
下丘脑 ⁃垂体 ⁃卵巢轴（hypothalamic ⁃pituitary ⁃
ovarian axis，HPOA）是影响雌性生殖能力的重要调

控因素，在生殖功能中发挥主要的调节作用。卵巢

作为雌性性腺器官，主要功能在于产生卵子和性激

素，接受下丘脑和垂体激素的调节，同时反馈性调

节下丘脑及垂体的功能［1］。促性腺激素释放激素

（gonadotropin⁃releasing hormone，GNRH）神经元分泌

GNRH，调节垂体中促性腺细胞分泌卵泡刺激素

（follicle stimulating hormone，FSH）和促黄体生成素

（luteinizing hormone，LH），GNRH的脉冲式释放是促

性腺激素呈周期变化的必需条件，可以确保卵泡的

正常发育和生殖功能［2］。许多文章也报道了下丘脑

和垂体激素对排卵和卵巢激素分泌等卵巢功能的

调节［3-4］。然而，尽管一些研究描述了迷走副交感神

经和交感神经对卵巢的支配［5-6］，但是这些自主神经
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在卵巢功能中的参与尚不清楚。

Ninjurins家族蛋白分子量为16~27 kDa，在哺乳

动物中有Ninjurin1（Ninj1）和Ninjurin2（Ninj2）两个

成员，两者共享保守的疏水区跨膜结构域，均可促

进施万细胞和背根神经节神经元轴突生长［7- 9］。

Ninj1广泛存在于成年和胚胎组织中，特别是具有上

皮起源的组织，并在其他组织的形成和功能中发挥

作用，例如神经元发育以及神经再生［9-14］。Ninj2在
所有感觉神经节神经元和肠神经元中均表达丰富，并

且神经损伤后Ninj2在施万细胞中表达上调［7］。通过

查询 PubMed数据库发现 Ninj2 基因在卵巢中高表

达，我们猜测Ninj2可能参与神经系统对卵巢功能

的调控。因此，本研究拟通过CRISPR/Cas9技术构

建敲除小鼠模型，研究Ninj2在小鼠卵巢发育中的

调控作用。

1 材料和方法

1.1 材料

C56BL/6J小鼠饲养于南京医科大学实验动物

中心（批准编号 IACUC⁃1705008），按照无特定病原

体（SPF）条件，室温保持在（23 ± 2）℃，室内相对湿

度在（50 ± 5）%，小鼠饲养于12 h光照和12 h黑暗交

替环境。所有动物实验经南京医科大学实验动物

福利伦理审查委员会批准。

TRIzol、SuperScript Ⅲ反转录酶（Invitrogen 公

司，美国）；SYBR Green Master Mix（南京Vazyme公
司）；琼脂糖（南京擎科公司）；DDX4抗体（1∶200，
Abcam公司，英国）；荧光二抗Alexa Fluor 488⁃conju⁃
gated AffiniPure Goat Anti⁃Mouse IgG（H+L）（Jackson
ImmunoResearch，美国）；人输卵管液（human tubal
fluid，HTF）、Embryo Max Advanced KSOM Embryo
Medium（KSOM）（Sigma公司，美国）；牛血清白蛋白

（bovine serum albumin，BSA）（上海翊圣公司）；绒毛

膜促性腺激素（pregnant mare serum gonadotropin，
PMSG）、人绒毛膜促性腺激素（human chorionic go⁃
nadotropin，HCG）（宁波第二激素厂）；EDTA抗原修

复液（上海碧云天）；DAPI（Invitrogen公司，美国）；

LPS（北京索莱宝公司）。PCR引物及 sgRNA序列均

由安徽通用公司合成。

1.2 方法

1.2.1 构建敲除小鼠模型

取成年C57BL/6J小鼠6只（雄性2只，雌性4只）

构建Ninj2敲除小鼠模型。设计 sgRNA序列，sgRNA
⁃F：5′⁃CCAAGAAGAGTGTGGCAGAGAGC⁃3′，sgRNA

⁃R：5′⁃GCTGCAGCAAGGGCCATTCGCGG⁃3′。CRIS⁃
PR/Cas9 在体外转录和显微注射根据文章所述［15-16］，

将 Cas9 mRNA和 sgRNA同时注射到合子期受精卵

中，然后移植到假孕小鼠子宫，最终通过杂合突变

雌雄小鼠之间的交配得到纯合敲除小鼠。

1.2.2 基因型鉴定

剪取小鼠脚趾 1~2 mm进行基因型鉴定，Ninj2
基因型鉴定引物如下，msNinj2⁃F：5′⁃GCTGTCACT⁃
GTCACCCAAGA ⁃ 3′ ，msNinj2 ⁃ R：5′ ⁃ CACCCAT⁃
GGGATATGAGGAG⁃3′。PCR反应条件：95 ℃ 5 min
预变性；95 ℃ 30 s变性，56 ℃ 30 s退火，72 ℃ 30 s延
伸，重复40个循环；72 ℃ 10 min终延伸；4 ℃保存。

