
心脏是高能量需求器官，其消耗的腺苷三磷酸

（adenosine triphosphate，ATP）约 95%来自于线粒体

的有氧氧化，线粒体功能障碍可导致能量产生和供

给减少，使心肌收缩发生障碍［1］。已有研究证实，线

粒体功能障碍在心力衰竭的发生发展进程中具有

重要作用［1-2］。在冠状动脉阻塞使相应心肌出现供

血、供氧不足时，可导致心肌细胞线粒体结构损伤
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型动物。方法：构建过表达打靶载体pCAG⁃OTCL⁃ECSIT⁃3Xflag⁃BPA，采用电转导方法将线性化打靶载体转入胚胎干细胞（ES
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结果：成功构建了线粒体靶向过表达ECSIT载体pCAG⁃OTCL⁃ECSIT⁃3Xflag⁃BPA，经PCR鉴定为阳性；完成线粒体靶向过表达
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与功能失调［3］，如线粒体裂解与融合平衡失调、ATP
产生减少、线粒体活性氧（mitochondrial reactive oxy⁃
gen species，mROS）产生增加等，从而导致心肌损伤

和心功能障碍。同时，线粒体也是细胞稳态、细胞

存活和细胞死亡的动态调节因子［4］。因此，有学者

提出，在心力衰竭的发展进程中，线粒体可作为直

接改善心脏功能的重要治疗靶点［5］。

Toll途径进化保守信号介导因子（evolutionarily
conserved signaling intermediate in Toll pathways，EC⁃
SIT）在心肌组织中高表达，是Toll受体/白介素⁃1受
体（Toll⁃like receptors/interleukin⁃1 receptor，TLRs/IL⁃
1R）信号通路中高度保守的信号分子。已有文献报

道，鸟氨酸氨基甲酰转移酶（ornithine transcarbamy⁃
lase，OTC）的N端 32个氨基酸（OTC⁃leader，OTCL）
可以使得目的蛋白靶向定位于线粒体［6-7］。

为了研究线粒体定位的ECSIT对线粒体稳态平

衡、线粒体有氧氧化等的调控机制及其在心力衰竭

发展进程中的病理生理作用，本研究通过在全长的

ECSIT⁃N端添加OTCL序列使其定位于线粒体，构建

线粒体过表达ECSIT转基因小鼠，并对其进行鉴定

和心功能分析，为后续深入开展ECSIT线粒体定位

的生物学功能研究奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

C57BL/6J 小鼠为 SPF级（购自南京医科大学医

药实验动物基地并饲养于此基地）。实验方法与操

作符合南京医科大学实验动物伦理委员会要求。

PCR 仪、Mini PROTEAN 3Cell 电泳仪（Bio⁃Rad
公司，美国），大型台式离心机、CO2 培养箱（Heraeus
公司，德国），GNP⁃9080 型隔水式恒温培养箱（上海

