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摘要 目的 探讨妊娠期慢性应激诱导子代雄性小鼠抑郁

的作用机制。方法 将 8 周龄含有纯和 flox 基因的雌性 C57

小鼠［flox / flox，促肾上腺皮质激素释放激素受体 1( CRHR1)

基因正常表达］与含有杂合 flox 基因且含有 cre 基因的雄性

C57 小鼠( flox / + ，with cre; CRHR1 基因条件性敲除) 合笼，

待母鼠怀孕后将其随机分为正常处理组和慢性应激组，子鼠

出生后选取雄性子鼠，分为妊娠期正常对照 + 子代基因正常

组( CON 组) 、妊娠期正常对照 + 子代 CRHR1 基因敲除杂合

子组( CON + CKOH 组) 、妊娠期正常对照 + 子代 CRHR1 基

因敲除纯合子组( CON + CKOA 组) 、妊娠期慢性应激 + 子代

基因正常组( CUMS 组) 、妊娠期慢性应激 + 子代 CRHR1 基

因敲除杂合子组( CUMS + CKOH 组) 、妊娠期慢性应激 + 子

代 CRHR1 基因敲除纯合子组 ( CUMS + CKOA 组) 。通过强

迫游泳实验、悬尾实验和糖水偏好实验检测子代的抑郁程

度; 运用 TUNEL 染色观察海马 CA3 区锥体神经元病理改

变; Western blot 技 术 测 定 海 马 组 织 mTOR 和 p-mTOR
( Ser2448) 蛋白含量。结果 妊娠期慢性应激导致雄性子代

呈现抑郁样行为，海马 CA3 区神经元凋亡指数增加，海马

mTOR 和 p-mTOR 蛋 白 的 表 达 水 平 降 低。而 小 鼠 经 海 马

CRHR1 基因条件性敲除后，可改善妊娠期慢性应激造成的

子代抑郁样行为和海马 CA3 区神经元细胞凋亡，上调子代

mTOR 和 p-mTOR 蛋白的表达水平。结论 妊娠期慢性应

激可导致子代出现抑郁样行为，其作用机制可能是妊娠期慢

性应激通过 CRH 作用于海马 CRHR1 受体，从而抑制 mTOR

通路的激活，导致海马 CA3 区神经细胞损伤，进而使子代抑

郁。
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抑郁症是一种常见的、令人虚弱的潜在致命精

神疾病［1］。抑郁症患者核心症状为情绪低落、思维

迟缓、意志活动减退，还可能出现睡眠障碍、反复自

杀念头等。抑郁症的发病原因尚未完全阐明，众多

研究［2］显示，前额叶皮层、海马、杏仁核和下丘脑等

部位异常与抑郁的发病有关。课题组的前期研究

显［3］示妊娠期慢性应激致子代雄鼠抑郁，侧脑室注

射促肾上腺皮质激素释放激素受体 1 ( corticotropin-
releasing hormone receptor1，CRHR1 ) 拮抗剂可改善

妊娠 期 慢 性 应 激 致 子 代 雄 鼠 抑 郁 程 度［4］。由 于

CRHR1 广泛分布于大脑皮层、海马、杏仁核和下丘

脑等多个脑区域［5］，为了确定海马 CRHR1 是否介

导妊娠期慢性应激致子代抑郁，该研究通过与江苏

赛业公司共同建立了海马 CRHR1 基因条件性敲除

鼠模型，利用海马 CRHR1 基因条件性敲除鼠进一

步研究海马 CRHR1 是否介导妊娠期慢性应激致子

