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Claudin-7与多种
恶性肿瘤发生发
展呈负相关 ,  但
目 前 仍 缺 乏 强
有力的体内实验
依据 .  为模拟炎
症 -大肠癌模型 , 
本研究利用Cre/
Loxp重组系统实
现条件性基因敲
除 ,  建立了肠道
Claudin-7可诱导
性条件性基因敲
除小鼠模型.
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Abstract
AIM: To create an inducible Claudin-7 
conditional knockout (ICKO) mouse line 
using the Cre/LoxP system and analyze the 
phenotype after inducing knockout in the 
intestine.

METHODS: Claudin-7 conditional knockout 
targeted vector was constructed and then 
transfected into embryonic stem (ES) cells 
by electroporation. The targeted ES cells 
were screened by positive-negative selection, 
and identified by PCR and Southern blot. The 
screened targeted ES cells were microinjected into 
the blastula of C57BL/6N mice. Chimerical 
mice were generated after transplanting 
the blastula into the host mice, and then the 
Claudin-7-floxed mice were generated by 
crossing between the chimerical mice and 
C57BL/6N mice. Claudin-7 ICKO mice could 
be obtained by crossing between Pvillin-
CreERT2 transgenic mice and Claudin-7-floxed 
mice. A further phenotype analysis was made 
by HE staining. 

RESULTS: We obtained Claudin-7-floxed mice 
and Cldn7fl/flVillin-CreERT2 homozygous 
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■研发前沿
目前人们认为上
皮细胞的细胞旁
屏障功能的缺陷
启动了肠道炎症, 
然而哪种类型的
分子机制参与炎
症反应仍然是未
知的. Claudin-7
是主要在肠道表
达的C l a d u i n蛋
白家族之一 ,  肠
道特定基因敲除
小鼠模拟结肠炎
症 - 肿 瘤 发 展 的
机制是目前研究
的热点领域 ,  但
目前小鼠模型的
存活时间仍远未
达到实验要求.

mice successfully. The deletion of Claudin-7 
gene expression in mouse intestinal epithelial 
cells was successfully induced by tamoxifen. 
After tamoxifen induction, the mice developed 
dehydration, the degree of living activity 
decreased, and death occurred.  

CONCLUSION: We have successfully created 
an inducible Claudin-7 conditional knockout 
mouse line and induced the gene deletion in 
the intestine using tamoxifen, which may be 
used as a model of intestinal inflammation.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 应用Cre-Loxp系统构建Claudin-7蛋白
在肠道可诱导性条件性基因敲除小鼠模型, 
并进行表型分析. 

方法: 构建Claudin-7打靶载体, 通过电击法
转染入小鼠胚胎干细胞(E S细胞), 用正负
筛选法筛选阳性ES细胞并进行PCR鉴定和
Southern鉴定, 利用显微注射把发生正确同
源重组的ES细胞注射进C57BL/6N小鼠囊
胚, 移入受体小鼠子宫以获得嵌合体小鼠. 
将得到的嵌合体小鼠与C57B L/6N小鼠交
配获得Claudin-7-flox小鼠, 该小鼠与Pvillin-
CreERT2转基因小鼠杂交, 通过子代自交获
得Claudin-7在肠道可诱导性条件性基因敲
除(Cldn7fl/flVillin-CreERT2)的小鼠,他莫昔
芬(tamoxifen)药物诱导肠道Claudin-7基因敲
除, 对小鼠进行表型分析.  

结果: 获得Claudin-7-flox小鼠及Claudin-7肠道
可诱导性条件性基因敲除小鼠数只, Claudin-7
肠道可诱导性条件性基因敲除小鼠出生时表
型正常, 发育良好, 他莫昔芬(tamoxifen)药物
应用后, 诱导了小鼠肠道上皮细胞Claudin-7基
因表达的缺失. 小鼠出现脱水表现, 活泼度降
低, 并出现死亡.  

