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摘要: 主要通过建立 P ygo 2 转基因小鼠的模型对其表型进行初步分析.首先构建 K14- 2 @ flag- P ygo 的转基因构件,经酶

切、纯化后构建 P yg o2 转基因小鼠.出生后的仔鼠用 PCR 和W ester n 方法检测基因型, 并通过进一步的免疫组化验证

Pyg o2 基因的表达. PCR检测获得 7 只转基因阳性鼠, 6只W ester n 检测为阳性.对转基因小鼠子代的胚胎和成体进行免

疫组化证明, P yg o2 基因在皮肤和乳腺组织中有过量表达. 转基因小鼠的皮肤、乳腺以及鼠尾椎骨等组织出现了异常的

表型.乳腺中有肿瘤组织的形成, 且 P yg o2 在肿瘤中有大量表达.该模型的成功建立为进一步研究 Py go2 的功能奠定了

基础.
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  Pyg opus( Pyg o)基因是 Wnt 信号经典通路的一

个重要成分, 2002 年, 在研究果蝇的发育机制时被发

现[ 1] . Py go 是一个核蛋白, C 端为含有锌指结构的

PH D 结构域, 可以与 Bcl9/ Legless 相连, 进而与

Arm/ B-catenin相连, 参与Wnt 信号经典通路对下游

基因的调控. N 端为 N H D结构域,目前认为主要是具

有转录激活功能.根据 C 端序列的不同, 小鼠基因中

的 Py go 基因分别被命名为 m Pyg o1和 mPyg o2
[ 2-4]

.

在小鼠成体中, Py go1主要在小鼠心脏中表达,而

Pyg o2基因则在心、肝、脑、肺、肾、肠、皮肤等组织中均

有表达,对小鼠胚胎发育的研究也表明, Pyg o2的表达

范围大于 Pygo 1的表达.目前认为 Pyg o2对于小鼠的

发育具有更重要的作用. Pyg o2基因敲除的小鼠,在胚

胎发育过程中会产生多种缺陷表型,并发生死亡, 无法

通过敲除来详细研究该基因的功能
[ 5-6]

. 由于 Py go2

参与的信号通路Wnt 信号经典通路是发育过程中重

要的信号调控通路, 建立 Pyg o2 过表达的转基因小鼠

模型对研究该基因的功能具有重要意义.

本研究建立了在 K14 启动子下特异性表达外源

Pyg o2基因的小鼠模型,并对其表型进行了初步分析,

为研究 Pyg o2的功能提供了很好的实验平台.

1  材料与方法

1. 1  Pygo2基因克隆及转基因载体构建制备
以购买的 IM AGE CLONE 为模板, SP1: 5c-CCC

AAGCT T GCCGCCTCGGCG-3c 和 SP2: 5c-CCG

GAAT T CT CACCCAT CGT TAGCAGCC-3c 为引 物
(下划线分别示引入的酶切位点 H ind III 和 EcoR

Ñ ) , 利用高保真 DNA 聚合酶进行 PCR扩增, PCR产

物纯化后连接到 pM D18-T 载体上, 将连接产物转化

感受态 E. col i DH 5A后进行质粒扩增并测序.

测序结果正确的质粒, 用 H ind Ó 和 EcoR Ñ酶

切,回收目的片段,并连接到 pCDNA3. 1-2Xflag 载体

中,转化后质粒扩增, 筛选并测序鉴定, 得到含有 2 @

flag-Py go2的 pCDNA3. 1的质粒(图 1上图) .

用 XhoÑ和 EcoR Ñ酶切后再用 klenow 补平, 回

收的目的片段与用 BamH I 酶切并补平的 K14载体

连接(图 1下图) .经转化、筛选、测序鉴定阳性克隆.在

MCF10A 细胞中进行表达验证.

所得到的阳性克隆, 用 EcoR Ñ和 Sp hÑ酶切, 1%

琼脂糖凝胶电泳,纯化回收目的片段.

1. 2  转基因小鼠的建立
得到的含有 K14启动子和 2 @ f lag-Pygo 2片段的

DNA溶液, 送至南京模式动物研究所, 构建转基因小

鼠.

