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Ｐｉｎ１ 在皮肤组织中的表达以及可诱导
转基因小鼠模型的建立
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察 Ｐｉｎ１ 在皮肤中的表达情况，构建 Ｐｉｎ１ 在皮肤中可诱导表达的转基因小鼠模型。 方法　
将小鼠 Ｐｉｎ１ 基因克隆到改造过的可与 Ｍｙｃ标签蛋白融合的 ｐＴＲＥ２ 载体中，并将线性化的 ＤＮＡ通过显微注射的方
式构建 ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 小鼠。 结果　 成功获得 ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 转基因首建鼠，该小鼠与上皮特异的 Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ转基因小鼠配繁，
获得 Ｐｉｎ１ 在皮肤上皮特异性可诱导表达的双转基因鼠；通过将多西霉素（又名强力霉素，Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ）加入饮水的
方式诱导 Ｐｉｎ１ 基因的表达，并通过Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，免疫组织化学等方式证明了 Ｐｉｎ１ 蛋白在皮肤上皮中能特异性地过
表达。 我们还发现内源的 Ｐｉｎ１ 在皮肤中主要表达于上皮细胞。 结论　 成功构建了 Ｐｉｎ１ 在皮肤中可诱导表达的转
基因小鼠模型，为后续研究 Ｐｉｎ１ 在皮肤中的功能奠定基础。
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　 　 肽脯氨酰顺反异构酶（ ｐｅｐｔｉｄｙｌ⁃ｐｒｏｌｙｌ ｃｉｓ ／ ｔｒａｎｓ
ｉｓｏｍｅｒａｓｅ，ＰＰＩａｓｅ）Ｐｉｎ１ 通过特异地结合并催化磷酸
化的 Ｓｅｒ⁃Ｐｒｏ（丝氨酸⁃脯氨酸）或者 Ｔｈｒ⁃Ｐｒｏ（苏氨酸⁃
脯氨酸）的顺反异构，调控一系列蛋白质的活性、稳
定性、亚细胞定位、磷酸化水平、与其他蛋白质的相
互作用等［１］。 Ｐｉｎ１ 通过调控底物蛋白质进而调控
多种细胞功能，包括细胞周期和细胞增殖、胁迫应
答、神经功能以及免疫反应等［１］。

Ｐｉｎ１ 调控精原细胞的维持［２］、神经干细胞的分
化［３］、牙髓干细胞的分化［４］、心脏前体细胞的增殖
和衰老［５］等。 Ｐｉｎ１ 在多种癌症类型中都发现有上
调［６］。 Ｐｉｎ１ 调控乳腺干细胞的干细胞性、增殖和数
量；Ｐｉｎ１ 还调控乳腺癌干细胞的增殖能力、侵染能
力、上皮⁃间质转化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉ⁃
ｔｉｏｎ，ＥＭＴ），促进乳腺癌干细胞的致瘤能力［７ － ８］。
乳腺也是在胚胎期由单层上皮细胞内陷而成，

它在发育和致病的分子机理在相当程度上与皮肤相

似［９］。 Ｐｉｎ１ 全身敲除小鼠显示出早衰和皮肤萎缩
的症状［１０］。 Ｐｉｎ１ 在皮肤照射紫外后高表达，抑制
Ｐｉｎ１ 可以降低紫外照射导致的细胞增殖以及促进
皮肤癌发生的 ＣＯＸ⁃２ 蛋白质的表达［１１１２］。 Ｐｉｎ１ 在
皮肤梅克尔细胞癌［１３］和部分皮肤鳞状细胞癌中高

表达［６］。 这些发现暗示 Ｐｉｎ１ 在皮肤正常和疾病状
态下可能扮演重要角色。
为了研究 Ｐｉｎ１ 在皮肤干细胞和皮肤癌发生中

的功能，我们利用 Ｔｅｔ⁃ｏｎ系统［１４］构建可诱导皮肤组

织特异性过表达 Ｐｉｎ１ 的转基因小鼠模型，探索将多
西霉素（又名强力霉素，Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ）加入饮水的方
式诱导 Ｐｉｎ１ 表达，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，免疫组化等
方式证明了 Ｐｉｎ１ 在皮肤上皮中能特异地过表达。
此小鼠模型的建立为进一步研究 Ｐｉｎ１ 在皮肤中的
功能奠定了基础，同时这一转基因鼠还可以与其他
组织特异的工具小鼠杂交繁育，研究 Ｐｉｎ１ 在其他组
织中的功能。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料

