
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.10 MAY.2019

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2019.10.003

活化的肝星状细胞 RBP-J可诱导性基因敲除小鼠的构建及应用 *
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摘要目的：利用 Cre-loxp可诱导系统构建活化的肝星状细胞 RBP-J可诱导性基因敲除小鼠模型，以实现肝纤维化过程中活化的

肝星状细胞 Notch信号通路的特异性阻断。方法：将 Sm22琢CreERT2和 RBP-Jflox/flox转基因小鼠杂交，得到 F1小鼠，将繁殖的 F1小鼠

继续进行交配，得到 F2小鼠，通过 PCR鉴定出基因型为 Sm22琢CreERT2，RBP-Jflox/flox的小鼠。通过腹腔注射四氯化碳建立肝纤维化模

型，检测四氯化碳注射不同时间段后肝脏纤维化进展情况和肝星状细胞活化过程中 Sm22琢的表达情况。注射他莫昔芬诱导活化
肝星状细胞中 RBP-J基因的特异性敲除。分选肝星状细胞，q-PCR 和 Western Blot检测活化肝星状细胞中 Notch下游靶基因

Hes1、Hey1表达情况以验证敲除效果。结果：通过连续交配我们获得了 Sm22琢CreERT2，RBP-Jflox/flox小鼠。四氯化碳腹腔注射 4周即可

诱导肝脏发生较为明显的纤维化，同时肝星状细胞活化并逐渐高表达 Sm22琢。给予他莫昔芬诱导 Cre重组酶发挥作用后，敲除了

活化的肝星状细胞中的 RBP-J基因，其下游基因 Hes1、Hey1表达降低 70 %以上，阻断了 Notch信号通路。结论：我们成功构建了

RBP-J可诱导性条件性基因敲除小鼠模型，实现了小鼠肝纤维化过程中活化肝星状细胞 Notch信号通路的阻断，为深入研究

Notch信号通路在肝纤维化中的作用和机制奠定了坚实的基础。
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Generation and Application of Activated Hepatic Stellate Cell RBP-J
inducible Knockout Mice*

To generate an inducible mouse line of conditional knockout of RBP-J in activated hepatic stellate cells,

thus disrupting the Notch signaling of activated hepatic stellate cells in liver fibrosis. The Sm22琢CreERT2 and RBP-Jflox/flox

transgenic mice were crossed. The genotypes of their offspring were determined by polymerase chain reaction analysis and Sm22琢CreERT2,

RBP-Jflox/flox mice were obtained. Liver fibrosis model was established by intraperitoneal injection of CCl4. Sm22琢, a marker of activated
hepatic stellate cells during the process of liver fibrogenesis, was evaluated by immunofluorescence. Specific knockout of RBP-J in

activated hepatic stellate cells was then realized by intraperitoneal injection of tamoxifen in mice. After purifying hepatic stellate cells

from the fibrotic liver, the Notch target genes of Hes1 and Hey1 were examined by using q-PCR and Western-blot. Mice with

genotype of Sm22琢CreERT2 RBP-Jflox/flox were obtained by consecutive breeding. Intraperitoneal injection of CCl4 for 4 weeks could establish

obvious liver fibrosis. During liver fibrosis, hepatic stellate cells were activated and began to express Sm22琢. After intraperitoneal
tamoxifen injection, RBP-J was successfully suppressed in Sm22琢+ activated hepatic stellate cells as evidenced by significantly reduced
expression (more than 70 %) of Notch target genes—Hes1 and Hey1. We have successfully generated an inducible RBP-J

conditional knockout mouse line and further developed a model of specific disruption of Notch signaling in activated-HSCs during the

process of hepatic fibrogenesis, paving the way for study of the role and mechanisms of Notch signaling in modulating liver fibrosis in the

future.
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前言

转录因子 RBP-J （J kappa recombination signal-binding

protein）是 Notch信号通路的关键分子。当相邻细胞表面上的

Notch配体与受体结合后，由 酌-secretase酶水解、切割 Notch的

跨膜区，并释放 Notch 胞内段（notch intracellular domain，

NICD）入细胞核[1，2]。进入细胞核的 NICD通过与 RBP-J相互作

用并募集其他转录激活因子，激活直接靶基因 Hes (hairy enhancer

ofsplit)与Hey(hairyenhancerofsplit-relatedwithYRPWmotif-like)

