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　　【摘要】　目的 　用 PCR 技术检测转人组织蛋白酶 K基因鼠系 ,筛选携带目的基因的阳性小鼠。方法 　用 PCR

技术 ,对显微注射后出生的转人组织蛋白酶 K基因小鼠、首建鼠的 F1、F2、F3 及 F2 代与野生型 ICR小鼠的回交后代

进行检测。结果 　共检测显微注射后出生的小鼠 25 只 ,阳性为 1 只 ,阳性率为 4 % ;检测 F1、F2、F3 代小鼠分别为

60、77 和 69 只 ,阳性仔鼠数为 35、56 和 63 只 ,阳性率分别为 5510 %、7217 %和 9113 % ; 对回交后代进行检测 , 未见

纯合的 F2 代小鼠。结论 　外源基因 (人组织蛋白酶 K基因)已经整合到小鼠的染色体上 ,并且按孟德尔遗传定律中

的分离定律进行遗传。
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Detection of Transgenic Mice Line of Cathepsin K by PCR
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【Abstract】　Objective 　To detect transgenic mice of human Cathepsin- K gene by using PCR. Methods 　The founder

transgenic mouse and wild ICR mice were intercrossed to obtain F1 generation. The F1 , F2 , F3 generations and the backcross off2
spring between F2 and wild ICR were detected by PCR. Results 　25 transgenic mice were obtained through microinjection , one

was detected to be positive ,the positive ratio was 4 % ;60 F1 genetation , 77 F2 generation and 69 F3 generation were detected.

The positive mice and ratio were 35(5510 %) in F1 ;56(7217 %) in F2 ; 63(9113 %) in F3 , respectively. The backcross offspri2
ng of F2 were detected and there wasn’t any homozygote yet in F2 generation. Conclusion 　The foreign gene (human Cathepsin

K gene) has already integrated into mouse chromosome ,and it can inherit in accordance with Mendelian inheritance.
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　　骨骼石化症及骨质疏松症成为严重影响人类健

康的两大骨骼疾病 ,有必要对骨再造机制进行研究。

破骨细胞是一个高度分化的多核巨细胞 ,直接参与

骨吸收 ,是骨组织吸收的主要功能细胞。组织蛋白

酶 K是一种溶酶体含有的半胱氨酸蛋白酶 , 在破骨

细胞介导的骨吸收中起特殊的作用[1 - 3 ] 。人组织蛋

白酶 K基因位于 1q21 处[4 ]
,全长 1211 kb ,包含 8 个

外显子和 7 个内含子 ,外显子大小介于 48～219 bp ,

内含子大小介于 85～4 326 bp。侧翼区分析表明 ,该

基因缺乏 TATA 和 CAAT盒 ,含有多个潜在的转录调

控位点。通过基因组 DNA 和 cDNA 的序列比较表

明 ,这一侧翼区很可能是破骨细胞中主要的启动

子[5 ] 。Kiviranta 等通过在重组体中引入沉默突变的

方法 ,建立了携带有小鼠 Cathepsin K基因多个拷贝

的转基因小鼠。Northern 杂交分析表明 ,在 3 个转基
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因鼠系中 ,颅盖骨和长骨中 Cathepsin K 基因 mRNA

的表达量增加了 6 倍。免疫组化分析确定转基因鼠

系中 Cathepsin K的表达仅限于破骨细胞及软骨细

胞[6 ] 。

本实验室建立了转人组织蛋白酶 K基因小鼠

模型 ,这为研究人类骨质疏松疾病的病因、药物筛

选、治疗策略、组织蛋白酶 K基因的功能等提供了

很好的动物模型。目前用于检测转基因小鼠中外源

基因整合的方法主要有分子杂交和 PCR 技术。PCR

技术因其操作简便 ,耗时少 ,灵敏度较高 ,是首选方

法。本研究即采用 PCR 技术检测转人 Cathepsin K

基因鼠系中外源基因的整合情况 ,筛选携带目的基

因的阳性小鼠。

1 　材料和方法

111 　试验动物

11111 　F1 代的产生 :本研究中采用显微注射法制

作转基因小鼠。共获得 25 只转基因小鼠 ( F0 代) ,

经 PCR 和 Southern 杂交鉴定为阳性的为 1 只雄鼠 ;

