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鼠ｆｓｃｂ基因靶向敲除载体的构建及动物模型的建立
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　　［摘要］　目的　利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统构建鼠ｆｓｃｂ基因打靶载体，为研究鼠 ＦＳＣＢ蛋白在精子鞭
毛运动和获能中作用建立ｆｓｃｂ基因敲除动物模型。方法　根据 ｆｓｃｂ基因全长序列，设计 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
作用靶点，合成３对单链向导 ＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅｇｕｉｄｅＲＮＡ，ｓｇＲＮＡ），并克隆进 ＰＵ５７Ｔ７ＧＤＮＡ载体，通过
ＰＣＲ测序鉴定，获得 ｓｇＲＮＡ表达质粒。利用 Ｔ７ＲＮＡ聚合酶体外转录 ｓｇＲＮＡ和 Ｃａｓ９ＲＮＡ。将 Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ和ｓｇＲＮＡ以适当比例混合后注射入Ｂ６Ｊ小鼠受精卵中，获得ｆｓｃｂ基因敲除的初建鼠（Ｆ０）。通过
ＰＣＲ对基因突变情况进行鉴定，选取靶基因敲除的小鼠进行传代并进一步测序分析确定突变情况。
结果　成功构建表达ｓｇＲＮＡ的载体并进行体外转录，将有活性的ｓｇＲＮＡ和Ｃａｓ９ＲＮＡ直接注射入鼠受
精卵，获得３９只Ｆ０代阳性小鼠，选取３只明确删除目的基因片段并产生移码的雄鼠与野生雌鼠回交繁
育得到５只Ｆ１代阳性小鼠（２只雄鼠，３只雌鼠），将 Ｆ１代杂合子雄鼠与雌鼠交配，获得纯合子小鼠。
通过鉴定，建立了两种不同基因型的 ｆｓｃｂ基因敲除鼠系，并传代繁育。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析证实两种鼠系
纯合子雄鼠睾丸及精子内的ＦＳＣＢ蛋白表达消失。结论　通过ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统靶向敲除ｆｓｃｂ基因并
获得纯合子小鼠，为进一步分析ＦＳＣＢ蛋白的功能提供了基因敲除小鼠模型。
　　［关键词］　 基因敲除；精子蛋白；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９；动物模型
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴｈｅｆｓｃｂｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｏｄｅｌｉｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｕｓｉｎｇｔｈｅＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｓｙｓｔｅｍ，
ｗｈｉｃｈｏｆｆｅｒａｔｏｏｌｆｏｒｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＦＳＣＢｐｒｏｔｅｉｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｋｎｏｃｋｏｕｔ；ｓｐｅｒｍｐｒｏｔｅｉｎ；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９；ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ
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　　已有研究发现严重弱精症或精子完全无运动的患
者存在精子纤维鞘发育不良［１］，精子形成过程中睾丸

特异性基因的适时有序表达，并驱动精子各细胞器的

有序形成包括精子鞭毛骨架结构和相关蛋白的有序装

配整合是保证精子发挥正常功能的根本物质基础［２］。

纤维鞘ＣＡＢＹＲ结合蛋白（ｆｉｂｒｏｕｓｓｈｅａｔｈＣＡＢＹＲｂｉｎｄ
ｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＦＳＣＢ）是在精子形成过程中特异性表达并
最终定位于精子鞭毛纤维鞘上的一种新蛋白，由李彦

锋教授［３］在美国率先发现和鉴定。前期的研究发现

ＦＳＣＢ、ＣＡＢＹＲ等蛋白可能通过直接或间接的相互作
用结合装配于纤维鞘的支架蛋白ＡＫＡＰｓ上，形成巨分
子蛋白复合物，共同发挥纤维鞘的生理功能。根据其

基本特性，推断该蛋白可能是一种参与精子鞭毛运动，

与精子获能和超活化作用有关的重要蛋白［３］。本研

究应用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统靶向敲除小鼠 ｆｓｃｂ基因并
建立动物模型，为深入探讨 ＦＳＣＢ蛋白缺失后精子发
生，精子形成和精子形态结构的可能改变以及该蛋白

