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研究报告                                                

 

条件性缺氧诱导因子-1α RNAi转基因小鼠模型的建立 

戚华兵†, 宋瑞华†, 杜晓兰, 赵  玲, 苏  楠, 刘道诚, 李福兵, 陈  林 
第三军医大学第三附属医院野战外科研究所全军创伤中心, 创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室, 重庆 400042 

摘  要: 缺氧诱导因子 1α (hypoxia inducible factor-1 α, HIF-1 α)是细胞在缺氧等条件下稳定表达的具有转录活性的蛋

白,通过与多种靶基因调控区的缺氧反应元件(hypoxia response element, HRE)结合, 调控靶基因表达, 使机体对缺氧、缺

血等病理生理过程产生适应性反应。为从整体动物水平研究 HIF-1 α的作用, 需要建立 HIF-1 α相关遗传修饰小鼠。分

别针对 HIF-1 α mRNA 序列的两个靶位点合成两对互补的寡核苷酸链, 构建可诱导的 RNA 干扰真核表达载体 HIF-AB

和 HIF-CD。分别将 CRE 重组酶真核表达载体 CRE-ERT2 与 HIF-AB 或 HIF-CD 转染入 RAW264.7 细胞, 筛选得到稳定

表达 CRE-ERT2与 HIF-AB, 或 CRE-ERT2与 HIF-CD 的稳定细胞系。在用 4-HT 诱导去除上述细胞系中 HIF-AB 或 HIF-CD

所含的 Neo 基因后, 用 CoCl2 诱导 HIF-1 α表达, 采用半定量 RT-PCR 检测 HIF-AB 或 HIF-CD 对 HIF-1 α 基因表达的影

响。结果发现干扰载体(HIF-AB 和 HIF-CD)对 HIF-1 α mRNA 序列的沉默效果分别为 85%和 72%。选择干扰效率较高

的表达载体 HIF-AB 经显微注射获得 HIF-1 α基因敲低小鼠模型, 经 PCR 以及测序验证获得 2 个转基因阳性小鼠

(Founders, G0 代)。G0 代雄鼠与 FVB/N 雌鼠交配后获得 2 只 F1 代(first filial generation)转基因阳性小鼠, 经与 EIIA-Cre

转基因小鼠交配, 得到 EIIA-Cre; HIFRNAiflox/+小鼠, RT-PCR 结果显示, EIIA-Cre; HIFRNAiflox/+小鼠肝、肺、肾等组织的

HIF-1 α mRNA 水平明显降低, 分别约为正常对照的 44%、38.2%和 23.5%。该小鼠模型的建立为进一步研究 HIF-1 α的

功能及作用机制提供了新的手段。 

关键词 : 缺氧诱导因子 -1α, 发夹状小干涉 RNA, 转基因小鼠  

Generation of Inducible HIF-1α RNAi Transgenic Mice 

Huabing Qi†, Ruihua Song†, Xiaolan Du, Ling Zhao, Nan Su, Daocheng Liu, Fubing Li, and      
Lin Chen 

Trauma Center, Institute of Surgery Research, Daping Hospital, Third Military Medical University;  State Key Laboratory of Trauma, Burns and 
Combined Injury, Chongqing 400042, China 

Abstract: Hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) is a transcription factor that responds to changes in oxygen concentration. In this 
study, we constructed two vectors, HIF-AB and HIF-CD, to transcribe functional short interfering RNA against different region of 
mouse HIF-1 α. The oligonucleotide encoding small hairpin RNAs against mouse HIF-1 α was inserted into the downstream of U6 
promoter of pBSK/U6-NEO plasmid. Cre-expression vector CRE-ERT2 with either HIF-AB or HIF-CD was transfected into 
RAW264.7 cell line, after selection with G418 and hygromycin, to obtain cell lines with stabilized expression of CRE-ERT2 and 
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HIF-AB, or CRE-ERT2 and HIF-CD. The expression levels of HIF-1α of these stable cell lines were detected by semi-quantitative 
RT-PCR following treatment of CoCl2, a HIF-1 α expression inducer. The HIF-1 α mRNA expression was reduced by 85% and 72% 
by HIF-AB and HIF-CD respectively. HIF-AB vector was microinjected into pronucleus of zygotes to generate transgenic mice. We 
got two founder and two first filial generation transgenic mice containing HIF-AB and these transgenic mice were crossed with 
EIIA-Cre transgenic mouse to get EIIA-Cre;HIFRNAiflox/+ mice. The conditional knock down mice were viable and developed nor-
mally. The results of RT-PCR indicated that the HIF-1α mRNA expression of liver, lung and kidney were reduced significantly com-
pared with the normal control. 

