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[摘　 要] 　 目的　 制作载脂蛋白 Ｅ(ＡｐｏＥ)基因敲除(ＡｐｏＥ－ / －)兔ꎬ为研究动脉粥样硬化提供优良动物模型ꎮ 方法

应用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统编辑新西兰兔的 ＡｐｏＥ 基因ꎬ制作 Ｆ０ 代 ＡｐｏＥ－ / －兔ꎬ利用 ＰＣＲ、ＴＡ 克隆、Ｓａｎｇｅｒ 测序、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 和血脂检测鉴定 ＡｐｏＥ 靶向敲除的效率和效果ꎬ并通过传代获得 ＡｐｏＥ＋ / －兔ꎮ 结果　 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果显示成功

靶向敲除兔 ＡｐｏＥ 基因ꎬ血清脂蛋白含量在正常饮食状态下相对于野生型兔有升高ꎬ且可稳定遗传ꎮ 结论　 成功建

立了 ＡｐｏＥ－ / －兔ꎬ为进一步研究动脉粥样硬化和其他相关疾病提供了良好的动物模型ꎮ
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　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是导致急性

临床事件的多数心血管疾病的共同病理基础ꎬ主要

累及全身的大中型动脉ꎮ 引起动脉粥样硬化的众

多因素中ꎬ血脂异常是重要原因ꎬ而载脂蛋白 Ｅ
(ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅꎬ ＡｐｏＥ)是血浆脂蛋白的重要组成

成分ꎬ主要在肝脏和脑中合成ꎬ在脂质代谢调节中

发挥着主要作用ꎮ 长期以来ꎬ众多学者也是一直通

过动物模型来研究 ＡｐｏＥ 在动脉粥样硬化中的分子

调节机制ꎬ如早期 Ｚｈａｎｇ 等[１] 成功制作出 ＡｐｏＥ 基

因敲除(ＡｐｏＥ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔꎬ ＡｐｏＥ－ / －)小鼠并且在

无需高脂诱导下自发产生 Ａｓꎬ到近期 Ｗｅｉ 等[２]采用

转录激活子样效应因子核酸酶技术 ( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
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ａｃｔｉｖａｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ｎｕｃｌｅａｓｅｓꎬ ＴＡＬＥＮ ) 构 建 了

ＡｐｏＥ－ / －大鼠模型ꎮ 相较于小鼠和大鼠ꎬ兔的脂质代

谢特点更接近于人体ꎬ如兔体内低密度脂蛋白( ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＬＤＬ)含量高ꎬ且兔的肝脏不能编

码载脂蛋白 Ｂ４８ ｍＲＮＡꎬ只能合成载脂蛋白 Ｂ１００
等[３]ꎬ与人类似ꎬ因此将兔作为制作 ＡｐｏＥ－ / －的动物

选择对象能更好地研究 ＡｐｏＥ 在 Ａｓ 中的作用ꎮ 近

几年新兴的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９( ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒ￣
ｓｐｅｒｓｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ / ＣＲＩＳＰＲ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ９ ) 技 术 作 为 基 因 编 辑 工 具ꎬ 相 比 较 于

ＺＥＮＳ[３￣５]、ＴＡＬＥＮ[６]具有操作简单、敲除效率高、多
位点同时进行等优点[７]ꎬ采用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术可

以在短时间内成功构建基因修饰动物模型ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 动物

　 　 普通级别新西兰白兔ꎬ饲养条件:室温 １８ ~ ２５
℃ꎬ湿度 ４０％~５０％ꎬ换气良好ꎬ光照适宜ꎮ
１.２　 主要仪器和试剂

１.２.１　 试剂 　 　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 二合一质粒试剂盒

及 Ａｎｎｅａｌｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ(南京尧顺禹生物科技有限公司ꎬ
中国)ꎬ Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ ( Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司 )ꎬ Ｐｈａｎｔａ
Ｓｕｐｅｒ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ(南京诺唯赞生物科

技有限公司ꎬ中国)ꎬＥｎｄｏ￣ｆｒｅｅ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ Ｉ (Ｏ￣
ＭＥＧＡꎬ美国)ꎬＳｃｒｉｐｔ ＭＡＸ Ｔｈｅｒｍｏ Ｔ７ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ
(东洋纺生物科技有限公司ꎬ中国)ꎬ抗￣反向帽类似

物(ＡＲＣＡ)ꎬｐｏｌｙ(Ａ)聚合酶(ＮＥＢꎬ中国)ꎬＥａｓｙＰｕｒｅ
ＰＣＲ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 及 Ｅ. ｃｏｉｌ Ｔｒａｎｓ５α 感受态细胞

