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摘   要：极长链多不饱和脂肪酸 (very long chain polyunsaturated fatty acids, VLC-PUFAs) 是哺乳

动物视网膜、睾丸等极少数组织中特有的脂肪酸，其生物合成的关键酶为极长链脂肪酸延长酶 4 
(very long chain fatty acid elongase 4, Elovl4)。建立组织特异性敲除 Elovl4 基因的动物模型有利于

深入研究 VLC-PUFAs 的生物学功能，因此，本研究基于 Cre/loxP 系统，先分别构建了 Stra8-Cre
小鼠和 Elovl4 floxed 小鼠，通过杂交获得 (Elovl4[flox/+], Stra8-Cre) 杂合子基因敲除小鼠，再选

择雌鼠与 Elovl4 floxed 纯合子雄鼠即 Elovl4 [flox/flox]雄鼠杂交，通过基因型鉴定筛选获得

(Elovl4[flox/flox], Stra8-Cre) 纯合子小鼠。利用 RT-PCR、qRT-PCR、Western blotting、免疫组化和

免疫荧光检测 Elovl4 在睾丸组织中的敲除效率，结果表明，无论是杂合子还是纯合子基因敲除小

鼠，其睾丸组织中 Elovl4 的表达在 mRNA 及蛋白水平显著下调，但其他组织未受影响。本研究成

功构建了睾丸组织特异性敲除 Elovl4 基因小鼠，为后续研究 VLC-PUFAs 对雄性小鼠生殖功能的

影响及相关分子机制提供可靠的动物模型。 
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Abstract: Very long chain polyunsaturated fatty acids (VLC-PUFAs) are unique fatty acids in tissues 
of mammals such as retina and testis, and the key enzyme of its biosynthesis is very long chain fatty acid 
elongase 4 (Elovl4). Development of an animal model of tissue-specific knockout of Elovl4 gene is 
conducive to the in-depth study of the biological function of VLC-PUFAs. Therefore, we constructed 
Stra8-Cre mice and Elovl4 floxed mice based on Cre/loxP system, and obtained the (Elovl4[flox/+], 
Stra8-Cre) heterozygous knockout mice by hybridization. Subsequently, female mice were selected to 
cross with male mice with homozygous Elovl4[flox/flox] to gain homozygous mice (Elovl4[flox/flox], 
Stra8-Cre) through genotype identification and screening. RT-PCR, qRT-PCR, Western blotting, 
immunohistochemistry and immunofluorescence techniques were used to detect the knock-out efficiency 
of Elovl4 in testis. The expression of Elovl4 in testis of both heterozygous and homozygous knockout 
mice were significantly down-regulated at mRNA and protein levels, but were not affected in other 
tissues. In summary, we constructed a mouse model with specific knockout of Elovl4 gene in testis, 
which provides a reliable animal model for studying the effect of VLC-PUFAs on the reproductive 
function of male mice and the underpinning molecular mechanisms. 

Keywords: Cre/loxP; testis; Elovl4; Stra8-Cre; specific knockout 

 
 
 

在视网膜中，由于一种常染色体显性遗传

病 ——stargardt 黄 斑 营 养 不 良 视 网 膜 病 变 
(Stargardt type 3, STGD3) 的研究引起研究者对

极 长 链 多 不 饱 和 脂 肪 酸  (very long chain 
polyunsaturated fatty acids, VLC-PUFAs) 的关

注和兴趣，随后通过定位克隆发现了 STGD3
的致病基因，即极长链脂肪酸延长酶 4 基因

(Very long chain fatty acid elongase 4, Elovl4)。
研 究 表 明 ， 正 是 由 于 该 基 因 突 变 后 使

VLC-PUFA 不能合成而导致 STGD3[1]。此后，

大量相关研究围绕 STGD3 展开，迄今已发现

了至少 9 个 Elovl4 基因突变型，有力推动了

VLC-PUFAs 在视网膜中的生理功能等相关研

究。此外，还建立了多个 STGD3 动物模型，

包括转基因或基因敲除 /敲入的大鼠、小鼠以

及猪，部分阐释 VLC-PUFAs 与 STGD3 的关系

及机制[2-6]。相对而言，VLC-PUFAs 在视网膜

中的作用及功能研究比较深入，但在睾丸及精

子等组织器官的研究甚少。在睾丸及精子中，

现有的研究主要围绕 VLC-PUFAs 的种类、参

与形成各种复合脂质  (鞘磷脂、神经酰胺等) 
以及在精子发生过程中的变化等有限几个方面
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开展，而对 VLC-PUFAs 的生物合成调控仍然

