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［作者简介］张静远，女，助教，硕士，研究方向：实验动物学。 Ｅｍａｉｌ：４５７５４１７３４＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］崔淑芳，女，教授，研究方向：实验动物资源开发与疾病动物模型研究。 Ｅｍａｉｌ：ｙｏｕｎｇｓｔａｒ＿ｓｆ＠ １６３． ｃｏｍ

基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统构建裸鼹鼠 ＨＩＦ⁃１α 基因
敲除质粒及其功能验证

张静远，姜晓龙，崔淑芳∗

（海军军医大学基础医学院实验动物学教研室，上海　 ２００４３３）

　 　 【摘要】 　 目的　 利用簇状规则间隔回文重复序列（ＣＲＩＳＰＲ） ／ Ｃａｓ９ 基因编辑系统构建质粒并敲除裸鼹鼠皮肤

成纤维（ＮＭＲ ｓｋｉｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＮＳＦ）细胞 ＨＩＦ⁃１α 基因，为研究裸鼹鼠的耐低氧机制及缺氧相关疾病的发生发展机制

提供体外细胞模型。 方法　 针对裸鼹鼠 ＨＩＦ⁃１α 基因的 １ ～ ４ 号外显子区域设计 ４ 对 ｓｇＲＮＡ 序列，并成功构建表

达质粒。 筛选得到最优 ｓｇＲＮＡ 后，转染 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞收集上清液测定病毒滴度。 前期用 ｐＬｅｎｔｉ⁃Ｃａｓ９（ｂｌａｓｔ）病毒

感染 ＮＳＦ 细胞，后用制备的 ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｇＲＮＡ 病毒感染表达 Ｃａｓ９ 蛋白的 ＮＳＦ 细胞。 经药筛后观察荧光表达，同时提

取细胞 ｇＤＮＡ 和蛋白。 通过 Ｔ７Ｅ１ 酶和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＮＳＦ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α 基因变化及蛋白表达情况。 结果

Ｓａｎｇｅｒ 测序显示，所设计的 ｓｇＲＮＡ 成功插入到 ｐＸ４５９ 和 ｐＫＬＶ２⁃Ｕ６⁃ｓｇＲＮＡ２ 载体上，序列验证正确，重组质粒构建

成功；Ｔ７Ｅ１ 酶切实验成功切除 ３ 条带，ｓｇＲＮＡ 的打靶效率为 ５４％，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果表明，经药筛后的裸鼹鼠 ＮＳＦ
细胞 ＨＩＦ⁃１α 基因敲除成功，蛋白水平显著降低（Ｐ ＝ ０􀆰 ００１９）；且未发现 ＨＩＦ⁃１α 敲除细胞形态的明显变化，基因敲

除对细胞增殖能力无明显影响。 结论　 成功构建靶向裸鼹鼠 ＨＩＦ⁃１α 基因的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 质粒，且质粒靶向敲除

ＨＩＦ⁃１α 基因功能验证成功，将有利于裸鼹鼠耐低氧机制研究，并为人类缺氧相关疾病防治提供理论依据。
【关键词】 　 裸鼹鼠；ＨＩＦ⁃１α；基因敲除；ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｎｄ ｋｎｏｃｋ ｏｕｔ ＨＩＦ⁃１α ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｎ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔ ｓｋｉｎ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ （ＮＳＦ）ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｇｅｎｏｍｉｃ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ
ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｉｎ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔｓ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｗｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｏｕｒ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ （ ｓｇＲＮＡ） ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｅｘｏｎｓ １ ～ ４ ｏｆ ｔｈｅ ＮＳＦ ＨＩＦ⁃１α
ｇｅｎｅ ａｎｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ． Ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｓｇＲＮＡ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ． Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｓｇＲＮＡｓ
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ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＮＳＦ ｃｅｌｌｓ ｗｈｉｃｈ ｅｘｐｒｅｓｓ Ｃａｓ９ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｐｒｏｔｏｃｏｌ． Ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ａｎｄ ＨＩＦ⁃１α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＳＦ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎｄ Ｔ７ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ １ （Ｔ７Ｅ１） ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｓｇＲＮＡ ｗａｓ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｐＸ４５９ ａｎｄ ｐＫＬＶ２⁃Ｕ６⁃ｓｇＲＮＡ２ ｖｅｃｔｏｒｓ， ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ． Ｔ７Ｅ１ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｒｅｍｏｖｅｄ ｔｈｒｅｅ ｂａｎｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｇＲＮＡ ｗａｓ ５４％．
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＨＩＦ⁃１α ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｋｎｏｃｋｅｄ ｏｕｔ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ
ＮＳＦ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔｓ （Ｐ ＝ ０􀆰 ００１９）． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＨＩＦ⁃１α⁃ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌｓ
ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ａｎｄ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｈａｄ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｗｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎ ＨＩＦ⁃１α⁃ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ
ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔ； ＨＩＦ⁃１α； ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ； ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 裸鼹鼠（ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔ）是已知寿命最长的啮

