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　 　 【摘要】 　 目的　 通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建 Ｕｏｘ 基因敲除且能稳定遗传的小鼠品系，并评价其是否能

够模拟高尿酸血症患者的疾病特点。 方法　 在 Ｕｏｘ 基因 Ｅｘｏｎ ２ ～ ４ 的前后两侧设计双 ｓｇＲＮＡ，将基因敲除所

需的 ｓｇＲＮＡ 与 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 按照一定比例显微注射进小鼠的受精卵中，培养 ２ ～ ４ ｈ 后，将胚胎移植至代孕母

鼠体内并最终获得 Ｆ０ 代小鼠。 对 Ｆ０ 代小鼠进行 ＰＣＲ 鉴定与测序分析，筛选适合的 Ｕｏｘ 基因阳性敲除小鼠

与野生型（ｗｉｄｅ ｔｙｐｅ，ＷＴ）小鼠合笼获得 Ｆ１ 代，再挑选 Ｆ１ 代中杂合子（基因型为 Ｕｏｘ＋ ／ －）雌鼠与雄鼠合笼得到

纯合的 Ｆ２ 代小鼠（基因型为 Ｕｏｘ－ ／ －）。 最后检测 Ｕｏｘ－ ／ －小鼠与 ＷＴ 小鼠血清尿酸、尿液尿酸，血清中肌酐、尿
素、丙氨酸氨基转移酶、门冬氨酸氨基转移酶的含量并进行对比，通过苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色结合 Ｍａｓｓｏｎ 染

色观察肾和肝组织的病理变化。 结果　 与 ＷＴ 小鼠相比，Ｕｏｘ－ ／ －小鼠血清尿酸（雄鼠：（４７８􀆰 ４ ± １１４􀆰 ６） μｍｏｌ ／
Ｌ，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；雌鼠：（５０７􀆰 ７ ± １２９􀆰 ６） μｍｏｌ ／ Ｌ，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）、尿液尿酸（雄鼠：（４１１６􀆰 ８ ± １９２８􀆰 １） μｍｏｌ ／ Ｌ，Ｐ ＜
０􀆰 ００１；雌鼠：（２９９８􀆰 ０ ± ５４７􀆰 ７） μｍｏｌ ／ Ｌ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、血清中肌酐（（９１􀆰 ８ ± ５５􀆰 ６） μｍｏｌ ／ Ｌ，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）、尿素

（（２８􀆰 ６ ± １３􀆰 ９） ｍｍｏｌ ／ Ｌ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、丙氨酸氨基转移酶（（５３􀆰 ３ ± ２３􀆰 ３） Ｕ ／ Ｌ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）及门冬氨酸氨基转移

酶（（２０３􀆰 ３ ± ７０􀆰 ３） Ｕ ／ Ｌ，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）水平均显著升高。 组织病理学的结果显示，Ｕｏｘ－ ／ －小鼠的肝中可见中量

肝细胞变性，肾中可见中重度的肾小管囊性扩张、变性和纤维化，肾小球肥大增生，小血管扩张充血，间质单核

及淋巴细胞浸润。 结论　 通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术成功构建了 Ｕｏｘ 基因 Ｅｘｏｎ ２ 敲除的小鼠纯合品系，可以作

为高尿酸领域相关研究的动物模型。
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ｋｉｄｎｅｙ， ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ， ｓｍａｌｌ⁃ｖｅｓｓｅｌ ｄｉｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｏｍａｌ
ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ Ｕｏｘ－ ／ － ｍｉｃｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｗｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｕｒｉｃａｓｅ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ
ｍｏｕｓｅ ｓｔｒａｉｎ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ａｓ ａ ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９； ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ； ｕｒｉｃａｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 高尿酸血症（ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ，ＨＵＡ）是主要由

嘌呤代谢紊乱，尿酸排泄障碍等因素引起的以持

续性异常高水平血清尿酸（ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ，ＳＵＡ）
为特征的代谢异常综合征。 在临床上指，成年男