1. 3  转基因小鼠 PCR的检测

剪取出生后 3周的小鼠尾尖 0. 5~ 1 cm, 提取鼠

尾中的DNA. 引物序列为: K14-1: 5c-CACGAT ACA-

CCT GA CT AGCT GGGT G-3c, K14-2: 5c-CATCACC-

CA CAGGCTAGCGCCAACT-3c,扩增片段长513 bp,



  图 1 中间载体 pCDN A 3. 1- 2Xflag- mPy go 2(上图)和 K 14- 2X flag- mPy go2(下图)的物理图谱

  Fig . 1  Restrict ion maps o f pCDN A 3. 1- 2Xflag- mPy go 2 and K 14- 2X flag- mPy go2

PCR 反应条件为 95 e 5 min; 95 e 30 s y 58 e 30

s y 72 e 40 s, 35个循环, 72 e 延伸 10 min.用 1%琼

脂糖凝胶电泳分析扩增产物.

1. 4  转基因小鼠Western方法的检测

剪取转基因小鼠尾尖 1 cm 左右,剪碎后加入蛋白

裂解液进行组织匀浆, 4 e 最大转速离心 10 min,取上

清,用 Broadfor d试剂盒(生工)测蛋白浓度后, 上样,

在 10%的 SDS胶中进行电泳, 300 mA 转膜 90 min,

一抗(鼠抗的 f lag 抗体 1 B 8 000稀释) 4 e 孵育过夜,

二抗(山羊抗鼠抗体 1 B 5 000 稀释) 室温孵育 1 h.

Millipore Imm obilo n Western化学发光试剂盒显影曝

光,观察条带位置及强度.

1. 5  转基因小鼠免疫组化方法的检测
取转基因阳性小鼠和同窝野生型小鼠的皮肤组

织, 4%多聚甲醛固定, 石蜡包埋, 制备石蜡切片.石蜡

切片进行 H E 染色或者使用免疫组化 SAPC 试剂盒

(武汉博士德公司) , 进行特异性抗体的检测. 一抗为本

实验室制备的 Py go2兔抗, 4 e 孵育过夜,二抗为生物

素化的山羊抗兔抗体,室温孵育 1 h. AEC显色,苏木

素复染,甘油明胶封片,显微镜下观察. 胚胎小鼠乳腺

采取同样的方法检测.成体小鼠乳腺,直接取下后包埋

于 OCT 中, 制备冰冻切片. 免疫荧光实验进行检测,

一抗为本实验室制备的 Py go2兔抗, 二抗为博士德公

司购买的 FIT C标记的羊抗兔二抗, DAPI 复染,甘油

封片,显微镜下观察.

1. 6  茜素红染色
取小鼠尾巴, 去皮, 在 0. 1% 的茜素红溶液中染

色, 1%氢氧化钾溶液中浸泡过夜至骨骼呈玫瑰色, 其

余部分透明,依次浸入甘油比例逐渐增高的甘油与氢

氧化钾溶液的混合溶液中,最终保存于甘油溶液.

1. 7  传  代
转基因阳性原代小鼠与 C57BL/ 6小鼠交配繁殖,

产生的子代通过 PCR检测鉴定,建立转基因阳性小鼠

系.

2  结  果

2. 1  Pygo2转基因载体的构建及转基因小鼠

的获得

我们构建的K14-Py go2转基因载体,包括 K14的启动

子,B珠蛋白( B-glo bin)的部分内含子,以及 1 280 bp的

含有 f lag 标签的 Py go2基因的全部序列.载体构建成

功后,在 M CF10A 细胞中先进行初步表达检测, 然后

送至南京模式动物研究所,用于转基因小鼠的构建.

2. 2  出生小鼠 PCR的检测

共出生子代小鼠 71只, PCR检测阳性的仔鼠为 7
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 图 2  部分鼠尾 DN A PCR检测结果

    编号为小鼠编号, 编号下的条带为 P CR 阳性条带

 F ig. 2 Elect rophor esis r esults o f PCR product s of the tr ans-

g enic mice

只,出生阳性率为 9. 86%( 7/ 71) . PCR结果见图 2.

