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　 　 【摘要】 　 目的　 本研究通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建 Ａｐｏｅ 基因敲除小鼠模型，以进一步探讨 Ａｐｏｅ 在血脂代

谢和形成动脉粥样硬化病症中的功能。 方法　 针对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 Ａｐｏｅ 基因设计 ２ 个 ｓｇＲＮＡ 靶位点，并将 ｓｇＲＮＡ
和 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 共同注入受精卵，移植至 ＩＣＲ 受体鼠，获得 Ｆ０ 代小鼠，通过提取鼠尾 ＤＮＡ 以及 ＰＣＲ 筛选，获得阳性

小鼠。 通过荧光定量逆转录 ＰＣＲ 法检测小鼠各组织中 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 表达水平。 检测小鼠血清中的血脂指标，并通

过油红 Ｏ 染色主动脉血管，以检测动脉内膜脂质的积聚。 结果　 ＰＣＲ 及测序结果确认成功构建了 Ａｐｏｅ 基因敲除

小鼠（Ｃ５７ＢＬ ／ ６⁃Ａｐｏｅｅｍ１ ／ Ｎｉｆｄｃ，简称 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠）；实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ 实验结果显示，Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠

（Ａｐｏｅ－ ／ －）的肝、大脑、脾、肾和肺组织中的 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 显著降低；血清总胆固醇、低密度脂蛋白胆固醇水平显著升

高，且雄性小鼠的血清高密度脂蛋白胆固醇水平显著降低；主动脉血管油红 Ｏ 染色显示，在相同且食用正常饲料条

件下，野生型（ｗｉｌｄ⁃ｔｐｙｅ，ＷＴ）小鼠无脂质堆积，Ａｐｏｅ－ ／ －小鼠则呈现大量红色脂质斑块。 结论　 本研究成功构建 Ａｐｏｅ
基因敲除小鼠，该纯合子小鼠在非高脂饲料下呈典型的异常血脂代谢及主动脉内膜脂质积聚特征，为 Ａｐｏｅ ＫＯ 小

鼠资源提供了背景数据，为血脂代谢异常表型研究提供新模型。
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　 　 维持正常的胆固醇水平对于哺乳动物细胞功

能和活力至关重要［１］。 胆固醇水平的升高是造成

多种疾病的重要危险因素。 脂类不溶于水，需要与

载脂蛋白结合，实现在血浆中正常运输。 载脂蛋白

Ｅ（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ，Ａｐｏｅ）是一种多态性蛋白参与脂

蛋白的转化与代谢过程，是极低密度脂蛋白（ ｖｅｒｙ
ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＶＬＤＬ）和高密度脂蛋白（ｈｉｇｈ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）的组成部分，在脂蛋白和胆

固醇的代谢和再分布中起着重要作用［２］。 Ａｐｏｅ 主

要在肝和大脑中合成［３］，当 Ａｐｏｅ 功能失调或缺失

时，人类［４］和动物模型［５］ 会出现严重的高脂血症。
在 Ａｐｏｅ 敲除小鼠中［６］，动脉粥样硬化会自行发展，
是动 脉 粥 样 硬 化 的 理 想 模 型。 自 从 １９９２ 年

ＰＩＥＤＲＡＨＩＴＡ 等［６］首次通过胚胎干细胞打靶技术

失活 Ａｐｏｅ 基因之后，大量研究揭示了 Ａｐｏｅ 的基因

功能［７－１２］，其在心血管系统、神经系统、呼吸系统、免
疫系统、骨细胞发育和代谢发育等多种生理功能中

都起着重要作用。 虽然 Ａｐｏｅ 基因敲除小鼠在国内

外使用较为广泛，但多从国外引进，在商业化应用

或药物研发领域可能存在知识产权限制。 因此，本
文通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建了 Ａｐｏｅ 基因敲除小

鼠模型（Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠），检测分析了 Ａｐｏｅ 对血脂

代谢以及诱导动脉粥样硬化的功能作用，为 Ａｐｏｅ 体

内功能及靶向机制研究提供模型资源。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２０ 只 １５ ～ ２０ ｇ 的 ４ ～ ６ 周龄 ＳＰＦ 级雌性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，２０ 只 ３０ ～ ３５ ｇ 的 １０ ～ １２ 周龄

ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠和 １０ 只 ２５ ～ ３０ ｇ 的 ６
～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 ＩＣＲ 小鼠由中检院实验动物资

源所繁育并提供【ＳＣＸＫ（京）２０２２－０００２】，饲养于本

单位实验动物资源研究所屏障环境中【ＳＹＸＫ（京）

２０２２－００１４】。 饲养期间给予小鼠标准饲料（武汉市

万千佳兴生物科技有限公司）及灭菌自来水。 饲养

环境：室温 ２０ ～ ２６ ℃，相对湿度 ４０％ ～ ７０％，照明

１２ ｈ 明 ／ １２ ｈ 暗。 所有操作均符合本单位实验动物

伦理学要求（中检动（福）第 ２０２４（Ｂ）０１１ 号）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ｍＭＥＳＳＡＧＥ ｍＭＡＣＨＩＮＥ Ｔ７ 转 录 试 剂 盒

（ＡＭ１３４４）、多聚腺苷酸加尾试剂盒 （ ＡＭ１３５０）、
ＭＥＧＡｓｈｏｒｔｓｃｒｉｐｔ Ｔ７ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ （ ＡＭ１３５４） 和

ＭＥＧＡｃｌｅａｒ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｃｌｅａｎ⁃Ｕｐ Ｋｉｔ （ ＡＭ１９０８） 均

购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ；ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ ｋｉｔ （ ７４１０４） 购于

ＱＩＡＧＥＮ；ＲＮＡ 提取试剂 （ＡＮ３０３０７Ａ）、ＲＴ⁃ＰＣＲ 试

剂 盒 （ ＡＭ８１６８０Ａ ） 和 荧 光 定 量 ＰＣＲ 试 剂 盒

（ ＡＭ８１７７６Ａ ） 购 于 ＴａＫａＲａ； 油 红 Ｏ 试 剂 盒

（０８０３Ａ２２）购于 ＬＥＡＧＥＮＥ。
微量定量注射仪（ＦｅｍｔｏＪｅｔ ４ｉ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；显微

镜注射系统（ ＩＸ７１，ＯＬＹＭＰＵＳ）；荧光定量 ＰＣＲ 仪

（ ＬＣ４８０ Ⅱ， Ｒｏｃｈｅ ）； 超 微 量 分 光 光 度 计

（ Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００， Ｔｈｅｒｍｏ）； 体视显微镜 （ ＳＭ２７４５，
Ｎｉｋｏｎ）；冷冻离心机（３⁃１８ＫＳ，Ｓｉｇｍａ）；ＰＣＲ 扩增仪

（Ｋ９６０， Ｈｅａｌ Ｆｏｒｃｅ）； 全自动生化分析仪 （ ７１８０，
ＨＩＴＡＣＨＩ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠 Ａｐｏｅ 基因敲除策略

小鼠 Ａｐｏｅ 基因定位于小鼠 ７ 号染色体，含有 ４
个外显子。 如图 １ 所示，根据小鼠 Ａｐｏｅ 基因结构，
在 ２ 号和 ３ 号外显子分别设计 ２ 个 ｓｇＲＮＡ 靶位点，
通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 编辑技术敲除 ２ 号和 ３ 号外显

子部分序列后，使得 Ａｐｏｅ 蛋白无法正常翻译，构建

基因缺失模型。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｓｇＲＮＡ 的体外合成及转录

小鼠 Ａｐｏｅ 基因 Ｇｅｎｅ ＩＤ（ＮＣＢＩ）：１１ ８１６ 定位于

小鼠 ７ 号染色体 （ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ７： １９， ４３０， ０３４⁃１９，
４３３， １１３， Ｅｎｓｅｍｂｌ： ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００２９８５ ）， 全 长
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图 １　 Ａｐｏｅ 基因敲除小鼠构建策略

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ Ａｐｏｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ

４５１８ ｂｐ，包含 １１ 个转录本，Ａｐｏｅ⁃２０６ 转录本长度为

１４０８ ｂｐ，有 ４ 个外显子。 根据敲除模型设计原则，
选择共有转录本的 ２ 号外显子和 ３ 号外显子作为敲

除区域。 在 ２ 号和 ３ 号外显子的上下游分别设计 ２
个 ｓｇＲＮＡ 靶位点，通过在线网站 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｃｔｏｐ． ｃｏｓ．
ｕｎｉ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ ／设计获得 ｓｇＲＮＡ 序列（如表 １ 所

