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Slit2蛋白过表达的阿尔茨海默症杂合子小鼠的构建与鉴定
韩  露， 李江超， 叶宇翔， 顾取良， 郑凌云， 陈  卉， 何晓东， 王丽京
（广东药学院血管生物学研究所， 广州  510006）

【摘要】  目的 利用阿尔茨海默症（Alzheimer’s disease, AD）模型构建Slit2蛋白过表达杂合子小鼠，并进行鉴定，为进一步在动物整体水平研究Slit2蛋白过表达在阿尔兹海默症中的作用提供研究平台。方法 将AD模型鼠Tg2576的杂合子小鼠（Tg2576+/-小鼠）进行繁殖并鉴定，然后将鉴定结果为阳性的子代Tg2576+/-小鼠与Slit2蛋白过表达的Slit2-Tg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Tg2576+/-小鼠和Slit2-Tg小鼠，并通过鉴定得到Tg2576+/-小鼠，与Slit2-Tg小鼠杂交并繁殖，获得基因型为Tg2576+/-;Slit2-Tg小鼠5只。 结论 本研究利用AD模型鼠成功构建了Slit2蛋白过表达杂合子小鼠，为进一步研究Slit2蛋白过表达在AD发生中的作用提供了良好的动物模型。
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Generation and identification of Slit2 protein over-expressing heterozygous mouse model of Alzheimer disease 
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【Abstract】  Objective To generate and identify the heterozygous mouse model of Alzheimer’s disease (AD) by hybridization with mice over-expressing Slit2 protein, and to serve the research of the role of over-expression of Slit2 protein in AD at the whole-animal level. Method The heterozygous Tg2576 transgenic mice were generated and identified. The positive offsprings were mated with Slit2-Tg               
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homozygous mouse, in which Slit2 protein was over-expression . The gene type of the offsprings was identified. Results The Tg2576 heterozygous mice and Slit2-Tg mice were successfully generated and Tg2576+/- mice were identified. Five Tg2576+/-;Slit2-Tg mice were obtained through mating of Tg2576+/- mice with Slit2-Tg mice. Conclusions Slit2 protein over-expressing heterozygous mice models are successfully generated by hybridization with AD model mice, which can supply a novel animal model for further research of the Slit2 protein over-expression in Alzheimer’s disease.
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老年性痴呆( Alzheimer’s disease, AD) 是一种中枢神经系统的退行性疾病, 患者临床表现为进行性的记忆和行为障碍, 目前尚无有效的治疗方法。AD的病因复杂,目前公认的研究认为AD 的发病原因之一是产生Aβ蛋白前体蛋白(β- amyloid precursor protein, β-APP) 的APP基因突变和异常表达[1]。
Slit是一种细胞外基质分泌性蛋白，它是Nusslein Volhard等1984年在果蝇体内发现的, 编码的基因是4p15.2。目前的研究证实，哺乳动物体内的Slit蛋白家族共有三个亚型 (Slit1、Slit2、Slit3),它们有60%的同源性[2]。其主要功能是在中枢神经系统发育过程中指导轴突形成的方向和神经细胞的迁移[3]，并在器官的形成过程中参与非神经细胞的增殖、凋亡、粘附和迁移运动[4-5]。有文献报道Slit2蛋白过表达会诱导血管形成并改变小鼠脑部血管的通透性，并且Slit2蛋白过表达的小鼠脑部会出现Aβ蛋白的沉积[6]，表现出类似阿尔茨海默症的症状。
虽然Slit2蛋白过表达会改变小鼠脑部血管通透性的作用以及导致产生Aβ蛋白在小鼠脑部沉积的类似AD症状的现象已经得到了证实，但在动物整体水平上Slit2蛋白过表达与AD之间的联系以及Slit2对AD的作用研究还鲜有报道。用转基因动物这一生物高新技术来建立人类疾病的各种转基因动物模型，研究外源基因在整体动物中的表达调控规律，从而对人类疾病的病因、发病机制和治疗学将会起到极大的促进作用[7]，所以本研究在前期研究工作的基础上繁育了Slit2蛋白过表达的转基因小鼠，并与AD模型鼠Tg2576小鼠杂交，并得到了能够在Tg2576小鼠中过表达Slit2蛋白的转基因小鼠，希望建立一种新的小鼠模型为进一步研究Slit2在神经退行性疾病特别是AD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  材料

1.1.1  仪器及试剂:独立送回风净化笼具购自苏杭实验动物设备厂。PCR仪为美国应用生物系统公司生产。2× PCR Master Mix购自Thermo公司，PCR引物由上海英骏生物有限公司合成。DNA marker DL2000和细胞/组织DNA提取试剂盒购自上海捷瑞生物工程有限公司。

