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·基础研究·
FKBP38肝脏特异敲除小鼠模型的构建 *
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摘要 目的：构建 FKBP38(FK506 Binding Protein 38)基因肝脏特异敲除小鼠。方法：利用胚胎注射法构建在 FKBP38上携带 loxP

位点的转基因小鼠。在 FKBP38基因位置携带 loxP位点的小鼠的基础上，以肝脏实质细胞特异性表达的 Alb-Cre介导 FKBP38

条件性敲除，以获得 FKBP38基因肝脏特异敲除小鼠模型 Alb-Cre:FKBP38fl/fl。同时对 FKBP38特异性敲除鼠进行鉴定。结果：①

FKBP38肝脏特异敲除小鼠 FKBP38-/-肝脏中 FKBP38基因的 mRNA水平相对于同年龄同窝野生型小鼠具有统计学差异（P＜

0.001）。② FKBP38肝脏特异敲除小鼠 FKBP38-/-肝脏中 FKBP38基因的蛋白表达水平相对于同年龄同窝野生型小鼠具有统计学

差异（P＜0.001）。③ FKBP38肝脏特异敲除小鼠 FKBP38-/-肝脏中，转录和翻译相关蛋白水平未见显著差异，p70 S6K的磷酸化水

平轻微上调，4EBP-1的磷酸化水平有轻微下调。④ FKBP38肝脏特异敲除小鼠 FKBP38-/-肝脏中，凋亡相关蛋白 Bcl-2未见差异化

表达。结论：FKBP38肝脏特异敲除小鼠 FKBP38-/-肝脏中，FKBP38基因的 mRNA和蛋白基本不表达，提示成功构建 FKBP38基

因肝脏特异敲除小鼠。
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Construction of a Mouse Model of Hepatocyte Cell-specific Disruption
of the FKBP38 Gene*

To build the model of the gene FKBP38 (FK506 binding protein 38) conditional knock out in liver.

Transgenic mouse whose FKBP38 gene was flanked with loxP was constructed by embryo microinjection. The FKBP38 gene

was deleted by breeding mice harboring two loxP sites in FKBP38 (FKBP38fl/fl) with the mice bearing the expression of Cre recombinase

mice driven by an album promoter. Afterward, the genotype of FKBP38 conditional knockout mice was analyzed. ① Relative

hepatic FKBP38 mRNA levels showed significant difference between FKBP38 conditional knockout mice (FKBP38-/-) and wild type(P＜

0.001). ② Relative hepatic FKBP38 protein expression levels of FKBP38 conditional knockout mice (FKBP38-/-) were significantly

different with wild type(P＜0.001).③ Relative phosphorylation of hepatic p70 S6K and 4E-BP-1 protein of FKBP38 conditional knockout

mice (FKBP38-/-) showed no significant difference, with slight decrease in phosphorylation of 4E-BP-1, compared with wild type. ④ No

significant difference in expression of hepatic Bcl-2 between FKBP38-/- and wild type. The mouse model of the gene

FKBP38 (FK506 binding protein 38) conditional knock out in liver is successfully built.

