ

I

H

#而第
!

对引物产生目标片段大小为
$"%I

H

&

#<Q

!

-7829!

#

Z#""5

$转基因小鼠与
KD&RS

'

$.

小

鼠杂交传代
!

将剪尾鉴定阳性的
J"

原代小鼠与野生

型的
KD&RS

"

$.

小鼠杂交#分娩得到
J#

代小鼠#继续

将剪尾鉴定阳性的
J#

代小鼠与野生型的
KD&RS

"

$.

小鼠杂交#分娩得到
J!

代小鼠并进行剪尾鉴定&

#<D

!

小鼠心脏组织总
X>'

的提取
!

随机抽取
%

只

剪尾鉴定阳性的
J!

代转基因小鼠#用颈椎脱臼法处

死#取其心脏组织#按照总
X>'

提取试剂盒$北京

达科为生物技术有限公司%提供的实验步骤#提取心

脏组织的总
X>'

#紫外分光光度计测定
X>'

的纯

度和浓度&

#<$

!

X>'

的反转录
!

取上述实验中提取的
X>'

#

按照
X>'

反转录试剂盒$

P)̂)X)

公司%提供的实验

步骤#使用
cKX

仪将其反转录为
(?>'

#反应体系!模

板
X>'%

%

N

#

De66S=XPR044+1Q

%

S

#

#

%

,/3

"

S

,-XEXP

H

1-,+1;#<!

%

S

#

Q"9

"

%

SX2);-2"<!D

%

S

#

!""9

"

%

S 66S= X+:+1;+P1)2;(1-

H

7);+"<!

%

S

#

X>);+E41++O)7+1

补至
!"

%

S

&反应条件!

!Df %"

+

Q&!

+
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心脏过表达人源
-7829!

$

Z#""5

%转基因小鼠模型的建立

,-2

#

Q!f%",-2

#

BDfD,-2

&

#<&

!

实时荧光定量
cKX

#

_

cKX

$检测
J!

代转基因

小鼠心脏组织中
-7829!

#

Z#""5

$的表达
!

以上

述研究所得到的
(?>'

为模板#按照
R-/EX)*

公司

_

cKX

试剂盒提供的步骤加入相关试剂及引物#以

<$

为内参#在
'RAE&%""

型
_

cKX

仪上进行
cKX

扩

增&反应条件!

FDf%,-2

(

FDf#!;

#

$!fQ";

#共

Q"

个循环&实验结果采用
!

h

**

K7法进行表达量相对

定量分析&

_

cKX

引物序列为上游!

DkEKPZZPZ

ZZ'Z'ZKK'P'ZZKP'KZE%k

#下游!

DkEKPZ

ZP'ZZ'Z''KZZZ''K'KZZPPE%k

&

#<B

!

cKX

测序检测转基因小鼠的心脏组织中

-7829!

#

Z#""5

$

!

以上述研究所得到的
(?>'

为

模板#在
cKX

仪上进行
cKX

扩增&反应条件!

FDf

D,-2

(

FDf%";

#

DBf%";

#

$BfQD;

#共
%"

个循

环(

$Bf#",-2

&将扩增得到的
cKX

产物纯化后测

序&引物序列为上游!

DkE''' PZKK'Z KK'

Z''Z'ZZE%k

#下游!

DkEP'ZPZPZPKZZP

Z'PZKK'ZE%k

&

#<F

!

蛋白质印迹法检测转基因小鼠的心脏组织中

cX̂ 'Z!

#

Z#""5

$的表达量
!

随机抽取
%

只剪尾鉴

定阳性的
J!

代转基因小鼠#用颈椎脱臼法处死&取

"<!

