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[摘　 要] 　 目的 　 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术将 ＬｏｘＰ 序列靶向导入小鼠活化素受体样激酶 ７(ＡＬＫ７)基因ꎬ构建

ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠ꎬ与组织特异性 Ｃｒｅ 小鼠杂交ꎬ获得时空特异性 ＡＬＫ７ 基因敲除小鼠ꎬ为研究 ＡＬＫ７ 在特定时间特

定组织中的功能奠定基础ꎮ 方法　 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术编辑小鼠 ＡＬＫ７ 基因:设计合成识别 ＡＬＫ７ 基因外显子

４￣６ 上下游非编码序列的 ｓｇＲＮＡꎮ 设计并合成 ＬｏｘＰ￣ＡＬＫ７￣ＬｏｘＰ 打靶载体ꎬ测序正确后ꎬ显微注射法将体外合成的

ｓｇＲＮＡ、Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和打靶载体注射到小鼠受精卵ꎬ移植受精卵至假孕小鼠输卵管代孕ꎮ 获得仔鼠后通过 ＰＣＲ、
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定子代小鼠基因型ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＬＫ７ 转录表达水平ꎮ 结果　 获得了含有

目的基因的打靶阳性小鼠ꎬ并且插入的 ＬｏｘＰ 序列不影响 ＡＬＫ７ 的转录表达水平ꎮ 结论　 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术

成功将 ＬｏｘＰ 序列靶向引入小鼠 ＡＬＫ７ 基因ꎬ成功构建 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠品系ꎬ为进一步构建组织特异性 ＡＬＫ７ 基因

敲除小鼠模型奠定了基础ꎮ
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[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎻ　 ＡＬＫ７ ｇｅｎｅꎻ　 ＬｏｘＰ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻ　 ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｆｉｃ ｋｎｏｃｋｏｕｔ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｍｕｔａｎｔ ｍｏｕｓｅ ｗｉｔｈ ＡＬＫ７ ｇｅｎｅ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｂｙ ＬｏｘＰ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｙ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎬ ｔｏ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐ ｔｅｍｐｅｒｏｓｐａｔｉａｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＡＬＫ７ ｄｅｌｅｔｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｖｉａ ｃｒｏｓｓ ｂｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｃｒｅ ｍｏｕｓｅꎬ ｐｒｏ￣
ｖｉｄｉｎｇ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＡＬＫ７ ｉｎ ｓｐｅｃｉａｌ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ. 　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｄｉｔ ＡＬＫ７.　 Ｔｗｏ ｓｇＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｄｉｒｅｃｔ Ｃａｓ９ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｉｎ ｉｎｔｒｏｎ ３￣４ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｎ ６￣７.　 Ｔｈｅ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｖｅｃｔｏｒ ｗｉｔｈ ＬｏｘＰ￣ＡＬＫ７￣ＬｏｘＰ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ.　 ｓｇＲＮＡꎬ Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｖｅｃｔｏｒ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｉｎｔｏ ｚｙｇｏｔｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｔｏ ｐｓｅｕｄｏｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ. 　 Ｔｈｅ ｐｕｐｓ ｗｅｒｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔｔ. 　
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＫ７. 　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ

ｍｏｕｓｅ ｗａｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎬ ａｎｄ ｄｉｄ ｎｏｔ ｓｈｏｗ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＫ７. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｃａｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｔｈｅ ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ ｍｏｕｓｅ ｂｙ ｉｎｓｅｒｔｉｎｇ ＬｏｘＰ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｔｏ ＡＬＫ７ ｇｅｎｅꎬ
ｗｈｉｃｈ ｉｓ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｒｅａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＡＬＫ７ ｄｅｌｅｔｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ.