1.1.2  实验动物:Tg2576 小鼠12只( 雄性4只, 雌性8只)购自美国Taconic company。Slit2过表达小鼠（Slit2-Tg小鼠）由耿建国教授惠赠[6]文献中有具体构建Slit2-Tg小鼠的具体方法，共6只，6～8周龄。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。

1.1.3  饲养环境:实验用鼠均饲养于SPF环境中，室温保持在22～28°C之间，相对湿度在50%～70%之间，光照控制12 h明/12 h暗，噪音小于60 dB。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。饲养室内每天经紫外灯照射两小时杀菌。

1.2   方法

1.2.1  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。

1.2.2  Tg2576+/-小鼠基因型的鉴定  Tg2576+/-小鼠为杂合子，与C57小鼠回交后鉴定子代小鼠基因型。

取Tg2576+/-小鼠DNA，按以下反应体系进行鉴定：引物P1：CTGACCACTCGACCAGGTTCTGGGT；引物P2：GTGGATAACCCCTCCCCCAGGCTAGACCA。PCR反应条件为94°C变性5 min，94°C 45s，55°C 1 min，72°C 1 min；循环35次，72°C延伸 10 min。 产物于1.2%琼脂糖凝胶上进行电泳，用凝胶成像系统观察分析电泳结果，Tg2576+/-小鼠基因扩增产物大小为428 bp，野生型无扩增产物。
1.2.3  Slit2-Tg小鼠基因型的鉴定:Slit2-Tg小鼠基因型的鉴定  Slit 的鉴定按以下反应体系进行：引物P1：CCCTCCGGATCCTTTACCTGTCAAGGTCCT，引物P2：TGGAGAGAGCTCACAGAACAAGCCACTGTA。PCR反应条件为94°C变性 4 min，94°C 45 s，60°C 45 s，72°C 45 s, 循环35次，72°C延伸 10 min充分延伸。用凝胶成像系统观察电泳结果:Slit2基因的扩增产物片段长度约为600 bp。 

1.2.4  Slit2蛋白过表达的Tg2576杂合子Tg2576+/-; Slit2-Tg小鼠的构建: 取6~8周龄Slit2-Tg纯合子小鼠与Tg2576+/-小鼠杂交，根据孟德尔定律，子代小鼠基因型分别为Tg2576+/-;Slit2-Tg和Tg2576-/-;Slit2-Tg，基因型为Tg2576+/-;Slit2-Tg的小鼠为Slit2蛋白过表达的Tg2576杂合子小鼠，可作为实验组，Tg2576-/-;Slit2-Tg小鼠可作为对照组。

1.2.5   Tg2576+/-;Slit2-Tg小鼠的鉴定  Tg2576+/-;Slit2-Tg小鼠的鉴定分为两部分，第一部分鉴定Tg2576基因，鉴定步骤见1.2.2；第二部分鉴定Slit基因，鉴定步骤见1.2.3，二者均为阳性是Tg2576+/-;Slit2-Tg小鼠。

2 结果

2.1   Tg2576+/-小鼠的繁殖和鉴定  
Tg2576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：Marker：DNA marker 2000； 1~6：子代小鼠PCR鉴定结果，其中4#、5#、6#有一条带为428 bp，为Tg2576+/-小鼠；1#、2#、3#无条带，为野生型小鼠
图1 Tg2576小鼠N1代鉴定部分结果

Note：Marker: DNA marker 2000; 1~6: Identification result of offspring by PCR, No. 4, 5 and 6 are Tg2576+/- mice showing a 428 bp band; No. 1, 2 and 3 are wild type mice showing no band.
Fig. 1 Partial identification results of the Tg2576 mice generation N1 
2.2 Slit2-Tg小鼠的繁殖和鉴定    
Slit2-Tg小鼠均为纯合子，以雄雌1:1比例进行交配；子代小鼠皆为Slit2过表达型 (Slit2 Tg/Tg), 此后的每一代子鼠毋需再做Slit2基因的鉴定。
2.3 Tg2576+/-小鼠与Slit2-Tg小鼠的杂交和繁殖情况  
杂交小鼠顺利繁殖出子代小鼠7只，小鼠毛色正常，生长发育、外形均无异常；子代小鼠Slit2基因全部为纯合子，Tg2576基因鉴定为阳性的小鼠即为所需小鼠。
2.4 Tg2576+/-; Slit2-Tg小鼠的鉴定情况 
 按照步骤1.2.2 和1.2.3描述的方法分别鉴定Tg2576+/-基因型和Slit2基因型，其中基因型为Tg2576+/-; Slit2-Tg的子代小鼠5只，基因型为Tg2576-/-; Slit2-Tg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： Marker：DNA Marker 2000； 1~7： 子代小鼠PCR结果，其中2#、3#、5#、6#、7#有一条带为428 bp，为Tg2576+/-小鼠；1#、4#无条带，为野生型小鼠  
图2 杂交小鼠子代Tg2576基因鉴定部分结果 
Note：Marker: DNA marker 2000; 1~7: PCR identification results of the offsprings. No. 2, 3, 5, 6 and 7 are Tg2576+/-mice showing a 428 bp band; No. 1 and 4 are wild type mice showing no band.
Fig.2  Partial identification results of The Tg2576 gene from hybrid mouse
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注： Marker：DNA marker 2000； 1~7号为子代小鼠DNA扩增结果，其中Slit小鼠有一条带位于600 bp。由于Slit2-Tg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Slit2基因鉴定部分结果

