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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 建立基因敲除小鼠以深入研究无毛基因渊澡葬蚤则造藻泽泽袁 匀则冤的功能遥 方法摇 利用类转录激活因子

效应因子核酸酶 渊贼则葬灶泽糟则蚤责贼蚤燥灶 葬糟贼蚤增葬贼燥则鄄造蚤噪藻 藻枣枣藻糟贼燥则 灶怎糟造藻葬泽藻泽袁栽粤蕴耘晕泽冤 技术袁制备 匀则 基因敲除小鼠袁观察基因敲除

小鼠毛发生长发育规律袁并取部分皮肤组织石蜡切片袁显微镜下分析结果遥 结果摇 获得一个在 匀则 基因编码区 愿远 耀
愿苑 位有 圆 个碱基缺失的首建鼠袁产生了 栽郧粤 终止密码子遥 通过与野生型鼠杂交获得阳性子代袁进行同窝交配袁传
至第 圆 代小鼠 员源 凿 开始脱发袁猿园 凿 左右毛发脱净袁并终身保持无毛遥 皮肤组织学观察发现真皮内形成大小不等的

包囊遥 研究结果表明成功建立的 匀则 基因敲除小鼠表现出毛发生长异常遥 结论摇 证明了无毛基因与毛发生长发育

的密切关系袁为研究 匀则 基因的精确功能提供了良好的动物模型遥
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摇 摇 脱发或称秃发是一种常见的人类疾病遥 毛发生

长和脱落的调节是一个高度复杂的过程袁受到许多基

因的调控咱员暂 遥 寻找影响毛发生长和脱落的重量级因

子袁将为阐明毛发生长周期的调控机制袁研发有效治

疗脱发性疾病的药物提供新的思路和治疗手段遥 无

毛小鼠渊澡葬蚤则造藻泽泽 皂蚤糟藻冤是一种皮肤和被毛结构发生异

常变化的小鼠袁该种小鼠出生后第一次毛发生长正

常袁大约在 员源 凿 开始从头部向尾部脱毛袁正常情况下

员 周内被毛全部脱净袁并终生保持无毛状态袁其表型

类似于人的丘疹性无毛症渊责葬责怎造葬则 葬贼则蚤糟澡蚤葬冤咱圆暂 袁是皮

肤病及毛发生长研究的良好实验动物模型袁由于无毛

小鼠的无毛表型是因为一个被定位于 员源 号染色体上

的功能基因突变所致咱猿暂 袁因此袁该基因被命名为野无毛

基因冶渊澡葬蚤则造藻泽泽 早藻灶藻袁匀则冤遥 近十年来袁有关小鼠 匀则 基
因等位自发突变动物的报道达 员远 个之多袁这些研究

结果揭示了 匀则 基因突变与多样化表型之间的复杂关

系咱源 原缘暂 袁成为研究毛发生长脱落机制的重要实验材

料袁但进展缓慢遥 作者认为袁建立遗传突变动物袁进一

步分析无毛基因的精确功能和毛囊周期的调控途径

有助于探明 匀则 基因致脱发的发病机制袁并为人的脱

发尧斑秃等毛发疾病研究提供重要的新线索遥 本研究

利用 栽粤蕴耘晕泽 技术建立了 匀则 基因敲除的小鼠模型提

供基础资料遥
员摇 材料和方法

员郾 员摇 实验动物

悦缘苑月蕴 辕 远允 小鼠购于北京维通利华实验动物技术

有限公司 渊 杂悦载运渊 粤冤 圆园员猿 原 园园猿圆冤遥 饲养于郑州

大学实验动物中心 杂孕云 级动物房袁许可证号院 杂再载运
渊豫冤圆园员远 原园园园圆遥 饲料购自郑州大学实验动物中心袁
经远园悦燥 辐照灭菌遥
员郾 圆摇 栽粤蕴耘晕泽 载体的构建和体外转录

