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Ｇｐｒ１８３基因敲除小鼠的构建及其在急性肝损伤中功能初步分析
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　　［摘要］　目的　利用成簇的规律间隔短回文重复序列和相关蛋白９（ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９）基因编辑技术
构建Ｇｐｒ１８３全基因敲除小鼠模型，并对Ｇｐｒ１８３受体在淋巴细胞的调控功能和在急性肝损伤过程中的
作用进行了初步分析。方法　根据ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术实验方法构建 Ｇｐｒ１８３全基因敲除纯合
子Ｆ２代小鼠，随后通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测野生型和敲除型小鼠肝脏和脾脏组织Ｇｐｒ１８３基因蛋白表
达水平，并通过免疫荧光（ＩＦ）技术分析了野生型和敲除型小鼠脾脏淋巴细胞的分布情况以及 ＩＬ１７和
ＩＬ２２的表达水平，最后我们对 Ｇｐｒ１８３受体敲除后在小鼠急性肝损伤模型中进行了初步分析？。
结果　Ｇｐｒ１８３基因敲除小鼠可正常生长繁殖，Ｆ２代纯合子小鼠（ＫＯ）较野生小鼠（ＷＴ）相比基因片段
部分缺失，同时Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示ＫＯ小鼠肝脏、脾脏组织中 Ｇｐｒ１８３基因表达蛋白缺失，ＩＦ结果显
示Ｇｐｒ１８３受体可引起小鼠脾脏Ｂ淋巴细胞由滤泡中央区向滤泡边缘区迁移，并且减弱了脾脏淋巴细胞
ＩＬ１７和ＩＬ２２的分泌功能（Ｐ＜０．０５），同时在小鼠急性肝损伤诱导模型中，我们发现Ｇｐｒ１８３受体敲除小
鼠能明显缓解小鼠急性肝损伤过程（Ｐ＜０．０１），差异具有统计学意义。结论　成功构建了 Ｇｐｒ１８３受体
敲除小鼠模型，为Ｇｐｒ１８３基因功能在体内研究提供了稳定的小鼠敲除模型，同时Ｇｐｒ１８３受体敲除后能
减轻小鼠急性肝损伤。
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２（ＥＢＩ２），其基因位于人的第１３号染色体上，受鸟嘌呤
核苷酸调控的一种膜蛋白受体，属于Ｇ蛋白偶联受体视
紫红质家族成员［１－２］。Ｇｐｒ１８３受体广泛表达于免疫细
胞膜上，尤其在受到ＥＢＶ感染后淋巴细胞膜上有较高
表达［３－４］。研究表明它是引导淋巴细胞定位的关键性

趋化受体，能够在次级淋巴器官（如脾脏、淋巴结等）引

导活化的Ｂ细胞由滤泡间区向滤泡外区迁移［５－７］。

　　由于Ｇｐｒ１８３受体主要在免疫细胞膜上表达，因此
目前人们对Ｇｐｒ１８３受体的研究，主要是围绕免疫细胞
开展的，如淋巴细胞、巨噬细胞等，既往研究表明

Ｇｐｒ１８３受体能够调控免疫细胞参与多种疾病的炎性
反应过程［８］，除此之外，Ｇｐｒ１８３受体在其它细胞膜上
也有少量表达，例如：文献［９］报道利用糖尿病患者和
非糖尿患者的胰岛细胞研究发现 Ｇｐｒ１８３受体能够增
强胰岛素分泌，有效防止了葡萄糖中毒诱导 的β细胞
功能障碍。Ｇ蛋白偶联受体作为细胞膜上最大的膜蛋
白受体家族在维持细胞稳态和引导疾病转归过程中发

挥了重要的作用。因此构建稳定的动物敲除模型对深

入研究Ｇｐｒ１８３受体具有重要的意义。
　　传统的基因敲除系统方法（如ＺＦＮ即锌指核糖核
酸酶和ＴＡＬＥＮｓ即转录激活因子样效应物核酸酶），缺
乏良好的有效性和特异性，而 ＣＲＩＳＰＲ基因敲除系统
具有成本低、周期短、突变效率高等特点［１０－１２］。本研

