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　 　 【摘要】 　 目的　 将人地贫相关基因 ＨＢＢ(ｈＨＢＢ)的高频突变体基因型 Ｃｏｎｄｏｎｓ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)靶向敲入猪成纤

维细胞ꎬ并筛选出基因型阳性的纯合子细胞系ꎮ 方法　 (１)合成人地贫相关基因 ＨＢＢ(ｈＨＢＢ)突变体ꎬ并构建猪

ＨＢＢ 位点两条同源臂载体ꎮ (２)利用 ｉｎｆｕｓｉｏｎ 技术将 ｈＨＢＢ 突变体插入两个同源臂之间ꎬ构建同源重组终载体ꎮ
(３)用在线软件 ｈｔｔｐ: / / ｃｒｉｓｐｒ.ｍｉｔ.ｅｄｕ /设计靶向猪 ＨＢＢ 的 ｓｇＲＮＡꎬ并在猪 ＰＫ１５ 细胞中验证其活性ꎮ (４)利用电转

染法把 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９、ｓｇＲＮＡ 和目的载体共同转入巴马猪胎儿成纤维细胞中ꎬ筛选单细胞克隆ꎮ 结果　 (１)合成了

ｈＨＢＢ 突变体ꎬ从野生型巴马猪基因组上扩增左同源臂(１􀆰 ０６２ × １０３)以及右同源臂(１􀆰 ０２４ × １０３)ꎬ并将三者连接

到终载体 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ｈＨＢＢ￣ＲＡꎮ (２)设计合成了 １１ 条靶向猪 ＨＢＢ 基因的 ｓｇＲＮＡꎬ全部验证活性后最终挑选＃２ｓｇＲＮＡ
和＃１１ｓｇＲＮＡ 用于后续实验ꎮ (３)通过 ＣＲＩＳＰＲ 系统共制备出 １５ 株有 ｈＨＢＢ 突变体定点敲入的猪成纤维细胞系ꎬ其
中 ６ 株细胞正常表达 ｈＨＢＢ 基因ꎮ 结论　 本研究所制备的携带人源化 ＨＢＢ 基因突变体的猪成纤维细胞ꎬ将为创制

高度模拟人地贫的模型猪奠定基础ꎮ
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａꎻ ＨＢＢ ｍｕｔａｎｔꎻ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎꎻ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｋｎｏｃｋ￣ｉｎꎻ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 地中海贫血症主要是调控珠蛋白合成的基因

发生缺失或突变ꎬ导致构成血红蛋白的 α 链和 β 链

珠蛋白链表达不平衡、红细胞寿命缩短的一种溶血

性血液疾病ꎮ 全球 １６０ 多个国家和地区有近 ２􀆰 ８ 亿

地中海贫血病患者ꎮ β 地贫是广东省发病率最高、
危害最大的遗传病之一ꎮ 其致病原因是第１１ 号染

色体的 β－珠蛋白(β￣ｇｌｏｂｉｎ)基因发生缺失或点突

变ꎬ造成 β－珠蛋白合成完全或部分受抑ꎬ导致α / β
链比例失衡ꎬ进而发生溶血性贫血ꎮ 在多种 β 基因

突变或缺失中ꎬＣｏｄｏｎｓ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)突变约占 β－地
贫突变的 ３６％以上[１]ꎮ 一直以来ꎬ造血干细胞移植

是唯一治愈 β 地贫的手段ꎬ但配型合格的供体少之

又少ꎮ 近年来ꎬ基于特定突变修复的基因治疗将成

为 β 地贫永久性“治愈”最有效的手段之一ꎮ
为便于开展对 Ｃｏｄｏｎｓ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)突变型 β

地贫的基因治疗研究ꎬ国内外已通过多种途径建立

了携带该突变体的载体、细胞甚至基因工程小

鼠[２]ꎮ Ｎｉｕ 等[３]利用来自 β 地贫病人细胞构建的纯

合 ＨＢＢ Ｃｏｄｏｎｓ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)突变的 ｉＰＳ 细胞ꎬ结合

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统进行突变矫正ꎬ并评价矫正细胞

的功能特性ꎮ 然而ꎬｉＰＳ 细胞实验只能体外检测编

辑效率和功能特性ꎬ无法完成体内的功能和安全性

评价ꎮ Ｊａｍｓａｉ 等[４] 利用基因打靶技术制备了人

ＨＢＢ ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)小鼠ꎬ发现纯合子小鼠存活到妊

娠后期ꎬ表现出严重的贫血症状ꎮ 尽管 β 地贫小鼠

模型可以比较好的模拟其病理过程ꎬ但像地贫患者

输血后出现的铁过载现象在实验鼠的身上却不能

完全拟合ꎬ不能很好反映出病程ꎮ 因此ꎬ其作为临

床前的药物使用剂量、安全评价并不合适[５]ꎮ 因

此ꎬ开发携带人 β 地贫大动物模型十分必要ꎮ
我们发现ꎬ较小鼠而言ꎬ猪与人 β－珠蛋白氨基

酸一致性较更高ꎬ达到 ８５％ꎮ 此外ꎬ天然猪血红蛋

白与人血红蛋白的分子构象几乎一致ꎬ二者有高度

相似的抗原性[６]ꎮ 这提示我们:猪 β－珠蛋白在其生

物学功能上或许与人 β－珠蛋白更为相似ꎬ暗示以猪

ＨＢＢ 蛋白突变体而构建地贫模型ꎬ更能模拟出人地

贫症的机制ꎮ 因此ꎬ开发携带人 β 地贫大动物模型

十分必要ꎮ 同时ꎬ猪在器官发育、生理生化、疾病进

程以及基因组序列方面和人类具有高度的相似性ꎬ
是人类疾病的理想实验模型ꎬ被广泛应用到生物医

学研究[７]ꎮ 在血液生理生化方面ꎬ小型猪 １９ 项生理

指标、９ 项生化指标和人类的参考值接近[８]ꎮ 以猪

替代小鼠研究人地贫等相关疾病模型具有无法比

拟的优势ꎮ
本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术制备了携带人

源化 ＨＢＢ 基因 Ｃｏｄｏｎｓ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)突变体的巴马

猪胎儿成纤维细胞株ꎬ经 ＰＣＲ 方法和 ＤＮＡ 测序法

验证了插入的 ｈＨＢＢ 突变体基因序列正确ꎮ 最后ꎬ
通过 ＰＣＲ 方法检测到表达外源 ｈＨＢＢ Ｃｏｄｏｎｓ４１ / ４２
(￣ＣＴＴＴ)基因的细胞株 ６ 株ꎮ 该细胞株为进一步获

