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一种新的突变ＳＯＤ１转基因小鼠模型的构建及鉴定

吴虹辰１，胡　俊１，周晓杨２，王　勇２，杨源瑞１，谢首佳１，史树贵１　　（４０００３８重庆，第三军医大学：西南医院神经内科１，

基础医学部实验动物学教研室２）

　　［摘要］　目的　构建表达一种新的突变ＳＯＤ１（ｍＳＯＤ１）转基因小鼠模型，观察其临床表型，明确该 ｍＳＯＤ１类型与肌
萎缩侧索硬化（ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃｌａｔｅｒａｌｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＬＳ）的发病关系。方法　 构建携带ｍＳＯＤ１基因的ＰＣＩ质粒载体，通过受精卵
原核注射的方法制备转基因小鼠。利用ＰＣＲ方法鉴定出生的后代，采用转轮实验和足迹分析观察转基因小鼠的临床表
型。结果 　 ＰＣＲ结果证实获得了表达人 ｍＳＯＤ１的转基因小鼠；行为学检测显示，转基因小鼠在转轮上停留时间为
（５９１７±２６．２７）ｓ，明显短于野生型小鼠［（１７１．８３±２０．９８）ｓ，Ｐ＜０．０１］，转基因小鼠在出生８个月左右出现双下肢跛行、
拖曳，足迹欠规整，后肢足间距为（３４．８３±９．７２）ｍｍ，明显小于野生型小鼠［（５２．７８±７．２２）ｍｍ，Ｐ＜０．０１］。结论　 成功
构建了ｍＳＯＤ１转基因小鼠，该转基因小鼠出现了类似ＡＬＳ的临床表型。
　　［关键词］　 肌萎缩侧索硬化症；突变ＳＯＤ１；转基因小鼠
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ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌｔｅｓｔｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｌａｓｔｉｎｇｔｉｍｅｓｔａｙｉｎｇｏｎｔｈｅｗｈｅｅｌｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
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　　肌萎缩侧索硬化（ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃｌａｔｅｒａｌｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，
ＡＬＳ）是一种以大脑运动皮层、脑干和脊髓运动神经元
进展性破坏为特点的神经变性疾病，成人发病可导致

患者肌肉萎缩、瘫痪和死亡。目前除 ｒｉｌｕｚｏｌｅ能延缓病
情进展外，尚缺乏有效的治疗方式。研究表明２０％的
家族性和一些散发性的 ＡＬＳ患者有 ＳＯＤ１基因突
变［１］。目前，在人类已检测出１５０多种与 ＡＬＳ发生相
关的ＳＯＤ１突变。但是，ＳＯＤ１基因突变对ＡＬＳ发生和
发展的作用，以及引起神经元退行性改变的机制仍不

清楚。我们前期对重庆地区一个 ＡＬＳ家系进行了研
究，发现该家系患者携带一种新的 ＳＯＤ１突变类型
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（ｍＳＯＤ１，ＧｅｎｅＢａｎｋＩＤ：ＥＦ１４３９９０）［２］，推测这种新的
突变ＳＯＤ１类型可能是导致该家系发病的原因。本研
究通过建立表达ｍＳＯＤ１的转基因小鼠，观察转基因小
鼠的临床表型，为进一步研究该 ｍＳＯＤ１突变类型与
ＡＬＳ发病的关系提供动物模型。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　６～８周龄雌性 ＦＶＢ／Ｎ小鼠４８只，体质量２０～２３ｇ，动物
批号 ＳＹＸＫ（渝）２０１２０００２；６～８周 ＦＶＢ／Ｎ假孕雌鼠３７只，体
质量２０～２２ｇ，动物批号ＳＹＸＫ（渝）２０１２０００２。均购自第三军
医大学实验动物中心。小鼠在第三军医大学实验动物中心喂

养，每个１７ｃｍ×２６ｃｍ的笼子放置２～３只小鼠。平均温度为
２２℃，１２：１２昼夜节律（白天时间为６：００－１８：００，夜晚时间为
１８：００－次日６：００），食物和水无限制供给。取经 ＰＣＲ鉴定的
转基因小鼠５只（３只雌鼠，２只雄鼠），体质量２０～２２ｇ，ＦＶＢ／Ｎ
野生型小鼠５只（３只雌鼠，２只雄鼠），体质量２０～２５ｇ，进行
转轮实验和足迹分析。

