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　 　 【摘要】 　 目的　 构建淋巴细胞活化基因￣３(Ｌａｇ￣３)基因敲除小鼠ꎬ初步分析 Ｌａｇ￣３ 基因敲除对小鼠表型影响ꎬ
为后续 Ｌａｇ￣３ 体内功能研究提供动物模型ꎮ 方法　 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术结合受精卵显微注射构建敲除小鼠ꎬ通
过分子鉴定筛选基因敲除阳性小鼠ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和流式检测方法进一步验证 Ｌａｇ￣３ 基因敲除小鼠体内 Ｌａｇ￣３ 基

因敲除效果ꎻ通过建立 ＣｏｎＡ 诱导的肝损伤模型研究 Ｌａｇ￣３ 基因在体内的功能ꎮ 结果　 ＰＣＲ 和产物测序结果显示ꎬ
获得了 ｅｘｏｎ ２ 缺失的 Ｌａｇ￣３ 基因敲除小鼠ꎻ该基因敲除纯合子小鼠(Ｌａｇ￣３－ / －)经刀豆蛋白(ＣｏｎＡ)刺激后ꎬ小鼠心

脏、脾、肺、巨噬细胞和淋巴结中仅能检测到 Ｌａｇ￣３ ｍＲＮＡ 本底表达信号ꎬ小鼠巨噬细胞、脾细胞和淋巴结中仅能检

测到非常低数量的 Ｌａｇ￣３ 阳性细胞ꎮ 表型分析发现ꎬＬａｇ￣３ 基因的缺失显著减少了 ＣｏｎＡ 诱导的小鼠外周血、骨髓

和脾 ＣＤ３＋Ｔ 细胞的数量ꎬ减轻了 ＣｏｎＡ 诱发的急性肝损伤情况ꎮ 结论　 成功构建 Ｌａｇ￣３ 基因敲除小鼠模型ꎬ肝损伤

过程中的体内功能研究显示ꎬＬａｇ￣３ 缺失可以显著缓解 ＣｏｎＡ 引发的肝损伤的发生ꎮ
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ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ ｅｇｇｓ. Ｔｈｅ Ｌａｇ￣３￣ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｖｉａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｖｉａ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｌａｇ￣３ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ＣｏｎＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＰＣＲ
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ Ｌａｇ￣３￣ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｉｎ ｖｉｖｏ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ
ｓｈｏｗ ｔｈａｔ Ｌａｇ￣３ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ＣｏｎＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｄａｍａｇｅ.
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Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 Ｌａｇ￣３ 全称淋巴细胞激活基因￣３ꎬ又称为 ＣＤ２２３
和 Ｌｙ６６ꎬ是一种定位于膜上的糖蛋白ꎬ属于免疫球