1.2.3 实时荧光定量PCR（qPCR）
用 TRIzol 提取小鼠卵巢总 RNA，利用 Super⁃

Script Ⅲ反转录酶将 500 ng 总 RNA 反向转录成

cDNA；使用SYBR Green Master Mix进行实时荧光定

量 PCR 检测基因表达情况。Ninj2 上游引物：5′⁃
GCAAAGTCCTGAAGGATGCAC⁃3′，下游引物：5′ ⁃
TAAAGAGCGCCACGTCTAGC ⁃ 3′；GAPDH 上游引

物：5′ ⁃AGGTTGTCTCCTGCGACTTCA ⁃ 3′，下游引

物：5′ ⁃ GGGTGGTCCAGGGTTTCTTACT ⁃ 3′。使用

ABI 7500 仪器进行PCR反应：95 ℃ 2 min；95 ℃ 30 s，
60 ℃ 60 s，40个循环；4 ℃保存。每个样品均重复

3个反应。根据公式2-ΔΔCT计算Ninj2 mRNA表达量。

1.2.4 体外受精（in vitro fertilization，IVF）
3~4周龄雌鼠注射马 PMSG；46 h后注射HCG，

提前备好获能、受精、清洗以及 KSOM培养液滴；

HCG注射后12 h先将精子获能，从附睾及输精管挤

出精子放入获能液滴，放入培养箱获能 1.5 h；显微

镜下将雌鼠输卵管放入石蜡油中，用针尖戳破输卵

管膨大部，使卵丘团溢出，移至受精液滴；将获能后

的精子取5~10 μL精液放入受精液滴，记下时间，受

精3~5 h后，观察受精情况，将受精卵在洗液清洗后

转入KSOM培养液滴，放入培养箱中进行培养。

获能及受精液滴：按照HTF 1 mL+0.01 g BSA的

比例进行称量溶解，涡旋混匀，0.22 μm滤器过滤。

1.2.5 HE染色

组织切片脱蜡水化后用双蒸水清洗 3次，每次

5 min，然后在苏木素中浸染2~3 min，伊红染色 4 min，
梯度酒精脱水后树脂封片。

1.2.6 免疫荧光染色

培养后的卵巢组织在 10%中性福尔马林溶液

中室温固定过夜。石蜡包埋后 5 μm厚度连续切

片。切片组织进行脱蜡、水化；EDTA抗原修复液
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A：Ninj2 基因在不同组织表达情况（n=3）；B：Ninj2基因敲除策略，黑色下划线表示 sgRNA的识别位点；C：PCR鉴定4只雌雄杂合交配子代

新生小鼠的基因型，其中1、3、4号小鼠为杂合子，2号为纯合子，WT：Ninj2 野生型，HZ：Ninj2 杂合子；D：qPCR验证Ninj2敲除效果（两组比较，
*P < 0.001，n=3）。

图1 Ninj2基因表达情况与敲除小鼠构建

Figure 1 Ninj2 gene expression and construction of knock out mice
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95 ℃水浴修复20 min，自然冷却至室温；PBS 洗 3次，

每次 5 min；然后用 10% 山羊血清室温封闭 2 h；轻
轻甩掉片子上多余水分，滴加 10% 山羊血清配制的

一抗DDX4置于湿盒内，4 ℃孵育过夜；次日，用PBS
彻底冲洗切片后用免疫荧光二抗室温孵育 2 h，PBS
洗 3次，每次 5 min。DAPI染细胞核 15 min，PBS清

洗后加防淬灭剂进行封片。用激光共聚焦显微镜

采集图像。

1.2.7 小鼠脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）暴露

6周龄的雌性野生型小鼠和纯合敲除小鼠各5只，

腹膜内注入100 μg血清型超纯LPS（溶解于100 μL生
理盐水），处理以 5 d为 1个周期，共处理 4次，在最

后一次处理结束的第 5天收样进行检测相关指标。

通过摘眼球取血的方法采集小鼠全血，室温静置

后，离心分离血清，使用血液生化仪检测相关生化指

标，包括丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，
ALT）、天门冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotrans⁃
ferase，AST）、尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）、肌