１．２　主要试剂与仪器
　　ｍＳＯＤ１菌液购于上海生物工程有限公司，ＰＣＲ引物、限制
性内切酶ＢｇｌⅡ、ＢａｍＨⅠ购于宝生物工程（大连）有限公司，质
粒小提试剂盒和组织基因组提取试剂盒购自天根生化科技（北

京）有限公司，胶回收试剂盒购自美国Ｏｍｅｇａ公司，用于腹腔注
射的人绒毛膜促性腺激素（ｈｕｍａｎｃｈｏｒｉｏｎｉｃｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ，ＨＣＧ）
和孕马血清促性腺激素（ｐｒｅｇｎａｎｔｍａｒｅｓｅｒｕｍｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ，
ＰＭＳＧ）购于宁波第二激素厂。ＹＬＳ４Ｃ疲劳转轮仪购自济南益
延科技发展有限公司。

１．３　载体构建
　　将ｍＳＯＤ１亚克隆到以 ＣＭＶ为启动子的 ＰＣＩ质粒载体的
多克隆位点ＥｃｏＲⅠ＋ＳａｌⅠ，构建包涵ｍＳＯＤ１基因的转基因载
体。转化进大肠杆菌感受态中，摇菌，挑选单菌落，菌落ＰＣＲ扩
增。从菌液提取包含 ｍＳＯＤ１的质粒载体，限制性内切酶在
ＢｇｌⅡ＋ＢａｍＨⅠ位点双酶切，胶回收目的片段，即线性化的质
粒载体。经纯化将ＤＮＡ浓度调整为９８ｎｇ／μＬ，用于受精卵的
原核注射。

１．４　小鼠受精合子制备及受精卵原核注射
　　６～８周龄雌性ＦＶＢ／Ｎ小鼠，不限制食物、饮水。腹腔注射
１０ＩＵＰＭＳＧ，２４ｈ后注射１０ＩＵＨＣＧ，注射３ｈ后与雄鼠合笼，
次日上午挑选有阴道栓者，收集受精合子。将１组（７０枚）受
精合子用胚胎转移管转移到操作皿中，用固定针将合子固定在