齿类动物，最长寿命超过 ３０ 年，其生活方式类似于

蚂蚁为洞穴群居生物，每个社会群体可多达 ３００ 多

个社会成员［１］。 裸鼹鼠的这种生活方式使其可以

在低氧、高二氧化碳的环境中生存。 这种环境对于

人和大多数哺乳动物而言都是致命的，会导致缺氧

和高碳酸血症的发生［２－３］。 而裸鼹鼠表现出独特的

生理特征，可抵抗生活在这种环境中的不利影响。
其在缺氧环境中的优秀表现，吸引了很多学者的目

光，也逐渐成为缺氧性病症研究的模式生物［４］。
在生命体中约 １􀆰 ０％ ～ １􀆰 ５％的基因组受缺氧

的转录调控，缺氧诱导因子（ＨＩＦ）⁃１α 是调节这些基

因的转录因子，也是目前发现的唯一在特异性低氧

状态下发挥活性的转录因子［５］。 基因编辑技术是

一项可对生物基因组进行定向改造的新技术，是研

究基因功能的有利手段［６］。 随着对基因编辑技术

的不断探索，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统逐渐取代早期的

ＴＡＬＥＮ 和 ＺＦＮ 技术，其以特异性强、基因编辑设计

流程简化被广泛应用于多种物种的精确修饰［７－９］。
因此，本文以裸鼹鼠皮肤成纤维细胞（ＮＳＦ）为研究

对象，通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统对 ＨＩＦ⁃１α 进行敲除，
为裸鼹鼠耐低氧机制研究以及 ＨＩＦ⁃１α 在缺氧相关

疾病的深入研究提供体外细胞模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞和载体

裸鼹鼠皮肤成纤维细胞由本实验室保存；主要

载体 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ、 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｃａｓ９⁃ｂｌａｓｔ、 ｐＬｅｎｔｉ⁃
ｓｇＲＮＡ、ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ２． Ｇ 均为实验室前期留存的

载体。

１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

细胞培养所需胎牛血清（ ＦＢＳ）、青霉素 ／链霉

素、ＤＭＥＭ （低糖）、 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶均购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司；大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态购自天根生化

科技（北京）有限公司，ＤＮＡ 提取试剂盒、质粒提取

试剂盒购自美国 Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ 公司，转染试剂

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 购自赛默飞世尔科技（中国）有
限公司；抗体购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，嘌呤霉素、
杀稻瘟菌素购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司，引物合成及测序

委托上海生工生物工程有限公司进行。 三气培养

箱（Ｅｓｃｏ，新加坡）、倒置荧光显微镜（Ｌｅｉｃａ，德国）、
低温高速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）、电泳仪及转膜

系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）、凝胶成像系统（天能，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ｓｇＲＮＡ 的设计和合成

