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前列腺素受体HA标签小鼠的鉴定

陶西西#，王 北#，左胜锴*，余 鹰*

天津医科大学基础医学院药理学系，天津 300070

摘  要：前列腺素是一类有重要生理活性的不饱和脂肪酸衍生物，其通过结合特异性的受体发挥生理功能。前列腺素受体缺

乏特异性的抗体，这极大制约着前列腺素信号直接的深入解析。本文旨在鉴定及验证“人造精子”和CRISPR-Cas9联合应用

构建的氨基端(-NH2, -N)带HA标签的9种前列腺素受体小鼠。通过将向导RNA表达质粒和带标签的打靶载体质粒转入“人造

精子细胞”，筛选出含HA标签的“人造精子细胞”。进一步将标签细胞注射到小鼠卵母细胞中并移植入假孕母鼠体内，获

得标签小鼠。提取前列腺素受体HA标签小鼠的基因组DNA，利用PCR技术检测小鼠的基因型。分离小鼠腹腔巨噬细胞，通

过Western blot方法验证带HA标签的前列腺素受体的蛋白表达情况。结果显示，前列腺素受体HA标签小鼠能扩增出特异性

的DNA条带，并且巨噬细胞蛋白中可检测出特定HA蛋白条带的表达，野生型小鼠则没有相应条带。综上可知，我们成功制

备了9种前列腺素受体-N-HA标签小鼠，为进一步研究前列腺素信号在体内及体外的病理生理功能提供强有力的工具。
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Identification of mouse lines with HA-tagged prostaglandin receptors 
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Abstract: Prostaglandins are a class of poly-unsaturated fatty acids-derived bioactive lipids with important physiological function by 
binding to specific receptors. Prostaglandin receptors lack specific antibodies, which greatly impedes the research on our understanding of 
the signaling of prostaglandins. The aim of this study was to identify nine mouse lines with amino terminal (-NH2, -N) HA-tagged 
prostaglandin receptors by using the combination of artificial sperm and CRISPR-Cas9 technology. The guide RNA expression plas-
mid and labeled targeting vector plasmids were transferred into “artificial sperm cells”. The “artificial sperm cells” containing labeled 
proteins were selected and injected into mouse oocytes, and implanted into pseudopregnant mice to obtain labeled mice. The genomic 
DNA of the prostaglandin receptor tagged mice was extracted, and the genotypes of mice were detected by PCR method. We also 
isolated mouse peritoneal macrophages to verify the protein expression of HA-labeled prostaglandin receptor by Western blot. Specific 
DNA bands were amplified in prostaglandin receptor labeled mice, and specific HA protein bands were detected in macrophage 
proteins, which was not detected in wild type mice. In summary, we successfully constructed 9 mouse lines with HA-tagged prosta-
glandin receptors, providing a powerful tool for further study of the pathophysiological functions of prostaglandin signaling both in 
vivo and in vitro.
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研究论文

前列腺素 (prostaglandins, PGs) 是由二十碳不饱

和脂肪酸花生四烯酸经过一系列酶促代谢产生的一

类具有生理活性的不饱和脂肪酸，在炎症相关疾病

的发生和发展过程以及维持心血管稳态中发挥着重
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毒进行斗争产生的免疫武器 [9]。简单地讲，CRISPR/ 
Cas9 系统通过在向导 RNA (single-guide RNA, sgRNA)
的引导下，通过 Cas9 内切酶在双链 DNA 特定位点

进行切割。近年来，人们利用外源提供的 DNA ( 打
靶载体 )，对 CRISPR/Cas9 定点切割的基因组 DNA
进行同源重组修复，能够高效、特异、快速地编辑

基因组。通过将来源于单倍体胚泡的雄性单倍体胚

胎干细胞 (androgenetic haploid embryonic stem cells, 
AG-haESCs) 删除 H19-DMR (differentially DNA meth-
ylated region，DMR，在受精卵中发挥作用的甲基