根据晕悦月陨 上匀则 基因序列袁利用栽粤蕴耘晕 在线设计

工具 渊 澡贼贼责院辕 辕 扎蚤枣蚤贼援 责葬则贼灶藻则泽援 燥则早 辕 在蚤云蚤栽 辕 辕 悦澡燥蚤糟藻酝藻灶怎援
葬泽责曾冤 设计基因敲除位点遥 左右靶点的识别模块经

早燥造凿藻灶 早葬贼藻 方法组装完成后袁克隆到载体上构建成 责砸孕
咱栽粤蕴耘晕暂鄄匀赠早则燥鄄悦酝灾 跃 圆圆灶贼 赃 栽郧栽郧粤粤悦郧郧悦粤栽栽郧栽
郧郧郧粤悦粤郧 真核表达载体遥 线性化后袁在 栽苑 启动子

的作用下体外转录为 皂砸晕粤 注射到 悦缘苑月蕴 辕 远允 的受

精卵中袁挑选注射后状态良好的受精卵袁移植到假

孕母鼠的输卵管内袁待其自然生下 云园代小鼠遥
剪取经原核注射产生的 员 周龄首建鼠的鼠尾组

织袁提取基因组 阅晕粤袁利用引物扩增目的片段袁孕悦砸
上游引物为院 缘忆鄄 悦栽悦粤栽郧悦栽栽栽郧栽悦悦栽栽粤悦悦悦栽悦悦

粤郧鄄猿忆袁下游引物为院 缘忆鄄悦粤悦悦粤郧栽郧粤郧粤郧栽郧栽郧栽悦悦
栽栽郧郧郧鄄猿忆袁对扩增出的 孕悦砸 产物进行测序袁 与

悦缘苑月蕴 辕 远允 小鼠基因目的序列比对袁分析靶点序列缺

失情况遥
员郾 猿摇 基因敲除小鼠繁殖及表型分析

显微注射获得 云园 代小鼠分别与野生型的

悦缘苑月蕴 辕 远允 交配袁对交配获得的 云员 代小鼠进行基因

型鉴定袁分别建系遥 将来自同一只 云园的阳性 云员 代

小鼠同胞交配袁可获得 云圆 代小鼠袁对 云圆 代小鼠进行

基因型鉴定遥 理论上 云圆 代小鼠中 圆缘豫 的几率为

匀则 原 辕 原 纯合子小鼠遥
出生后每天观察小鼠被毛及皮肤形态的变化袁

详细记录遥 皮肤组织学观察院 动物颈椎脱臼法处

死袁取背部中央皮肤袁 体积分数 员园豫甲醛溶液固定袁
脱水袁 石蜡包埋袁 切片袁匀耘 染色袁 显微镜下观察袁
拍照遥
圆摇 结果

圆郾 员摇 匀则 敲除小鼠的构建及 孕悦砸 鉴定

根据小鼠 匀则 核酸序列信息袁针对外显子设计两

处相邻的靶序列进行 栽粤蕴 识别模块构建袁将这两个

相邻靶点识别模块融合克隆到 云燥噪陨 的 晕 原 末端袁形
成真核表达载体袁原核注射到 悦缘苑月蕴 辕 远允 小鼠的受

精卵中袁移植到假孕鼠子宫内袁共出生 员猿 只幼仔袁剪
取 苑 日龄的鼠尾组织袁提取基因组 阅晕粤袁孕悦砸 扩增袁
测序与 悦缘苑月蕴 辕 远允 小鼠基因序列比较袁其中 员园裕小鼠

