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摘要　目的　应用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术构建肿瘤坏死因子受体相关因子２（ＴＲＡＦ２）杂合子敲除小鼠，用于研究 ＴＮＦαＴＲＡＦ２
信号转导异常介导的炎症免疫性疾病的病理机制及新靶点药物的开发。方法　构建靶向敲除ＴＲＡＦ２基因的载体，通过显微
注射，将先导ＲＮＡ和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ导入到Ｃ５７ＢＬ／６ＪＧｐｔ小鼠的受精卵中，介导小鼠ＴＲＡＦ２基因突变，提取鼠尾蛋白，通过ＰＣＲ
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定 Ｆ０代基因型，成功获得 ＴＲＡＦ２＋／－小鼠。使用 Ｆ０代小鼠与 Ｃ５７ＢＬ／６ＪＧｐｔ野生型小鼠回交，获得稳定的
ＴＲＡＦ２＋／－小鼠用于扩繁及后续实验。检测ＴＲＡＦ２＋／－小鼠体质量；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＲＡＦ２＋／－小鼠脾脏、肝脏及肾脏组织中
ＴＲＡＦ２表达；ＨＥ染色检测 ＴＲＡＦ２＋／－小鼠脾脏、肝脏及肾脏组织的发育情况。结果　利用引物进行 ＰＣＲ鉴定，结果表明
ＴＲＡＦ２＋／－小鼠在６７９ｂｐ出现目的条带；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，与野生型组比较，ＴＲＡＦ２＋／－小鼠鼠尾蛋白中ＴＲＡＦ２的表达明
显下降（Ｐ＜００１）。与野生型小鼠比较，ＴＲＡＦ２＋／－小鼠体质量减轻（Ｐ＜００５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，与野生型小鼠比较，
ＴＲＡＦ２＋／－小鼠的脾脏、肝脏及肾脏组织中 ＴＲＡＦ２蛋白表达均降低（Ｐ＜００１）。ＨＥ染色结果表明，与野生型小鼠比较，
ＴＲＡＦ２＋／－小鼠脾脏、肝脏及肾脏组织内细胞形态无明显差异。结论　成功构建ＴＲＡＦ２＋／－小鼠，为探究ＴＲＡＦ２在发育调控中
的作用、揭示ＴＮＦαＴＲＡＦ２信号异常介导的炎症免疫疾病机制以及筛选相关药物靶点提供了重要动物模型。
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　　肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦ
α）是一种多功能的细胞因子，在调节免疫反应、炎
症反应、细胞凋亡和细胞增殖等方面发挥重要作

用［１］。肿瘤坏死因子受体相关因子２（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏ
ｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ＴＲＡＦ２）是
ＴＲＡＦ家族蛋白中的一员，介导 ＴＮＦα下游信号传
导，参与促进核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦ
κＢ）和ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，
ＪＮＫ）等多种信号转导通路的激活，对细胞存活、免
疫反应以及炎症过程具有重要影响［２－３］。ＴＮＦα
ＴＲＡＦ２信号活化促进ＮＦκＢ信号转导，参与多种炎
症免疫性疾病的发生发展，包括肿瘤、类风湿关节炎

（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）等［４－５］。

　　目前暂无商品化的 ＴＲＡＦ２基因敲除小鼠，研

究［６］显示ＴＲＡＦ２基因全敲除可引起胚胎致死。为
了揭示ＴＲＡＦ２在肿瘤、ＲＡ等多种炎症免疫性疾病
进程中的重要作用，该研究利用Ｃａｓ９ｍＲＮＡ技术构
建 ＴＲＡＦ２基 因 半 敲 除 （ＴＲＡＦ２＋／－）小 鼠，将
ＴＲＡＦ２＋／－小鼠与同背景的野生型小鼠交配得的子
代小鼠，利用ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行基因型鉴定，
为进一步探索 ＴＲＡＦ２介导炎症免疫性疾病的病理
机制及药物靶点的研究提供重要的动物模型。