化修饰 ) 和 IG-DMR 可人为制造出 DKO (double 
knockout，双敲除 )-AG-haESCs，也可称为“人造

精子”，将这个“人造精子”通过胞浆内注射技术

(intracytoplasmic AG-haESC injection, ICAHCI) 注入

卵母细胞可产生可育的后代 [10, 11]。近年来，基于

CRISPR-Cas9 基因编辑技术和“人造精子”，李劲

松等科研人员实现体外编辑“人造精子”的遗传操

作，高效率地产生具有预期遗传性状的小鼠，并启

动了基因组标签计划项目 (genome tagging project, 
GTP)，以期实现对小鼠的每个蛋白都加上特定标

签 [12]。GTP 项目的技术路线是首先利用 CRISPR/
Cas9 基因编辑技术将特定的“标签”序列插入“人

造精子细胞 ( 孤雄单倍体胚胎干细胞 )”目标基因

序列位置，从而获得在目标基因位置带有标签的“人

造精子细胞”；然后，通过显微操作技术把这个“人

造精子细胞”注入卵母细胞中，将这个重构的二细

胞移到假孕母鼠体内，进而获得携带标签基因的杂

合子小鼠；最后，将杂合子小鼠交配获得带有标签

的纯合子小鼠，这样带有特定标签的特定基因便可

在小鼠生长发育等生命过程中转录和翻译成带有特

定标签的蛋白质。由于设计的标签具有特异性的抗

体以及成熟的研究手段，这样就能通过跟踪标签的

方式来研究目标蛋白在体、实时、动态的变化。

HA 标签是一段来源于人流感病毒血凝素蛋白、由

9 个氨基酸残基 (YPYDVPDYA) 组成的短序列，分

子量很小，仅为 1.1 kDa，对目标蛋白的空间结构

影响小，且有很好用的抗体便于目标蛋白的检测、

分离和纯化，是理想的蛋白标签。因此，我们选择

将 HA 标签融合在前列腺素受体蛋白氨基端 (-NH2, 
-N) 构建小鼠。

本研究通过 CRISPR/Cas9 技术对小鼠的前列腺

素受体基因进行定点敲入 HA 标签，并从基因组和

蛋白水平对带有 HA 标签的前列腺素受体小鼠进行

要的作用
[1, 2]。在多种生理和病理刺激下，细胞膜

膜磷脂经磷脂酶 A2 (phopholipase A2, PLA2) 催化释

放出花生四烯酸，花生四烯酸在前列腺素 H 合成酶

[ 因为具有环氧酶活性而被称作环氧化酶 (cyclooxy-
genase, COX)，包括 COX-1 和 COX-2] 的环氧化活

性和过氧化活性的作用下，依次生成前列腺素不稳

定的中间代谢产物 PGG2 和 PGH2，之后经过不同

的前列腺素合成酶的作用代谢生成各种有生物活性

的前列腺素，包括 PGI2、PGE2、PGF2α、PGD2 以及

血栓素 A2 (thromboxane A2, TxA2) 
[3]。前列腺素由于

半衰期很短，在合成后迅速释放到细胞外，以自分

泌或旁分泌的方式与它们产生部位邻近的膜受体结

合而发挥作用 [4]。细胞释放的前列腺素主要是由一

类叫做前列腺素转运蛋白的有机阴离子转运多肽家

族进行转运。每种前列腺素都有特定的一种或几种

受体，这些受体属于跨膜 G 蛋白耦联受体家族 [5]。

目前，人和小鼠中至少已知有 9 种前列腺素受体，

除此之外还有许多 C 末端不同剪接的变异体。PGE2

有 4 种受体 ——EP1、EP2、EP3 和 EP4，分别由

Ptger1、 Ptger2、Ptger3 和 Ptger4 基因编码；PGD2

有 2 种受体 ——DP1 和 DP2，分别由 Ptgdr 和 Ptgdr2
基因编码；PGF2α、PGI2 和 TxA2 各有一种受体，分

别是 FP、IP 和 TP，由 Ptgfr、Ptgir 和 Tbxa2r 基因

编码。这些受体都具有七次跨膜区、一个胞外氨基

端和胞内羧基端，属于视紫红质样的 G 蛋白耦联受

体。前列腺素受体同源性不高，但结构有一定的保

守区域，根据同源性和介导的信号通路，可以分为

三大类：舒张型的受体包括 IP、DP1、EP2 和 EP4，
这类受体通过耦联的 Gs 蛋白激活腺苷酸环化酶，

上调细胞内的 cAMP 水平；收缩型的受体包括 EP1、
FP 和 TP，这类受体通过耦联 Gq 蛋白上调细胞内

的钙离子水平；DP2 和 EP3 受体则属于抑制型的受

体，通过耦联 Gi 蛋白下调细胞内的 cAMP 水平；

由于 DP2 在有些细胞，比如心肌细胞上，还可以耦

联 Gq 蛋白，参与细胞内的钙离子水平调节。越来

越多的研究显示，前列腺素在细胞增殖、分化、凋

亡等多种细胞活动及生殖、炎症、癌症、心血管疾

病等生理和病理过程中发挥重要功能，前列腺素受

体是研发相关疾病特异性药物的重要靶标，但由于

前列腺素受体属于跨膜 G 蛋白耦联受体，至今还没

有特异性抗体，这极大地制约着这一领域的研究
[6–8]。

CRISPR/Cas9 是细菌用来对抗入侵的病毒及外

源 DNA 的一种适应性免疫防御系统，是细菌和病
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鉴定和验证，为后续前列腺素更直接、更深入的研

究提供有力工具。

1  材料与方法

1.1  实验动物　　野生型 (wild type, WT) C57BL/
B6J 小鼠由天津医科大学提供。本研究实验方案遵

循动物福利和伦理原则，经过天津医科大学动物实

验伦理会审查，符合伦理规范要求。

1.2  前列腺素受体标签小鼠的构建　　本研究所涉

及的 9 种前列腺素受体标签小鼠都是利用 CRIS-
PR/Cas9 技术构建，由基因组标签计划项目 (GTP)
(http://www.sibcb.ac.cn/gtp/index.jsp) 研发中心完成。