N

心脏组织#加入含
!,,/3

"

S

的
XAc'

裂解液

#,S

#转移至玻璃匀浆器#冰上匀浆至组织块消失#

#%D""e

3

离心
#",-2

#取上清#向其中加入
#

"

Q

体

积的
De

上样缓冲液煮沸
#",-2

备用&将经过上述

步骤得到的蛋白样品经
Dd5?5Ec'ZM

分离后转

移至硝酸纤维素膜$

6-33-

H

/1+

公司%#

#"d

脱脂奶粉

封闭后#依次与兔抗人
cX̂ 'Z!

抗体$

#W!"""

#

'I(),

公司%和辣根过氧化物酶$

UXc

%标记的二抗

孵育#

?'R

显色发光&

#<#"

!

统计学处理
!

实验结果采用
5c55

软件

$

=+1;-/2##<"

%进行统计学分析#两组均数的比较采

用非配对
"

检验(

%

组和
%

组以上均数的比较采用单

因素方差分析#并以
?022+77"

检验进行组间均数的

两两比较&检验水准$

(

%为
"<"D

&

?

!

结
!

果

!<#

!

人源
-7829!

#

Z#""5

$表达载体的构建及

转基因小鼠的基因型鉴定
!

将人源
-7829!

$

Z#""5

%插入心脏特异表达的
(

E6UK

的下游#构

建
-7829!

$

Z#""5

%转基因载体&用显微注射

法将线性化完毕的转基因载体注射到
KD&RS

"

$.

小鼠的受精卵中#将注射完毕的受精卵移植回代

孕母鼠体内#在代孕周期结束后成功获得
%D

只

J"

代首建鼠&出生
&*

后对
J"

代小鼠剪尾端鉴

定基因型#最终得到
B

只阳性首建鼠$图
#

%&在

后续的与背景鼠
KD&RS

"

$.

小鼠的交配建系过程

中逐渐保留了其中
!

个可稳定遗传的品系链作为

后续的表型分析素材&

图
>

!

琼脂糖凝胶电泳检测
BP

代转基因小鼠的基因型

B$

'

>

!

G/&/1&$*"*-&#/

'

/"*&

,+

/*-BP

'

/"/0(&$*"&0("3

'

/"$14$1/%

,'

/2/2/1&0*

+

#*0/3$3

:

;

!$E

N

7#Jl-7829!E

N

7#X-;7L+4-1;7

H

1-,+1

#

-7829!E

N

7!J l1)II-7

H

/3

8

'E

N

7!X-;7L+;+(/2*

H

1-,+1<PL+3-2+;#E%D-2*-()7+7L+

1)2*/,3

8

;+3(+7+*J"

N

+2+1)7-/271)2;

N

+2-(,-(+<PL+3-2+;!

#

D

#

$

#

&

#

#!

#

#%

#

#Q)2*%%-2*-()7+7L+-7829!

$

Z#""5

%

H

/;-7-:+71)2;

N

+2-(,-(+<

c

!

c/;-7-:+(/271/3

(

>

!

>+

N

)7-:+(/271/3

(

R$

!

KD&RS

"

$O-3*73

8H

+,-(+

(

?S

!

?>';-]+103+1

+

D&!

+
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%
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卷

!<!

!_

cKX

检测转基因小鼠心脏组织中
-7829!

#

Z#""5

$的表达量
!

本研究随机抽取的所有$

%

只%

J!

代转基因小鼠#其心脏组织中
-7829!

$

Z#""5

%

,X>'

的表达量$

J!E#

!

BD<Di#%<#

(

J!E!

!

B!<Di

#$<Q

(

J!E%

!

D&<$iD<D

%高于同窝野生型小鼠$

P̀E#

!

#<"i"<!

(

P̀E!

!

#<%i"<%

(

P̀E%

!

#D<"i"<&

%#两

者差异具有统计学意义$

-a"<"""

%&本研究结果显

示
P̀E%

小鼠心脏组织中
-7829!

$

Z#""5

%较其余
!

只
P̀

小鼠表达量偏高#这属正常的个体变异#在本

研究中并未对我们的研究结论造成负面影响&

!<%

!

cKX

测序检测转基因小鼠的心脏组织中

-7829!