蛋白(ｌｇ)超家族成员ꎬ含有四个 Ｉｇ 样结构域ꎮ Ｌａｇ￣３
在活化的 Ｔ 细胞、Ｔｒｅｇ 细胞、浆细胞样树突状细胞

(ｐＤＣ)、 天然杀伤性细胞 ( ＮＫ) 和 Ｂ 细胞上表

达[１－２]ꎮ Ｔ 细胞激活后ꎬ白细胞介素 ２(ＩＬ￣２)ꎬＩＬ￣７ 和

ＩＬ￣１２ 会上调 Ｌａｇ￣３ 的表达ꎬＬａｇ￣３ 以比 ＣＤ４ 更高的

亲和力与 ＭＨＣ ＩＩ 类分子结合ꎬ对 ＣＤ３Ｔ 细胞受体

(ＴＣＲ)复合物信号传导起负调控作用ꎬ进而抑制 Ｔ
细胞的过度活化和增殖ꎬ调控体内的免疫平衡[２－３]ꎮ
Ｌａｇ￣３ 也参与调节肿瘤微环境中的免疫应答ꎬ其通

过阻断 Ｔ 细胞抗肿瘤功能的恢复途径在肿瘤免疫

逃避中发挥重要作用[４]ꎬ因此在免疫治疗中是一个

重要的免疫检查点分子ꎬ受到广泛关注[５－７]ꎮ
鉴于 Ｌａｇ￣３ 基因在体内的重要功能ꎬ早在 １９９６

年就建立了第一个 Ｌａｇ￣３ 体内基因敲除小鼠模型ꎬ
利用该模型首先发现 Ｌａｇ￣３ 基因缺失显著影响了

ＮＫ 细胞的活性[８]ꎬ在后续的研究中发现ꎬ在体内

Ｌａｇ￣３ 不但调控活化 Ｔ 细胞的扩增[９]ꎬ还调节浆细

胞样树突状细胞稳态[１０]ꎻ在自身免疫疾病研究方

面ꎬ近年来ꎬ利用 Ｌａｇ￣３ 条件敲除小鼠模型ꎬ证明

Ｌａｇ￣３ 可通过抑制 Ｔｒｅｇ 细胞的增殖ꎬ促进自身免疫

疾病的发生ꎬ在 １ 型糖尿病小鼠模型中敲除 Ｌａｇ￣３
可显著降低 １ 型糖尿病的发生[１１]ꎻ这些研究表明ꎬ
Ｌａｇ￣３ 在体内多种生理、病理过程中扮演了重要

角色ꎮ
急性肝炎仍然是危害人类生命健康的一类重

要疾病ꎮ 刀豆蛋白 Ａ(ＣｏｎＡ)诱导的急性肝损伤模

型ꎬ通过活化 Ｔｈ１ 细胞ꎬ刺激库普弗细胞和肝细胞释

放 ＴＮＦ￣αꎬＩＦＮ－γ 等细胞因子ꎬ招募淋巴细胞浸润ꎬ
造成急性肝损伤ꎬ是研究人类肝脏自身免疫性肝炎

和病毒性肝炎的常用模型ꎮ 虽已有证据显示Ｌａｇ￣３

在病毒感染ꎬ肝炎等疾病过程中发挥作用ꎬ但还未

有报道对 Ｌａｇ￣３ 在体内肝损伤过程中的功能进行

研究ꎮ
为了便于研究 Ｌａｇ￣３ 在急性肝损伤过程中的功

能ꎬ我们利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术建立了 Ｌａｇ￣３ 基因

敲除小鼠(Ｌａｇ￣３－ / －)ꎬ并在该模型上首次利用刀豆

蛋白诱发急性肝损伤模型ꎬ对 Ｌａｇ￣３ 在急性肝损伤

过程中的功能进行了研究ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

Ｌａｇ￣３－ / －小鼠由上海南方模式生物科技股份有

限公司储存(储存编号:ＰＲ１－２０１８０５０９) ２０ 只 ＳＰＦ
级雌性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ４ 周龄ꎬ体重 １０ ~ １２ ｇꎻ５ 只

ＳＰＦ 级雌性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ８ 周龄ꎬ体重 １８ ~ ２０ ｇꎻ
２０ 只 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ８ 周龄ꎬ体重 １０ ~
１２ ｇꎻ１２ 只 ＳＰＦ 级雌性 ＩＣＲ 假孕小鼠ꎬ８ 周龄ꎬ体重

２８ ~ ３０ ｇꎻ１２ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＩＣＲ 结扎小鼠 ８ 周龄ꎬ
体重 ２８ ~ ３０ ｇꎻ由上海南方模式生物科技股份有限

公司繁育提供【ＳＣＸＫ(沪)２０１４－０００２】ꎮ 饲养于上

海实验动物研究中心 ＳＰＦ 级实验动物房 【 ＳＹＸＫ
(沪) ２０１４－０００２】ꎬ按照 ＳＰＦ 级动物饲养要求进行

饲养ꎮ 所有操作均由上海南方模式生物科技股份

有限公司实验动物管理和使用委员会( ＩＡＣＵＣ)审

批通过(审批号:ＩＡＣＵＣ 号 ２０１７－００３２)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂

ｐＸ￣Ｔ７￣ｓｇＲＮＡ 质粒、Ｃａｓ９ 表达载体由上海南方

模式生物科技股份有限公司构建ꎮ 质粒小量提试

剂盒和琼脂糖胶回收试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ 公司ꎬ
ＭＥＳＳＡＧＥ ｍＭＡＣＨＩＮＥ Ｔ７ Ｕｌｔｒａ Ｋｉｔ 试剂盒购自

Ａｍｂｉｏｎ 公司ꎻＡＰＣ 标记大鼠抗小鼠 Ｌａｇ￣３ 抗体购自

０５
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Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司ꎻＤＨ５α 感受态细胞及各种限制性内

切酶、ＤＮＡ 聚合酶、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶和 ＰＣＲ 相关试

剂购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ｓｇＲＮＡ 设计和表达载体构建

小鼠 Ｌａｇ￣３ 基因定位于第 ６ 条染色体的 １９Ｆ２￣
Ｆ３ 区段(Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １９: １２４ꎬ９０４ꎬ３６１ － １２４ꎬ９１１ꎬ
７０５ꎬＥＮＳＭＵＳＧ００００００３２２１７􀆰 １)ꎬ全长 ２００１ ｂｐꎬ有 ８
个的外显子ꎬ表达蛋白全长 ５２１ ａａꎮ 针对小鼠 Ｌａｇ￣３
基因结构ꎬ通过在线 ｓｇＲＮＡ 设计软件 ( ｈｔｔｐ: / /
ｃｒｉｓｐｒ.ｍｉｔ.ｅｄｕ / )ꎬ针对敲除区域(ｅｘｏｎ ２)在 ｉｎｔｒｏｎ １
和 ｉｎｔｒｏｎ ２ 中设计 ｓｇＲＮＡꎬ最终在两个 ｉｎｔｒｏｎ 中各选

