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摘要 :为了构建四环素调控的人 A30P 突变α2synuclein 转基因小鼠模型 ,将外源基因 pTRE22syn 和 pBC2
rtTA 同时显微注射到 FVB 小鼠 ( Mus muscculus)受精卵的雄原核中 ,将注射后存活的受精卵移植到同期发

情的假孕受体鼠输卵管中 ,出生个体经 PCR 检测 ,获得 rtTA 和 A30P突变α2synuclein 双阳性转基因雌鼠 1

只 ,A30P单基因阳性雄鼠 13 只并传代。强力霉素诱导后双阳性后代脑区各部分 A30P 突变α2synuclein

mRNA 均有表达 ,而在诱导满 4 周后 ,脑干α2synuclein 蛋白表达明显增加 ,8 周后增加更明显。结果表明 ,

通过强力霉素诱导后 ,可在小鼠小脑、脑干、海马、皮层检测到 A30P mRNA 表达 ,脑干α2synuclein 表达量

显著增加。
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Abstract :To establish tetracycline2controlled A30P mutationα2synuclein transgenic mice , pTRE22syn and pBC2rtTA

dual transgenic mice were generated by pro2nuclear microinjection and embryo transplantation. Positive founder mice

were identified through PCR. An rtTA and A30P dual positive transgenic founder and thirteen A30P single transgenic

founders were obtained. The expression of A30P mRNA was detected by RT2PCR in the brain of the dual transgenic

mice after administration of tetracycline. In addition , the expression ofα2synuclein protein in the brainstem was also

significantly increased in double2transgenic mice after 42week continuous treatment with doxycycline.
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　　四环素调控系统是一种高效无毒、具有严