(全式金生物技术有限公司ꎬ中国)ꎬＭ２ 及 Ｍ１６(Ｓｉｇ￣
ｍａꎬ美国)ꎮ
１.２.２　 仪器　 　 体视显微镜(厦门麦克奥迪公司ꎬ
Ｊａｐａｎ)ꎬ荧光倒置显微镜和显微操作仪(Ｌｅｉｃａ 公司ꎬ
德国)ꎬ拉针仪(ＭＯＤＥＬ Ｐ￣９７ꎬ ＩＮＳＴＲＵＭＥＮＴꎬ ＵＳＡ
)ꎬＣＯ２ 培养箱 (Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｏｒｍａꎬ美国)ꎬ基因扩增仪

Ｓ１０００ 型( ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司ꎬ美国)ꎬ超净工作台(苏州

净化仪器设备厂ꎬ中国)ꎬＤＮＡ 电泳仪和电泳槽

(ＤＹＹ￣６Ｂ 型ꎬ南京新校园生物技术研究所ꎬ中国)ꎬ
核酸蛋白定量分析仪(上海仪涛生物仪器有限公

司ꎬ中国)ꎮ
１.３　 质粒构建

在 ＮＣＢＩ 网站(美国国立生物技术信息中心)ꎬ
获得新西兰兔 ＡｐｏＥ 的 ＤＮＡ 及 ｍＲＮＡ 序列ꎬ锚定第

一外显子为靶敲位点ꎬ经过筛选ꎬ确定 ２ 个 ｓｇＲＮＡ
靶位 点ꎬ 在 ｈｔｔｐ: / / ｃｒｉｓｐｒ. ｍｉｔ. ｅｄｕ / 网 站 中ꎬ 进 行

ｓｇＲＮＡ 的设计ꎬ分别命名为 ｓｇＲＮＡ１ 和 ｓｇＲＮＡ２ꎬ合
成两对寡聚核苷酸链ꎬｓｇＲＮＡ１:ＡＡＧＡＣＴＧＡＣＣＡＡＣ￣
ＣＧＣＡＧＧＣＧＧＧ 和 ＣＣＣＧＣＣＴＧＣＧＧＴＴＧＧＴＣＡＧＴＣＴＴꎻ
ｓｇＲＮＡ２:ＧＧＴＧＴＧＧＴＧＧＧＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＧ 和 ＣＣＧＣ￣
ＣＡＡＣＡＣＡＧＣＣＣＡＣＣＡＣＡＣＣꎬ然后用 Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ
将退火产物与线性化的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 二合一质粒￣
ＰＹＳＹ￣Ｃａｓ９[该质粒由南京尧顺禹生物科技有限公

司提供ꎬ由于知识产权等相关问题ꎬ该质粒的载体

及引物(引物 １、引物 ２、引物 ３、引物 ４)序列暂不公

开]连接ꎬ构建 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ 表达载体ꎮ 将连接好

的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 二合一质粒转化 Ｔｒａｎｓ５α 感受态大

肠杆菌进行克隆ꎬ选择阳性克隆经测序验证后进行

扩大培养以用来后续小量提取质粒及保存菌种用ꎮ
１.４　 体外转录

分别制备 ｓｇＲＮＡ１ 和 ｓｇＲＮＡ２ 转录模板:用

Ｖａｚｙｍｅ Ｐｈａｎｔａ Ｓｕｐｅｒ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 进行

ＰＣＲ 反应ꎬ所用引物为引物 ３、引物 ４ꎮ ＰＣＲ 反应条

件:９５ ℃ 预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ５２ ℃退火１０ ｓꎬ
７２ ℃延伸 ５ ｓꎬ重复 ３０ 个循环ꎻ７２ ℃再延伸 ５ ｍｉｎꎻ
结束反应ꎮ

制备 Ｃａｓ９ 转录模板:用 Ｖａｚｙｍｅ Ｐｈａｎｔａ Ｓｕｐｅｒ￣
Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 进行 ＰＣＲ 反应ꎬ所用引物为

引物 １、引物 ２ꎮ ＰＣＲ 反应条件:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ
９５ ℃变性 １０ ｓꎬ５６ ℃退火 １５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ６８ ｓꎬ重复

