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ＴＡＬＥＮ 构建 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠及初步分析
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　 　 【摘要】 　 目的　 通过构建 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠，为后续的研究提供动物模型。 方法　 运用 ＴＡＬＥＮ 技术在

Ｆｎｄｃ５ 基因 ＦＮＩＩＩ ｄｏｍａｉｎ 中造成缺失突变，并通过测序进行基因型鉴定。 通过配对建立稳定遗传系并在 ｍＲＮＡ 和

ＤＮＡ 水平鉴定出生小鼠基因型；对不同年龄段出生小鼠进行体重、血糖分析；通过 ｑＰＣＲ 确定 Ｆｎｄｃ５ 在肾脏、肝脏、
大脑、肌肉、心脏等组织中的表达情况。 结果　 成功构建并鉴定得到 ４ 种不同的 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠品系；不同年

龄段出生小鼠体重、血糖未见显著性差异；确定 Ｆｎｄｃ５ 在肌肉、心脏等组织中高表达。 结论　 本实验在国际上成功

构建了 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠，并进行了初步分析， 为深入研究 Ｆｎｄｃ５ 基因在体内中的功能提供了动物模型。
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　 　 骨骼肌在调控系统能量稳态上扮演着重要的

角色。 而且骨骼作为一个分泌器官渐渐被认同，肌
肉分泌和表达的细胞因子和其他多肽类， 并且通过

自分泌、内分泌、旁分泌的方式在不同组织发挥作

用的物质叫“肌因子” ［１ － ３］。 其中，肌因子 ｉｒｉｓｉｎ 越

来越受到关注，其前体 Ｆｎｄｃ５ （ ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｔｙｐｅ ＩＩＩ
ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ５） 是一个跨膜蛋白，它的

胞外域裂解产生一个溶解的激素 ｉｒｉｓｉｎ［４］。 Ｆｎｄｃ５
最早是在对 ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｔｙｐｅ ＩＩＩ ｄｏｍａｉｎｓ 的基因组搜

索中发现的［５］。 最初，研究发现 Ｆｎｄｃ５ 在运动的刺

激下作为 ＰＧＣ１⁃α 依赖的产物，随后裂解产生 ｉｒｉｓｉｎ
进入血液作用于白色脂肪，刺激 ＵＣＰ１ 表达提高产

热；促使白色脂肪棕色化，从而提高和改善了肥胖

和糖尿病患者的代谢状态，为治愈肥胖和糖尿病提

供了可能［２］。 随着研究的深入，关于 Ｆｎｄｃ５ 的许多

其他功能都被证实。
ＴＡＬＥＮ （ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ （ ＴＡＬ ）

ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅ）靶向基因敲除基因修饰是第二代

新型基因编辑分子生物学工具，首次发现于黄单胞

杆菌（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ）中［６，７］。 ＴＡＬＥ 中的重复可变双

残基（ｒｅｐｅａｔ ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｉ⁃ｒｅｓｉｄｕｅ， ＲＶＤ） ［６］ 与 Ａ、Ｃ、Ｔ、
Ｇ 有恒定的对应关系［８，９］。 因此，为识别某一特定

氨基酸序列，只需设计相应 ＴＡＬＥ 单元串联克隆，然
后在 Ｎ⁃端加上核定位信号，并在 Ｃ⁃端融合上 Ｆｏｒｋ Ｉ
核酸内切酶的切割区，就构建成了 ＴＡＬＥＮ［１０，１１］，利
用其特异性内切酶活性切割特定的 ＤＮＡ 序列，最后

细胞可以通过 ＮＨＥＪ（ｎｏｎ⁃ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇ）途
径修复 ＤＮＡ 损伤，在此修复过程中随机插入或删除