ｐＴＲＥ２ 质粒，ＦＶＢ ／ Ｎ背景的 Ｋ１４ｒｔＴＡ 小鼠［１５］来

自于美国贝勒医学院 Ｈｏａｎｇ Ｎｇｕｙｅｎ 博士的馈赠。
Ｐｉｎ１ 敲除小鼠来源本实验室［１０］。 Ａｎｔｉ⁃Ｍｙｃ 抗体来
自于中科院生物化学与细胞生物学研究所周金秋博

士的馈赠。 本文所有小鼠均为 ＦＶＢ ／ Ｎ背景，均饲养
在福建医科大学实验动物中心【ＳＹＸＫ（闽）２０１４ －
０００３】，所有涉及的动物实验经过中心伦理委员会
的批准［（２０１５）福医伦理审字第（２７）号］。

ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ（３５９１Ａ；Ｔａｋａｒａ），小鼠尾巴基因型
鉴定试剂盒 ＴｒａｎｓＤｉｒｅｃｔ Ａｎｉｍａｌ Ｔｉｓｓｕｅ ＰＣＲ Ｋｉｔ
（ＡＤ２０１⁃０２，北京全式金生物技术有限公司），ＯＣＴ
冷冻切片包埋剂 Ｓａｋｕｒａ Ｔｉｓｓｕｅ⁃Ｔｅｋ Ｏ． Ｃ． Ｔ． Ｃｏｍ⁃
ｐｏｕｎｄ（４５８３，美国樱花 Ｓａｋｕｒａ），多聚甲醛 Ｐａｒａｆｏｒｍ⁃
ａｌｄｅｈｙｄｅ（４１６７８００１０，Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），ＰＢＳ
磷酸盐缓冲液（ＺＬＩ⁃９０６２，北京中杉金桥生物技术有
限公司），Ｃｉｔｒａｔｅ抗原修复液（ＺＬＩ⁃９０６５，北京中杉金
桥生物技术有限公司），ａｎｔｉ⁃Ｐｉｎ１ 抗体（１０４９５⁃１⁃ＡＰ，
武汉三鹰生物技术有限公司），ＤＡＰＩ （Ｄ８４１７，Ｓｉｇ⁃
ｍａ）， ＭａｘＶｉｓｉｏｎ ＴＭ ＨＲＰ⁃Ｐｏｌｙｍｅｒ ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ／ Ｒａｂｂｉｔ
ＩＨＣ Ｋｉｔ （ ｋｉｔ⁃５０１０，福州迈新生物技术开发有限公
司），ＤＡＢ 显色试剂盒（ＤＡＢ００３１，福州迈新生物技
术开发有限公司），强力霉素（Ｄ９８９１，Ｓｉｇｍａ）。 本文
所用的引物序列见表 １。
１􀆰 ２　 方法
１􀆰 ２􀆰 １　 转基因质粒的改造
包含 ３ＸＭｙｃ的互补长引物 ３ＭｙｃＦ 和 ３ＭｙｃＲ 在

退火溶液中 （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ， ｐＨ ７􀆰 ５ ～ ８􀆰 ０， ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ）混匀，９５℃变性后
放置在室温中自然复性。 复性后的双链末端含有
ＸｂａＩ酶切位点的粘末端，与 ＸｂａＩ 酶切后的 ｐＴＲＥ２
载体连接后获得含有 ３ＸＭｙｃ的载体 ｐＴＲＥ２⁃Ｍｙｃ。 插
入片段通过测序验证其序列和方向正确。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｐｉｎ１ 的克隆
以小鼠的皮肤 ｃＮＤＡ 为模板，用引物 Ｐｉｎ１Ｆ 和

Ｐｉｎ１Ｒ扩增小鼠 Ｐｉｎ１基因；ＰＣＲ ＤＮＡ产物经纯化后用
ＢａｍＨＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ酶切后插入用相同酶切过的 ｐＴＲＥ２⁃
Ｍｙｃ 载体，获得转基因质粒 ｐＴＲＥ２⁃Ｐｉｎ１⁃Ｍｙｃ。 Ｐｉｎ１
ＤＮＡ插入片段通过测序验证 ＤＮＡ序列正确。
１􀆰 ２􀆰 ３　 转基因小鼠的构建
转基因动物载体 ＤＮＡ 显微注射由南京大学模

