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条件性胰岛 β细胞 ＨＬＦ 基因敲除小鼠构建与鉴定
侯梦龙，齐心语，吴建凤，廖启超，马 　 杰，周　 磊，李一星

（广西畜禽繁育与疾病防控重点实验室，广西大学动物科学技术学院，南宁　 ５３０００４）

摘要　 目的　 为了探究肝白血病因子（ＨＬＦ）在糖尿病中的作用机制，构建条件性胰岛 β 细胞 ＨＬＦ 基因敲除小鼠动物模型。
方法　 在细胞水平上，通过 ＣＣＫ⁃８ 试验验证 ＨＬＦ 抑制或过表达对ＭＩＮ６ 细胞增殖的影响。 通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，分别

在 ｍＲＮＡ 水平和蛋白水平检测 ＨＬＦ 抑制或过表达效果。 将 ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ转基因小鼠与 Ｐｄｘ１⁃Ｃｒｅ ＋ ／ － 小鼠（Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ）杂交繁育，
获得子代小鼠。 利用 ＰＣＲ 方法鉴定小鼠基因型，通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 技术和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＬＦ 基因在胰岛 β 细胞敲除小鼠

（ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｃｒｅ ＋ ／ － ）和对照小鼠（ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）中的 ｍＲＮＡ 水平和蛋白水平表达差异，验证敲除效果。 同时取 ２ 组小鼠的胰岛组

织制作石蜡切片并进行苏木精 － 伊红（ＨＥ）染色分析。 结果 　 ＨＬＦ 基因抑制或过表达对 ＭＩＮ６ 细胞增殖无显著影响。 在

ＭＩＮ６ 细胞中抑制 ＨＬＦ 基因，其 ｍＲＮＡ 表达水平较对照组下降了 ７４％ ，蛋白表达水平较对照组下降了 ６０％ ；过表达 ＨＬＦ 基因

后，其 ｍＲＮＡ 表达水平为对照组的 ２􀆰 １３ 倍，蛋白表达水平为对照组的 １􀆰 ８ 倍。 敲除小鼠的 ＨＬＦ 基因 ｍＲＮＡ 表达水平较对照

组下降了 ８９％ ，蛋白表达水平较对照组下降了 ６５％ 。 ＨＥ 染色结果显示：敲除小鼠胰岛组织内细胞形态与对照小鼠无明显差

异。 抑制 ＨＬＦ 使 ＭＩＮ６ 细胞中糖原含量提高约 ２０％ 。 结论　 成功构建 ＨＬＦ 基因敲除小鼠，为研究 ＨＬＦ 在糖尿病发病机制中

的作用提供了动物模型。
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　 　 糖尿病是一种慢性代谢疾病，主要特征是患者

长期处于高血糖状态，通常由胰岛素分泌不足或胰

岛素作用障碍所引起［１ － ３］。 胰岛素由胰岛 β 细胞分

泌，胰岛 β 细胞功能缺陷和数量减少是糖尿病发病

机制中的关键因素，然而目前引发该致病因素的具

体机制仍不完全清楚。 肝白血病因子（ｈｅｐａｔｉｃ ｌｅｕ⁃
ｋｅｍｉａ ｆａｃｔｏｒ， ＨＬＦ）是碱性亮氨酸拉链结构域（ｂａｓｉｃ
ｌｅｕｃｉｎｅ ｚｉｐｐｅｒ，ｂＺＩＰ）转录因子家族成员，是一种多

功能转录因子。 研究［４ － ５］ 表明 ＨＬＦ 与细胞增殖、分
化、代谢调控和应激反应等多种生理和病理过程有

着密切关系，但其在胰岛 β 细胞中发挥何种作用目

前尚不清楚。 为了深入探究 ＨＬＦ 在胰岛 β 细胞中

的功能及作用机制，该研究采用 Ｃｒｅ⁃ｌｏｘＰ 系统构建

了胰岛 β 细胞特异性 ＨＬＦ 基因敲除小鼠模型，旨在

为探索 ＨＬＦ 在胰岛 β 细胞中的功能及作用机制提

供稳定可靠的动物模型。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物　 ３ 只 ６ ～ ８ 周龄雌性 ＳＰＦ 级 ＨＬＦ
纯合子（ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）小鼠和 １ 只雄性 ＳＰＦ 级 ＨＬＦ 纯

