
２０２４ 年 ４ 月

第 ３２ 卷　 第 ４ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ａｐｒｉｌ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． ４

孟雪，王新洲，高水波，等． 巨噬细胞特异性敲除 ＫＬＦ２ 基因小鼠模型构建与鉴定 ［ Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（４）：
４４４－４５０．
ＭＥＮＧ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｘ Ｚ， ＧＡＯ Ｓ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＫＬＦ２ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，
２０２４， ３２（４）： ４４４－４５０．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０４􀆰 ００４

［基金项目］国家自然科学基金（８１４７３４５３），河南省科技研发计划联合基金（２２２３０１４２００８８），河南省高校重点科研项目（２３Ａ３６００１３）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８１４７３４５３）， Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
Ｐｌａｎ Ｊｏｉｎｔ Ｆｕｎｄａｔｉｏｎ （２２２３０１４２００８８）， Ｋｅｙ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｏｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｉｎ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （２３Ａ３６００１３）．
［作者简介］孟雪，女，在读硕士研究生，研究方向：中医药防治心血管疾病。 Ｅｍａｉｌ：ＭＸＭＸＬ６＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］吴鸿，男，教授，博士生导师，研究方向：中医药防治心血管疾病。 Ｅｍａｉｌ：ｋｅｖｉｎ５ｍｅ＠ １２６． ｃｏｍ
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立巨噬细胞特异性敲除 Ｋｒｕｐｐｅｌ 样因子 ２（ｋｒｕｐｐｅｌ⁃ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒ ２，ＫＬＦ２）基因小鼠模型，探讨

ＫＬＦ２ 对巨噬细胞炎症反应的调控作用。 方法 　 运用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术构建 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ＋ 小鼠。 通过与

Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ＋ ／ ＋小鼠繁育得到目的基因型小鼠，通过基因型鉴定、实时荧光定量⁃聚合酶链反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）、Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 从 ＤＮＡ、 ＲＮＡ、 蛋白水平验证 ＫＬＦ２ 敲除效率。 分离培养小鼠骨髓源巨噬细胞 （ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＢＭＤＭｓ），检测脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ） 诱导的炎症相关因子 ｍＲＮＡ 变化。 结果 　 建立了

ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ ／ Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ＋基因型小鼠，即巨噬细胞特异性敲除 ＫＬＦ２ 基因。 小鼠骨髓、ＢＭＤＭｓ 的 ＫＬＦ２ ｍＲＮＡ 及蛋白水

平显著低于对照组小鼠，而心脏、肝、肾组织中 ＫＬＦ２ ｍＲＮＡ 表达较对照组小鼠无显著变化。 两组小鼠的体重、进
食、进水、形态无显著性差异。 在 ＬＰＳ 作用下，缺失 ＫＬＦ２ 的 ＢＭＤＭｓ 炎症相关基因 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达水平较对照组

显著下降，而 ＩＬ⁃１、ｉＮＯＳ、ＣＤ８６ ｍＲＮＡ 表达水平较对照组显著升高。 结论　 本研究成功构建了巨噬细胞特异性敲

除 ＫＬＦ２ 小鼠模型，为进一步研究巨噬细胞 ＫＬＦ２ 对临床炎症相关疾病的调控作用及机制奠定基础。
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　 　 Ｋｒｕｐｐｅｌ 样因子（ｋｒｕｐｐｅｌ⁃ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒｓ，ＫＬＦｓ）家族

