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摘要　目的　运用 ＣｒｅｌｏｘＰ技术构建肝细胞特异性沉默信
息调节因子３（ｓｉｌｅｎｃｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ３，Ｓｉｒｔ３）基因敲除
（Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ）小鼠，为研究肝细胞 Ｓｉｒｔ３基因在疾病中的生物学
功能提供重要动物模型。方法 将ｌｏｘＰ标记的Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠
与 ＡｌｂＣｒｅ纯合子（ＡｌｂＣｒｅ＋／＋）小鼠进行交配，Ｆ１代
Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／－／ＡｌｂＣｒｅ＋／－小鼠再与 Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠进行交配并鉴
定，Ｆ２代基因型为 Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／ＡｌｂＣｒｅ＋／－的小鼠即为本实验
所构建的 Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠，Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／ＡｌｂＣｒｅ－／－小鼠即为对照
小鼠Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠。提取鼠尾 ＤＮＡ，通过 ＰＣＲ鉴定子代小
鼠的基因型；免疫荧光双染观察 Ｓｉｒｔ３在小鼠肝细胞中的表
达；提取Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠原代肝细胞及心脏、脾脏、肾脏、肺组织
蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法验证Ｓｉｒｔ３在小鼠肝细胞及其他组织中
的表达水平；ＨＥ染色观察小鼠肝脏及心脏、脾脏、肺等组织
结构。结果　成功鉴定出Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠；免疫荧光及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果显示，小鼠肝细胞中Ｓｉｒｔ３蛋白表达水平低于对照组
小鼠（Ｐ＜００１），而Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠的心脏、脾脏、肾脏和肺组织
中Ｓｉｒｔ３表达与对照组相比无明显变化（Ｐ＞００５）；ＨＥ染色
结果显示Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠肝脏、心脏、脾脏、肺、肾脏的组织学特
征与对照组小鼠相比无明显变化。结论　成功构建肝细胞
特异性Ｓｉｒｔ３基因敲除小鼠，为进一步研究肝细胞 Ｓｉｒｔ３基因
在相关疾病中的调控作用机制奠定了基础。

关键词　肝细胞；Ｓｉｒｔ３；基因敲除；Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠；ＣｒｅｌｏｘＰ；基
因型鉴定
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　　沉默信息调节因子３（ｓｉｌｅｎｃｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａ

ｔｏｒ３，Ｓｉｒｔ３）是一种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａ
ｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＡＤ）依赖性的去乙酰化
酶，属于 Ｓｉｒｔｕｉｎｓ蛋白家族［１］。肝细胞作为肝脏中

