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CRELD2在小鼠组织中的表达水平研究
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［摘要］　目的　通过不同方法在基因及蛋白质水平探究 CRELD2 在小鼠各组织中的表达水平，为研究 CRELD2 在各

组织中的生物学功能提供依据。方法　通过实时荧光定量聚合酶链式反应（RT-PCR）及蛋白质印迹法（Western Blot，WB）测

定 C57BL/6J 小鼠的肝、胰腺、胃、肺等组织中 CRELD2 mRNA 与 CRELD2 蛋白的含量，实现在不同水平上探究 CRELD2
在各组织中的表达情况。结果　RT-PCR 及 WB 测定结果显示，CRELD2 在小鼠的肝、胰腺、胃、肺组织中均有表达，表达量

在各组织间存在差异；基因水平的相对表达量排序为：胰腺>胃>肝>肺；蛋白水平的相对表达量排序为：胰腺>肝>胃>肺。检

测结果表明 CRELD2 在各组织中普遍存在，但组织间相对表达量的排序并不完全一致，推测与转录调控相关。结论　

CRELD2 在小鼠的肝、胰腺、胃、肺组织中均有表达，且相对表达量在基因与蛋白质水平不完全平行。
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Expression of CRELD2 in mouse tissues
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［Abstract］　 Objective　To  explore  the  expression  of  CRELD2  at  the  gene  and  protein  levels  of  mouse  tissues,  and  to
provide a reference for studying the biological function of CRELD2 in various tissues. Methods　The expression level of CRELD2
in the liver, pancreas, stomach, and lung of C57BL/6J mice was determined by real-time PCR and Western Blot. Results　RT-PCR
and  WB  showed  that  CRELD2  was  expressed  in  mouse  liver,  pancreas,  stomach,  and  lung.  The  relative  expression  levels  of
CRELD2  from  high  to  low  were  pancreas,  stomach,  liver,  and  lung  at  the  gene  level,  and  pancreas,  liver,  stomach,  and  lung  at
protein  level  respectively.  The  result  suggested  that  the  relative  expression  levels  of  the  CRELD2  gene  and  protein  in  different
tissues were not completely consistent, suggesting that it is related to transcriptional regulation. Conclusion　CRELD2 is expressed
in mouse liver, pancreas, stomach, and lung, and the relative expression levels of CRELD2 are not completely parallel at the gene
and protein level.

［Key words］　CRELD2；tissue specificity；secreted protein.

 

分泌蛋白在机体生理及疾病的生物学途径中

起着不可或缺的作用，新分泌蛋白的发现与研究对

疾病的诊断和治疗具有重要意义[1-4]。CRELD2 是

一种富含半胱氨酸的表皮生长因子样结构域，属于

表皮细胞生长因子 (EGF) 超家族中与 CRELD1 同

源的新型分泌蛋白。CRELD2 基因最早因参与调

节内质网应激被认识[5-9]，即参与内质网应激信号传

导反应和未折叠蛋白反应[6, 9-10]；同时参与乙酰胆碱

受体 α4 和 β2 亚基的细胞内转运[7]。在骨髓间充

质干细胞中，CRELD2 具有增强骨形态发生蛋白-9
诱导的成骨和基质矿化的作用 [11]，与软骨基质蛋

白-3 结合，在软骨发育中发挥基础性作用 [12]。另

外，CRELD2 是 PERK-ROCK 通路中肿瘤相关成纤

维细胞的旁分泌因子，参与肿瘤微环境的形成[13]；

也有研究表明，CRELD2 在肝脏代谢稳态的维持和

调节中发挥重要作用[14]。此外，CRELD2 具有作为

诊断人工关节感染和术后急性肾损伤早期预测的

生物标志物潜质[15-16]。因此，阐明 CRELD2 的组织

表达情况及组织特异性，将有助于更有指向性地研

究其生物学功能及其相关作用机制。 

1    实验材料
 

1.1    动物

SPF 级 10 周龄 C57BL/6 小鼠，体重为 (24.53±
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3.61) g，购于上海西普尔-必凯实验动物有限公司。

