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摘 要 ： 目的 探讨ＳＣＡＭＰ２基 因敲除小鼠的繁殖方式及其基 因型鉴定 。 方法 将引进的 ＳＣＡＭＰ２基因敲除小鼠

饲养于ＳＰＦ级环境 内
，
采用ＰＣＲ方法鉴定基因型 。 采用杂合子互交 、 杂合子与纯合子正交及反交 、 纯合子互交４种方法

繁殖 ， 观察子代小鼠外形特征并计算纯合率 。 结果 野生型小鼠Ｓ ＣＡＭＰ２
＋

／
＋

、 杂合子Ｓ ＣＡＭＰ ２
＋

／

＇ 纯合子ＳＣＡＭＰ２

＂

７
？？
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另！

Ｊ在 １ ５ ３ｂｐ 、 １ ５３ｂｐ和３４４ ｂｐ 、 ３ ４４ ｂｐ处出现扩增条带 。 杂合子互交 、 杂合子与纯合子正交及反交 、 纯合子互交方式所

产子代小 鼠的纯合率分别为 ２９ ． １ ７％
、
４６ ． １ ５％ 、 ５ ５ ． ５６％和 １ ００ ．００％ 。 结论 成功鉴定了 ＳＣＡＭＰ２基因敲除小鼠 的基因

型
，
纯合子互交方式是获得 ＳＣＡＭＰ２纯合子小鼠的较好方法 。
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膜泡运输是内膜系统间的物质传递方式 。 细胞

内 蛋 白质 、 脂质等被运输物质被分选并包裹成含

ＣＯＰ
（
ｃｏａｔｍｅｒ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ
）
的运输囊泡（

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｖｅｓｉ ｃｌｅ ｓ
） ，

进
一步在高尔基体网络加工转变为分泌囊泡

（
ｓｅｃｒｅ

？

ｔｏ ｒｙ 
ｖｅｓ ｉｃ ｌｅｓ

）
。分泌囊泡移动到细胞膜附近 ，

并且通

过囊泡膜与细胞膜融合将蛋 白质 、 脂质等胞吐至细

胞外 ［

１
＿

２
］

。 囊泡运输至接近细胞膜时需要与细胞膜锚

定和融合 ， 膜融合主要是 由小分子的ＳＮＡＲＥ
（
ｓｏｌｕｂ ｌｅ

Ｎ－

ｅｔｈｙ
ｌｍａ ｌｅｉｍ ｉｄｅ

－

ｓｅｎｓｉ ｔｉｖｅｆｕｓ
ｉ
ｏｎｐｒｏｔｅ ｉ

ｎａｔ ｔａｃｈｍ ｅｎ ｔ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
）
跨膜蛋 白所介导 丨＼ ＳＣＡＭＰ２

（
ｓｅｃ ｒｅ

？

收稿 日期 ： ２０ １ ７
－

０９
－

２０
； 修订日期 ： ２０ １ ７

－

１ ０
－０２

作者简介 ： 梁钰敏 （ １９ ９４
－

） ，
女

，

硕士生 。

＊通信作者 ：
张志珍

（
１ ９６７

－

）
， 女 ， 博士 ，

教授 ，
Ｅ－ｍａｉ ｌ

：

ｚｚｚｈａｎｇ＠ｇｄｍｕ
．ｅｄｕ ． ｃｎ 〇

ｔｏｒｙ 
ｃａｒｒｉｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏ ｔｅｉｎ ２

）是
一种含有四个跨膜

区 的膜整合蛋 白
， 存在于质膜 、 分泌小泡中 ， 与

ＳＮＡＲＥ及突触融合蛋白复合物结合 。 这些蛋 白复合

物的相互作用形成了融合孔 ， 参与胞吐过程 ， 是调

节囊泡分泌通路的关键＋
５

］

。

基因 敲除小 鼠具有能够从动物整体水平上探究

相关基 因在体 内功 能的 优势 ， 为 了 更好地研究

ＳＣＡＭＰ２在细胞 内囊泡运输过程 中 的 作用及其机

制 ， 本 课题组 从美 国 Ｊａｃｋｓ ｏｎ实 验 室 引 进 两 对

ＳＣＡＭＰ２ 基因敲除小鼠
，
饲养于符合国家标准的环

境中
， 成功进行了基因型鉴定 ， 并通过繁殖获得了

一定数量的 ＳＣＡＭＰ２基因敲除小鼠 ， 为后续研究提

供了实验基础。

１ 材料和方法



第 ６ 期 梁钰敏 ． 等 ． ＳＣＡＭ Ｐ２基因敲除小鼠子代基 因型的鉴 定与繁殖 ６ １
１

１ ． １ 实验动物与材料

ＳＣＡＭＰ２基 因 敲 除 小 鼠 引 自 美 国 Ｊ ａｃ ｋｓｏｎ
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８周龄 ， 雌雄各

