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　　［摘要］　目的　构建Ｔｅｔｏｎ调控小鼠肝脏特异性表达ｕＰＡ基因的ＮＯＤＳＣＩＤ背景的转基因小鼠，
并通过人肝癌细胞移植修复小鼠亚急性肝损伤进而构建人源化肝细胞嵌合小鼠。方法　采用
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术，在ｇＲＮＡ引导下，Ｃａｓ９核酸内切酶于 Ｒｏｓａ２６基因位点切割并编辑，插入目的基因
ｐＴｉｇｈｔｕＰＡｐＡＡｌｂｐｒｏｍｏｔｅｒｒｔＴＡｐＡ表达框。使目的基因能跟随染色体稳定遗传，生物学功能保持稳
定。新培育的转基因小鼠分为４组：诱导组（ｎ＝１７）、移植组（ｎ＝１６）、未诱导组（ｎ＝５）和空白对照组
（ｎ＝５）。诱导组经强力霉素诱导３周，肝脏中表达的 ｕＰＡ能造成小鼠肝脏亚急性损伤；再通过人肝癌
细胞移植修复。移植４周后，通过小鼠血清生化学、组织病理学，评估该人源化肝细胞嵌合小鼠的效果。
结果　诱导组小鼠血清中ｕＰＡ、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）均高于未诱导组和空白对照组（Ｐ＜０．０１）；移
植组人白蛋白含量显著高于未移植组（Ｐ＜０．０１）。组织病理学 ＨＥ染色发现人肝癌细胞参与小鼠肝组
织的修复，激光共聚焦显微镜观察显示鼠肝脏中有人肝癌细胞聚集并表达人白蛋白，组化染色人角质蛋

白（ＣＫ１８）表达成阳性。结论　新构建的转基因小鼠能通过强力霉素诱导小鼠肝脏中 ｕＰＡ表达，造成
肝脏亚急性损伤，并通过人源肝癌细胞移植修复进而构建人源化肝细胞嵌合小鼠。

　　［关键词］　 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术；Ｒｏｓａ２６基因位点；人源化；嵌合肝；转基因小鼠；尿激酶纤溶酶原
激活物
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　　目前，人源化肝细胞嵌合小鼠模型是嗜肝病毒研
究较好的实验平台，能够用于观察嗜肝病毒感染嵌入

的人源肝细胞的致病过程及体内免疫应答反应，有助

于致病机制和治疗药物研究。早期的研究表明移植的

人肝细胞在受体肝脏中几乎不能增殖。为解决这个问

题，尿激酶型纤溶酶原激活物（ｕｒｏｋｉｎａｓｅｐｌａｓｍｉｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ，ｕＰＡ）被用于小鼠模型的开发［１］。ｕＰＡ具有
肝毒性，通过对细胞内底物纤溶酶原的激活导致严重