在精子中的生物学功能提供了保证。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　大肠杆菌、ＬＢ琼脂平板、Ｂ６Ｊ小鼠、ＰＵＣ５７Ｔ７ＧＤＮＡ
表达载体、Ｃａｓ９表达载体（均由南京大学模式动物研
究所提供）、Ｔ７Ｕｌｔｒａ试剂盒／ＭＥＧＡｓｈｏｒｔｓｃｒｉｐｔ试剂盒
（Ａｍｂｉｏｎ，ＡＭ１３４５）、ＰＣＲ纯化试剂盒（南京大学模式
动物研究所），ＤＨ５α感受态（Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ公司），限制性
内切酶ＢｓａⅠ、ＤｒａⅠ、ＡｇｅⅠ、Ｔ４Ｌｉｇａｓｅ／Ｔ４Ｂｕｆｆｅｒ连接
酶、Ｔａｑ酶和ｄＮＴＰ等（ＮＥＢ公司），质粒小量提试剂盒
（天根生化科技有限公司），琼脂糖胶回收试剂盒（康

为世纪公司），抗ＦＳＣＢ抗体（李彦锋教授国外研究制
备），山羊抗豚鼠ＩｇＧ（博奥生物有限公司）。
１．２　方法
１．２．１　ｓｇＲＮＡ设计和寡聚核苷酸链的合成　　鼠
Ｆｓｃｂ基因定位于第１２条染色体的１２Ｃ１区段（Ｃｈｒｏ
ｍｏｓｏｍｅ１２：６５，５７２，３２０－６５，５７５，８８５，ＥＮＳＭＵＳＴ
００００００５９８３３），全长３５６６ｂｐ，仅有单一的外显子，无
内含子，表达蛋白全长１０６２ａａ。针对该基因，通过在
线免费设计 ｓｇＲＮＡ的软件（ｈｔｔｐ：／／ｃｒｉｓｐｒ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／），
设计３对针对ｆｓｃｂ基因的向导ＲＮＡ寡聚核苷酸链：正

义链 １：ＴＡＧＧＡＴＧＡＡＧＡＧＡＡＡＧＣＡＴＧＴＣＣ，反义链 １：
５′ＡＡＡＣＧＧＡＣＡＴＧＣＴＴＴＣＴＣＴＴＣＡＴＣ３′；正义链 ２：５′
ＴＡＧＧＴＧＡＧＴＴＡＧＡＡＡＴＴＡＴＴＡＴＣ３′，反义链 ２：５′ＡＡ
ＡＣＧＡＴＡＡＴＡＡＴＴＴＣＴＡＡＣＴＣＡＣ３′；正义链 ３：５′ＴＡＧ
ＧＧＡＡＴＡＣＴＣＴＧＴＧＧＣＡＡＴＴＣ３′，反义链 ３：５′ＡＡＡＣ
ＧＡＡＴＴＧＣＣＡＣＡＧＡＧＴＡＴＴＣＣ３′。将 ｆｓｃｂｓｇＲＮＡ寡核
苷酸单链以逐步降温的方法退火成双链，程序如下：

９５℃，５ｍｉｎ；９４℃，１ｍｉｎ，－１℃／循环，２２个循环；
７２℃，３０ｍｉｎ；７１℃，１ｍｉｎ，－１℃／循环，４６个循环；
４℃ 保持备用。
１．２．２　ｓｇＲＮＡ表达载体构建　　将３对 ｓｇＲＮＡ寡核
苷酸双链稀释至０．５μｍｏｌ／Ｌ。用 ＢｓａⅠ酶切 ｐＵＣ５７
Ｔ７ＧＤＮＡ质粒使其线性化，回收后稀释至５０ｍｇ／Ｌ，然
后与３对寡核苷酸双链分别进行连接，连接体系：线性
化的ｐＵＣ５７Ｔ７ＧＤＮＡ质粒２μＬ，ｓｇＲＮＡ寡核苷酸双链
６μＬ，Ｔ４连接酶１μＬ，Ｔ４缓冲液１μＬ，１６℃连接６ｈ或
过夜。连接后转化感受态大肠杆菌，涂布于含１２５μｇ／ｍＬ
卡那霉素的ＬＢ琼脂平皿上进行培养。次日在 ＬＢ琼
脂平板上挑取具有卡那霉素抗性的单克隆菌落，溶于

２０μＬＬＢ液中，涡旋后，将部分菌液接种到 ＬＢ液中，
３７℃，半径＝５０ｍｍ，２５０ｒ／ｍｉｎ下振摇培养，另一部分
的菌液提取质粒ＤＮＡ，进行测序鉴定。鉴定正确的阳
性克隆保存备用。