　 　 糖尿病心血管病变是糖尿病患者致死致残的

主要原因[１￣２]ꎮ 近年发现ꎬ糖尿病心血管病变与糖

尿病脂肪组织分泌功能模式改变密切相关ꎮ 糖尿

病状态下ꎬ脂肪组织中脂联素等抗炎因子分泌减

少ꎬ白细胞介素 ６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)、肿瘤坏死因

子(ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)、单核细胞趋化

蛋白 １(ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎬＭＣＰ￣１)
等炎性因子分泌增加ꎬ使糖尿病患者血管呈现一种
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慢性、低度的炎症状态ꎬ影响血管功能和结构ꎬ导致

血管重构[３￣４]ꎮ 然而ꎬ调节糖尿病脂肪组织分泌模

式改变ꎬ影响糖尿病血管重构的因素尚未阐明ꎮ
活化素受体样激酶 ７(ａｃｔｉｖｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ

７ꎬＡＬＫ７)是新近发现的糖尿病血管与脂肪功能调控

因子ꎬＡＬＫ７ 是从人胎盘克隆出的 Ａｃｔｉｖｉｎ 受体家族

新成员ꎬ也是转化生长因子 β( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ￣βꎬＴＧＦ￣β)超家族Ⅰ型受体之一[５]ꎮ 目前已

知 ＡＬＫ７ 可通过 Ｎｏｄａｌ、Ａｃｔｉｖｉｎ Ａ、ＧＤＦ 等配体激活

Ｓｍａｄｓ、ＧＤＦ３ 等信号通路ꎬ参与细胞增殖、分化、凋
亡、黏附等调控[６￣９]ꎮ 最近研究报道 ＡＬＫ７ 基因 ＳＮＰ
ｒｓ１３０１０９５６ 基因多态性与代谢综合征患者颈动脉内

膜中膜厚度相关[１０]ꎮ 除此之外ꎬ动物研究发现ꎬ
ＡＬＫ７ 被抑制后糖尿病大鼠主动脉纤维化减轻[１１]ꎮ
ＡＬＫ７ 在脂肪组织高表达ꎬ具有相对脂肪组织特异

性ꎬ参与脂肪细胞增殖、分化和活性的调控[１２￣１４]ꎮ
因此ꎬ我们推测 ＡＬＫ７ 可能是调控糖尿病脂肪与血

管重构的重要桥梁分子ꎮ 但对于 ＡＬＫ７ 在糖尿病脂

肪与血管组织中相互的作用及作用机制尚不清楚ꎬ
因此通过构建时空与组织特异性敲除 ＡＬＫ７ 的小

鼠ꎬ有助于研究 ＡＬＫ７ 在糖尿病脂肪与血管病变中

的分子机制ꎬ从而为糖尿病血管病变病理机制与治

疗方法提供理论依据ꎮ
利用 成 簇、 规 律 间 隔 的 短 回 文 重 复 序 列

(ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅ￣
ｐｅａｔｓꎬＣＲＩＳＰＲ)相关技术编辑是近年来兴起的一项

核酸编辑技术ꎬＣＲＩＳＰＲ 基因编辑工具来源于细菌

对外源性核酸的免疫反应ꎬ主要由 ＣＲＩＳＰＲ ＲＮＡ
(ｃｒＲＮＡ)、反式激活 ｃｒＲＮＡ( ｔｒａｎｓ￣ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｃｒＲＮＡꎬ
ｔｒａｃｒＲＮＡ)和 ＣＲＩＳＰＲ 相关(ＣＲＩＳＰＲ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄꎬＣａｓ)
基因表达的 Ｃａｓ９ 蛋白组成ꎬ又称为 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
系统[１５]ꎮ Ｊｉｎｅｋ 等[１６] 将 ｃｒＲＮＡ 和 ｔｒａｃｒＲＮＡ 的功能

