
糖尿病是以慢性高血糖为主要特征的一种全

身性代谢紊乱综合征，胰岛β细胞功能障碍是各种

类型糖尿病发病机制的最终环节和共同特征［1-3］，可

条件性胰岛β细胞CASK基因敲除小鼠的构建及鉴定
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［摘 要］ 目的：构建条件性胰岛β细胞钙/钙调蛋白依赖性丝氨酸蛋白激酶（calcium/calmodulin⁃dependent serine protein ki⁃
nase，CASK）基因敲除小鼠，为研究CASK基因在糖尿病发生中的机制提供动物模型。方法：将CASKloxp/- 雌鼠与CASKloxp/Y雄鼠

杂交，获得基因型为CASKloxp/loxp雌鼠、CASKloxp/Y雄鼠；再让条件性胰岛β细胞特异性表达Cre重组酶雄鼠与CASKloxp/loxp雌鼠杂交获

得CASKloxP/YMIP⁃Cre雄鼠和CASKloxP/-MIP⁃Cre雌鼠。CASKloxP/YMIP⁃Cre基因型小鼠即为本实验所需要构建的模型小鼠。小鼠生

后1~2周剪尾，通过PCR鉴定小鼠基因型，4~5周龄时腹腔注射他莫昔芬诱导Cre重组酶表达后，利用实时荧光定量PCR、蛋白

质印迹技术验证CASK基因敲除效果。结果：从引进这两种小鼠开始，繁殖 10个月，共获得基因型为CASKloxP/YMIP⁃Cre的雄

鼠 28只，PCR 结果证实小鼠基因型符合CASKloxP/YMIP⁃Cre。实时荧光定量PCR、蛋白质印迹结果显示CASKloxP/YMIP⁃Cre小鼠胰

岛CASK表达量明显下降。结论：利用 Cre/loxp系统，成功构建了条件性胰岛β细胞CASK基因敲除小鼠，为在动物水平研究

CASK基因在糖尿病发病机制中的作用提供了研究平台。
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［Abstract］ Objective：This study aims to explore the function of CASK gene on the regulation of diabetes mellitus in successfully
constructed and identified mice model by conditionally CASK knockout in islet β⁃cells. Methods：CASKloxp/- female mice and CASKloxp/Y

male mice were crossed to obtain CASKloxp/loxp female mice and CASKloxp/Y male mice，and then the male mice with conditioned islet beta
cells expressing Cre recombinase and CASKloxp/loxp female mice were crossed to obtain CASKloxP/YMIP⁃Cre male mice and CASKloxP/-MIP⁃
Cre female mice. Mice with CASKloxP/YMIP⁃Cre genotype are the model mice needed for this experiment. Mice were tailed 1⁃2 weeks
after birth，and their genotypes were identified by PCR. The expression of Cre recombinase was induced by intraperitoneal injection of
tamoxifen at 4⁃5 weeks. Real⁃time fluorescence quantitative PCR and Western blot were used to verify the knockout effect of CASK
gene. Results：Twenty ⁃ eight male mice with CASKloxP/YMIP ⁃Cre genotype were obtained after 10 ⁃month cross ⁃ breeding. Genotype
validated by PCR analysis were CASKloxP/YMIP⁃Cre. The expression of CASK in islets decreased significantly in CASKloxP/YMIP⁃Cre mice
detected by real⁃time fluorescence quantitative PCR and Western blot. Conclusion：By using Cre⁃loxp recombination system，the mice
model with conditionally CASK deleted in islets was successfully constructed，which provided a research platform for studying the role
of CASK gene in the pathogenesis of diabetes mellitus.
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表现为胰岛素合成、分泌、作用等任何环节的异