密开Π关功能的特异性基因诱导表达系统 ,可根

据需要来控制基因表达的开关 ,是目前比较成

熟的真核生物基因诱导表达系统之一 ,已被成

功应用于转基因鼠的基因诱导表达的研究[1 ] ,

它可分为 Tet2Off 系统和 Tet2On 系统。

Tet2Off 系统是 Gossen 等于 1992 年利用大

肠杆菌四环素抗性操纵子 (Tet operator ,TetO) 受

四环素阻遏蛋白 (Tet repressor protein ,TetR)负性

调节的原理 ,通过把四环素阻遏蛋白 ( TetR) 的

N 端 1～207 氨基酸与单纯疱疹病毒 VP16 蛋白

的 C端的 127 氨基酸激活结构域融合 ,构成四

环素 转 录 激 活 蛋 白 ( tetracycline controlled

transactivator ,tTA)构成调节元件 ;而 7 个拷贝的

四环素抗性操纵子 (TetO) 序列与含有来自巨细

胞病 毒 的 最 小 启 动 子 ( the minimal CMV

promoter ,PminCMV) 融合构成四环素反应元件

(Tet response element , TRE) ,目的基因位于下

游 ,其 PminCMV 由于缺少激活蛋白不能启动下

游基因的转录。这样无四环素时 , tTA 与 TetO

结合后可使 TRE下游基因转录 ,而加入四环素

时 ,tTA 蛋白发生构象变化 ,不能结合 TetO ,从

而 TRE下游基因的转录被阻断 ,构建成了 Tet2
Off 基因诱导表达系统。Tet2On 系统是 Gossen

等基于 Tet2Off 系统 ,通过随机突变改变四环素

阻遏蛋白 ( TetR) 上 4 个氨基酸 ,将 tTA 转变为

reverse tTA ( rtTA) ,因此在诱导物存在的情况

下 ,调节蛋白 rtTA 可与四环素反应元件 TRE 特

异结合 ,从而启动下游目的基因的表达 ;在无诱

导物时 ,四环素反应元件 TRE的 PminCMV 由于

缺少激活蛋白不能启动下游基因的转录 ,这就

是 Tet2On 基因诱导表达系统[2 ] 。

帕金森病 ( Parkinson disease , PD) 是中老年

常见的神经系统变性疾病 ,其病因及发病机制

尚不完全清楚。路易小体是 PD 的特征性病理

表现 ,主要是由一些中空的放射性淀粉样纤维

组成 ,该纤维的主要组分是一种称为α2synuclein

的蛋白质 ,而 A30P 突变α2synuclein 是常染色体

显性遗传的家族性 PD 的三种突变形式之一。

2008 年 ,Nuber 等人[3 ] 建立了一个可调控表达

的人野生型α2synuclein 的小鼠模型 ,小鼠出现

了认知功能损害和进行性运动功能减退 ,且发

现诱导后小鼠的中脑、前脑、黑质、海马大量表

达野生型α2synuclein 蛋白。

基于上述的调控表达系统以及α2synuclein

与 PD 的重要相关性 ,我们试图建立一个能人

为控制α2synuclein 表达的小鼠在体模型 ,为研

究α2synuclein 以及为家族遗传性 PD 提供一个

较为可靠的模型。

1 　材料与方法

111 　材料

11111 　实验动物及饲养环境 　FVB 小鼠 ( Mus

muscculus)在 SPF(specific pathogen free ,无特定病

原体)级动物房中饲养。温度 (25 ±1) ℃,相对湿

度 70 % ±4 %。IVC 鼠盒 ( individually ventilated

cages ,独立通气笼盒) ,饲养密度 ≤5 只Π盒。笼

具、垫料、饮水瓶均经高压处理 ,饲料经过60
Co 辐

照。自由采食和饮水 ,自动光控 (12 h 明Π12 h

暗) 。

11112 　主要试剂和仪器 　PCR 引物由上海生

物工程技术服务公司合成 ,M16、M2 及透明质

酸酶购自 Sigma 公司 ,孕马血清促性腺激素

(PMSG)购自天津市华孚高新生物技术公司 ,人

绒毛膜促性腺激素 (hCG) 购自上海第一生化药

业公司 , RT2PCR 试剂盒与限制性内切酶购自

Fermentas 公司 ,DNA 聚合酶为大连宝生物工程

公司产品 ,质粒抽提试剂盒和胶回收试剂盒购

自 QIAGENE 公司 ,显微注射仪为 Nikon 公司

TE300。小鼠抗α2synuclein 单克隆抗体购自

Sigma 公司 ,HRP 标记羊抗兔 IgG购自北京中杉

金桥生物技术有限公司。DXP22 小鼠转棒仪、

ZIL22 小鼠自发活动箱购自中国医学科学院药

物研究所 ;自制小鼠爬杆 ,为一根竖直圆杆 ,直

径 8 mm ,高度 70 cm ,表面缠敷医用胶布以防

滑 ,并标有刻度。

11113 　质粒和菌种 　pTRE22syn 和 pBC2rtTA

质粒及宿主菌 E. coli DH5α由扬州大学兽医学

院实验动物教研室保存。

112 　方法
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11211 　酶切与目的片段回收 　质粒 pTRE22syn

用 Xho Ⅰ和 Vsp Ⅰ酶切 ,反应组分为 : 2 ×YΠT

Buffer 80μl ,重组质粒 135μl (10μg) ,去离子水

165μl , Xho Ⅰ10μl (10 UΠμl) , Vsp Ⅰ10μl (10 UΠ
μl) ;质粒 pBC2rtTA 用 Eco52 Ⅰ酶切 ,反应体系 :

