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	1、 摘要（简述研究的目的和意义，主要造模方法，与临床的相似度及评价方法，概述模型的创新点和应用价值）
Cdk5rap3是一个潜在的肿瘤抑制基因, 在细胞周期、增殖、凋亡和侵袭等过程中都有重要作用。它所编码的CDK5RAP3蛋白可以跟多个蛋白相互作用并参与多条信号通路的调控。然而，Cdk5rap3基因是否参与哺乳动物的发育以及疾病的发生并不清楚。因此，我们构建了该基因敲除的小鼠模型并进行了深入的研究。我们首先从EUCOMM获得该基因修饰的小鼠胚胎干细胞系，通过囊胚注射，然后与携带组成性表达Cre酶的EIIA-Cre工具鼠杂交，成功获得了携带Cdkrap3基因删除的小鼠。通过特定的杂交策略以及不同发育时期的各基因型统计，结合组织学观察以及分子生物学鉴定的方法，我们发现该基因的敲除导致小鼠胚胎期晚期致死，并伴随贫血、肝脏发育异常以及血管发育缺陷等，提示该基因具有重要的生物学功能。在该研究中，我们首次建立了Cdk5rap3全身性基因敲除的小鼠，这将为进一步探究该基因在哺乳动物发育以及疾病发生中的作用机制奠定了基础。

