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乳腺上皮细胞特异性敲除Scrib基因杂合子小鼠的制作与鉴定
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【摘要】  目的 利用Cre-LoxP重组酶系统构建乳腺上皮细胞特异性敲除Scrib基因杂合子小鼠，并进行鉴定，为进一步在动物整体水平研究Scrib基因在乳腺癌中的作用提供研究平台。方法 将Scrib条件敲除杂合子小鼠（Scrib+/fl小鼠）进行繁殖并鉴定，然后将鉴定结果为阳性的子代Scrib+/fl小鼠与乳腺上皮细胞特异性表达Cre重组酶的MMTV-Cre纯合子小鼠进行杂交，鉴定其子代小鼠的基因型。结果 成功繁育Scrib条件敲除小鼠和MMTV-Cre小鼠，并通过鉴定得到Scrib+/fl小鼠，与MMTV-Cre小鼠杂交并繁殖，获得基因型为Scrib+/fl;MMTV-Cre+/-小鼠5只。结论 本研究利用Cre-LoxP重组酶系统成功构建了乳腺上皮细胞特异性敲除Scrib基因杂合子小鼠，为进一步研究极性蛋白Scrib表达下调在乳腺癌发生中的作用提供了良好的动物模型。
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Preparation and identification of mammary epithelial cells Scrib gene knockout heterozygous mice 
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【Abstract】  Objective To prepare and identify the mammary gland Scrib gene specific knockout heterozygous mice by Cre-LoxP recombination system, for the research of the role of Scrib gene in breast cancer at the whole animal level. Method The heterozygous Scrib conditional knockout heterozygous mice were prepared and identified. The positive offsprings were mated with MMTV-Cre homozygous mice                  
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with Cre recombinase in mammary epithelial cells. The genotype of the offsprings was identified. 
Results The preparations of the Scrib heterozygous mice and MMTV-Cre mice were successful and Scrib+/fl mice were identified. Five Scrib+/fl;MMTV-Cre+/- mice were acquired through mating Scrib+/fl mice with MMTV-Cre mice. Conclusions  Mammary epithelial cells Scrib gene knockout heterozygous mice are successfully prepared by Cre-LoxP recombination system。 This model supply a novel animal model for further research of the polarity protein Scrib down-regulation on breast carcinogenesis．
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在肿瘤发生和发展的过程当中，细胞极性的丢失和细胞增殖的失控是其中一个重要标志[1,2]。Scribble (Scrib)是最早在研究果蝇的上皮组织的顶端基底膜蛋白定位机制中发现的极性蛋白。研究结果显示Scrib突变纯合子幼虫的细胞顶端——基底端极性被破坏并最终导致恶性肿瘤的发生[3,4]。同时，在筛选E6癌蛋白的靶蛋白时发现，E6蛋白可以和E6AP泛素化连接酶形成E6-E6AP复合物，此复合物可以识别人Scrib（hScrib）并介导Scrib的泛素化和降解[5]。Scrib的缺失会导致哺乳动物上皮细胞的极性破坏、细胞三维形态形成被阻断、进而造成细胞凋亡被抑制，体内发育异常，最终导致肿瘤的形成。因此，Scrib被认为是一种重要的极性基因和抑癌基因，参与细胞极性的建立和细胞迁移[6]。在人和小鼠的自发乳腺肿瘤中都发现了Scrib的下调和定位破坏[7]。
虽然Scrib的作用在果蝇和哺乳动物细胞系中都得到了证实，但在动物整体水平上有针对性的研究Scrib的作用还鲜有报道。由于基因敲除能准确的敲除特定位点基因，故基因敲除动物将更多地应用于蛋白质功能的研究，以使我们能清楚知道某一蛋白各组分间的功能差异[8]。本研究在前期研究工作的基础上构建了Scrib基因条件敲除小鼠，并与乳腺上皮细胞特异性表达Cre重组酶的MMTV-Cre小鼠杂交，利用Cre-LoxP系统得到了能够在乳腺上皮细胞中特异性敲除Scrib基因的小鼠，希望建立一种新型的自发型乳腺癌小鼠模型，为进一步研究Scrib在肿瘤特别是乳腺肿瘤发生发展中的作用提供理想的动物模型。
1 材料和方法
1.1 试剂  
2× PCR Master Mix购自Thermo公司，细胞/组织DNA提取试剂盒购自上海捷瑞生物工程有限公司，PCR引物由上海英骏生物有限公司合成。

1.2 实验动物  
MMTV-Cre纯合子小鼠由美国Jackson实验室引进（Stock number: 003553），Scrib条件敲除杂合子小鼠（Scrib+/fl小鼠）委托南京大学模式动物研究所构建，C57BL/6（C57)小鼠购自广东省医学实验动物中心，生产许可证号：SCXK（粤）2008-0002。
1.3 小鼠的饲养和繁殖  
所有小鼠饲养于SPF环境中，室内温度控制在22°C~26°C，湿度50%~65%，光照控制12 h明/12 h暗；小鼠笼盒、垫料、饮用水均经高温高压灭菌处理；饲料购自广东省医学实验动物中心，为经60Co辐照灭菌的全营养饲料。饲养过程中，每天进入动物房1次，观察小鼠生长情况；每周更换两次垫料并补充食物和水。MMTV-Cre小鼠均为纯合子，以雄雌1:1比例进行交配；Scrib+/fl采用与C57小鼠回交的方式保种繁殖。

