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心脏特异性表达KCNQ1V180L转基因小鼠的建立及表型分析
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【摘要】　目的  建立心脏特异性表达KCNQ1V180L转基因小鼠，为研究KCNQ1基因功能及其突变与心律失常性心脏疾病的关系提供工具动物。 方法   把KCNQ1V180L基因插入α-MHC启动子下游，构建转基因表达载体，显微注射法建立C57BL/6J KCNQ1V180L转基因小鼠，PCR鉴定转基因小鼠的基因型，采用Western Blot鉴定KCNQ1V180L在心脏组织中的表达，记录转基因小鼠死亡情况，超声分析转基因小鼠心脏结构形态和功能改变，心电分析转基因小鼠心肌电生理变化。 结果  建立了2个心脏组织特异性表达KCNQ1V180L转基因小鼠品系。转基因小鼠离乳前即出现猝死；超声检查显示转基因小鼠左心室内径变短，心室壁变厚，短轴缩短率增加；心电分析显示其心室复极异常。 结论  KCNQ1V180L转基因小鼠具有临床长QT综合征类似的病理改变，可作为研究KCNQ1基因功能及其突变与心律失常发病机制的疾病动物模型。
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Establishment of Heart-specific KCNQ1V180L Transgenic Mice 

And Phenotype Analysis
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【Abstract】 objective  To generate the heart-specific KCNQ1V180L expression transgenic mice and an animal model for the study of KCNQ1 function and its effects on arrhythmia. Methods The transgenic vector was constructed by inserting the human KCNQ1V180L gene into the down stream of α-MHC promoter. The transgenic mice were created by the method of microinjection. The genotype of transgenic line was identified by PCR and the expression level of the gene was determined by Western Blot. The pathologic changes were analyzed with echocardiography and electrocardiography (ECG). Results Two lines of C57BL/6J transgenic mice with high levels of KCNQ1V180L expression were established. The heart of KCNQ1V180L transgenic mice showed thick ventricular wall, smaller ventricular chamber and increased fractionl shortening (FS%) compared with that of the non transgenic mice. Ventricular repolarization dysfunction was determined by ECG. Conclusions The KCNQ1V180L transgenic mice showed a  similar phenotype with human long QT syndrome (LQTS). The transgenic mouse could be an useful animal model for the research of KCNQ1 gene function and the relationship between KCNQ1 mutation and arrhythmia.
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1996年Wang等从遗传性长QT综合征（Long QT Syndrome, LQTS）病人体内发现一种新基因，该基因编码一种电压依赖的钾通道，并且与50%遗传性LQTS相关，故命名为KvLQT1，之后根据基因图谱顺序该基因命名为KCNQ1，属于KCNQ家族，其他成员还有KCNQ2，KCNQ3、KCNQ4和KCNQ5[1]。KCNQl基因定位于第11号染色体11p15.5，编码676个氨基酸组成的电压门控钾通道(Kv)的α亚单位[2]，具有6个跨膜区段(S1-S6区)、Shaker样模序和单一孔道结构(Pore区)。
附属亚基是一类由KCNE基因编码的蛋白家族，目前已发现5种，KCNQ1和KCNE家族蛋白相互作用，装配成为功能性钾通道，电生理研究证实，心肌细胞中二者装配成慢激活延迟整流钾通道，形成Iks电流[3]。KCNQl／KCNEl、KCNQl／KCNE2和KCNQl／KCNE3表达在多种组织中，包括心肌、骨骼肌、胃肠道、肾脏、内耳、支气管和肺等，它们装配成功能性钾通道，参与机体重要生理功能[4-9]。KCNQl突变可以通过多种机制影响上述通道蛋白的运输、组装和行使正常功能，导致疾病发生。
































































































































































































































