将该首建鼠与野生型 ICR 小鼠交配 ,共产下 F1 代小

鼠 60 只。

11112 　F2 代的产生 :挑选 F1 代中经 Southern 杂交

检测为阳性的小鼠 20 只互交 (雌、雄不同窝) ,产生

F2 代 ,共 77 只。

11113 　回交后代的产生 :将 F2 代中经 PCR 检测为

阳性 ,且电泳分离条带较亮的小鼠与野生型 ICR 小

鼠交配 ,产生后代共 106 只。

11114 　F3 代的产生 :将 F2 代中经 PCR 检测为阳

性 ,且回交后代阳性仔鼠多者互交 (雌、雄不同窝) ,

共配 6 对 ,产生 F3 代小鼠 69 只。

112 　仪器

低温高速离心机 :美国 Beckman 公司生产 ; PCR

仪 :Perkin Elmer 公司生产 ;电泳仪 : Bio- Rad ;电泳

槽 :北京六一仪器厂生产 ;天能凝胶成像系统 :上海

天能科技有限公司生产。

113 　试剂

lysis buffer : 50 mmolΠL Tris- HCl (pH810) , 100

mmolΠL EDTA (pH810) , 100 mmolΠL NaCl , 1 % SDS ;

蛋白酶 K:由北京赛泰克生物科技有限公司提供 ,配

制成浓度为 20 mgΠml , 分装备用 ;dNTPs 及 Taq DNA

聚合酶 (5UΠμl) :由上海生工生物工程公司提供 ;引

物 :正义链 5′TGTACCTATAACCAGACCGTTCAGC 3′,

反义链 5′GTAATTCATTAAGCATTCTGCCGAC 3′,由

上海生工生物工程公司合成 ,PAGE(聚丙烯酰胺) 凝

胶纯化 ; 引物的溶解 :引物干粉溶于 109μl 双蒸水

中 ,充分溶解 , 使其浓度为 100μmolΠL ;Cathepsin K-

p G3CATF 质粒 :由邹星提供。

114 　方法

11411 　基因组 DNA 的提取[7 ]
:剪断乳小鼠鼠尾约 1

cm ,加入 500μl 裂解液及 15μl 蛋白酶 K,在摇床中

55 ℃,150 rΠmin 消化过夜。用 Solution Ⅲ变性 ,酚∶氯

仿(1∶1) 和氯仿∶异戊醇 (24∶1) 抽提 ,异丙醇沉淀

DNA ,1 ml 80 %乙醇洗涤 DNA ,去掉乙醇 ,待 DNA 干

燥后 ,溶于适量 TE。

11412 　PCR 扩增 :反应体系 : 10 ×buffer 2μl ; dNTP

014μl ;引物 011μl ;Taq 酶 012μl ;MgCl2 (25 mmolΠL)

2μl ; H2O 15μl ; DNA 013μl ;反应总体积 20μl ;反应

条件 :94 ℃5 min ;94 ℃1 min →60 ℃1 min →72 ℃1

min ,30 个循环 ;72 ℃10 min。

11413 　电泳分离目的条带 :取 PCR 产物 5μl 进行

1 % 琼脂糖凝胶电泳 ,电压 85 V , 时间 1 h。将凝胶

置溴化乙锭中染色 ,于紫外灯下观察结果 ,用天能凝

胶成像系统拍照。

2 　结果

211 　转基因首建鼠的 PCR结果

当阳性对照出现 535 bp 的特异性条带 ,阴性对

照没有特异性扩增时 ,样品中出现 535 bp 特异性条

带所对应的即为转基因阳性小鼠。结果应重复 2～

3 次 ,以确保可靠。从图 1 可以看出 ,仅有第 6 泳道

转基因小鼠出现阳性 ,将该小鼠经 Southern 杂交鉴

定 ,仍呈阳性。

1. 阳性对照 : EcoRI 酶切的 Cathepsin K-p G3CATF 质粒 ;

2. Marker : DL2 000 ,其相对分子质量标准为 :100 ,250 ,

500 ,750 ,1 000 ,2 000 bp ; 3～12 :显微注射后出生

的转基因小鼠 ; 13 : 阴性对照 ( 水) ;

图 1 　显微注射后出生的转基因鼠的 PCR 结果

1. Positive control : Cathepsin K-p G3CATF plasmid by EcoRI digestion.

2. Marker : DL2 000. 3 - 12 : Transgenic mice obtained

by microinjection. 13 : Negative control (H2O) .