知之甚少，至于其具体生理功能目前还没有令

人信服的研究报道[3,7-8]。 
Elovl4 属于极长链脂肪酸延长酶家族

(Elovls)，该家族还有其他 6 个成员。其中，

Elovl1、Elovl3、Elovl6 和 Elovl7 主要参与

18C–26C 的饱和脂肪酸和单不饱和脂肪酸碳链

的延长，而 Elovl2 和 Elovl5 主要参与 18C–24C
多不饱和脂肪酸  (polyunsaturated fatty acids, 
PUFAs) 碳链的延长 [9-11]。研究证实，只有

Elovl4 参与碳链长度大于 26C 的极长链脂肪酸

碳链的延长，其中即包括 VLC-PUFAs，也包括

极长链饱和脂肪酸  (very long chain saturated 
fatty acids, VLC-SFAs)[9,12] 。 哺 乳 动 物 中 ，

Elovl4 仅在少数几种组织 (视网膜、大脑、皮

肤、睾丸、睑板腺) 中表达[12-14]。在皮肤中，

Elovl4 参与合成的 VLC-SFAs 作为鞘脂类的成

分形成皮肤防水层而保护动物不会脱水；视网

膜 中 ， Elovl4 参 与 合 成 了 VLC-SFAs 和 
VLC-PUFAs，VLC-PUFAs 仅发现存在于磷脂酰

胆碱中并富集于光感受器外节膜盘；大脑中，

最新研究表明 Elovl4 并不合成 VLC-PUFAs，而
是仅仅参与合成 VLC-SFAs 并作为磷脂酰胆碱

成分发挥功能[15]。此外，Davis 等研究者发现哺

乳动物睾丸中存在 VLC-PUFAs[16-17]。另有研

究表明，哺乳动物中只有视网膜和睾丸及其产

生的精子中含有 VLC-PUFAs，而大脑、皮肤和

睑板腺不含 VLC-PUFAs，但含有 VLC-SFAs。
这 些 组 织 中 ， 无 论 是 VLC-PUFAs 还 是

VLC-SFAs，都是由 Elovl4 延长酶活性催化合

成的，VLC-PUFAs 功能的阐释，很大程度上

依赖人类 Elovl4 基因突变型的相关研究。 
如上所述，除了利用人类各种 Elovl4 基因

突变型进行研究以外，不同的研究者还利用培

养的细胞模型、转基因动物模型、基因敲除或

敲入动物模型等进行 Elovl4 相关功能研究。在

细胞模型中，体外表达突变的 Elovl4/STGD3 蛋

白的不正确折叠，导致内质网应激并引起突变

蛋白和正常蛋白胞内聚集体的形成，进而造成 
Elovl4 功能丧失和 VLC-PUFAs 耗尽[4,18]。早期

动物模型将人类的 Elovl4 基因突变型敲入或将动

物自身 Elovl4 基因敲除，纯合子动物个体因皮肤

中不能合成 VLC-SFAs 而失去了皮肤阻渗层导致

严重脱水致死，而杂合子动物个体虽能成活，但

却因单倍剂量不足、Elovl4 功能仅部分下降而检

测不到相应的疾病 (如 STGD3) 表型[19-21]，从而

使相关研究无法有效进行。 
可见，要深入研究 VLC-PUFAs 的生物学

功能，建立组织特异性敲除 Elovl4 基因的动物

模型将起到关键作用。在有关雄性动物睾丸组

织 VLC-PUFAs 的研究中，目前尚未见睾丸组

织特异性敲除 Elovl4 基因动物模型的文献报

道。因此本研究利用 Cre/loxP 重组系统构建了

睾丸组织特异性敲除 Elovl4 基因的小鼠模型，

利用这种睾丸中不能表达 Elovl4 基因、从而不

能合成 26C–38C 的 VLC-PUFAs 的模型小鼠，

可为后续研究 VLC-PUFAs 对雄性小鼠生殖功

能产生的影响及相关分子机制奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

本研究所有小鼠品系为 C57BL/6N。实验

室小鼠的饲养条件为：日平均温度 22 ℃– 
26 ℃，湿度 60%–80%，光照周期为 12 h 光

照，12 h 黑暗。所用实验小鼠均在 SPF 级动物

房持续饲养至性成熟  (8 周 ) 后进行后续研

究，鼠尾鉴定时间为 21 d 断奶后。所有动物实

验均经过贵州医科大学动物管理中心和使用委

员会许可后进行 (贵州医科大学实验动物伦理

委员会，No. 2000060)。所有手术均在麻醉情
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况下进行，尽量减少动物的痛苦，实验后的动