了一定数目的碱基，造成移码突变，形成了目标基

因敲除的突变体［１２，１３］。 目前，ＴＡＬＥＮ 技术已在非洲

爪 蟾 （ Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ ） ［１４，１５］、 青 鳉 （ Ｏｒｙｚｉａｓ
ｌａｔｉｐｅｓ） ［１６］、斑马鱼 （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ） ［１７］、大鼠 （ Ｒａｔｔｕｓ
ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ） ［１８］、小鼠（Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ） ［１９］ 等模式动物

的基因敲除研究中获得了成功。
Ｆｎｄｃ５ 作为新肌因子 ｉｒｉｓｉｎ 的前体从研究初始

其在体内外的功能就备受热议。 它在小鼠、人体内

的功能研究已经取得了初步进展，但是其在肌肉中

的功能研究还未开展。 我们通过 ＴＡＬＥＮ 技术在国

际上构建 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠，并进行了初步分析，
为后期研究 Ｆｎｄｃ５ 在体内尤其肌肉中的的功能提供

了敲除小鼠模型，对于 Ｆｎｄｃ５ ／ ｉｒｉｓｉｎ 对肌肉本身的影

响的认识，将填补这一认知领域的空白。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物： ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠品系， 购

自北京维通利华有限公司，动物生产合格证号：
ＳＣＸＫ（京）２０１４ － ０００１。 饲养于中国医学科学院药

用植物研究所 ＳＰＦ 级动物房，实验动物使用许可

证：ＳＹＸＫ （京） ２０１３ － ００２３， 动物房温度 （ ２０ ～
２６）℃，相对湿度 ４０％ ～７０％ 。
１􀆰 １􀆰 ２　 ＴＡＬＥＮ 质粒：ＴＡＬＥＮ 质粒 ｐＣＳ５⁃ｅＴＡＬＥＮ⁃Ｔ
由北京唯尚立德生物科技有限公司合成。 靶位点

位置 Ｔ１： ＴＴＴＣＴＡＧＡＡＧＡＡＧＧＡＴＧＴ ｇｃｇｇａｔｇｃｔｃｃｇｇｔｔ
ＣＡＴＴＣＡＧＧＡＧＧＴＧＡＡＣＡ，其中左边 ＴＡＬＥ 识别序

列： ＴＴＣＴＡＧＡＡＧＡＡＧＧＡＴＧＴ １７ ｂｐ，右边 ＴＡＬＥ 识

别序列： ＧＴＴＣＡＣＣＴＣＣＴＧＡＡＴＧ １６ｂｐ，间隔 １５ ｂｐ。
靶 位 点 位 置 Ｔ３： ＴＣＣＧＧＣＡＣＣＴＣＡＡＧＧＣＣ
ａａｃｔｃｔｇｃｃｇｔｇｇｔｃａｇ ＣＴＧＧＧＡＴＧＴＣＣＴＧＧＡＧＧＡ，其中左

边 ＴＡＬＥ 识别序列：ＣＣＧＧＣＡＣＣＴＣＡＡＧＧＣＣ １６ ｂｐ，
右边 ＴＡＬＥ 识别序列： ＣＣＴＣＣＡＧＧＡＣＡＴＣＣＣＡＧ １７
ｂｐ，间隔 １７ ｂｐ。
１􀆰 １􀆰 ３　 引物：对于靶点位置 １，设计基因型检测 ＰＣＲ
引 物： ＣＡＴＧＴＴＴＣＣＴＴＡＧＣＴＣＴＡＣＴＧＴＧＧ （ 正 向 ），
ＧＧＡＧＡＡＡＧＣＡＴＧＣＡＴＧＧＣＡＧＴＣＴＣ（反向） ＰＣＲ 片段

长度为５１８ ｂｐ；对于靶点位置３，设计基因型检测 ＰＣＲ
引 物： ＧＧＡＣＣＣＴＴＧＧＴＴＴＧＧＣＣＡＧＴＣＴＡ （ 正 向 ），
ＣＴＣＴＡＣＣＡＴＣＡＴＣＣＴＣＣＡＴＧＣＣＴＧ（反向）ＰＣＲ 片段长

