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肝细胞 Lamp-2a时间特异性基因敲除大鼠的构建及评估 *
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摘要 目的：构建肝细胞 Lamp-2a时间特异性基因敲除大鼠模型（L2AKO）并对其评估，为后续胆汁酸代谢研究提供研究基础。方

法：将引进的 Lamp-2aloxp/-大鼠和 Alb-CreERT2工具鼠杂交繁殖，得到基因型 Lamp-2aloxp/-Alb-CreERT2+大鼠；后者再与 Lamp-2aloxp/loxp杂

交得到双臂 loxp阳性和 Alb-CreERT2阳性的大鼠，于 4-6周时经他莫昔芬的诱导实现对肝细胞 Lamp-2a基因的时间特异性敲除。

分别通过 qPCR方法、Western-Blot技术、免疫组织化学方法对 Lamp-2a的敲除结果进行验证。结果：免疫组织化学结果显示：该

模型可选择性敲除肝细胞 Lamp-2a，而肾脏 Lamp-2a 正常表达；Western 和 qPCR 结果显示肝脏 Lamp-2a 的水平明显降低。
L2AKO与WT大鼠相比体重变化无明显差别。肝功生化检测发现 L2AKO大鼠 AST明显高于WT组大鼠。结论：采用 Cre/loxp

系统及他莫昔芬诱导的方法成功构建肝细胞 Lamp-2a时间特异性基因敲除大鼠，并且 L2AKO大鼠生长未受影响，为胆汁酸代谢

研究建立了较好的动物模型。
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Establishment and Evaluation of Time-conditionally Hepatocyte-specific
Lamp-2a Gene Knockout Rats*

To establish and evaluate a time-conditionally hepatocyte-specific Lamp-2a gene knockout rat model

(L2AKO) and to provide an opportunity for further studies of bile acid metabolism. First, Lamp-2aloxp/-rats and Alb-CreERT2 rats

were interbred to obtain Lamp-2aloxp/- Alb-CreERT2+rats, which were then interbred with Lamp-2aloxp/loxp rats, After that, we obtained the

double-arm loxp positive and Alb-CreERT2 positive rats. Finally, time-conditionally hepatocyte-specific Lamp-2a gene knockout rats can be
acquired by tamoxifen induction during 4-6 weeks. The model was verified by qPCR, Western-Blot and immunohistochemistry. We also

evaluate the weight and liver serum function of this model. Immunohistochemical results showed that there was almost no ex-

pression of Lamp-2a gene in hepatocytes, while the expression of Lamp 2a gene in kidney was normal as wild type rats (WT). Western

and qPCR results showed that the protein and mRNA level of Lamp-2a in liver decreased significantly. As for the body weight, there was

no obvious difference between L2AKO and WT rats. However, the biochemical test of liver function suggested that the AST level of
L2AKO rats was higher than WT rats. The Cre/loxp system and tamoxifen induction method have been used to successfully

establish a time-conditionally hepatocyte-specific Lamp-2a gene knockout rat model. And the growth of L2AKO rats was not affected in

this process. Therefore, it could be a better animal model for further studies of bile acid metabolism.
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前言

胆汁淤积性肝病，主要包括原发性胆汁性胆管炎(primary

biliary cholangitis，PBC）和原发性硬化性胆管炎（primary scle-

rosing cholangitis，PSC），是胆汁形成和 /或胆汁流动受损从而
导致胆汁盐等有毒胆汁成分在细胞内滞留并对细胞造成损伤

的疾病[1]。临床患者多表现瘙痒、乏力、黄疸、尿色深等。有研究

报道肝细胞中的亲水胆汁酸与疏水胆汁酸比例异常，即有毒性

的疏水胆汁酸浓度过高导致肝细胞凋亡，胆管细胞活化，引起

肝脏慢性炎症，胆管细胞增殖和肝纤维化[2,3]。胆汁淤积性肝病

由于胆汁酸代谢或排泄障碍对肝细胞造成损坏，因此，研究胆

汁酸代谢对于探究胆汁淤积性肝病的发病机理以及寻找潜在
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治疗靶点至关重要。