１　材料与方法

１．１　动物　ＴＲＡＦ２基因杂合敲除小鼠以 Ｃ５７ＢＬ／
６ＪＧｐｔ为背景，饲养于 ＳＰＦ实验室，由江苏集萃药康
生物科技有限公司生产，生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）
２０２３０００９。本研究动物饲养和繁育均得到安徽医
科大学动物实验伦理委员会批准（批准号：ＰＺ２０２２
０３１）。
１．２　主要试剂与仪器
１．２．１　主要试剂　ＴｒｉｓＨｃｌ、ＮａＯＨ（货号：ＳＴ７８０、
ＳＴ８４０，上海碧云天生物技术股份有限公司）；２×
ＲａｐｉｄＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（货号：Ａ２Ａ１５９０，南京诺唯赞
生物科技股份有限公司）；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ２０００（货号：
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ＡＧ１１７０６，湖南艾科瑞生物工程有限公司）；Ａｇａｒｏｓｅ
（货号：ＴＳＪ００１，北京擎科生物科技股份有限公司）；
ＲＡＰＩ裂解液、５×ＳＤＳ上样缓冲液（货号：Ｐ００１３Ｂ、
Ｐ１０４０，北京索莱宝生物科技有限公司）；ＴＲＡＦ２一
抗（货号：ＡＢ１２６７５８，艾博抗贸易有限公司）；βａｃｔｉｎ
一抗（货号：２０５３６１ＡＰ，美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；辣
根酶标记山羊抗小鼠ＩｇＧ、辣根酶标记山羊抗兔ＩｇＧ
（货号：ＺＢ２３０５、ＺＢ２３０１，北京中杉金桥生物技术有
限公司）；核酸染料、５０×ＴＡＥ、显影液（货号：
Ａ８７４６、ＢＬ５２３Ａ、ＢＬ５２０Ａ，北京兰杰柯科技有限公
司）。

１．２．２　主要仪器　超微量核酸蛋白检测仪（型号：
ＤＳ１１，美国丹诺尔公司）；台式梯度 ＰＣＲ仪 Ｔ１００ＴＭ

ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ、显影仪（型号：Ｔ１００ＴＭ、ＣｈｅｍｉＤｏｃ，美
国ＢｉｏＲａｄ公司）；通用型电泳仪（型号：ＤＹＹ６Ｃ，北
京六一生物科技有限公司）、组织原位细胞扫描分

析系统（型号：ＰａｎｎｏｒａｍｉｃＭＩＤＩⅡ，山东斯瑞缔医疗
科技有限公司）。

１．３　方法
１．３．１　Ｃａｓ９／先导ＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅｇｕｉｄｅＲＮＡ，ｓｇＲＮＡ）
载体构建　根据小鼠ＴＲＡＦ２基因的结构，利用非同
源末端连接修复引入突变的方式，通过在线 ｓｇＲＮＡ
设计网站（ｈｔｔｐ：／／ｃｒｉｓｐｏｒ．ｔｅｆｏｒ．ｎｅｔ／）设计 ｓｇＲＮＡ，
ＴＲＡＦ２基因有３个转录本，选取 ＴＲＡＦ２２０１（ＥＮＳ
ＭＵＳＴ００００００２８３１１．１２）转录本的第３外显子至第４
外显子作为敲除区域。该区域包含１７８ｂｐ的编码
序列，敲除该区域将导致蛋白质功能的破坏。敲除

策略见图１。

图１　ＴＲＡＦ２＋／－小鼠构建策略

Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｙｏｆＴＲＡＦ２＋／－ｍｉｃｅ

１．３．２　Ｆ０、Ｆ１代ＴＲＡＦ２＋／－小鼠获得　在高倍显微
镜下获得及鉴定阳性基因敲除品系，用显微操作器

控制显微注射针向 Ｃ５７ＢＬ／６野生小鼠的受精卵中
注射Ｃａｓ９ｍＲＮＡ和ｓｇＲＮＡ，并将注射后的受精卵移
植到假孕母鼠中，新出生的小鼠为 Ｆ０代小鼠。由
于受精卵早期卵裂速度很快，因此得到的Ｆ０代小鼠

为嵌合体，通过传代获得Ｆ１代小鼠，Ｆ１代小鼠具有
稳定遗传能力。

１．３．３　ＰＣＲ鉴定
１．３．３．１　鼠尾ＤＮＡ提取　剪取３周龄小鼠鼠尾３
～５ｍｍ，置于无ＤＮＡ污染的１５ｍＬＥＰ管，每管加
入１００μＬ００５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，１００℃振荡恒温金属
浴３０ｍｉｎ。待冷却后加入１０μＬ１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
于涡旋振荡器上振荡并充分混匀。１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，吸取上清液至新的 ＥＰ管中作为 ＤＮＡ模
版。