择 ２ 个 ｓｇＲＮＡ 靶位点ꎬ ｓｇＲＮＡ 序列信息分别为:
ｓｇＲＮＡ１: ５′￣ＣＡＴＣＡＴＧＣＣＴＣＣＣＴＧＴＴＧＡＡ￣３′ꎻ ｓｇＲＮＡ２:
５′￣ＴＧＣＣＴＣＡＧＣＣＴＣＣＣＴＴＣＡＡＣ￣３′ꎻ ｓｇＲＮＡ３: ５′￣ＡＣ
ＴＡＣＡＧＧＡＴＧＣＣＧＧＴＧＴＧＴ￣３′ꎻ ｓｇＲＮＡ４: ５′￣ＧＴＧＧＡ
ＴＴＧＣＴＣＣＣＣＡＣＡＣＡＣ￣３′ꎮ 根据 ４ 个 ｓｇＲＮＡ 靶位点

合成相应的 ｏｌｉｇｏＤＮＡ 用于 ｓｇＲＮＡ 表达载体构建ꎮ
设计 ４ 对针对 Ｌａｇ３ 基因的 ｓｇＲＮＡ 寡聚核苷酸

链: 正 义 链 １: ５′￣ＣＡＣＣＧＣＡＴＣＡＴＧＣＣＴＣＣＣＴＧ
ＴＴＧＡＡ￣３′ꎬ反义链 １: ５′￣ＡＡＡＣＴＴＴＣＡＡＣＡＧＧＧＡＧＧ
ＣＡＴＧＡＴＧ￣３′ꎻ 正 义 链 ２: ５′￣ＣＡＣＣＧＴＧＣＣＴＣ
ＡＧＣＣＴＣＣＣＴＴＣＡＡＣ￣３′ꎬ 反 义 链 ２: ５′￣ＡＡＡＣＴ
ＧＴＴＧＡＡＧＧＧＡＧＧＣＴＧＡＧＧＣＡ￣３′ꎻ 正 义 链 ３: ５′￣
ＣＡＣＣＧ ＡＣＴＡＣＡＧＧＡＴＧＣＣＧＧＴＧＴＧＴ￣３′ꎬ反义链 ３:
５′￣ＡＡＡＣＴＡＣＡＣＡＣＣＧＧＣＡＴＣＣＴＧＴＡＧＴ￣３′ꎻ 正义链

４: ５′￣ＣＡＣＣＧＧＴＧＧＡＴＴＧＣＴＣＣＣＣＡＣＡＣＡＣ 　 ￣３′ꎬ反

义链 ４: ５′￣ＡＡＡＣＴＧＴＧＴＧＴＧＧＧＧＡＧＣＡＡＴＣＣＡＣ￣３′ꎮ
将 Ｌａｇ￣３ ｓｇＲＮＡ 寡核苷酸单链以逐步降温的方

法退火成双链ꎮ ＢｂｓＩ 酶切 ｐＸ￣Ｔ７￣ｓｇＲＮＡ 质粒使其

线性化ꎬ回收后与 ４ 个寡核苷酸双链分别进行连接、
转化感受态大肠杆菌ꎻ挑选抗性单克隆提取质粒

ＤＮＡꎬ进行测序鉴定ꎬ鉴定正确的阳性克隆保存

备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ 表达载体的体外转录

ｓｇＲＮＡ 的表达载体 ｐＸ￣Ｔ７￣ｓｇＲＮＡ 经酶切线性

化后ꎬ按照 ＨｉＳｃｒｉｂｅＴＭ Ｔ７ Ｈｉｇｈ Ｙｉｅｌｄ ＲＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ 试剂盒说明书进行体外合成ꎻＣａｓ９ 表达载体经

酶切线性化ꎬ按照 ｍＭＥＳＳＡＧＥｍＭＡＣＨＩＮＥ Ｔ７ Ｕｌｔｒａ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒说明书进行体外转录ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 阳性小鼠品系获得及鉴定

通过显微注射将 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｓｇＲＮＡ 注射到

Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠受精卵胞质中ꎬ注射后受精卵移植到

假孕雌鼠子宫中ꎬ待出生后获得 Ｆ０ 代小鼠ꎬＰＣＲ 方

法筛选阳性基因型的 Ｆ０ 代小鼠ꎮ Ｌａｇ￣３ 基因敲除

Ｆ１ 代杂合子小鼠 ( Ｌａｇ￣３－ / ＋ ) 由 Ｆ０ 代阳性小鼠与

Ｃ５７ＢＬ / ６ 野生型小鼠交配获得ꎬ引物对 Ｐ１ / Ｐ２ 序列

信息为: Ｐ１: ５′￣ＧＣＴＴＣＴＧＧＧＡＣＴＧＣＴＴＴＧＧ￣３′ꎻ Ｐ２:
５′￣ＧＧＧＴＴＧＴＣＴＡＧＧＣＧＡＧＧＧ￣３′ꎬ ＰＣＲ 产物测序鉴

定ꎮ ＰＣＲ 条件为:９４ ℃ ３ ｍｉｎꎻ ３５ 个循环的 ９５ ℃
３０ ｓꎬ５６ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎻ ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ Ｆ２ 代

