
veneer repair． The occlusal surfaces of 7 mandibular premolars were ground evenly for 1. 5 mm，simulating the mor-
phology of occlusal surface of severe wear tooth，and the occlusal surface was prepared with IPS e-max Press． After
the adhesive was cemented，static loading test was performed on each specimen until cracked，and the fracture load
value and fracture mode were recorded． The fracture load of the specimens was much higher than the normal masti-
catory force，which could meet the clinical repair needs． The fracture mode was mostly limited to the fragmentation of
the restoration or the damage of the tooth in a small range，which was conducive to the secondary repair． IPS e-max
Press occlusal veneer is a minimally invasive and ideal method for the restoration of severe tooth wear in premolar．
Key words occlusal veneer; IPS e-max Press; severe wear; fracture resistance
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LSS基因敲除小鼠的饲养、繁殖及基因型鉴定
李名聪，孙晓梅，李昱昊，周 宏，罗 欣，张胜权

摘要 探讨羊毛固醇合成酶( LSS) 基因敲除鼠的繁育和基
因型分析。将引进杂合子小鼠进行饲养并繁育，提取其基因
组 DNA，利用 PCR反应扩增目的基因片段，鉴定出小鼠的基
因型; Western blot分析并比较 LSS 基因敲除杂合子小鼠和
野生型小鼠的肝脏、皮肤组织中 LSS蛋白的表达情况。成功
的繁育出 LSS基因敲除小鼠，使用 PCR 鉴定其子代小鼠包
括野生型( LSS + / +，Wt) 、杂合子( LSS + / － ) ，未出现纯合敲除

小鼠;Western blot结果表明:相较于野生型小鼠，LSS基因敲
除杂合子小鼠在肝组织和皮肤组织中表达 LSS蛋白量少;杂
合子敲除鼠的生存能力比野生型小鼠弱。获得 LSS 基因敲
除小鼠，PCR鉴定小鼠基因型具有简单、稳定的优点。
关键词 LSS;基因敲除小鼠;基因型鉴定;聚合酶链式反应
体系;繁育
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甲羟戊酸代谢途径是生物体内重要的代谢途径

之一，该途径在各种酶的作用下利用乙酰辅酶 A 产
生一系列产物包括甲羟戊酸 ( mevalonic acid，
MVA) 、羊毛固醇 ( lanosterol，LAN) 等［1 － 4］。LSS 编
码羊毛甾醇合酶，这是上述途径中的关键酶，能够将

氧鲨烯环化形成羊毛固醇。LSS 双等位基因突变会
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引起脱发伴智力低下 ( alopecia with mental retarda-
tion，APMR) 综合征、广泛的先天性白内障 ［5 － 8］。近
期研究［9］表明，LSS 双等位基因突变导致的组织羊
毛固醇合成酶缺乏会引起稀毛症和白内障。开发
LSS缺陷状态的动物模型可以从整体水平研究 LSS
蛋白的功能。由于 LSS null 小鼠胚胎致死性，尚未
有白内障或稀毛症小鼠模型［10］。该研究针对 LSS
基因敲除小鼠的繁育饲养和基因型鉴定，对其方法

进行探讨和优化，为相关机制研究提供更好的 LSS
基因敲除动物模型。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 2017 年 12 月从南京大学南京生
物医药研究所引进 3 只无特定病原体 ( specific
pathogen free，SPF) 级 C57BL /6 品系小鼠，8 周龄，
( 20 ± 2) g，2 只雌鼠基因型是 LSS 基因敲除型杂合
子( LSS + / － ) ，1 只雄鼠基因型是野生型( wide type，
Wt) ，实验动物许可证号: SCXK( 苏) 2015-0001。所
有实验动物的饲养与操作均符合国标及安徽省实验

