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　 　 【摘要】 　 目的　 探究 Ｃｌｃｎ３ 敲除对幼龄小鼠实质器官发育的影响ꎬ为 Ｃｌｃｎ３ 基因敲除动物应用提供理论参

考ꎮ 方法　 ＰＣＲ 鉴定 ＦＶＢ 小鼠基因型:野生型(Ｃｌｃｎ３＋ / ＋)、杂合子(Ｃｌｃｎ３＋ / －)及纯合子(Ｃｌｃｎ３－ / －)ꎻ小鼠 ３ 周龄时ꎬ采
集心、肝、脾、肺、肾和脑等主要实质器官并拍照ꎬ利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量其投影面积ꎻ中性福尔马林溶液固定各实质

器官ꎬ石蜡切片进行 ＨＥ 染色ꎬ全切片利用全自动数字病理扫描分析系统扫描后观察器官细微结构ꎮ 结果 　 与

Ｃｌｃｎ３＋ / ＋和 Ｃｌｃｎ３＋ / －小鼠相比ꎬＣｌｃｎ３－ / －小鼠体重显著降低(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻＣｌｃｎ３ 缺失会显著降低小鼠心、肝、脾、肺及肾

的体积(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ但不会影响小鼠脑的大小(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎻＨＥ 染色显示ꎬＣｌｃｎ３－ / －小鼠各实质器官组织结构未见异

常ꎬ实质细胞体积相对较小ꎮ 结论　 Ｃｌｃｎ３ 敲除导致幼龄小鼠的实质器官减小ꎬ未对幼龄小鼠实质器官产生明显病

理损伤ꎮ
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ｓｍａｌｌ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ Ｃｌｃｎ３ ｃｏｕｌｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｓｉｚｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ ｏｒｇａｎｓ ｉｎ ｙｏｕｎｇ ｍｉｃｅꎬ ｂｕｔ ｄｉｄ ｎｏｔ
ｃａｕｓｅ ａｎｙ ｏｂｖｉｏｕｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅｓｅ ｏｒｇａｎｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｉｃｅꎻ Ｃｌｃｎ３ ｋｎｏｃｋｏｕｔꎻ ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ ｏｒｇａｎｓꎻ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 电压门控氯离子通道 ３( ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｖｏｌｔａｇｅ￣ｇａｔｅｄ
ｃｈａｎｎｅｌ ３ꎬＣｌｃｎ３)在哺乳动物组织中广泛表达ꎬ主要

分布于细胞膜、胞浆ꎬ细胞核内少量分布ꎻ小鼠体内

共有 ４ 种不同的 Ｃｌｃｎ３ 亚型ꎬ分别为 Ｃｌｃｎ３ａꎬＣｌｃｎ３ｂꎬ
Ｃｌｃｎ３ｃꎬＣｌｃｎ３ｅꎬ其主要区别是不同亚型的 Ｃｌｃｎ３ 蛋

白 Ｎ 端和 Ｃ 端氨基酸序列不同[１]ꎮ 容积调控性阴

离子通道(ｖｏｌｕｍｅ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌꎬＶＲＡＣ)是
一类具有种属、组织细胞差异性的功能蛋白复合

体ꎮ Ｃｌｃｎ３ 被认为是一种潜在 ＶＲＡＣ 候选蛋白ꎬ其
胞膜组份对保持特定组织细胞体积平衡至关重

要[２－４]ꎻ多数 Ｃｌｃｎ３ 分布于胞浆内ꎬ位于溶酶体膜上

的 Ｃｌｃｎ３ 作为 ２Ｃｌ－ / Ｈ＋交换体ꎬ降低溶酶体内 ｐＨ 值

使其酸化ꎬ从而维持溶酶体系统的正常生物学功

能[５]ꎻ胞核内 Ｃｌｃｎ３ 功能研究少见报道ꎮ 亚细胞分

布的 Ｃｌｃｎ３ 通过复杂的分子机制ꎬ参与细胞增殖、迁
移、凋亡、分化、药物转运等生物学过程[６－１３]ꎬ在肿

瘤[１４]、免疫[１５]、炎症[１６]、神经[１７]、生殖[１８]、 心血

管[１９]等相关疾病的发生发展中具有重要作用ꎬ其可

作为相关疾病诊断和治疗的潜在靶点ꎮ
基因编辑动物是研究基因与人类疾病发生关

系的有效动物模型ꎬ通过构建 Ｃｌｃｎ３ 基因敲除动物ꎬ
有助于揭示其参与相关疾病发生发展的分子机制ꎮ
本研究旨在收集 Ｃｌｃｎ３＋ / ＋、Ｃｌｃｎ３＋ / －及 Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠的

