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rAAV-SP-C-iCre

产品说明书

货号：GC050402150

血清型：AAV2/6、AAV2/9

滴度：≥1E+13vg/mL

规格：5uL/20ul/50uL/100uL
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1. 背景

SP-C 启动子介绍：

肺脏是一个由超过 40 种不同类型的细胞构成器官，其中肺泡上皮细胞又主要分为 I 型（Type I

Alveolar Epithelial Cells ，ATI）和（Type II Alveolar Epithelial Cells II，ATII）细胞，

ATII 细胞尽管仅占肺泡表面积的约 5%，却承担着不可替代的角色。II 型（ATII）细胞是肺泡表面

活性剂的唯一合成和分泌来源，同时也是肺泡上皮再生的前体细胞，在肺损伤后分化为 ATI 细胞以

修复受损的气血屏障。因此，ATII 细胞成为了众多肺部疾病基因治疗的关键靶点。

肺表面活性蛋白（Surfactant Protein，SP）主要包括 SP-A、SP-B、SP-C 和 SP-D 四种，它们

在肺内的表达分布存在显著差异，肺表面活性蛋白 C（Surfactant Protein C，SP-C）是四种肺表

面活性蛋白中唯一呈现肺泡 II 型上皮细胞（Type II Alveolar Epithelial Cells，ATII）严格限

制性表达的蛋白，使得 SP-C 启动子成为 AAV 病毒在 II 型（ATII）细胞特异性表达的主要启动子，

主要由近端启动子区（-318 bp至+18 bp）内的转录因子结合位点决定，其中甲状腺转录因子-1（TTF-1），

核因子 I（NFI）和 GATA 结合蛋白 6（GATA-6）的结合位点是核心调控因子。

2. iCre 酶介绍

iCre（codon-improved Cre recombinase）是对噬菌体 P1 来源的 Cre 重组酶进行密码子优化改

造的升级版本。传统的 Cre 重组酶在原核宿主中进化而来，其编码序列含有较高的 CpG 二核苷酸含

量，在哺乳动物细胞中易引发表观遗传沉默，导致表达效率低下和重组活性不稳定。iCre 通过将编

码序列调整为哺乳动物偏好的密码子使用频率，在保持氨基酸序列和酶活性不变的前提下，显著提

高了重组酶在哺乳动物细胞中的表达水平、mRNA 稳定性和翻译效率，同时降低了 CpG 含量以减少表

观遗传沉默风险。自 2002 年首次报道以来，iCre 已广泛应用于转基因小鼠、斑马鱼等模式生物的

构建，成为条件性基因敲除和谱系示踪研究中不可或缺的工具。

Cre 重组酶是来源于噬菌体 P1 的 I 型拓扑异构酶，由 343 个氨基酸组成，分子量约 38 kDa。该

酶能够识别并结合 34 bp 的 LoxP 位点，介导两个 LoxP 位点之间的 DNA 重组反应。LoxP 位点由两个

13 bp 的反向重复序列（作为 Cre 蛋白的结合位点）和一个 8 bp 的核心间隔区（决定重组的定向性）

组成。

Cre 重组酶无需 ATP 或其他能量辅助因子即可催化重组反应，其作用机制包括四个关键步骤：

两个 Cre 蛋白分子分别结合两个 LoxP 位点的反向重复序列；通过蛋白-蛋白相互作用将两个 LoxP 位

点靠近；在核心间隔区发生 DNA 链的切割和交换；完成重组并释放产物。根据两个 LoxP 位点的相对

方向，Cre 介导的重组可导致三种结果：同向 LoxP 之间的序列被删除、反向 LoxP 之间的序列发生

倒位、位于不同 DNA 分子上的 LoxP 之间发生易位。
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表 1 不同 Cre 酶参数比对

特点 Cre iCre CreER2 MerCreMer

全称 Cre recombinase codon-improved Cre Cre-ERT2 fusion Mer-Cre-Mer fusion

核心改造 原始噬菌体序列
密码子优化，降低

CpG
C端融合 ERT2

N端和 C端各融合

Mer

时空控制 无（组成型） 无（组成型） 他莫昔芬诱导型 他莫昔芬诱导型

本底渗透表达 不适用 不适用 中等 更低（双重锚定）

表达效率 低 高 取决于设计 取决于设计

适用实验 细菌/体外基础实验
组织特异性敲除、谱

系示踪
时间可控的基因删除

对背景活性敏感的实

验

二、病毒注射方式（注射量：1 × 1011
vg/小鼠）

2.1 传统滴鼻法

(1）、实验动物称重，使用麻醉剂（异氟烷、氯胺酮、赛拉嗪混合液等）或者小动物麻醉机进行麻

醉，置于仰卧位。

(2）、用惯用手捏住小鼠颈背部皮肤，非惯用手拇指轻压下颌使其张口，食指轻压鼻梁，将头部以

约 45°角固定，确保气道通畅开放，避免压迫颈部影响呼吸.

