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几丁质酶结构域内含蛋白1(Chid1)
基因剔除小鼠的建立
奚  骏  吴友兵  孙  霞  任建科*

(上海南方模式生物研究中心, 上海 201203)

摘要      建立几丁质酶结构域内含蛋白1(chitinase domain containing 1, Chid1)基因剔除小鼠, 
观察小鼠表型和发育差异。设计了合适的基因剔除策略, 成功构建了基因剔除打靶载体。以电穿

孔方法将打靶载体导入ES细胞(embryonic stem cell), 用G418和Ganciclovoir进行正负筛选, 挑选抗

药的阳性克隆, 提取ES细胞基因组DNA, 用长臂PCR鉴定出阳性ES细胞。将阳性ES细胞复苏培养

后注入小鼠囊胚, 获得嵌合体小鼠。嵌合体小鼠与C57BL/6J小鼠交配后获得Aguoti毛色的杂合子

小鼠。在雌雄杂合子交配的后代中获得纯合子小鼠。从脑、脾脏、肝、肺的RNA水平鉴定来看, 
基因剔除小鼠的Chid1基因未表达, 而杂合子、野生型小鼠有明显的该基因条带。经过初步的表型

观察发现, Chid1基因剔除小鼠发育正常, 未出现胚胎致死, 交配繁殖能力无异常。几丁质酶结构域

内含蛋白1(Chid1)基因剔除小鼠模型建立成功。Child1基因对于小鼠发育、生殖方面无明显作用。
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Generation of Chitinase Domain Containing 1 (Chid1) Knockout Mice

Xi Jun, Wu Youbing, Sun Xia, Ren Jianke*
(Shanghai Research Center for Model Organisms, Shanghai 201203, China)

 
Abstract        To generate chitinase domain containing 1 (Chid1) knockout mice, mice were observed in phe-

notype and development. We designed an appropriate strategy and constructed the targeting vector. After electropo-
ration of targeting vector into ES cells, positive clones were grown and selected using G418 and Ganciclovir, then 
injected into mouse blastulas to obtain chimeric mice. By mating with C57BL/6J mice, we got heterozygous mice 
with Aguoti coat. Then we got homozygous KO mice from heterozygousmice mating. RT-PCR results showed that 
Chid1 expressed in brain, spleen, liver and lung from heterozygous and wild-type mice, but not in homozygous 
mice. In general, Chid1 knockout mice develope normally and all mice are alive after birth, there is no defect in 
fertility and development, Chid1 knockout mice are successfully generated and can be a good animal model for in-
vestigate its biological function in vivo. 

Key  words        chitinase domain containing 1; gene targeting; gene knockout

几丁质酶结构域内含蛋白1(chitinase domain 
containing 1, Chid1)在人体中位于11号染色体短臂

15区5带, 全长1 182 bp, 其编码蛋白共393个氨基酸, 
是一个功能未知的分泌蛋白基因。该基因含有两个

转录本, 是几丁质酶基因家族中的一员, 具有一个完

整的Glyco_18结构域, 该结构域是一个相对保守的

结构域。据文献报道, 该基因编码的蛋白能和巨噬
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细胞的内吞/外排的受体结合, 成为细胞进行内吞/外
排作用的标志[1-2]。几丁质酶是一类可以催化几丁质

水解反应的酶, 可以抑制含有几丁质的有机体的生

长。最初在兰花球茎中被发现。1929年, 由卡勒和

霍夫曼从蜗牛的胃液(中肠腺分泌液)中发现了该

类酶[3]。后来, 又陆续在人的唾液、猪的器官中发现

了该酶[4]。然而, 最近的研究表明, 在哺乳动物体内, 
也存在着一类酸性哺乳动物几丁质酶(acidic mam-
malian chitinase, AMCase)[5], 其与呼吸道过敏有关。

有临床研究报告表明, 在哮喘病患者体内, 这类蛋白

特异性增高, 是几丁质酶基因家族中的一员。在小

鼠基因组中, 相对应的Chid1基因位于7号染色体上, 
转录本长1 354 bp, 编码的蛋白质全长393个氨基酸, 
有13个外显子。其生物学功能没有详细报道, 本文