课题组前期发现 PBC患者肝脏组织 LAMP-2表达及分布
与疾病进展成正相关 [4]，PBC患者外周血 LAMP-2水平升高，

且治疗后血清 LAMP-2下降程度有助于评判患者对 UDCA治
疗的应答情况[5]。另外，前期我们利用 TALENs技术成功构建

了 Lamp-2基因敲除大鼠模型发现 Lamp-2 基因敲除大鼠：1）

呈现有肝内胆汁淤积的表型，表现为血清中反应早期胆汁淤积

的指标碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）升高，胆汁排泄

功能降低，电镜检测发现毛细胆管发育障碍和肝内胆汁淤积现

象。2）对胆汁淤积的耐受性降低，更易发生胆汁排泄障碍。在胆

总管结扎术后，Lamp-2基因缺陷鼠中的胆红素升高更明显[6]。

Lamp2全基因敲除大鼠因为心脏明显增大、心肌异常肥厚、心

腔严重缩小，多合并节段性小肠出血坏死，胰腺损伤等因素出

现死亡率明显增加，并且全身敲除影响其它脏器的功能可能会

干扰实验结果。而时间特异性敲除鼠的优点在于基因敲除的时

间可以根据实验目的控制，自身可以形成前后对照，同时实现

组织的特异性敲除[7-9]。因此，我们利用基因敲除技术，构建肝细

胞 Lamp-2a基因时间特异性敲除大鼠模型 L2AKO，旨在实现

组织特异性和时间特异性敲除 Lamp-2a基因，为更深入研究胆

汁酸代谢提供工具。

1 材料与方法

1.1 实验动物及试剂
SD大鼠购自北京百奥赛图基因生物技术有限公司，由第

四军医大学实验动物中心（SPF级）饲养。血液 /细胞 /组织基

因组 DNA提取试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司；
D2000 DNA marker购自天根生化科技（北京）有限公司；

TM (TaKaRa TaqTM Version 2.0 plus dye)购自宝生物

工程（大连）有限公司；琼脂糖购自美国 Sigma 公司；抗
Lamp-2a 兔多抗购自 abcam 公司；TRIZOL购自美国 sigma 公

司；RNA反转录试剂盒购自宝生物工程（大连）有限公司。他莫

昔芬、玉米油购自美国 sigma公司。
1.2 肝细胞 Lamp-2a特异性敲除大鼠构建策略和方法
1.2.1 F1代转基因大鼠的获得 在 Lamp-2a 的 Exon9A的上

游和下游的内含子中分别设计合适的 sgRNA，构建打靶载体

使其分别在 Lamp-2a的 Exon9A 的上游和下游的内含子中分

别插入了 loxp位点，之后经过体外转录得到 sgRNA 和 Cas9

mRNA。混合 Cas9 mRNA，sgRNA以及打靶载体，作为注射样

品，显微注射到 SD大鼠受精卵。注射后存活受精卵移植到代

孕的 SD母鼠，出生得到 Funder(F0)大鼠。阳性 F0大鼠和野生

型大鼠交配得到 F1。以上的 F1代大鼠来源于北京百奥赛图基

因生物技术有限公司。

1.2.2 F2代转基因大鼠的获得 F1 代雌性嵌合体大鼠与 F1

代雄性嵌合体大鼠杂交获得双臂阳性的 F2代大鼠。有 2条条
带代表只有一条染色体被 loxp锚定,如图 1用红色标记的 4和
13号；只有一条条带并且分子量大（条带与 2条条带的上层条