精宏实验设备有限公司），AE⁃100 电子分析天平

（METTLER 公司，瑞士），SSC⁃24P 空气恒温摇床（江

苏太仓实验设备厂）。

PrimerScript RT 反转录试剂盒，PrimeSTRA 高

保真酶，DL2000 Marker、DL15000 Marker、Not Ⅰ、

Hind Ⅲ、Sal Ⅰ、Spe Ⅰ、BamH Ⅰ限制性内切酶，

DNA marker（TaKaRa 公司，日本）；T4 DNA 连接酶、

Taq酶、PCR试剂（NEB 公司，美国）；小牛肠碱性磷

酸酶（calf intestinal alkaline phosphatase，CIAP，Ta⁃
KaRa 公司，日本）；氨苄青霉素（上海生光公司）；

Flag（一抗抗鼠，Sigma公司，美国），GAPDH（一抗抗

鼠，杭州碧云天生物技术研究所），VDAC1（一抗抗

山羊，Santa⁃Cruz 公司，美国）。质粒抽提试剂盒

（Promega公司，美国），凝胶回收试剂盒（北京天根

生化），线粒体分提试剂盒（Qiagen公司，德国）。质

粒homo DNA、PAD⁃ECSIT⁃3Xflag和大肠杆菌 DH5α
感受态细胞均由本实验室自行制备。同源臂扩增

引物、质粒鉴定引物及小鼠 DNA 鉴定引物的合成

和测序由上海英骏生物技术有限公司完成。

同源臂扩增引物（5′→3′）：OTCL⁃F：GGGAACT⁃
AGTGCCACCGCCATGCTGTTTAATCTGAGGAT，
OTCL ⁃ R：GGGAGTCGACAGATCCCAATTGTAGTG⁃
GTTGTCCACACCGAAAATTTCGAACCATG；ECSIT ⁃
3Xflag⁃F：GGGAGTCGACAGCTGGGTGCAGGTCAA⁃
CT，ECSIT ⁃ 3Xflag ⁃R：GGGAGCGGCCGCTCATTAC⁃
TATTTGTCGTCATCATCCTTATAGT。质粒鉴定引

物（5′→3′）：ECSIT ⁃ F4573：GTTGGGACGACTAT⁃
GAGTTTG，bGlobin⁃pA⁃reverse：TTTTGGCAGAGGG⁃
AAAAAG；小鼠鉴定（5′→3′）：PCAG⁃F：GCAACGT⁃
GCTGGTTATTGTG，ECSIT⁃R：CCTGATGGCTTGAA⁃
CGAGTCT。
1.2 方法

1.2.1 靶向信号序列的扩增与纯化

小鼠 cDNA 获取：提取 C57BL/6J 小鼠mRNA，

采用反转录试剂盒进行mRNA逆转录，合成单链

cDNA。OTCL 序列获取：以 homo DNA 为模板，以

OTCL⁃F/ OTCL⁃R为引物扩增OTCL 片段。PCR产

物全长 134 bp，为了纯化 PCR产物，在引物 5′端分

别加入Spe Ⅰ/Sal Ⅰ内切酶位点，切胶纯化后，产物

全长 120 bp。ECSIT⁃3Xflag序列获取：以 pAD⁃EC⁃
SIT⁃3Xflag为模板，以ECSIT⁃3Xflag⁃F/ECSIT⁃3Xflag⁃
R为扩增引物，扩增 ECSIT⁃3Xflag的特异性产物，

PCR产物全长 1 409 bp，纯化 PCR产物，Sal Ⅰ/Not
Ⅰ酶切，切胶纯化后，产物为 1 395 bp。pInsulator⁃
CAG⁃GFP⁃RPL22⁃V5 载体酶切：使用Nhe Ⅰ/Not Ⅰ
限制性内切酶，37 ℃酶切 2 h，再用CIAP处理 1 h去
磷酸化，切胶纯化，所需片段为7 650 bp。

将上述载体与插入片段经T4连接酶连接，连接

产物转入DH5α感受态大肠杆菌中，37 ℃摇床培养

45 min后，涂布于含氨苄抗性LB固体培养板中培养

14 h。随后挑取单克隆摇菌扩大培养并 PCR 鉴定，

产物479 bp，筛选的阳性克隆摇菌扩大培养，委托公

司进行 DNA 测序分析。

1.2.2 pCAG⁃OTCL⁃ECSIT⁃3Xflag⁃BPA质粒转染

以 Invitrogen LipofectamineTM 2000为介质，按说

明书操作转染 pCAG⁃OTCL⁃ECSIT⁃3Xflag⁃BPA质粒

入 293T细胞。转染 36 h后，收集细胞提取蛋白，进
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行蛋白质免疫印迹检测。

