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摘要：目的 建立介导胶原糖基化Glcα1、2Galβ1修饰基因（GLT25D1）敲低小鼠模型，为研究其在肝

脏疾病中的作用奠定基础。方法 基于Cre-loxp重组酶系统，采用胚胎干细胞线性打靶技术，获得同

源重组的干细胞，繁殖嵌合体，获得杂合子GLT25D1+/-小鼠。随后将GLT25D1+/-小鼠自交。通过PCR
凝胶电泳技术对子代小鼠的基因型进行鉴定。采用Western blot技术检测GLT25D1在WT型小鼠（wild 
type，WT）和杂合子GLT25D1+/-小鼠各组织的表达。比较WT和GLT25D1+/-小鼠的生育情况、子代小

鼠基因型比例及出生20天的体重差异。结果 GLT25D1+/-小鼠配笼繁殖的264只子代小鼠中，杂合子

GLT25D1+/-小鼠152只，WT小鼠112只，无GLT25D1-/-小鼠。GLT25D1+/-小鼠数量和WT小鼠数量的比

值低于孟德尔遗传定律的2∶1（χ2 = 9.818，P = 0.002）。Western blot示GLT25D1蛋白在WT小鼠的

心、肝、脾、肺、肾、脑和淋巴结等重要组织中均有表达，其中在肝、脾和肺中高表达，肾和淋巴

结中度表达，心和脑弱表达，GLT25D1+/-小鼠各组织表达水平均低于WT型小鼠。WT和GLT25D1+/-小

鼠在外观和行为上无显著差异，GLT25D1+/-小鼠出生后20天体重显著低于WT型小鼠（t = 2.520，P = 
0.0177）。GLT25D1+/-小鼠交配后平均每窝出生的鼠仔数目为4只，低于WT小鼠平均鼠仔数7只（t = 
-8.482，P ＜ 0.001）。结论 GLT25D1基因敲低后会导致GLT25D1-/-胚胎致死，且影响部分GLT25D1+/-

小鼠正常出生，GLT25D1+/-小鼠出生后20天体重减轻，繁殖能力下降。
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reproduce chimeras and obtain heterozygous GLT25D1+/- mice. Then the heterozygote GLT25D1+/- mice were 
inbred and the genotype of offspring mouse was identified by PCR technique. The expression of GLT25D1 
protein in WT mice (wild type, WT) and heterozygote GLT25D1+/- mice in tissues were detected by Western 
blot technique. The fertility of the WT and GLT25D1+/-mice, the proportion of genotypes in the offspring mouse 
and the weight at 20 days after birth were compared. Results Total of 264 mice were reproduced, including 152 
GLT25D1+/-, 112 WT and 0 GLT25D1-/-. The ratio of the number of GLT25D1+/- mice to the number of WT mice 
was lower than that of Mendel’s genetic law 2∶1 (χ2 = 9.818，P = 0.002). Western blot showed that GLT25D1 
protein expressed in heart, liver, spleen, lung, kidney, brain and lymph nodes of WT mice, which were high 
expressed in liver, spleen and lung, medium expressed in kidney and lymph nodes, and weak expressed in heart 
and brain. The expression level of GLT25D1 in GLT25D1-/- mice tissues was generally lower than that in WT 
mice. There was no significant difference on the appearance and behavior of two genotype mouse. The weight 
of GLT25D1+/- mice at 20 days after birth was lower than that of the WT mice (t = 2.520, P = 0.0177). After 
GLT25D1+/- mating, the number of mice born per litter was 4, which was less than that of WT mice (t = -8.482，

P ＜ 0.001). Conclusions The GLT25D1+/- mice showed a relatively low reproductive capability and abnormal 
development. Compared with the WT mice, the weight of GLT25D1+/- mice decreased.
Key words: GLT25D1; Glycosylation; Collagen; Fibrosis; Mice