带平齐）说明有 2条染色体被 loxp锚定，如图 1的 3、5、6、7、8、
9号；只有一条条带并且条带分子量小（条带与 2 条条带的下

层条带平齐）说明没有染色体被 loxp 锚定，如图 1 的 1、2 号。
F1代雄性嵌合体大鼠与雌性 Alb-CreERT2工具鼠交配获得单臂

loxp阳性和 Alb-CreERT2阳性杂合的 F2代雌性大鼠，只要有条

带就说明 Alb-CreERT2重组成功，没有条带代表没有 Alb-CreERT2

基因。

1.2.3 F3代转基因大鼠的获得 将 F2代获得的单臂 loxp阳性

和 Alb-CreERT2阳性杂合雌鼠与 F2代获得的 Lamp-2aloxp雄鼠杂

交，获得双臂 loxp阳性和 Alb-CreERT2阳性的 F3代大鼠。
1.2.4 时间特异性敲除肝细胞 Lamp-2a大鼠的获得 F3代大

鼠 4-6周时给予他莫昔芬，剂量按照 80 mg/kg连续 5天腹腔注

射，在他莫昔芬的诱导下，定位于胞浆的雌激素受体可转位到

细胞核，把双侧 loxp锚定的基因进行特异性敲除。一般给药后
1-2周可实现靶细胞基因的特异性敲除[10-12]。

1.3 大鼠基因型鉴定

通过 PCR对同源重组的基因克隆进行筛选，反应条件为
94.0℃ 30 seconds，55℃ 30 seconds，70℃ 50 seconds，30 个循
环，以 flox引物对，阳性克隆出 362 bp 片段，阴性克隆出 285

bp片段。对于 Alb-CreERT2重组酶的 PCR鉴定：GO Taq G2
Green Master Mix, 反应条件：94.0 ℃ 30 seconds，55℃ 30 sec-

onds，70℃ 50 seconds，以 Alb-CreERT2引物对，阳性克隆出
384片段。
1.4 时间特异性敲除肝细胞 Lamp-2a表型分析

提取肝细胞 Lamp-2a基因条件性敲除大鼠和同窝野生型

大鼠的肝脏和肾脏组织，经甲醛溶液固定后，石蜡包埋、切片、

HE染色后进行形态学观察，免疫组织化学检测 Lamp-2a的表

达情况。提取肝脏的组织蛋白，采用 Western Blot检测 Lamp-2a

的表达。TRIZOL法提取组织的 RNA，采用 Real-time PCR检测
相关基因的表达情况，引物序列见表 1。

1.5 大鼠肝功生化检测

大鼠腹腔注射 1%戊巴比妥钠 30 mg/kg麻醉后，内眦采血

离心获得的血清西京医院检验科测定。

1.6 统计分析

表 1 引物序列

Table 1 Primer Sequence

Primer Sequence

FLOX-F GAAGCCAGCAGTTAATGCCAACAGG

FLOX-R CCAGTAATTTCATGCAGTTCCCCTTC

Alb-CreERT2-F TCATCACCGATGGCTATGGAAGTGC

Alb-CreERT2-R GGGTCGCTACAGACGTTGTTTGTC

Lamp-2a-F GTGCAACAAAGAGCAGGTGGTTTCC

Lamp-2a-R AATAAGTACTCCTCCCAGGGCTGCT

Lamp-2b-F GTGCAACAAAGAGCAGGTGGTTTCC

Lamp-2b-R ATCAAGCCTGAAAGACCAGCACCA

Lamp2-F TGTTCAGCACTATTGGGGCATTCAC

Lamp2-R GTAGCCAGCAGACAGGTAGCATTGC

Lamp1-F TTTCCCAATGCCAGCTCCAAAGGGC

Lamp1-R CTTGCTGAAGTTGCTACTCGGCAGG

Lamp-2c-F GTGCAACAAAGAGCAGGTGGTTTCC

Lamp-2c-R AGCAATTATAAGGAAGCCCAAGGCC
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免疫组化染色分析采用 image protein plus软件。Western-

Blot条带灰度分析利用 Image J软件。定量数据统计分析及作
图均利用 Graphpad Prism 7软件，两组之间的比较利用 t检验，
P＜ 0.05时评定为具有统计学差异。数据采用均数± 标准差来
表示。