合子小鼠，２ 只 ７ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｐｄｘ１⁃Ｃｒｅ ＋ ／ － 鼠，
体质量 １８ ｇ，均由赛业（苏州）生物科技有限公司供

应，两种小鼠遗传背景皆为 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ。 小鼠饲养于

广西大学动物试验基地，按照 ＳＰＦ 级标准饲养，相
对湿度为 ４０％ ～６０％ 、室温（２３ ± ２） ℃，１２ ｈ 光照 ／
黑暗循环，自由取食、饮水，动物活体试验经广西大

学动物实验伦理审查委员会许可后进行，伦理审批

编号为：ＧＸＵ⁃２０２３⁃０１０７。
１． １． ２　 细胞系　 本研究使用的永生细胞系为小鼠

胰岛 β 细胞（ＭＩＮ６），培养细胞用含 １０％ 胎牛血清

（ＦＢＳ）和 １％青 － 链霉素的 １６４０ 培养基，在 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２、湿度条件 ４５％ ～ ６０％ 的恒温培养箱中培

养。
１． １． ３　 主要仪器及试剂　 主要仪器：涡旋仪（海门

市其林贝尔仪器制造有限公司，型号 ＸＷ⁃８０Ａ），梯
度 ＰＣＲ 仪（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司，型号 Ｔ１００ＴＭ Ｔｈｅｒ⁃
ｍａｌＣｙｃｌｅｒ），冷冻离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司，型号
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Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８０４ｒ），蛋白凝胶成像系统 （美国 ＢＩＯ⁃
ＲＡＤ 公司，型号 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＨｏｏｄⅡ），组织破碎仪（德
国 ＱＩＡＧＥＮ 公司，型号 ＴｉｓｓｕｅＬＹｓｅｒ Ⅱ），生化培养箱

（韶关市泰宏医疗器械有限公司，型号 ＬＲＨ⁃１５０Ｂ），
酶标仪（ＴＥＣＡＮ，型号 Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ２００ Ｐｒｏ），荧光定量

ＰＣＲ 仪（Ａｎａｌｙｔｉｋ Ｊｅｎａ，型号 ＱＴＯＷＥＲ３Ｇ），全能型转

印系统（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司，型号 Ｔｒａｎｓ⁃Ｂｌｏｔ）。
　 　 主要试剂：细胞培养板及细胞培养瓶（无锡耐

思生物科技有限公司），脂质体转染试剂（上海翌圣

生物科技有限公司），ＴＲＩｚｏｌ 试剂［广州康润生物

（Ｇｅｎｓｔａｒ）公司］，１６４０ 培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司），胰
酶、ＰＢＳ 缓冲液干粉、ＤＭＳＯ、ＲＩＰＡ 组织 ／细胞裂解液

（北京索莱宝科技有限公司），ＥＣＬ 超敏发光液、
ＤＮＡ（２０００）ｍａｒｋｅｒ（北京康润诚业生物科技有限公

司），４ ×蛋白上样缓冲液（北京索莱宝科技有限公

司），无内毒素质粒大提试剂盒［天根生化科技（北
京）有限公司］，ＤＨ５ａ（Ｔａｋａｒａ），ＢＣＡ 蛋白测定试剂

盒、ＣＣＫ⁃８ 试剂（上海碧云天生物技术公司），Ａｌｐｈａ
Ｔｕｂｕｌｉｎ 蛋白单克隆抗体（武汉三鹰生物技术有限公

司），ＨＬＦ 蛋白单克隆抗体 （武汉 Ａｂｃｏｎａｌ 公司），
ＨＲＰ 偶联的山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ）、ＨＲＰ 偶联的山

羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ） （武汉三鹰生物技术有限公

司）。
１． ２　 小鼠胰岛细胞转染　 将 ＭＩＮ６ 细胞置于 ２４ 孔

板中培养，按照碧云天公司说明书中的方法使用脂

质体转染试剂对细胞进行过表达 ／抑制转染处理，后
续更换为细胞完全培养基培养 ２４ ｈ，收取细胞样品

并进行基因表达定量检测。 转染所用序列如表 １ 所

示。 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＨＬＦ 质粒为实验室前期构建，其中

ＨＬＦ 基因序列为小鼠（Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ）基因序列。
１． ３　 总 ＲＮＡ 提取　 称取 ５０ ｍｇ 的胰腺组织放入 ２
ｍＬ 离心管中 （提取过程中所有使用物品均为无

酶），加入 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ，２ 枚钢珠，使用组织破碎仪破

碎制成匀浆，４ ℃ 离心机 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ；
吸取上清液至新离心管中，后续操作步骤按照 ＴＲ⁃
Ｉｚｏｌ 试剂说明书进行。 提取后的 ＲＮＡ 样品使用 ３０
μＬ 灭菌 ＤＥＰＣ 水溶解，然后用酶标仪测定浓度，并
置于 － ８０ ℃超低温冰箱保存。
１． ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测　 提取小鼠胰腺组织总 ＲＮＡ，
反转录得到 ｃＤＮＡ。 使用 ２ × ＲｅａｌＳｔａｒ Ｐｏｗｅｒ ＳＹＢＲ
ｑＰＣＲ 试剂（北京康润诚业生物科技有限公司），按
照该产品说明书步骤进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测，采用

２ － ΔΔＣＴ法计算 ｍＲＮＡ 的相对表达量，使用 β⁃ａｃｔｉｎ 基

因作为内参，引物序列如表 １ 所示。

１． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 取 ５０ ｍｇ 胰腺样品于 ２
ｍＬ 离心管中，加入 １ ｍＬ 预混裂解液（ＰＭＳＦ ∶ ＲＩＰＡ
＝１ ∶ １００）和 ２ 枚钢珠，用组织破碎仪将样品破碎

后，４ ℃摇床中过夜使其充分裂解。 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ 后用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，按照文献［６］

中的方法进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，使用 ＩｍａｇｅＪ 软件

对图像进行处理。
１． ６　 ＨＬＦ 对细胞增殖活性的影响　 将 ＭＩＮ６ 细胞

接种于 ９６ 孔板中培养，每孔 １００ μＬ，置于 ３７ ℃恒

温培养箱培养 ２４ ｈ 后对细胞进行转染，并在转染后

１２、２４、４８、７２ ｈ，使用 ＣＣＫ⁃８ 试剂检测细胞增殖能

力，使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长检测吸光度。 按照说

明书计算不同处理下的细胞活力。
１． ７　 ＨＬＦ 基因胰岛敲除小鼠的基因型鉴定　 剪取

小鼠尾部 ３ ｍｍ 装入 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中，加入 ２００ μＬ
ＰＣＲ 裂解液，置于温度为 ５５ ℃的恒温摇床裂解过

夜后，加入等体积异丙醇，颠倒混匀 ５ 次，静置 １０
ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃上清液，加入

