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!型干扰素受体#!"#$%$基因敲除小鼠的繁育及基因型鉴定
陈亚坤"!孙!婧"!蒋亚君"!王昕昉"!刘晓宇"!戴连攀&!卢选成"!李晓燕"

!"4中国疾病预防控制中心)北京!"#&&#?" !&4中科院北京生命科学研究院)北京!"##"#""

摘要%目的!对 !"#$%基因敲除小鼠繁育及鉴定方法进行分析)为多种病毒研究提供理想的动物模型+ 方法!将引

进的纯合 !"#$%基因敲除小鼠)以 " 雄 & 雌的合笼方式进行饲养繁殖)从仔鼠中提取鼠尾基因组 G>E)UA[法扩增

目的基因片段)琼脂糖凝胶电泳进行基因型结果判定+ 结果!!"#$%基因敲除小鼠繁育成功)获得了一批基因敲除

鼠)使用 UA[方法成功鉴定出 !"#$%基因敲除纯合子小鼠+

关键词% <型干扰素受体,基因敲除,小鼠,繁育,基因型鉴定

中图分类号% _@))!!文献标识码% E!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#(J##)BJ#B

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#(4##%

!!干扰素 !<29RKTRK62)<P>"是能够干扰病毒在宿
主细胞内增殖的一种蛋白) "%B’ 年由 <*335*与
F12,R27322 共同发现+ 干扰素分为 <型干扰素和)
型干扰素两大类 . "/ + <型干扰素包括 <P>J"和 <P>J

&))型干扰素也称为 <P>J*. &/ + 干扰素生物效应发
挥的前提是)必须要与细胞表面相应的信号受体结
合 . &J)/ ) 如果干扰素受体缺乏)会导致干扰素无法与
之结合)进而无法发挥干扰素的生物学效应+ 干扰
素受体!<P>["分为 <型干扰素受体!结合 <型干扰
素"和)型干扰素受体!结合)型干扰素")干扰素
受体基因敲除小鼠属于免疫缺陷动物模型)是多种
病毒研究的敏感动物模型)可用于病毒的致病机制
研究以及抗病毒疫苗-药物研发+ 中国疾病预防控
制中心实验动物中心通过引进 <型干扰素受体
!<T23K"基因敲除小鼠)并在负压屏障设施内以 " 雄
& 雌的合笼方式进行了饲养-保种繁育)并对繁育的
仔鼠基因型进行了鉴定)结果获得了稳定的 )"#$%@;@

基因型小鼠+

/K材料与方法

/N/K实验动物
!"#$%基因敲除小鼠纯合子自重庆医科大学引

进)品系名%D?C"&%=&J!"#$%"97"EO9;M7b3/) 遗传背景%

AB’DF;?)基因型%)"#$%@;@+
/N5K仪器和试剂

UA[扩增仪 !杭州博日科技有限公司)型号%
LAJVUJG")化学发光凝胶成像系统!北京科创锐新
生物科技有限公司)型号%a$)?#")核酸水平电泳仪
!北 京 六 一 生 物 科 技 有 限 公 司) 型 号% G\AUJ
)"G>") 台 式 高 速 冷 冻 离 心 机 ! 艾 本 德 中 国)
M121=:12")恒温水浴锅 !上海习仁)型号%HHJ"&")
实验动物饮水机!北京木牛流马精华工程技术有限
公司) M>JFM&## "̂ ,动物饮水专用灭菌器!凌云博
际北京科技有限公司)+型"+

基因组 G>E提取试剂盒 !北京全式金生物技
术有 限 公 司) 货 号% II"#" ") & iI3*+L3q UA[
=Q:RKM1/!北京全式金生物技术有限公司) 货号%
E="""")& aG>EM3K.RK!北京全式金生物技术有
限公司)货号%DM"#" ") D1691Q7 WRSKR, 核酸染料
!"####i" !莱博斯特 !北京"科技有限公司)货号%
("##)"+
/N3K$%#&’基因敲除小鼠的饲养繁育

!"#$%基因敲除小鼠饲养在中国疾病预防控制
中心实验动物中心负压屏障设施内 . (/ ) 在独立通风
笼盒!12,1]1,Q3SS+]R291S39R, 53OR*)<cA"内饲养和繁
殖)饲养温度控制在 &# g&( k)相对湿度 (#fg
’#f)自由饮食进水)昼夜光照节律+ 按照 =UP级动
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物饲养标准进行饲养)垫料-鼠盒均经过 ")" k-
"B 712 高压蒸汽灭菌后使用+ 饲料采用华阜康公
司生产的 =UP级小鼠饲料)小鼠饮水采用超滤净化
水机生产后再高压灭菌处理+ 垫料每周更换 " 次)
每日补充充足饲料及饮水+ 采用 " 雄 & 雌合笼方式
进行繁殖+

