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S100a4-Cre× flox/flox条件敲除小鼠的繁育及基因型鉴定 *
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摘要 目的：利用 Cre-LoxP重组酶系统构建成纤维细胞中 特异性敲除的纯合子小鼠并鉴定，为进一步研究 在肺纤维

化中的作用提供基础。方法：将购买的 loxp小鼠和成纤维细胞特异表达的 S100a4-Cre小鼠分别繁殖与鉴定，然后将两种小

鼠杂交与鉴定，最终得到基因型为 Cre× 的纯合子小鼠就是在成纤维细胞中 条件性敲除小鼠。结果：成功繁殖并用

PCR技术准确鉴定了基因型为 Cre× 的纯合子小鼠，Western blot结果表明纯合子小鼠的肺成纤维细胞中 Ddr2已缺失。

结论：本研究利用 Cre-LoxP系统成功构建了在成纤维细胞中 特异性敲除的纯合子小鼠，为进一步研究 Ddr2在肺纤维化发

展中的机制提供了研究平台。
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Reproduction and Genotyping of the S100a4-Cre× flox/flox Conditional
Knock-Out Mice*

To generate and identify the fibroblast specific knockout homozygous mice, for the research of the

role of the gene on the pulmonary fibrosis. First, The introduced loxp mice and the S100a4-Cre mice which ex-

pressed fibroblast cell-specific had reproduced and genotyped respectively, then the two kinds of mice were crossed, finally the off-spring

mice which genotyping Cre were the homozygous mice. Creu flox/flox mice were breed successfully and their geno-

type were identified accurately by PCR. We successfully generated fibroblast specific gene knockout homozygous

mice through Cre-LoxPtechnology, that can supply the tool for research the role of the gene on pulmonary fibrosis.
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前言

盘状结构域受体（discoidin domain receptor，DDR）家族属

于受体型蛋白酪氨酸激酶（receptor tyrosine kinase，RTK），配体

为胶原，包括 DDR1和 DDR2。胶原与 DDRs的结合可使其胞

内区的酪氨酸残基发生磷酸化而活化，进而募集和活化下游的

信号转导分子。DDR2主要表达在成纤维型细胞或间充质来源

的细胞 [1]，主要被纤维型胶原（I、II和 III型）和 X型胶原所活

化，可调控细胞的增殖、分化和迁移等功能 [2,3]。在细胞水平，

DDR2最主要的功能是调控细胞的增殖、迁移和侵袭等过程[4]。

在整体动物水平，DDR2基因缺失呈现出多种异常的表型，例

如骨发育不全、不育及伤口不愈合 [5,6]。在病理条件下，降低

DDR2的表达可抑制多种人类疾病的进展，例如关节炎、肿瘤

血管新生和转移[7,8]。

Cre-LoxP重组酶系统是一种新型基因打靶技术，是条件性

基因打靶、诱导性基因打靶、时空特异性基因打靶策略的核心

[9,10]。其主要通过将某种细胞特异性表达重组酶的转基因小鼠和

含 Loxp位点的靶基因小鼠杂交，最终得到在该种特定类型的

细胞中靶基因特异性敲除的小鼠，从而为靶基因在特异的组织

或器官的功能研究提供较好的研究平台 [11]。为了进一步探讨

DDR2在肺纤维化中的作用机制，我们购买了 条件性敲

除小鼠和 S100a4-Cre小鼠，利用 Cre/loxp系统成功构建了在

成纤维细胞中 特异性敲除的纯合子小鼠，并在体外验证

了 在小鼠成纤维细胞中的缺失，为后续在动物水平研究

基因在肺纤维化发生发展中的作用打下基础。

1 材料与方法

1.1 材料

在成纤维细胞内特异性表达的 Cre重组酶小鼠（以下简称

Cre小鼠）购自于南京生物医药研究院；基因型为 flox/+的小

鼠也购自于南京生物医药研究院；引物合成在上海生工生物工

程股份有限公司完成；组织 /细胞基因组提取试剂盒、PCR试
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剂和琼脂糖、I型胶原酶、Ripa强、蛋白定量试剂盒、SDS-PAGE