KCNQl/KCNEl突变导致的最常见的一种心脏病是LQTS，以心电图上QT间隔期延长为特征，可分为获得性（如抗心律失常药，电解质紊乱而致）和遗传性两种，其中遗传性LQTS就是由编码心肌离子通道的基因发生突变，继而导致离子通道功能异常而致。到目前为止，已确定了100多个KCNQ1突变与LQTS相关，是引起LQTS最常见的基因型，约占LQTS基因型的50%。遗传性LQTS主要表现形式有两种：不伴有先天性耳聋的RW综合征 (Romano-Ward syndrome) ，其为常染色体显性遗传，和伴有先天性耳聋的JLN综合征 (Jervell- Lange-Nielsen syndrome) ，其为常染色体隐形遗传[10-12]。临床主要表现为晕厥、癫痫和猝死等，少数病人可在睡眠状态下发生猝死，多发生于幼儿及青少年。LQT在一般人群中的发病率为1/10000，我国约有20万人有LQTS基因缺陷，LQT两个重要诊断指标为QT间期较正常间期明显延长（QTs≥0.46s）和应激诱发的昏厥[13]。LQT1在非治疗情况下，第一次晕厥后第一年死亡率为21%，10年内50~80%。
   KCNQ1V180L是在临床病人中新发现的一个KCNQ1基因突变，本实验室特建立了心脏组织过表达KCNQ1V180L转基因小鼠，为遗传性心律失常性疾病的发病机制及其药物靶点的研究提供模型动物。
1 材料和方法
1.1  KCNQlV180L表达载体的构建及转基因
Trizol（invitrogen，美国）法提取人心脏组织总RNA，RT-PCR扩增人全长KCNQl序列，以此为模板，以突变试剂盒（Stratagene，美国）标准操作程序将180位缬氨酸（V）突变为亮氨酸（L），即获得突变体KCNQlV180L，经测序并比对正确后，PCR扩增获得带有 Sal I 和Hind III 酶切位点的完整KCNQlV180L基因，将扩增片段插入pMD18T载体，经测序并比对正确后，以 Sal I 和Hind III (宝生物工程有限公司，中国) 酶切回收KCNQlV180L片段，并克隆入α-肌球蛋白重链（α-myosin heavy chain, α-MHC）启动子下游构建心脏特异表达KCNQlV180L表达载体。提取并酶切鉴定质粒正确后，再用Not I (宝生物工程有限公司，中国) 将其线性化，Sephedex G50柱纯化DNA片段，获得 α-MHC启动的KCNQlV180L基因的转基因片段，注射前将转基因片段的浓度调整至5 ng/µL，用显微注射法将线性化的转基因载体注射到C57BL/6J小鼠的受精卵中（小鼠购自中国医学科学院实验动物研究所，康蓝公司XCXK京2004001），用ICR小鼠作假孕受体（本实验室饲养），制备转基因小鼠（TE2000U显微注射仪）[14-16]。实验中涉及动物的操作程序已经得到中国医学科学院医学实验动物研究所实验动物使用与管理委员会的批准（ILAS-GC-2012-001）。 