半 ， 雄 鼠体质量分别 为２３ ． ９７ｇ和２ ３ ．６０
ｇ

， 雌 鼠体质

量分别为２ １ ． ３２
ｇ和 ２ １ ． ６２

ｇ 。 遗传背景为 ＳＣＡＭ Ｐ２ 基

因 敲除杂合子（ ＳＣＡＭＰ２
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ＰＣＲ引 物 由上海生工生物工程股份有限公司合

成 ； 琼脂糖购 自上海伯奥生物科技有限公司 。 其他

试剂均为国产或进 口 分析纯 。

１ ． ２方法

１ ．
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． １ 小鼠饲养 ＳＣＡＭ Ｐ２基因敲除小鼠按照ＳＰＦ级

动物 饲养标准进行饲养 。 屏障环境 内 温度 控制 在
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笼均经高压高温消毒处理 。 垫料每周更换２次 ， 饲料

及饮水每 日 补充 。

１ ．２ ．２ 小 鼠繁育 引进的 ＳＣＡＭＰ２基 因 敲除杂合子
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Ｔｒｉｓ
－Ｈｃｌ

（ｐＨ
＝
８ ．
０
）溶 液２５ｎ

Ｌ
，
以３０ ００ｒ／ｍ ｉ

ｎ离 心５

ｍ ｉｎ
， 取上清于—２０ 尤冰箱备用 。 ｐ ）

ＰＣＲ扩增反应 ：

通用 引 物
（
Ｃ ｏｍｍ ｏ

） ：５
＇

－－ＡＧＡＧＣＣＣＴＧＣＡＡＧＧＡＣＴ

ＧＡＧ－ －

３

＇

；
野生型引 物

（

Ｗｉ ｌｄｔｙｐｅ ｒｅｖｅｒ ｓｅ ） ：５
＇

－ －ＡＣＴＴ

ＣＡＣＣＣＡＧＧＣＡＧＧＡＡ Ｇ－３
＇

； 突 变 型 引 物 （
Ｍｕ ｔａｎｔ

ｒｅｖｅ ｒｓｅ
） ：５

，

－ －ＴＴＣＴＧＡＧＣＴＧＧＧＡＡＧＧＡＡＴＧ － －

；Ｖ ０

Ｒｅａｃ ｔ ｉ ｏｎＡ的ＰＣＲ反 应 体 系 为１ ０ ｜

ｉＬ
：２ｘ Ｅａｓｙ

Ｔａｑ

ＰＣＲＳｕｐｅｒＭ ｉｘ５｜

ｉＬ
， 模板ＤＮＡ２＾Ｌ ， ５ｐｍ

ｏ ｌ／Ｌ的

Ｃｏｍｍｏ和Ｗ ｉ ｌｄｔｙｐ ｅｒｅｖｅｒｓｅ各０ ． ２
ｐ
Ｌ

，
ｄｄＨ ２〇２ ． ６

ｊ

ｉＬ 。

Ｒｅａｃ ｔ ｉｏｎＢ
的ＰＣＲ反 应 体 系 为

１ ０
ｊ

ｉＬ
：２

ｘ
Ｅａｓｙ

Ｔａｑ

ＰＣＲＳｕｐ ｅ ｒ
Ｍ

ｉｘ ５（

ｘＬ
， 模板 ＤＮＡ２

ｐ
Ｌ ， ５

ｊ

ａｍｏ ｌ／Ｌ的

Ｃｏｍｍｏ和
Ｍｕ ｔａｎ ｔｒｅｖｅｒｓｅ各

０ ．２
｜

＿ｉＬ
，

ｄｄＨ ２〇２ ． ６ｐ
Ｌ 。

利用 Ｅ
ｐｐ ｅｎ ｄｏｒｆ公司 ＡＧ ２２３３ １型ＰＣＲ仪进行扩增 ， 反

应条件为 ：
９４Ｔ ；２ｍ ｉｎ

；９４ｔ ：２０ ｓ
、

６５Ｔ ：１ ５ｓ且每

个循环降 ０
．５１ 、 ６８Ｔ：１ ０ｓ

， 循环１ ０次
；

９４Ｔ ：

１ ５

ｓ 、
６０丈１ ５ｓ 、

７２尤 １ ０ｓ ， 循环 ２８次
；

７ ２＾２ｍ ｉｎ终

止反应 。
（
３ ）电泳鉴定 ： 取ＰＣＲ扩增产物 １ ０

ｎＬ ，
２％

琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 用 美 国 Ｐ ｒｏｔｅ ｉｎＳａｍｐｌｅＡ ｌ ｐｈａ