实验动物的饲养条件为具有 IVC 系统的动物房：人

工照明时间 12 h；温度为 (23±2) ℃；相对湿度 40%～

60%；噪音<60 dB，动物自由饮食进水。本实验方案

设计及实验操作均遵守“3R”（Reduction, Replace-
ment, Refinement）原则等动物福利相关规定。 

1.2    试剂与仪器设备 

1.2.1    试剂

75% 乙醇、无水乙醇、甲醇、三氯甲烷、异丙

醇、盐酸胍（国药集团）；吐温 20（DC25BA00）；
5×PrimeScript RT Master Mix（AJ90851A）、DNA 标

记物（AJ50972A）、裂解液 (Trizol) 购自宝日医生物

技术；小鼠-GAPDH-引物 (上海生工）；BCA 蛋白定

量试剂盒、20×PBS 缓冲液、20×TBS 缓冲液（碧云

天）；抗体 A：抗 CRELD2 抗体（51 148-T56，义翘神

州）；抗体 B：抗 CRELD2 抗体（bs-8185R, 博奥森）；

抗体 C：鼠 CRELD2 抗体（AF3686，R&D Systems）；
蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂、苯甲基磺酰氟

(PMSF, 上海康成）；氨基丁三醇 (Tris)、甘氨酸、

30% 聚丙烯酰胺溶液、Tris（pH6.8）、Tris（pH8.8）、
四甲基乙二胺 (TEMED)、过硫酸铵、十二烷基硫

酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE, 上海博

光）；SYBR green 反应混合物（默克生命科学）。 

1.2.2    仪器设备

7 500 荧光定量 PCR 仪（赛默飞）；离心管、EP 管、

组织冻存管；TP600 PCR 仪（宝日医生物技术）；Wonbio-
48P 高通量组织研磨仪（上海万柏）；Tanon5200 化学

发光图像分析系统（上海天能）；恒温振荡器（上海鼎

国）；漩涡混合仪（大连竞迈）；Fresco21 冷冻高速离心

机（赛默飞）；超微量分光光度计（GE Healthcare，默
克）；VE-60 蛋白电泳槽（天能）；NC 膜（D105872，沃特

曼）；STS-3 脱色摇床（琪特仪器）。 

2    方法
 

2.1    各组织中 CRELD2 mRNA 表达水平的检测 

2.1.1    CRELD2 基因特异性引物的设计与合成

在 NCBI 数据库中查找 CRELD2 基因序列，根

据引物设计原则（GC 占比：40%～60%；引物长度：

15～30 bp；Tm：58～62 ℃；上下游引物的 Tm 差值

<2；扩增片段长度：60～150 bp）应用 PrimerBank 与

Primer-Blast 数据库，设计得到 CRELD2 基因的引

物序列，引物设计完成后由上海生工合成。之后通

过 PCR 扩增曲线与溶解曲线对于引物的特异性与

扩增效率进行评价，获得 CRELD2 基因特异性引

物序列。 

2.1.2    总 RNA 提取

⑴肝、胃、肺等组织通用型 RNA 提取方法：小

鼠称重麻醉后取仰卧位固定，取适量肝、胃、肺等

组织（针对不同动物个体，于各组织器官同一位置

进行取材）置研磨管中，加入 1 ml Trizol Reagent 及
钢珠，充分混匀后使用高通量组织研磨仪研磨

（60 Hz，30 s，5 次）至无块状组织；高速冷冻离心机

离心（4 ℃，12 000 r/min，15 min）后取上层红色液

体，室温静置；加入 200 μl 氯仿，用小型涡旋仪剧烈

震荡 15 s，室温静置 10 min 自然分层；离心（4 ℃，

12 000 r/min，15 min）后溶液为三层（上层无色透明

为 RNA、中层白色为 DNA、下层为裂解液和蛋白

质混合物），取上层加入等体积的异丙醇混匀后室

温静置 10 min；离心（4 ℃，12 000 r/min，15 min），弃
上清得白色 RNA 沉淀；加入 1 ml 75％乙醇重悬

RNA 沉淀；离心（4 ℃，7 500 r/min，15 min），弃上清

得 RNA 沉淀，静置挥发去除乙醇，加入适量 DEPC
水溶解 RNA 沉淀，使用超微量分光光度计检测

RNA 浓度及纯度，调整 RNA 终浓度（范围：400～
500 ng/ μl）以便于逆转录，样品于−80 ℃ 保存。

⑵胰腺组织特异性 RNA 提取方法：小鼠称重

麻醉后，迅速轻柔地分离出胰腺组织（减少胰酶的

自身消化），放入装有液氮的研钵中研磨成粉后装

入 EP 管，加入 1 ml Trizol 混匀。按照 Trizol 法步

骤继续操作得到 RNA 沉淀，对其中残留的 RNA 酶

进行清除（3～4 次）：加入原体积 1/2 的 6 mol/L 盐

酸胍（含 β-巯基乙醇）使沉淀溶解，按照 1∶15 加

入 1 mol/L 冰乙酸与无水乙醇的混合溶液，于−20 ℃
静置 15 min，之后离心（4 ℃，12 000 r/min，15 min）
得到 RNA 沉淀，经 75% 乙醇洗涤晾干后溶于 DEPC
水，即获得胰腺组织总 RNA。 