Keywords: HIF-1 α, shRNA, transgenic mice 

缺氧诱导因子 -1α(hypoxia-inducible factor-1, 
HIF-1)是细胞在缺氧等条件下稳定表达的具有转录
活性的核蛋白, 它能够与靶基因调控序列中的 HRE
相结合, 诱导靶基因的表达变化, 介导机体对缺氧、
缺血产生适应性反应。目前已确定的 HIF-1 靶基因
近 50 种[1], 其中包括 EPO[2]、转铁蛋白、VEGF 等
一系列功能重要的蛋白质。HIF-1 是由α亚基和β亚

基组成的异源二聚体, HIF-1β在一般情况下很稳定, 
对 HIF-1 的调节通常发生在 HIF-1α。氧浓度是调节

HIF-1α蛋白水平和功能的重要因素, 在常氧条件下, 
HIF-1α亚基被蛋白酶所降解; 缺氧时, HIF-1α降解

减少, HIF-1α蛋白水平提高, 促转录活性增加[3]。 
为更好地研究HIF-1α在体内的功能及相应生物

学机制, 研究者建立了HIF-1α条件性敲除小鼠模型, 
但遗憾的是在全身 [4]、血管内皮 [5]以及软骨细胞 [6]

敲除 HIF-1α基因的小鼠在胚胎期或出生后即死亡, 
难以进一步研究 HIF-1α基因的功能。如能部分降低

HIF-1α的表达或功能, 可望获得能存活的 HIF-1α在

特定细胞表达降低的小鼠模型。RNAi技术的发展，
为实现靶基因表达的部分降低提供了可能。在较早

的哺乳动物 RNAi 实验中, siRNAs 通过体外化学方
法或体外转录合成,基因沉默效应可以持续几天, 甚
至可遗传给子代细胞, 但最终还是会消失的。为了
能够达到长时间沉默基因的目的, 研究者开发出能
够在哺乳动物细胞中持续表达 siRNAs的表达载体。
Svoboda[7]首先尝试使用可以表达短发夹状 RNAs 
(small hairpin RNAs, shRNAs)的质粒表达载体, 与
瞬时转染 siRNA 相比, 质粒表达载体引发的 RNAi
效果相当甚至更好。近年来还建立了基于四环素[8]、

蜕皮素[9]反应元件以及 Cre-LoxP系统[10]的可诱导表

达 shRNA的质粒表达载体。Coumoul[11]等成功地运

用基于Cre-LoxP系统的表达载体获得了能够在特定
组织中降低 FGFR2表达的转基因小鼠。为获得在特

定细胞或组织部分降低 HIF-1α表达的小鼠模型, 本
文针对 HIF-1α构建了基于 Cre-LoxP 系统的可诱导
表达短发夹状 RNA 的真核表达载体 , 并建立了
RNAi转基因小鼠。经与现有的 Cre转基因小鼠交配,
获得了在不同器官组织特异性敲低HIF-1α基因的小

鼠模型。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

小鼠腹腔巨噬细胞系 RAW264.7 由重庆医科大
学徐晓玉教授惠赠。pBSK/U6-NEO真核表达载体由
NIH 邓初夏教授惠赠 , CRE 重组酶真核表达载体
CRE-ERT2 由 Chambon P.P 教授惠赠。转染试剂
Lipofectamin 2000TM、 Trizol、RT-PCR相关试剂均
购于 Invitrogen公司。限制性内切酶、工具酶等购自
TaKaRa公司。测序试剂为美国 ABI公司产品。细胞
培养液、小牛血清等为 Hyclone公司产品。4-HT购
自 Sigma 公司, G418、潮霉素为 Roche 公司产品。
其他试剂均为国产分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  载体 HIF-AB和 HIF-CD构建 