配胶试剂盒均购买于北京天根生化科技有限公司；进口胎牛血

清和 DMEM培养液购自美国 Gibco公司；DDR2抗体购自美

国 R&D公司；化学发光检测试剂盒购自 GE公司。

1.2 方法

1.2.1 flox小鼠的建立 flox/+的小鼠由南京生物医药

研究院构建完成，小鼠引进后在 SPF级动物房进行繁育和饲

养。公母鼠合笼后生出的 F1代小鼠有三种表型：纯合子（基因

型为 flox/ flox）、杂合子（基因型为 flox/+）、野生型（基因型为
+/+）。将 F1代的纯合子小鼠继续公母鼠合笼，F2代就会全

部是纯合子小鼠。取鼠尾提基因组用常规 PCR和电泳法进行

基因的 loxp位点鉴定。

引物设计如下：基因组 5'loxp 位点上游引物：5'-GAT-

CATCAGCGTAGCTTCTGAGTTG-3'，下游引物：5'-GTAGGA-

CACTGGCAGTGAGTGATG-3'；基因组 3'loxp位点上游引物：

5'- GCATCGCATTGTCTGAGTAGGTG-3'，下游引物：5' -CG-

TAGACTATGGTGACTTCCGAGTG-3'。PCR反应体系：总体系

20 滋L，2× PCR Mix 10 滋L，上下游引物（10 滋m/L）各 0.5 滋L，模
板 4 滋L，超纯水 5 滋L。PCR扩增步骤为两步法，详见表 1。1 %