１．３．３．２　ＰＣＲ扩增　引物由通用生物（安徽）股份
有限公司合成。鉴定策略见图２，引物序列、ＰＣＲ反
应体系及ＰＣＲ程序见表１－表４。
１．３．３．３　凝胶电泳　称取１２ｇ琼脂糖放入锥形
瓶中，加入６０ｍＬＴＡＥ缓冲液。混合均匀后微波炉

图２　小鼠鼠尾基因组ＰＣＲ鉴定策略

Ｆｉｇ．２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｙｏｆｍｏｕｓｅｔａｉｌｇｅｎｏｍｅｂｙＰＣＲ

表１　ＴＲＡＦ２＋／－基因鉴定引物序列

Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＴＲＡＦ２＋／－

ＰＣＲＮｏ．ＰｒｉｍｅｒＮｏ． Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
Ｂａｎｄ

ｓｉｚｅ（ｂｐ）

ＰＣＲ１ Ｔ０５２８６１Ｆ１Ａ
ＣＣＡＣＡＣＴＴＡＡＴＧＡＡＧ

ＧＡＧＡＧＡＧＣＴＧ
ＷＴ：７２０６

Ｔ０５２８６１Ｒ１Ａ
ＣＴＴＣＴＧＣＴＡＣＣＴＧＴＧＧＡＴ

ＣＡＡＧＡＧＡＣ
ＫＯ：６７９

ＰＣＲ２ Ｔ０５２８６１Ｆ２
ＴＡＧＡＣＧＴＴＧＣＴＴＣＡＴＣＧＡ

ＣＡＧＴＡＧＧＧ
ＷＴ：３４１

Ｔ０５２８６１Ｒ２
ＡＣＣＣＡＧＣＴＣＡＡＴＴＣＴＣＧＧ

ＴＡＧＧＣ
ＫＯ：０

表２　ＴＲＡＦ２＋／－基因鉴定ＰＣＲ反应体系

Ｔａｂ．２　ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｆｏｒＴＲＡＦ２＋／－ｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｓｅｇ． Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｖｏｌｕｍｅ（μＬ）

１ ２×ＲａｐｉｄＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ １２．５

２ ＤｄＨ２Ｏ ９．５

３ ＰｒｉｍｅｒＡ １

４ ＰｒｉｍｅｒＢ １

５ Ｔｅｍｐｌａｔｅ １
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表３　ＴＲＡＦ２＋／－基因鉴定ＰＣＲ１反应程序

Ｔａｂ．３　ＰＣＲｐｒｏｇｒａｍ１ｆｏｒＴＲＡＦ２＋／－ｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｓｅｇ． Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（℃） Ｔｉｍｅ Ｃｙｃｌｅ
１ ９５ ５ｍｉｎ
２ ９８ ３０ｓ ２０×
３ ６５ ３０ｓ
４ ７２ ４５ｓ
５ ９８ ３０ｓ １５×
６ ５５ ３０ｓ
７ ７２ ４５ｓ
８ ７２ ５ｍｉｎ
９ １０ ∞

表４　ＴＲＡＦ２＋／－基因鉴定ＰＣＲ２反应程序

Ｔａｂ．４　ＰＣＲｐｒｏｇｒａｍ２ｆｏｒＴＲＡＦ２＋／－ｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｓｅｇ． Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（℃） Ｔｉｍｅ Ｃｙｃｌｅ
１ ９５ ５ｍｉｎ
２ ９８ ３０ｓ ３５×
３ ５８ ３０ｓ
４ ７２ ４５ｓ
５ ７２ ５ｍｉｎ
６ １０ ∞

高功率加热，沸腾３次，每次沸腾后取出待其冷却。
加入１０μＬ的核酸染料，轻轻摇晃以确保均匀混合，
接着将混合液倒入凝胶板中，并插入梳子形成样品

孔。静置３０ｍｉｎ以等待凝胶凝固。每孔中加入１０
μＬ的样品，标记孔加入 ５μＬＭａｒｋｅｒ。１４０Ｖ、４００
ｍＡ电泳３０ｍｉｎ。电泳完成后，使用显影仪拍摄凝
胶照片以观察结果。