是锌指类 ＤＮＡ 结合转录因子中的一族，包含 １８ 名

成员（ＫＬＦ１ ～ １８），广泛表达于各种组织，可调节多

种生物学过程［１－３］。 ＫＬＦ２ 蛋白是该家族成员之一，
由 ３５４ 个氨基酸组成，分子量约 ３７ ｋＤａ，其锌指结构

位于 Ｃ 端，发挥 ＤＮＡ 结合与核定位作用，而 Ｎ 端负

责调控靶基因的转录，进而激活或抑制蛋白的表

达［４－５］。 自 １９９５ 年 ＡＮＤＥＲＳＯＮ 等［６］ 发现 ＫＬＦ２ 以

来，其在循环系统中的抗炎、抗凝、调节血管生成、
抗氧化、调控免疫细胞等的作用逐渐被了解。

动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是一种累及

大、中动脉的慢性炎症性疾病［７－８］。 巨噬细胞是 ＡＳ
发生发展涉及的主要免疫细胞群，参与了 ＡＳ 从早

期泡沫细胞形成到晚期斑块破裂的整个病理过程，
作用至关重要［９－１０］。 多项临床前研究显示巨噬细胞

靶向纳米颗粒药物可促进炎症消退及增加斑块稳

定性，展现了其在治疗 ＡＳ 方面的巨大潜力［１１］。 巨

噬细胞对炎症反应的调节是双向的，在不同的局部

微环境下，表现出促进或抑制炎症状态［１２－１３］。 转录

因子 ＫＬＦ２ 具有抗 ＡＳ 斑块形成的作用。 研究表明

骨髓特异性 ＫＬＦ２ 敲除的 ＬＤＬＲ－ ／ － ＡＳ 小鼠在高脂饲

料喂养后较 ＬＤＬＲ－ ／ － 小鼠斑块面积显著增加，同时

斑块中包裹了更多的中性粒细胞和巨噬细胞［１４］。
提示，ＫＬＦ２ 抗 ＡＳ 斑块形成与调节巨噬细胞状态有

关，但如何调节尚不得而知。 由于 ＫＬＦ２ 全基因敲

除的小鼠易发生血管生成损伤，导致胚胎性死亡，
为进一步揭示 ＫＬＦ２ 在 ＡＳ 中的潜在调控机制，本研

究采用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术和 Ｃｒｅ ／ ＬｏｘＰ 重

组系统构建了巨噬细胞特异性 ＫＬＦ２ 基因敲除小鼠

模型，在 ＤＮＡ、ｍＲＮＡ 和蛋白水平上验证 ＫＬＦ２ 基因

敲除效率，诱导培养骨髓源巨噬细胞，并初步分析

敲除 ＫＬＦ２ 对巨噬细胞炎症表型的影响，为深入研

究巨噬细胞 ＫＬＦ２ 在 ＡＳ 及临床炎症相关疾病中的

作用提供有效动物模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ＋ 小鼠，其中雌

性 ２ 只、雄性 １ 只，６ ～ ８ 周龄，体重 １８ ～ ２０ ｇ，由赛

业生物科技有限公司采用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑

技术构建；２ 只 ＳＰＦ 级 Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ＋ ／ ＋ 小鼠，其中雌性

１ 只、雄性 １ 只，６ ～ ８ 周龄，体重 １８ ～ ２０ ｇ，购自赛业

生物科技有限公司【ＳＣＸＫ（苏）２０２０－０００６】。 饲养

环境：ＩＶＣ 笼盒，小鼠自由饮水、进食，环境温度 ２０
～ ２６ ℃，湿度 ４０％ ～ ７０％，每 １２ ｈ 明暗交替，饲养

于河南省中医院（河南中医药大学第二附属医院）
实验动物中心【ＳＹＸＫ（豫）２０２１－００１８】。 所有动物

实验操作经河南省中医院（河南中医药大学第二附

属医院）伦理委员会批准（ＰＺ⁃ＨＮＳＺＹＹ⁃２０２２⁃０２０）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

柱式动物基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒（上海生工

生物工程公司）；１００ ～ ３０００ ｂｐ ＤＮＡ 分子量标准

Ｍａｒｋｅｒ（上海生工生物工程公司）；２ × Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（南京诺唯赞生物科技公司）；ＧｏｌｄＶｉｅｗ
Ⅱ型核酸染色剂（北京索莱宝科技公司）；琼脂糖粉

（香港柯菲特生物科技公司）；ＤＭＥＭ 高糖培养基

（以色列 ＢＩ 公司）；胎牛血清 （以色列 ＢＩ 公司）；
０􀆰 ４５ μｍ ＰＶＤＦ 膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；ＲＩＰＡ 裂解

液（北京索莱宝科技公司）、ＥＣＬ 发光液（北京索莱

宝科技公司）； １０ ～ ２５０ ｋＤａ 蛋白分子量标准

Ｍａｒｋｅｒ（上海雅酶生物医药科技公司）；ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒 （上海碧云天生物技术公司）；抗