性和女性在正常嘌呤饮食情况下，非同日两次空

腹 ＳＵＡ 水平超过 ４２０ μｍｏｌ ／ Ｌ［１］。 诸多临床数据

显示，除了因尿酸盐晶体沉积而导致的痛风性关

节炎、尿酸盐性肾病之外，ＨＵＡ 患者还存在有高

血压、Ⅱ型糖尿病、代谢综合征、冠心病等多种疾

病的患病风险［２－６］。 近年来，随着人们物质生活

水平的提高和饮食结构的变化，ＨＵＡ 的患病率正

在逐年上升，呈现出城市化、年轻化的发展趋

势［７］。 然而 ＨＵＡ 通常无法通过药物完全治愈，
目前只能达到控制尿酸水平及阻止痛风发生的

程度。
因此，一种高效、稳定的 ＨＵＡ 动物模型对于

降尿酸药物的研发是至关重要的。 目前 ＨＵＡ 动

物模型的构建方法主要有两种：药物造模和基因

干预造模。 其中，基因干预的主要手段是通过敲

除与尿酸代谢或排泄相关的关键基因，使得动物

体内尿酸水平积累升高。 相较于给予高嘌呤饮

食或氧嗪酸钾等药物的造模方法［８］，基因干预造

模可以获得能够稳定遗传的动物模型，更适合长

期深入的科学研究。
尿酸是机体嘌呤代谢的产物，在小鼠等其他

哺乳动物体内，尿酸可以被尿酸氧化酶 （ ｕｒａｔｅ
ｏｘｉｄａｓｅ，ＵＯＸ）继续氧化成溶解性更好的尿囊素，
从而排出体外。 而人类和猿类在进化过程中，因
为体内的 Ｕｏｘ 基因出现无义突变而沉默失活，嘌
呤代谢最终只能生成尿酸［９］。 当尿酸生成速度

超过肾的排泄能力时，ＳＵＡ 水平会显著升高，进
而引发 ＨＵＡ。 有研究表明 ＵＯＸ 不仅可以降低人
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血清中的尿酸水平，还可以治疗由ＨＵＡ 引起的痛

风症状［１０］。 从路径上看，ＵＯＸ 缺失不仅可以使

得小鼠体内的尿酸积累，还可以消除 ＵＯＸ 对于小

鼠和人在嘌呤代谢途径上的差异，是一种更为理

想的 ＨＵＡ 模型构建方法。
近年来，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术凭借其

简单的构建体系、精确的靶向能力和较高的成功

率被广泛应用于动物疾病模型的构建过程。 本

研究即是利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统剪切 Ｕｏｘ 基因

的蛋白编码区，并通过非同源末端连接 （ ｎｏｎ⁃
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＨＥＪ）进行 ＤＮＡ 修复，从
而使得 ＵＯＸ 蛋白失活，实现 Ｕｏｘ 基因的敲除。 在

获得 Ｕｏｘ 基因敲除小鼠模型后，又对敲除小鼠的

尿酸、血清生化和组织病理进行了初步评价。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 鼠，其中雌鼠 ３ ～ ４
周龄，２０ 只，体质量 １２ ～ １５ ｇ；雄鼠 ８ 周龄，５ 只，
体质量 ２２ ～ ２５ ｇ；ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 雌鼠和雄鼠均为 ８
周龄，５ 只，体质量 ２５ ～ ３５ ｇ；所有小鼠购自并饲

养于中国医学科学院医学生物学研究所【ＳＣＸＫ
（滇）Ｋ２０２２－０００２】，【 ＳＹＸＫ（滇） Ｋ２０２２－０００６】。
Ｕｏｘ－ ／ － Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠在北京唯尚立德生物科技有

限公司协助下由研究人员所在 ＳＰＦ 级实验室构

建获得。 小鼠饲养环境：１２ ｈ 交替昼夜，温度 ２０
～ ２６ ℃，湿度 ３０％ ～ ７０％。 本研究所有饲养和

动物实验操作程序均经中国医学科学院医学生

物学研究所伦理委员会批准（ＤＷＳＰ２０２３０２０２７），
本实验遵守实验动物使用的 ３Ｒ 原则。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ｓｐＣａｓ９⁃ｇＲＮＡ 靶点效率检测试剂盒（ＶＫ００７，
北京 唯 尚 立 德 ）， ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ ５􀆰 ０（９７６５，ＴａＫａＲａ），
高效率高成功率 ＰＣＲ 酶 ＫＯＤ ＦＸ Ｎｅｏ（ＫＦＸ⁃２０１，
ＴＯＹＯＢＯ），血清肌酐（ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ＳＣＲ）测定

试剂盒 （ Ｓ０３０７６，深圳雷杜），尿素 （ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ，
ＢＵ）测定试剂盒（Ｓ０３０３６，深圳雷杜），丙氨酸氨

基转移酶（ ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）测定试

剂盒（Ｓ０３０３０，深圳雷杜），门冬氨酸氨基转移酶

（ ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＳＴ ） 测 定 试 剂 盒

（Ｓ０３０４０，深圳雷杜），尿酸检测测试盒（Ｃ０１２⁃２⁃１，
南京建成生物），Ｍ２ 培养基（Ｍ１２５０，南京爱贝生

物），Ｍ１６ 培养基（Ｍ１７３５，南京爱贝生物），人绒

毛膜促性腺激素（ ｈｕｍａｎ ｃｈｏｒｉｏｎｉｃ ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ，
ｈＣＧ）（Ｓ２２１１１２，宁波三生生物）、孕马血清促性腺