GenBank 查找 HIF-1α cDNA 全长序列, 应用
Qiagen 公司 RNAi 设计软件并参考有关文献, 设计
针对 HIF-1α进行 RNAi的两个靶点, 进行 Blast基因
同源性分析以保证基因沉默的特异性, RNA Draw软
件分析 mRNA 二级空间结构。为避免编码发夹状
siRNA 的 DNA 双链在复性过程中发生自身折叠, 
降低连接效率, 将发夹状 siRNA DNA 双链从茎环 
处分为两段分别人工合成, 其序列分别为: HIF-1A: 
5′-GGCG GCG AGA ACG AGA AGA AA-3′, HIF-1B: 
5′-AGC TTT TCT TCT CGT TCT CGC CCGC-3′; 
HIF-2A: 5′-AGC TTT TCT TCT CGT TCT CGC 
CGCC CTT TTT G-3′, HIF-2B: 5′AAT TCA AAA 
AGGG CGG CGA GAA CGA GAA GAA A-3′。
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养液中维持培养。将获得的抗性克隆细胞以 5×105/

孔接种 6 孔培养板 , 按上述方法转染 HIF-AB 和

HIF-CD 质粒, 所用选择性培养基 G418 浓度为 500 

μg/mL, 潮 霉 素 浓 度 100 μg/mL, 同 时 转 染

pBSK/U6-NEO质粒作为阴性对照。经过两次筛选得

到的阳性克隆细胞命名为 RAW-CRE-HRAB 和

RAW-CRE-HRCD。在培养液中加入 4-HT(1 μmol/L)

诱导 CRE重组酶表达, 96 h后在培养液中加入化学

缺氧剂 CoCl2 (150 μmol/mL)诱导 HIF-1α表达。培养

24 h后, 收集细胞进行相关指标的检测。 

HIF-1C: 5′-GGC CAT ATT CAT GTC TAT GAA A-  
3′, HIF-1D: 5′-A GCT TTC ATA GAC ATG AAT 
ATG GCC-3′; HIF-2C: 5′-GC TTT CAT AGA CAT 
GAA TAT GGC CCT TTT TG-3′, HIF-2D: 5′-AAT 
TCA AAA AGG GCC ATA TTC ATG TCT ATG AA-3′。
HIF-AB和 HIF-CD载体构建过程见图 1。选取 RNA
干扰效率较高的载体, 以 Afl III和 Kpn I酶切, 回收
大小为 2.7 kb的片段用于显微注射。 
1.2.2  HIF-AB 和 HIF-CD 表达载体转染 RAW264.7
细胞 

整个转染过程参照 Lipofectamine 2000TM 说明

书进行。简言之, 转染前 24 h, RAW264.7细胞以 5
×105/孔接种 6 孔培养板, 真核表达载体 CRE-ERT2

与转染试剂 Lipofectamine 2000TM按 1:3混合, 逐滴
加入 opti-MEM I培养液中孵育 6 h后, 改用完全培
养基 (10%小牛血清), 37°C, 5%CO2孵箱中继续培养

48 h, 加入潮霉素(300 μg/mL)进行筛选, 约 3周后获得
抗性细胞, 获得的抗性细胞于潮霉素浓度100 μg/mL培 

1.2.3  半定量 RT-PCR检测 
收获培养细胞, Trizol法提取细胞总 RNA, RNA

定量为 500 ng/μL 并进行电泳纯度检测, 逆转录合成

cDNA 第一链, 引物设计如下: HIF-1α sense: 5′-CCC 

AAA GAC AAT AGC TTC GC-3′; HIF-1α antisense: 
5′-CTG CCT TGT ATG GGA GCA TT-3′; β-actin 
sense: 5′-TTG TTA CCA ACT GGG ACG ACA 

 
图1  RNAi表达载体的构建 

Fig. 1  Construction of RNAi expression vector 
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TGG-3′; β-actin antisense: 5′-GAT CTT GAT CTT 
CAT GGT GCT AGG-3′。2%琼脂糖电泳鉴定产物, 