得人地贫的小型猪模型ꎬ为研究地贫的发生、发展

及新药创制奠定基础ꎮ

０８７
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞及载体

ＣＲＲ 质粒由本实验室设计并合成ꎬｈＣａｓ９ 为华

中农业大学种猪测定中心韩晓松博士提供ꎬ猪 ＰＫ
细胞和巴马猪胎儿成纤维细胞为中国农业科学院

北京畜牧研究所杨述林研究组提供ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

限制性内切酶、Ｔ７ 核酸内切酶、Ｔ４ 连接酶均购

于 ＮＥＢ 公司ꎻ无内毒素质粒提取试剂盒购于 Ｏｍｅｇａ
公司ꎻ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 脂质体转染试剂盒购于

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司ꎻ 电 转 染 试 剂 盒 Ａｍａｘａ Ｂａｓｉｃ
Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ Ｋｉｔ Ｐｒｉｍａｒｙ Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ 购于 Ｌｏｎｚａ 公司ꎻ
反 转 录 试 剂 盒 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ｆｉｒｓｔ￣Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 购于北京全式金生物公司ꎮ

高速离心机(Ｅｐｐｅｎｄｒｏｆꎬ德国)ꎬ倒置光学显微

镜(莱卡ꎬ德国)ꎬ核转仪(Ｌｏｎｚａꎬ瑞士)ꎬ二氧化碳培

养箱(Ｅｐｐｅｎｄｒｏｆꎬ德国)ꎬ水浴锅(北京六一仪器厂)
电泳槽(北京六一仪器厂)ꎬＰＣＲ 扩增仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ
美国)ꎬ凝胶成像仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ｓｇＲＮＡ 设计及表达载体构建

根据猪 ＨＢＢ 基因序列(Ｇｅｎｅ ＩＤ:４０７０６６)ꎬ利用

张锋实验室在线网站 ｈｔｔｐ: / / ｃｒｉｓｐｒ.ｍｉｔ. ｅｄｕ /设计了

１１ 条靶向 ｓｇＲＮＡ( ｓｍａｌｌ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ)序列(表 １)ꎬ
ｓｇＲＮＡ 序列由华大基因合成ꎬ上、下游序列按体积

比 １ ∶１混合ꎬ９５℃ꎬ１０ ｍｉｎꎻ２５℃ꎬ３０ ｍｉｎꎻ变性ꎻ退火

后ꎬ以 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶介导ꎬ连接入 ＢｓａＩ 内切酶酶切

回收后的骨架载体 ＣＲＲꎬ最终构建出 ＣＲＲ￣ｓｇＲＮＡ
表达载体ꎮ 将该载体转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ经涂板、
挑选单克隆菌落和菌落 ＰＣＲ 鉴定阳性克隆ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｓｇＲＮＡ 活性鉴定

转染前 ２４ ｈ 将猪 ＰＫ１５ 细胞铺于 ２４ 孔板(１ ×
１０４ 细胞 /孔)ꎬ次日ꎬ将构建好的 ｓｇＲＮＡ 转染细胞

(参照 Ｌｉｐｏ２０００ 转染试剂盒说明书)ꎬ转染质粒总量

５００ ｎｇꎬｈＣａｓ９:ＣＲＲ￣ｓｇＲＮＡ ＝ ３ ∶１ꎮ 细胞于培养箱培

养 ４８ ｈꎮ 收集细胞并提取基因组 ＤＮＡ(ｇＤＮＡ)ꎬ按
表 ２ 引物做 ＰＣＲꎬ体系为:ｇＤＮＡ ０􀆰 １ μｇꎬＰｒｅｍｉｘ Ｅｘ
Ｔａｑ １０ μＬꎬ上下游引物 ( １０ μｍｏｌ / Ｌ) 各 ０􀆰 ４ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ 补足体积至 ２０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:９８℃ꎬ
１ ｍｉｎꎻ９８℃ １０ ｓꎬ５８℃ ３０ ｓꎬ７２℃ １０ ｓꎬ循环 ３２ 次ꎻ
７２℃ꎬ５ ｍｉｎꎮ

Ｔ７ 变性程序:９５℃ꎬ１０ ｍｉｎꎻ９５ ~ ８５℃ (－２􀆰 ０℃ /
ｓ)ꎻ８５~２５℃(－０􀆰 ３℃ / ｓ)ꎻ２５℃ꎬ１ ｍｉｎꎮ

Ｔ７ 酶切反应体系:ＰＣＲ 产物 １７ μＬꎬＮＥＢ Ｂｕｆｆｅｒ
２ ２ μＬꎬＴ７ 酶 ０􀆰 ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足体积至 ２０ μＬꎮ 反

应条件:３７℃ꎬ４５ ｍｉｎꎮ 将酶切产物电泳后利用 ＤＮＡ
凝胶成像系统检测ꎮ

表 １　 ｓｇＲＮＡ 靶点序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｇＲＮＡｓ
靶序列编号

Ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ
靶位点序列(５’－３’)