常。目前认为胰岛β细胞功能障碍的机制有糖毒

性、脂毒性、胰岛炎症、内质网应激等，并涉及多个

分子，如胰十二指肠同源盒基因⁃l（PDX⁃1）、转录因

子 Forkhead box O1（FoxO1）、鼠胰岛素启动子元件

3B结合蛋白（MafA）、促炎性细胞因子、葡萄糖转运

蛋白 2（GLUT⁃2）等［4-13］。其中高脂状态介导的内质

网应激是 2型糖尿病发生发展的重要因素，转录因

子FoxO1是介导胰岛β细胞内质网应激损伤的关键

分子［14-17］。我们运用 ChIP⁃DSL芯片技术筛选出189
个FoxO1可能的下游靶基因，其中钙/钙调蛋白依赖

性丝氨酸蛋白激酶（calcium/calmodulin ⁃dependent
serine protein kinase，CASK）被证实是FoxO1的下游

靶基因。

CASK是膜相关鸟苷酸激酶家族（membrane⁃as⁃
sociated guanylate kinase，MAGUK）中的一员［18］。在

神经系统中研究较多，它具有参与细胞内外信号传

递、细胞核内基因转录调控、神经递质转运和释放

等功能［19-21］。胰岛素分泌过程与神经递质分泌过程

有诸多相似之处［22］，而且在神经递质释放过程中发

挥重要功能的蛋白在胰岛β细胞中也呈现高表达，

如Mint⁃1、Munc18［23］和RhoGTP［24］等。我们的前期

结果及国外研究表明，CASK在原代胰岛和胰岛β细
胞系上高表达［25］，棕榈酸刺激 INS⁃1细胞后CASK表

达下降，过表达CASK可改善棕榈酸诱导的 INS⁃1细
胞胰岛素释放功能的损伤，干扰CASK表达可显著

降低高浓度K+作用下的胰岛素分泌，同时减少胰岛

素囊泡在细胞膜上的锚定数［26］，这些结果提示

CASK很可能参与了胰岛素分泌过程。然而目前对

CASK在代谢中作用的研究多集中在细胞和分子水

平，为进一步了解CASK的作用，我们根据 Cre/loxp
系统原理，利用 CASK 纯合子（CASKloxp/loxp）小鼠和

胰岛β细胞特异性表达Cre 重组酶小鼠（简称MIP⁃
Cre小鼠），构建可诱导性胰岛β细胞 CASK基因敲

除小鼠模型，为在整体动物水平研究CASK基因在

胰岛β细胞中的作用及糖尿病的发病机制提供了

研究平台。

1 材料和方法

1.1 材料

蛋白酶K（PTK，P2308，Sigma公司，美国），DNA
Marker、Premix Taq（RR901）（TaKaRa公司，日本），

琼脂糖（BIOWEST，南京森贝伽生物科技有限公

司），EB替代物（Dured 220T85，南京天为生物科技

有限公司）；CASK 抗体（Santa Cruz 公司，美国），

GAPDH抗体（Cell Signaling Technology公司，美国）；

Ⅴ型胶原蛋白酶（C9263）、Histopaque（10771）（Sig⁃
ma公司，美国），Hank’s平衡盐溶液（HBSS，北京雷

根生物技术有限公司），他莫昔芬（T5648）、玉米油

（C8267）（Sigma公司，美国）。 PCR、qPCR引物均为

上海捷瑞生物工程有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 条件性胰岛β细胞特异表达Cre重组酶小鼠

取 B6.Cg⁃Tg（Ins1⁃Cre/ERT）1Lphi/J小鼠（简称

MIP⁃Cre小鼠）的精子复苏（建模地点：美国 Jackson
公司，来源为南京大学模式动物研究所），MIP⁃Cre
转基因小鼠有随机整合和定点整合两种方式，采用

随机整合，鉴定引物针对外源插入的Cre的基因序

列，因此不能区分杂合子和纯合子。第1批复苏后获

得 1只雌性阳性鼠，由于过于弱小死亡，随后进行

第 2批复苏，获得6只小鼠，4雄2雌，其中3只为阳性

鼠（2只雄性，1只雌性）。

1.2.2 CASKloxP/-小鼠

与广州赛业有限公司合作完成 CASK杂合子

（CASKloxP/-）小鼠的构建，最初获得 9只雌性杂合突

变体小鼠（即 loxP小鼠），基因型为 CASKloxP/-，其中

1 只小鼠由于吃仔原因死亡，loxP小鼠在毛色、大

小、体重等方面没有发现明显异常。

1.2.3 小鼠的饲养和繁殖

将小鼠置于洁净的层流动物房内，室内温度控制

在 20~25 ℃，湿度控制在40％~70％，12 h光照、昼夜

交替。将构建获得的8只雌性杂合突变体CASKloxP/-

小鼠与野生型（C57BL/6，南京医科大学实验动物中

心）小鼠交配即净化，得到 20只净化后的小鼠（F0
代），由于CASK位于X染色体上，雄性阳性小鼠即

CASK半合子小鼠。其中5只小鼠为半合子，基因型

为CASKloxP/Y，7只小鼠为杂合子，基因型为CASKloxP/-，

其余均为野生型小鼠。然后再将CASKloxP/Y雄鼠与

CASKloxP/-雌鼠交配，繁殖出CASKloxp/loxp雌鼠、CASKloxp/Y

雄鼠。另外将MIP⁃Cre小鼠和野生型（C57BL/6）小

鼠进行交配繁殖，扩大MIP⁃Cre小鼠的数量。按照

上述配繁方案将 loxp小鼠和MIP⁃Cre小鼠积极扩

繁，为后期实验稳定建系。动物实验经过南京医科

大学伦理委员会审核。

1.2.4 条件性胰岛β细胞CASK基因敲除小鼠的构

建流程

基于Cre/loxp系统原理，构建流程如下：将MIP⁃
Cre小鼠与CASKloxp/loxp小鼠进行杂交繁殖，根据遗传
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速振荡消化后，冰上终止胶原酶活性；涡旋直至组