Bio-Rad 凝胶分析软件进行灰度值分析。以目的产 

物/内参照的灰度值比值表示结果。 

1.2.4  转基因注射 

取 4~5 周龄的 FVB/N 雌鼠, 超排后取卵, 将纯

化的 DNA(用注射缓冲液稀释至 2.5 ng/μL)经显微注

射到受精卵原核中, 再将注射后的卵移植到假孕鼠

的输卵管, 每只假孕鼠的输卵管单侧移卵约 20枚。 

1.2.5  小鼠基因组 DNA的提取 

待小鼠10日龄后剪取鼠尾 0.5 cm, 加入含有2 μL

蛋白酶 K (10mg/mL)的组织裂解液 200 μL, 56°C消

化过夜。离心取上清, 无水乙醇沉淀, 70%酒精洗涤, 

稍晾干后溶解于 200 μL TE缓冲液中。 

1.2.6  PCR及测序鉴定转基因阳性鼠 

选取 RNA 干扰片段以及 NEO 基因上的引物

TW13 用于转基因阳性鼠的鉴定。TW13: 5′-CAG 

CTC ATT CCT CCC ACT CAT GAT-3′; HIF-1B、

HIF-1C 序列如下所示 , 分别位于 NEO 基因序列  

和 siRNA片段上。转基因阳性小鼠应扩增出大小为

583 bp的片段, 而野生型小鼠则不能扩增出相应片段。 
 

HIF-AB： 
GCAATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATCT
AGAGTCGACAGCACAAAAGGAAACTCACCCTAACTGTAAA
GTAATTGTGTGTTTTGAGACTATAAATATCCCTTGGAGAAA
AGCCTTGTTTGGGCGGCGAGAACGAGAAGAAAANNNNN
NNN 
AGCTTGACATGATTACGCCAAGCGCGCATTACCCTCACTA
AAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCC
GCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCA
AAAAGGGCGAGAACGAGAAGAAAAGCTANNN 
HIF-CD： 
ACAAAAGGAAACTCACCCTAACTGTAAAGTAATTGTGTGT
TTTGAGACTATAAATATCCCTTGGAGAAAAGCCTTGTTTG
GGCCATATTCATGTCTATGAAANNNCNCNACCCNCCNCC
TNCCCNNNNAACC 
AAAANTGGGANCTCCCCGCGGTGGCGGCCNTCNTCGACT
AGTGGGATCCCCCGGGNTGCAGG 
AATTCAAAAAGGGCCATATTCATGTCTATGAAANNNNNT
NNNNNN 
 

1.2.7  条件敲除小鼠的鉴定以及组织 HIF-1α mRNA

表达水平的检测 

上述得到的阳性 F1代转基因小鼠经与EIIA-Cre

转基因小鼠交配, 提取小鼠基因组 DNA 行 PCR 鉴

定, 所用引物为 HIF1B 和 TW12。HIF1B 序列见前, 

TW12: 5′-ATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAG 
TTC-3′。得到的 EIIA-Cre; HIFRNAiflox/+小鼠生长至

2月时, 处死, Trizol法提取心脏、肝脏、肺脏、肾脏

等组织总 RNA, 取 1 μg 总 RNA 为模板合成 cDNA

第一链, 然后进行 PCR扩增。 

1.2.8  统计处理 

采用 SPSS10.0统计分析软件，样本显著性分析

用配对 t检验。 

2  结果 

2.1  表达载体的构建及转基因注射片段的纯化 
为减少 RNA 干扰片段回文结构造成的测序难

度, 将重组质粒用 Hind III 酶切后回收酶切产物进

行测序分析, 证实已将针对序列的两个靶点设计的

寡核苷酸双链克隆入真核表达载体, 插入序列完全

正确, 这两个载体分别命名为 HIF-AB 和 HIF-CD。

测序结果如下 (加框部分为本研究插入的 HIF-1α 

shRNA序列)。表达载体 HIF-AB酶切获取转基因注

射片段电泳图见图 2。 

 
 