合二为一ꎬ融合成为单导向 ＲＮＡ(ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡꎬ

ｓｇＲＮＡ)ꎬ进一步简化了 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统ꎬ提高了

编辑效率ꎮ
本研 究 中ꎬ 我 们 利 用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技 术 将

ＬｏｘＰ￣ＡＬＫ７￣ＬｏｘＰ 打靶载体与小鼠受精卵基因组靶

向重组ꎬ构建 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ 小鼠品系ꎮ 在此基础上ꎬ
通过与组织特异性 Ｃｒｅ 小鼠杂交获得组织特异性

ＡＬＫ７ 基因敲除小鼠模型ꎬ为构建组织特异性 ＡＬＫ７
基因敲除小鼠模型奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

４ 周龄 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠购自山东大学实

验动物中心ꎮ 所有实验用小鼠均在 ＳＰＦ 级动物房

饲养与繁殖ꎮ 温度控制在 ２２ ℃ꎬ湿度 ７０％ꎬ自动光

控(１２ ｈ 明 / １２ ｈ 暗)ꎬ自由采食和饮水ꎮ 质粒小提

试剂盒、ＤＮＡ 提取试剂盒、ＰＣＲ 试剂盒购自 ＴＩＡＮ￣
ＧＥＮꎮ ｓｇＲＮＡ、Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 及供体载体由南京大学

南京生物医药研究院合成ꎮ
１.２　 实验流程

将打靶载体、ｓｇＲＮＡ、Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 显微注射到小

鼠受精卵ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统对小鼠受精卵

ＡＬＫ７ 基因的两个位点进行切割ꎬ造成双链断裂ꎮ
当细胞启动同源重组的修复方式时ꎬ借助打靶载体

在切割位点引入 ２ 个 ＬｏｘＰ 序列ꎬ得到 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ

受精卵ꎬ移植受精卵获得 Ｆ０ 代鼠ꎬ通过 ＰＣＲ 测序以

及 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证阳性小鼠ꎻ将阳性 Ｆ０ 代小鼠和

背景鼠回交得到 Ｆ１ 代ꎮ 通过 ＰＣＲ 及测序验证 Ｆ１
代中阳性小鼠ꎮ 获得 ＡＬＫ７ ＦＬｏｘＰ ＋ / －小鼠ꎬ随后通过

杂交培育出 ＡＬＫ７ ＦＬｏｘＰ ＋ / ＋小鼠ꎮ 培育成功的小鼠

与脂肪组织特异性 Ｃｒｅ 打靶小鼠交配ꎬ子代中 Ｃｒｅ
酶的表达可以特异性敲除 ２ 个 ＬｏｘＰ 序列之间的基

因片段ꎬ即条件性敲除 ＡＬＫ７ 等位基因(图 １)ꎮ

图 １. 通过 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 构建 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ示意图

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ ｇｅｎｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｖｉａ ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９

０７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ １ꎬ２０１９



１.３　 ｓｇＲＮＡ 的设计和合成

参考美国国立信息技术中心的数据库(ＮＩＨ)中
小鼠 ＡＬＫ７ 基 因 序 列ꎮ 应 用 麻 省 理 工 学 院 的

ＣＲＩＳＰＲ Ｄｅｓｉｇｎ 工具 ｈｔｔｐ: / / ｃｒｉｓｐｒ.ｍｉｔ.ｅｄｕ / 设计 ２ 个

ｓｇＲＮＡ: ５′￣ＣＴＴＴＡＧＣＣＣＴＧＴＴＣＴＣＣ￣ＡＧＧ￣３′ꎬ ５′￣ＧＴ￣
ＧＴＴＡＧＡＧＴＴＣＣＧＡＧＧ￣ＴＧＧ￣３′非外显子ꎬ长度为 ２０
ｎｔꎬ两个 ｓｇＲＮＡ 反向识别ꎬ选择识别位点位于 ＡＬＫ７
外显子 ３－４(Ｅｘｏｎ３－４)ꎬ以及外显子 ６－７(Ｅｘｏｎ６－７)
非编码区的两个 ｓｇＲＮＡꎮ
１.４　 设计和获取供体载体