1.4 小鼠组织DNA的提取
剪取小鼠尾尖1 mm~3 mm，置于1.5 mL离心管中，参照上海捷瑞生物工程有限公司细胞/组织DNA提取试剂盒说明提取小鼠组织DNA。测A值，加双蒸水于4°C保存。

1.5 Scrib+/fl小鼠基因型的鉴定  
Scrib+/fl小鼠为杂合子，与C57小鼠回交后鉴定子代小鼠基因型。
    取Scrib+/fl小鼠DNA，按以下反应体系进行鉴定：引物P1：TCA TTC TCA GTA TTG TTT TGC C；引物P2：GCC CAG TGG AAG GTT CTA GTC。PCR反应条件为94°C变性2min，94°C 20 s，59°C 15 s，72°C 30 s循环35次，72°C延伸 7 min。 产物于1.2%琼脂糖凝胶上进行电泳分析，扩增产物大小为500 bp，野生型无扩增产物。
1.6 MMTV-Cre小鼠基因型的鉴定  
MMTV-Cre 的鉴定按以下反应体系进行：引物P1：GCG GTC TGG CAG TAA AAA CTA TC，引物P2：GTG AAA CAG CAT TGC TGT CAC TT，鉴定转入基因；引物P3：CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT，引物P4：GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C，作为内参。PCR反应条件为94°C变性 3 min，94°C 30 s，54°C 1 min，72°C 1 min 循环35次，72°C延伸 2 min。产物于3.0%琼脂糖凝胶上进行电泳分析，转入基因扩增产物为100 bp，内参大小为324 bp。

1.7 乳腺上皮细胞特异性敲除Scrib基因杂合子Scrib+/fl;MMTV-Cre+/-小鼠的构建  
取6~8周龄MMTV-Cre纯合子小鼠与Scrib+/fl小鼠杂交，根据孟德尔定律，子代小鼠基因型分别为Scrib+/fl;MMTV-Cre+/-和Scrib+l+;MMTV-Cre+/-，基因型为Scrib+/fl;MMTV-Cre+/-的小鼠为乳腺上皮细胞特异性敲除Scrib基因的杂合子小鼠，可作为实验组，Scrib+/+;MMTV-Cre+/-小鼠可作为对照组。
1.8 Scrib+/fl;MMTV-Cre+/-小鼠的鉴定 
 Scrib+/fl;MMTV-Cre+/-小鼠的鉴定分为两部分，第一部分鉴定Scrib基因，鉴定步骤见1.5；第二部分鉴定Cre基因，鉴定步骤见1.6，二者均为阳性是Scrib+/fl;MMTV-Cre+/-小鼠。
2 结果

2.1 Scrib+/fl小鼠的繁殖和鉴定  
Scrib杂合子小鼠与C57小鼠回交至第4代，N1~N4代小鼠均能正常生长发育和繁殖。提取每一代小鼠DNA进行基因型鉴定，部分子代小鼠鉴定结果见图1。
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注：M：DNA marker 1000；+：阳性对照；- ：阴性对照；ddH2O：空白对照；1~9：子代小鼠PCR鉴定结果，其中2#、4#、7#、8#有一条带为500 bp，为Scrib+/fl小鼠；1#、3#、5#、6#、9#无条带，为野生型小鼠
图1 Scrib小鼠N1代鉴定部分结果

Note：M: DNA marker 1000; +: Positive control; - : Negative control; ddH2O: blank control; 1~9: Identification result of offspring by PCR, No. 2, 4, 7 and 8 are Scrib+/fl mice showing a 500 bp band; No. 1, 3, 5, 6 and 9 are wild type mice showing no band.
Fig. 1 Partial identification results of the generation N1 Scrib mice 
2.2 Scrib+/fl小鼠与MMTV-Cre小鼠的杂交和繁殖情况  
杂交小鼠顺利繁殖出子代小鼠10只，小鼠毛色为黄褐色，生长发育、外形均无异常；子代小鼠Cre基因全部为杂合子，Scrib基因鉴定为阳性的小鼠即为所需小鼠。
2.3 Scrib+/fl;MMTV-Cre+/-小鼠的鉴定情况  
按照步骤1.5 和1.6描述的方法分别鉴定Scrib+/fl基因型和Cre基因型，其中基因型为Scrib+/fl;MMTV-Cre+/- 的子代小鼠5只，基因型为Scrib+/+;MMTV-Cre+/-的子代小鼠5只，部分鉴定结果见图2和图3。这两种小鼠在生长发育和表型方面无明显差异。
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注： M：DNA marker 1000；+：阳性对照；- ：阴性对照；ddH2O：空白对照；1~6： 子代小鼠PCR结果，其中1#、3#、4#、6#有一条带为500 bp，为Scrib+/fl小鼠；2#、5#无条带，为野生型小鼠
图2 杂交小鼠子代Scrib基因鉴定部分结果

