
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报 　２０１７年４月第３８卷第４期 　犺狋狋狆：／／狑狑狑．犪犼狊犿犿狌．犮狀

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ａｐｒ．２０１７，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．４

ＤＯＩ：１０．１６７８１／ｊ．０２５８８７９ｘ．２０１７．０４．０４８８ ·论　著·

［收稿日期］　２０１７０１０９　　　　［接受日期］　２０１７０２２３

［基金项目］　浙江省科技厅项目（２０１４Ｃ３７０１８，２０１７Ｃ３７１１８，２０１６Ｃ３７０９７）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＺｈｅｊｉａｎｇ

Ｐｒｏｖｉｎｃｅ（２０１４Ｃ３７０１８，２０１７Ｃ３７１１８，２０１６Ｃ３７０９７）．

［作者简介］　李明娟，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｌｉｍｉｎｇｊｕａｎ１９８６０８０３＠１６３．ｃｏｍ

通信作者 （Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０５７３８３６４３８４７，Ｅｍａｉｌ：４４０３８３４３２＠ｑｑ．ｃｏｍ

高表达人源犎犲狉２乳腺癌小鼠模型的建立及鉴定

李明娟１，蒋小红１，高广春２，闵　锐３，黄　２

１．浙江嘉兴学院医学院医学实验中心，嘉兴３１４００１

２．浙江嘉兴学院医学院药学系，嘉兴３１４００１

３．第二军医大学海军医学系放射医学教研室，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　构建并鉴定高表达人源Ｈｅｒ２乳腺癌转基因小鼠模型。方法　构建ｐＭＤ１８ＴＭＭＴＶｈｕＨＥＲ２

ＥＧＦＰ转基因构件，通过原核显微注射方法将线性化、纯化后的外源质粒ｐＭＤ１８ＴＭＭＴＶｈｕＨＥＲ２ＥＧＦＰ注射入

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠受精卵中，胚胎移植至同期发情的假孕受体母鼠输卵管内，获得子代小鼠。采用ＰＣＲ鉴定子代小鼠尾

部组织基因组ＤＮＡ，用蛋白质免疫印迹法检测乳腺组织Ｈｅｒ２蛋白的表达，通过组织病理学切片观察转基因小鼠乳腺

组织的病理学变化。结果　经ＰＣＲ方法检测得到转基因阳性小鼠。蛋白质免疫印迹结果显示，与野生型小鼠相比，

Ｆ２代阳性小鼠的乳腺组织中Ｈｅｒ２蛋白高表达。病理组织切片表明２５周龄阳性小鼠的乳腺组织已经出现明显的癌变

倾向。结论　高表达人源Ｈｅｒ２乳腺癌小鼠模型成功建立并能稳定遗传，可自发形成乳腺癌，其生物学特性和病理学

改变与人乳腺癌相近，可作为研究乳腺癌发生发展的动物模型。
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第４期．李明娟，等．高表达人源Ｈｅｒ２乳腺癌小鼠模型的建立及鉴定