Fig. 1 　PCR result of transgenic mice by microinjection
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212 　互交后代的 PCR检测结果　　见图 2。

1. 阴性对照 : 水 ; 2. Marker : DL2 000 ;

3. 阳性对照 : EcoRI 酶切的 Cathepsin K-p G3CATF 质粒 ;

4～18 :互交后代小鼠

图 2 　互交后代的 PCR 产物的电泳结果

1. Negative control : H2O. 2. Marker :DL2 000.

3. Positive control : Cathepsin K-p G3CATF plasmid by EcoRI digestion.

4 - 18 : intercross progeny.

Fig. 2 　Banding patterns of PCR products for intercross progeny

213 　回交后代的 PCR检测结果

在 F2 代与野生型 ICR 小鼠的回交后代中 ,未发

现有 PCR 结果全部为阳性的情况。说明外源基因

在 F2 代小鼠中尚未达到纯合 ,还需进一步互交传

代。将阳性仔鼠比例少的 F2 代小鼠剔除 ,选择阳性

仔鼠比例多的 F2 代小鼠互交以产生 F3 代 ,要求互

交双方不能同窝 (图 3) 。

1. 阴性对照 : 水 ; 2. Marker : DL2 000 ;

3. 阳性对照 : EcoRI 酶切的 Cathepsin K-p G3CATF 质粒 ;

4～18 :回交后代小鼠。

图 3 　F2 代回交后代的 PCR 检测结果

1. Negative control :H2O. 2. Marker :DL2 000 ;

3. Positive control :Cathepsin K-p G3CATF plasmid by EcoRI digestion.

4 - 18 : backcross progeny.