物尸体均交回动物管理中心统一处理，符合动

物实验伦理道德。 

1.2  方法 
1.2.1  Elovl4 floxed 小鼠制备 

将小鼠 Elovl4 基因的 gRNA (表 1)、含有

loxP 位点的供体载体和 Cas9 mRNA 共同注射

到小鼠受精卵中，以产生目标特异性敲除后代

(F0 代嵌合体小鼠)。将其与野生型小鼠交配以

测试种系传递并产生 F1 小鼠，F1 代小鼠互  
相交配产生 F2 代小鼠 (或用组织特异性 Cre 工

具鼠交配 F1 代目标小鼠以生成 F2)。通过 F1 代

杂合子小鼠 Elovl4[flox/+]的配种繁育，可鉴定获

得纯合子小鼠 Elovl4[flox/flox]。纯合突变小鼠用

来和 Cre 小鼠杂交，杂合突变小鼠用于保种。 
1.2.2  Stra8-Cre 小鼠制备 

将包含 Stra8–Hipp11 (H11)位点的小鼠

gRNA 及含有“mouse Stra8 promoter- Kozak-Cre 
rBG pA”盒的供体载体和 Cas9 mRNA 共同注射

到小鼠受精卵中，以产生靶向的条件敲入 F0
子代小鼠。通过 PCR 进行分析鉴定 F0 代小

鼠，将其饲养至性成熟后与野生型小鼠杂交以

测试种系传递并检测 F1 代小鼠的基因型。然

后利用 PCR、基因测序及 Southern blotting 对

F1 代小鼠进行基因型验证以确定 F0 代是否为

阳性小鼠。其中，gRNA 目标序列为：5′-GA 
ACACTAGTGCACTTATCCTGG-3′；PCR 验证

引物见表 2。 
 
表 1  gRNA 引物序列 
Table 1  Primer sequences of gRNA 
Name Sequences (5′→3′) 

gRNA1 (matching reverse strand of gene) GGCACAATGTTAATCCAGCCTGACTC 

gRNA2 (matching forward strand of gene) GTGACCAGTTTGTCCTCCTCCAGTAGA 

gRNA3 (matching reverse strand of gene) GATGTGAACAAAGCACCCTATGGCTC 

gRNA4 (matching forward strand of gene) GTGTCGATCATCCATTAGCCTAGCC 

 
表 2  Stra8-Cre 小鼠验证引物序列 
Table 2  Primiers used for Stra8-Cre mice validation 
Name Primer sequences (5′→3′) Size (bp) 

5′ arm forward primer (F1) GTACATCCACAGCATCTTCCAAG 3 100 

3′ KI reverse primer (R1) TTCTAAAGTATGCAACAGGGTAC 

5′ KI forward primer (F2) GCATCTGACTTCTGGCTAATAAAG 2 800 

3′ arm reverse primer (R2) GCCTTGACCTAAGAGATGATGCGAC 

5′ sequence primer (F3) CTCTACTGGAGGAGGACAAACTG  

3′ sequence primer (R3) GTCTTCCACCTTTCTTCAGTTAGC 

Forward primer (F3-1) CATATTGGCAGAACGAAAACGC 413 

Reverse primer (R3-1) CCTGTTTCACTATCCAGGTTACGG 

5′ probe forward primer GGCACAATGTTAATCCAGCCTGACTC 4 840 

5′ probe reverse primer GTGACCAGTTTGTCCTCCTCCAGTAGA 

3′ probe forward primer GATGTGAACAAAGCACCCTATGGCTC 11 380 

3′ probe reverse primer GTGTCGATCATCCATTAGCCTAGCC 
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1.2.3  Elovl4 floxed 小鼠与 Stra8-Cre 小鼠杂交

产生睾丸组织特异性 Elovl4 敲除小鼠 
将 上 述 得 到 的 Elovl4[flox/flox] 小 鼠 和

Stra8-Cre 小鼠杂交，可获得睾丸特异性敲除

Elovl4 基因的 F1 代杂合子小鼠 (Elovl4[flox/+], 

Stra8-Cre) 。 F1 代 杂 合 子 雌 性 小 鼠 再 次 与

Elovl4[flox/flox]雄性小鼠互相交配繁殖可产生

敲 除 纯 合 子 小 鼠  (Elovl4[flox/flox], 

Stra8-Cre)，21d 断奶后剪其鼠尾提取 DNA 进

行基因型鉴定 (引物见表 3)，可获得睾丸组织

特异性敲除 Elovl4 纯合子小鼠。 

1.2.4  mRNA 水平检测 Elovl4 敲除效率 
按照天根生化科技 (北京) 有限公司 RNA

提 取 试 剂 盒 说 明 书 ， 取 睾 丸 组 织 提 取 总

RNA。将 RNA 定量后反转录为 cDNA，进行

RT-PCR 扩增以及 qRT-PCR 实验。RT-PCR 扩增

程序为：98 ℃ 30 s；98 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，
72 ℃ 5 min，32 个循环；最后 72 ℃ 5 min，
4 ℃保存。内参基因引物为 Bactin-s/Bactin-a，
扩增程序同上。qRT-PCR 采用三步法进行，反