激素 （ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍａｒｅ ｓｅｒｕｍ ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ， ＰＭＳＧ）
（ Ｂ２２１１０４， 宁 波 三 生 生 物 ）。 倒 置 显 微 镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＩＸ７３，日本），显微操作装置（Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ，
ＭＭＯ⁃２０２ＮＤ， 日 本 ）， 微 量 自 动 注 射 仪

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，ＦｅｍｔｏＪｅｔ ４ｉ，德国），二氧化碳培养箱

（ Ｔｈｅｒｍｏ， ＢＢ１５， 美 国 ）， ＳＺＸ７ 立 体 显 微 镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＳＺＸ７，日本），正置白光拍照显微镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＢＸ４３，日本），全自动生化分析仪（深圳

雷杜，Ｃｈｅｍｒａｙ ２４０，中国），ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃ｒａｄ，Ｃ１０００
Ｔｏｕｃｈ，美国），多功能微孔板检测仪 （ Ａｇｉｌｅｎｔ，
ＢｉｏＴｅｋ Ｓｙｎｅｒｇｙ ＨＴＸ，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ｓｇＲＮＡ 设计

根据 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 靶点设计原则，在 Ｕｏｘ 基

因（ＮＣＢＩ Ｇｅｎｅ ＩＤ：２２２６２）Ｅｘｏｎ ２ ～ ４ 的前后两侧

设计 Ｃａｓ９ 靶点，并对所设计的 ３ 对 ｓｇＲＮＡ 进行

活性检测（该工作由北京唯尚立德生物科技有限

公司完成），最终选择两侧活性最高的 ｓｇＲＮＡ 用

于后续基因敲除小鼠的构建。
１􀆰 ２􀆰 ２　 胚胎实验

（１）胚胎实验前准备：ＩＣＲ 雄鼠结扎：雄鼠麻

醉后，结扎其两侧输精管，待休养恢复两周后与

ＩＣＲ 雌鼠合笼，筛除未结扎成功的雄鼠；超数排

卵：对 ３ ～ ４ 周龄雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠注射 １０ ＩＵ
ＰＭＳＧ，间隔 ４８ ｈ 后再注射 １０ ＩＵ ｈＣＧ，当晚与雄

性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠合笼；假孕鼠准备：选取发情期

ＩＣＲ 雌鼠与 ＩＣＲ 结扎雄鼠于上述同一时段合笼，
次日检查见栓情况。

（２）显微注射及胚胎移植：促排次日对见栓

雌鼠实施安乐死并在输卵管壶腹部收集受精卵。
将受精卵于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养至原核期时，将
ｓｇＲＮＡ（２０ ｎｇ ／ μＬ）和 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ（１００ ｎｇ ／ μＬ）一
起显微注射到小鼠受精卵中，经恢复培养 ２ ～ ４ ｈ
后，移植到假孕 ＩＣＲ 母鼠输卵管壶腹部，缝合后

将移植鼠放回饲养间，定期观察其是否怀孕。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｆ０ 代小鼠基因型鉴定

对适龄 Ｆ０ 代小鼠编号分笼，取小鼠 ２ ～
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５ ｍｍ 尾组织提取 ＤＮＡ，随后通过 ＰＣＲ 反应验证

基因敲除情况（引物序列见表 １）。 配制 ２５ μＬ 的

ＰＣＲ 体系：ｄｄＨ２Ｏ ３ μＬ，上下游引物各 １ μＬ，模板

２ μＬ，２ × ｂｕｆｆｅｒ １２􀆰 ５ μＬ，ｄＮＴＰｓ ５ μＬ，ＰＣＲ 酶

ＫＯＤ ＦＸ Ｎｅｏ ０􀆰 ５ μＬ；ＰＣＲ 反应参数的设置为

９４ ℃ 起始变性 ２ ｍｉｎ，循环参数设置为 ９８ ℃
１０ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，６８ ℃ ６０ ｓ，３５ 个循环后 ６８ ℃延

伸 １０ ｍｉｎ。 随后对 ＰＣＲ 鉴定阳性的小鼠反应产

物进 行 测 序， 来 确 定 带 有 突 变 的 首 建 鼠

（ｆｏｕｎｄｅｒ）。

表 １　 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＰＣＲ
代次

Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
基因型
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列（５’⁃３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ（５’⁃３’）