将首次针对Chid1基因构建Chid1基因剔除小鼠, 利
用小鼠这一模式动物, 为研究该基因在生物体内的

生物学功能及相关机制提供了很好的动物模型。

1   材料与方法
1.1   材料

小鼠ES细胞株由本实验室保存, 打靶载体PL2-
neo由复旦大学黄芳博士赠送。129S1和C57BL/6J品
系小鼠购自上海斯莱克实验动物有限公司, 并在本

实验室保种饲养。各种限制性内切酶、T4 DNA连

接酶、各种DNA聚合酶、DNA分子量Marker等均

购自大连TaKaRa公司; 质粒提取和凝胶回收试剂盒

购自Qiagen公司和上海华舜生物技术公司; 蛋白酶

K购自Merk公司; RT-PCR试剂盒购自Promega公司。

细胞培养相关试剂, 包括DMEM培养基、PBS、谷

氨酰胺、胎牛血清、G418、Gancyclovir、DMSO、

青霉素、链霉素、胰蛋白酶等均为Gibco-BRL公
司和Sigma公司产品; 白血病抑制因子(LIF)购自

Chemicon公司。引物由上海生工生物工程有限公司

合成。电穿孔仪Gene Pulser II和电极杯为Bio-Rad公
司产品。

1.2   方法

1.2.1   打靶载体构建      从NCBI数据库中获得小鼠

几丁质酶结构域内含蛋白1(chitinase domain contain-
ing 1, Chid1)基因的序列, 并根据基因组序列设计

打靶载体方案。如图1所示, Chid1基因位于小鼠基

因的7号染色体上, 有13个外显子, 起始密码子ATG
在第二个外显子上, 我们设计的打靶载体, 剔除其

第二个到第六个全部的外显子。引物序列: 50ko-L-
5Xba: 5′-TCC TTC TAG ATC CTG TCT CAA ACA 
AAC GAA AAC CGA CTC-3′; 50ko-L-3Xho: 5′-CAT 
ACT CGAGAT ACA CGA AGG CAG ATG ATT AGC 
ACA GA-3′; 50ko-R-5Sal: 5′-GTG TGT CGA CTG 
TGT AGA GGA GGA AAT GAT GTA AC-3′; 50ko-
R-3Hind: 5′-AGG GAA CTG AAG GGC CAA GCA 
CTG ACC-3′。
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图1  打靶载体设计方案

Fig.1  Targeting vector design strategy
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用带有限制性酶切位点的引物从ES细胞基因

组中扩增出5′同源臂(L arm, 1.5 Kb)和3′同源臂(R 
arm, 4.3 Kb), 5′同源臂用Xba I和Xho I酶切, 3′同源臂

用Sal I和Hind III酶切后, 分别连接到打靶载体PL2-
neo上, 构建成针对Chid1基因的打靶载体, 并命名为

Chid1 KO vector, 如图2A所示。

1.2.2   ES细胞培养      复苏ES细胞, 用接种过滋养层

细胞的培养皿培养。 
1.2.3   ES细胞电穿孔转染打靶载体      将处于对数

生长期的ES细胞消化后并计数, 细胞悬浮于无LIF
的PBS中, 细胞密度达到1.2×107后加入线性化后的

打靶载体质粒DNA, 混匀后转移至无菌的电穿孔杯

中, 以电源240 V和电容500 μF的参数进行电穿孔, 
悬浮后重新培养。

1.2.4   正负药物筛选      ES细胞在电穿孔24 h后, 换
在含有G418(400 mg/L) Ganciclovoir(2 μmol/L)药物

的培养液中进行选择性培养, 每天更换培养液, 经一

周选择性培养后, 抗性ES细胞长成肉眼可见的克隆

时可进行挑选, 一个克隆分在两块48孔板中培养。

1.2.5   ES细胞基因组DNA的提取      将一块长满ES
细胞的48孔板吸去培养液, 每孔加入500 μL细胞裂

解液(1 g/L蛋白酶K), 55 °C过夜消化后提取基因组

DNA。另一块48孔板中的ES细胞进行冻存。

1.2.6   PCR鉴定阳性ES克隆      用PCR鉴定阳性ES
细胞克隆, 发生正确同源重组的阳性克隆应该在引

物F1(5′同源臂外侧)和引物F2(3′同源臂上)的作用下

扩增出8 Kb和4 Kb两条条带(ES细胞中两个等位基

因一般仅一个等位基因发生同源重组且概率极小), 
而阴性克隆只能扩增出8 Kb的条带。得到的阳性克

隆再用引物F3(打靶载体的tk-neo区)和引物F4(3′同
源臂外侧)扩增验证, 重组的阳性克隆如果能扩增出

一个4.5 Kb的片段, 证明其3′同源臂也正确重组。鉴

定引物为: 5′-CAG GGA AGT GAC AGC AAA AGG 
AAA CAG GA-3′(F1: 50-ES8k-ELN-5); 5′-AAA AAG 
TCA AGC AAG AGG AGC CAG GTC ATA-3′(F2: 
50-ES8k-ELN-3); 5′-GCT TGG CGG CGA ATG GGC 
TGA C-3′(F3: 50ko-NRE-5); 5′-AGG GAA CTG AAG 
GGC CAA GCA CTG ACC-3′(F4: 50ko-NRE-3)。将