应体系为：TB Green 5 μL (TaKaRa)，上下游引

物各 0.5 μL，cDNA 1 μL，ddH2O 补齐至 10 μL。
反应条件为：95 ℃预变性 30 s；95 ℃5 s，
60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，40 个循环；内参基因

为 β-actin，反应条件同上。敲除效率检测所用

引物见表 4。 
 
表 3  Elovl4 敲除小鼠鉴定引物序列 
Table 3  Primiers used for Elovl4 knockout mice identification 
Name Primer sequences (5′→3′) Size (bp) 

F4 ATACACTTCAGTTGAGCACTGGTT Homozygotes: one band with 217 bp; 
Heterozygotes: two bands with 217 bp and 161 bp; 
Wildtype allele: one band with 161 bp R4 TAAGGGATTAAGGACCCAGGAAGA 

Kozak-MF CATATTGGCAGAACGAAAACGC Homozygotes: two bands with 410 bp and 335 bp; 
Heterozygotes: three bands with 410 bp, 335 bp 
and 519 bp; Wildtype allele: two bands with 335 bp 
and 519 bp 

Kozak-MR CCTGTTTCACTATCCAGGTTACGG 

Kozak-WF CTCTACTGGAGGAGGACAAACTG 

Kozak-WR GTCTTCCACCTTTCTTCAGTTAGC 

ICP-F CATGCCAATGGTTCACTCTAAGGT 

ICP-R TCTCTATGTCCCAAAGTGCAGACAC 

 
表 4  敲除效率检测引物序列 
Table 4  Primiers used for knockout efficiency detection 
Name Sequences (5′→3′) Aim Size (bp) Annealing temperature (℃) 

Bactin-s ATGGATGACGATATCGCTG RT-PCR 569 58 

Bactin-a ATGAGGTAGTCTGTCAGG 

β-actin-s AAGGCCAACCGTGAAAAGAT RT-qPCR 102 60 

β-actin-a ACCAGAGGCATACAGGGACA 

Elovl4-s GTCCTGAACGCGATGTCCAC RT-PCR 350 58 

Elovl4-a GCGCCAGCTATCCTGACTT 

Elovl4-F GGTGGATTGGAATCAAGTGG RT-qPCR 145 60 

Elovl4-R TACCGCTTCCACCAAAGGTA 
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1.2.5  Western blotting 检测 Elovl4 敲除效率 
提取睾丸组织总蛋白：加入10倍组织体积的

裂解液，混匀后放 4 ℃冰箱 30 min，12 000 r/min

低温高速离心机离心 10 min，收集上清，即为

总蛋白溶液。蛋白浓度测定：使用 BCA 试剂

盒进行蛋白定量。蛋白变性：100 ℃水浴 5–  

10 min，–20 ℃冰箱备用。SDS-PAGE 电泳：

配制 12%的分离胶和 5%的浓缩胶进行 SDS-PAGE

电泳；上样量：15 μL；电泳条件为：恒压 80 V，

30 min，恒压 120 V，90 min。转膜：0.45 μm 的

PVDF 膜；转膜条件 (湿转)：250 mA 恒流转膜   

90 min (冰浴)。封闭：转好的膜在 TBST 中快速洗

脱两次，5 min/次；加 5%的脱脂奶粉室温封闭   

2 h，洗脱 3 次，10 min/次。一抗孵育：1%的脱脂

奶粉按照 1︰2 000 配制一抗 Elovl4，4 ℃孵育过

夜  (商家： Proteintech ， Cat ： 55023-1-LP ，

Lot：0900166)；回收一抗，用 TBST 快速洗膜

3次，10 min/次。二抗孵育：按照1︰5 000的比例

配制 HRP 标记的二抗，室温下孵育 40 min；用

TBST 快速洗膜 3 次，10 min/次。曝光：按照  

1︰1 的比例配制 ECL 发光液进行曝光。 

1.2.6  免疫组化及免疫荧光检测 Elovl4 敲除效率 
石蜡切片经脱蜡至水，抗原修复后浸入

3%双氧水溶液，室温避光孵育温育 25 min，

将玻片置于 PBS (pH 7.4) 中在脱色摇床上洗涤

3 次，5 min/次，加入山羊血清 (稀释 20 倍)，

室温封闭 30 min。甩掉封闭液，加入一抗

Elovl4 (IHC=1︰20, 1︰200， IF=1︰10, 1︰

100，商家：Proteintech，Cat：55023-1-LP，

Lot：0900166)，4 ℃过夜。次日，PBS (pH 7.4) 