标签小鼠在 GTP 数据库的编号如下：Ptger1-N 带

HA标签 (Ptger1-N-HA)小鼠 (GTP CODE: 19000508)，
Ptger2-N-HA 小鼠 (GTP CODE: 19000509)，Ptger3-
N-HA 小鼠 (GTP CODE: 19000510)，Ptger4-N-HA 小鼠

(GTP CODE: 19000511 )，Ptgdr-N-HA 小鼠 (GTP CODE: 
19000512)，Ptgdr2-N-HA 小鼠 (GTP CODE: 19000513)，
Ptgir-N-HA 小鼠 (GTP CODE: 19000516)，Ptgfr-N-HA
小鼠 (GTP CODE: 19000515)，Tbxa2r-N-HA 小鼠 (GTP 
CODE: 19000514)。 
1.3  主要试剂　　鼠尾裂解液成分包括：1.0 mol/L 
Tris-HCl, 0.5 mol/L EDTA, 10% SDS, 5.0 mol/L 

NaCl ； 2 × Hieff PCR Master Mix ( 货号：H3901030)
和琼脂糖 ( 货号：A7002870) 购买自翌圣生物科技

( 上海 ) 有限公司；6 × Protein Loading buffer ( 货号：

N21010) 和 DNA Marker ( 货号：O10927) 购买自北

京全式金生物技术有限公司 ；Super GelRed 核酸

染料 ( 货号 ：IS0429) 购买自苏州宇恒生物科技有

限公司；巯基乙酸盐淀粉肉汤购买自美国 BD 公司

( 货号：211716)。
1.4  小鼠基因组 DNA 的提取　　新生小鼠 10~14 天

时，剪取小鼠鼠尾，置于 1.5 mL EP 管中，加 500 
μL 鼠尾裂解液和 3 μL 蛋白酶 K，置于 55 °C 烘箱，

消化过夜；之后酚 - 氯仿抽提获得基因组 DNA。

1.5  小鼠基因型鉴定　　PCR 反应体系均为 20 μL ：

2 × Taq Master Mix 10 μL，上下游引物各 1 μL，模

板 DNA 1 μL，ddH2O 7 μL。标签小鼠的鉴定引物

序列见表 1 。
Ptger1、Ptger2、Ptger4 和 Ptgfr 基因的扩增条

件为：94 °C 预变性 3 min ；94 °C 变性 30 s，58 °C 
退火 30 s ( 退火温度每个循环 + 0.1 °C)，72 °C 延伸 
1 min，共 40 个循环；最后 72 °C 延伸 5 min。

Ptger3 基因的扩增条件为：94 °C 预变性 3 
min ； 98 °C 变性 30 s， 58 °C 退火 30 s， 72 °C 延伸

50 s，共 30 个循环；最后 72 °C 延伸 5 min。

表1. 标签小鼠的鉴定引物序列

Table 1. Tagged mice genotyping PCR primers
Genes Forward (5′→3′) Reverse (5′→3′) Product size (bp)
Ptger1-N-HA TCCGTATGATGTGCCGGATT GTAACTCGTAGCGACCCACG  572
Ptger1-WT CCACTGATATGAGCCCCTGC GTAACTCGTAGCGACCCACG 558
Ptger2-N-HA TCCGTATGATGTGCCGGATT CCGATGGAGAGGTAGCGTTC 441
Ptger2-WT ACCCTCCACCATGGACAATTTTC CCGATGGAGAGGTAGCGTTC 429
Ptger3-N-HA TCCGTATGATGTGCCGGATT GCAGGGTCTGTCTCGTTGC 618
Ptger3-WT GCCCCGCCACTATGGCTA ACACTGTCATGGTTAGCCCG 360
Ptger4-N-HA ACCCCACCCTACAGGTAAGT AATCCGGCACATCATACGGA 500
Ptger4-WT CCATCATGTCCATCCCCGGA ACCAGAGAGGTGGCGATGAGTAA 853
Ptgdr-N-HA TCCGTATGATGTGCCGGATT GAGCAGCGGTGAGGATAGTG 738
Ptgdr-WT GGACAAGGGCTATGAACGAGTCC GAGGTTGTACATGGCACCCA   683
Ptgdr2-N-HA TCCGTATGATGTGCCGGATT ACGTGGCTCGAGGCAATTAT 699
Ptgdr2-WT TTGCCATGGCCAACGTCAC CGTGGCTCGAGGCAATTATG 681
Ptgir-N-HA TCCGTATGATGTGCCGGATT CAATACTGCTGATGCTCGCC 600
Ptgir-WT GGGGCACGTATGAAAAACAGAAA CGCTGGCCATCATCTTCATAGG 582
Ptgfr-N-HA TCCGTATGATGTGCCGGATT AAGAGTGTGACTCCCGTGAC 705
Ptgfr-WT TTACCTCCACAACAATGTCTATGAACAG ACGCAGGAGACGCACATTAT 793
Tbxa2r-N-HA TCCGTATGATGTGCCGGATT   GAGTGCGAATATGAGCCCGA  622
Tbxa2r-WT GGAGCCATGTGGCCCAATG GAGCCCGAAGACCACGTCAC  594
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Ptgdr 和 Ptgdr2 基因的扩增条件为：94 °C 预变