上面扩增出的4 Kb和4.5 Kb的片段分别克隆到T载
体上测序验证正确。

1.2.7   ES细胞显微注射和囊胚移植      将阳性的ES
细胞复苏并培养后, 用毛细管制备持卵管和注射针, 

在显微注射仪上, 选取囊胚供体中发育正常的囊胚, 
以持卵管负压吸附固定, 用注射针吸取阳性ES细胞, 
通过手动或电动显微注射法将15-20个细胞注入囊

胚腔内。将2.5 d的假孕母鼠麻醉, 70%乙醇消毒, 在
背侧部剪一开口, 解剖显微镜下暴露输卵管和子宫, 
在靠输卵管的子宫角上用注射针头刺一小孔, 将移

卵管由此孔中插入, 将囊胚吹入子宫。缝合切口, 待
小鼠苏醒后, 放回笼中, 约17 d后可产仔鼠, 可根据

毛色判断嵌合度。

1.2.8   基因剔除小鼠育种      皮毛嵌合度大于50%的

雄性嵌合体小鼠与C57BL/6J纯系小鼠交配, 子代中灰

色小鼠来源于生殖系嵌合的ES细胞, 经鉴定为Chid1
基因剔除杂合子的小鼠。所得的杂合子小鼠继续与

129/S1纯系小鼠交配, 直至得到杂合子小鼠F4代(本
研究中的小鼠毛色仍为灰色)杂合子小鼠与杂合子小

鼠交配才能得到的纯合子小鼠和同窝的野生型小鼠。

1.2.9   三引物PCR鉴定小鼠基因型      采用三引物

PCR的方法来鉴定小鼠的基因型, 如果是纯合子, 
只能被扩增出1.0 Kb的条带, 野生型只能被扩增出

0.5 Kb的条带, 而杂合子这两条条带均能被扩增出。

扩增条件: 95 °C变性5 min后, 95 °C变性35 s, 60 °C
退火32 s, 72 °C延伸90 s, 进行35个循环后, 72°C延伸

10 min。 引 物 序 列: 50kojd-51: 5′-CTA GAT GGA 
TGG CTG CTT ATG GTC G-3′; 50kojd-31: 5′-
CAA GCC CCT CCT ATG TTC TGA CTC-3′; Neo-
RT299-3: 5′-TCG GCA GGA GCA AGG TGA GAT 
GAC AGG AG-3′。
1.2.10   RT-PCR及Real-time PCR      提取小鼠组织

总RNA后, 用DNA酶处理后反转录成cDNA, 作为模

板再进行RT-PCR及Real-time PCR分析, 检测Chid1
基因的表达, GADPH和Actin为内参基因。本文所

用RT-PCR的引物是扩增长的isoform1, 有13个外显

子(短的isoform2有11个外显子, 缺少exon10-11)。引

物序列如下: 50RT-52: 5′-GCC TGG CCC TAA TGC 
TCC CTT GTC-3′; 50RT-31: 5′-CTC CCG CCG CGA 
TTC TTC TTG TA-3′。

2   结果 
2.1   质粒构建及打靶策略 

打靶载体的设计方案如图2A所示, 预计通过同

源重组剔除Chid1基因的外显子2-6, 其中外显子2包
含起始密码子ATG, 如图1所示。
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2.2   阳性ES细胞的鉴定

打靶载体用Hind III线性化(图2B)后电转ES细
胞, 挑选经药物G418和Gan筛选过的克隆, 利用PCR
初步鉴定正确重组的阳性克隆。如图2所示, 引物

F1、F2用于鉴定5′同源臂的同源重组是否正确, 引
物F3、F4用于鉴定3′同源臂的同源重组是否正确, 
PCR鉴定结果见图3。在75个能扩增出条带的ES克
隆中, 阳性克隆为两个, 分别为13号和41号, 阳性的