洗涤 3 次，5 min/次，结束后加入二抗(IHC：

HRP 标记山羊抗小鼠 IgG，稀释比例 1︰200，

货号：GB23301；IF：FITC 标记山羊抗小鼠

IgG，稀释比例 1︰200，货号：GB22301，商

家：Servicebio)，室温孵育 50 min。PBS (pH 

7.4) 洗涤 3 次，5 min/次，加二氨基联苯胺 

(3,3′-diaminobenzidine, DAB) 显色液，显微镜

下控制显色时间，变为棕黄色后流水冲洗终止

显色。苏木精复染 30 min，自来水洗，苏木素

分化液分化数秒，自来水洗，苏木素返蓝液返

蓝，流水冲洗。将切片依次放入 75%酒精 5 

min-85%酒精 5 min-无水乙醇 I 5 min-无水乙醇

II 5 min-二甲苯 5 min 中脱水透明，晾干，中性

树胶封片，切片置于扫描仪下采集图像。FITC

的激发波长 465–495 nm，绿光，发射波长为

515–555 nm。 

1.3  统计学分析 
所有数据均用 SPSS 软件进行统计分析，

qRT-PCR 数据采用 2–ΔΔCt 法计算后作图表示，

各组间均数比较采用非配对 t 检验，以 P 定量

资料，以均数±标准差 (x±s) 表示，其中 P≤

0.05 表示具有显著性差异。 

2  结果与分析 
2.1  Elovl4 floxed 小鼠基因型鉴定 

将小鼠 Elovl4 基因的 gRNA (表 1)、含有

loxP 位点的供体载体和 Cas9 mRNA 共同注射

到小鼠受精卵中，以产生目标特异性敲除后代

(F0 代嵌合体小鼠) (图 1)。按 Elovl4 floxed 制备

方法进行数代杂交并进行基因型鉴定，其中的

一批鉴定结果如图 2 所示，2 号和 13 号为

Elovl4[flox/flox] 纯合子小鼠，可见 217 bp 单条

条带 (图 2B)；3、5、6、7、10、11、12、15

号为 Elovl4[flox/+]杂合子小鼠，可见 161 bp 和

217 bp 双条带 (图 2B)；1、4、8、9、14 号为

Elovl4[+/+]野生型小鼠，可见 161 bp 单条条带

(图 2B)。以上结果说明，我们成功获得 Elovl4 

[flox/flox]阳性小鼠。 
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图 1  目的基因 Elovl4 敲除策略示意图ʹ 
Figure 1  Schematic diagram of knockout strategy of gene Elovl4.  
 

 
 

图 2  Elovl4 floxed 小鼠基因型鉴定 
Figure 2  Genotype identification of Elovl4 floxed mice. (A) Beta-actin, one band with 335 bp. (B) F4/R4 
(gene sequence details shown in Table 3); Elovl4[flox/flox]: one band with 217 bp; Elovl4[flox/+]: two bands 
with 161 bp and 217 bp; Elovl4[+/+]: one band with 161 bp; 1–15: the serial numbers of the mice; M: marker. 
 
2.2  Stra8-Cre 小鼠获得 

通过 Stra8-Cre 小鼠制备方法获得两只 F0
代小鼠，将其分别与野生型小鼠杂交后获得编

号为 2、5、6、21 的 4 只 F1 代小鼠 (包括 1 只

雄鼠、3 只雌鼠)。为鉴定其基因型，实验分别

通 过 PCR 技 术 、 基 因 测 序 以 及 Southern 

blotting 对 F1 代小鼠进行验证，由此推断 F0 代

小鼠是否为 Stra8-Cre 阳性小鼠。 
引物 1 验证 5′端同源臂 Stra8-Cre 的插入位

点，目的片段大小为 3.1 kb，引物 2 验证 3′端
同源臂 Stra8-Cre的插入位点，目的片段大小为 
2.7 kb。PCR 结果显示，其目标片段大小分别为
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3.1 kb 和 2.8 kb，分别为与筛选引物大小相符

(图 3)，可确定 F1 代编号为 2、5、6 和 21 的小

鼠为阳性杂合子小鼠，由此可初步推断 F0 代

小鼠为阳性纯合子小鼠。 
以 F1 代阳性小鼠中一只鼠为例 (小鼠编号

2) 进行测序比较，在标准条件下，以 50 µL 体

系进行 33 个循环的 PCR 反应，反应中加入上下

游引物 F3/R3 (表 2)。得到的测序结果与预期相

符，可判断 F1 代的另外 3 只小鼠均为阳性小

鼠，可推出其父母 F0 代 (非野生型一方) 为阳

性纯合子小鼠 (图 4A)。若 DNA 样品纯度低或

没有足够的 PCR 延伸时间，长片段 PCR 产物可

能无法扩增，可用引物 F3-1/R3-1 进行扩增验证 
(表 2)。得到目的片段为 413 bp 的单一条带 (图
4B)，扩增结果与测序结果一致，进一步确定 
F1 代小鼠的第 2、5、6 和 21 号为阳性小鼠。 

 

 
 

图 3  F1 代小鼠的 PCR 鉴定图 
Figure 3  PCR identification diagram of F1 generation mice. (A) Verification of the insertion site of the 
homologous arm Stra8-Cre at the 5′ end, the target fragment 3.1 kb in size. (B) Verification of the insertion 
site of the homologous arm Stra8-Cre at the 3′ end, the target fragment 2.8 kb in size. M: marker; WT: 
wild-type mice; Water: blank control; 2, 5, 6 and 21–25 (positive control): the serial numbers of the mice, 
two bands with 3.1 kb and 2.7 kb. 
 