性 3 min ； 94 °C 变性 30 s， 59 °C 退火 30 s， 72 °C 
延伸 1 min，共 40 个循环；最后 72 °C 延伸 5 min。

Ptgir 基因的扩增条件为：94 °C 预变性 3 min ；

94 °C 变性 30 s，59 °C 退火 30 s，72 °C 延伸 1 min，
共 30 个循环；最后 72 °C 延伸 5 min。

Tbxa2r 基因的扩增条件为：94 °C 预变性 3 
min ；94 °C 变性 30 s，58 °C 退火 30 s，72 °C 延伸

1 min，共 37 个循环；最后 72 °C 延伸 5 min。
PCR 结束后，取 PCR 扩增产物 8 μL，在 2%

琼脂糖凝胶中 150 V 恒压电泳约 30 min，使用

Tanon 化学发光成像仪拍照观察。

1.6  巨噬细胞分离　　为了获取较多巨噬细胞，在

实验前三天每只小鼠腹腔注射 2 mL 4% 巯乙基淀粉

肉汤。在麻醉状态下，引颈处死小鼠后，腹腔注入

10 mL PBS，轻揉腹部 5 min，吸出腹腔内细胞悬液

图  1. 标签小鼠的构建流程

Fig. 1. Schematic diagram of tagged mice construction. Colored bars represent specific protein-coding genes. Red bar represents the 
HA tag. ICAHCI, intracytoplasmic AG-haESC injection; AG-haESCs: androgenetic haploid embryonic stem cells.

图  2. Ptger1-N-HA小鼠构建及鉴定

Fig. 2. Construction and identification of Ptger1-N-HA mice. A: The schematic diagram for sgRNA targeting for the Ptger1 gene and 
the construction of Ptger1-N-HA mice targeting vector. WT-F and WT-R, HA-F and HA-R primers were used in PCR for the genotyping. B: 
Genotyping of WT and Ptger1-N-HA+/− mice using tail specimen DNA. C: HA protein detected in peritoneal macrophages of WT and 
Ptger1-N-HA+/− mice by Western blot.
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离心，之后用含 10% FBS 的 DMEM 重悬沉淀，放

入细胞培养箱中贴壁 3 h，贴壁细胞即为巨噬细胞。

1.7  Western blot　　向收集到的巨噬细胞 (106 细

胞 ) 中加入 100 μL 预冷的 RIPA 裂解液 ( 碧云天公

司 )，吹散重悬后置于冰上裂解 30 min，4 °C 离心

后吸取上清液于新的 EP 管中。BCA 法 (Therom 
Fisher 公司 ) 测定蛋白浓度，将蛋白定量后加入对

应体积的上样缓冲液，100 °C 变性 10 min。之后经

10% SDS-PAGE 电泳，将凝胶上蛋白电转到 0.4 μm 
PVDF 膜上，5% 脱脂牛奶 ( 溶于 TBST 中 ) 室温封

闭 2 h，加入 anti-HA 和 anti-β-actin 一抗 (ABclonal) 
4 °C 孵育过夜，TBST 洗 3 次，每次 7 min。HRP
耦联的兔二抗室温孵育 2 h 后，使用 Tanon 化学发

光凝胶成像仪曝光，检测蛋白表达情况。

2  结果

2.1  标签小鼠构建流程图

标签小鼠构建流程如图 1 所示，首先用 CRISPR/ 
Cas9 基因编辑技术将包含 HA 标签序列的打靶载体

在 sgRNA 的指引下插入“人造精子细胞”目标基

因序列位置，从而获得在目标基因特定位置带有

HA 标签的“人造精子细胞”；然后，通过显微操作

技术把这个带有 HA 标签的“人造精子细胞”注入

卵母细胞中；最后，将这个重构的二细胞移到假孕

母鼠体内，进而获得携带标签基因的杂合子小鼠。

2.2  Ptger1-N-HA小鼠基因型鉴定及HA标签检测

小鼠 Ptger1 基因位于 8 号常染色体上，包含 3
个外显子 (1~2 080)，编码区 CDS (291~1 508) 在外

显子 2 至外显子 3 之间，编码 EP1 受体。根据

sgRNA 靶基因的设计原则，选择 Ptger1 基因转录

起始密码子附近第 2 个外显子作为 sgRNA 靶点，

HA 标签插入在打靶载体的第二个外显子的起始密

码子之前 ( 图 2A)。
首先我们用 PCR 方法鉴定了 Ptger1-N-HA 杂合

子小鼠的基因型，琼脂糖凝胶电泳显示， Ptger1-N-
HA 杂合子小鼠 (Ptger1-N-HA+/−) 有一条 572 bp 的 HA
条带和一条 558 bp 的 WT 条带，WT 小鼠只有一条