1.2.3 基因打靶进入ES细胞

采用限制性内切酶和无水乙醇分别线性化和

纯化靶向载体pCAG⁃OTCL⁃ECSIT⁃3Xflag⁃BPA，再通

过电穿孔将其转入胚胎干细胞（ES 细胞内）。打靶

后克隆每天使用 ES 细胞筛选液连续筛选 8 d。抽

提抗性克隆的基因组 DNA，进行基因型鉴定。

1.2.4 制备嵌合体小鼠

小鼠囊胚的显微注射：选取 13.0~15.0 g的 4周

龄C57BL/6J 未发情雌鼠，按Arslan等［9］方法腹腔注

射孕马血清促性腺激素和人绒毛膜促性腺激素后，

与配种雄鼠同笼，次日早晨检查阴道栓。第3天处

死有阴道栓的雌鼠，小心取出囊胚，置于CO2培养箱

培养至囊胚腔明显膨大后注射。按文献［8］提前准备

注射用ES细胞以及显微注射用的持卵针和注射针，

每个囊胚腔注射 13~15个ES细胞。注射后的囊胚

继续置培养箱内培养2 h。
小鼠囊胚的子宫移植：选取 8周龄的发情雌鼠

与输精管结扎的雄鼠合笼，次日早晨检查阴道栓，

2 d后可用于囊胚的子宫移植。麻醉假孕雌鼠，对其

进行背部手术将 4个囊胚移植入单侧子宫，小鼠于

18~21 d后出生。

1.2.5 嵌合体小鼠基因型鉴定

按照编号剪取出生5~10 d小鼠脚趾3~5 mm于裂

解液中，55 ℃过夜。用酚氯仿法提取编号脚趾样本

的DNA，以特异性鉴定引物 PCAG⁃F/ECSIT⁃R为扩

增引物，PCR扩增小鼠DNA片段。取PCR产物进行

琼脂糖凝胶电泳分析筛选阳性转基因小鼠。嵌合

体小鼠成长至 8周小鼠性成熟后，与野生型C57BL/
6J合笼，交配繁殖后可出现潜在的杂合子，取小鼠

脚趾以鉴定F0代小鼠的方法PCR鉴定出生F1代小

鼠的基因型。

1.2.6 细胞或组织中线粒体与胞浆蛋白提取

体外培养细胞，采用胰酶消化收集细胞，生理

盐水洗涤，去除残留培养基，取沉淀的细胞；小鼠安

乐死后，开胸取心脏，生理盐水洗涤去除残留血液，

取心肌组织。上述细胞或组织，按照Qiagen线粒体

分离试剂盒说明书分别提取细胞线粒体与胞浆蛋

白，进行蛋白质免疫印迹鉴定。

1.2.7 蛋白质免疫印迹

BCA 法测定组织线粒体蛋白或胞浆蛋白浓

度。加入 6×loading buffer，99 ℃煮 5 min 后制成蛋

白样品，进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。湿转法转膜、

封闭、洗膜，随后加入相应一抗 4 ℃垂直摇床摇晃孵

育过夜，次日去除一抗并洗膜后二抗室温孵育 80
min，再次洗膜，ECL 显色液显影，采用 Image Lab 图

像分析软件对灰色条带进行分析。

1.2.8 小鼠心功能检测

采用小动物高频彩色超声仪（VisualSonics Ve⁃
vo2100），探头MS⁃400，频率30 MHz，帧频300帧/s，检
测小鼠心脏射血分数（ejection fraction，EF）和短轴

缩短率（fraction shortening，FS）等。

1.3 统计学方法

所涉及数据均用 GraphPad Prism 5 统计软件进

行处理，数值均以均数±标准差（x ± s）表示，两样本

的比较经方差齐性分析后行 t检验，P ≤ 0.05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 转基因载体的构建与鉴定