各类肝脏疾病是导致全球人类死亡、危害人

类健康的主要原因之一。我国肝病患者已高达3
亿 [1]。病毒性肝损伤、酒精性肝损伤、免疫性肝

损伤和药物性肝损伤等若长期反复存在将导致肝

纤维化 [2]。肝纤维化是机体对各种病因引起慢性

肝脏损伤后的一种自我修复反应，主要由肝星状

细胞（hepatic stellate cells，HSC）合成大量细胞

外基质（extracellular matrix，ECM）在肝脏内弥

漫性沉积所致[3]，其中胶原是ECM的主要成分[4]。

胶原蛋白在翻译后分泌到细胞外交联成为成熟的

胶原纤维前，需在内质网中进行胶原单糖和双

糖糖基化修饰，即在羟赖氨酸残基上连接O-β-D-
半乳糖（O-β-D-galactosylhydroxylysine）和2-O-
α-葡萄糖基-O-β-D-半乳糖（2-O-α-glucosyl-O-β-
galactosylhydroxylysine）[5]。2009年Schegg等[6]首次

证实GLT25D1糖基转移酶和GLT25D2糖基转移酶是

催化胶原Glcα1和2Galβ1糖基化修饰的两种酶。但这

仅限于体外研究，并且胶原的糖基化修饰缺陷对肝

纤维的影响尚未可知。鉴于基因敲除是研究基因功

能的金标准，本课题组基于Cre-loxp重组酶系统制

备GLT25D1敲低小鼠，为研究胶原糖基化修饰在肝

纤维化发生发展中的作用及可能的分子机制奠定基

础，以期寻找治疗肝纤维化的药物作用靶点。

1 材料与方法

1.1 实验动物  委托南京大学南京生物医药研究院

模式生物所采用胚胎干细胞线性打靶技术制备

C57BL/6小鼠GLT25D1基因敲低模型，获得杂合子

GLT25D1+/-小鼠4只，其中雌雄各2只。

1.2 饲养与繁殖  杂合子GLT25D1+/-小鼠饲养于北

京大学医学部实验动物中心，在无特定病原体

（SPF）环境下饲养。系统温度控制在20～25℃，

湿度（50 ± 15）%；饲料和饮水均经高温消毒灭

菌。

1.3 GLT25D1基因敲低小鼠基因型鉴定

1.3.1 小鼠基因组DNA提取  繁殖后子代小鼠满2周
后，剪取0.2～0.5 cm鼠尾组织，按照E.Z.N.A.T®issue 
DNA Kit（OMEGA）试剂盒步骤提取DNA，提取后

的DNA保存于-20 ℃备用。

1.3.2 PCR扩增与基因型鉴定  提取后的DNA进行

PCR扩增，引物序列见表1。PCR反应体系如下：

2 × TaqMix 12.5 μl，上游引物2.5 μl，下游引物2.5 μl，
ddH2O 5.5 μl，鼠尾DNA 2.0 μl。 PCR反应条件为：预

变性98 ℃ 5分钟，变性95 ℃ 30秒，退火55 ℃ 30秒，

延伸72 ℃ 1分钟，40个循环，72 ℃ 5分钟，4 ℃保

存。

1.4 Western blot  留取不同基因型小鼠的心、肝、

脾、肺、肾、脑及淋巴结等重要组织，提取各组

织蛋白后检测GLT25D1表达。其中，一抗为兔抗

GLT25D1（Proteintech，1∶1000），内参为兔抗

表 1  PCR 引物序列

引物名称 序列

A1 5’-ACTCAAGTCTCTACCGGAGGGA-3’

A2 5’-AGCAGCAACTTGTCACTAACG-3’

D1 5’-ACTCAAGTCTCTACCGGAGGGA-3’

D2 5’-TCGCTACACTCCAAGCCTGTT-3’



《中国肝脏病杂志（电子版）》2018年 第10卷 第2期                                  ·论著· 27

GAPHD（Cell Signaling Technology，1∶1000），

二抗为山羊抗兔（中彬金桥，1∶5000）。

1.5 观察指标  统计杂合子GLT25D1+/-小鼠自交后子

代不同基因型小鼠的出生比例及出生20天后体质量

的差异。记录GLT25D1+/-小鼠自交繁殖40窝鼠仔中

每窝鼠仔的出生数目，与文献报道的WT型小鼠自

交后平均每窝鼠仔数（7只）进行比较[7]。

1.6 统计学处理  采用SPSS 18.0软件进行数据分析。

采用Kolmogorov-Smirnov检验对两种基因型小鼠

20天体重和GLT25D1+/-小鼠自交后子代每窝产仔数

进行正态性检验。小鼠体重等计量资料以 x ± s表
示。采用F检验对两种基因型小鼠20天体重进行方

差齐性分析。成组t检验比较两种基因型小鼠20天
体重差异，采用单样本t检验比较GLT25D1+/-小鼠自

交后每窝产仔数与WT型小鼠自交产仔数平均值的

差异，采用χ2检验分析各基因型小鼠出生比率的差

异。以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 GLT25D1+/-小鼠自交后子代小鼠基因型的鉴

