
Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎａｎｄｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈ-ｍｏｄｕｌｕｓａｎｄ
ｈｉｇｈ-ｓｔｒｅｎｇｔｈｓｉｌｋｆｉｂｒｏｉｎｇｕｉｄｅｄｂｏｎｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｍｅｍｂｒａｎｅ

ＬｉａｏＸｉａｏｙｕ１，ＦａｎｇＨｕｉ１，ＹａｎｇＦｅｉｙｕ１，ＺｏｕＤｕｏｈｏｎｇ１，２

（１Ｃｏｌｌｅｇｅ＆ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ，ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＯｒａｌＤｉｓｅａｓｅｓ
ＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｈｅｆｅｉ　２３００３２；２ＳｈａｎｇｈａｉＮｉｎｔｈＰｅｏｐｌｅ＇ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｓｈａｎｇｈａｉ
ＪｉａｏＴｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＳｈａｎｇｈａｉＪｉａｏＴｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＳｃｈｏｏｌｏｆＳｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ，

ＳｈａｎｇｈａｉＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＳｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０００１１）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｄｅｖｅｌｏｐａｈｉｇｈｍｏｄｕｌｕｓａｎｄｈｉｇｈｓｔｒｅｎｇｔｈｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅｓｉｌｋｆｉｂｒｏｉｎＧＢＲｍｅｍｂｒａｎｅｔｏ
ａｄｄｒｅｓｓｔｈｅｉｓｓｕｅｏｆｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｓｐａｃｅｆｏｒｂｏｎｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒｅｐａｉｒｏｆｏｓｓｅｏｕｓｄｅｆｅｃｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｆｔｅｒ
ｐｕｒｉｆｙｉｎｇｓｉｌｋｆｉｂｒｏｉｎｐｒｏｔｅｉｎ，ｍｅｍｂｒａｎｅｍａｔｅｒｉａｌｓｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄｕｓｉｎｇｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎ-ｈｏｔｐｒｅｓｓｉｎｇｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅｐｈｙｓｉ-
ｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｕｓｉｎｇｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇｔｅｓｔｓ，ｉｎ
ｖｉｔｒｏｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ，ａｎｄｃｅｌｌｃｏ-ｃｕｌｔｕｒｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＡｓｉｌｋｆｉｂｒｏｉｎＧＢＲｍｅｍｂｒａｎｅｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｆａｂｒｉｃａ-
ｔｅｄ，ｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎａｓｉｍｕｌａｔｅｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ３５.３％ ａｆｔｅｒ１２ｈｉｎｖｉｔｒｏ．Ｔｈｅｗｅｔ-ｓｔａｔｅｅｌａｓｔｉｃｍｏｄｕｌｕｓｒｅａｃｈｅｄ
４５ＭＰａ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｔｅｎｓｉｌｅｓｔｒｅｎｇｔｈｒｅａｃｈｅｄ８.３９ＭＰａ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｗａｓｎｅａｒｌｙ１００％ ａｆｔｅｒ７
ｄａｙｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅＧＢＲｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｄｕｃｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｐｏｓｓｅｓｓｅｓｈｉｇｈｍｏｄｕｌｕｓａｎｄ
ｓｔｒｅｎｇｔｈ，ａｓｗｅｌｌａｓｅｘｃｅｌｌｅｎｔｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ，ｏｆｆｅｒｉｎｇａｐｒｏｍｉｓｅａｓａｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒａｄｄｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅｂｏｎｅｄｅｆｅｃｔｒｅ-
ｐａｉｒａｎｄｂｏｎｅｓｐａｃｅｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｂｏｎｅｄｅｆｅｃｔｒｅｐａｉｒ；ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｓｐａｃｅｆｏｒｂｏｎｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；ｇｕｉｄｅｄｂｏｎｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｍｅｍ-
ｂｒａｎｅ；ｓｉｌｋｆｉｂｒｏｉｎ；ｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎ-ｈｅａｔｐｒｅｓｓｉｎｇｍｅｔｈｏｄ；ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；ｔｅｎｓｉｌｅｓｔｒｅｎｇｔｈ

网络出版时间：２０２４－０４－１２１３：５２：１７　网络出版地址：ｈｔｔｐｓ：／／ｌｉｎｋ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｕｒｌｉｄ／３４．１０６５．Ｒ．２０２４０４１０．１００８．００６