究利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因敲除技术构建 Ｇｐｒ１８３受体
敲除小鼠，并验证了它对脾脏发育和淋巴细胞功能的

影响，为Ｇｐｒ１８３基因在细胞中的调控作用机制研究提
供了一个稳定的敲除动物模型。

　　急性肝损伤是由多种致病因素导致的肝脏发生的
急性炎症反应，其常见的病因有药源性、病毒性和酒精

性等［１３］。急性肝损伤形成的过程是体内多细胞参与

作用的结果，我们已熟知肝脏内淋巴细胞产生的ＩＦＮγ
是急性肝损伤形成的重要环节，除此之外，ＩＬ１７和
ＩＬ２２也参与了急性肝损伤的形成［１４－１５］。我们猜想

Ｇｐｒ１８３受体在急性肝损伤疾病过程中是否也发挥了
一定的功能，因此我们通过构建Ｇｐｒ１８３全基因敲除小
鼠对小鼠急性肝损伤进行了初步探究。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　实验所用野生小鼠为 Ｃ５７ＢＬ／６
品系，周龄为６～８周，健康雄性小鼠，购于上海斯莱克
实验动物有限公司，饲养于华东师范大学 ＳＰＦ级实验
动物中心。Ｇｐｒ１８３基因敲除小鼠由华东师范大学生
命科学学院杜冰教授课题组和实验动物中心构建完

成，动物实验由华东师范大学动物伦理委员会授权。

１．１．２　实验材料　　低温高速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｆ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）；ＰＣＲ仪（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）；６孔细胞培养板
（Ｔｈｅｒｍｏ，ＵＳＡ）；１６４０培养基（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）；ＦＢＳ
（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）；反转录试剂盒，组织器官淋巴细胞分离
液（Ｓｏｌａｉｂｉｏ，ＣＨＮ）；反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）；
ｑＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）；Ｇｐｒ１８３Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ抗
体（Ｔｈｅｒｍｏ，ＵＳＡ）；βＡｃｔｉｎＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ抗体（塞维
尔，ＣＨＮ）；丙氨酸检测试剂盒 ＡＬＴ（南京建成，ＣＨＮ）；
天冬氨酸转氨酶ＡＳＴ（南京建成，ＣＨＮ）；ＨＥ染色试剂
盒（南京建成，ＣＨＮ）
１．２　实验方法
１．２．１　Ｇｐｒ１８３受体敲除小鼠的构建与鉴定　　将小
鼠 Ｇｐｒ１８３基因目标靶点 １６个碱基 （ＣＣＡＣＴＧ
ＧＣＡＡＣＧＴＣＴＣ）与已经设计的片段合成完整的引物，体
外进行扩增转录，得到 ＳｇＲＮＡ。将 ＳｇＲＮＡ（２５ｎｇ／μＬ）
和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ（５０ｎｇ／μＬ）用 ＴＥ缓冲液稀释至３０μＬ，
置于冰上，移交至华东师范大学实验动物中心进行受

精卵显微注射。

　　待小鼠出生１周左右，剪取小鼠的指甲，利用酚／
氯仿法提取小鼠基因组ＤＮＡ。通过 ＰＣＲ进行扩增鉴
定，ＰＣＲ引物设计在目标靶点左右。Ｇｐｒ１８３引物序列
为：上游：５′ＣＴＧＧＣＣＴＴＧＧＴＴＧＴＣＡＴＴＧ３′；下游：５′
ＡＣＡＣＣＴＧＣＧＴＡＣＧＴＧＴＴＧＡＴ３′。根据 ＰＣＲ 鉴定结
果，选择第１代小鼠中的杂合子进行交配，同上方法对
其后代进行鉴定从而获得 Ｇｐｒ１８３基因敲除的纯合子
小鼠。

１．２．２　鼠 Ｇｐｒ１８３基因表达蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　
　和敲除型小鼠肝脏和脾脏组织蛋白，用ＢＣＡ试剂盒

