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前脑特异性 CCKR-2双转基因小鼠的繁育及基因鉴定 *
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摘要 目的：繁殖及鉴定可调控前脑特异性胆囊收缩素受体 2（Cholecystokinin receptor-2,CCKR-2）双转基因小鼠（tTA/tetO-

CCKR-2 double transgenic，简称 dtg），为进一步研究 CCKR-2在焦虑相关疾病，如焦虑症、恐惧行为、创伤后应激障碍等发病过程

中的作用及分子机制提供实验模型。方法：（1）利用琢-CaMKII/tTA单转基因小鼠与 tetO/CCKR-2单转基因小鼠杂交，所得子代尽

可能远亲繁殖获得 dtg小鼠，提取子代鼠尾基因组 DNA，采用 PCR法及琼脂糖凝胶电泳法鉴定 PCR产物以确定其基因型；（2）采

用原位杂交方法验证 CCKR-2双转基因前脑特异性表达，筛选 CCKR-2双转基因型及前脑特异性表达者作为继代种鼠和实验用

鼠。结果：（1）PCR凝胶电泳图显示清晰的 tTA（350 bp）和 CCKR-2（550 bp）条带，野生型无条带显示，表明琼脂糖凝胶电泳结果与

dtg模型预期基因片段大小相符；（2）原位杂交结果显示 dtg小鼠前脑区域有强烈的 CCKR-2表达而野生型小鼠不明显。此结果表

明 dtg双转基因小鼠在本实验室的成功建立与繁殖及继代，同时繁殖出更多的 dtg小鼠。结论：通过正确的饲养繁育和基因鉴定

方法能成功获得 dtg双转基因小鼠，为本实验室进行后续相关研究奠定了基础。
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Breeding and Identification of CCKR-2 Double Transgenic Mice*

To breed and identify inducible forebrain-specific cholecystokinin receptor-2 (CCKR-2) transgenic

(tTA/tetO-CCKR-2 tg, abbreviated as dtg) mice, in order to serve the dtg mice as models for further studying the molecular mechanism

and pathogenesis of CCKR-2 in fear behavior, anxiety disorder, posttraumatic stress disorder morbidity and other related diseases.

(1) The dtg mice were obtained by crossing 琢-CaMKII/tTA single transgenic mice with tetO/CCKR-2 single transgenic mice, and the off-

spring was obtained as distant relatives as possible. The genomic DNA was extracted from the tails tissue of the offspring mice. PCR and

agarose gel electrophoresis were used to identify the PCR products. (2) In situ hybridization verified the specific expression of CCKR-2

double transgenic mice in the forebrain, and that dtg mice were selected as subculture and experimental mice. (1) The clear

bands of tTA (350 bp) and CCKR-2 (550 bp) were shown in the PCR gel electrophoresis pattern, while no band was shown in the wild

type, which indicated that the agarose gel electrophoresis results were consistent with the expected target size of gene fragments in the dtg

mice model. (2) In situ hybridization results showed that CCKR-2 was strongly expressed in the forebrain of dtg mice, but not in the wild

type mice. The results showed that dtg double transgenic mice were successfully bred and identified in the laboratory, and more dtg mice

were bred. The dtg double transgenic mice can be obtained successfully through correct breeding and gene identification,

which provides references for the application of the model and lays a foundation for the follow-up studies in the laboratory.
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前言

