
２０１８ 年 ８ 月

第 ２８ 卷　 第 ８ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ａｕｇｕｓｔ， ２０１８

Ｖｏｌ． ２８　 Ｎｏ． ８

［基金项目］深圳市知识创新计划基础研究项目（ＪＣＹＪ２０１４０７１７１５３６２０４３６）；深圳市基因组辅助育种工程实验室提升项目

［作者简介］陈茜（１９９１—），女，硕士研究生，专业：基因组学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｘｉ３＠ ｇｅｎｏｍｉｃｓ． ｃｎ
［通信作者］李勇（１９８１—），男，硕士研究生，研究方向：动物生物技术。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉｙｏｎｇ３＠ ｇｅｎｏｍｉｃｓ． ｃｎ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 介导的小鼠 ＢＲＣＡ１ ／ ＢＲＣＡ２ ／ ＣＤＨ１
基因乳腺特异性修饰研究

陈　 茜１，３，４，向　 熙２，杨漫漫２，４，张婷婷３，４，陈文彬１，李　 林３，４，
魏　 强２，４，李　 勇１，２，４∗

（１． 深圳华大方舟生物技术有限公司，深圳　 ５１８０００； ２． 深圳华大生命科学研究院，深圳　 ５１８０００； ３． 中国科学院

大学华大教育中心，深圳　 ５１８０００； ４． 深圳动物基因组辅助育种工程实验室，深圳　 ５１８０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 应用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统构建 ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２ 和 ＣＤＨ１ 三基因乳腺特异性修饰小鼠模型。
方法　 针对小鼠 ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２ 和 ＣＤＨ１ 基因分别设计并合成 ｓｇＲＮＡ，构建 ｐＸ３３０⁃ｓｐＣａｓ９⁃Ｕ６⁃ｇＲＮＡ 共表达载体，
将共表达载体中 ＣＢｈ 启动子替换为乳腺组织特异性启动子 ＷＡＰ。 利用小鼠受精卵原核注射的方法制备转基因小

鼠。 结果　 共注射受精卵 １９０ 枚，得到活性受精卵 １３０ 枚，移植 ４ 只受体鼠。 产下 Ｆ０ 代仔鼠 ４２ 只，鉴定出 １１ 只转

基因阳性小鼠，阳性率为 ２６􀆰 １９％ 。 Ｆ０ 代阳性鼠繁育后得到 ３９ 只 Ｆ１ 代仔鼠，其中 ９ 只为 Ｆ１ 代转基因阳性鼠。
结论　 通过构建乳腺组织特异表达 Ｃａｓ９ 载体成功制备了转基因阳性鼠。

【关键词】 　 乳腺癌；ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统；基因组编辑；基因敲除小鼠
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　 　 乳腺癌是女性常见的主要恶性肿瘤之一［１ － ２］。
我国虽然属乳腺癌低发国家，但人口基数大，乳腺

癌已然成为我国女性发病率最高的癌症，严重威胁

了广大女性的生命健康［３］。 ＢＲＣＡ１ （ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｇｅｎｅ１）是最先被发现的高共显乳腺癌

易感基因。 研究发现，有乳腺癌家族史的妇女中，
ＢＲＣＡ１ 的基因突变比例可达 １５％～ ２０％ ；在同时具

有乳腺癌和卵巢癌家族史的妇女中，ＢＲＣＡ１ 的基因

突变 比 例 更 高， 甚 至 高 达 ６０％～８０％ ［４］。 除 了

ＢＲＣＡ１ 外，ＢＲＣＡ２ （ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｇｅｎｅ
２）和 ＣＤＨ１（ｃａｄｈｅｒｉｎ ｇｅｎｅ １）也是迄今为止发现重

要乳腺癌易感基因。 大规模乳腺癌群体的高通量

测序及分析研究也证实，ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２ 和 ＣＤＨ１
三个基因结构和功能的异常与乳腺癌的发病密切

相关［５］。
为了探索乳腺癌的发病机制和探讨新的治疗

方法，国内外研究者需借助更贴近于人类的原发性

乳腺癌动物模型，而制备 ＢＲＣＡ１ ／ ＢＲＣＡ２ ／ ＣＤＨ１ 基

因乳腺特异性修饰小鼠是建立该模型的有效途径。
虽然基于基因敲除的小鼠模型在肿瘤发病机制研

究中有独特的优势，但部分肿瘤驱动基因在动物体

内的全身性纯合敲除具有胚胎致死性，很难进行后

续的机理药理研究，典型的如 ＢＲＣＡ１ 和 ＢＲＣＡ２［６］。
对于这些致死性基因的失活，多采用组织特异性敲

除的方法，其原理是利用同源重组的方法在敲除区

域两侧插入 ｌｏｘｐ 片段（ ｆｌｏｘｐ），随后 ｆｌｏｘｐ 小鼠与组

织特异性表达 Ｃｒｅ 重组酶的小鼠杂交，Ｃｒｅ 重组酶可

识别并折叠剪切 ｌｏｘｐ 中间的片段，达到组织特异性

敲除特定基因的目的［７］。 但该方法步骤繁琐，失败

率高，周期长，不利于科研的开展。 利用组织特异

性启动子启动 ＣＡＳ９ 蛋白的表达，并结合全身性 ｓｉｎ⁃
ｇｌｅ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ 的表达，能在动物个体的特定组织或