FKBP38; Tumor; Conditional knock out; Cre/loxP recombinase system

前言

FK506-binding protein (FKBP，FK506结合蛋白)蛋白存在

于很多真核细胞中，并且高度保守。FKBP中有众多家族成员，

是一群多功能蛋白。FKBP38是 FKBP蛋白家族中的一个非经

典的 FKBP蛋白，其包含一个跨膜结构域，主要定位于线粒体

和内质网[1,2]。它能招募抗凋亡蛋白 Bcl-2和 Bcl-XL至线粒体从

而抑制凋亡 [3]。也影响着 BCL-2 的稳定性 [4]。它是 mTOR

(mammalian target of rapamycin)的内源性抑制剂[5]，能够结合到

mTOR上并抑制其活性，从而抑制通路下游的调控因子，对细

*基金项目：国家重点基础研究发展规划(973计划)（2013CB945202）；国家自然科学基金项目（81372798）；

江苏省自然科学基金项目（BK20130059）

作者简介：王帅（1990-），主要研究方向：代谢疾病，电话：15250961512，E-mail: lian_over@outlook.com

△ 通讯作者：赵子建，博士生导师，教授，主要研究方向：代谢疾病、肿瘤，E-mail: azzhao@njmu.edu.cn

（收稿日期：2017-03-30 接受日期：2017-04-20）

5001窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.26 SEP.2017

Gene Primer Sequence（5'→→'） Length（bp）

Alb-Cre oIMR1084 F GCGGTCTGGCAGTAAAAA CTATC

oIMR1085 R GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT ~150

oIMR7338 F CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT

oIMR7339 R GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC 324

FKBP38 F1 F TCATGCAGGCAGAGTGCACATAG

R2 R TGGAGACAGGCATTTCAGATCACA MT:272 WT:217

F2 F ACTGAGGCCACACAATCTAGGT

R2 R TGGAGACAGGCATTTCAGATCACA MT:301 WT:173

表 1基因鉴定引物

Table 1 Primers for genotype identification

Genes Primers Sequence（5'→3'）

FKBP38 EXON5-7-F F CCTCCAACACCAAAGTGGAC

EXON5-7-R R CTTTGAGAGCTCTGCGTGGA

ACTIN Actin-F F AAATCGTGCGTGACATCAAAGA

Actin-R R GCCATCTCCTGCTCGAAGTC

表 2 RT-qPCR引物

Table 2 Primers for RT-qPCR

胞的生存、增殖等造成影响。

据不同的学者的研究结果来看，FKBP38在不同肿瘤细胞

中的表达差异很大。在半分化的 Schwannoma细胞系中能够检

测到 FKBP38的表达，而在低分化的 Schwannoma细胞系中则

检测不到[6]。同样地，FKBP38在高转移性的黑色素瘤细胞中的

表达低于低转移性黑色素瘤细胞 [7]。在不同癌症组织中，

FKBP38蛋白表达的下调，更表明 FKBP38蛋白在可能在抑制

癌细胞增殖或促进癌细胞凋亡方面有重要的作用[8]。

简单的基因缺失常常无法揭示其在不同组织和器官中的

不同的功能。条件性的基因突变则使我们可以对基因在特定细

胞中的功能进行研究。本研究通过 Cre/loxP重组酶系统构建了

肝脏特异敲除 FKBP38 基因的小鼠模型 [9]，为下一步研究

FKBP38在肝脏中对肿瘤发生发展的作用及其与凋亡的相关

作用奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 动物 Alb-Cre小鼠和野生型小鼠购自南京大学模式动