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｇＲＮＡｓ(５’－３’)
ｐＨＢＢ－＃１ｓｇＲＮＡ ＣＡＣＣＣＴＧＴＧＧＡＡＣＣＡＣＧＣＣＣ
ｐＨＢＢ－＃２ｓｇＲＮＡ ＡＡＡＧＴＧＡＡＴＧＴＧＧＡＣＧＡＡＧＴ
ｐＨＢＢ－＃３ｓｇＲＮＡ ＡＧＧＣＣＡＧＧＧＣＧＴＧＧＴＴＣＣＡＣ
ｐＨＢＢ－＃４ｓｇＲＮＡ ＧＡＧＧＣＣＧＴＣＣＴＣＧＧＣＣＴＧＴＧ
ｐＨＢＢ－＃５ｓｇＲＮＡ ＡＡＧＣＡＡＡＴＧＴＡＧＧＴＧＧＣＴＧＣ
ｐＨＢＢ－＃６ｓｇＲＮＡ ＴＣＴＡＡＡＣＧＣＡＴＣＣＴＣＣＧＴＴＴ
ｐＨＢＢ－＃７ｓｇＲＮＡ ＡＧＡＡＧＡＧＡＧＧＧＣＣＧＡＡＡＣＧＧ
ｐＨＢＢ－＃８ｓｇＲＮＡ ＣＴＣＡＧＣＣＡＴＧＡＣＣＡＡＧＧＡＧＣ
ｐＨＢＢ－＃９ｓｇＲＮＡ ＧＴＴＧＴＴＣＴＧＧＣＴＣＧＣＣＧＣＣＴ
ｐＨＢＢ－＃１０ｓｇＲＮＡ ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＣＣＧＧＡＴＧＴＧＣ
ｐＨＢＢ－＃１１ｓｇＲＮＡ ＧＧＧＧＡＡＣＴＴＡＧＴＧＧＴＡＣＴＴＧ

表 ２　 ｓｇＲＮＡ 活性鉴定引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ ｏｆ ｓｇＲＮＡ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｓｉｔｅｓ
活性鉴定引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
序列(５’－３’)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’－３’)
ｐＨＢＢ(Ｅｘｏｎ１ꎬ２)￣ｉｄｅｎ￣Ｆ１ ＣＡＧＡＣＴＴＧＣＴＡＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＡ
ｐＨＢＢ(Ｅｘｏｎ１ꎬ２)￣ｉｄｅｎ￣Ｒ１ ＧＡＧＧＡＡＡＴＧＡＴＧＧＣＴＧＴＧＡＡＴＡ
ｐＨＢＢ(Ｅｘｏｎ１－３)ｉｄｅｎ￣Ｆ１ ＴＴＧＡＧＧＣＡＡＧＡＡＧＧＡＴＡＡＡＡＴＧ
ｐＨＢＢ(Ｅｘｏｎ１－３)ｉｄｅｎ￣Ｒ１ ＴＴＡＧＡＧＧＡＡＣＡＣＧＧＴＧＴＣＴＴＴＡ

１􀆰 ２􀆰 ３　 人源化 ＨＢＢ 基因打靶载体构建

靶位点上、下游 １０００ ｂｐ 左右的序列作为同源

臂序列ꎬ设计含有 ＮｏｔＩ 酶切位点的上游同源臂引

物、含有 ＸｈｏＩ 酶切位点的下游同源臂引物及融合扩

增引物(表 ３)ꎮ 以猪基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ扩增上、
下游同源臂ꎬ反应体系为:ｇＤＮＡ ０􀆰 １ μｇꎬＫＯＤ Ｂｕｆｆｅｒ
５ μＬꎬ２ ｍｍｏｌ ｄＮＴＰｓ ５ μＬꎬ２５ ｍｍｏｌ ＭｇＳＯ４ ２ μＬꎬ上、
下游引物 ( １０ μｍｏｌ / Ｌ) 各 １􀆰 ５ μＬꎬ ＤＮＡ 聚合酶

１ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足体积至 ５０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:
９４℃ꎬ３ ｍｉｎꎻ９４℃ꎬ１５ ｓꎻ５５℃ꎬ３０ ｓꎻ７２℃ꎬ２ ｍｉｎꎬ循环

３５ 次ꎻ７２℃ꎬ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物回收作模板ꎬ进行融

合 ＰＣＲꎮ 把融合 ＰＣＲ 产物与 ｐＧＨ￣Ｔ 载体(ＮｏｔＩ 和

ＸｈｏＩ 切过)进行融合ꎬ融合反应体系为:ｐＧＨ￣Ｔ 载体

５ μＬꎬ融合 ＰＣＲ 产物 ３ μＬꎬｉｎｆｕｓｉｏｎ 酶 ２ μＬꎮ 反应

程序为:５０℃ꎬ１５ ｍｉｎꎬ构建重组载体 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ＲＡꎬ
测序序列完全正确后ꎬ大量提取无内毒素质粒备用ꎮ
　 　 以 ｈＨＢＢ(ＣＤ４１ / ４２ꎬ￣ＣＴＴＴ)￣Ｔ 质粒为模板ꎬ分
别扩增两个片段ꎬ反应的引物序列见表 ４ꎮ ｈＨＢＢ
( ＣＤ４１ / ４２ꎬ￣ＣＴＴＴ ) 片 段 扩 增 反 应 体 系: ＤＮＡ

１８７
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０􀆰 ０５ μｇꎬＫＯＤ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬꎬ２ ｍｍｏｌ ｄＮＴＰｓ ５ μＬꎬ２５
ｍｍｏｌ ＭｇＳＯ４ ２ μＬꎬ上下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 １􀆰 ５
μＬꎬＤＮＡ 聚合酶 １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足体积至 ５０ μＬꎮ
反应程序为:９４℃ꎬ３ ｍｉｎꎻ９４℃ １５ ｓꎬ５５℃ ３０ ｓꎬ７２℃
２ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２℃ꎬ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物回收后ꎬ进
行融合 ＰＣＲꎮ 融合 ＰＣＲ 产物经 ＢｓａＩ 酶介导构建于