度为 ４７９ ｂｐ。 Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ 引 物： ＦＮＤＣ５⁃Ｆ： ＡＴＧＡＡ
ＧＧＡＴＧＧＧＧＡＧＧＡＡ， ＦＮＤＣ５⁃Ｒ：ＧＣＧＧＣＡＧＡＡＧＡＧＡＧ
ＣＴＡＴＡＡＣＡ， １８ｓ⁃Ｆ：ＣＡＴＧＣＡＧＡＡＣＣ ＣＡＣＧＡＣＡＧＴＡ，
１８ｓ⁃Ｒ：ＣＣＴＣＡＣＧＣＡＧＣＴＴＧＴＴＧ ＴＣＴＡ。
１􀆰 １􀆰 ４　 试剂：本实验的引物由北京睿博兴科生物技

术 有 限 公 司 合 成。 Ａｍｐ ＰＣＲｍｉｘ （ ＴＡＫＡＲＡ，
Ｒｏ７４Ａ） 试剂盒、ＴｒａｎｓＺｏｌ Ｕｐ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｋｉｔ （ Ｔｒａｎ，
ＥＲ５０１⁃０１）、 ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔ Ｆｉｒｓｔ⁃Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

８３ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



ＳｕｐｅｒＭｘｉ （ Ｔｒａｎ， ＡＥ３０１⁃０３ ）、 ＴｒａｎｓＳｔｒｔ Ｔｏｐ Ｇｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ ＳｕｐｒｅＭｉｘ （ Ｔｒａｎ， ＡＱ１３１⁃０２）、 Ｂａｓｅ （碱液）、
Ｎｅｕｔｒｌｉｚａｔｉｏｎ（中和液）等。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除 ＴＡＬＥＮ 靶点位置的设计：
根据 Ｆｎｄｃ５ 的基因组结构， Ｆｎｄｃ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ 的

分析， 破坏 ｔｈｅ ＦＮＩＩＩ ｄｏｍａｉｎ，将 ＴＡＬＥＮ 的靶点位置

设计在外显子 ３ 上或者外显子 ３ 前，测定 ＳＳＡ 活性，
选择活性比较高的靶点进行后续的 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除

小鼠的构建。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除鼠的构建流程： 将 Ｆｎｄｃ５⁃
Ｔ１ 和 Ｆｎｄｃ５⁃Ｔ３ 的 ＴＡＬＥＮ 质粒对， 体外转录成

ｍＲＮＡ 后，共显微注射 ｍＲＮＡ 到小鼠的受精卵中，
共注射 １２０ 个受精卵，出生 ２３ 只小鼠。 两周龄后，
剪取 ４ 周龄出生小鼠任一只耳朵大约 １ ／ ３，放置在

做好标记的 １􀆰 ５ ｍＬ 的离心管中，加入 ７５ μＬ 碱液

（ｂａｓｅ） ９５℃ 以上 ４０ ｍｉｎ；然后加入 ７５ μＬ 中和液

（ｎｅｕｔｒｌｉｚａｔｉｏｎ），常温静置 ５ ｍｉｎ，溶液即为提取的基

因组 ＤＮＡ。 以此基因组 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反

应，产物测序并根据峰图进行基因型鉴定。

注：Ａ 为 ＦＮＤＣ５ 蛋白质的一级结构，Ｂ 为 Ｆｎｄｃ５ 基因组结构（箭头为 ＴＡＬＥＮ 的靶点位置）。

图 １　 ＦＮＤＣ５ 蛋白质一级结构及 Ｆｎｄｃ５ 的基因组

Ｎｏｔｅ． Ａ ｉｓ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＦＮＤＣ５ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｂ ｉｓ ｔｈｅ Ｆｎｄｃ５ ｇｅｎｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ （ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｆｏｒ ＴＡＬＥＮ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ） ．

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＦＮＤＣ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ Ｆｎｄｃ５ ｇｅｎｏｍｅ．