　　乳腺癌是女性恶性肿瘤死亡威胁的第二大元

凶，需耗费巨额的人力、物力、财力用于乳腺癌治疗

的研究［１］。研发一种新的乳腺癌药物，平均要花费

６．１亿美元，还要进行为期３７个月的动物实验
［２］。

因此，研究者们前期会应用乳腺癌动物模型来筛选

有效的治疗方法，以期为后续的临床试验提供强有

力的保证。即便如此，很多在动物模型上有效的治

疗方法在临床患者身上并不是很有效［３４］。目前最

大的挑战在于用于乳腺癌药物研发的动物模型要能

更有效地诱发癌变，并对结果解释产生较少的混杂

变量，这就要求乳腺癌动物模型要尽可能地模拟人

乳腺癌发生发展的过程［５６］。

常见的乳腺癌动物模型主要包括自发癌模型、

化学诱癌模型以及移植瘤模型。随着转基因小鼠及

胚胎干细胞技术的发展，自发癌模型的应用越来越

广泛，此类模型通过人为改变小鼠的基因组而使得

相关基因异常表达，从而影响相关癌变的发生与发

展。人类表皮生长因子受体２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，Ｈｅｒ２）基因定位于染色体

１７ｑ１２２１．３２上，编码相对分子质量为１８５０００的跨

膜受体样蛋白，具有酪氨酸激酶活性。在人类上皮

来源的许多肿瘤如乳腺癌、卵巢癌和胃癌等肿瘤细

胞中，犎犲狉２基因常异常扩增或过表达，Ｈｅｒ２的表

达水平与肿瘤的发生、发展及预后有密切关系［７］。

免疫组化染色发现，乳腺癌细胞的 Ｈｅｒ２蛋白水平

比邻近正常乳腺上皮高１０～１００倍
［８］。鉴于Ｈｅｒ２

阳性乳腺癌对人类健康的严重危害，有必要进行更

多有益的病理机制及治疗方法探讨。因此，建立人

源Ｈｅｒ２高表达乳腺癌动物模型，对探讨Ｈｅｒ２高表

达对肿瘤发病的促进作用机制、在活体动物水平评

价针对性治疗措施的有效性（如特异性 Ｈｅｒ２靶向

治疗的单克隆抗体药物的评价［９］）具有一定意义。

１　材料和方法

１．１　实验动物及主要试剂　４周龄ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／

６Ｊ小鼠购于南京生物医药研究院［动物生产许可证

号：ＳＣＸＫ（苏）２０１５０００１］，饲养至实验所需周龄。

所有实验动物均在ＳＰＦ级动物房饲养和繁殖。温

度控制在２２℃，湿度７０％，自动光控（１２ｈ明／１２ｈ

暗），自由采食和饮水。

制备转基因小鼠的相关试剂均购自南京生物医

药研究院，质粒提取试剂盒购于北京天根生化，胶回

收试剂盒购于Ｐｒｏｍｅｇａ，核酸内切酶为ＮＥＢ产品，

ＰＣＲ引物合成及测序由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成，ＰＣＲ

相关试剂购自ＴａＫａＲａ公司。ＨＰＲ标记山羊抗兔

ＩｇＧ、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒均购自上海碧云天生物

技术有限公司。ＫｏｄａｋＢｉｏＭａｘＭＲＸ线片来自

Ｋｏｄａｋ公司。Ｈｅｒ２兔单克隆抗体为ＣＳＴ公司产

品，按１∶１０００稀释。其他常用试剂均属于国产或

进口的分析纯试剂。

１．２　ｐＭＤ１８ＴＭＭＴＶｈｕＨＥＲ２ＥＧＦＰ重组质粒

的构建与鉴定　提取 ＭＭＴＶＣｒｅ鼠尾部组织

ＤＮＡ，以其为模板扩增 ＭＭＴＶ 启动子序列；以

ｐＥＮＴＲ２３．１ＥＲＢＢ２质粒为模板扩增ｈｕＨＥＲＰ２

ＣＤＳ片段；以ｐＣＡＧＣｒｅＥＧＦＰ质粒为模板扩增

ＥＧＦＰ序列；以ｐＭＤ１８Ｔ为模板扩增ｐＭＤ１８Ｔ骨

架序列，将以上片段ＳＬＩＣ连接，构建的载体为

ｐＭＤ１８ＴＭＭＴＶｈｕＨＥＲ２ＥＧＦＰ。测序验证无突

变后用犡犺狅Ⅰ与犡犫犪Ⅰ双酶切ｐＭＤ１８ＴＭＭＴＶ

ｈｕＨＥＲ２ＥＧＦＰ，克隆至ｐＩｎｓｕｌａｔｏｒ工具质粒，挑取

抗Ａｍｐ的阳性克隆扩增后，提取质粒进行ＰＣＲ和