重组骨架载体 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ＲＡꎮ

１􀆰 ２􀆰 ４　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 载体及同源重组载体转染巴

马猪胎儿成纤维细胞

将 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ３ μｇ、ｓｇＲＮＡ 环状质粒 １ μｇ 和

ｈＨＢＢ 同源重组载体 ３ μｇ 通过电穿孔转染法转染巴

马猪胎儿成纤维细胞ꎮ 转染 ６０ ｈ 后ꎬ采用有限稀释

法将细胞悬液稀释至每个培养皿 ５０００ 个细胞ꎬ放入

培养箱培养ꎬ培养条件:３７℃ꎬ５％ ＣＯ２ꎮ
表 ３　 左右同源臂扩增引物序列及融合扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ ｏｒ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ＰＣＲ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｒｍｓ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列(５’－３’)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’－３’)
ｐＬＡ(ｐＨＢＢ)￣Ｆ ＡＣＡＴＴＡＡＧＡＣＡＴＧＧＡＡＡＴＡＴＧＧ
ｐＬＡ(ｐＨＢＢ)￣Ｒ ＡＧＡＣＴＣＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＴＣＴＣＡＧ
ｐＲＡ(ｐＨＢＢ)￣Ｆ ＴＡＡＣＧＴＣＴＡＣＡＣＧＧＣＡＧＣＴＣＡＣ
ｐＲＡ(ｐＨＢＢ)￣Ｒ ＴＴＡＡＣＧＡＴＧＧＡＴＴＴＣＡＧＴＣＴＣＣＴＣ

ｐＬＡ(ｐＨＢＢ)￣ｉｎｆｕｓｉｏｎ￣Ｆ ＴＴＡＧＧＴＡＣＣＧＣＧＧＣＣＧＣＡＡＴＡＣＡＧＣＣＣＧＴＡＣＴＡＴＡＡＣ
ｐＲＡ(ｐＨＢＢ)￣ｉｎｆｕｓｉｏｎ￣Ｒ ＣＴＴＣＣＣＣＴＴＡＣＴＣＧＡＧＣＡＧＧＣＡＴＣＡＴＴＡＴＣＡＧＴＧＡＴ

表 ４　 人源 ｈＨＢＢ 片段扩增及融合引物序列

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ ｏｒ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ＰＣＲ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ＨＢＢ ｇｅｎｅ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列(５’－３’)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’－３’)
ｈＨＢＢ(Ｅｘ１－３)￣Ｆ１ ＧＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＣＡＡＣＡＴＧＧＴＧＣＡＴＣＴＧＡＣＴＣＣＴＧＡ
ｈＨＢＢ(Ｅｘ１－３)￣Ｒ１ ＣＡＧＧＡＧＴＧＧＡＣＡＧＡＴＣＣＣＣＡＡＡＧＧＡＣＴＣＡＡＣＣＴＣＴＧＧＧＴＣＣＡＡＧＧＧＴＡ
ｈＨＢＢ(Ｅｘ１－３)￣Ｆ２ ＴＡＣＣＣＴＴＧＧＡＣＣＣＡＧＡＧＧＴＴＧＡＧＴＣＣＴＴＴＧＧＧＧＡＴＣＴＧＴＣＣＡＣＴＣＣＴＧ
ｈＨＢＢ(Ｅｘ１－３)￣Ｒ２ ＡＴＣＡＧＧＡＡＧＧＧＧＡＡＣＴＴＡＧＴＧＡＴＡＣＴＴＧＴＧＧＧＣＣＡ

ｈＨＢＢ(Ｅｘ１－３)￣ｉｎｆｕｓｉｏｎ￣Ｆ ＧＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＣＡＡＣＡＴＧＧＴＧＣＡＴＣＴＧＡＣＴＣＣＴＧＡ
ｈＨＢＢ(Ｅｘ１－３)￣ｉｎｆｕｓｉｏｎ￣Ｒ ＡＴＣＡＧＧＡＡＧＧＧＧＡＡＣＴＴＡＧＴＧＡＴＡＣＴＴＧＴＧＧＧＣＣＡ

１􀆰 ２􀆰 ５　 单克隆细胞系筛选及鉴定

转染后的细胞ꎬ用含 ４００ μｇ / ｍＬ Ｇ４１８、２０％ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ 药筛培养基药筛 ５ ｄꎬ而后用含 ２０％ ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ 培养基继续培养 ７ ｄꎬ至第 １２ 天形成单克

隆细胞团ꎬ用单克隆环挑选生长状态好、大小合适

的单克隆细胞团到 ４８ 孔细胞培养板ꎮ 待细胞汇合

度达 ９０％对单克隆细胞消化ꎬ进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ
对收集到的单克隆细胞进行裂解ꎬ裂解程序

６０℃ꎬ ６０ ｍｉｎꎻ ９５℃ꎬ １０ ｍｉｎꎬ 以 细 胞 裂 解 产 物

(ｇＤＮＡ)为模板ꎬ分别用 ３ 对定点敲入鉴定引物进

行扩增ꎬ引物序列见表 ５ꎮ
第 １ 对鉴定引物为转基因阴阳性鉴定引物ꎬ第

２ 对鉴定引物为跨左同源臂鉴定引物、第 ３ 对为跨

右同源臂鉴定引物ꎬ三对引物反应体系为:ＤＮＡ ２
μＬꎬＰｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬꎬ上下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
各 ０􀆰 ４ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足体积至 ２０ μＬꎮ 反应程序均