二、研究报告正文（可以附件形式编制，编制要点附后）
1. 研究背景
CDK5RAP3最早被鉴定作为CDK5激酶调节亚基相关蛋白3，也称作C53或LZAP 1。在小鼠基因组中，该基因位于第11号染色体D区，已知编码11种RNA剪接体和多种蛋白产物。该基因在脊椎动物中具高度保守性，其中人类和小鼠的氨基酸序列中有94 %的同源性2，人和斑马鱼也有超过 81 %的同源性3，提示该基因具有重要的生物学功能。
研究报道，CDK5RAP3能与多个蛋白相互作用从而参与不同生物学过程的调控，包括P35、RelA、Chk1、TIP-1、CBP、pre-S2 LHBs、核γ微管蛋白、WIP1、p38MAPK、Pak4、UFL1等4-11。CDK5RAP3可以和NF-κB蛋白家族主要成员RelA直接相互作用而破坏RelA亚蛋白536位的丝氨酸的磷酸化，促进了RelA与HDAC (HDAC1、HDAC2和HDAC3)的相互结合从而抑制NF-κB的转录活性5。CDK5RAP3能与Chk1相互作用从而抑制其活性，进而增强Cdk1/Cyclin B1的活性来促进DNA的损伤修复以及细胞周期的正常进行6, 12。CDK5RAP3与TIP-1的相互结合促进了p53的泛素化修饰7。CDK5RAP3能与WIP1结合并增强其磷酸酶活性，也能与Wip1作用的下游底物蛋白p38MAPK和HuR等相互作用并增强底物的活性13。CDK5RAP3可以与类泛素修饰UFMylation的E3连接酶UFL1相互作用，进而防止CDK5RAP3入核抑制Cyclin D1的表达14, 15。CDK5RAP3参与多个生物学过程。在肿瘤发生方面，CDK5RAP3已报道与头颈部鳞状细胞癌5、恶性神经胶质瘤5、肝癌11, 16, 17、结直肠癌18、胃癌19-21、肺癌22、乳腺癌23、肾癌24, 25、甲状腺癌26等多种肿瘤的发生相关。CDK5RAP3与血管稳态也存在一定联系。内皮特异过表达Cdk5rap3的小鼠血压紊乱27。在急性动脉综合征患者的动脉样本中观察到了Cdk5rap3表达量的上调28。CDK5RAP3参与细胞周期的调节，研究发现CDK5RAP3的过表达会造成G2/M期的阻滞29。Caspase介导的CDK5RAP3的剪切产物的产生会造成不正常的微管捆绑从而造成细胞核膜破裂诱导凋亡的发生30。在动物发育的研究中发现，Cdk5rap3的缺失会导致斑马鱼胚胎早期发育过程中细胞分裂出现延迟卵裂球形成异常，胚胎不能正常启动外包（epiboly）过程而导致死亡3，CDK5RAP3通过影响GSK3的磷酸化抑制Wnt/β-Catenin信号通路从而控制斑马鱼腹侧细胞命运决定31，CDK5RAP3可能参与斑马鱼胚胎发育中神经元的增殖、迁移和分化7。
[bookmark: OLE_LINK3]然而，在此之前，关于Cdk5rap3基因功能的研究大多数是在哺乳动物细胞系，或者临床样本中分析得到的，国际上仍缺乏Cdk5ap3基因敲除的小鼠模型，未对该基因在哺乳动物器官发育以及病理生理功能进行深入的研究。
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2. 动物模型制备方法
