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摘要　目的　构建髓系特异性 Ｓｐｉ１基因敲除小鼠并分析其
基因型，为疾病病理机制及药物靶点研究提供动物模型基

础。方法　根据 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术原理和 Ｃｒｅ／ＬｏｘＰ系统，
设计并构建ｓｇＲＮＡ和Ｄｏｎｏｒ载体，以第２号外显子（Ｅｘｏｎ２）
所在的转录本为敲除区域，在 Ｅｘｏｎ２两侧各放置同向 Ｌｏｘｐ
元件；将 Ｃａｓ９蛋白、ｓｇＲＮＡ和 Ｄｏｎｏｒ载体混合显微注射到
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠的受精卵中，移植受精卵到假孕的 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
母鼠的子宫中，１９～２０ｄ后获得Ｆ０代。将阳性Ｆ０代小鼠与
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠交配，得到稳定的Ｆ１代Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋小鼠。Ｆ１代
Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋小鼠雌雄自交得到Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠。Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ与Ｌｙｚ２
Ｃｒｅ＋小鼠交配得到 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋／Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠，再将其与
Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ交配，得到的 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠为髓系特异
性Ｓｐｉ１基因敲除（ＫＯ）小鼠；Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／Ｌｙｚ２Ｃｒｅ－小鼠作为野
生型（ＷＴ）小鼠。提取 ＷＴ和 ＫＯ小鼠 ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增后琼
脂糖凝胶电泳鉴定基因型；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＷＴ和ＫＯ小鼠
免疫细胞中脾病灶形成病毒前病毒整合癌基因１／富含嘌呤
盒１（ＰＵ１）表达。结果　 ＰＣＲ鉴定结果显示，采用 ｆｌｏｘ引
物鉴定时仅扩增出 ２２０ｂｐ条带的小鼠，即基因型为
Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ纯合子，采用Ｌｙｚ２Ｃｒｅ引物鉴定时扩增出７００ｂｐ的
小鼠，基因型为 Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ＷＴ组
比较，ＫＯ组小鼠骨髓来源巨噬细胞（ＢＭＤＭｓ）和腹腔原位巨
噬细胞（ＰＭ）中的 ＰＵ１不表达（Ｐ＜００１）；Ｔ细胞中 ＫＯ小
鼠ＰＵ１表达水平与 ＷＴ小鼠差异无统计学意义；ＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果均表明髓系特异性 Ｓｐｉ１ＫＯ小鼠构建成功。
结论　 成功构建和鉴定髓系特异性Ｓｐｉ１ＫＯ小鼠，为进一步
揭示ＰＵ１在免疫调节中的潜在机制研究提供动物模型基
础。
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　　脾病灶形成病毒前病毒整合癌基因１／富含嘌

呤盒１（ｓｐｌｅｅｎｆｏｃｕｓｆｏｒｍｉｎｇｖｉｒｕｓｐｒｏｖｉｒａｌｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ
ｏｎｃｏｇｅｎｅ，Ｓｐｉ１／ｐｕｒｉｎｅｒｉｃｈｂｏｘ１，ＰＵ１）是鼠红白
血病中基因转录上调的一种原癌基因。人类的Ｓｐｉ１
基因位于１１号染色体，在骨髓和Ｂ淋巴细胞的发育
过程中发挥重要作用。转录因子ＰＵ１是 Ｅ２６转化
特异性转录因子家族的一员，该家族成员在多种人

体组织中普遍表达，各成员发挥不同的生物学功能。

ＰＵ１蛋白有２７２个氨基酸，Ｎ末端含有一个转录激
活结构域，Ｃ末端含有一个ＤＮＡ结合结构域［１］。目

前病理条件下ＰＵ１的研究主要集中在免疫系统相
关的癌症，其在系统性自身免疫性疾病中的作用尚

不清楚［２］。最近的研究［３－５］表明 ＰＵ１参与多种自
身免疫性疾病的发展，包括类风湿性关节炎（ｒｈｅｕ
ｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）、实验性自身免疫性脑脊髓炎和
系统性红斑狼疮，并通过影响多种免疫细胞的功能

来影响这些疾病的过程。课题组前期研究［６］表明，

ＰＵ１可直接靶向巨噬细胞和成纤维样滑膜细胞中
的ＦＭＳ样酪氨酸激酶３从而促进关节炎的发生发
展。ＰＵ１在多种免疫细胞中的特异性作用为 ＲＡ
的发病机制提供了新的思路和潜在的治疗靶点。构