示）。 并在 ｓｇＲＮＡ 设计后通过网站 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｒｇｅｎｏｍｅ． ｎｅｔ ／检测其是否存在潜在脱靶位点，确保

该 ｓｇＲＮＡ 仅有一个目标靶点。

表 １　 ｓｇＲＮＡ 序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 ｓｇＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｓｇＲＮＡ 靶序列

ｓｇＲＮＡ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
序列信息（５’－３’）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（５’－３’）

ｓｇＲＮＡ１ Ｆ：ＴＡＧＧＴＡＴＧＧＡＧＣＡＡＧＧＡＣＴＴＧＣＴＧ
Ｒ：ＡＡＡＣＣＡＧＣＡＡＧＴＣＣＴＴＧＣＴＣＣＡＴＡ

ｓｇＲＮＡ２ Ｆ：ＴＡＧＧＧＣＡＧＧＣＣＣＴＧＡＡＣＣＧＣＴＴＣＴ
Ｒ：ＡＡＡＣＡＧＡＡＧＣＧＧＴＴＣＡＧＧＧＣＣＴＧＣ

　 　 引物合成后经退火连接后使用 ＢｂｓⅠ酶切 ｐＴ７
质粒，然后克隆转化，次日挑取 ４ 个菌落进行质粒提

取，并进行测序验证。 以测序正确的 ｓｇＲＮＡ 质粒为

模板进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 条件：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；９５ ℃
３０ ｓ，５５ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １５ ｓ，共 ３０ 个循环，反应程序

结束后于 ４ ℃保存。 ＰＣＲ 扩增产物加入 ２ 倍体积

无水乙醇，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃去上清，加
入 ５００ μＬ ７０％乙醇清洗 ２ 次，然后将沉淀溶解于 ３０
μＬ ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ 水 中。 使 用 ＭＥＧＡｓｈｏｎｓｃｒｉｐｔ Ｔ７
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ 进行体外转录，于 ３７ ℃孵育 ４ ｈ，然
后 加 入 ＤＮａｓｅ 消 化 ２０ ｍｉｎ， 使 用 ＭＥＧＡｃｌｅａｒ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｃｌｅａｎ⁃Ｕｐ Ｋｉｔ 纯化产物，经进一步浓缩

并分装存于－８０ ℃备用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 的体外转录

采用 ｐｘ３３０ 质粒为模板，采用 Ｈｉｎｄ Ⅲ酶进行酶

切，电泳跑胶回收后，最终加入 ３０ μＬ ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ 水

溶 解。 以 回 收 产 物 为 模 板， 利 用 ｍＭＥＳＳＡＧＥ
ｍＭＡＣＨＩＮＥ Ｔ７ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｋｉｔ 进行体外转录，于
３７ ℃孵育 ２ ｈ，然后加入 ＤＮａｓｅ 消化 ２０ ｍｉｎ，再使用

Ｐｏｌｙ（Ａ） Ｔａｉｌｉｎｇ ｋｉｔ 加尾 ５０ ｍｉｎ，最后使用 ＲＮｅａｓｙ
Ｍｉｎｉ ｋｉｔ 对产物进行纯化，再经浓度测定后分装存于

－８０ ℃备用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 显微注射及胚胎移植

４ ～ ６ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌性小鼠超数排卵后与雄

鼠合笼，挑选见栓雌鼠，剖开腹腔，在输卵管壶腹部

收集受精卵细胞。 将构建好的 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ 于冰上解冻，混合浓度为 ｓｇＲＮＡ ５０ ｎｇ ／ μＬ，
Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ １００ ｎｇ ／ μＬ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ４０ ｍｉｎ，
吸取上清，见图 ２。 用吸管吸取液体从注射针后端

注入尖端，进行显微注射。 操作成功的囊胚放入胚

胎培养液中，３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养 ３０ ～ ６０ ｍｉｎ，随后

快速移植到假孕母鼠的子宫内，缝合后将移植鼠饲

养于 ＩＶＣ 环境中。 移植鼠产出 Ｆ０ 代小鼠后通过剪

尾进行基因型鉴定与筛选。
１􀆰 ２􀆰 ５ 　 实 时 荧 光 定 量 逆 转 录 ＰＣＲ （ ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）