的肝损伤，并降解肝脏结构重组的细胞外基质蛋

白［２］；另外 ｕＰＡ能激活肝细胞生长因子，具有肝有丝
分裂原的特性，能有效地促进移植肝细胞的增殖［３－４］。

　　然而，携带ｕＰＡ基因的小鼠出生后常伴随出血和
肝损伤，导致这种小鼠成活率低，繁殖能力差。部分小

鼠肝细胞通过删除重组基因得以快速增殖，在出生后

８～１２周恢复整个肝脏。移植肝细胞要在受体肝脏中
良好增殖，受体肝脏需处于损伤状态，同时还要避免受

体肝细胞快速增殖而竞争性抑制移植肝细胞的生长。

为此，课题组构建了含四环素反式原件 Ｔｅｔｏｎ的慢病
毒质粒ＣＮ３６２，有效地控制ｕＰＡ基因在小鼠肝细胞中
表达的时间和剂量［５］，使人源肝细胞移植成为可控。

　　构建Ｔｅｔｏｎ调控小鼠模型，传统上可以采用含重
组目的基因的腺病毒载体感染并结合小鼠尾静脉注入

分别携带了Ｔｅｔｏｎ的２个正反式元件组分，然后进行
大批量的繁殖、杂交和筛选，获得有效调控 ｕＰＡ表达
的基因型和表型［６］。另一种方法是将构建好的慢病

毒质粒直接采用原核注射的方式随机注入小鼠体内，

进行广泛的培育筛选［４］。这些方法成功率极低［７－８］，

而且所获得的基因型与表型是否能够稳定的遗传表达

存在不确定性。

　　本研究采用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术［９－１０］，定点插入

Ｔｅｔｏｎ调控的目的基因片段，不仅有效解决了 ｕＰＡ新
生小鼠肝脏损伤出血死亡的难题［１１－１２］，而且目的基因

及所具备的生物学功能可稳定地遗传到子代。通过强

力霉素诱导实验及人源肝细胞移植修复，成功构建

Ｔｅｔｏｎ调控表达ｕＰＡ的人源化肝细胞嵌合小鼠。

１　材料与方法

１．１　转基因小鼠构建策略
　　采用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术，通过同源重组的方式，
在 Ｒｏｓａ２６基因位点定点插入 ｐＴｉｇｈｔｕＰＡｐＡＡｌｂ
ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｔＴＡｐＡ表达框（图 １）。该载体包含 ３．９ｋｂ
５′同源臂、ｐＴｉｇｈｔｕＰＡｐＡＡｌｂｐｒｏｍｏｔｅｒｒｔＴＡｐＡ和３．４ｋｂ
３′同源臂。

图１　Ｒｏｓａ２６基因位点插入目的基因表达框结构及Ｆ１代小鼠鉴定策略
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１．２　试剂与仪器
　　限制性内切酶 ＮｏｔⅠ、ＸｈｏⅠ、ＫｐｎⅠ、克隆重组
试剂 ＩｎＦｕｓｉｏｎ；ＨＤＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ及 ＰＣＲ相关试剂
（ＴａＫａＲａ大连宝生物工程有限公司）；通用Ｒｏｓａ位点载
体Ｒｓｏａ２６ＩｎｓＩｎｓ（上海南方模式科技公司）；ＣＮ３６２质
粒于本研究所构建并保存［５］；ｍＭＥＳＳＡＧＥｍＭＡＣＨＩＮＥ
Ｔ７ＵｌｔｒａＫｉｔ、ＭＥＧＡｃｌｅａｒＴＭ试剂盒、ＭＥＧＡｓｈｏｒｔｓｃｒｉｐｔ试
剂盒（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ上海金畔生物科技有限公司）；常
规化学试剂主要购自Ｓｉｇｍａ；胶回收ＫｉｔＱＩＡｑｕｉｃｋ试剂
盒（上海玉博生物科技有限公司）；引物合成于生工生

物工程（上海）股份有限公司；小鼠尿激酶型纤溶酶活

物 ｕＰＡ（ＭＭ０１０１Ｍ１）、小鼠丙氨酸氨基转移酶 ＡＬＴ
（ＭＭ０２６０Ｍ１）、人白蛋白 ＡＬＢ（ＭＭ１３３４８Ｈ１）购于江
苏酶免实业有限公司；免疫荧光兔抗人单克隆抗体

ＡＬＢ（ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ武汉三鹰生物技术有限公司）；二抗
为山羊抗兔：Ｒｈｏｄａｍｉｎｅλ＝５６０ｎｍ（ＳＡ００００７２）；人角
质蛋白 １８（ＣＫ１８）单克隆抗体小鼠抗人（ｅｌａｂｓｃｅｎｃｅ
武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，ｃａｔａｌｏｇＮＯ：
ＥＡＢ７１０４６），人肝癌细胞ＨｅｐＧ２ＮＴＣＰ（ＢＦＮ６０８０５９５８，
中国细胞库，上海），盐酸强力霉素（Ｍａｃｋｌｉｎ上海麦克
林生化公司）。

　　梯度ＰＣＲ仪（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），凝胶成像仪和核酸
电泳仪（Ｔａｎｏｎ公司），水浴锅，细菌培养箱和摇床（上海
精宏公司），蔡司ＬＳＭ８８０倒置激光共聚焦显微镜。
１．３　动物培育及饲养
　　动物构建实验在上海南方模式生物科技股份有限
公司动物中心进行，后期动物移植验证实验在陆军军