Fig. 3 　PCR detection results of backcross progeny of F2

214 　外源基因在 F1、F2 和 F3 代中的遗传情况

经卡方检验结果显示 ,表 1 中各代的阳性与阴

性之比与预期值基本相符 ,说明外源基因是融合在

小鼠的染色体基因组中 ,在各代中是按孟德尔遗传

规律中的分离定律稳定遗传的。

表 1 　外源基因在 F1、F2 和 F3 代中的遗传情况

Tab. 1 　Inheritance of the foreign fusion gene in

the progeny of the transgenic founder mice

后代
Generation

产仔数
Number

阳性数
Positive

阴性数
Negative

阳性与阴性
之比 Ratio of

positive to
negative

预期的阳性
与阴性之比

Expected
ratio

F1 代 60 35 25 114∶1 1∶1

F2 代 77 56 21 217∶1 3∶1

F3 代 69 63 6 1015∶1 9∶1

3 　讨论

(1)在 F3 代中 ,阳性仔鼠数高于预期值。这是

由于我们在传代时 ,选取了回交后代阳性数量多的

F2 代小鼠互交 ,从而人为增加了 F3 代阳性小鼠的

数量。另外 ,由于转基因随机整合到小鼠的基因组 ,

外源基因的插入可能会影响一些基因的表达与调

控 ,扰乱了进化过程中形成的稳定、平衡、优化的内

环境。所以转基因动物普遍表现为繁殖能力低 ,抗

病能力差。这一点对需要保种、育种的转基因动物

尤其重要。

(2)在 PCR 反应的各种成分中 ,模板 DNA 是一

个重要因素 ,不能混有任何蛋白酶、核酸酶及 Taq 酶

抑制剂 ,否则杂质过多将会造成扩增效率低或根本

无法引发 PCR 反应[8 ]
;引物是决定 PCR 结果的关

键 ,引物浓度一般为 011～015μmolΠL [8 ] 。引物浓度

偏高会引起错配和非特异性反应扩增 ,并且可增加

引物之间形成二聚体的概率。本研究中所用引物终

浓度为 015μmolΠL。

(3)由于 PCR 技术灵敏度高 ,极其微量的污染

即可造成假阳性的产生。加样器污染是一个值得注

意的问题。由于操作时不慎将样品或模板 DNA 吸

入加样器内或粘在加样器头上是一个严重的污染

源 ,因而加样或吸取模板 DNA 时要十分小心 ,吸样

要慢 ,吸样时尽量一次性完成 ,以免交叉污染或产生

气溶胶污染 ; 最可能造成 PCR 产物污染的形式是气

溶胶污染 , 因此 ,应选择质量好的 Eppendorf 管 ,以

避免样品外溢及外来 DNA 的进入 ,开管前应先离

心 ,开管动作要轻 ,以防管内液体溅出。设立适当的

阳性对照和阴性对照 ,既可验证 PCR 反应的可靠

性 ,又可协助判断扩增系统的可信性。另外 ,应重复

实验 2～3 次 ,以验证结果是否可靠。

(4)早期的转基因研究中 ,一直将 Southern 杂交

结果作为阳性鼠的最终结论。实践证明 ,通过严谨、
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合理的设计 , PCR 鉴定与 Southern 杂交结果是一致

的。在本研究所建的转基因鼠系中 ,经 PCR 筛选出

的首建鼠及 F1 代阳性小鼠再经 Southern 杂交确定 ,

未出现有假阳性 ;所以 F2 代及以后各代的小鼠未经

Southern 杂交 ,只经 PCR 筛选 ,挑选出较亮的条带即

可 ,这大大地节省了时间及成本。
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　　21 世纪是生命科学的时代 ,而实验动物则是生
物医学乃至整个生命科学发展的基础和条件 ,它总
是作为人类的替身在科学研究中去探索生命起源 ,
揭示遗传奥秘 ,攻克癌症堡垒 ,研究各种疾病与生物
体衰老的机理 ,监测公害与环境污染 ,承担新药、新
技术的安全评价和效果试验。可以说实验动物是人
类的替难者 ,是生命科学发展的先驱和基石 ,是人类
健康的阶梯 ,在道德和情义上应该受到人类的关爱。
重视并保障实验动物福利即是自然科学发展的趋
势 ,也是社会科学发展的必然结果 ,是我国生命科学
研究走向世界的必然趋势 ,同时也是建设人类精神
家园的需要 ,是全人类共同的责任和义务 ,是人类文
明和进步的标志。

欧美一些发达国家非常重视实验动物的福利和
保护 ,在我国 ,由于实验动物科学发展起步较晚 ,对
实验动物的关爱和福利才刚刚引起大家的关注。南
京军区南京总医院是一所现代化大型综合性医院 ,
“医、教、研”发展水平较高 ,医学研究中实验动物应
用面广 ,使用量大。长期以来 ,医院领导十分重视科
技人员人文素养的培养和提高 ,重视实验动物科学
知识的普及和伦理教育 ,重视实验动物的福利 ,并注
重生物医学研究与实验动物福利协调发展。具体落

实在投资新建和改建了多种符合国家标准的实验动
物生产和使用设施 ,购置了适合不同种类实验动物
使用的标准化笼具和动物实验设备 ,在屏障环境内
为实验动物专门设置了定时自动播放的背景轻音乐
及缓控动物照明系统 ,自行设计研制了一台内环境
符合国家标准的多功能大型 SPF 级大小鼠实验 (手
术)台及 U 型台面的大动物手术台 ,建立和完善了
详细的实验动物生产、防 (检)疫、质控及实验动物使
用标准化操作规程 (SOP) ,提出建立实验动物体系
突发事件的各项应急预案 ,加强实验动物科学知识
培训 ,实行实验动物生产、管理、实验上岗证制度 ,积
极开展动物实验“3R”研究 ,建立了一项用细胞学方
法替代实验动物进行细菌致病性试验的方法 ;建造
了既具有浓郁的人文气息 ,又饱含深刻的警示及教
育意义实验动物纪念碑 ;设计制作了具有重要科普
教育意义的实验动物对人类贡献的大型喷绘展板 ,
图文并茂 ,通俗易懂 ,具有重要的科普及伦理教育意
义。

实验动物福利工作的好坏 ,不仅反映了实验动
物学科建设的成就 ,而且影响着生物医学研究成果
的准确性、社会性及公众的认可程度 ,将动物福利融
入生物医学研究中 ,不仅是对知识工程的构建 ,也是
对人才工程的贡献。
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