及间接靶基因 c-myc和 CD25等[2-4]。已有研究表明，肝星状细

胞(hepatic stellate cells, HSC)的活化与 Notch信号通路关系密

切。在大鼠 HSC细胞系中，Notch3的胞内段参与调节 HSC活

化，影响该细胞的 琢-SMA和Ⅰ型胶原(collagen typeⅠ，ColⅠ)

的表达[5]。此外，Notch1和 TGF茁/BMP信号通路协同作用可以

调控下游基因 Hes1的表达，从而诱导 HSC的活化。体内实验

也证实了肝纤维后 Notch3、Hes1、琢－平滑肌肌动蛋白

(琢-smooth muscle actin，琢－SMA)、ColⅠ的表达增高[6-8]。提示了

Notch信号通路调控 HSC的活化参与肝纤维化的进展，但是具

体机制并未得到详细地阐明。此外，肝脏纤维化的逆转和消融

是近年来肝纤维化研究的重点和热点，多篇文章对肝纤维化后

活化的 HSC（activated hepatic stellate cell, aHSC）参与的纤维化

逆转现象及机制进行了报道[9-12]，但是 Notch信号是否参与调控

肝纤维化的逆转和消融过程以及是否参与 aHSC的衰老或凋

亡的调控却尚未报道，也没有良好的基于 aHSC中 Notch信号

通路的体内实验小鼠模型。本研究基于转凝蛋白（transgelin，

Sm22琢）在 aHSC中的动态表达情况和同源重组理论，利用

Sm22琢CreERT2小鼠和 RBP-Jflox/flox小鼠构建了 aHSC 的可诱导性

条件性 RBP-J基因敲除小鼠模型（Sm22琢CreERT2，RBP-Jflox/flox），从

而可以有条件地在特定的时间敲除 aHSC中的 RBP-J基因，为

进一步深入研究肝纤维化模型中 Notch信号通路对 HSC活化

过程以及对 aHSC命运的调控及机制奠定了坚实的基础。

1 材料与方法

1.1 材料

实验动物：Sm22琢CreERT2小鼠来自南京大学模型动物研究

所，RBP-Jflox/flox小鼠购自 Jackson实验室，所有实验所用动物均

按照无特定病原(specific pathogen free, SPF)级标准进行繁殖

饲养。

动物实验相关试剂：橄榄油（国药集团：69018028）、四氯化

碳（天津富宇）、他莫昔芬（Sigma公司：T5648）、玉米油（Sigma

公司：C8267）。

PCR相关试剂：2× Taq MasterMix（康为世纪：CW0682）、

蛋白酶 K（康为世纪公司：CW2584）、TRIzol裂解液（Invitro-

gen公司：15596018）、cDNA反转录试剂盒 5× PrimeScript RT

Master Mix（Takara公司：RR036）、2× SYBR Premix Ex Taq II

（Takara公司：RR820）。

HSC分离相关试剂及仪器：HBSS缓冲液（Hyclone公司）、

DMEM 培养基（Hyclone 公司）、IV 型胶原酶（Sigma 公司：

C5138）、OptiPrep 分 离 液 （AXIS-SHIELD PoCAS 公 司 ：

1114542）、DNase-I（Roche公司：10-104-159-001）、100 滋m细胞

筛网（BD公司：352360）、Gentle MACSTM全自动组织处理器

（Miltenyi公司）、低温高速离心机（Eppendorf）、恒温摇床（Infors）。

Western Blot 及免疫荧光染色相关试剂：QuickBlockTM免

疫荧光封闭液（碧云天公司：P0260）、QuickBlockTM免疫染色一

抗 / 二抗稀释液（碧云天公司：P0262/P0265）、Hoechst33342

（Thermo公司：H3570）、小鼠源性 a-SMA抗体（Servicebio公

司：GB13044）、Sm22琢抗体（Abcam公司：ab14106）、兔源性抗
HES1 抗体（Sigma，SAB2108472）、鼠源性抗 茁-ACTIN 抗体
（CST，3700s）、Cy3标记山羊抗小鼠荧光二抗（Servicebio公司：