ＫＬＦ２ 抗体（北京博奥森生物技术公司）；抗 β⁃Ａｃｔｉｎ
抗体（武汉三鹰生物公司）；酶标羊抗兔二抗（武汉

三鹰生物公司）。 普通 ＰＣＲ 仪（伯乐，美国）；实时

荧光定量 ＰＣＲ 系统（赛默飞，美国）；凝胶成像系统

（伯乐，美国）；电泳仪（伯乐，美国）。

５４４
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１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ＋小鼠构建策略

采用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术将含有 ｌｏｘＰ
位点的供体载体 ＫＬＦ２ 基因的 ｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ
共同注射到 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠受精卵中，经胚胎移植，
获得阳性 Ｆ０ 代小鼠，运用 ＰＣＲ 和序列分析对 Ｆ０ 代

小鼠进行鉴定，并将其与野生型小鼠杂交，得到 Ｆ１
代（ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ＋）杂合子小鼠，以获得更多阳性的 Ｆ２
代小鼠。
１􀆰 ２􀆰 ２　 繁育路线

将引进的 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ＋小鼠进行雌雄自交，繁育产

生的子代中筛选出子代基因型为 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 的小

鼠。 将 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 小鼠与 Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ＋ ／ ＋ 小鼠进行繁

配，得到基因型为 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ＋ ／ Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ＋ ／ －小鼠。 再将

ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ＋ ／ Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ＋ ／ －小鼠进行雌雄自交，通过筛选

最终 获 得 子 代 基 因 型 为 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ ／ Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ＋

（Ｋ２ＭＫＯ） 小鼠，该小鼠可表现出系细胞特异性

ＫＬＦ２ 基因敲除。 基因型为 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ ／ Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ－

（ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ，ＷＴ）小鼠作为对照组。
１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠基因型鉴定

剪取小鼠鼠尾约 ２ ｍｍ，加入 ２００ μＬ 组织裂解

液，震荡混匀，５６ ℃金属浴裂解 ３ ｈ。 加入 ２００ μＬ
Ｂｕｆｆｅｒ ＣＬ，充分混匀。 加入 ２００ μＬ 无水乙醇，充分

混匀。 将溶液移入纯化吸附柱中，静置 ２ ｍｉｎ，室温

１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ，弃废液。 分步加入 ５００ μＬ
ＣＷ１、ＣＷ２ 溶液漂洗吸附柱， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

３０ ｓ，弃废液。 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ２ ｍｉｎ，去除残留

溶液。 室温开盖静置数分钟使乙醇充分挥发，避免

残余乙醇影响后续实验。 取出吸附柱，置于新的

１􀆰 ５ ｍＬ Ｅｐ 管中，加入 １００ μＬ 无酶水，静置 ３ ｍｉｎ，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， 离心 ２ ｍｉｎ，收集 ＤＮＡ 溶液。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＰＣＲ 反应体系

ＰＣＲ 反应体系共 ２０ μＬ：２ × Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ １０ μＬ、正反向引物各 １ μＬ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＤＮＡ
模板 １ ～ ２ μＬ，无酶水补齐至 ２０ μＬ。 引物序列见

表 １。 ＰＣＲ 扩增程序如下 ｆｌｏｘ：９４ ℃ ３ ｍｉｎ；９４ ℃
３０ ｓ， ６０ ℃ ３５ ｓ，７２ ℃ ３５ ｓ，３５ 个循环；７２ ℃ ５ ｍｉｎ；
保持 １０ ℃ 。 Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ：９４ ℃ ２ ｍｉｎ；９４ ℃ ２０ ｓ，６５ ℃
１５ ｓ（每个循环降 ０􀆰 ５ ℃），６８ ℃ １０ ｓ，１０ 个循环；
９４ ℃ １５ ｓ，６０ ℃ １５ ｓ，７２ ℃ １０ ｓ，２８ 个循环；７２ ℃
２ ｍｉｎ；保持 １０ ℃。 ＰＣＲ 扩增产物用 ２％琼脂糖凝胶

电泳。 电泳完成后凝胶成像系统拍照，根据扩增片

段长度进行基因型鉴定。

表 １　 小鼠基因型 ＰＣＲ 鉴定引物

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｍｉｃｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５’⁃３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５’⁃３’）