针对裸鼹鼠 ＨＩＦ⁃１α 基因序列及蛋白功能结构

域，使用 ＣＲＩＳＰＲ 在线设计工具，靶向 Ｅｘｏｎ１、Ｅｘｏｎ２、
Ｅｘｏｎ３、Ｅｘｏｎ４ 设计了 ４ 对 ｓｇＲＮＡ 引物， 分别为

ｓｇＲＮＡ１、ｓｇＲＮＡ２、ｓｇＲＮＡ３、ｓｇＲＮＡ４（见表 １），分别在

其两端加上 ＢｓｍＩ 酶酶切位点。 将序列送上海生工

生物工程有限公司合成。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｓｇＲＮＡ 筛选

将 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ 载体进行 ＢｓｍＩ 核酸内

切酶酶切，胶回收后得到线性载体，分别与退火完

成的 ｏｌｉｇｏｓ 进行连接，然后将连接产物转化至 ＤＨ５α
感受态细胞，经涂板过夜培养后挑取 ３ 个单克隆菌

落摇菌扩增，部分菌液测序鉴定，其他菌液进行质

粒抽提，将重组质粒命名为 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃
ｓｇＲＮＡ１、 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ２、 ｐＸ４５９⁃
ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ３、 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ４，
利用电化学转染的方法，按照 Ｎｅｏｎ 电转说明书进行

３０２
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　 　 　 　 　 　表 １　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 敲除 ＨＩＦ⁃１α 基因 ｓｇＲＮＡ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｋｎｏｃｋｓ ｏｕｔ ｔｈｅ ｓｇＲＮＡ ｐｒｉｍｅｒ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｇｅｎｅ

名称
Ｉｔｅｍｓ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５ ’－３’）

ｓｇＲＮＡ１⁃Ｆ ＣＡＣＣＧＣＴＣＴＴＴＧＣＴＴＣＧＣＣＧＡＧＡＴＣＴＧＧ
ｓｇＲＮＡ１⁃Ｒ ＡＡＡＣＣＣＡＧＡＴＣＴＣＧＧＣＧＡＡＧＣＡＡＡＧＡＧＣ
ｓｇＲＮＡ２⁃Ｆ ＣＡＣＣＧＧＣＣＣＴＧＧＡＴＧＧＣＴＴＴＧＴＴＡＴＧＧ
ｓｇＲＮＡ２⁃Ｒ ＡＡＡＣＣＣＡＴＡＡＣＡＡＡＧＣＣＡＴＣＣＡＧＧＧＣＣ
ｓｇＲＮＡ３⁃Ｆ ＣＡＣＣＧＡＧＡＡＡＡＧＴＣＴＴＧＣＴＡＴＣＴＡＧＡＧＧ
ｓｇＲＮＡ３⁃Ｒ ＡＡＡＣＣＣＴＣＴＡＧＡＴＡＧＣＡＡＧＡＣＴＴＴＴＣＴＣ
ｓｇＲＮＡ４⁃Ｆ ＣＡＣＣＧＣＣＡＡＡＡＧＡＧＧＴＧＧＡＴＡＴＧＴＣＴＧＧ
ｓｇＲＮＡ４⁃Ｒ ＡＡＡＣＣＣＡＧＡＣＡＴＡＴＣＣＡＣＣＴＣＴＴＴＴＧＧＣ

电转，工作模式为 ｐｒｏｇｒａｍ １，转染质粒用量为 １ μｇ，
后利用嘌呤霉素筛选阳性细胞。

在 ｓｇＲＮＡ 敲除靶点两端设计特异性检测引物

（见表 ２），对目的片段进行扩增，按照胶回收试剂盒

对目的片段进行回收，退火之后进行 Ｔ７Ｅ１ 酶切实

验，分别加入 ＮＥＢ ｂｕｆｆｅｒ２ ２􀆰 ５ μＬ、Ｔ７Ｅ１ 酶 １ μＬ、蒸
馏水 ２ μＬ，按照 ３７ ℃ １ ｈ、７５ ℃ ５ ｍｉｎ 进行反应，利
用 ２􀆰 ５％ 琼脂糖凝胶电泳鉴定酶切效果。 通过

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析电泳条带灰度值，并按照公式 ｆｃｕｔ
＝ （ｂ ＋ ｃ） ／ （ ａ ＋ ｂ ＋ ｃ） 和 ｉｎｄｅｌ （％） ＝ ［１ － （１⁃
ｆｃｕｔ） １ ／ ２］ × １００ 计算打靶效率，其中 ａ 是未被酶切条