１．２．３　ｓｇＲＮＡ和 Ｃａｓ９表达载体的体外转录　　
ｓｇＲＮＡ的表达载体 ｐＵＣ５７Ｔ７ＧＤＮＡｓｇＲＮＡ经 ＤｒａⅠ
酶切线性化，Ｃａｓ９表达载体经ＡｇｅⅠ酶切线性化，两者
均经酚氯仿抽提纯化后，溶于无核酸酶的水中作为模

板，用于体外转录。ｓｇＲＮＡ的体外合成利用 ＭＥＧＡ
ｓｈｏｒｔｓｃｒｉｐｔ试剂盒（Ａｍｂｉｏｎ，ＡＭ１３５４）在体外通过 Ｔ７
ＲＮＡ聚合酶完成。Ｃａｓ９ｍＲＮＡ的合成利用Ｔ７Ｕｌｔｒａ试剂
盒 （Ａｍｂｉｏｎ，ＡＭ１３４５）在体外通过Ｔ７ＲＮＡ聚合酶完成。
上述载体转录合成均在南京大学模式动物研究所完成。

１．２．４　Ｃａｓ９／ｓｇＲＮＡ的原核注射获得 Ｆ０代初建鼠　
　转录好的ｓｇＲＮＡ和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ混合并调整浓度至
每种 ｓｇＲＮＡ１０ｎｇ／μＬ和 ２０ｎｇ／μＬ，显微注射法将
ＲＮＡ混合物注射到Ｂ６Ｊ鼠受精卵的雄核和细胞质中，
用 Ｂ６Ｊ小鼠作为假孕受体鼠，移植成功后获得基因敲
除的初建鼠。实验中小鼠编号为“数字”加“＃”上标表
示，如“１＃”，以此逐一编号。实验中涉及动物操作程
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序已经得到中国医学科学院医学实验动物研究所动物

使用与管理委员会批准。

１．２．５　ｆｓｃｂ基因敲除鼠基因鉴定及测序　　Ｆ０代初
建鼠在出生 ７～１４ｄ时，剪取鼠尾组织提取基因组
ＤＮＡ。设计１对包含ｓｇＲＮＡ作用靶点的鉴定引物，正
向引物：５′ＧＣＴＴＣＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＣＣＴＧＣＣ３′，反向引
物：５′ＣＡＡＣＣＡＡＡＧＧＡＴＣＴＴＣＴＴＧＴＧＣ３′。ＰＣＲ反应
体系５０μＬ。反应条件：９５℃ ５ｍｉｎ；（９５℃ ３０ｓ，５８℃
３０ｓ，７２℃４０ｓ）×４０；７２℃５ｍｉｎ；保存于１６℃。ＰＣＲ
产物用１．５％的琼脂糖凝胶电泳分离，通过 ＰＣＲ产物
大小进行判断可能的阳性鼠。野生型小鼠其扩增片段

大小为５２０ｂｐ，如果ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９对靶基因相应位点
造成了突变，该５２０ｂｐ的 ＰＣＲ产物将消失，代之以缩
小的片段。表明靶点 ＤＮＡ系列可能存在突变，通过
ＴＡ克隆、测序检查确定突变。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实 ＦＳＣＢ蛋白在睾丸和精子内
的表达缺失　　取后续繁育 Ａｌｉｎｅ和 Ｄｌｉｎｅ雄鼠野
生、杂合、纯合各 １只精液及睾丸组织用 ＲＩＰＡＮＰ４０
蛋白裂解液提取蛋白作 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ。一抗稀释：称
抗ＦＳＣＢ抗体粉剂１／１０，溶解于１００μＬ预冷的双蒸水
中，充分溶解后分装，－２０℃保存。稀释后的抗体使
用前１∶１０００稀释于含５％ ＢＳＡ，０．１％ ＮａＮ３的ＴＢＳＴ
中。Ｍａｒｋｅｒ：Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ２６６１６（ＳＭ０６７１）；二抗，山羊
抗豚鼠ＩｇＧ１∶１００００稀释。
　　本实验应用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统实现小鼠 ｆｓｃｂ基
因靶向敲除并建立动物模型，其过程及步骤（图１）。
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图１　通过ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统构建ｆｓｃｂ基因敲除动物
模型实验流程图