琼脂糖凝胶，DL2000作为 DNA分子量 Marker，10 V/cm进行

电泳，全自动凝胶图像系统分析成像。若基因组 5'loxp位点

PCR扩增条带为 308 bp，3'loxp位点 PCR扩增条带为 447 bp，

则为 flox/ flox纯合子小鼠。若基因组 5'loxp位点 PCR扩增条

带为 308 bp 和 237 bp 两条带，3'loxp 位点 PCR 扩增条带为

447 bp，则为 flox/+杂合子小鼠。若基因组 5'loxp位点 PCR

扩增条带为 237 bp，3'loxp 位点 PCR 没有扩增条带，则为
+/+野生型小鼠。

表 1 PCR反应条件

Table 1 The PCR reaction condition

Seg. Temp Time Cycle

1 95℃ 5 min

2 95℃ 30 s

3 65℃ 30 s

4 72℃ 30 s 2-4, 20

5 95℃ 30 s

6 55℃ 30 s

7 72℃ 30 s 5-7, 20

8 72℃ 3 min

9 4℃ 肄

1.2.2 表达 Cre重组酶小鼠的建立 成纤维细胞特异表达 Cre

重组酶的小鼠为杂合子，购买后养于 SPF级动物房，与 C57野

生型小鼠进行杂交。得到的 F1代小鼠提鼠尾基因组进行 PCR

鉴定。Cre引物序列如下：上游引物：5'-TGCCACGACCAAGT-

GACAGCAATG-3'， 下 游 引 物 ：5'- AGAGACGGAAATC-

CATCGCTCG-3'。PCR反应体系：总体系 20 滋L，2× PCR Mix

10 滋L，上下游引物（10 滋m/L）各 0.5 滋L，模板 4 滋L，超纯水 5

滋L。PCR反应条件：95 ℃ 5 min，95 ℃ 30 s，67 ℃ 30 s，72 ℃ 5

min，4℃ 肄，30 Cycle。经电泳鉴定，Cre重组酶阳性的小鼠可见
350 bp的扩增条带，野生鼠无扩增条带。

1.2.3 Cre× flox/ flox小鼠的建立 用成纤维细胞特异表达

Cre重组酶的 C57小鼠（基因型为 Cre+/-）和之前繁育得到的

flox纯合子小鼠（基因型为 flox/ flox）公母鼠合笼，对得

到的 F1代小鼠进行基因型鉴定，应用 PCR和电泳法对

loxp位点和 Cre重组酶进行鉴定，筛选得到基因型为 Cre×
flox/+的杂合子小鼠。再将基因型为 Cre× flox/+的杂合子

小鼠公母鼠合笼继续繁殖，得到 F2代小鼠，经鉴定筛选得到的

基因型为 Cre× flox/ flox的小鼠即为实验需要的 基因成

纤维细胞特异性敲除小鼠。

1.2.4 Cre× flox/ flox 小鼠肺成纤维细胞的原代培养与鉴定

肺原代成纤维细胞的培养：① 配制肺组织消化液，配方为：I型

胶原酶 100 滋L；0.25 %胰酶 200 滋L；双抗 2 滋L；DMEM 5 mL。

② 4-6周的小鼠处死后在超净台里打开胸腔，使心脏和肺暴露。

③ 将肺组织取出放于装有 PBS的小皿中，用眼科剪剪碎组织，

用消化液重悬组织碎块后将此悬液放于 25 cm2培养瓶中，37

℃消化过夜。④ 用滴管使劲吹打悬液后 800 rpm离心 5 min，弃

去上清。⑤ 将细胞沉淀用含 20 %胎牛血清和双抗的 DMEM培

养液培养，隔两天传代一次。取第 4代的原代细胞提取基因组，

用 PCR和电泳法鉴定 的缺失。用基因组 5'端 loxp位点

上游引物和 3'端 loxp位点下游引物来鉴定，若 没有缺

失，则无法扩增出条带，若 缺失，则可以扩增出 339 bp的

条带。

1.2.5 Western Blot检测 的表达水平 用 Ripa强将第 4

代的原代肺成纤维细胞裂解，再用蛋白定量试剂盒进行定量，

Western Blot法检测在肺成纤维细胞中 DDR2蛋白表达情况。

具体操作如下：首先根据定量结果进行 SDS-PAGE电泳，电泳

结束后，100 V 2 h恒压湿转蛋白，5 %脱脂奶粉室温封闭 1 h，

小鼠 DDR2单克隆抗体 (1:1000) 4 ℃孵育过夜。TBST洗膜 3

次，每次 5 min。二抗(1: 10000)室温孵育 l h，洗膜同上。GE发光

液检测膜上的荧光信号。
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2 结果

2.1 DDR2 flox小鼠的繁殖、生长及鉴定

将公司构建好的基因型为 DDR2 flox/+的公鼠与母鼠一起合

笼，顺利繁育出 F1代子鼠，子代小鼠基因型鉴定结果见图 1。

如图所示，泳道 1和 5，5'loxp 位点 PCR扩增条带为 308 bp，

3'loxp 位点 PCR 扩增条带为 447 bp 的为 flox/flox纯合子小

鼠。泳道 2、3、6，5'loxp位点 PCR扩增条带为 308 bp和 237 bp

两条带，3'loxp位点 PCR扩增条带为 447 bp的为 flox/+杂合

子小鼠。泳道 4，5'loxp位点 PCR扩增条带为 237 bp，3'loxp位

点 PCR没有扩增条带的为 +/+野生型小鼠。

图 1 flox小鼠的基因型鉴定结果

Fig.1 The result of genotype identification of flox mouse by PCR

注：A：M：DL2000 DNAmarker；1-6：6只 F1代小鼠基因组 5'loxp位点鉴定结果；

B：M：DL2000 DNAmarker；1-6：6只 F1代小鼠基因组 3'loxp位点鉴定结果

Note: A:M: DL2000 DNAmarker; 1-6: the PCR result of genome 5'loxp site of six F1 mice;

B:M: DL2000 DNAmarker; 1-6: the PCR result of genome 3'loxp site of six F1 mice

2.2 基因型为 Cre× flox/flox小鼠的繁殖、生长及鉴定

用成纤维细胞特异表达 Cre重组酶的 C57小鼠（基因型为

Cre+/-）和之前繁育得到的 flox 纯合子小鼠（基因型为
flox/flox）公母鼠合笼，对得到的 F1代小鼠进行基因型鉴定，

筛选得到基因型为 Cre× flox/+的杂合子小鼠。再将基因型为

Cre× flox/+的杂合子小鼠公母鼠合笼继续繁殖，得到 F2代

小鼠，经鉴定筛选得到的基因型为 Cre× flox/ flox的小鼠即为

实验需要的 Cre重组酶阳性的纯合子小鼠。鉴定结果见图 2。由

图可见，F2代小鼠 1、3和 4基因型为 Cre× flox/flox，5'loxp位

点 PCR扩增条带为 308 bp，3'loxp 位点 PCR 扩增条带为 447

bp，Cre阳性的 PCR扩增条带为 350 bp。其余 F2代小鼠 2和 5

基因型均为 Cre× flox/+。

图 2 Cre× flox/ flox小鼠的基因型鉴定结果

Fig2. The result of genotype identification of Cre× flox/ flox mouse by PCR

注：M：DL2000 DNAmarker；1-5：1-5 F2代小鼠基因组 3'loxp位点鉴定结果；

7-11：1-5 F2代小鼠基因组 5'loxp位点鉴定结果；13-17：1-5 F2代小鼠 Cre鉴定结果

Note: M: DL2000 DNAmarker；1-5: the PCR result of genome 3'loxp site of 1-5 F2 mice;