建Ｓｐｉ１基因敲除小鼠对充分阐明 ＰＵ１的病理作用
机制及药物靶点的明确具有重要意义。该研究利用

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术和 Ｃｒｅ／ＬｏｘＰ系统构建髓系特异
性Ｓｐｉ１基因敲除小鼠，对后代子鼠进行基因型鉴定
和蛋白水平验证从而验证小鼠构建结果，为进一步

以ＰＵ１为靶点的疾病和药物研究提供基因工程动
物模型。

１　材料与方法

１．１　实验动物　Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋小鼠与赛业（苏州）生物
科技有限公司联合构建；Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠由该公司赠
送，生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１８０００３。实验动物
通过安徽医科大学临床药理研究所动物实验伦理委

员会批准，伦理审查批准号为 ＰＺ２０２２０２３，并在安
徽医科大学临床药理研究所动物实验中心无特定病

原体级动物房饲养繁殖。

１．２　主要材料　ＧｅｎＣｒｉｓｐｒＮＬＳＣａｓ９ＥＧＦＰＮｕｃｌｅ
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ａｓｅ（南京金斯瑞生物科技，货号：Ｚ０３３９３）；ｓｇＲＮＡ、
Ｄｏｎｏｒ载体由赛业（苏州）生物科技有限公司合成；
孕马血清促性腺激素（ｐｒｅｇｎａｎｔｍａｒｅｓｅｒｕｍｇｏｎａｄｏ
ｔｒｏｐｉｎ，ＰＭＳＧ）（武汉艾美捷科技有限公司，货号：
ＨＯＲ２７２）；人绒毛膜促性腺激素（ｈｕｍａｎｃｈｏｒｉｏｎｉｃ
ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ，ＨＣＧ）（上海羽哚生物科技有限公司，
货号：ＹＬＹ０８０３）；Ｍ１６培养基（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
公司，货号：Ｍ７２９２）；２×ＨｏｔＳｔｒａｔＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ、５０×ＴＡＥＢｕｆｆｅｒ、Ｇｅｌｒｅｄ核酸染料１００００×、１００
ｂｐＬａｄｄｅｒＤＮＡＭａｒｋｅｒ（北京博迈德基因技术有限公
司，货号：ＭＴ２０５、ＥＬ１０２０１、ＥＬ１０８、ＭＤ１１２）；琼脂糖
Ａｇａｒｏｓｅ（德国 ＢｉｏＦｒｏｘｘ公司，货号：１１１０ＧＲ１００）；
ＲＰＭＩ１６４０培养基（上海逍鹏生物科技有限公司，货
号：Ｃ３０１００５００）；磷酸盐缓冲液 ＰＢＳｐＨ７２（上海源
培生物科技股份有限公司，货号：Ｂ３１ＯＫＪ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ抗体：ＡｎｔｉＰＵ１／Ｓｐｉ１抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司，
货号：ａｂ２３０３３６）；βａｃｔｉｎ抗体（美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司，
货号：＃Ｔ００２２）；辣根过氧化物酶偶联亲和山羊抗兔
ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、辣根过氧化物酶偶联亲和山羊抗小鼠
ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（武汉三鹰生物技术有限公司，货号：
ＳＡ００００１２、ＳＡ００００１１）。
１．３　主要仪器　ＣＯ２培养箱（上海博旅仪器有限公
司，型号：Ｐ９０Ａ）；荧光定量 ＰＣＲ仪（杭州朗基科学
仪器有限公司，型号：Ｔ２０）；多功能水平电泳槽（上
海天能科技有限公司，型号：ＨＥ１２０）；Ｔａｎｏｎ１６００
系列全自动凝胶图像分析系统（上海天能科技有限