2.1.3    RNA 逆转录

cDNA 的稳定性较 RNA 好，不易降解，为保证

逆转录效率，选择纯度良好的 RNA（A260 nm/280 nm：

1.8～2.0）配制逆转录 10 μl 体系（5×Primer  Script
RT Master Mix：2 μl；RNA：500 ng/浓度；RNase free
H2O 加至 10 μl），得到稳定的 cDNA。 

2.1.4    实时荧光定量聚合酶链式反应（RT-PCR）

使用获得的各组织 cDNA 样品配制 20 μl 体系

（SYBR  Green  Master：10  μl；CRELD2 基因引物：

1 μl；cDNA：2 μl；ddH2O：7 μl），通过检测 SYBR 荧

光染料与 DNA 双链非特异性结合的荧光信号强

度，结合内参基因（GAPDH）的荧光信号强度获得

各组织中 CRELD2 的相对含量，各样品均设置双

复孔检测，PCR 程序如图 1。 
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2.2    蛋白质印迹法检测各组织中 CRELD2 蛋白的

表达水平 

2.2.1    总蛋白提取

分别取适量小鼠的肝、胰腺、胃、肺等组织（针

对不同动物个体，于各组织器官同一位置进行取

材）置研磨管中，加入 400 μl 冷的蛋白裂解液，使用

高通量组织研磨仪研磨（60 Hz×30 s×5 次）至无块

状；冰上孵育 30 min 后离心（12 000 r/min，15 min，
4 ℃）获得上清即为蛋白样品。除用于双金鸡纳酸

测定法 (Bicinchoninic Acid Assay，BCA) 定量所需

量，向其余样品中加入其体积 1/4 的 5×上样缓冲液

后混匀，放置在恒温器（97 ℃）上变性 10 min，自然

冷却后获得总蛋白样品。 

2.2.2    BCA 蛋白定量

从未变性的各总蛋白样品中各取 10 μl，使用

碧云天 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒进行蛋白浓

度测定：按需根据步骤配制蛋白标准品及 BCA 工

作液，在 96 孔板中加入梯度稀释后的蛋白标准品，

每孔定量至 20 μl；同时设置样品检测孔：取各待测

蛋白样品 1 μl 分别加入到 96 孔板中定量至 20 μl；
各孔中均加入 200 μl BCA 工作液，37 ℃ 孵育 30 min
后使用 Infinite M200 多功能酶标仪检测在 570 nm
波长下的吸光度值，计算获得蛋白样品的浓度。 