医大学实验动物中心进行。ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠 ４周龄，
体质量１２～１５ｇ，雌雄３∶１，共１２０只，包括后期扩大种
群部分，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠８周龄，体质量２０～２５ｇ，雌性
２０只。动物实验均按照上海模式生物中心动物护理
和使用委员会的指导方针进行。所有小鼠发育健康。

小鼠饲养在无菌设施中，单独通风，可以任意进食和

水。室内１２ｈ光／暗循环照明。
１．４　Ｃａｓ９和ｇＲＮＡ体外转录结构的构建
　　体外合成 Ｃａｓ９ｍＲＮＡ，用 ＸｂａⅠ线性化载体，并
根据制造商的说明，用 ｍＭＥＳＳＡＧＥｍＭＡＣＨＩＮＥＴ７
ＵｌｔｒａＫｉｔ体外转录，然后使用ＭＥＧＡｃｌｅａｒＴＭ试剂盒进行
纯化。选择５′ＧＧＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＴＡＧＧＡＧＧＣＴ３′作为
Ｃａｓ９靶向引导 ＲＮＡ（ｇＲＮＡ），并使用 ＭＥＧＡｓｈｏｒｔｓｃｒｉｐｔ
试剂盒进行体外转录，然后使用 ＭＥＧＡｃｌｅａｒＴＭ试剂盒
进行纯化。将Ｃａｓ９ｍＲＮＡ和ｇＲＮＡ用无ＲＮａｓｅＴＥ缓
冲液（１ｍｍｏｌＴｒｉｓＣｌｐＨ８．０，０．１ｍｍｏｌＥＤＴＡ）稀释，在
－８０℃储存备用。微注射前解冻并放置在冰上操作。

１．５　同源重组载体构建
　　通过ＮｏｔⅠ酶切 ＣＮ３６２质粒产生粘性末端，ＰＣＲ
扩增得到目的片段 ｐｏｌｙＡ１，再使用 ＩｎＦｕｓｉｏｎ＆ｒｅｇ；ＨＤ
ＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ中ＤＮＡ连接酶将目的片段与酶切后的载
体进行重组。同样通过 ＫｐｎⅠ酶切新构建载体
ＣＮ３６２ｐｏｌｙＡ１质粒，产生粘性末端，ＰＣＲ扩增得到目
的片段 ｐｏｌｙＡ２，再通过 ＩｎＦｕｓｉｏｎ＆ｒｅｇ；ＨＤＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ
中ＤＮＡ连接酶将目的片段和酶切后的载体进行重组，
引物见表 １。构建出 Ｒｓｏａ２６ｐｏｌｙＡ１（Ｉｎｓ）ＣＮ３６２
ｐｏｌｙＡ２（Ｉｎｓ）打靶质粒。