Ｌａｇ￣３ 基因敲除纯合子小鼠(Ｌａｇ￣３－ / －)模型由 Ｆ１ 代

杂合子小鼠自交获得ꎬ基因型鉴定策略同 Ｆ１ 代

小鼠ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 逆转录实时定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ＰＣＲ)检测

将刀豆蛋白 Ａ(ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎ Ａꎬ ＣｏｎＡ)通过尾

静脉按 １２ ｍｇ / ｋｇ 剂量注射到小鼠体内ꎬ１８ ｈ 后取

材ꎮ 按照 ＴＲＩｚｏｌ ＲＮＡ 抽提试剂说明书ꎬ分别从脾、
腹腔巨噬细胞和淋巴结中分离抽提细胞总 ＲＮＡꎮ
使用 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ￣Ｓｔｅｐ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ(Ｔｒａｎｓｇｅｎ)将分别来自 Ｌａｇ￣３－ / －

和 野 生 型 小 鼠 的 ＲＮＡ 样 品 逆 转 录 成 ｃＤＮＡꎻ
ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｔｏｐ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ( Ｔｒａｎｓｇｅｎ) 用

于实时 ＰＣＲ 扩增ꎮ 反应条件如下:９５℃ ３ ｍｉｎꎻ ４０
个循环的 ９５℃ ３０ ｓꎬ６０℃ １５ ｓꎬ７２℃ ３０ ｓꎻ ９５℃
１５ ｓꎬ６０℃ １５ ｓꎮ Ｌａｇ￣３ 特异性引物序列信息为:上
游序 列: ５′￣ＣＣＴＧＧＡＴＣＣＴＡＡＣＴＴＴＣＴＡＣＧＡＡＧ￣３′ꎬ
下游序列:５′￣ＣＧＣＴＣＡＧＣＡＣＣＧＴＧＴＡＧ￣３′ꎮ 小鼠 β￣
ａｃｔｉｎ 基因作为 Ｌａｇ￣３ 基因表达水平的内参ꎮ β￣
ａｃｔｉｎ 引物序列信息为:上 游 序 列: ５′￣ＡＴＴＧＣＴＧ
ＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡ￣３′ꎬ下 游 序 列: ５′￣ＧＣＴＧＡＴＣＣ
ＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡ￣３′ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 流式细胞术(ＦＡＣＳ)检测 Ｌａｇ￣３ 表达

将 ＣｏｎＡ 通过尾静脉按 １２ ｍｇ / ｋｇ 剂量注射到小

鼠体内ꎬ１８ ｈ 后取材ꎮ 异氟烷麻醉小鼠后ꎬ取脾淋

巴细胞、腹腔巨噬细胞和淋巴结ꎬ过筛网后分别获

得细胞悬液ꎻ经去除红细胞和 ＰＢＳ 洗涤后ꎬ①用荧

光抗体 ＡＰＣ ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ Ｃｄ２２３(Ｌａｇ￣３)对细胞进行标

记ꎬ检测 Ｌａｇ￣３ 表达ꎻ②用荧光抗体 ＦＩＴＣ ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ
ＣＤ３ｅ 和 ＡＰＣ ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ Ｃｄ２２３(Ｌａｇ￣３)对细胞进行

双标ꎬ检测 Ｌａｇ￣３ 在 Ｔ 细胞上的表达ꎬ标记后的细

胞ꎬ在冰上避光孵育 ２０ ｍｉｎꎬ将细胞重悬于 Ｓｔａｉｎ
Ｂｕｆｆｅｒ 中(含 １％ＦＢＳ 的 ＰＢＳ)ꎬＳｔａｉｎ Ｂｕｆｆｅｒ 洗涤两次

后按常规方法上流式细胞仪 ＣｙｔｏＦｌｅｘ 检测ꎬ每个样

品检测收集１０ ０００ 个细胞ꎬ结果用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ 软件

分析ꎮ

１５
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１􀆰 ２􀆰 ６　 血生化检测

同窝生 Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠和野生型小鼠经 ＣｏｎＡ 注

射处理(方法同 １􀆰 ２􀆰 ５)ꎬ１８ ｈ 后小鼠经异氟烷麻醉

进行眼球取血ꎬ未经刀豆蛋白注射的同窝 Ｌａｇ￣３－ / －

小鼠和野生型小鼠同样进行眼球取血ꎬ使用全自动

生化分析仪(日立 ７１８０ 型)对血液生化指标进行

检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 组织和病理学检测

同窝生 Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠和野生型小鼠经 ＣｏｎＡ 注

射处理(方法同 １􀆰 ２􀆰 ５)后进行各组织器官取材、称
重ꎬ同窝生未经刀豆蛋白注射的 Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠和野