10 ×H Buffer 100μl ,重组质粒 400μl (10μg) ,

去离子水 488μl , Eco52 Ⅰ12μl (10 UΠμl) 。分别

37 ℃反应 3 h 后将 pBC2rtTA 酶切产物与 pTRE22
syn 酶切产物各取 5μl 用 1 %的琼脂糖凝胶预

电泳 ,以 1 ×TAE 缓冲液 (0104 molΠL Tirs2乙酸 ,

01001 molΠL EDTA) 80 V 电压电泳 1 h ,紫外灯观

察并记录结果。37 ℃反应 3 h ,完全酶切产物以

1 %的低熔点琼脂糖进行电泳后 ,用 QIAGEN 胶

回收纯化试剂盒回收纯化 ,得到显微注射用

DNA片段。纯化得到的产物用紫外分光光度

计测定 A260 ,计算浓度。

11212 　母鼠超排、公鼠结扎以及受精卵的显微

注射 　4～6 周龄 FVB 雌性小鼠腹腔注射 PMSG

(5 UΠ只) ,48 h 后再注射 hCG(5 UΠ只) 。注射

hCG后与 FVB 雄鼠合笼 ,次日检查阴道栓 ,见

栓小鼠脱颈椎处死取输卵管 ,撕破膨大部获得

受精卵 ,受精卵经透明脂酸酶处理后行显微注

射。将纯化的 pTRE22syn 和 pBC2rtTA DNA 重

新一起以无菌的 PBS 溶解稀释到终浓度为 2～

6μgΠml (约 2 000 拷贝Πpl) 。溶解好的 DNA 显

微注射到受精卵原核中 ,注射过的受精卵移植

到同期发情的假孕受体小鼠的输卵管中。

11213 　小鼠基因组DNA 的提取 　取 21 日龄的

断乳小鼠 ,用无菌剪刀剪取 015～1 cm 长的鼠

尾放入 Eppendorf 管中 ,加入 500μl 消化液 (50

mmolΠL Tris2HCl pH 810 , 100 mmolΠL EDTA ,

015 %SDS ,500μgΠml 蛋白酶 K) ,55 ℃摇振过夜。

用酚Π氯仿、氯仿各抽提一次 ,用两倍体积的无

水乙醇沉淀 ,70 %乙醇洗涤 ,待其自然干燥后溶

于 200μl 的灭菌去离子水中 , - 20 ℃保存备

用[4 ] 。

11214 　基因组 DNA 的 PC 分析 　根据显微注

射片段的序列设计一对针对 pTRE22syn 的 PCR

筛选用引物 , 上游引物 : 5′2GATCGCCTGGAG2
ACGCCATCC23′; 下 游 引 物 : 5′2GGCATATCT

TCCAGAATACCTTCC23′, 预计扩增片段为 481

bp。针对 pBC2rtTA 设计引物 ,上游引物 : 5′2
AGGATCTTGGTTCCCTGACC23′, 下 游 引 物 : 5′2
TCCGACCTCATTAAGCAGCTC23′,预计扩增片段

为 317 bp。反应程序 :95 ℃预变性 5 min 后进入

循环 ,94 ℃变性 30 s ,60 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸 30

s ,共计 30 个循环 ,最后延伸 5 min。于 1 % 的

琼脂糖凝胶上电泳检测 pTRE22syn 和 pBC2
rtTA 。

11215 　强力霉素诱导 　对 4 月龄的小鼠进行

强力霉素诱导 (115 mgΠml 饮水) 2 周、4 周、8 周

后分别剖检取材抽提组织 RNA。

11216 　RT2PCR 检测α2synuclein mRNA 水平 　用

Trizol 试剂提取诱导后双阳性鼠小脑、脑干、海

马、皮层总 RNA ,以DNaseⅠ(RNase free) 对总 RNA

进行处理 ,去除 DNA 污染。按 Fermentas 公司的

说明书 ,将除去基因组 DNA 的 RNA 逆转录为

cDNA。取 5 μl cDNA 为模板 , 上游引物 : 5′2
GATCGCCTGGAGACGCCATCC23′; 下游引物 : 5′2
GGCATATCTTCCAGAATACCTTCC 23′, 采用 50 μl