公司，型号：Ｔａｎｏｎ１６００）。
１．４　方法
１．４．１　Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋小鼠构建　根据 Ｓｐｉ１ＧｅｎｅＩＤ
（２０３７５）小鼠基因组序列信息，发现 Ｓｐｉ１基因有５
个转录本，根据 Ｓｐｉ１基因的结构，推荐选择第２号
外显子（Ｅｘｏｎ２）所在的转录本为敲除区域。利用
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术对 Ｓｐｉ１基因进行改造，在 Ｅｘｏｎ２
两侧各放置同向 Ｌｏｘｐ元件。利用美国麻省理工学
院ＣＲＩＳＰＲＤｅｓｉｇｎ软件（ｈｔｔｐ：／／ｃｒｉｓｐｒ．ｍｉｔ．ｅｄｕ）设计
筛选 得 到 一 对 先 导 ＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅｇｕｉｄｅＲＮＡ，
ｓｇＲＮＡ），即 ｇＲＮＡ１（ＧＡＧＴＧＡＧＴＣＴＣＣＡＣＧＧＣＴＴＴ）
和 ｇＲＮＡ２（ＡＧＧＴＣＧＡＧＣＴＣＣＧＣＧＣＴＣＣＣ）。根 据
ｓｇＲＮＡ序列设计并合成Ｄｏｎｏｒ载体。筛选１０只３～
４周Ｃ５７ＢＬ／６雌鼠，注射５ＩＵＰＭＳＧ，４６～４８ｈ后再
注射５ＩＵＨＣＧ；注射 ＨＣＧ１２ｈ后将雌鼠与成年的
可育雄鼠交配，使雌鼠受精；次日将雌鼠安乐死后，

从输卵管内收集受精卵，放置３７℃恒温５％的ＣＯ２

培养箱内备用；将３０ｎｇ／μｌＣａｓ９蛋白、２ｐｍｏｌ／μｌ靶
向Ｓｐｉ１基因的ｓｇＲＮＡ和１５ｎｇ／μｌ含有Ｌｏｘｐ位点的
Ｄｏｎｏｒ供体载体混合体显微注射到 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
的受精卵中，注射共计２８０枚受精卵，将注射完毕的
受精卵转移到 Ｍ１６培养基中，并放入３７℃恒温５
％的ＣＯ２培养箱内，培养０５～１ｈ后进行移植；选
取适龄的可育母鼠与输精管结扎后绝育的雄鼠交配

得到假孕母鼠，移植受精卵到假孕的 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ母
鼠的子宫中，共计移植１０只代孕鼠，１９～２０ｄ后获
得Ｆ０代。将阳性 Ｆ０代（Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ）小鼠与 Ｃ５７ＢＬ／
６Ｊ小鼠交配，得到稳定的Ｆ１代Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋小鼠。
１．４．２　Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠获得　将 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋

小鼠雌雄自交获得 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠。Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ与
Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠交配，得到 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋／Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠。
将Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋／Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠与Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ交配，最终得
到Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠和Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／Ｌｙｚ２－Ｃｒｅ－

小鼠。Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／Ｌｙｚ２－Ｃｒｅ＋小鼠为髓系特异性
Ｓｐｉ１基因敲除小鼠（ｍｙｅｌｏｉｄｓｐｅｃｉｆｉｃＳｐｉ１ｋｎｏｃｋｏｕｔ
ｍｉｃｅ，ＫＯ小鼠）；Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／Ｌｙｚ２Ｃｒｅ－小鼠作为野生
型（ｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ，ＷＴ）小鼠。
１．４．３　ＰＣＲ鉴定 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋和 ＫＯ小鼠基因　剪取
适龄小鼠鼠尾３ｍｍ，置于无ＤＮＡ污染的１５ｍｌＥＰ
管，每支 ＥＰ管加入５０μｌ鼠尾裂解液［２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ，０２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ＝８０）］，９５℃振荡恒
温金属浴３０ｍｉｎ。３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后加入５０
μｌ［４ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨｃｌ缓冲液 （ｐＨ＝８０）］，于涡旋
震荡器上震荡并充分混匀。３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎ，吸取上清液至新的 ＥＰ管中作为 ＤＮＡ模版。
ＰＣＲ扩增反应体系：ＤＮＡ模板２μｌ、正反向引物各１
μｌ（１０μｍｏｌ／Ｌ）、２×ＨｏｔＳｔｒａｔＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１２５μｌ，去离子水补齐至２５μｌ。其中 ＬｏｘＰ基因型
鉴 定 正 向 引 物：５’ＧＴＧＴＧＧＡＣＡＴＧＴＧＡＧＡＧＴ
ＧＡＧＴＣＴ３’，反向引物：５’ＴＣＴＣＴＴＡＴＴＡＴＣＣＡＣＴＧ
ＣＡＣＣＧＴＴ３’；Ｌｙｚ２Ｃｒｅ基因型鉴定正向引物：５’
ＣＣＣＡＧＡＡＡＴＧＣＣＡＧＡＴＴＡＣＧ３’，反向引物：５’ＣＴ
ＴＧＧＧＣＴＧＣＣＡＧＡＡＴＴＴＣＴＣ３’。ＰＣＲ扩增程序：９４
℃ 预变性３ｍｉｎ；９４℃ 变性３０ｓ，６０℃退火３５ｓ，７２
℃延伸３５ｓ，３５个循环；７２℃ ５ｍｉｎ终止反应。琼
脂糖凝胶电泳：取１２ｇ琼脂糖溶于６０ｍｌ１×ＴＡＥ
缓冲液中，微波沸腾３次，待稍冷却后加入１０μｌ核
酸染料，倒入模具凝固后得到琼脂糖凝胶。取１０μｌ
ＰＣＲ扩增产物及５μｌＤＮＡＭａｒｋｅｒ进行电泳，１２０Ｖ，
３０ｍｉｎ，用 Ｔａｎｏｎ１６００系列全自动凝胶图像分析系
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统分析成像并保存。