细胞群中结合成 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ＲＮＰ （ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ）复合物，实现靶基因的组织特异性编辑。 该方

法大大缩短了组织特异性敲除动物的制备周期和

难度，已在斑马鱼［８］、果蝇［９］、小鼠［１０］等模式动物中

得到很好的应用。
本研究选取 ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２ 和 ＣＤＨ１ 三个乳腺

癌高频易感基因为靶基因位点，以 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基

因编辑技术为基础，构建乳腺组织特异性的 ＣＡＳ９

蛋白以及三条 ｓｇＲＮＡ 共表达载体，通过原核注射的

方式将载体序列整合到小鼠基因组中，制备转基因

小鼠，使整个表达框在个体中稳定表达，从而实现

乳腺组织特异性的多基因敲除。 与传统的同源重

组及 Ｃｒｅ⁃ｌｏｘｐ 的方法相比，本实验的周期与成本可

以缩短至三分之一，方便快捷地构建出乳腺组织特

异性敲除小鼠，对其进行深入研究将对遗传性乳腺

癌的发生机制、早期诊断及治疗有着重要的理论意

义和实际应用价值。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，体重 ２５ ～ ３０ ｇ，７ ～ ８ 周

龄，雌性 ３０ 只，雄性 ５ 只。 购于中国医学科学院医

学实验动物研究所［ＳＣＸＫ（京）２０１３⁃０００２］，转基因

动物的构建及饲养在中国医学科学院医学实验动

物研究所进行［ＳＹＸＫ（京）２０１３⁃００１４］。 伦理审查

号：ＢＧＩ⁃ＩＲＢ１７２１３。
１􀆰 ２　 主要材料

ＨＥＰＡ 细胞（小鼠肝癌细胞）购自上海研域生物

工程有限公司；ＣＲＲ 质粒（可单独表达 ｓｇＲＮＡ 的载

体，由本实验室设计并合成）； ｐＣＭＶ⁃ｓｐＣａｓ９ 质粒

（可单独表达 Ｃａｓ９ 的载体，由本实验室设计并合

成）；ｐＸ３３０⁃Ｕ６⁃Ｃｈｉｍｅｒｉｃ＿ＢＢ⁃ＣＢｈ⁃ｈＳｐＣａｓ９ 载体购自

Ｂｉｏｖｅｃｔｏｒ 公司。
无内毒素质粒提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ 公司；Ｌｉ⁃

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 转染试剂购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎ⁃
ｔｉｆｉｃ；Ｔｒｉｚｏｌ 试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；反转录试剂盒

购自北京全式金生物技术有限公司；ｐｒｅｍｉｘ ＥｘＴａｑ、
Ｔ７ 核酸内切酶 Ｉ、普通质粒提取试剂盒、ＤＮＡ 提取

试剂盒、Ｉｎ⁃Ｆｕｓｉｏｎ ＨＤ Ｃｌｏｎｉｎｇ ｋｉｔｓ、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ
回收试剂盒购自大连宝生物公司；限制性内切酶均

购自 ＮＥＢ 公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ｓｇＲＮＡ 设计及活性鉴定

针对小鼠 ＢＲＣＡ１ 基因序列 （Ｇｅｎｅ ＩＤ：１２１８９），
利用 ｓｇＲＮＡ 在线设计网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｒｉｓｐｒ． ｍｉｔ． ｅｄｕ ／ ）
在其第 １０ 外显子设计并合成了 １ 条特异识别靶序

列 ＤＮＡ 的 ｓｇＲＮＡ。 合成的 ｓｇＲＮＡ 及互补链经变性

退火 （程序为：９５℃ １０ ｍｉｎ； ２５℃ ３０ ｍｉｎ），形成带
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有粘性末端的双链核苷酸，再连入经 ＢｂｓⅠ酶切回

收的 ｐＸ３３０ 载体骨架中， 命名为 ｐＸ３３０ （ Ｂ１ ）。
ＢＲＣＡ２ 及 ＣＤＨ１ 基因位点的 ｓｇＲＮＡ 则是根据文献

报道各选取一条具有活性的 ｇＲＮＡ 直接合成［１１ － １２］，
将 ＢＲＣＡ２ ｓｇＲＮＡ、ＣＤＨ１ ｓｇＲＮＡ 分别连入经 ＢｓａＩ 酶
切回收的 ＣＲＲ 载体骨架中，命名为 ＣＲＲ（Ｂ２） 和

