
杂员园园粤员远 基因是前期肥胖相关研究中获得的差

异表达基因袁是钙调蛋白 杂员园园 家族的新成员袁是具

有钙结合能力的钙结合蛋白袁但它具有一些不同于

该家族基因的特征 咱员原猿暂遥 其生物学功能尚不是很清

楚袁本课题组先前的研究发现 杂员园园粤员远 在小鼠前脂

肪细胞 猿栽猿鄄蕴员 分化过程中表达升高袁 能够促进

猿栽猿鄄蕴员 细胞分化过程中脂滴的形成袁 促进 猿栽猿鄄蕴员
细胞的增生袁 可明显上调 葬孕圆尧葬凿蚤责燥灶藻糟贼蚤灶尧造藻责贼蚤灶尧

孕孕粤砸酌 及 悦 辕 耘月孕琢 的表达袁 在 猿栽猿鄄蕴员 细胞分化后

期抑制葡萄糖的摄取咱源原远暂袁但其具体机制及其他生

物学功能目前尚未见报道袁 为此袁 为深入研究

杂员园园粤员远 基因的作用及机制本文构建了 杂员园园粤员远
转基因小鼠遥
员 材料和方法

员援员 材料

悦缘苑月蕴 辕 远 小鼠购自南京大学模式动物研究所遥
栽葬择 酶尧阅晕粤 酝葬则噪藻则 阅蕴圆园园园尧 酚氯仿尧栽砸陨扎燥造尧孕则蚤皂藻鄄
杂糟则蚤责贼禄砸 杂再月砸禄砸 砸栽 则藻葬早藻灶贼 噪蚤贼 孕藻则枣藻糟贼 砸藻葬造 贼蚤皂藻尧孕则藻鄄
皂蚤曾 耘曾 栽葬择栽酝 购自大连宝生物工程有限公司遥 小鼠鉴

定引物 杂员园园粤员远鄄贼云员 和 杂员园园粤员远鄄贼砸员尧小鼠 匝砸栽鄄孕悦砸

杂员园园粤员远转基因小鼠的构建与鉴定

杜新丽袁薛 一袁张媛媛袁张日华袁刘 云鄢

渊南京医科大学第一附属医院老年医学内分泌科袁江苏 南京 圆员园园圆怨冤

咱摘 要暂 目的院构建系统表达 杂员园园粤员远 基因型小鼠袁为研究 杂员园园粤员远 基因的生物学功能提供模型动物遥 方法院将 杂员园园粤员远
糟阅晕粤 插入 悦酝灾 启动子下游袁构建转基因表达载体袁通过显微注射方法建立转基因小鼠遥 孕悦砸 鉴定转基因小鼠的基因型袁采用

定量 孕悦砸渊匝孕悦砸冤方法筛选高表达品系遥结果院成功构建 杂员园园粤员远 转基因载体袁建立了 杂员园园粤员远 转基因小鼠袁通过 孕悦砸 及 匝孕悦砸
方法筛选出两个高表达品系渊造蚤灶藻 粤袁造蚤灶藻 月冤遥 结论院建立了系统表达 杂员园园粤员远 的转基因小鼠袁转入的 杂员园园粤员远 基因在脂肪尧肝
脏尧肌肉尧肺等组织高表达袁为研究 杂员园园粤员远 的生物学功能特别是在肥胖中的作用及机制提供了动物模型遥
咱关键词暂 杂员园园粤员远 基因曰 转基因小鼠曰 肥胖曰 胰岛素抵抗

咱中图分类号暂 匝愿员猿 咱文献标识码暂 A 咱文章编号暂 员园园苑鄄源猿远愿渊圆园员圆冤园猿鄄猿圆缘鄄园源

耘泽贼葬遭造蚤泽澡皂藻灶贼 葬灶凿 蚤凿藻灶贼蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶 燥枣 杂员园园粤员远 贼则葬灶泽早藻灶蚤糟 皂蚤糟藻
阅哉 载蚤灶鄄造蚤袁载哉耘 再蚤袁在匀粤晕郧 再怎葬灶鄄赠怎葬灶袁在匀粤晕郧 砸蚤鄄澡怎葬袁蕴陨哉 再怎灶鄢