 
 

图 4  F1 代小鼠基因测序 (No. 2) 
Figure 4  Gene sequencing of F1 generation mice (No. 2). (A) Gene sequencing results (F3/R3), the upper 
and lower red marks indicate sequencing results of Stra8-Cre at the 5′ end and 3′ end, respectively; (B) PCR 
results (F3-1/R3-1); 2, 5, 6 and 21: the serial numbers of the mice, one band with 413 bp; M: marker; W: 
water; P: positive control.  
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通过对 4 只 F1 代小鼠 (2、5、6 和 21) 的
鼠尾 DNA 样本进行 Southern blotting 分析，结

果显示，其目的片段大小正确。以野生型小鼠

为对照 (5′ probe 片段大小为 5.62 kb，3′ probe
片段大小为 8.36 kb)，4 只 F1 代小鼠均出现了

双条带，其中一条与阴性对照 (野生型) 条带

大小一致，另外一条则与目标条带大小一致

(图 5)，可判断 F1 代的 4 只小鼠均为阳性小

鼠，由此可推出其父母 F0 代 (非野生型一方) 
为成功的靶向纯合子敲除小鼠。 

2.3  睾丸特异性敲除Elovl4纯合子小鼠鉴定 
将基因型确定为 Elovl4[flox/flox]小鼠和

Stra8-Cre 小鼠进行杂交，获得睾丸特异性敲除

Elovl4 基因的 F1 代杂合子小鼠 (Elovl4[flox/+], 
Stra8-Cre)。考虑到 Elovl4基因的敲除会影响雄

性小鼠的生殖，用 F1 代杂合子雌性小鼠与

Elovl4[flox/flox]雄性小鼠进行交配繁殖  (最佳

繁殖方案) 获得仔鼠，断奶后剪尾进行基因型

鉴定 (引物序列见表 3)，由实验结果可初步判

定 ， 3 号 和 5 号 小 鼠 为  (Elovl4[flox/flox], 
Stra8-Cre) 纯合子小鼠，1 号为 (Elovl4[flox/+], 
Stra8-Cre) 杂合子小鼠  (图 6)。以上结果说

明，我们初步构建了睾丸特异性敲除 Elovl4 小

鼠模型。 
 

 
 

图 5  Southern blotting 验证 F1 代小鼠 
Figure 5  Southern blotting verification of F1 generation mice. (A) Stra8-Cre mice (5ʹ probe): two bands 
with 4.84 kb and 5.62 kb. (B) Stra8-Cre mice (3ʹ probe): two bands with 8.36 kb and 11.38 kb; WT: wild-type 
mice; 2, 5, 6 and 21: the serial numbers of the mice. 

 

 
 

图 6  PCR 鉴定 Elovl4 敲除小鼠 
Figure 6  PCR identification of Elovl4 knockout mice. Homozygotes, (Elovl4[flox/flox], Stra8-Cre): four 
bands with 217 bp, 410 bp, 519 and 335 bp; Heterozygotes, (Elovl4[flox/+], Stra8-Cre): five bands with 161 
bp, 217 bp, 410 bp, 335 bp and 519 bp; Wild-type allele: three bands with 161 bp, 335 bp and 519 bp. 
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2.4  睾丸组织中 Elovl4 敲除效率的检测 
通过配种繁殖试验及 PCR 鉴定，可初步判

定特异性敲除 Elovl4 小鼠模型已建立，为了确

定 Elovl4 在敲除小鼠睾丸中被成功敲除，本研

究从 mRNA 及蛋白水平分别进行敲除效率的验

证。研究利用 RT-PCR、Western blotting、免疫

荧光等方法分别检测 Elovl4 在睾丸组织中的表

达水平，以确定 Elovl4 在睾丸组织中是否被成

功敲除。 

2.4.1  mRNA水平检测睾丸组织中Elovl4敲除效率 
RT-PCR和qRT-PCR检测到特异性敲除Elovl4

纯合子小鼠睾丸中，Elovl4 基因的 mRNA 被损

坏，Elovl4 基因表达显著下调 (图 7)，说明检测

的引物位于被删除的区域，而杂合子小鼠和野生

型小鼠的睾丸中均有 Elovl4 基因的表达。此外，

以野生型为对照，我们检测了敲除鼠相关组织中

Elovl4 在 mRNA 水平的表达情况，发现 Elovl4 在

其他组织的表达未受影响 (皮肤及视网膜) (图 8)。 

 
图 7  mRNA 水平检测 Elovl4 敲除效率 
Figure 7  The efficiency of Elovl4 knockout detected at mRNA level. (A) RT-PCR results of mice testis. (B) 
qRT-PCR results of mice testis. ** P<0.01; *** P<0.001; ****P<0.000 1. 