鼠抑郁及其机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 从江苏赛业生物公司引进 2 只雌

性 mCrhr1 CK877-tsd-2D12 flox / + 小鼠和 2 只雄性

mCrhr1 CK877-tsd-2D12 flox / + 小鼠以及一对特异

性在小鼠海马 CRHR1 基因中表达 CRE 重组酶的

Pomc-cre 小鼠。小鼠品系为 C57BL /6。实验动物引

入安徽医科大学基础 P2 级动物实验室，在室温( 24
± 1) ℃和 50%的相对湿度下饲养，隔离观察 1 周未

发现异常后转入饲养区，严格按照 SPF 级动物管理

规定进行饲养和动物实验。
1． 2 试剂与仪器

1． 2． 1 主要仪器 垂直电泳仪、转移槽、凝胶成像

系统( 北京 Tanon 公司) ; ELX 全自动酶标仪 ( 美国

BD 公司) ; Centrifuge5424R 冷冻离心机 ( 德国 Ep-
pendorf 公司) ; 强迫游泳图像采集及分析系统( 上海

欣软公司) ; 正置荧光显微镜( 德国徕卡仪器有限公

司) ; 扩增仪( 美国 ThermoFisher 公司) ; DNA 电泳槽

( 上海天能科技有限公司) 。
1． 2． 2 主 要 试 剂 mTOR 单 克 隆 抗 体、p-mTOR
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( Ser2448) 单克隆抗体( 美国 Cell Signaling Technolo-
gy 公司) ; 山羊抗兔 IgG 抗体( 中杉金桥公司) ; 总蛋

白 BCA 测定试剂盒( 上海碧云天生物有限公司) ; β-
actin 单克隆抗体( 美国 Santa Cruz 公司) ; TUNEL 试

剂盒( 上海罗氏制药有限公司) ; DNA 引物( 英潍捷

基上海贸易有限公司) ; 小鼠 CRHELISA 酶联免疫

试剂盒( 上海江莱生物有限公司) 。
1． 3 海马 CRHR1 基因特异性敲除小鼠的繁育方

案及分组 小鼠的繁育方案如下: ♂ /♀flox 杂合子

小鼠( flox / + ) 与♀ /♂flox 杂合子小鼠( flox / + ) 交

配后获 得 flox 纯 合 子 小 鼠 ( flox / flox ) ; 同 时♂ /♀
( flox / + ) 小鼠与♀ /♂Pomc-cre 小鼠交配后获 得

CRHR1 基因条件性敲除杂合子小鼠 ( flox / + ，with
cre) ; 最后♀( flox / flox) 小鼠与♂( flox / + ，with cre)

小鼠交配可产生 ( flox / flox，with cre) 小鼠 ( CRHR1
基因敲除纯合子，CKOA 组) 、( flox / + ，with cre) 小

鼠( CRHR1 基因敲除杂合子，CKOH 组) 以及( flox /
flox，no cre) 小鼠 ( CRHR1 基因表达正常) 和 ( flox /
+ ，no cre) 小鼠( CRHR1 基因表达正常) 。小鼠鉴定

方法为酚氯仿法提取 DNA 测定子代小鼠基因型。
实验时，选取 30 只 8 周龄( flox / flox) 小鼠雌鼠

( CRHR1 基因正常表达) 与 15 只 8 周龄 ( flox / + ，

with cre) 小鼠雄鼠( CRHR1 基因条件性敲除) 在 20:

00 以雌雄 2: 1 合笼，第 2 天 07: 00 查阴栓，检查到阴

栓的将其分出单笼喂养，记为怀孕的第 1 天。常规

饲养 1 周后选择 15 只孕鼠进行慢性不可预测性温

和 应 激 ( the chronic unpredictable mild stress，
CUMS) 。应激方式包括: ①夜间照明 12 h; ②禁水

24 h;③温水游泳 5 min;④束缚应激 2 h; ⑤禁食 24
h;⑥夹紧尾巴 5 min; ⑦冷水游泳 5 min; ⑧笼倾斜

45°角 24 h。自孕第 7 天开始，每天使用抽签法随机

选择 1 种应激方式( 如与前 1 天相同，重新抽签) 直

至孕鼠分娩，这种应激方式可以引起孕鼠 HPA 轴激

活［6 － 7］，避免孕鼠产生应激耐受性。子鼠出生后依

据其基因型选取雄性子鼠 ( 酚氯仿法提取 DNA 测

定子代小鼠基因型) ，分为妊娠期正常对照 + 子代

基因正常 组 ( CON 组 ) 、妊 娠 期 正 常 对 照 + 子 代

CRHR1 基因敲除杂合子组( CON + CKOH) 、妊娠期

正常对照 + 子代 CRHR1 基因敲除纯合子组 ( CON
+ CKOA) 、妊 娠 期 慢 性 应 激 + 子 代 基 因 正 常 组

( CUMS 组) 、妊娠期慢性应激 + 子代 CRHR1 基因

敲除杂合子组( CUMS + CKOH) 、妊娠期慢性应激 +
子代 CRHR1 基因敲除纯合子组( CUMS + CKOA) ，

每组 n = 10。

1． 4 行为学实验

1． 4． 1 强迫游泳测试( forced swimming test，FST)

实验第 1 天，将每组中的 10 只小鼠进行预实验，将

小鼠置于直径 20 cm 玻璃桶中游泳 15 min( 水深 30
cm，水温 24 ℃ 左右) 。第 2 天，将小鼠置于桶中游

泳 6 min，拍摄小鼠在桶中的运动情况，统计后 4 min
不动时间总和。
1． 4． 2 悬尾实验 ( tail suspension test，TST) 实验

时，从每组中随机选出 10 只小鼠，用夹子 ( 夹子中

塞棉花) 夹住小鼠尾部距尾尖 2 cm 处，随后将其悬

挂在实验箱内，录像机记录其 6 min 中内的动态变

化，统计 6 分钟内后 4 min 的不动时间总和。
1． 4． 3 糖水偏好实验( sucrose preference test，SPT)

实验第 1 天，从每组中随机选出 10 只小鼠进行预

实验，在每个笼子两侧放 2 瓶 1% 蔗糖水( 50 ml 的

透明玻璃瓶) 。第 2 天，禁食、禁水 1 d。第 3 天，每

个笼子一侧放 1 瓶 1% 蔗糖水，另外一侧放 1 瓶纯

净水。称重并记录 1%蔗糖水和纯净水消耗量。实

验结束后，分析得到数据并且计算糖水偏好值 =
( 糖水 前 后 重 量 差 值 /总 液 体 前 后 重 量 差 值 ) ×
100%。
1． 5 Western blot 法 测 海 马 组 织 mTOR 和 p-
mTOR( Ser2448) 蛋白含量 行为学实验结束后，

每组取 4 只鼠，冰上取脑，分离出海马组织，根据

BCA 蛋白浓度测定试剂盒的操作说明测定海马总

蛋白浓度。根据测出的蛋白总量确定上样量，8%
SDS-PAGE 用于分离样品，然后经过上样，电泳( 120
V，180 min) ，转膜( 250 mA，4 h) ，封闭( 5% 脱脂奶

粉) ，一抗( 兔单抗，1 ∶ 1 000) 4 ℃过夜，TBST 洗膜，

二抗( 羊抗兔，1 ∶ 2 000) 孵育，TBST 洗过后加入显

影液进行 ECL 显色，测其吸光度值分析结果。以 β-
actin 为内参。
1． 6 TUNEL 法测海马 CA3 区椎体神经元的凋亡

指数 将海马组织用石蜡包埋，切片后得到石蜡切

片，然后经脱蜡水化，3%过氧化氢甲醇浸洗 10 min，

滴加蛋白酶 K( 20 μg /ml) 工作液，37 ℃ 15 min，PBS
清洗后滴加新鲜配置的 TUNEL 反应混合物，37 ℃
避光孵育 60 min，PBS 清洗后滴加 DAPI 细胞染色液