心、肝、脾、肾、肺和脑等主要实质器官组织ꎬ观察

Ｃｌｃｎ３ 缺失对主要实质器官大体和组织结构的影

响ꎬ为以 Ｃｌｃｎ３ 敲除小鼠为模型动物的科学实验提

供一定的理论参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

Ｃｌｃｎ３ 基因敲除 ＦＶＢ ＳＰＦ 级小鼠由中国苏州赛

业生物公司【ＳＣＸＫ(苏) ２０１８－０００３】通过 ＣＲＩＳＰＲ￣
ｃａｓ９ 技术生产ꎮ 简要步骤如下:靶向小鼠 Ｃｌｃｎ３ 的

ｓｇＲＮＡ 和 ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 共同注射到雌性小鼠的受精

卵中ꎬ 经 胚 胎 移 植 生 产 Ｃｌｃｎ３－ / － 小 鼠 ( ｇＲＮＡ１:
ＧＡＴＴＴＡＴＴＴＡＡＣＣＣＴＡＡＴＧＡＡＧＧ 和 ｇＲＮＡ２:
ＡＡＴＧＧＧＣＴＧＴＡＴＴＧＴＣＣＴＣＣＴＧＧ )ꎻ 将 Ｃｌｃｎ３－ / － 与

Ｃｌｃｎ３＋ / ＋小鼠交配ꎬ繁殖杂合子小鼠ꎻ后代 Ｃｌｃｎ３－ / －小

鼠由杂合子 Ｃｌｃｎ３＋ / －小鼠自交繁殖ꎮ Ｃｌｃｎ３＋ / －小鼠饲

养(深圳大学第一附属医院邓志钦馈赠)在西安交

通大学动物实验中心的 ＳＰＦ 级动物房【ＳＹＸＫ(陕)
２０１８－００１】ꎮ 本实验使用 １５ 只 ＳＰＦ 级 ＦＶＢ 小鼠ꎬ
３ 周龄ꎬ体重约为 ６ ~ １２ ｇꎬ其中野生型、杂合子和

纯合子小鼠各 ５ 只ꎮ 饲养环境:屏障环境、独立换

气ꎻ昼夜光照各半ꎬ湿度恒定ꎻ自由采食和饮水ꎮ 所

有动物实验操作符合西安交通大学伦理委员会要

求(２０２１－１４９９)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

引物合成(擎科生物ꎬ中国)ꎬ蛋白酶 Ｋ(天根生

物ꎬＲＴ４０３ꎬ中国)ꎬ２Ｘ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(苏州近岸蛋白

质 科 技ꎬ Ｅ００５￣０１Ｂꎬ 中 国 )ꎬ ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ ( Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒꎬ８５１１１ꎬ美国)ꎬ１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ(天根生物ꎬ
ＭＤ１０９ꎬ中国)ꎬＴｒｉｓ(博奥拓达ꎬＴ６０６１ꎬ中国)ꎬ琼脂

糖(天根生物ꎬＲＴ１０１ꎬ中国)ꎮ 干式恒温器(合众生

物ꎬ ＧＨ￣１００ꎬ 中 国 )ꎬ 凝 胶 电 泳 仪 ( ＢＩＯ￣ＲＡＤꎬ
１７０４４６９ꎬ美国)ꎬ凝胶成像系统(Ｂｉｏ￣ＲａｄꎬＣｈｅｍｉＤｏｃ
ＭＰꎬ美国)ꎬ轮转式石蜡切片机(瑞沃德ꎬＳ７００Ａꎬ中
国)ꎬ全自动数字病理扫描分析系统(江丰生物ꎬＫＦ￣
ＰＲＯ￣００２ꎬ中国)ꎬＰＣＲ 仪(ＢＩＯ￣ＲＡＤꎬＴ１００ꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠基因型鉴定