物研究所；FKBP38fl/fl条件性敲除小鼠由本课题组构建，均为

C57BL/6J品系。所有实验小鼠均在稳定的环境中饲养，温度

20-22℃，湿度 50%-70%，光照周期为 12 h/12 h；食物和水不限

量供应。

1.1.2 试剂 酚：氯仿：异戊醇（25:24:1）购自北京索莱宝公司，

蛋白酶 K 购自美国 Sigma 公司，2X Taq Master Mix、DNA

marker购自 Vazyme公司，引物由南京金斯瑞生物科技有限公

司合成。FKBP38抗体购自 R&D公司，Bcl-2抗体购自 Abcam

公司，P-4EBP-1 (T37/46)和 4EBP-1，P-p70 S6K (T389)和 p70

S6K抗体均购自 Cell Signaling Technology公司，SYBR Green

mix购自 Roche公司。

1.2 方法

1.2.1 FKBP38基因肝脏特异敲除小鼠构建 利用胚胎显微

注射法分别在小鼠 FKBP38基因的第 2号和第 3号，第 6号和

第 7号外显子之间分别插入一个 loxP位点，得到 FKBP38wt/fl小

鼠。利用 Cre/loxP系统将成年的 F0代 FKBP38小鼠与携带有

肝脏特异表达 Cre 酶的 Alb-Cre 小鼠交配，得到 F1 代

Alb-Cre/+FKBP38wt/fl，由 F1 代 Alb-Cre/+FKBP38 wt/fl 和 F1 代

Alb-Cre/+FKBP38 wt/fl交配，得到 Alb-Cre/+FKBP38fl/fl小鼠，同时

以同龄同窝野生型小鼠作为对照鼠。

1.2.2 小鼠基因型鉴定 取小鼠鼠尾，加入现配的蛋白酶 K（5

mg/mL）和鼠尾裂解液以 1:50比例混合的 500 滋L混合液中，55
℃水浴过夜后提 DNA。取 1 滋L DNA进行 PCR扩增，PCR产

物进行 1%琼脂糖凝胶电泳，紫外观察，根据对应片段长度进行

基因型鉴定。Alb-Cre 基因鉴定使用 oIMR1084，oIMR1085，

oIMR7338，oIMR7339 四种引物反应，FKBP38 的 loxP 位点鉴

定使用 F1，R1，F2，R2四种引物。鉴定引物见表 1，由南京金斯

瑞生物科技有限公司合成。

1.2.3 小鼠肝脏 FKBP38基因 mRNA水平检测 取成年小鼠

新鲜肝脏，加入 500 滋L Trizol中，于多样品组织匀浆仪 Tis-

sueluser-48中匀浆，经提取得到总 RNA，使用 Nanodrop测得

RNA浓度。再利用 Vazyme公司的逆转录试剂盒逆转录得到

cDNA。以提取的实验组与对照组小鼠 cDNA 为模板，EX-

ON5-7-F和 EXON5-7-R为目的基因 FKBP38引物，Actin-F和

Actin-R 为内参 Actin 引物，Roche 公司的 Power SYBR Green

PCR Master Mix为体系进行 RT-qPCR。RT-qPCR引物见表 2，

由南京金斯瑞生物技术有限公司合成。
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图 2 FKBP38肝脏特异敲除小鼠肝脏中 FKBP38基因转录和蛋白水平

Fig.2 Relative levels of mRNA and protein of FKBP38 conditional knockout mice in liver

Note: A: Relative mRNA levels of mice with FKBP38-/-(-/-) and FKBP38+/- (+/-); B: Relative protein expression levels of mice with FKBP38-/- and

FKBP38+/-. Compared with the genotype of C57BL/6J, x ± SEM, n=4, ***P＜0.001.

1.2.4 小鼠肝脏蛋白表达水平检测 取成年小鼠肝脏，加入到

400 滋L添加有 PMSF的 RIPA裂解液中，于多样品组织匀浆仪

Tissueluser-48中匀浆，经提取得到的蛋白使用 BCA法测浓度。

Western Blot检测实验组与对照组小鼠肝脏中相关蛋白的表达

水平。

1.2.5 小鼠体重测量 四周龄小鼠开始称重，每周同一天同一

时间点测一次。分为三组，分别为同窝野生型，FKBP38+/-，

FKBP38-/-。以同窝野生型小鼠作为对照。

1.3 统计学方法

统计部分结果采用 GraphPad Prism 5统计软件进行分析。

mRNA水平和体重的统计数据的结果以平均数± 标准误差（x
± SEM）表示，实验组和对照组之间采用单因素方差分析

（one-way ANOVA），Turkey检验比较，P<0.001 认为差异有统

计学意义。ImageJ进行Western Blot条带灰度分析。Western

Blot相对灰度的结果采用 Unpaired t-test检验比较实验组和对

照组，P<0.001认为有统计学意义。

2 结果

2.1 基因组，转录和蛋白水平验证 FKBP38基因已经在肝脏中

被敲除

图 1 FKBP38肝脏特异敲除小鼠基因型鉴定结果

Fig. 1 Genotype identification of FKBP38 conditional knockout mice in liver

Note: A: mouse tail PCR identification of loxP-flanked FKBP38; B: mouse liver PCR identification; C: mouse tail PCR identification of Alb-Cre