2.1.1 转基因插入序列与载体的准备与鉴定

扩增OTCL序列并进行酶切。使用引物OTCL⁃
F/OTCL⁃R 进行 PCR扩增，琼脂糖凝胶电泳可见在

134 bp处出现特异性 PCR扩增条带（图 1）；进一步

对PCR产物采用Spe Ⅰ/Sal Ⅰ限制性内切酶进行酶

切纯化，酶切鉴定结果可见长度为120 bp的目的片

段（图1）。

对3Xflag⁃ECSIT序列进行PCR扩增和酶切结果

可见，使用引物 ECSIT⁃3Xflag⁃F/ECSIT⁃3Xflag⁃R在

1 409 bp处出现特异性扩增条带（图2）；酶切鉴定结

果显示，使用Sal Ⅰ/Not Ⅰ限制性内切酶进行酶切纯

化后，可得到长度为1 395 bp的目的片段（图2）。
对 pInsulator⁃CAG⁃GFP⁃RPL22⁃V5载体进行酶

切和PCR鉴定。将载体中的GFP片段切下，为融合

上述 2个序列片段提供载体片段，使用Nhe Ⅰ/Not
Ⅰ限制性内切酶进行酶切，酶切位点为 7 650、
1 187 bp，使用CIAP处理去磷酸化，所需片段长度

134 bp— 120 bp—

1 空白 M 1 M

1：克隆样品；M：DL2000 Marker。
图1 PCR鉴定OTCL序列

Figure 1 PCR identification of OTCL sequence
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为 7 650 bp（图3）。
2.1.2 pCAG⁃OTCL⁃ECSIT⁃3Xflag⁃BPA质粒的鉴定

将上述已纯化的OTCL序列片段、3Xflag⁃ECSIT
序列片段与含有黏性末端的载体片段以T4连接酶

连接获得 pCAG⁃OTCL⁃ECSIT⁃3Xflag⁃BPA重组质粒

（图4A）。经PCR鉴定，18号泳道出现阳性条带，说

明对应的克隆含有目的重组质粒（图4B），阳性克隆

测序，对比验证重组质粒构建成功。

2.2 转染pCAG⁃OTCL⁃ECSIT⁃3Xflag⁃BPA质粒后融

合蛋白的表达

通过蛋白免疫印迹检测到转染重组质粒组

（OE）有 Flag蛋白的表达，而在转染GFP的空载组

（Con）中则未检测出 Flag（图 5A），对比转染阳性对

照组，提示融合蛋白成功表达。分别提取细胞线粒

体和胞浆蛋白，在线粒体中检测到 Flag蛋白的表

达，在胞浆中未检测出，而空载组中胞浆和线粒体

中均未检测出Flag（图5B）。
2.3 ES细胞基因打靶及嵌合体与F1代转基因小鼠

的鉴定

将筛选出的 ES 细胞注射入8个囊胚，移植2只
小鼠，各4个囊胚，共出生 8 只小鼠。提取小鼠的脚

趾 DNA，以ECSIT⁃F4573/ bGlobin⁃pA⁃reverse为引物

通过PCR扩增，产物经琼脂糖胶电泳可见在 479 bp
处出现特异性扩增条带，与阳性参照对比，有2只小

鼠（2号和6号）出现阳性条带，提示嵌合体小鼠构建

1 409 bp—

1 395 bp—

M 空白 1 M 1 空白

1：克隆样品；M：DL2000 Marker。
图2 PCR鉴定3Xflag⁃ECSIT

Figure 2 PCR identification result of 3Xflag⁃ECSIT vec⁃
tor

CAG Promoter

pInsulator⁃CAG⁃GFP
⁃RPL22⁃V5
8 837 bp

InsulatorICEU⁃I
M13⁃47Ampicillin

pUC origin
RV⁃M

ICEU⁃IInsulator
BamHⅠBR⁃ER1b⁃globin polyAbGlobin⁃pA⁃R

NotⅠBR⁃EF1
V5 reverse

V5

T7
NheⅠGFPGFP⁃2321⁃2340⁃rRPL22⁃F4

RPL22

Ⅰ Ⅱ M Ⅲ

—7 650 bp

A B

A：载体示意图；B：载体酶切产物电泳结果；Ⅰ：plnsulator⁃CAG⁃GFP⁃RPL22⁃V5载体；Ⅱ：NheⅠ单酶切产物；Ⅲ：NheⅠ/NotⅠ双酶切产物；M：