ＣＲＲ（Ｃ１）。 构建好的表达载体经测序验证连接正

确后，提取无内毒素质粒用于细胞转染。
ｐＸ３３０（ Ｂ１） 质粒直接转染 ＨＥＰＡ 细胞， ＣＲＲ

（Ｂ２）载体和 ＣＲＲ（Ｃ１）载体与 ｐＣＭＶ⁃ｓｐＣａｓ９ 质粒共

转染 ＨＥＰＡ 细胞（ＣＲＲ 载体与 ｐＣＭＶ⁃ｓｐＣａｓ９ 质粒质

量比为 １ ∶ １）。 当 ２４⁃ｗｅｌｌ ＨＥＰＡ 细胞汇合度达到

５０％～７０％时进行脂质体转染，４８ ｈ 后分别收集细

胞并提取基因组 ＤＮＡ，ＰＣＲ 扩增 ｓｇＲＮＡ 切割靶点上

下游 ＤＮＡ 片段（如图 １ Ａ），产物经 Ｔ７ 程序变性退

火后再经 Ｔ７ 核酸内切酶 Ｉ 酶切。 引物信息见表 １，
反应体系如下：

ＰＣＲ 扩增体系： 细胞基因组 ＤＮＡ ０􀆰 １ μｇ，
ｐｒｅｍｉｘ ＥｘＴａｑ １０ μＬ，上、下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各

０􀆰 ４ μＬ，灭菌蒸馏水补至 ２０ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：
（９８℃ １５ ｓ；５５℃ ３０ ｓ；７２℃ １ ｍｉｎ） × ３２ｃｙｃｌｅｓ。

Ｔ７ 变性程序：９５℃ １０ ｍｉｎ；９５℃～８５℃（ －２􀆰 ０℃ ／ ｓ）；
８５℃～２５℃（ －０􀆰 ３℃ ／ ｓ）；２５℃ １ ｍｉｎ。

Ｔ７ 酶切反应体系：ＰＣＲ 产物 １８ μＬ，ＮＥＢｕｆｆｅｒ２
２ μＬ，Ｔ７ＥＩ ０􀆰 ２ μＬ。 反应条件：３７℃ ４５ ｍｉｎ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＷＡＰ 启动子的扩增

为确保 Ｃａｓ９ 基因在小鼠乳腺组织中特异性表

达，根据小鼠基因组序列扩增乳腺组织特异性表达

的 ＷＡＰ 启动子，并在两端加入 ｐＸ３３０ 骨架同源序

列，与去除 ＣＢｈ 启动子的 ｐＸ３３０ 质粒骨架连接（Ｋｐ⁃
ｎＩ 和 ＡｇｅＩ 双酶切），重组质粒命名为 ｐＸ３３０（ＷＡＰ⁃
Ｃａｓ９⁃Ｕ６⁃Ｂ１）。
１􀆰 ３􀆰 ３　 共表达载体的构建

扩增 ＣＲＲ（Ｂ２）载体上 Ｕ６⁃ＢＲＣＡ２ｓｇＲＮＡ 表达

框，连入经 ＮｏｔＩ 酶切后的 ｐＸ３３０（ＷＡＰ⁃Ｃａｓ９⁃Ｕ６⁃Ｂ１）
骨架，命名为 ｐＸ３３０ （ＷＡＰ⁃Ｃａｓ９⁃Ｕ６⁃Ｂ１Ｂ２）。 扩增

ＣＲＲ（Ｃ１）载体上 Ｕ６⁃ＣＤＨ１ｓｇＲＮＡ 表达框，连入经

ＮｏｔＩ 酶切后的 ｐＸ３３０（ＷＡＰ⁃Ｃａｓ９⁃Ｕ６⁃Ｂ１Ｂ２）骨架，通
过限制性核酸内切酶 ＳｂｆＩ 酶切鉴定重组后的质粒，
将终载体命名为 ｐＸ３３０ （ＷＡＰ⁃Ｃａｓ９⁃Ｕ６⁃Ｂ１Ｂ２Ｃ１）
（如图 １Ｂ），并回收线性化质粒，制备原核显微注射

液。 构建共表达载体所需引物信息如表 ２。

表 １　 ｓｇＲＮＡ 设计及活性鉴定引物
Ｔａｂｌｅ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｓｇＲＮＡｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列（５′ ～ ３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｓｇＲＮＡ 序列
ｓｇＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＢＲＣＡ１⁃ｐＸ３３０⁃ｇＦ ＣＡＣＣＧＣＧＧＣＴＴＣＣＣＴＴＴＣＴＣＴＧＡＴ
ＢＲＣＡ１⁃ｐＸ３３０⁃ｇＲ ＡＡＡＣＡＴＣＡＧＡＧＡＡＡＧＧＧＡＡＧＣＣＧＣ
ＢＲＣＡ２⁃ＣＲＲ⁃ｇＦ ＡＣＣＧＴＡＧＧＡＣＣＧＡＴＡＡＧＣＣＴＣＡＡＴＧ
ＢＲＣＡ２⁃ＣＲＲ⁃ｇＲ ＡＡＡＡＣＡＴＴＧＡＧＧＣＴＴＡＴＣＧＧＴＣＣＴＡ
ＣＤＨ１⁃ＣＲＲ⁃ｇＦ ＡＣＣＧＴＡＴＧＡＣＴＧＧＡＧＴＣＣＣＧＧＧＣＧＧ
ＣＤＨ１⁃ＣＲＲ⁃ｇＲ ＡＡＡＡＣＣＧＣＣＣＧＧＧＡＣＴＣＣＡＧＴＣＡＴＡ

