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◇基础医学研究◇

ＴＲＥＭ２基因敲除小鼠的构建、繁育和基因鉴定
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摘要　目的　采用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术构建髓细胞触发受体２（ＴＲＥＭ２）基因敲除（ＴＲＥＭ２－／－）小鼠，繁育ＴＲＥＭ２－／－小鼠并分
析其基因型。方法　采用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术选择性敲除ＴＲＥＭ２基因的外显子２～３区域，构建 ＴＲＥＭ２－／－小鼠模型，所有小
鼠的遗传背景均为Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ。采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）法鉴定小鼠的基因型。实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）和蛋白质印迹
法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测小鼠主要组织中ＴＲＥＭ２的表达水平，从 ｍＲＮＡ水平和蛋白水平上验证 ＰＣＲ鉴定结果的真实性以及科
学性。根据ｓｇＲＮＡ序列在ＣＣＴｏｐ网站预测出可能存在的脱靶位点，提取小鼠尾部ＤＮＡ经ＰＣＲ扩增后进行Ｓａｎｇｅｒ测序，检测
ＴＲＥＭ２－／－小鼠有无产生脱靶效应。结果　通过ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术成功构建了ＴＲＥＭ２－／－小鼠，并对小鼠进行了基因型鉴定，
琼脂糖凝胶电泳结果显示，仅扩增出 ４１５ｂｐ条带的小鼠基因型为野生型（ＷＴ）；仅扩增出 ４４９ｂｐ条带的小鼠基因型为
ＴＲＥＭ２－／－；扩增出４１５ｂｐ和４４９ｂｐ双条带的小鼠基因型为杂合型。ｑＰＣＲ结果显示，与 ＷＴ小鼠相比，ＴＲＥＭ２－／－小鼠的心
脏、脑组织中 ＴＲＥＭ２的 ｍＲＮＡ表达水平均下调（Ｐ＜０.０１），胸腺、肺组织中 ＴＲＥＭ２的 ｍＲＮＡ表达也呈现下降趋势（Ｐ＜
０.０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与ＷＴ小鼠相比，ＴＲＥＭ２－／－小鼠的心脏、脑、胸腺、肺组织以及外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）中
ＴＲＥＭ２的蛋白表达水平均降低（Ｐ＜０.０１）。Ｓａｎｇｅｒ测序结果表明 ＴＲＥＭ２－／－小鼠没有产生脱靶效应。结论　成功构建并繁
育了ＴＲＥＭ２－／－小鼠，建立了一种可靠的基因型鉴定方法，并采用 ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ以及 Ｓａｎｇｅｒ测序分析，验证了小鼠模型
遗传的稳定性，将为ＴＲＥＭ２基因功能的研究提供重要的基因动物模型。
关键词　髓细胞触发受体２；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９；基因敲除；聚合酶链式反应；琼脂糖凝胶电泳；基因型鉴定
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　　髓细胞触发受体２（ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇｒｅｃｅｐｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｏｎｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌｓ２，ＴＲＥＭ２）属于免疫球蛋白超家
族，是一种单向跨膜免疫反应受体。ＴＲＥＭ２有一个
胞外域，这个胞外域包含有一个 Ｖ型免疫球蛋白结
构域、一个短胞外域、一个跨膜螺旋结构域和一个短

胞质尾端［１］。ＴＲＥＭ２有多种配体，这些配体大多是
组织损伤的标志，主要为结合在质膜上的带负电分

子，包括细菌的成分、ＤＮＡ、脂蛋白和磷脂［２］。在生

理状态下中，ＴＲＥＭ２的活性仅限在特定的组织中，
而在病理状态中，ＴＲＥＭ２信号途径成为感知组织损
伤并抑制损伤的免疫信号枢纽。研究［３］表明

ＴＲＥＭ２参与多种生物过程，如细胞存活、脂质代谢、
吞噬作用和炎症反应等，其在阿尔兹海默病、肥胖

症、癌症等疾病中都发挥了重要的作用［４］。

　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术具有突变、沉默、诱导或替换
遗传元件的功能，凭借其快速、简易以及精确的优势