织呈泥沙状，加入 2倍体积含 10% FBS的HBSS，颠
倒混匀终止消化后过筛；4 ℃离心，沉淀中加入冰

HBSS重悬；4 ℃再次离心，沉淀中加入 Histopaque⁃
1077重悬；沿离心管管壁缓慢加入HBSS，4 ℃离心

后，迅速吸取HBSS与Histopaque⁃1077之间的夹层；

放入预先加入消化终止液的 6孔板中，在体式显微

镜下反复挑拣完整胰岛。

1.2.8 胰岛β细胞CASK基因敲除小鼠敲除效果验证

在目的基因小鼠（CASKloxP/YMIP⁃Cre，KO）和同

窝对照WT小鼠（C57BL/6）出生 1~2周后鼠尾提取

DNA鉴定小鼠基因型，每组小鼠6~8只，4~5周龄时连

续腹腔注射他莫昔芬（玉米油配制，浓度30 mg/mL，剂
量为 5 μL/kg）5 d，停药观察 3~4周后处死小鼠，按

照上述方法分离提取 6~8只小鼠胰岛，提取 RNA
和总蛋白。按照常规 qPCR、Western blot 验证

CASK基因敲除效果。特异性引物序列见表 2。

1.3 统计学方法

实时荧光定量 PCR 实验所得 Ct 值根据 2-ΔΔCt

计算，蛋白质印迹结果通过 Image J软件半定量分

析，所得数据均以均数±标准差（x ± s）表示，利用

GraphPad Prism7.0 统计软件进行 t test⁃unpaired 分

析，实验至少重复 3次。P≤0.05为差异有统计学

意义。

定律，子代可能的基因型有：CASKloxP/Y、CASKloxP/-、

CASKloxP/YMIP⁃Cre（CASK半合子表达Cre重组酶阳性

小鼠）、CASKloxP/-MIP⁃Cre（CASK杂合子表达Cre重组

酶阳性小鼠），CASKloxP/YMIP⁃Cre基因型小鼠即为本

实验所需要构建的模型小鼠。在小鼠胰岛β细胞

中，在胰岛素与外源性他莫昔芬同时作用下可诱

导 Cre 重组酶表达，Cre 重组酶能有效切除两个

LoxP位点间的序列。因此通过控制外源性注射他

莫昔芬时间可获得不同周龄胰岛β细胞CASK基因

敲除小鼠。

1.2.5 小鼠组织DNA的提取

剪约2 mm鼠尾放入100 μL PBS中，加入1 μL的

蛋白酶K（PTK）（10 mg/mL），使其终浓度为0.1 mg/mL，
65 ℃过夜；95 ℃ 20 min水浴，然后离心 1 min，转速

为12 000 r/min，吸取上清移入新的EP管中，此即为

DNA模板，保存于-20 ℃备用。

1.2.6 PCR反应及琼脂糖电泳和成像分析

利用CASK基因和Cre基因的鼠特异性引物（表1）

进行PCR反应。CASK基因PCR反应体系（20 μL）：

PCRmixTaq 10 μL，上、下游引物各 1 μL（引物浓度

为 10 μmol/L），模板DNA 2 μL，加灭菌蒸馏水补足

体积。反应条件为：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性

30 s，60 ℃退火35 s，72 ℃延伸35 s，38个循环；最后

72 ℃延伸 5 min，4 ℃保存备用。Cre基因PCR反应

体系（20 μL）：PCRmixTaq 10 μL，Cre上、下游引物

各 1 μL（引物浓度为 10 μmol/L）和模板 DNA 2 μL，
加灭菌蒸馏水补足体积。反应条件为：95 ℃预变性

5 min；95 ℃变性30 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸40 s，
35个循环；最后 72 ℃延伸 5 min，4 ℃保存备用。两