GB21301）、FITC 标记山羊抗大鼠荧光二抗（Jackson 公司：

112-095-003）、HRP标记山羊抗兔 /小鼠二抗（康为世纪公司：

CW0103/CW0102）。

1.2 方法

1.2.1 四氯化碳肝纤维化模型 以橄榄油配制 15 %四氯化

碳，按照 4 滋L/g体重的剂量，每周腹腔注射两次，对小鼠诱导
肝纤维化模型，在指定时间点进行取材。

1.2.2 小鼠基因型的鉴定 Sm22琢CreERT2小鼠与 RBP-Jflox/flox小

鼠交配产生第一代，得到第一代小鼠基因型为 Sm22琢CreERT2，

RBP-Jflox/+，将子一代小鼠进行交配，繁殖得到基因型为

Sm22 琢CreERT2，RBP-Jflox/flox、Sm22 琢CreERT2, RBP-Jflox/+、Sm22 琢CreERT2，

RBP-J+/+的三种基因型小鼠。筛选出基因型为 Sm22琢CreERT2，

RBP-Jflox/flox的小鼠，即获得 aHSC中可诱导性条件性基因敲除

的纯和小鼠（Sm22琢CreERT2，RBP-J flox/flox）。Sm22琢CreERT2，RBP-J+/+小

鼠为对照组。

1.2.3 小鼠基因组DNA的提取 取三周龄小鼠的鼠尾 0.5~1 cm，

使用蛋白酶 K于 tail buffer中 55℃消化过夜后，根据试剂盒说

明书提取鼠尾基因组 DNA。

Cre 重组酶的鉴定：上游引物 5'-CCGGTCGATGCAAC-

GAGTGATGAGG， 下 游 引 物 5'-GCCTCCAGCTTGCAT-

GATCTCCGG。使用 Cre重组酶引物扩增小鼠基因组 DNA，鉴

定是否含有 Cre重组酶。1.5 %琼脂糖凝胶电泳 PCR产物，带有

Cre酶基因的小鼠扩增产物条带为 900 bp左右，野生型小鼠无

扩增产物条带。

1.2.4 RBP-J基因组基因型的鉴定 含有 loxp位点基因序列

的上游引物 5'-GTTCTTAACCTGTTGGTCGGAACC，下游引

物 5'-ACCGGTGGATGTGGAATGTGT。不含 loxp位点基因序

列的上游引物 5'-GTTCTTAACCTGTTGGTCGGAACC，下游

引物 5'-GCTTGAGGCTTGATGTTCTGTATTGC。1.5 %琼脂糖

凝胶电泳鉴定是否含有 PCR产物，含有 loxp位点的 RBP-J基

因组扩增产物大小为 250 bp左右，不含 loxp位点的 RBP-J基

因组扩增产物大小为 500 bp左右。

1.2.5 小鼠 Cre 酶的诱导表达 取 6-8 周龄鉴定成功的

Sm22琢CreERT2，RBP-J flox/flox小鼠，腹腔注射 15 % 四氯化碳，按照

4 滋L/g体重的剂量，每周腹腔注射两次，对小鼠诱导肝纤维化
模型，使 HSC活化并表达 Sm22琢，注射 4周。第 5周开始连续

5天腹腔内注射他莫昔芬 2 mg/次（溶于 100 滋L玉米油中），待
小鼠恢复一周后进行取材分析。

1.2.6 HSC的分离及 RBP-J敲除效率鉴定 采用密度梯度离

心法分离 HSC [13]，q-PCR及Western Blot检测 Notch下游信号

分子 Hes1、Hey1表达情况。
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图 1子二代小鼠基因组 PCR鉴定结果

Fig.1 PCR genotype identification results of F2 mice

1.2.7 肝脏病理切片 HE染色，天狼猩红染色，SM22琢免疫
荧光染色检测肝脏纤维化以及 Sm22琢表达情况。解剖四氯化
碳诱导不同时间点的小鼠肝脏进行石蜡包埋、冰冻包埋、切片、