１．３．４　ＴＲＡＦ２＋／－小鼠繁育饲养　在ＳＰＦ级别的实
验室条件下，对 ＴＲＡＦ２＋／－小鼠进行饲养和繁殖。
实验室温度严格控制在２２～２６℃，相对湿度保持在
４０％～７０％的范围内。为了模拟自然环境，室内的
光照周期被设定为１２ｈ的光照和１２ｈ的黑暗。小
鼠的饮食、垫料和饮水都经过了高温高压的消毒处

理。鼠笼和垫料每周更换２次，保持清洁。所有操
作在超净工作台内按照无菌要求进行。在繁育初始

阶段，雌性 ＴＲＡＦ２＋／－小鼠与 Ｃ５７ＢＬ／６ＪＧｐｔ雄性小
鼠以１∶１的比例进行合笼。妊娠期通常持续约２１
ｄ。小鼠幼崽在出生后的１９～２１ｄ可以与母鼠分开
饲养，并开始按性别分开饲养。雄性小鼠一般８周
左右，雌性小鼠６周左右达到性成熟，可以用于进一
步的繁殖。

１．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法　向鼠尾、脾脏、肝脏及肾脏
组织中加入裂解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ∶ＰＩ＝９８∶１∶１），
每１ｍｇ组织加入１００μＬ裂解液，使用超声破碎仪
对组织进行破碎，将离心收集的蛋白与５×上样缓

冲液按比例混合，１００℃振荡恒温金属浴 １０ｍｉｎ。
先通过电泳将蛋白分离后，再２２０ｍＡ转膜１ｈ获得
蛋白条带；将条带放入５％脱脂牛奶（１ｇ脱脂奶粉
＋２０ｍＬＴＰＢＳ）中，摇床上低速室温封闭２ｈ；分别
在对应位置的条带中敷上βａｃｔｉｎ一抗（１∶１００００）
和ＴＲＡＦ２一抗（１∶４００），４℃孵育过夜；ＴＰＢＳ清洗
３次，在牛奶中加入山羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００）或山羊
抗小鼠ＩｇＧ（１∶１００００），摇床上室温孵育２ｈ；孵育
完成后ＴＰＢＳ清洗３次，ＰＢＳ清洗１次，每次５ｍｉｎ；
使用显影仪进行拍摄。

１．３．６　小鼠体质量检测　同时取同窝野生型及
ＴＲＡＦ２＋／－小鼠，禁食过夜，称重，同时观察小鼠外观
及生理表现。

１．３．７　 ＨＥ染色 　 选取 １０周龄，同窝雄性
ＴＲＡＦ２＋／－小鼠和野生型小鼠肝脏、肾脏及脾脏组织
固定，包埋脱蜡、ＨＥ染色、脱水透明、封片拍照。
１．４　统计学处理　使用Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ８３０软件
进行统计分析，实验结果以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采
用ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＲＡＦ２＋／－小鼠基因型鉴定
２．１．１　ＰＣＲ鉴定 ＴＲＡＦ２＋／－小鼠基因型　提取鼠
尾ＤＮＡ，利用 Ｔ０５２８６１Ｆ１Ａ和Ｒ１Ａ引物，通过 ＰＣＲ
１程序进行扩增后进行凝胶电泳，结果如图 ３Ａ所
示，扩增出６７９ｂｐ目的条带为ＴＲＡＦ２＋／－小鼠；利用
Ｔ０５２８６１Ｆ２和Ｒ２引物，通过 ＰＣＲ２程序进行扩增
后进行凝胶电泳，结果如图３Ｂ所示，扩增出３４１ｂｐ
目的条带为野生型小鼠，结合二者鉴定结果可知：１
为野生型小鼠，２为ＴＲＡＦ２＋／－小鼠。
２．１．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＲＡＦ２＋／－小鼠基因型　
提取鼠尾蛋白，利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测野生型和

图３　小鼠基因型ＰＣＲ鉴定结果

Ｆｉｇ．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ

　　Ａ：ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲ１ｐｒｏｇｒａｍ；Ｂ：Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆＰＣＲ２ｐｒｏｇｒａｍ；Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ＷＴｍｉｃｅ；２：ＴＲＡＦ２＋／－