ＫＯ Ｍ⁃ＫＯ⁃Ｔ２８⁃ＦＰ ＡＴＣＡＧＧＡＧＡＧＧＴＴＧＧＡＧＡＴＡＧＧ

Ｆ０ Ｍ⁃ＫＯ⁃Ｔ２８⁃ＲＰ ＡＡＧＴＣＴＧＴＧＣＣＡＴＣＴＴＡＧＡＧＡＡＣ

ＷＴ Ｍ⁃ＫＯ⁃Ｔ２８⁃ＦＰ ＡＴＣＡＧＧＡＧＡＧＧＴＴＧＧＡＧＡＴＡＧＧ

Ｍ⁃ＫＯ⁃Ｔ２８⁃ＷＴ⁃ＲＰ ＣＣＧＴＧＴＡＧＧＴＡＡＴＣＣＴＴＣＴＴＧＧ

Ｆ１ ＫＯ Ｍ⁃ＫＯ⁃Ｔ２８⁃ＳＥＮＳ ＧＴＧＡＣＴＣＡＧＡＡＣＴＧＣＣＴＧＴＡＡＣ

Ｍ⁃ＫＯ⁃Ｔ２８⁃ＡＮＴＩ ＡＡＧＴＧＴＴＧＣＣＧＣＣＡＴＣＴＣＴ

１􀆰 ２􀆰 ４　 建立稳定遗传的 Ｕｏｘ－ ／ －小鼠品系

将带有突变的首建鼠与野生型（ ｗｉｄｅ ｔｙｐｅ，
ＷＴ）小鼠交配，得到 Ｆ１ 代杂合子小鼠（基因型为

Ｕｏｘ＋ ／ －），同“１􀆰 ２􀆰 ３”中描述的方法进行基因型鉴

定和 ＤＮＡ 测序，证实 Ｕｏｘ 基因的敲除。 随后选择

Ｆ１ 代杂合的雌鼠和雄鼠交配获得后代 Ｆ２ 代，挑
选出 Ｆ２ 代中的纯合子小鼠（基因型为 Ｕｏｘ－ ／ －），即
得到稳定遗传的 Ｕｏｘ 基因敲除小鼠品系

１􀆰 ２􀆰 ５　 ＳＵＡ 与尿液尿酸（ｕｒｉｎｅ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ， ＵＵＡ）
测定

ＳＵＡ 检测：采样前一晚禁食 １２ ｈ，小鼠尾静

脉采血 １００ μＬ，室温静置 １ ～ ２ ｈ 后见血清析出，
以 ３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，收集血清备用；ＵＵＡ
检测：采样前同样禁食 １２ ｈ，应激法采集尿液。
ＳＵＡ 和 ＵＵＡ 均使用尿酸测试盒进行测定，以蒸

馏水作空白对照、标准品作阳性对照，加样品 ５
μＬ，混合酶溶液 ２５０ μＬ，３７ ℃孵育 １０ ｍｉｎ 后，于
５１０ ｎｍ 下测定吸光度值 Ａ。 计算公式如下：

ＵＡ 浓度（μｍｏＬ ／ Ｌ） ＝ Ａ 测定 － Ａ 空白
Ａ 标准 － Ａ 空白

×

Ｃ 标准品 × Ｆ 稀释倍数

１􀆰 ２􀆰 ６　 组织病理学检测

小鼠深度麻醉后，取肾组织和肝组织，经 ４％
多聚甲醛固定 ４８ ｈ，进行组织修剪、脱水、包埋、切
片，随后进行苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色或 Ｍａｓｓｏｎ 染

色、封片、最后镜检合格的样片。 在显微镜不同

倍数下详细观察组织切片情况，对切片中基本病

理改变如充血、淤血、出血、水肿、变性、坏死、纤维

化、炎性变化等情况进行评价和描述。
１􀆰 ２􀆰 ７　 生化检测结果

采样前一晚禁食禁水 １２ ｈ，小鼠尾静脉采血

３００ μＬ，室温静置 １ ～ ２ ｈ 后见血清析出，以

３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，收集血清。 按说明书配

制试剂混合液加入仪器，上机检测。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０􀆰 ０ 软件统计分析数

据，数据结果均以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）的形式

表示。 两组数据间比较采用非配对 ｔ 检验方法

（ｕｎｐａｉｒｅｄ ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ ｔｅｓｔ）分析，多组数据间比较

采用非配对单因素方差法（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）分

析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ｓｇＲＮＡ 活性分析

经检测，所设计的 ３ 对 ｓｇＲＮＡ 中以 Ｕｏｘ⁃Ｌ２
（８６％）和 Ｕｏｘ⁃Ｒ２（９８％）的活性最高，选择 Ｕｏｘ⁃Ｌ２
和 Ｕｏｘ⁃Ｒ２ 进行 ｓｇＲＮＡ 载体构建和体外转录，最
终获得可用于显微注射的 ｓｇＲＮＡ 溶液。 （表 ２，
图 １）。
２􀆰 ２　 Ｆ０ 和 Ｆ１ 代小鼠的基因型鉴定