2 结果

2.1 F2代转基因大鼠的获得

一方面，雌性嵌合体大鼠与雄性嵌合体大鼠杂交获得 4只

双臂 loxp阳性的大鼠 6只，其中雄性 4只，雌性 2只，其为 F2

代。如图 1 A所示为 Lamp-2aloxp/loxp鉴定结果：红色标注的 3、5、
6、7、8、9是我们所需要的 F2代大鼠。

另一方面，雄性嵌合体大鼠与雌性 Alb-CreERT2工具鼠交

配获得单臂 loxp阳性和 Alb-CreERT2阳性杂合的雌性大鼠也

为 F2 代。结果如图 1B所示：B 图左边表示 Lamp-2aloxp/-的结

果，图中用红色标注的 7、8号为单臂 loxp阳性; B图右边表示
Alb-CreERT2基因的表达情况，图中用红色标注的 1、3、5、7、8号

表示Alb-CreERT2阳性。因此，综合 B图的结果得出 7、8号就是获
得的单臂 loxp阳性和 Alb-CreERT2阳性杂合的雌性大鼠。
2.2 F3代转基因大鼠的获得

将 F2 代获得的单臂 loxp 阳性和 Alb-CreERT2阳性杂合雌

鼠与 F2代获得的 Lamp-2aloxp雄鼠杂交，获得双臂 loxp阳性和
Alb-CreERT2阳性的大鼠共 10只，其中雌鼠 2只，雄鼠 8只，此为
F3代。结果如图 1 C所示：红色标注的 1、4、6、7、10、11、12、13、
14、15为双臂 loxp阳性和 Alb-CreERT2阳性的大鼠，也就是我们

的实验鼠；而其它的同窝野生型可作为对照组。

2.3 肝细胞 Lamp-2a时间特异性基因敲除大鼠的鉴定
首先通过免疫组化染色，结果如图 2所示：发现 L2AKO

组(表示肝细胞 Lamp-2a基因时间特异性敲除大鼠）大鼠肝脏
Lamp-2a明显下降，而肾脏 Lamp-2a分子正常表达；WT组（同

窝野生型）的肝脏和肾脏 Lamp-2a分子均正常表达。

其次，我们通过Western-Blot技术从组织蛋白水平进一步
验证敲除的效果，结果如图 3 所示：发现 L2AKO 组大鼠
Lamp-2a的水平明显降低，同时半定量灰度分析结果也显示
L2AKO组与WT组相比 Lamp-2a的水平明显降低，差异具有

统计学意义。

我们还从 mRNA 水平检测了 L2AKO 组及 WT 组
Lamp-2a基因的表达，结果如图 4所示：发现 L2AKO组大鼠
Lamp-2a水平明显降低。为了进一步明确敲除 Lamp-2a对其它

分子的影响，我们还检测了 Lamp2、Lamp1、Lamp-2b、Lamp-2c

的表达水平，结果发现 L2AKO组 Lamp2明显降低，Lamp1的

表达不受影响，而 Lamp-2b和 Lamp-2c水平则呈现一定的上
升趋势。Lamp-2a 敲除后导致 Lamp2的其它亚型（Lamp-2b、
Lamp-2c）代偿性升高。

上述结果表明我们成功构建了肝细胞 Lamp-2a时间特异

性基因敲除大鼠模型，为之后的研究奠定基础。

2.4 L2AKO大鼠与WT大鼠一般生长情况比较
为了评估特异性敲除肝细胞 Lamp-2a基因对大鼠一般情

况的影响，我们监测 L2AKO 组和 WT 组大鼠的体重，结果如

表 2所示：L2AKO 组大鼠与 WT相比，体重增长没有明显差

异，这提示肝细胞 Lamp-2a时间特异性基因敲除可能对大鼠生

长没有明显影响。

2.5 L2AKO大鼠与WT大鼠肝脏功能比较
我们还进一步评估了特异性敲除肝细胞 Lamp-2a对肝脏

生化功能的影响，结果如图 5所示：发现 L2AKO 的大鼠 AST

的水平高于WT组大鼠，而 ALT则没有明显变化。

图 1肝细胞 Lamp-2a基因时间特异性敲除大鼠的基因型 PCR鉴定结果

Fig.1 The genotype identification of time-conditionally hepatocyte-specific Lamp-2a gene knockout rats by PCR analysis
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图 2 肝细胞 Lamp-2a基因时间特异性敲除大鼠的免疫组化鉴定(200× )

Fig.2 Immunohistochemical results of time-conditionally hepatocyte-specific Lamp-2a gene knockout rats(200× )

