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摘要　 目的　 构建小鼠 ＴＤＯ２ 基因条件性敲除打靶载体， 为

建立 ＴＤＯ２ 基因条件性敲除小鼠奠定基础。 方法 　 根据

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术原理，设计并构建单链向导 ＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ）
和 Ｄｏｎｏｒ 载体，以 ＴＤＯ２⁃２０１（ＥＮＳＭＵＳＴ００００００２９６４５. １３）转

录本的外显子 ３ 作为敲除区，在打靶基因两侧各放置一个

Ｌｏｘｐ 元件，建立条件性敲除 ＴＤＯ２ 第 ３ 号外显子的条件性基

因打靶载体。 将 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 复合体和 Ｄｏｎｏｒ 载体显微注

射到 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠的受精卵中，获得阳性 Ｆ０ 小鼠，再将阳

性 Ｆ０ 代小鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠交配获得 Ｆ１ 代小鼠，并经

ＰＣＲ 和基因测序鉴定 Ｆ１ 代小鼠基因型。 结果　 结果证实所

构建的 ＴＤＯ２ 基因条件性敲除打靶载体符合设计要求，成功

繁育并鉴定出 Ｂ６ ／ ＪＧｐｔ⁃ＴＤＯ２ｅｍ１Ｃ ｆｌｏｘ ／ Ｇｐｔ 小鼠。 结论　 成功

构建了小鼠 ＴＤＯ２ 基因条件性敲除打靶载体，为后续进一步

构建 ＴＤＯ２ 基因条件敲除小鼠奠定了基础。
关键词　 ＴＤＯ２；基因敲除；ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９；打靶载体
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　 　 色氨酸 ２，３⁃双加氧酶（ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ２，３⁃ｄｉｏｘｙｇｅｎ⁃
ａｓｅ， ＴＤＯ２）是犬尿氨酸代谢通路的限速酶之一，是
调节系统色氨酸 （ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ， Ｔｒｐ） 水平的关键

酶［１］。 与对照组小鼠相比，ＴＤＯ２ 基因敲除（ＴＤＯ２
ｋｎｏｃｋｏｕｔ， ＴＤＯ２⁃ＫＯ）小鼠生长发育正常，血浆 Ｔｒｐ
浓度高于对照组小鼠 ８ ～ ９ 倍［２］。 ＴＤＯ２ 介导的犬

尿氨酸代谢通路异常在癌症、中枢神经系统疾病和

自身免疫病中发挥重要作用。 研究［３］ 显示，ＴＤＯ２
代谢产物激活芳香烃受体，从而参与肿瘤免疫逃逸。
ＴＤＯ２⁃ＫＯ 小鼠的海马体神经活动增强，表现出神经

保护现象［４］。 在实验性自身免疫性脑脊髓炎模型

研究中发现 ＴＤＯ２ 缺失缓解了神经炎症［５］。 研

究［６ － ７］表明 ＴＤＯ２ 在佐剂诱导关节炎大鼠体内表达

升高可能介导了滑膜炎症和关节破坏。 为了进一步

研究 ＴＤＯ２ 在特定组织和细胞类型上的生物学功能

以及 在 疾 病 状 态 下 所 参 与 的 分 子 机 制， 利 用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建敲除 ＴＤＯ２⁃２０１ 转录本外显

子 ３ 的打靶载体，为进一步构建 ＴＤＯ２ 基因条件性

敲除小鼠奠定基础。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物 　 选择 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，与南京集萃

药康生物科技公司实验室合作，采用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
基因编辑技术构建 ＴＤＯ２ 基因条件性敲除打靶载

体。 实验动物饲养和繁育均符合安徽医科大学实验

动物管理与伦理委员会相关规定，伦理批准号：ＰＺ⁃
２０２２⁃００７。
１． ２ 　 主要试剂 　 蛋白酶 Ｋ（批号： ＷＸＢＤ６８８６Ｖ）
（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；Ｍａｒｋｅｒ Ｉ ＤＮＡ 标准分子量 Ｌａｄ⁃
ｄｅｒ（批号：２０２２０３１１）（北京索莱宝科技有限公司），
５０ × ＴＡＥ（批号：７６５７８２ＡＡ）（博迈德生物）；Ａｇａｒｏｓｅ
（批号：ＥＺ６７８９Ｄ１１２） （赛国生物科技）；１ × ＴＥ ｐＨ
８. ０（批号：７０１０５８３２）、核酸染料（批号：２２１１６５６１）
（ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物科技公司）；２ × Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
（批号：７Ｅ５７２Ｈ１） （诺唯赞生物科技股份有限公