带灰度值，ｂ 和 ｃ 是酶切条带灰度值。

表 ２　 引物信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
名称
Ｉｔｅｍｓ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５ ’－３’）

ＨＩＦ⁃１α⁃Ｆ⁃ｓｇ１ ＣＡＴＧＴＴＴＴＧＧＴＣＣＣＴＴＴＴＣＧ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｒ⁃ｓｇ１ ＡＴＧＣＡＧＣＣＡＧＧＣＡＡＡＣＴＡＴＴ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｆ⁃ｓｇ２ ＡＣＡＣＡＧＧＡＡＡＡＡＴＡＧＡＴＧＣＴＧＴＡＧ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｒ⁃ｓｇ２ ＣＡＴＴＴＣＣＴＣＡＴＧＧＴＣＡＣＡＣＧＧ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｆ⁃ｓｇ３ ＧＣＴＣＡＴＧＴＡＣＴＴＡＧＣＴＧＧＧＣＡ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｒ⁃ｓｇ３ ＧＧＣＴＴＣＡＧＧＡＴＡＴＡＴＣＡＴＴＣＴＧＴＴＣ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｆ⁃ｓｇ４ ＧＴＧＧＧＡＧＧＴＴＴＡＴＴＴＴＣＡＧＣＴＡＴＧＣ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｒ⁃ｓｇ４ ＣＴＧＡＣＧＴＧＧＡＡＡＣＣＴＡＡＧＣＣＡ

１􀆰 ２􀆰 ３　 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ 重组表达载体的构建与鉴定

将 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ 载体进行 ＢｓｍＩ 核酸内切酶酶

切，胶回收后得到线性载体，与优选的退火 ｓｇＲＮＡ
双链 ｏｌｉｇｏｓ 进行连接，然后将连接产物转化至 ＤＨ５α
感受态细胞，经涂板过夜培养后挑取 ３ 个菌落进行

单克隆摇菌扩增，部分菌液测序鉴定，其他菌液进

行质粒抽提，将重组质粒命名为 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ。
１􀆰 ２􀆰 ４　 慢病毒包装

取对数生长期、汇合度为 ７０％ ～ ８０％的 ＨＥＫ⁃
２９３Ｔ 细胞，分别将载体 ｐＬｅｎｔｉ⁃Ｃａｓ９（ｂｌａｓｔ）、重组质

粒 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ 各 １ μｇ 和慢病毒包装质粒 ｐｓＰＡＸ２
（０􀆰 ７５ μｇ）、ｐＭＤ２． Ｇ（０􀆰 ２５ μｇ）加入到 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培

养基（１２５ μＬ）和 Ｐ３０００（５ μＬ）的混合液中，充分混

匀制成质粒混合液备用。 将 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００（１０
μＬ）加入到 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基（２４０ μＬ）中，充分混

匀制成 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００⁃Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 混合液备用。
将两种混合液按照体积 １ ∶ １ 充分混匀，于室温静置

１０ ｍｉｎ。 然后将静置后的混合液缓按照每孔 ２５０ μＬ
的体积缓慢滴加到处于对数生长期、汇合度为 ７０％
～ ８０％的 ２９３Ｔ 细胞培养孔中。 轻柔混匀之后，于二

氧化碳细胞培养箱静置培养。 ４８ ｈ 后收集上清液，
超速离心后用 ０􀆰 ２２ μｍｏｌ ／ Ｌ 滤器过滤，测定病毒滴

度，立即使用或－８０ ℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ５　 裸鼹鼠 ＮＦＳ 细胞杀稻瘟菌素、嘌呤霉素筛

选浓度测定及慢病毒感染

从二氧化碳培养箱中取出处于对数生长期、汇
合度为 ７０％的裸鼹鼠 ＮＦＳ 细胞，ＰＢＳ 洗 １ 次，加入

适量 ０􀆰 ２５％胰酶消化，室温条件下进行离心，然后

加入细胞培养基进行重悬，充分混匀后进行细胞计

数。 将细胞按照 １０４ 个 ／孔的浓度均匀铺板，于培养

箱中静置培养 ２４ ｈ。 第 ２ 天按照 ０􀆰 ５、１􀆰 ０、１􀆰 ２、２􀆰 ０、
３􀆰 ０、４􀆰 ０、８􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 的浓度梯度配置含稻瘟菌素和