复染，避光孵育 10 min，在荧光显微镜下( × 200) 观

察。统计 TUNEL 染色阳性的细胞与细胞总数，计算

两者比值即为 AI。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 23. 0 统计软件分析

实验所得数据，所有数据用 珋x ± s 表示，用单因素方

差分析( ANOVA) 比较多组间均数差异，用最小显著
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差异法 ( least significant difference，LSD ) 作两两 比

较。P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意义。见图 1、2。

2 结果

2． 1 CRHR1 条件性敲除对妊娠期慢性应激的子

代雄鼠行为学影响 强迫游泳和悬尾实验结果显

示，CON 组、CON + CKOH 组和 CON + CKOA 组的小

鼠强迫游泳和悬尾不动时间差异无统计学意义; 与

CON 组相比，CUMS 组、CON + CKOH 组和 CON +
CKOA 组小鼠强迫游泳和悬尾不动时间均较长 ( P
＜0. 05) ; 与 CUMS 组相比，CUMS + CKOA 组小鼠强

迫游泳和悬尾不动时间减少( P ＜ 0. 05) ; 与 CUMS +
CKOH 组相比，CUMS + CKOA 组不动时间也减少( P
＜ 0. 05) 。但 CUMS 组和 CUMS + CKOH 组间小鼠

强迫游泳和悬尾不动时间差异无统计学意义。见图

1、2。

图 1 妊娠期慢性应激对不同组别小鼠强迫游泳不动时间的影响

1: CON 组; 2: CON + CKOH 组; 3: CON + CKOA 组; 4: CUMS 组;

5: CUMS + CKOH 组; 6: CUMS + CKOA 组; 与 CON 组 比 较: * P ＜

0. 05; 与 CUMS 组比较: # P ＜ 0. 05; 与 CUMS + CKOA 组比较: ＆P ＜

0. 05

图 2 妊娠期慢性应激对不同组别小鼠悬尾实验不动时间的影响

1: CON 组; 2: CON + CKOH 组; 3: CON + CKOA 组; 4: CUMS 组; 5:

CUMS + CKOH 组; 6: CUMS + CKOA 组; 与 CON 组比较: * P ＜ 0. 05; 与

CUMS 组比较: #P ＜0. 05; 与 CUMS + CKOA 组比较: ＆P ＜0. 05

糖水偏好实验结果如图 3 所示。CON 组、CON
+ CKOH 组和 CON + CKOA 组小鼠糖水偏好率差异

无统计学意义; 与 CON 组相比，CUMS 组小鼠糖水

偏好率降低( P ＜ 0. 05 ) ; 与 CUMS 组相比，CUMS +
CKOH 组和 CUMS + CKOA 组糖水偏好率上升( P ＜
0. 05) 。此外，CUMS + CKOH 组 与 CUMS + CKOA
组间小鼠糖水偏好率差异也有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。

图 3 妊娠期慢性应激对不同组别子鼠糖水偏好率的影响

1: CON 组; 2: CON + CKOH 组; 3: CON + CKOA 组; 4: CUMS 组; 5:

CUMS + CKOH 组; 6: CUMS + CKOA 组; 与 CON 组比较: * P ＜ 0. 05;