司）。
１． ３ 　 主要仪器 　 台式梯度 ＰＣＲ 仪 Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ
（型号：Ｔ１００ＴＭ）（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；ＨＨ 数显恒温

水浴锅（常州国宇仪器制造有限公司）；天能 Ｔａｎｏｎ
琼脂糖凝胶电泳仪（型号：ＥＰＳ⁃３００）、全自动数码凝

胶图像分析系统（型号：Ｔａｎｏｎ⁃１６００） （上海天能公

司）。
１． ４　 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 靶向位点和 Ｄｏｎｏｒ 载体的设计

以及 ｓｇＲＮＡ 的合成　 根据 ＴＤＯ２ Ｇｅｎｅ ＩＤ（５６７２０）
小鼠基因组序列信息，发现 ＴＤＯ２ 基因有 ４ 个转录

本，根据 ＴＤＯ２ 基因的结构，推荐选择敲除区为

ＴＤＯ２⁃２０１（ＥＮＳＭＵＳＴ００００００２９６４５. １３）转录本的第
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３ 号外显子。 该区域包含 ９１ ｂｐ 的编码序列，敲除后

将破坏 ＴＤＯ２ 蛋白质功能。 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术

对 ＴＤＯ２ 基因进行改造，在 ＴＤＯ２ 基因的打靶区域

两侧各放置同向 Ｌｏｘｐ 元件。 设计针对 ＴＤＯ２ 基因

的第 ３ 号外显子的寡聚核苷酸链序列 ｓｇＲＮＡ，
ｓｇＲＮＡ 序列信息见表 １。 根据 ｓｇＲＮＡ 序列设计并合

成 Ｄｏｎｏｒ 载体。

表 １　 ｓｇＲＮＡ 序列信息

ｓｇＲＮＡ

编号
ｓｇＲＮＡ 序列（５′⁃ ３′）

间隔序列邻近

基序（ＰＡＭ）
ｓｇＲＮＡ１ ＴＣＡＧＡＡＣＣＣＣＡＡＡＴＣＣＣＣＡＴ ＣＧＧ
ｓｇＲＮＡ２ ＴＴＣＣＡＧＧＧＣＴＡＡＣＴＴＣＣＴＣＴ ＧＧＧ

１． ５　 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ、ｓｇＲＮＡ 和 ｄｏｎｏｒ 片段混合体的

受精卵显微注射和移植　 将 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ、ｓｇＲＮＡ 和

纯化后的 ｄｏｎｏｒ 片段混合体显微注射到 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠的受精卵中，移植受精卵到假孕的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 母鼠

的子宫中，获得阳性 Ｆ０ 小鼠，经 ＰＣＲ 证实 Ｌｏｘｐ 突

变基因已经整合到小鼠染色体上。 小鼠 ＴＤＯ２ 基因

条件性敲除打靶载体构建策略见图 １。 Ｃａｓ９ 蛋白被

ｓｇＲＮＡ 诱导与靶位点结合，从而导致外显子 ３ 碱基

序列缺失，并在断裂处插入 Ｌｏｘｐ 位点修饰的靶基因

序列。 最后获得小鼠 ＴＤＯ２ 基因条件敲除打靶载

体。
１． ６　 ＴＤＯ２ 基因条件性敲除打靶载体的 ＰＣＲ 鉴定

１． ６． １　 小鼠尾组织基因组 ＤＮＡ 的提取　 取鼠尾组

织 ５０ ～ １００ ｍｇ（１ 周龄鼠尾 ２ ～ ５ ｍｍ），加入鼠尾裂

解液 ０. ５ ｍｌ，在 ５５ ℃下，轻微震荡混匀消化 ８ ～ １２ ｈ
至无肉眼可见块状或絮状物，采用乙醇沉淀提取法

进一步提取基因组 ＤＮＡ。 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ，
将上清液 ０. ４５０ ｍｌ 移入新 ＥＰ 管中，留少许以免枪