表１　同源打靶质粒构建引物序列

引物名称 序列（５′→３′）

ＣＮ３６２ＮｏｔⅠＰＡＦ ｔｃｃａｃｃｇｇｔｇｃｇｇｃｃＣＴＡＧＡＧＣＴＣＧＣＴＧＡＴＣＡＧＣＣ

ＣＮ３６２ＮｏｔⅠＰＡＲ ｇａａｇｃｔａｇａｇｃｇｇｃｃＴＣＣＣＣＡＧＣＡＴＧＣＣＴＧＣＴＡＴＴ

ＣＮ３６２ＫｐｎⅠＰＡＦ ｃｃａｇｔｃａｃａｃｃｔｃａｇＣＴＡＧＡＧＣＴＣＧＣＴＧＡＴＣＡＧＣＣ

ＣＮ３６２ＫｐｎⅠＰＡＲ ｔｃａｔｔｇｇｔｃｔｔａａａｇＣＴＣＧＡＧＴＣＣＣＣＡＧＣＡＴＧＣＣＴＧＣＴＡＴＴ

Ｒｏｓａ２６ＣＮ３６２ＰＦ ｇｇｇｇｃｔｇｔｃｃｃｔｃｇａａｔｔａｃａｇｇｇａｃａｇｃａｇａｇａｔｃｃａｇｔｔｔｇｇｔｔａｇｔａ

Ｒｏｓａ２６ＣＮ３６２ＰＲ ｇａｇｇａｔｇｇｇｇｃｔｃｇａｇｔｇｇｃｔａａｇａｔｃｔａｃａｇｃｔｇｃｃｔｔｇｔａａｇｔ

１．６　小鼠原核微注射及Ｆ０代产生
　　按照标准程序，受精卵由ＮＯＤＳＣＩＤ雌雄合笼后，
ＮＯＤＳＣＩＤ雌性超排卵获得。将构建的同源重组质粒
（２０ｎｇ／ｍＬ）、ｓｇＲＮＡ（２ｎｇ／μＬ）和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ（５ｎｇ／ｍＬ）
的混合液微量注射到ＮＯＤＳＣＩＤ受精卵中。再将注射
的受精卵转移到伪怀孕的 ＩＣＲ（Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ）雌性小鼠
的输卵管中，分娩获得幼崽。

　　采用同源重组后，目的基因两端的固定片段：包含
３′端同源臂中３．４ｋｂ和５′端同源臂中３．９ｋｂ进行筛
选（图１）。
　　同源臂基因分型鉴定的引物（Ｐ１～Ｐ４）：Ｐ１Ｆ：５′
ＧＣＣＧＧＧＣＣＴＣＧＴＣＧＴＣＴ３′，Ｐ２Ｒ：５′ＴＴＴＴＴＧＧＧＧＧＴ
ＧＡＴＧＧＴＧＧＴＣ３′，筛选５′同源臂重组；Ｐ３Ｆ：５′ＡＣＣＣ
ＡＧＧＣＣＧＴＴＣＴＡＴＧＡＴＴＣ３′，Ｐ４Ｒ：５′ＡＧＴＴＣＴＴＣＣＴＧＣ
ＣＴＧＣＣＴＴＣＴ３′，筛选３′同源臂重组。
　　经长片段ＰＣＲ鉴定和筛选，共获得２只正确同源
重组的 Ｆ０代转基因小鼠；Ｆ０代小鼠与 ＮＯＤＳＣＩＤ小
鼠交配获得３只阳性 Ｆ１代小鼠。将携带同源臂基因
分型的Ｆ１代转基因小鼠继续与野生型 ＮＯＤＳＣＩＤ小
鼠繁殖培育，扩大种群。鉴定方法与Ｆ０代小鼠筛选方
法相同。

１．７　诱导小鼠肝损伤与人源肝癌细胞移植
　　该转基因小鼠繁殖培育５代后获得１７只，鼠龄在
４～３８周。诱导组（ｎ＝１７），口服强力霉素溶液，浓度
５０μｇ／ｍＬ，每天约５ｍＬ，腹腔注射强力霉素溶液，浓度
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１００μｇ／ｍＬ，每２天１次，持续３周；后续培育的小鼠作
为未诱导组（ｎ＝５）和空白对照组（ｎ＝５），正常饮用纯
净水和鼠粮。颌下静脉穿刺采血，检测血清 ｕＰＡ和
ＡＬＴ。移植组（ｎ＝１６）来源于诱导组小鼠。小鼠腹腔
左侧开一小口，行脾脏穿刺注射。注入 ＨｅｐＧ２ＮＴＣＧ
细胞 １００μＬ／只（２．５×１０７个／ｍＬ），之后缝合。移植
４周后，行摘除小鼠眼球采血术，检测人白蛋白（ＡＬＢ）；
同时摘取小鼠肝脏组织，做组织病理学切片染色。

１．８　小鼠血清学及免疫组织化学检测
　　采用 ＥＬＩＳＡ检测小鼠血清中 ｕＰＡ、ＡＬＴ及人 ＡＬＢ
水平；组织切片进行ＨＥ染色、抗人白蛋白免疫荧光染
色及抗人角质蛋白免疫组化染色；激光共聚焦显微镜