2.1实验材料
具有敲除Cdk5rap3基因潜能的小鼠胚胎干细胞克隆、DNA探针、8-10周龄的ICR雌鼠小鼠、8-9周龄的C57BL/6N小鼠、EIIA-Cre工具鼠（C57BL/6N背景）。
2.2实验步骤
2.2.1具有敲除Cdk5rap3基因潜能的小鼠胚胎干细胞克隆的获得和鉴定
我们从EUCOMM引进了具有敲除Cdk5rap3基因潜能的小鼠胚胎干细胞（mESCs）克隆，细胞来源为JM8.N4，即C57BL/6N背景。首先，通过细胞培养（图1A）、碱性磷酸酶（AP）染色（图1B）对细胞进行了形态学观察以及多能性验证。
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图1：mESC的培养（A）以及AP染色图（B）。
Cdk5rap3基因被修饰的基因座图谱如图2A，我们利用Southern印记以及PCR对mESC克隆的DNA序列进行了验证。在Cdk5rap基因的5‘端的DNA序列，用限制性内切酶Sac 酶切后的野生型等位基因长度为8.5 kb，修饰型等位基因长度为6.8 kb；在3’端DNA序列用限制性内切酶EcoRⅠ 酶切后的野生型等位基因长度为9.1kb，修饰型等位基因长度为10.4kb。我们同时用5´侧翼探针和3´侧翼探针进行 Southern杂交验证（如图2B）。同时，我们针对部分元件设计了引物，进行了PCR验证（如图2C）。
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图2：mESC克隆的DNA 鉴定。
2.2.2获得携带Cdk5rap3敲除突变小鼠
[bookmark: OLE_LINK1]然后，将ES细胞进行囊胚注射（受体小鼠为ICR雌鼠）得到嵌合体小鼠（图3A），嵌合体小鼠与野生型C57小鼠合笼，得到F1代，命名为Cdk5rap3Tm1a。F1代与EIIA-Cre工具鼠交配后得到含有删除Cdk5rap3等位基因的后代（如图3B），即F2代，命名为Cdk5rap3Tm1b。之后的实验中携带删除Cdk5rap3等位基因的杂合小Cdk5rap3Tm1b/+ 进行杂交，即可得到Cdk5rap3Tm1b/Tm1b的纯合敲除小鼠。
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图3：获得携带Cdk5rap3基因突变的小鼠。A，F1代小鼠的照片，红色剪头指示嵌合子小鼠；B, F1代小鼠杂交得到F2代小鼠的示意图。

2.2.3小鼠的饲养和繁殖
小鼠以杂合子配种繁殖，放置于12小时的明/暗周期的屏障环境中。
2.2.4 小鼠基因型鉴定
小鼠出生7-15天后剪脚趾进行编号，收集脚趾进行基因组提取，并通过特定引物的PCR进行基因型检测。所用到的引物序列及退火温度如下：
	名称
	序列
	退火温度
	延伸时间
	产物长度

	AE-F
	CCCCTGAACCTGAAACATAAA
	60℃
	1min
	500bp

	AE-R
	TGACACCTACAGTTGTCCCAAT
	
	
	