头接触残留组织或毛发。 再加入 ０. ９ ｍｌ 无水乙醇，
上下缓慢颠倒混匀 ５ ～ １０ 次，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５
ｍｉｎ。 弃上清液，加入 １ ｍｌ ７５％乙醇溶液，上下缓慢

颠倒洗涤 ５ ～ １０ 次，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 弃上

清液，保持离心管开盖状态，室温晾置 ５ ～ １０ ｍｉｎ。
加入 ０. ３ ｍｌ ＤＥＰＣ 水置于 ３７ ℃下溶解 ＤＮＡ，３０ ｍｉｎ
后用无酶枪头吹打混匀。 ４ ℃冰箱保存备用。
１． ６． ２　 ＰＣＲ 鉴定

１． ６． ２． １　 ＰＣＲ 体系　 反应总体系 ２５ μｌ，分别加入

Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ，Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ １２. ５ μｌ， ｄｄＨ２Ｏ ９. ５ μｌ，引
物 １ μｌ，模板基因组 ＤＮＡ １ μｌ。 ＰＣＲ 仪扩增，９５ ℃
预变性 ５ ｍｉｎ，９５ ℃变性 ３０ ｓ，５８ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃
延伸 ３０ ｓ，３５ 个循环，７２ ℃ ５ ｍｉｎ 终止反应。 基因

鉴定策略见图 ２，引物信息见表 ２。 图 ２ 显示，基于

ｓｇＲＮＡ 序列，设计携带靶位点同源区和 Ｌｏｘｐ 位点的

重组质粒，并在该靶区设计引物，用于小鼠后续基因

鉴定。
１． ６． ２． ２　 凝胶电泳　 配置 ２％的琼脂糖凝胶，每孔

点样 １０ μｌ，ｍａｒｋｅｒ ５ μｌ，以 １４０ Ｖ、４００ ｍＡ 的条件电

泳 ３０ ｍｉｎ。 电泳结束后，拍照观察。 根据 ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ，对比 ＰＣＲ 条带位置，判断是纯合子还是杂

合子。
１． ７　 纯合突变小鼠（ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）的生长和繁育　

图 １　 小鼠 ＴＤＯ２ 基因条件敲除打靶载体的构建策略
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表 ２　 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠引物信息

ＰＣＲ 反应 引物名称 引物序列 产物大小（ｂｐ）
５′同源臂
　

ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃
５ｗｔ⁃ｔＦ１

Ｆ１： ＴＧＴＧＣＣＴＡＴＴＣＡＡＡＴＣＴＧＣＴ
ＡＴＧ

ＷＴ：３０５
　

ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃
５ｗｔ⁃ｔＲ１

Ｒ１： ＣＧＡＡＣＣＡＴＡＡＴＣＡＣＣＴＣＣ
ＣＡＡ

Ｔａｒｇｅｔｅｄ：４０７
　

３′同源臂
　

ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃
３ｗｔ⁃ｔＦ１

Ｆ１： ＡＣＴＴＧＴＴＴＣＣＡＴＡＣＣＡＡＴＧＡ
ＧＡＴ

ＷＴ：３０５
　

ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃
３ｗｔ⁃ｔＲ１

Ｒ１： ＡＧＣＣＴＧＴＡＴＣＴＣＴＧＡＴＡＡＴＣ
ＡＡＧＡＣ

Ｔａｒｇｅｔｅｄ：４０８
　

图 ２　 小鼠 ＴＤＯ２ 基因条件敲除打靶载体基因型鉴定策略

将 ＰＣＲ 和测序鉴定的阳性 Ｆ０ 代小鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠交配获得 Ｆ１ 代小鼠。 利用 ＰＣＲ 鉴定筛选出 Ｆ１
代杂合子，将其作为亲本。 交配繁育后得到 Ｆ２ 代，
ＰＣＲ 鉴定后，选择最佳繁育路线，最终得到两条染

色体均带有 Ｌｏｘｐ 点的纯合突变小鼠 （以下简称

ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）。
ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠饲养于 ＳＰＦ 级环境中，饲养室

内的温度保持在 ２２ ～ ２８ ℃，相对湿度维持在 ４０％
～６０％ 。 饲料为无菌全价营养颗粒料，饮用水为高

压灭菌后的纯净水。 定期观察登记小鼠体质量变

化、精神状态等情况。 孕鼠的妊娠期一般 ２０ ｄ 左

右；小鼠出生后 ５ ～ ７ ｄ 可进行剪尾操作；３ 周左右可

将雌雄小鼠分开饲养。 一般雄鼠性成熟为 ８ 周龄，
雌鼠 ６ 周龄左右。 同时观察 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 小鼠的饮