嘌呤霉素新鲜完全培养基并进行换液，每个浓度设

置 ３ 个复孔，继续培养 ４８ ｈ，选择能够完全杀死 ＮＦＳ
细胞的浓度作为杀稻瘟菌素的最适浓度。

培养 ＮＳＦ 细胞，取对数生长期的 ＮＳＦ 细胞接种

于六孔板， 待细胞融合度约 ３０％ 时， 加入适量

ｐＬｅｎｔｉ⁃Ｃａｓ９（ｂｌａｓｔ）慢病毒颗粒进行感染 ２４ ｈ，之后

进行杀稻瘟菌素筛选。 将筛选获得的阳性细胞传

代后，分别加入适量 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ 慢病毒颗粒再次

感染，２４ ｈ 后换嘌呤霉素筛选培养基继续培养观

察，７２ ｈ 后根据蓝色荧光蛋白表达情况，收集细胞

提取细胞总蛋白。
１􀆰 ２􀆰 ６　 细胞总蛋白的提取及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测

弃去细胞培养液，用 ４ ℃ ＰＢＳ 缓冲液冲洗细胞

２ 次，使用 ＲＩＰＡ 裂解液（含蛋白酶抑制剂）冰上静

置 ３０ ｍｉｎ。 使 用 细 胞 刮 刀 收 取 细 胞， 于 ４ ℃，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 １５ ｍｉｎ，留取上清。 使用

ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒对提取的蛋白浓度进行定量

分析，加入 ５ × Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ １００ ℃煮沸 ５ ｍｉｎ，之
后进行 ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳，恒流 ２００ ｍＡ 转

至孔径为 ０􀆰 ２２ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＶＤＦ 膜上，５％的脱脂奶

粉室温封闭 １􀆰 ５ ｈ。 分别加入特异性抗 ＨＩＦ⁃１α 抗体

４０２
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（１ ∶ １０００）与抗 ＧＡＰＤＨ 抗体（１ ∶ ５０００），于 ４ ℃条

件下静置 １２ ｈ，然后使用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次洗涤

１０ ｍｉｎ，然后于室温条件下静置 １􀆰 ５ ｈ，再次进行

ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次洗涤 １０ ｍｉｎ，最后通过化学发

光显影系统观察蛋白的表达情况。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＮＳＦ 细胞 ＨＩＦ⁃１α 基因敲除及脱靶的鉴定

利用 ｓｇＲＮＡ 敲除靶点两端设计特异性检测引

物，使用基因组试剂盒提取 ＮＳＦ 细胞基因组 ＤＮＡ，
以其为模板进行 ＰＣＲ 扩增，产物进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序，
并与参考序列进行对比。

图 １　 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ＨＩＦ１α⁃ｓｇＲＮＡ 重组质粒

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ＨＩＦ１α⁃ｓｇＲＮＡ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

１􀆰 ２􀆰 ８　 ＣＣＫ８ 检测细胞增殖活性

根据 ＣＣＫ８ 试剂盒说明书所示，使用 ＤＭＥＭ 将

细胞（野生型 ／基因敲除）分别稀释至每毫升 ２ × １０４

个，充分混匀后按照每孔 １００ μＬ 的体积接种到 ９６
孔培养板中，空白孔只加 ＤＭＥＭ，每组设置 ３ 个复

孔，于二氧化碳培养箱静置培养过夜后，按照每孔

１０ μＬ 的体积加入 ＣＣＫ⁃８ 试剂，孵育 ２ ｈ 后通过酶

标仪检测在 ４５０ ｎｍ 波长处的吸光度（ＯＤ４５０）。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５２ｐ 软件进行灰度分析，向软件