经 ＰＣＲ 鉴定和 ＤＮＡ 测序，本实验 Ｆ０ 代共获

得小鼠 ８ 只，其中有 ３ 只阳性敲除鼠。 将 Ｆ０ 代 １
号雄鼠与野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌鼠合笼，共获得 １５
只 Ｆ１ 后代，其中 １０ 只为基因型 Ｕｏｘ＋ ／ －的杂合子
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　 　 　 　 　 　表 ２　 ｓｇＲＮＡ 序列及活性分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｏｒ ｓｇＲＮＡ

ｓｇＲＮＡ 序列（５’⁃３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’⁃３’）

活性 ／ ％
Ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ／ ％

Ｕｏｘ⁃Ｌ１ ＡＡＴＡＴＡＡＣＣＧＡＣＴＧＧＴＴＧＡＧＧ ６５

Ｕｏｘ⁃Ｌ２ ＣＧＧＴＡＴＡＴＧＡＴＴＡＣＣＣＣＧＡＧＧ ８６

Ｕｏｘ⁃Ｌ３ ＣＡＡＧＧＧＡＣＣＴＣＡＣＡＣＧＴＣＴＧＧ １４

Ｕｏｘ⁃Ｒ１ ＴＴＡＣＴＧＧＡＴＣＡＴＴＧＧＴＡＣＡＧＧ ５７

Ｕｏｘ⁃Ｒ２ ＴＧＴＡＡＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＡＴＡＴＧＧ ９８

Ｕｏｘ⁃Ｒ３ ＴＧＴＣＣＣＡＴＴＧＡＴＴＴＧＴＴＧＡＧＧ ５８

小鼠。 然后将 Ｆ１ 代杂合子雌雄鼠相互合笼，筛选

得纯合的 Ｕｏｘ－ ／ － 小鼠，保种繁育用于后续实验。
Ｆ１ 代及之后代次的小鼠Ｕｏｘ 基因 ５’⁃ＡＡＣＡＣＡＡＣＡ
ＡＣＡＡＡＡＡＡＡ⁃３’前均缺失 ２０１３ ｂｐ，即敲除Ｅｘｏｎ ２。
（表 ３，图 ２）。
２􀆰 ３　 尿酸测定结果

本研究对 ＷＴ、 Ｕｏｘ＋ ／ －、Ｕｏｘ－ ／ － 三种类型的 ８
周龄雌鼠与雄鼠分别进行 ＳＵＡ 和 ＵＵＡ 检测。
其结果显示，与 ＷＴ小鼠（雄性和雌性）及Ｕｏｘ＋ ／ －

注：Ｍ：Ｍａｋｅｒ；ＮＣ：阴性对照；Ｌ１ ～ Ｌ３：Ｕｏｘ⁃Ｌ１ ～ Ｌ３；Ｒ１ ～ Ｒ３：Ｕｏｘ⁃Ｒ１ ～ Ｒ３。

图 １　 ｓｇＲＮＡ 靶点活性检测

Ｎｏｔｅ． Ｍ． Ｍａｋｅｒ． ＮＣ． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｌ１ ～ Ｌ３． Ｕｏｘ⁃Ｌ１ ～ Ｌ３． Ｒ１ ～ Ｒ３． Ｕｏｘ⁃Ｒ１ ～ Ｒ３．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｏｒ ｓｇＲＮＡ

注：Ａ：Ｆ０ 代基因型鉴定；Ｂ：Ｆ１ 代基因型鉴定；Ｃ：Ｆ１ 代鼠 Ｕｏｘ 基因敲除前后碱基变化示意图。

图 ２　 Ｆ０ 和 Ｆ１ 代的基因型鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｆｏｒ Ｆ０． Ｂ． Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｆｏｒ Ｆ１． Ｃ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｂａｓｅ ｃｈａｎｇｅｓ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ Ｕｏｘ ｉｎ Ｆ１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｆｏｒ Ｆ０ ａｎｄ Ｆ１

小鼠（雄性和雌性）相比，Ｕｏｘ－ ／ － 小鼠（雄性和雌

性）的 ＳＵＡ 水平均显著升高（图 ３Ａ，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），
且均值大于 ４２０ μｍｏｌ ／ Ｌ；同样与 ＷＴ 小鼠（雄性

和雌性）相比，Ｕｏｘ－ ／ － 小鼠（雄性和雌性）的 ＵＵＡ
水平也显著升高（图 ３Ｂ，雄鼠：Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，雌鼠：Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 病理检测结果

