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摘要　 目的 　 构建巨噬细胞特异性色氨酸 ２，３⁃双加氧酶

（ＴＤＯ２）基因敲除小鼠，为研究 ＴＤＯ２ 调控巨噬细胞功能影

响疾病发生发展提供动物模型。 方法　 基于 Ｃｒｅ⁃Ｌｏｘｐ 系统

构建巨噬细胞特异性 ＴＤＯ２ 基因敲除 （ ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃
ｉＣｒｅ ＋ ）小鼠。 采用 ＰＣＲ 和琼脂糖凝胶电泳鉴定小鼠基因

型；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫荧光验证小鼠巨噬细胞中 ＴＤＯ２
敲除效果；通过苏木精 －伊红（ＨＥ）染色，观察主要组织器官

是否存在自发病变。 结果　 基因型鉴定结果表明，ｆｌｏｘ 扩增

产物长度在 ４０７ ｂｐ 或 ４０８ ｂｐ 处仅有一条条带且 Ｃｒｅ 扩增产

物长度在 ５４３ ｂｐ 处有一条条带的小鼠即为 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃
ｉＣｒｅ ＋ 小鼠。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠相比，
ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠骨髓来源的巨噬细胞（ＢＭＤＭｓ）中
ＴＤＯ２ 表 达 降 低 （ Ｐ ＜ ０. ０１ ）。 免 疫 荧 光 结 果 显 示， 与

ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠相比，ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠腹腔巨噬细

胞和 ＢＭＤＭｓ 中 ＴＤＯ２ 表达降低。 ＨＥ 染色结果显示，与

ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠相比，ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠肝脏、脑、肾
脏和脾脏组织内细胞形态无明显差异。 结论 　 成功构建

ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠，为后续深入研究 ＴＤＯ２ 调控巨噬

细胞活化在疾病中的作用和机制提供更加精准的实验动物

模型。
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　 　 色氨酸 ２，３⁃双加氧酶（ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ２，３⁃ｄｉｏｘｙｇｅｎ⁃
ａｓｅ， ＴＤＯ２）是犬尿氨酸代谢通路（ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅ ｐａｔｈ⁃
ｗａｙ， ＫＰ）的重要限速酶之一，其表达和酶活性可由

全身色氨酸（ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ， Ｔｒｐ）水平和糖皮质激素诱

导［１］。 大量研究表明 ＴＤＯ２ 在癌症、神经系统疾病

和自身免疫病的发生发展中发挥重要作用。 巨噬细

胞作为机体免疫系统中重要的免疫细胞之一，其促

炎表型的 Ｍ１ 巨噬细胞和抗炎表型的 Ｍ２ 巨噬细胞

在多种疾病中发挥重要作用。 文献［２］报道 ＴＤＯ２ 通

过 ＡＫＴ ／ ＧＳＫ３β ／ ＩＬ⁃８ 信号通路控制 Ｍ２ 巨噬细胞极

化，促进食管鳞状细胞癌的进展。 课题组前期研究

显示 ＴＤＯ２ 在多种免疫细胞中表达，且与野生型小

鼠相比，ＴＤＯ２ 全身性敲除小鼠（ＴＤＯ２ － ／ － ）腹腔巨

噬细胞（ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ＰＭｓ）的 Ｍ１ ／ Ｍ２ 比

值降低［３］。 因此，为进一步揭示 ＴＤＯ２ 调控巨噬细

胞在疾病中的作用和潜在机制，该研究利用 Ｃｒｅ ／
ＬｏｘＰ 重组酶系统将 Ｃｒｅ 重组酶插入到小鼠 Ｌｙｚ２ 基

因起始密码子处，通过表型分析成功构建出巨噬细

胞特异性 ＴＤＯ２ 基因敲除小鼠，同时在基因组和蛋

白水平对其进行鉴定，为后期研究 ＴＤＯ２ 调控巨噬

细胞功能活化在疾病中的作用提供动物模型。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 实验动物　 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠由课题组前期繁