适当位置，注射针内移入线性化质粒，持续推进注射针进入原

核，将注射针内５ｎｇ／μＬ线性化质粒注入原核，直至原核开始
膨胀，撤出注射针。操作皿中所有合子注射完毕后，将新一组

合子转移到操作皿中继续进行原核注射，直至注射完所有合

子。注射后的合子立即移回培养箱中预平衡好的 Ｍ１６培养液
中培养。原核显微注射后第２天挑选分裂完好的，发育至２细
胞期的胚胎进行受体母鼠代孕移植。

１．５　胚胎移植
　　提前１ｄ将ＦＶＢ／Ｎ雌鼠与结扎雄鼠合笼，次日上午挑选有
阴道栓者作为受体雌鼠。将原核注射后胚胎移植到假孕小鼠

的输卵管内，每只受体雌鼠内移植３３～３４枚胎，将胚胎数量对
半移植到双侧输卵管内。１９ｄ左右分娩。出生后的小鼠自交
产生Ｆ１代小鼠，Ｆ１代继续自交繁殖Ｆ２代小鼠。
１．６　转基因小鼠的基因检测
　　取出生８～９周的转基因鼠的鼠尾组织，利用组织基因组
提取试剂盒提取基因组 ＤＮＡ。以 ｍＳＯＤ１基因序列为模板，设
计引物：上游：５′ＣＴＧＡＣＡＴＣＣＡＣＴＴＴＧＣＣＴＴＴＣ３′，下游：５′ＡＣ
ＣＴＴＣＡＴＣＴＧＧＴＣＣＡＴＴＡＣＴＴＴ３′，产物大小２１４ｂｐ。扩增产物行
１％琼脂糖凝胶电泳用凝胶成像仪检测及摄像，经ＤＮＡ测序证实。
１．７　足迹分析
　　取ｍＳＯＤ１转基因小鼠 ５只，与同品系、同龄野生型小鼠
５只进行行为学对比，观察转基因鼠与野生型鼠是否存在行为
学差异。将小鼠的后肢涂上红色无毒染料，置于１条狭窄的覆
盖白纸的跑道上（５５ｍｍ×５５ｍｍ×５００ｍｍ），首次置于新环境
中适应６０ｍｉｎ。实验时避免外界干扰，每天实验时间、实验环
境相同。每天３次，每只小鼠共进行９次实验。
１．８　转轮实验
　　将小鼠置于ＹＳＬ４Ｃ转轮疲劳仪，从１ｒ／ｍｉｎ开始，１８０ｓ内
增加至３５ｒ／ｍｉｎ。记录小鼠掉落时在转轮上的时间，未掉落的
小鼠记为１８０ｓ／（３５ｒ／ｍｉｎ）。ｍＳＯＤ１转基因小鼠、野生型小鼠
各５只。首次实验时小鼠先适应转轮环境，然后每天同一时
间、同样实验条件，重复进行３次，每次间隔休息３０ｍｉｎ。实验
结果取３次的最大值。实验连续进行６ｄ。
１．９　统计学分析
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件，对计数数据
行两样本ｔ检验。

２　结果

２．１　ＰＣＩ质粒表达载体的构建
　　将已测序的 ｍＳＯＤ１基因序列克隆到以 ＣＭＶ为启动子的
ＰＣＩ质粒载体多克隆位点ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ，构建表达ｍＳＯＤ１基因
的转基因载体。在ＢｇｌⅡ和ＢａｍＨⅠ位点双酶切ＰＣＩ质粒载体，
产物大小分别为１４５０ｂｐ和２６５８ｂｐ（图１）。胶回收大小为
１４５０ｂｐ产物，纯化后测ｍＳＯＤ１浓度为９８ｎｇ／μＬ。
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１：标准；２：酶切物
图１　ＰＣＩ质粒载体在ＢｇｌⅡ＋ＢａｍＨⅠ位点双酶切电泳结果

２．２　转基因鼠的制备
　　共超数排卵ＦＶＢ／Ｎ小鼠４８只，收集８８０枚受精合子，进行
显微注射，分别移植入３７只假孕雌鼠输卵管中，９只小鼠受孕，
妊娠率为１．０２％ （９／８８０），出生６５只小鼠，出生率为７．３９％
（６５／８８０），存活５７只，存活率为６．４８％ （５７／８８０），有５只阳性
小鼠，外源基因整合率为０．５７％（５／８８０）。子代小鼠出生６～
８周后提取鼠尾组织基因组 ＤＮＡ，用 ＰＣＲ法鉴定 ｍＳＯＤ１转基
因小鼠的基因型，经鉴定２２只 Ｆ１代转基因小鼠（编号分别为
１１～１０和２１～１２）中，其中编号为１９、２９雌性转基因鼠表达
人ｍＳＯＤ１基因（图２）。
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Ｍ：标准；Ｎ：阴性对照；Ｐ：阳性对照；１１～１１０、２１～２１２：为２２只
Ｆ１代转基因鼠编号，其中１９、２９为阳性，２只均为雌性

图２　Ｆ１代转基因小鼠鼠尾组织ＰＣＲ鉴定结果

２．３　转基因小鼠的行为学观察
　　ｍＳＯＤ１转基因小鼠足迹欠规整，步距大小不一（图３）。转
基因小鼠后肢足间距为（３４．８３±９．７２）ｍｍ，野生型小鼠后肢足
间距为（５２．７８±７．２２）ｍｍ，转基因小鼠后肢足间距明显短于野
生型小鼠（Ｐ＜０．０１）。转轮实验结果表明，转基因小鼠在转轮
上停留的时间为（５９．１７±２６．２７）ｓ，野生型小鼠为（１７１．８３±
２０９８）ｓ，与同龄同品系野生型小鼠相比，转基因小鼠在转轮上
的时间明显缩短（Ｐ＜０．０１）。

!