HE染色、天狼猩红染色以及免疫荧光染色检测肝脏的组织学

变化。

1.3 统计学方法

形态学定量统计使用 Image-Pro Plus 6.0软件统计，采用

SPSS19.0软件进行统计学分析，定量数据采用 x依s 表示，两组
间比较采用 t检验。P<0.05表示有统计学差异。

2 结果

2.1 小鼠基因型鉴定

将 Sm22琢CreERT2小鼠和 RBP-J flox/flox转基因小鼠交配，繁殖

得到 F1小鼠，基因型为 Sm22琢CreERT2，RBP-J flox/+，F1小鼠继续交

配，得到 F2小鼠，鉴定基因型分别为 Sm22琢CreERT2，RBP-Jflox/flox、

Sm22琢CreERT2，RBP-Jflox/+、Sm22琢CreERT2，RBP-J+/+。三种基因型子代数

量比例约为 1：2：1，符合孟德尔基因分离定律。其中基因型为

Sm22琢CreERT2，RBP-Jflox/flox即为 aHSC 可诱导性条件性 RBP-J 敲

除小鼠，Sm22琢CreERT2, RBP-J+/+的小鼠即为野生型（wild type,

WT）小鼠。用 RBP-Jflox/flox引物扩增小鼠 DNA时，若只得到

250 bp左右的产物，则说明该小鼠两条 RBP-J等位基因上均含

有 loxp位点，如图 1中 6、7、8号小鼠所示。若只得到 500 bp左

右的产物，则说明该小鼠两条 RBP-J等位基因上均无 loxp位

点，如图 1中 4号小鼠所示。若同时得到 250 bp和 500 bp的产

物，则说明只有一条 RBP-J等位基因上含 loxp位点，为杂合

子，如图 1中 1、2、3、5、9、10号小鼠。然后再用 Cre酶引物扩增

小鼠基因组 DNA，若能得到 900 bp左右的条带，则说明为基因

组带有 Cre酶基因，如图 1中 1、2、3、4、6、7、8、9、10号小鼠，结

合两种 PCR结果，即可鉴定小鼠基因型，筛选出目标转基因小

鼠。如图 1中 10只小鼠基因组鉴定结果：6、7、8号小鼠基因型

为 Sm22 琢CreERT2，RBP-Jflox/flox，1、2、3、9、10 号小鼠基因型为

Sm22 琢CreERT2, RBP-Jflox/+，4 号 小 鼠 基 因 型 为 Sm22 琢CreERT2，

RBP-J+/+，5号小鼠基因型为 Sm22琢CreERT2-，RBP-Jflox/+。

2.2 四氯化碳诱导肝纤维化进展

肝脏组织学检测发现：如图 2A所示，HE染色显示四氯化

碳腹腔注射小鼠一周后，可见肝脏组织汇管区出现少许炎症细

胞浸润，肝组织破坏轻微。四氯化碳注射三周后，肝脏汇管区炎

症浸润增多，肝脏组织破坏加重。四氯化碳注射四周后，肝脏组

织破坏更加严重，汇管区炎症细胞进一步增多，出现大片红色

坏死区域。诱导第六周肝脏组织破坏及炎症浸润进一步严重。

如图 2B所示，天狼猩红染色可见四氯化碳注射一周时肝脏汇

管区出现较多胶原沉积，肝小叶区也出现少许胶原沉积，此后

随着注射时间的延长，肝脏汇管区及肝小叶区的胶原沉积逐渐

增加，第六周最多。

2.3 四氯化碳诱导活化肝星状细胞的 Sm22琢的表达
如图 3A所示，免疫荧光染色表明 Sm22琢分子在四氯化碳

注射一周后在肝脏即有表达，三周后 Sm22琢分子表达明显增
加，在汇管区的表达较多，肝小叶区也可见表达。注射四周后

Sm22琢在全肝组织中表达增加，汇管区以及肝小叶区均表达丰
富，注射六周后最多。图 3B为四氯化碳注射四周后 Sm22琢与
aHSC的标志物 琢-SMA 的共定位染色结果，显示 Sm22琢 与
琢-SMA存在很高比例（92%）的共定位（黄色区域）。表明四氯化