式动物研究所完成。 ｐＴＲＥ２⁃Ｐｉｎ１⁃Ｍｙｃ 质粒用 ＸｈｏＩ
和 ＳａｐＩ内切酶酶切后回收目的 ＤＮＡ 片段，该目的
ＤＮＡ通过原核显微注射的方式导入小鼠胚胎，最后
将胚胎移植到代孕鼠，获得了 ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 的转基因首
建鼠。

４３３
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表 １　 引物序列表
Ｔａｂ． １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称
Ｎａｍｅｓ

引物序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

说明
Ｎｏｔｅｓ

３ＭｙｃＦ

ＣＴＡＧＡＧＡＡＣＡＡＡＡＧＴＴＧＡＴＴＴＣＴＧＡＡＧＡＡ⁃
ＧＡＴＴＴＧＡＡＣＧＧＴＧＡＡＣＡＡＡＡＧＣＴＡＡＴＣＴＣ⁃
ＣＧＡＧＧＡＡＧＡＣＴＴＧＡＡＣＧＧＴＧＡＡＣＡＡＡＡＡＴ⁃
ＴＡＡＴＣＴＣＡＧＡＡＧＡＡＧＡＣＴＴＧＡＡＣＴＧＡ

用于 ｐＴＲＥ２ 改造，包含 ３ＸＭｙｃ序列和终止密码子，与互补引物 ３ＭｙｃＲ 退火
后两端形成 ＸｂａＩ粘末端。
Ｆｏｒ ｐＴＲＥ２ ｐｌａｓｍｉｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３ＸＭｙｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ，
ｃｒｅａｔｉｎｇ ＸｂａＩ ｓｔｉｃｋｙ ｅｎｄ ｗｈｅｎ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｐｒｉｍｅｒ ３ＭｙｃＲ．

３ＭｙｃＲ

ＣＴＡＧＴＣＡＧＴＴＣＡＡＧＴＣＴＴＣＴＴＣＴＧＡＧＡＴ⁃
ＴＡＡＴＴＴＴＴＧＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＡＡＧＴＣＴＴＣ⁃
ＣＴＣＧＧＡＧＡＴＴＡＧＣＴＴＴＴＧＴＴＣＡＣＣＧＴ⁃
ＴＣＡＡＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＧＡＡＡＴＣＡＡＣＴＴＴＴＧＴＴＣＴ

ｐＴＲＥ２ 改造引物，包含 ３ＸＭｙｃ序列和终止密码子，与互补引物 ３ＭｙｃＦ退火后
两端形成 ＸｂａＩ粘末端。
Ｆｏｒ ｐＴＲＥ２ ｐｌａｓｍｉｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３ＸＭｙｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ，
ｃｒｅａｔｉｎｇ ＸｂａＩ ｓｔｉｃｋｙ ｅｎｄ ｗｈｅｎ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｐｒｉｍｅｒ ３ＭｙｃＦ．

Ｐｉｎ１Ｆ ＣＡＴＴＧＧＡＴＣＣＧＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＣＧ⁃
ＧＡＣＧＡＧＧＡＧＡＡＧＣ

Ｐｉｎ１ 克隆 ＰＣＲ引物，包含 ＢａｍＨＩ位点和 Ｋｏｚａｋ序列
Ｆｏｒ Ｐｉｎ１ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ， ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＢａｍＨＩ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ａｎｄ Ｋｏｚａｋ ｓｅｑｕｅｎｃｅ．

Ｐｉｎ１Ｒ ＧＣＡＣＡＡＧＣＴＴＴＴＣＴＧＴＧＣＧＣＡＧＧＡＴＧＡＴＡＴＧＧ Ｐｉｎ１ 克隆 ＰＣＲ引物，包含 ＨｉｎｄＩＩＩ位点
Ｆｏｒ Ｐｉｎ１ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ， ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＨｉｎｄＩＩＩ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ．

ｒｔＴＡ⁃Ｆ ＡＡＣＧＧＣＧＣＴＣＴＧＧＡＡＴＴＡＣＴＣＡＡＴ Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ转基因小鼠鉴定引物
Ｆｏｒ Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ．