Ｔ细胞条件性敲除 Ｓｐｉ１基因小鼠的繁育及鉴定
王卉卉，朱向玲，吴旭铭，张慧茹，周园园，王安琪，刘　崇，涂佳杰

摘要　目的　繁育Ｔ细胞条件性敲除Ｓｐｉ１基因的小鼠并对
其进行鉴定，为进一步探索Ｓｐｉ１编码蛋白ＰＵ.１的作用提供
研究基础。方法　将 Ｌｃｋ-Ｃｒｅ小鼠与 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠进行杂
交繁育，通过聚合酶链式反应（ＰＣＲ）和琼脂糖凝胶电泳鉴定
小鼠基因型，筛选出基因型为 Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ的小鼠即
为Ｔ细胞条件性敲除Ｓｐｉ１基因的纯合子小鼠。使用磁珠分
选脾脏Ｔ淋巴细胞，并应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＰＣＲ）及流式细胞术检测 ＰＵ.１在 Ｔ细胞中的敲除效率。
结果　Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠基因稳定遗传。与 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ

小鼠相比，Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠脾脏 Ｔ细胞中的 ＰＵ.１表
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达水平显著降低。结论　该研究应用 Ｃｒｅ／ＬｏｘＰ系统和
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术成功构建了Ｔ细胞条件性敲除 Ｓｐｉ１基因
小鼠，为后续研究ＰＵ.１在Ｔ细胞相关疾病中的具体作用提
供了可靠的动物模型。

关键词　Ｓｐｉ１；Ｃｒｅ／ＬｏｘＰ系统；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术；Ｔ细胞；
ＰＵ.１；条件性敲除
中图分类号　Ｒ-３３２
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２４）０４－０５９５－０５
ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２４．０４．００６

　　ＰＵ.１作为 Ｅ２６ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ-ｓｐｅｃｉｆｉｃ（ＥＴＳ）转
录因子家族的成员之一，由 Ｓｐｉ１基因编码，重要的
功能区域包括羧基端高度保守的ＤＮＡ结合区，也就
是ＥＴＳ结构域，可以识别拥有 ＧＧＡ（Ａ／Ｔ）序列的
ＤＮＡ结合位点［１］。ＰＵ.１主要在造血细胞中表达，
能够调控多种免疫细胞的分化和功能，从而影响一

些自身免疫性疾病的病程，比如类风湿关节炎
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（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）、系统性红斑狼疮（ｓｙｓｔｅｍ-
ｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，ＳＬＥ）和实验性自身免疫性脑
脊髓炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｋｍｙｅｌｉｔｉｓ，
ＥＡＥ）等［２］。课题组前期研究［３］已证实，ＰＵ.１可以
通过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（ＦＭＳ-ｌｉｋｅｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，
ＦＬＴ３）来促进类风湿关节炎的发展。同时，许多研
究也表明ＰＵ.１在Ｔ细胞的发育及相关疾病中也发
挥了重要作用，ＰＵ.１对于Ｔ细胞的调控有望在未来
成为ＲＡ新的药物靶点［４］。因此该研究利用 Ｃｒｅ／
ＬｏｘＰ系统和ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术，构建出Ｔ细胞条件
性敲除Ｓｐｉ１基因的小鼠，并对其进行繁育及基因型
鉴定，为进一步探索 ＰＵ.１在 Ｔ细胞相关疾病中的
具体作用和潜在机制提供可靠的模型。

１　材料与方法

１．１　实验动物　所有小鼠的遗传背景均为Ｃ５７ＢＬ／
６，由赛业（苏州）生物科技有限公司提供，生产许可
证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１８-０００３。实验动物均饲养于
ＳＰＦ级动物房，并且所有实验均通过了安徽医科大
学临床药理研究所动物实验伦理委员会批准，批准

号为ＰＺ-２０２２-０２４。
１．２　主要试剂　核酸染料、１００ｂｐＬａｄｄｅｒＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ和２×ＨｏｔＳｔｒａｔＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（北京博
迈德基因技术有限公司）；Ａｇａｒｏｓｅ（德国 ＢｉｏＦｒｏｘｘ公
司）；淋巴细胞分离液（北京达科为生物科技有限公