各种潜在应激和精神压力，常可诱发焦虑相关疾病，如创

伤后应激障碍(Posttraumatic stress disorder, PTSD)，特定的恐惧

症和恐慌症等，都被认为是各种焦虑、抑郁、自闭等症的主要根

源[1,2]，其主要分子机制尚不清楚，临床治疗效果仍不理想，因此

需要借助于动物模型来进行相关机制及临床前药物疗效、代谢

及毒理等研究，表明试验动物模型的制作、正确的鉴定方法、饲

养和继代等都很重要。近年来，越来越多的实验证明胆囊收缩

素（Cholecystokinin, CCK）能系统在各型焦虑症的发病机理中

有着重要作用[3,4]。有研究表明 CCK在中央杏仁核（CeA）中通

过 CCKR-2的信号传导，既可调节炎症反应性疼痛，也与焦虑

相关表型有关[5]。也有报道，作为 CCKR-2激动剂的 CCK-4，可

能会促进恐慌焦虑的发生，并与剂量呈正相关[6]。同时，在焦虑

障碍的临床诊治中，能拮抗 CCK-2受体的药物被认为是具有

很大治疗潜力和研究价值的药物[7]。我们前期已成功构建 tTA

/tetO-CCKR-2 tg动物模型，简称 dtg小鼠[8,9]，表现出焦虑相关

疾病的行为特性，其大脑皮层、海马、纹状体、杏仁核等在内的

前脑区域的 CCK-2受体结合能力明显增强，可能参与了焦虑

相关的神经分子机制。本研究通过对前脑特异性 CCKR-2双转

基因 dtg小鼠模型进行正确饲养、繁育及基因型鉴定与定位，

拟确认该模型在本实验室的成功建立，为进一步研究 CCKR-2

在各型焦虑、惊恐、创伤后应激障碍等发病过程中的作用及神

经分子机制等提供有效的动物模型和良好的科研基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物

使用的实验动物是 SPF级的前脑特异性 CCKR-2 dtg 小

鼠，遗传背景为 B6CBAF1[8,9]，体重 220~240 g。实验动物饲养在

西南医科大学实验动物中心[SYXK(川)2013-065]内[10]，12 h进

行一次光照，室温保持在 22 ± 1℃，湿度为 75 %。鼠盒严格清

洗消毒，所有小鼠需要接触的物品均进行高温高压灭菌消毒。

期间供应足够的饲料和饮水，每个星期换两次垫料。为避免近

亲繁殖对子代的影响，尽量采用远亲繁殖和继代，每隔 5-6代

采取一次野生型与 dtg杂交进行繁殖。

1.2主要仪器和试剂

电 泳 仪 型 号 为 TY-200-C；PCR 仪 型 号 为 Bio-

RadPTC-200；Taq酶和蛋白酶 K购自天根生化科技有限公司。

引物设计如我们已报道所述 [9]：CCKR-2 F：5'-ACGGtgGGAG-

GCCTATATAA-3'，R：5'-GAGtgtgAAGGGCAtgCAA-3'；tTAF：

5'-AGGCTtgAGATCtgGCCATAC-3'，R：5'-AGGAAAAGtgAG-

TAtgGtg-3'。

1.3 子代小鼠基因型鉴定

1.3.1 小鼠 DNA提取 此小鼠 DNA提取实验在西南医科大

学 SPF动物房内进行。提取小鼠 DNA前一天高压消毒灭菌所

需用到的手术器械，包括手术刀片、直镊、弯盘、弯镊，弯剪等。

（1）剪取其尾部末端 0.5 cm左右后将其置于 1.5 mL EP管内后

再存放于 -70℃的冰柜内。（2）消化：每只 EP管内加入 500 滋L
消化液后放在 55℃的恒温孵育箱中，摇床上消化过夜。（3）

DNA的提取：取出已消化好的装有鼠尾的 EP管，上下翻转 3-5

次，后使用离心机离心 20 min，离心速度为 13000 rpm。离心后

使用移液枪吸取上清液至对应的 1.5 mL EP管内；单只 EP管

内再加入异丙醇 500 滋L使之上下翻转 5 次左右，置于室温

5 min后，再使用离心机如前所述重复离心 20 min，弃去上清

后，再加入 70 %酒精洗涤；后再使用离心机如前所述重复离心

20 min，弃去上清液后，于室温干燥后，再往每只 EP管内添加

50 滋L TE缓冲液，放置 60℃恒温孵育箱内过夜；每只 EP管内

加入 100 滋L TE缓冲液后存放于 4℃冰箱内。

1.3.2 PCR反应体系 CCKR-2及 tTA反应体系总量为 25滋L，
组成如下：dd H2O，16.1 滋L；25 mM MgCl2，1.5 L；10 × PCR

Buffer (without MgCl2)，2.5 滋L；dNTP (10 mM；2.5 mM each)，

2.0 滋L；Primer 1 (50 mM)，0.3 滋L；Primer 2 (50 mM)，0.3 滋L；
TAQ DNA polymerase (5 U/ml)，0.3 滋L；DNA (in 200-250 ml