育获得［４］，雌性 ２ 只，体质量 ２０ ～ ２５ ｇ；髓系细胞表

达 Ｃｒｅ 重组酶的小鼠（以下简称 Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ 小鼠）由
安徽医科大学杨雪枝老师馈赠，雄性 １ 只，体质量

２０ ～ ２５ ｇ，购自江苏集萃药康生物科技有限公司，实
验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１８⁃０００８。 基因

小鼠背景均为 Ｃ５７ＢＬ ／ ６，饲养于安徽医科大学临床

药理研究所 ＳＰＦ 级动物房内，饲养室内的温度保持

在 ２２ ～ ２６ ℃，相对湿度维持在 ４０％ ～ ７０％ 。 本实

验动物饲养和繁育均符合安徽医科大学动物实验伦

理委员会批准（编号：ＰＺ⁃２０２２⁃００７）。
１． １． ２　 试剂　 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃Ｈｃｌ ｐＨ ８. ０、０. ５ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＥＤＴＡ ｐＨ ８. ０ （上海碧云天生物技术有限公司），
ＮａＣｌ、ＳＤＳ（北京索莱宝生物科技有限公司），蛋白酶

Ｋ（美国 Ｓｉｇｍａ 公司），２ × Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（南
京诺唯赞生物科技股份有限公司），Ｍａｒｋｅｒ Ｉ ＤＮＡ
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标准分子量 Ｌａｄｄｅｒ（北京索莱宝科技有限公司），５０
× ＴＡＥ（北京博迈德生物），Ａｇａｒｏｓｅ（广州赛国生物

科技），１ × ＴＥ ｐＨ８. ０（北京兰杰柯科技有限公司），
核酸染料（北京兰杰柯科技有限公司），ＲＡＰＩ 裂解

液、５ × 上样缓冲液（北京索莱宝生物科技有限公

司），ＴＤＯ２ 一抗、ＧＡＰＤＨ 一抗（美国 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公

司），山羊抗小鼠 ＩｇＧ ／辣根酶标记（北京中山金桥）、
山羊抗兔 ＩｇＧ ／辣根酶标记（上海 Ａｂｍａｒｔ 公司），Ｆ４ ／
８０ 一抗（杭州华安生物技术有限公司），显影液（美
国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司），Ｍ⁃ＣＳＦ（美国 ＭＣＥ 公司）。
１． １． ３ 　 仪器 　 超微量核酸蛋白检测仪（型号：ＤＳ⁃
１１） （美国丹诺尔公司），台式梯度 ＰＣＲ 仪 Ｔ１００ＴＭ

Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ （型号： Ｔ１００ＴＭ ） （ 美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司），天能 Ｔａｎｏｎ ＥＰＳ⁃３００ 琼脂糖凝胶电泳仪（型号：
ＥＰＳ⁃３００）（上海天能科技公司），全自动数码凝胶图

像分析系统（型号：Ｔａｎｏｎ⁃１６００） （上海天能科技公

司），通用型电泳仪（型号：ＤＹＹ⁃６Ｃ）（北京六一生物

科技有限公司），激光共聚焦显微镜（型号：Ｌｅｉｃａ
ｓｐ８）（德国徕卡公司），组织原位细胞扫描分析系统

（型号： Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ＭＩＤＩ ＩＩ） （山东斯瑞缔医疗科

技）。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 巨噬细胞特异性敲除 ＴＤＯ２ 小鼠的构建 　
由于纯合 ｆｌｏｘ 小鼠的目的基因片段上下游均插入了

同向的 ＬｏｘＰ 片段，将其与 Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ 小鼠进行杂交

后，ＬｏｘＰ 元件锚定的打靶区域即 ｆｌｏｘ 区域将会被删

除，使后续的外显子移码突变，提前终止蛋白的翻

译，从而达到基因敲除的目的（图 １Ａ）。 具体配繁

如下：首先，将 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠与 Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 基因型

小鼠交配获得 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠（Ｆ１ 代），再
将 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠与 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ交配获得

Ｆ２ 代， Ｆ２ 代 有 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 、 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ

Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ － 、 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 、 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ Ｌｙｚ２⁃
ｉＣｒｅ － ４ 种基因型（图 １Ｂ）。 其中 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃
ｉＣｒｅ ＋ 为巨噬细胞特异性 ＴＤＯ２ 基因敲除小鼠，将
ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ － 作 为 对 照 组 小 鼠

（ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）。
１． ２． ２ 　 巨噬细胞特异性 ＴＤＯ２ 基因敲除小鼠的

ＰＣＲ 鉴定

１． ２． ２． １ 　 小鼠基因组 ＤＮＡ 的提取 　 剪取鼠尾（１
周龄鼠尾约 ２ ～ ５ ｍｍ），加入 ４９０ μｌ 鼠尾裂解液（１
ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ ＨＣｌ ｐＨ ＝ ８. ０、０. ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ、５ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ、２０％ ＳＤＳ）和 １０ μｌ 蛋白酶 Ｋ，在 ５５ ℃下，混匀

消化 ８ ～ １２ ｈ 至无肉眼可见块状或絮状物，采用乙

醇沉淀提取法进一步提取 ＤＮＡ。 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１ ｍｉｎ，取上清液 ４５０ μｌ 移入新 ＥＰ 管中，再加入 ９００
μｌ 无水乙醇，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ。 弃上清液，
加入 １ ｍｌ ７５％乙醇，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 弃

上清液，打开 ＥＰ 管盖，室温晾置 ５ ～ １０ ｍｉｎ。 加入

３０ μｌ ＤＥＰＣ 水置于 ３７ ℃溶解 ＤＮＡ，３０ ｍｉｎ 后用枪

头吹打混匀，４ ℃保存。

图 １　 巨噬细胞特异性 ＴＤＯ２ 基因敲除小鼠构建与繁殖路线

　 　 Ａ：特异性 ＴＤＯ２ 敲除小鼠的构建策略；Ｂ：小鼠繁殖路线

１． ２． ２． ２　 ＰＣＲ 鉴定　 ＰＣＲ 反应总体系 ２５ μｌ；分别

加入 ２ × Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２. ５ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ９. ５
μｌ，正反引物各 １ μｌ，模板 ｃＤＮＡ １ μｌ。 ＰＣＲ 扩增程

序为：９５ ℃、５ ｍｉｎ，９８ ℃、３０ ｓ，６５ ℃、３０ ｓ，７２ ℃、４５
ｓ，２０ 个循环；９８ ℃、３０ ｓ，５５ ℃、３０ ｓ，７２ ℃、４５ｓ，２０
个循环；７２ ℃、５ ｍｉｎ。 基因鉴定策略见图 ２；Ｆｌｏｘ 引

物信息见表 １；Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ 引物信息见表 ２。
１． ２． ２． ３　 凝胶电泳　 称取 １. ２ ｇ Ａｇａｒｏｓｅ 于锥形瓶

中，加入 ６０ ｍｌ ＴＡＥ⁃ｂｕｆｆｅｒ 放在微波炉中，高火沸腾

３ 次后拿出降温，加入 １０ μｌ 核酸染料，摇匀倒入板

子中，插上梳子，等待 ３０ ｍｉｎ 后凝固。 每孔点样 １０
μｌ，ｍａｒｋｅｒ ５ μｌ，以 １４０Ｖ、４００ ｍＡ 的条件电泳 ３０
ｍｉｎ。 结束电泳后，拍照观察。
１． ２． ３　 ＰＭｓ 的提取　 将小鼠麻醉后处死，于超净台

内用镊子拎起小鼠的腹部皮肤，剪刀剪开小口；用注

射器抽取预冷的无菌ＰＢＳ，在剪开的小口中轻轻打
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表 １　 小鼠基因型鉴定 ｆｌｏｘ 引物序列