酸激酶（creatine kinase，CK）、总胆固醇（total choles⁃

terol，TC）、肌酐（creatinine，CREA）、谷酰转氨酶（γ⁃
glutamyl transpeptidase，GGT）、葡 萄 糖（glucose，
GLU）、高密度脂蛋白胆固醇（high density lipopro⁃
tein cholesterol，HDL⁃C）、低密度脂蛋白胆固醇（low⁃
density lipoprotein cholesterol，LDL⁃C）、乳酸脱氢酶

（lactate dehydrogenase，LDH）、超氧化物歧化酶（su⁃
peroxide dismutase，SOD）、甘油三酯（triglyceride，
TG）、尿酸（uric acid，UA），共14项指标。

1.3 统计学方法

应用SPSS19.0对数据进行统计分析，定量数据

用均数±标准差（x ± s），两组间比较采用 t检验，多

组间比较用单因素方差分析，P＜0.05为差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 构建Ninj2基因敲除小鼠

通过 qPCR对不同组织来源的Ninj2 mRNA水

平进行了验证，结果与数据库一致，Ninj2在卵巢中

高表达（图1A）。随后，借助CRISPR/Cas9 技术构建

了Ninj2基因敲除小鼠（图 1B）。对 4只子代新生小

鼠（编号为1~4）进行基因型鉴定，并结合qPCR检测

Ninj2敲除效率（图1C、D），结果均证明Ninj2敲除鼠

构建成功。

2.2 Ninj2敲除小鼠全身表型分析

首先，我们取6周龄野生型和Ninj2纯合敲除雌

鼠各 5只，纯合敲除鼠卵巢体重比与野生型小鼠无

明显差异（表1），通过对Ninj2敲除小鼠的生化指标

进行测定，结果表明，与野生型相比，6周龄Ninj2纯
合敲除雌鼠血清中ALT、GLU、BUN、TC、UA等指标

无明显差异，说明纯合敲除小鼠健康状况良好。

2.3 Ninj2敲除小鼠生育信息分析

对Ninj2缺失的小鼠出生比例进行统计，发现

敲除小鼠出生比例符合孟德尔遗传定律（图2A）；通
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过对 3种基因型小鼠体重的连续称量，发现与野生

型和杂合型相比，敲除小鼠体重无显著性差异（图

2B）；经过统计分析配繁21周Ninj2敲除小鼠的子代

累计出生数量，发现Ninj2敲除小鼠累计产仔数与

野生型与杂合小鼠相比没有差异（图 2C）。由此可

以说明，Ninj2敲除不影响小鼠生育力及仔鼠发育。

2.4 Ninj2敲除小鼠表型分析

首先，我们从形态学角度对卵巢发育情况进行

了分析。通过免疫荧光染色与卵泡计数，我们发现

Ninj2 敲除小鼠新生卵巢中卵泡激活情况与野生型

A：Ninj2杂合敲除小鼠子代基因型比例；B：2~8周龄小鼠体重（P＞0.05，n=3）；C：Ninj2杂合、纯合敲除小鼠与野生型小鼠配繁21周的子代

累计出生数量。

图2 Ninj2敲除小鼠生育信息分析

Figure 2 Analysis of fertility information of Ninj2 knockout mice
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表1 Ninj2敲除小鼠全身表型分析

Table l Analysis of whole body phenotype of Ninj2 knock⁃
out mice

检测项目

卵巢体重比（%）

ALT（U/L）
GLU（mmol/L）
TC（mg/dL）
BUN（mmol/L）
UA（μmol/L）

Ninj2+/+

00.043 ± 0.002
030.33 ± 1.25
005.97 ± 0.21
002.53 ± 0.13
010.73 ± 1.070
105.67 ± 3.40

Ninj2-/-

00.046 ± 0.002
033.33 ± 1.25
005.47 ± 0.17
002.47 ± 0.13
011.73 ± 0.450
111.67 ± 3.40

t 值

1.718
2.405
2.652
0.535
1.223
1.765

P值

0.161
0.074
0.057
0.621
0.289
0.152

对照组相比没有明显差别（图 3A、B）。通过对成年

6周龄敲除小鼠卵巢进行 HE 染色和卵泡计数，发

现Ninj2敲除小鼠成年卵巢中卵泡数量和对照组相

比没有异常（图 3C、D），以上数据均表明敲除Ninj2
不影响雌性小鼠的生殖发育。为进一步排除Ninj2
是否在胚胎发育过程中存在异常现象，我们对Ninj2
纯合敲除小鼠进行了 IVF实验，结果显示，Ninj2敲除