图2  HIF-1α RNAi-AB酶切图谱 
Fig. 2  HIF-1 α RNAi-AB cut with Afl III and Kpn I 

1: λ/Hind III marker; 2: RNAi vector cut with Afl III and Kpn I 
 

2.2  RAW264.7 细胞 HIF-1α mRNA 水平表达检测 
构建 CRE-ERT2 与 HIF-AB 和 CRE-ERT2 与

HIF-CD稳定表达的细胞系后, 经 1 μmol/L的 4-HT

诱导 CRE-ERT2表达 CRE重组酶, 通过 RT-PCR来检

测构建的载体的 RNAi 效率, 结果见图 3 所示。

HIF-1α和β-actin 相对应的扩增片段大小分别为  

306 bp和 382 bp。结果表明, 针对两个靶点设计的

短发夹状 RNA真核表达质粒转染 RAW264.7细胞后, 

HIF-1α mRNA表达水平明显受到抑制。以目的产物/

内参照的灰度值比值进行半定量分析, 与未转染组

相比, 转染组细胞中 HIF-1α的表达分别下降了 85%

和 72%, 具有统计学意义(P<0.05), 而阴性对照组之

间没有显著性差异。 
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图 3  RAW264.7 细胞内 HIF-1α mRNA 表达变化 
Fig. 3  The changes of HIF-1α mRNA expression in 

RAW264.7 cells 
1: pBSK/U6-NEO empty vector transfection group; 2: HIF-1α shRNAi 
vector (A: HIF-AB; B: HIF-CD) transfection group; 3: negative control; 

4~6: β-actin; 7: DL2000 marker 
 

2.3  转基因阳性鼠的鉴定 
以 PCR 法鉴定所得小鼠, 共获得 G0代 HIF-1α 

RNAi阳性鼠 2 只, F1代 2只。见图 4。对这些阳性

鼠 PCR 产物进行测序验证, 证实所得 G0代和 F1代

阳性鼠的基因组中均含有注射的目的片段。 

 
图 4  PCR 鉴定 HIF-1αRNAi 转基因小鼠 

Fig. 4  Identification of transgenic mouse by PCR 
A:identification of founder transgenic mouse. 1~5: mouse tails;    

6: DL2000 marker; 7: positive control; 8: negative control 
B: identification of F1 transgenic mouse. 1~4: mouse tails; 5: DL2000 

marker; 6: positive control; 7: negative control 
 

2.4  条件敲低小鼠的获得以及组织 HIF-1α 
mRNA 表达水平的检测 
经与 EIIA-Cre 转基因小鼠交配 , 得到的

EIIA-Cre; HIFRNAiflox/+小鼠生长良好, 至 2月时, 提

取心脏、肝脏、肺脏、肾脏等组织总 RNA, 行 RT-PCR

检测 HIF-1α mRNA表达水平, 结果如图 5所示。结

果表明, 与全身各组织均表达 Cre 的转基因小鼠交

配得到的小鼠, 肝脏、肺脏、肾脏等组织中 HIF-1 α 

mRNA 具有不同程度的降低。与同窝的正常对照相

比, 肝组织约降低了 56%, 肺组织约降低了 62%，肾

脏组织约降低了 77%(P<0.05)。 

 
图 5  条件敲低小鼠中 HIF-1α mRNA 的表达变化 

Fig. 5  The expression of HIF-1α mRNA in the inducible 
RNAi mouse 

M: DL2000 marker; N: normal Control mouse; RNAi: EIIA-Cre; 
HIFRNAiflox/+mouse 

3  讨论 

氧稳态是机体或细胞正常功能所必需的。低氧

现象可见于胚胎发育等生理过程, 也是肿瘤、心血
管疾病等许多疾病发病过程中的一个重要病理因

素。大量研究表明 HIF-1 靶基因的编码产物在胚胎
发育、血管生长与重塑、红细胞生成、葡萄糖转运、

糖酵解、离子代谢、细胞凋亡、细胞增殖分化、炎

症、肿瘤生长、浸润与转移等诸多方面起重要作用[1，

3]。HIF-1 是由 HIF-1α和 HIF-1β组成的异源二聚体, 
HIF-1α对低氧敏感, 是 HIF-1 的特异性氧调节亚基, 
决定HIF-1的生物活性, 因此目前对HIF-1的研究主
要侧重于对 HIF-1α的研究。 