Ｆｌｏｘ
Ｆ：ＣＣＡＣＣＡＣＣＧＣＣＡＧＧＣＴＴＡＴＡＴＡＣＣＧＣ

Ｒ：ＣＡＣＧＧＧＣＴＧＧＣＧＡＡＡＧＴＧＧＣＡＡ

Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ
Ｆ：ＣＣＣＡＧＡＡＡＴＧＣＣＡＧＡＴＴＡＣＧ
Ｒ：ＣＴＴＧＧＧＣＴＧＣＣＡＧＡＡＴＴＴＣＴＣ

１􀆰 ２􀆰 ５　 小鼠骨髓源巨噬细胞的分离培养、鉴定及

处理

选取 ８ ～ １０ 周龄 Ｋ２ＭＫＯ 小鼠和 ＷＴ 小鼠，超
净台内分离小鼠股骨及胫骨，先浸泡于冷的 ７５％乙

醇中，后置于冷的 ＰＢＳ 中。 镊子夹取股骨或胫骨，
小心剪去骨头两端，使用 ＤＭＥＭ 高糖培养基将骨髓

从骨髓腔中冲出，移液器轻轻打散，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ 收集细胞，加入 １ ｍＬ 红细胞裂解液，手指轻弹

离心管底，使细胞松散，冰上静置 １０ ｍｉｎ。 加入 １０
ｍＬ ＤＭＥＭ 高糖培养基重悬细胞，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ 洗去红细胞裂解液。 用含 ＤＭＥＭ 高糖培养基 ＋
３０％ Ｌ９２９ 小鼠成纤维细胞上清 ＋ １０％胎牛血清的

完全培养基重悬收集的细胞，计数后调整细胞密

度，按照每毫升 ５ × １０５ 个铺于 ６ 孔细胞培养板，每
孔 ２ ｍＬ，共培养 ７ ｄ，其中 ３􀆰 ５ ｄ 换液。 收集部分细

胞，通过流式细胞术检测表面标志物 Ｆ４ ／ ８０ 对巨噬

细胞进行鉴定。 诱导成功的细胞分为 ＷＴ 组、
Ｋ２ＭＫＯ 组、ＷＴ ＋ ＬＰＳ 组、Ｋ２ＭＫＯ ＋ ＬＰＳ 组。 其中

ＷＴ ＋ ＬＰＳ 组、Ｋ２ＭＫＯ ＋ ＬＰＳ 组使用 ＬＰＳ（２００ ｎｇ ／
ｍＬ）刺激 ６ ｈ，其余组不做处理。 收集细胞用于后续

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。
１􀆰 ２􀆰 ６　 巨噬细胞 ＫＬＦ２ 蛋白表达水平检测

ＲＩＰＡ 裂解液提取小鼠 ＢＭＤＭｓ 总蛋白，ＢＣＡ 蛋

白定量试剂盒测定蛋白浓度。 采用 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＦ
凝胶电泳 １ ｈ，湿转法转膜 １􀆰 ５ ｈ，５％脱脂奶室温封

闭 ２ ｈ，４ ℃过夜孵育一抗 ＫＬＦ２（１ ∶ １０００）、β⁃ａｃｔｉｎ
（１ ∶ ５０００），次日用 ＴＢＳＴ 洗膜，加入羊抗兔二抗

（１ ∶ ２０００）， ３７ ℃ 孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜。 将 ＰＶＤＦ
膜置于 ＥＣＬ 发光液 ２ ｍｉｎ，蛋白免疫印迹成像系统

拍照并分析。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测小鼠各组织 ＫＬＦ２ ｍＲＮＡ 及

ＢＭＤＭｓ 炎症相关基因 ｍＲＮＡ 表达

运用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取小鼠骨髓、心脏、肝、
肾及 ＢＭＤＭｓ 总 ＲＮＡ。 微量核酸测定仪检测各组总

ＲＮＡ 纯度及浓度， 将各组 ＲＮＡ 样品逆转录为

ｃＤＮＡ。 设计 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物，具体序列见表 ２。 配制

ＳＹＰＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光染料体系共 ２０ μＬ：２ × ＴＢ Ｇｒｅｅｎ

６４４
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Ｍｉｘ １０ μＬ、正反向引物各 ０􀆰 ８ μＬ （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、
ｃＤＮＡ 模板 ２ μＬ，无酶水补齐至 ２０ μＬ。 运用实时

荧光定量系统进行定量检测，正常组做参照，以 β⁃
Ａｃｔｉｎ 为内参，２－ΔΔＣｔ 计算相对表达量。

表 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测引物

Ｔａｂｌｅ ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５’⁃３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５’⁃３’）