体系 ,先 95 ℃预变性 5 min ,再按照 94 ℃变性 30

s ,60 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸 30 s 进行 30 个循环 ,

最后 72 ℃延伸 5 min。PCR 产物用 110 %琼脂糖

凝胶电泳分析。

11217 　Western2blot 检测脑各部位及不同诱导时

间脑干α2synuclein 蛋白表达 　提取诱导后的双

阳性鼠各脑区总蛋白 ,采用紫外光谱吸收法进行

蛋白定量 ,制样后进行 Western2blot 检测。具体

步骤 : (1)将各样品蛋白稀释至相同浓度 ,加入 1Π
4 体积的 5 ×上样缓冲液 ,95～100 ℃水浴 5 min

变性 ; (2) 等量蛋白 (20μl) 样品经 12 %十二烷

基硫酸钠2聚丙烯酰胺电泳 (SDS2PAGE) 分离 ,稳

压 :浓缩胶 100 V ,分离胶 150 V ; (3) 用湿法电转

移凝胶上的蛋白带至硝酸纤维薄膜 (cellulose

nitrate ,NC) 膜上 ,稳流 2100 mA ,120 min ; (4) 转

移后的 NC 膜加入 5 %脱脂牛奶 ,4 ℃封闭过夜 ;

(5) 加入稀释的抗α2synuclein (1∶2 500) 抗体 ,

37 ℃孵育 1 h ; (6) 用 TBST[ 8 gΠL NaCl ;214 gΠL
Tris ;011 % (vΠv) Tween220 ]洗 NC 膜 3 次 ,每次 5

min ; (7) 以后加入相应二抗 ( HRP 标记羊抗兔
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IgG) ,稀释度为 1∶2 000 ,37 ℃孵育 1 h ,用 TBST洗

膜 3 次 ,每次 5 min ; (8) ECL 反应 :等量混合 ECL

反应液 A 和 B ,均匀涂满 NC 膜 ; (9) 压片、显影

和定影 :暗室内压片 ,显影 60 s 后定影 ,流水洗涤

终止反应 ; (10) NC 膜经抗体洗脱液清洗后再进

行内标β2actin 检测。

11218 　强力霉素诱导后小鼠的行为学检测 　

分别对未诱导、诱导 4 周、8 周组转基因鼠进行

行为学评定。所有行为学检测均在一恒温、固

定布局、安静并光照充分的房间进行。固定由

两名实验者进行 ,一人负责仪器操作 ,另一人负

责记录。方法如下 : (1) 小鼠爬杆检测 :测试前

引导小鼠自杆顶爬下至桌面两次 ,测试时将小

鼠头端向下置于杆顶 ,记录小鼠由 50 cm 高度

爬至杆底平面的时间 ,每只动物测 3 次 ,每次间

隔 5 min。(2) 小鼠自发活动检测 :为避免动物

活动固有周期的影响 ,取每日固定时段 (9 :00～

10 :00 时)进行检测。置动物于自发活动箱中 ,

电脑自动记录设定时间内 (3 min) 的活动量 ,次

日重复测定一次 ,取均值。(3)小鼠转棒耐力检

测 :调整转棒速度为 12 rΠmin ,将小鼠置于直径

7 cm 的旋转圆棒上 ,记录小鼠被置于棒上至跌

落的时间 (潜伏期) ,每只动物重复测 3 次 ,每次

间隔 5 min ,取平均值。测试前每只动物均进行

两次适应性训练。

11219 　强力霉素诱导后各组小鼠黑质酪氨酸

羟化酶 (TH) 阳性细胞数的变化 　脱颈法迅速

　　　　

断头取脑 ,并切取黑质相应区域组织投入 4 %

多聚甲醛中固定 24 h。经梯度乙醇脱水、二甲

苯透明、浸蜡包埋成蜡块后切片 ,行切片的 TH

免疫组织化学染色。

112110 　统计学方法 　所有数据以平均值±标

准差 (Mean ±SD) 表示。多组间比较用方差分

析 ,两组间比较用 Lsd2t 检验。以 P < 0105 认

为差异有显著意义。

2 　结 　果

211 　PCR检测 　获得的双阳性小鼠的 PCR 电

泳分析结果 (图 1) 。

图 1 　A30P与 rtTA 双阳性小鼠的 PCR电泳分析

Fig. 1 　Identify of A30P and rtTA

transgenic mice by PCR
　

212 　双阳性转基因鼠诱导后各脑区 RT2PCR

结果 　强力霉素诱导 2、4、8 周后 ,小鼠小脑、脑

干、海马、皮层均有 A30P 突变α2synuclein 基因

的表达 (图 2) 。

图 2 　强力霉素诱导 2 周后小鼠各脑区 A30P突变α2synuclein mRNA的表达
Fig. 2 　The expression of A30P mRNA after 2 weeks treatment with doxycycline