为:９８℃ꎬ１ ｍｉｎꎻ９８℃ １０ ｓꎬ６５℃ ３０ ｓꎬ７２℃ １ ｋｂ / ｓꎬ
循环 ３５ 次ꎻ７２℃ꎬ５ ｍｉｎꎮ

３ 对鉴定引物扩增均为阳性的细胞株ꎬ将其传

代到 １２ 孔板继续培养ꎬ代细胞汇合度达到 ９０％及以

上时ꎬ进行冻存ꎮ

表 ５　 单克隆细胞定点敲入鉴定引物

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｈＨＢＢ ｋｎｏｃｋ￣ｉｎ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ
定点敲入引物

Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｋｏｎｃｋ￣ｉｎ ｐｒｉｍｅｒ
序列(５’－３’)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’－３’)
ｓｐ￣ｈＨＢＢ￣ｉｄｅｎ￣Ｆ ＣＣＡＡＴＡＧＡＡＡＣＴＧＧＧＣＡＴＧＴＧＧ
ｓｐ￣ｈＨＢＢ￣ｉｄｅｎ￣Ｒ ＡＡＴＣＣＡＧＣＣＴＴＡＴＣＣＣＡＡＣＣ
ｓｐ￣ＬＡ￣ｉｄｅｎ￣Ｆ ＡＴＴＣＧＴＴＡＣＧＣＧＧＧＧＡＡＧＡＧ
ｓｐ￣ＬＡ￣ｉｄｅｎ￣Ｒ ＧＣＡＣＴＴＴＣＴＴＧＣＣＡＴＧＡＧＣＣ
ｓｐ￣ＲＡ￣ｉｄｅｎ￣Ｆ ＣＡＴＧＣＣＴＣＴＴＴＧＣＡＣＣＡＴＴＣ
ｓｐ￣ＲＡ￣ｉｄｅｎ￣Ｒ ＣＣＣＴＣＣＣＴＴＴＣＴＴＴＴＣＴＧＡＧＴＴＧ

１􀆰 ２􀆰 ６　 人源化 ＨＢＢ 基因定点敲入细胞株纯合子、
杂合子鉴定

针对猪 ＨＢＢ 基因序列设计了一对鉴定定点敲

入细胞株为纯合子或杂合子的鉴定引物ꎬ
采用 １􀆰 ２􀆰 ５ 中细胞裂解产物(ｇＤＮＡ)为模板ꎬ用

纯 /杂合子鉴定引物进行扩增ꎬ上游引物 ｓｐ￣ｐＨＢＢ￣
ｉｄｅｎ￣Ｆ１ (ＡＧＧＣＡＧＧＡＴＧＣＣＧＴＴＴＡＧＡＡ)ꎻ下游引物

ｓｐ￣ｐＨＢＢ￣ｉｄｅｎ￣Ｒ１ ( ＣＡＣＴＡＴＣＡＣＧＴＴＧＣＣＣＡＧＧＡ)ꎮ
反应体系为:ＤＮＡ ２ μＬꎬＰｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬꎬ上下

游引物浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ 各取 ０􀆰 ４ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足

体积至 ２０ μＬꎮ 反应程序同步骤 １􀆰 ２􀆰 ５ꎮ

２８７



中国实验动物学报 ２０２０ 年 １２ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＤｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. ６

１􀆰 ２􀆰 ７　 人源化 ＨＢＢ 基因在猪成纤维细胞中表达情

况鉴定

根据人和猪 ＨＢＢ 基因 ＣＤＳ 区的差异ꎬ设计一

对针对人源化 ＨＢＢ 基因表达的鉴定引物ꎬ上游引物

ｈＨＢＢ￣ｉｄｅｎ￣ｑＦ１ (ＣＴＧＡＧＧＡＧＡＡＧＴＣＴＧＣＣＧＴＴＡＣ)ꎬ
下游引物 ｈＨＢＢ￣ｉｄｅｎ￣ｑＲ１ ( ＣＡＧＧＣＣＡＴＣＡＣＴＡＡＡ
ＧＧＣＡＣ)ꎮ 提取人源化 ＨＢＢ 基因发生定点整合细

胞株的总 ＲＮＡꎬ随后反转录为 ｃＤＮＡꎬ用鉴定引物

ｈＨＢＢ￣ｉｄｅｎ￣ｑＦ１ / Ｒ１ 进行检测ꎮ 反转录反应体系为:
ＲＮＡ ５００ ｎｇꎬＡｎｃｈｏｒｅｄ Ｏｌｉｇｏ ( ｄＴ) １８ １ μＬꎬ２Ｘ ＴＳ
Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ １０ μＬꎬＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ ＲＴ / ＲＩ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ １
μＬꎬＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 补足体积至 ２０ μＬꎮ 反应程序

为:４２℃ꎬ３０ ｍｉｎ 孵育ꎮ
ＰＣＲ 反应体系为:ｃＤＮＡ １ μＬꎬＰｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０

μＬꎬ上下游引物浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ 各取 ０􀆰 ４ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０ μＬꎮ 反应程序为:９８℃ꎬ１ ｍｉｎꎻ
９８℃ １０ ｓꎬ６２℃ ３０ ｓꎬ７２℃ꎬ １３ ｓꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２℃
５ｍｉｎꎮ 同时ꎬ用内参引物作为对照ꎬ按照前面的体系

及反应程序进行扩增ꎮ

注:Ａ:鼠、猪、猴等 ８ 种哺乳类动物与人 ＨＢＢ 基因做系统发育树分析ꎻＢ:人、猪和小鼠 β￣珠蛋白氨基酸序列比对ꎮ

图 １　 比较分析人、猪和小鼠 ＨＢＢ 基因序列

Ｎｏｔｅ. Ａ􀆰 Ｂｕｉｌｄｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｆｏｒ ＨＢＢ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ８ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｍｍａｌｓ. Ｂ􀆰 Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ β￣ｇｌｏｂｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｍｏｎｇ ｈｕｍａｎꎬ ｐｉｇ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＨＢＢ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｈｕｍａｎꎬ ｐｉｇ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ

２　 结果

２􀆰 １　 人、猪和鼠 ＨＢＢ 基因比较分析

通过 ＭｅｇＡｌｉｇｎ７ 软 件 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ￣Ｔｅｓｔ Ｎｅｉｇｈｂｏｒ
ｊｏｉｎｉｎｇ Ｔｒｅｅ 算法对包括小鼠、猪、猴等 ８ 种哺乳类动

物与人 ＨＢＢ 基因做系统发育树分析ꎬ结果发现:人
ＨＢＢ 遗传距离与灵长类动物最近ꎬ其次为猪ꎬ再其

次为小鼠ꎮ 即相比于小鼠而言ꎬ猪与人类 ＨＢＢ 基因

遗传距离更近(图 １Ａ)ꎮ 我们进一步利用 ＵｎｉＰｒｏｔ
网站在线软件 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ 对人、猪和小鼠 β－珠
蛋白氨基酸序列进行比对ꎮ 结果表明:小鼠与人 β－
珠蛋白氨基酸一致性为 ８０％ꎬ而猪与人 β－珠蛋白氨

基酸一致性则更高ꎬ达到 ８５％(图 １Ｂ)ꎮ 总之ꎬ以上

结果提示:猪 β－珠蛋白在其生物学功能上或许与人

β－珠蛋白更为相似ꎬ暗示以猪 ＨＢＢ 蛋白突变体而

构建地贫模型ꎬ更能模拟出人地贫症的机制ꎮ
２􀆰 ２　 ＣＲＲ￣ｓｇＲＮＡ 表达载体活性验证结果

本研究中合成了 １１ 条靶向 ｓｇＲＮＡꎬ分别连接

ＣＲＲ 质粒ꎬ构建成 １１ 个 ＣＲＲ￣ｓｇＲＮＡ 表达载体ꎬ并
分别与 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 表达载体共转染至 ＰＫ１５ 细胞

中ꎮ ４８ ｈ 后ꎬ提取细胞基因组 ＤＮＡ 作为 ＰＣＲ 模板ꎬ
用鉴定引物做 ＰＣＲꎬ扩增产物进行 Ｔ７ 酶切和凝胶

成像作鉴定ꎮ 结果表明鉴定引物对＃２ｓｇＲＮＡ 扩增

后产物片段大小为 ９１３ ｂｐꎬＴ７ 酶切后片段大小为

３６４ ｂｐ 和 ５４９ ｂｐꎻ鉴定引物对＃１１ｓｇＲＮＡ 扩增后产物

片段大小为 ８７７ ｂｐꎬＴ７ 酶切后片段大小为 ３９３ ｂｐ 和

４８４ ｂｐꎬ＃２ｓｇＲＮＡ 和＃１１ｓｇＲＮＡ 这两条剪切活性高于

其他 ９ 份(图 ２)ꎮ
２􀆰 ３　 人源化打靶载体构建结果

首先ꎬ以猪基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ构建同源臂载

体 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ＲＡꎬ其中左臂 １􀆰 ０６２ × １０３ꎬ右臂 １􀆰 ０２４
× １０３ꎮ 其次ꎬ利用融合 ＰＣＲ 方法将人 ＨＢＢ 突变体

插入 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ＲＡ 的两个同源臂之间ꎬ构建成带有

人源化 ＨＢＢ 基因突变体(￣ＣＴＴＴ)的同源重组终载

体 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ｈＨＢＢ￣ＲＡꎮ 进行 ｓａｎｇｅｒ 测序验证ꎬ测序

结果表明:携带有人源化 ＨＢＢ 基因突变体的同源重

组载体构建成功ꎬ图 ３ 所示包含“￣ＣＴＴＴ”四碱基缺

失的测序结果的峰图ꎬ可用于下一步的转染ꎮ
２􀆰 ４　 单克隆细胞株鉴定结果

利 用 电 穿 孔 转 染 法 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 质 粒、
＃２ｓｇＲＮＡ和＃１１ｓｇＲＮＡ 及 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ｈＨＢＢ￣ＲＡ 同源重

组载体共同转入巴马猪胎儿成纤维细胞ꎬ经 Ｇ４１８
筛选后共获得了 ９９ 株单克隆细胞ꎮ 再利用转基因

鉴定引物对敲入的人源化 ＨＢＢ 基因突变体做 ＰＣＲ
扩增ꎬ扩增后片段大小为 １１０５ ｂｐꎬ凝胶成像结果如

３８７
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注:ｇＲ１~１１:分别转染 ｓｇＲＮＡ１~１１ 质粒的细胞样品ꎻＥＧＦＰ:转染 ＥＧＦＰ 质粒的对照组细胞样品ꎻＭ１ ∶１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒꎻＭ２ ∶２００
ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒꎮ

图 ２　 猪 ＨＢＢ 基因 ｓｇＲＮＡ Ｔ７ 酶切活性验证结果

Ｎｏｔｅ. ｇＲ１~１１. Ｃｅｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｇＲＮＡ１~１１ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ＥＧＦＰ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌ ｓａｍｐｌｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥＧＦＰ ｐｌａｓｍｉｄ. Ｍ１􀆰
１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ. Ｍ２􀆰 ２００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔ７ Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｐｉｇ ＨＢＢ ｇｅｎｅ ｓｇＲＮＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ

图 ３　 同源重组打靶载体测序结果

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｖｅｃｔｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ４Ａ 所示ꎬ结果统计如图 ４Ｂ 所示:一共鉴定了 ９９
株细胞ꎬ转基因阳性细胞克隆为 ６９ 份ꎬ转基因阴性