测序验证。

１．３　犎犲狉２转基因小鼠的制备　选取７～８周龄雌

性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠作为供体，与同种雄鼠合笼；另取

数只２个月龄以上的母鼠作为受体，与经过输精管

结扎的雄鼠合笼，形成假孕母鼠。有精栓者手术取

出输卵管，进而取出受精卵，培养后用注射针把转

基因载体分别移入受精卵，然后将卵巢连同输卵管

放回供体鼠腹腔。加强受体母鼠及其后代子鼠的日

常饲养管理。

１．４　ＰＣＲ鉴定犎犲狉２转基因小鼠的基因型　新生

鼠２周龄时取尾部组织（约５ｍｍ）常规方法提取组

织ＤＮＡ，用ＰＣＲ对犎犲狉２片段进行检测；选取检测

阳性的小鼠与野生型Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠交配传代，子

代经同法检测并再传代。检测５′端正向引物序列为

５′ＣＧＧＴＴＣＣＣＡＧＧＧＣＴＴＡＡＧＴＡＡＧ３′，反

向引物序列为５′ＴＴＧＧＴＧＧＧＣＡＧＧＴＡＧＧＴＧ

ＡＧＴＴ３′；检测３′端正向引物序列为５′ＡＣＴＡＣＣ

ＴＧＡＧＣＡＣＣＣＡＧＴＣＣ３′，反向引物序列为５′

ＧＴＧＧＴＡ ＴＴＴ ＧＴＧ ＡＧＣＣＡＧ ＧＧＣＡＴ３′。

ＰＣＲ扩增条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；然后９８℃变性

３０ｓ、６５℃复性３０ｓ、７２℃延伸４０ｓ，进行３０个循

环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．５　蛋白质免疫印迹检测Ｈｅｒ２的表达　在４℃条

件下，取６周龄鼠乳腺组织，加入裂解液提取Ｈｅｒ２

蛋白，用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定样品蛋白含量。
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每个样本取１０μｇ蛋白进行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶

电泳并转至ＰＶＤＦ膜上，用５％ 脱脂奶粉封闭液室

温下置摇床上封闭１ｈ，再用ＴＢＳＴ稀释的羊抗兔

源重组的Ｈｅｒ２单克隆抗体（１∶１０００稀释）４℃ 摇

床杂交过夜；待恢复室温后，ＴＢＳＴ洗３次，每次

１０ｍｉｎ，置入ＴＢＳＴ稀释的辣根过氧化物酶标记的

羊抗小鼠抗体（１∶５０００稀释）室温杂交１ｈ，洗３

次，每次１０ｍｉｎ。将膜置于化学发光液中，Ｘ线胶片

曝光、显影及定影。

１．６　病理学观察　选取１２周龄未生育、１２周龄已

生育、１６周龄未生育及２５周龄未生育的Ｈｅｒ２阳性

小鼠，颈椎脱臼法处死，进行详细尸体解剖检查。对

乳腺取材，经Ｂｏｕｎｓ’液固定，常规石蜡包埋、切片，

ＨＥ染色，镜检。

２　结　果

２．１　重组质粒ｐＭＤ１８ＴＭＭＴＶｈｕＨＥＲ２ＥＧＦＰ

的构建与酶切鉴定、序列分析　重组质粒分别经

犡犺狅Ⅰ与犡犫犪Ⅰ双酶切后，将目的基因犎犲狉２插入

双酶切位点之间（图１）。１％琼脂糖凝胶电泳分离

均可见２个片段，酶切产物长６８４ｂｐ。重组质粒经

犃狆犪ＬⅠ、犅犪犿Ｈ Ⅰ、犛犮犪Ⅰ酶切，经琼脂糖凝胶电

泳验证与预期结果一致（图２）。ＧｅｎＢａｎｋＢＬＡＳＴ

分析显示，重组质粒目的基因测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ

已报道序列完全一致。

图１　犎犲狉２真核表达载体的构建示意图

犉犻犵１　犛狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳狆犕犇１８犜犕犕犜犞犺狌犎犈犚２犈犌犉犘狏犲犮狋狅狉