(１)小鼠基因组 ＤＮＡ 提取:小鼠出生后 ２ ~ ３
周ꎬ剪取鼠尾 ２ ~ ３ ｍｍ 放入 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中ꎬ加入

１００ μＬ 裂 解 液 ( １􀆰 ３７ ｇ ＫＣｌꎬ １􀆰 ２ ｇ Ｔｒｉｓꎬ １ ｍＬ
ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ꎬ溶于 １ Ｌ 纯水中ꎬ加入浓盐酸调节 ｐＨ
＝ ９􀆰 ０)和 ４ μＬ 的蛋白酶 Ｋꎬ５６℃过夜裂解ꎮ 裂解完

成后ꎬ９８℃ 金属浴加热 １５ ｍｉｎ 终止裂解ꎮ １０ ０００
ｒｐｍ 离心 １５ ｍｉｎꎬ 取上清ꎬ 即可得到小鼠基因

组 ＤＮＡꎮ
(２)小鼠基因型鉴定:小鼠基因型均通过 ＰＣＲ

进行鉴定ꎮ ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬꎬ其中 ２ × Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬꎬ上下游引物各 １ μＬ(１０ μｍｏｌ /
Ｌ)ꎬ基因组 ＤＮＡ ３ μＬꎬ纯水 ７􀆰 ５ μＬꎮ ＰＣＲ 鉴定小鼠

基因型共需要 ３ 条引物ꎬ引物的序列信息如表 １ 所

示ꎮ ＰＣＲ 反应条件为:预变性 ９４℃ １ ｍｉｎ ３０ ｓꎻ变性

９４℃ ２０ ｓꎬ退火 ６５℃ ３０ ｓꎬ延伸 ７２℃ １ ｍｉｎꎬ循环 ３０
次ꎻ７２℃ ５ ｍｉｎꎻ４℃保存ꎮ 取 １０ μＬ ＰＣＲ 产物加入

７２３
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到 ２％琼脂糖凝胶中ꎬ１００ Ｖ 电泳 ４０ ｍｉｎ 后在凝胶成

像系统中拍照ꎬ分析小鼠的基因型ꎮ Ｆ１、Ｒ１ 用来扩

增突变的 Ｃｌｃｎ３ 基因ꎬ产物大小为 ６５４ ｂｐꎻＦ２、Ｒ１ 用

来扩增正常的 Ｃｌｃｎ３ 基因ꎬ产物大小为 ７６９ ｂｐꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠样品采集

小鼠出生后ꎬ母鼠喂养至 ３ 周龄ꎬ脱颈处死ꎬ剪
开小鼠的胸腔和腹腔ꎬ采集小鼠的心、肝、脾、肾、肺
和脑组织ꎮ 采集的小鼠组织器官用 ＰＢＳ 冲洗干净

后ꎬ摆放在具有标尺的手术布上拍照ꎬ利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件测量小鼠各器官的面积ꎮ 拍照完毕后ꎬ将小鼠

器官放入 １０％福尔马林溶液中常温保存ꎬ用于制作

石蜡切片ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 石蜡切片制作及 ＨＥ 染色

小鼠组织器官浸入 １０％中性福尔马林溶液(１０
倍体积)固定 ２４ ｈ 后ꎬ利用不同浓度梯度的乙醇溶

液进行脱水处理ꎬ步骤为:７０％、８０％和 ９０％的乙醇

溶液分别脱水 ２ ｈꎻ９５％和 １００％的乙醇溶液分别浸

泡脱水 １ ｈꎮ 接着ꎬ将小鼠器官放入 １００％二甲苯溶

液内透明 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ浸蜡包埋:将透明好的小鼠器

官放入石蜡二甲苯混合液中(１ ∶ １)３０ ｍｉｎꎬ然后浸

入石蜡Ⅰ和Ⅱ中各 ２ ｈꎮ 包埋好的小鼠组织利用切

片机切片ꎬ切片厚度为 ４ μｍꎮ 石蜡切片脱蜡后ꎬ利
用苏木素伊红染液行 ＨＥ 染色ꎮ 树胶封片后ꎬ利用

病理数字切片系统扫描 ＨＥ 切片ꎬＫＩＢＩＯ. ＳｌｉｄｅＶｉｅｗｅｒ
软件观察不同基因型小鼠主要实质器官细微结构ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

数据以平均值 ± 标准误差(􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ)展示ꎮ 采用

Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ １２􀆰 ５ 中的单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)比较