０７７１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



测定蛋白总浓度，按比例稀释好蛋白，进行蛋白电泳。

采用湿转法进行转膜（ＰＶＤＦ膜），５％ ＢＳＡ封闭液封
闭１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜 ３次，加入 Ｇｐｒ１８３Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ抗
体，４℃冰箱孵育过夜，洗膜，加入山羊抗鼠二抗孵育
１ｈ，洗膜，使用Ｏｄｙｓｓｅｙ仪器，选择７００／８００ｎｍ进行荧
光扫膜。

１．２．３　免疫荧光检测小鼠脾脏中淋巴细胞　　各取
１只野生型和敲除型小鼠脾脏，进行固定、脱水浸蜡处
理后，制作小鼠脾脏组织石蜡蜡块和组织切片。组织

切片抗原修复液修复，３％Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧化物

酶，封闭液封闭６０ｍｉｎ，滴加 ＣＤ３和 ＣＤ１９（１∶１００）多
克隆抗体，４℃孵育过夜。第２天，取出复温，用 ＰＢＳ冲
洗 ３次，加入荧光二抗，在黑暗条件下孵育３０ｍｉｎ，细胞
核用ＤＡＰＩ染色５～１０ｍｉｎ并在荧光显微镜下拍照。
１．２．４　脾脏淋巴细胞功能 ｑＰＣＲ检测　　按实验方
法制备野生型和敲除型小鼠脾脏单细胞悬液，按组织

器官淋巴细胞分离液试剂盒方法，分离出小鼠脾脏淋

巴细胞。按 ＲＮＡ抽提试剂盒提取淋巴细胞 ＲＮＡ，然
后反转成ｃＤＮＡ，采用 ＲＴｑＰＣＲ法检测小鼠脾脏中淋
巴细胞ＩＬ１７和 ＩＬ２２ｍＲＮＡ的表达情况。
１．２．５　Ｇｐｒ１８３受体在小鼠急性肝损伤作用功能　　
小鼠急性肝损伤模型建立：６～８周周龄 ＷＴ和 Ｇｐｒ１８３
ＫＯ小鼠各６只，分为４组：ＷＴ对照组（ｎ＝２）；ＷＴ实
验组（ｎ＝４）；Ｇｐｒ１８３ＫＯ对照组（ｎ＝２）；Ｇｐｒ１８３ＫＯ实
验组（ｎ＝４）。对照组橄榄油 １．０ｍＬ／ｋｇ小鼠腹腔注
射，实验组 ２０％ ＣＣＬ４（橄榄油稀释）１．０ｍＬ／ｋｇ小鼠
腹腔注射。小鼠于注射后２４ｈ取出，眼球取血脱颈椎
处死，取出肝脏组织，固定于４％多聚甲醛中。
　　小鼠血清ＡＬＴ和ＡＳＴ检测：将小鼠眼球取血的全
血样品置于冰上静置２ｈ，然后３０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心
１５ｍｉｎ，取上层血清，进行 ＡＬＴ和 ＡＳＴ检测前，样品均
稀释５倍用。按 ＡＬＴ和 ＡＳＴ检测试剂盒说明书进行
实验操作，

　　小鼠肝脏ＨＥ染色：将固定好的小鼠肝脏组织，进
行乙醇浓度梯度脱水、浸蜡、包埋、切片等处理，随后将

切片进行二甲苯脱蜡、ＨＥ染色、二甲苯透明、封片等

处理，最后将制作好的肝脏组织 ＨＥ染色切片在纤维
镜下观察评估并拍照。

　　小鼠肝脏组织细胞相关功能 ｑＰＣＲ检测：按实验
方法步骤提取野生、敲除小鼠实验组和对照组的肝脏

组织总ＲＮＡ，进而反转获得ｃＤＮＡ，以ＧＡＰＤＨ为内参，
检测小鼠肝脏 ＩＬ１７、ＩＬ２２、ＴＮＦα、ＩＬ１０和 ＴＧＦβ等
相关基因的表达情况。

１．３　统计学分析
　　利用Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ８．０分析软件，对数据结果进
行分析，两组间比较采用独立样本ｔ检验，α＝０．０５。