生型小鼠同时进行取材ꎮ 组织拍照后ꎬ小鼠各组织

器官经过 ＰＢＳ 清洗后固定于 ４％多聚甲醛中ꎬ组织

包埋切片后 Ｈ＆Ｅ 染色拍照分析ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 进行统计ꎬ数据

表示为平均数±标准差(􀭰ｘ ± ｓ)ꎬＯｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 方

法分析数据ꎬＰ< ０􀆰 ０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠的制备

Ｌａｇ￣３－ / －小鼠的构建策略如图 １ 所示ꎬ Ｃａｓ９ /
ｓｇＲＮＡ 将 Ｌａｇ￣３ 基因 ｅｘｏｎ ２ 敲除ꎬｅｘｏｎ ２ 区域的缺

失将造成蛋白读码框移码ꎬＬａｇ￣３ 蛋白无法正确翻

译ꎬ从而造成基因功能性缺失ꎮ 将转录后的 Ｌａｇ￣３
ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 混合物通过显微注射方式注

射到 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠受精卵胞质中ꎬ１８０ 枚经过显微

注射的受精卵移植到 ９ 只 ＩＣＲ 假孕鼠输卵管中ꎬ共

出生 ３６ 只 Ｆ０ 代小鼠(出生率为 ２０％)ꎬ经 ＰＣＲ 对

Ｆ０ 代小鼠的基因型进行鉴定ꎬ凝胶电泳结果(图 ２)
显示 ２９ 只小鼠中能检测到 Ｃａｓ９ / ｇＲＮＡ 作用后的变

小条带(阳性率 ８０％)ꎬ选择其中 ２ 只雄性小鼠(５
号和 ２３ 号)分别与野生型 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雌鼠交配ꎬＰＣＲ
鉴定加产物测序ꎬ确定 Ｆ１ 代突变杂合子小鼠有 ２ 种

基因类型:敲除类型 １ 为缺失 ４２１ 个碱基对ꎻ敲除类

型 ２ 为缺失 ４０５ 个并且替换 ２ 个碱基对ꎮ 选择敲除

类型 １ 型的 Ｆ１ 代 Ｌａｇ￣３－ / ＋ 小鼠进行自交ꎬ获得 Ｆ２
代 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠用于后续实验ꎬ阳性小鼠鉴定结果

如图 ３ 所示ꎮ
２􀆰 ２　 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠 ｍＲＮＡ 水平和蛋白水平验证

注射 ＣｏｎＡ 刺激后采用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和流式

细胞术(ＦＡＣＳ)分别在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平检测Ｌａｇ￣３
基因敲除小鼠敲除效果ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 结果如图 ４Ａ 所

示:ＣｏｎＡ 刺激后ꎬＬａｇ￣３ 敲除纯合子小鼠的心脏、
脾、肺、肾、骨髓组织和腹腔巨噬细胞的 Ｌａｇ￣３ ｍＲＮＡ
表达水平均显著低于野生型小鼠(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎮ 利

用流式细胞术(ＦＡＣＳ)检测小鼠腹腔巨噬细胞、脾细

胞和淋巴细胞的 Ｌａｇ￣３ 蛋白表达情况ꎬ结果如图

４Ｂ￣Ｃ所示:Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠的 Ｌａｇ￣３ 信号水平非常低ꎬ
腹腔巨噬细胞、脾细胞和淋巴细胞中可检测到的

Ｌａｇ￣３ 信号表达分别占父群的 ( ０􀆰 ７ ± ０􀆰 ３６)％ꎬ
(０􀆰 ６６ ± ０􀆰 ４８)％和(０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０９)％ꎻ而相应的野生

型小鼠的 Ｌａｇ￣３ 信号水平分别占父群的(１２􀆰 ３９ ±
２􀆰 ６３)％ꎬ(２４􀆰 ５ ± ３􀆰 ５６)％和(５􀆰 ７３ ± ０􀆰 ６)％ꎮ 该结

果从 ｍＲＮＡ 和蛋白水平上证明已成功构建 Ｌａｇ￣３－ / －

小鼠ꎮ

注:针对敲除区域(ｅｘｏｎ２)ꎬ Ｃａｓ９ / ｓｇＲＮＡ 识别并剪切目标靶序列ꎬ将 Ｌａｇ￣３ 基因 ｅｘｏｎ ２ 敲除ꎮ

图 １　 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠构建策略

Ｎｏｔｅ. Ｆｏｒ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｒｅｇｉｏｎ (ｅｘｏｎ２)ꎬ ｔｈｅ Ｃａｓ９ / ｓｇＲＮＡ ｃｏｍｐｌｅｘ ｋｎｏｃｋｓ ｏｕｔ ｔｈｅ Ｌａｇ￣３ ｇｅｎｅ ｅｘｏｎ ２ ｂｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ
ａｎｄ ｃｌｅａｖｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ

２５
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注:Ａ:Ｌａｇ￣３ 基因 Ｆ０ 代小鼠敲除小鼠鉴定策略ꎻＢ:Ｆ０ 代小鼠基因型鉴定电泳结果ꎮ