组间差异ꎬ差异显著时采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ￣Ｎｅｗｍａｎ￣Ｋｅｕｌｓ
检验进行事后多重比较ꎬ显著性水平置于 ０􀆰 ０５ꎮ

表 １　 小鼠基因型鉴定所使用的引物序列

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ
引物序列(５’－３’)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’－３’)
靶基因

Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅ
产物长度(ｂｐ)

Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ(ｂｐ)
Ｆ１:ＴＣＴＧＡＴＧＧＧＧＡＣＴＡＡＧＴＡＴＧＣＡＧ
Ｒ１:ＴＣＣＣＡＧＡＧＡＣＡＡＴＧＡＧＧＣＴＡＡＧＧ

突变 Ｃｌｃｎ３
Ｍｕｔａｔｅｄ Ｃｌｃｎ３ ６５４

Ｆ２:ＴＴＡＧＴＧＣＴＧＧＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣ
Ｒ１:ＴＣＣＣＡＧＡＧＡＣＡＡＴＧＡＧＧＣＴＡＡＧＧ

正常 Ｃｌｃｎ３
ＷＴ Ｃｌｃｎ３ ７６９

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠基因型鉴定

三引物 ＰＣＲ 法鉴定野生型(Ｃｌｃｎ３＋ / ＋)、杂合子

(Ｃｌｃｎ３＋ / －)及纯合子(Ｃｌｃｎ３－ / －)ＦＶＢ 小鼠ꎻＦ１、Ｒ１ 引

物靶向扩增经 ＣＲＩＳＰＲ￣ＣＡＳ９ 编辑过的 Ｃｌｃｎ３ 基因ꎬ
产物大小为 ６５４ ｂｐꎬＦ２、Ｒ１ 引物靶向扩增正常的

Ｃｌｃｎ３ 基因ꎬ产物大小为 ７６９ ｂｐ(表 １)ꎮ 如图 １ 所

示ꎬ利用 Ｆ１、Ｒ１ 和 Ｆ２ 扩增鼠尾 ＤＮＡꎬ１ 和 ３ 号小鼠

只出现 ６５４ ｂｐ 的条带ꎬ为纯合子小鼠ꎻ１２ 和 １３ 号小

鼠经 ３ 条引物扩增后只出现了 ７６９ ｂｐ 的条带ꎬ为野

生型小鼠ꎻ其他小鼠经 ３ 条引物扩增后同时出现了

６５４ ｂｐ 和 ７６９ ｂｐ 的条带ꎬ为杂合子小鼠ꎮ
２􀆰 ２　 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠体重的影响

如图 ２Ａ 所示ꎬＣｌｃｎ３－ / －小鼠头、体、尾、毛发、四
肢、耳、鼻、口、眼等器官未见明显畸形ꎮ Ｃｌｃｎ３ 敲除

小鼠生长明显缓慢ꎬ３ 周龄的 Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠体型明显

小于 Ｃｌｃｎ３＋ / ＋和 Ｃｌｃｎ３＋ / －小鼠ꎮ Ｃｌｃｎ３＋ / ＋与 Ｃｌｃｎ３＋ / －小

鼠的体重差异不显著(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ但均显著高于

Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠的体重(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ野生型、杂合子、纯
合子小鼠 ３ 周龄时的平均体重分别为 １０􀆰 ４、１０􀆰 ２ 和

注:Ａ:Ｆ１ 和 Ｒ１ 扩增产物(６５４ ｂｐ)ꎻＢ:Ｆ２ 和 Ｒ１ 扩增产物(７６９ ｂｐ).

图 １　 部分小鼠的基因型鉴定结果

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ Ｆ１ ａｎｄ Ｒ１(６５４ ｂｐ).
Ｂ. Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ Ｆ２ ａｎｄ Ｒ１(７６９ ｂｐ).