"

Ａ：野生型小鼠后肢足迹较规整，足间距基本一致；Ｂ：转基因小鼠后
肢足迹欠规整，足间距大小不一致

图３　野生型小鼠与转基因小鼠后肢足迹比较

３　讨论

　　神经系统变性疾病，如ＡＬＳ、帕金森病、Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ
舞蹈病和阿尔茨海默病，具有相同的病理生理学特点

和细胞死亡方式（均为凋亡），且均在病灶中发现不溶

性蛋白质的沉积［３－４］。因此，通过对 ＡＬＳ的深入研
究，有可能揭示这些神经系统变性疾病的发病机制，为

其治疗和预防打下理论基础。由于家族性 ＡＬＳ
（ＦＡＬＳ）具有与散发性 ＡＬＳ相同的临床表现、肌电图
特征和组织病理学特点，因此，ＦＡＬＳ可以作为研究
ＡＬＳ很好的疾病模型，通过对 ＦＡＬＳ进行深入研究，必
将有助于明确ＡＬＳ的病因。
　　我们在重庆地区发现一个具有特殊临床表型的常
染色体显性遗传的 ＡＬＳ大家系，家系涉及４代，受累
患者多达１４人。该家系患者符合 ＡＬＳ诊断标准，但

与目前文献报道的ＡＬＳ家系患者的临床表型有差异。
基因测序发现，该家系患者 ＳＯＤ１基因２号外显子发
生了插入突变，导致ＳＯＤ１的翻译提前终止，使正常由
１５３个氨基酸组成的ＳＯＤ１蛋白变为由３５个氨基酸残
基组成的短肽。这是一种新的 ＳＯＤ１基因突变类型
（ｍＳＯＤ１，ＧｅｎｅＢａｎｋＩＤ：ＥＦ１４３９９０）。
　　既往研究证实ＳＯＤ１基因的显性突变是ＡＬＳ的成
因之一。ＳＯＤ１基因位于人类染色体２１ｑ２２．１，是催化
超氧化物阴离子毒性的主要酶，表达突变 ＳＯＤ１的转
基因小鼠可以出现类似 ＡＬＳ的临床表现。目前认为
突变后 ＳＯＤ１的细胞毒性可能机制有两种：一种是
ＳＯＤ１的功能丧失（ｌｏｓｓｏｆｆｕｎｃｔｉｏｎ）：ＳＯＤ１基因突变可
致ＳＯＤ１酶活性丧失，使超氧化的解毒作用减弱致自
由基过量积聚，从而引起神经元的损伤［５－６］。但是敲

除内源性ＳＯＤ１基因的转基因小鼠可以不发生任何运
动神经元疾病。另一种是功能获得（ｇａｉｎｏｆｆｕｎｃｔｉｏｎ）
理论：①突变 ＳＯＤ１构象不稳定，易发生去折叠，引起
突变蛋白聚集物的形成［７］，突变 ＳＯＤ１蛋白的聚集物
与过氧亚硝基阴离子（ＯＮＯＯ－）又可以导致多种蛋白
质（包括神经微丝亚单位）酪氨酸硝基化，亚硝酸基化

蛋白可选择性地累及运动神经元［８－９］；②ＳＯＤ１突变
后，Ｚｎ２＋与 ＳＯＤ１酶之间的结合不稳定，缺乏 Ｚｎ２＋的
ＳＯＤ１在ＮＯ存在的情况下催化生成大量 ＯＮＯＯ－，从
而导致氧化应激损伤［１０］；③变异 ＳＯＤ１能产生更多的
羟自由基（ＯＨ－），ＯＨ－对细胞膜中的多聚不饱和脂
肪酸进行氧化，引起细胞的损伤；④由于ＳＯＤ１基因突
变导致 ＳＯＤ１酶结构松解，ＯＮＯＯ－和 Ｈ２Ｏ２达到并与
ＳＯＤ１酶中的Ｃｕ２＋反应［１１］，从而直接或间接产生氧化