ＫＬＦ２
Ｆ： ＴＡＡＡＧＧＣＧＣＡＴＣＴＧＣＧＴＡＣＡ
Ｒ： ＧＴＧＴＣＧＣＴＴＣＡＴＧＴＧＣＡＡＧＧ

ＩＬ⁃６
Ｆ： ＡＣＧＧＣＣＴＴＣＣＣＴＡＣＴＴＣＡＣＡ

Ｒ： ＡＧＡＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧＧＧＡＧＴＧＧ

ＩＬ⁃１
Ｆ： ＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧＡＴ
Ｒ： ＧＴＧＣＴＧＣＴＧＣＧＡＧＡＴＴＴＧＡＡ

ｉＮＯＳ
Ｆ： ＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣＣＡＡＣＡＡＴＡＣＡＡＧＡ

Ｒ： ＧＴＧＧＡＣＧＧＧＴＣＧＡＴＧＴＣＡＣ

ＣＤ８６
Ｆ： ＡＴＧＧＡＣＣＣＣＡＧＡＴＧＣＡＣＣＡＴ
Ｒ： ＡＣＴＡＣＣＡＧＣＴＣＡＣＴＣＡＧＧＣＴ

β⁃ａｃｔｉｎ
Ｆ： ＡＧＡＡＧＣＴＧＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡ
Ｒ： ＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＡＡＧＡＧＣＣＴＣＡＧ

注：Ａ：构建策略；Ｂ：ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 小鼠基因型鉴定。

图 １　 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 小鼠获得及基因型鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ． Ｂ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｏｂｔａｉｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ ｍｉｃｅ

１􀆰 ３　 统计学分析

运用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件对实验数据进行统计

分析，实验结果以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）方式呈

现。 数据分析多组间比较采用单因素方差分析，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 小鼠获得及鉴定

基 于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基 因 编 辑 技 术 构 建

ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ＋小鼠，敲除 ＫＬＦ２ 基因 （ ＥＮＳＭＵＳＧ０００００
０５５１４８）转录本外显子 １ ～ ３ 区域（ｅｘｏｎ１ ～ ３），构
建策略见图 １Ａ。 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ＋基因型雄性、雌性小鼠自

交得到的子代小鼠经鉴定后获得 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 基因型

小鼠。 使用 ｆｌｏｘ 引物的 ＰＣＲ 鉴定结果见图 １Ｂ，扩
增出 ２４９ ｂｐ 单一条带为 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 基因型小鼠，扩

增出 ２１５ ｂｐ 单一条带为 ＫＬＦ２＋ ／ ＋基因型小鼠，扩增

出 ２４９ ｂｐ 和 ２１５ ｂｐ 双条带为 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ＋， 其中

ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 基因型小鼠用于下一步繁育。
２􀆰 ２　 Ｋ２ＭＫＯ 小鼠获得及鉴定

Ｋ２ＭＫＯ 小鼠繁育路线如图 ２Ａ 所示。 使用 ｆｌｏｘ
引物和 Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ 引物对最终得到的小鼠进行基因

型鉴定，结果如图 ２Ｂ 所示，若 ｆｌｏｘ 引物扩增出 ２４９
ｂｐ 和 ２１５ ｂｐ 双条带，Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ 引物未扩增出条带，
小鼠基因型为 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ＋ ／ Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ－；若 ｆｌｏｘ 引物扩增

出 ２４９ ｂｐ 和 ２１５ ｂｐ 双条带，Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ 引物扩增出

７００ ｂｐ 条带，小鼠基因型为 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ＋ ／ Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ＋；若
ｆｌｏｘ 引物扩增出 ２４９ ｂｐ 单条带，Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ 引物未扩

增出条带，小鼠基因型为 ＫＬＦ２＋ ／ ＋ ／ Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ－；若 ｆｌｏｘ
引物扩增出 ２４９ ｂｐ 单条带，Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ 引物扩增出

７００ ｂｐ 条带，小鼠基因型为 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ ／ Ｌｙｚ２⁃Ｃｒｅ＋。
２􀆰 ３　 Ｋ２ＭＫＯ 小鼠形态