根据 ｓｇＲＮＡ 序列设计一个携带靶位点同源臂

及 ＬｏｘＰ 位点的打靶载体ꎮ 其长度包括插入切割位

点的 ２ 个同向 ＬｏｘＰ 序列ꎬ其间包含 ＡＬＫ７ 外显子 ４－
６ 的同源序列ꎬ以及它们两侧的同源臂(图 １)ꎮ 足

够长的同源序列有利于同源重组ꎮ
１.５　 受精卵注射

６~８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雄性小鼠和雌性小鼠交配

后ꎬ获取受精卵ꎮ 将两种 ｓｇＲＮＡ、Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和打

靶载体显微注射到受精卵中ꎮ 另取 ５ 只同期输卵管

结扎假孕母鼠作为受体ꎬ将注射后的受精卵转移植

入假孕的母鼠输卵管中ꎮ
１.６　 小鼠基因型鉴定

１.６.１　 ＤＮＡ 提取　 　 出生 ４ 周龄小鼠ꎬ消毒剪剪鼠

尾 ０.１ ｃｍ 置入标记好的 １.５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ提取方法

按试剂盒步骤进行ꎬ提取的基因组 ＤＮＡꎬ保存于

－２０ ℃备用ꎮ
１.６.２　 引物设计　 　 根据 ＡＬＫ７ 是否引入了 ２ 个同

向 ＬｏｘＰ 的基因序列ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ６.０ 软件辅

助设计引物ꎬ用于鉴别 ＡＬＫ７ 等位基因为野生型或

重组型(图 ２)ꎮ
１.６.３　 ＰＣＲ 反应体系与程序　 　 ２×ＰＣＲ ｍｉｘ １０ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ ６ μＬꎬ小鼠 ＤＮＡ 提取液 ２ μＬꎬ上游引物 １ μＬꎬ
下游引物 １ μＬꎮ Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ ＰＣＲ 程序进行扩增(表
１)ꎮ 扩增产物常规方法进行琼脂糖凝胶电泳ꎮ

表 １. Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ ＰＣＲ 扩增条件

Ｔａｂｌｅ １. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ ＰＣＲ

步骤 温度 时间
１ ９４ ℃ ３ ｍｉｎ
２ ９８ ℃ ３０ ｓ
３ ６５ ℃ ３０ ｓ －０.５ ℃ / ｃｙｃｌｅ
４ ７２ ℃ ４５ ｓ 重复步骤 ２－４ꎬ２０ 次
５ ９５ ℃ ３０ ｓ
６ ５５ ℃ ３０ ｓ
７ ７２ ℃ ４５ ｓ 重复步骤 ５－７ꎬ２０ 次
８ ７２ ℃ ５ ｍｉｎ
９ １０ ℃ ∞

１.６.４　 判断指标　 　 引物 Ｐ１ 扩增后ꎬ野生型小鼠

出现 ２３９ ｂｐ 单一片段ꎬ重组型纯合子出现 ３３２ ｂｐ 单

一片段ꎬ重组型杂合子出现 ２３９ ｂｐ 和 ３３２ ｂｐ 片段ꎻ
引物 Ｐ２ 扩增后ꎬ野生型小鼠出现 ３０３ ｂｐ 单一片段ꎬ
重组型纯合子出现 ３９８ ｂｐ 单一片段ꎬ重组型杂合子