图 ２　 Ｆ０ 代小鼠基因型鉴定

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ Ｌａｇ￣３ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｆ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｂꎬ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ Ｆ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｅ

注:Ａ:Ｌａｇ￣３－ / －小鼠基因型鉴定策略ꎻＢ:Ｌａｇ￣３－ / －小鼠基因型鉴定电泳结果ꎮ 野生型小鼠 ＰＣＲ 产物为一条 ９９０ ｂｐ 条带ꎻＬａｇ￣３－ / ＋ 小鼠

ＰＣＲ 产物为 ９９０ ｂｐ 和 ５６９ ｂｐ 两条带ꎻＬａｇ￣３－ / － 小鼠 ＰＣＲ 产物为一条 ５６９ ｂｐ 条带ꎮ ＷＴ－野生型小鼠ꎬＨＥ￣Ｌａｇ￣３－ / ＋ 小鼠ꎬＨＯ￣Ｌａｇ￣３－ / －

小鼠ꎮ

图 ３　 Ｆ２ 代小鼠基因型鉴定

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ Ｌａｇ￣３－ / －ｍｉｃｅ. Ｂꎬ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅ. Ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ

ｍｏｕｓｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ａ ９９０ ｂｐ ｂａｎｄꎻ ｔｈｅ Ｌａｇ￣３－ / ＋ ｍｏｕｓｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ｔｗｏ ｂａｎｄｓ ｏｆ ９９０ ｂｐ ａｎｄ ５６９ ｂｐꎻ ａｎｄ ｔｈｅ Ｌａｇ￣３－ / －ｍｏｕｓｅ ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ａ ５６９ ｂｐ ｂａｎｄ. ＷＴ￣ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅꎬ ＨＥ￣Ｌａｇ￣３－ / ＋ ｍｉｃｅꎬ ＨＯ￣Ｌａｇ￣３－ / －ｍｉｃｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆ２ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３　 ＣｏｎＡ 刺激前后 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比

例变化

利用流式细胞术(ＦＡＣＳ)对小鼠血液、骨髓细胞

和脾细胞中的 ＣＤ３＋Ｔ 细胞表达检测ꎬ结果如图 ５ 所

示:未注射 ＣｏｎＡ 的情况下ꎬ和野生型小鼠相比ꎬ
Ｌａｇ￣３－ / －小鼠的血液和脾细胞中 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例无

显著性差异ꎬ但骨髓中的 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例显著性低

于野生型小鼠ꎻＣｏｎＡ 刺激后ꎬ野生型小鼠血液中的

ＣＤ３＋Ｔ细胞显著性升高ꎬ骨髓和脾中的 ＣＤ３＋Ｔ 细胞

比例略有下降ꎬ但没有显著性差异ꎻ而在 Ｌａｇ￣３－ / －小

鼠中ꎬＣｏｎＡ 刺激后ꎬ小鼠血液、骨髓细胞和脾细胞中

的 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例较刺激前均显著性降低ꎮ 该结

果说明 Ｌａｇ￣３ 基因敲除显著降低了 ＣｏｎＡ 刺激后小

鼠 ＣＤ３＋Ｔ 细胞量ꎮ

３５
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注:Ａ:Ｌａｇ￣３ 基因敲除野生型和纯合子小鼠组织 Ｌａｇ￣３ ｍＲＮＡ 表达水平检测结果ꎻＢ:不同基因型小鼠腹腔巨噬

细胞、脾细胞和淋巴结中 Ｌａｇ￣３ 百分含量柱状图ꎮ 与注射 ＣｏｎＡ 的野生型小鼠组相比ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗ Ｐ <
０􀆰 ００１ꎻＣ:不同基因型小鼠腹腔巨噬细胞、脾细胞和淋巴结中 Ｌａｇ￣３ 表达情况散点示意图ꎮ ＡＰＣ 标记荧光抗体

ａｎｔｉ￣ＣＤ２２３ 检测ꎮ

图 ４　 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠 ｍＲＮＡ 和蛋白相对表达水平检测(ｎ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌａｇ￣３ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ Ｌａｇ￣３ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ
ｍｏｕｓｅ ｔｉｓｓｕｅ. Ｂꎬ Ｂａｒ ｃｈａｒｔ ｏｆ Ｌａｇ￣３ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬ ｓｐｌｅｅｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ｏｆ

ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ＷＴ ｗｉｔｈ ＣｏｎＡꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗ Ｐ < ０􀆰 ００１. Ｃꎬ Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ Ｌａｇ￣３
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｉｎ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬ ｓｐｌｅｅｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ. ＡＰＣ ｌａｂｅｌｅｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｔｉ￣ＣＤ２２３.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅ(ｎ＝ ３)