1.2  PCR鉴定KCNQlV180L转基因小鼠的基因型
转基因小鼠在出生9 ～ 14 d用剪趾法标记，收集剪下的组织，用碱裂解法提取基因组DNA[17]，用PCR法对转基因小鼠进行基因型检测。PCR上游引物为：5’ GAGCCACACTCTGCTGTCAC 3’,下游引物为：5’ TCTTCTACTCGGTTCAGGCG 3’（上海生物工程技术有限公司合成，中国）。PCR反应体系20 µL（试剂购自宝生物工程有限公司，中国）。反应条件：94℃预变性3 min，94℃变性30 s，58℃退火30 s，72℃延伸30 s，重复变性到延伸29次，完成30个循环。目的基因KCNQlV180L片段为587 bp。
1.3  Western Blot 鉴定KCNQlV180L的表达
提取KCNQlV180L首建鼠的F1代阳性转基因小鼠和同龄阴性（non-trangenic, NTG）对照小鼠心脏组织总蛋白，进行SDS-PAGE凝胶电泳，蛋白转移至NC膜上（Millipore，美国），置于5%脱脂奶粉中封闭，小鼠抗KCNQ1抗体（Abcam，美国）检测KCNQl蛋白的表达水平，HRP-偶联的羊抗小鼠抗体（Pierce，美国）结合一抗，HRP-偶联的GAPDH单克隆抗体作为内参（康成生物，中国）[18]。用Image J分析软件测定Western Blot条带灰度。
1.4  超声检查KCNQlV180L转基因小鼠心脏形态和功能
小鼠经腹腔注射三溴乙醇（18mL/kg体重）麻醉，胸前区被毛，仰卧固定于加热板上，以保持体温，四肢固定，选用30 Hz的探头，按Zhou YQ报道的方法进行心脏超声影像分析[19]（Vevo770小动物超声影像系统，加拿大）。
1.5  KCNQlV180L转基因小鼠死亡率分析
记录每组小鼠从出生至8月龄间的死亡情况，大体解剖记录死亡小鼠病理改变，Spss16.0软件Kaplan-Meier curves分析比较各组小鼠死亡率。
1.6  KCNQlV180L转基因小鼠心电传导分析
小鼠经腹腔注射三溴乙醇（18mL/kg体重）麻醉，仰卧置加热板上，以保持体温，四肢固定，II导联记录心电变化（MP150, BIOPAC systems, Inc, 美国），分析心电记录各项参数变化。
1.7 统计分析
实验数据以Mean ± S.E.M.表示，用Student’s t-tests 或 one-way ANOVA分析处理数据，P <0.05为有显著性差异。
2 结果
2.1  KCNQlV180L转基因小鼠的建立
用PCR法克隆的KCNQl 基因，测序结果表明克隆的片段同已报道KCNQl序列完全一致（Gene ID：3784），其中KCNQl基因180位缬氨酸（V）突变为亮氨酸（L），产生KCNQlV180L基因，经测序比对突变位点正确后，将KCNQlV180L基因插入心脏特异表达的α-MHC启动子的下游，构建KCNQlV180L转基因表达载体（图1A）。用显微注射法将线性化的转基因载体注射到C57BL/6J小鼠的受精卵中，转入到ICR假孕受体小鼠中，出生小鼠为首建鼠，首建鼠继续繁殖获得仔代转基因小鼠。提取小鼠基因组DNA，用PCR扩增KCNQlV180L目的基因587bp的片段，鉴定KCNQlV180L 转基因小鼠基因型（图1B），提取KCNQlV180L各系仔代阳性转基因小鼠和阴性小鼠（non-transgenic, NTG）心脏组织总蛋白，用KCNQl多克隆抗体进行Western Blot分析，结果显示KCNQlV180L转基因在相对分子质量为70×103处，22号和35号转基因阳性小鼠系心脏组织内KCNQl蛋白表达量明显高于同龄阴性对照小鼠（图1C），且各系转基因小鼠均可稳定传代。
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图1 KCNQlV180L转基因小鼠的建立
(A) 将靶基因KCNQlV180L插入心脏特异表达的α-MHC启动子下游，构建KCNQlV180L转基因表达载体； (B) PCR鉴定KCNQlV180L转基因小鼠基因型，M: DNA分子量标记；1：阳性对照；2：阴性对照；3：空白对照；6，8：阳性转基因小鼠；4，5，7：阴性转基因小鼠；(C) Western Blot分析KCNQl蛋白在转基因小鼠心脏组织中的表达。

2.2  KCNQlV180L转基因小鼠心脏形态和功能分析
选用1、3、5和7月龄转基因小鼠和同龄阴性对照小鼠进行心脏超声影像分析，结果显示，与阴性小鼠相比，1、3、5和7月龄小鼠左室收缩和舒张末期内径显著减小（P<0.05；P<0.01），1和3月龄小鼠左室后壁厚度显著增加（P<0.05，P<0.01），从5月龄开始转基因小鼠与阴性对照小鼠室壁厚度差异消失。1月龄小鼠短轴缩率显著增大（P<0.001），从3月龄开始转基因小鼠与阴性对照小鼠短轴缩率差异消失（图2A和表1）。其他几项超声参数见表1。 
表1.  1、3、5和7月龄KCNQlV180L转基因小鼠超声分析
	Group

Number
	NTG

n = 35
	KCNQlV180L
n = 7
	NTG

n = 43
	KCNQlV180L
n = 8
	NTG

n = 25
	KCNQlV180L
n = 6
	NTG

n = 28
	KCNQlV180L
n = 6

	Age
	1 Mo
	3 Mo
	5 Mo
	7 Mo

	LVEDD, mm
	3.30±0.21
	3.09±0.05*
	3.59±0.28
	3.27±0.28*
	3.72±0.24
	3.40±0.29*
	3.81±0.25
	3.45±0.30**

	LVESD, mm
	2.01±0.19
	1.56±0.09**
	2.35±0.27
	2.04±0.28*
	2.49±0.26
	2.18±0.41*
	2.58±0.28
	2.28±0.21*

	LVPWD, mm
	0.49±0.08
	0.58±0.14*
	0.60±0.08
	0.70±0.05**
	0.60±0.09
	0.57±0.10
	0.63±0.08
	0.61±0.12

	LVPWS, mm
	0.78±0.09
	0.99±0.17**
	0.87±0.10
	0.96±0.10*
	0.84±0.15
	0.79±0.08
	0.87±0.12
	0.84±0.11