３４ 个循环ꎻ７２ ℃再延伸 ５ ｍｉｎꎻ结束反应ꎮ
用 ＴＲＡＮＳＧＥＮ ＰＣＲ 纯 化 试 剂 盒 分 别 纯 化

ｓｇＲＮＡ１、ｓｇＲＮＡ２ 和 Ｃａｓ９ 转录模板后进行体外转

录ꎬ转录所用试剂盒均为 ＳｃｒｉｐｔＭＡＸ Ｔｈｅｒｍｏ Ｔ７
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ ( ＴＳＫ￣１０１)ꎬ其中 Ｃａｓ９ 转录后用

Ｅ.ｃｏｉｌ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 试剂盒进行加尾ꎬ所有操作均按说

明书进行ꎬ纯化转录产物后－８０ ℃备用ꎮ
１.５　 供受体的准备

选 ６ ~ ８ 月龄的健康未发情雌性新西兰兔作为

供体兔ꎬ分 ６ 次肌肉注射 ５０ Ｕ 卵泡刺激素( ｆｏｌｌｉｃｌｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅꎬＦＳＨ)ꎬ耳缘静脉注射 １００ Ｕ 人

绒毛膜促性腺激素( ｈｕｍａｎ ｃｈｏｒｉｏｎｉｃ ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎꎬ
ＨＣＧ)后与健康成年雄性兔人工辅助交配ꎬ在供体

兔配种的同时ꎬ挑取自然发情的成年母兔作受体

兔ꎬ同样耳缘静脉注射 ＨＣＧ １００ Ｕ / 只ꎬ以备次日手

术移植[８]ꎮ 母兔发情的主要标志为阴道黏膜呈潮

红色ꎮ 供体兔注射 ＨＣＧ 后 １７ ｈꎬ仰卧保定ꎬ全身麻

醉后ꎬ无菌打开腹腔ꎬ充分暴露卵巢和输卵管连同

子宫ꎬ用冲卵液从子宫方向朝输卵管喇叭口方向冲

胚ꎬ回收受精卵细胞ꎬ在体视显微镜下计数观察后
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移至 Ｍ１６ 培养液中ꎬ置于 ３８ ℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度培

养箱中培养备用ꎮ
１.６　 Ｃａｓ９ / ｓｇＲＮＡ 的显微注射

将纯化后的转录产物 ｓｇＲＮＡ (２６. ６ ｍｇ / Ｌ)和

Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ(４０ ｍｇ / Ｌ)混合物显微注射至受精卵的

胞质中ꎬ培养 ３０ ｍｉｎ 后手术移植到同步发情的假孕

受体母体输卵管内ꎬ待孕ꎮ
１.７　 ＰＣＲ 及 ＴＡ 克隆ꎬ测序

在仔兔出生 ４ 周时ꎬ剪下小块兔耳组织ꎬ在蛋白

酶 Ｋ 和组织裂解液的作用下 ５５ ℃过夜消化ꎬ用酚

氯仿方法提取基因组 ＤＮＡꎬ溶于 ０.１×ＴＥ 中ꎬ用软件

Ｐｒｉｍｅｒ５.０ 设计的检测引物扩增包含敲除位点在内

的基因片段ꎮ 引物序列如下 Ｓｅｎｓｅ: ５′￣ＧＧＧＧＡＧ
ＡＣＴＧＧＡＧＣＡＧＡＣＡＡ￣３′ꎻ Ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ: ５′￣ＧＴＧＣＧＧＧＡ
ＧＣＡＡＡＧＴＧＧＴ￣３′ꎬ产物大小为 ５６０ ｂｐꎮ ＰＣＲ 参数

为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 变性 ４０ ｓꎬ６０ ℃ 退火

４０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ４５ ｓꎬ共 ３０ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃延伸

８ ｍｉｎꎮ
将扩增产物送上海生工公司测序ꎬ进行 ＰＣＲ 测

序鉴定ꎮ 选取 ＰＣＲ 测序结果出现套峰的幼仔编号ꎬ
进行 ＴＡ 克隆实验来进一步鉴定其突变情况和基因

型ꎮ 根据 Ｔ 载体说明书ꎬ扩增 ＰＣＲ 片段ꎬ引物同

ＰＣＲ 检测ꎻ产物纯化后将该片段连接 ｐＭＤＴＭ￣１９Ｔ 载

体ꎬ转化感受态 ＤＨ５０αꎬ经蓝白斑筛选出成功插入 Ｔ
载体中的克隆ꎮ 挑取 ５ ~ １０ 个克隆ꎬ摇菌扩增后将

菌液送上海生工进行测序分析ꎮ 测序结果与新西

兰兔 ＡｐｏＥ 基因野生型序列进行比对ꎬ进而确定其

基因型ꎮ

１.８　 脱靶检测

针对每条 ｓｇＲＮＡ 我们在网站 ｈｔｔｐ: / / ｃｒｉｓｐｒ.ｍｉｔ.
ｅｄｕ /进行脱靶位点预测ꎬ并对潜在脱靶位点(ＰＯＴＳ)
进行 ＰＣＲ 测序检测ꎬ确定是否发生脱靶ꎮ
１.９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测血清 ＡｐｏＥ 蛋白的表达