经观察，Ｋ２ＭＫＯ 小鼠生长发育良好，毛发柔顺

有光泽，可正常繁育。 ８ 周龄 Ｋ２ＭＫＯ 小鼠与 ＷＴ 小

鼠体重、进食量、进水量、形态无显著性差异（图 ３）。
２􀆰 ４　 小鼠 ＫＬＦ２ 敲除效率验证

为了鉴定 Ｋ２ＭＫＯ 小鼠 ＫＬＦ２ 敲除效率，使用

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测小鼠骨髓、心脏、肝、肾 ＫＬＦ２ ｍＲＮＡ
表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＢＭＤＭｓ 中 ＫＬＦ２ 蛋白

表达水平。 结果显示， Ｋ２ＭＫＯ 小鼠骨髓 ＫＬＦ２
ｍＲＮＡ 表达水平较 ＷＴ 小鼠有显著降低（ＷＴ 组相

对表达值为：０􀆰 ９５ ± ０􀆰 ０４，Ｋ２ＭＫＯ 相对表达值为：
０􀆰 ０８ ± ０􀆰 ０２）；而心脏、肝、肾 ＫＬＦ２ ｍＲＮＡ 表达水平

较 ＷＴ 小鼠无显著性差异（图 ４Ａ），说明巨噬细胞特

异性敲除 ＫＬＦ２ 小鼠模型构建成功。 与 ＷＴ 小鼠

ＢＭＤＭｓ 相比，ＫＬＦ２⁃ＭＫＯ 小鼠 ＢＭＤＭｓ 中 ＫＬＦ２ 蛋

白表达显著降低（图 ４Ｂ），进一步说明小鼠模型构

建成功。

７４４
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注：Ａ：Ｋ２ＭＫＯ 小鼠繁育路线；Ｂ：Ｋ２ＭＫＯ 小鼠基因型鉴定。

图 ２　 Ｋ２ＭＫＯ 小鼠获得及基因型鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｒｏｕｔｅ ｏｆ Ｋ２ＭＫＯ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｋ２ＭＫＯ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｏｂｔａｉｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｋ２ＭＫＯ ｍｉｃｅ

图 ３　 Ｋ２ＭＫＯ 小鼠一般情况

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｋ２ＭＫＯ ｍｉｃｅ

注：与 ＷＴ 小鼠相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 小鼠不同组织 ＫＬＦ２ ｍＲＮＡ 表达水平

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｍｉｃｅ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＫＬＦ２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

２􀆰 ５　 敲除 ＫＬＦ２ 对 ＬＰＳ 诱导 ＢＭＤＭｓ 炎症相关基

因表达的影响

分离培养小鼠 ＢＭＤＭｓ，流式细胞术检测巨噬细

胞特异性标志物 Ｆ４ ／ ８０（如图 ５Ａ），诱导成功的巨噬

细胞 比 率 ＞ ９０％。 ＬＰＳ 刺 激 ＫＬＦ２⁃ＭＫＯ 小 鼠

ＢＭＤＭｓ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测炎症相关基因 ｍＲＮＡ 表达，
结果显示，在 ＬＰＳ 刺激下，ＷＴ 小鼠 ＢＭＤＭｓ 的 ＫＬＦ２
表达显著降低；敲除 ＫＬＦ２ 的 ＢＭＤＭｓ 炎症相关因子

仅 ＩＬ⁃６ 显著降低，而 ＩＬ⁃１、ｉＮＯＳ、ＣＤ８６ 均显著升高，
说明炎症反应加剧（图 ５Ｂ）。

８４４
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注：Ａ：ＢＭＤＭｓ 流式细胞术表面标志物鉴定；Ｂ：ＬＰＳ 刺激下 ＢＭＤＭｓ 炎症相关基因ｍＲＮＡ 表达水平；与ＷＴ 小鼠相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；

与 ＷＴ ＋ ＬＰＳ 组小鼠比，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ５　 ＢＭＤＭｓ 炎症相关基因 ｍＲＮＡ 表达

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ＢＭＤＭｓ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｂ． ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ

ＢＭＤＭｓ ｕｎｄｅｒ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｍｉｃｅ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ＋ ＬＰＳ ｍｉｃｅ， ∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＢＭＤＭｓ

３　 讨论

ＫＬＦ２ 是 ＫＬＦｓ 家族中研究最多的转录因子蛋

白之一，主要集中在 ＫＬＦ２ 对血管内皮细胞功能的

调节作用。 ＫＬＦ２ 在血管内皮中的作用至关重要。
ＫＬＦ２ 作为血管内皮功能稳态的“开关”分子，通过

对下游多个靶基因的转录调控，实现粘附因子、血
栓相关因子等功能蛋白生物学功能的动态平

衡［５，１５］。 近年来，ＫＬＦ２ 对免疫细胞炎症反应的调节

逐渐成为研究热点之一。 巨噬细胞作为免疫细胞

重要的一类，在炎症相关疾病中扮演着重要角色。
构建巨噬细胞特异性敲除 ＫＬＦ２ 小鼠模型，研究巨

噬细胞中 ＫＬＦ２ 在病理条件下的变化及其对炎症的

调节机制对开发靶向药物十分重要。
基因编辑技术加速了对基因功能的探究，尤其

是 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术已广泛应用于动物模型构建、
医药工程等领域，具有低成本、高效率、易操作的特

点，能够有效修饰内源性基因，对不同物种进行特

异性基因敲除、插入和替换［１６－１７］。 全基因敲除小鼠

构建过程中经常出现胚胎死亡的情况，ＫＬＦ２ 亦是如

此［１８］。 Ｃｒｅ ／ ＬｏｘＰ 系统不仅可以改善小鼠胚胎致死

的局限性，还为在特定细胞亚群中研究基因功能提

供了可能［１９－２０］。 本研究成功构建了 ＫＬＦ２⁃ＭＫＯ 小

鼠模型，并从 ＤＮＡ、ｍＲＮＡ 和蛋白水平验证了其敲

除效率，且其子代小鼠生长发育良好、毛发柔顺有

光泽，生长速度、繁殖能力与对照组相比无显著性

差异，存活率高，避免了全基因敲除带来的局限性。
在以往的研究中［１４，２１］，Ｃｒｅ ／ ＬｏｘＰ 系统已被应用于髓

系细胞特异性敲除 ＫＬＦ２ 小鼠的构建，同样有效地

敲除了 ＫＬＦ２，与本研究不同的是在构建 ＫＬＦ２ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ

鼠时应用的是同源重组或 ＥＳ 打靶技术，而本研究

则应用了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术。
ＫＬＦ２ 对炎症反应具有调控作用，通过抑制 ＮＦ⁃

κＢ 炎症信号通路，减少炎症因子的产生。 一方面，

９４４
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ＫＬＦ２ 可以通过分子间交互作用直接抑制 ＮＦ⁃κＢ 通

路活性［２２－２３］，另一方面 ＫＬＦ２ 还可以通过增加 ＮＦ⁃
κＢ 通路的负调控因子如 ＩκＢα、ＩκＢε 的表达来抑制

其活性。 巨噬细胞的炎症状态具有多向性，存在着

不同的极化状态，发挥促进或抑制炎症的作用。 目

前，ＫＬＦ２ 对巨噬细胞炎症状态的调控机制仍不完全

清楚。 本研究分离培养巨噬细胞特异性敲除 ＫＬＦ２
小鼠 ＢＭＤＭｓ，并使用 ＬＰＳ 诱导细胞炎症模型，体外

观察敲除 ＫＬＦ２ 对巨噬细胞炎症反应的影响。 结果

显示，敲除 ＫＬＦ２ 的 ＢＭＤＭｓ 展现出更加显著的促炎

状态，促炎因子 ＩＬ⁃１ 和 Ｍ１ 型巨噬细胞标志物表达

升高，表明 ＫＬＦ２ 对巨噬细胞炎症反应有负调控作

用。 类似的，有研究报道髓系细胞特异性敲除 ＫＬＦ２
的小鼠在高脂饲料喂养后出现代谢性炎症，同样说

明髓系细胞中 ＫＬＦ２ 对炎症反应起抑制作用［２４］。
本研究成功构建了巨噬细胞特异性敲除 ＫＬＦ２

小鼠，为揭示 ＫＬＦ２ 在巨噬细胞中的调控机制提供

了有效的动物模型，并为进一步构建巨噬细胞特异

性敲除 ＫＬＦ２ 的 ＡＳ 小鼠模型、研究 ＫＬＦ２ 在 ＡＳ 等

炎症性疾病中的重要作用奠定基础。
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