２５０ μＬ ｄｄＨ２Ｏ， ５５ ℃摇床 １ ｈ，得到 ＤＮＡ 样品。 对

ＤＮＡ 样品进行 ＰＣＲ 扩增和凝胶电泳，通过 ＰＣＲ 产

物确认小鼠基因型（小鼠基因型鉴定引物参见表

１）。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＨＬＦ ｆｌｏｘ Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｅ Ｆ：５′⁃ＡＴＣＴＧＣＣＡＣＡＡＡＡＧＣＡＴＴＡＡＧＧＡＣ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＣＴＣＴＣＡＴＴＧＡＡＣＣＴＧＡＣＡＣＴＧＧＴＡ⁃３′
Ｐｄｘ１⁃Ｃｒｅ Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｅ Ｆ：５′⁃ＣＣＴＧＧＡＣＴＡＣＡＴＣＴＴＧＡＧＴＴＧＣ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＡＧＧＣＡＡＡＴＴ ＴＴＧＧＴＧＴＡＣＧＧ⁃３′
Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ β⁃ａｃｔｉｎ（ｍｉｃｅ） Ｆ：５′⁃ＧＣＡＡＧＴＧＣＴＴＣＴＡＧＧＣＧＧＡＣ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＡＡＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡＧＣ⁃３′
ＨＬＦ（ｍｉｃｅ） Ｆ：５′⁃ＣＣＴＴＣＡＴＣＣＴＧＡＡＧＡＣＧＣＡＴＴＴ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＴＣＴＣＣＧＴＣＡＴＡＧＧＧＡＡＧＧＧＴ⁃３′
ｓｉＮＣ Ｓｅｎｓｅ： ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ： ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ
ｓｉＨＬＦ Ｓｅｎｓｅ： ＡＡＵＡＣＡＵＧＧＡＣＵＵＧＧＡＧＧＡＡ

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ： ＵＵＣＣＵＣＣＡＡＧＵＣＣＡＵＧＵＡＵＵ

１． ８　 组织取样　 用乙醚麻醉小鼠，称取体质量后采

用颈椎脱臼处死法处死小鼠，在脾胃连接处完整取

下胰腺组织，剔除脂肪，用灭菌后的 ＰＢＳ 水清洗，清
洗干净后放入 ２ ｍＬ 离心管中；将肝脏完整取出后进

行 ＰＢＳ 漂洗 ２ 次，使用灭菌棉沾净水分，分装进 ２
ｍＬ 离心管。 组织样品皆放入液氮快速冷冻，然后置

于 － ８０ ℃冰箱备用。
１􀆰 ９　 细胞糖原含量检测　 取培养于 ６ 孔板中的细
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胞，按照说明书收集到离心管内，加入糖原提取液后

使用超声破碎仪破碎细胞，在 ９５ ℃干浴锅中振荡加

热 ２０ ｍｉｎ 后，取出离心管于冰上冷却，室温下 ８ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ ，按说明书将上清液与试剂混匀

后，置于 ９５ ℃干浴锅中加热 １０ ｍｉｎ ，冷却后转移至

９６ 孔酶标板中，使用酶标仪于 ６２０ ｎｍ 波长检测样

品吸光值。 最后，使用 ＢＣＡ 法测定蛋白质浓度并进

行归一化处理。
１． １０　 统计学处理　 使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５ 软件

对所有数据进行统计分析，结果均以 􀭰ｘ ± ｓ 表示。 均

使用独立样本 ｔ 检验方法分析组间差异性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 抑制 ／过表达 ＨＬＦ 基因对细胞 ＨＬＦ ｍＲＮＡ
表达水平影响　 在小鼠胰岛 β 细胞系 ＭＩＮ６ 中，分
别转染抑制或过表达 ＨＬＦ 基因，利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 方

法检测 ＨＬＦ ｍＲＮＡ 表达水平，抑制试验和过表达试

验分别以转染 ｓｉＮＣ 序列和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 空载质粒的

ＭＩＮ６ 细胞为对照，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 试验以 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内

参基因。 结果表明，抑制（图 １Ａ）或过表达（图 １Ｂ）
ＨＬＦ 基因对 ＭＩＮ６ 细胞中其 ｍＲＮＡ 的表达水平均产

生了影响（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＨＬＦ 抑制组细胞的 ｍＲＮＡ 表

达水平为对照组的 ２６％ ；ＨＬＦ 过表达组细胞的 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达水平为对照组的 ２􀆰 １３ 倍。
２． ２　 抑制 ／过表达 ＨＬＦ 基因对细胞 ＨＬＦ 蛋白表达