２　 结果

２􀆰 １　 四品系 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠的建立

２􀆰 １􀆰 １　 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除 ＴＡＬＥＮ 靶点位置的设计：
根据 Ｆｎｄｃ５ 的基因组结构，Ｆｎｄｃ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ 的

分析， 决定破坏 ｔｈｅ ＦＮＩＩＩ ｄｏｍａｉｎ，因此 ＴＡＬＥＮ 的靶

点位置将设计在外显子 ３ 上或者外显子 ３ 前，设计

结果如图 １ 箭头所示。
２􀆰 １􀆰 ２　 Ｆｎｄｃ５ ＴＡＬＥＮ 的 ＳＳＡ 活性检测： 根据 ＳＳＡ
活性结果，我们选择活性比较高的靶点 Ｆｎｄｃ５⁃Ｔ１ 和

Ｆｎｄｃ５⁃Ｔ３ 进行后续的 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠的构建，
结果见图 ２。
２􀆰 １􀆰 ３　 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除首建鼠的鉴定：将受精卵注

射后出生 ２３ 只小鼠，对出生两周的小鼠进行基因型

分析和鉴定。 结果如图 ３ 所示，我们选取 Ｆｏｕｎｄｅｒ ７
（Ｔ１ 一条缺失 ２ ｂｐ，一条缺失 ４ ｂｐ）进行测序图分

析。 测序峰形图在突变位点开始出现双峰，表明为

杂合子。 通过峰形分析，可以将突变型 １ 的 ＤＮＡ 序

列（下指箭头所指峰形）和突变型 ２ 的 ＤＮＡ 序列

（上指箭头所指峰形） 分析出来。 结果为一条在

ＣＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧＡ 前缺失 ２ 个碱基 ＣＴ；一条在

ＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧ 前缺失 ４ 个碱基 ＧＣＴＣ，均发生

移码突变。
２􀆰 １􀆰 ２　 Ｆ１ 代四品系 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除鼠的鉴定：根
据发生移码突变情况， 选取的 Ｆｏｕｎｄｅｒ ７ 小鼠、
Ｆｏｕｎｄｅｒ １３ 小鼠、和 Ｆｏｕｎｄｅｒ １８ 小鼠分别与野生型

Ｃ５７ 小鼠交配，出生的小鼠两周龄后按上述方法进

行基因型鉴定。 通过测序图可分析 Ｆ１ 代小鼠的突

变情况：如果测序峰全是单峰说明该小鼠是 ＷＴ（野
生型）；如果测序图出现双峰则该小鼠为杂合子；如

９３中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



果测序图也是单峰但是在预期位置出现缺失突变

则该小鼠为纯合基因敲除小鼠，这在图 ３ 中已经进

行了类似分析。 我们从中选出 ４ 种突变类型＃７⁃Ｔ１⁃
１（Ｔ１ 缺失 ２ 个碱基 ＣＴ）、＃７⁃Ｔ１⁃２ （Ｔ１ 缺失 ４ 个碱

基 ＧＣＴＣ）、＃１３⁃Ｔ１⁃１ （Ｔ１ 缺失 ２ 个碱基 ＴＧ）、＃１８⁃
Ｔ１⁃１ （Ｔ１ 缺失 ２ 个碱基 ＴＣ）建立稳定遗传 Ｆ１ 小鼠

品系。 四品系 Ｆ１ 小鼠的突变位点及突变后导致提

前产生终止密码子的位置见表 １。 基因型中黑体标

记部分是 ＴＡＬＥＮ 设计敲除的靶位点序列，下划线部

分为敲除的基因序列，这些缺失突变都会导致提前

产生终止密码子。
２􀆰 ２　 Ｆｎｄｃ５ 敲除小鼠的初步分析

２􀆰 ２􀆰 １　 Ｆｎｄｃ５ 小鼠体重分析：通过成功建立和鉴定

四品系 Ｆ１ 小鼠后，将每个品系之间进行杂交配对，
对出生的小鼠进行基因分型鉴定，分别在 １ 月龄、２
月龄进行所有出生小鼠的体重测量，体重分析时将

雌雄分开，进行纯合子与 ＷＴ 之间的体重差异分析，
结果见图 ４。 结果表明小鼠生长正常，在 １ 月龄、２
月龄纯合子和 ＷＴ 小鼠之间体重没有统计学差异。

２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｆｎｄｃ５ 在小鼠不同组织的表达情况分析：检
测 Ｆｎｄｃ５ 在不同组织内的表达情况有助于下一步的