建立去除或降低某个基因的遗传工程小鼠, 是
研究基因功能的有效方法之一。常规基因敲除技术

虽然有效, 但费用高、周期长且失败的风险较大。
反义技术以及核酶技术虽然比较简单, 却存在效果
较差, 实验系统不稳定等缺点。自从 RNAi现象发现
以来, 许多学者运用 RNAi技术在植物、线虫、果蝇
等低等动植物以及哺乳动物中进行了大量研究, 并
显示不同长度的双链 RNA(double strand RNA, 
dsRNA)可以使不同类型细胞的靶基因表达明显下
降甚至没有表达。由于 RNAi 技术简便、快捷、高
效, 如今成为遗传学研究的一把利器。2005 年比利
时生物公司 Galapagos利用腺病毒表达的抗 4900个
药物标靶的 shRNAs 对基因组高通量筛选, 找到了
包括关节炎、哮喘和阿尔茨海默病在内的多种药物

标靶 [14]。Song[15]等通过鼠尾静脉注射合成的小鼠

Fas 基因的特异性 siRNA 片段, 特异性的沉默了小
鼠肝细胞 Fas蛋白的表达。Gupta[8]和 Wang[9]分别建

立了基于四环素和蜕皮素反应元件的可诱导表达
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siRNA 的真核 shRNAs 表达载体, 利用这一技术实
现了靶基因的可诱导性沉默。 

本研究利用可以稳定表达 shRNA 的真核表达
载体 pBSK/U6-NEO, 该载体在 pol III启动子的近端
调控序列和远端调控序列之间插入两端带有 LoxP
的 NEO 基因, TATA 序列下游为对应目的基因特异
序列的、带有 4~5 个 T 的转录终止位点、其 RNA
能形成发夹结构的 DNA序列。本实验设计合成了针
对 HIF-1α基因的特异性 siRNA 片段, 将复性后的
siRNA 片段插入 pBSK/U6-NEO, 构建 HIF-1α siRNA
真核表达载体, 经 PCR、测序验证所插入的片段正
确无误。将该载体转入已转染了 CRE-ERT2 质粒的

RAW264.7-CRE细胞系, CRE-ERT2表达载体在 4-HT
的诱导下表达 CRE重组酶, 位于 pol III启动子近端
调控序列和远端调控序列之间NEO基因被重组去除, 
pol III启动子功能恢复, 转录形成双链 siRNA片段, 
干预 HIF-1α转录, 下调 HIF-1α蛋白表达。结果显示,
转染组细胞内 HIF-1α mRNA 水平较对照组分别下
降 85%和 72%, 选取干扰效率较高的表达载体进行
显位注射获得转基因小鼠。经显微注射获得的转基

因小鼠与组织特异性表达CRE的相关转基因小鼠交
配后即可实现组织特异性的 HIF-1α基因敲降。由于

在全身[4]、血管内皮细胞[5]和软骨细胞[6]敲除 HIF-1α

后小鼠在胚胎早期或出生后即发生死亡, 提示在内
皮、软骨等细胞高效率降低 HIF-1α可导致胚胎期或

出生后早期死亡, 而我们建立的 HIF-1α RNAi转基
因小鼠可望在内皮、软骨细胞等细胞或全身只部分

敲低 HIF-1α水平, 从而建立可存活的在内皮、软骨
等细胞或全身降低 HIF-1α的小鼠模型。经过与全身

表达的 EIIA-Cre 转基因小鼠交配, 我们获得了可在
全身各组织降低 HIF-1α mRNA 水平的 EIIA-Cre; 
HIFRNAiflox/+小鼠。降低 HIF-1α mRNA水平的小鼠
发育正常, 与同窝的正常对照小鼠之间无明显的异
常。经过 RT-PCR证实, 该小鼠肝、肺、肾脏等组织
HIF-1α mRNA 水平明显降低 , 约为正常对照的
44%、38.2%和 23.5%。与传统条件性敲除动物模型
的建立方法相比 , 本研究采用的方法具有简便快
捷、费用较低等优点。此外, 由于 RNAi具有放大效
应[i], 仅杂合子 RNAi 转基因动物即可出现表型, 缩
短了传统基因敲除(条件性敲除)动物模型获取纯合
子的繁殖时间。尽管目前 RNAi 转基因动物技术还
存在着降低靶基因表达不如常规基因敲除高、特异

性相对较差等不足之处, 但随着 RNAi 技术的不断
发展, 这一方法将逐渐成为研究基因功能的一个有

力手段。 
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