水平影响　 在小鼠胰岛 β 细胞 ＭＩＮ６ 中，分别抑制

或过表达 ＨＬＦ 基因，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测

ＨＬＦ 蛋白相对表达水平，抑制试验和过表达试验分

别以转染 ｓｉＮＣ 序列和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 空载质粒的 ＭＩＮ６
细胞为对照，以 α⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ 作为内参。 结果表明，抑
制（图 ２Ａ）或过表达（图 ２Ｂ）ＨＬＦ 基因对 ＭＩＮ６ 细胞

中蛋白的表达水平均产生了显著影响（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ＨＬＦ 抑制组细胞的蛋白表达水平约为对照组的

４０％ ；ＨＬＦ 过表达组细胞的蛋白表达水平约为对照

组的 １􀆰 ８ 倍。
２． ３　 ＨＬＦ 基因抑制 ／过表达对小鼠 ＭＩＮ６ 细胞增

殖的影响　 在小鼠 ＭＩＮ６ 胰岛细胞中分别抑制或过

表达 ＨＬＦ，分别在转染后 １２、２４、４８、７２ ｈ，使用 ＣＣＫ⁃
８ 方法测定 ＨＬＦ 表达变化对细胞增殖情况的影响。
结果表明，细胞均稳定增殖，抑制 ／过表达 ＨＬＦ 均未

对 ＭＩＮ６ 细胞增殖产生显著影响（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 见

图 ３。
２． ４　 抑制 ＨＬＦ 基因对小鼠ＭＩＮ６ 细胞糖原含量的

图 １　 抑制 ／过表达 ＨＬＦ 对 ＭＩＮ６ 细胞内

ＨＬＦ ｍＲＮＡ 表达水平的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ／ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＨＬＦ
ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＬＦ ｍＲＮＡ ｉｎ ＭＩＮ６ ｃｅｌｌｓ

　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＨＬＦ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ｔｈｅ ＨＬＦ ｇｅｎｅ ｉｎ ＭＩＮ６ ｃｅｌｌｓ； Ｂ： Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＨＬＦ ｏｎ ｔｈｅ

ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ＨＬＦ ｇｅｎｅ ｉｎ ＭＩＮ６ ｃｅｌｌｓ； ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ

ｓｉＮＣ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ ｇｒｏｕｐ．

影响　 为初步验证抑制 ＨＬＦ 后胰岛 β 细胞的功能

变化，在小鼠 ＭＩＮ６ 胰岛细胞中利用 ｓｉＲＮＡ 抑制

ＨＬＦ，转染 ２４ ｈ 后检测细胞糖原含量变化。 结果显

示，相较于对照组，ＨＬＦ 抑制组糖原含量显著升高

约 ２０％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ４）。 该结果表明，抑制 ＨＬＦ
提高胰岛 β 细胞中的糖原含量。
２． ５　 小鼠的繁育与基因型鉴定　 将 ４ 只 ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ

纯合子小鼠自交繁殖 ４ 个月后获得 １２ 只 ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ

纯合小鼠，将其与 Ｐｄｘ１⁃Ｃｒｅ ＋ ／ － 小鼠杂交繁育获得

Ｆ１ 代鼠 １４ 只。 将 Ｆ１ 代中 ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ＋ Ｃｒｅ ＋ ／ － 鼠与

ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ鼠杂交，获得 Ｆ２ 代小鼠 ３６ 只，对其进行基

因型鉴定，能够扩增出 １５０ ｂｐ 条带的小鼠基因型为

ＨＬＦ ＋ ／ ＋ ，同时扩增出 １５０、２１５ ｂｐ 条带的小鼠基因
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图 ２　 抑制 ／过表达 ＨＬＦ 对 ＭＩＮ６ 细胞内 ＨＬＦ ｍＲＮＡ 表达水平的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ／ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＨＬＦ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＬＦ ｍＲＮＡ ｉｎ ＭＩＮ６ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＬＦ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＬＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＭＩＮ６ ｃｅｌｌｓ； Ｂ： Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＬＦ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＬＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＭＩＮ６ ｃｅｌｌｓ；∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ ｓｉＮＣ； ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １．