动物中心管理饲养条例。
1． 2 主要试剂 鼠尾基因型鉴定试剂盒 ( 上海碧
云天生物公司) ; DL2000 bp DNA marker 和 Premix
Taq ( TaKaRa Taq Version 2. 0 Plus dye) ( 大连宝生
物工程有限公司 ) ; 琼脂糖粉、引物和溴化乙锭
( Ethidium bromide，EB) ( 上海生工生物工程股份有
限公司) ; 抗 β-actin 抗体、抗 LSS 抗体 ( 美国 Santa
Cruz公司) ;辣根酶标记山羊抗兔 IgG( 北京中杉金
桥生物技术有限公司) 。
1． 3 仪器 DYY-6C电泳仪( 北京市六一仪器厂) ，
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普通 PCR仪( 美国赛默飞公司) ，全自动数码凝胶图
像分析仪( 上海勤翔科学仪器有限公司)

1． 4 小鼠的饲养和信息记录 LSS 基因敲除小鼠
于安徽医科大学实验动物中心 SPF 级动物房内饲
养与繁殖。饲养温度 18 ～ 22 ℃，相对湿度 40% ～
70%，明暗循环 12 h /d，自由饮食和饮水。小鼠笼
盒、垫料、饲料和饮用水都经过高温高压消毒灭菌处
理。每周换 2 次垫料，添加水和饲料，并且给予人道
关怀。在繁殖笼标签上，记录鼠号、基因型、出生日
期、合笼日期、父母本的鼠号、产仔日期和数量。在
离乳笼标签上，记录笼号、基因型、数量、出生日期、
离乳日期、死亡日期、父母本基因型。
1． 5 小鼠组织基因组 DNA 提取 实验前将 DNA
Extraction Solution 和 Enzyme Mix 按照比例( 48 ∶ 2)
充分混匀配制好消化液。用 70%乙醇冲洗剪刀和
镊子，剪取 0. 2 ～ 1 cm 的小鼠尾尖放入 250 μl 的
PCR管中，加入 50 μl消化液，需确保小鼠尾巴完全
浸没。将样品置于 PCR 仪中，55 ℃孵育 15 min，95
℃孵育 5 min。往上述样品中加入 50 μl Stop Solu-
tion，涡旋混匀，提取小鼠基因组 DNA。
1． 6 PCR扩增反应 引物是由南京大学南京生物
医药研究所设计，并由生工生物工程( 上海) 股份有

限公司合成，LSS 基因引物分别是 Primer F: ACCT-
GGGCGGAGTCTAAGGAAG; Primer R: AAGGCTCTC-
CACTGTTTCAGAGCT。PCR 扩增反应体系根据小
鼠基因型鉴定试剂盒使用说明，按照 25 μl 反应体
系进行扩增反应。分别加入: Premix Taq ( TaKaRa
Taq Version 2. 0 Plus dye ) 12. 5 μl、F 引物 ( 10
μmol /L) 1 μl、R引物( 10 μmol /L) 1 μl孔 DNA模板
1 μl、加入双蒸水补足至 25 μl。PCR 反应循环体系
设定为:① 预变性: 94 ℃ 、3 min ;② 94 ℃变性 30
s、55 ℃退火 30 s 、72 ℃ 延伸 40 s［40 s / ( kb·
min) ］，循环 35 次;③ 72 ℃、10 min终止反应。
1． 7 1. 6%琼脂糖凝胶电泳和基因型结果判断
0. 4g 琼脂糖加入 25 ml 1 × 琼脂糖电泳缓冲液
( TAE) 中，加热至完全溶解，稍冷却至不烫手，加入
2 μl溴化乙啶( EB) ;上样 DNA样本 5 μl，电泳电压
90 V，时间 90 min。于化学发光凝胶成像系统中拍
照观察。扩增产物长度为 328 bp 左右条带，为 Wt;
扩增产物有 282 bp 和 328 bp 两条电泳条带则为杂
合敲除小鼠( LSS + / － ) 。
1． 8 Western blot 检测各组肝脏和皮肤组织中
LSS蛋白的表达 取适量小鼠肝脏或皮肤组织置于
冰冷的裂解液中提取总蛋白。用 BCA 蛋白浓度测