Ｉｍ ａｇ
ｅ ｒＨＰ化学发光凝胶成像系统观察拍照。

２ 结果

２ ． １ 小鼠基 因 型 鉴定结果

小鼠鼠耳基因 ＤＮＡ经ＰＣＲ扩增 、 琼脂糖凝胶电

泳 ，
出现预期 的扩增 条带 ， 结果见图 １ 。 用Ｃｏｍｍｏ

和 Ｗ ｉ
ｌ
ｄｔｙｐ ｅｒｅｖｅ ｒｓｅ引 物 扩 增 显 示

， 野 生 型 鼠

ＳＣＡＭＰ２
＋／
＋

在 
１ ５３ｂｐ处 出 现条带 ；

Ｃｏｍｍ ｏ和 Ｍｕｔａｎ ｔ

ｒｅｖｅ ｒｓｅ引物扩增显示 ， 杂合子ＳＣＡＭ Ｐ２
＋／ －

在 １ ５３ｂｐ和

３４４ｂｐ处 出 现条带 ，
而 ＳＣＡＭＰ２基 因敲除的纯合子

突变鼠 ＳＣＡＭＰ２
＋
仅在 ３ ４４ｂｐ处出现特异性条带 ， 与

预期结果相一致 。

５ ００ ｂ
ｐ

４００ ｂ ｐ

３ ００ｂ
ｐ

２ ００ｂｐ

１ ００ｂｐ

５ ００ｂ
ｐ

４００ｂｐ

３ ００ｂｐ

２ ００ｂｐ

１ ００ｂｐ

Ｎ
：
阴性对照 ；

ＫＯ ：
纯合子 ；

ＷＴ
：
野生 型 ； ＨＥＴ ： 杂合子 ；

Ｍ
：
ｌ ＯＯ ｂ

ｐ Ｄ
ＮＡ ｌ ａｄｄｅｒ

图 １ 部分小 鼠基 因型 ＰＣＲ鉴定结果
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２ ．２ 基 因 敲除 小鼠繁殖和生长情况

纯合子母鼠繁殖 良好 ， 每胎平均产６
？

１ １只幼崽 ，

生长状态 良好 ， 与野生型Ｃ５ ７ＢＬ／６ＮＪ小鼠相 比外形

特征未见明显差异 ，
见图２ 。

图 ２２周龄野生型小 鼠
（
左

）
和纯合型小鼠

（
右

）

２ ． ３ 不 同繁殖 方法繁育 结果

经 ２个 月 的合笼 繁殖共获得 １ ９８只子 鼠 ，
其 中

ＳＣＡＭ Ｐ２基因敲除 杂合子互交得 ２ ３只杂合 鼠 、
１ １ 只

野生 鼠 、
１ ４只纯合鼠 ； 杂合子与纯合子正交得２ ８只

杂合 鼠 、
２４只纯合鼠 ； 杂合子与纯合子反交得２０只

杂合 鼠 、
２５只纯合鼠 ； 纯合子互交得 ５３只纯合鼠 。

４种不同配对繁殖方式所产子代小鼠得纯合率分别为

２９ ． １ ７％ 、
４６ ． １ ５％

、
５５ ．５６％和１ ０ ０ ． ００％

，
基本符合孟

德尔遗传定律 。

３ 讨论

ＳＣＡＭＰ ｓ
（ ｓ

ｅｃ ｒｅ ｔｏｒｙｃ ａｒｒｉ
ｅｒｍ ｅｍｂｒａｎｅｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎｓ
）是