对 ６ 周龄小鼠的肝组织进行 ＨＥ 染色，肾组

织进行 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色，与 ＷＴ 小鼠对比，
Ｕｏｘ－ ／ －小鼠可见肾小管中重度扩张，上皮细胞变

性，管腔形状不规则，部分管腔中可见细胞碎片

和蛋白管型；肾实质中肾小球分布出现异常，小
球萎缩，系膜及基质增生；肾表面被膜、肾小管及

周围组织出现大量纤维化；间质单核及淋巴细胞浸

润（图 ４Ａ ～ ４Ｂ）。 肝实质内见中等量的肝细胞变

性，胞质疏松淡染；偶见粒细胞灶性浸润（图 ４Ａ）。

５１４



中国实验动物学报 ２０２５ 年 ３ 月第 ３３ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｒｃｈ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． ３

表 ３　 小鼠基因型鉴定结果及小鼠 Ｕｏｘ 基因敲除前后碱基变化

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｂａｓｅ ｃｈａｎｇｅｓ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ Ｕｏｘ

代次
Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

数量
Ｑｕａｎｔｉｔｙ

编号
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒ

􀳜 ♀

阳性编号
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｉｃｅ

碱基变化（５’⁃３’）
Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｂａｓｅ（５’⁃３’）

Ｆ０ ８ １ ～ ２ ３ ～ ８

１ ＡＣＧＴＣＴＡＣＧＴＧＧＡＡＧＡＧＧＴＣ 前缺失 ２３００ ｂｐ
２３００ ｂｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ＡＣＧＴＣＴＡＣＧＴＧＧＡＡＧＡＧＧＴＣ

２
ＡＴＧＴＴＴＣＡＴＡＧＴＴＴＴＡＡＡＴＴ 前缺失 ３０５０ ｂｐ，插入 １７ ｂｐ

３０５０ ｂｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ａｎｄ １７ ｂｐ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ
ＡＴＧＴＴＴＣＡＴＡＧＴＴＴＴＡＡＡＴＴ

４
ＡＧＣＡＡＧＡＧＡＴＴＴＡＣＡＡＴＴＴＡ 前缺失 ２４７６ ｂｐ，插入 ３ ｂｐ

２４７６ ｂｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ａｎｄ ３ ｂｐ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ
ＡＧＣＡＡＧＡＧＡＴＴＴＡＣＡＡＴＴＴＡ

Ｆ１
（１􀳜 × Ｃ５７ＢＬ ／ ６♀） １５ １＃ ～ ６＃ ７＃ ～ １５＃

１＃，２＃，５＃，７＃，
８＃，９＃，１０＃，
１１＃，１２＃，１３＃

ＡＡＣＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＡＡＡＡＡ 前删除 ２０１３ ｂｐ
２０１３ ｂｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ＡＡＣＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＡＡＡＡＡ

注：Ａ：ＳＵＡ 水平；Ｂ：ＵＵＡ 水平；与同性别 ＷＴ 组相比，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与同性别 Ｕｏｘ＋ ／ － 组相比，＃＃＃ Ｐ ＜
０􀆰 ００１。（下图同）

图 ３　 尿酸检测结果（ｎ ＝ ５ ～ １２）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＵＡ． Ｂ． Ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＵＵＡ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｅｎｄｅｒ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｕｏｘ＋ ／ － ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｅｎｄｅｒ， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ（ｎ ＝ ５ ～ １２）

注：Ａ：肾和肝的 ＨＥ 染色结果；Ｂ：肾的 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果。

图 ４　 组织病理结果（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ｋｉｄｎｅｙｓ ａｎｄ ｌｉｖｅｒｓ． Ｂ． Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ｋｉｄｎｅｙｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ（ｎ ＝ ３）
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２􀆰 ５　 血清生化检测结果

为了验证尿酸对肾功能的影响，测定了 ５ ～
７ 周龄 ＷＴ 和 Ｕｏｘ－ ／ －小鼠的 ＳＣＲ 和血清 ＢＵ 水平。
检测结果显示，与 ＷＴ 小鼠相比，Ｕｏｘ－ ／ － 小鼠的

ＳＣＲ 和 ＢＵ 均显著升高（图 ５Ａ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；图 ５Ｂ，Ｐ

＜ ０􀆰 ００１），表明肾小球滤过受损。 同时为了检查

尿酸对肝的影响，也测定了 ＷＴ 和 Ｕｏｘ－ ／ － 小鼠的

ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 水平。 检测结果显示，与 ＷＴ 小鼠相

比，Ｕｏｘ－ ／ －小鼠的 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 均显著升高（图 ５Ｃ，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；图 ５Ｄ，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），表明肝功能受损。