下观察人肝癌细胞及人白蛋白的表达。

１．９　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．４软件进行统计学分析。实

验数据以珋ｘ±ｓ表示，两组间采用非配对ｔ检验，多组间采
用单因素方差分析。Ｐ＜０．０１表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｃａｓ９和ｇＲＮＡ体外转录结构的构建
　　 体外合成 Ｃａｓ９靶向引导 ＲＮＡ（ｇＲＮＡ）５′
ＧＧＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＴＡＧＧＡＧＧＣＴ３′理论设计为２２ｂｐ，
与电泳结果相一致（图２Ａ）；用ＸｂａⅠ酶切 ｔ７Ｃａｓ９质
粒使载体线性化，纯化后，进行体外转录获得 Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ，纯化后电泳与设计吻合（图２Ｂ）。
２．２　同源重组打靶质粒构建结果
　　通过２次相似的酶切质粒和ＰＣＲ扩增目的基因，
ＤＮＡ重组试剂盒将所得目的片段和酶切后的载体进行重
组，获得过度载体 ＣＮ３６２ｐｏｌｙＡ１，最终构建出 Ｒｓｏａ２６
ｐｏｌｙＡ１（Ｉｎｓ）ＣＮ３６２ｐｏｌｙＡ２（Ｉｎｓ）打靶质粒（图３）。
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图２　ｇＲＮＡ和Ｃａｓ９质粒体外ＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳结果
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Ａ：ＣＮ３６２质粒示意图；Ｂ：Ｒｓｏａ２６ｐｏｌｙＡ１ＣＮ３６２ｐｏｌｙＡ２Ｂ打靶质粒图

图３　ＣＮ３６２质粒及Ｒｓｏａ２６ｐｏｌｙＡ１ＣＮ３６２ｐｏｌｙＡ２打靶质粒
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２．３　打靶质粒酶切鉴定
　　为了评估所构建的打靶质粒的准确性，采用ＡｐａＬⅠ
内切酶，酶切 Ｒｓｏａ２６ｐｏｌｙＡ１ＣＮ３６２ｐｏｌｙＡ２打靶质粒进
行鉴定，理论条带大小分别为６２１７、５８１７、４３９６、３２５２、
１２４６ｂｐ和４９８ｂｐ。结果与理论条带大小相吻合（图４）。
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１：ＡｐａＬⅠ酶切鉴定结果；Ｍ：１ｋｂＤＮＡＬａｄｄｅｒ

图４　打靶载体酶切鉴定电泳结果

２．４　转基因小鼠Ｆ１代的鉴定及筛选
　　为了获得Ｆ１代转基因小鼠，采用长片段ＰＣＲ技术，
分别对Ｆ１代小鼠双侧同源臂进行鉴定，结果显示：左侧
含有３．４ｋｂ片段的５、９、１２号小鼠为阳性（图５Ａ），右侧
含有３．９ｋｂ片段的５、９、１２号小鼠为阳性（图５Ｂ），从而
从Ｆ１代小鼠中筛选出５、９、１２号为阳性小鼠。

２．５　诱导组目的基因表达和人源肝细胞移植修复的
效果明显

　　诱导组采用口服加腹腔注射的方式进行诱导，诱
导３周后，血清中ｕＰＡ、ＡＬＴ水平明显高于未诱导组和
空白对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；诱导组小
鼠经移植人源肝细胞修复小鼠肝脏的效果明显，移植

组小鼠行脾脏穿刺注入人源肝细胞后４周，血清中人
ＡＬＢ的水平明显高于未移植组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１，表２）。

表２　各组小鼠血清中ｕＰＡ、ＡＬＴ、ＡＬＢ的含量（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｕＰＡ（ｎｇ／ｍＬ） ＡＬＴ（ＩＵ／Ｌ） ＡＬＢ（ｎｇ／ｍＬ）

空白对照组 ５ － １８．６０±５．３５ａ －

未诱导组　 ５ － ２１．３４±５．１８ａ －

诱导组　　 １７ １１８．５７±１６．４９ ３２６．９４±２３．８０ －

移植组　　 １６ － － １３３．５６±４９．７４

ａ：Ｐ＜０．０１，与诱导组比较

２．６　移植后４周肝脏病理切片ＨＥ染色结果
　　转基因小鼠肝组织病理学切片 ＨＥ染色，并用不
同的放大倍数进行比较，结果显示：移植人肝癌细胞局

部聚集成嵌合生长（图 ６Ａ），局部参与损伤小鼠肝小
叶组织结构修复（图６Ｂ），图中肝癌细胞呈紫红色，排
列紧密成条索状，形成新生肝组织（图６Ｃ）。
２．７　移植后４周肝脏病理切片免疫荧光染色结果
　　移植组小鼠肝组织切片抗人白蛋白免疫荧光染色
显示人肝癌细胞成片分布，并且细胞有大量的红色荧