分别取 ＡｐｏＥ－ / －兔和正常兔静脉血ꎬ４０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ２０ ｍｉｎ 分离其血清ꎬ应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检

测血清中 ＡｐｏＥ 蛋白的表达水平ꎮ
１.１０　 血脂检测

血清总胆固醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＴＣ)、甘油三脂

( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬ ＴＧ )、 低 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 ( ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＬＤＬＣ)、高密度脂蛋白

胆固醇( ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＨＤＬＣ)
采用全自动生化分析仪(Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ ＡＵ ４８０)
测定ꎮ
１.１１　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１９.０ 统计软件进行统计分析ꎮ 计量

资料采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间比较采用 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５
表示差异有显著性ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｓｇＲＮＡ 的设计

靶位点在兔 ＡｐｏＥ 基因第一外显子上的相对位

置如图 １ꎬ依据文献报道的 ｓｇＲＮＡ 的作用靶点设计

方法ꎬ在 ｈｔｔｐ: / / ｃｒｉｓｐｒ.ｍｉｔ. ｅｄｕ /网站中设计 ｓｇＲＮＡꎮ
本文中ꎬ我们针对 ＡｐｏＥ 基因设计了两条 ｓｇＲＮＡ 作

用靶点ꎮ

图 １. 靶位点在 ＡｐｏＥ 基因中的相对位置　 　 Ｅ 代表外显子ꎬ红色代表 ｓｇＲＮＡ 的序列ꎬ绿色代表 ＰＡＭ 序列(ＮＧＧ)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ＡｐｏＥ ｇｅｎｅ

２.２　 基因测序

通过对 ３ 只供体兔超数排卵获得 １０２ 枚受精

卵ꎬ状态良好ꎬ因此对 １０２ 枚受精卵全部进行显微注

射ꎬ将 １.５ μＬ ｓｇＲＮＡ１(８０ ｍｇ / Ｌ)及 １.５ μＬ ｓｇＲＮＡ２
(８０ ｍｇ / Ｌ)和 ５ μＬ Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ(８０ ｍｇ / Ｌ)混合物显

微注射至受精卵的胞质中(图 ２)ꎬ培养 ３０ ｍｉｎ 后选

择状态良好的 １００ 枚受精卵移植到 ３ 只同步发情的

母兔输卵管中ꎬ其中 １ 只怀孕ꎬ妊娠 ３０ 天后出生 ２

只仔兔ꎬ其中 １ 只为死胎ꎮ 经 ＰＣＲ 及产物 ＴＡ 克隆

测序ꎬ该兔为突变兔( Ｆ０)ꎬ即雄性 ＡｐｏＥ－ / － 兔 (图

３)ꎬ敲除效率见表 １ꎮ 为了证明利用该技术所造成

的缺失是否可以稳定遗传ꎬ将该公兔于适宜环境下

饲养 ８ 个月后与正常母兔配种ꎬ获得 Ｆ１ 代兔 １０ 只ꎬ
经 ＰＣＲ 测序鉴定后ꎬ有 ４ 只为 ＡｐｏＥ＋ / －兔ꎬ即表明可

稳定遗传(图 ３、图 ４ 和图 ５)ꎮ
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图 ２. 兔受精卵的胞质显微注射　 　 将 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 混合物在荧光倒置显微镜和显微操作仪下显微注射至受精卵的胞质中ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ ｅｇｇｓ

表 １. ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统对新西兰兔 ＡｐｏＥ 基因敲除效率统计

Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｉｎ ＡｐｏＥ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｒａｂｂｉｔ
注射 ｓｇＲＮＡ

类型
受体兔
(只)

超排卵数
(枚)

显微注射
卵数(枚)

移植胚
胎数(枚)

供体兔
(只)

怀孕兔
(只)

出生仔兔
(只)

单等位基因
突变兔(只)

双等位基因
突变兔(只)

怀孕率
(％)

突变率
(％)