司）；ＣＤ４ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓｍｏｕｓｅ（德国 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公
司）；山羊抗鼠 ＩｇＧ（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；ＴＲＩｚｏｌ、
固定／破膜液（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；
ＢＣＡ试剂盒、ｑＰＣＲ试剂（南京诺唯赞生物科技有限

公司）；ＰＵ.１抗体 （美国 ＧｅｎｅＴｅｘ公司，货号：
ＧＴＸ１７９９７）；ＰＥ抗 ＰＵ.１流式抗体（美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ
公司，货号：６８１３０７）。
１．３　主要仪器　荧光定量 ＰＣＲ仪（上海伯乐生命
医学产品有限公司）；通用型电泳仪 ＤＹＹ-７Ｃ型（北
京六一生物科技有限公司）；Ｔａｎｏｎ-１６００全自动数
码凝胶图像分析系统、Ｔａｎｏｎ-５２００成像系统（上海
天能科技有限公司）；ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ３实时荧光定量
ＰＣＲ仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；Ｃｙｔｏｆｌｅｘ
十色流式细胞仪（美国ＢｅｃｔｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）。
１．４　方法
１．４．１　Ｔ细胞Ｓｐｉ１条件性敲除小鼠的建立与繁育
　利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统中的 Ｃａｓ９酶识别 ｇＲＮＡ
切割Ｓｐｉ１基因第２外显子的两侧，随后将两个ＬｏｘＰ
分别置于切割位点，在淋巴细胞蛋白酪氨酸激酶

（ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ-ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎ-ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，Ｌｃｋ）启
动子的控制下表达Ｃｒｅ，使用Ｃｒｅ重组酶特异性地切
除Ｔ细胞中被ＬｏｘＰ位点标记的序列，构建策略示意
图见图１。将 Ｌｃｋ-Ｃｒｅ小鼠与 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠杂交获
得Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／＋基因型的Ｆ１代杂合子小鼠，再
将Ｆ１代小鼠进行交配，筛选后得到 Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×
Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ基因型的小鼠。
１．４．２　小鼠的基因型鉴定
１．４．２．１　小鼠尾部 ＤＮＡ的提取　小鼠３周龄时，
剪取３ｍｍ左右的鼠尾，向 ＥＰ管中加入５０μｌＡ液
（５０μｌ５ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠与４μｌ０.５ｍｏｌ／ＬｐＨ８.０
ＥＤＴＡ溶于１０ｍｌｄｄＨ２Ｏ所得），使鼠尾沉至管底，
置于９５℃电热恒温水箱中进行裂解，３０ｍｉｎ后取出
加入５０μｌＢ液（４００μｌ１ｍｏｌ／ＬｐＨ８.０Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ溶
于１０ｍｌｄｄＨ２Ｏ所得），于涡旋震荡器上震荡并充分

图１　Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠的构建策略示意图
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混匀，以３０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心５ｍｉｎ，取上清液作
为ＤＮＡ模板。
１．４．２．２　ＰＣＲ扩增反应及琼脂糖凝胶电泳　首先
分别进行两次 ＰＣＲ扩增反应。小鼠 Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ基因
型的ＰＣＲ引物为ｆｌｏｘ×Ｆ和ｆｌｏｘ×Ｒ，Ｌｃｋ-Ｃｒｅ基因型
的引物为 Ｐｒｉｍｅｒ-１和 Ｐｒｉｍｅｒ-２，具体引物序列见表
１。ＰＣＲ反应体系为：总体积２５μｌ；ｄｄＨ２Ｏ９μｌ，２×
ＨｏｔＳｔｒａｔＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２.５μｌ，正反向引物均
为１μｌ，ＤＮＡ１.５μｌ。ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性
３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３５ｓ，７２℃延伸３５
ｓ，３５个循环；７２℃ ５ｍｉｎ终止反应。其次取１０μｌ
ＰＣＲ扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，１２０Ｖ电泳３０
ｍｉｎ，用全自动数码凝胶图像系统分析成像并保存。