与 CUMS 组比较: #P ＜ 0. 05; 与 CUMS + CKOA 组比较: ＆P ＜ 0. 05

2． 2 CRHR1 条件性敲除对妊娠期慢性应激的子

代雄鼠海马锥体神经元凋亡的影响 在正置荧光显

微镜( × 200 ) 下观察每张切片，选取小鼠海马 CA3
区 4 个视野进行计数，DAPI 染色的细胞核呈蓝色，

TUNEL 染色的细胞核呈绿色，统计 TUNEL 染色阳

性的细胞与细胞总数，计算 AI。TUNEL 染色实验结

果如图 4 所 示。与 CON 组 相 比，CUMS 组 小 鼠

TUNEL 染色阳性细胞数目增多，凋亡指数升高( P ＜
0. 05) ; 与 CUMS 组 相 比，CUMS + CKOA 组 小 鼠

TUNEL 染色阳性细胞数目减少，凋亡指数降低( P ＜
0. 05) 。但 CUMS 组和 CUMS + CKOH 组间凋亡指

数差异无统计学意义。
2． 3 CRHR1 条件性敲除对妊娠期慢性应激的子

代海马 mTOR、p-mTOR ( Ser2448 ) 蛋白表达影响

采用 Western blot 方法检测海马脑组织中 mTOR
和 p-mTOR 蛋 白 含 量，结 果 如 图 5 和 图 6 所 示。
CON 组、CON + CKOH 组和 CON + CKOA 组小鼠海

马 mTOR 和 p-mTOR 表达量差异无统计学意义; 与

CON 组相比，CUMS 组、CUMS + CKOH 组和 CUMS
+ CKOA 组小鼠海马 mTOR 和 p-mTOR 表达量均较

低( P ＜ 0. 05 ) ; 与 CUMS 组相比，CUMS + CKOA 组

小鼠 海 马 mTOR 和 p-mTOR 表 达 量 升 高 ( P ＜
0. 05) ，但 CUMS + CKOH 组与 CUMS 组相比小鼠海

马 mTOR 和 p-mTOR 表达量差异无统计学意义。
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图 4 不同组海马 CA3 区锥体神经元凋亡的

TUNEL 和 DAPI 染色检测结果 × 200

1: CON 组; 2: CON + CKOH 组; 3: CON + CKOA 组; 4: CUMS 组;

5: CUMS + CKOH 组; 6: CUMS + CKOA 组; 与 CON 组 比 较: * P ＜

0. 05; 与 CUMS 组比较: # P ＜ 0. 05; 与 CUMS + CKOA 组比较: ＆P ＜

0. 05;↑: 指向凋亡细胞

图 5 不同组子鼠海马 mTOR 蛋白水平

1: CON 组; 2: CON + CKOH 组; 3: CON + CKOA 组; 4: CUMS 组; 5:

CUMS + CKOH 组; 6: CUMS + CKOA 组; 与 CON 组比较: * P ＜ 0. 05; 与

CUMS 组比较: #P ＜0. 05; 与 CUMS + CKOA 组比较: ＆P ＜0. 05

3 讨论

海马是抑郁症研究中最常研究的大脑区域之

一［8］。研究［9］表明，抑郁症发病机理可能与海马体

积缩小，海马神经元的减少、可塑性降低等有关。以

往的研究［10］显示，CRH 可经 CRHR1 致海马神经元

树突棘损伤，本课题组的前期研究显［11］示侧脑室注

图 6 不同组子鼠海马 p-mTOR 蛋白水平

1: CON 组; 2: CON + CKOH 组; 3: CON + CKOA 组; 4: CUMS 组; 5:

CUMS + CKOH 组; 6: CUMS + CKOA 组; 与 CON 组比较: * P ＜ 0. 05; 与

CUMS 组比较: #P ＜0. 05; 与 CUMS + CKOA 组比较: ＆P ＜0. 05

射 CRHR1 拮抗剂可改善妊娠期慢性应激致子代雄

鼠抑郁，但由于 CRHR1 广泛分布在皮层，海马和杏

仁核和下丘脑等部位，故以往结果不能确定是哪个

组织的 CRHR1 介导了妊娠期慢性应激致子代雄鼠

抑郁，因此，本文利用海马 CRHR1 基因条件性敲除

鼠，进一步研究海马 CRHR1 是否介导妊娠期慢性

应激致子鼠抑郁及机制。
该研究采用慢性不可预测性温和应激进行实

验，目 的 是 避 免 孕 鼠 对 单 一 应 激 产 生 了 适 应 性。
FST 和 TST 是基于绝望的行为学检测方法，SPT 是

基于奖赏的行为学检测方法，均是反映抑郁模型抑

郁程度的指标。在 FST 和 TST 实验中不动时间越

长，表明小鼠抑郁程度越重; 在 SPT 实验中糖水偏

好率 越 低 也 表 示 小 鼠 抑 郁 程 度 越 重［12］。海 马

CRHR1 基因条件性敲除鼠行为学实验结果显示: 在

FST 和 TST 实 验 中，与 CON 组 相 比，CUMS 组、
CUMS + CKOH 组和 CUMS + CKOA 组不动时间均增

长，而与 CUMS 组相比，CUMS + CKOA 组的不动时

间减少; 在 SPT 实验中，与 CON 组相比，CUMS 组、
CUMS + CKOH 组和 CUMS + CKOA 组糖水偏好率均

下 降，而 与 CUMS 组 相 比，CUMS + CKOH 组 和

CUMS + CKOA 组的糖水偏好率上升。这些结果表

明，海马 CRHR1 的全缺失或半缺失会降低妊娠期

慢性 应 激 所 引 起 的 子 代 的 抑 郁 程 度，说 明 海 马

CRHR1 参与了妊娠期慢性应激致子代抑郁。
以往研究［13 － 14］显示海马 CA3 区与抑郁样行为

存在密切关系，本研究 TUNEL 试验结果显示，与

CON 组相比，CUMS 组、CUMS + CKOH 组和 CUMS
+ CKOA 组海马 CA3 区 TUNEL 染色阳性细胞数量
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均增多，凋亡指数增高 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与 CUMS 组相

比，CUMS + CKOA 组凋亡指数下降 ( P ＜ 0. 05 ) ，提

示妊娠期慢性应激可能经海马 CRHR1 引起海马神

经元凋亡，导致子代抑郁。
mTOR 是一种普遍表达的丝氨酸 － 苏氨酸激

酶，它感知并整合了多种细胞内的环境线索，以协调

细胞生长和代谢等主要过程。研究［15］ 发现，激活

mTOR 通路，可通过上调多种相关蛋白的磷酸化水

平，提高神经元的可塑性，产生抗抑郁效果。本次研

究结果显示，与 CON 组相比，CUMS 组海马 mTOR
和 p-mTOR 蛋白表达量显著下降; 与 CUMS 组相比，

CUMS + CKOA 组小鼠海马 mTOR 和 p-mTOR 蛋白

表达量显著增加，这说明海马 CRHR1 的敲除可以

上调妊娠 期 慢 性 应 激 引 起 的 下 降 的 mTOR 和 p-
mTOR 蛋白表达水平，mTOR 通路被激活，海马神经

元凋亡程度下降。
该研究表明海马 CRHR1 基因敲除可以改善妊

娠期慢性应激引起的异常的子代雄鼠的行为学、病
理以及 mTOR 和 p-mTOR 蛋白表达，但未能使子代

的上述指标恢复至正常子鼠水平，这提示除海马外，

可能还有其他相关的脑部区域发挥着重要作用，杏

仁核和前额皮层的 CRHR1 受体是否也参与妊娠期

慢性应激致子代雄鼠抑郁，有待进一步研究。
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Hippocampal CRHR1 mediates chronic stress during pregnancy
inducing depression in male offspring mice

Zhang Kuo1，Chen Peng2，Qian Zhikan1，et al
( 1Dept of Hygiene Inspection and Quarantine，2Dept of Nutrition and Food Hygiene，