图２　重组狆犕犇１８犜犕犕犜犞犺狌犎犈犚２犈犌犉犘

质粒的犘犆犚鉴定结果

犉犻犵２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱

狆犕犇１８犜犕犕犜犞犺狌犎犈犚２犈犌犉犘犫狔犘犆犚

Ｍ１：ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１，２，３：ｐＭＤ１８ＴＭＭＴＶｈｕＨＥＲ２ＥＧＦＰ

ｃｌｅａｖｅｄｂｙ犃狆犪Ｌ Ⅰ，犅犪犿Ｈ Ⅰａｎｄ犛犮犪 Ⅰ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｍ２：

ＭａｒｋｅｒＴ１４

２．２　首建鼠及子代小鼠的ＰＣＲ鉴定　将带有包装

质粒的受精卵植入代孕母鼠后，分娩得到６０只小鼠，

部分ＰＣＲ鉴定结果如图３所示。结果显示犎犲狉２基

因片段已经成功插入小鼠的基因组内，经测序后验证

基因序列与原序列吻合，并得到９只Ｈｅｒ２高表达首

建小鼠。９只首建鼠分别与野生型小鼠交配，继续传

代。经过４代筛选，筛选出了１个子代阳性率在４０％

左右且能稳定遗传的转基因小鼠系。

２．３　蛋白质免疫印迹检测Ｈｅｒ２的表达　Ｆ２代６

周龄转基因小鼠的乳腺组织中Ｈｅｒ２蛋白的表达量

高于对照组的野生型小鼠（图４）。

图３　犎犲狉２高表达转基因首建小鼠的犘犆犚检测结果

犉犻犵３　犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狅犳犉狅狌狀犱犲狉狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮犿犻犮犲

狑犻狋犺犎犲狉２狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮｕｍｂｅｒ１２５ｍｉｃｅ．Ｂ６：犎犲狉２ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｍｉｃｅ（－）；Ｐ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；１２

ａｎｄ１３：犎犲狉２ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ（＋）；Ｍ：ＤＮＡＬａｄｄｅｒ

图４　蛋白质免疫印迹检测犎犲狉２蛋白在乳腺组织的表达

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犎犲狉２狆狉狅狋犲犻狀犻狀犫狉犲犪狊狋狋犻狊狊狌犲

狅犳犮狅狀狋狉狅犾犪狀犱狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮犿犻犮犲犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵

２．４　人源Ｈｅｒ２阳性转基因小鼠乳腺组织病理变

化观察　小鼠乳腺癌的发生与其生长发育的不同阶
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第４期．李明娟，等．高表达人源Ｈｅｒ２乳腺癌小鼠模型的建立及鉴定

段存在一定关联。因此本研究选取了１２周龄已生

育、１２周龄未生育、１６周龄未生育和２５周龄未生育

Ｈｅｒ２阳性转基因小鼠作为观察对象，另选１２周龄

野生型对照鼠作为阴性对照（图５Ａ），每组小鼠数目

为３只。其中１２周龄已生育小鼠乳腺导管扩张明

显，结缔组织中有异常细胞，乳腺增生明显（图５Ｂ）；

１２及１６周龄未生育小鼠有乳腺增生（图５Ｃ、５Ｄ）；

２５周龄未生育小鼠乳腺增生明显，且出现异型细

胞，有癌变倾向（图５Ｅ）。结果说明本项目构建的

犎犲狉２转基因小鼠能够在２５周左右自发产生乳腺癌

癌变倾向，初步说明本研究成功构建乳腺癌动物

模型。

图５　转基因小鼠乳腺组织的病理变化观察

犉犻犵５　犘犪狋犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狀犵犲狊狅犳犫狉犲犪狊狋狋犻狊狊狌犲犻狀狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮犿犻犮犲

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｅｏｆ１２ｗｅｅｋｓｏｌｄ；Ｂ：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅｏｆ１２ｗｅｅｋｓｏｌｄｗｈｉｃｈｈａｓｂｅｅｎｇｉｖｅｎｂｉｒｔｈ；Ｃ：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅｏｆ１２ｗｅｅｋｓｏｌｄｗｈｉｃｈｈａｓ