ＰＣＲ 反应 引物名称 引物序列 产物大小（ｂｐ）

５′同源臂
ＪＳ０４３７１⁃ＴＤＯ２⁃５ｗｔ⁃ｔＦ１
ＪＳ０４３７１⁃ＴＤＯ２⁃５ｗｔ⁃ｔＲ１

Ｆ１：ＴＧＴＧＣＣＴＡＴＴＣＡＡＡＴＣＴＧＣＴＡＴＧ
Ｒ１： ＣＧＡＡＣＣＡＴＡＡＴＣＡＣＣＴＣＣＣＡＡ

ＷＴ：３０５
Ｔａｒｇｅｔｅｄ：４０７

３′同源臂
ＪＳ０４３７１⁃ＴＤＯ２⁃３ｗｔ⁃ｔＦ１
ＪＳ０４３７１⁃ＴＤＯ２⁃３ｗｔ⁃ｔＲ１

Ｆ１： ＡＣＴＴＧＴＴＴＣＣＡＴＡＣＣＡＡＴＧＡＧＡＴ
Ｒ１：ＡＧＣＣＴＧＴＡＴＣＴＣＴＧＡＴＡＡＴＣＡＡＧＡＣ

ＷＴ：３０５
Ｔａｒｇｅｔｅｄ：４０８

表 ２　 小鼠基因型鉴定 Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ 引物序列

ＰＣＲ 反应 引物名称 引物序列 产物大小（ｂｐ）

５′同源臂
Ｔ００３８２２⁃Ｆ１
Ｔ００３８２２⁃Ｒ１

Ｆ１： ＡＧＴＧＣＴＧＡＡＧＴＣＣＡＴＡＧＡＴＣＧＧ
Ｒ１： ＣＴＧＡＴＴＣＴＣＣＴＣＡＴＣＡＣＣＡＧＧ

ＷＴ：０
Ｔａｒｇｅｔｅｄ：５４３

图 ２　 小鼠鼠尾基因组 ＰＣＲ 鉴定策略

入 ＰＢＳ；轻揉小鼠腹部 ２ ～ ３ ｍｉｎ 后，静置 ５ ｍｉｎ，注射

器吸取打入腹腔的液体至 １５ ｍｌ 离心管中；１ ５００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液。 加入含 １０％血清的高

糖 ＤＭＥＭ 培养基轻轻重悬，铺至 ６ 孔板，放入细胞

培养箱中培养 ４ ｈ，收集贴壁细胞用于后续实验。
１． ２． ４　 骨髓来源的巨噬细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ＢＭＤＭｓ）的分离与培养　 将小鼠麻醉

后处死，在超净台内分离小鼠股骨和胫骨，先放入

７５％乙醇溶液中浸泡 １ ｍｉｎ，再换到无菌 ＰＢＳ 中；在
培养皿中加入 ４ ｍｌ 高糖 ＤＭＥＭ，用剪刀剪断股骨和

胫骨连接处，镊子夹取一根骨头，剪去两端，用 １ ｍｌ
注射器吸取适量培基轻轻冲出骨髓细胞，至骨头变

白；将冲出的细胞轻轻重悬，过纱网转移至新的 １５
ｍｌ 无菌离心管中，１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清

液；用 １０％ 高糖 ＤＭＥＭ 培基适量体积重悬后铺板，
当天计为第 ０ 天。 在第 １、３ 和 ５ 天先将原来培基吸

出，用 ＰＢＳ 轻轻洗涤细胞，再加上含 Ｍ⁃ＣＳＦ（１０ ｎｇ ／
ｍｌ）的 １０％ 高糖 ＤＭＥＭ 培基；培养至第 ７ 天，即为

ＢＭＤＭｓ，用于后续实验。
１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 使用裂解液（ＲＩＰＡ ∶ ＰＭＳＦ ∶

ＰＩ ＝ ９８ ∶ １ ∶ １）提取 ＢＭＤＭｓ 蛋白，将收集的蛋白与

５ ×上样缓冲液按比例混合，沸水浴 ８ ｍｉｎ， － ２０ ℃
储存。 先通过电泳将蛋白分离后，再 ２２０ ｍＡ 转膜 １
ｈ 获得蛋白条带；将条带放入 ５％ 脱脂牛奶（１ ｇ 脱

脂奶粉 ＋ ２０ ｍｌ ＴＰＢＳ）中，摇床上低速室温封闭 ２
ｈ；分别在对应位置的条带中敷上 ＧＡＰＤＨ 一抗（１
∶ １０ ０００）和 ＴＤＯ２ 一抗（１ ∶ ４００），４ ℃孵育 １８ ｈ 以