鉴定引物序列
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＢＲＣＡ１⁃ＩＤＥＮ⁃Ｆ ＴＧＡＧＡＣＣＡＧＣＡＧＴＴＴＡＴＴＧ
ＢＲＣＡ１⁃ＩＤＥＮ⁃Ｒ ＣＴＴＣＣＴＣＣＴＣＡＧＣＣＴＡＴＴ
ＢＲＣＡ２⁃ＩＤＥＮ⁃Ｆ ＴＣＡＣＧＡＧＴＴＴＣＴＣＣＧＴＧＴＣＡ
ＢＲＣＡ２⁃ＩＤＥＮ⁃Ｒ ＧＣＴＣＴＧＧＣＴＧＴＣＴＣＧＡＡＣＴＴ
ＣＤＨ１⁃ＩＤＥＮ⁃Ｆ ＣＣＡＧＡＣＴＣＣＡＡＡＴＧＴＣＡＧＴＴ
ＣＤＨ１⁃ＩＤＥＮ⁃Ｒ ＣＣＡＣＡＧＡＡＣＣＣＡＡＣＡＧＣＡＡＡ

表 ２　 载体构建引物
Ｔａｂｌｅ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列（５′ ～ ３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＷＡＰ⁃ｉｎｆｕｓｉｏｎ⁃Ｆ ＣＡＡＡＴＧＧＣＴＣＴＡＧＡＧＧＴＡＣＣＣＴＣＴＡＡＧＴＡＧＡＧＧＧＧＡＡＧＡＡＡ
ＷＡＰ⁃ｉｎｆｕｓｉｏｎ⁃Ｒ ＣＣＡＴＧＧＴＧＧＣＡＣＣＧＧＴＧＧＴＡＣＣＧＧＴＧＴＣＡＧＧＣＡＡＧＴＧ
ＢＲＣＡ２⁃ｉｎｆｕｓｉｏｎ⁃Ｆ ＣＡＧＧＣＡＴＧＣＴＧＧＧＧＡＧＣＡＡＧＧＴＣＧＧＧＣＡＧＧＡＡＧＡＧＧＧＣＣＴ
ＢＲＣＡ２⁃ｉｎｆｕｓｉｏｎ⁃Ｒ ＣＴＡＧＧＧＧＴＴＣＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＡＡＡＡＡＡＧＣＡＣＣＧＡＣＴＣＧＧＴＧＣＣ
ＣＤＨ１⁃ｉｎｆｕｓｉｏｎ⁃Ｆ ＴＣＧＧＴＧＣＴＴＴＴＴＴＴＧＣＡＡＧＧＴＣＧＧＧＣＡＧＧＡＡＧＡＧＧＧＣＣＴ
ＣＤＨ１⁃ｉｎｆｕｓｉｏｎ⁃Ｒ ＡＧＧＧＧＴＴＣＣＴＧＣＧＧＣＣＡＡＡＡＡＡＡＧＣＡＣＣＧＡＣＴＣＧＧＴＧＣＣ
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注：Ａ：ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２ 和 ＣＤＨ１ 三基因 ｓｇＲＮＡ 及鉴定引物设计示意图；Ｂ：共表达载体结构示意图，包含 ＷＡＰ 启动子、Ｕ６⁃ＢＲＣＡ２⁃
ｓｇＲＮＡ、Ｕ６⁃ＣＤＨ１⁃ｓｇＲＮＡ。

图 １　 ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２ 和 ＣＤＨ１ 三基因 ｓｇＲＮＡ 及共表达载体结构示意图

Ｎｏｔｅ． Ａ：Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｇＲＮＡｓ ｉｎ ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２ ａｎｄ ＣＤＨ１ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｂ：Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｎａｌ
ｃａｒｒｉｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， Ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＷＡＰ ｐｒｏｍｏｔｅｒ， Ｕ６⁃ＢＲＣＡ２⁃ｓｇＲＮＡ， Ｕ６⁃ＣＤＨ１⁃ｓｇＲＮＡ．

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｇＲＮＡｓ ｆｏｒ ＢＲＣＡ１， ＢＲＣＡ２， ａｎｄ ＣＤＨ１ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｎａｌ ｃａｒｒｉｅｒ