对 "( 笼合笼的纯合 !"#$%基因敲除小鼠!Bg"#
个月月龄"的生产情况进行 ( 个月的跟踪)对生产
的仔鼠数量进行统计计算+
/N2K小鼠的基因型鉴定
/N2N/!鼠尾基因组 G>E提取%剪取小鼠尾尖长
#C&g#C) 57的组织)放入容量 "CB 7F离心管中)快
速放入@&# k保存+ 用 G>E提取试剂盒提取小鼠
基因组 G>E后)放于 ( k备用+
/N2N5!UA[扩增反应%鉴定引物序列由上海生工
生物工程技术服务股份有限公司合成) A67762%
AWEWWAWEEWLWWLLEEEEW) ‘1S, 9+:R[R]RK*R%
EAWWELAEEAALAELLAAEA) MQ9329 [R]RK*R%
EELLAWAAEELWEAEEWEAW+ 以上 ) 种引物按照
" r"r"比例混合至 "# %76S;F)进行 UA[反应+ UA[
反应体系!&# %F"%&iUA[M1/"# %F)引物混合物
" %F)模板 G>E& %F)灭菌 ,,H&Y’ %F+ 采用 UA[
扩增仪进行 L6Q58,6-2 循环扩增)反应条件%预变性
%( k &712,变性 %( k &# *)复性 ?B k "B *)复性温
度每个循环下降 #CB k)延伸 ?$ k "# *)循环 "#
次,变性 %( k "B *,复性 ?# k "B *)延伸 ’& k
"# *)循环 &$ 次,最后延伸 ’& k & 712,"# k停留+

最后样品取出)( k保存备用+
/N2N3!琼脂糖凝胶电泳%取 UA[扩增产物 " %F)在
"f琼脂糖凝胶中进行电泳分析)以 "&#]由负极向
正极电泳 )# 712)于化学发光凝胶成像系统中拍照
观察+
/N2N2!基因型结果判定%按条带不同鉴别出各个基
因型小鼠+ 鼠尾基因组 G>E经 UA[扩增后)琼脂
糖凝 胶 电 泳 基 因 型 片 段 为% A67762 和 7Q9329
KR]RK*R引物扩增产物长度为 &B# Z: 左右)为突变型
!aY"小鼠,A67762 和 ‘1S, 9+:RKR]RK*R引物扩增
产物长度为 "BB Z: 左右)为野生型 !‘L" 小鼠,
&B# Z:和 "BB Z: 两条电泳条带均存在的为杂合
!HIL"小鼠+
/NUK统计方法

统计数据用!%/m*"表示)样本平均数和理论值
每胎 $g"B 只 . B/最小值间比较)用单样本 ’检验统
计学方法分析+ 所有数据用 R/5RS进行统计录入)用
=U== &&C# 统计软件进行分析)以 -e#C#B 为差异具
有统计学意义+

5K结果

5N/K小鼠外形特征
AB’DF;?!hD?"遗传背景的 !"#$%基因敲除小

鼠成年鼠的被毛为黑色)与野生型 D? 小鼠相同+
!#"$%基因敲除小鼠交配后产生的子代新生幼鼠) 两
眼紧闭)四肢蜷缩)皮肤无毛)呈肉红色)与野生型幼
鼠外观形态上无明显差异+

图 /K基因敲除小鼠的成年鼠和仔鼠外形特征
注%E4成年小鼠!D4" 日龄仔鼠

M#)R/K<PP-%G%&S-(O%H+:F%&H&-(&%F%:Q&(SQ(+F9#S-
>69R%E43,QS976Q*R!D42R62393S715R
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5N5K小鼠的繁育情况
!"#$%基因敲除母鼠妊娠期为 &# , 左右)哺乳期

为 &" , 左右)小鼠的性成熟期为 (Bg?# ,)以上小鼠
生理特性和野生型无明显差异+ 但在产仔数量上)
大多在每胎 "# 只以下)较野生型每胎 $ g"B 只低+
对 "( 笼 Bg"# 个月月龄小鼠的生产情况进行 ( 个
月的跟踪)对生产的仔鼠数量进行统计计算+ 在 (
个月期间 "( 笼小鼠共计生产 (" 胎) 产仔数量总数
为 &&B 只)平均每胎为!BC?m&C’"只)和野生型理论

值每胎 $g"B 只相比较)差异极显著!-﹤ #C#"")具
有统计学意义+
5N3K小鼠基因型鉴定结果

部分小鼠鼠尾基因组 G>E扩增产物鉴定结果
如下图%>为阴性水对照)未见条带+ " 号样品条带
在 "BB Z: 位置左右)为野生型)& g$ 号样品条带在
&B# Z: 位置左右)为 <型干扰素受体!)"#$%"基因敲
除小鼠+

图 5K部分小鼠 [E?基因型鉴定结果
注%M%M3K.RK!& .Z G>E73K.RK""%野生型样品!&g$%不同样品 >%阴性对照

M#)R5K?-L+:FL(O)-&(F$P-#H-&F#O#S%F#(&(OL(9-9#S-J$ [E?
>69R% M%M3K.RK!& .Z G>E73K.RK""%-1S, 9+:R!&g$% G1TTRKR29*37:SR*!>% >RO391]R5629K6S