首先用 PCR鉴定鼠尾出 F0代 FKBP38 wt/fl小鼠，如图 1A

所示。然后 F0代 FKBP38 wt/fl与携带有肝脏特异表达 Cre酶的

Alb-Cre 小鼠交配，PCR 检测 loxP 位点，301 bp 为目的条带，

173 bp为野生型条带；Alb-Cre，150 bp为阳性条带，分别如图

1A, 1C 所示，得到 F1 代 Alb-Cre/+FKBP38wt/fl。由 F1 代

Alb-Cre/+FKBP38 wt/fl和 F1 代 Alb-Cre/+FKBP38 wt/fl交配，PCR

检测鼠尾中的 Alb-Cre和 loxP位点，只有 301 bp即表示两条

等位基因上皆携带了 loxP位点，如图 1A, 1C所示，然后再检测

肝脏中由 Cre/loxP重组酶系统重组得到的 loxP位点，目的条

带约为 272bp，如图 1B所示，得到 Alb-Cre/+FKBP38fl/fl小鼠，同
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图 3图 3小鼠肝脏中 p70 S6K和 4E-BP-1的磷酸化水平检测

Fig. 3 Phosphorylation of p70 S6K and 4E-BP-1in mice liver

Note: A: phosphorylation of p70 S6K at T389 in mice liver; B: phosphorylation of 4E-BP-1 at T37/46 in mice liver; C: the bar chart of 4EBP-1 and

phosphorylation of 4EBP-1, x ± SEM, n=4, **P<0.05; D: the bar chart of p70 S6K and phosphorylation of p70 S6K, x ± SEM, n=4, ns.

图 4小鼠肝脏中 BCL-2表达水平

Fig. 4 BCL-2 expression levels in mouse liver

Note: A: expression levels of Bcl-2 in mice liver with wild type (WT) and

FKBP38-/- (-/-); B: the bar chart of relative expression levels of Bcl-2, x ±

SEM, n=4, ns.

时以同龄同窝野生型小鼠作为对照鼠。

为了进一步验证 FKBP38基因在肝脏中特异敲除，我们检

测了小鼠肝脏中目的基因的 mRNA水平，相较于野生型小鼠，

Alb-Cre/+FKBP38fl/fl小鼠中的目的基因 mRNA基本不表达。如

图 2A 所示。最后，我们提取了小鼠肝脏中的总蛋白，以

β -actin 做 内 参 ， 可 以 看 到 相 较 于 野 生 型 小 鼠 ，

Alb-Cre/+FKBP38fl/fl小鼠中的目的基因蛋白基本不表达，如图

2B所示。以上结果表明，基因型为 FKBP38-/-的肝脏特异敲除

小鼠的 FKBP38基因的 mRNA水平和蛋白表达水相较于同龄

同窝野生型小鼠差异明显。

FKBP38基因肝脏特异敲除小鼠的肝脏所提取的 DNA，

RNA和蛋白分析所得结果均表明 FKBP38基因已经在小鼠肝

脏中被特异敲除。

2.2 FKBP38基因缺失对肝脏中 mTOR通路的影响

FKBP38 能够与 mTOR 结合，并作为其活性的抑制剂。

p70 S6K[10-12]和 4EBP-1[12-14]是 mTOR复合物 1的直接底物，通过

验证 p70 S6K 和 4EBP-1 的磷酸化水平，可以间接地表明

mTOR 的激活水平。FKBP38 肝脏特异敲除小鼠的肝脏中

mTOR下游基因 p70 S6K磷酸化相对于野生型小鼠有差异，但

并不显著(见图 3A)。而在 FKBP38肝脏特异敲除小鼠的肝脏中

mTOR下游基因 4E-BP-1的磷酸化水平野生型小鼠磷酸化水

平较低，差异也不显著（见图 3B）。FKBP38是 mTOR的内源性

抑制剂[22]，但在体内的的磷酸化水平却提示我们肝脏中可能会

存在一个反馈系统，导致 4E-BP-1磷酸化水平反而降低。这就

需要我们进一步深入研究其与细胞的转录和翻译相关的通路

的相互关系。

2.3 FKBP38基因缺失对肝脏中 Bcl-2蛋白水平的影响

FKBP38影响着 Bcl-2的稳定性，能够保护其不被降解。但

在 FKBP38基因肝脏特异敲除的小鼠肝脏中 Bcl-2的水平相较

于对照组无明显差异（见图 4）。

2.4 FKBP38基因缺失对小鼠体重的影响

从四周龄开始，每周同一时间称量小鼠体重，统计结果显

示，24周龄小鼠体重仍未见明显差异（如图 5所示）。

3 讨论

在全球范围内，肝癌在男性癌症发病率中处于第五，女性
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图 5小鼠体重