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

５􀆰 ９ ｇ(图 ２Ｂ)ꎮ
２􀆰 ３　 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠实质器官面积的影响

为进一步剖析 Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠生长缓慢和体型矮

小之因ꎬ我们观察了小鼠主要实质器官的发育状

况ꎮ ３ 周龄小鼠处死后ꎬ采集心、肝、脾、肺、肾、脑等

组织并拍照ꎬ利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量其面积ꎮ 如图 ３
所示ꎬＣｌｃｎ３＋ / ＋和 Ｃｌｃｎ３＋ / － 小鼠的心脏、肝、脾、肺、肾

８２３
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注:Ａ:不同基因型小鼠 ３ 周龄时的外形体征ꎻＢ:不同基因型小鼠 ３ 周龄时的体重ꎻ与 Ｃｌｃｎ３＋ / ＋或 Ｃｌｃｎ３＋ / －小鼠相比ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎮ (下图同)

图 ２　 不同基因型小鼠 ３ 周龄时的外形体征及体重

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｍｉｃｅ ａｔ ３ ｗｅｅｋｓ. Ｂ. Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｍｉｃｅ ａｔ ３ ｗｅｅｋｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｌｃｎ３＋ / ＋ ｏｒ

Ｃｌｃｎ３＋ / － ｍｉｃｅꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０５. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｍｉｃｅ ａｔ ３ ｗｅｅｋｓ

等器官的投影面积差异不显著(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ但均显

著大于 Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ脾变化最为明显ꎬ
野生型和杂合子小鼠的脾平均面积为 ５３􀆰 ６ ｍｍ２ 和

５０􀆰 １ ｍｍ２ꎬ而 Ｃｌｃｎ３ 敲除的纯合子小鼠的脾面积只

有 ２５􀆰 ５ ｍｍ２ꎬ减少了将近 ５０％ꎮ 此外ꎬ不同基因型

小鼠脑组织的面积没有显著差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ 以上

数据提示 Ｃｌｃｎ３ 敲除会导致幼龄小鼠主要实质器官

减小ꎮ
２􀆰 ４　 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠实质器官微观结构的影响

Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠生长缓慢ꎬ体型矮小ꎬ主要实质器

官体积明显减小ꎮ ＨＥ 染色小鼠心、肝、脾、肺、肾、
脑组织切片ꎬ观察 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠主要实质器官

组织结构的影响ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ不同基因型小鼠心

脏的心肌纤维呈柱状ꎬ卵圆形细胞核位于心肌细胞

中央ꎬ没有发生明显变化ꎻ与 Ｃｌｃｎ３＋ / ＋ 和 Ｃｌｃｎ３＋ / － 小

鼠相比ꎬＣｌｃｎ３－ / －小鼠单位面积上的心肌细胞数量明

显增多提示 Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠心肌细胞的体积变小ꎮ 小

鼠肝的 ＨＥ 染色切片显示:不同基因型小鼠的肝结

构未发生明显改变ꎬ肝小叶结构正常ꎬ肝细胞核大

而圆ꎮ 敲除 Ｃｌｃｎ３ 导致小鼠脾红髓和白髓的面积相

对变小ꎬ脾结构组成未见明显变化ꎮ 小鼠肺组织切

片 ＨＥ 染色显示:与 Ｃｌｃｎ３＋ / ＋、 Ｃｌｃｎ３＋ / － 小鼠相比ꎬ
Ｃｌｃｎ３－ / － 小鼠的肺泡壁明显变薄ꎬ细胞数量减少ꎮ
Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠肾基本结构健全ꎬ肾小球血管球发育不