ｒｔＴＡ⁃Ｒ ＴＧＧＧＣＧＧＧＴＧＣＣＧＡＧＡＴ Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ转基因小鼠鉴定引物
Ｆｏｒ Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ．

Ｆ１ ＡＴＴＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＣＣＧ ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 转基因小鼠鉴定引物对 １，位于载体上
Ｆｏｒ ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ， ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ １， ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ．

Ｒ１ ＧＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＧＣＡＧＡＴＧＴＧ ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 转基因小鼠鉴定引物对 １，位于 Ｐｉｎ１ 基因内
Ｆｏｒ ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ， ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ １， ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ Ｐｉｎ１ ｇｅｎｅ．

Ｆ２ ＣＴＡＣＴＴＣＡＡＴＣＡＣＡＴＣＡＣＣＡＡＣＧ ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 转基因小鼠鉴定引物对 ２，位于载体上
Ｆｏｒ ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ， ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ２， ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ．

Ｒ２ ＴＣＴＡＧＡＧＡＴＡＴＣＧＴＣＧＡＣＡＡＧＣ ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 转基因小鼠鉴定引物对 ２，位于 Ｐｉｎ１ 基因内
Ｆｏｒ ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ， ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ２， ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ Ｐｉｎ１ ｇｅｎｅ．

Ｆ３ ＣＴＡＧＧＣＣＡＣＡＧＡＡＴＴＧＡＡＡＧＡＴＣＴ 小鼠基因组 ＤＮＡ ＰＣＲ扩增阳性引物
Ｆｏｒ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ， ＰＣＲ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｒ３ ＧＴＡＧＧＴＧＧＡＡＡＴＴＣＴＡＧＣＡＴＣＡＴＣＣ 小鼠基因组 ＤＮＡ ＰＣＲ扩增阳性引物
Ｆｏｒ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ， ＰＣＲ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

１􀆰 ２􀆰 ４　 双转基因鼠的繁育
ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 鼠与 Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ 工具鼠［１５］杂合，获得

Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ，ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 的双转基因鼠。 转基因鼠的基
因型鉴定如下：剪取少量子代小鼠尾组织，用 Ｔｒａｎｓ⁃
Ｄｉｒｅｃｔ Ａｎｉｍａｌ Ｔｉｓｓｕｅ ＰＣＲ Ｋｉｔ 先后分别以 ５５℃ ／ ０􀆰 ５
ｈ 和 ９５℃ ／ ３ ｍｉｎ 解裂鼠尾组织以提取全基因组
ＤＮＡ，Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ用引物对 ｒｔＴＡ⁃Ｆ和 ｒｔＴＡ⁃Ｒ进行 ＰＣＲ
扩增，ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 用引物 Ｆ１ 和 Ｒ１，以及 Ｆ２ 和 Ｒ２ 进
行 ＰＣＲ扩增，通过电泳所显示片段的有无和大小来
鉴定子代小鼠的基因型。
１􀆰 ２􀆰 ５　 转基因鼠的诱导表达
分别以单转基因小鼠和双转基因小鼠为对照组

和实验组，同时提供含有 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 强力霉素以及
５％蔗糖的饮用水。 诱导一定时间后，分别取 ０􀆰 ０５ ｇ
小鼠的皮肤组织，液氮研磨提取蛋白质，利用 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ印迹方法检测目的蛋白的表达量。
１􀆰 ２􀆰 ６　 免疫组化
取小鼠皮肤组织置于 ４％的 ＰＦＡ 中 ４℃固定过

夜。 第 ２ 天 １ × ＰＢＳ清洗 ３ 次，后酒精梯度脱水与二
甲苯透明，６０℃石蜡包埋。 组织以 ５ μｍ 切片，４０℃
展片，６０℃烤片 １ ｈ，二甲苯 ６０℃脱蜡 １０ ｍｉｎ，柠檬
酸修复液微波修复 １５ ｍｉｎ，室温冷却后置于 ３％的
Ｈ２Ｏ２ 中处理 ５ ｍｉｎ，封闭液封闭 １ ｈ，一抗孵育过夜。
次日用相应的二抗室温孵育 ４０ ｍｉｎ，ＤＡＢ 显色，苏
木素复染，脱水封片后在显微镜下观察。