558 bp 的 WT 条带 ( 图 2B)。我们进一步通过 Western 
blot 方法检测 Ptger1-N-HA+/− 和 WT 小鼠腹腔巨噬

细胞中 HA 的表达，结果如图 2C 所示，在 Ptger1-
N-HA+/− 小鼠中有 HA 蛋白条带，而 WT 小鼠中未

检测到 HA 表达。以上结果说明 Ptger1-N-HA 标签

小鼠构建成功。

2.3  Ptger2-N-HA小鼠基因型鉴定及HA标签检测

小鼠 Ptger2 基因位于 14 号常染色体上，包含

2 个外显子 (1~3 768)，编码区 CDS (855~1 943) 在
外显子 1 至外显子 2 之间，编码 EP2 受体。根据

sgRNA 靶基因的设计原则，选择 Ptger2 基因转录

起始密码子附近第 1 个外显子作为 sgRNA 靶点，

HA 标签插入在打靶载体的第一个外显子的起始密

码子之前 ( 图 3A)。
首先我们用 PCR 方法鉴定了 Ptger2-N-HA 杂合

子小鼠的基因型，琼脂糖凝胶电泳显示， Ptger2-N-
HA 杂合子小鼠 (Ptger2-N-HA+/−) 有一条 441 bp 的 HA
条带和一条 429 bp 的 WT 条带，WT 小鼠只有一条

429 bp 的 WT 条带 ( 图 3B)。我们进一步通过 Western 
blot 方法检测 Ptger2-N-HA+/− 和 WT 小鼠腹腔巨噬

细胞中 HA 的表达，结果如图 3C 所示，在 Ptger2-
N-HA+/− 小鼠中有 HA 蛋白条带，而 WT 小鼠中未

检测到 HA 表达。以上结果说明 Ptger2-N-HA 标签

小鼠构建成功。

2.4  Ptger3-N-HA小鼠基因型鉴定及HA标签检测

小鼠 Ptger3 基因位于 3 号常染色体上，包含

4 个外显子 (1~2 120)，编码区 CDS (143~1 243) 在
外显子 1 至外显子 4 之间，编码 EP3 受体。根据

sgRNA 靶基因的设计原则，选择 Ptger3 基因转录

起始密码子附近第 1 个外显子作为 sgRNA 靶点，

HA 标签插入在打靶载体的第一个外显子的起始密

码子之前 ( 图 4A)。
首先我们用 PCR 方法鉴定了 Ptger3-N-HA 纯合

子小鼠的基因型，琼脂糖凝胶电泳显示， Ptger3-N-
HA 纯合子小鼠 (Ptger3-N-HA+/+) 仅有一条 618 bp
的 HA 条带，而 WT 小鼠只有一条 360 bp 的 WT 条

带 ( 图 4B)。我们进一步通过 Western blot 方法检测

Ptger3-N-HA+/+ 和 WT 小鼠腹腔巨噬细胞中 HA 的

表达，结果如图 4C 所示，在 Ptger3-N-HA+/+ 小鼠

中有HA蛋白，而WT小鼠中未检测到HA蛋白表达。

以上结果说明 Ptger3-N-HA 标签小鼠构建成功。

2.5  Ptger4-N-HA小鼠基因型鉴定及HA标签检测

小鼠 Ptger4 基因位于 15 号常染色体上，包含

3 个外显子 (1~3 327)，编码区 CDS (628~2 094) 在
外显子 2 至外显子 3 之间，编码 EP4 受体。根据

sgRNA 靶基因的设计原则，选择 Ptger4 基因转录

起始密码子附近第 2 个外显子作为 sgRNA 靶点，

HA 标签插入在打靶载体的第二个外显子的起始密

码子之前 ( 图 5A)。
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图  4. Ptger3-N-HA小鼠构建及鉴定

Fig. 4. Construction and identification of Ptger3-N-HA mice. A: The schematic diagram for sgRNA targeting for the Ptger3 gene and 
the construction of Ptger3-N-HA mice targeting vector. WT-F and WT-R, HA-F and HA-R primers were used in PCR for the genotyping. 
B: Genotyping of WT and Ptger3-N-HA mice using tail specimen DNA. C: HA protein detected in peritoneal macrophages of WT and 
Ptger3-N-HA mice by Western blot. NS: non-specific.