ｓｇＲＮＡ１
ｓｇＲＮＡ２ ３ １０２ １０２ １００ ３ １ ２ ０ ２ ３３.３ １００

图 ３. Ｆ０ 代兔和 Ｆ１ 子代兔 ＡｐｏＥ 基因 ＰＣＲ 产物电泳图　 　 Ｍ 为 ＤＬ２０００ ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒꎬＷＴ 为野生型家兔基因组ꎬＢ 为加双蒸水的空白

对照组ꎬ８ 为原代兔(Ｆ０)基因组ꎬＡＰ１~ＡＰ１０ 为 Ｆ１ 代仔兔基因组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＡｐｏＥ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｆ０ ａｎｄ Ｆ１ ｒａｂｂｉｔｓ

２.３　 脱靶预测与检验

在网站 ｈｔｔｐ: / / ｃｒｉｓｐｒ.ｍｉｔ. ｅｄｕ /进行脱靶位点预

测ꎬ纳入的标准是与 ｓｇＲＮＡ 靶位点错配数不大于 ６
的 ２３ 个碱基序列ꎬ近 ＰＡＭ 的 ８ 个碱基保守、 ＰＡＭ

为 ＮＡＧ 或 ＮＧＧꎮ 针对两条 ｓｇＲＮＡ 共设计了 １０ 个

潜在脱靶位点(ＰＯＴＳ)ꎮ 通过 ＰＣＲ 测序鉴定结果显

示没有套峰出现ꎬ说明在我们预测的脱靶位点内并

未发生脱靶(表 ２)ꎮ

表 ２. ＡｐｏＥ 的潜在脱靶位点预测

Ｔａｂｌｅ ２. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆｆ￣ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ＡｐｏＥ
ＰＯＴＳ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ
ｓｇＲＮＡ１ ５′￣ＡＡＧＡＣＴＧＡＣＣＡＡＣＣＧＣＡＧＧＣＧＧＧ￣３′
ＰＯＴＳ１Ｔ１ ５′￣ＣＡＧＣＣＴＧＧＣＣＡＣＣＣＧＣＡＧＧＣＡＧＧ￣３′ Ｆ: ５′￣ＧＡＧＧＧＡＣＡＧＴＧＡＧＡＡＡＧＡＡＣＧ￣３′

Ｒ: ５′￣ＣＡＧＧＡＧＡＣＴＴＡＴＣＣＡＧＧＡＧＡＣＡ￣３′
４５１ ｂｐ

ＰＯＴＳ１Ｔ２ ５′￣ＧＴＣＡＣＴＧＡＣＣＡＧＣＣＧＣＡＧＧＣＴＧＧ￣３′ Ｆ: ５′￣ＧＡＴＡＧＡＴＴＴＧＣＣＴＴＧＧＴＡ￣３′
Ｒ: ５′￣ＣＡＧＧＡＧＧＡＡＧＡＡＡＧＡＴＧＧ￣３′

５７３ ｂｐ

ＰＯＴＳ１Ｔ３ ５′￣ＧＧＧＡＣＴＧＡＧＣＧＡＣＣＧＣＡＧＧＣＣＡＧ￣３′ Ｆ: ５′￣ＴＧＣＣＣＡＣＴＧＣＴＣＣＡＡＡＴＣ￣３′
Ｒ: ５′￣ＴＧＴＣＣＧＴＧＣＴＧＣＣＴＣＴＧＴ￣３′

５５８ ｂｐ

ＰＯＴＳ１Ｔ４ ５′￣ＡＡＧＧＣＴＧＧＣＴＧＡＣＣＧＣＡＧＧＣＡＧＧ￣３′ Ｆ: ５′￣ＡＡＣＴＧＴＡＡＧＣＣＣＴＧＧＡＡＧ￣３′
Ｒ: ５′￣ＧＣＴＣＴＧＧＧＡＡＡＴＧＧＡＡＴＣ￣３′

６９７ ｂｐ

ＰＯＴＳ１Ｔ５ ５′￣ＣＡＴＡＣＴＧＡＣＧＡＧＣＣＧＣＡＧＧＣＧＧＧ￣３′ Ｆ: ５′￣ＧＧＧＧＴＴＣＴＧＴＧＡＣＴＧＧＡＧＣ￣３′
Ｒ: ５′￣ＴＧＣＧＡＧＧＣＡＧＧＡＡＧＧＴＧＡ￣３′

３７３ ｂｐ

ｓｇＲＮＡ２ ５′￣ＧＧＴＧＴＧＧＴＧＧＧＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＧ￣３′
ＰＯＴＳ２Ｔ１ ５′￣ＧＧＧＧＴＧＧＴＧＧＧＣＴＧＴＧＣＴＧＧＣＡＧ￣３′ Ｆ: ５′￣ＴＧＴＧＧＧＣＡＣＴＧＣＴＡＣＴＧＧＧ￣３′