种基因 PCR反应终产物（10 μL/孔）进行 1%琼脂糖

凝胶电泳，凝胶成像系统分析结果。

1.2.7 小鼠胰岛的分离提取

小鼠禁食过夜，麻醉后打开腹腔和胸腔，结扎

胆总管，右心耳放血，将头皮针插入胆总管中注入

胶原酶Ⅴ，将充盈的胰腺组织分离；迅速放入预冷

的50 mL灭菌离心管中，加入胶原酶Ⅴ，37 ℃水浴慢

表1 基因型鉴定引物信息

Table 1 Primers for genotyping
基因名称

INS1⁃CRE

CASK

CASKloxP/Y或CASKloxp/loxp

引物序列（5′→3′）
上游：ATTTGGGCCAGCTAAACATGCTT
下游：CCTGTTTTGCACGTTCACCGG
上游：GCTAAAGTCATCAGCCTATGTG
下游：GCAGTACAGAATGGAGAACTGCAA
上游：GCTAAAGTCATCAGCCTATGTG
下游：GCAGTACAGAATGGAGAACTGCAA

扩增片段大小（bp）
129

272

385

表2 QPCR引物信息

Table 2 Primers for QPCR
基因名称

actin

CASK

引物序列（5′→3′）
上游：GAACACGGCATTGTCACCAACT
下游：GCCTGGATGGCTACGTACATG
上游：AAGGAGAAAACTAAAGGGTGC
下游：GGAGGTAGGGTCTTCGGAG

··1276



2 结 果

2.1 CASKloxp/- 、CASKloxp/loxp、CASKloxp/Y、MIP⁃Cre、
CASKloxp/-MIP⁃Cre和CASKloxp/YMIP⁃Cre小鼠繁殖及鉴定

在获得 CASKloxp/- 杂合子小鼠后（图 1A），与

C57BL/6小鼠杂交，不断扩大CASKloxp/-小鼠、CASKloxp/Y

小鼠数量，再将CASKloxp/-小鼠与CASKloxp/Y小鼠杂交，

可获得的基因型有CASKloxp/-、CASKloxp/loxp、CASKloxp/Y和

野生型（C57BL/6），子代小鼠皮肤及毛发均为黑色，

部分子代小鼠基因型鉴定结果如图 1B；MIP⁃Cre小
鼠（黑色）和C57BL/6小鼠（黑色）杂交，可获得Cre重
组酶阳性小鼠（MIP⁃Cre小鼠）和Cre重组酶阴性小

鼠，部分子代小鼠基因型鉴定结果如图 2；然后将

CASKloxp/loxp雌鼠与MIP⁃Cre雄鼠杂交，可获得的基因型

有CASKloxp/-、CASKloxp/Y、CASKloxp/-MIP⁃Cre和CASKloxp/Y

MIP⁃Cre，部分子代小鼠基因型鉴定结果如图3。

2.2 CASK基因敲除效果验证

KO小鼠胰岛中 CASK mRNA表达水平明显低

于 WT小鼠（图4A），差异有统计学意义（P < 0.05）；

KO 小鼠胰岛中CASK 蛋白表达水平较WT小鼠明

显降低，半定量分析结果显示敲除效率约 64%（图

4B）。同时提取KO小鼠和WT小鼠的肝、肾、大脑、

下丘脑等组织蛋白进行Western blot 检测，发现KO
小鼠和WT小鼠在肝、肾等其他组织中的CASK蛋白

表达水平无明显差异（图5）。

2.3 KO小鼠的体重检测

对正常饮食的KO小鼠和WT小鼠的体重进行

监测（4~8周），结果显示KO小鼠与WT小鼠相比，

生长速度无明显差异（图6）。
3 讨 论

CASK广泛表达于脑、肝、肌肉、脂肪和胰腺等组

织中［27］，多定位于邻近基底膜的细胞质中［28］。CASK
基因在不同种属中大小不一，人 CASK 基因长约
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A：KO小鼠胰岛的 CASK mRNA表达检测；B：KO小鼠胰岛的

CASK蛋白表达检测及半定量结果（n=6~8）。与WT小鼠比较，*P＜

0.05。
图4 CASK基因敲除效果验证

Figure 4 Validation of CASK gene knockout effect

36 kDa

110 kDa

A：CASKloxp/-小鼠的基因型示意图；B：基因型鉴定结果；1、6、7可
见385 bp单一条带，1为CASKloxp/Y半合子雄鼠，6、7为CASKloxp/loxp纯合

子雌鼠；2、3、4、5可见272 bp和385 bp两个条带，为CASKloxp/-杂合子

雌鼠；8可见272 bp单一条带，为野生型小鼠；M为Marker。
图 1 CASKloxp/loxp雌鼠、CASKloxp/- 雌鼠、CASKloxp/Y雄鼠基因

