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E16L 转基因小鼠的构建与验证
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!!#摘要$!背景!内质网应激在糖尿病视网膜病变%#"&中发挥着重要作用( 羟甲基戊二酰辅酶 %还原
酶降解蛋白 L%E16L'又名 FC74L&作为一种内质网相关蛋白降解%@"%#&途径中的核心蛋白'能够减少内质网
应激(!目的!构建 E16L 高表达小鼠'为今后研究 E16L 在 #"中的作用提供动物模型(!方法!构建 E16L
系统表达重组质粒'酶切"测序后显微注射 M :+到 OYR 枚 GRNŴ *O 小鼠受精卵中'移植到代孕母鼠'得到 E16L
转基因小鼠( 利用鼠尾 $G"检测法鉴定 )( 代小鼠的基因型( 得到 U.;8 基因检测阳性鼠后'使其分别与野
生型鼠杂交'得到 )L 代 E16L 转基因小鼠'取鼠尾组织'用 $G"检测法再次鉴定 )L 代小鼠基因型(!结果!
成功构建了 E16L 重组载体'重组质粒 :"$?@UW3A@)L'AFC74LAH"@FA2[)$的全序列测定结果显示'<#V%序列
均正确( 接受了 E16LA:<#V%显微注射的 OYR 枚受精卵中成活 RQY 枚( 将存活的受精卵移植到代孕母鼠后共
产子鼠 XL 只'获 )( 代子鼠 Y 只'生理活动均良好( $G"电泳显示 MMQ ;: 处阳性条带'该基因型可以传递到
子代 )L(!结论!成功构建了 E16L 转基因小鼠(!
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#"&中扮演的重要角色已得到公认和关注 +L\R, ( 我们

先前的研究对糖尿病病史长达 '( 年但未并发 #"的
患者和 R 年内并发 #"的糖尿病患者进行了基因对比
分析'结合部分相关文献'发现这些因子在 #"的发生
和发展过程中有不同的表达'认为多个内质网应激因
子与糖尿病患者并发 #"有一定关联 +O\L(, '但内质网
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应激因子的作用通路尚不明确( 我们先前的研究对内
质网相关蛋白降解 %246.:+58B3<12,3</+/BA588.<35,26
6201565,3.4'@"%#&途径中的核心蛋白羟甲基戊二酰
辅酶 %还原酶降解蛋白 L % -C61.UCB2,-C+0+/,513<5<C+
<.24dCB2%126/<,5826201565,3.4 :1.,234 L'E16L&进行
研究发现'O 月龄糖尿病大鼠视网膜组织中的 E16L 表
达较野生型鼠明显下调

+L(, ( 为进一步研究 E16L 在糖
尿病内质网应激中的作用及其对 #"的保护作用'本
研究对转基因小鼠的 E16L 表达进行检测(

84材料与方法

8?84材料
选用 F$)级 GRNŴ *O 小鼠'饲养于华中科技大学

动物实验中心 +实验动物生产许可证号*FGqg%鄂&
'(L(A(((Q,'饲养环境为清洁级( 阳性首建鼠分别与
野生型杂交'进行繁殖建系(
8?94方法

利用 J13d.+法提取小鼠视网膜组织细胞中的
"V%' 利 用 <#V% 第 一 链 合 成 试 剂 盒 % 立 陶 宛
)21B24,58公司&'通过高保真 J5> 酶 %日本 J5=515公
司&进行 $G"扩增'获得 E16L <#V%( E16L 上游引物
为*R 1AJJG[JG%[GG%G[GJJ%JG%AM 1'下游引物为*
R1AGJJ[JJ[JGGG%[[[[JJGJAM1( 酶切'琼脂糖凝
胶电泳'回收纯化目的片段后'整合连接到 :"$?#28M6
载体%本实验室保存&( 按 l35024 质粒抽提试剂盒%德
国 l35024 公司&操作步骤'制备 E16LA:<#V%%图 L&(
对重组质粒 :"$?@UW3A@)L'AFC74LAH"@FA2[)$进行全
序列测定( 采用 l35024 琼脂糖凝胶回收试剂盒%德国
l35024 公司&纯化 E16LA:<#V%片段'暂保存于 X b
条件下( 使用分光光度计测量 E16LA:<#V%质量浓
度'在琼脂糖凝胶上检验定量 E16LA:<#V%用于显微
注射(
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图 84质粒构建示意图
!@)LP*启动子)FC74L*
滑膜细胞凋亡抑制物 L
抗体%目的基因片段 & '
即 E16L)H"@F*内部核糖
体进 入 位 点 % 连 接 元
件& )2[)$*增强型绿色
荧光蛋白)FIX(:%*终止
序列) :]G.13*转录起始
位点)5B:3<3++34*氨苄青
霉素)9+.13*丝状噬菌体
复制起始点)JW*转录阻
断元件