新出现 ３０３ ｂｐ 和 ３９８ ｂｐ 片段ꎻ经引物 Ｐ３、Ｐ４、Ｐ５ 和

Ｐ６ 扩增后ꎬ野生型无扩增ꎬ重组型获得 ６１６ ｂｐ、６６１
ｂｐ、６５７ ｂｐ 和 ６５３ ｂｐ 片段ꎮ
１.６.５　 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ　 　 探针引物 ＡＬＫ７￣ＰｉｎＦ１:ＴＡ￣
ＡＡＣＡＧＴＧＡＡＧＴＧＣＧＧＣＡＧꎻＡＬＫ７￣ＰｉｎＲ１: ＣＴＧＧＧＡ￣
ＣＡＣＴＡＡＡＡＣＡＡＣＴＣꎮ 探针序列:Ｐｉｎ￣１: ｔａａａｃａｇｔｇａａ
ｇｔｇｃｇｇｃａｇｃａａａｔｇａｔｔｇｇｔｇｔａｇａｇｔｃａｔｇａｔｇａｃｇｔａｇｃａａｇｇｃｔｇａｔａｔｔｔｇ
ｃａｃｃａａｔｃｃｔａｇｇａａａａｔｃｔａｃｔａｇｔｃｔａｇｔｔａｔｃａｔｇｔｃｔｔｔａｇｔａｇｔｃｔａｇｔｔｇｔｃ
ｃｔｇｔｃｔｔｔａｇｔｃａｃｔｃｔｇｇｇｔｃａｃｇｇａａａｇａｔｃｔｇｇａｇｃａｔｔｔｔｇｇａａｔｇｔｇｇａｇｇｇ
ａｇｇｇｃａｔｔｔａｇｇｔｇｔｇｃｔｇｇｃｃａｇｔｇｇｇａｔｇｔｔａｔｔｇｇａａｃｔｔｔｇａａｔｇｇｃｔｇｔｔｇｔｔ
ｔａｔｃｔｇｃｔｇｇｇｔｔｔａｔｃｇｇｃｔａｃａｔｃａｃａｇｇｃｔａｔｔｃｃｔｇｃｇｇｇｔｇｔｃｃａｇａｔｃｔｔａ
ｇｃａｃｇｔｇｔａｃｃｃｃｔａｇａｃａｇｔｇｔｇａｇａａｔｇａｇｔｔａｇｇａｇａｔｔｔｔｔａｇｔｇｇｔｇｔｔｔｇｃ
ｔａｔｃａｔｔｇｔｔａｇｔｔｔａａｃｃａｔｇｃｃｔｃａｇａａｔｔｔｇａａｇｔｔｔａａｃａｃｔｇｔｃａｇａｔａａｔａａ
ｔｔａｔｇａｇｔｔｇｔｔｔｔａｇｔｇｔｃｃｃａｇꎮ 限制性内切酶 ＳａｃⅠꎬＷｉｌｄｔｙｐｅ
片段长度 １３.２ ｋＢꎬＴａｒｇｅｔｅｄ 片段长度 ６.０ ｋＢꎮ
１.７　 ＲＴ￣ＰＣＴ 检测 ＡＬＫ７ ｍＲＮＡ 表达

ＴＲＩｚｏｌ 提取小鼠内脏脂肪组织总 ＲＮＡꎬ分光光

度计测定总 ＲＮＡ 的纯度和浓度ꎮ 反转录获得

ｃＤＮＡꎬ反转录反应体系(２０ μＬ):依据反转录试剂

盒说明书配置ꎮ 反转录程序:３７ ℃ １５ ｍｉｎꎻ８５ ℃
５ ｓꎻ４ ℃ 结束ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系(２０ μＬ):ｃＤＮＡ
２ μＬꎬＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬꎬ正向引物０.５ μＬꎬ
反向引物 ０.５ μＬꎬＤＥＰＣ 水 ７ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增条件:
９５ ℃预变性 ３０ ｓꎬ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ５７ ℃退火 ５ ｓꎬ７２ ℃
延伸 １０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 使用引物 ５′￣ＴＧＧＣＴＧＴＧＡＡＧ￣
ＣＡＣＧＡＴＴＣＴ￣３′、 ５′￣ＣＧＧＧＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＣＴＣＴＴＧ￣３′
定量 ＡＬＫ７ ｍＲＮＡ 含量ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参标准