（3）、用带滤芯的移液枪头吸取 AAV病毒液，将枪头垂直对准小鼠一侧鼻孔（距鼻孔约 2–3 mm），

缓慢滴下 3–5 μL液滴，待液体被完全吸入后再滴下一滴。每侧鼻孔分次滴入总剂量的一半（通常每

侧 20 μL，每次 3–5 μL，间隔约 30秒)

（4）、滴鼻结束后，将小鼠置于 37°C加热垫上的空恢复笼中，持续观察至少 10分钟直至完全清醒

恢复。

传统滴鼻法的原理是利用小鼠的自主呼吸将液滴吸入呼吸道。但是由于小鼠在仰卧位时呼吸道解剖

结构的特点，液滴容易经鼻咽部进入食管而被吞咽，导致实际进入肺部的载体剂量显著减少。
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a. 传统滴鼻法；b.改良滴鼻法；c.气管插管法;d.气管内注射法

(Adapted from [Santry LA, 2017])

2.2 改良滴鼻法

(1）实验动物称重，使用麻醉剂（异氟烷、氯胺酮、赛拉嗪混合液等）或者小动物麻醉机进行麻醉，

置于仰卧位。

（2）取出麻醉小鼠后，将小鼠身体呈 45–60°倾斜角（较传统法略大），以重力辅助液体流向气管方

向。拇指轻压下颌使其微张，食指轻压鼻梁，但避免过度后仰以防止气管扭曲。（需 2 人配合完成）

（3）第一轮给药：操作者 A 将总剂量的一半（如 40 μL分两次，每次 20 μL）进行滴鼻。每侧鼻

孔采用 3–5 μL/次的微量分次方案，每滴间隔 30 秒以上，确保每滴液体完全吸入后再滴下一滴。

第二轮给药：第一轮完成后将小鼠放回恢复笼，待其完全清醒并恢复活动（约 15–20 分钟）后，再

次麻醉进行第二轮滴鼻，操作同第一轮。

（4）滴鼻结束后，将小鼠置于 37°C 加热垫上的空恢复笼中，持续观察至少 10 分钟直至完全清醒

恢复。
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改良滴鼻法在传统方法基础上进行了两处关键改进：其一，小鼠在给药时保持 45°倾斜体位

（头朝上）；其二，用手指轻轻捏住小鼠嘴巴，防止经口呼吸和吞咽。这两项改进旨在促进液体经

鼻吸入并进入下呼吸道，同时最大限度地减少经口吞咽导致的载体丢失。

2.3 气管插管法

(1）实验动物称重，使用麻醉剂（异氟烷、氯胺酮、赛拉嗪混合液等）或者小动物麻醉机进行麻醉，

将小鼠仰卧位固定于操作台，头部尽量后仰以拉直口腔-咽部-气管通路。用缝合线穿过上门齿并向

后牵拉固定，使口腔张开。

（2）喉镜叶片轻轻压下舌根部，在光源辅助下观察到会厌软骨和声门裂。将 PE-10 导管前端蘸取少

量无菌生理盐水润滑，沿口腔中线轻柔插入，当导管前端通过声门进入气管时，可观察到导管内液

面随呼吸节律上下波动，此为确认导管位置正确的关键体征，确认位置后，用胶带或缝线将导管固

定于小鼠口角。

（3）用微量注射器吸取 AAV 病毒液（推荐按 3μL/g 体重计算注射体积），连接至导管外口，缓慢

推注（约 10–15 秒完成）。推注完毕后，立即用 1 mL 无针注射器连接导管，注入 0.2 mL 空气，重

复 2–3 次，以减少 AAV 在导管内的残留。

（4）注射完成后拔出导管，立即将小鼠从操作台取下，侧卧于加热垫上。用镊子轻张口以利呼吸通

畅，持续观察直至呼吸平稳、完全清醒后放回饲养笼。

2.4 气管内注射法

(1）实验动物称重，使用麻醉剂（异氟烷、氯胺酮、赛拉嗪混合液等）或者小动物麻醉机进行麻醉。

（2）碘伏和酒精棉球交替擦拭颈部腹侧正中区域，共 2分钟，在喉结下方约 0.5 cm处做约 0.5–1 cm

纵行皮肤切口，用止血钳或镊子钝性分离皮下组织和颈前肌群，暴露气管（呈半透明环状软骨结构）。

（3）将 25G蝴蝶针或胰岛素注射器（含 AAV病毒液）沿气管环间隙斜向刺入气管腔内，进针角度

约 30–45°。判断针尖进入气管的指征：注射器内可观察到液柱随呼吸节律上下波动，或连接注射器

回抽可见气泡。缓慢推注病毒液（推荐按 3 μL/g 体重计算体积），约 30秒内完成。

（4）注射完毕后快速拔出针头，用无菌纱布轻压穿刺点止血（通常 1–2分钟即可止血）。皮肤切口

用氰基丙烯酸酯皮肤粘合剂粘合，或用 5-0缝线缝合 1–2针。

（5）小鼠置于 37°C加热垫上苏醒，给予抗生素（如头孢类）预防感染，术后前 2天每日检查切口

情况
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