分别取 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠与同窝野生型小鼠组

织用于 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测。 使用 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 提取组织

ＲＮＡ，并检测 ＲＮＡ 浓度及纯度，测定 ＯＤ２６０ ｎｍ ／ ＯＤ２８０ ｎｍ

及 ＯＤ２６０ ｎｍ ／ ＯＤ２３０ ｎｍ 的值在 １􀆰 ８ ～ ２􀆰 ２ 的范围内，反转

录合成 ｃＤＮＡ 后，以 Ｇａｐｄｈ 为内参采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 技

术对其进行表达量的测定。 反应的条件设置：９５ ℃
５ ｍｉｎ；９５ ℃ １０ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ（４０ 个循环）；９５ ℃ １５ ｓ，
６０ ℃ ６０ ｓ， ９５ ℃ １５ ｓ。 反应结果使用 ＬＣ４８０ Ｓｏｆｔｗａｒｅ
１􀆰 ５ 软件收集、分析。 所有的样品都在同一块板中做

３ 次重复，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物如表 ２ 所示。
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图 ２　 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠构建流程

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ａｐｏｅ ＫＯ ｍｉｃｅ

表 ２　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列信息（５’－３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（５’－３’）

解链温度 ／ ℃
Ｔｍ ／ ℃

ＧＣ 含量 ／ ％
ＧＣ ／ ％

产物长度 ／ ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

Ａｐｏｅ Ｆ：ＣＣＧＴＧＣＴＧＴＴＧＧＴＣＡＣＡＴＴ ５８􀆰 ６７ ５２􀆰 ６３
Ｒ：ＣＡＧＧＧＴＴＧＧＴＴＧＣＴＴＴＧＣ ５７􀆰 ２４ ５５􀆰 ５６

９１

Ｇａｐｄｈ Ｆ：ＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ ５９􀆰 ４８ ５５􀆰 ００
Ｒ：ＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡ ６０􀆰 ６１ ５５􀆰 ００

９７

１􀆰 ２􀆰 ６　 血脂水平测定

注射 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的舒泰，小鼠麻醉后采集血

液，全血静置 １ ～ ２ ｈ，待血液充分凝固后离心分离

得到 血 清， 使 用 全 自 动 分 析 仪 以 及 胆 固 醇

（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，Ｃｈｏｌ）、甘油三酯（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、低
密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 （ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＬＤＬ⁃Ｃ） 和高密度脂蛋白胆固醇 （ ｈｉｇｈ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ⁃Ｃ）试剂盒对血清

进行血脂指标检测。

表 ３　 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠的筛选流程

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｆｏｒ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏｅ ＫＯ ｍｉｃｅ

品系
Ｓｔａｉｎ

胚胎移植数 ／ 个
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ／ ｎｕｍｂｅｒｓ

新生小鼠数 ／ 只
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｏｒｎ
ｍｉｃｅ ／ ｎｕｍｂｅｒｓ

敲除阳性小鼠数 ／ 只
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｋｎｏｃｋ⁃ｏｕｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｍｉｃｅ ／ ｎｕｍｂｅｒｓ

筛选阳性小鼠数 ／ 只
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｉｃｅ
ｗａｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ／ ｎｕｍｂｅｒｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ８０ ３０ ５ ２

１􀆰 ２􀆰 ７　 动脉粥样硬化特征检测

将小鼠仰卧位固定于解剖台，麻醉后剪开胸

腔，充分暴露心脏。 将连有生理盐水的输液器针头

自心尖部插入左心室，在右心耳剪开一小口进行全

身灌流。 灌流完成后分离主动脉并置于 ４％的甲醛

中固定，固定后将血管外部的多余脂肪分离干净。
将 Ｖａｎｎａｓ 弹簧剪自升主动脉断口处伸入血管管腔

内，沿主动脉弓大弯侧剖开整个主动脉。 将剖开的

主动脉内膜面朝上展开并进行固定。 ６０％异丙醇浸

洗 ２０ ～ ３０ ｓ 后加入改良油红 Ｏ 染色液，密闭染色

１０ ～ １５ ｍｉｎ。 再置入 ６０％异丙醇稍洗去除染液，蒸
馏水复洗。 最后固定血管后拍照，分析阳性斑块的

数量。
１􀆰 ３　 统计学分析

用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 和 Ｇｒａｐｈｐａｄ ８􀆰 ０ 软件进行统计学

分析，数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采用 ｔ
检验分析。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结 果