２　 结果
２􀆰 １　 Ｐｉｎ１ 在皮肤中的表达

Ｐｉｎ１ 全身敲除小鼠显示出早衰和皮肤萎缩的
症状［１０］。 这提示 Ｐｉｎ１ 在皮肤中有重要的调控功
能。 免疫组化的结果显示，Ｐｉｎ１ 主要表达在皮肤的
上皮细胞中，包括毛囊间基底细胞和毛囊细胞中，而
在真皮细胞中表达量较低（图 １）。 毛囊的皮脂腺中
有比较强的染色信号，但是由于皮脂腺的油脂类通
常有较强的非特异性结合，尚不能判断是否能代表
皮脂腺有较强的 Ｐｉｎ１ 表达（图 １）。 由于 Ｐｉｎ１ 在皮

５３３
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肤上皮中有特异的过表达，推论它在上皮中有重要
的调控功能。 为了研究 Ｐｉｎ１ 在皮肤的功能，我们着
手构建 Ｐｉｎ１ 在皮肤上皮特异性过表达的转基因鼠。

注：Ａ． 取 Ｐｉｎ１ 敲除和野生型的小鼠皮肤用 Ｐｉｎ１ 抗体做免疫组
化，结果显示 Ｐｉｎ１ 抗体特异性很高。 Ｂ． Ｐｉｎ１ 在皮肤和毛囊的
表达情况。 ＳＧ：皮脂腺。 所用皮肤来源于 ７ 周龄的小鼠。

图 １　 Ｐｉｎ１ 在正常小鼠皮肤组织的免疫组化检测
Ｎｏｔｅ． （ Ａ） Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｔｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐｉｎ１ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｒ ＷＴ
ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｉｎ１ ａｎｔｉｂｏｄｙ． （Ｂ） Ｐｉｎ１ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｉｎ ｓｋｉｎ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅ． ＳＧ：ｓｅｂａｃｅｏｕｓ ｇｌａｎｄ；
ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｗａｓ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ｆｒｏｍ ａ ７⁃ｗｅｅｋ ｏｌｄ ｍｏｕｓｅ．

Ｆｉｇ． １　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｐｉｎ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎ

２􀆰 ２　 转基因质粒 ｐＴＲＥ２⁃Ｍｙｃ的构建
在过表达基因时，同时要把外源过表达的蛋白

与内源的蛋白区分开来，以分辨过表达的倍数。 将
３ 个重复的编码 Ｍｙｃ 的 ＤＮＡ 序列通过引物双链合
成、退火，插入到 ｐＴＲＥ２ 的多克隆位点 ＸｂａＩ上，并加
入了终止密码子，最后测序验证，构建了新的转基因
载体 ｐＴＲＥ２⁃Ｍｙｃ。 这样，任何基因以同阅读框的方
式克隆到该质粒上，都能在 Ｃ端加上 ３ＸＭｙｃ 标签蛋
白（图 ２）。 标签蛋白的加入不仅将外源过表达的蛋
白与内源蛋白区分开来，还有利于进行后继的例如
免疫共沉淀等生化实验。
２􀆰 ３　 转基因小鼠 ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 的构建
以小鼠皮肤组织的 ｃＤＮＡ 为模板 ＰＣＲ 扩增

Ｐｉｎ１ 后克隆到改造后的转基因载体 ｐＴＲＥ２⁃ＭｙｃＦ，构
建成功 ｐＴＲＥ２⁃Ｐｉｎ１⁃Ｍｙｃ。 该质粒用 ＸｈｏＩ 和 ＳａｐＩ 酶
切后回收目的 ＤＮＡ片段。 该目的 ＤＮＡ通过显微注
射的方式导入 ＦＶＢ ／ Ｎ背景的小鼠胚胎，最后将胚胎
移植到代孕鼠，子代小鼠出生后通过剪取小鼠尾巴
做基因型鉴定，获得 ６ 只 ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 的首建鼠。 部分
鉴定结果见图 ３。

图 ２　 转基因质粒 ｐＴＲＥ２⁃Ｍｙｃ的多克隆位点序列
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＴＲＥ２⁃Ｍｙｃ