２　结果

２．１　Ｇｐｒ１８３目标靶点和子一代 Ｇｐｒ１８３基因敲除小
鼠的鉴定结果分析

　　首先通过 Ｅｎｓｅｍｂｌ网站上查找 Ｇｐｒ１８３基因敲除
目标靶点，目标靶序列为 ＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＴＡＣＣＣＣＡＣ
ＴＧＧＣＡＡＣＧＴＣＴＣＡＴＧＧ（图 １）。利用 ＣＲＩＳＰＲＩ／Ｃａｓ９
技术获得Ｆ０代小鼠，取 Ｆ０代小鼠基因组 ＤＮＡ测序，
将嵌合体Ｆ０代小鼠与 ＷＴ小鼠杂交获得 Ｆ１代小鼠，
再将Ｆ１代杂合子合笼繁殖，通过 Ｆ２带小鼠基因型鉴
定结果显示：在Ｆ２代小鼠中，可获得Ｇｐｒ１８３基因缺失
纯合子小鼠（ＫＯ）（图２）。
２．２　Ｇｐｒ１８３－／－小鼠Ｇｐｒ１８３基因蛋白表达缺失
　　通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，野生型（ＷＴ）小
鼠肝脏和脾脏组织 Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｇｐｒ１８３基因表
达蛋白正常表达，而在Ｇｐｒ１８３基因敲除小鼠中表达缺
失（图３）。
２．３　Ｇｐｒ１８３－／－小鼠脾脏淋巴细胞差异性分布
　　免疫荧光结果显示，野生型小鼠脾脏 Ｔ淋巴细胞
（ＣＤ３）和Ｂ淋巴细胞（ＣＤ１９）在脾脏中的分布具有一
定的规律，Ｂ淋巴细胞（ＣＤ１９）主要分布在脾脏淋巴滤
泡的边缘区，Ｔ淋巴细胞（ＣＤ３）主要分布在脾脏的中
央区。而Ｇｐｒ１８３受体敲除小鼠Ｂ（ＣＤ１９）淋巴细胞在
脾脏淋巴滤泡边缘区和中央区均有分布，表明了

Ｇｐｒ１８３受体能引导 Ｂ淋巴细胞由滤泡中央区向滤泡
边缘区迁移（图４）。

　　ＳｇＲＮＡＧｐｒ１８３序列：
　　ＧＡＴＣＡＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＣＣＣＡＣＴＧＧＣＡＡＣＧＴＣＴＣＡＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴ

图１　Ｇｐｒ１８３基因敲除目标靶点序列
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ＫＯ：Ｇｐｒ１８３基因敲除小鼠；ＨＺ：杂合子小鼠；ＷＴ：野生型小鼠

图２　ＰＡＭ靶点序列（Ａ）和小鼠基因型鉴定（Ｂ）
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图４　免疫荧光染色ＷＴ小鼠和Ｇｐｒ１８３－／－小鼠脾脏变化

!"#$%&

（
'$!$(

&）
!

!")*+,-

（
'.!$(

&）
!

肝脏 脾脏 肝脏 脾脏

野生型 敲除型

图３　Ｇｐｒ１８３基因表达蛋白在小鼠肝脏和脾脏表达水平

２．４　Ｇｐｒ１８３－／－小鼠减弱了ＩＬ１７和ＩＬ２２基因的表达
　　ＩＬ１７和 ＩＬ２２主要由淋巴细胞产生，ｑＰＣＲ结果
显示，Ｇｐｒ１８３受体敲除小鼠脾脏淋巴细胞分泌 ＩＬ１７
和ＩＬ２２的功能较野生型小鼠脾脏淋巴细胞功能降低
（图５）。
２．５　Ｇｐｒ１８３受体敲除后缓解了急性肝损伤
　　急性肝损伤是导致急性肝功能衰竭的重要原因，
我们通过Ｇｐｒ１８３－／－小鼠腹腔ＣＣＬ４注射诱导急性肝损
伤模型，与野生（ＷＴ）小鼠相比，Ｇｐｒ１８３ＫＯ实验组小
鼠血清ＡＬＴ和ＡＳＴ含量低于ＷＴ实验组小鼠；小鼠肝
脏组织 ＨＥ染色结果显示：Ｇｐｒ１８３ＫＯ实验组小鼠肝
脏细胞坏死程度轻于 ＷＴ实验组小鼠，ＷＴ实验组小
鼠肝脏细胞呈现大片状坏死，并出现了较多的淋巴细