主要的实质细胞，其介导碳水化合物、脂质和蛋白质

代谢、解毒和免疫细胞激活，以维持肝脏内稳态［２］。

研究［３－６］表明，肝细胞在接受肝脏损伤和炎症信号

后会发生凋亡、坏死、自噬等，并通过释放各种细胞

炎性介质，参与药物性肝损伤、病毒性肝病、肝纤维

化等疾病的发生发展。

　　Ｓｉｒｔ３作为一种重要的去乙酰化酶，可通过维持
肝细胞线粒体完整性和清除胞内活性氧抑制氧化应

激，从而调控肝细胞凋亡、坏死等过程，在多种肝脏

疾病中发挥重要调节作用［７－８］。研究［９］表明，正常

小鼠Ｓｉｒｔ３全身敲除后体内出现异常的氧化应激，但
在肠上皮细胞中特异性敲除 Ｓｉｒｔ３基因后小鼠表现
正常，而造模后与正常小鼠相比可明显加速肠道癌

变，提示细胞条件性敲除Ｓｉｒｔ３对于研究疾病的病理
机制十分必要。因此，该研究中，利用ＣｒｅｌｏｘＰ重组
酶系统的基因敲除技术，以原代肝细胞为对象，建立

了肝细胞特异性Ｓｉｒｔ３基因敲除小鼠模型，该模型成
功建立后可在转基因小鼠体内稳定遗传，为进一步

在各类肝脏疾病中阐述肝细胞 Ｓｉｒｔ３基因发挥的作
用提供良好的实验动物模型基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　体质量为 ２０～２５ｇ的雄性
Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠、Ａｌｂ－Ｃｒｅ转基因小鼠各８只均购自
江苏集萃药康生物科技股份有限公司，均为Ｃ５７ＢＬ／
６Ｊ遗传背景。本研究获得安徽医科大学临床药理
研究所动物实验伦理委员会批准（编号：ＰＺ２０２３
００８）。本研究的实验动物均由安徽医科大学临床
药理研究所ＳＰＦ级动物房饲养和繁育，对饲养环境
进行了精确的控制，保持在大约 ２５℃的温度和
７０％左右的湿度。实验动物自由饮食和饮水。实验
动物的使用许可证号：ＳＹＸＫ（皖）２０２０００１。
１．１．２　主要试剂　２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（货号：
ＭＴ２０１）、５０×ＴＡＥ（货号：ＥＬ１０２０１）、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
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（货号：ＭＤ１１２）均购自北京博迈德基因技术有限公
司；蛋白酶Ｋ（货号：Ｖ９００８８７１００ＭＧ）购自美国 Ｓｉｇ
ｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；基因鉴定引物购自上海生工生物
工程股份有限公司；ＳｕｐｅｒＲｅｄ核酸染料（货号：
ＢＳ３５４Ｂ）购自北京兰杰柯科技有限公司；ＲＩＰＡ蛋白
裂解液（货号：Ｐ００１３Ｃ）、苯甲基磺酰氯（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈ
ｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）（货号：ＳＴ５０６２）、５×电泳
加样缓冲液（货号：Ｐ００１５Ｌ）均购自上海碧云天生物
技术公司；抗βａｃｔｉｎ抗体（货号：Ｔ００２２）、抗Ｓｉｒｔ３抗
体（货号：ＡＦ５１３５）均购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司；抗 Ａｌ
ｂｕｍｉｎ抗体（货号：６６０５１１Ｉｇ）、辣根过氧化物酶山
羊抗兔二抗（货号：ＳＡ００００１２）和鼠二抗（货号：
ＳＡ００００１１）均购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；ＥＣＬ化学
发光试剂盒（货号：ＢＬ５２０Ｂ）购自北京 Ｂｉｏｓｈａｒｐ公
司；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ荧光二抗
（货号：７１１５４６１５２）、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７标记的山羊抗
兔 ＩｇＧ荧光二抗（货号：７１５６０６１５０）均购自美国
ＪａｃｋｓｏｎＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ公司。
１．１．３　主要仪器　化学发光凝胶成像分析系统
（上海天能科技有限公司，型号：Ｔａｎｏｎ５２００）；冰冻
切片机（德国ＬＥＩＣＡ公司，型号：ＣＭ１９５０）；通用型
电泳仪（北京六一生物科技有限公司，型号：ＤＹＹ
７Ｃ）；石蜡切片机（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，

型号：ＭＩＣＲＯＭＨＭ３２５）；玻片扫描仪（山东济南丹吉
尔电子有限公司，型号：ＰａｎｎｏｒａｍｉｃＭＩＤＩ）；激光共聚
焦显微镜（德国ＬＥＩＣＡ公司，型号：ＴＣＳＳＰ８）；Ｔｈｅｍａｌ
ＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪（美国ＢＩＯＲＡＤ公司，型号：Ｔ１００）。
１．２　方法
１．２．１　肝细胞特异性Ｓｉｒｔ３敲除小鼠模型的构建策
略与流程　Ｓｉｒｔ３基因位于 Ｃｈｒ７染色体上，有１０个
转录子，根据 Ｓｉｒｔ３基因的结构，将 Ｓｉｒｔ３２０１转录本
的外显子２～３作为敲除区域，该区域含有起始密码
子ＡＴＧ编码序列，敲除该区域会导致蛋白质功能的
缺失。本研究使用 ＣｒｅｌｏｘＰ系统进行实验，以
Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠和 ＡｌｂＣｒｅ小鼠进行配繁。Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ

小鼠是在 Ｓｉｒｔ３基因的 ２号和 ３号外显子插入了
ｌｏｘＰ位点的实验鼠，而 ＡｌｂＣｒｅ小鼠则是具有肝细
胞特异性表达 Ｃｒｅ重组酶的实验鼠。通过同源重
组，ＡｌｂＣｒｅ重组酶可以特异性敲除 Ｓｉｒｔ３基因，因为
它具有识别ｌｏｘＰ位点的能力（图１Ａ）。在构建过程
中，首先将 Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠与 ＡｌｂＣｒｅ＋／＋小鼠交配，
产生了基因型为 Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／－／ＡｌｂＣｒｅ＋／－的小鼠，然
后，这些小鼠与 Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠再次交配，生成了子
代，其基因型为 Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／ＡｌｂＣｒｅ＋／－小鼠（Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ

小鼠）和 Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／ＡｌｂＣｒｅ－／－小鼠（Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小
鼠）。见图１Ｂ。

图１　肝细胞特异性Ｓｉｒｔ３基因敲除小鼠模型的构建策略（Ａ）与流程图（Ｂ）
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１．２．２　ＰＣＲ鉴定小鼠基因型　在小鼠４周时，将鼠
尾剪下，加入鼠尾裂解液３００μｌ，蛋白酶Ｋ２０μｌ，在
５５℃水浴中过夜，第２天，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，
取出上清液，加入４００μｌ预冷的无水乙醇，轻轻吹
打混合，使其在管内沉淀出白色絮状 ＤＮＡ后，１２
０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液。将７０％预先冷
却的乙醇４００μｌ混合，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃
去上清液，仔细吸干残余乙醇，再打开离心管盖，室

温静置２ｈ，使其完全挥发。加入３０μｌ复温的 ＴＥ
溶液使ＤＮＡ溶解，混合均匀后放入４℃冰箱，备用。
　　ＰＣＲ反应体系：１２５μｌ２×ＴａｑＭｉｘ、９５μｌ去
离子水、Ｓｉｒｔ３或ＡｌｂＣｒｅ基因鉴定引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）
各１μｌ和提取的小鼠 ＤＮＡ（１００ｎｇ／μｌ）１μｌ。ｌｏｘＰ
和ＡｌｂＣｒｅ的ＰＣＲ扩增程序为：９５℃、５ｍｉｎ；９８℃、
３０ｓ，６５℃（－０５℃／循环）、３０ｓ，７２℃、４５ｓ，２０个
循环；９８℃、３０ｓ，５５℃、３０ｓ，７２℃、４５ｓ，２０个循环；
７２℃、５ｍｉｎ。基因鉴定引物序列见表１。在ＰＣＲ扩
增后，将产物进行琼脂糖凝胶电泳分析，并将凝胶置

于化学发光凝胶成像分析系统中进行拍照观察。

表１　肝细胞特异性Ｓｉｒｔ３基因敲除小鼠的基因型鉴定引物序列表

引物名称 引物序列（５′３′） 扩增产物（ｂｐ）
Ｓｉｒｔ３Ｆ ＧＧＡＡＡＣＡＣＡＧＡＣＴＣＧＧＧＴＴＡＣＡＣＧＡ ＷＴ：３４２
Ｓｉｒｔ３Ｒ ＴＧＧＣＣＡＧＡＴＧＧＡＡＣＴＴＴＡＧＡＧＴＴＧＧ Ｔａｒｇｅｔｅｄ：４２３
ＡｌｂＦ ＧＧＧＣＡＧＴＣＴＧＧＴＡＣＴＴＣＣＡＡＧＣＴ ＷＴ：０
ＡｌｂＲ ＴＡＧＣＴＡＣＣＴＡＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＡＣＡＡＣ Ｔａｒｇｅｔｅｄ：３４０