图 ３　 抑制 ／过表达 ＨＬＦ 对 ＭＩＮ６ 细胞增殖的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ／ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＨＬＦ
ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＩＮ６ ｃｅｌｌｓ

　 　 Ａ：Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＨＬＦ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＩＮ６ ｃｅｌｌｓ；
Ｂ：Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＨＬＦ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＩＮ６ ｃｅｌｌｓ．

型为 ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ＋ ，仅可扩增出 ２１５ ｂｐ 条带的小鼠基因

型为 ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ，扩增出清晰明亮 ６５０ ｂｐ 条带的小鼠

基因型为 Ｐｄｘ１⁃Ｃｒｅ ＋ ／ － 。 基因型结果显示：ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ＋

Ｃｒｅ ＋ ／ － 小鼠 ８ 只 （编号 ６ ）， ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ＋ 小鼠 ９ 只，
ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＣｒｅ ＋ ／ － 小鼠 １０ 只（编号 １ － ５），ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ

小鼠 ９ 只（编号 ７ － １１），结果符合遗传定律。 见图

５。
２． ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证 ＨＬＦ 基因敲除效果　 为了验

证 ＨＬＦ 的敲除效果，分别随机选取 ６ 只基因型为

ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ和 ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＣｒｅ ＋ ／ － 的小鼠，采集胰腺和肝

脏组织（ｎ ＝ ６），使用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 方法检测敲除效率，
结果如图 ６ 所示，与 ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 小鼠相比，ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ

Ｃｒｅ ＋ ／ － 小鼠胰腺组织中 ＨＬＦ 的 ｍＲＮＡ 表达水平显

著降低，降幅约 ９１％ ；而肝脏组织中两组小鼠 ＨＬＦ
的 ｍＲＮＡ 表达水平无显著区别，表明肝脏中 ＨＬＦ 基

因的转录未受影响，基因敲除是胰腺组织特异的。
２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 ＨＬＦ 敲除效果　 分别随机

选取基因型为 ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ和 ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＣｒｅ ＋ ／ － 的小鼠各

３ 只，取胰腺组织和肝脏组织，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方
法检测 ＨＬＦ 蛋白表达水平，将 α⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ 作为内参，
并使用 ＩｍａｇｅＪ 软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果进行量化。
结果显示，与 ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠相比，ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＣｒｅ ＋ ／ － 小

鼠胰腺中，ＨＬＦ 蛋白表达水平降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
为ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠蛋白水平的６５％ （图７Ａ） ；而肝脏
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图 ４　 抑制 ＨＬＦ 基因对 ＭＩＮ６ 细胞糖原含量的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＨＬＦ ｇｅｎｅ
ｏｎ ｔｈｅ ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ＭＩＮ６ ｃｅｌｌｓ

∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ ｓｉＮＣ．

图 ５　 小鼠基因型鉴定结果

Ｆｉｇ． ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
　 　 Ａ： Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｆｌｏｘ ｇｅｎｏｔｙｐｅ； Ｂ： Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅ⁃

ｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｄｘ１⁃Ｃｒｅ ＋ ／ － ｇｅｎｏｔｙｐｅ； Ｍ： Ｔｈｅ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ２０００； １ － １１：

Ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｎｕｍｂｅｒｓ； １ － ５： ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ Ｃｒｅ ＋ ／ － ｍｉｃｅ； ６： ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ＋

Ｃｒｅ ＋ ／ － ｍｉｃｅ； ７ － １１： ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘｍｉｃｅ．

ＨＬＦ 蛋白表达水平在 ２ 组小鼠中无明显差异（图
７Ｂ）。 上述结果表明胰岛 β 细胞中 ＨＬＦ 的敲除仅

对胰腺 ＨＬＦ 蛋白表达水平产生影响，而对肝脏 ＨＬＦ
蛋白表达水平无明显影响。 综上，ｍＲＮＡ 水平和蛋

白水平的验证结果证实，条件性胰岛 β 细胞 ＨＬＦ 基

图 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证 ＨＬＦ 基因敲除效果

Ｆｉｇ． ６　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｏｆ ｔｈｅ ＨＬＦ ｇｅｎｅ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＬＦ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ； Ｂ： Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＬＦ ｉｎ

ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ； ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ

ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ ．

因敲除小鼠构建成功。
２． ８ 　 ＨＬＦ 基因敲除对小鼠胰岛形态的影响 　 将

ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘＣｒｅ ＋ ／ － 小鼠（ＨＬＦ 敲除组）和 ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 小

鼠（对照组）在相同条件下喂养 １６ 周后，取胰腺组

织制作石蜡切片，进行 ＨＥ 染色，评估胰岛的形态学

变化。 结果显示，ＨＬＦ 敲除组小鼠（图 ８Ｂ）与对照

组小鼠（图 ８Ａ）在胰岛形态上未出现显著差异，胰
岛的整体结构和细胞排列均保持正常。 该结果表

明，ＨＬＦ 敲除不会引起胰岛形态结构的变化和胰岛

细胞排列的异常。

３　 讨论

　 　 基因编辑技术的迅猛发展为研究基因功能和疾

病机制提供了强有力的工具［７］ ，其中条件性基因敲
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图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 ＨＬＦ 敲除效果

Ｆｉｇ． ７　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＬＦ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ＨＬＦ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｉｓｌｅｔ β ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＬＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ； Ｂ： Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ＨＬＦ ｉｎ ＨＬＦ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｉｓｌｅｔ β ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＬＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ； ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ ＨＬＦｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ ．

图 ８　 小鼠胰腺组织 ＨＥ 染色结果 × ２００
Ｆｉｇ． ８　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ × ２００

Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ＨＬＦ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｇｒｏｕｐ．

