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技术方法
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　　【摘要】　目的 　用地高辛标记探针的方法进行 Southern 杂交 ,以检测转人组织蛋白酶 K基因小鼠外源 DNA 的

整合情况 ,筛选携带目的基因的阳性小鼠。方法 　用地高辛标记探针的方法 ,对转人组织蛋白酶 K基因小鼠 ( F0

代)及首建阳性鼠与野生型 ICR小鼠交配产生的 F1 代进行 Southern 杂交 ,对 F0 代和 F1 代进行筛选。结果 　经显

微注射法 ,共获得 25 只转基因小鼠 ,通过 Southern 杂交鉴定 ,1 只为阳性 ,阳性率为 4 % ;对 PCR 阳性的 F1 代小鼠 35

只进行 Southern 杂交 ,结果全部为阳性。结论 　外源基因 (人 Cathepsin K基因)已整合到小鼠的染色体上 ,并且能够

遗传。
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【Abstract】　Objective 　Southern blot hybridization with DIGlabeling probe was used to identify whether transgenic mice of

human Cathepsin- K gene were positive. Methods 　Transgenic mice and the intercrossed progeny between the founder mice of hu2
man Cathepsin- K gene and wild ICR were detected by Southern blot hybridization with DIGlabeling probe. Results 　25 transgenic

mice were obtained through microinjection , one was detected to be positive by Southern blot hybridization. The positive rate is

4 %. Positive F1 generation via PCR was all positive by Southern blot. Conclusion 　The foreign gene (human Cathepsin K gene)

has already integrated into mice chromosome and can inherit to the F1 generation.
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　　破骨细胞是一个高度分化的多核巨细胞 ,直接

参与骨吸收 ,是骨组织吸收的主要功能细胞。组织

蛋白酶 K(Cathepsin K) 是一种溶酶体含有的半胱氨

酸蛋白酶 , 它有选择性的在破骨细胞引起的骨吸收

中起特殊的作用[1 ,2 ] 。人组织蛋白酶 K基因位于 1q

21 处[3 ]
,全长 1211 kb ,包含 8 个外显子和 7 个内含

子 ,外显子大小介于 48～219 bp 之间 ,内含子大小

介于 85～4326 bp。侧翼区分析表明该基因缺乏

TATA 和 CAAT盒 ,含有多个潜在的转录调控位点。

通过基因组 DNA 和 cDNA 的序列比较 ,表明这一侧

翼区很可能是破骨细胞中主要的启动子[4 ] 。Laznerf

建立了组织蛋白酶 K基因敲除小鼠模型 ,该小鼠患

有骨密质发育不全症。骨密质发育不全症是一种罕

见的骨软骨发育异常性疾病 ,为常染色体隐性遗传 ,

由组织蛋白酶 K基因突变引起 ,表现为身材矮小、
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骨硬化、骨脆、骨及牙齿的发育异常等[5 ] 。

本实验室建立了转人组织蛋白酶 K基因小鼠

模型 ,这为研究人类骨质疏松病的病因、药物筛选、

组织蛋白酶 K基因的功能等提供了很好的动物模

型。本研究采用地高辛标记探针的方法来进行

Southern 杂交 ,以检测转人 Cathepsin K 基因小鼠中

外源 DNA 的整合情况 ,筛选携带目的基因的阳性小

鼠。

1 　材料和方法

111 　试验动物

本研究中经显微注射法获得 25 只转基因小鼠

( F0 代 ) , 经 PCR 检测有一只雄鼠为阳性 , 再经

Southern 杂交鉴定 ,仍为阳性 ;将该首建鼠与野生型

ICR 雌鼠交配 ,共产下 F1 代小鼠 60 只 ,经 PCR 检测

为阳性的共计 35 只。再对这 35 只阳性小鼠做

Southern 杂交进行鉴定。

112 　主要仪器

低温高速离心机 :美国 Beckman 公司生产。杂

交箱 :固液相分子杂交仪 ,北京生产。电泳仪 :Bio-

Rad。电泳槽 :北京六一仪器厂生产。紫外交联柜

( GS Gene Linker UV Chamber) :Bio- Rad。天能凝胶成

像系统 :上海天能科技有限公司生产。本实验拍照

均用该系统。

113 　试剂

脱嘌呤液 :012 molΠL HCl ; 碱变性液 :115 molΠL
NaCl , 015 molΠL NaOH ; 中和液 : 1 molΠL Tris ·Cl