	LVEF, %
	70.35±5.93
	81.94±2.65***
	64.45±6.64
	69.06±5.41
	61.86±6.86
	66.69±9.64
	61.11±7.13
	63.80±3.77

	LVFS,%
	39.05±4.80
	49.37±2.89***
	34.71±4.90
	37.90±4.21
	32.97±5.19
	36.42±7.27
	32.44±5.14
	33.91±2.74


LVEDD, left ventricular (LV) end-systole diameter: 左室收缩末期内径；LVESD, LV end-diastole diameter: 左室舒张末期内径；LVPWD: LV posterior wall at end-diastole: 左室舒张末期后壁厚度; LVPWS: LV posterior wall at end-systole: 左室收缩末期后壁厚度; LVEF: LV ejection fraction: 左室射血分数; LVFS: LV fractional shortening: 左室短轴缩短率; Mo, month: 月龄; NTG, non transgenic: 转基因阴性; *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001 vs NTG.
2.3  KCNQlV180L转基因小鼠心电传导
从1月龄开始记录转基因小鼠II导联心电变化，BIOPAC MP150分析系统分析心肌电生理各项参数变化，结果与阴性小鼠相比，1，3，5和7月龄时QT间期显著延长（P<0.05）；1，3和5月龄时QRS间期显著延长（P<0.01）；7月龄时R波峰值显著增加（P<0.01），S波峰值显著降低（P<0.01）（图2B和表2）。
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图2. KCNQlV180L转基因小鼠M型超声与心电表型分析
(A) 7月龄阴性对照及KCNQlV180L转基因小鼠心脏左室纵向M型超声分析截图；(B) 7月龄阴性对照及KCNQlV180L小鼠经II导联，BIOPAC MP150系统分析心电信号截图。
表2. KCNQlV180L转基因小鼠心电参数变化
	Group

Number
	NTG

n = 6
	KCNQlV180L
n = 5
	NTG

n = 7
	KCNQlV180L
n = 6
	NTG

n = 9
	KCNQlV180L
n = 6
	NTG

n = 4
	KCNQlV180L
n = 5

	Age
	1 Mo
	3 Mo
	5 Mo
	7 Mo

	R amplitude
(1/100 mV)
	57.1±12.4
	45.5±7.1
	33.5±12.2
	33.6±9.1
	29.8±6.0
	36.0±12.9
	28.3±3.5
	39.0±6.1*

	S amplitude
(1/100 mV)
	42.0±51.0
	38.8±11.6
	47.9±4.1
	29.4±13.6
	64.3±33.8
	30.2±21.7
	48.0±21.9
	26.8±11.0*

	T amplitude
(1/100 mV)
	28.3±9.1
	53.2±11.6*
	26.4±16.1
	41.2±14.6
	27.6±5.8
	30.5±4.5
	13.7±4.0
	21.3±14.5

	QRS 
duration, s
	45.7±0.3
	69.2±5.4*
	56.0±7.5
	67.2±6.0*
	57.9±5.8
	66.0±2.3*
	68.3±5.0
	68.5±6.8

	QT 
interval, s
	71.5±3.6
	97.6±12.1*
	75.3±11.7
	91.7±8.8*
	80.9±7.7
	89.6±8.8*
	77.5±5.3
	91.8±7.1*

	R-R 
interval, ms
	129.3±8.3
	142.8±15.9
	129.4±13.8
	140.4±9.5
	132.6±11.9
	138.8±9.8
	125.0±6.0
	142.1±11.8