１􀆰 ３􀆰 ４　 转基因小鼠制备

实验第 １ 天 ８：００ 小鼠腹腔注射每只 ＰＭＳＧ
７􀆰 ５ ＩＵ。 ４８ ｈ 后，实验第 ３ 天小鼠腹腔注射每只

ＨＣＧ ７􀆰 ５ ＩＵ，注射后立即与雄鼠 １ ∶ １合笼。 实验

第 ４ 天 ８：００ ～ ９：００ 检查阴道栓，有阴道栓的小

鼠备注日期和阳性，对阳性小鼠进行受精卵收

集。 向受精卵雄性原核注入显微注射液后，移植

到假妊娠小鼠输卵管中，每只移入 ２５ ～ ３５ 枚合

子。 移植后将小鼠置于安静的环境下饲养，１９ ～
２１ ｄ 分娩产仔。
１􀆰 ３􀆰 ５　 转基因阳性小鼠的鉴定

剪取出生 １ 周新生小鼠尾巴，通过试剂盒提取

小鼠基因组 ＤＮＡ，具体提取方法按试剂盒说明书进

行。 根据转基因载体上的特异 ＤＮＡ 序列进行 ＰＣＲ
检测。 ＰＣＲ 鉴定产物跨 ＷＡＰ 启动子和 Ｃａｓ９ 基因，
引物见表 ３。 ＰＣＲ 反应体系同 １􀆰 ３􀆰 １。

转基因阳性母鼠受孕分娩后，于哺乳后期采集

母鼠乳腺、肾、胃、脑、脂肪和肝组织，并采集非哺乳

期的母鼠乳腺、肾、胃、脑、脂肪和肝组织作为对照。
Ｔｒｉｚｏｌ 法提取组织 ＲＮＡ 后进行反转录，得到的 ｃＤ⁃
ＮＡ 用反转录引物扩增鉴定，引物见表 ３。

ＧＡＰＤＨ 引物作为内参引物，同时扩增乳腺、肾、

胃、脑、脂肪和肝组织，引物序列见表 ３。
反转录体系：总 ＲＮＡ １ μｇ，Ｏｌｉｇｏ（ ｄＴ） １８ １ μＬ，

２Ｘ ＴＳ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ １０ μＬ， ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ／ ＲＩ Ｅｎ⁃
ｚｙｍｅ Ｍｉｘ １ μＬ，ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 补至 ２０ μＬ。

反转录反应条件：４２℃ 反应 ３０ ｍｉｎ，８５℃ 加热

５ ｓ 失活 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ ＲＴ。
ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增体系： ｃＤＮＡ ２ μＬ，ｐｒｅｍｉｘ ＥｘＴａｑ

５ μＬ，反转录上下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０􀆰 ２ μＬ，灭
菌蒸馏水补至 １０ μＬ。

ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应条件：（９８℃ １０ ｓ；６０℃ ３０ ｓ；７２℃
２０ ｓ） × ３５ｃｙｃｌｅｓ。

ＧＡＰＤＨ 引物 ＰＣＲ 反应条件同上。
同时，试剂盒法提取这 ６ 个组织的基因组

ＤＮＡ，ＰＣＲ 分别扩增共表达载体上 ｓｇＲＮＡ 切割靶点

上下游 ＤＮＡ 片段，产物经 Ｔ７ 程序变性退火后再经

Ｔ７ 核酸内切酶 Ｉ 酶切。 引物信息见表 ４。
ＰＣＲ 扩增体系：基因组 ＤＮＡ ０􀆰 １ μｇ，ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ⁃

Ｔａｑ １０ μＬ，上、下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０􀆰 ４ μＬ，灭
菌蒸馏水补至 ２０ μＬ。

ＰＣＲ 反应条件： （９８℃ １５ ｓ；５５℃ ３０ ｓ；７２℃
１ ｍｉｎ） × ３２ｃｙｃｌｅｓ。

Ｔ７ 变性程序和 Ｔ７ 酶切反应体系见 １􀆰 ３􀆰 １。

５６中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ２８ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ８



表 ３　 转基因鉴定引物及反转录鉴定引物
Ｔａｂｌｅ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｔｒａｎｓｇｅｎｅｓ ａｎｄ

ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５′ ～ ３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＷＡＰ⁃Ｃａｓ９⁃Ｆ ＴＴＴＧＧＡＧＣＴＣＡＧＡＡＴＴＧＣＣＴ