体内功能研究。 提取小鼠不同组织 Ｈ（心脏）、Ｋ（肾
脏）、Ｂ（大脑）、Ｌ（肝脏）、ＴＡ（肌肉）进行液氮研磨

提取 ｍＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ 进行荧光定量 ＰＣＲ，选
取 １８ｓ 作为内参，结果发现 Ｆｎｄｃ５ 在 Ｈ、Ｂ、ＴＡ 中表

达量较高，在 Ｋ、Ｌ 中表达很少，如图 ５。

图 ２　 Ｆｎｄｃ５ ＴＡＬＥＮ 的 ＳＳＡ 活性检测

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｆｎｄｃ５ ＴＡＬＥＮ ＳＳＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ

注：突变型 １ 的 ＤＮＡ 序列（下指箭头所指峰形）和突变型 ２ 的 ＤＮＡ 序列（上指箭头所指峰形）。

图 ３　 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除首建鼠的鉴定

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ １ ｐｅａｋ ｓｈａｐｅ （ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ） ａｎｄ ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ２ ｐｅａｋ ｓｈａｐｅ （ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ） ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｎｄｃ５ ｆｉｒｓｔ ｂｕｉｌｔ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ

表 １　 四品系 Ｆ１ 小鼠的突变情况
Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｆｎｄｃ５⁃ＫＯ ｌｉｎｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

小鼠品系 基因型 蛋白发生移码突变的位置 终止密码子产生位置

ＷＴ（野生型） ＡＧＧＡＴＧＴＧＣＧＧＡＴＧＣＴＣＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧ 无 第 ２０９ 个氨基酸

＃７⁃Ｔ１⁃１ ＡＧＧＡＴＧＴＧＣＧＧＡＴＧ＿＿＿ＣＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧ 氨基酸从第 ７３ 位开始发生移码突变 第 １１４ 个氨基酸

＃７⁃Ｔ１⁃２ ＡＧＧＡＴＧＴＧＣＧＧＡＴ＿＿＿＿＿＿ＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧ 氨基酸从第 ７２ 位开始发生移码突变 第 ７９ 个氨基酸

＃１３⁃Ｔ１⁃１ ＡＧＧＡＴＧＴＧＣＧＧＡ＿＿＿ＣＴＣＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧ 氨基酸从第 ７２ 位开始发生移码突变 第 １１４ 个氨基酸

＃１８⁃Ｔ１⁃１ ＡＧＧＡＴＧＴＧＣＧＧＡＴＧＣ＿＿＿ＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧ 氨基酸从第 ７３ 位开始发生移码突变 第 １１４ 个氨基酸

０４ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



注：Ａ 为 １ 月龄体重分析结果，Ｂ 为 ２ 月龄体重分析结果。

图 ４　 Ｆｎｄｃ５ 小鼠不同年龄体重分析

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｔｈｅ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｔ ｏｎｅ ｍｏｎｔｈ ｏｆ ａｇｅ． Ｂ： Ｔｈｅ〛Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｔ ｔｗｏ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ．

Ｆｉｇ． ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｆｎｄｃ５ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ．

注：Ｈ － 心脏，Ｋ － 肾脏，Ｂ － 大脑，Ｌ － 肝脏，ＴＡ － 肌肉

图 ５　 Ｆｎｄｃ５ 在小鼠不同组织的表达情况分析。
Ｎｏｔｅ． Ｈ － ｈｅａｔ． Ｋ － ｋｉｄｎｅｙ． Ｂ － ｂｒａｉｎ． Ｌ － ｌｉｖｅｒ． ＴＡ － ｍｕｓｃｌｅ