上；第二天 ＴＰＢＳ 清洗 ３ 次，在牛奶中加入山羊抗兔

ＩｇＧ（１ ∶ ５ ０００）和山羊抗小鼠 ＩｇＧ（１ ∶ １０ ０００），摇床

上室温孵育 ２ ｈ；孵育完成后 ＴＰＢＳ 清洗 ３ 次，ＰＢＳ 清

洗 １ 次，每次 ７ ｍｉｎ；避光条件下进行曝光并拍照。
１． ２． ６　 细胞爬片免疫荧光　 加入 ５００ μｌ ４％ 多聚

甲醛固定 １５ ｍｉｎ，吸弃多聚甲醛；加入 ０. ５％ 的 Ｔｒｉ⁃
ｔｉｏｎ 通透 １０ ｍｉｎ；加入 ５％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ；加入 ８０ μｌ
配制好的抗体（ＴＤＯ２ ∶ Ｆ４ ／ ８０ ∶ 一抗稀释液 ＝ １ ∶ ２
∶ ２００）于 ４ ℃冰箱过夜；第二天洗去一抗，加入 ８０
μｌ 配制好的荧光二抗（羊抗大鼠 ４８８ ∶ 羊抗兔 ５９４
∶ 二抗稀释液 ＝ １ ∶ １ ∶ ９８）室温避光孵育 １ ｈ；加入

８０ μｌ ＤＡＰＩ 溶液室温避光染 ５ ｍｉｎ；最后封片，激光

共聚焦显微镜拍片。
１． ２． ７　 组织苏木精 － 伊红（ＨＥ）染色　 选取 １０ 周

龄同窝雄性 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ和 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠

肝脏、脑、肾脏、脾脏组织固定，包埋脱蜡、ＨＥ 染色、
脱水透明、封片拍照。
１． ３ 　 统计学处理 　 所有实验数据采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
ｐｒｉｓｍ ８. ３. ０ 进行统计分析，实验结果以 �ｘ ± ｓ 表示，
采用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 小鼠的基因型鉴定结果　
２． １． １ 　 Ｆｌｏｘ 基因鉴定结果 　 若以 ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃
５ｗｔ⁃ｔＦ１ 和 ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃５ｗｔ⁃ｔＲ１ 为引物，ＰＣＲ 反应

显示 ３０５ ｂｐ 条带和 ４０７ ｂｐ 条带的为 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ 小
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鼠；ＰＣＲ 反应显示 ３０５ ｂｐ 条带的为同窝 ＷＴ 小鼠；
ＰＣＲ 反应显示 ４０７ ｂｐ 条带的为 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠；若
以 ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃３ｗｔ⁃ｔＦ１ 和 ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃３ｗｔ⁃ｔＲ１
为引物，ＰＣＲ 反应显示 ３０５ ｂｐ 条带和 ４０８ ｂｐ 条带的

为 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ 小鼠；ＰＣＲ 反应显示 ３０５ ｂｐ 条带的为

ＷＴ 小 鼠； ＰＣＲ 反 应 显 示 ４０８ ｂｐ 条 带 的 为

ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠。 Ｆｌｏｘ 基因型鉴定结果见图 ３Ａ，其
中 １ 和 ４ 为 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ 小鼠，２ 和 ３ 为 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小

鼠。
２． １． ２　 Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ 基因鉴定结果　 根据凝胶电泳结

果显示，ＰＣＲ 反应扩增出 ５４３ ｂｐ 条带大小为 Ｌｙｚ２⁃
ｉＣｒｅ ＋ 小鼠。 Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ 基因型鉴定结果见图 ３Ｂ，其
中 １ 和 ２ 为 Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ － 小鼠，３ 和 ４ 为 Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小

鼠。 结合两者鉴定结果可知，１ 为 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ Ｌｙｚ２⁃
ｉＣｒｅ － 小鼠， ２ 为 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ － 小鼠， ３ 为

ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小 鼠， ４ 为 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ Ｌｙｚ２⁃
ｉＣｒｅ ＋ 小鼠。

图 ３　 小鼠基因型鉴定结果

　 　 Ａ： Ｆｌｏｘ 基因型鉴定结果； Ｂ： Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ 基因型鉴定结果；１：

ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ － 小 鼠； ２： ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ － 小 鼠； ３：

ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠；４：ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠

２． ２　 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 的生长和繁育情况 　

ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 与 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ杂交，每胎产 ５ 只

左右幼鼠，成活率 ＞ ９０％ ，ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠

约占四分之一，子代 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠能正

常出生。 经观察与分析，与 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 小鼠相比，
ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠的生长发育正常，毛色、
外观无明显差异。 见图 ４。

图 ４　 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠和 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠照片

２． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ和 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ

Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠 ＢＭＤＭｓ 中 ＴＤＯ２ 敲除效果 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 和 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃
ｉＣｒｅ ＋ 小鼠 ＢＭＤＭｓ 中 ＴＤＯ２ 蛋白表达，结果显示，与
ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠相比，ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠 ＢＭ⁃
ＤＭｓ ＴＤＯ２ 表达降低（Ｐ ＝ ０. ００４ ３， ｔ ＝ ５. ８１７）。 见

图 ５。

图 ５　 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ和 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋

小鼠 ＢＭＤＭｓ中 ＴＤＯ２ 表达

　 　 Ａ： ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 小 鼠； Ｂ： ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小 鼠； 与

ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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２． ４ 　 免疫荧光检测 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 和 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ

Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋小鼠 ＰＭｓ 和 ＢＭＤＭｓ 中 ＴＤＯ２ 的敲除

效果 　 免疫荧光观察小鼠的 ＰＭｓ 和 ＢＭＤＭｓ 中

ＴＤＯ２ 蛋白的表达，结果表明，与 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠相

比，ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠 ＰＭｓ（图 ６Ａ） 和 ＢＭ⁃
ＤＭｓ（图 ６Ｂ）中 ＴＤＯ２ 表达降低。
２． ５ 　 ＨＥ 染色观察 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠和 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ

Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋小鼠肝脏、脑、肾脏和脾脏组织器官生长

发育情况　 为了观察各组织细胞内部的形态结构，
解剖 １０ 周龄 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠及同窝对照

ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠，取主要组织器官进行 ＨＥ 染色。 结

果显示，与 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ相比，ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小

鼠肝脏中肝细胞形态结构均完整且大小正常，肝索

呈放射状排列，周围未发现炎症细胞浸润；脑组织中

海马区域排列整齐，核仁清晰；肾脏中肾小管无变

性，排列有序，管腔形态大小正常，肾小球等结构均

正常；脾脏结构正常，红白髓边界清晰，生发中心清

晰可见。 结果显示巨噬细胞 ＴＤＯ２ 敲除并未影响小

鼠各组织器官的发育。 见图 ７。

图 ６　 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ和 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＬｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠 ＰＭｓ和 ＢＭＤＭｓ中 ＴＤＯ２ 表达 × ６３
Ａ：ＰＭｓ 中 ＴＤＯ２ 的表达；Ｂ：ＢＭＤＭｓ 中 ＴＤＯ２ 的表达
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图 ７　 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠和 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠各组织 ＨＥ ×４０
Ａ：肝脏组织；Ｂ：脑组织；Ｃ：肾脏组织；Ｄ：脾脏组织

３　 讨论

　 　 ＴＤＯ 是一种含血红素的同型四聚体胞质酶，由
基因 ＴＤＯ２ 编码，介导 ＫＰ 的第一步和限速步骤，可
以将 底 物 Ｔｒｐ 代 谢 为 犬 尿 氨 酸 （ ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅ，
Ｋｙｎ） ［５］。 目前对 ＴＤＯ２ 的研究逐渐增多，并发现