	Loxp-F
	CGTTGCTGAGACTCCTGGAAT
	60℃
	1min
	186bp

	Loxp-R
	GCCTACGCTAACGCCTCACTTCTGT
	
	
	


小鼠基因型鉴定PCR反应体系（20 μl）如下：
	Taq Master Mix (Vazyme, P112)
	10 μl

	上游引物（10 μM）
	0.2 μl

	下游引物（10 μM)
	0.2 μl

	模板DNA
	0.5 μl

	ddH2O up to 20 μl


小鼠基因型鉴定PCR反应条件如下:
	预变性
	95 ℃
	3 min
	

	变性
	95 ℃
	30 s
	30个循环

	退火
	60 ℃
	15s
	

	延伸
	72 ℃
	1min
	

	终延伸
	72 ℃
	3min
	


以1×TAE试剂配制1.5 %琼脂糖凝胶，PCR产物进行电泳，观察条带大小确定基因型：仅Loxp-F+Loxp-R引物对得到目的条带则代表野生型（WT）；仅AE-F+AE-R引物对得到目的条带则代表Cdk5rap3基因纯合敲除（KO）；若两个引物对均能得到条带则代表杂合敲除（HE），结果如图4。
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图4：小鼠基因型鉴定电泳结果图。

3．动物模型的评价与验证
本动物模型通过分子生物学检测、组织病理学检测、流式细胞技术、统计学分析等实验进行了评价和验证。评价指标包括：1. 通过PCR鉴定小鼠的基因型。2.用Western Blotting检测在小鼠肝脏中是否有Cdk5rap3的蛋白表达。通过H&E 染色观察小鼠胎肝是否有组织形态学的改变。
3.1 组成性敲除Cdk5rap3导致小鼠胚胎期晚期致死
我们将携带Cdk5rap3敲除等位基因的杂合雌雄 F2代小鼠合笼后，发现后代小鼠中未见纯合敲除小鼠，提示Cdk5rap3的敲除会导致胚胎致死。随后，我们进行小鼠定点合笼及查栓，准确收集取不同时期（胚胎期第12.5、14.5、16.5和18.5天）的胚胎进行基因型鉴定，发现完全敲除胚胎在发育后期（胚胎期第16.5天起）死亡（图5A）。分离16.5天的胚胎，提取蛋白进行Western blot分析，发现完全敲除（KO）胚胎的细胞中检测不到CDK5RAP3 蛋白（图5B），表明Cdk5rap3的成功敲除。
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图5：Cdk5rap3基因敲除导致胚胎晚期致死。A不同时间不同基因型小鼠数量的统计；B 16.5天胚胎蛋白提取物的Western blot检测。
3.2 组成性敲除Cdk5rap3延缓胚胎发育伴随肝脏发育异常，贫血等缺陷。
我们收集不同时间的胚胎进行了形态学的观察（如图6），观察到在胚胎期11.5天，不同基因型胚胎之间的并无明显异常，但在胚胎期13.5天时，观察到敲除Cdk5rap3的胚胎明显比同窝野生型的胚胎要小，并且伴随明显的肝脏发育延迟，在胚胎16.5天，敲除胚胎表现出明显的胎肝更小，贫血等缺陷。我们发现Cdk5rap3基因组成性敲除小鼠胚胎有先天性肝脏发育不全疾病的症状，表现为生长迟缓、贫血、肝功能不足等；并且随着胚胎发育的进行，疾病症状逐渐加重，最后在胚胎期16.5天之后死亡，提示其可作为研究肝脏先天性发育不全导致胎儿死亡的疾病动物模型。
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图6：不同时间胚胎的形态学观察（黑色箭头指示胎肝所在的位置）。
3.3 组成性敲除Cdk5rap3导致小鼠肝脏发育缺陷。
我们收集了胚胎期16.5天的胎肝，对肝脏发育进行了评估。我们发现，相比对照小鼠，Cdk5rap3敲除小鼠胎肝明显小（如图7A）；对胚胎的体重（BW），肝重（LW）以及肝重比（LW/BW）进行统计，看到敲除小鼠的数值明显低于同窝野生型胚胎（图7B）；利用体式显微镜和病理染色进一步观察，看到敲除小鼠的胎肝颜色较浅，大多数胎肝边缘发白。H&E染色的结果表明，野生型胎肝中的肝细胞大多数是成熟的，而敲除小鼠胎肝中的肝细胞大多处于未分化状态，即为成肝细胞。TUNEL凋亡检测证明，在胎肝边缘部位发生大量的细胞凋亡（图7C）。
3.3 组成性敲除Cdk5rap3的胚胎伴随造血系统发育缺陷。
在胚胎期16.5天的胎肝样本的HE染色中，我们观察到敲除小鼠的胎肝出现了大量的有核红细胞（图8A），这意味着Cdk5rap3的敲除可能损伤了胎肝中的正常红细胞生成。我们利用流式细胞技术分析了胚胎14.5天胎肝中的造血干细胞（HSCs）数量，结果显示敲除小鼠的造血干细胞数明显低于对照的WT小鼠（图8B和图8C），这说明了Cdk5rap3在造血系统的发育中发挥着重要的作用。
[image: ]
[bookmark: OLE_LINK2]图7：胚胎期16.5天肝脏的观察与评估。A, 胎肝形态图；B，野生型胚胎（WT，n=11）以及组成性敲除（KO，n=6）的体重，肝重，肝重比的统计，**P<0.005，***P<0.0005；C，胎肝形态细化图以及染色图。
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图8：敲除小鼠造血发育的评估。A, 胚胎期16.5天肝脏切片的HE染色图；B，流式细胞技术分析胚胎期14.5天KO小鼠以及WT小鼠胎肝中的HSCs的数量；C，根据图B统计胎肝中的长效造血干细胞（LT-HSCs）和短效造血干细胞（ST-HSCs）的细胞数量和占总细胞数的比例，统计结果野生型胚胎（WT，n=11）以及组成性敲除（KO，n=6）的体重，肝重，肝重比的统计，*P<0.05。