ｎｏｔｂｅｅｎｇｉｖｅｎｂｉｒｔｈ；Ｄ：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅｏｆ１６ｗｅｅｋｓｏｌｄｗｈｉｃｈｈａｓｎｏｔｂｅｅｎｇｉｖｅｎｂｉｒｔｈ；Ｅ：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅｏｆ２５ｗｅｅｋｓｏｌｄｗｈｉｃｈｈａｓｎｏｔ

ｂｅｅｎｇｉｖｅｎｂｉｒｔｈ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

３　讨　论

乳腺癌依据分子标志物的不同分为４种分子亚

型：ＬｕｍｉｎａｌＡ型、ＬｕｍｉｎａｌＢ型、Ｈｅｒ２过表达型和

三阴型［１０］。Ｈｅｒ２型乳腺癌在临床上约占２０％～

３０％，虽然比例不是最高，但由于犎犲狉２原癌基因多

拷贝的性质使得该型肿瘤患者有生存率低、恶性程

度高、病情发展迅速、易复发和临床预后较差的特

点，因此被称为“最危险的乳腺癌”［１１１２］。选择和研

究Ｈｅｒ２阳性乳腺癌小鼠模型能更为真实地反映药

物作用对疾病影响，从而探讨药物作用的分子机制，

为临床研究提供借鉴依据。

本实验以人源犎犲狉２为靶基因，成功构建了携

带乳腺组织特异性启动子的ｐＭＤ１８ＴＭＭＴＶ

ｈｕＨＥＲ２ＥＧＦＰ打靶载体，通过显微注射技术建立

了人源Ｈｅｒ２高表达转基因小鼠。获得９只转基因

首建小鼠，将这些小鼠与Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ野生型小鼠交

配产生Ｆ１代转基因小鼠。ＰＣＲ检测结果显示

犎犲狉２基因片段已经成功插入小鼠的基因组内。本

研究取材６周龄的小鼠乳腺组织用于蛋白质免疫印

迹检测，结果显示Ｈｅｒ２阳性小鼠Ｈｅｒ２蛋白的表达

量高于野生型小鼠。另外，本研究还分别取材１２周

龄未生育、１２周龄已生育、１６周龄未生育及２５周龄

未生育的Ｈｅｒ２阳性小鼠乳腺组织做病理切片，结

果显示１２周龄已生育及２５周龄未生育转基因阳性

小鼠的乳腺均发生明显的癌变。根据癌变程度，初

步推测乳腺癌的产生与小鼠乳腺的发育周期及生育

因素密切相关，有待进一步深入研究。

Ｌｅｄｅｒ实验室创建了第一个在小鼠乳腺肿瘤病

毒（ｍｏｕｓｅｍａｍｍａｒｙｔｕｍｏｒｖｉｒｕｓ，ＭＭＴＶ）驱动下

表达 犖犲狌 基因的 ＥＲＢＢ２ 转基因乳腺癌模型

ＭＭＴＶＮＥＵＮＴ
［１３］。犖犲狌基因和犎犲狉２基因序列

相似性达到８０％以上，其基因编码产物的氨基酸排

列的相似性达到８５％以上，鉴于犎犲狉２与犖犲狌高度

同源，目前国际上广泛使用的乳腺癌动物模型多是

选择高表达鼠源犖犲狌基因，带有犖犲狌乳腺癌原癌基

因的母鼠会在８个月左右发生原发性的乳腺肿

瘤［１４１５］。本研究所构建的人源Ｈｅｒ２高表达转基因

小鼠是以人源犎犲狉２基因为靶基因，是对目前广泛

使用的鼠源 犖犲狌基因乳腺癌的进一步优化，对

Ｈｅｒ２阳性乳腺癌发生机制和Ｈｅｒ２阳性乳腺癌靶向

治疗药物开发具有十分重要的意义。
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