图 3 肝细胞 Lamp-2a时间特异性基因敲除大鼠的Western-Blot鉴定

Fig.3 Western-Blot results of time-conditionally hepatocyte-specific Lamp-2a gene knockout rats

图 4 肝细胞 Lamp-2a基因时间特异性敲除大鼠的 qPCR鉴定

Fig.4 qPCR results of time-conditionally hepatocyte-specific Lamp-2a gene knockout rats

Time
WT L2AKO P Value

x± s %/g x± s %/g x± s %/g

2w 12.7± 9.2 12.2± 5.2 0.916

3w 14.3± 7.6 16.5± 5.6 0.627

4w 15.8± 9.2 15.4± 9.4 0.948

5w 16.7± 8.2 23.1± 5.6 0.209

6w 20.3± 8.3 26.9± 6.3 0.203

7w 25.4± 7.1 31.3± 5.4 0.199

表 2 L2AKO与WT的体重变化

Table 2 The body weight change of L2AKO and WT rats
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3 讨论

胆汁淤积性肝病是由于肝细胞和 /或胆管细胞水平的胆

汁形成或流动受损进而对机体造成损伤的疾病，按组织学病因

可以分为肝细胞性胆汁淤积和胆管细胞性胆汁淤积两大类，前

者主要包括各种病毒性肝炎、药物性胆汁淤积以及进行性家族

性肝内胆汁淤积病等；而后者主要包括原发性胆汁性胆管炎

（PBC）、原发性硬化性胆管炎（PSC）以及 PBC、PSC 与 AIH 重

叠综合征等[13-15]。如果不及时治疗,严重胆汁淤积可诱发急性暴

发性肝功能衰竭；慢性胆汁淤积会激活炎症反应，可进展为肝

纤维化和肝硬化，最终导致肝功能衰竭[16,17]。胆汁酸在胆汁淤积

性肝病中发挥重要作用，并且肝细胞是胆汁代谢的中心环节，

因此研究肝细胞中胆汁酸形成和转运的相关分子可能为探究

胆汁淤积性肝病的发病机制提供新的切入点。

课题组前期发现胆汁淤积性肝病中的原发性胆汁性胆管

炎患者的外周血中 Lamp2水平升高，并且肝脏中 Lamp2的表

达分布与疾病进展相关[4,5]。同时课题组构建的 Lamp2基因敲
除大鼠也呈现肝内胆汁淤积表征以及对胆汁淤积耐受性下降，

更易发生胆汁排泄障碍[6]。Lamp-2a是 Lamp2基因的 3种亚型

之一，位于 X染色体，Lamp-2a主要在胎盘、肺、肝脏高表达，肾

脏、胰腺次之，脑、骨骼肌最低。Lamp-2b则在骨骼肌高表达，

脑、胎盘、肺、肾脏、胰腺次之，肝脏则最低。Lamp-2c的具体表
达部位，目前尚不清楚。因此 Lamp-2a在肝脏中表达最高[18-21]。

Lamp-2a 是参与分子伴侣介导的自噬（chaperone-meiated au
tophagy, CMA）的唯一亚型，并且是 CMA途径的限速分子[22-24]，