２　结果

２．１　表达载体的构建
　　ｐＵＣ５７Ｔ７ＧＤＮＡ质粒经 ＢｓａⅠ酶切使其线性化，
经设计的３条 ｓｇＲＮＡ寡核苷酸双链形成的黏性末端
与ＢｓａⅠ酶切的黏性末端相匹配。３条 ｓｇＲＮＡ寡核苷
酸双链分别与上述载体连接，成功构建３种 ＰＵ５７Ｔ７
ＧＤＮＡｓｇＲＮＡ载体。经测序验证序列正确无误。
２．２　获得ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导敲除ｆｓｃｂ基因小鼠
　　ｓｇＲＮＡ的表达载体 ｐＵＣ５７Ｔ７ＧＤＮＡｓｇＲＮＡ和
Ｃａｓ９表达载体经体外转录后，将转录好的 ｓｇＲＮＡ和
Ｃａｓ９ｍＲＮＡ混合物通过显微注射法注射到 Ｂ６Ｊ鼠受
精卵内，并将受精卵移植进 Ｂ６Ｊ假孕鼠。第 １次将
１２４枚移植进６只假孕鼠，妊娠３只小鼠并生产３只，
剪鼠尾提取 ＤＮＡ作为 ＰＣＲ模板，经过鉴定后未获得
阳性小鼠。第２次注射，增加注射和移植数量，将３６０
枚受精卵移植进１３只假孕鼠，有１１只妊娠，并产生
７１只小鼠，有２只意外死亡，总共获得了６９只小鼠，
经过ＰＣＲ鉴定后获得３９只阳性小鼠（图２），为 Ｆ０代
小鼠。根据与野生型小鼠 ＰＣＲ结果的比较分析，将
ＰＣＲ产物大小发生明显变化，条带单一，无杂带的２３＃

＼２９＃＼３３＃＼４６＃＼５９＃＼６４＃共６只鼠的 ＰＣＲ产物进行连 Ｔ
载体并测序分析，鉴定改造后基因序列。ＰＣＲ产物连
Ｔ测序结果显示：产生５中不同的基因型，３３＃命名为Ａ
Ｌｉｎｅ（图３Ａ）；２３＃命名为ＢＬｉｎｅ；２９＃命名为ＣＬｉｎｅ；５９＃

和６４＃为同一种基因型（图３Ｂ），命名为 ＤＬｉｎｅ；４６＃存
在基因改变，但没有实现移码。其余５只小鼠在删除
基因片段后都产生移码。最终选择 Ａｌｉｎｅ和 ＤＬｉｎｅ
的３３＃、５９＃和６４＃用于回交野生鼠繁育。将３３＃、５９＃和
６４＃雄鼠与Ｂ６Ｊ雌鼠交配获得小鼠为Ｆ１代，３３＃后代中
获得１雄２雌３只阳性小鼠；５９＃后代中获得１雄１雌
２只阳性小鼠。再次行 ＰＣＲ鉴定（图 ４）及测序（图
５）。结果：Ｆ０代３３＃和其子代９１＃、９５＃、９６＃均在４８１～
６１４ｂｐ的区域发生了１３４ｂｐ的删除，同时在第２个靶
点有８ｂｐ的删除。Ｆ０代５９＃和其子代７２＃、７４＃均在第
１个靶点有９个碱基发生了删除，在６０５～７８３ｂｐ的区
域发生了１７９ｂｐ的删除。表明：Ｆ１代小鼠测序结果
与Ｆ０代基因型相同，显示 Ｃａｓ９／ｓｇＲＮＡ介导的基因突
变可以稳定传代。我们将 Ｆ１代获得的杂合子雄鼠与
雌鼠交配，获得纯合子小鼠。为此，我们建立了２种不
同基因型的ｆｓｃｂ基因敲除鼠系，并传代繁育。
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ＤＬ２０００：ＤＮＡ分子质量标准；Ｂ６：野生型对照鼠；√：选取做基因测序的阳性鼠；１～７２：获得的Ｆ０代７２只小鼠
图２　Ｆ０代小鼠ｆｓｃｂ基因敲除ＰＣＲ鉴定结果
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Ａ：３３＃小鼠基因测序对比图；Ｂ：５９＃和６４＃小鼠基因测序对比图；黄色区示第１个靶点，蓝色区示第２个靶点，紫色
区示第３个靶点，红色字体示碱基删除部分

图３　Ｆ０代小鼠ｆｓｃｂ基因敲除基因型分析结果
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Ａ：９１＃、９５＃、９６＃小鼠基因测序对比图；Ｂ：７２＃和７４＃小鼠基因测序对比图；红色字体示碱基删除部分，红色“－”示
删除的碱基序列，黑色“－”示与原有基因相同的碱基序列

图５　Ｆ１代小鼠基因测序与野生型比对结果
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７２＃、７４＃均为Ｆ０代３３＃的子代，９１＃、９５＃、９６＃均为 Ｆ０代５９＃