１．２．３　免疫荧光双染检测小鼠肝细胞中 Ｓｉｒｔ３表达
　取６周龄的Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠和Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠肝组织，
多聚甲醛固定过夜。ＯＣＴ包埋后，进行冰冻切片。
ＰＢＳ洗３次，使用ＰＢＳ稀释的ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温通透
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，５％ ＢＳＡ／ＰＢＳ封闭液室温封闭
１ｈ。加入抗 Ａｌｂｕｍｉｎ（１∶１５０）、抗 Ｓｉｒｔ３抗体
（１∶１００），４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗３次，加入荧光二
抗（１∶４００）在室温下孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，并用
激光共聚焦显微镜拍照观察。

１．２．４　小鼠原代肝细胞的分离提取　利用改良版
两步灌流法提取原代肝细胞，将６周龄的两组小鼠
麻醉后消毒，打开腹腔。暴露肝门静脉，平行插入留

置针，用３７℃、０５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＥＧＴＡ灌洗液Ⅰ按５
ｍｌ／ｍｉｎ流速进行肝灌注约２５ｍｌ，灌入的同时剪开
下腔静脉，随后用灌流液Ⅱ（含胶原酶Ⅳ的 ＤＭＥＭ
高糖培基）匀速灌流约２５ｍｌ至肝软塌至出现皲裂。
剪下肝放置培养皿中，加入１５ｍｌ完全培养基，撕裂
肝包膜，形成肝细胞混悬液，用７０μｍ细胞网滤过，
收集滤液。４００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，重复多

次，即得小鼠原代肝细胞。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｓｉｒｔ３的表达　在上述分
离获得的 Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠和对照组 Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠的原
代肝细胞中，加入裂解液，提取总蛋白，同时提取小

鼠的心、脾、肺和肾组织总蛋白。制备１０％ＳＤＳ聚
丙烯酰胺凝胶，上样电泳，将其置于 ＰＶＤＦ薄膜上，
然后用牛奶封闭，孵育抗 Ｓｉｒｔ３抗体（１∶１０００）、β
ａｃｔｉｎ抗体（１∶１０００），置于冰箱４℃过夜，在进行
ＴＰＢＳ洗脱之后，将二抗（１∶２０００）在室温下孵育
２ｈ，并且使用化学发光成像系统进行显影。通过使
用ＩｍａｇｅＪ软件分析结果，测量了条带的灰度值，并
计算出各组目的条带与内参βａｃｔｉｎ的比值，以反映
目的蛋白的相对表达水平，并对各组之间的差异进

行了比较。

１．２．６　ＨＥ染色　取小鼠肝、心、脾、肺和肾组织进
行包埋、切片，将石蜡切片放入二甲苯溶液中去除石

蜡后，依次用 １００％、９５％、８５％、７０％的乙醇水化，
苏木精染色５ｍｉｎ，用流动水冲洗，０１％的盐酸乙醇
进行分化，然后用流动水冲洗，在伊红染液中 ２ｓ
后，再用流动水冲洗，最后依次经７０％、８５％、９５％、
１００％乙醇进行脱水，二甲苯透明，中性树脂封片后
在玻片扫描仪下观察。

１．３　统计学处理　将实验数据输入 ＳＰＳＳ２６０软
件中并进行统计分析。实验数据以 珋ｘ±ｓ表示。采
用ｔ检验对两组进行组间比较。以Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　肝细胞特异性Ｓｉｒｔ３基因敲除小鼠的基因型鉴
定结果　Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／ＡｌｂＣｒｅ小鼠与 Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠
交配产生子代基因型鉴定结果见图２。在 ＤＮＡ样
本中，若存在 Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ，则只扩增出４２３ｂｐ长度的
片段；若存在 Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／－，则同时扩增出３４２ｂｐ的片
段；若样本含有Ｃｒｅ基因，那么会扩增出３４０ｂｐ的片
段。正如图２Ａ所示，小鼠编号１、３、４、５、７、８和９都
携带着４２３ｂｐ长度的Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ基因；而在图２Ｂ中，
小鼠编号１、２、３、５、７、８和９都有携带３４０ｂｐ长度
的Ｃｒｅ基因的特征。在这些实验中，编号为１、３、５、
７、８和９的是 Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／ＡｌｂＣｒｅ小鼠，即 Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小
鼠，而编号４的是Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠。
２．２　Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠肝细胞中 Ｓｉｒｔ３的表达情况　由
于白蛋白是肝细胞特异性标记蛋白，为了验证 Ｓｉｒｔ３
在Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠肝细胞中被敲除，首先使用免疫荧光
双染法检测Ｓｉｒｔ３和白蛋白在小鼠肝组织中的共定
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位情况，其中红色荧光蛋白标记为白蛋白，绿色荧光