中导入 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 条带图片，并将其转化为灰度

图片，消除图片背景影响后选定区域进行灰度值测

定，然后将目的蛋白的灰度值除以内参蛋白的灰度

值。 数据用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 进行绘图及单因素方

差分析（ＡＮＯＶＡ），Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １ 　 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ＨＩＦ１α⁃ｓｇＲＮＡ 质粒鉴

定和 ｓｇＲＮＡ 筛选

针对 ＨＩＦ⁃１α 基因序列，设计 ４ 对 ｓｇＲＮＡ 序列

（ｓｇＲＮＡ１、ｓｇＲＮＡ２、ｓｇＲＮＡ３、ｓｇＲＮＡ４），测序结果与

所设计的 ｓｇＲＮＡ 序列一致，说明 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃
ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ１、 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ２、 ｐＸ４５９⁃
ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ３、 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ４
和 ｐＬｅｎｔｉ⁃ＨＩＦ１α⁃ｓｇＲＮＡ 重组质粒构建成功 （见图

１）。 Ｔ７Ｅ１ 酶切实验琼脂糖凝胶电泳结果显示，ＨＩＦ⁃
１α⁃ｓｇ１、ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｇ２、ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｇ３、ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｇ４ 引物扩

增后的 ＰＣＲ 产物长度分别为 ４６８、４１１、４０１、４５９ ｂｐ，
其中，ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｇ２ 的靶向片段经 Ｔ７Ｅ１ 酶切后，得到

两条小片段，大小分别为 ２２０ ｂｐ 和 １７０ ｂｐ，符合设

５０２
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计预期。 利用灰度分析和相关计算公式得出

ｓｇＲＮＡ２ 的打靶效率分别为 ５４％，为 ４ 个 ｓｇＲＮＡ 中

最佳引物（见图 ２）。

注：Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；三角形：Ｔ７Ｅ１ 酶未完全互补配对处切割后产生的

２ 个片段。

图 ２　 Ｔ７Ｅ１ 酶切实验结果

Ｎｏｔｅ． Ｍ． ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ． Ｔｒｉａｎｇｕｌａｒ． Ｔｗｏ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ａｆｔｅｒ
ｃｌｅａｖａｇｅ ｗｈｅｒｅ ｔｈｅ Ｔ７Ｅ１ ｅｎｚｙｍｅ ｉｓ ｎｏｔ ｆｕｌｌｙ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｐａｉｒ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔ７Ｅ１ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ３　 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 重组质粒

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ４　 ｐｌｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ 质粒阳性 ２９３Ｔ 细胞

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐｌｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ２　 杀稻瘟菌素和嘌呤霉素筛选浓度测定

使用不同浓度的杀稻瘟菌素和嘌呤霉素完全

培养基对裸鼹鼠 ＮＦＳ 细胞药筛 ４８ ｈ，对照组细胞保

持良好的生长状态，但当嘌呤霉素浓度大于 ２􀆰 ０
μｇ ／ ｍＬ 以及杀稻瘟菌素浓度大于 ３􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 时，细
胞达到完全死亡的状态。 因此，分别选取 ２􀆰 ０、３􀆰 ０
μｇ ／ ｍＬ 作为嘌呤霉素和杀稻瘟菌素作为裸鼹鼠

ＮＦＳ 细胞最佳筛选浓度。
将筛选得到的 ｓｇＲＮＡ２，退火连接到经 ＢｓｍＩ 限

制性核酸内切酶切割形成的线性化 ｐＬｅｎｔｉ 表达载体

上，挑选转染重组 ｐＬｅｎｔｉ 质粒成功的耐药阳性克隆

菌株，通过菌液 ＰＣＲ 鉴定为阳性克隆后，提取阳性

克隆质粒并进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序，如图 ３ 所示，ｓｇＲＮＡ２
序列准确插入表达质粒，表明 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 表达

载体构建成功。 将质粒 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 与慢病毒包

装质粒 ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ２． Ｇ 共转染 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞，
分别于 ２４、４８ ｈ 进行 ＢＦＰ 荧光观察，并收集细胞上

清，超速离心收集病毒（见图 ４）。
２􀆰 ３　 ＮＳＦ 细胞 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ 慢病毒感染效果