注：Ａ：血清尿素含量；Ｂ：血清肌酐含量；Ｃ：血清丙氨酸氨基转移酶含量；Ｄ：血清门冬氨酸氨基转移酶含量。

图 ５　 血清生化检测结果（ｎ ＝ ９ ～ １０）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＢＵ ｃｏｎｔｅｎｔ． Ｂ． ＳＣＲ ｃｏｎｔｅｎｔ． Ｃ． ＡＬＴ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｅｒｕｍ． Ｄ． ＡＳＴ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｅｒｕｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｓｅｒｕｍ（ｎ ＝ ９ ～ １０）

３　 讨论

ＵＯＸ 是导致人与小鼠 ＨＵＡ 患病率差异的最

主要因素之一，敲除 Ｕｏｘ 基因不仅可以导致小鼠

体内尿酸水平自发性升高，更使得小鼠与人的尿

酸代谢途径一致，更有利于ＨＵＡ 以及其他相关疾

病病理机制的深入研究。
本研究中，基因修饰主要包括 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 合

成的 Ｃａｓ９ 蛋白在特定 ｓｇＲＮＡ 的辅助下定向切割

ＤＮＡ 链和 ＤＮＡ 链通过 ＮＨＥＪ 方式修复两大过程。
ＮＨＥＪ 是在不依赖于同源 ＤＮＡ 序列的情况下，使
用 ＤＮＡ 连接酶将 ＤＮＡ 双链断裂（ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ
ｂｒｅａｋｓ，ＤＳＢｓ）末端直接连接的一种修复过程，在
细胞修复中占较大比例。 虽然这种修复方式迅

速高效，但也因此牺牲了 ＤＳＢｓ 修复的准确性，使
得本研究所获得的 ３ 只 Ｆ０ 代敲除阳性小鼠之间

存在序列差异。 实验最终选择生长状态最佳的

Ｆ０⁃１ 号雄性小鼠用于繁育后代，Ｆ０⁃１ 的 ＰＣＲ 鉴

定结果显示在 ＞ １０００ ｂｐ 位置有一深一浅两个条

带，提示 Ｆ０⁃１ 是带有两种基因型细胞的嵌合体。
对 Ｆ０⁃１ 与 ＷＴ 小鼠的后代（即 Ｆ１ 代）进行 ＰＣＲ
鉴定与 ＤＮＡ 测序，测序结果显示，Ｆ１ 代敲除阳性

的 Ｕｏｘ＋ ／ －小鼠，均是在 ５’⁃ＡＡＣＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＡＡ
ＡＡＡ⁃３’前缺失 ２０１３ ｂｐ，与 Ｆ０⁃１ 上方较浅条带一

致，该缺失最终造成 Ｅｘｏｎ ２ 的敲除。
对本研究中繁育获得的 ＷＴ、Ｕｏｘ＋ ／ －、Ｕｏｘ－ ／ －

３ 种类型小鼠的 ＳＵＡ 和 ＵＵＡ 进行检测，结果显

示，无论对于雌鼠还是雄鼠，Ｕｏｘ－ ／ －小鼠的 ＳＵＡ 水

平和 ＵＵＡ 水平均显著高于 Ｕｏｘ＋ ／ －小鼠和 ＷＴ 小

鼠，其中血清尿酸均值（雄鼠：（４７８􀆰 ４ ± １１４􀆰 ６）
μｍｏｌ ／ Ｌ， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； 雌 鼠： （ ５０７􀆰 ７ ± １２９􀆰 ６ ）
μｍｏｌ ／ Ｌ， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１） ＞ ４２０ μｍｏｌ ／ Ｌ；尿液尿酸均

值为 雄 鼠 （ ４１１６􀆰 ８ ± １９２８􀆰 １ ） μｍｏｌ ／ Ｌ （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１），雌鼠 （ ２９９８􀆰 ０ ± ５４７􀆰 ７） μｍｏｌ ／ Ｌ （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 Ｕｏｘ＋ ／ －小鼠和 ＷＴ 小鼠之间并未显现出