蛋白标记为 Ｓｉｒｔ３。图３结果显示，Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠肝
细胞中Ｓｉｒｔ３荧光强度较强，有明显表达，而 Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ

组小鼠肝细胞中Ｓｉｒｔ３蛋白基本不表达，提示肝细胞
Ｓｉｒｔ３基因敲除成功。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠肝细胞中Ｓｉｒｔ３蛋白的

表达情况　为进一步确证 Ｓｉｒｔ３在 Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠肝细
胞中被敲除，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｓｉｒｔ３蛋白在小
鼠原代肝细胞中的表达。结果如图 ４所示，与
Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠相比，Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ组的小鼠肝细胞中 Ｓｉｒｔ３
蛋白表达减少，下降约９０％（ｔ＝３２８６１，Ｐ＜００１），
提示肝细胞特异性Ｓｉｒｔ３敲除小鼠模型成功构建。

图２　Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／ＡｌｂＣｒｅ小鼠基因型ＰＣＲ鉴定结果

Ａ：Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ基因型ＰＣＲ鉴定结果；Ｂ：ＡｌｂＣｒｅ基因型ＰＣＲ鉴定结果；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～９：实验小鼠编号

图３　免疫荧光双染检测小鼠肝细胞中Ｓｉｒｔ３和白蛋白表达情况

图４　Ｓｉｒｔ３在两组小鼠原代肝细胞中蛋白表达的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

与Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ比较：Ｐ＜００１
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２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠心、脾、肺、肾组织中
Ｓｉｒｔ３蛋白的表达情况　为了观察 Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠其他
主要脏器组织中 Ｓｉｒｔ３表达有无变化，分别提取心
脏、脾、肺、肾组织蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｓｉｒｔ３蛋白
表达。如图５所示，Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ组与 Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ组小鼠的
心、脾、肺及肾脏中均有Ｓｉｒｔ３蛋白表达；与Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ

小鼠相比，Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ组小鼠的心、脾、肺及肾脏中 Ｓｉｒｔ３
蛋白表达量无明显差异（ｔ＝００００、０２１１、１２３４、
０３５３，均 Ｐ＞００５），提示构建的 Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠 Ｓｉｒｔ３
蛋白的表达在其他脏器中不受影响。

２．５　Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠组织的 ＨＥ染色结果　肝组织
ＨＥ染色显示，两组小鼠肝脏细胞形态正常、排列规
则且结构完整（图６Ａ），肝细胞的核呈现为圆形并
位于中央，肝窦保持正常状态。肝细胞索以放射性