注：将小鼠尾部组织裂解后用不同引物对 ＰＣＲ 扩增目的片段。
其中 Ｆ１ 和 Ｒ１，Ｆ２ 和 Ｒ２ 为 Ｐｉｎ１ 转基因特异的引物对；Ｆ３ 和 Ｒ３
引物对扩增小鼠内源基因组 ＤＮＡ。 箭头指向的 ７ 号和 １３ 号小
鼠是 Ｐｉｎ１ 转基因首建鼠。 Ｐ，阳性对照；Ｎ，阴性对照；Ｍ，ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ；Ｂ６，Ｃ５７ ／ Ｂ６ 小鼠的尾部基因组 ＤＮＡ。

图 ３　 转基因小鼠 ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 的基因型 ＰＣＲ鉴定。
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｔａｉｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ
ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ． Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ Ｆ１ ａｎｄ
Ｒ１， Ｆ２ ａｎｄ Ｒ２ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｐｉｎ１ ｇｅｎｅ． Ｆ３ ａｎｄ Ｒ３
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ＰＣＲ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｇｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ． Ｔｈｅ Ｎｏ． ７ ａｎｄ Ｎｏ． １３ ｍｉｃｅ ｐｏｉｎｔｅｄ ｂｙ ａｒｒｏｗｓ ｗｅｒｅ
ｆｏｕｎｄｅｒ ｍｉｃｅ． Ｐ， ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｎ， ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｍ， ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ； Ｂ６，Ｃ５７ ／ Ｂ６ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇ． ３　 ＰＣＲ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

２􀆰 ４　 双转基因 Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ，ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 的构建
我们将 ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 首建鼠分别与上皮特异表达

的 ＦＶＢ ／ Ｎ 背景的 Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ 工具鼠杂合，通过剪取
小鼠尾巴做基因型鉴定，获得 Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ，ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１
的双转基因鼠。 双转基因鼠杂合的原理见图 ４Ａ，基
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因型鉴定的部分结果见图 ４Ｂ。

注：Ａ．双转基因小鼠杂合和基因诱导的原理图。 多西霉素与上皮特
异表达的 ｒｔＴＡ相互结合后作用于 ＴＲＥ 元件，启动 Ｐｉｎ１ 基因的表达。
Ｂ． 双转基因鼠的基因型鉴定结果。 箭头指向的是 Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ，ＴＲＥ⁃
Ｐｉｎ１ 双转基因小鼠。

图 ４　 双转基因鼠的杂合和基因型鉴定
Ｎｏｔｅ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｍａｔｉｎｇ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ． （Ａ） Ｔｈｅ
ｒｔＴＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｏｒ ＴＲＥ ｅｌｅｍｅｎｔ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ Ｐｉｎ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎｌｙ ｉｆ ｂｏｕｎｄ ｔｏ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ． （ Ｂ） Ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｄｏｕｂｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｐｏｉｎｔ ｔｏ ｔｈｅ Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ，ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ ｄｏｕｂ⁃
ｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｍａｔｉｎｇ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

２􀆰 ５　 多西霉素对 Ｐｉｎ１ 蛋白的诱导作用
在小鼠水中加入 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的多西霉素诱导

Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ，ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 的双转基因鼠表达 Ｐｉｎ１。 由于
多西霉素味苦，在饮水中同时添加 ５％的蔗糖以保
证小鼠的正常饮水。 多西霉素在水中不稳定且光敏
感，在饮水瓶外包扎了避光的锡箔纸，并每 ３ ｄ 更换
一次水，以保证水中的多西霉素的活性。
取诱导 ５ 周的小鼠皮肤用 Ｗｅｓｔｅｒｎ检测 Ｐｉｎ１ 的

内源和过表达蛋白。 从结果可以看出，无论用 Ｍｙｃ
的抗体还是用 Ｐｉｎ１ 的抗体都可以检测到外源 Ｐｉｎ１
的表达，其表达量大约为内源 Ｐｉｎ１ 表达量的 ５ 倍以
上，证明我们构建的转基因小鼠非常成功（图 ５Ａ）。
作为对照，单转基因小鼠 Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ 在用同样的多西
霉素的诱导下检测不到 Ｐｉｎ１⁃Ｍｙｃ 外源蛋白的表达
（图 ５Ａ）。
虽然 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 可以看到 Ｐｉｎ１⁃Ｍｙｃ 的过表