ＴＤＯ２ 在多种疾病中发挥关键作用［６ － ７］。 文献［８］ 报

道，ＴＤＯ２ 介导产生的 Ｋｙｎ 通过芳香烃受体与肿瘤

细胞免疫逃逸密切相关。 海马 ＴＤＯ２ 增加会促进行

为缺陷，而 ＴＤＯ２ 药理学抑制可防止 ＡＰＰ⁃ＰＳ１ 小鼠

的认知能力下降，提示抑制 ＴＤＯ２ 为衰老相关疾病

提供新的治疗策略［９］。 在自身免疫病中，ＴＤＯ２ 缺

失能保护实验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠脊髓中的

神经元丢失［１０］。 巨噬细胞在多种疾病中都发挥着

重要的作用。 课题组在研究类风湿关节炎的病理机

制中，利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术敲除 ＲＡＷ ２６４. ７ 细

胞 ＴＤＯ２ 基因，发现敲除 ＴＤＯ２ 基因的 ＲＡＷ ２６４. ７
细胞极化、吞噬和分泌能力均减弱，提示 ＴＤＯ２ 可能

参与调控巨噬细胞的功能活化［１１］，但具体机制尚不

明确。 尽管课题组已经繁育出 ＴＤＯ２ － ／ － 小鼠，但无

法特异性研究 ＴＤＯ２ 在各类细胞中的作用。 因此，
巨噬细胞特异性 ＴＤＯ２ 基因敲除小鼠的构建是必不

可少的。 构建巨噬细胞特异性 ＴＤＯ２ 基因敲除小

鼠，深入研究 ＴＤＯ２ 调控巨噬细胞的作用，以及在疾

病状态下参与的分子机制具有重要意义。
　 　 基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因敲除技术及 Ｃｒｅ⁃ｌｏｘｐ 系

统建立稳定的特异性基因敲除实验动物模型已成为

研究基因生物学功能的重要手段［１２］。 将具有 ＬｏｘＰ

序列的目的基因突变小鼠和带有 Ｃｒｅ 酶基因的转基

因 Ｃｒｅ 小鼠进行杂交，构建出在特定细胞中敲除目

的基因的小鼠。 相较于全身性基因敲除，Ｃｒｅ⁃ｌｏｘｐ
系统构建特异性基因敲除的优点在于可以实现在特

定的组织或细胞中敲除目的基因，且敲除效率可到

９９％ ，适用范围广等。 Ｌｙｚ２ 基因编码溶菌酶 ２，主要

在髓系细胞中表达，包括单核 ／巨噬细胞、粒细胞、树
突状细胞等，Ｌｙｚ２ ⁃ｉＣｒｅ 小鼠是髓系细胞内特异性表

达 Ｃｒｅ 的工具鼠，当与含有 ｌｏｘＰ 位点的小鼠杂交时，
子代可在骨髓细胞谱系中产生由 Ｃｒｅ 重组酶介导

ｌｏｘＰ 位点间的序列重组。 由于 Ｌｙｚ２ 是在髓系细胞

中特异表达的酶，因此在被用于巨噬细胞基因功能

的研究中需排除树突状细胞及粒细胞等髓系细胞可

能存在的影响。 与 Ｌｙｚ２⁃ＣｒｅＥＲＴ 小鼠相比， Ｌｙｚ２⁃
ｉＣｒｅ 小鼠有驱动密码子经过优化和不需要他莫昔芬

诱导等优点［１３］。 本研究首先通过 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠与

Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠杂交获得 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠，
再将其与 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠杂交，最终获得 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ

Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小鼠，然后用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫荧光验

证 ＴＤＯ２ 在巨噬细胞中被敲除成功，且在繁育过程

中 观 察 到 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 小 鼠 相 较 于

ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠生长速度和体质量无明显差异。 ＨＥ
染色结果显示 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｌｙｚ２⁃ｉＣｒｅ ＋ 和 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小

鼠肝脏、脑、肾脏和脾脏组织器官细胞内部的形态结

构均无明显差异。
　 　 综上所述，本研究成功构建巨噬细胞特异性

ＴＤＯ２ 基因敲除小鼠，为进一步研究 ＴＤＯ２ 调控巨噬

细胞活化在炎症免疫性相关性疾病中发挥的作用和

·９９９·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｊｕｎ；５９（６）



机制提供了有效的研究工具。
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