结论: 成功构建了Claudin-7肠道可诱导性条
件性基因敲除小鼠模型, 利用他莫昔芬诱导
肠道Claudin-7基因敲除, 初步构建了肠道炎
症模型, 为进一步研究Claudin-7在肠道肿瘤
中的作用奠定了基础. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 紧密连接蛋白; Claudin-7; 诱导性条件

性基因敲除; Cre/Loxp; 肿瘤

核心提示: 为研究Claudin-7 基因在肠道肿瘤发

生和发展中的分子生物学作用, 本研究设计基

于同源重组理论, 利用ES细胞打靶以及显微注

射技术, 构建了Claudin-7 基因在肠道中可诱导

条件性敲除的小鼠模型, 为体内研究Claudin-7
的抑瘤功能奠定了坚实基础. 
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0  引言

紧密连接蛋白(tight junction, TJ)存在于机体

的上皮细胞和内皮细胞间, 具有封闭细胞间

隙、维持细胞黏附性、极性和通透性及辅助

信号转导的作用. Claudin蛋白是一类跨膜TJ
蛋白, Claudin-7作为Claudin家族的重要组成

成员之一, 与肿瘤的发生、发展及转归密切

相关 [1].  但目前仍缺乏强有力的体内实验依

据. 因此, 我们考虑从建立动物模型的基础上, 
对Claudin-7进行深入研究. 我们前期实验构

建了Claudin-7基因全身性敲除小鼠, 研究[2]

发现, Claudin-7基因全身性敲除小鼠诱导了

肠道炎症微环境和肠上皮细胞的不典型增生, 
模拟了人类溃疡性结肠炎疾病模型, 且在人

体大肠癌组织中发现Claudin-7表达明显降低. 
遗憾的是Claudin-7基因全身性敲除小鼠出生

后7 d左右即死亡. 为进一步研究Claudin-7基
因在肠道肿瘤发生和发展中的分子生物学作

用, 该研究设计基于同源重组理论, 利用ES细
胞打靶以及显微注射技术, 拟构建Claudin-7
基因在肠道中可诱导条件性敲除的小鼠, 为
体内研究C l a u d i n-7的抑瘤功能、初步探索

Claudin-7基因在大肠癌发生、发展中的功能
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■相关报道
日本学者H i r o o 
Ta n a k a 提 及 了
Claudin-7肠道特
定条件基因敲除
小鼠模型的构建. 
该研究认为穿过
细胞紧密连接的
特定的细胞旁路
小有机溶质流量
的增加 ,  启动了
肠道炎症的发生.

和分子机制奠定坚实基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 C57BL/6N小鼠、Pvillin-CreERT2小鼠

由法国Pierre Chambon教授赠, 野生型、杂合

子及基因敲除小鼠均按照无特定病原(specific 
pathogen free, SPF)级动物饲养标准饲养. 限
制性内切酶(TAKARA, CN), T4 DNA连接酶

(NEB, CN), Taq酶(博彩, CN), Rnase A(Amresco, 
USA)Gel extraction kit(BioFlux, CN), PCR 
purification kit(BioFlux, CN), Prime Script 1st 
Strand cDNA Synthesis kit(TAKARA, CN), 
Takara MutanBest kit(TAKARA, CN), QIAGEN 
Plasmid Midi kit(100)(QIAGEN, DEU), DL2000 
DNA marker(TAKARA, CN).
1.2 方法

1.2.1 Claudin-7条件性基因敲除(CKO)打靶载

体的构建: Claudin-7 CKO打靶载体结构如(图
1)所示, 参照相关文献[3,4]进行载体构建. 在
Claudin-7基因的4号外显子(69, 967, 555-69, 
967, 885)下游的内含子序列中插入LoxP位点, 
在2号外显子(69, 966, 943-69, 967, 107)上游内