胞和中性粒细胞在肝脏组织中聚集；并且我们通过提

取小鼠肝脏组织总ＲＮＡ，通过ＲＴｑＰＣＲ检测 ＩＬ１７和

ＩＬ２２和促炎性因子 ＴＮＦα的基因表达水平，结果显
示：Ｇｐｒ１８３ＫＯ实验组小鼠肝脏组织，ＩＬ１７和ＩＬ２２基
因表达水平明显低于 ＷＴ实验组小鼠，同时 ＫＯ小鼠
抑制了促炎性因子ＴＮＦα的分泌，差异具有统计学意
义。而抑炎性因子 ＩＬ１０和 ＴＧＦβＷＴ实验组和 ＫＯ
实验组相比，差异无统计学意义。综上结果显示，

Ｇｐｒ１８３受体全基因敲除后，能通过抑制淋巴细胞ＩＬ１７
和ＩＬ２２和促炎性因子 ＴＮＦα的基因表达，从而缓解
了急性肝损伤的形成过程（图６）。
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图５　ｑＰＣＲ检测ＷＴ小鼠和 Ｇｐｒ１８３－／－小鼠脾脏淋巴细
胞ＩＬ１７（Ａ）和ＩＬ２２（Ｂ）ｍＲＮＡ表达水平
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图６　Ｇｐｒ１８３受体敲除后缓解了急性肝损伤

３　讨论

　　Ｇ蛋白偶联受体是一个非常庞大的膜蛋白受体家
族，在目前已上市的药物中，基于 Ｇ蛋白偶联受体开
发的药物约占 ４０％，代表性的有肾上腺素受体、乙酰
胆碱能受体、多巴胺受体等［１６］。研究表明，Ｇ蛋白偶

联受体能感知细胞内外环境的变化，参与调控多种癌

症的发生和发展［１７－１８］。Ｇｐｒ１８３受体虽然能引起淋巴
细胞在次级淋巴器官聚集分布，但是Ｇｐｒ１８３受体在其
他细胞上的功能尚不是很清楚，因此构建一个稳定的

Ｇｐｒ１８３受体全基因敲小鼠就显得非常有必要了。
　　我们通过构建的 Ｇｐｒ１８３受体全基因敲除小鼠在

３７７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１８）



急性肝损伤疾病模型中进行了初步的功能炎症？，发现

Ｇｐｒ１８３受体全基因敲除后缓解了急性肝损伤形成的
过程，能通过抑制淋巴细胞促炎因子ＩＬ１７和ＩＬ２２的
分泌来介导的这个过程。然而它具体在淋巴细胞的调

控机制我们未进行深入探究，并且Ｇｐｒ１８３受体在急性
肝损伤过程中是否能通过影响其他类型的细胞而参与

调控疾病的发生和发展，我们也未进行研究。

　　因ＣＲＩＳＰＲ基因敲除系统敲除小鼠具有稳定繁殖
的优势，目前已经广泛用于肿瘤疾病的研究中，由于肿

瘤的发生、发展常常伴随着癌基因的激活、抑癌基因的

失活或者染色体重排的出现，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术可以
使癌基因的功能尚失，也可以使抑癌基因的功能重新

激活。但由于ＳｇＲＮＡ仅能靶向２０ｂｐ的ＤＮＡ序列，常
常会出现脱靶效应。合理设计 ＳｇＲＮＡ以及合理选择
靶点位置，可以减少脱靶效应的概率。然而 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９技术在生物细胞分子水平上的研究还需进一步
考察，我们期待今后该技术能够在个性化肿瘤治疗中

能够发挥巨大作用，为肿瘤患者带来新的希望。
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