Ｆｉｇ． ５　 Ｆｎｄｃ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ．

３　 讨论

Ｆｎｄｃ５ 作为 Ｉｒｉｓｉｎ （ｍｙｏｋｉｎｅ） 的前体，作用于白

色脂肪提高了全身的产热能力，促进了白色脂肪向

棕色脂肪的转化，这一研究从发现伊始就被认为可

作为治疗糖尿病的靶点。 但是经过几年的研究，争
议一直没有平息：Ｆｎｄｃ５ 裂解产生 ｉｒｉｓｉｎ 的机制是什

么？ Ｉｒｉｓｉｎ 在不同组织细胞发挥作用的受体？ Ｉｒｉｓｉｎ
在人体内是否发挥积极作用？ 总而言之关于它在

小鼠及人体内的研究还急需广泛开展。
目前关于它在脑、骨髓中的功能研究已经取得

了一些进展，但是关于它在肌肉中的研究还未见报

道，我们已经成功构建了 ４ 种品系 Ｆｎｄｃ５ 敲除小鼠，
各自的突变类型在上文中也进行了分析，并建立了

稳定遗传 Ｆ１ 小鼠。 我们发现每个品系出生小鼠符

合正常的孟德尔比率，生长没有受到影响，在不同

年龄段体重没有出现明显差异，我们也分析了

Ｆｎｄｃ５ 在不同组织内的表达分析，发现其在 Ｈ、Ｂ、ＴＡ

中表达量较高，这为我们下一步开展其在肌肉中的

功能研究提供了基础。 有趣的是，通过 Ｆｎｄｃ５ 抗体

进行检测敲除小鼠时发现 ＷＴ 和纯合子都出现条

带，我们认为本实验中利用 ＴＡＬＥＮ 技术构建敲除

小鼠模型只是在 Ｆｎｄｃ５ 的 ＦＮＩＩＩ ｄｏｍａｉｎ 缺失了几

个碱基，导致终止密码子提前产生，从而是蛋白质

的功能缺失。 但是经过缺失突变的 Ｆｎｄｃ５ 还是会

产生 ７０ － １１０ａａ 长的蛋白质，关于这部分蛋白质是

否能发挥一定的功能还不知道，所以后续可能还

需要其他的手段去确切的证实 Ｆｎｄｃ５ 敲除小鼠是

否成功。
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ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ（ＴＡＬＥＮｓ） ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ，
２０１２， １０９（４３）： １７４８４ － １７４８９．

［１６］ 　 Ａｎｓａｉ Ｓ， Ｓａｋｕｍａ Ｔ， Ｙａｍａｍｏｔｏ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｍｅｄａｋａ ｕｓｉｎｇ ｃｕｓｔｏｍ⁃ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， ２０１３， １９３（３）：
７３９ － ７４９．

［１７］ 　 Ｓａｎｄｅｒ ＪＤ， Ｃａｄｅ Ｌ， Ｋｈａｙｔｅｒ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｉｎ
ｓｏｍａｔｉｃ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ＴＡＬＥＮｓ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１１， ２９（８）： ６９７ － ６９８．

［１８］ 　 Ｔｅｓｓｏｎ Ｌ， Ｕｓａｌ Ｃ， Ｍéｎｏｒｅｔ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｒａｔｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ
ｅｍｂｒｙｏ ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＡＬＥＮｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１１， ２９
（８）： ６９５ － ６９６．

［１９］ 　 Ｓｕｎｇ ＹＨ， Ｂａｅｋ ＩＪ， Ｋｉｍ ＤＨ， ｅｔ ａｌ． Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｃｒｅａｔｅｄ ｂｙ
ＴＡＬＥＮ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１３， ３１
（１）： ２３ － ２４．

〔修回日期〕２０１６⁃０２⁃２５

７４中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６