光，即抗人白蛋白阳性表达，蓝色为 ＤＡＰＩ染色。说明
人肝癌细胞移植到小鼠肝脏中，并参与修复部分损伤

小鼠肝组织，形成人肝癌细胞的嵌合生长（图７）。
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Ａ：５、９、１２号小鼠左侧含有３．４ｋｂ片段电泳结果；Ｂ：５、９、１２号小鼠右侧含有３．９ｋｂ片段的电泳结果；Ｍ：１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ

图５　Ｆ１代小鼠同源臂鉴定ＰＣＲ产物电泳结果

９０４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１３）
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Ａ：人肝癌细胞局部聚集成嵌合生长；Ｂ：人肝癌细胞参与小鼠肝小叶组织结构的修复；Ｃ：人肝癌细胞成条索状紧
密排列形成新生肝组织　箭头示人肝癌细胞

图６　移植组肝脏切片ＨＥ染色对比观察
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Ａ：正常小鼠肝脏组织切片；Ｂ：人肝癌细胞移植后的小鼠肝脏　箭头示人肝癌细胞抗人白蛋白阳性表达

图７　移植组肝脏切片抗人ＡＬＢ免疫荧光染色观察

２．８　移植后４周肝脏病理切片免疫组化染色结果
　　移植组肝组织切片抗人角质蛋白１８（ＣＫ１８）免疫
组化染色，局部阳性成片分布，小鼠肝小叶组织被替

换，新生肝组织细胞中有明显的橙黄色颗粒沉着，即抗

人ＣＫ１８阳性表达。说明人肝癌细胞移植到小鼠肝脏
中，并参与修复部分损伤小鼠肝组织，形成人肝癌细胞

的嵌合生长（图８）。

３　讨论

　　人源化肝细胞嵌合小鼠是研究嗜肝病毒感染的重
要工具［１３］。肝细胞特异性表达尿激酶纤溶酶原激活

物（ｕＰＡ）所产生的肝毒性，为移植人肝细胞的生长和
增殖修复创造了一个“适宜的环境”［１４

－１５］。通过肝细

胞移植产生的人源化肝细胞嵌合小鼠允许 ＨＢＶ和
ＨＣＶ感染，并在体内建立完整的病毒感染生命周期［１６－１７］。

而采用缺乏富马酰乙酰乙酸水解酶（ｆｕｍａｒｏｙｌａｃｅｔｏａｃｅｔａｔｅ
ｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＦＡＨ）基因的免疫缺陷动物建立的小鼠对
ＨＢＶ和ＨＣＶ感染也很敏感［１８－１９］。但由于受体小鼠免

疫缺陷影响，该模型不能用于监测抗病毒免疫反应；而

且该模型小鼠需要终身服药，增加了小鼠癌变的风险。

可见ｕＰＡ转基因小鼠构建的重要意义。
　　然而构建ｕＰＡ转基因小鼠面临着很大的困难，一
直阻碍着 ｕＰＡ转基因嵌合肝小鼠研究工作的进步。
如果ｕＰＡ不受控制，该小鼠出生后会因肝脏出血不止
而死亡。在前期研究中采用Ｔｅｔｏｎ四环素反式调控原
件已经很好地解决了这一难题，并在小鼠肝细胞水平

得到了验证［５］。但建模过程仍旧存在制备技术复杂，

需要大批量的繁殖、杂交筛选，浪费大量的人力物力，

未能取得理想的结果。

　　本研究采用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术，体外合成 Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ，选择５′ＧＧＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＴＡＧＧＡＧＧＣＴ３′作为
Ｃａｓ９靶向引导ＲＮＡ（ｇＲＮＡ），进行体外转录和纯化。将
目的基因表达框通过ｇＲＮＡ引导，选择与ｇＲＮＡ序列相
匹配的Ｒｏｓａ２６基因位点相结合，进行ＤＮＡ切割［２０］，造

成双链断裂，插入并编辑目的基因表达框。

０１４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：人肝癌细胞参与修复部分小鼠肝小叶组织结构；Ｂ：人肝癌细胞在小鼠肝脏中成嵌合生长抗人ＣＫ１８免疫组化
染色成阳性；箭头示抗人ＣＫ１８免疫组化染色呈阳性