含子序列中插入FRT-Neo-FRT-LoxP元件. 利用

Cre重组酶特异识别34 bp的部分回文的Loxp位
点之间的序列, 发生特异性的重组或删除. 
1.2.2 电击转染ES细胞及筛选: 转染前将打靶

载体用NotⅠ酶线性化, ES细胞用胰酶消化后

重悬于PBS中, 取25 µg线性化的打靶载体质

粒DNA与1 mL细胞混匀; 加入电穿孔槽中电

击, 电击参数为240 V、500 µF, 电击时间为6-8 
ms; 将电击后的细胞分入4个已铺好滋养层细

胞的培养皿中, 置于CO2孵箱培养, 24 h后换成

ES细胞筛选培养液(每盘加入10 mL新鲜的ES-
DMEM和200 µg/mL G418). 每天更换ES细胞

筛选培养液, 第8-10天挑取ES细胞克隆. 将挑

取的单个未分化ES克隆置于96孔板中, 充分消

化后将每个克隆一分为二, 一份冻存, 另一份

培养后转移至24孔培养板上扩增并提取基因

组DNA, 用EcoRV酶消化过夜, 缓慢电泳36 h, 
通过Long Range PCR及Southern blot筛选出中

靶克隆. 
1.2.3 囊胚注射制备嵌合体小鼠: (1)小鼠囊胚

的准备: 选取4 wk龄左右的♀ C57BL/6N小

鼠, 48 h间隔注射孕马血清促性腺激素和人绒

毛膜促性腺激素促进排卵. 与♂ C57BL/6N小

鼠合笼后次晨检查阴栓, 记为0.5 d. 第2.5天取

其胚胎, 培养过夜后用于显微注射; (2)囊胚显

微注射: 将以上制备的ES细胞备用, 挑选小而

圆、表面光亮的ES细胞进行注射, 每个囊胚

注射12-15个ES细胞[5,6]. 注射后的囊胚继续孵

箱内培养3 h, 挑选形态正常, 透明带完整的囊

胚进行移植; (3)囊胚移植: 选8-10 wk性成熟♀ 
C57BL/6N小鼠与输精管结扎♂鼠合笼, 次晨

检查阴栓(记为0.5 d), 2 d后可用于囊胚的子宫

移植. 移植成功后, 仔鼠在17-21 d后出生, 数天

后由毛色初步判断是否为嵌合体小鼠[1]. 
1.2.4 ♂嵌合体小鼠繁育得到Claudin-7-flox小

鼠: 嵌合小鼠出生后, 根据毛色筛选嵌合率在

图  1  参照文献[3,4]Claudin-7 CKO打靶载体结构.

AMP M13-forward

H1

E1

loxP

FRT
bGHpA

RV-cldn7-FRT

18205 bp

Neo
FRT site(SpeⅠ+XbaⅠ)
EM7 promoter
PGK promoter

FRTE2E3TGAloxP

E4
LoxP site(SpeⅠ+HpaⅠ)

3'UTR

H2

MC1 promoter

HSV-TK

TK-PA-terminater

NotⅠ(996)

李腾雁, 等. Claudin-7可诱导性条件性基因敲除小鼠模型的构建和鉴定



2015-11-08|Volume 23|Issue 31|WCJD|www.wjgnet.com 5020

■创新盘点
本研究首次成功
的 构 建 了 肠 道
Claudin-7可诱导
性条件性基因敲
除小鼠模型 ,  对
模 拟 炎 症 - 肿 瘤
发生发展奠定了
实验基础.

50%及以上的♂鼠. 将其与Flper小鼠配繁一代, 
去除Neo抗性基因, 排除Neo基因对小鼠表型

分析的干扰, 以获得Claudin-7-flox小鼠. 
1.2.5 Claudin-7肠道可诱导性条件性基因敲除

小鼠的获得: 筛选Claudin-7-flox杂合小鼠与

Pvillin-CreERT2小鼠杂交, 并通过子代自交获

得Claudin-7在肠道可诱导性条件性基因敲除的

纯合子小鼠(Cldn7fl/flVillin-CreERT2). 
1.2.6 肠道Claudin-7 基因诱导敲除: Cldn7fl/
flVillin-CreERT2纯合子小鼠进行腹腔注射他莫

昔芬(Tamoxifen), 剂量为3 mg/只, 连续给药5 d, 
对照组给同等剂量的溶剂. 
1 .2.7 肠道病理切片、H E染色、免疫印迹

(Western blot): 解剖1.2.6中得到的Claudin-7在肠

道可诱导性条件性基因敲除的纯合子小鼠, 取
小鼠肠道制作病理切片进行HE染色及Western 
blot分析. 

2  结果

2.1 Claudin-7条件性基因敲除(CKO)打靶载体 
所有质粒均经PCR鉴定, 终载体中FRT位点至

第二个LoxP位点之间片段均存在. 利用loxptF:
GTACGAGTTTGGACCTGCCA引物单向测序

(约2000 bp), 检测结果显示34 bp的LoxP位点正

确. 电转后得到药物抗性ES细胞克隆96个, 分

别经Long Range PCR及Southern blot鉴定, 最
终筛选出6个阳性克隆. 载体构建鉴定如图2. 
2.2 嵌合体小鼠及Claudin-7-flox小鼠 显微注射

后得到由基因敲除ES细胞和供体胚胎细胞共

同发育而来的嵌合小鼠. 挑选嵌合率在50%及

以上的成熟♂嵌合体小鼠与Flper小鼠配繁一

代后再与野生型B6小鼠进行交配, 得到的F1代
小鼠, 经PCR鉴定基因型后获得Claudin-7-flox
杂合体(基因型表示为: fl/wt)小鼠. 
2.3 Claudin-7肠道可诱导性条件性基因敲除(基
因型表示为: fl/fl: creT)纯合子小鼠 Claudin-7-
flox小鼠与Pvillin-CreERT2小鼠杂交, 后代小