应激损伤。

　　表达突变ＳＯＤ１的转基因小鼠具有与ＡＬＳ患者类
似的临床表现，可以通过建立表达突变 ＳＯＤ１的动物
模型来研究ＡＬＳ发病机制。为明确该 ｍＳＯＤ１是引起
重庆这一家系ＡＬＳ发病的原因，我们建立了通过基因
检查证实表达 ｍＳＤＯ１的转基因小鼠模型。转轮实验
是检测小鼠神经肌肉协调能力较为敏感的方法之一，

能准确反映小鼠的神经肌肉协调能力［１２］。足迹分析

是目前常用的评估转基因小鼠的肢体运动能力的方

法，能直观反映小鼠肢体运动功能的变化。因此，我们

通过转轮实验和足迹分析，检测ｍＳＯＤ１转基因小鼠是
否具有类似ＡＬＳ患者的肌肉萎缩、无力等临床症状的
主要特征。结果显示，ｍＳＯＤ１转基因小鼠转轮实验的
成绩明显较野生型鼠差，说明ｍＳＯＤ１转基因小鼠的运
动功能较野生型鼠明显下降，具有四肢肌肉无力的表

型。足迹分析发现，ｍＳＯＤ１转基因小鼠后肢的足迹不
规整，步距长短不一，有拖曳现象，步距测量较野生型

小鼠短，具有后肢无力的特征性表现。通过上述临床
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表型的检测，证实 ｍＳＯＤ１转基因小鼠模型建立成功，
具有与ＡＬＳ患者类似的临床表型。
　　由于肌萎缩性侧索硬化症发病机制十分复杂，需
深入研究ｍＳＯＤ１在ＡＬＳ疾病发生和进程中的分子机
制和神经系统不同类型神经元和胶质细胞在 ＡＬＳ疾
病进程中的作用。本研究仅构建了转基因动物模型，

对其临床表型进行了初步研究，下一步应在本研究基

础上，对该ｍＳＯＤ１基因导致 ＡＬＳ的致病机制，潜在的
治疗靶点等进行进一步的研究。
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注射用兰索拉唑与复合磷酸氢钾存在配伍禁忌
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ｈｔｍｌ（２０１４０４１７）

　　注射用兰索拉唑用于治疗口服疗法不适用的、伴有出血的
十二指肠溃疡，为白色粉末，生理盐水稀释后为透明澄清液体。

复合磷酸氢钾主要用于完全胃肠外营养中作为磷的补充。我

科于２０１４年２月在临床使用过程中发现兰索拉唑与复合磷酸
氢钾存在配伍禁忌，现报告如下。

１　临床资料

　　患者男性，胃大部切除术后２ｄ，禁食、水。遵医嘱予生理
盐水１００ｍＬ加入兰索拉唑 ３０ｍｇ静脉滴注，之后予糖盐水
５００ｍＬ加复合磷酸氢钾２ｍＬ静脉滴入，１ｈ后巡视病房时发
现输液器过滤器内滤网颜色呈浅黑色，立即关闭液体，更换输

液器，报告医师，密切观察患者病情变化，未发生不良反应。

　　为进一步证实２种药物之间存在配伍禁忌，以生理盐水
１００ｍＬ稀释兰索拉唑３０ｍｇ，抽取１ｍＬ稀释后透明澄清液体，

同时抽取复合磷酸氢钾１ｍＬ，２种无色澄清药液混合后迅速变
成白色混浊液。将白色浑浊液静置３０ｍｉｎ后溶液变成浅褐色，
１ｈ后变成浅黑色。按上述方法重复多次，均出现相同反应。

２　讨论

　　无论临床应用还是试验都证明２种药物存在配伍禁忌，不
能连续输注，应用时应避免２种药液直接接触，在２组液体中
间隔１组生理盐水，以防药物发生反应，确保患者用药安全，避
免造成不必要的医疗纠纷。目前临床上使用新药较多，提醒护

士在查看最新药物配伍禁忌表外，还应在临床使用过程中，特

别是在更换输液过程中，应仔细观察２种药物之间有无反应，
并且应经常巡视病房，观察药液性状变化及患者情况，发现异

常及时报告，及时采取措施［１］。
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