表１　ＰＣＲ扩增反应引物序列

引物名称 序列 大小（ｂｐ）
ｆｌｏｘ×Ｆ ５′-ＧＴＧＴＧＧＡＣＡＴＧＴＧＡＧＡＧＴＧＡＧＴＣＴ-３′ ２２０
ｆｌｏｘ×Ｒ ５′-ＴＣＴＣＴＴＡＴＴＡＴＣＣＡＣＴＧＣＡＣＣＧＴＴ-３′
Ｐｒｉｍｅｒ-１ ５′-ＡＡＧＴＧＴＧＴＧＴＧＡＴＧＴＣＴＣＣＣＡＧＧＴＡＧ-３′ ４６０
Ｐｒｉｍｅｒ-２ ５′-ＣＣＡＧＧＴＡＴＧＣＴＣＡＧＡＡＡＡＣＧＣＣＴＧ-３′

１．４．３　磁珠分选小鼠脾脏 ＣＤ４＋Ｔ细胞　将小鼠
颈椎脱臼处死后，分离脾脏，用 ＰＢＳ清洗２次后包
裹于２００目细胞筛网中，加入 ４ｍｌ淋巴细胞分离
液，将脾脏充分碾碎，收集组织悬液，在液面上添加

１ｍｌＲＰＭＩ１６４０培养基，２２００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收
集中间薄膜层于新的１５ｍｌ离心管中，用ＰＢＳ洗涤１
次。加入８０μｌＰＢＳ和２０μｌＣＤ４＋Ｔ细胞磁珠，４℃
孵育１５ｍｉｎ。添加ＰＢＳ洗涤１次后，用１ｍｌＰＢＳ重
悬，加到已安装在磁分选器上的分选柱中，待液体自

然流尽后，再用 ＰＢＳ洗脱１次，最后取下分选柱，冲
出ＣＤ４＋Ｔ细胞。
１．４．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠 ＰＵ．１表达水平　提
取脾脏ＣＤ４＋Ｔ细胞总蛋白，应用 ＢＣＡ法进行定量
后，按一定比例加入上样缓冲液，１００℃恒温煮沸１０
ｍｉｎ使其变性。采用１０％ ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳后，转移
至ＰＶＤＦ膜，快速封闭液室温封闭 １５ｍｉｎ，加入
ＰＵ.１一抗（１∶１０００），３７℃孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ洗 ３
次，６ｍｉｎ／次，加入山羊抗鼠 ＩｇＧ（１∶１００００），室温
孵育２ｈ，ＴＰＢＳ洗３次，６ｍｉｎ／次，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ，化学
发光成像分析仪进行曝光拍照并保存。ＩｍａｇｅＪ软
件分析目的条带灰度值。

１．４．５　ｑＰＣＲ检测小鼠 Ｓｐｉ１表达水平　应用 ＴＲ-
Ｉｚｏｌ法抽提脾脏ＣＤ４＋Ｔ细胞的ＲＮＡ，将其定量后进
行逆转录，得到的ｃＤＮＡ再进行实时荧光定量ＰＣＲ。

逆转录扩增程序为：５０℃ １５ｍｉｎ；８５℃ ５ｓ；４℃ ∞。
设计 Ｓｐｉ１基因的 ｑＰＣＲ引物为 ＬｅｆｔＰｒｉｍｅｒ：ＡＣＴ-
ＴＣＡＣＡＧＡＧＣＴＧＣＡＧＡＧＴ；ＲｉｇｈｔＰｒｉｍｅｒ：ＴＣＡＣＣＣＴＣ-
ＣＴＣＣＴＣＡＴＣＴＧＡ；内参 ＧＡＰＤＨ基因的引物为 Ｌｅｆｔ
Ｐｒｉｍｅｒ：ＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧ；ＲｉｇｈｔＰｒｉ-
ｍｅｒ：ＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ。ｑＰＣＲ反应体
系为：２×ＡｃｅＱｑＰＣＲＳＹＢＰＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μｌ，
５０×ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ２０.４μｌ，正反向引物均为
０.４μｌ，ｃＤＮＡ２μｌ，ｄｄＨ２Ｏ补至２０μｌ。ｑＰＣＲ反应
条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ，６０℃ ３０ｓ，
４０个循环；９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ。
１．４．６　流式细胞术检测小鼠 ＰＵ．１表达水平　对
脾脏ＣＤ４＋Ｔ细胞进行细胞计数和固定破膜后，分
成 Ｂｌａｎｋ组、Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ及 Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ组，
Ｂｌａｎｋ组适量ＰＢＳ重悬后直接用十色流式细胞仪进
行分析，其余两组用１００μｌＰＢＳ重悬，加入ＰＵ.１抗
体（０.１２５μｇ／１０６个细胞），４℃孵育３０ｍｉｎ。离心
弃上清液，适量 ＰＢＳ重悬后，上机分析最终样品细
胞。