２􀆰 １　 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠的造模

如表 ３ 所示，将显微注射后的 ８０ 枚受精卵移植

到假孕母鼠的子宫内，产仔后获得 ３０ 只 Ｆ０ 代小鼠，
通过 ＰＣＲ 结果显示共有 ５ 只小鼠的靶位点发生非

同源重组修复，导致碱基发生随机缺失（图 ３Ａ）。
对 ＰＣＲ 产物进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序，５ 只敲除小鼠分别为

２ 号 （雌性，敲除 ９３４ ｂｐ），１３ 号 （雄性，敲除 ７７３
ｂｐ），１８ 号（雄性，敲除 ６０３ ｂｐ），２１ 号（雄性，敲除

４３７ ｂｐ），２７ 号（雌性，敲除 ７２１ ｂｐ）（图 ３Ｂ ～ ３Ｇ）。
根据 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 的工作原理一般会在 ＰＡＭ 序列
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注：Ａ：ＰＣＲ 鉴定 Ｆ０ 代小鼠基因型，野生型条带大小：１１４７ ｂｐ，敲除片段大小分别为 ９３４ ｂｐ，７７３ ｂｐ，６０３ ｂｐ，４３７ ｂｐ，７２１ ｂｐ；Ｂ：Ｆ０ 代小鼠

测序比对；Ｃ ～ Ｇ：５ 只 Ｆ０ 代 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠的 Ｓａｎｇｅｒ 测序峰图。

图 ３　 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠筛选

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｆ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ． Ｓｉｚｅ ｏｆ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｂａｎｄ ｗａｓ １１４７ ｂｐ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｂａｎｄ ｗａｓ ９３４ ｂｐ，

７７３ ｂｐ， ６０３ ｂｐ， ６７７ ｂｐ， ７２１ ｂｐ． Ｂ． Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｆ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｅ． Ｃ ～ Ｇ． Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｅａｋ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｆ０ ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ａｐｏｅ

ＫＯ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ａｐｏｅ ＫＯ ｍｉｃｅ
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上游的第 ３ 个碱基进行断裂，因此根据两条 ｓｇＲＮＡ
可以预测目标敲除条带是 ６０５ ｂｐ，以上敲除小鼠大

都在目标片段附近。 之前的研究表明，在阳性小鼠

的筛选中，通常优先选取雄性且非 ３ 的整倍数碱基

敲除的小鼠［１３］。 因此，选择了其中的 １３ 号和 ２１ 号

阳性小鼠进行扩繁，本研究中使用 ２１ 号阳性小鼠进

行实验。 将 ２１ 号 Ｆ０ 代小鼠与野生型小鼠交配，获
得 Ｆ１ 代小鼠，通过 ＰＣＲ 筛选出 Ａｐｏｅ ＫＯ 杂合小鼠

（Ａｐｏｅ＋ ／ －）（图 ４Ａ）。 最后通过 Ｆ１ 代杂合小鼠自交

获得 Ｆ２ 代 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯和小鼠（Ａｐｏｅ－ ／ －），ＰＣＲ 结果

如图 ４Ｂ 所示。 野生型条带大小为 １１４７ ｂｐ，敲除鼠

条带大小为 ６７７ ｂｐ。

注：Ａ：Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠繁殖策略；Ｂ：Ｆ２ 代小鼠 ＰＣＲ 鉴定小鼠基因型。

图 ４　 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠的繁殖与鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ Ａｐｏｅ ＫＯ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｏｆ Ｆ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏｅ－ ／ － ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 相对表达量的变化

为了验证敲除效率，在 Ａｐｏｅ 基因的第 ２ 号外显

子和第 ３ 号外显子设计上下游引物，利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
检测 ３ ～ ４ 月龄小鼠组织中的 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 表达水