对小鼠早期胚胎发育过程没有影响（图3E）。以上数

据说明敲除Ninj2不影响小鼠的卵巢发育过程。

2.5 LPS处理Ninj2敲除小鼠表型分析

已有文献报道，Ninj2在LPS刺激的人血管内皮

细胞（HUVEC）和小鼠主动脉中的表达上调［17］，我们

猜测Ninj2可能参与LPS引发的炎症反应。因此，我

们对成年6周龄敲除小鼠进行为期20 d的LPS处理，

观察炎症条件下 Ninj2敲除是否影响小鼠卵巢发

育。通过小鼠LPS定量检测试剂盒（ELISA）对处理

的小鼠血液中 LPS表达含量进行检测，结果表明

LPS含量显著升高，表明LPS诱导炎症模型成功（图

4A）。通过卵巢 HE 染色和卵泡计数，我们发现LPS
处理后Ninj2敲除小鼠成年卵巢中卵泡数量和野生型

对照组相比基本一致（图4B、C），以上数据表明LPS
处理对Ninj2敲除小鼠的卵巢发育过程没有影响。

3 讨 论

通过数据库查询以及实验验证，我们证明了

Ninj2在小鼠卵巢中特异性高表达。为了研究Ninj2
在雌性小鼠生殖发育中的作用，借助CRISPR/Cas9
技术，我们成功构建了 Ninj2基因敲除小鼠模型。

通过分析小鼠生育信息，我们发现敲除Ninj2不影

响纯合小鼠的出生比例、体重和小鼠生育力，进一

步分析发现Ninj2敲除小鼠的卵巢功能正常，并且

胚胎发育正常，受精卵可以正常发育。综上所述，

在正常生理条件下，敲除Ninj2不影响雌性小鼠生

殖发育。

在有丝分裂分化后的神经元中Ninj2的表达显

著升高，在中枢神经系统中，Ninj2被观察到在放射

状神经胶质细胞中表达。周围神经损伤后，Ninj2在
远端神经节段的Schwann中上调，并且通过Ninj2介
导的同源细胞相互作用促进背根神经节神经元的

神经突生长［7］。Ninj2可以调节LPS诱导的内皮激活

和单核细胞与内皮细胞之间的黏附，Ninj2可直接与

Toll样受体 4（Toll⁃like receptors 4，TLR4）相互作用，

对 TLR4介导的内皮细胞激活通路至关重要［17］。

在小鼠中 LPS增加了卵泡闭锁，这一过程是 TLR4
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A：DDX4免疫荧光染色，观察Ninj2敲除小鼠早期卵巢发育情况（×50）；B：免疫荧光结果计数图；C：HE染色观察6周龄小鼠卵巢发育情况
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图3 Ninj2敲除小鼠表型分析

Figure 3 Phenotypic analysis of Ninj2 KO mice
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依赖性的，这些 TLR4在包括卵巢囊在内的多种组

织中广泛表达［18-19］。环境风险因素可能引发或加

剧卵巢病变［20］。因此，为了确定Ninj2敲除小鼠是

否会受炎症的影响，我们对Ninj2敲除小鼠进行了

A：小鼠LPS定量检测试剂盒（ELISA）验证LPS处理效果；B：HE染色观察6周龄小鼠LPS处理20 d周期卵巢发育情况（×10）；C：6周龄小鼠

卵巢卵泡计数图，Pr：初级卵泡，Gr：生长卵泡。与对照组比较，*P < 0.001（n=3）。
图4 LPS处理Ninj2敲除小鼠表型分析

Figure 4 Phenotype analysis of Ninj2 knockout mice treated with LPS
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LPS处理，结果显示LPS处理对Ninj2敲除小鼠卵巢

发育没有明显影响。另外，我们注意到Ninjurins家
族蛋白在哺乳动物中有Ninj1和Ninj2两个成员，文

献报道Ninj1在卵巢中没有表达，而在内皮细胞、髓

样细胞和各种器官（肾脏、肝脏、胸腺、脾脏和肾上

腺）中基本有表达［11，13，21］。因此，我们排除了Ninj1
在Ninj2敲除后起代偿作用的可能性。后续我们将

继续寻找其他环境刺激，通过具体的实验研究，明

确Ninj2在小鼠卵巢发育中的功能。
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