定试剂盒进行蛋白定量，蛋白样品与上样缓冲液在

沸水中煮沸 10 min。采用 10%十二烷基磺酸钠 －
聚丙烯酰胺凝胶( SDS-PAGE) 电泳并转至 PVDF膜，
5%脱脂牛奶室温下封闭 2 h，用 TBST 洗膜 3 次，与
LSS一抗( 1 ∶ 1 000) 4 ℃过夜，次日用 TBST 洗膜 3
次，加入对应的山羊抗小鼠 IgG( 1 ∶ 20 000 ) 室温 2
h，TBST洗膜 3 次，内参使用 β-actin。ECL化学发光
试剂进行显影，Image J软件测定吸光度值以计算蛋
白表达水平。
1． 9 小鼠生殖与繁育 当小鼠 8 周达到性成熟，采
用杂合子与野生型小鼠以雄鼠和雌鼠 1: 2 进行合笼
扩繁。幼鼠经哺乳期 21 d 后进行分开饲养，出生 8
周左右进行下一步实验。利用 5 只杂合子雄鼠和 5
只杂合子雌鼠进行扩繁，以野生小鼠( 5 雄 /5 雌) 作
为对照组进行扩繁获得 3 个月内子代数。总产子数
除以母鼠生产次数得到每窝平均产子数，将存活 3
周子代数除以总产子数计算 3 周存活率。
1． 10 统计学处理 采用 SPSS Statistics 统计软件
对数据分析，计量资料以珋x ± s表示，组间比较用 t检
验，检验水准 α = 0. 05 为显著性检验水准，以 P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 小鼠基因型鉴定结果 F2 代基因型鉴定部分
结果如图 1A，其中 1、2、4、5、6、9、10 号出现 1 条 328
bp的条带，为野生型小鼠; 3、7、8 号分别产生 328 bp
和 282 bp 两条条带，为杂合子小鼠。将杂合子小鼠
与异性杂合子小鼠进行合笼，得到子代小鼠基因型

如图 1B，其中 1、2、3、4 号出现 1 条 328 bp的条带，

图 1 小鼠基因型的 PCR鉴定
A: F2 代小鼠基因型; B: 杂合子配繁子代小鼠基因型; M:

DL2000 DNA marker; 1 ～ 9:子代小鼠
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为野生型小鼠; 5、6 号分别产生 328 bp 和 282 bp 两
条条带，为杂合子小鼠。
2． 2 基因敲除小鼠 LSS蛋白表达情况 为了进一
步确认 PCR 结果的准确性，选取 PCR 鉴定的野生
型、杂合子小鼠，Western blot 检测 LSS 蛋白在肝脏、
皮肤组织中的表达量。结果如图 2 所示，野生型和
杂合子小鼠肝脏、皮肤中可见 LSS蛋白表达，杂合子
小鼠表达量低于野生型小鼠( t = 8. 266，P ＜ 0. 01; t
= 5. 539，P = 0. 000 5) 。
2． 3 小鼠的繁殖情况 F1 代母鼠产下子代小鼠
( F2) ，F2 代杂合基因敲除小鼠与野生型小鼠交配，
成功的繁殖出 F3 代。LSS + / －鼠与 Wt 鼠在体型方
面相差无异，见图 3。LSS + / －鼠配繁每窝平均产子

数和子代 3 周存活率均低于 Wt 鼠，差异有统计学
意义( t = 4. 049，P ＜ 0. 05; t = 2. 795，P = 0. 008 1) ，
见表 1。

图 2 Western blot 法检测 LSS蛋白在野生型和

杂合子小鼠肝脏和皮肤中表达水平

A:肝脏组织中 LSS蛋白表达条带; B:皮肤组织中 LSS蛋白表达

条带; C: LSS蛋白与内参比值; 1: 野生型小鼠对照组; 2: 杂合子小鼠

组;与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，* P ＜ 0. 05

图 3 不同年龄的子代小鼠外观
A:出生 3 d小鼠; B:出生 3 周小鼠; C: 8 周龄野生型和杂合子小鼠

表 1 LSS缺失对小鼠繁殖的影响

基因型 平均产子数( 每窝) 3 周存活率( % )
Wt 4． 171 ± 0． 3331 98． 85 ± 1． 150
LSS + / － 2． 543 ± 0． 2254* 90． 03 ± 2． 940*