渊Department of 郧藻则蚤葬贼则蚤糟泽 耘灶凿燥糟则蚤灶燥造燥早赠袁贼澡藻 云蚤则泽贼 粤 枣枣蚤造蚤葬贼藻凿 匀燥泽责蚤贼葬造 燥枣 晕允酝哉袁晕葬灶躁蚤灶早 圆员园园圆怨袁悦澡蚤灶葬冤
咱粤bstract暂 Objective院栽燥 藻泽贼葬遭造蚤泽澡 葬 贼则葬灶泽早藻灶蚤糟 皂燥怎泽藻 皂燥凿藻造 泽赠泽贼藻皂蚤糟 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 杂员园园粤员远袁憎澡蚤糟澡 糟葬灶 遭藻 怎泽藻凿 枣燥则 贼澡藻 泽贼怎凿赠 燥枣 蚤贼泽
遭蚤燥造燥早蚤糟 枣怎灶糟贼蚤燥灶援 酝藻贼澡燥凿泽院 栽澡藻 责造葬泽皂蚤凿 憎葬泽 早藻灶藻则葬贼藻凿 遭赠 蚤灶泽藻则贼蚤灶早 贼澡藻 皂怎则蚤灶藻 杂员园园粤员远 糟阅晕粤 蚤灶贼燥 葬 增藻糟贼燥则 憎蚤贼澡 悦酝灾 责则燥皂燥贼藻则援
栽澡藻 贼则葬灶泽早藻灶蚤糟 皂蚤糟藻 憎藻则藻 责则燥凿怎糟藻凿 遭赠 贼澡藻 皂藻贼澡燥凿 燥枣 皂蚤糟则燥蚤灶躁藻糟贼蚤燥灶援 栽澡藻 早藻灶燥贼赠责藻 燥枣 贼则葬灶泽早藻灶蚤糟 造蚤灶藻泽 憎葬泽 蚤凿藻灶贼蚤枣蚤藻凿 遭赠 孕悦砸 葬灶凿 贼澡藻
藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 造藻增藻造 燥枣 贼澡藻 早藻灶藻 憎葬泽 凿藻贼藻则皂蚤灶藻凿 遭赠 匝孕悦砸援 砸藻泽怎造贼泽院 杂员园园粤员远 糟阅晕粤 贼则葬灶泽早藻灶蚤糟 增藻糟贼燥则 憎葬泽 泽怎糟糟藻泽泽枣怎造造赠 糟燥灶泽贼则怎糟贼藻凿 葬灶凿
杂员园园粤员远 贼则葬灶泽早藻灶蚤糟 皂蚤糟藻 憎藻则藻 糟则藻葬贼藻凿援 栽憎燥 澡蚤早澡 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 造蚤灶藻泽 憎藻则藻 凿藻贼藻则皂蚤灶藻凿 遭赠 匝孕悦砸援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶院 栽澡藻 贼则葬灶泽早藻灶蚤糟 皂燥怎泽藻
泽赠泽贼藻皂蚤糟 藻曾责则藻泽泽蚤灶早 杂员园园粤员远 憎葬泽 泽怎糟糟藻泽泽枣怎造造赠 藻泽贼葬遭造蚤泽澡藻凿袁葬灶凿 贼澡藻 杂员园园粤员远 早藻灶藻 憎葬泽 澡蚤早澡造赠 藻曾责则藻泽泽藻凿 蚤灶 皂葬灶赠 贼蚤泽泽怎藻泽袁泽怎糟澡 葬泽 葬凿蚤鄄
责燥泽藻 贼蚤泽泽怎藻袁造蚤增藻则袁皂怎泽糟造藻泽袁葬灶凿 造怎灶早援 栽澡藻 杂员园园粤员远 皂燥怎泽藻 糟燥怎造凿 遭藻 葬 怎泽藻枣怎造 皂燥凿藻造 枣燥则 贼澡藻 则藻泽藻葬则糟澡藻泽 燥枣 蚤贼泽 枣怎灶糟贼蚤燥灶袁藻泽责藻糟蚤葬造造赠 蚤灶 燥遭藻鄄
泽蚤贼赠 葬灶凿 蚤灶泽怎造蚤灶 则藻泽蚤泽贼葬灶糟藻援
咱Key words暂 杂员园园粤员远 早藻灶藻曰贼则葬灶泽早藻灶蚤糟 皂蚤糟藻曰燥遭藻泽蚤贼赠曰蚤灶泽怎造蚤灶 则藻泽蚤泽贼葬灶糟藻
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表 员 杂员园园粤员远转基因小鼠鉴定引物序列

栽葬遭造藻 员 栽澡藻 责则蚤皂藻则 泽藻择怎藻灶糟藻泽 泽责藻糟蚤枣蚤糟 枣燥则 贼澡藻 蚤凿藻灶贼蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶
燥枣 杂员园园粤员远 贼则葬灶泽早藻灶蚤糟 皂燥怎泽藻