利用 Ｌｅｎｔｉ⁃Ｃａｓ９⁃ｐｕｒｏ 慢病毒颗粒感染 ＮＳＦ 细胞

后，进行 ＢＳＤ 筛选。 筛选成功后将细胞按 １ ∶ ２ 传

代，感染 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 慢病毒，２４ ｈ 后进行 ｐｕｒｏ 筛

６０２
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选，７２ ｈ 后，在荧光显微镜下观察到 ８０％以上的 ＮＳＦ
细胞能表达蓝色荧光蛋白，表明慢病毒能高效感染

ＮＳＦ 细胞（见图 ５）。

图 ５　 ｐｌｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 阳性感染细胞图片

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ｐｌｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ

注：Ａ：ＷＴ 细胞、ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ１ 细胞、ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ２ 细胞 ＨＩＦ⁃１α 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果；Ｂ：Ｉｍａｇｅ Ｊ 灰度分析，相对定量统计；与

ＷＴ 组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ６　 ＮＳＦ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达水平（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＷＴ ｃｅｌｌｓ， ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ１ ｃｅｌｌｓ， ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ２ ｃｅｌｌ ＨＩＦ⁃１α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ． Ｉｍａｇｅ Ｊ ｇｒａｙｓｃａｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＨＩＦ⁃１α ｉｎ ＮＳＦ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ（ｎ ＝ ３）

图 ７　 ＨＩＦ⁃１α 基因敲除 ＮＳＦ 细胞测序峰图

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｅａｋ ｍａｐ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ＮＳＦ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＮＳＦ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α表达

将经 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 慢病毒感染后的 ＮＳＦ 细

胞，加入 ２􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 嘌呤霉素连续筛选 ４８ ｈ，将出

现抗嘌呤霉素的阳性细胞 １ ∶ ２ 传代，获得 ＮＳＦ⁃
ＨＩＦ⁃１α ＫＯ１、ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ２，分别提取 ＮＳＦ⁃ＷＴ

及 ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ１、ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ２ 细胞蛋白，通
过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达水平，结果显

示，与对照组相比，实验组 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 混合细胞

中 ＨＩＦ⁃１α 的表达明显减少，说明成功得到了 ＨＩＦ⁃
１α 敲除的 ＮＳＦ 细胞（见图 ６）。
２􀆰 ５　 ＮＳＦ 细胞基因组 ＤＮＡ ＨＩＦ⁃１α基因检测

为进一步验证基因组 ＤＮＡ 突变，利用在敲除

靶点两端设计敲除检测引物 ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｇ２（见表 ３），
提 取 ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ１、 ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ２ 细 胞

ＤＮＡ，通过 ＰＣＲ 鉴定后纯化产物并测序，可见在

ｓｇＲＮＡ 靶点处出现明显重叠峰，说明有效突变产

生（见图 ７）。
２􀆰 ６　 敲除 ＨＩＦ⁃１α对 ＮＳＦ 细胞增殖活性的影响

利用 ＣＣＫ８ 试剂盒检测野生型 ＮＳＦ 细胞和

ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α⁃ＫＯ１、ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α⁃ＫＯ２ 细胞的增殖情

况。 结果显示，ＮＳＦ 细胞对照组和 ＨＩＦ⁃１α 敲除组细

胞的 ＯＤ４５０ 无显著性差异（见图 ８），表明 ＨＩＦ⁃１α 基

因敲除后对 ＮＳＦ 细胞增殖活性无显著影响。

７０２
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图 ８　 ＨＩＦ⁃１α 基因敲除对 ＮＳＦ 细胞增殖活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＳＦ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论