鼠自交后进行剪尾鉴定, 成功获得肠道诱导性

条件性基因敲除(Cldn7fl/flVillin-CreERT2)的
小鼠模型, 经基因型鉴定均为Cldn7fl/flVillin-
CreERT2(图3).
2.4 肠道Claudin-7可诱导性条件性基因敲除小

鼠肠道病理切片HE染色及Western blot 实验组

连续给药后第5天晚陆续死亡, 溶剂对照鼠给

药结束后第3天仍存活. 处死小鼠并进行肠道

切片HE染色(图4), 显示实验组小鼠肠上皮细

胞明显脱落、极性丧失、并伴有显著的黏膜

增厚和大量炎性细胞(淋巴细胞、巨噬细胞、

中性粒细胞)的浸润. 溶剂对照组小鼠肠上皮

结构完整. 对肠道上皮进行蛋白免疫印迹检测

(图5), 显示溶剂对照组Claudin-7表达存在, 他
莫昔芬药物组Claudin-7表达缺失. 

3  讨论

Claudin-7是Claudin家族的主要成员之一, 主要

分布在肠道、胃、肺、膀胱、皮肤和肾脏等

部位, 其异常表达导致了细胞旁紧密连接的功

能异常, 进一步导致细胞旁通透性增加, 并允

许营养物质和其他肿瘤相关因子扩散, 导致了

肿瘤的侵袭和转移[7-11]. 但目前的研究结果多

局限于细胞系及组织水平, 缺乏整体动物水平

图   3   小 鼠 剪 尾 P C R 测 序 .  C l d n 7 - F R T t F 2 引 物

CCTGGGATCTGATCTGGGTG, Cldn7-FRTtR2引物

GGCAGGTAGCCTTAGGATGG, 结果: fl/wt = 600 bp/756 

bp, fl/fl = 756 bp, 对出生小鼠(451-457)进行基因型鉴定, 

451-454为纯合子小鼠, 455-457为杂合子小鼠.

451     452     453     454      455     456     457

fl/fl     fl/fl      fl/fl      fl/fl     fl/wt    fl/wt    fl/wt 

bp

756
600

1        2       3       4        5       6       7        8       M       9      10      11     12      13      14      15    BAC bp

2326
2000
1000
750
376

图  2  PCR鉴定结果. 1-15: 为样品; BAC: 为阴性对照; M: Marker. 阳性条带大小为2326 bp, 野生型BAC的条带大小为

376 bp.
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■应用要点
本实验构建的肠
道Claudin-7可诱
导性条件性基因
敲 除 小 鼠 模 型 , 
延长了小鼠生存
时间 ,  具有肠道
肿瘤诱导的可行
性 ,  为体内研究
Claudin-7的分子
机制奠定了实验
基础.

的研究, 因此, 我们考虑从建立动物模型的基

础上, 对Claudin-7进行深入研究. 通过基因敲

除, 可以从整体和细胞水平上反应基因敲除后

一系列表型的改变. 而小鼠基因与人类非常相

似, 且小鼠生命力强、操作方便、易于得到, 
使得小鼠已成为肿瘤学、生理学、免疫学和

遗传学研究中重要的手段[2,12,13]. 
基因敲除技术是近年来生命科学基础研

究领域的重大突破, 是研究基因功能的重要工

具[12], 他是指运用特定的方法及手段, 在体外

构建相应的打靶载体, 通过同源重组的方式, 
敲除一个序列已知但功能未知的基因, 令特定

的基因功能丧失作用, 进而推测出该基因的生

物学功能. 他的策略通常是先构建一个两端与

目的基因同源的外源序列, 外源序列通常包含

新霉素基因(Neo ). 当该段序列与目的基因在

A B

C D

E F

G H

图  4  他莫昔芬药物诱导后小鼠肠道切片HE染色. A-D: ×20镜下观察; E-H: ×100镜下观察. A, B, C, E, F, G: 可见明

显的肠道结构紊乱, 正常绒毛结构消失, D, H: 正常肠道结构存在.
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■名词解释
Cre-Loxp系统 : 
Cre重组酶属于位
点特异性重组酶, 
他能识别34 bp的
部分回文的Loxp
位点之间的序列, 
当 两 个 L o x p 序
列方向相同并且
位于同一条染色
体上时, Cre重组
酶将相同方向的
Loxp位点之间的
核苷酸序列切除
成为游离态 ;  当
两个Loxp的序列
相反时, Cre重组
酶使两个Loxp序
列颠倒.