除动物模型的构建，使科学家们能够深入探讨基因

在生理和病理过程中的具体作用［８ － １１］。 在这一背

景下，本研究利用 Ｃｒｅ⁃ｌｏｘＰ 系统成功构建了条件性

ＨＬＦ 基因敲除小鼠模型，并初步验证了该模型在胰

腺 β 细胞研究中的有效性。 结果表明，ＨＬＦ 的缺失

在正常情况下对胰腺 β 细胞的增殖和基本形态没

有显著影响，这一发现为进一步研究 ＨＬＦ 在糖尿病

发病机制中的作用提供了前提。 细胞糖原含量检测

能帮助了解细胞内糖原的储备情况，从而间接反映

机体对葡萄糖摄取的调控情况，故根据糖原含量检

测实验结果推测 ＨＬＦ 可能在胰腺 β 细胞对葡萄糖

的感知中发挥作用，未来的研究将进一步探讨 ＨＬＦ
在这些方面的具体作用。
　 　 ＨＬＦ 属于 ｂＺＩＰ 家族，是一种具有 ｂＺＩＰ 结构域

的转录因子，参与多个生物学过程的调控。 该基因

最初在肝脏中发现，随后研究［１２ － １４］表明其在神经系

统、造血系统以及昼夜节律的调节中也具有重要作

用。 ＨＬＦ 通过与 ＤＮＡ 特定位点结合，调控与昼夜节

律、细胞周期、代谢等相关基因的表达。 它在肝脏中

调控代谢和解毒功能，并在神经元发育和存活过程

中起关键作用。 ＨＬＦ 的异常与某些疾病密切相关，
尤其是在急性白血病中，其基因融合与癌症的发生

联系紧密。 由于其在多种疾病中的潜在作用，ＨＬＦ
已成为研究和治疗白血病、代谢疾病等的关键靶点，
探索干预其异常表达的治疗方法可能为相关疾病的

治疗带来新的希望。
　 　 胰腺作为人体内重要的消化腺体和内分泌器

官，主要由外分泌腺和内分泌腺组成。 外分泌腺分

泌消化酶，帮助分解食物中的蛋白质、脂肪和碳水化

合物；内分泌腺由胰岛细胞组成，分泌胰岛素、胰高

血糖素等激素，调节血糖水平［１０］。 胰腺 β 细胞是胰

岛细胞的一种，主要负责分泌胰岛素，维持血糖的稳

定。 因此，胰腺 β 细胞的功能异常与糖尿病的发生

密切相关［１５］。
　 　 综上所述，本研究成功构建了条件性胰岛 β 细

胞 ＨＬＦ 基因敲除小鼠动物模型，为深入探讨 ＨＬＦ 在

胰腺 β 细胞中的功能及其在糖尿病发病机制中的

作用提供了重要的实验模型［１５］。
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度拉糖肽对脂多糖诱导的 ＭＬＥ⁃１２ 细胞损伤的保护作用
范星宇，段　 皓，闫　 洁，王　 跃，杜益君，潘天荣，钟　 兴

（安徽医科大学第二医院附属医院内分泌科，合肥　 ２３０６０１）

摘要　 目的　 探讨度拉糖肽对脂多糖（ＬＰＳ）引起的 ＭＬＥ⁃１２ 细胞损伤的保护作用。 方法　 脂多糖（１ μｇ ／ ｍＬ）诱导 ＭＬＥ⁃１２ 细

胞构建急性肺损伤体外模型，度拉糖肽处理 ２４ ｈ。 细胞分成 ４ 组：ＣＯＮ、ＬＰＳ、ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度拉糖肽、ＬＰＳ ＋ ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度

拉糖肽组，提取各组细胞蛋白和 ＲＮＡ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测细胞中炎症因子白细胞介素（ ＩＬ）⁃６、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、ＩＬ⁃１β、单
核细胞趋化因子 １（ＣＣＬ２）、Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ 基序趋化因子配体（ＣＸＣＬ）１、ＣＸＣＬ２ 水平，ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组

细胞磷酸化蛋白激酶 Ｂ（Ｐ⁃Ａｋｔ）与磷酸化细胞外信号调节酶（Ｐ⁃Ｅｒｋ）的表达水平。 结果　 与 ＣＯＮ 组比较，ＬＰＳ 组细胞炎症介质

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＣＣＬ２、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２ 的 ｍＲＮＡ 水平升高，ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数增加，Ｐ⁃Ａｋｔ 与 Ｐ⁃Ｅｒｋ 蛋白表达增加。 与 ＬＰＳ
组相比，ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度拉糖肽组的 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＣＣＬ２、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２ 的 ｍＲＮＡ 水平下降，ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数减

少，Ｐ⁃Ａｋｔ 与 Ｐ⁃Ｅｒｋ 蛋白表达下降；而 ＬＰＳ ＋ ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度拉糖肽组对炎症因子的改善作用没有 ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度拉糖肽组

明显。 结论　 度拉糖肽对 ＬＰＳ 诱导的 ＭＬＥ⁃１２ 细胞损伤具有保护作用，其作用机制可能是通过抑制 Ａｋｔ 与 Ｅｒｋ 磷酸化来减少

炎性介质的表达，使炎性损伤进一步减轻，从而达到保护肺脏的作用。
关键词　 度拉糖肽；脂多糖；急性肺损伤；ＭＬＥ⁃１２ 细胞；炎症反应
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常见的病因，特别是脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，
ＬＰＳ）等革兰阴性细菌内毒素引起的感染［３］。 目临

床上 ＡＬＩ 主要采用机械通气等对症治疗，尚缺乏特

效治疗方案［４］。 ＡＬＩ 病理生理学上的表现是肺泡 －
毛细血管屏障功能障碍，因为它会引起肺泡上皮细

胞（ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＡＥＣｓ）损伤，ＡＥＣｓ 受损

后会释放与损伤相关的分子模式，进一步激活肺泡

巨噬细胞，从而加剧炎症反应，导致 ＡＬＩ 病情恶

化［５］。 因此，明确 ＡＥＣｓ 损伤的分子机制可为 ＡＬＩ
提出潜在的治疗策略。 胰高血糖素样肽⁃１ （ ｇｌｕｃａ⁃
ｇｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｅｐｔｉｄｅ⁃１，ＧＬＰ⁃１）受体激动剂，如度拉糖肽，
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