  图 4 P yg o2 在转基因小鼠和野生型小鼠的皮肤和乳腺组织中的表达情况

     A. 野生型小鼠 E14. 5 的皮肤和乳腺组织; B. 转基因小鼠 E14. 5 的皮肤和乳腺组织; C. 野生型小鼠成体 3 周的皮肤组

织; D. 转基因小鼠成体 3 周的皮肤组织; E. F和 G图的叠加; F. 野生型小鼠成体 12 周乳腺组织 DA PI 的免疫荧光; G.

野生型小鼠成体 12 周乳腺组织 Py go 2的免疫荧光; H . I 和 J图的叠加 ; I. 转基因小鼠成体 12 周乳腺组织 DA PI 的免疫

荧光; J.转基因小鼠成体 12 周乳腺组织 P yg o2 的免疫荧光

  Fig . 4  Expressio n o f Py go2 in tr ansg enic mice and w ild mice

2. 3  Pygo2转基因小鼠Western的检测结果

进一步对转基因小鼠进行 Western检测,结果显

示,在转基因小鼠的仔鼠中,除了 41# 小鼠品系中没

有测出 flag 的表达外, 其余均有 f lag 的表达, 分别是

10# 、15# 、20# 、32# 、35# 以及 56# (图 3) .

 图 3  转基因小鼠W ester n 检测结果

 F ig. 3 W est ern results of the tr ansg enic mice

2. 4  转基因小鼠的传代情况
将在 PCR检测得到的 7只转基因阳性原代鼠,按

照首建雄鼠与 B6雌鼠 1 B 2合笼, 首建雌鼠与 B6雄

鼠 1 B1合笼的原则,进行繁殖, 得到的子一代定义为

F1代, 子一代与野生型 B6小鼠的后代为 F2代,以此

类推.再次 PCR检测 F1和 F2, 41# 品系的 F2代鼠内

未发现阳性鼠, 因此此次建立的转基因小鼠中,阳性率

为 8. 54%( 6/ 71) . 10# 、15# 、20# 、32# 、35# 、56#

所生的 F1和 F2代仔鼠中, 均有测出较高比例的阳性

鼠,稳定传代建立品系(表 1) .

表 1  P ygo 2 转基因小鼠品系的建立

T ab. 1 Constr uctio n o f Py go 2 tr ansg enic mice line

仔代

鼠系  性别  F 1代/
只

阳性率/
%

F 2 代/
只

阳性率/
%

10 a 1 33. 33 13 59. 09

15 ` 14 58. 33 17 62. 96

20 ` 2 10. 53 7 19. 44

32 ` 2 40 5 55. 56

35 ` 6 35. 29 3 100

41 ` 2 25 0 0. 00

56 ` 3 5. 40 4 80

2. 5  Pygo2转基因小鼠免疫组化的结果分析
选取建立品系的转基因小鼠仔代小鼠, 进行免疫

组化,结果显示,在转基因小鼠皮肤的表皮及毛囊组织

以及乳腺组织中, 均有 Py go2 基因的表达, 且与同窝

的野生型小鼠相比, Py go2的表达量明显上升(图 4) .

2. 6  转基因小鼠的表型分析
2. 6. 1  皮肤组织的异常情况

  转基因阳性小鼠中, 肉眼可以观察到部分成体的

皮肤组织出现囊肿、溃烂,取这部分皮肤进行石蜡切

片,用 H E 染色观察基本形态结构,发现转基因的小鼠
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  图 5 P yg o2 转基因小鼠皮肤的异常表型

     A. 28 周转基因小鼠表皮多处溃烂; B. 28 周野生型小鼠毛囊结构; C、D、E 和 F.同时期转基因小鼠不同个体中的异常毛

囊结构(箭头标明囊肿、增生和毛囊生长方向异常) ; G. 31 天野生型小鼠的毛囊结构; H. 同时期同窝转基因型小鼠的毛

囊结构

  Fig . 5  A bnor mal pheno type of skin in transgenic mouse

毛囊发育异常, 出现毛囊增生, 毛囊囊肿, 以及毛囊生

长方向的异常. 具体分析毛囊的发育时,发现同一年龄

的转基因小鼠和野生型小鼠毛囊发育处于不同的时

期.当成体 31 d时,野生型小鼠的毛囊处于 anagen时

期,而同时期转基因型的小鼠毛囊发育已经进入 telo-

g en 或 catagen时期.结果如图 5所示.