DL15000 Marker。
图3 PCR和酶切鉴定pInsulator⁃CAG⁃GFP⁃RPL22⁃V酶切载体

Figure 3 identification of pInsulator⁃CAG⁃GFP⁃RPL22⁃V by PCR and restriction endonuclease cleavage

pInsulator⁃CAG⁃OTCL
⁃ECSIT⁃3Xflag⁃PA

9 166 bp

InsulatorICEU⁃I
M13⁃47

T7

CAG Promoter

Ampicillin

pUC origin
RV⁃MICEU⁃IInsulator

BamHⅠBR⁃ER1b⁃globin polyAbGlobin⁃pA⁃R
NotⅠBR⁃EF1
3 stop SalⅠ
BamHⅠ
3Xflag

SalⅠ

PCAG⁃F1352
KOZAK sequence
OTCL

ECSIT⁃F4573
ECSIT

BamHⅠ

—479 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 M 13 14 15 16 17 18 1920 21 22空白

A B

A：重组质粒示意图；B：PCR鉴定；1~22：克隆样品；M：DL15000 Marker。
图4 PCR鉴定pInsulator⁃CAG⁃OTCL⁃ECSIT⁃3Xflag⁃BPA载体

Figure 4 PCR identification result of pInsulator⁃CAG⁃OTCL⁃ECSIT⁃3Xflag⁃BPA vector
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成功（图 6）。阳性嵌合体（F0）转基因小鼠性成熟

后，作为种鼠与野生型 C57BL/6J交配，繁殖出F1代
小鼠，采用与筛选F0阳性小鼠相同的方法进行PCR
鉴定。

2.4 转基因小鼠ECSIT蛋白定位表达的检测

取F1代小鼠心脏组织，分别提取组织线粒体和

胞浆蛋白，采用免疫印迹法检测ECSIT蛋白表达情

况，以GAPDH作为胞浆蛋白内参，VDAC1作为线粒

体蛋白内参。图 7显示，野生型小鼠心肌组织胞浆

和线粒体蛋白中均未检测到融合蛋白ECSIT⁃Flag的
表达，而ECSIT转基因F1代小鼠线粒体蛋白中融合

蛋白ECSIT⁃Flag高表达，但胞浆中几乎未检测到其

表达。表明实验成功构建了线粒体靶向过表达EC⁃

SIT转基因小鼠，而且融合蛋白ECSIT⁃Flag主要定位

于线粒体。

2.5 转基因小鼠心功能分析

为了解线粒体靶向过表达ECSIT转基因小鼠在

未给予任何病理因素刺激时对心功能的影响，在小鼠

8周龄时进行彩色心脏超声检测。图8显示，线粒体

靶向过表达ECSIT转基因小鼠与同龄野生型小鼠相

比，EF和FS未见统计学学差异。提示线粒体靶向过

表达ECSIT对8周龄小鼠心功能没有明显影响。

3 讨 论

本研究通过构建过表达载体 pCAG⁃OTCL⁃EC⁃
SIT⁃3Xflag⁃BPA，使其线性化后转入ES细胞再将含

过表达载体的ES细胞注射入囊胚腔，最后把囊胚腔

转移至代孕小鼠体内，生育嵌合体小鼠。嵌合体小

鼠和C57BL/6J小鼠交配繁殖出潜在的杂合子，通过

PCR鉴定嵌合体小鼠基因型后获得了线粒体靶向

过表达ECSIT转基因小鼠，并通过蛋白免疫印迹检

Marker + Con OE

—55 kDa

—35 kDa
—35 kDa

GAPDH
VDAC1

Flag

线粒体胞浆
Con OE Con OE

A

B

A：蛋白免疫印迹检测Flag的表达；B：蛋白免疫印迹检测胞浆

和线粒体中Flag的表达；Con：空载组；OE：转染重组质粒组；+：阳性

对照组。

图 5 蛋白免疫印迹检测 293T 细胞中 pCAG⁃OTCL⁃EC⁃
SIT⁃3Xflag⁃BPA载体融合蛋白表达

Figure 5 Fusion protein expressed by pCAG⁃OTCL⁃EC⁃
SIT⁃3Xflag⁃BPA in 293T cells by Western blot