2.2.3    蛋白印迹法测定

⑴制胶：根据 CRELD2 的分子量及预实验结

果选定分离胶浓度为 12 %，按成分比例表配制分

离胶加入制胶槽的玻璃板之间，用适量异丙醇去除

气泡并保持胶面平整至其完全凝固；之后配制积层

胶：待各成分混匀加入制胶槽的玻璃板之间，插入

梳子待其自然凝固加样电泳。

⑵加样及电泳：将胶板与电泳电极连接好装入

电泳槽内，加 1×电泳缓冲液，依顺序将蛋白样品与

Marker 加入梳孔中（加样量：20～50 μg）。电泳的

电压设置：80 V，30 min，之后 120 V 继续电泳至分

离胶中 Marker 分离完全即停止电泳。

⑶电转膜：选用 NC 膜并裁剪至合适大小，采

用湿转法，电转在冰水混合物的环境中进行，条件

设置为：100 V，1 h。
⑷封闭：使用脱脂奶粉对 NC 膜进行封闭（室

温摇床上封闭 3 h，也可 4℃ 过夜），封闭结束后用

1×PBS 洗膜（5 min，3 次）。

⑸抗体孵育：根据各抗体的稀释比例配制抗体

溶液，于孵育盒中对 NC 膜进行一抗孵育（室温，摇

床 3～4 h；或 4 ℃ 静置过夜）。孵育结束后用 1×
PBST 洗膜（5 min，6 次），之后进行孵育二抗（室温

静置 1 h）。
⑹成像分析：1×PBST 洗膜（5 min，3 次）后，使用

Tanon5200 化学发光图像分析系统成像并分析结果。 

2.3    统计分析

本实验数据均采用（Mean±SEM）的方式作图；

两组之间比较时，满足方差齐性和正态分布的连续

型计量资料数据采用 t检验进行比较；仅方差不齐

时采用 Satterthwaite 近似 t检验；若两者均不满足

则采用秩和检验。使用 SPSS 11.0 对数据进行统计

分析，当 P<0.05 时，差异具有统计学意义。分析结

果用 GraphPad Prism 8.0 软件作图。 

3    结果
 

3.1    小鼠各组织中 CRELD2 的基因水平表达 

3.1.1    CRELD2 基因引物序列的设计与鉴定

根据对溶解曲线及扩增曲线的筛选标准：①在

相同温度条件下，扩增曲线拟合度一致性好且曲线

的定点斜率较大；②溶解曲线拟合度一致性好且其

溶解温度稳定，溶解曲线的峰值高，表明引物能够

较好地与扩增片段解链并完成结合扩增[17]，我们使

用 3 种候选引物序列（表 1）分别扩增了同一肝脏组

织来源的 CRELD2 cDNA 样品，结果如图 2。扩增

曲线拟合度一致性排序：引物 2>引物 3>引物 1；溶

 

第1阶段 第2阶段 第3阶段
循环1次 循环40次 循环1次

95 ℃ 95 ℃

25 ℃ 25 ℃

95 ℃

72 ℃

95 ℃
10 min 10 s 15 s 30 s

60 ℃60 ℃ 60 ℃
30 s

30 s

1 min 15 s

图 1    实时荧光定量 PCR程序
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解曲线峰值：引物 1 与引物 3 较引物 2 低。因此，

引物 2 序列被用于本实验研究。
  

表 1    CRELD2基因候选引物序列 
CRELD2 引物 序列(5' to 3')

上游引物1 ACTTTGAGTGCAACCAACTCTT

下游引物1 CCGCTGCAATAGCCGTTTC

上游引物2 GCCAGGAAGAATTTCGGTGG

下游引物2 CATGATCTCCAGAAGCCGGAT

上游引物3 TTGCAGAGGAACGAGACCCA

下游引物3 GCCGTTGACATTCTCACAGTA
 
  

3.1.2    CRELD2 mRNA 在小鼠肝、胰腺、胃、肺等

组织中的表达水平

选用 CRELD2-引物 2 通过 RT-PCR 对小鼠的

肝、胰腺、胃、肺组织中的 CRELD2 mRNA 水平进

行测定，并以小鼠 GAPDH 特异性引物作为内参对

照，比较各组织中 CRELD2 mRNA 的相对表达水

平，结果如图 3 所示：在肝、胰腺、胃、肺组织中均

可检测到 CRELD2 的基因表达；且 CRELD2 在不

同组织中的表达水平有差异（以胰腺组织为基准，

对其余各组织中的相对表达量进行标化），组织间

相对表达量为：胰腺>胃>肝>肺，提示在 4 种组织中

以胰腺中的表达水平最高、肺中表达水平最低。需

要注意的是，无论是组织通用型 RNA 提取法还是

胰腺组织特异性 RNA 提取法，胰腺中的表达水平

在 4 种组织中均居首位（结果未显示），实验结果图 3
采用的是后一提取方法。 

3.2    小鼠各组织中 CRELD2 的蛋白水平表达 

3.2.1    不同抗体检测 CRELD2 蛋白表达水平的效

果比较

为确保 WB 检测小鼠各组织中 CRELD2 蛋白

的表达水平的结果准确可靠，我们从市面上可购买

到的抗 CRELD2 抗体中，根据其产品说明标注的

应用范围选择了 3 种适用于 WB 的不同品牌抗体，

按照各自的使用说明对同批次的组织蛋白样品进

行 WB 测定，结果如图 4：抗体 A 在非目的条带所

在位置出现条带，存在双条带；抗体 B 出现非特异

性条带，且与抗体 A 或 C 相比，其目的条带普遍较

淡；与抗体 A 或 B 相比，抗体 C 目的条带较清晰、

无杂带。考虑到不同品牌抗体的使用条件各异，所

以不同抗体的产品说明虽然在应用范围上有重合，

但仍有各自较为适用的应用范围。根据本实验的

操作条件与抗体 WB 条带结果，抗体 C 被用于进

一步的蛋白水平检测。 

3.2.2    CRELD2 蛋白在小鼠肝、胰腺、胃、肺组织

中的表达水平

由 WB 检测小鼠各组织中 CRELD2 蛋白的表
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达水平，如图 5 所示：对于肝、胰腺、胃、肺等不同