定   各基因型小鼠基因PCR产物的琼脂糖凝胶电

泳结果如图2-1所示，若只在629 bp出现条带则为

GLT25D1-/-小鼠，若629 bp和511 bp均出现条带则为

GLT25D1+/-小鼠，若只在511 bp出现条带则为WT小

鼠。

2.2 GLT25D1在各组织的表达  Western blot结果显

示GLT25D1蛋白在WT小鼠心、肝、脾、肺、肾、

脑和淋巴结等重要组织中均有表达，其中在肝、

脾和肺中高表达，肾和淋巴结中度表达，心和脑

弱表达，其中GLT25D1+/-小鼠以上各组织GLT25D1
表达量普遍低于WT小鼠（图2A）。GLT25D1+/-小

鼠肝组织中GLT25D1表达量明显低于WT小鼠（图

2B）。

2.3 子代小鼠出生比例  将GLT25D1+/-小鼠合笼后

共获得264只子代小鼠，其中WT型小鼠112只，

GLT25D1+/-小鼠152只，未得到GLT25D1-/-小鼠。子

代GLT25D1+/-小鼠和WT小鼠的比例低于孟德尔遗

传定律的2∶1（χ2 = 9.818，P = 0.002）。

2.4 GLT25D1+/-小鼠生长发育  子代WT和GLT25D1+/-

小鼠在外观和行为上并无显著差异。出生后20天
GLT25D1+/-小鼠体重[（8.314 ± 0.3597）g]显著低

于WT型小鼠[（9.338 ± 0.3533）g，t = 2.520，P = 
0.0177）]，见图3。
2.5 GLT25D1+/-小鼠的繁殖  观察记录GLT25D1+/-

小鼠交配繁殖40窝产仔数，发现平均每窝产仔4
只，低于WT型每窝子代6～12只（平均7只）（t = 
-8.482，P ＜ 0.001），见表2。

图 1  GLT25D1+/- 小鼠自交后子代小鼠基因 PCR 电泳结果
注：M 为最大分子量为 1000 bp 的 Marker，1、3、4、5 为 GLT25D1+/- 小鼠，2、6 为 WT 小鼠

    

图 2  WT 和 GLT25D1+/- 小鼠各组织中 GLT25D1 的表达
注：A. GLT25D1 在两种基因型小鼠肝组织中的表达；B. WT 和 GLT25D1+/- 小鼠各组织中 GLT25D1 的表达

A                                                                               B
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3 讨论