细胞克隆为 ３０ 份ꎮ
左端同源臂鉴定ꎬ上游引物位于左端同源臂外

侧ꎬ下游引物位于人源化 ＨＢＢ 基因特异性区域内ꎬ
可完全扩增出左同源臂全长及部分 ｈＨＢＢ 基因ꎬ
ＰＣＲ 产物大小为 １５５０ ｂｐꎬ扩增结果如图 ５Ａ 所示ꎮ
结果统计如图 ５Ｂ:一共鉴定了 ９９ 株细胞ꎬ阳性细胞

克隆为 ２５ 株ꎬ阴性细胞克隆为 ７４ 份ꎮ
右端同源臂鉴定ꎬ上游引物位于 ｈＨＢＢ 基因特

异性区域ꎬ下游引物位于右端同源臂外侧ꎬＰＣＲ 产

物大小为 １５０７ ｂｐꎬ扩增结果如图 ６Ａ 所示ꎮ 结果统

计如图 ６Ｂ 所示ꎬ一共鉴定了 ３２ 株细胞ꎬ阳性细胞克

隆为 １５ 份ꎬ阴性细胞克隆为 １７ 份ꎮ 总之ꎬ通过对

９９ 个细胞克隆的筛选与基因型鉴定ꎬ我们一共获得

６９ 株整合人 ＨＢＢ 基因的猪成纤维细胞ꎬ其中定点

整合 １５ 株ꎬ随机定点整合 ５４ 株ꎮ
通过上述 ３ 重 ＰＣＲ 鉴定ꎬ筛选出 ３ 对引物都鉴

定为阳性的单克隆细胞ꎬ并做 ｈＨＢＢ 突变体位点的

ｓａｎｇｅｒ 测序ꎮ 如图 ７ 所示ꎬ猪 ＨＢＢ 基因靶序列为

ＣＴＴＣꎬ正常人源 ＨＢＢ 基因靶序列为 ＣＴＴＴꎬ而人源

ＨＢＢ 基因突变体对应的位置缺少 ４ 个碱基 (￣
ＣＴＴＴ)ꎬ测序结果(图 ７Ａ)证明:我们在巴马胎猪胚

胎成纤维细胞中成功地插入了人源化 ＨＢＢ 基因的

突变体ꎮ 随后ꎬ我们通过对猪内源 ＨＢＢ(ｐＨＢＢ)基

因检测ꎬ发现全部样品均能扩增到 ｐＨＢＢ 条带ꎬ并未

鉴定到纯合子细胞ꎬ即本实验所得 １５ 株细胞均为杂

合子(图 ７Ｂ)ꎮ 最后ꎬ通过提取细胞总 ＲＮＡ 和进一

步的 ＰＣＲ 验证ꎬ我们共获得 ６ 株阳性表达外源 ＨＢＢ
基因的突变体(图 ７Ｃ)ꎮ

３　 讨论

我国的地贫患者主要分布于广东、广西、湖南、
四川、云南和贵州等南部省份[９]ꎬβ 地中海贫血是广

东省发病较高的地贫类型[１０]ꎮ β 地贫涉及到 ２００
多种 β 珠 蛋 白 突 变ꎬ 热 点 的 突 变 类 型 包 括

Ｃｏｄｏｎｓ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)、ＩＶＳ￣ＩＩ－６５４(Ｃ→Ｔ)、－２８(Ａ→
Ｇ)、ＩＶＳ１􀆰 ６(Ｔ→Ｃ)、－８７(Ｃ→Ｇ)等ꎬ其中 Ｃｏｄｏｎｓ４１ /
４２(￣ＣＴＴＴ)作为主要的突变体约占发病人群的 ３６％
以上ꎮ β 珠蛋白基因在哺乳动物中保守性较好ꎮ 由

于纯合敲除的小鼠致死性较高ꎬ加上缺乏特定的突

变体ꎬ应用性较差ꎮ 相比而言ꎬ携带人源化突变体

４８７
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注:Ａ:转基因鉴定引物扩增结果ꎬＭ:１００ ｂｐ ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒꎬＰ:阳性质粒对照ꎬＷＴ:野生型细胞对照ꎬ１~ ５:鉴定细胞克隆的编号ꎻ
Ｂ:基因型阳性和阴性细胞克隆的统计ꎮ

图 ４　 转基因阴阳性鉴定引物扩增结果

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ. Ｍ. １００ ｂｐ ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｍａｒｋｅｒ. Ｐ. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ. ＷＴ. Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｃｏｎｔｒｏｌ. １~
５. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｂ. Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ

注: Ａ:跨左端同源臂鉴定引物扩增结果ꎬＭ:１ ｋｂ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｍａｒｋｅｒꎬ１~６:鉴定细胞克隆的编号ꎻＢ:基因型阳性和阴性细

胞克隆的统计ꎮ

图 ５　 跨左端同源臂鉴定引物扩增结果

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍ. Ｍ. １ ｋｂ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ. １~６. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ
ｃｌｏｎｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｂ. Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍ

注:Ａ:跨右端同源臂鉴定引物扩增结果ꎬＭ:１ ｋｂ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｍａｒｋｅｒꎬ１~５:鉴定细胞克隆的编号ꎻＢ:基因型阳性和阴性细胞克隆的

统计ꎮ

图 ６　 跨右端同源臂鉴定引物扩增结果

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍ. Ｍ. １ ｋｂ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｍａｒｋｅｒ. １ ~ ５. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｂ. Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍ

５８７
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注:Ａ:猪野生型 ＨＢＢ 基因、人野生型 ＨＢＢ 基因及人突变型 ＨＢＢ 基因序列对比ꎻＢ:１５ 株定点敲入细胞株纯合子、杂合子鉴定结果ꎻＣ:定
点敲入细胞株人源化 ＨＢＢ 基因表达情况鉴定结果ꎮ

图 ７　 猪胎儿成纤维细胞 ｈＨＢＢ 基因型及基因表达检测

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ＨＢＢ ｇｅｎｅꎬ ｈｕｍａｎ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ＨＢＢ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｍｕｔａｎｔ ＨＢＢ ｇｅｎｅ. Ｂ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １５
ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｓｉｔｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｋｎｏｃｋ￣ｉｎ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ. Ｃ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ＨＢＢ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｋｎｏｃｋ￣ｉｎ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ｈＨＢＢ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｉｇ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