组织来源的蛋白样品，均可见 CRELD2 蛋白条带

且其灰度值之间存在差异，相对表达量由高至低分

别为：胰腺>肝>胃>肺。由此可见，CRELD2 蛋白在

胰腺、肝、胃、肺 4 种组织中均有表达，且在 4 种组

织中表达水平不同，以胰腺表达水平最高、肺的表

达水平最低。 

3.3    小鼠各组织中 CRELD2 的相对表达量在基因

与蛋白质水平上并不完全一致

在获得小鼠胰腺、肝、肺、胃 4 种组织样本的

基础上，对于同种组织样品进行同批次提取总蛋白

及总 RNA，对同批次样品进行 RT-PCR 及 WB 测

定 CRELD2 的表达情况，如上述结果显示（图 3、
图 5）：在基因与蛋白质水平，CRELD2 在小鼠胰

腺、肝、肺、胃 4 种组织中均有表达，且无论在基因

还是蛋白质水平，4 种组织中胰腺组织中的表达量

最高、肺组织中表达水平最低；但 4 种组织中，

CRELD2 的基因和蛋白质水平并不完全一致，如

RT-PCR 结果显示，在胃组织中 CRELD2 基因的相

对表达量高于肝脏组织，而 WB 结果显示，肝脏组

织中 CRELD2 蛋白的相对表达量高于胃组织，对

于个别组织间的相对表达量排序在不同水平上有

差异，但整体趋势保持一致。因此，无论在基因还

是蛋白质水平，CRELD2 在小鼠各组织中均有表

达，但在不同表达水平上各组织中 CRELD2 的相

对表达量略有不同。 

4    讨论

CRELD2 与 CRELD1 共同构成 CRELD 蛋白

家族，是 EGF 超家族的新成员 [5]。目前 CRELD2
相关研究主要围绕内质网应激展开，研究方向尚不

集中，而与之同源的 CRELD1 现已明确与心脏房

室间隔缺损密切相关[18-19]。本研究通过不同方法

在基因及蛋白质水平探究 CRELD2 在各组织中的

表达水平，对 CRELD2 的组织特异性研究具有重

要意义。

准确有效地阐明靶标蛋白在基因和蛋白水平

的表达情况是生物学研究的重要内容，不同的检测

方法具有各自的特点，通常采取多种方法综合验证

以获得目的基因及蛋白质在不同类型组织或细胞

中的确切表达情况[20-21]。在本实验中，在基因表达

水平，我们针对 CRELD2 基因设计并筛选出用于

扩增的引物序列；在蛋白表达水平，结合预选的蛋

白条带结果选出了可用于 WB 的适用性抗体。本

实验所需抗体主要用于 WB 测定，采取的验证与比

较的方式比较单一，因此对于抗体综合效果的验证

结果仅供参考。此外，我们改进优化了胰腺组织
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总 RNA 提取的方法，胰腺组织所处解剖学位置特

殊且富含 RNA 酶，对其总 RNA 提取存在着取材困

难、组织易自身消化、RNA 易降解等问题。有研

究报道可通过胰腺组织原位灌注 RNA 酶抑制剂来

获得高质量的 RNA，但操作困难且成本较高[22-23]，

由此我们做出了改进：①取材迅速结合液氮冷冻研

磨，可减少冻融及胰酶对胰腺组织的自身消化；

②增加 Trizol 用量，有效抑制 RNA 酶的活性；③使

用盐酸胍（含 β-巯基乙醇）溶解 RNA 沉淀并清除其

中残留的 RNA 酶，减少降解，由此分离获得较高质

量的胰腺组织总 RNA。

本实验通过 RT-PCR 及 WB，在基因及蛋白水

平检测了 CRELD2 在各组织器官中的表达水平，

旨在综合不同方法的优势明确各组织中的表达情

况，有指向性地研究 CRELD2 的生物学功能。由

结果可见，采用上述 2 种方法探究 CRELD2 在不

同组织中的表达水平是可行的，其相对表达量在组

织间的差异整体趋势相符，可作为相互验证的依据

以提高准确度。同时，我们也发现个别组织间的相

对表达量排序在基因与蛋白质的不同水平上不完

全平行，但差异不影响整体趋势的一致性，考虑

CRELD2 在个别组织中可能存在转录后的修饰与

调节，由此造成差异。同时，后续将通过免疫组织

化学、免疫荧光及酶联免疫吸附试验等方法阐明

CRELD2 在具体细胞内亚结构中的定位以及在其

他水平上各组织中的表达情况，更好地为 CRELD2
生物学功能研究奠定基础。
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