M. DNA 分子量标准 ; ( + )为阳性对照 ; ( - )为阴性对照 ;A. 小脑 ;B. 脑干 ;C. 海马 ;D. 皮层 ;2、4、8 分别代表诱导周数。
M:DNA marker ; ( + ) :Positive control ; ( - ) :Negative control ;A :Cerebellum ;B :Brainstem ; C:Hippocampus ;D :Cortex ;

2 ,4 ,8 represent the weeks of treatment with doxycycline. 　
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213 　不同诱导时间段脑干α2synuclein 蛋白表

达　强力霉素诱导 4 周时 ,脑干α2synuclein 蛋

白表达明显增加 ,较对照组有显著性差异 ( P <

0105) ,诱导 8 周时 ,蛋白表达进一步增加 ( P <

0101) (图 3) 。

图 3 　强力霉素诱导不同时间后小鼠脑干

α2synuclein 的表达

Fig. 3 　The expression ofα2synuclein protein in

the brainstem after 42week and

82week treatment with doxycycline

3 P < 0105 , 33 P < 0101
　

图 5 　强力霉素诱导不同时间后小鼠中脑黑质 TH阳性细胞数的变化 (20 ×)

Fig. 5 　The number of tyrosine hydroxylase ( TH) positive cells in substantia
nigra pars compacta ( SNc) after 42week and 82week treatment with doxycycline　

214 　不同诱导时间对小鼠行为的影响 　诱导

满 4 周的小鼠表现为爬杆能力较对照组明显减

弱 ,诱导 8 周的小鼠爬杆能力进一步减弱 ( P <

0105) 。自发活动方面 ,诱导满 4 周后小鼠比对

照组的自发活动次数要明显减少 ( P < 0105) ;

诱导满8周的小鼠自发活动更少。而对于转棒

潜伏期 ,诱导满 4 周的小鼠的转棒潜伏期与对

照组相比开始出现明显变短 ,诱导 8 周的小鼠

的潜伏期更短 ( P < 0105) (图 4) 。

图 4 　强力霉素诱导不同时间后小鼠行为的变化

Fig. 4 　Motor function of binary positive mice after

42week and 82week treatment with doxycycline

A. 爬杆 ;B. 自发活动 ;C. 转棒耐力。A :Pole2climbing test ;

B :Spontaneous movement test ; C :Rolling bar test . 3 P < 0105　
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215 　强力霉素诱导后各组小鼠黑质 TH阳性