Ｒ: ５′￣ＴＴＴＧＣＴＧＧＧＡＣＧＣＴＣＴＧＧ￣３′
５５３ ｂｐ
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　 　 续表
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注:单下划线代表与 ｓｇＲＮＡ 相同的碱基ꎬ双下划线代表 ＰＡＭ 结构ꎮ

图 ４. Ｆ０ 代 ＡｐｏＥ－ / －兔的基因突变及编码氨基酸分析　 　 Ａ 为 ＰＣＲ 产物测序峰图:Ｆ０ 代仔兔 ＡｐｏＥ 基因组 ＰＣＲ 产物测序ꎬ结果显示从

上图箭头处开始出现套峰ꎬ且此处位于第一外显子中的 ｓｇＲＮＡ１ 的识别处ꎬ根据出现重叠峰的情况可初步说明 ＡｐｏＥ 基因在该处发生突变ꎬ
“→”表示出现突变的位置ꎮ Ｂ 为 ＴＡ 克隆后进一步分析 Ｆ０ 代仔兔两条染色体的突变情况序列比对:黄色字体为靶位点 ｓｇＲＮＡ１、ｓｇＲＮＡ２ꎬ“ －”
表示碱基缺失ꎬ“＋”等表示碱基增添ꎬ通过比对发现该兔一条染色体缺失 １２ ｂｐ 碱基ꎬ另一条染色体缺失 １２ ｂｐ 碱基且增加 １ 个 Ａ 碱基ꎮ Ｃ 为编

码氨基酸分析:通过对 ＡｐｏＥ－ / －兔的基因序列进行翻译ꎬ发现其在敲除区并未发生阅读框移码突变ꎬ而只是缺失了 ４ 个氨基酸ꎬ即缬氨酸、亮氨

酸、丙氨酸、丙氨酸ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ Ｆ０ ＡｐｏＥ－ / － ｒａｂｂｉｔｓ
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图 ５. Ｆ０ 代 ＡｐｏＥ－ / －兔传代突变情况　 　 ８ 号为 Ｆ０ 代 ＡｐｏＥ－ / －兔ꎬＡＰ１、ＡＰ２、ＡＰ３、ＡＰ４ 为 Ｆ０ 代 ＡｐｏＥ－ / －兔与野生型兔交配产生的 ４ 个子代

突变兔ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆ０ ＡｐｏＥ－ / － ｒａｂｂｉｔ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

２.４　 血清 ＡｐｏＥ 表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ在 ＡｐｏＥ－ / －兔的血清中ꎬ
无 ＡｐｏＥ 表达ꎬ而在野生型兔中可见 ＡｐｏＥ 的表达ꎬ
说明该模型实现了 ＡｐｏＥ 基因在表达水平的成功敲

除(图 ６)ꎮ

图 ６. ＡｐｏＥ－ / －兔及野生型兔血清中 ＡｐｏＥ 蛋白的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｓｅｒｕｍ ＡｐｏＥ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / － ｒａｂｂｉｔ
ａｎｄ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｒａｂｂｉｔ

２.５　 血脂含量

将经测序验证的 ＡｐｏＥ－ / －雄性兔和同龄正常家

兔于室温 １８~２５ ℃、湿度 ４０％ ~ ５０％、换气良好、光
照适宜、正常普通饮食的环境中饲养ꎬ从第 １０ 周龄

开始取该只 ＡｐｏＥ－ / －雄性兔和 ３ 只同龄野生型兔每

隔 ４ 周进行一次血脂检测ꎬ连续 ４ 次ꎬ即将 ＡｐｏＥ－ / －

兔和正常家兔空腹 １２ ｈ 后ꎬ经耳静脉抽取 ２ ｍＬ 的

静脉血于 ０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ 抗凝管中ꎬ４０００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 ２０ ｍｉｎꎬ离心后取血清ꎬ采用自动生化分析仪

(Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ ＡＵ ４８０)测定血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ、
ＨＤＬＣ 等含量ꎬ结果发现 ＡｐｏＥ－ / －兔的 ＴＣ 含量(３.８９
±０.７３ ｍｍｏｌ / Ｌ)高于野生型兔(１.６８±０.６５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
Ｐ<０.０５)ꎬＬＤＬＣ 含量(１.３６±０.１２ ｍｍｏｌ / Ｌ)明显高于