3K讨论

在敲除小鼠的饲养过程中)其外观形态-性成熟
时间-妊娠时间)哺乳时间等)与野生型小鼠相比未
见明显差异+ 但在产仔数量上)敲除小鼠 ! BC? m
&C’"只明显较野生型每胎产仔数量少)和理论值每
胎 $g"B 个存在极显著差异+ 当然)不排除饲养条
件)环境因素等对小鼠的生殖能力造成影响)但经观
察)同等条件下本中心其他小鼠具有和理论值相当
的生殖能力+ 并且本研究中产仔数量的差异与王晓
东等 . ?/的实验结果相一致)他们对三种品系的基因
敲除小鼠产仔数量进行研究)结果表明)三种基因敲
除小鼠平均每胎产仔数量与其背景小鼠相比均低)
其中 <<型干扰素受体基因敲除小鼠平均每胎产仔
数为!BC&Bm#C$&"只+ 因此综合以上结果推测)某
些基因的敲除可能会影响敲除小鼠的繁殖能力+ 本
研究中 !"#$%敲除小鼠产仔能力较低)可能是由于 <
型干扰素受体基因的敲除影响了某些基因的调控表
达)使敲除小鼠的某些功能丧失)造成生殖功能障

碍+ 但这种差异是否确实与基因敲除有关)还需要
进一步研究+

基因敲除小鼠繁育保种的一个重要环节就是基
因型鉴定)方法主要包括 UA[法和传统的 =6Q98RK2
Z6S9法 . ’/ + 本研究采用试剂盒提取鼠尾组织基因组
G>E)参照 3̂5.*62 F3Z6K396K+提供的引物序列)通过
普通 UA[扩增)凝胶电泳成功鉴定出 !"#$%敲除鼠
的基因型)与 *6Q98RK2 Z6S9鉴定法相比较)整个过程
耗时较短-费用较低)该方法可以作为 !"#$%基因敲
除小鼠基因型检测的一种快速可靠方法+

"%%( 年 MxSSRK等首次成功制成 !"#$%敲除小
鼠 . $/ )属于基因修饰的免疫缺陷小鼠模型+ 小鼠由
于性格温顺易饲养)便于操作)繁殖能力强)且对病
毒易感等特性)广泛应用于各种病毒致病机理以及
疫苗和药物评价的研究+ 但是免疫功能健全的小鼠
对有些病毒耐受)不能建立病毒感染模型或模型不
利于后续病毒各项研究)免疫缺陷小鼠模型的建立
就显得尤为重要+ 例如)用寨卡病毒感染免疫功能
健全的 AB’D;?)DEFD;A)AG" 小鼠)组织中未检测
到病毒 [>E)小鼠也未出现疾病症状 . %J""/ + 但

2’)2
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F3dR3K等 . "&/用寨卡病毒接种 !"#$%敲除小鼠)小鼠
则高度易感)呈现后肢无力-瘫痪等典型的神经症
状+ 因此))"#$%@;@免疫缺陷小鼠模型的建立和应用
对某些特定病毒的研究至关重要+

目前)!"#$%敲除小鼠在人肠道病毒 ’" 型
!I29RK6]1KQ*’")Ic’"" . ")J"(/ -登革热病毒 !GR2OQR
]1KQ*)GI>c" . "B/和寨卡病毒 !X1.3]1KQ*)X<ac" . "?/

等的研究中都有应用+ 近年来)随着 d1.3病毒研究
成为热点问题)对于干扰素受体敲除小鼠的应用也
随之日益增加+ 但这些前期的研究中应用的干扰素
受体敲除小鼠多为 "&% 背景)如 <型干扰素受体基
因敲除的 E"&%)<<型干扰素受体基因敲除小鼠的
W"&%)以及以上两种鼠杂交得到的 EW"&%+ 基因敲
除小鼠常见于 "&% 小鼠是因为其I= 做打靶时)中靶
效率高)囊胚注射后成功率也高+ 最初 X1.3病毒研
究中)小鼠模型也多为 "&% 背景)但近来 D? 背景的
!"#$%敲除小鼠模型也多有建立 . "&)"’/ + 因为 D? 小鼠
遗传背景和生理生化指标更清楚)当只有 "&% 背景
品系小鼠时)可把 "&% 小鼠和 D? 小鼠回交)获得 D?
类似背景的小鼠)再进行试验+ 本实验中小鼠为
"&% 小鼠和 D? 小鼠回交后得到的 D? 背景 !"#$%敲
除小鼠+

为满足科学试验研究的需要)本中心引进 D?
背景的 )"#$%基因敲除小鼠)在负压屏障动物房饲
养)通过一段时间的繁殖-鉴定)已获得一定数量的
)"#$%基因敲除小鼠)这为多种病毒的深入研究提供
了一定的前期实验动物基础)并且相较于 "&% 品系
的小鼠模型)遗传背景更清晰)生理生化指标更清
楚)有助于得到重复性更好的实验结果+
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