ｍｉｃｅ．
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ＴＲＡＦ２＋／－小鼠鼠尾组织中 ＴＲＡＦ２蛋白表达，结果
如图４所示，与野生型小鼠比较，ＴＲＡＦ２＋／－小鼠鼠
尾ＴＲＡＦ２蛋白表达降低（Ｐ＜００１）。

图４　野生型和ＴＲＡＦ２＋／－小鼠鼠尾中 ＴＲＡＦ２表达

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＲＡＦ２ｉｎｔｈｅｔａｉｌｓ

ｏｆＷＴａｎｄＴＲＡＦ２＋／－ｍｉｃｅ
Ｐ＜００１ｖｓＷＴｍｉｃｅ．

２．２　ＴＲＡＦ２＋／－小鼠发育情况及组织中 ＴＲＡＦ２的
表达　检测野生型小鼠和 ＴＲＡＦ２＋／－小鼠的体质量
变化，结果如图 ５Ａ所示，与野生型小鼠比较，
ＴＲＡＦ２＋／－小鼠外观及生理表现未见明显异常，但与
野生型小鼠比较，ＴＲＡＦ２＋／－小鼠体质量降低（Ｐ＜
００５）。进一步提取小鼠脾脏、肝脏及肾脏蛋白，利
用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＲＡＦ２蛋白的表达，结果如图
５Ｂ所示，与同窝野生型小鼠比较，ＴＲＡＦ２＋／－小鼠的
脾脏、肝脏以及肾脏中ＴＲＡＦ２蛋白的表达水平明显
下降（Ｐ＜００１）。
２．３　ＴＲＡＦ２＋／－小鼠组织器官生长发育情况　取
野生型和 ＴＲＡＦ２＋／－小鼠的肝脏、肾脏和脾脏组织
进行固定，ＨＥ染色检测组织结构，结果如图 ６所
示，ＴＲＡＦ２＋／－小鼠肝脏中肝细胞形态结构均完整且
大小正常，肝索呈放射状排列，周围未发现炎症细胞

浸润；肾脏中肾小管无变性，排列有序，管腔形态大

小正常，肾小球等结构均正常；脾脏结构正常，红白

髓边界清晰，生发中心清晰可见。以上结果提示

ＴＲＡＦ２＋／－小鼠各组织器官的发育未受到影响。

３　讨论

　　ＴＮＦα通过２种不同的受体传递信号，即肿瘤

图５　ＴＲＡＦ２＋／－小鼠发育情况及组织中ＴＲＡＦ２的表达

Ｆｉｇ．５　ＴＲＡＦ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆＴＲＡＦ２＋／－ｍｉｃｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｐｒｏｆｉｌｅｓ
　　Ａ：ＢｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅａｎｄＴＲＡＦ２＋／－ｍｉｃｅ；Ｂ：ＴＲＡＦ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎ，ｌｉｖｅｒａｎｄｋｉｄｎｅｙｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄＴＲＡＦ２＋／－ｍｉｃｅ；
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＷＴｍｉｃｅ．
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图６　野生型小鼠和ＴＲＡＦ２＋／－小鼠各组织ＨＥ染色图 ×４０
Ｆｉｇ．６　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ

ａｎｄＴＲＡＦ２＋／－ｍｉｃｅ×４０

坏死因子受体（ＴＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＮＦＲ）１和ＴＮＦＲ２，介
导多种炎症免疫性疾病的发生发展［７］。ＴＲＡＦ２作
为ＴＮＦα／ＴＮＦＲ下游重要的衔接蛋白，主要由１个
Ｎ端的锌指结构域、１个ＲＩＮＧｆｉｎｇｅｒｄｏｍａｉｎ、中间的
卷曲螺旋结构域和１个 Ｃ端的 ＷＤ４０结构域组成，
这些结构域共同参与了 ＴＲＡＦ２的蛋白 －蛋白相互
作用和信号转导功能［８－９］。ＴＮＦα信号活化，促进
ＴＲＡＦ２结合细胞凋亡信号调节激酶１、肿瘤坏死因
子受体１型相关死亡结构域蛋白、Ｇ蛋白偶联受体
激酶２（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｋｉｎａｓｅ２，ＧＲＫ２）
等蛋白，激活ＮＦκＢ、ＪＮＫ和Ｃａｓｐａｓｅｓ等多种信号通
路，调节免疫细胞的活化、增殖和凋亡，参与炎症反