7-11: the PCR result of genome 5'loxp site of 1-5 F2 mice; 13-17: the PCR result of 1-5 F2 mice Cre

2.3 Cre× flox/ flox 小鼠肺成纤维细胞中 Ddr2 缺失情况的

PCR验证

将 Cre× flox/ flox小鼠的肺成纤维细胞提取后经过四代原

代培养，提取细胞基因组，经过 PCR鉴定表明 基因已缺

失，PCR鉴定结果见图 3。如图所示，在肺成纤维细胞中，Cre重

组酶阳性，5'端和 3'端 loxp位点均阳性，当 Cre酶发挥作用，
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缺失，用 5'端 loxp位点上游引物和 3'端 loxp位点下游引

物可以扩增出 339 bp的条带。若 没有缺失，就无法扩增

出条带。

2.4 Cre× flox/flox小鼠肺成纤维细胞中DDR2蛋白水平的验证

Western Blot结果表明在 Cre× flox/ flox小鼠肺成纤维细

胞中的DDR2的表达水平比Cre× +/+的表达水平显著降低。

3 讨论

转基因、基因敲入 /敲除动物技术已经成为现代生命科学

基础研究和药物研发领域不可或缺的重要技术，该技术从上世

纪七八十年代诞生以来，至今已有近四十年的历史，经典技术

如 DNA原核显微注射、胚胎干细胞显微注射技术一直以来经

久不衰，在小鼠模型构建方面日趋完善，并且如同剪切酶和抗

体等常规分子生物学试剂的制备技术一样。尽管如此，传统技

术仍然存在一些难以克服的缺陷，如步骤繁琐、周期漫长、成功

率低、费用高昂等[12,13]。条件性基因敲除（conditional knockout）

是将某个基因在特定类型的细胞或发育的某一特定阶段沉默

的基因打靶方法，是在常规基因敲除的基础上，利用重组酶介

导的位点特异性重组技术，在基因敲除的范围和时间上实现一

种可控状态。因其可以在时间和空间上实现精确调控，所以迅

速取代了传统的完全基因敲除技术，因其可以避免关键基因在

完全性敲除（complete knockout）后的胚胎致死以及发育缺陷等

问题[14,15]，成为在动物整体水平上进行基因及基因功能研究的

主流技术。该技术采用基因结构或功能缺失的小鼠来研究相应

基因及相关疾病，能降低甚至排除其他内源性基因的干扰，实

验结果可信度高。条件性基因敲除主要是通过 Cre/LoxP或者

FLP/FRT重组系统来实现的[16,17]。这两个系统都是真核细胞内

位点特异性重组酶系统，已发展成为在体内、外进行遗传操作

的有力工具。这两个系统的应用，可以使靶基因的表达或缺失

发生在试验动物发育的某一阶段或某一特定的组织器官。此

外，若与控制 Cre或 Flp表达的其他诱导系统相结合，还可以

图 3 Cre× flox/ flox小鼠肺成纤维细胞中 Ddr2缺失的验证

Fig3. The identification of Ddr2 in lung fibroblast of Cre× flox/ flox

mouse by PCR

注：M：DL2000 DNAmarker；1：基因组 3'loxp位点鉴定结果；2：基因组

5'loxp位点鉴定结果；3：Cre鉴定结果；

4：基因组 5'loxp上游引物和 3'loxp下游引物的 PCR产物

Note: M: DL2000 DNAmarker；1: the PCR result of genome 3'loxp site;

2: the PCR result of genome 5'loxp site;

3: the PCR result of Cre; 4: the PCR production of genome 5'loxp forward

primer and genome 3'loxp reverse primer

图 4 Cre× flox/flox小鼠肺成纤维细胞中 DDR2缺失的验证（**P<0.01）

Fig.4 The identification of DDR2 in lung fibroblast of Cre× flox/ flox mouse byWestern Blot(**P<0.01)