１．５　统计学处理　所有数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ
９.５.０进行统计分析，实验结果以 �ｘ±ｓ表示，组间比
较采用单因素方差分析，以 Ｐ＜０.０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　Ｔ细胞 Ｓｐｉ１条件性敲除小鼠的鉴定　Ｔ细胞
Ｓｐｉ１条件性敲除小鼠的基因型鉴定结果见图 ２Ａ、
２Ｂ，可见编号１、２、３号在ｆｌｏｘ扩增产物２２０ｂｐ处有
阳性条带，Ｃｒｅ扩增产物 ４６０ｂｐ处没有条带，为
Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ基因型小鼠；编号４、５、６号在 ｆｌｏｘ扩增产
物２２０ｂｐ处有阳性条带，Ｃｒｅ扩增产物４６０ｂｐ处有
阳性条带，为Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ基因型小鼠。以上
结果说明初步构建出了 Ｔ细胞条件性敲除 Ｓｐｉ１基
因的小鼠。

２．２　Ｔ细胞 Ｓｐｉ１条件性敲除小鼠的表型验证　
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ｑＰＣＲ及流式细胞术检测发现 Ｌｃｋ-Ｃｒｅ
×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠脾脏ＣＤ４＋Ｔ细胞的Ｓｐｉ１表达水平
与Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠相比显著降低，分析结果见图３Ａ-
３Ｃ。此结果验证了条件性敲除小鼠 Ｔ细胞中的
Ｓｐｉ１已被成功敲除。

３　讨论

　　ＣＲＩＳＰＲ是原核生物基因组内的一段重复序列，
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图２　Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠的构建及基因鉴定结果

Ａ：小鼠表达Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ基因型的凝胶电泳鉴定结果；Ｂ：小鼠表

达Ｌｃｋ-Ｃｒｅ基因型的凝胶电泳鉴定结果；１－６：小鼠编号；Ｍ：ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ

ＣＲＩＳＰＲ相关蛋白 Ｃａｓ９是一种内切酶，ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９技术就是通过利用单链向导 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｇｕｉｄｅ
ＲＮＡ，ｓｇＲＮＡ）介导 Ｃａｓ９与 ＤＮＡ靶序列形成碱基
对，对靶位点进行切割，进而造成 ＤＮＡ位点特异性

的双链断裂，以此达到对一个或者多个等位基因进

行可遗传性修饰的目的。目前，这项技术在一系列

基因治疗和生物技术等多个应用领域上都展现出了

极大的应用前景［５］。随着基因敲除技术的广泛应

用，基于Ｃｒｅ／ＬｏｘＰ系统的条件性敲除小鼠模型得到
了越来越多的关注。Ｃｒｅ／ＬｏｘＰ系统的构建策略是
由带有ＬｏｘＰ序列的基因突变小鼠和带有 Ｃｒｅ重组
酶基因的转基因小鼠杂交并筛选，得到特异性地删

除目的片段的小鼠［６］。ＬｏｘＰ位点是由１个非回文
核和２个反向重复序列组成，Ｃｒｅ是一种可以使 ２
个ＬｏｘＰ位点之间发生特异性 ＤＮＡ重组的酶，Ｃｒｅ-
ＬｏｘＰ系统具有很高的组织及空间特异性，能够准确
地控制目的基因在何时何地表达［７－８］。ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９技术与Ｃｒｅ-ＬｏｘＰ系统的结合具有容易操作、精
确靶向等多种优点［９］，是基因研究领域的重要实验

工具。

　　根据 ＮＣＢＩ数据库提供的参考序列，Ｓｐｉ１基因
位于小鼠的２号染色体上，其中共有５个外显子，本
模型选择外显子２作为条件性基因敲除（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ

图３　Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠的表型验证结果

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠Ｔ细胞中ＰＵ.１蛋白表达；Ｂ：ｑＰＣＲ法检测小鼠Ｔ细胞中Ｓｐｉ１基因表达；Ｃ：小鼠Ｔ细胞中 ＰＵ.１表达的流式代表

图；Ｂｌａｎｋ：未标记 ＰＵ.１抗体的空白对照组；Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ：Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠的 ＰＵ.１阳性对照组；Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ：Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠的