ＷＡＰ⁃Ｃａｓ９⁃Ｒ ＴＧＴＴＴＣＧＣＣＧＣＴＧＴＣＧＡＡ

ＲＴ⁃ＣＡＳ９⁃ＰＣＲ⁃Ｆ ＡＧＧＣＴＧＡＣＴＴＧＣＧＧＴＴＧＡ

ＲＴ⁃ＣＡＳ９⁃ＰＣＲ⁃Ｒ ＣＣＧＡＧＴＧＡＣＡＧＧＧＣＧＡＴＡ

ＧＡＰＤＨ⁃Ｆ ＡＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＴＧＴＧＧＡＡＧＧ

ＧＡＰＤＨ⁃Ｒ ＡＣＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＣＡ

表 ４　 共表达载体活性鉴定引物
Ｔａｂｌｅ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列（５′ ～ ３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＢＲＣＡ１⁃Ｉｄｅｎ⁃Ｆ ＧＣＡＧＡＡＧＡＣＣＴＧＧＧＴＴＴＧＡＴ
ＢＲＣＡ１⁃Ｉｄｅｎ⁃Ｒ ＧＣＴＧＧＣＴＧＴＴＧＧＴＴＧＧＡＡＴ
ＢＲＣＡ２⁃Ｉｄｅｎ⁃Ｆ ＣＴＧＡＡＧＡＣＣＧＣＴＴＴＧＡＣＡＴＣ
ＢＲＣＡ２⁃Ｉｄｅｎ⁃Ｒ ＡＧＣＴＧＴＧＧＴＴＣＡＴＡＡＣＣＧＴＧ
ＣＤＨ１⁃Ｉｄｅｎ⁃Ｆ ＣＣＧＡＴＡＧＡＧＧＣＡＣＡＴＴＡＣＣＡＣＡＴ
ＣＤＨ１⁃Ｉｄｅｎ⁃Ｒ ＣＡＴＧＴＡＧＡＧＧＴＧＣＡＴＴＣＧＣＡＧ

图 ２　 ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２ 及 ＣＤＨ１ ｇＲＮＡ 测序验证

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ２　 ｇＲＮＡｓ ｆｏｒ ＢＲＣＡ１， ＢＲＣＡ２， ａｎｄ ＣＤＨ１ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

２　 结果

２􀆰 １　 ＣＲＩＳＰＲ 载体构建及活性鉴定结果

ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２ 和 ＣＤＨ１ 三个基因的 ｓｇＲＮＡ 分

别连入载体骨架后，进行测序验证，结果表明三条

ｓｇＲＮＡ 均成功连入载体中（图 ２）。 三套 ＣＲＩＳＰＲ 系

统分别转染 ＨＥＰＡ 细胞后进行 ｓｇＲＮＡ 活性验证，结
果显示三条 ｓｇＲＮＡ 均有活性（图 ３），Ｔ７ 酶切后目的

条带与预期一致：ＢＲＣＡ１：９７９ ｂｐ ＝ ４４０ ｂｐ ＋ ５３９ ｂｐ；
ＢＲＣＡ２：４０８ ｂｐ ＝ ３２９ ｂｐ ＋ ７９ ｂｐ； ＣＤＨ１：７３１ ｂｐ ＝
３４８ ｂｐ ＋ ３６９ ｂｐ。
２􀆰 ２　 共表达载体鉴定

ＢＲＣＡ１ｓｇＲＮＡ 连入 ｐＸ３３０ 骨架，ＢＲＣＡ２ｓｇＲＮＡ
和 Ｕ６⁃ＣＤＨ１ｓｇＲＮＡ 整个表达框依次连入 ｐＸ３３０
（ＷＡＰ⁃Ｃａｓ９⁃Ｕ６⁃Ｂ１ ） 酶 切 骨 架 和 ｐＸ３３０ （ ＷＡＰ⁃
Ｃａｓ９⁃Ｕ６⁃Ｂ１Ｂ２）酶切骨架。 并成功将 ＣＢｈ 启动子

替换为 ＷＡＰ 启动子。 重组后的质粒 ｐＸ３３０（ＷＡＰ⁃
Ｃａｓ９⁃Ｕ６⁃Ｂ１Ｂ２Ｃ１）经 ＳｂｆＩ 酶切鉴定条带大小正确

（图 ４）。
２􀆰 ３　 转基因小鼠的制备及转基因阳性鉴定

通过原核注射的方法制备转基因小鼠，共注射

受精卵 １９０ 枚，４ 只受体鼠移植卵共 １３０ 枚，最终一

共产下仔鼠 ４２ 只。 通过检测鉴定 １１ 只为转基因阳

性鼠，阳性率为 ２６􀆰 １９％ 。 将 Ｆ０ 代阳性鼠与野生型

小鼠交配，得到 ３９ 只 Ｆ１ 代仔鼠，经鉴定共得到 ９ 只

Ｆ１ 代转基因阳性鼠（图 ５）。
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注：Ａ１：Ｆ０ 代小鼠 ＰＣＲ 鉴定结果；Ｍ：２００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ，１ ～ ４２：４２ 只 Ｆ０ 小鼠样品，其中 １１ 只为转基因阳性鼠；Ｐ：质粒阳性对照；
Ｎ：阴性对照；Ｂ：空白对照；Ａ２：Ｆ１ 代小鼠 ＰＣＲ 鉴定结果；Ｍ：２００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ，１ ～ ３９：３９ 只 Ｆ１ 小鼠样品，其中 ９ 只为转基因鼠。