在 匀则 编码区 愿远 耀 愿苑 位共 圆 个碱基的缺失袁产生了

栽郧粤 终止密码子渊图 员冤遥
圆郾 圆摇 基因敲除小鼠繁殖及表型初步分析

圆郾 圆郾 员摇 形态观察院 基因敲除小鼠出生后被毛生长正

常袁与有毛小鼠无法区分遥 大约 圆 周左右袁基因敲除

纯合子小鼠开始从背部开始脱毛渊图 圆 粤冤袁然后延伸

至头颈部及尾部遥 员 月龄时毛发基本脱落殆尽袁仅保

留极少分散毛发袁皮肤为肉色偏红袁 皮肤薄袁头尧颈部

有较细的皮肤皱纹渊图 圆 月冤袁并随年龄增长袁皮肤变

厚袁颜色加深袁更加松弛并终身保持无毛状态遥
圆郾 圆郾 圆摇 组织学院 员源 日龄敲除小鼠皮肤可见毛囊上部

的毛管部宽大形成椭圆囊袁毛囊解体袁毛球部和毛乳

头滞留于真皮内渊图 猿 粤冤遥 员 月龄敲除小鼠皮肤小囊

内含一些角化碎屑样物质袁真皮层中见几排大小不等

的包囊渊图 猿 月冤遥 员源 日龄渊图猿 悦冤和员 月龄渊图猿 阅冤
对照小鼠真皮中见多量发育正常的毛囊遥
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粤院 原 示碱基缺失部分曰月院 上图为正常 悦缘苑月蕴 辕 远允 小鼠袁下图为基因敲除小鼠曰箭头示碱基缺失位点遥
图 员摇 测序结果序列比对图渊粤冤和测序图渊月冤

粤院 栽澡藻 泽澡燥则贼 凿燥贼贼藻凿 造蚤灶藻泽 则藻责则藻泽藻灶贼 贼澡藻 噪灶燥糟噪燥怎贼 遭葬泽藻泽援 月院 杂藻择怎藻灶糟藻 糟燥皂责葬则蚤泽燥灶 葬灶凿 泽藻择怎藻灶糟藻 皂葬责 燥枣
凿蚤枣枣藻则藻灶贼 皂蚤糟藻援 栽澡藻 憎蚤造凿鄄贼赠责藻 泽藻择怎藻灶糟藻 蚤泽 泽澡燥憎灶 葬贼 贼澡藻 贼燥责援 栽澡藻 葬则则燥憎 泽澡燥憎泽 凿藻造藻贼蚤燥灶 泽蚤贼藻泽援

云蚤早援 员摇 杂藻择怎藻灶糟藻 糟燥皂责葬则蚤泽燥灶 葬灶凿 泽藻择怎藻灶糟藻 皂葬责

粤院 员源 日龄敲除小鼠全身毛发稀疏曰月院 员 月龄敲除小鼠毛发基本脱净遥
图 圆摇 转基因小鼠脱毛规律及皮肤表型的变化

粤院 晕燥贼藻 贼澡藻 泽责葬则泽藻 澡葬蚤则 葬贼 员源 凿葬赠泽 燥枣 葬早藻援 月院 匀葬蚤则 蚤泽 葬造皂燥泽贼 糟燥皂责造藻贼藻造赠 皂蚤泽泽蚤灶早 葬贼 燥灶藻 皂燥灶贼澡 燥枣 葬早藻援
云蚤早援 圆摇 匀葬蚤则 造燥泽泽 蚤灶 贼澡藻 澡则 噪灶燥糟噪燥怎贼 皂蚤糟藻 葬灶凿 糟澡葬灶早藻泽 燥枣 贼澡藻 泽噪蚤灶 责澡则灶燥贼赠责藻