H2O)，2.0 滋L。
1.3.3 PCR反应条件 CCKR-2及 tTA反应条件如下：（1）95

℃预变性 1 min；（2）94℃变性 15 sec，55℃退火 20 sec，72℃

延伸 3 min，重复 30个循环；（3）4℃维持；（4）取 CCKR-2及

tTA的 PCR反应产物及 DNA Marker分别进行 0.8 %琼脂糖凝

胶电泳（140 V，20 min）。

1.4 子代小鼠组织学鉴定

具体的原位杂交鉴定方法如之前已发表所述[9]，简单来说，

使用低温恒温器（Leica，CM-1900）切取厚度为 20 滋m野生型
小鼠及 dtg子代小鼠的大脑矢状切面，再采用寡核苷酸（35S标

记的 茁-球蛋白 poly-A）探针进行原位杂交。

2 结果

2.1 小鼠繁殖情况

前脑特异性 CCKR-2 dtg目的小鼠的繁殖策略如图 1 所

示[9]，将 tTA单转基因小鼠与 tetO-CCKR-2单转基因小鼠交配

所得。每只母鼠每胎平均产约 7-8只幼鼠，偶尔会有母鼠吃食

幼崽的情况，成活率接近 100 %。21天后再将幼鼠与母鼠分开

喂养，幼鼠于 6周龄时取鼠尾提取 DNA鉴定转基因成功与否，

8周龄后可交配继代。

2.2 子代小鼠基因型鉴定结果

提取前脑特异性 CCKR-2 dtg小鼠尾巴 DNA，用 CCKR-2

及 tTA特异性引物扩增提取的 DNA片段，得到的琼脂糖凝胶

电泳结果如图 2所示，其中 WT小鼠无条带显示，琢-CaMKI-

I/tTA单转基因显示 350 bp条带，tetO/CCKR-2单转基因显示

550 bp条带，dtg小鼠显示出明显的 550 bp和 350 bp大小的双

条带。

2.3 子代小鼠 CCKR-2原位杂交定位结果

如图 3所示，WT小鼠前脑区域未见明显杂交信号（3A），

dtg小鼠前脑的皮层，海马，纹状体、杏仁核等显示出较强的杂

交信号，而在中脑（丘脑 /下丘脑）和后脑（脑干 /脑桥 /小脑）

几乎未显示（3B）。

3 讨论

由于焦虑症人体实验的局限性，一个较好的遗传动物模型

应用对研究焦虑相关疾病的机制和相关药物疗效、代谢、毒理

等试验具有不可替代的优越性，因此，正确选择实验动物模型
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图 1 tTA/tetO-CCKR-2双转基因小鼠繁殖策略

Fig.1 Breeding tTA/tetO-CCKR-2 dtg mice

图 2 子代小鼠基因型鉴定

Fig.2 The offspring genotyping with PCR

Note: No band was found in No.1-3 (WT mice). The 琢-CaMKII/tTA single

tg mice are in No.4-6. The tetO/CCKR-2 single tg mice are represented in

No.7-9. The dtg mice are represented in No. 10-12.MM, 1 kb.

图 3 子代小鼠脑组织原位杂交结果

Fig.3 In situ hybridization detects CCKR-2 transgene

expression of the offspring

Note: a, Cortex; b, Hippocampus; c, Striatum.