4. 动物模型的生物安全性
①本模型属于基因造模，需要利用基因打靶工具和保证打靶的准确性，用于造模的原始小鼠胚胎干细胞系来源明确，突变明确，符合构建实验动物模型的基本要求。
②该动物模型建立至今，本课题已进行多代繁殖，重复验证的批数大于3，实验采用的动物数大于10只，每个批次的实验结果高度一致，已明确该突变的引入会显著影响哺乳动物肝脏的发育，可实现基因型和表型的稳定传递，保持种系的稳定性。
③目前该小鼠模型以杂合子配种繁殖，放置于12小时的明/暗周期的环境中，严格遵守SPF级别实验动物的管理，严格控制动物所处实验动物中心的研究物理化学因素、营养因素、生活环境和生物因素的影响。
④研究方案已通过中国医学科学院基础医学研究所实验动物管理及伦理委员会的批准和同意，所有程序均符合《北京市实验动物管理条例》。我们保证所有申报材料中实验数据和资料的真实性，所用实验动物、试剂、材料均符合国家有关规定要求。我们对申报资料中研究数据的真实性负责。

5. 讨论与结论
5.1 该模型鉴定和评价的技术方法和指标体系
该模型的鉴定与评价技术方法和指标体系包括（1）分子水平：模型鼠基因型及蛋白表达应符合图4和图5B中指标要求。（2）整体水平：该模型小鼠子代的基因型分布以及生存情况应符合图5A的统计结果，解剖学分析该基因对哺乳动物发育的影响应符合图6和图7的指标要求。（3）细胞水平：该基因对肝细胞以及造血系统相关细胞的影响应符合图7和图8的指标结果。
目前，我们还没有进行阳性药物改善的实验。在我们对Cdk5rap3基因调控机制的研究中，我们发现该基因会作为新型类泛素化修饰UFMylation的E3连接酶的底物适配器调控哺乳动物的肝脏发育。在下一步的工作中，我们将利用该模型深入探究该基因调控的哪些蛋白的UFMylation修饰来影响肝脏的发育，从而发现新的治疗靶点，筛选出阳性药物在小鼠妊娠期治疗胚胎肝脏先天性发育不全的疾病，以挽救胚胎致死的表型。
5.2 该模型与国内外现有模型的异同
多项研究已经表明了Cdk5rap3基因具有广泛且重要的功能，但前期研究结果大部分是在细胞水平开展的，在此之前国际上还从未建立Cdk5rap3基因敲除小鼠，我们为首次建立，并将相关成果于2019年发表。随后，在2021年的一项工作中，Quintero等人员建立了另外一种Cdk5rap3基因敲除的小鼠（Quintero et al., Cell Death & Disease, 2021. doi: 10.1038/s41419-021-03401-8.）。与我们的策略有所不同，该小鼠是通过在Cdk5rap3基因5号外显子和6号外显子间插入一段20 kb长的序列破坏正常的mRNA剪切来实现Cdk5rap基因的敲除，他们得到的Cdk5rap3基因敲除的小鼠表现出胚胎期8.5天致死的表型。我们认为这主要是打靶技术不同引起的差异。 
5.3 该模型的技术难点、创新性和应用价值
本模型属于基因造模，需要利用基因打靶工具和保证打靶的准确性。该模型是国际上首次成功建立的Cdk5rap3基因敲除小鼠模型，对该基因在哺乳动物器官发育以及疾病发生中的功能探究奠定了基础。
先天性肝脏发育缺陷是指在胚胎发育过程中，肝脏的结构和功能发生异常，导致一系列临床表现。目前对于先天性肝脏发育缺陷的致病位点以及发病机制尚未明确定论，且缺乏相应的动物模型对其致病机制进行深入探究。我们首次利用ES细胞首次成功构建了在肝脏中高表达的Cdk5ap3基因组成性敲除的小鼠模型，并进一步发现Cdk5rap3的敲除小鼠造成有明显的肝脏发育缺陷、生长迟缓、贫血等症状，随着胚胎发育的进行，症状逐渐加重，最后在胚胎期16.5天之后死亡，可以作为模拟肝脏先天性发育不全导致胎儿死亡的疾病模型。
6. 其他材料
6.1 利用该动物模型开展了Cdk5rap3基因在哺乳动物发育中的功能机制研究，相关成果已发表在发育生物学专业杂志，详情见“Yang R, Wang H, Kang B, Chen B, Shi Y, Yang S, Sun L, et al. CDK5RAP3, a UFL1 substrate adaptor, is crucial for liver development. Development 2019; 146 (2): dev.169235”（附件4附全文）。
6.2. 我们所建立的该动物模型以及其相关的研究成果已被国际研究者认可和广泛使用的“鼠生物体基因组学数据库（Mouse Genome Informatics，MGI）”收录，详情见https://www.informatics.jax.org/allele/summary?markerId=MGI:1933126。
6.3在该研究中，我们通过构建 Cdk5rap3 组成性敲除的小鼠模型，首次发现Cdk5rap3的缺失会造成小鼠胚胎晚期死亡，并伴随着严重的肝脏发育缺陷，贫血，出血等缺陷。利用小鼠模型进行Cdk5rap3基因的功能与调控机制的深入研究中，我们首次鉴定到了CDK5RAP3会作一种新型的类泛素化修饰 UFMylation的E3连接酶UFL1的底物适配器在哺乳动物的肝脏发育中扮演着重要的角色，目前我们的这个观点也得到了该领域广泛的认可。近年来，我们发表的这边文章具有较高的应用率，截止2024年9 月，已被至少 47 篇文章引用，其中包含了多篇关于 UFMylation 研究进展的高影响力的综述（例如：Trends Cell Biol. 2019;29(12):974-982; Mol Cell. 2024;84(1):156-169; Trends Biochem Sci. 2024;49(1)53-67）。
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