对某一基因同时实现时空两方面的调控[18]。条件性基因敲除小

鼠的主要原理是通过基因打靶，把两个 LoxP位点放到目的基

因一个或几个重要的外显子的两边[19]。该小鼠和表达 Cre酶小

鼠杂交之前，其目的基因表达完全正常。当和组织特异性表达

Cre酶的小鼠进行杂交后，可以在特定的组织或细胞中敲除该

基因，而该基因在其他组织或细胞正常表达，此即条件性敲除

小鼠。Cre-LoxP系统是源于 P1噬菌体的一个 DNA重组体系
[20]。由 Cre酶和相应的 LoxP位点组成，它能导致重组发生在特

定的 DNA序列处（LoxP位点）。该系统可以将外源基因定点整

合到染色体上或将特定 DNA片段删除。基于 Cre-LoxP的基因
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打靶要分两步来进行，首先要在胚胎干细胞的基因组中引入

LoxP序列，这一步可以通过打靶载体的设计和对同源重组子

的筛选来实现[21]。下一步通过 Cre介导的重组来实现靶基因的

遗传修饰或改变[22]。Cre重组酶介导两个LoxP位点间的重组是

一个动态、可逆的过程，可以分成三种情况：1、如果两个 LoxP

位点位于一条 DNA链上，且方向相同，Cre重组酶能有效切除

两个 LoxP 位点间的序列；2、如果两个LoxP 位点位于一条

DNA链上，但方向相反，Cre重组酶能导致两个 LoxP位点间

的序列倒位；3、如果两个 LoxP位点分别位于两条不同的 DNA

链或染色体上，Cre酶能介导两条 DNA链的交换或染色体易

位[23]。条件性基因敲除鼠适用范围为：（1）该基因有胚胎致死性；

（2）用于研究该基因在特定的组织或细胞中的生理病理功能[24,25]。

盘状结构域受体 2（discoindin domain receptor 2，DDR2）属

于一类特殊的受体型蛋白酪氨酸激酶（receptor tyrosine kinase，

RTK），结构上含有胞外盘状结构区(discoindin region，DR)、一

段较长的邻跨膜区、一段一次跨膜区和具有催化活性的胞浆内

蛋白酪氨酸激酶区[26]。DDR2分子的 DR形成了在空间结构上

相邻的三个 loops，负责与其配体－纤维型胶原的结合从而介

导 DDR2的活化[27]。2008年 Jackson Laboratory[28]发现了一种常

染色体隐性遗传的自发突变小鼠（slie），在此小鼠中，DDR2的

绝大多数外显子（1-17）是缺失的。这种 DDR2缺陷小鼠主要表

现为生长障碍和性腺发育异常，生长障碍主要表现为侏儒症，

颅面发育畸形（突出的眼球和短而扁的鼻子）。因为 DDR2缺陷

小鼠的性腺发育异常，纯合子小鼠无法生育，只能通过杂合与

杂合交配的方式去繁育得到纯合子小鼠，繁育周期长，工作量

大，耗时费力。虽然已有报道显示，DDR2可调控肺成纤维细胞

的迁移能力[29]，然而，并不清楚 DDR2是否参与肺纤维化这一

细胞外基质过度沉积导致的疾病。我们课题组前期利用 DDR2

自发突变小鼠、DDR2腺病毒及 DDR2小干扰RNA全面明确

了 DDR2是促进肺纤维化的关键分子。DDR2对 TGF-茁1和胶
原这两条通路的作用均能促进MFBs的活化及血管重塑过程，

最终导致纤维化的发生[30]。

我们前期的工作的体外实验都是在原代肺成纤维细胞中

进行的，证明了 DDR2的活化与否与 TGF-茁1诱导的 p38/AKT

的活化无关，DDR2以非依赖的方式协同 TGF-茁1诱导 p38和

Akt的活化。而体内实验更加具有说服力，可以在动物体内我

们所关注的成纤维细胞中特异缺失 DDR2，通过动物肺纤维化

模型的建立来研究 DDR2在肺纤维化发生发展中的作用。于是

我们利用 Cre-LoxP这一重组酶系统，本课题组引进了 条

件性敲除小鼠和 S100a4-Cre小鼠，用 Cre-loxP技术成功构建

了在成纤维细胞中特异缺失 DDR2 的小鼠，基因型为 Cre×
flox/flox，并用 PCR和WestrnBlot的技术验证了 Cre× flox/flox

小鼠中肺成纤维细胞中 DDR2的缺失，从而实现了在动物体内

的特定细胞对目标基因进行特异敲除的目的，为后续在动物水

平进一步展开 DDR2与肺纤维化的研究垫定了重要基础。
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