是进行研究实验的前提，成功与正确地鉴定、繁殖、继代和饲养

等又是利用该模型进行相关研究的基础。CCK是大脑内含量

丰富的神经递质之一，具有兴奋中枢神经元和抑制突触后反应

的双重作用，主要表达于前脑皮层及海马组织中[11]。CCK作为

抑制神经元亚群之一，通过反复作用大脑皮层海马体诱导其神

经元活性[12-15]。最新研究发现，CCK神经元可能通过抑制 PV+

神经元而对皮层活动产生较大影响[16,17]。学者发现低剂量的抗

焦虑作用药物（如苯二氮卓类等）可阻断 CCK诱导的海马神经

元活性，表明 CCK 能系统可能是焦虑症药理治疗的潜在靶

点 [18]。胆囊收缩素受体 2（Cholecystokinin receptor-2, CCKR-2）

作为 CCK能系统中主要的受体类型，主要表达于大脑的边缘

系统，参与调节情绪反应和行为[19]，能介导 CCK诱导的焦虑相

关症状[20,21]。有证据表明 CCKR-2的基因多态性与创伤后应激

障碍及惊恐障碍等相关[22]。我们的前期研究构建起了前脑特异

性 CCKR-2 双转基因 dtg 小鼠模型，相较于对照组小鼠，

CCKR-2的过度表达与小鼠焦虑相关[8]，表现出恐惧行为和焦

虑样行为的增强[9]，提示 CCKR-2在神经心理学的发病机制中

起到重要作用。因此，了解 CCKR-2在焦虑症及创伤后应激障

碍等的具体机制有利于为焦虑相关疾病制订相应的预防和治

疗策略。

转基因技术是指宿主细胞的基因组接受并稳定整合外源

基因，且在下一代予以表达，引起生物体可遗传性状改变的基

因操作技术，而动物转基因技术更是早已成为生物医学研究领

域的研究趋向[23]。转基因动物模型被广泛应用于各种临床及基

础研究实验中，以期更好地模仿、研究人类疾病奠定基础。dtg

模型采用四环素诱导调控（tetracycline transactivator (tTA)/ tet

operator (tetO)，tTA/tetO）系统调控目的基因 CCKR-2在特定的

前脑区域表达[8,9]。Tet-Off（tTA依赖）最早由 Gossen等提出[24]的

BD Clontech的四环素诱导调控系统和最常用的药物诱导型转

基因表达系统之一，现已被广泛应用于动物模型的可逆诱导基

因表达[25-27]。在此系统中，tTA与启动子 Ptec的结合通过有无四

环素参与，调节下游基因的表达。本实验室繁殖和鉴定的小鼠，

采用 Tet-Off（tTA依赖）系统诱导 CCKR-2基因表达的双转基
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因 dtg小鼠，亲代小鼠由 tTA单转基因小鼠和 CCKR-2单转基

因小鼠杂交所得，易成活，对该动物模型基因鉴定则采用 PCR

及琼脂糖凝胶电泳技术确认基因的成功转入（550 bp及 350

bp）；采用原位杂交技术定位 CCKR-2前脑特异性表达，确认

CCKR-2 dtg小鼠模型在本实验室的成功引进及建立，并获得

稳定遗传的子代小鼠，为本实验室进一步繁育及使用该模型对

焦虑症、恐惧行为、应激障碍等进行研究提供了载体。

基因组 DNA鉴定方法有多样，如 Southern法和酚氯仿提

取法等，各有优缺点[28]。本实验采用的鉴定方式具有简便、易操

作、准确和低成本等优点，电泳条带清晰，大小与预期目的片段

相符，表明 dtg小鼠的基因型鉴定可通过鼠尾提取 DNA、PCR

扩增、琼脂糖凝胶电泳鉴定。原位杂交技术能很好地定位目的

基因的表达，使用的 35S 标记的寡核苷酸探针 (茁- 球蛋白
poly-A)，能特异性识别外源性转基因 CCKR-2，而对内源性

CCKR-2不识别。本实验结果显示 dtg小鼠前脑区域有明显的

杂交信号，中脑和后脑几乎无信号，确认了 dtg小鼠前脑特异

性的 CCKR-2转基因高表达，说明以上鉴定方法可以应用于此

模型子代的鉴定及在本实验室的成功建立。

总之，前脑特异性 CCKR-2 dtg小鼠模型在本实验室的成

功鉴定、繁殖、继代与饲养为进一步研究 CCKR-2在各型焦虑

症、创伤后应激障碍、恐惧症、恐慌症等发病过程中的神经生物

学机制等提供实验动物载体，同时也为相关疾病的药物筛选等

提供实验动物模型。
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