１．４．４　小鼠免疫细胞分离　小鼠处死后用７５％酒
精消毒，取出股骨和胫骨，用生理盐水冲出骨髓细

胞，细胞筛过滤除去残存肉沫，１５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎ，弃上清，加入含１０ｎｇ／ｍｌＭＣＳＦ的１６４０培养
基，培养７ｄ获得骨髓来源巨噬细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ
ｄｅｒｉｖｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＢＭＤＭｓ）；剪开小鼠腹部皮肤，
用注射器抽取磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏ
ｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）约６～８ｍｌ注入腹腔，５ｍｉｎ后用眼科镊
稍提起腹腔，用１ｍｌ注射器吸出，１５００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ弃上清获得腹腔原位巨噬细胞（ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＰＭ）；取出胸腺剪碎研磨，细胞筛过滤，
离心弃上清液获得胸腺Ｔ细胞。
１．４．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＵ１表达水平　将分离
出的ＢＭＤＭｓ、ＰＭ和胸腺 Ｔ细胞制备成蛋白样本进
行聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，封闭，置于封闭液稀

释的ＰＵ１（１∶１０００）及内参 βＡｃｔｉｎ（１∶１００００）
抗体中４℃孵育过夜，洗膜除去残留的一抗，分别置
于封闭液稀释的辣根过氧化物酶偶联亲和山羊抗兔

ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（１∶１０００００）和辣根过氧化物酶偶联亲
和山羊抗小鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（１∶１０００００），室温孵育
２ｈ，洗膜除去残留的二抗，暗室显影。
１．５　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件进
行数据分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用
独立样本ｔ检验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠获得及鉴定结果 　 采用
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术将 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋小鼠 ＬｏｘＰ
位点放置于Ｓｐｉ１基因 Ｅｘｏｎ２区域两侧，构建策略如
图１。Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ基因型小鼠由 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋基因型小鼠
雄雌自交获得，采用 ｆｌｏｘ引物鉴定时仅扩增出２２０
ｂｐ条带的小鼠基因型为Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ纯合子，仅扩增出

图１　Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠构建策略

１５９ｂｐ条带的小鼠基因型为Ｓｐｉ１＋／＋纯合子，同时扩
增出 ２２０ｂｐ和 １５９ｂｐ条带的小鼠基因型为
Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋杂合子（图２）。结果表明 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠构
建成功。

２．２　ＫＯ小鼠获得及鉴定结果　为获得 ＫＯ基因
型小鼠，首先将Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ与Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠交配获得
Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋／Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠，再将其与 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ交配，
最终获得ＫＯ基因型小鼠。ＰＣＲ鉴定结果显示，采
用ｆｌｏｘ引物鉴定时仅扩增出２２０ｂｐ条带的小鼠基
因型为Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ纯合子，采用 Ｌｙｚ２Ｃｒｅ引物鉴定时
可扩增出７００ｂｐ的小鼠基因型为 Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋，无条
带的小鼠基因型为Ｌｙｚ２Ｃｒｅ－（图２）。

图２　Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠和Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠基因型鉴定

ａ：Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋；ｂ：Ｓｐｉ１＋／＋／Ｌｙｚ２Ｃｒｅ；ｃ：ｗａｔｅｒ；ｄ：