猿摇 讨论

无毛基因是一个多效基因袁位点的突变袁不仅

造成完全和持久的无毛袁而且还导致免疫与繁殖的

异常渊 陨早灶葬贼蚤藻增葬 藻贼 葬造袁员怨愿愿冤尧淋巴瘤易感性的增高

渊酝藻蚤藻则 藻贼 葬造袁员怨远怨冤尧二 口恶英毒性敏感性的增加

等咱远暂 遥 到目前为止袁无毛基因已发现了 员远 个等位基

因袁如 澡葬蚤则造藻泽泽渊澡则澡则冤突变尧则澡蚤灶燥渊澡则则澡冤突变尧匀则则澡鄄允 突

变尧匀则则澡鄄砸 突变等遥 不同等位基因间即具有共同特

征袁如程序化的脱毛方式袁皮肤皱褶袁育仔困难袁免
疫受损袁真皮包囊出现等咱苑暂 遥 目前袁通过建立转基

因动物模型来研究基因的生物学功能袁已越来越普

遍地被研究者所接受咱愿暂 遥 基因敲除是证明基因功

能不可缺少的逻辑环节袁是研究基因功能最直接有

效的方法之一遥 栽粤蕴耘晕 作为一种高效的基因编辑

工具袁 当其在基因组上产生双链断裂后袁可以通过

晕匀耘允 修复方式产生基因敲除咱怨暂 遥
课题组采用用 栽粤蕴耘晕泽 技术构建了 匀则 基因敲

除小鼠袁测序发现 澡则 编码区 愿远 耀 愿苑 位共 圆 个碱基

的缺失袁产生了 栽郧粤 终止密码子遥 基因敲除小鼠生

长发育观察发现袁小鼠出生后 员源 凿 开始从头颈部尧
背部尧尾部开始脱毛袁表现为稀毛特征袁最后全身脱
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粤院 员源 日龄敲除小鼠毛囊上部的毛管部宽大形成椭圆囊遥 月院 员 月龄敲除小鼠真皮深层及皮下

组织有几排大小不等的包囊遥 悦院员源 日龄 悦缘苑月蕴 辕 远允 小鼠毛囊遥 阅院员 月龄 悦缘苑月蕴 辕 远允 小鼠毛囊遥
图 猿摇 基因敲除和 悦缘苑月蕴 辕 远允 小鼠皮肤组织学观察渊匀耘袁标尺 越 员园园 滋皂冤

粤院 栽澡藻 憎蚤凿藻灶藻凿 澡葬蚤则 糟葬灶葬造泽 燥枣 怎责责藻则 枣燥造造蚤糟造藻 枣燥则皂 皂怎造贼蚤责造藻 怎贼则蚤糟造藻泽 蚤灶 葬 员源鄄凿葬赠鄄燥造凿 匀则 噪灶燥糟噪燥怎贼 皂蚤糟藻援
月院 晕燥贼藻 贼澡藻 泽藻增藻则葬造 则燥憎泽 燥枣 凿藻则皂葬造 糟赠泽贼泽 蚤灶 葬 员鄄皂燥灶贼澡鄄燥造凿 匀则 噪灶燥糟噪燥怎贼 皂燥怎泽藻援 悦院 晕燥则皂葬造 澡葬蚤则 枣燥造造蚤糟造藻泽 蚤灶 葬

员源鄄凿葬赠 燥造凿 糟燥灶贼则燥造 皂燥怎泽藻援 阅院 匀葬蚤则 枣燥造造蚤糟造藻泽 蚤灶 葬 憎蚤造凿鄄贼赠责藻 皂燥怎泽藻 凿藻增藻造燥责藻凿 灶燥则皂葬造造赠 葬贼 凿葬赠 猿园援
云蚤早援 猿摇 匀蚤泽贼燥造燥早蚤糟 葬责责藻葬则葬灶糟藻 燥枣 泽噪蚤灶 蚤灶 贼澡藻 匀则 噪灶燥糟噪燥怎贼 皂蚤糟藻渊匀耘袁月葬则 越 员园园 滋皂冤

净袁并终生保持无毛状态遥 皮肤组织学观察发现毛

发生长缺陷袁皮肤内毛囊瓦解袁并形成许多椭圆囊

及真皮包囊袁与无毛基因自发突变研究结果一

致咱员园暂 遥 本研究敲除小鼠的获得说明 匀则 基因影响了

毛囊的正常生长发育袁机理可能在于基因缺失致其

基因产物鄄无毛蛋白的丧失袁无毛蛋白是一个 匀猿运怨
去甲基化酶袁可通过直接控制其靶基因袁调节表皮

的内稳态咱员员暂 遥 利用本试验建立的基因敲除小鼠模

型袁对深入了解 匀则 基因在毛发生长发育中表达调控

的分子机制袁鉴别控制毛发生长的关键基因并研究

它的作用机制袁可能为最终揭开人类脱发的奥秘袁
发展有效治疗药物袁解决毛发再生难题提供了有价

值的材料遥
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