溶酶体膜上的 Lamp2a不仅作为 CMA底物蛋白的受体，而且

已经有研究研究证实溶酶体膜的 Lamp2a与病理和生理条件
下的 CMA活性直接相关[25-27]。在分子层面，条件性敲除某一基

因的遗传修饰动物是研究该基因的生物学功能的重要手段。随

着生物技术的发展，目前的遗传修饰动物已经从全身各组织和

细胞的某基因全身敲除转变为某种组织或者某种细胞的条件

特异性敲除某基因。时间特异性敲除动物与其它条件性敲除鼠

设计原理相同即首先把两个 loxp位点锚定到目的基因的一个
或几个重要外显子的两侧构建成嵌合鼠，再与特定组织中表达

cre酶的工具鼠进行杂交，可实现在特定组织或细胞中敲除基

因，同时该基因在其他组织或细胞中的表达不受影响，而时间

特异性敲除鼠的独特性就在于基因敲除的时间可以根据实验

目的控制，自身可以形成前后对照[28,29]。目前此技术在肿瘤中比

较盛行，而胆汁酸代谢研究领域属于亟待开垦的荒地。因此基

于课题组的前期发现以及 Lamp-2a 在 CMA 途径的核心作用
和时间可控性的遗传修饰特点，我们课题组构建了肝细胞

Lamp-2a基因时间特异性敲除转基因大鼠，实现基因的组织特

异性和时间特异性敲除。

本实验采用 Cre-loxp系统条件性的干扰肝细胞 Lamp-2a

的正常表达，构建了肝细胞 Lamp-2a基因时间特异性敲除大鼠

模型。免疫组化显示选择性敲除肝细胞 Lamp-2a分子不影响肾
脏组织 Lamp-2a的表达；Western和 qPCR结果均显示 L2AKO

组与WT相比肝脏 Lamp-2a表达明显降低。肝细胞 Lamp-2a特

异性敲除以后，Lamp2的水平明显下降，而 Lamp-2b、Lamp-2c

轻度代偿性增高，这也从侧面反映 Lamp-2a在 Lamp2的构成

中占比明显，同时 Lamp1的表达不受影响。结合免疫组化、
Western、qPCR结果证实我们成功构建了肝细胞 Lamp-2a时间
特异性基因敲除的转基因大鼠。

由于课题组前期的 Lamp2基因全身 KO鼠与同窝野生型

相比身型体重明显矮小，由于其它器官的受累可出现智能低

下、心脏明显增大、心肌异常肥厚、心腔严重缩小，多合并节段

性小肠出血坏死，胰腺损伤等因素出现死亡率明显增加，因此

经常表现为生长周期不超过 8周，使实验周期受限[30]。我们监

测了肝细胞 Lamp-2a基因时间特异性敲除大鼠与同窝野生型

大鼠的一般情况，发现敲除肝细胞 Lamp-2a分子不影响大鼠的

正常生长周期和体重增长变化。说明肝细胞 Lamp-2a基因特异
性敲除后对大鼠的一般情况没有明显的影响，因此我们的肝细

胞 Lamp-2a时间特异性基因敲除大鼠能更好为后续实验提供
条件。另外，我们构建的肝细胞 Lamp-2a基因特异性敲除大鼠

与一般的条件性敲除鼠的优点在于其可以控制敲除的时机，根

据实验需要人为控制基因的敲除时间，从而形成前后对照，并

且相比较于 Lamp2全基因敲除鼠的纯合子出现胚胎致死的现

象，我们的转基因大鼠可获得纯合子，为进一步分析雌雄大鼠

肝细胞 Lamp-2a基因特异性敲除的表型奠定基础。另外，有文

献报道 L2AKO小鼠在 4个月的时候可出现 ALT升高[31]，但是

图 5 L2AKO大鼠与WT大鼠的肝功能

Fig.5 Biochemical test of liver function of L2AKO and WT rats
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我们的转基因大鼠却并未出现这一现象，而是表现为L2AKO

的 AST高于WT的 AST，大鼠和小鼠之间可能存在一定的种
属差异。

我们利用 Cre/loxp技术成功构建肝细胞 Lamp-2a基因时
间特异性敲除大鼠，为下一步的胆汁酸代谢研究提供良好的条

件，也为阐明 Lamp-2a基因与胆汁淤积性疾病的关系提供实验

工。但是时间性条件性遗传修饰动物并不是十全十美，其与一

般的条件性遗传修饰动物的优点在于其基因控制水平的时间

可操控性。实验员需根据实验目的以及实验动物的种属查阅文

献摸索给药浓度、给药途径、给药时间等，这样子就增加了实验

时间、实验试剂的耗费以及实验人员的工作量。因此我觉得本

文所做的工作除了给我们的下一步研究奠定基础，还有为我们

之后的科研工作者进行构建时间性条件性遗传修饰动物（尤其

是大鼠）提供一个相对可靠的大鼠的给药方案，资源共享，既可

以加快实验的进展、减少实验试剂的浪费，又可以减轻实验人

员的工作量。
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