ＰＵ.１敲除组；ａ：Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠；ｂ：Ｌｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠；与Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠比较：***Ｐ＜０.００１
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ｋｎｏｃｋｏｕｔ，ＣＫＯ）区域，ＣＫＯ的有效区域大小为 ５９７
ｂｐ，且这段区域并没有任何其他已知基因。为了进
一步研究ＰＵ.１对Ｔ细胞的调控在类风湿关节炎疾
病中所起到的作用，以及避免 ＰＵ.１全身性敲除可
能导致胚胎致死的问题［１０］，采用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导
的基因组工程技术以及Ｃｒｅ／ＬｏｘＰ重组系统，将Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ、ＣＫＯ片段的 ｇＲＮＡ和含有 ｌｏｘＰ位点的靶向
载体共同注射到受精卵中，Ｃａｓ９通过识别 ｇＲＮＡ先
导链切割 ＣＫＯ片段的两侧，随后将两个 ｌｏｘＰ分别
放置于切割位点，经过数代杂交并筛选后得到基因

型为Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ的小鼠。在与 Ｌｃｋ-Ｃｒｅ小鼠交配后，
Ｃｒｅ重组酶会切割 ｌｏｘＰ位点，即实现特异性地删除
ＣＫＯ区域，从而建立起Ｔ细胞Ｓｐｉ１基因条件性敲除
的小鼠模型，同时依据ＰＣＲ扩增反应和琼脂糖凝胶
电泳法确保小鼠的基因型背景符合预期，利用ｑＰＣＲ
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及流式细胞术检测小鼠的 Ｓｐｉ１表达
水平及敲除效果，证实了 ＰＵ.１特异性缺陷的小鼠
模型建立成功。

既往研究［４］表明，ＰＵ.１对 Ｔ细胞的前期增殖
和后期分化有着重要作用。在自身免疫性疾病中，

ＰＵ.１对于Ｔ细胞的调控也扮演着重要角色。例如，
在ＳＬＥ中，ＰＵ.１与Ｔ细胞的过度激活有关；在 ＥＡＥ
中，ＰＵ.１能够作用于 Ｔ细胞来促进疾病的进展［２］。

然而，ＲＡ中ＰＵ.１对于Ｔ细胞的调控机制有待进一
步研究。因此，借助 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术结合 Ｃｒｅ／
ＬｏｘＰ系统，成功构建出Ｔ细胞中Ｓｐｉ１基因特异性敲
除小鼠，有利于在整体动物水平上研究 ＰＵ.１在 Ｔ
细胞相关癌症及自身免疫性疾病中调控 Ｔ细胞的

具体作用机制，并为相关药物靶点的研发提供理论

基础和实验基础。

参考文献

［１］　ＬｉＧ，ＨａｏＷ，ＨｕＷ．ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＰＵ.１ａｎｄｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，２０２０，４６（６）：１９４３－５０．

［２］　ＦａｎｇＹ，ＣｈｅｎＷ，ＬｉＺ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆａｋｅｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
ＰＵ.１ｉｎａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０２２，１３：
１００１２０１．

［３］　ＴｕＪ，ＣｈｅｎＷ，ＦａｎｇＹ，ｅｔａｌ．ＰＵ.１ｐｒｏｍｏｔｅｓｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ
ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓｖｉａｒｅｐｒｅｓｓｉｎｇＦＬＴ３ｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄｆｉｂｒｏ-
ｂｌａｓｔ-ｌｉｋｅｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＡｎｎＲｈｅｕｍＤｉｓ，２０２３，８２（２）：１９８
－２１１．

［４］　ＲｏｔｈｅｎｂｅｒｇＥＶ，ＨｏｓｏｋａｗａＨ，ＵｎｇｅｒｂäｃｋＪ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆａｃｔｉｏｎ
ｏｆｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＰＵ.１ｉｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｏｆＴ-ｃｅｌｌｄｅ-
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０１９，１０：２２８．

［５］　ＧｕｐｔａＤ，ＢｈａｔｔａｃｈａｒｊｅｅＯ，ＭａｎｄａｌＤ，ｅｔａｌ．ＣＲＩＳＰＲ-Ｃａｓ９ｓｙｓ-
ｔｅｍ：Ａｎｅｗ-ｆａｎｇｌｅｄｄａｗｎｉｎｇｅｎｅｅｄｉｔｉｎｇ［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉｍ，２０１９，
２３２：１１６６３６．