应和自身抗体产生的调控，影响 ＲＡ等炎症免疫性
疾病的发生和发展［１０］。研究［１１］表明，ＴＲＡＦ２通过
泛素化激活 ＲＡ成纤维样滑膜细胞 （ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｌｉｋｅ
ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ，ＦＬＳ）中的ＮＦκＢ和ＪＮＫ信号，诱导抗
凋亡信号和基质金属蛋白酶产生，促进 ＲＡＦＬＳｓ细
胞增殖和炎症。课题组前期研究［１２］发现，ＦＬＳｓ中
ＴＲＡＦ２与 ＧＲＫ２相互作用，促进 ＧＲＫ２转膜，诱导
ＥＰ４脱敏内化，导致细胞内ｃＡＭＰ的产生减少，促进
ＦＬＳｓ异常增殖。
　　基于 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因敲除技术建立稳定的
基因敲除实验动物模型已成为研究基因生物学功能

的重要手段。将设计好的 Ｃａｓ９ｍＲＮＡ和 ｓｇＲＮＡ注
射进小鼠受精卵后移植到假孕母鼠，得到 Ｆ０代小
鼠。该技术具有高效率、精确性、易于遗传、减少嵌

合体产生以及伦理优势，这些特点使得 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９技术不仅能够快速且准确地敲除特定基因，还
能在多种动物模型中实现同时降低了成本和实验动

物的使用，加速了生物医学研究的进程［１３］。此外，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术还具有可以同时编辑多个基因的
优势，通过设计多个ｓｇＲＮＡ，同时靶向多个不同的基
因，在同一批小鼠中实现多个基因的同时敲除或编

辑，这对于研究基因之间的相互作用、复杂疾病的多

基因调控机制等具有重要意义［１４］。

　 　 本研究首先通过野生型小鼠与 Ｆ０代
ＴＲＡＦ２＋／－小鼠杂交获得 Ｆ１代 ＴＲＡＦ２＋／－小鼠，
ＰＣＲ、凝胶电泳检测小鼠鼠尾中 ＴＲＡＦ２的基因条带
在６７９ｂｐ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＲＡＦ２蛋白表达降低，
成功构建ＴＲＡＦ２＋／－小鼠。在繁育过程中观察同窝
野生型小鼠和 ＴＲＡＦ２＋／－小鼠的体质量，发现
ＴＲＡＦ２＋／－小鼠体质量较野生型小鼠体质量降低。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测同窝野生型小鼠和ＴＲＡＦ２＋／－小鼠
脾脏、肝脏以及肾脏组织中 ＴＲＡＦ２的蛋白表达，发
现ＴＲＡＦ２＋／－小鼠中ＴＲＡＦ２的蛋白表达较野生型小
鼠显著降低，进一步利用 ＨＥ染色检测同窝野生型
小鼠和ＴＲＡＦ２＋／－小鼠脾脏、肝脏以及肾脏组织内
部的形态结构均无明显差异。本研究为探索

ＴＲＡＦ２在炎症免疫性疾病中的作用机制以及开发
靶向治疗药物提供了实验动物模型。
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ｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２０２１，１１（１１）：ｅ５９１．ｄｏｉ：１０．

１００２／ｃｔｍ２．５９１．

［６］ ＰｅｔｅｒｓｅｎＳＬ，ＣｈｅｎＴＴ，ＬａｗｒｅｎｃｅＤＡ，ｅｔａｌ．ＴＲＡＦ２ｉｓａｂｉｏ

ｌｏｇｉｃａｌｌｙｉｍｐｏｒｔａｎｔｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｆｆｅｒ，

２０１５，２２（１１）：１８４６－５７．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｃｄｄ．２０１５．３５．

［７］ ＳｉｅｇｍｕｎｄＤ，ＷａｊａｎｔＨ．ＴＮＦａｎｄＴＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒｓａｓｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ

·５９２１·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｊｕｌ；６０（７）



ｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｒｈｅｕｍａｔｉｃｄｉｓｅａｓｅｓａｎｄｂｅｙｏｎｄ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＲｈｅｕｍａ

ｔｏｌ，２０２３，１９（９）：５７６－９１．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１５８４－０２３－

０１００２－７．

［８］ ＢｒａｄｌｅｙＪＲ，ＰｏｂｅｒＪＳ．Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｆａｃｔｏｒｓ（ＴＲＡＦｓ）［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００１，２０（４４）：６４８２－９１．

ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓｊ．ｏｎｃ．１２０４７８８．

［９］ ＰａｌｕｍｂｏＣ，ＭｅｃｃｈｉａＡ，ＢｏｃｅｄｉＡ，ｅｔａｌ．ＲｅｖｉｓｉｔｅｄｒｏｌｅｏｆＴＲＡＦ２

ａｎｄＴＲＡＦ２Ｃｔｅｒｍｉｎａｌｄｏｍａｉｎｉｎｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｉｎ

ｄｕｃｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎＨＡＰ１ｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｃｈｅｍＣｅｌｌ

Ｂｉｏｌ，２０２２，１４５：１０６１９３．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｃｅｌ．２０２２．

１０６１９３．

［１０］ＬａｌａｎｉＡＩ，ＺｈｕＳ，ＧｏｋｈａｌｅＳ，ｅｔａｌ．ＴＲＡＦｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎｉｎｆｌａｍ

ｍａｔｉｏｎａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＰｈａｒｍａｃｏｌＲｅｐ，

２０１８，４（１）：６４－９０．ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ４０４９５－０１７－０１１７－ｙ．

［１１］ＰｏｔｔｅｒＣ，ＥｙｒｅＳ，ＣｏｐｅＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ｔｈｅＴＲＡＦｆａｍｉｌｙｇｅｎｅｓａｎｄＲＡｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＡｎｎＲｈｅｕｍ

Ｄｉｓ，２００７，６６（１０）：１３２２－６．ｄｏｉ：１０．１１３６／ａｒｄ．２００６．０６５７０６．

［１２］ＴａｉＹ，ＨｕａｎｇＢ，ＧｕｏＰＰ，ｅｔａｌ．ＴＮＦαｉｍｐａｉｒｓＥＰ４ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆＴＲＡＦ２ＧＲＫ２ｉｎｐｒｉｍａｒｙｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｌｉｋｅ

ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈａｒｍａｃｏｌＳｉｎ，２０２２，４３（２）：４０１－１６．

ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１４０１－０２１－００６５４－ｚ．

［１３］ＨｕｎｋｅｒＡＣ，ＳｏｄｅｎＭＥ，ＫｒａｙｕｓｈｋｉｎａＤ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｓｉｎ

ｇｌｅｖｅｃｔｏｒＣＲＩＳＰＲ／ＳａＣａｓ９ｖｉｒｕｓｅｓｆｏｒｅｆｆｉｃｉｅｎｔｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｉｎｔｈｅ

ａｄｕｌｔｍｏｕｓｅｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＣｅｌｌＲｅｐ，２０２０，３０（１２）：４３０３

－１６．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｒｅｐ．２０２０．０２．０９２．

［１４］ＬｉＱ，ＬｕＪ，ＺｈａｎｇＧ，ｅｔａｌ．ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｍｅｄｉａｔｅｄｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ

ｇｅｎｏｍｅｅｄｉｔｉｎｇｉｎＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅ［Ｊ］．ＪＦｕｎｇｉ（Ｂａｓｅｌ），２０２３，

９（１）：１０９．ｄｏｉ：１０．３３９０／ｊｏｆ９０１０１０９．

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｓｔｕｄｙｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ
ｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２