野生型兔(０.５１±０.１５ ｍｍｏｌ / ＬꎬＰ<０.０１ꎬ表 ３)ꎮ

表 ３. 不同周龄 ＡｐｏＥ－ / －兔与同龄野生型兔血脂含量比较

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｔａｂｌｅ ３. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ
ｏｆ ＡｐｏＥ－ / － ｒａｂｂｉｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｇｅ￣ｍａｔｃｈｅｄ ＷＴ ｒａｂｂｉｔ(ｍｍｏｌ /
Ｌ)
周龄 兔编号 ＴＣ ＴＧ ＨＤＬＣ ＬＤＬＣ
１０ 周 ＡｐｏＥ－ / － ４.７ １.３０ １.１２ １.２６

ＷＴ ２.４ １.３７ ０.９２ ０.６７
１４ 周 ＡｐｏＥ－ / － ３.６９ ０.４５ １.３９ １.４９

ＷＴ １.５２ ０.６５ ０.９３ ０.５１
１７ 周 ＡｐｏＥ－ / － ３.２８ ０.２７ １.２３ １.３３

ＷＴ １.１２ ０.５７ ０.７１ ０.３７

ｘ±ｓ ＡｐｏＥ－ / － ３.８９±０.７３ａ ０.６７±０.５５ １.２４±０.１４ １.３６±０.１２ｂ

ＷＴ １.６８±０.６５ ０.８６±０.４４ ０.８５±０.１２ ０.５１±０.１５
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与同龄野生型兔比较ꎮ

３　 讨　 论

兔是研究人类不同领域疾病的首选模型系统ꎬ
如高血压和动脉粥样硬化ꎬ因为它与人类生理学很

相似ꎮ 它的体积比啮齿动物大ꎬ便于生理和外科操

作以及成像ꎮ 王粮山等[９] 人利用金刚砂磨针磨除

新西兰兔左颈总动脉内膜建立起兔动脉剥脱模型ꎬ
从而可模拟冠状动脉内膜剥脱术(ｃｏｒｏｎａｒｙ ｅｎｄａｒｔｅｒ￣
ｅｃｔｏｍｙꎬＣＥ) 术后血管腔内的病理过程ꎮ 基因编辑

技术的迅速发展ꎬ使兔的基因组能够像老鼠一样容

易地被设计出来ꎬ为应用兔模型进行医学研究提供

了机会ꎮ 目前已经产生了多种基因修饰兔模型ꎬ如
人 ＡｐｏＥ２ 转基因兔出现Ⅲ型高脂血症和动脉粥样

硬化[１０]ꎬ胆固醇酯转移蛋白(ＣＥＴＰ)转基因兔血浆

ＨＤＬＣ 含量显著低于非转基因兔[１１]ꎮ 虽然已有多
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例转基因兔模型建立ꎬ但是由于兔胚胎干细胞的缺

乏ꎬ使得基因敲除的发展受到阻碍ꎮ 而 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 技术的横空出现无疑给基因敲除兔模型的建