#

Z#""5

$

!

以
J!

代转基因小鼠的心脏

(?>'

为模板#扩增得到
DF&I

H

片段&将该产物纯

化测序后与人
-7829!

序列比对#如图
!

所示#

-7829!

位点已由
ZZK

突变为
'ZK

$反向测序%&

图
?

!

R;:

测序检测
B?

代转基因小鼠心脏组织中

!"#$%?

#

O>PPQ

$

B$

'

?

!

G/&/1&$*"*-!"#$%?

#

O>PPQ

$

$"1(0.$(1

&$33)/*-B?

'

/"/0(&$*"&0("3

'

/"$14$1/%

,

R;:3/

S

)/"1$"

'

!<Q

!

蛋白质印迹法检测转基因小鼠心脏组织中

cX̂ 'Z!

#

Z#""5

$的蛋白表达量
!

为了便于定量分

析#本研究将蛋白质印迹法所得的图像$图
%

%用

T0)3-7

8

@2+

做灰度扫描后#以
cX̂ 'Z!

$

Z#""5

%与

Z'c?U

灰度的比值来代表其相对表达量&研究结

果显示
%

只随机选取的
J!

代转基因小鼠心脏组织

中
cX̂ 'Z!

$

Z#""5

%蛋白的相对表达量分别为
"<F$

$

J!E#

%'

"<F"

$

J!E!

%'

#<#&

$

J!E%

%#高于同窝野生型

小鼠$

`PE#

!

"<"&

(

`PE!

!

"<"D

(

`PE%

!

"<"F

%#两者

的差异具有统计学意义$

-a"<"""

%&

图
F

!

蛋白质印迹法检测
B?

代转基因小鼠心脏

组织中
R:<5O?

#

O>PPQ

$蛋白的表达量

B$

'

F

!

AI

+

0/33$*"*-R:<5O?

#

O>PPQ

$

$"&#/#/(0&

&$33)/*-B?

'

/"/0(&$*"&0("3

'

/"$14$1/=(3

./&/1&/.%

,

T/3&/0"%2*&&$"

'

("(2

,

3$3

#

!

-̀3*7

8H

+

$

P̀E#

%(

!

!

P̀E!

(

%

!

P̀E%

(

Q

!

J!E#

(

D

!

J!E!

(

$

!

J!E%

F

!

讨
!

论

迄今为止#国内外报道了至少
!#

个家族性传导

系统异常伴心室预激及心肌肥厚家系#目前共发现

有
#!

种
-7829!

基因突变!

A2;S+0%D#

为移码突

变#另有
##

种错义突变分别是
X%"!T

'

U%B%X

'

PQ"">

'

[QB&U

'

>QBBA

'

TD"$̂

'

MD"$T

'

XD%#Z

'

XD%#T

'

5DQBc

和
Z#""5

)

#

#

QE#Q

*

&而
Z#""5

突变正是

由本课题组发现并报道的#令我们感兴趣的是#其突

变点
Z#""5

位置在
'6ĉ

)

!

亚基的非胱硫醚
#

E

合

成酶$

(

8

;7)7L-/2-2+

#

E;

8

27L);+

#

KR5

%区域的外显

子
%

上#并不位于既往报道突变位点所属的
KR5

区

域&本课题组提出该课题的研究方向!中国人特有

的位于非
KR5

区域的此突变点所导致典型

-7829!

心脏综合征表型#其引起的临床症状的致

病机制是否和
KR5

区域突变点一致, 如若一致#非

KR5

区域突变点和
KR5

区域突变点导致
'6ĉ

改

变'糖原沉积的能力是否有强弱量级差异(如若不一

致#非
KR5

区域突变点引起
-7829!

心脏综合征

的机制又是如何, 遵循以上研究思路#本课题组前

期已做了如下探索研究工作!$

#

%在
KKS#%

细胞中

过表达
Z#""5

可以导致
'6ĉ

活性降低'糖原沉

积)

#D

*

#初步证明
Z#""5

突变和目前国际上报道的突

变点一样是通过改变
'6ĉ

活性从而引起细胞内

的糖原沉积&$

!