LSS － / － 0 0

Wt:野生型小鼠; LSS + / － :杂合子小鼠; LSS － / － :纯合子小鼠;与

Wt比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

胆固醇对于哺乳动物细胞生长发育和分裂具有

重要重要。在啮齿动物妊娠期，母体胆固醇可以穿
过胎盘影响胎儿的生长发育。依据孟德尔遗传定
律，敲除杂合子基因型小鼠交配，其子代可能出现

野生型、敲除杂合子和敲除纯合子 3 种基因型。
Mori et al［7］研究发现 LSS纯合敲除小鼠胚胎显示异
常间充质细胞，这些间充质细胞呈椭圆形，胞质小，

细胞核大，处于未成熟状态。纯合敲除胚胎致死，该
胚胎主要病理变化是器官发生缺陷、皮肤和神经组
织以及主要内脏器官难以辨认。通过对 LSS基因敲
除小鼠生长繁殖性能的观察结果显示未得到 LSS纯
合敲除小鼠，杂合子小鼠少于野生型小鼠，存活率也

低于野生型小鼠，LSS 缺失可能会影响该小鼠的生
长或繁殖能力，有待后续进一步实验。
皮肤病变、白内障和先天性异常通常与胆固醇

合成途径的酶遗传缺陷有关。羊毛固醇合成酶在该
途径当中将 ( S ) -2，3-环氧角鲨烯转化为羊毛固
醇［11 － 12］。近年来研究［9］表明 LSS 表皮特异性基因
敲除小鼠因皮肤屏障功能低下，导致皮下发育不全

而严重脱水致死。此外 LSS还与一种罕见的常染色
体隐形遗传病神经外皮综合征有关，其特征是发育

不良和智力障碍或发育迟缓，通常伴有早发性癫痫

相关 ［13］。Zhao et al ［14］研究表明 LSS 是富于晶状
体的两亲性分子，在体外实验使用羊毛固醇处理可

以显著降低预先形的蛋白聚体，有效降低白内障的

严重程度。
因此引进了 LSS 基因敲除小鼠，按照 SPF 级标

准进行饲养繁殖。采用较为简单快捷、重复性较好
的 PCR方法，进行基因型鉴定。通过 Western blot
检测得到杂合子小鼠 LSS表达量在肝脏和皮肤中低
于野生型小鼠，其结果与 PCR 方法鉴定的结果一
致，说明应用 PCR 方法鉴定小鼠基因型结果可靠、
可信。在饲养过程中，未得到 LSS 基因敲除纯合子
小鼠且获得的杂合子小鼠比例低，所以在饲养和繁

殖的过程中要格外注意。本次实验，课题组采用杂
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合子小鼠杂交方式繁育，筛选所需基因型，野生型和

杂合子小鼠可以进行对照造模，进行表型分析;剩余

的杂合子小鼠可以用作保种再繁育以解决后续繁殖

问题。
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Breeding，reproduction and genotype identification of LSS knockout mice
Li Mingcong，Sun Xiaomei，Li Yuhao，et al

( Dept of Biochemistry and Molecular，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract To explore the breeding and genotype analysis of Lanosterol synthase ( LSS) gene knockout mice． The
introduced heterozygous knockout mice were reared and bred，the tails of progeny mice around 2 weeks old were
cut，their genomic DNA was extracted，the target gene fragments were amplified by PCR reaction and identified by
agarose gel electrophoresis Genotype of mice; Western blot analysis was used to analyze and compare LSS protein
expression in livers and skin tissues of heterozygous and wild-type mice． A batch of LSS knockout mice were suc-
cessfully bred，and their progeny mice were identified by PCR with two genotypes: wild type ( LSS + / +，Wt) and
heterozygous ( LSS + / － ) ，which did not appear Homozygous knockout mice; Western blot results showed that com-
pared with wild-type mice，LSS gene knockout heterozygous mice expressed less LSS protein in liver and skin tis-
sues; the viability of heterozygous knockout mice was weaker than that of wild － type mice． Successfully obtaining
LSS gene knockout mice，PCR identification of mouse genotypes has the advantages of fast，simple and stable，
which lays the foundation for further study of the biological function of LSS．
Key words LSS; genotype knockout; genotype identification; polymerase chain reaction system; breeding
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