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ

２．３　ＫＯ小鼠免疫细胞中ＰＵ１的表达　分离 ＷＴ
和ＫＯ小鼠的 ＢＭＤＭｓ、ＰＭ和胸腺 Ｔ细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＰＵ１表达，结果显示，与 ＷＴ组比较，ＫＯ
组小鼠ＢＭＤＭｓ中 ＰＵ１不表达（Ｐ＜０００１）；ＰＭ中
ＰＵ１也不表达（Ｐ＜０００１）；Ｔ细胞中 ＰＵ１表达水
平与ＷＴ小鼠差异无统计学意义（图３）。表明髓系
特异性Ｓｐｉ１基因敲除小鼠构建成功。

３　讨论

　　目前基因敲除技术在基础实验研究中广泛应
用，但全基因敲除过程中常导致小鼠胚胎致死［７］。

条件性基因敲除技术与全基因敲除技术相比显然有

着明显的优势和更为广泛的应用前景，其中基于

ＣｒｅｌｏｘＰ系统的条件性基因敲除小鼠在改善小鼠胚
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图３　小鼠ＰＵ１表达的比较

与ＷＴ比较：Ｐ＜０００１

胎致死的同时也为在特定的细胞亚群中研究基因功

能提供了可能。

　　ＬｏｘＰ序列是从大肠埃希菌Ｐ１噬菌体中发现的
长度为３４ｂｐ的碱基序列，由两个１３ｂｐ的反向重复
序列和中间８ｂｐ的间隔序列组成［８］。Ｃｒｅ重组酶可
以特异性识别细胞内基因或 ＤＮＡ上的 ＬｏｘＰ序列，
并根据其位置和序列之间的关系介导不同的特异性

重组反应。应用 ＣｒｅＬｏｘＰ系统构建条件性基因敲
除小鼠，主要是构建具有ＬｏｘＰ序列的目的基因突变
小鼠和构建带有 Ｃｒｅ酶基因的转基因 Ｃｒｅ小鼠，将
两种小鼠杂交后经筛选可得到细胞内同时存在 Ｃｒｅ
重组酶基因和 ＬｏｘＰ序列的小鼠，通过条件性表达
Ｃｒｅ重组酶并与细胞内 ＬｏｘＰ序列特异性识别，删除
相应的基因或基因片段，从而完成条件性基因敲除

小鼠的构建［８］。

本实验首先利用 ＣＲＩＳＰＲＤｅｓｉｇｎ工具，结合
Ｓｐｉ１ＧｅｎｅＩＤ（２０３７５）小鼠基因组序列信息，设计针
对Ｅｘｏｎ２的 ｓｇＲＮＡ，再根据 ｓｇＲＮＡ序列设计 Ｄｏｎｏｒ
载体。将 Ｃａｓ９蛋白和转录好的 ｓｇＲＮＡ以及纯化后
的Ｄｏｎｏｒ载体片段显微注射到受精卵中，随后将胚
胎转移到假孕动物中以产生Ｆ０代。最后将阳性Ｆ０
代与 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ交配获得稳定的 Ｆ１代 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋小
鼠，Ｆ１代小鼠之间杂交得到 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠。将
Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠与带有骨髓细胞特异性表达 Ｃｒｅ酶的
Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠杂交获得 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋／Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠，
再将其与 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠杂交即可获得 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ／
Ｌｙｚ２Ｃｒｅ＋小鼠。

转录因子ＰＵ１对多种骨髓细胞的分化和功能

是必需的［９－１０］，并在病理情况下如血液系统相关疾

病［１１－１２］和自身免疫性疾病［３－５］中发挥重要作用。

巨噬细胞从髓系祖细胞分化伴随着 Ｅ２６转化特异
性转录因子ＰＵ１的表达增加；ＰＵ１表达减少导致
髓系祖细胞增殖增加和分化受损［９］。ＰＵ１结合大
多数受ＩＬ１抑制的靶基因，在炎症应激期间调节造
血干细胞（ｈｅｍｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＨＳＣ）周期活动从而
影响血液系统对炎症信号的反应［１１］。在自身免疫

性疾病类风湿性关节炎中，ＰＵ１可直接靶向巨噬细
胞和成纤维样滑膜细胞中的 ＦＭＳ样酪氨酸激酶３
从而促进关节炎的发生发展［６］。因此，构建 Ｓｐｉ１基
因敲除小鼠对充分阐明 ＰＵ１的病理作用机制及药
物靶点的明确具有重要意义。

综上所述，本研究成功构建了髓系特异性 Ｓｐｉ１
基因敲除小鼠，可为探讨 ＰＵ１在自身免疫性疾病
及肿瘤中的作用机制提供动物模型基础。
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