型鉴定

Figure 1 Genotyping results of CASKloxp/loxp female mice，
CASKloxp/- female mice and CASKloxp/Y male mice
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1、2、3、4、5：可见129 bp单一条带，为Cre重组酶阳性小鼠；6、7、

8：无条带，为Cre重组酶阴性小鼠；M：Marker。
图2 表达Cre重组酶小鼠基因型鉴定

Figure 2 Genotyping results of Cre recombinase mice
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A：CASKloxp/Y基因型鉴定；B：Cre重组酶表达鉴定。1、2：CASKloxp/Y

MIP⁃Cre雄鼠；3、6：CASKloxp/-MIP⁃Cre雌鼠；4、7：CASKloxp/Y雄鼠；5、8：
CASKloxp/-雌鼠；M：Marker。
图3 CASKloxp/-MIP⁃Cre雌鼠、CASKloxp/YMIP⁃Cre雄鼠基因

型鉴定

Figure 3 Genotyping results of the CASKloxp/-MIP⁃Cre fe⁃
male mice and CASKloxp/YMIP⁃Cre male mice
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图5 小鼠各组织中的CASK蛋白表达

Figure 5 Expression of CASK proten in tissues of mouse
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408 kb［29］，丝盘虫仅有8 kb［30］，普通狨猴可达458 kb［31］。

CASK是一种多结构域蛋白，从 N⁃端到 C⁃端分别由

钙调蛋白依赖激酶样结构域、两个 L27 结构域（LIN⁃
2 和 LIN⁃7 相互作用）、PDZ 结构域（PSD⁃95⁃Dlg⁃
ZO1）、SH3 结构域、蛋白质4.1结合域及鸟苷酸激酶

样结构域组成［21］。在神经系统中，CASK可通过其不

同结构域与多种蛋白以及下游效应分子相互作用发

挥不同功能［20-21］，如与胞外基质蛋白受体Sydecan⁃2
和Sydecan⁃3结合发挥胞内外信号传递功能；与肌动

蛋白结合，在神经元中起到稳定形态和参与神经递

质囊泡运输和传递作用；还可以与Ca2+通道蛋白结

合形成分子复合体，调控Ca2+内流和突触小泡中神

经递质的释放［32］。神经细胞与胰腺内分泌细胞发

育通路高度相似［33］，胰岛β细胞分泌系统的作用模

式与神经元也十分相近，都有囊泡成熟、转运、锚

定、融合和释放过程［34-35］。目前研究表明，CASK是

胰岛β细胞内质网应激损伤中关键分子 FoxO1的下

游靶基因，且CASK在胰岛β细胞中高表达并参与胰

岛素分泌过程［25，36］，但目前对CASK在糖代谢及糖尿

病中的研究多集中在体外培养的胰岛β细胞系及原

代胰岛，缺乏整体动物水平上的研究，因此构建条

件性胰岛β细胞CASK基因敲除小鼠模型对进一步

深入研究 CASK的功能极为重要。

本研究利用Cre/Loxp重组系统介导基因打靶的

方法，旨在构建胰岛β细胞特异性CASK基因敲除小

鼠模型，为深入研究CASK在胰岛β细胞和糖尿病发

生发展中的作用奠定基础。小鼠胰岛 qPCR、West⁃
ern blot结果显示，KO小鼠与WT小鼠相比CASK表

达明显减少，说明基因敲除成功。小鼠肝、肾等不

同组织CASK表达的检测结果显示CASK在不同组

织中均有表达，但表达水平不同，这与以往文献报

道一致，KO小鼠与WT小鼠相比各组织CASK表达

水平无明显差异，进一步说明基因敲除的特异性。

此外，本研究利用的Cre小鼠是小鼠胰岛素Ⅰ启动

子调节的Cre重组酶小鼠（MIP⁃Cre小鼠），胰岛素Ⅰ
启动子在脑中没有表达，避免了对脑组织中目的基

因的敲除，且目前尚未有研究报道MIP⁃Cre小鼠本

身存在糖代谢及胰岛表型异常，因此MIP⁃Cre小鼠

具有广阔的应用前景。另外监测基因敲除鼠体重

增长结果显示，该小鼠和正常野生型小鼠在生长速

度方面无明显差异。

综上所述，本研究利用Cre/Loxp重组系统成功

构建了条件性胰岛β细胞CASK基因敲除小鼠模型，

该小鼠和正常野生型小鼠在生长速度方面无明显

差异。这是国际上首次利用 Cre/Loxp 技术构建条

件性胰岛β细胞CASK基因敲除小鼠模型，为深入研

究CASK基因在糖尿病发生机制中扮演的角色提供

了重要的动物模型。
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