碳注射四周后肝脏中即有大量 HSC发生活化，且活化后的

HSC表达丰富的 Sm22琢分子。
2.4 小鼠活化肝星状细胞中 RBP-J敲除，实现 Notch信号通路

的阻断

如图 4 所示，取四氯化碳诱导四周的 Sm22琢CreERT2，

RBP-Jflox/flox小鼠，WT鼠为对照，连续五天腹腔注射他莫昔芬，

四氯化碳按原方案注射。造模结束后分选小鼠肝脏 aHSC，检测

aHSC中 Notch信号通路下游分子 Hes1，Hey1的表达情况。如

图 5A所示，与 WT 对照组相比，Sm22琢CreERT2, RBP-Jflox/flox组在

mRNA水平可看到 Hes1和 Hey1均明显降低 70 %以上，差异

有统计学意义。图 5B可看到 Notch下游分子 HES1的蛋白质

表达水平在 Sm22琢CreERT2，RBP-Jflox/flox 组也明显下调，证明了

Sm22琢CreERT2，RBP-Jflox/flox 组 aHSC 中 RBP-J 基因被敲除，Notch

信号通路被成功阻断。

3 讨论

Notch信号通路家族成员的结构具有高度保守性，在胚胎

和成年个体组织中广泛表达，主要由表达于相邻细胞上的

Notch受体和配体，细胞内的下游分子、转录因子和其他调节分

子组成[2]。Notch信号通路参与调节胚胎发育、细胞分化、细胞

角色转变等过程并发挥重要调控作用 [14-16]。哺乳动物中 Notch

受体有 4种，分别为 Notch1-4；配体有 5种，分别为 DLL（Delta

like）1、3、4和 Jagged1、2[17]。在成人肝脏中，受体 Notch1-4均有

表达，5种配体中只有 Jagged1和 DLL4有表达[18-21]。转录因子

RBP-J作为 Notch信号通路中的关键分子，是 Notch信号通路

的枢纽，作用至关重要。在细胞中特异性敲除 RBP-J基因，可以

有效地阻断 Notch信号通路[22]，从而干扰 Notch信号对下游基

因的调控。

肝纤维化是许多慢性肝病逐渐发展为肝硬化的必经阶段，

其发病原因和发病机制非常复杂。HSC是肝脏中重要的一类细

胞，HSC 的持续激活被认为是肝纤维化进展的关键环节。

Schumacher 的近期研究证实了静息态的 HSC 并不表达

Sm22琢 [23]，然而当肝脏遭受损伤或炎症侵害，处于静息态的

HSC会发生活化。此时，aHSC开始具有收缩性和趋化作用并

表达纤维化蛋白如 琢－SMA、ColⅠ和波形蛋白[24]，其中也包括

肌成纤维细胞和平滑肌细胞的标志物 Sm22琢[23]，从而导致大量
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图 2四氯化碳注射不同周数后小鼠肝脏组织 HE和天狼猩红染色结果。（n=3, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001）
Fig.2 HE and sirius red staining of mice liver after different weeks CCl4 injection.（n=3, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001）

图 3小鼠肝脏组织 Sm22琢的动态表达和 Sm22琢与 琢-SMA共定位染色。（n=3, **P<0.01, ***P<0.001）
Fig.3 Sm22琢 dynamic expression and Sm22琢 & 琢-SMA colocalization staining of mice liver.（n=3, **P<0.01, ***P<0.001）

细胞外基质的沉积。这些变化与多个信号通路相关，是纤维化

形成的关键。因此，阻止 HSC活化、减少 aHSC细胞外基质的

产生、促进 aHSC的衰老或凋亡是肝纤维化治疗的关键，也一

直是肝纤维化研究领域的热点和焦点。前期研究已证明 Notch

信号通路参与了肝纤维化的各个环节，其中初步发现 Notch可

与多种信号通路协同参与调节 HSC活化，如 TGF-茁、NF-资B、

WNT和 Hedgehog信号通路[6，25-27]。但是由于 Notch信号通路的

功能多效性以及肝脏内各种细胞之间信号通路作用的复杂性，

具体是哪些分子在 HSC的活化和活化后的调节过程中起关键

作用以及具体机制并不明确。此外，Notch信号通路是否参与了

aHSC的衰老和凋亡过程也尚未见报道。因此，想进一步明确在

肝纤维化后 Notch信号通路在 aHSC中的作用，亟需一种良好
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图 5 aHSC中 Notch信号通路下游分子 mRNA以及蛋白质表达情况