图  3. Ptger2-N-HA小鼠构建及鉴定

Fig. 3. Construction and identification of Ptger2-N-HA mice. A: The schematic diagram for sgRNA targeting for the Ptger2 gene and 
the construction of Ptger2-N-HA mice targeting vector. WT-F and WT-R, HA-F and HA-R primers were used in PCR for the genotyp-
ing. B: Genotyping of WT and Ptger2-N-HA mice using tail specimen DNA. C: HA protein detected in peritoneal macrophages of WT 
and Ptger2-N-HA mice by Western blot.
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首先我们用 PCR 方法鉴定了 Ptger4-N-HA 纯合

子小鼠的基因型，琼脂糖凝胶电泳显示， Ptger4-N-
HA 纯合子小鼠 (Ptger4-N-HA+/+) 仅有一条 500 bp
的 HA 条带，而 WT 小鼠只有一条 853 bp 的 WT 条

带 ( 图 5B)。我们进一步通过 Western blot 方法检测

Ptger4-N-HA+/+ 和 WT 小鼠腹腔巨噬细胞中 HA 的

表达，结果如图 5C 所示，在 Ptger4-N-HA+/+ 小鼠

中有HA蛋白，而WT小鼠中未检测到HA蛋白表达。

以上结果说明 Ptger4-N-HA 标签小鼠构建成功。

2.6  Ptgdr -N-HA小鼠基因型鉴定及HA标签检测

小鼠 Ptgdr 基因位于 14 号常染色体上，包含 2
个外显子 (1~3 187)，编码区 CDS (123~1 196) 在外

显子 1 至外显子 2 之间，编码 DP1 受体。根据 sgRNA
靶基因的设计原则，选择 Ptgdr 基因转录起始密码

子附近第 1 个外显子作为 sgRNA 靶点，HA 标签插

入在打靶载体的第一个外显子的起始密码子之前

( 图 6A)。
首先我们用 PCR 方法鉴定了 Ptgdr-N-HA 杂合

子小鼠的基因型，琼脂糖凝胶电泳显示， Ptgdr- 
N-HA 杂合子小鼠 (Ptgdr-N-HA+/−) 有一条 738 bp 的

HA 条带和一条 683 bp 的 WT 条带，WT 小鼠只有

一条 683 bp 的 WT 条带 ( 图 6B)。我们进一步通过

Western blot 方法检测 Ptgdr-N-HA+/− 和 WT 小鼠腹

腔巨噬细胞中 HA 的表达，结果如图 6C 所示，在

Ptgdr-N-HA+/− 小鼠中有 HA 条带，而 WT 小鼠中未

检测到 HA 表达。同时，在靶蛋白下方出现了非特

异性信号，可能与组织细胞蛋白制备或者抗体重复

使用相关。上述结果说明 Ptgdr-N-HA 标签小鼠构

建成功。

2.7  Ptgdr2-N-HA小鼠基因型鉴定及HA标签检测

小鼠 Ptgdr2 基因位于 19 号常染色体上，包含

3 个外显子 (1~2 644)，编码区 CDS (254~1 402) 只
在外显子 3 之上，编码 DP2 受体。根据 sgRNA 靶

基因的设计原则，选择 Ptgdr2 基因转录起始密码

子附近第 3 个外显子作为 sgRNA 靶点，HA 标签插

入在打靶载体的第三个外显子的起始密码子之前

( 图 7A)。
首先我们用 PCR 方法鉴定了 Ptgdr2-N-HA 杂合

子小鼠的基因型，琼脂糖凝胶电泳显示， Ptgdr2- 
N-HA 杂合子小鼠 (Ptgdr2-N-HA+/−) 有一条 699 bp 的

HA 条带和一条 681 bp 的 WT 条带，WT 小鼠只有

一条 681 bp 的 WT 条带 ( 图 7B)。我们进一步通过

Western blot 方法检测 Ptgdr2-N-HA+/− 和 WT 小鼠腹

腔巨噬细胞中 HA 的表达，结果如图 7C 所示，在

Ptgdr2-N-HA+/− 小鼠中有 HA 条带，而 WT 小鼠中

未检测到 HA 表达。以上结果说明 Ptgdr2-N-HA 标

签小鼠构建成功。

2.8  Ptgir-N-HA小鼠基因型鉴定及HA标签检测

小鼠 Ptgir 基因位于 7 号常染色体上，包含 2
个外显子 (1~3 334)，编码区 CDS (296~1 543) 在外

显子 1 至外显子 2 之间，编码 IP 受体。根据 sgRNA
靶基因的设计原则，选择 Ptgir 基因转录起始密码

子附近第 1 个外显子作为 sgRNA 靶点，HA 标签插

入在打靶载体的第一个外显子的起始密码子之前

( 图 8A)。
首先我们用 PCR 方法鉴定了 Ptgir-N-HA 纯合

子小鼠的基因型，琼脂糖凝胶电泳显示， Ptgir-N-
HA 纯合子小鼠 (Ptgir-N-HA+/+) 仅有一条 600 bp 的 HA
条带，而 WT 小鼠只有一条 582 bp 的 WT 条带 ( 图
8B)。进一步的，我们通过 Western blot 方法检测