化ꎬ通过 ２一△△ＣＴ公式计算 ＡＬＫ７ ｍＲＮＡ 水平ꎮ
１.８　 小鼠表型分析

取 ８ 周龄野生型和 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠ꎬ雌雄各 ６
只同龄ꎬ称量体质量ꎮ 观察各组小鼠的生长状态、
繁殖能力是否存在差异ꎮ
１.９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测脂肪组织 ＡＬＫ７ 的表达

强力细胞裂解液裂解细胞ꎬ提取小鼠脂肪组织

总蛋白ꎬＢＣＡ 试剂盒测定样品浓度ꎬ１０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
凝胶电泳ꎬＰＶＤＦ 膜印迹ꎬ５％脱脂牛奶封闭ꎬ依次孵

育兔抗小鼠 ＡＬＫ７ 一抗ꎬＨＰＲ 标记山羊抗兔二抗ꎬ
发光显影ꎬ使用 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ 进行分析ꎮ
１.１０　 统计学方法

应用 ＳＰＳＳ１９.０ 软件进行统计学分析ꎬ计量资料
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采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间比较采用 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５
为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠的体质量及生长繁育

８ 周末ꎬ 同龄雄性 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ 小鼠体质量

[(２４.０２±０.３６) ｇ]与野生型小鼠体质量[(２４.１２±
０.２４) ｇ]相比ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 雌性

ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠体质量[(１９.０８±０.３７) ｇ]与野生型

小鼠[( １８. ６２ ± ０. ３７) ｇ] 相比差异无显著性 (Ｐ >
０.０５)ꎮ ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠的毛发光泽ꎬ活动状态、生
长发育和繁殖能力与野生型小鼠相比均无明显

差异ꎮ
２.２　 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠鉴定结果

本实验培育的 Ｆ１ 代 ２０ 只小鼠中ꎬ通过 ６ 对引

物鉴定其基因型(图 ２)ꎬ其中 ４ 只(编号 ４、５、７、８)
小鼠经引物 Ｐ１ ＰＣＲ 扩增产物出现 ３３２ ｂｐ 和 ２３９ ｂｐ
两条条带ꎬ引物 Ｐ２ ＰＣＲ 扩增产物出现了 ３０３ ｂｐ 和

３９８ ｂｐ 两条条带ꎬ且小鼠合笼后未出现 ＬｏｘＰ 分离现

象ꎬ说明成功插入的 ２ 个 ＬｏｘＰ 序列位于一条染色体

上ꎻ引物 Ｐ３￣Ｐ６ 均出现条带ꎬ说明 ２ 个 ＬｏｘＰ 方向一

致ꎮ 野生型小鼠经引物 Ｐ１、Ｐ２ 扩增后仅出现单一

条带ꎬ引物 Ｐ３￣Ｐ６ 无扩增条带ꎮ 表明这些小鼠一条

ＡＬＫ７ 等位基因外显子 ４－６ 两端成功插入了两个同

向 ＬｏｘＰ 序列(图 ３)ꎮ

图 ２. ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠鉴定引物　 　 Ｆ 为 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒꎬＲ 为 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ ｍｉｃｅ

图 ３. ＰＣＲ 分析 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠基因 　 　 Ｐｒｉｍｅｒ１￣６ 扩增片段琼脂糖凝胶电泳结果ꎬ１ 为空白对照ꎬ２ 为野生型对照ꎬ４、５、７、８ 均为

ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ ｍｉｃｅ ｇｅｎｅ

２.３　 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定结果

为进一步验证 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠基因型ꎬ来自阳

性小鼠和野生型小鼠的 ＤＮＡ 经 ＳａｃⅠ酶切后用 Ｐｉｎ
探针进行杂交ꎬ野生型小鼠在 １３.２ ｋＢ 位置出现单

一片段ꎬＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠出现 １３.２ ｋＢ 和 ６ ｋＢ 两个

片段ꎬ这些结果表明ꎬＡＬＫ７ 等位基因成功与打靶载

体发生同源重组ꎬ即 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠(图 ４)ꎮ
图 ４. Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠基因

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ＡＬＫ７ＬｏｘＰ/ ＬｏｘＰ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｅ

２７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ １ꎬ２０１９



２.４　 ＡＬＫ７ ｍＲＮＡ 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果

为确保插入的序列不影响 ＡＬＫ７ 基因的正常表

达ꎬ提取阳性小鼠和野生型小鼠内脏脂肪组织

ｍＲＮＡ 进 行 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 实 验ꎬ 结 果

ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠 ＡＬＫ７ ｍＲＮＡ 转录水平与野生型小

鼠相比差异无统计学意义 (Ｐ > ０. ０５ꎻ图 ５)ꎬ说明

ＡＬＫ７ 外显子 ４ － ６ 两端插入的 ＬｏｘＰ 序列不影响

ＡＬＫ７ ｍＲＮＡ 的表达ꎮ

图 ５. 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析 ＡＬＫ７ ｍＲＮＡ 的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＡＬＫ７

２.５　 脂肪组织 ＡＬＫ７ 的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠脂肪组

织 ＡＬＫ７ 蛋白表达水平与野生型小鼠相比差异无显

著性ꎬ说明在 ＬｏｘＰ 的插入不影响 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ 小鼠

ＡＬＫ７ 蛋白水平的表达(图 ６)ꎮ

图 ６. ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠及野生型小鼠脂肪组织中 ＡＬＫ７ 蛋
白的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ６. ＡＬＫ７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ ｍｏｕｓｅ ａｎｄ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｍｏｕｓｅ

３　 讨　 论

构建组织特异性基因敲除小鼠模型是研究基

因功能最直接有效的手段之一ꎮ 近几年研究发现

ＡＬＫ７ 基因与糖尿病血管硬化的发生发展关系密

切ꎮ 本研究组 ２０１２ 年在国际上首先报道 ＡＬＫ７ 基

因 ＳＮＰ ｒｓ１３０１０９５６ 基因多态性与代谢综合征患者

颈动脉内膜中膜厚度相关[１０]ꎮ 为验证 ＡＬＫ７ 与糖

尿病血管硬化的关系ꎬ我们建立 ２ 型糖尿病大鼠模

型ꎬ采用 ＡＬＫ７ ＲＮＡｉ 腺病毒抑制 ＡＬＫ７ 表达ꎬ结果

发现ꎬＡＬＫ７ 被抑制后糖尿病大鼠主动脉纤维化减

轻[１１]ꎮ 并且ꎬＡＬＫ７ 与糖尿病的发生发展密切相关ꎬ
它促进胰岛 β 细胞凋亡[１７]ꎬ加重胰岛素抵抗ꎬ高血

糖还可以促进 ＡＬＫ７ 表达ꎬ进一步促进胰岛素释放

减少和胰岛素抵抗ꎬ引起血糖持续升高ꎮ 在脂肪细

胞中ꎬＡＬＫ７ 下游信号分子 Ｓａｍｄ４ 入核后与 Ｃ / ＥＢＰα
结合ꎬ过氧化体增殖物激活型受体 γ ( ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γꎬＰＰＡＲγ) 表达减少ꎬ
脂肪酶如脂肪甘油三酯脂肪酶(ａｄｉｐｏｓｅ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ
ｌｉｐａｓｅꎬ ＡＴＧＬ ) 和 激 素 敏 感 性 脂 肪 酶 ( ｈｏｒｍｏｎｅ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｌｉｐａｓｅꎬＨＳＬ)活性降低ꎬ导致脂肪细胞增生、
体积增大[１３]ꎮ ＡＬＫ７ 下游调控信号分子如 Ｓｍａｄｓ、
丝裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 ( ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ)还广泛参与了脂肪细胞因子如炎症