的子代；Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准

图４　Ｆ１代小鼠ｆｓｃｂ基因敲除ＰＣＲ鉴定结果

２．３　基因敲除后小鼠精液和睾丸 ＦＳＣＢ蛋白表达的
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

　　取Ａｌｉｎｅ和Ｄｌｉｎｅ野生型、杂合子、纯合子雄鼠各
１只，获取精液及睾丸组织，应用ＲＩＰＡＮＰ４０蛋白裂解
液提取蛋白后，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。结果显示，野
生型小鼠精液及睾丸蛋白提取物中 ＦＳＣＢ蛋白位于约
２７０ｂｐ大小平面，而ＡＬｉｎｅ和ＤＬｉｎｅ的纯合子雄鼠的

精液（３、６泳道）和睾丸（９、１２泳道）中ＦＳＣＢ蛋白表达
消失，杂合子小鼠ＦＳＣＢ蛋白在精液（２、５泳道）和睾丸
（８、１１泳道）中的表达与野生型相比略降低（图６）。
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ＷＴ：野生型；ＨＺ：杂合子；ＨＯ：纯合子
图６　ＦＳＣＢ蛋白在ＷＴ、ＨＺ、ＨＯ小鼠精液和睾丸组织中

表达的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定结果

３　讨论

　　基因敲除是研究基因功能最直接有效的方法之
一。早期的传统基因敲除主要是应用同源重组原理通

过设计的同源片段替代靶基因片段，从而使目的基因

的功能丧失［４］，但同源重组方法总体而言存在效率
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低，技术要求高，时间周期长而且成本高的缺点，严重

制约了相关基础研究的发展。本研究前期曾应用传统

的同源重组技术试图进行 ｆｓｃｂ基因敲除，经反复尝试
未能成功。近年来，新的基因靶向敲除技术不断涌现，

为该领域的研究提供了更为高效快捷的平台，如锌指

核酸酶（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＺＦＮ）技术［５－６］、转录激

活子样效应因子核酸酶［ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅ
（ＴＡＬ）ｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＴＡＬＥＮｓ］技术［７－９］和最新出现

的规律性重复短回文序列簇（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒ
ｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ，ＣＲＩＳＰＲｓ）／（ＣＲＩＳＰＲａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄ，Ｃａｓ）系统［１０－１３］。尤其是 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术
不再需要传统技术所必需的胚胎干细胞，其操作更加

简便快捷，应用范围更广，靶向效率更高，而且可以在

同一细胞中同时进行多个靶点的操作［１４］。显然比之

传统基因敲除技术具有更加显著的优势。

　　ＣＲＩＳＰＲｓ／Ｃａｓ系统是一种原核生物特有的针对外
源性遗传物质免疫防御机制，可通过序列特异的 ＲＮＡ
介导，对入侵的外源性遗传物质进行靶向定位并利用

Ｃａｓ酶进行酶切、降解［１５］。该系统分为３种类型，其中
类型Ⅱ由于组成简单，只需要存在核酸酶 Ｃａｓ９蛋白、
ＣＲＩＳＰＲｄｅｒｉｖｅｄ ＲＮＡ （ｃｒＲＮＡ） 、Ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）、ＲＮａｓｅⅢ ４种成分即可发挥作
用［１６］，因而被改造成基因组靶向编辑工具。经过改造

的Ⅱ型 ＣＲＩＳＰＲｓ／Ｃａｓ９系统能够利用 ＲＮＡ介导的
ＤＮＡ靶向功能对多种生物基因组的任意区域进行编
辑［１７－２０］。ＣＲＩＳＰＲ能够转录产生前体 ｃｒＲＮＡ（Ｐｒｅ
ＣＲＩＳＰＲ ＲＮＡ，ＰｒｅｃｒＲＮＡ），ＰｒｅｃｒＲＮＡ 经 过 Ｃａｓ９
ｔｒａｃｒＲＮＡ复合物加工后生成成熟的 ｃｒＲＮＡ，ｃｒＲＮＡ的
５′端区域能够与靶位点互补配对，而 ３′端能够与
ｔｒａｃｒＲＮＡ及Ｃａｓ９形成复合物，从而引导 Ｃａｓ９蛋白结
合于靶位点进行特异性切割［１６］。这一系统仅仅需要

根据目的基因序列，设计一种向导 ＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ），在
其介导下即可实现定向基因打靶［２１］，因此自从该技术