Ptgir-N-HA+/+ 和 WT 小鼠腹腔巨噬细胞中 HA 的表

达，结果如图 8C 所示，在 Ptgir-N-HA+/+ 小鼠中有

HA蛋白条带，而WT小鼠中未检测到HA蛋白表达。

以上结果说明 Ptgir-N-HA 标签小鼠构建成功。

2.9  Ptgfr-N-HA小鼠基因型鉴定及HA标签检测

小鼠 Ptgfr 基因位于 3 号常染色体上，包含 3
个外显子 (1~4 414)，编码区 CDS (300~1 400) 在外

显子 2 和外显子 3 之间，编码 FP 受体。根据 sgRNA
靶基因的设计原则，选择 Ptgfr 基因转录起始密码

子附近第 2 个外显子作为 sgRNA 靶点，HA 标签插

入在打靶载体的第二个外显子的起始密码子之前

( 图 9A)。
首先我们用 PCR 方法鉴定了 Ptgfr-N-HA 杂合

子小鼠的基因型，琼脂糖凝胶电泳显示， Ptgfr- 
N-HA 杂合子小鼠 (Ptgfr-N-HA+/−) 有一条 705 bp 的

HA 条带和一条 793 bp 的 WT 条带，WT 小鼠只有

一条 793 bp 的 WT 条带 ( 图 9B)。我们进一步通过

Western blot 方法检测 Ptgfr-N-HA+/− 和 WT 小鼠腹

腔巨噬细胞中 HA 的表达，结果如图 9C 所示，在

Ptgfr-N-HA+/− 小鼠中有 HA 条带，而 WT 小鼠中未

检测到 HA 表达。以上结果说明 Ptgfr-N-HA 标签小

鼠构建成功。

2.10  Tbxa2r-N-HA小鼠基因型鉴定及HA标签检测

小鼠 Tbxa2r 基因位于 10 号常染色体上，包含

4 个外显子 (1~1 949)，编码区 CDS (457~1 482) 在外

显子 3 和外显子 4 上，编码 TP 受体。根据 sgRNA
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图  6. Ptgdr-N-HA小鼠构建及鉴定

Fig. 6. Construction and identification of Ptgdr-N-HA mice. A: The schematic diagram for sgRNA targeting for the Ptgdr gene and the 
construction of Ptgdr-N-HA mice targeting vector. WT-F and WT-R, HA-F and HA-R primers were used in PCR for the genotyping. 
B: Genotyping of WT and Ptgdr-N-HA mice using tail specimen DNA. C: HA protein detected in peritoneal macrophages of WT and 
Ptgdr-N-HA mice by Western blot. NS: non-specific.

图  5. Ptger4-N-HA小鼠构建及鉴定

Fig. 5. Construction and identification of Ptger4-N-HA mice. A: The schematic diagram for sgRNA targeting for the Ptger4 gene and 
the construction of Ptger4-N-HA mice targeting vector. WT-F and WT-R, HA-F and HA-R primers were used in PCR for the genotyping. 
B: Genotyping of WT and Ptger4-N-HA mice using tail specimen DNA. C: HA protein detected in peritoneal macrophages of WT and 
Ptger4-N-HA mice by Western blot.
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图  7. Ptgdr2-N-HA小鼠构建及鉴定

Fig. 7. Construction and identification of Ptgdr2-N-HA mice. A: The schematic diagram for sgRNA targeting for the Ptgdr2 gene and 
the construction of Ptgdr2-N-HA mice targeting vector. WT-F and WT-R, HA-F and HA-R primers were used in PCR for the genotyping. 
B: Genotyping of WT and Ptgdr2-N-HA mice using tail specimen DNA. C: HA protein detected in peritoneal macrophages of WT and 
Ptgdr2-N-HA mice by Western blot. NS: non-specific.

图 8. Ptgir-N-HA小鼠构建及鉴定

Fig. 8. Construction and identification of Ptgir-N-HA mice. A: The schematic diagram for sgRNA targeting for the Ptgir gene and the 
construction of Ptgir-N-HA mice targeting vector. WT-F and WT-R, HA-F and HA-R primers were used in PCR for the genotyping. 
B: Genotyping of WT and Ptgir-N-HA mice using tail specimen DNA. C: HA protein detected in peritoneal macrophages of WT and 
Ptgir-N-HA mice by Western blot. NS: non-specific.
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图  9. Ptgfr-N-HA小鼠构建及鉴定

Fig. 9. Construction and identification of Ptgfr-N-HA mice. A: The schematic diagram for sgRNA targeting for the Ptgfr gene and the 
construction of Ptgfr-N-HA mice targeting vector. WT-F and WT-R, HA-F and HA-R primers were used in PCR for the genotyping. 
B: Genotyping of WT and Ptgfr-N-HA mice using tail specimen DNA. C: HA protein detected in peritoneal macrophages of WT and 
Ptgfr-N-HA mice by Western blot. NS: non-specific.