图 ５　 转基因小鼠鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ１：ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｆ０ ｍｉｃｅ． Ｍ： ２００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ． １ － ４２：４２ Ｓａｍｐｌｅｓ ｗｈｉｃｈ ｉｎｃｌｕｄｅ １１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ． Ｐ： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｉｔｈ
ｐｌａｓｍｉｄ． Ｎ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｉｔｈ ｗｉｌｄ ｍｏｕｓｅ． Ｂ： ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ， ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ． Ａ２： ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｆ１ ｍｉｃｅ． Ｍ： ２００ ｂｐ

ｍａｒｋｅｒ． １ － ３９：３９ Ｓａｍｐｌｅｓ ｗｈｉｃｈ ｉｎｃｌｕｄｅ ９ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

２􀆰 ４　 Ｃａｓ９ 基因表达情况鉴定

Ｃａｓ９ 基因的表达鉴定结果显示阳性母鼠乳腺

组织 ｃＤＮＡ 扩增产物大小跟预期一致，为 ２９８ ｂｐ，但
胃和肝中也扩增出微弱的目的条带，见图 ６。 同时，
我们在非泌乳期母鼠乳腺、肾、胃、脑、脂肪、肝等组

织中未检测到该基因的表达，这一实验结果表明

ＷＡＰ 启动子调控的 Ｃａｓ９ 基因主要在泌乳期乳腺组

织中表达。
２􀆰 ５　 Ｔ７ 酶切活性鉴定

提取阳性及野生母鼠乳腺、肾、胃、脑、脂肪、肝
组织 ＤＮＡ，分别用鉴定引物扩增，Ｔ７ 酶切鉴定靶基

因的剪切效果。 结果显示 ＣＤＨ１ 基因有剪切活性，
且仅在阳性母鼠乳腺组织发生剪切，Ｔ７ 酶切后目的

图 ３　 ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２ 及 ＣＤＨ１ ｇＲＮＡ 活性鉴定结果

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇＲＮＡｓ

条带与预期一致：１２３１ ｂｐ ＝ ５７０ ｂｐ ＋ ６６１ ｂｐ（图 ７）。
ＢＲＣＡ１ 和 ＢＲＣＡ２ 两个基因 Ｔ７ 酶切后没有出现剪

切后条带，有可能这两个基因的剪切效率较低，未
能通过 Ｔ７ 酶切方法检测出。

３　 讨论

乳腺癌在世界范围内已成为女性的头号恶性

肿瘤。 乳腺癌的发生发展是多基因共同作用的结

果，探讨它们的作用机制有助于乳腺癌预防、早期

诊断及为临床治疗提供新的靶点。 统计资料表明

　 　 　

图 ４　 ｐＸ３３０（ＷＡＰ⁃Ｃａｓ９⁃Ｕ６⁃Ｂ１Ｂ２Ｃ１）
载体限制性内切酶酶切验证结果

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ４　 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐＸ３３０ （ＷＡＰ⁃Ｃａｓ９⁃Ｕ６⁃Ｂ１Ｂ２Ｃ１）

７６中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ２８ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ８



注：Ａ１：ＲＴ⁃Ｃａｓ９⁃ＰＣＲ 引物鉴定 Ｃａｓ９ 表达结果；Ｂ：空白；Ｍ：
１００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ；１ ～ ６：阳性母鼠乳腺、肾、胃、脑、脂肪和肝组

织的 ｃａｓ９ 表达情况；Ａ２：ＧＡＰＤＨ 扩增结果。

图 ６　 Ｃａｓ９ 基因表达情况鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ１：ＲＴ⁃Ｃａｓ９⁃ＰＣＲ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ Ｃａｓ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｂ：
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ． Ｍ： １００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒ． １ － ６： Ｔｈｅ ｃａｓ９

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｔｉｓｓｕｅ， ｋｉｄｎｅｙ， ｓｔｏｍａｃｈ， ｂｒａｉｎ， ｆａｔ， ｌｉｖｅｒ
ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｉｃｅ． Ａ２：ＧＡＰＤＨ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓ９ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

注：Ｍ：１００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ； ＋ ：阳性小鼠；Ｗ：野生小鼠。

图 ７　 ＣＤＨ１ 基因 Ｔ７ 酶切活性鉴定结果

Ｎｏｔｅ． Ｍ： １００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ． ＋ ： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｉｃｅ． Ｗ： Ｗｉｌｄ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ． ７　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ＣＤＨ１ ｇｅｎｅ Ｔ７
ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