２􀆰 ４　 Ｌａｇ￣３基因敲除减轻 ＣｏｎＡ 诱导引起的小鼠

肝损伤

分别取 ＣｏｎＡ 注射前后的野生型和Ｌａｇ￣３－ / － 小

鼠血清ꎬ进行血生化指标检测ꎬ如图 ６Ａ 所示:诱导

前两组小鼠的肝功能指标谷丙转氨酶(ＡＬＴ)和谷草

转氨酶(ＡＳＴ)水平无差异ꎬ注射 ＣｏｎＡ 后ꎬ两组小鼠

的肝功能指标 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 均有大幅度增加ꎬ但野生

型小鼠的 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 增幅比Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠更大ꎬ两
组小鼠之间有显著性差异ꎻ分别取诱导前后的野生

型和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠的心脏、肝、脾、肺、肾和胸腺组织

进行称重和病理检测ꎬ结果发现:诱导前后各组小

鼠的心脏、肝、脾、肺、肾和胸腺按组织 /体重比分

析ꎬ差异无显著性(图 ６Ｃ)ꎻ取组织拍照(图 ６Ｂ)并

进行 Ｈ＆Ｅ 染色后病理学观察(图 ６Ｄ)ꎬ发现诱导后

野生型小鼠的肝和脾组织充血更明显ꎮ 该结果说

明 Ｌａｇ￣３ 基因敲除可以减轻 ＣｏｎＡ 诱导的肝损伤ꎮ

３　 讨论

在过去十年中ꎬ旨在激活免疫系统以攻击癌细

胞的疗法是对抗癌症的重要策略之一ꎮ
我们利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术ꎬ通过受

精卵直接注射 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｇｕｉｄｅＲＮＡꎬ构建了

Ｃ５７ＢＬ / ６ 背景的 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠模型ꎬ获得的 Ｆ０ 代小

鼠 ８０％都可以检测到 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介导的基因编

４５
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注:Ａ:野生型小鼠和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠血液、脾细胞和骨髓细胞中 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例散点示意图ꎻＦＩＴＣ 标记荧光抗体 ａｎｔｉ￣ＣＤ３ 检

测ꎻＢ:野生型小鼠和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠血液、脾细胞和骨髓细胞中 ＣＤ３＋Ｔ 细胞统计图ꎻ与注射 ＣｏｎＡ Ｌａｇ￣３－ / －组相比ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ
∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１ꎮ

图 ５　 流式细胞术检测 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠 ＣｏｎＡ 刺激前后 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例变化

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄꎬ ｓｐｌｅｅｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅꎻ

ＦＩＴＣ￣ｌａｂｅｌｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｔｉ￣ＣＤ３ ａｓｓａｙ. Ｂꎬ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＣＤ３＋Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄꎬ ｓｐｌｅｅｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｂｏｎｅ

ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ＷＴ ｗｉｔｈ ＣｏｎＡꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＣＤ３＋Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｌａｇ－３－ / － ｍｉｃｅ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＣｏｎＡ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

辑效果ꎬ证明我们的设计方案和采用的方法是一个

高效快速获得 Ｌａｇ￣３ 基因敲除小鼠的方法ꎮ
通过对小鼠心脏、脾、肺、巨噬细胞和淋巴结

Ｌａｇ￣３ ＲＮＡ 水平表达检测发现ꎬ基因敲除纯合子小

鼠只能检测到本底信号ꎬ证明 ＲＮＡ 水平实现了对

Ｌａｇ￣３ 基因的敲除ꎮ 在随后的蛋白水平验证发现ꎬ
尽管 Ｌａｇ￣３ 具有广泛的表达谱[１２]ꎬ但根据我们在预

实验中采用流式检测的方法发现:正常情况下ꎬ小
鼠的脾、腹腔巨噬细胞、骨髓和淋巴结的 Ｌａｇ￣３ 表达

水平 很 低 ( 数 据 未 显 示 )ꎬ 而 刀 豆 蛋 白 Ａ
(ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎ Ａꎬ ＣｏｎＡ)处理可以显著上调小鼠体

内腹腔巨噬细胞、淋巴结和脾 Ｌａｇ￣３ 的表达ꎬ这与以

前的报道ꎬ活化的 Ｔ 细胞中 Ｌａｇ￣３ 表达上调相一致ꎮ
野生型小鼠和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠的对比发现ꎬ与 ＣｏｎＡ 处

５５
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注:Ａ:野生型小鼠和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠经 ＣｏｎＡ 给药诱导前后ꎬ小鼠的肝功能指标变化:ＡＬＴ－谷丙转氨酶ꎬＡＳＴ－谷草转氨酶ꎬ每组 ３ 只小鼠ꎮ

与 Ｌａｇ￣３－ / －组或注射 ＣｏｎＡ Ｌａｇ￣３－ / －组相比ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１ꎻ Ｂ:ＣｏｎＡ 诱导前后小鼠主要组织病理图 Ｃ:组织所占体重比ꎻＤꎬ野生

型小鼠和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠 ＣｏｎＡ 诱导前后ꎬ小鼠脏和脾 Ｈ＆Ｅ 染色图(比例尺＝ ６０ μｍ)ꎮ