图  10. Tbxa2r-N-HA小鼠构建及鉴定

Fig. 10. Construction and identification of Tbxa2r-N-HA mice. A: The schematic diagram for sgRNA targeting for the Tbxa2r gene 
and the construction of Tbxa2r-N-HA mice targeting vector. WT-F and WT-R, HA-F and HA-R primers were used in PCR for the 
genotyping. B: Genotyping of WT and Tbxa2r-N-HA mice using tail specimen DNA. C: HA protein detected in peritoneal macro-
phages of WT and Tbxa2r-N-HA mice by Western blot.
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靶基因的设计原则，选择 Tbxa2r 基因第 3 个外显

子作为 sgRNA 靶点，HA 标签插入在打靶载体的第

三个外显子的起始密码子之前 ( 图 10A)。
首先我们用 PCR 方法鉴定了 Tbxa2r-N-HA 杂

合子小鼠的基因型，琼脂糖凝胶电泳显示， Tbxa2r- 
N-HA 杂合子小鼠 (Tbxa2r-N-HA+/−) 有一条 622 bp 的

HA 条带和一条 594 bp 的 WT 条带，WT 小鼠只有一

条 594 bp 的 WT 条带 ( 图 10B)。我们进一步通过

Western blot 方法检测 Tbxa2r-N-HA+/− 和 WT 小鼠腹

腔巨噬细胞中 HA 的表达，结果如图 10C 所示，在

Tbxa2r-N-HA+/− 小鼠中有 HA 蛋白条带，而 WT 小

鼠中未检测到 HA 表达。以上结果说明 Tbxa2r-N-HA
标签小鼠构建成功。

3  讨论

采用“人造精子”和 CRISPR/Cas9 技术，以 9
种前列腺素受体为靶点，通过同源重组的方式将

HA 标签序列插入前列腺素受体基因蛋白编码序列

之前，构建前列腺素受体 HA 标签小鼠。本研究鉴

定了这 9 种前列腺素受体标签小鼠的基因型，并在

相应小鼠的腹腔巨噬细胞中验证了HA蛋白的表达。

前列腺素作为一类重要的小分子脂类活性物

质，在机体的发热、疼痛、炎症、心血管以及肿瘤

等多种病理及生理状况下发挥重要作用。传统的非

甾体抗炎药 (non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs)
和 COX-2 选择性抑制剂在临床上的成功应用说明

前列腺素相关信号是重要的药物靶标。但越来越多

的临床数据表明，长期服用 NSAIDs 或 COX-2 选

择性抑制剂会明显增加心血管疾病的发生几率，比

如高血压、心力衰竭和中风等 [13, 14]。这些药物的心

血管毒副作用暗示了前列腺素下游信号的功能多样

性，因此靶向特定的前列腺素合成酶或者受体，减

少或避免心血管毒副作用成为下一代 NSAIDs 药物

的重要研发方向 [15, 16]。由于前列腺素受体属于 G 蛋

白耦联受体，结构的特殊性导致其一直没有好的特

异性抗体，这极大地制约了该领域的研究进程。9 种

前列腺素受体在巨噬细胞中的表达相对较高 [1, 17–19]，

加上巨噬细胞相对容易诱导分离，所以我们选择在

腹腔巨噬细胞中验证标签小鼠构建是否成功。

在这项研究中，由于构建标签小鼠时间顺序不

同，有些标签小鼠 (Ptger3-N-HA、Ptger4-N-HA 和

Ptgir-N-HA) 已经得到纯合子，而有些仅得到杂合

子 (Ptger1-N-HA、Ptger2-N-HA、Ptgdr-N-HA、Ptgdr2- 

N-HA、Ptgfr-N-HA 和 Tbxa2r-N-HA) ；杂合子小鼠的

前列腺素受体也会携带 HA 标记，Western blot 也能

检测到 HA 蛋白的表达，不影响实验结论。因此，

我们在基因型和巨噬细胞中的蛋白表达水平上验证

了 HA 标签的前列腺素受体小鼠构建成功，这为在

体内外阐明前列腺素信号变化提供了有力工具。比

如，我们可以在小鼠疾病模型进程中，对 HA 标签

通过 Western blot 等方法进行检测，了解前列腺素

受体在疾病进程中的变化，为疾病进程的理解以及

干预提供依据。此外，我们可以收取带 HA 标签的

前列腺素受体小鼠在生理或者病理情况下的组织进

行切片，通过对 HA 标记跟踪来显示前列腺素受体

的表达；还可以利用 HA 标签蛋白特异性的抗体进

行前列腺素受体蛋白的免疫共沉淀以及纯化等，寻

找并分析与前列腺素相互作用的蛋白。前列腺素受

体特异性抗体的缺乏造成了我们这项研究的局限

性。未来若有 9 种前列腺素受体中的某个特异性的

商业化抗体，我们就可设计该受体和 HA 标签的免

疫荧光染色共定位，或者利用抗体通过免疫共沉淀

拉下蛋白，Western blot 检测 HA 标签的表达情况等，

可以更充分地验证 HA 标签前列腺素受体蛋白的正

确表达。

总之，本研究鉴定并验证了 9 种带 HA 标签的

前列腺素受体小鼠，可以通过 HA 标签对前列腺素

受体的表达、纯化以及定位等进行分析，为前列腺

素受体的相关研究提供了极大的便利。
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