５％～ １０％的乳腺癌和遗传易感性相关，这其中最常

见的乳腺癌易感基因是 ＢＲＣＡ１ 和 ＢＲＣＡ２，其次还

有 ＣＤＨ１、Ｐ５３、ＰＴＥＮ、ＳＴＫ１１ ／ ＬＫＢ１ 等［１３］。 研究表

明 ＢＲＣＡ１ 和 ＢＲＣＡ２ 基因的突变可以显著提高乳

腺、前列腺、卵巢癌的发病率。 据统计 ５％～ １０％ 的

乳腺癌属于单基因导致的，而 ＢＲＣＡ１ 和 ＢＲＣＡ２ 双

基因突变可以显著提高肿瘤外显性，占总体乳腺癌

发病率的 ３０％ 左右［１４］。 ＢＲＣＡ１ 和 ＢＲＣＡ２ 基因与

细胞内 ＤＮＡ 损伤修复有关，它们的突变可导致基因

结构不稳定，促进细胞增殖，阻止细胞正常分化，最
终诱发了肿瘤的发生［１５］。 ＣＤＨ１ 是一类细胞粘附

相关因子，抑制肿瘤细胞的浸润和转移，该基因的

突变是乳腺小叶癌的主要成因［１６］。 尽管有非常多

关于 ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＣＤＨ１ 和乳腺癌相关的研究，

然而由于这些基因突变都是胚胎致死性，需要通过

组织特异性的敲除才能很好的研究这些基因在乳

腺癌发生、发展过程中的作用。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术是近几年快速发展的基因组

编辑新技术，和锌指核酸酶 （ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅ⁃
ａｓｅ， ＺＦＮ）、转录激活因子样效应物核酸酶 （ ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅ， ＴＡＬＥＮ） 一

样，都可以定向编辑细胞和个体的基因组序列。 与

其它两项技术相比，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 具有构建方便，高
效，更多的可供靶向位点等优点［１７ － １９］。 此外，ＣＡＳ９
基因在特异性启动子的介导下，可以进行时空特异

性的基因组编辑或基因调控，这为基因组织特异性

编辑或调控提供了可能。 传统组织特异性敲除主

要依赖特异性表达 ＣＲＥ 酶介导的基因片段删除，早
期人们利用这种方法制备出多种乳腺特异性敲除

小鼠模型［２０］，然而该技术需要进行多轮的杂交试验

才能实现，尤其是多基因删除，需要更长的时间与

大的实验群体才能得到。 本实验应用 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 技术，以 ｐＸ３３０ 质粒为骨架，将体外鉴定过能

有效编辑 ＢＲＣＡ１、 ＢＲＣＡ２ 和 ＣＤＨ１ 三个基因的

ｓｇＲＮＡｓ 表达框同时连入一个表达载体，构建出可以

同时编辑三个基因的共表达载体系统，并与乳腺组

织特异性启动子⁃ＷＡＰ 启动子调控的 ＣＡＳ９ 表达框

一起形成多基因组织特异性表达系统。 因此，本研

究利用该技术可一次性获得 ３ 个基因修饰的小鼠，
避免了多轮杂交的过程，节省了时间和成本。

本次实验通过原核注射的方法获得了 １１ 只 Ｆ０
代的转基因阳性小鼠，其中 ３ 只为雌性小鼠。 随后

将 Ｆ０ 代阳性鼠进行扩繁，采集部分泌乳期阳性小

鼠不同组织样本，并检测 ＣＡＳ９ 基因表达与靶基因

编辑情况，结果表明泌乳期乳腺组织能高表达 ＣＡＳ９
基因，且 ＣＤＨ１ 基因产生了乳腺特异性剪切。 而

ＷＡＰ 启动子在泌乳期的其他组织也有微量表达，这
与之前的研究类似［２１］。 本研究成功获得了乳腺组

织特异性多基因编辑小鼠模型，与 ＣＲＥ 酶介导

ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２ 条件性敲除类似，该模型主要依赖

于乳腺特异性启动子⁃ＷＡＰ 启动子的活性［２２］。 先

前研究表明，在第一个妊娠期之前检测不到 ＷＡＰ
启动子活性，而在妊娠中期 （ ｄ１５⁃ｄ１７） 表达量激

增［２３ － ２４］，因此至少要经过一个妊娠泌乳期才能启动

基因的表达［２５ － ２６］。 尽管这会导致乳腺癌模型的制

备周期延长，但这种体细胞累积性突变更加接近人

类乳腺癌的发生、发展过程。 我们知道绝大部分人
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类肿瘤的发生是靶组织中体细胞基因突变不断积

累的结果，人们很难通过人体自身阐述肿瘤发生、
发展的过程，这必须借助于实验动物。 ＷＡＰ 启动子

介导的 ＣＡＳ９ 基因表达，在特定时期乳腺的体细胞

中不断累积 ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２ 和 ＣＤＨ１ 基因突变，很
好的模拟了乳腺癌的发生、发展的过程，为我们阐

述乳腺癌的形成机理奠定了基础。 此外，利用该方

法制备的乳腺癌模型为药物靶点及靶向药物治疗

提供了有利支持。
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