图 ６　 ＣｏｎＡ 诱导前后ꎬ野生型小鼠和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠病理检测

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＣｏｎＡ. ＡＬＴ￣ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＡＳＴ￣

ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ３ ｍｉｃｅ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ (Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ Ｌａｇ￣３－ / － ｏｒ Ｌａｇ￣３－ / － ｗｉｔｈ ＣｏｎＡꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗ Ｐ < ０􀆰 ００１. Ｂꎬ Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ ｏｆ ｍａｉｎ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＣｏｎＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ １ ｃｍꎬ ３ ｍｉｃｅ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ.　 Ｃꎬ Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ / ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ

ａｆｔｅｒ ＣｏｎＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｄꎬ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＣｏｎＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ６０ μｍ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｌａｇ￣３－ / －ｍｉｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＣｏｎＡ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

理前相比ꎬ野生型小鼠 Ｌａｇ￣３ 表达明显上调ꎬ而

Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠心脏、 脾和腹腔巨噬细胞中 Ｌａｇ￣３
ｍＲＮＡ 处于本底水平ꎬ与野生型小鼠相比有显著区

别ꎬ同样流式检测方法检测腹腔巨噬细胞、脾细胞

和淋巴结中 Ｌａｇ￣３ 的表达情况ꎬ发现其蛋白表达也

在本底水平ꎮ 这些数据表明ꎬ我们已成功构建 Ｌａｇ￣３
基因敲除小鼠品系ꎮ

对 Ｌａｇ￣３ 基因敲除小鼠的初步表型分析发现ꎬ
Ｌａｇ￣３－ / －小鼠骨髓中的 ＣＤ３＋ Ｔ 细胞比例显著减少ꎬ
而外周血和脾中的 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例没有显著性变

化ꎻ但我们用 Ｔ 细胞激活的刺激剂 ＣｏｎＡ 处理小鼠

后发现ꎬＬａｇ￣３－ / －小鼠无论骨髓、外周血还是脾中的

ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例较野生型小鼠均有非常显著降低ꎬ
尤其 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠外周血 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例只有野生

６５
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型的 １ / １５ꎬ我们推断 Ｌａｇ￣３ 的缺失影响了 Ｔ 细胞的

增殖ꎬ造成无法响应 ＣｏｎＡ 的刺激ꎮ
ＣｏｎＡ 作为一种 Ｔ 细胞激活剂ꎬ在动物实验中ꎬ

经常用于诱导急性肝损伤ꎬ模拟人类肝脏自身免疫

性肝炎和病毒性肝炎ꎮ ＣｏｎＡ 刺激初步表型分析结

果显示ꎬ基因敲除小鼠可能在肝损伤方面有相应的

表型缺陷ꎮ 另外ꎬ根据 ２０１８ 年 Ｗａｎｇ 等[１３]新的研究

结果ꎬ与原来认为的 ＭＨＣ￣ＩＩ 是 Ｌａｇ￣３ 唯一的配体不

同ꎬ纤维蛋白原样蛋白 １ ( ＦＧＬ１) 而非 ＭＨＣ￣ＩＩ 是

Ｌａｇ￣３ 主要的功能配体ꎮ ＦＧＬ１ 是一个分泌蛋白ꎬ正
常情况下ꎬ在体内主要在肝中表达ꎬ表明 Ｌａｇ￣３ 可能

在肝生理病理过程中发挥重要功能ꎮ 基于这两方

面的证据ꎬ我们用 ＣｏｎＡ 诱导的急性肝损伤模型对

野生型和 Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠的响应情况进行了比较分

析ꎬ结果显示 Ｌａｇ￣３ 基因敲除可以显著减轻 ＣｏｎＡ 诱

导的急性肝损伤ꎮ 目前对 Ｌａｇ￣３ 研究的热点ꎬ主要

集中在其作为一个重要的肿瘤免疫治疗靶点ꎬ通过

与 ＰＤ１ 靶点的协同作用进行抗肿瘤研究[５－６]ꎮ 我们

的研究结果显示ꎬＬａｇ￣３ 也可能是一个治疗急性肝

损伤的靶点ꎬ目前多家药企已经开发了相应的抗体

药物ꎬ并且进入临床ꎬ这些药物后续也有可能用于

自身免疫性或者病毒性急性肝损伤的治疗ꎮ
综上所述ꎬ我们利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术ꎬ建立

了 Ｌａｇ￣３ 基因敲除小鼠品系ꎬ在 ＲＮＡ 和蛋白水平对

该基因的敲除效果进行了验证ꎬ并通过 ＣｏｎＡ 诱发

的肝损伤模型ꎬ证明了 Ｌａｇ￣３ 在急性肝损伤过程中

发挥重要作用ꎬ为 Ｌａｇ￣３ 体内基因功能研究提供了

新的模型ꎬ为急性肝损伤的治疗提供了新的线索ꎮ
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