食、活动、体质量变化等情况。
１． ８　 统计学处理　 数据均用 Ｍｅａｎ ± ＳＥＭ 表示，采
用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 软件分析数据，采用单因素方差（Ｏｎｅ⁃
ｗａｙ ＡＮＶＯＡ）分析进行比较，Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统

计学意义。

２　 结果

２． １ 　 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 小鼠的鉴定结果 　 以 ＪＳ０４３７１⁃
Ｔｄｏ２⁃５ｗｔ⁃ｔＦ１ 和 ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃５ｗｔ⁃ｔＲ１ 为引物的情

况下，ＰＣＲ 反应获得 ３０５ ｂｐ 和 ４０７ ｂｐ 双条带的为

ＴＤＯ２⁃ｆｌｏｘ 杂合子小鼠；获得 ３０５ ｂｐ 条带的为同窝

ＷＴ 小鼠；获得 ４０７ ｂｐ 条带的为 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠，见

图 ３Ａ。 以 ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃３ｗｔ⁃ｔＦ１ 和 ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃
３ｗｔ⁃ｔＲ１ 为引物，ＰＣＲ 反应获得 ３０５ ｂｐ 和 ４０８ ｂｐ 双

条带的为 ＴＤＯ２⁃ｆｌｏｘ 杂合子小鼠；获得 ３０５ ｂｐ 条带

的为 ＷＴ 小鼠；获得 ４０８ ｂｐ 条带的为 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小

鼠，见图 ３Ｂ。 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠之间进行杂交，最终得

到大量 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠，为后续构建 ＴＤＯ２ 基因条件

敲除小鼠模型奠定了基础。 图 ３Ａ 采用 ＪＳ０４３７１⁃
Ｔｄｏ２⁃５ｗｔ⁃ｔＦ１ＰＣＲ 和 ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃５ｗｔ⁃ｔＲ１ 为引物，
Ｌｉｎｅ１ 为阴性对照，Ｌｉｎｅ２、３、４ 为阳性对照，分别为

ＴＤＯ２⁃ｆｌｏｘ 杂合子小鼠、同窝 ＷＴ 小鼠、ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小

鼠。 ８０、８２ 号鼠为 ＴＤＯ２⁃ｆｌｏｘ 杂合子小鼠，８１、８３、
８４、８５、 ８６、 ８７ 均为 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 小鼠。 图 ３Ｂ 采用

ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃３ｗｔ⁃ｔＦ１ 和 ＪＳ０４３７１⁃Ｔｄｏ２⁃３ｗｔ⁃ｔＲ１ 为引

物，结果同图 ３Ａ。 同时对基因鉴定结果阳性的引物

扩增产物进行测序，检测 Ｌｏｘｐ 位点信息（ＡＴＡＡＣＴ
ＴＣＧＴＡＴ ＡＧＣＡＴＡ ＣＡＴＴＡＴ ＡＣＧＡＡＧ ＴＴＡＴ），根据

测序结果进一步证实小鼠 ＴＤＯ２ 基因条件性敲除打

靶载体构建成功，测序结果见图 ４。

图 ３　 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠基因鉴定结果

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：阴性对照组；２：杂合子阳性对照组；３：ＷＴ 阳性对

照组；４：纯合子阳性对照组；小鼠编号 ８０ 和 ８２：杂合子小鼠；８１、８３

－ ８７：纯合子小鼠

２． ２　 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠的生长和繁育情况　 与同窝

ＷＴ 小鼠相比，ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠的饮食、活动、体质量

变化正常。 对不同性别和基因型的 ８ ～ １４ 周龄小鼠

进行体质量分析（ｎ ＝ １０）。 结果显示，同一基因型

小鼠，雌性小鼠的体质量低于雄性小鼠，差异有统计
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图 ４　 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠基因测序结果

学意 义 （ Ｆ ＝ １６. ３３， Ｐ ＜ ０. ０１ ）； 同 一 性 别 中，
ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠与同窝 ＷＴ 小鼠相比，体质量无明显