ＷａｎｇＷｅｉｋａｎｇ，ＺｕｏＳｈｕｊｕｎ，ＧｕＪｉｎｔａｏ，ＧｕｏＦｕｙｕａｎ，ＧｕｏＨａｏｚｈｏｕ，ＨａｎＣｈｅｎｃｈｅｎ，ＷｅｉＷｅｉ
（ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＡｎｔｉＩｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｎｄＩｍｍｕｎｅＤｒｕｇｓｏｆｔｈｅＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＡｎｈｕｉＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ
ＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＡｎｔｉＩｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｎｄＩｍｍｕｎｅＤｒｕｇｓ，Ｈｅｆｅｉ　２３００３２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｇｅｎｅｒａｔｅｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓＴＲＡＦ２ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ，ｔｈｅＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｗａｓｓｕｃ
ｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｍｐｌｏｙｅｄ．Ｔｈｅｓｅｍｉｃｅｗｅｒｅｓｅｒｖｅｄａｓａｖａｌｕａｂｌｅｍｏｄｅｌｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｎｄｉｍｍｕｎｅｄｉｓｏｒｄｅｒｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙａｂｎｏｒｍａｌＴＮＦαＴＲＡＦ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｔｏｄｅｖｅｌｏｐｎｅｗｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｔａｒｇｅｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＡｖｅｃｔｏｒｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅｋｎｏｃｋｏｕｔｏｆｔｈｅＴＲＡＦ２ｇｅｎｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．ＬｅａｄＲＮＡａｎｄＣａｓ９Ｍｒｎａ
ｗｅｒｅｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄｉｎｔｏｔｈｅｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｅｇｇｓｏｆＣ５７ＢＬ／６ＪＧｐｔｍｉｃｅｔｈｒｏｕｇｈｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎｔｏｍｅｄｉａｔｅｔｈｅＴＲＡＦ２ｇｅｎｅ
ｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ．ＴｈｅｍｏｕｓｅｔａｉｌｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄａｎｄｔｈｅｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆｔｈｅＦ０ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
ＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＴＲＡＦ２＋／－ ｍｉｃｅｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｏｂｔａｉｎｅｄ．Ｆ０ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｍｉｃｅｗｅｒｅｂａｃｋｃｒｏｓｓｅｄｗｉｔｈ
Ｃ５７ＢＬ／６ＪＧｐｔｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅｔｏｏｂｔａｉｎｓｔａｂｌｅＴＲＡＦ２＋／－ ｍｉｃｅｆｏｒｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．Ｔｈｅ
ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆＴＲＡＦ２＋／－ ｍｉｃｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ；ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＲＡＦ２ｉｎｔｈｅ
ｓｐｌｅｅｎ，ｌｉｖｅｒａｎｄｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｏｆＴＲＡＦ２＋／－ ｍｉｃｅ．Ｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｓｐｌｅｅｎ，ｌｉｖｅｒａｎｄｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｉｎ
ＴＲＡＦ２＋／－ｍｉｃｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔ
ＴＲＡＦ２＋／－ｍｉｃｅｅｘｈｉｂｉｔｅｄａｔａｒｇｅｔｂａｎｄａｔ６７９ｂｐ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ＷＴｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＲＡＦ２ｉｎｔｈｅｔａｉｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＴＲＡＦ２＋／－ｍｉｃｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜００１）．
ＴＲＡＦ２＋／－ｍｉｃｅｈａｄａｌｏｗｅｒｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｉｒｌｉｔｔｅｒｍａｔｅＷＴｍｉｃｅ（Ｐ＜００５）．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ，ｒｅｌａｔｉｖｅｔｏｔｈｅＷＴｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＲＡＦ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎ，ｌｉｖｅｒ，ａｎｄｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｏｆ
ＴＲＡＦ２＋／－ｍｉｃｅｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｉｎｃｅｌｌｕｌａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎ，ｌｉｖｅｒ，ａｎｄｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｂｅｔｗｅｅｎＴＲＡＦ２＋／－ｍｉｃｅａｎｄＷＴｍｉｃｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
　ＴｈｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＴＲＡＦ２＋／－ｍｉｃｅｈａｓｐｒｏｖｉｄｅｄａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｆｏｒｅｘｐｌｏｒｉｎｇｔｈｅｒｏｌｅｏｆ
ＴＲＡＦ２ｉｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，ｒｅｖｅａｌｉｎｇｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｉｍｍｕｎｅｄｉｓｅａｓｅｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙａｂｎｏｒ
ｍａｌＴＮＦαＴＲＡＦ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，ａｎｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｌａｔｅｄｄｒｕｇｔａｒｇｅｔｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＴＲＡＦ２；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９；ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ；ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｍｉｃｅ；ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ；ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｓｔｕｄｙ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍｓ　ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏｓ．８２１０４１８７，８２１７３８２４）
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