2. 6. 2  乳腺组织的异常情况

成体发育过程中, 转基因阳性小鼠的乳腺组织明

显比野生型小鼠早熟, 以 9周时为例,野生型的小鼠乳

腺导管上出现乳芽组织, 同时期的转基因小鼠乳腺组

织中,导管分支更为复杂, 乳芽结构也更为明显(图6中

A、B、C、D) .另外,当小鼠生长至一定时间时,部分转基

因小鼠的乳腺形成乳腺肿瘤, 并且大量表达 Pyg o2蛋

白,而同窝野生型小鼠无肿瘤发生. 在我们的研究过程

中,形成的肿瘤组织均发生于乳腺部位,且第 2、3、5对

乳腺发生的几率较大. H E染色结果显示转基因小鼠的

肿瘤主要为腺癌( Adenocarcinom a) ,也存在一部分腺

棘癌( Adenoacantho ma) .进一步进行免疫组化实验,发

现肿瘤组织内 Py go2大量表达(图 6E、F) .

2. 6. 3  尾椎骨的异常情况

转基因小鼠的尾椎与野生型小鼠相比也有一定异

常. 10周龄时, 转基因小鼠的尾椎可以观察到空泡的

出现,以及一定形状的扭曲(图 7) .

3  讨  论

由于小鼠的许多生化特征与人类相似, 且饲养周

期相对较短,饲养过程可控, 成本相对较低, 因此常作

为基本的动物研究模型[ 7] .特别是目前转基因小鼠的

构建体系相对比较成熟, 转基因小鼠的构建成为研究

基因体内具体功能的重要途径.

本研究通过构建 K14启动子下的带有 f lag标签的

Pyg o 2质粒 ,构建了Pyg o 2过表达的小鼠品系, 获得7

只阳性转基因小鼠,其中 6只稳定传代. K14启动子可

以在肝、肾、脑、舌头、皮肤及其附属器官等组织中进行

广泛表达 [ 8] , 由于得到转基因小鼠后, 发现其乳腺和皮

肤的表型比较明显,因此我们首先重点观察了小鼠的
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 图 6  Py go 2转基因小鼠乳腺的异常表型

    A 和 B. 转基因小鼠 9周时第4 对乳腺组织结构; C 和

D. 同窝野生型小鼠 9 周时第 4 对乳腺组织结构; E.

转基因小鼠 65 周时第 5 对乳腺形成的肿瘤组织; F

和 G .肿瘤组织的 H E 染色结果( F )和 Py go 2 免疫组

化结果( G)

 F ig. 6 Abnormal phenoty pe o f mammar y g land in tr ansgen-

ic mo use

乳腺和表皮组织. 转基因小鼠中乳腺和表皮的毛囊中

Pyg o2的过量表达,引起了乳腺发育的早熟和毛囊结构

的异常,并且乳腺组织中还出现了肿瘤,而同窝的野生

型小鼠中无肿瘤组织出现.实验中发现,仅 Pyg o2过表

达的小鼠中,肿瘤发生的几率不高, 为 2. 8% ~ 3. 7%,

但如果引入 APCm in的品系进行杂交, 肿瘤发生的几

率会明显增高,猜测 Pyg o2对于肿瘤发生发展的作用

需要 APC基因功能上的协同,而同背景品系的野生型

老鼠没有发现肿瘤.对于转基因小鼠的其他组织,有无

表型,目前我们还处于初步研究当中.

Pyg o2的主要功能是参与 Wnt 经典信号通路对

下游基因的调控, Wnt经典信号通路已经被证明在毛

囊的发育以及乳腺组织的发育过程中具有重要作用,

 图 7  Py go 2转基因小鼠尾椎的异常表型

    图中所示为 10 周小鼠尾椎结构, 上方为野生型小鼠

尾椎, 下方为转基因型小鼠尾椎

 F ig . 7  Abnor mal phenoty pe of tail bone in tr ansg enic mouse

并且会参与肿瘤的发生和调控 [ 9] . 因此, Pyg o2很可能

在这些过程中发挥了作用,从而产生了表型.