Note：Marker: DNA marker 2000; 1~7: Identification results of offspring by PCR; The Slit2-Tg mice have a 600 bp band. The identification of offsprings are all positive for the parental generation is homozygous.
Fig. 3 Partial identification results of Slit 2 gene from the hybrid mice
3 讨论
Slit蛋白由一个N-端信号肽、四个连续的富含亮氨酸的重复序列LRRs以及其后的9个EGF样功能区构成[8-9]。Slit1仅表达于神经组织；Slit2分布于神经组织、肾、肺和内皮细胞；Slit3定位于线粒体，主要存在于肺组织。Slit的受体蛋白是Robo家族蛋白。在哺乳动物中，Robo家族主要有Robo1、2、3和4四个成员。Slit/Robo在神经轴突迁移和神经元细胞迁移的过程中发挥着重要的作用。目前为止，Slit的应用主要集中在关于Slit/Robo信号在血管新生、肿瘤新生血管形成、肿瘤发生发展等方面的[10-11]。而对于中枢神经系统疾病的作用研究较少。虽然有研究证明，Slit2蛋白过表达会影响小鼠脑部血管的通透性进而有Aβ蛋白的沉积等类似AD症状现象的发生，但Slit2蛋白在AD发生和Aβ蛋白的沉积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。
Tg2576小鼠 （全称Tg (APPSwe, tauP301L)1Lfa） 品系是由Hsiao等人在1996年构建成功，小鼠转入了存在两个点突变的人类APP695基因，将HAPP695通过仓鼠朊病毒蛋白载体注射入B6SJL小鼠的胚胎干细胞，在第二代中筛选出含hAPP695基因的B6SJL雌性小鼠并将其与雄性C57BL/6小鼠交配得到Tg2576转基因鼠[12]。Tg2576鼠与AD患者在病理改变上有很多相似处，如APP基因的表达异常、有淀粉样斑块的形成、神经元的退变和记忆丢失等[13]，被认为是一种理想的AD研究的小鼠模型。Tg2576小鼠只能在杂合状态下存活, 纯合状态下APP 基因的连锁是致死性的。Slit2过表达（Slit2-Tg）的转基因小鼠由美国密歇根大学耿建国研究组构建，是将hSlit2 cDNA克隆到pCEP4F载体中，并在pCMV启动子的调控下表达，hSlit2在N端带有Flag标签。质粒线性化后原核注射入C57XCBAF1受精卵，然后移植到母鼠体内，经过筛选得到嵌合小鼠，嵌合小鼠和C57小鼠多代交配繁殖，经鉴定后最终得到C57背景的纯合hSlit2过表达小鼠。 建立动物模型的目的 是在实验动物身上复制人类疾病的模型,用于研究人类疾病的病因、发病、病理变化以及疾病的预防和治疗[14]。通过将上述两种小鼠杂交的方法，我们构建了Slit2蛋白过表达的阿尔茨海默症的小鼠模型。
本实验室利用AD模型鼠与Slit2蛋白过表达纯合子小鼠成功构建了Slit2蛋白过表达的阿尔茨海默症的杂合子小鼠。在后续的研究中希望在该小鼠模型上观察到Slit2蛋白表达的过表达引起的可能表型，例如小鼠脑部神经元细胞的异常凋亡、类似AD病理现象的形成和小鼠认知和记忆功能的障碍等。该小鼠模型的建立将为进一步研究Slit2蛋白过表达在AD发生发展中的作用提供良好的研究平台，如果Slit2过表达的阿尔兹海默症小鼠表现出比Tg2576小鼠更加明显的AD病理表型，那么Slit2蛋白可以作为一种重要的阿尔茨海默症的预警因子用于研究老年痴呆等脑部退行性疾病，对于临床上提供阿尔茨海默症新的治疗方案和给药靶点具有重要的意义。
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