差异， 雄 性 ＷＴ： （ ２２. ５３ ± ０. ３１３ １ ） ｍｇ； 雄 性

ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ：（２２. ２８ ± ０. ４２３ ７） ｍｇ；雌性 ＷＴ：（１９. ８８
± ０. ２５８ １） ｍｇ；雌性 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ：（２０. ５８ ± ０. ２５４ ２）
ｍｇ。 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠性成熟时间表现为：雄鼠 ８ 周，
雌鼠 ６ 周左右；母鼠妊娠期为 １９ ～ ２１ ｄ，每胎产 ５ ～
６ 只幼鼠，成活率 ＞ ９５％ ，与同窝 ＷＴ 小鼠繁殖情况

无差异。

３　 讨论

　 　 ＴＤＯ２ 表达异常导致犬尿氨酸代谢通路紊乱，
在中枢神经系统疾病、肿瘤和自身免疫病等多种疾

病中发挥重要作用。 研究［３，８］ 表明，在疾病状态下，
ＴＤＯ２ 介导免疫细胞功能异常，参与肿瘤细胞和各

组织细胞的病理机制。 课题组首次发现 ＴＤＯ２ 在免

疫细胞中均有表达，如巨噬细胞、Ｂ 细胞和 Ｔ 细胞

等，提示 ＴＤＯ２ 在免疫调节和维持局部免疫稳态中

具有潜在作用［９］。 课题组为了进一步研究 ＴＤＯ２ 在

靶细胞和靶组织中的病理机制，采用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
技术构建了小鼠 ＴＤＯ２ 基因条件性敲除打靶载体。

本实验首先利用 ＣＲＩＳＰＲ Ｄｅｓｉｇｎ 工具（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｃｒｉｓｐｒ． ｍｉｔ． ｅｄｕ ／ ） ［１０］，结合 ＴＤＯ２ Ｇｅｎｅ ＩＤ（５６７２０）小
鼠 基 因 组 序 列 信 息， 设 计 针 对 ＴＤＯ２⁃２０１
（ＥＮＳＭＵＳＴ００００００２９６４５. １３）转录本的第 ３ 号外显

子打靶位点的 ｓｇＲＮＡ，再根据 ｓｇＲＮＡ 序列设计 Ｄｏ⁃
ｎｏｒ 载体。 其次，制备 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ、ｓｇＲＮＡ 和 Ｄｏｎｏｒ

片段产物。 将合成后的 ２ 条单链寡聚核苷酸 ｓｇＲＮＡ
序列退火（９５ ℃ ５ ｍｉｎ 后自然降至室温）形成双链

ＤＮＡ，经 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶合成 ｓｇＲＮＡ。 Ｃａｓ９ 表达质

粒，经 ＡｇｅⅠ酶切线性化，体外利用 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶

合成 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ。 然后将转录好的 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ 以及纯化后的 Ｄｏｎｏｒ 载体片段显微注射到受

精卵中，ｓｇＲＮＡ 的碱基与靶基因的序列特异性结合，
进而诱导 Ｃａｓ９ 酶对第 ３ 号外显子进行切割，导致

ＤＮＡ 双链断裂，在断裂处插入经 Ｌｏｘｐ 位点修饰的

第 ３ 号外显子基因序列，随后将胚胎转移到假孕动

物中以产生 Ｆ０ 代［１１］。 最后将阳性 Ｆ０ 代小鼠与野

生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠交配获得稳定的 Ｆ１ 代小鼠，通
过 Ｆ１ 代小鼠之间的杂交得到 ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠。

通过 ＰＣＲ 鉴定发现，小鼠 ＴＤＯ２ 基因条件性敲

除打靶载体遗传稳定。 与同窝 ＷＴ 小鼠相比，
ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠在繁育过程中，生长发育正常。 对不

同性别和基因型的 ８ ～ １４ 周龄小鼠进行体质量情况

分析，结果表明，与同窝 ＷＴ 小鼠相比，ＴＤＯ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小

鼠体质量无差异。 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术成功构

建小鼠 ＴＤＯ２ 基因条件性敲除打靶载体，不仅为构

建 ＴＤＯ２ 基因条件性敲除小鼠模型奠定基础，也为

进一步研究 ＴＤＯ２ 基因在靶组织和细胞上的功能和

在疾病状态下的病理机制奠定了基础。
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