(pH714) , 115 molΠL NaCl ; 转移液 :20 ×SSC。限制

性内切酶 EcoRI ( 15UΠμl ) :美国 Promega 公司产品 ,

由宝生物公司提供。标记和检测系统 : DIG High

Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit ,Roche 公

司产品 ,由华美公司提供。尼龙膜 :hybondN + (带正

电荷) ,英国Amersham Pharmacia biotech 公司生产 ,由

华美公司提供。Cathepsin K-p G3CATF 质粒 :由邹星

提供。

114 　方法

11411 　基因组 DNA 的制备[6 ]
: 剪四周龄时鼠尾

1 cm ,加入裂解液和蛋白酶 K消化过夜。经 Solution

Ⅲ变性 ,酚与氯仿 (1∶1)和氯仿与异戊醇 (24∶1)抽提 ,

异丙醇沉淀 ,乙醇洗涤 ,待DNA 干燥后 ,溶于适量 TE。

11412 　基因组 DNA 的酶切消化[7 ] :以 EcoRI 酶切

10μg 基因组 DNA(约 20μl) ,反应体系为 100μl。

将 10 ×H buffer 10μl、高压灭菌 H2 O 68μl、基因

组 DNA 20μl 混匀 ,置 4 ℃孵育 4 h ;向反应体系中加

入 1μl EcoRI ,37 ℃酶切消化 1 h ;再次向反应体系中

加入 1μl EcoRI ,37 ℃酶切消化过夜。

11413 　转膜 :转膜采用向下毛细管转移法进行 ,用

20 ×SSC转移过夜。

11414 　探针的标记 :采用随机引物标记法标记探

针。探针为 Cathepsin K-p G3CATF 质粒经 PCR 扩增

后的片段 ,长度为 535bp。具体操作按照 DIG 说明

书进行。

11415 　杂交及显色 :均参照 DIG说明书来进行。杂

交温度为 50 ℃。

2 　结果

211 　转膜前电泳结果

取 10μg 酶切的基因组 DNA 进行 017 %的琼脂

糖凝胶电泳。电泳时间 6 h ,电压 30V。电泳完毕

后 ,将凝胶加样孔以上的部分切掉 ,然后进行转膜。

见图 1。

1 : marker ,λDNAΠHind Ⅲ,上样量为 10μl。其相对分子质量

标准为 2027 ,2322 ,4361 ,6557 ,9416 ,23130 bp ;

2 : 阳性对照 ,EcoRI 酶切 Cathepsin K-pG3CATF质粒 ,并且

稀释 100 倍 ,上样量为 5μl。其长度为 410 kb ;

3～13 : F1 代小鼠基因组 DNA ;

14 : 野生型小鼠基因组 DNA

图 1 　转膜前电泳结果

1 : marker ,λDNAΠHind Ⅲ;

2 : positive control ,Cathepsin K-pG3CATF plasmid by EcoRI di2
gestion ;

3 - 13 : genomic DNA of F1 generation ;

14 : genomic DNA of the wild type.

Fig. 1 　Electrophoresis before transferring

to the hybondN + membrane

212 　Southern 杂交结果

转移完毕的膜经显色后与转膜前电泳结果做比

对。在图 2 中 ,经 PCR 检测为阳性的转基因小鼠仍

然出现阳性条带 ,而其他小鼠未出现阳性 ;在图 3

中 ,F1 代小鼠均呈阳性 ,野生型小鼠则为阴性。第 3

泳道小鼠出现 1 条带 ,第 6 和 7 泳道出现 4 条带 ,其
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他阳性小鼠均为两条带 ,这提示外源基因是以多拷

贝形式整合在首建鼠的染色体上 ,在传代时发生分

离或重排 ,出现不同的拷贝数。经 PCR 检测为阳性

的 35 只 F1 代小鼠 ,再经 Southern 杂交鉴定 ,结果全

部为阳性。挑选 F1 代阳性小鼠进行互交 ,以产生

F2 代。

1 : Marker ,λDNAΠHind Ⅲ;

2 : 野生型小鼠 ;

3～5 : 显微注射后出生的转基因鼠 ,PCR结果阴性 ;

6 : PCR结果阳性的转基因小鼠 (F0 代) ;

7 : 阳性对照 ,EcoRI 酶切 Cathepsin K-pG3CATF质粒

图 2 　转基因首建鼠的鉴定结果

1 : Marker ,λDNAΠHind Ⅲ;

2 : wild type mouse ;

3 - 5 : negative transgenic mice by PCR ;

6 : positive transgenic mice by PCR ;

7 : positive control ,Cathepsin K-pG3CATF plasmid by EcoRI di2
gestion.

Fig. 2 　Southern blot result of the transgenic founder

1 : marker ,λDNAΠHind Ⅲ;

2 : 阳性对照 : EcoRI 酶切 Cathepsin K-pG3CATF质粒 ;

3～13 :F1 代小鼠 ;

14 : 野生型小鼠 ;

图 3 　F1 代 Southern 杂交结果

1 : marker ,λDNAΠHind Ⅲ;

2 : positive control ,Cathepsin K-pG3CATF plasmid by EcoRI di2
gestion ;

3 - 13 :F1 generation ;

14 : wild type mouse.

Fig. 3 　Southern blot result of F1 generation

3 　讨论

(1)酶切消化要进行完全。主要是要保证 DNA

均匀分散 ,因此在向 DNA 液中加入 buffer 和高压灭

菌 H2O 之后 ,置 4 ℃孵育是必要的。置 4 ℃数小时

后 ,分两次加内切酶 ,每次加 1μl。另外 ,在加入内切

酶之后 ,应轻弹管壁 ,以保证将溶液混匀。酶切完毕

后 ,应进行电泳观察酶切结果 ,如消化不完全 ,需再

加内切酶重新进行消化。

(2) 电泳条件对 Southern 杂交结果也有影响。

电压过高 ,则电泳时间短 ,很难将酶切消化的 DNA

片段有效分离开 ,从而影响杂交效果。电压过低 ,不

仅电泳时间长 ,且易导致条带扩散 ,也影响杂交效

果。电压以 1～5VΠcm 合适[7 ] 。本实验电压取 215VΠ
cm ,电泳时间 6h。

(3)在进行杂交时 ,探针的变性是关键。充分的

变性可以保证特异性的杂交反应。为防止非特异性

反应影响实验结果 ,预杂交和杂交后的充分洗涤是

必要的。预杂交可以封闭非特异性杂交位点 ;杂交

后的洗涤 ,可以洗去未结合的探针 ,从而避免在显色

反应中形成不必要的背景[6 ] 。

(4) Southern 杂交仅能证明外源基因是整合在

小鼠的染色体上以及整合的拷贝数 ,但整合位点及

外源基因是否表达、表达量如何等 ,尚需通过原位杂

交、Northern 杂交等来进行更深的研究。
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