尿酸水平的差异，说明 Ｕｏｘ 基因杂合亦可满足小

鼠机体的尿酸代谢需求。 由于样本量有限，尿酸

水平在性别之间差异并不明显，有待进一步扩大

数量后再验证。 ＳＣＲ 和 ＢＵ 分别为含氮的有机物

和蛋白质代谢的终末产物，主要从肾小球滤出，
故其血清中含量可用作肾小球滤过功能的诊断

和过筛指标。 当肾小球滤过率下降到正常的

５０％以下时，ＳＣＲ 和血清中 ＢＵ 的浓度才迅速升

高。 本研究检测结果显示，Ｕｏｘ－ ／ －小鼠的 ＳＣＲ 约

是 ＷＴ 小鼠的 ６ 倍（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），血清 ＢＵ 约是

ＷＴ 小鼠的 ２ 倍（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），都高于正常值范围

（ＢＵ：９􀆰 ３ ～ １２􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；ＣＲＥＡ：１１ ～ ２８ μｍｏｌ ／
Ｌ） ［１１－１２］，提示 Ｕｏｘ－ ／ －小鼠的肾小球滤过功能出现

７１４



中国实验动物学报 ２０２５ 年 ３ 月第 ３３ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｒｃｈ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． ３

明显受损。 Ｕｏｘ－ ／ －小鼠的 ＳＵＡ、ＳＣＲ 和血清 ＢＵ 的

数值对比野生型较为离散，这很大程度是受个体

动物对尿酸升高的适应能力和病理损伤程度差

异等因素的影响。 在组织病理检查中发现，与
ＷＴ 小鼠对比，Ｕｏｘ－ ／ －小鼠的肾表面被膜、肾小管

及周围组织出现大量纤维化，肾间质见单核及淋

巴细胞浸润，肾小管中重度扩张、变性，肾小球萎

缩、肾小球膜及基质增生，这些病理特征与人肾

小管间质性肾炎病理较为相似［１３］。
ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 是反映肝实质损害的重要指标，

且 ＡＬＴ 水平与肝损伤程度呈正比，当 １％的肝细

胞发生坏死时，血清 ＡＬＴ 水平即可升高一倍。 有

文献报道，ＡＬＴ 是 ＨＵＡ 的独立危险因素，对 ＡＬＴ
水平 的 监 测 或 许 可 以 成 为 ＨＵＡ 的 预 防 手

段［１４－１５］。 本研究的生化结果显示，Ｕｏｘ－ ／ － 小鼠的

血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 水平相较于 ＷＴ 小鼠升高一倍

左右（ＡＬＴ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；ＡＳＴ：Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），且都高于

正常值范围（ＡＬＴ：１４ ～ ３８ Ｕ ／ Ｌ；ＡＳＴ：２８ ～ ７８ Ｕ ／
Ｌ） ［１６－１７］，这与 Ｕｏｘ－ ／ －小鼠在肝实质中观察到肝细

胞变性的病理特征相吻合。 有研究表明肝损伤

与高水平尿酸通过胰岛素抵抗、氧化应激、诱导

炎症介质释放等途径诱导肝细胞损伤有关［１８－１９］，
而本研究中所构建的 Ｕｏｘ－ ／ －小鼠是否也存在相似

的致病途径有待进一步研究。
作为ＨＵＡ 及相关疾病机制研究、治疗药物开

发的关键工具，ＨＵＡ 模型的研发仍处于早期阶

段。 药物诱导模型所使用药物主要为尿酸前体

（腺嘌呤）、ＵＯＸ 抑制剂（氧嗪酸钾）和尿酸排泄

抑制剂（果糖或乙胺丁醇）三类，虽然造模方法简

单，但存在 ＨＵＡ 水平维持时间短、肾损害严重的

问题，即使改良后的二联用药方案，仍很难达到

ＨＵＡ 患者的临床诊断水平（４２０ μｍｏｌ ／ Ｌ），且抑制

剂的使用与临床 ＨＵＡ 发病机制存在差异［２０］。 在

遗传修饰的造模方法中，除 Ｕｏｘ 基因外，Ｇｌｕｔ９、
Ｇｌｕｔ１２、Ｓｌｃ２２ａｌ２、Ａｂｃｇ２ 等也被选中作为靶基因被

敲除，实现了 ＨＵＡ 水平的动物造模［２１－２４］，但由于

其所敲除的基因也是药物治疗靶点，因此这种模

型在降尿酸药物的研究上存在局限性。
与现有的 Ｕｏｘ 基因敲除的大小鼠模型相

比［２５－２７］，本研究所构建的 Ｕｏｘ－ ／ －小鼠的肾小球滤

过功能损伤更为严重，肾小球系膜细胞及基质增

生，小球体肥大，为进一步研究 ＨＵＡ 相关肾病提

供了效果明显的小鼠模型。 近年来，ＨＵＡ 逐渐成

为继高血压、高血糖、高血脂外的第四大代谢疾

病，给人类的生命健康带来诸多隐患，本研究后

续将对所构建的 Ｕｏｘ－ ／ －小鼠做更深入的研究，旨
在为 ＨＵＡ 领域研究提供有价值的参考和依据。
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