细胞数的变化 　随着诱导时间的增加 ,小鼠黑

质 TH细胞的数量进行性下降。诱导 4 周后较

未诱导组明显减少 ,8 周时减少更明显 (图 5) 。

3 　讨 　论

转基因动物是指通过各种实验技术将外源

性基因导入动物的基因组 ,使其能在受体动物

的基因组内稳定地整合 ,并遗传给下一代所形

成的动物。自 Feany 等人 2000 年建立 PD 的果

蝇转基因模型后 ,关于转基因的研究就此成为

热点 ,在后期的研究中分别建立了野生型、

A53T及 A30P 突变α2synuclein 的转基因小鼠模

型[5～7 ] ,其中野生型和 A53T的较多 ,而 A30P 的

较少 ,且基本上都是非调控表达的模型 ,对于可

调控表达的模型来说是非常少见的[3 ] 。本研究

中 ,我们以德国家族性 PD 中连锁分析发现的

30P 突变α2synuclein 基因为代表 ,即该基因第 1

号外显子第 88 位核苷酸位点 G被 C取代[8 ] ,来

研究该突变类型在帕金森病形成过程中的作

用 ,以期能对其尚未完全明了的致病机理有新

发现 ,为此 ,我们建立了一个诱导表达 A30P 突

变α2synuclein 的小鼠模型 ,以便更好地研究

A30P突变型α2synuclein 在 PD 发病机制中的作

用。

我们采用显微注射技术[9 ] 将 Tet2On 系统

的 pTRE22syn 和 pBC2 rtTA 双基因混合注射受精

卵 ,建立了 Tet2On 诱导表达 A30P 突变α2
synuclein 的转基因小鼠。双基因同时注射使得

双基因阳性小鼠获得的时间大为缩短。由于人

A30P 突变α2synuclein 和小鼠的 syn 有较高的同

源性 ,为排除内源性干扰 ,提高检测的特异性 ,

我们分别在 pTRE2 启动子和 A30P 突变α2
synuclein中设计并合成 1 对引物。经检测表

明 ,所扩增的基因片段是特异的。本实验中

PCR 检测双基因阳性雌鼠 1 只 ,A30P 突变α2
synuclein 单基因阳性雄鼠 13 只。

实验中通过 RT2PCR 检测到 A30P 突变α2
synuclein 在小鼠脑内各个部位均有表达。通过

western2blot 技术 ,发现α2synuclein 蛋白在脑内

普遍均有表达。对于我们来说 ,中脑黑质部位

是否也有α2synuclein 蛋白的大量表达是我们所

最感兴趣的 ,结果在对脑干的检测发现 ,与阴性

对照组相比 ,诱导组中随着诱导时间的增加 ,该

部位的蛋白表达明显增多 ,异常蛋白质增多聚

集可能通过神经细胞毒性等多种途径损害中脑

多巴胺能神经元而导致 PD 症状的出现。

爬杆时间测定、自发活动量、旋转棒耐力测

验是反映小鼠运动功能良好的行为学指标 ,能

综合评价动物运动功能的质量和耐久力。本研

究结果表明 ,强力霉素诱导后 ,小鼠的运动功能

明显受到影响 ,且转基因小鼠运动功能与强力

霉素诱导时间成反比 ,随着诱导时间的增加运

动能力逐渐衰退 ,表现在爬杆时间、自发活动和

转棒耐力等各个方面。在爬杆实验方面 ,诱导

的双阳性鼠时间明显延长 ,诱导满 4 周时与未

诱导组有显著性差异 ,诱导满 8 周后爬杆时间

进一步延长。在自发活动方面 ,诱导满 4 周后

小鼠的自发活动比对照组明显减少 ,诱导满 8

周的小鼠自发活动最少。在转棒耐力方面 ,小

鼠的表现同样如此。

黑质多巴胺能神经元对高水平的α2
synuclein 表现出易损性。人类的 SH2SY5Y细胞

系中 ,野生型和突变型的α2synuclein 过表达引

起活性氧的增加 ,导致细胞内稳态打破而引发

神经元细胞的凋亡[10 ] 。另外 ,过表达的突变蛋

白超过了细胞自身的清除能力而异常积聚 ,可

以加速线粒体功能障碍、增强氧化应激的敏感

性等促进细胞死亡[11 ] 。我们进一步的研究也

发现 ,强力霉素诱导 4 周时转基因鼠中脑黑质

切片中 TH阳性细胞数较未诱导组有明显的减

少 ,8 周时 TH阳性细胞数量进一步减少。一般

认为 ,黑质 TH 阳性神经元的多少可以反应黑

质多巴胺能神经元的水平[12 ] ,这一发现与本研

究行为学观察的结果一致。

我们得到的转基因小鼠 ,通过诱导剂 (强力

霉素)来调控 A30P 突变α2synuclein 的表达和关

闭 , 从而为进一步在整体水平上研究其基因功

能 ,探讨 A30P 突变α2synuclein 在 PD 形成中的

作用 ,提供了一条简便而快捷的途径。
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