Fig.5 Body weight of the mice

Note: WT=Wild type, HET=heterozygous (FKBP38+/-),

HOM=homozygous (FKBP38-/-), x ± SEM, n=4, ns.

的是第九，而其致死率则为全球第二，其中发展中国家的发病

率要比发达国家更高[15]。病毒性肝炎是肝细胞癌的重要诱因之

一，其中乙型肝炎病毒或者丙型肝炎病毒的慢性感染所引发的

癌症则报道更多[16]。其他还有一些重要的因素也会导致肝癌的

发生，如过量饮酒，肥胖，非酒精性脂肪肝，代谢紊乱和Ⅱ型糖

尿病[17]。Otta Heinrich Warburg在 100多年前就提出了细胞代

谢和肿瘤形成之间存在的联系，但它们之间的关系直到最近的

几十年才渐渐被揭开[18]。mTOR通路则是其中关键的代谢信号

通路之一。在最新的一篇研究中发现在使用 mTOR抑制剂进

行免疫抑制治疗后，肝脏移植后 Donor-specific antibodies

(DSAs)的出现频率显著低于使用其他食物疗法[19]。另外也有研

究显示在移植瘤模型中，欧前胡素能通过抑制 mTOR通路靶

向抑制 HIF-1琢，从而对肿瘤血管增生起到明显抑制作用[20]。

FKBP38是 mTOR的内源性抑制剂[5]，它能够结合到 mTOR上

并抑制其活性，从而抑制通路下游的调控因子，对细胞的生存、

增值等造成影响。在不同癌症组织中，FKBP38蛋白表达也出

现了不同程度的下调，有的组织中甚至出现了阴性结果，这些

都更表明 FKBP38蛋白在可能在抑制癌细胞增殖或促进癌细

胞凋亡方面有重要的作用[8]。另外，FKBP38主要定位在胞浆内

的线粒体膜上，他能够募集 BCL-2定位到线粒体上[1]，同时并

保护其不被降解[4]，从而行使其抗凋亡作用。为了研究 FKBP38

与肿瘤生成之间是存在着相关性还是存在着因果关系，我们构

建了 FKBP38组织特异敲除小鼠模型。

有研究者构建了 FKBP38全身敲除小鼠模型，但小鼠于胚

胎期或者出生不久即死亡，表现为神经系统显著的先天畸形 -

无节制的细胞凋亡从而导致神经上皮高度紊乱[21]。Cre/loxP重

组酶系统在新型基因打靶中有着应用广泛，其既可以在细胞水

平上用 Cre重组酶表达质粒转染靶细胞，识别 LoxP位点将目

的基因切除，同时又可以在个体水平上将重组杂合子小鼠与

Cre转基因小鼠杂交，筛选子代小鼠就可得到删除目的基因的

条件性敲除小鼠。

因此，为了研究其在肝脏中的功能，本研究利用 Cre/loxP

重组酶系统成功构建了 FKBP38条件性敲除小鼠模型。由于性

激素对肝癌的诱导成功率有着重要的影响[22]，雄性相较于雌性

的诱癌率高，故本研究全部使用雄性 C57BL/6J背景的小鼠[23]。

在本研究中，FKBP38 肝脏特异敲除小鼠 mTOR 下游转

录、翻译相关蛋白 p70 S6K可见轻微磷酸化上调，这就间接表

明 mTOR磷酸化上升，这与之前研究者得到的结果相一致；

4E-BP-1的磷酸化则轻微降低，与 p70 S6K则相反，却间接表

明 mTOR磷酸化下调。由于 p70 S6K和 4EBP-1是 mTOR的直

接底物，因此按照理论其磷酸化水平应该保持一致，这在最新

的细胞水平的研究结果中也表明了这一理论，即在山羊胚胎成

纤维细胞中使用 siRNA沉默 FKBP38基因来诱导激活 mTOR