引物名称

杂员园园粤员远鄄贼云员
杂员园园粤员远鄄贼砸员
杂员园园葬员远鄄砸
杂员园园葬员远鄄云
茁鄄葬糟贼蚤灶鄄砸
茁鄄葬糟贼蚤灶鄄云

引物序列渊缘忆寅猿忆冤
栽栽郧栽郧悦栽郧栽悦栽悦粤栽悦粤栽栽栽栽郧郧
粤悦悦粤郧悦悦粤悦悦粤悦悦栽栽悦栽郧粤栽粤
郧栽悦悦粤郧栽粤栽栽悦郧栽悦粤粤粤郧悦粤郧粤栽郧
粤悦悦粤悦粤栽郧悦栽郧粤悦郧郧粤悦粤悦粤
郧郧郧悦悦郧郧粤悦栽悦粤栽悦郧栽粤悦栽
郧悦栽悦栽郧郧悦栽悦悦栽粤郧悦粤悦悦粤栽

引 物 杂员园园葬员远鄄砸 和 杂员园园葬员远鄄云尧茁鄄葬糟贼蚤灶鄄砸尧茁鄄葬糟贼蚤灶鄄云
由上海 陨灶增蚤贼则燥早藻灶 公司合成渊表 员冤遥

员援圆 方法

员援圆援员 重组质粒的构建

使用高保真 栽葬择 酶渊孕则蚤皂藻杂栽粤砸禄砸袁 日本 栽葬运葬砸葬
公司冤扩增 杂员园园粤员远 糟阅晕粤袁采用 运责灶玉 垣 杂葬糟玉进

行双酶切袁员豫琼脂糖凝胶电泳袁回收尧纯化目的片段

渊猿苑缘 遭责冤后克隆到 责悦粤郧郧杂 载体中袁转化感受态大肠

杆菌 载蕴员鄄月造怎藻后袁用碱裂解法抽提质粒遥连接成功的

质粒用 杂责澡玉垣 月葬皂匀玉酶切释放出 悦粤郧 责则燥皂燥贼藻则鄄
杂员园园粤员远鄄责燥造赠粤 部分袁回收后与 杂责澡玉垣 月葬皂匀玉酶切

过的 责陨灶泽怎造葬贼燥则 进行连接遥 连接成功后用 陨鄄悦藻怎玉将

蚤灶泽怎造葬贼燥则鄄悦粤郧 责则燥皂燥贼藻则鄄杂员园园粤员远鄄责燥造赠粤鄄蚤灶泽怎造葬贼燥则 切下

用作注射遥
员援圆援圆 转基因质粒的鉴定

根据相应的酶切图谱袁构建好的转基因质粒分

别采用 月早造 域垣杂责澡玉进行酶切鉴定袁将阳性重组子

命名为 责陨灶泽怎造葬贼燥则鄄悦粤郧鄄杂员园园粤员远袁 并送上海 陨灶增蚤贼则燥鄄
早藻灶 公司进行序列测定遥
员援圆援猿 转基因小鼠的获得

用 陨鄄悦藻怎玉酶切转基因载体后袁 回收 缘 源园缘 遭责
大小的条带袁使用 耘造怎贼则葬责 耘造藻糟贼则燥藻造怎贼蚤燥灶 杂赠泽贼藻皂渊美
国 宰澡葬贼皂葬灶 公司冤进行纯化袁采用显微注射方法将

上述片段注射到 悦缘苑月蕴 辕 远 小鼠受精卵内袁并将受精

卵移植到假孕受体鼠的输卵管中袁 产出 云园 代转基

因小鼠遥
员援圆援源 孕悦砸 鉴定 杂员园园粤员远 转基因小鼠的基因型

云园 代转基因小鼠与 悦缘苑月蕴 辕 远 小鼠杂交获得 云员
代小鼠袁 用 云员 代 圆 周龄小鼠尾尖通过酚氯仿裂解

法提取基因组 阅晕粤袁孕悦砸 鉴定基因型遥 孕悦砸 上游引

物为院杂员园园粤员远鄄贼云员曰下游引物为院杂员园园粤员远鄄贼砸员遥反应

体系为 圆园 滋造袁 反应条件院怨缘益预变性 缘 皂蚤灶曰怨缘益变

性 猿园 泽袁缘愿益退火 猿园 泽袁苑圆益延伸 源缘 泽袁猿缘 个循环曰
苑圆益延伸 缘 皂蚤灶袁源益保存遥 目的片段长度为 源愿怨 遭责遥

员援圆援缘 匝孕悦砸 检测 杂员园园粤员远 基因的表达

来自不同 枣燥怎灶凿藻则 的 愿 周龄 杂员园园粤员远 孕悦砸 鉴定

阳性小鼠及同窝阴性对照 悦缘苑月蕴 辕 远 小鼠通过颈椎

脱臼法处死后袁取其肝脏尧肺尧肌肉尧脂肪组织袁立即

冻存与原愿园益保存袁并做好标记袁每个 枣燥怎灶凿藻则 取 圆 只

渊雌性尧雄性各 员 只冤提取 砸晕粤 后反转录袁匝砸栽鄄孕悦砸
检测不同组织中 杂员园园粤员远 基因的表达情况遥 匝砸栽鄄
孕悦砸 程序院变性院怨缘益袁员缘 泽曰退火院缘愿益袁猿园 泽曰延伸院
苑圆益袁猿园 泽曰圆园 滋造 体系 源园 个循环遥
员援猿 统计学方法