平，如图 ５ 所示，与野生型小鼠相比，Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合

小鼠的肝、脾、肺、肾和大脑组织中的 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 表

达水平显著降低，几乎检测不到 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 的表

达，这表明 Ａｐｏｅ 基因被成功敲除，并获得了 Ａｐｏｅ
ＫＯ 纯合小鼠。
２􀆰 ３　 小鼠血脂代谢的变化

通过检测 ３ ～ ４ 月龄小鼠血清中各项血脂代谢

的指标，结果如图 ６ 所示，虽然 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠

的甘油三酯水平与野生型小鼠无明显差异，但总胆

固醇水平显著升高。 同时测量了 ＬＤＬ⁃Ｃ 与 ＨＤＬ⁃Ｃ，
发现 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠血清中的 ＬＤＬ⁃Ｃ 显著升高，
但 ＨＤＬ⁃Ｃ 没有显著的变化，进一步分析发现，Ａｐｏｅ
ＫＯ 纯合雄性小鼠的血清 ＨＤＬ⁃Ｃ 显著降低，而雌性

小鼠无显著性差异。 这表明 Ａｐｏｅ 基因会影响血脂

代谢，并且对雄性小鼠的影响更大。
２􀆰 ４　 小鼠主动脉血管的脂质积聚

解剖 ３ ～ ４ 月龄的小鼠，油红 Ｏ 染色其主动脉

血管，如图 ７Ａ 所示，野生型小鼠的主动脉血管干净

平滑，无任何油红 Ｏ 阳性脂质斑块，而同龄的 Ａｐｏｅ

注：与野生型小鼠相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ５　 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠中 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 的表达

水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｍｉｃｅ，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
Ａｐｏｅ－ ／ － ｍｉｃｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ４）

ＫＯ 纯合小鼠的主动脉内壁附着有油红 Ｏ 染色阳性

红色的脂质斑块，如图 ７Ａ 箭头所指，Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合

小鼠的主动脉弓、降主动脉和血管交界处都分布着

红色脂质斑块。 同时对野生型小鼠、Ａｐｏｅ 敲除组小

鼠的油红 Ｏ 染色阳性斑块数量统计发现，二者存在

显著性差异（图 ７Ｂ）。 这些结果表明即使在没有高

脂饲料饲喂的情况下，Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠在 ３ ～ ４ 月

龄的时候就能够形成早期动脉粥样硬化的特征。
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注：Ａ：ＴＧ 水平比较；Ｂ：Ｃｈｏｌ 水平比较；Ｃ：ＬＤＬ⁃Ｃ 水平比较；Ｄ：ＨＤＬ⁃Ｃ 水平比较；Ｅ：雄性ＨＤＬ⁃Ｃ 水平比较；Ｆ：雌性ＨＤＬ⁃Ｃ 水平比较；与野

生型小鼠相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ６　 ３ ～ ４ 月龄 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠与同龄野生型小鼠血脂比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＧ ｌｅｖｅｌｓ． Ｂ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃｈｏｌ ｌｅｖｅｌ． Ｃ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＬＤＬ⁃Ｃ ｌｅｖｅｌｓ． Ｄ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＤＬ⁃Ｃ ｌｅｖｅｌｓ． Ｅ．

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＤＬ⁃Ｃ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ． Ｆ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＤＬ⁃Ｃ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｆａｍａｌｅ ｍｉｃｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｍｉｃｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ａｐｏｅ－ ／ － ｍｉｃｅ ａｎｄ ＷＴ ｍｉｃｅ ａｔ ３ ～ ４ ｍｏｎｔｈｓ ａｇｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

注：Ａ：主动脉根部油红 Ｏ 染色；箭头：油红 Ｏ 阳性染色斑块；Ｂ：主动脉血管油红 Ｏ 阳性染色斑块数量统计。

图 ７　 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠与野生型小鼠血脂主动脉根部油红 Ｏ 染色（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｏｒｔａ ｒｏｏｔ． Ａｒｒｏｗ． Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｐｌａｑｕｅ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｏｒｔａ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｐｌａｑｕｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｏｒｔａ ｒｏｏｔ ｏｆ Ａｐｏｅ－ ／ － ｍｉｃｅ ａｎｄ ＷＴ ｍｉｃｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
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３　 讨论