方式排列，其细胞质着色一致，且没有发现炎症细胞

的渗透。提示肝细胞特异性敲除 Ｓｉｒｔ３基因对肝组
织的形态结构及病理特征并无明显影响。

进一步观察肝细胞特异性敲除 Ｓｉｒｔ３基因对其
他主要组织器官的影响，ＨＥ染色结果如图 ６Ｂ所
示，两组小鼠的心肌纤维结构特征完整、形态清楚、

排列整齐；脾脏组织结构清晰，边缘区清晰结构完

整；肺部的组织构造显示正常，肺泡之间的间隔分布

比较均匀，没有出现渗出或其他炎症迹象；而肾脏形

态完整，结构清晰可见，肾小球和肾小囊的囊腔大小

正常，提示各组织形态学无明显改变。以上结果提

示肝细胞特异性敲除 Ｓｉｒｔ３基因对肝脏及主要器官
的形态结构无明显影响。

３　讨论

　　由于Ｃ５７ＢＬ／６小鼠遗传背景清晰，且其应用范
围广泛，除了被应用于各类模型的造模，也被用于制

备不同的基因工程小鼠，以更深入地进行相应基因

功能性及药理学、药效学研究。研究人员通过 Ｃｒｅ
ｌｏｘＰ系统建立不同的基因敲除 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠模
型［１０－１１］，可以为不同类型疾病的研究提供良好的模

型基础。

　　已有研究［１２］结果显示，全身敲除 Ｓｉｒｔ３（Ｓｉｒｔ３
ＫＯ）小鼠在高脂饮食中表现出更严重的高脂血症和
脂肪性肝炎，提示Ｓｉｒｔ３在肝脏疾病中可能具有十分
重要的作用，然而也有研究［１３］显示，全身敲除Ｓｉｒｔ３的
小鼠也出现了胰岛、心脏功能的损害，因此，全身敲

除Ｓｉｒｔ３的小鼠对于研究肝细胞Ｓｉｒｔ３在肝脏疾病中

图５　Ｓｉｒｔ３在其他组织器官中蛋白表达的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ａ：心脏组织Ｓｉｒｔ３蛋白的比较；Ｂ：脾脏组织Ｓｉｒｔ３蛋白的比较；Ｃ：肺组织Ｓｉｒｔ３蛋白的比较；Ｄ：肾脏组织Ｓｉｒｔ３蛋白的比较

图６　小鼠各脏器组织ＨＥ染色图

Ａ：小鼠肝组织ＨＥ染色图；Ｂ：小鼠心脏、脾脏、肺、肾脏组织ＨＥ染色图
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的作用可能会受到其他疾病的影响，故全身敲除Ｓｉｒｔ３
小鼠在该研究领域中的应用受到限制［１４］。因此，建

立肝细胞特异性Ｓｉｒｔ３敲除小鼠模型十分必要。
　　已有研究通过采用基因编辑技术［１５］成功创建

了仅在肝细胞中敲除 Ｓｉｒｔ３基因的小鼠模型。使用
的Ｃｒｅ重组酶能够识别并定位 Ｓｉｒｔ３基因两端的两
个ｌｏｘＰ位点，并能够切除这两个位点之间的Ｓｉｒｔ３基
因序列，从而敲除Ｓｉｒｔ３基因。本研究对４周左右的
小鼠进行鉴定，成功筛选出 Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ和 Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小
鼠。免疫荧光双染法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测显示
Ｓｉｒｔ３ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠肝细胞中 Ｓｉｒｔ３蛋白表达正常，而
Ｓｉｒｔ３Δｈｅｐ小鼠肝细胞中Ｓｉｒｔ３蛋白明显降低，提示肝细
胞特异性Ｓｉｒｔ３敲除小鼠模型构建成功。ＨＥ染色结
果显示，两组小鼠的肝脏组织形态学及病理特征并

无明显差异，心脏、脾脏、肺及肾脏等组织形态学也

均无明显差异，提示肝细胞特异性敲除 Ｓｉｒｔ３对心、
脾、肺和肾的器官的形态结构无明显影响。本研究

成功建立了肝细胞特异性Ｓｉｒｔ３基因敲除鼠模型，实
现了Ｓｉｒｔ３在肝细胞中的特异性敲除，可以为未来关
于Ｓｉｒｔ３在肝脏疾病和其他各种疾病中作用的研究，
以及相关的分子调控机制提供可靠的实验动物模

型，这将有助于将来对Ｓｉｒｔ３的功能和机制更深入地
研究，并为疾病的治疗和预防提供理论基础。
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萝卜硫素通过调节 ＡＬＯＸ５／ＮＦκＢ信号通路调控
巨噬细胞糖酵解抑制糖尿病肾病进展