尚尔基体及后 期尚 尔基体循环转运 中 的
一 ■

类载体蛋

白 ， 参与细胞 内物质到 细胞表面的运输过程 ， 能加

速胞膜重构 ， 影响胞吐 ／胞吞融合孔的形成 、 稳定及

扩张＞
８

］

。 ＳＣＡＭ Ｐｓ属于动植物体内 的保守蛋 白 ， 包括

在哺乳动物体 内普遍存在的 ＳＣＡＭ Ｐ１
？４

，
以 及特异

表达于神经元的 ５０八 ］＾ ５ 。 ５０八１＾２是 由 ８０八 １＾２

基因 编码的
一

种 ３９ＫＤ ａ蛋白 ［

９
］

， 是ＳＣＡ ＭＰｓ蛋 白 家族

主要 成 员 之
一

。 人 ＳＣＡＭ Ｐ２基 因 定位 于染 色体

１ ５ｑ２ ３
－

ｑ２５ ，
不同 物种 ＳＣＡＭＰ２的 分子质量 几 乎 相

同 。 与其他囊泡转运膜蛋 白
一样

，
ＳＣＡＭＰ２也 以 复

合体形式存在 ［

１ ＜ ）
］

。 ＳＣＡＭＰ２能与 ＡＤＰ－核糖化作用因

子 ６
（
八０卩－

１

＇

丨 １３〇 ５
＞＾ １ 丨〇１１ £＆ （； １ （＾ ６

，

八 １１？ ６
）
及 磷脂酶 ０ １

（ｐｈｏ ｓｐｈｏ ｌ
ｉ ｐ ａｓｅＤ ｌ

，
ＰＬＤ １

）
共定位

，
将ＡＲＦ ６招募至

ＤＣＶ
（ｄｅｎｓ ｅｃｏ ｒｅ ｖ ｅｓ

ｉ
ｃ

ｌ
ｅ
）的融合位点而激活 ＰＬＤ

， 进

而促进胞吐融合孔的形成 ［

１Ｍ ２
］

。 在膜融合过程 中 ，

质膜 ＳＣＡＭ Ｐ２和 分泌囊泡 ＳＣＡＭ Ｐ２协同合作 。 而表

达于分泌囊泡及 质膜接近 区的 ＳＣＡＭ Ｐ２可能是潜在

的外排融合位点 。 质膜上的 ＳＣＡＭＰ２在膜受到去极

化作用刺激时 ， 加速融合孔打开 ，
以维持胞吐作用

顺利进行 。 基因敲除ＳＣＡＭＰ ２阻止 了胞吐过程的起

始 阶段
［

１ ３
］

， 胞质 中 ＳＣＡＭ Ｐ２Ｎ末端特异性的缺失突

变 ， 减少了囊泡转运体活性 ［

１４
］

。

本实验采用煮沸裂解法提取基 因组ＤＮＡ
，
测定

Ａ ２６ ０／Ａ ２８０接近 １ ． ８
， 说明所获得的 ＤＮＡ可满 足后续

ＰＣＲ扩增需要 。 基因鉴定的反应体 系及扩增条件是

影响鉴定结果的关键因素 ， 选用Ｗ ｉ ｌｄｔ ｙｐｅ ｒｅｖｅ ｒｓｅ和

Ｍｕ ｔａｎｔｒｅｖ ｅｒｓｅ分两个反应体系进行 ＰＣＲ扩增 ， 实验

特异性好 ， 获得了理想的扩增条带
（
见图 １

） 。

本实验引进的 ＳＣＡＭ Ｐ２基 因 敲除小鼠是 Ｊａｃｋ ｓｏｎ

实验室利用ＣＲ ＩＳ ＰＲ技术 ｜

１ ５
］获得的杂合子小鼠 。 实验

中采用 ＳＣＡＭＰ２
＋／
＿

杂合子互交 、
ＳＣＡＭＰ２

＋／
－

杂合子

与ＳＣＡＭ Ｐ２
－〃 纯合子正交及反交 、

ＳＣＡＭＰ２
＋ 纯合

子互 交 ４种 繁殖方 法 ，
经过 ２个 月 的 观察 ， 发现

ＳＣＡＭ Ｐ２基 因 敲 除对小 鼠 的 繁殖能 力没有 明显影

响 ， 子 代小 鼠的纯合率分别 为 ２９ ． １ ７％
、

４ ６ ． １ ５％ 、

５ ５ ． ５６％和 １ ００ ．

０ ０％
，
基本符合孟德尔遗传定律 。 通

过对不 同 年龄阶段野生 鼠 、 杂合鼠和纯合 鼠的 观

察
，
发现３种基因 型小鼠在体质量及外形上无明显区

别 ， 摄食饮水 良好 、 性格活泼好动 ，
无脱毛萎靡不

振等现象 。 为 了短期 内获得大量纯合子 ，
可以采用

纯合子互交的繁育方法 。 目 前本实验 已获得 １ ３ ５只

ＳＣＡＭ Ｐ２基 因 敲 除纯 合子 小 鼠 ，
这 为 后续 研 究

ＳＣＡＭ Ｐ２在囊泡运输过程 中 的作 用 奠定 了 实验基

础 。 另外 ， 本实验观察发现 ，
要减少繁殖鼠食子事

件的发生 ， 应确保繁殖鼠性成熟年龄 、 环境安静及

食物充足 。 同 时 ， 为提高受孕率和繁殖率 ，
也可适

当给予繁殖鼠葵花籽及垫棉等 。 繁殖后应及时分

笼
，
即 可避免同笼子 鼠生存环境拥挤 ，

也可防止代

际混乱和交配混乱 。
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图 ７ 小鼠负重游泳时间

庚烷类化合物是以 １
，

７
－二苯基庚烷为母核的线性或

环状结构
， 它们分子 中均含有酚羟基结构 。 由此推

测 ， 高 良姜中抗氧化相关活性物质主要为酚羟基化

合物 。 该研究结果可 为高 良姜药用资源开发利用提
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