ES细胞内发生同源重组时, 则可在选择性标记

G418上生长, 因此G418可作为阳性筛选[14]. 此
外, 通常也引入一个与同源序列平行的具有毒

性的外源基因(如白喉基因)[15], 当发生同源重

组时, 这个基因被剪切, 宿主细胞得以存活, 而
随机插入的基因片段则因为自身毒性作用而

不能存活. 这样, 内源性目的基因的转录子发

生中断, ES细胞不再表达这种基因, 相当于这

种基因被敲除. 
我们前期建立了Claudin-7基因全身性敲

除小鼠[16]. 遗憾的是小鼠7 d左右死亡, 难以进

一步研究Claudin-7在肠道中的功能; 并且, 这
种全身性基因敲除技术影响了机体的所有细

胞, 不利于明确基因敲除动物出现的表型是该

基因直接还是间接造成的原因. 为了更精确的

探明目的基因在特定细胞中的特异性作用, 在
原有全身性基因敲除的基础上, 我们利用Cre/
LoxP系统建立了肠道Claudin-7可诱导性条件

性基因敲除小鼠模型. 
Cre/LoxP技术是近年来普遍应用的一种

条件性基因敲除的方法[17,18], 这项技术得益于

从噬菌体P1中发现的Cre重组酶. 将Cre重组酶

基因插入一段启动子序列中, 通过转基因小鼠

技术培育表达Cre重组酶的小鼠, 当其与基因

组序列中两端锚定Loxp序列的转基因小鼠杂

交后, 可实现靶基因的特异性敲除. 
运用这一系统建立的基因敲除模型需

要两种转基因动物. 一种是在靶基因序列中

插入Loxp的杂合子小鼠: Claudin-7-flox小鼠, 
删除两个L o x p位点之间的序列也就获得了

Claudin-7的基因敲除小鼠. 另一种是表达Cre
重组酶的转基因小鼠: Pv i l l in-Cre转基因小

鼠(Cre重组酶特异性表达于肠道组织中). 当
Claudin-7-flox小鼠与Pvillin-Cre转基因小鼠杂

交后, 其切除Claudin-7编码区两个同向Loxp位
点之间的序列, 并可遗传到子代细胞中. 而其

他组织由于Cre不表达, Claudin-7的表达水平

不会变化. 通过Cre/Loxp体系对基因进行组织

特异性的调控, 为研究基因在特定组织中的作

用提供可能. 
为研究细胞旁屏障功能变化是否启动炎

症, Tanaka等[19]成功培育出肠Claudin-7条件性

基因敲除小鼠(CKO小鼠), 该实验中CKO小鼠

出生时即表现出致命性的表型改变, 在出生后

4 wk后死亡, 对死亡小鼠肠道进行病理组织切

片染色, 发现小鼠肠道上皮出现明显的炎症反

应, 丧失了基本的肠道基本结构. 
肠道Claudin-7条件性基因敲除的小鼠存

活时间过短, 不利于进行进一步的大肠癌肿瘤

发生发展研究, 为此我们将Claudin-7-flox小鼠

与Pvillin-CreERT2转基因小鼠[20,21]杂交, 从而

得到了基因型为Cldn7fl/flVillin-CreERT2的小

鼠. Pvillin-CreERT2转基因小鼠其Cre重组酶已

经融合到一个人雌激素受体突变的配体结合

域, 产生了一个他莫昔芬依赖的Cre重组酶, 该
重组酶由他莫昔芬激活, 而不是雌二醇. 转基

因小鼠在巨细胞病毒启动子的控制下表达Cre
重组酶, 对小鼠使用他莫昔芬后会导致两Loxp
位点间的染色体基因整体切除, 而未接受过他

莫昔芬药物的小鼠不会产生此现象[20]. 利用他

莫昔芬诱导从而实现肠道Claudin-7的可诱导

性敲除. 然而目前尚无明确的药物剂量梯度, 
因此进一步探索可靠的药物梯度从而进一步

延长小鼠存活时间达到体内成瘤将是未来的

重要研究方向. 
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■同行评价
通过Cre-Loxp系
统构建了肠道内
Claudin-7 基因可
诱导条件性敲除
小鼠模型 ,  利用
他莫昔芬可成功
诱导小鼠肠道上
皮细胞Claudin-7
基因表达的缺失, 
有望为Claudin-7
基因与肠道肿瘤
的相关性研究提
供动物模型.
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