（n=3，**P<0.01）
Fig.5 mRNA and protein expression of Notch signaling pathway

downstream molecule in aHSC（n=3, **P<0.01）

的针对体内 aHSC中 Notch信号通路的肝纤维化动物模型。

转基因小鼠可以从整体水平研究基因功能，并能最大限度

的排除其它非基因自身因素的影响，而得到广泛应用。目前，由

于常规的组成型基因敲除技术无法以组织和时间特异性方式

发挥作用，通常会影响动物的胚胎发育和代谢，导致无法存活

或发育异常。而可诱导性条件性基因敲除技术可以完美规避常

规基因敲除技术这样的缺点，并且可以精确地在特定的时间点

和细胞类型中研究基因的功能，如 Cre/loxp可诱导系统。Cre

基因可编码一种重组酶，可以识别基因序列中相邻的 loxp位

点，根据 loxp位点的方向，将两个 loxp位点之间的 DNA序列

剪切，从而达到基因敲除的目的[28]。我们实验室引用了一种受

Sm22琢启动子操控，表达 Cre的转基因小鼠[29]。Sm22琢是一种
肌动蛋白片段相关蛋白，可以参与调节肌动蛋白对细胞形态，

迁移以及转化的作用[30]，被默认为 aHSC和平滑肌细胞的特异

性标志分子[31]。因此通过启动子驱动 Cre重组酶的表达，可以

在 aHSC中完成特定基因的敲除。在这个系统中，Cre重组酶融

合了一种突变的雌激素受体（ERT2），在细胞未进行药物诱导

时，Cre-ERT2游离在细胞质中，不能发挥作用。当给予他莫昔

芬（ERT2突变体的配体）后，Cre-ERT2转移到细胞核内，Cre

重组酶识别目的基因 RBP-J 上的 loxp 位点，将目的基因

RBP-J的第 6、7外显子切除，使RBP-J在 aHSC中不能转录和翻

译蛋白，从而达到在 aHSC中敲除 RBP-J，阻断 Notch信号通路。

我们通过鼠尾鉴定初步筛选了出基因型为 Sm22琢CreERT2，

RBP-Jflox/flox小鼠，诱导肝纤维化后促使 HSC活化，然后连续 5

天腹腔注射他莫昔芬,一周后从肝脏中分离 aHSC，用 q-PCR检

测 Sm22琢CreERT2, RBP-Jflox/flox小鼠与 WT 小鼠 aHSC 中 Notch 信

号通路下游分子的表达。q-PCR 结果显示，Sm22琢CreERT2，
RBP-Jflox/flox 小鼠 aHSC 中的 Notch 信号通路下游分子 Hes1、

Hey1明显下调，说明了 RBP-J基因在 aHSC 中被成功敲除。

Western Blot结果也显示 Sm22琢CreERT2, RBP-Jflox/flox小鼠 aHSC中

HES1的蛋白质水平同样明显下调。综上，本实验成功构建了

RBP-J可诱导性条件性敲除小鼠并诱导了小鼠肝纤维化模型，

并在肝纤维化模型中对 aHSC中的 Notch信号通路进行了阻

断，从基因组 DNA片段的鉴定，mRNA的转录水平，以及蛋白

质的表达水平三个方面证明了小鼠肝纤维化模型 aHSC 中的

RBP-J的敲除，即 Notch信号通路的阻断。为后续在体内探索

aHSC中 Notch信号通路对肝纤维化进展及逆转的作用及潜在

机制奠定了坚实的基础。

本研究应用 Cre-loxp系统成功地诱导敲除了小鼠肝纤维

化模型中 aHSC 中的 RBP-J 基因，构建了可诱导性条件性

Notch信号通路阻断小鼠模型。然而对于该小鼠在肝纤维化进

展以及肝纤维化消融、逆转过程中的表型以及潜在机制并未进

行深入分析和探索，仍需进一步研究。
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