纯化后的 E16LA:<#V%溶解于质粒显微注射缓冲
液中'准确调整E16LA:<#V%质量浓度至 R 40*#+'用显
微注射器注射 M :+到小鼠受精卵的雄原核中'并将受
精卵移植到受体鼠的输卵管中( 待小鼠出生后'取 '
周龄小鼠尾尖组织'采用碱裂解法提取 #V%'同时设
置阳性对照组和阴性对照组'采用双引物法行 $G"检
测'鉴定 U.;8 基因( 经鉴定为阳性的小鼠分别与野生
型小鼠杂交后得到)L 代小鼠'采用相同方法鉴定基因
型( 目的基因 U.;8 上游引物*R1AGJG%%[GGJG%[%G
%[J[[JJAM1'下游引物* R 1A%%G%[G[J%GG%[[%G
G[JJGAM1)内源基因有机阳离子转运蛋白 ' %.10543<
<5,3.4 ,1548:.1,218''K<,' &上游引物*R 1AJGJJ%[GJ
GJ[GJGJGG[[JAM1'下游引物*R 1AG%GJ[[GJ[%[[
%%[[%[%GAM1( $G"反应体系为 '( #+%日本 J5=515
公司&'反应条件为*QX b预变性 M B34'然后 QX b变
性X( 8'RQ b退火 M( 8'N' b延伸 M( 8'共 M( 个循环'最
后 N' b再延伸 L( B34( 目的片段长度为 MMQ ;:'内源
基因片段长度为 LQO ;:(

94结果

重组质粒 :"$?@UW3A@)L'AFC74LAH"@FA2[)$的
全序列测定结果显示'<#V%序列均正确'未有碱基
突变(

共 OYR 枚受精卵接受了酶切纯化后的 E16LA
:<#V%显微注射'其中成活 RQY 枚( 将存活的受精卵
移植到代孕母鼠'共产子鼠 XL 只'获 )( 代子鼠 Y 只'
生命特征"活力等均未受影响%图 '&( )( 代小鼠 $G"
鉴定结果'阳性小鼠在 MMQ ;: 处可见 E16L 阳性条带
%图 M& ( 对 )( 代中鉴定出的阳性鼠分别与野生型
小鼠杂交'得到 )L 代子鼠( )L 代 $G"鼠尾鉴定电
泳结果'阳性小鼠在 MMQ ;: 处可见 E16L 阳性条带
%图 X& (

图 9!E16L 转基因 )( 代小鼠生命体征"活力等未受影响
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图 :4PU 代小鼠 AF>鉴定结果!R"L("LM"LO"'R"'Q"M(*阳性 )( 小
鼠 E16L 条带'片段大小为MMQ ;:)K<,' 条带'片段大小为 LQO ;:)
f5,21*阴性对照)B51=21*#V%分子标志):.83,372*阳性对照

400bp

200bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10waterpositivemarker

图 G4 P8 代子鼠 AF>鉴定结果!L"M"X"N"Y"Q"L(*E16L 条带'片段
大小为 MMQ ;:)K<,' 条带'片段大小为 LQO ;:)D5,21*阴性对照)
:.83,372阳性对照)B51=21*#V%分子标志

:4讨论

多个内质网应激相关因子与 #"的发生关系密
切

rO\L(, ( 当内质网内环境被理化因素破坏时即会产生
内质网应激现象( 内质网应激在一定程度上有利于维
持内质网内环境稳定'但是当内质网应激超过一定限
度后就会对细胞产生损害'导致细胞凋亡( 内质网对
部分无功能蛋白的处理途径之一是通过 @"%#途径'
通过处理这些有害蛋白来抑制内质网应激反应'维持
内质网内环境的稳定

rLL, ( 我们前期对增强子结合蛋
白"E16L 等内质网应激相关因子的表达进行研究'发
现在糖尿病进展过程中其表达下调

rY, ( E16L 在内质
网腔内错误折叠蛋白的降解能够抵抗内质网应激诱导

的细胞凋亡
rL', ( 因此本研究选取 E16L 作为 #"抵抗

基因的一个研究重点(
为了对 @"%#的关键蛋白 E16L 进行更深入的研

究'探索其对 #"的抵抗作用及其机制'研究其对炎性
因子"内质网应激因子"血管生成因子的作用和联系'
以及完善和丰富 #"的发病机制学说'为今后 #"的
临床治疗和预防提供一个新方向'本研究构建了 E16L
高表达转基因小鼠'可作为后续实验研究需要的 E16L
高表达动物模型( 本研究采用 :"$?#28M6 真核表达
载体'选择 @)LP为启动子'可以驱动外源基因在哺乳
动物体内的强表达

rLM, ( 在后期转基因小鼠的鉴定中'

本研究根据表达载体的全序列设计出 L 对和小鼠没有
同源性的引物'从而提高了鉴定的准确性( 本研究中
已经获得了部分 )L 代小鼠'经鼠尾 $G"鉴定'证实导
入的 U.;8 基因可以传代表达( 但是由于前期育种的
转基因小鼠数量有限'本研究中未对 E16L 在视网膜组
织的表达进行更深入地检测'随着转基因小鼠育种工
作的进行'我们会从基因和蛋白水平等进一步验证其
视网膜组织表达 E16L 的情况'选出相对优化的品系'
为后续的相关研究'包括 #"的抵抗基因实验研究提
供有用的动物模型(
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