School of Public Health，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the mechanism of chronic stress during pregnancy inducing depression in male
offspring mice． Methods 8-week-old female C57 mice containing pure flox gene ［flox / flox，corticotropin － relea-
sing hormone receptor1 ( CRHR1) gene normal expression］and male C57 mice containing heterozygous flox gene
and containing cre gene ( flox / + ，with cre; CRHR1 gene conditions Sex knockout) were put in cage together． The
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pregnant mice were randomly divided into the control group and the chronic stress group． After the mice were born，

the male offspring mice were randomly divided into the control group ( CON group) ，the control + CRHR1 gene
knockout heterozygous mice group ( CON + CKOH group) ，the control + CRHR1 gene knockout homozygous mice
group ( CON + CKOA group) ，the chronic unpredictable mild stress group ( CUMS group) ，the chronic unpredicta-
ble mild stress + CRHR1 gene knockout heterozygous mice group ( CUMS + CKOH group) ，the chronic unpredicta-
ble mild stress + CRHR1 gene knockout homozygous mice group ( CUMS + CKOA group) ． The degree of depression
in male offspring mice was observed by sucrose preference experiment，tail suspension experiment and forced swim-
ming experiment． TUNEL staining was used to observe apoptosis in hippocampal CA3 area． Western blot was used
to quantitatively detect the expression of mTOR and p-mTOR ( Ser2448) in hippocampus． Results Chronic stress
during pregnancy induced depression-like behavior，increased neuronal apoptosis index in hippocampal CA3 area，

and attenuated the level of hippocampal mTOR and p-mTOR protein significantly in male offspring mice． Hipp-
ocampal CRHR1 gene conditional knockout could significantly improve depressive-like behavior，neuronal apoptosis
in the hippocampus CA3 region and the levels of mTOR and p-mTOR proteins in the male offspring mice whose
mother suffered from chronic stress during pregnancy． Conclusion Chronic stress during pregnancy can lead to
depression-like behavior in male offspring mice through activating CRHR1 of hippocampus and attenuating mTOR
protein expression in the hippocampus，which results in neuronal injury in the CA3 region of offspring hippocam-
pus．
Key words depression; chronic prenatal stress; hippocampus; corticotrophin-releasing hormone receptor1; con-
ditional knockout; cre / loxp
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LncRNA SNHG9 敲除对胶质瘤细胞增殖影响
及其作用机制的生物信息学探讨

叶静静1，2，陈天兵1，2

摘要 目的 利用 CRISPR-Cas9 结合流式单细胞分选构建

lncRNA SNHG9 基因敲除的 U251 细胞株，检测基因敲除对

细胞增殖能力的影响。利用生物信息学分析探讨 SNHG9 基

因发挥功能的可能机制。方法 在 SNHG9 基因上、下游分

别设计一个 Cas9 作用靶点，将两对单链向导 RNA 的引物模

板退火连接 px330-EGFP 载体，构建成功的目的质粒共转染

U251 细胞后，通过流式单细胞分选在 96 孔板中培养，通过

PCR 扩增和测序验证筛选得到 SNHG9 敲除成功的单克隆细

胞株并扩大培养。RTCA 方法检测 SNHG9 敲除后细胞增殖

能力的改变。利用在线工具分析 lncRNA SNHG9 的表达情

况，查找共表达基因并进行富集分析。结果 构建成功用于
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SNHG9 敲除的质粒。培养共存活了 8 个克隆，且得到 1 株

SNHG9 成功敲除的细胞株。敲除细胞的增殖能力明显降低

( P ＜ 0. 05) 。分析显示 SNHG9 在胶质母细胞瘤( GBM) 组织

中高表达，富集分析显示共表达基因主要与线粒体的功能相

关。结论 成功建立了 SNHG9 敲除的克隆细胞株且能抑制

U251 细胞的增殖，生物信息学分析显示 SNHG9 可能参与线

粒体的功能调控。
关键词 CRISPR-Cas9; SNHG9; 胶质瘤; 细胞增殖; 生物信息

学分析
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胶质母细胞瘤 ( glioblastoma multiforme，GBM)

是最常见和恶性程度最高的颅内肿瘤［1］，具有病程

短、进展快、预后差、死亡率高的特点［2］。目前传统

治疗方法，如放化疗等并没有明显改善胶质瘤患者

的预 后［3 － 4］。长 链 非 编 码 RNA ( long non-coding
RNA，lncRNA) 是一类长度超过 200 核苷酸但不编
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