ES克隆扩增后用于囊胚腔注射制备嵌合体小鼠。

2.3   制备嵌合体小鼠

显微注射共获得嵌合率大于50%的雄性小鼠15
只, 与C57BL/6J交配, 共获得ES细胞来源的灰鼠28
只, 经鉴定, 其中13只为阳性的Chid1杂合子小鼠, 符
合孟德尔遗传规律。

2.4   杂合子小鼠的获得和基因剔除小鼠的基因型

鉴定

将Chid1杂合子小鼠与129/S1纯系小鼠交配, 直

至得到杂合子小鼠F4代, 再将杂合子小鼠与杂合子

小鼠相互交配, 生出的小鼠剪尾巴提取基因组DNA
用PCR进行基因鉴定, 结果表明新生小鼠中有纯合

子。PCR鉴定结果见图4。
2.5   Chid1基因表达谱分析

利用野生型小鼠皮肤、大脑、小脑、丘脑、纹

状体、海马、垂体、脊髓、心脏、肺、胸腺、气管、胃、

脾、肝、肾、结肠、小肠、骨骼肌、白色脂肪、褐

色脂肪、骨髓、睾丸、附睾的cDNA模板进行Real-
time PCR扩增Chid1基因, 分析该基因在小鼠体内的

表达谱。结果如图5所示, 该基因在大部分组织内均

有表达, 以Chid1基因在皮肤的表达水平作为单位1, 
可以看到该基因在生殖系统(如睾丸、附睾)和神经

系统中(如大脑、小脑、丘脑、纹状体、海马、垂体、
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A: 构建完成的打靶载体; B: 打靶载体Hind III线性化后的电泳图。

A: targeting vector map; B: electropherogram of targeting vector linear-
ized by Hind III.

图2  打靶载体图及线性化鉴定

Fig.2  Targeting vector map and linearization identification
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图3  阳性ES细胞的筛选及鉴定

Fig.3  Screening and identification of positive ES cells

KO: 敲除小鼠; WT: 野生型小鼠; HT: 杂合子小鼠; M: 分子量标准。
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图4  F4代小鼠基因型鉴定图

Fig.4  Genotyping results for pups from F4 mice mating
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图5  Chid1基因表达谱分析

Fig.5  Chid1 gene expression profile
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脊髓)的表达水平相对较高。

2.6   RT-PCR分析证明Chid1基因被剔除

对小鼠组织中Chid1基因进行RT-PCR检测, 如
图6所示, 在纯合子小鼠的脑中, 检测不到Chid1基因

的表达, 杂合子和野生型的表达水平并没有明显的

差异, 我们进一步在小鼠的脾脏、肝脏和肺中检测

Chid1基因的表达, 纯合子小鼠均没有该基因的表达。

2.7   基因剔除小鼠的初步表型观察

杂合子和纯合子小鼠和同窝的野生型小鼠相

比, 在体型和行为上没有明显的异常, 体重和性别比

例也没用明显的差异。

3   讨论
在本实验中, 首先通过构建针对Chid1基因的打

靶载体, 通过电穿孔的方法转染至对数生长期的ES
细胞内进行基因打靶, 通过正负药物筛选, 并通过长

臂PCR鉴定同源重组后的ES克隆, 随后进行囊胚注

射, 将阳性细胞植入假孕母鼠体内得到嵌合体小鼠, 
进一步交配繁殖得到杂合子小鼠, 将杂合子小鼠与

129/S1进行4代背景纯化后, 杂合子小鼠相互交配得

到纯合子小鼠。

Chid1的外显子2包含了该基因的起始密码子

ATG, 在构建打靶载体时, 该密码子也在剔除的范围

内, 这样做的目的是为了尽量避免产生不完整的基因

产物。通过对阳性ES细胞的鉴定来看, 上游臂的PCR
结果中阳性克隆出现了明显的8 Kb条带和4.5 Kb条带, 
对扩增出的条带进行克隆测序, 证明5′同源臂发生

了同源重组。将该基因组进行下游臂鉴定, 能扩增

出4.5 Kb的条带, 测序证明3′同源臂也发生了同源重

组。该阳性细胞为我们所预计的Chid1剔除–同源

A: 小鼠脑组织的Chid1 RNA表达检测图; B: 小鼠肝、肺、脾脏的

Chid1 RNA表达检测图。

A: Chid1 RNA expression in brain; B: Chid1 RNA expression in liver, 
lung and spleen.