 
图 8  Elovl4 在小鼠各个组织中的表达 
Figure 8  The expression of Elovl4 in various tissues of mice. (A) Tissues of wild-type mice. (B) Tissues of 
homozygous mice; lane 1–11: heart, liver, spleen, lung, kidney, intestine, stomach, muscle, retina, skin, testis; 
Beta-actin: one band with 569 bp; Elovl4: one band with 350 bp. 
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2.4.2  Western blotting 检测睾丸组织中 Elovl4
敲除效率 

Western blotting 用于检测蛋白水平的敲除

效率，结果显示，Elovl4 特异性敲除小鼠的睾

丸中 Elovl4 显著下调，而杂合子与野生型个体

中，仍有 Elovl4 蛋白的表达  ( 图 9) ，与

RT-PCR 和 qRT-PCR 检测结果一致。该结果进

一步验证特异性敲除雄鼠睾丸中的 Elovl4 已被

成功敲除。 
2.4.3  免疫组化检测睾丸组织中 Elovl4 的敲除

效率 
对 3 种基因型的小鼠睾丸组织进行 Elovl4 

免疫组化分析，结果显示，不管是在睾丸还是

附睾中，野生型小鼠组的 Elovl4 在管壁内的成熟

精子中及管腔外间质细胞中大量分布，圆形精子

中也存在少量 Elovl4 蛋白 (图 10A、10D)，且睾

丸生精细胞活跃，精子数量密集  (图 10A)。
Elovl4 敲除组与野生组相较，Elovl4 蛋白分布

减少，圆形精子数量减少  (图 10B、10C、

10E、10F)，尤其在敲除纯合子组小鼠睾丸中

基本没有 Elovl4 蛋白分布 (图 10 C、10F)，且

圆形精子数量减少尤为明显 (图 10 C)。 
 

 
 

图 9  Western blotting 检测 Elovl4 敲除效率 
Figure 9  The efficiency of Elovl4 knockout 
detected by Western blotting. Wild-types (1–3, 
control groups): the genotype with (Elovl4[+/+]); 
heterozygotes (4–6): the genotype with 
(Elovl4[flox/+], Stra8-Cre); homozygotes (7–9): the 
genotype with (Elovl4[flox/flox], Stra8-Cre), one 
band with 38 kDa. 

 
 

 
 
 

图 10  免疫组化检测小鼠睾丸中 Elovl4 表达 
Figure 10  The expression of Elovl4 in mice testis by immunohistochemistry. The immunohistochemical 
results of testis tissue in wild-type mice (control groups) (A, D), in heterozygous mice (B, E), and in 
homozygous mice (C, F). 
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2.4.4  免疫荧光检测睾丸组织中 Elovl4 的敲除

效率 
为观察 Elovl4 在 3 种基因型小鼠睾丸组织

中表达及定位，本研究取 3 种基因型雄鼠睾丸

固定包埋后制作切片并进行免疫荧光分析。

免疫荧光结果显示，在野生型小鼠睾丸中可

以很明显地观察到 Elovl4 主要分布在生精小

管管腔内的长形精子中，生精小管管壁的精

原细胞和精母细胞中也有少量表达。与野生

型小鼠相较，敲除杂合子小鼠睾丸中发绿色

荧光的 Elovl4 蛋白表达显著下调，敲除纯合 

子小鼠睾丸中则几乎观察不到发绿色荧光的

阳性蛋白(图 11)。此外，我们还对小鼠附睾中

Elovl4 蛋白的荧光发光情况进行分析，结果与

上述一致，同野生型小鼠相较，敲除雄鼠附

睾中 Elovl4 的表达均明显下调，纯合子下调

尤为明显，几乎观察不到阳性信号 (图 12)。
该结果进一步验证 Elovl4 基因已被删除，我

们成功构建了睾丸组织特异性敲除 Elovl4 小

鼠模型。 
 

 
 

图 11  免疫荧光检测小鼠睾丸中 Elovl4 表达 
Figure 11  The expression of Elovl4 in mice testis by immunofluorescence. Wild-types (control groups): the 
genotype with (Elovl4[+/+]); heterozygotes: the genotype with (Elovl4[flox/+], Stra8-Cre); homozygotes: 
the genotype with (Elovl4[flox/flox], Stra8-Cre); DAPI: blue fluorescence; Elovl4: green fluorescence. 
Similar here in after Figure 12. 
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图 12  免疫荧光检测纯合子小鼠附睾中 Elovl4 表达 
Figure 12  The expression of Elovl4 in homozygous mice epididymis by immunofluorescence. 
 