55 kDa

—479 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 阳参 M

鼠尾样品：1~8；M：DL2000 marker。
图6 ECSIT线粒体靶向过表达阳性小鼠的PCR鉴定

Figure 6 PCR identification of ECSIT mitochondria⁃tar⁃
geted mice

—55 kDa

—35 kDa

—35 kDa

GAPDH

VDAC1

ECSIT⁃Flag

线粒体 胞浆

转基因
小鼠

野生型
小鼠

图 7 ECSIT线粒体靶向过表达转基因小鼠心肌组织EC⁃
SIT蛋白定位表达情况

Figure 7 The localization and expression of ECSIT in
myocardial tissue of ECSIT mitochondria⁃tar⁃
geted transgenic mice

转基因
小鼠

野生型
小鼠
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图8 转基因阳性小鼠心功能分析

Figure 8 Analysis the cardiac function of transgenic posi⁃
tive mice

转基因小
鼠（n=6）

野生型小
鼠（n=6）

转基因小
鼠（n=6）
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测证明转基因小鼠构建成功。

由于基因剪切位点和整合位置的不同，外源基

因在转基因动物中的表达也是不同的。转基因小

鼠中外源基因由于随机插入，插入位点未知以及拷

贝数无法确定，可能会导致后期小鼠基因拷贝数和

表达量有差异。由于外源基因是整合于转基因动

物的染色体上，对高表达的个体进行繁育就可得到

大量表达水平相近的转基因动物［9］。本研究通过分

子克隆技术构建转基因载体 pCAG⁃OTCL⁃ECSIT⁃
3Xflag⁃BPA，OTCL特异性靶定于线粒体上，在染色

体水平上可使ECSIT在线粒体过表达。研究结果亦

表明，实验构建的线粒体过表达ECSIT转基因小鼠

可以稳定传至下一代。而且，8周龄转基因小鼠心

功能与同龄野生型小鼠无明显差异。

研究发现，在线粒体定位的ECSIT可与线粒体

组装蛋白泛醌氧化还原酶复合物组装因子 1（ubi⁃
quinone oxidoreductase complex assembly factor 1，
NDUFAF1）相互作用，共同组装线粒体复合物Ⅰ。

采用 siRNA 抑制ECSIT基因表达时，会严重损伤线

粒体复合物Ⅰ的组装，使mROS产生增加，导致线粒

体稳态失衡，同时释放线粒体损伤相关的分子模

式，促进中性粒细胞迁移，进而引起单核细胞和巨

噬细胞的迁移、活化，促进炎性因子释放，最终引起

免疫炎症反应［10］。在巨噬细胞中，受到脂多糖（lipo⁃
polysaccharide，LPS）处理后激活 TLR4 信号通路，

ECSIT与肿瘤坏死因子受体相关分子6（tumor necro⁃
sis factor receptor⁃associated factor 6，TRAF6）产生相

互作用，并且ECSIT可发生泛素化修饰［11-12］，定位于

线粒体内膜的ECSIT向线粒体外膜转移抑制了呼吸

链复合物Ⅰ的活性，促进了mROS的产生［13］，线粒体

功能受到明显损伤。本研究发现，线粒体靶向过表

达ECSIT的转基因小鼠，在生理状态下其心功能与

野生型小鼠无明显差异，但是在病理条件下，如心

肌缺血、压力过负荷等，是否对疾病导致的线粒体

功能障碍发挥调控作用尚需进一步研究。

线粒体靶向过表达ECSIT转基因小鼠的成功构

建，为深入探讨线粒体定位的ECSIT在疾病发生发

展中的作用及其机制提供了合适的动物模型。
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