图6  Chid1基因的RNA表达检测

Fig.6  Chid1 RNA expression determination

KO KO KOHT WT WT WT KOWT

(A) (B)

Chid1

Liver Lung Spleen

Actin

重组ES细胞。在杂合子交配出生的后代中, 经过基

因型鉴定, 得到纯合子KO小鼠。从KO小鼠脑、脾

脏、肝以及肺中抽提出RNA并反转成cDNA, 进行

RT-PCR, 结果显示, 在检测的组织中, KO小鼠均未

出现Chid1基因的表达。证明在RNA水平上, 该基因

已被剔除。至于蛋白层面上的鉴定, 由于实验时没

有制备得到合适的抗体, 以及没有商业化的抗体提

供, 故未进行相关的实验。从DNA、RNA的鉴定结

果来看, Chid1基因剔除小鼠建立成功。根据UCSC 
的microarray expression date的结果, Chid1基因的表

达谱一致, 在雌性小鼠的生殖系统、肝脏、肾脏和

下丘脑的表达都比雄性小鼠高很多, 这一现象非常

有趣, 暗示激素可以调节该基因的表达, 我们将在这

方面作进一步的研究。

Chid1基因剔除后, 没有导致纯合子小鼠胚胎

致死。Chid1基因剔除小鼠的嵌合体小鼠、杂合子、

纯合子小鼠能正常交配繁殖, 从出生到二月龄左右, 
杂合子和纯合子小鼠和同窝的野生型小鼠相比, 外
形上未观察到明显的差异。这些结果说明, Chid1基
因对胚胎小鼠发育可能没有明显作用。

Chid1是一个功能未知的分泌蛋白基因, 对于

该基因的生物学功能研究报道尚少。该基因是几

丁质酶基因家族中的一员, 含有完整的相对保守的

Glyco_18结构域, 可能具有几丁质酶的一些特性。

在哺乳动物体内, 几丁质酶分为壳三糖苷酶、酸性

哺乳动物几丁质酶以及一些类几丁质酶蛋白(YKL-
39、YKL-40以及Oviductin)。据报道, 酸性几丁质酶

与哮喘有一定关系[5-6], 酸性哺乳动物几丁质酶和T
细胞辅助细胞2(Th2)有关, Elias等[5]认为该几丁质酶

在和IL-13等蛋白结合后可以引起炎症反应。另外, 
有人认为AMCase对人支气管上皮细胞TGF-β_1、
ICAM-1的表达可能有负性影响(孙培莉, 南京医科

大学博士研究生论文, 2008年)。也有报道称该基因

家族中的酸性几丁质酶(AMCase)蛋白在气源性致

敏源(aeroallergen)哮喘中特异性升高[2,6-7]; 几丁质酶

YKL-40是肺损伤的炎症标志物[8], 在哮喘病患者的

血清中, 几丁质酶YKL-40含量比正常人显著增多, 
同时其含量也与哮喘的严重程度有关[9-10], 而Chid1
基因在支气管哮喘病人中也存在高表达的现象。

AMCase酶主要在非黏液分泌上皮细胞内表达, 有
报道发现, AMCase的表达与表皮生长因子(EGFR)
呈正相关[11], 当阻断EGFR的激活后, AMCase的表达
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下降, 表明AMCase与EGFR通路有关。在卵清蛋白

(OVA)致敏的小鼠哮喘模型中[12], 通过RNA干扰技

术, 抑制AMCase的表达可显著改善小鼠的过敏症

状。而Chid1基因也是几丁质酶基因家族中的一员, 
这预示该基因的功能可能与哮喘有关, 我们将在这

方面进行进一步的研究。此外, 从一些体外实验的

结果来看[13-14], IFN-γ和TNF-α等炎症细胞因子能诱

导几丁质酶的表达, 表明几丁质酶和炎症的相关反

应有关。另有文献报道, 该基因还可能具有免疫抵

抗、抑制癌细胞生长的作用[15]。在人的唾液、血清
[16]中发现的几丁质酶, 可以分解细菌的多糖细胞壁, 
而降解细胞壁所产生的寡糖、壳聚糖等, 具有一定

的抗菌抗肿瘤的效用[15,17]。此外, 通过体外实验发现, 
该基因的重组蛋白具有糖结合的特异性结构, 可以

抑制LPS的内毒素作用[18]。因此, 建立该基因剔除

小鼠, 将为研究该基因的生物学功能和机制提供很

好的动物模型, 对于该基因敲除的小鼠, 可以专门针

对哮喘以及抗细菌、抗肿瘤等方面作进一步的研究。
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