人类疾病与基因功能密切相关，研究基因的功

能是当今生命科学领域的重要内容。 通过基因编

辑技术构建特定基因的敲除模型，不仅仅为某种疾

病提供模型工具，也是研究基因功能的首选方法。
其中基因编辑的小鼠模型已被广泛应用于多种研

究领域，由于小鼠与人有 ９０％同源基因，因此这些

基因功能可以类推至人类身上［１４］。 Ａｐｏｅ 是一种多

功能蛋白，作为血浆脂蛋白的组分在脂质运输中起

着重要作用［４］。 有研究表明，通过胚胎干细胞同源

重组构建了的靶向缺失 Ａｐｏｅ 小鼠在动脉树的许多

部位会自发动脉粥样硬化性病变［５］。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术是通过 ｓｇＲＮＡ 引

导能够对目标基因内特定位点进行精确修饰，是一

种简单、高效且经济实惠的基因组编辑技术［１５］。 在

本研究中通过设计两条 ｓｇＲＮＡ 能够预测敲除位置

以及片段大小，造成靶位点中间区域片段的缺失，
相比于单一 ｓｇＲＮＡ 能够实现更高的敲除效率以及

可控性。 在胚胎移植后通过 ＰＣＲ 和测序筛选 Ｆ０ 代

的阳性敲除小鼠，一般选择符合所设计的 ｓｇＲＮＡ 预

期敲除片段大小的小鼠，排除敲除片段大小为 ３ 的

倍数的小鼠，同时保留多个 Ｆ０ 代小鼠传代繁殖，以
保证能够扩繁稳定的敲除小鼠群体，由于雄性小鼠

在扩繁中的相对优势，可以优先考虑雄性小鼠作为

Ｆ０ 代小鼠。 在本研究中，选择了 ４３７ ｂｐ 片段敲除的

２１ 号 Ｆ０ 代小鼠进行传代，在 Ｆ２ 代获得纯合的 Ａｐｏｅ
ＫＯ 小鼠。 有研究表明，Ａｐｏｅ 在多个组织中都有所

表达，其中肝细胞是 Ａｐｏｅ 蛋白的主要合成位点［１６］。
通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测到 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 在野生型小鼠的

肝、脾、肺、肾和大脑表达，尤其在肝中的表达最高，
与之前的研究结果一致，而敲除 Ａｐｏｅ 基因的纯合子

小鼠的组织几乎检测不到 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 的表达，这证

明敲除小鼠模型的构建是成功的。
Ａｐｏｅ 作为血浆脂质水平的关键调节因子，能够

参与血浆脂质含量的稳态控制。 对小鼠血清胆固

醇水平检测结果显示 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠胆固醇、
ＬＤＬ⁃Ｃ 水平显著升高，雄性 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠 ＨＤＬ⁃
Ｃ 水平显著降低，以及 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠主动脉内

壁形成的脂质累积，这都是动脉粥样硬化的早期表

征［１７］。 小鼠的动脉粥样硬化以时间依赖性方式发

展动脉病变，因此在血脂和血管的检测中小鼠年龄

选择也尤为重要，本研究选取的 ３ ～ ４ 月龄小鼠处

于动脉粥样硬化的早期进程，有文献表明在 ８ ～ ９
月龄小鼠中动脉能观察到更广泛病变分布［１８］，在 １
岁时出现晚期动脉粥样硬化病变，能够获得更好的

病理学表征［１９］。 在动脉粥样硬化疾病的小鼠模型

构建中，Ａｐｏｅ 基因缺失小鼠会自发形成动脉粥样硬

化，但通常在研究中会通过高脂肪饮食加速 Ａｐｏｅ
ＫＯ 小鼠动脉粥样硬化进程，更好地模拟人类饮食

依赖性动脉粥样硬化的表征［２０］。 而本研究中，在正

常的、非高脂饲料情况下，即可观察到典型的脂质

斑块表型，意味着本模型可以用于动脉粥样硬化

研究。
综上，本研究通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术

成功构建 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠模型，并对其在血脂代谢以

及血管病变中的功能进行了初步研究，发现 Ａｐｏｅ 在

血液中维持胆固醇稳态和清除乳糜微粒的功能，可
以模拟动脉粥样硬化的发展病程。 另外，Ａｐｏｅ 在神

经、血管等许多疾病中都有着重要的作用，本研究

提供了新的 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠模型，并且在传代 ４ 代之

后依然能够正常繁殖以及保持稳定的表型，为更好

地研究 Ａｐｏｅ 在疾病中的功能提供了基础。
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