因子、血管活性物质的释放等作用[１８]ꎮ 综上ꎬ我们

推测 ＡＬＫ７ 对糖尿病动脉纤维化除与血管本身有关

外ꎬＡＬＫ７ 对血管周围脂肪组织(ｐｅｒｉｖａｓｃｕｌａｒ ａｄｉｐｏｓｅ
ｔｉｓｓｕｅꎬＰＶＡＴ)的作用可能更为重要ꎮ 但目前对于

ＡＬＫ７ 与糖尿病动脉硬化及在 ＰＶＡＴ 重构中的作用

及其具体机制尚不完全清楚ꎮ 因此ꎬ构建组织特异

性 ＡＬＫ７ 基因敲除模型对于研究 ＡＬＫ７ 在糖尿病动

脉硬化的作用及其具体机制极为重要ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 是源于化脓性链球菌对抗外源

ＤＮＡ 的防御系统ꎮ 由 ＣＲＩＳＰＲ 转录加工成的 ｃｒＲＮＡ
与 ｔｒａｃｒＲＮＡ 互补形成 ｃｒＲＮＡ ∶ ｔｒａｃｒＲＮＡ 二聚体ꎮ
二聚体通过间隔序列配对识别外源 ＤＮＡ 原始间隔

序列的互补链ꎬ指导 Ｃａｓ９ 内切酶切割外源 ＤＮＡꎮ
Ｃａｓ９ 蛋白在 ｃｒＲＮＡ 引导序列靶标的特定位点剪切

双链 ＤＮＡꎬ打断目标基因ꎬ再通过非同源重组( ｎｏｎ￣
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＨＥＪ) 修复机制ꎬ与目标基

因序列发生重组ꎬ而达到插入突变这一目的[１９]ꎮ 为

简化操作ꎬＪｉｎｅｋ 等[１６] 将 ｃｒＲＮＡ 和 ｔｒａｃｒＲＮＡ 融合成

ｓｇＲＮＡ 短链ꎬ发现 ｓｇＲＮＡ 具有与 ｃｒＲＮＡ ∶ ｔｒａｃｒＲＮＡ
二聚体相同甚至更强的活性ꎮ 且 ｓｇＲＮＡ 具有设计

和合成简便ꎬ靶向精确ꎬ不同 ｓｇＲＮＡ 可以同时引导
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Ｃａｓ９ 切割多个位点等优点ꎮ 目前ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 已

成为一种便捷、有效、稳定基因编辑工具ꎮ
近年来随着 Ｃｒｅ 特异性表达小鼠的市场化ꎬ培

育靶基因受 ＬｏｘＰ 修饰的小鼠成为建模的关键ꎮ 本

研究通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术成功将 ２ 个同向 ＬｏｘＰ
序列插入 ＡＬＫ７ 基因外显子 ４－６ 的上下游ꎬ构建出

ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ小鼠ꎬ后代基因型稳定ꎬ并且不影响

ＡＬＫ７ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ无致死及明显疾病ꎬ随后将通

过杂交技术繁育出 ＡＬＫ７ ＦＬｏｘＰ ＋ / ＋小鼠ꎮ 进而再与

血管内皮、平滑肌、脂肪组织特异性 Ｃｒｅ 打靶小鼠交

配ꎬ子代中 Ｃｒｅ 酶的表达可以特异性敲除 ２ 个 ＬｏｘＰ
序列之间的基因片段ꎬ引起外显子 ４－６ 编码片段缺

失及移码突变ꎬ便能实现不同组织 ＡＬＫ７ 基因特异

性敲除这一目标ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术已成为一种高效的基因编

辑工具ꎬ在生物研究方面发挥重要作用ꎮ 本研究利

用此项技术成功将 ＬｏｘＰ 序列同向定点引入小鼠

ＡＬＫ７ 基因两端ꎬ成功构建 ＡＬＫ７ＬｏｘＰ / ＬｏｘＰ 小鼠品系ꎮ
为进一步通过 Ｃｒｅ 重组酶特异性敲除组织 ＡＬＫ７ 基

因奠定基础ꎬ并将为研究 ＡＬＫ７ 在糖尿病管周脂肪

重构中的作用及糖尿病动脉硬化提供研究平台ꎮ
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