全ꎬ即细胞聚集、毛细血管袢不明显ꎮ 不同基因型

小鼠的脑组织结构未见明显改变ꎮ

３　 讨论

Ｃｌｃｎ３ 广泛表达于哺乳动物的各种组织细胞

中ꎬ在细胞增殖、迁移、凋亡、分化、生殖、脑发育以

及心血管疾病中等方面具有重要的作用[１１ꎬ１８－２２]ꎮ
Ｃｌｃｎ３ 基因编辑动物是探讨其功能、参与相关疾病

发生发展机制的理性动物模型ꎮ 黄雪莲等[２３] 利用

Ｃｌｃｎ３ 敲除小鼠研究匹伐他汀药物降脂作用的机

制ꎮ Ｘｉｏｎｇ 等[２４]利用基因编辑技术生产的小鼠在心

肌细胞中特异性高表达 Ｃｌｃｎ３ꎬ为研究 Ｃｌｃｎ３ 在心脏

中的作用提供了理想的动物模型ꎮ 利用基因编辑

模式动物探讨 Ｃｌｃｎ３ 基因的功能虽已被广泛报道ꎬ
但 Ｃｌｃｎ３ 基因敲除对小鼠实质器官的影响还未被系

统阐述ꎬ尤其是幼龄小鼠ꎮ 本实验采集了野生型、
杂合子以及 Ｃｌｃｎ３ 敲除的纯合子小鼠的心脏、肝、
脾、肺、肾和脑组织ꎬ系统分析 Ｃｌｃｎ３ 基因敲除对幼

龄小鼠实质器官大小和组织结构的影响ꎮ
本实验未使用成年小鼠ꎬ均使用 ３ 周龄的幼龄

小鼠ꎬ可排除因分笼、饮食等外界因素干扰ꎬ进而更

准确反映 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠实质器官发育的影响ꎮ
本实验发现 Ｃｌｃｎ３ 敲除的纯合子小鼠在 ３ 周龄时的

体重显著低于野生型和杂合子的体重ꎬ这与潘萌

等[１]所描述的一致ꎮ 测量不同基因型小鼠实质器

官的面积后发现ꎬＣｌｃｎ３－ / －小鼠心、肝、脾、肺、肾的面

积显著小于野生型和杂合子小鼠ꎬ提示 Ｃｌｃｎ３－ / － 小

鼠主要实质器官发育迟缓、体积小是小鼠体重明显

降低的主要原因之一ꎮ 不同基因型 ３ 周龄小鼠脑面

积无显著差异ꎬ推测:脑作为动物最重要的器官ꎬ在
动物器官未发育完全之前ꎬ机体会优先供应脑发育

之需ꎮ 总之ꎬ本研究发现 Ｃｌｃｎ３ 基因敲除小鼠的实

质器官显著减小ꎮ

９２３
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图 ３　 不同基因型小鼠 ３ 周龄时的实质器官面积

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ ｏｒｇａｎｓ ａｒｅａ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｍｉｃｅ ａｔ ３ ｗｅｅｋｓ

利用器官组织切片 ＨＥ 染色ꎬ我们进一步观察

了 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠主要实质器官组织结构的影

响ꎮ ＨＥ 染色结果提示 Ｃｌｃｎ３ 基因敲除未影响小鼠

心脏的结构ꎬ可导致心肌细胞变小ꎻＣｌｃｎ３ 敲除未

影响小鼠脾和肾的结构组成ꎬ但明显减小了小鼠

脾红髓和白髓的体积以及肾毛细血管球的体积ꎻ
Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠肺泡壁明显变薄ꎬ细胞数量减少ꎻ
Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠肝和脑组织结构未见明显改变ꎬ而

０３３
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图 ４　 不同基因型小鼠实质器官的 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ ｏｒｇａｎｓ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｅ

Ｓｔｏｂｒａｗａ 等[２２]发现干扰 Ｃｌｃｎ３ 表达会导致小鼠的

海马区在 ７ 月龄时消失ꎬ而本实验的脑组织 ＨＥ 切

片显示 ３ 周龄小鼠的脑组织结构并没有产生明显

改变ꎬ这提示我们 Ｃｌｃｎ３ 敲除导致小鼠海马区丢失

可能是一个渐进的过程ꎮ 综上所述ꎬ敲除 Ｃｌｃｎ３ 不

会造成小鼠实质器官结构组成改变ꎬ但会导致小

鼠实质器官的结构或细胞体积减小ꎬ这是导致

Ｃｌｃｎ３ 敲除小鼠实质器官面积和体重显著降低的

主要原因之一ꎮ Ｃｌｃｎ３ 通过何种机制影响细胞生

长、延缓器官发育ꎬ有待运用高通量测序、翻译后

修饰、基因组、蛋白组学等多种技术手段更加深入

地探讨研究ꎮ
基因修饰动物在生物医学领域的应用十分广

泛ꎬ例如发病机制探究ꎬ药物筛选等[２５]ꎮ 本实验探

究了 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠实质器官的影响ꎬ发现敲除

Ｃｌｃｎ３ 会导致幼龄小鼠的实质器官减小ꎬ但未对幼

龄小鼠实质器官产生明显的病理损伤ꎬ可以为相关

实验研究提供理论参考ꎮ

４　 结论

Ｃｌｃｎ３ 基因敲除会降低幼龄小鼠体重和实质器

官的大小ꎬ但未对幼龄小鼠实质器官产生明显的病

理损伤ꎮ
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