反应结束后通过分析 悦贼 值袁计算定量结果遥所
得值以内参 茁鄄葬糟贼蚤灶 标化后输入 耘曾糟藻造 软件进行分

析遥
圆 结 果

圆援员 重组质粒 责陨灶泽怎造葬贼燥则鄄悦粤郧鄄杂员园园粤员远 的鉴定

将重组质粒 责陨灶泽怎造葬贼燥则鄄悦粤郧鄄杂员园园粤员远 分别用

月早造域垣杂责澡玉进行酶切鉴定袁月早造域酶切产物分别

为院猿 怨园愿尧圆 愿缘怨尧员 猿员猿 遭责曰杂责澡玉酶切产物分别

为 缘 园苑远尧员 苑源缘尧员 圆缘怨 遭责袁与预期大小一致袁将
此重组质粒送上海 陨灶增蚤贼则燥早藻灶 公司测序结果正确

渊图 员冤遥

圆援圆 杂员园园粤员远 转基因小鼠的获得及 云园 代转基因小

鼠基因型的鉴定

将 杂员园园粤员远 质粒用酶切后回收纯化的片段显

微注射到小鼠受精卵中袁 共注射受精卵 怨怨园 枚袁将
受精卵移植到 猿苑 只假母袁 共产子鼠 苑圆 只袁 鼠尾

阅晕粤 行 孕悦砸 鉴定阳性 愿 只袁即为 云园 代渊部分鉴定

结果见图 圆冤遥
圆援猿 孕悦砸 鉴定 云员 代 杂员园园粤员远 阳性小鼠

取繁殖期的 云园 代小鼠与 悦缘苑月蕴 辕 远 小鼠杂交袁
待其产仔后 员源 凿 剪取小仔鼠尾袁通过酚氯仿裂解法

提取鼠尾 阅晕粤 进行鉴定渊部分结果见图 猿冤遥
圆援源 匝砸栽鄄孕悦砸 检测 孕悦砸 阳性小鼠 杂员园园粤员远 基因

在各组织的表达

酶切结果显示 员尧缘 为酶切鉴定正确的重组质粒遥
图 员 重组质粒酶切鉴定结果
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分别提取各个系别小鼠不同组织的 砸晕粤 渊肝
脏尧脂肪尧肺尧肌肉组织冤袁通过 匝砸栽鄄孕悦砸 鉴定不同

组织中 杂员园园粤员远 的表达情况袁 提示 粤 系及 月 系为

高表达品系渊部分鉴定结果见图 源冤遥

与 糟燥灶贼则燥造 相比袁鄢孕 约 园援园缘遥
图 源 云员 代小鼠组织 匝孕悦砸 鉴定结果

云蚤早怎则藻 源 栽澡藻 匝孕悦砸 蚤凿藻灶贼蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶 枣燥则 云员 贼则葬灶泽早藻灶蚤糟 皂燥怎泽藻
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猿 讨 论

转基因动物是指将外源基因用实验方法插入

动物生殖细胞的基因组而获得的具有插入基因特

性袁并能正常繁衍的动物咱苑暂遥转基因动物已成为探讨

基因调控机制尧致癌作用和免疫系统反应的有力工

具咱愿原员园暂遥 本实验以 杂员园园粤员远 为靶基因袁成功构建了打

靶载体袁通过显微注射技术建立了 杂员园园粤员远 转基因

小鼠袁获得 员源 只 云园 代转基因小鼠袁将这些小鼠与

悦缘苑月蕴 辕 远 小鼠交配产生 云员 代转基因小鼠袁 通过对

云员 代转基因小鼠进行 孕悦砸 及 匝孕悦砸 鉴定成功筛选

出 圆 个高表达 杂员园园粤员远 的转基因小鼠品系袁从 匝孕悦砸
结果可以看出袁 转基因小鼠 杂员园园粤员远 的表达量明显

高于阴性对照组遥 可以应用该转基因小鼠进行

杂员园园粤员远 的生物学功能研究遥

目前对 杂员园园粤员远 基因功能的研究报道很少袁
有报道它在食道肿瘤尧 乳腺癌中高表达可能与肿

瘤有关咱员员原员圆暂遥本课题组先前的研究发现它可能是一

个全新的脂肪细胞分化调节因子袁但其在肥胖及胰

岛素抵抗中的作用及其机制仍然不清楚袁本研究成

功构建的 杂员园粤园员远 转基因小鼠为其功能研究提供

了动物模型遥
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