乌日娜，丁海东，常　宏，孙娜娜，张　磊

摘要　目的　探讨萝卜硫素（ＳＦＮ）调节花生四烯酸５脂氧
合酶基因（ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄ５ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＡＬＯＸ５）／核因子
ｋａｐｐａＢ（ＮＦκＢ）信号通路调节巨噬细胞糖酵解对糖尿病肾
病（ＤＮ）进展的影响。方法　生物信息学分析 ＳＦＮ治疗 ＤＮ
的靶基因。使用３０ｍｍｏｌ／Ｌ高葡萄糖（ＨＧ）处理人近端肾小
管上皮细胞系（ＨＫ２细胞）诱导体外 ＤＮ模型。将 ＨＫ２细
胞分为如下组：正常糖（ＮＧ）组、ＨＧ组、ＨＧ＋ＳＦＮ（３ｍｍｏｌ／
Ｌ）组、ＨＧ＋ＡＬＯＸ５组、ＨＧ＋ＳＦＮ（３ｍｍｏｌ／Ｌ）＋ＡＬＯＸ５组、
ＨＧ处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细胞组、ＨＧ＋ＳＦＮ（３ｍｍｏｌ／Ｌ）
处理的巨噬细胞＋ＨＫ２细胞组、ＨＧ＋ＡＬＯＸ５转染处理的巨
噬细胞＋ＨＫ２细胞组、ＨＧ＋ＳＦＮ（３ｍｍｏｌ／Ｌ）＋ＡＬＯＸ５转染
处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细胞组。ＣＣＫ８检测细胞活力，原
位末端脱氧核苷酸转移酶标记（ＴＵＮＥＬ）法检测细胞凋亡；
葡萄糖和乳酸试剂盒检测各组细胞中葡萄糖和乳酸水平；

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中 ＡＬＯＸ５、ＮＦκＢ以及糖酵解相
关蛋白己糖激酶２（ＨＫ２）、丙酮酸激酶 Ｍ２（ＰＫＭ２）、葡萄糖
转运蛋白１（ＧＬＵＴ１）的表达；使用链脲佐菌素（ＳＴＺ）构建ＤＮ
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小鼠模型，ＤＮ小鼠给与 ＳＦＮ（０５ｍｇ／ｋｇ）治疗；检测小鼠各
项生化指标，ＨＥ染色检测肾组织病理变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测小鼠肾脏巨噬细胞中糖酵解相关蛋白己糖激酶２（ＨＫ２）、
丙酮酸激酶Ｍ２（ＰＫＭ２）、葡萄糖转运蛋白 １（ＧＬＵＴ１）的表
达。结果　生物信息学分析结果显示 ＡＬＯＸ５是 ＳＦＮ治疗
ＤＮ的靶基因。与ＨＧ组相比，ＳＦＮ处理增强ＨＫ２细胞活力
并抑制细胞凋亡（Ｐ＜００５）；同时，ＳＦＮ处理抑制ＨＧ诱导的
巨噬细胞糖酵解相关蛋白的表达，减弱巨噬细胞介导的ＨＫ
２细胞损伤（Ｐ＜００５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明 ＳＦＮ抑制
ＡＬＯＸ５和ＮＦκＢ的表达（Ｐ＜００５）；小鼠实验结果显示，
ＳＦＮ治疗改善ＤＮ小鼠肾功能和肾组织病理学改变，抑制肾
组织中巨噬细胞糖酵解相关蛋白的表达（Ｐ＜００５）。结论
　 ＳＦＮ通过抑制 ＡＬＯＸ５／ＮＦκＢ信号通路抑制巨噬细胞糖
酵解从而改善ＤＮ进展。
关键词 　萝卜硫素；糖尿病肾病；巨噬细胞；糖酵解；花生四
烯酸５脂氧合酶；ＮＦκＢ信号通路
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是２型
糖尿病最常见的微血管并发症［１］。有文献［２］报道，
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