立提供了有力工具ꎮ
人成熟载脂蛋白 Ｅ(ＡｐｏＥ)由 ２９９ 个氨基酸组

成ꎬ相对分子质量为 ３４ ｋＤａꎬ主要由肝脏和脑合成ꎬ
存在于乳糜微粒(ｃｈｙｌｏｍｉｃｒｏｎꎬＣＭ)、极低密度脂蛋

白(ｖｅｒｙ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＶＬＤＬ)等多种血浆

脂蛋白中ꎬ 是一种富含精氨酸的碱性蛋白[１２]ꎮ
ＡｐｏＥ 具有受体功能域、肝素结合功能域、脂质和脂

蛋白结合域四个功能域ꎬ其分子可以被凝血酶水解

为两个区域[１３￣１４]ꎬ即 Ｎ 端区和 Ｃ 端区ꎬ其间由一绞

链区连接[１５]ꎮ Ｃ 端的稳定区是主要的脂蛋白脂类

结合区ꎬ此区没有与 ＬＤＬ 受体结合的活性[１６]ꎮ 而 Ｎ
端区具有很强的与 ＬＤＬ 受体结合的能力ꎬ此区发生

突变极易引起 ＡｐｏＥ 蛋白构象的改变ꎬ影响功能域

的作用ꎬ进而改变体内残余脂蛋白的清除能力ꎮ
ＡｐｏＥ 可通过 ＬＤＬ 受体及相关受体由肝脏摄取胆固

醇酯残粒ꎬ从而发挥对脂蛋白残粒的清除作用ꎬ
ＡｐｏＥ 功能异常可发生Ⅲ型高脂血症和早期动脉粥

样硬化ꎬ而注射 ＡｐｏＥ 蛋白或在肝中过表达 ＡｐｏＥ 基

因都会对动脉粥样硬化有保护作用[１７]ꎮ 目前对

ＡｐｏＥ 基因功能的研究主要是利用转基因动物或者

基因敲除或突变的动物ꎬ通过建立相关的动物模

型ꎬ来探索 ＡｐｏＥ 基因与相关疾病的内在联系ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统是基于细菌和古细菌的获

得性免疫系统改造而来的一种定向基因组编辑系

统ꎬ该系统通过向导 ＲＮＡ( ｓｇＲＮＡ)介导的 Ｃａｓ 蛋

白ꎬ特异性地切割 ＤＮＡ 序列ꎬ形成双链 ＤＮＡ 断裂

(ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋꎬＤＢＳ)ꎬ然后借助自身的同源重

组机制(ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｐａｉｒꎬ ＨＤＲ)或者非同源

末端连接机制(ｎｏｎ￣ｈｏｍ ｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ＮＨＥＪ)
对断裂的 ＤＮＡ 进行修复ꎮ 同源重组一般通过供体

ＤＮＡ 与基因组 ＤＮＡ 之间的同源重组将切割后的靶

位点进行纠正或者靶向插入外源基因ꎮ 而非同源

末端连接常使得切割区域发生基因突变ꎬ导致编码

的基因功能缺失或改变ꎬ这为基因工程及应用领域

带来了突破性进展[１８￣１９]ꎮ 同时为了检测该系统中

ｓｇＲＮＡ 的活性ꎬ刘燕等[２０]人利用体内和体外两种检

测方法发现两者并不能互为替代ꎬ这也就提醒我们

在体外活性很高的 ｓｇＲＮＡ 未必在体内就会产生很

高的切割效率ꎮ 本研究应用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统定

向编辑新西兰兔的 ＡｐｏＥ 基因组ꎬ造成 ＡｐｏＥ 基因的

第一外显子处发生碱基缺失ꎬ导致所编码的 ＡｐｏＥ
蛋白分子 Ｎ 端区缺失 ４ 个氨基酸ꎬ进而可能影响

ＡｐｏＥ 与 ＬＤＬＲ 及相关受体的特异性结合ꎬ从而在正

常饮食状态下出现血清 ＴＣ 和 ＬＤＬＣ 的升高ꎬ与 Ｎｉｉ￣
ｍｉ[２１]团队报道的结果一致ꎮ

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统存在的主要问题是脱靶效

应[２２]ꎬ即短序列的向导 ＲＮＡ 除了可特异性识别目

标 ＤＮＡ 序列ꎬ还会同基因组中与目标序列相似的一

些区域结合ꎬ产生非靶向 ＤＮＡ 的双链断裂ꎬ导致基

因组不稳定ꎬ影响正常基因的表达ꎮ 脱靶检测结果

显示ꎬ在我们所预测的范围内并未发生脱靶ꎬ一方

面有可能是我们预测范围太窄以致即使存在脱靶

但未检测到ꎬ另一方面便是并未出现脱靶ꎮ 近年

来ꎬ已有多个研究团队致力于优化 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系

统的脱靶问题ꎮ 如:提高种子序列(ｓｅｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)
的保守性[１８ꎬ２２￣２４]ꎬ缩短向导 ＲＮＡ 的长度[２５]ꎬ在原有

的 ｇＲＮＡ 序列前增加两个鸟嘌呤核苷酸(ＧＧ) [２６]ꎮ
从所得到的 Ｆ１ 代 ＡｐｏＥ＋ / －来看ꎬ该系统所获得 ＡｐｏＥ
基因突变可以稳定遗传ꎬ为下一步研究奠定了基础ꎮ

４　 结　 论

本研究借助第三代基因编辑工具 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
系统成功敲除新西兰兔的 ＡｐｏＥ 基因ꎬ 获得了

ＡｐｏＥ－ / －兔ꎬ而且在 ＡｐｏＥ－ / － 兔中我们发现其血脂尤

其是 ＴＣ、ＬＤＬＣ 的含量较野生型高ꎬ并且可以稳定遗

传ꎬ为研究心血管疾病提供了新的动物模型ꎮ
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