%用
Z#""5

突变体的人钠通道共转

染
UM̂ !F%P

细胞)

#$

*

#通过膜片钳技术检测钠离子

通道#证实
Z#""5

突变体可引起钠离子通道激活和

失活减慢&从离体细胞水平探讨了
Z#""5

突变引

起细胞膜上离子通道蛋白的改变#可能是导致心律

失常的机制之一&$

%

%应用显微注射技术成功构建

了斑马鱼心肌肥厚模型#证实了
Z#""5

突变可导致

斑马鱼
-7829!

基因功能发生改变#心肌细胞内

'6ĉ

活性降低并出现糖原累积#并导致斑马鱼心

肌肥厚)

!

*

#并在定量水平上证实在导致
'6ĉ

活性

降低方面#非
KR5

区域的
Z#""5

突变小于位于
KR5

区域的
X%"!T

&

自
#F&Q

年美国研究员
.+)2-;(L

应用显微注射

法获得首例转基因小鼠
5=Q"?>'

开始#转基因动

物技术是最近几年取得飞速发展的生物高新技术#

无论是在该研究技术的本身#还是在该技术的转化

应用领域都取得了举世瞩目的成就&其同源性接近

+

$&!

+
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第
%

期
<

陈
!

挺#等
<

心脏过表达人源
-7829!

$

Z#""5

%转基因小鼠模型的建立

同为哺乳动物的人类#国际上对其模型研究的各种

技术都已经趋于成熟&目前在国际上
-7829!

心

脏综合征研究领域#

-7829!

突变转基因鼠模型

被公认是研究
-7829!

心脏综合征的最佳模型#国

际上大量的研究采用此动物模型!如
!""%

年#

'1)*

等)

#&

*和
c)7+3

等)

#B

*通过建立过表达
-7829!

$

>QBBA

%突变的转基因鼠模型#成功模拟了与具有该

突变的人相似的心肌病和电生理表型#并进行了相

应的机制研究(同样通过建立过表达
-7829!

$

X%"!T

%

)

#F

*

'

-7829!

$

'1

N

D%#Z3

8

%

)

!"

*

'

-7829!

$

PQ"">

%

)

!#

*突变的转基因鼠模型#也成功发现了糖

原沉积导致的心肌肥厚以及预激综合征'传导系统

异常等电生理异常表型&在国内针对该方面的研究

不多#复旦大学中山医院的张亚平等)

!!

*针对
X%"!T

突变#利用钙离子染色分析大鼠
UFK!

钙离子库的

信号差异#未发现突变引起细胞内钙稳态的改变&

相较于本课题组前期实验的斑马鱼模型及离体细胞

的研究#转基因小鼠在心律失常心电图检查及机制

的研究方面具有优势&

在临床应用方面#鉴于目前国际上尚未有针对

的
-7829!

心脏综合征的诊断及治疗指南#

c/17/

等)

!%

*近期在线发表的文章将截止到
!"#Q

年
F

月前

所有的观察性研究'病例报道及综述综合分析#详细

列出了
-7829!

心脏综合征的各详细的临床表型

数据#并提出了相应详细的治疗方案供现有的心脏

病临床治疗指南参考#而其主要参考的是目前突变

家系中最为常见
!

种突变
'1

N

%"!Z32

和
';2QBBA3+

的报道&中国人特有的
Z#""5

突变的
-7829!

心

脏综合征仍然缺少家系的报道及机制的深入研究#

以后国际上制定的临床心脏病治疗指南是否适用于

此类中国人尚未可知#而本转基因小鼠模型的建立

对
Z#""5

的功能性及机制的研究影响深远'意义重

大#有可能为以后对中国人特有的
-7829!

心脏综

合征的治疗提供新的思路&
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