3  讨论 
现已明确，睾丸及其所产生的精子均含有

比较丰富的 VLC-PUFAs，且这些 VLC-PUFAs 
大 多 与 鞘 磷 脂 或 磷 脂 结 合  ( 视 网 膜 中 
VLC-PUFAs 则与磷脂酰胆碱结合)，此外三酰

甘油酯和胆固醇酯中也含有 VLC-PUFAs [22]。

曲精细管、精母细胞、精子细胞等均能合成一

定的 VLC-PUFAs[23]。在大鼠睾丸中，甘油磷

脂和鞘脂类富含 PUFAs 和 VLC-PUFAs，其中

28:4n-6 和 30:5n-6 的 VLC-PUFAs 最为丰富。在 

成年大鼠生精细胞中，甘油磷脂中主要结合的

PUFAs 为二十二碳六烯酸 (docosahexenoic acid, 
D H A )  和花生四烯酸  ( a r a c h i d o n i c  a c i d , 
ARA)，而鞘脂类 (主要为鞘磷脂和神经酰胺)
主要结合的 LC-PUFAs 为 28:4n-6、30:5n-6 和

32:5n-6[24]。其中 VLC-PUFAs 在神经酰胺中的

比例远高于鞘磷脂[25]。VLC-PUFAs 的含量随

着精子发生的起始就一直增加，最终可达到鞘

磷脂中脂肪酸总和的 15%和磷脂中脂肪酸总和

的 40%[26]。这意味着 VLC-PUFAs 与精子发生 
及成熟过程密切相关。相关研究还表明，
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VLC-PUFAs 正是由稍短的 LC-PUFAs 作为前体在

Elovl4 等延长酶的作用下催化合成的。现已明确

Elovl4是负责视网膜中VLC-PUFAs合成的酶[27]，

该酶被认为在动物睾丸中执行相同作用。 
Cre/loxP 重组系统是一种特异性、诱导性

的基因打靶技术，目前已被广泛应用于各项基

础研究中[28-29]。Cre/loxP 系统来源于 F1 噬菌

体，可以介导特异位点的 DNA 序列重组，重

组后可使 DNA 序列发生颠倒、易位、替换、

缺失等[30]。Cre重组酶是一种由 343个氨基酸组

成的能使特异性位点重组的单体蛋白[31]，可以

介导两个 34 bp 的 loxP 之间的位点特异性重

组，使 loxP 位点间的序列位点或基因被删除，

从而达到在特定细胞、器官、组织中删除某种

特定基因的目的[32]。小鼠 Stra8 基因最初在胚

胎干细胞和胚胎癌细胞中被鉴定，在雌性和雄

性生殖细胞减数分裂前期高表达[33-34]。此外，

在雌性和雄性原始生殖细胞中，Stra8 的表达对

于有丝分裂/减数分裂的转换是不可或缺的[35]，

Stra8 还促进精原细胞的分化[36]。而 Stra8-Cre 作

为 Cre 酶的一种，被认为是减数分裂起始的标记

蛋白，在雄性睾丸发育中发挥重要作用[34,37]。 
由于全身敲除 Elovl4 会导致动物不能合成

VLC-PUFAs 而脱水死亡或合成的 VLC-PUFAs 
剂量不足而无法进行相关研究[19-21]。因此，为

探索由 Elovl4 催化延长的 VLC-PUFAs 与雄性

生 殖 功 能 之 间 的 分 子 机 制 ， 本 研 究 基 于 
Cre/loxP 系统构建了睾丸组织特异性敲除

Elovl4 小鼠模型，通过 PCR 鉴定获得基因型为

(Elovl4[flox/flox], Stra8-Cre) 的敲除小鼠。在

mRNA 水平及蛋白水平检测了敲除鼠睾丸中

Elovl4 的敲除效率，所有结果均表明睾丸组织

中的 Elovl4 基因已被删除，我们成功构建了

睾丸组织特异性 Elovl4 基因敲除小鼠模型。 
此外，我们的研究初步发现，在动物配种

繁殖实验过程中，睾丸组织特异性 Elovl4 基因

敲除小鼠纯合子雄鼠与野生型雌鼠杂交后，雌

鼠怀孕的数量极少，产生的子代数量也显著减

少，且存活率大大降低，甚至同窝幼仔在出生

后 1 d 内全部死亡，此现象表明 Elovl4 在睾丸

组织中的缺失可导致雄性生殖能力大大下降甚

至不育 (数据尚未报道)。综上所述，本研究构

建的睾丸组织特异性敲除 Elovl4 小鼠为探索

VLC-PUFAs 与雄性生殖之间的分子机制提供

了良好的实验动物模型。 
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