信号通路导致其下游的 p70 S6K和 4EBP-1磷酸化增加[24]。这

一矛盾结果提示我们下一步要检测 mTOR的磷酸化。p70 S6K

和 4EBP-1的磷酸化水平不一致同时还提示我们其中可能存在

反馈机制或者其他调节机制。如果 mTOR的磷酸化是上调的，

则说明确实可能存在其他反馈机制或者其他调节因子对

4EBP-1的磷酸化以及 eIF-4的磷酸化进行调节。这些结果提示

我们，可能在正常代谢的情况下，FKBP38作为 mTOR内源性

抑制剂，确实能够影响细胞生长和增殖，但是作用却不显著，

Yoon MS等人发现磷脂酸会替代 FKBP38激活 mTOR[25]，Rheb

也是 FKBP38的拮抗剂[5]，同时，Blaskovich MA等发现溶血磷

脂酸酰基转移酶 茁会通过影响 FKBP38与 mTOR的结合从而

调节 mTOR信号通路，研究表明当溶血磷脂酸酰基转移酶茁被
沉默后，FKBP38与 mTOR的结合显著上升[26]；当然，也有可能

是观察时间不够。另外，Bcl-2蛋白的表达水平也未受到影响。

这一结果都与之前学者的研究不符合，理论上在缺失了

FKBP38蛋白之后，Bcl-2也就失去了 FKBP38蛋白的保护，则

其蛋白水平应该下降，而我们得到了在组织特异敲除 FKBP38

后，相应组织中的 Bcl-2的水平却没有发生明显的变化，这就

提示我们在体内复杂的微环境中，FKBP38在肝脏中相对于在

抗凋亡作用放面可能只是扮演了一个辅助因子的作用，或者其

关键性的调控因素被其他各种代谢通路以及调控因子影响了。

因此，为了探讨 FKBP38在凋亡相关通路中的作用及其具体的

机制，我们下一步将研究在缺失 FKBP38的条件下，在肝脏细

胞中的 Bcl-2 以及凋亡相关蛋白在细胞内的定位，探讨

FKBP38在 Bcl-2以及相关蛋白的定位中是否发挥关键作用；

探讨线粒体的功能是否会因为 FKBP38的缺失而受到影响；在

观察足够时间的情况下进行病理分析，观察肝脏组织中是否存

在典型增生或者是细胞凋亡。而在诸多研究中，不同肿瘤细胞

中的 FKBP38则明显出现了差异化表达。这就提示我们下一步

应该考虑在体内的应激状态以及肿瘤模型下，深入研究

FKBP38 与其它相关通路以及调节因子的相互作用。

FKBP38 肝脏特特异敲除小鼠与野生型小鼠的体重没有明

显差异。我们下一步计划构建在其他组织中特异性敲除

FKBP38 的小鼠的模型，以研究 FKBP38 在不同组织和不同

细胞中的定位以及功能。

综上所述，本研究成功构建了 FKBP38肝脏特异敲除小鼠

模型，并对 FKBP38肝脏特异敲除小鼠模型与野生型小鼠在

mTOR通路和细胞凋亡两个方面的比较结果进行了分析和探

讨，发现 FKBP38缺失后 mTOR下游蛋白的磷酸化，p70 S6K

轻微上调，4EBP-1则下调。Bcl-2蛋白则无明显变化。以上结果

不能完全说明 FKBP38 对于 mTOR的抑制作用以及对 Bcl-2
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的保护作用，颇具争议。这一结论提示我们 FKBP38在调节细

胞内的 mTOR 通路和细胞凋亡方面的作用还需要更深入的

研究。
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