R amplitude: R波高度；S amplitude: S波高度；T amplitude: T波高度；QRS duration: QRS间期；
QT interval: QT间期；R-R interval: RR峰间期。Mo, month: 月龄; NTG, non transgenic: 转基因阴性; *P <0.05, **P <0.01 vs NTG.
2.4 KCNQlV180L转基因小鼠生存分析
转基因小鼠出生后离乳前即出现猝死，最早记录为15天，最长记录为7月龄，死亡主要发生在出生后20天内，病理解剖大体观察未见明显心肌病变异常。至小鼠8月龄观察记录终点时转基因系小鼠的存活率为79.3%，阴性小鼠无死亡发生。Spss16.0软件Kaplan-Meier curves分析显示，转基因小鼠（n = 29）与阴性小鼠（n = 37）相比，死亡率具有显著性差异（图3，P < 0.01）。
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图3  KCNQlV180L转基因小鼠生存率分析
记录从出生后至8月龄间小鼠生存情况，阴性对照小鼠(n=37)无死亡发生，经Spss16.0软件Kaplan-Meier curves分析，与阴性对照小鼠相比，KCNQlV180L转基因小鼠死亡率具有显著性差异（n=29, P < 0.01）。
3 讨论
KCNQ1/KCNE1表达在多种组织中，包括心肌、胃肠道、肾脏及内耳等，它们装配成为功能性钾通道，参与机体重要生理功能[4-9]，KCNQl突变可通过多种机制影响上述通道蛋白行使正常功能，导致疾病发生[20-22]。KCNQ1/KCNE1钾通道于内耳边缘细胞顶端与KCNJ10和KCNQ4等通道协同作用，将K+分泌到内淋巴液中，参与内耳淋巴液的生成，钾通道功能改变可造成耳聋和前庭功能丧失[20]。KCNQ1基因敲除小鼠，胃酸分泌量减少，胃液pH值升高，引起慢性胃炎、胃不典型增生和胃癌，但临床上KCNQ1功能缺失性突变患者未出现以上现象。于小肠、空肠和结肠上皮基底细胞中KCNQ1/KCNE1通道在电解质分泌和营养物质的重吸收过程中起重要作用，其功能异常可致囊性纤维化和分泌型腹泻等。KCNQ1/KCNE3通道于肾脏远曲小管参与K+分泌过程，调节机体的水和电解质平横，KCNQ1突变导致水盐代谢异常。
KCNQ1和KCNE家族蛋白参与心肌细胞的复极化过程，KCNQ1突变可导致各种遗传性心律失常。KCNQ1“功能缺失”（Loss of function）性突变引起长QT综合征（LQT）1型、JLN综合征1型和婴儿猝死综合症；“功能获得”（gain of function）性突变引起家族性房颤和短QT综合症。前者导致延迟整流钾通道部分或完全失活，延迟整流钾电流减少，造成心肌动作电位复极时程延长，表现为QT间期延长、尖端扭转性心动过速和心室颤动，而后者抑制延迟整流钾通道失活，延迟整流钾电流增加，造成心肌动作电位时程缩短，表现为房颤和QT间期缩短[23]。
近几年关于KCNQ1突变致心律失常发生机制的研究取得了一定的进展。与KCNQl/KCNEl通道蛋白羧基末端结构域相连的是衔接分子，它依次和PKA和PPl结合。通道通过衔接分子，募集蛋白信号分子，通过对其羧基末端结构域中丝氨酸的磷酸化和去磷酸化作用分别上调和下调PKA和PPl活性。当信号体系破坏后，通道便不能被正常地调节，控制心肌细胞动作电位的作用失衡，进而引起心律失常，KCNQl突变可能破坏了小分子信号区域，这成为心律失常发生的重要机制[24, 25]。目前针对LQTS的治疗方法，β受体阻滞剂为首选，而β受体阻滞的辅助治疗目前应用较多的是植入式复律除颤器（implantable cardioverter defibrillator, ICD），而针对离子通道的治疗，可使用钾通道开放剂及补钾，及钠通道阻滞剂等。
本文研究的KCNQlV180L转基因小鼠从1月至7月龄心电参数QT间期显著延长(P<0.05)，而R-R间期无明显变化，7月龄时转基因小鼠心电参数R波高度显著增加（P<0.01），S波高度显著降低（P<0.01），这些均与临床上LQTS心电变化类似。此外，对转基因小鼠心脏进行病理组织学分析，发现心脏整体形态与超声分析结果类似，左室内径变小，室壁厚度增加，但高倍镜下心肌细胞形态结构未见明显病理改变。KCNQlV180L转基因小鼠出生后即发生死亡，在被观察的29只转基因阳性小鼠中有3只死亡（死亡率10.34%）发生在离乳前，类似于临床上发现的KCNQ1突变致婴儿猝死综合征，在小鼠8月龄观察终点时转基因系小鼠死亡率为20.7%，与阴性对照小鼠相比，死亡率显著提高（P<0.01），综合小鼠超声、病理组织学及心肌电生理分析结果，心肌复极异常可能是其致死主要原因。
自KCNQl基因发现的这十几年间，在通道基因结构和功能调节研究方面取得了巨大进展，尤其在心脏中的作用，解释了很多遗传性心律失常疾病的发病机制。KCNQl作为研究抗心律失常等疾病的药物靶点．其治疗机制仍有广阔探索空间。目前，关于心脏特异性表达KCNQlV180L转基因小鼠尚未见报道，此转基因小鼠的建立为进一步研究KCNQl基因功能及心律失常等疾病的临床治疗提供了有价值的模型动物及理论依据。
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