毛囊是皮肤重要的附属器官, 也是成体中最重要

的处于不断再生状态的器官. Wnt 信号转导途径等对

毛囊形态发生及生长周期具有重要的调控作用.已经

有文献报道,如果突变Wnt 信号通路经典途径中的B-

catnin,使其过量表达, 可以催进毛囊的生长, 甚至导

致增生
[ 10]

. 在我们的研究中, 也发现了类似现象, 并

且, Pyg o2的过量表达还导致了生长方向不同的毛囊

的形成,因此,我们推测, Pyg o2基因很可能在毛囊的

发生发育过程中具有重要作用.

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一, 已经有研

究表明, Pyg o2基因敲除的小鼠胚胎中, 乳腺的发育受

到抑制. Pyg o2基因特异性敲除的成体小鼠中, 乳腺的

发育也受到影响, 与野生型相比, 干细胞/祖细胞数量

有所减少,导管分支和乳芽形成的数目上都明显减少,

虽然目前没有充分的体内的肿瘤学实验验证两者之间

的联系,但组织的发育和重建过程都已经说明了 Py-

g o2和乳腺发育的关系
[ 11]

.在我们的研究中, 过量表达

Pyg o2基因可以促进乳腺的成熟,并产生肿瘤组织,因

此研究 Pygo2 与乳腺癌之间存在的潜在关系, 将有助

于我们对乳腺癌发生和治疗的研究.

我们的转基因阳性鼠中,通过对 F1 代仔鼠以及

进一步的 F2代仔鼠的 PCR检测,排除了不稳定遗传

转基因的品系, 剩下的品系仔鼠阳性率超过 50%, 表

明这些外源的 Pyg o2基因已经在小鼠体内整合并可

以稳定遗传. 该转基因小鼠的建立为研究 Py go2基因

的功能提供了十分有用的实验动物模型. 对转基因小

鼠表型的初步分析, 将为今后研究 Py go2基因提供了

一定的参考方向.
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Establishment and Phenotype Analysis of a Pygo2

Transgenic Mouse Model

YU AN Yuan-yang , LU O Q-i cong, LI Chao, LI Bo-an*

( K ey L aborat ory of the M inistr y o f Educat ion for Cell Bio lo gy and T umor Cell Engineer ing ,

Scho ol o f L ife Sciences, X iamen U niv ersity , X iamen 361005, China)

Abstract: Py go pus ( P ygo ) is a new co mpo nent of Wnt sig naling w it h co nserv ed PH D do main, associat es w it h Ar madillo/B-catenin

throug h the L eg less/ BCL 9 adapto r. T he objective of this study was to construct t he specific ex pr ession o f v ect or o f P yg o2 and to es-

tablish a Pyg o2 transgenic mouse mo del and check its pheno type. K 14 pr omot er- 2@ flag- Pyg o2 co nstr uct w as constructed, linear ized,

purified and then injected to pro duce tr ansg enic mouse. T he genot ypes of transgenic founders wer e identified by P CR and Wester n. 71

offspring w ere bor n and 7 w ere pr oved t o be po sitive founder. Pro tein ex pression o f P yg o2 in t issues o f tr ansg enic mice w ere detected

by immuno histochem istry . P yg o2 t ransg enic mice hav e been established successfully , 6 in 7 viable o ffspr ings wer e po sitiv e t ransg enic

mice, the rate o f po sitiv e mo use w as 8. 45% ( 6/ 71) . In the skin and mammary g land o f tr ansg enic mice Py go 2 was o ver ex pressed.

And ther e is abnor mal phenot ype in the skin, mammar y gland and tail tissues in tr ansg enic mice. Skin show s fester ing and abno rmal

phenoty pe of hair follicle, mammar y gland show s early maturing and some t ransg enic mice occur s mammary g land tumor , including

adenocarcinoma and adenoacant ho ma. P yg o 2 pr otein is hig hly ex pr essed in these t umo r tissues. T aken tog ether, these dat a indicate

that the mo dels w ill be contributed to the research of P yg o2 gene f unction.

Key words: Pyg o2; tr ansg enic mouse; phenoty pe
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