Note：M: DNA marker 1000; +: Positive control; - : Negative control; ddH2O: blank control; 1~6: Identification result of offsprings by PCR, No. 1, 3, 4 and 6 are Scrib+/fl mice showing a 500 bp band; NO.2 and 5 are wild type mouse showing no band.
Fig. 2 Partial identification results of The Scrib gene from hybrid mice
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注： M：DNA marker 1000；+：阳性对照；- ：阴性对照；ddH2O：空白对照；1~6号为子代小鼠DNA扩增结果，其中Cre小鼠有两条带分别位于100 bp和324 bp。由于Cre小鼠亲代为纯合子，其子代鉴定结果全部为阳性
图3杂交小鼠子代Cre基因鉴定部分结果

Note：M: DNA marker 1000; +: Positive control; - : Negative control; ddH2O: blank control; 1~6: Identification results of offsprings by PCR; The Cre mice have two bands showing two 100 bp and 324 bp bands. The identification results of offsprings are all positive for the parental generation mice are homozygous.
Figure 3: Partial identification results of The Cre gene from hybrid mouse
3 讨论

Scrib蛋白属于LAP蛋白家族中的一员，是一种极性脚手架蛋白，它包含16个富含亮氨酸重复序列（leucine-rich repeats，LRRs）结构域和4个PDZ（PSD-95, ZO-1 and discs large）结构域[9,10]。Scrib参与细胞极性的建立和细胞的迁移，在早期胚胎发育过程中发挥十分重要的作用。目前对上皮细胞顶-底极性建立机制的理解主要来自于对果蝇的研究[11]。虽然有研究证明，在哺乳动物中，Scrib也能发挥肿瘤抑制因子的作用[7,12]，但Scrib极性蛋白在肿瘤发生和肿瘤细胞迁移是如何具体发挥作用的，国际上并没有专门用于这方面研究的合适的小鼠模型。
近年来，条件基因打靶技术因为能够对基因打靶进行时间和空间上的精确调控，迅速取代了传统的完全基因敲除技术，成为在生物整体水平上进行基因和基因组功能研究的主流[13]。由于Scrib基因完全敲除的纯合子小鼠会死于胚胎14.5天的神经管闭合缺陷[14]，因此我们构建了Scrib条件敲除小鼠。该小鼠Scrib基因两端内含子中分别插入了一个LoxP位点，其基因活性与野生型无异。当此小鼠与另一种在特定组织或细胞中表达Cre特异性重组酶的转基因小鼠较配后，Cre重组酶的表达会介导两个LoxP位点间的靶基因发生特异性重组，从而将两位点间的基因序列剔除[15]；而其他组织或细胞中由于Cre不表达，靶基因的活性不会被改变[16,17]。MMTV-Cre小鼠（全称B6129-TgN (MMTV-Cre)4 Mam）是在MMTV-LTR启动子调控下表达P1 Cre重组酶的转基因小鼠品系，通过将上述两种小鼠杂交的方法，我们构建了在乳腺上皮细胞中敲除Scrib基因的小鼠模型。 
值得一提的是，MMTV-Cre除在了在哺乳期和非哺乳期雌性小鼠乳腺中表达之外，在唾液腺、精囊、皮肤、红细胞、B细胞和T细胞等组织和器官都检测到Cre重组酶较高的表达[18]，那么，在这些组织和器官中Scrib的表达是否下调以及这种下调是否会引起相应的表型，需要进一步深入的研究。

本实验室利用乳腺上皮细胞表达Cre重组酶的MMTV-Cre小鼠与Scrib基因条件敲除小鼠成功构建了乳腺上皮细胞特异性敲除Scrib基因的杂合子小鼠。在后续的研究中希望在该小鼠模型上观察到Scrib表达的下调引起的可能表型，例如小鼠乳腺上皮细胞的异常增殖和自发乳腺癌的形成；同时在此小鼠模型构建成功的基础之上，我们还将利用Cre-Loxp系统，通过Scrib条件基因小鼠与不同组织和器官中表达Cre重组酶的小鼠杂交，构建一系列Scrib基因在不同组织和器官中敲除的小鼠模型，从而系统全面的研究Scrib基因在哺乳动物体内的功能。

该小鼠模型是国际上首次利用Cre-LoxP系统构建的乳腺上皮细胞特异性敲除Scrib基因小鼠。该小鼠模型的建立将为进一步研究Scrib在细胞极性和肿瘤发生发展中的作用提供良好的研究平台，同时也希望能为研究者提供一种全新的自发型乳腺癌小鼠模型。
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