［６］　王向宇，朱睿智，赵志平，等．ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９结合Ｃｒｅ-ＬｏｘＰ技术
制备溴结构域蛋白４基因敲除小鼠［Ｊ］．中国组织工程研究，
２０２２，２６（３２）：５１７９－８４．

［７］　张　杨，贾林涛，闫雨冬，等．Ｃｒｅ-ＬｏｘＰ系统及其衍生系统方法
学的研究和在神经科学中的应用［Ｊ］．药学学报，２０２０，５５（９）：
２０３５－４２．

［８］　乔思源，江文刚，汪思应．ｍｉＲ-１００基因敲除小鼠模型的构建及
基因型鉴定［Ｊ］．安徽医科大学学报，２０２１，５６（４）：５１０－３．

［９］　仝慧慧，齐浩铭，王　辰，等．ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统介导Ｓｌｃ６ａ６基
因敲除大鼠的繁殖与鉴定［Ｊ］．中国比较医学杂志，２０１９，２９
（５）：４４－５０．

［１０］谭　茗，李　雯，孙婴宁．转录因子ＰＵ.１的最新研究进展［Ｊ］．
中国细胞生物学学报，２０２１，４３（１）：２４９－６２．

ＢｒｅｅｄｉｎｇａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｏｆＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ-ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌＳｐｉ１ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ
ＷａｎｇＨｕｉｈｕｉ，ＺｈｕＸｉａｎｇｌｉｎｇ，ＷｕＸｕｍｉｎｇ，ＺｈａｎｇＨｕｉｒｕ，ＺｈｏｕＹｕａｎｙｕａｎ，ＷａｎｇＡｎｑｉ，ＬｉｕＣｈｏｎｇ，ＴｕＪｉａｊｉｅ
（ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＡｎｔｉ-ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ａｎｄＩｍｍｕｎｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｏｆＡｎｔｉ-ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ａｎｄＩｍｍｕｎｅＭｅｄｉｃｉｎｅｓ，Ｈｅｆｅｉ　２３００３２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｂｒｅｅｄａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ-ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌＳｐｉ１ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅｆｏｒｔｈｅｆｕｒｔｈｅｒｉｎ-
ｖｅｓｔｇａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｒｏｌｅｏｆＳｐｉ１-ｅｎｃｏｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎＰＵ.１．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅＬｃｋ-Ｃｒｅｍｉｃｅｗｅｒｅｍａｔｅｄｗｉｔｈ
Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘｍｉｃｅｔｏｏｂｔａｉｎＬｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘｍｉｃｅ（Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ-ｓｐｅｃｉｆｉｃＳｐｉ１ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ），ａｎｄｔｈｅｇｅｎｏｔｙｐｅ
ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）ａｎｄａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．Ｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏ
ｓｏｒｔｏｕｔｔｈｅｓｐｌｅｎｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ａｎｄｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＰＵ.１ｉｎＴｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲ（ｑＰＣＲ）ａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅＬｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘｍｏｕｓｅｇｅｎｏｔｙｐｅｗａｓ
ｓｔａｂｌｙｉｎｈｅｒｉｔｅｄ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘｍｉｃｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＵ.１ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｉｎｓｐｌｅｎｉｃＴ
ｃｅｌｌｓｏｆＬｃｋ-Ｃｒｅ×Ｓｐｉ１ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘｍｉｃｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｔｈｅＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ-ｓｐｅｃｉｆｉｃＳｐｉ１ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅｗａｓ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙａｐｐｌｙｉｎｇＣｒｅ／ＬｏｘＰｓｙｓｔｅｍａｎｄＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｄａｒｅｌｉａｂｌｅａｎ-
ｉｍａｌｍｏｄｅｌｆｏｒｔｈｅｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｏｆｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｒｏｌｅｏｆＰＵ.１ｉｎＴｃｅｌｌ-ｒｅｌａｔｅｄｄｉｓｅａｓｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｓｐｉ１；Ｃｒｅ／ＬｏｘＰｓｙｓｔｅｍ；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；Ｔｃｅｌｌｓ；ＰＵ.１；ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｋｎｏｃｋｏｕｔ

·９９５·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ａｐｒ；５９（４）