由水、蛋白质和蛋白聚糖构成的细胞外基质是

各组织器官的非细胞成分[7]，其形成复杂结构为细胞

提供结构支撑[8]。ECM通过与细胞表面受体及基质

成分间的相互作用调节细胞的分化、增殖、黏附、

迁移和生长，从而具有多重生物学功能[9]。其中，

应激和损伤中ECM介导的组织重塑和修复对维持肝

功能和解剖完整性具有重要作用[8]，如小鼠ECM中

的角蛋白8/18糖基化修饰障碍将加重肝损伤[10]。在

ECM复杂成分中，胶原作为ECM主要的纤维蛋白，

是哺乳动物组织中的主要结构蛋白，约占机体总蛋

白量的30%[4]。胶原的生物合成是极为复杂的生物

过程，其翻译后组装成成熟的胶原纤维前在内质网

中经历链间二硫键的形成、肽基脯氨酰基顺反异构

化、赖氨酸和脯氨酸残基羟基化及羟赖氨酸糖基化

等翻译后修饰[11,12]。

异常的蛋白糖基化修饰与多种疾病的发生发展

密切相关。如糖尿病患者体内高密度脂蛋白糖基化

异常可导致乳腺癌细胞的黏附性能降低，并促进乳

腺癌细胞的转移[13]。脑动脉O-GlcNAc糖基化修饰

水平增加将导致血管功能紊乱，促使代谢性疾病

的发生[14]。本课题组前期也发现，随着Child-Pugh

评分增加，肝硬化患者血清中N-糖基化修饰蛋白

gp73相应降低[15]。ⅩⅦ型胶原是半桥粒中的一类Ⅱ

型跨膜蛋白，其N-糖基化缺失将导致该分子无法

整合到细胞膜，临床表现为交界性大疱性表皮松

解症（junctional EB，JEB）[16]，而胶原分子的O-
糖基化修饰则与胶原蛋白的交联和组装有关，其

缺失后会导致骨脆性增加，骨折发生概率升高[17]。

2009年Schegg等[6]首次在体外实验中证实GLT25D1
和GLT25D2是催化此步胶原糖基化修饰的两种酶。

但胶原糖基化修饰的精确位置及其在肝脏疾病中

的生物学功能迄今尚未可知。此外，本课题组早

期发现临床上慢性乙型肝炎患者血清中GLT25D1
含量随肝纤维化程度的增加而升高 [18]。鉴于探究

基因功能的金标准是基因敲除模型，本研究制备

了GLT25D1+/-小鼠，在GLT25D1+/-小鼠自交中以期

获得GLT25D1-/-纯合子小鼠。但264只子代小鼠中

尚无GLT25D1-/-小鼠，推测GLT25D1全身敲除会使

GLT25D1-/-小鼠胚胎致死。这一结果与既往文献报

道的胶原糖基化修饰减少将影响骨肉瘤细胞增殖和

活性，同时沉默细胞的GLT25D1和GLT25D2基因将

导致细胞无法存活相吻合[19]。

以往研究表明细胞外基质蛋白中的纤维连接

蛋白FN、玻连蛋白VTN分别通过与胚胎干细胞

上的整合素α5（ITGA5）、整合素αV（ITGAV）

相互作用来促进内胚层的分化 [20]。据此可推测

GLT25D1基因敲低后影响ECM中蛋白糖基化修饰，

导致其和整合素家族蛋白相互作用发生障碍，最

终影响内胚层向各个重要组织脏器的分化。在本

研究中，GLT25D1+/-和WT小鼠的比例显著低于孟

德尔遗传定律的2∶1（χ2 = 9.818，P = 0.002）。

这表明GLT25D1敲低后不仅导致GLT25D1-/-小鼠

胚胎致死，还影响部分GLT25D1+/-小鼠的正常出

表 2  GLT25D1+/- 小鼠交配后每窝产仔数

子代窝别 产仔数（只） 子代窝别 产仔数（只） 子代窝别 产仔数（只） 子代窝别 产仔数（只）

1 4 11 7 21 2 31 5

2 1 12 6 22 5 32 5

3 3 13 3 23 4 33 7

4 3 14 5 24 6 34 3

5 3 15 5 25 6 35 7

6 1 16 6 26 6 36 6

7 2 17 4 27 3 37 3

8 1 18 2 28 8 38 5

9 3 19 5 29 8 39 3

10 4 20 6 30 4 40 7

图 3  不同 GLD25D1 基因型小鼠出生 20 天体重比较
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生。GLT25D1+/-小鼠交配后繁殖，平均每窝出生

的鼠仔数显著低于WT型小鼠[7]（t = -8.482，P ＜ 
0.001），GLT25D1+/-小鼠繁殖能力下降。

有研究证实将人脂肪前体细胞株内GLT25D1基
因沉默后，在早期将导致高分子脂联素分泌障碍，

而高分子脂联素在脂质代谢中发挥重要作用[21]。此

外，早有研究证实ECM在脂肪合成、代谢和脂肪

组织功能中发挥重要作用。如脂肪合成时，ECM
合成增加并发生重塑[22,23]，其中层粘连蛋白是组成

ECM的一种重要糖蛋白，和Ⅳ型胶原一起构成基

膜。将编码小鼠层粘连蛋白α4肽链的基因敲除后，

小鼠脂肪堆积减少，体重下降 [24]。本研究中子代

GLT25D1+/-小鼠出生后20天体重显著低于WT型（t = 
2.520，P = 0.0177），推测可能是由于GLT25D1敲
低影响了ECM的合成和重塑进而影响脂肪的堆积和

代谢，从而导致小鼠体重下降。

综上所述，GLT25D1基因敲低后导致GLT25D1-/-

胚胎致死，且影响部分GLT25D1+/-小鼠正常出生，

GLT25D1+/-小鼠出生20天体重减轻，繁殖能力下降。

成功制备出GLT25D1敲低小鼠为研究GLT25D1介导

胶原糖基化修饰在肝脏疾病的作用及可能药物治疗

靶点奠定基础。
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