出现后即获得广泛认可和青睐。

　　由于本研究前期应用同源重组技术未能成功敲除
ｆｓｃｂ基因，故改用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统，结果顺利构建
ｓｇＲＮＡ表达载体并成功获得阳性克隆小鼠，从而建立
了ＡＬｉｎｅ和ＤＬｉｎｅ两种 ｆｓｃｂ基因敲除鼠系。在本研
究中，我们将ｓｇＲＮＡ和 Ｃａｓ９ＲＮＡ混合物注入１２４枚
受精卵，移植进６只假孕鼠，结果仅有３只小鼠妊娠，
最终仅生产３只小鼠，经过鉴定后未获得阳性小鼠。
所以第２次注射增加了ｓｇＲＮＡ和Ｃａｓ９ＲＮＡ混合物注
射量和受精卵的移植数，注射 ３６０枚受精卵，移植进
１３只假孕鼠，共有１１只妊娠，并产生６９只存活小鼠，通

过ＰＣＲ鉴定后获得３９只阳性小鼠，突变率为５６．５％。
　　在建系中，因每１只Ｆ０代小鼠的基因删除情况都
不一样，故每个Ｆ０代小鼠称为一个ｌｉｎｅ。Ｆ０代首建鼠
可能出现多种删除的情况，故原则上Ｆ０代小鼠之间不
能相互交配。为了确保产生的移码突变能整合进生殖

系并稳定传代，我们将其与同背景的野生型小鼠进行

交配；选择其中产生移码突变的后代进行进一步的繁

育。本研究获得的 Ｆ０代和 Ｆ１代小鼠均首先通过
ＰＣＲ方法对基因片段的删除情况进行鉴定，然后通过
将ＰＣＲ产物连接Ｔ载体，再进行测序确认基因删除的
具体片段和是否产生移码突变。对确认产生移码突变

的来自于同一个ｌｉｎｅ的 Ｆ１代杂合子再通过其互配获
得ｆｓｃｂ基因敲除的纯合子小鼠。为了验证我们所建鼠
系，对纯合子子代亦进行了 ＰＣＲ鉴定和测序，对比基
因型与母代相同，得到稳定传代的基因突变小鼠。成

年后小鼠的 ＦＳＣＢ蛋白表达情况，经反复 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
证实，其在纯合子雄鼠睾丸和精子内的蛋白表达消失。

　　本研究前期对鼠ＦＳＣＢ蛋白的基本生物学特性研
究发 现，该 蛋 白 与 精 子 纤 维 鞘 蛋 白 ＡＫＡＰ３、
ＡＫＡＰ４［２２］、ＣＡＢＹＲ等具有极为相似的定位特征，同时
具有钙结合能力，并且其丝氨酸／苏氨酸在体内外均可
被蛋白激酶Ａ（ＰＫＡ）磷酸化。既往基因敲除小鼠的研
究证实：Ａｋａｐ４－／－纯合子雄鼠产生的精子数量正常，
但存在纤维鞘形成缺陷，表现为缩短的柱状体和稀薄

的环状肋板，同时精子丧失前向运动而表现为不育，其

机理分析认为是由于缺乏 ＡＫＡＰ４情况下信号转导的
失败所致［２２］。基于前期研究对 ＦＳＣＢ蛋白相关生物
学特性的认识，为了解其在精子的形成和运动过程中

的具体作用，本研究应用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因敲除方法
建立了ｆｓｃｂ基因敲除小鼠动物模型，为探讨 ＦＳＣＢ蛋
白缺失后精子发生、形成、形态结构改变以及该蛋白在

精子中的生物学功能的改变奠定了基础。

　　由于精子形成过程的特异性基因在鼠和人之间绝
大部分具有高度保守性，ｆｓｃｂ基因在鼠和人之间也具
有很强的保守性，因而从基因敲除小鼠所获得的重要

生物学信息很可能适合应用于人类不育的病因学诊断

和治疗。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统具有操作简单、靶向精确
性高、基因修饰高并可稳定遗传，可实现靶基因多点同

时敲除而且无物种限制，实验周期短等特点［２３］。为

此，本研究应用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统技术，获得 ｆｓｃｂ基
因敲除小鼠，不但为下一步鉴定 ｆｓｃｂ基因敲除小鼠的
表型特征尤其是ｆｓｃｂ基因缺失对生育能力的影响提供
了动物模型，而且为进一步进行精子特异性表达基因

的多位点敲除研究提供了技术支撑。

２３５１
第３７卷第１５期
２０１５年８月１５日　　　　　　　　　　
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