达，但是无法看到 Ｐｉｎ１ 是否在皮肤上皮表达。 我们
通过免疫组化技术观察到双转基因鼠经过诱导后在

皮肤上皮中，包括毛囊间上皮细胞和毛囊细胞中大
量过表达 Ｐｉｎ１ 蛋白（图 ５Ｂ）。 单转基因小鼠 Ｋ１４⁃ｒｔ⁃
ＴＡ的 Ｐｉｎ１ 表达模式与野生型小鼠的表达模式类似
（比较图 ５Ｂ和图 １）。

注： Ａ． 小鼠饮用含有 ２ ｍｇ ／ ｍＬ多西霉素水 ５ 周，取小鼠的皮肤组织
分别用 Ｍｙｃ和 Ｐｉｎ１ 的抗体做 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，显示出外源 Ｐｉｎ１⁃Ｍｙｃ 相
较于内源 Ｐｉｎ１ 有了显著的上调。 Ｂ􀆰 同 Ａ，小鼠皮肤用免疫组化的
方法显示双转基因小鼠 Ｐｉｎ１ 在皮肤上皮组织中特异过表达。 两张
图中的曝光参数一致。 单转基因和双转基因小鼠来源于 １１ 周龄同
一窝小鼠。

图 ５　 双转基因鼠 Ｐｉｎ１⁃Ｍｙｃ的诱导表达
Ｎｏｔｅ． （Ａ） Ｔｈｅ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｗａｓ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｗａｔｅｒ ｆｏｒ
Ｐｉｎ１ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｆｏｒ ５ ｗｅｅｋｓ． Ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ Ｐｉｎ１⁃Ｍｙｃ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ⁃
ｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉｃｅ． （Ｂ）
Ａｓ ｉｎ （Ａ）， Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｐｉｎ１ ｉｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｅｘ⁃
ｐｏｓｕｒｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｆｏｒ ｂｏｔｈ ｐｉｃｔｕｒｅｓ． Ｓｉｎｇｌｅ ｏｒ ｄｏｕｂｌｅ ｔｒａｎｓ⁃
ｇｅｎｉｃ １１⁃ｗｅｅｋ ｏｌｄ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｉｔｅｒ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐｉｎ１⁃Ｍｙｃ ｉｎ ｔｈｅ
ｄｏｕｂｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

３　 讨论
基于四环素（Ｔｅｔ⁃ｂａｓｅｄ）诱导的小鼠基因表达

系统 （ Ｔｅｔ⁃ｂａｓｅｄ ） 已经广泛地应用于实验研究
中［１６ － １８］。 此系统利用多西霉素（ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ，四环
素类似物，也称强力霉素）可逆地对目的蛋白表达
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进行自由地开和关，非常方便地在小鼠任何发育阶
段观察小鼠的表型变化；而且对于基因的可控开关
还有效避免了持续表达基因引起的转基因小鼠传代

后的基因沉默［１４］。
Ｐｉｎ１ 的全身敲除小鼠出现早衰和皮肤变薄的

性状，但是由于其他器官的异常通过改变小鼠的营
养状况等也能间接影响皮肤的表型，所以全身敲除
小鼠的表型尚不能直接证明 Ｐｉｎ１ 在皮肤中发挥重
要功能。 为了在皮肤中特异观察 Ｐｉｎ１ 的功能，我们
构建了组织特异的 ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 转基因鼠。 此转基因
小鼠与 Ｋ１４⁃ｒｔＴＡ 工具小鼠杂交后获得了可在皮肤
上皮中特异性地诱导表达的双转基因鼠。 同理，
ＴＲＥ⁃Ｐｉｎ１ 与其他组织特异表达的 ｒｔＴＡ工具鼠杂交，
也可以获得其他组织特异过表达 Ｐｉｎ１ 的双转基因
鼠。 这为研究 Ｐｉｎ１ 在不同组织中的功能奠定了坚
实的基础。
通过在饮水中添加多西霉素的方式，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ和免疫组化的方法显示出 Ｐｉｎ１ 在皮肤组织中
特异地高表达，证明所构建的模型获得成功。 未来
我们将利用这个双转基因鼠模型进一步探讨 Ｐｉｎ１
在皮肤干细胞、皮肤代谢、皮肤损伤修复、毛发生长
以及皮肤癌等的功能。
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