的杂合小鼠能较好模拟 β￣地贫的相关症状ꎬ同时包

含特定的人类突变位点ꎬ为基因治疗提供了理想的

靶点材料[４]ꎮ 然而ꎬ我们对小鼠、猪与人的 ＨＢＢ 基

因和蛋白氨基酸比对发现ꎬ小鼠、猪与人的 ＨＢＢ 蛋

白同源性分别为 ８０％和 ８５％ꎬ较小鼠而言猪与人

ＨＢＢ 遗传距离更近ꎮ 根据这些数据我们推测ꎬ无论

是研究 ＨＢＢ 基因功能ꎬ或是研究 ＨＢＢ 突变体致地

贫发病机制ꎬ利用猪为研究对象更能模拟其在人体

内的生物学本质ꎮ 且小鼠由于体型大小和生理生

化数据一致性的限制ꎬ并不是基因治疗最为理想的

疾病模型ꎮ 本研究采用同样的思路构建了携带人

源化 ＨＢＢ 基因突变体同源打靶载体ꎬ并利用两条靶

向切割猪内源 ＨＢＢ 基因的 ｓｇＲＮＡ 对其进行了敲

除ꎬ同时结合同源重组修复ꎬ使得携带了目的突变

体的人源 ＨＢＢ 基因准确地敲入到巴马猪胎儿成纤

维细胞基因组之中ꎮ 该方法制备的突变体敲入阳

性细胞可作为核供体ꎬ借助体细胞克隆技术ꎬ为下

一步创制携带缺陷型人源化 ＨＢＢ 基因的地贫模型

猪奠定基础ꎮ
本研究中ꎬ我们将 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 体系及同源重

组载体经电转染方式导入巴马猪胎儿成纤维细胞ꎬ
并结合 Ｇ４１８ 药物筛选获得单克隆细胞ꎮ 我们一共

鉴定了 ９９ 株单克隆ꎬ其中转基因阳性克隆 ６９ 株ꎬ效
率为 ６９􀆰 ７％ꎬ定点敲入人源化 ＨＢＢ 基因突变体的阳

性细胞 １５ 株ꎬ阳性率为 １５％ꎮ 在这些成功定点敲入

的细胞中 １ 株纯合ꎬ其余为杂合ꎬ单等位基因的同源

重组效率远高于双等位基因ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术的介导可提高同源重组效

率达千倍以上ꎬ远远高于传统基因打靶效率ꎬ相比

而言ꎬ我们的结果稍低于同类定点整合效率ꎮ 相关

研究表明定点整合效率与多种因素有关ꎬ如细胞类

型、同源臂的长短、细胞周期、转染效率等[１１－１５]ꎮ 从

细胞 ＤＮＡ 修复机制看ꎬ非同源末端连接修复和同源

重组修复同时存在ꎬ但在非分裂期的细胞中ꎬ细胞

会更偏向于非同源末端连接修复ꎬ如此一来ꎬ重组

效率在一定程度上受到了影响ꎬ人们常用 ＮＨＥＪ 的

抑制剂 Ｓｃｒ７ 或 ＨＤＲ 相关 ＲＡＤ５１ 激动剂 ＲＳ－１ꎬ从
而使同源重组修复效率显著提高[１６]ꎮ 在转染效率

方面ꎬ一方面ꎬ不同的转染方式会影响效率ꎬ慢病毒

或核转染比电转染、脂质体等其他转染方式效率更

高ꎻ另一方面ꎬ转染体系的构成在一定程度上也会

影响转染的效率ꎬ多个载体共转染较单个多基因表

达载体效率低[１７]ꎮ 当然ꎬ我们可以通过药物筛选或

流式细胞仪富集的方式来弥补转染效率的不足ꎬ从
而提高同源重组效率ꎮ

在同源臂长度研究方面ꎬ传统的基因打靶研究

表明同源臂长度与重组效率成 正 比[１８]ꎬ 但 在

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介导的 ＨＤＲ 中ꎬ同源臂的影响并不一

定是正相关ꎬ不同的研究有不同的结果ꎬ如 Ｌｉ 等[１９]

利用 ５’端 １􀆰 ２ × １０３ 同源臂长度ꎬ３’端 ５􀆰 ６ × １０３ 同

源臂长度的打靶载体结合 ＴＡＬＥＮ 技术在猪 Ｒｏｓａ２６
位点获得 ３１􀆰 ３％的整合效率ꎻＲｕａｎ 等[２０] 利用左右同

源臂长度均为 ０􀆰 ８ × １０３ 的载体结合 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
技术在猪 Ｈ１１ 位点获得 ２３％的整合效率ꎻ此外ꎬＸｉｅ
等[２１]的研究结果表示当 ５’端、３’端同源臂长度分别

为 ０􀆰 ５ × １０３ 和 １ × １０３ 时整合效率较高ꎬ能达到

２９􀆰 ６％ꎻ相比而言ꎬ我们打靶载体左臂 １􀆰 ０６２ × １０３ꎬ右
臂 １􀆰 ０２４ × １０３ꎮ 可见ꎬ同源臂的长短能在一定程度

６８７
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上影响同源重组效率ꎬ但并没有一致性的规律ꎮ
本研究以巴马猪胎儿成纤维细胞作为研究材

料ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑手段ꎬ制备出携带

人源化 ＨＢＢ 基因突变体的转基因阳性细胞株ꎮ 未

来ꎬ这些阳性细胞可作为核供体ꎬ为下一步创制携

带缺陷型人源化 ＨＢＢ 基因的地贫模型猪奠定基础ꎬ
也为人们研究地贫的发生机制和临床治疗提供珍
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