缺氧或低氧水平是影响人类许多疾病病理的

重要微环境，包括肿瘤、糖尿病、衰老和心脑血管疾

病等［１０－１３］。 缺氧诱导因子（ＨＩＦ）在维持氧稳态方

面起着重要作用，其通过诱导细胞向缺氧代谢表型

的特定遗传转换，促进细胞在缺氧条件下的适应和

存活［１４］。 ＨＩＦ 由 ＨＩＦ⁃１α 和 ＨＩＦ⁃１β 两个亚基共同

组成异二聚体，其活性主要由 ＨＩＦ⁃１α 亚基的稳定性

决定［１５］。 在常氧条件下，ＨＩＦ⁃１α 组成性降解，而在

低氧条件下，它的结构稳定并转移到细胞核中，协
调基因表达。 因此，在缺氧条件下，ＨＩＦ⁃１α 可准确

地感知氧浓度的降低，进而调节细胞内稳态［１６］。 裸

鼹鼠由于独特的生存环境，使其具备超强的低氧耐

受能力，前期研究也发现裸鼹鼠组织中保持着高水

平的 ＨＩＦ⁃１α 蛋白的表达和积累，同时，缺氧相关病

理现象的消失也使其成为耐低氧机制研究的理想

模型［１７］。 皮肤是裸鼹鼠抵御外界损伤的第一道防

线，是最大的器官，而皮肤成纤维细胞是组成皮肤

的重要细胞和结构成分。 为了进一步探究 ＨＩＦ⁃１α
在裸鼹鼠耐低氧特性中的调控机制，本研究利用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术，体外敲除裸鼹鼠皮肤成纤维细

胞中 ＨＩＦ⁃１α 基因，为 ＨＩＦ⁃１α 相关机制以及缺氧相

关疾病的研究提供全新的细胞模型。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统是基于 ｇＲＮＡ 识别序列位

点，利用 Ｃａｓ９ 蛋白靶向进行切割来实现基因编辑。
自 １９８７ 年 Ｃｒｉｓｐｒ ／ Ｃａｓ９ 系统的问世，基因编辑进入

了一个新时代［１８］。 低成本、高效、简便和广适用性，
使其在动植物、细菌以及病毒等不同领域得到了快

速发展，也为生命科学研究提供了极大的便利［９］。
在 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑研究领域中，皮肤成纤维

细胞 成 为 应 用 较 为 广 泛 的 细 胞 种 类 之 一。

ＳＨＡＮＤＩＬＹＡ 等［１９］使用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术对 ＨＳＦ⁃１
和 Ｎａ ／ Ｋ⁃ＡＴＰ 酶 α１ 亚基的编辑，从而降低了体外牛

皮肤成纤维细胞对热休克的抵抗能力。 罗洪等［２０］

基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统建立 ＤＮＡ 结合抑制因子 ３
基因敲除人皮肤成纤维细胞系。 冯新宇等［２１］ 利用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统敲除绵羊皮肤成纤维细胞 Ｗｎｔ２
基因以进一步研究。 本研究基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系

统，利用慢病毒转染技术首次实现对裸鼹鼠皮肤成

纤维细胞的基因编辑。 慢病毒转染是转染技术不

断进步和发展的良好产物，与电穿孔和脂质体转染

不同，通过慢病毒载体将外源基因带入并整合到宿

主基因组中，在大大提高转染效率的同时降低细胞

损伤［２２］。 本实验成功构建了靶向 ＨＩＦ⁃１α 慢病毒表

达载体，通过 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞分别制备 Ｃａｓ９ 和

ｇＲＮＡ 病毒，经感染，构建了稳定表达 Ｃａｓ９ 的 ＮＳＦ
细胞。 随后将 ｇＲＮＡ 转入表达 Ｃａｓ９ 蛋白的 ＮＳＦ 细

胞中，构建了 ＨＩＦ⁃１α 敲除的 ＮＳＦ 细胞模型。 经嘌

呤霉素筛选获得 ＨＩＦ⁃１α 敲除的混合细胞库，进一步

利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测显示混合细胞株的 ＨＩＦ⁃１α
蛋白表达与未转染组的 ＮＳＦ 细胞相比显著降低，提
示 ＨＩＦ⁃１α 基因成功敲除。

本研究成功构建了靶向 ＮＳＦ 细胞 ＨＩＦ⁃１α 基因

的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 质粒，并顺利敲除了 ＮＳＦ 细胞中的

ＨＩＦ⁃１α 基因，为后续利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统构建

基因编辑裸鼹鼠动物模型奠定了实验基础。 同时，
也为 ＨＩＦ⁃１α 下游靶基因筛选和机制研究提供了细

胞模型。
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