图８　移植组肝脏切片抗人ＣＫ１８免疫组化染色观察

　　通过同源重组的方式构建打靶质粒，ｐＴｉｇｈｔｕＰＡ
ｐＡＡｌｂｐｒｏｍｏｔｅｒｒｔＴＡｐＡ表达框来源于前期构建的
ＣＮ３６２质粒，选择多个内切酶在不同的酶切位点酶切，
并通过 ＰＣＲ扩增得到相关的目的片段 ｐＴｉｇｈｔｕＰＡ
ｐＡｌｂｒｔＴＡＷＰＲＥ，再运用ＩｎＦｕｓｉｏｎｃｌｏｎｉｎｇ重组方法链
接到 Ｒｏｓａ２６基因位点打靶质粒框架 Ｒｓｏａ２６ＩｎｓＩｎｓ
中，构成完整的同源重组打靶质粒 Ｒｓｏａ２６ｐｏｌｙＡ１
ＣＮ３６２ｐｏｌｙＡ２［２１］。基因测序结果与设计相吻合。
　　在原核微注射环节，本研究对注射方案进行了重
新编辑，按优化后的比例将 Ｃａｓ９ｍＲＮＡ、ｇＲＮＡ和
ｄｏｎｏｒｖｅｃｔｏｒ进行稀释并微注射。并将注射后的合子
移入假孕 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠输卵管中，提高了新种
系转基因小鼠培育的成功率，也避免了ＮＯＤ小鼠食子
的癖好。至此整个目的基因能够准确稳定地插入到小

鼠６号染色体Ｒｏｓａ２６基因位点上，并随着新种系的繁
衍而稳定遗传。

　　经长片段ＰＣＲ鉴定结果证实，共获得２只同源重
组的Ｆ０代小鼠；再将 Ｆ０代小鼠与 ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠交
配繁殖，共获得１７只ＮＯＤＳＣＩＤ背景转基因小鼠。受
制于ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠繁殖率低下的影响，本研究只获
得了杂合子小鼠。

　　强力霉素诱导３周后，颌下静脉穿刺采血，ＥＬＩＳＡ
检测血清中 ｕＰＡ和 ＡＬＴ水平。ＨｅｐＧ２ＮＴＣＰ肝癌细

胞移植４周后，血清中检测到人 ＡＬＢ的表达，证明新
建小鼠模型成功；组织切片 ＨＥ染色可见 ＨｅｐＧ２
ＮＴＣＰ肝癌细胞移植 ４周后，肝癌细胞的生长状态良
好并参与修复部分小鼠肝小叶受损的肝组织。人

ＡＬＢ免疫荧光染色，激光共聚焦显微镜下观察到人
ＡＬＢ显著表达，免疫组化染色镜下观察到抗人角质蛋
白１８（ＣＫ１８）在肝小叶周围高表达，进一步证实模型
的可靠性。与传统技术相比，采用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术
构建转基因动物的优点主要体现在目标蛋白稳定且可

控表达，制备技术简单易于实施，遗传稳定，是一种新

品系的ｕＰＡ转基因小鼠。
　　综上所述，本研究采用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术，构建
了含有ｐＴｉｇｈｔｕＰＡｐＡＡｌｂｐｒｏｍｏｔｅｒｒｔＴＡｐＡ目的表达
框的转基因小鼠。表达框中的 Ｔｅｔｏｎ能够调控 ｕＰＡ
基因的表达，克服了以往ｕＰＡ小鼠肝脏出血而死的难
题，使人源肝细胞移植成为可控。新构建的转基因小

鼠通过强力霉素诱导 ｕＰＡ表达，造成肝脏亚急性损
伤，并通过人源肝癌细胞移植修复损伤进而构建人源

化肝细胞嵌合小鼠。该模型小鼠的建立为深入研究嗜

肝病毒感染机制、评价抗病毒治疗性药物／疫苗疗效提
供了新的适宜的实验动物模型。

志谢　感谢陆军军医大学动物研究所魏弘教授、王勇主任、周
小杨博士、蒋先洪老师在实验过程中的大力支持和帮助
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１－１０．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４１９０１８０７２０９．
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ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｆｏｒｓｔａｂｌｅｅｎｇｒａｆｔｍｅｎｔｏｆａ
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