得到广泛应用［５］。该技术已经在基础和临床研究、

治疗、药物开发、农业和环境等领域得到了认可［６］，

ＣＲＩＳＰＲ基因组编辑使研究人员能够快速、精准地创
建转基因细胞系和动物模型。该研究利用ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９技术构建 ＴＲＥＭ２－／－小鼠，并对后代进行基因
型鉴定与敲除效率验证，以期为研究 ＴＲＥＭ２在免
疫疾病中的作用提供动物模型基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物　９只 ＴＲＥＭ２－／－小鼠，７只雄鼠、２
只雌鼠，体质量为（２０±２）ｇ，购自上海南方模式生
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物科技股份有限公司（货号：ＮＭ-ＫＯ-１９０４０２），所有
小鼠的遗传背景均为Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ，在ＳＰＦ级动物房饲
养繁殖。该动物实验获得安徽医科大学临床药理研

究所动物实验伦理委员会批准（编号：ＰＺ-２０２３-
０３５）。
１．２　主要试剂　２×ＨｏｔＳｔｒａｔＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、
Ｇｅｌｒｅｄ核酸染料、１００ｂｐＬａｄｄｅｒＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自北
京博迈德基因技术有限公司（货号：ＭＴ２０５、ＥＬ１０８、
ＭＤ１１２）；琼脂糖 Ａｇａｒｏｓｅ购自德国 ＢｉｏＦｒｏｘｘ公司
（货号：１１１０ＧＲ１００）；小鼠淋巴细胞分离液购自深圳
达科为生物技术股份有限公司（货号：７２１１０１１）；５
×ＥｖｏＭ-ＭＬＶＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ和２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰｒｏ
ＴａｑＨＳＰｒｅｍｉｘ购自湖南艾科瑞生物工程有限公司
（货号：ＡＧ１１７０６、ＡＧ１１７０１）；所用引物均由通用生
物（安徽）股份有限公司合成；β-ａｃｔｉｎ抗体购自美国
Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司（货号：＃Ｔ００２２）；ＴＲＥＭ２抗体购自英国
Ａｂｃａｍ公司（货号：ａｂ３０５１０３）；辣根过氧化物酶偶
联亲和山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、辣根过氧化物酶偶联
亲和山羊抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）购自武汉三鹰生物技
术有限公司（货号：ＳＡ００００１-２、ＳＡ００００１-１）。
１．３　主要仪器与设备　ＰＣＲ扩增仪购自上海伯乐
生命医学产品有限公司；核酸定量仪购自德国 Ｅｐ-
ｐｅｎｄｏｒｆ公司；荧光定量ＰＣＲ仪购自上海伯乐生命医
学产品有限公司；多功能水平电泳槽购自上海天能

科技有限公司；Ｔａｎｏｎ１６００系列全自动凝胶图像分
析系统购自上海天能科技有限公司。

１．４　方法　
１．４．１　ＴＲＥＭ２－／－小鼠的构建及繁育　利用
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术选择性敲除 ＴＲＥＭ２基因的外显
子２～３区域，将体外转录的与目标 ＤＮＡ序列互补
的单链ＲＮＡ引导分子（ｓｉｎｇｌｅｇｕｉｄｅＲＮＡ，ｓｇＲＮＡ）与
Ｃａｓ９ｍＲＮＡ混合后显微注射到Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠受精
卵中，将受精卵移植进 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠体内，获
得 Ｆ０代基因敲除小鼠，为构建稳定遗传的
ＴＲＥＭ２－／－小鼠，将Ｆ０代雄鼠与不同母本的雌鼠按
照１∶３进行合笼，得到 Ｆ１代小鼠［７］。ｓｇＲＮＡ序列
如 下： ｇＲＮＡ１，ＣＧＣＴＡＴＧＣＴＣＣＣＴＧＣＡＣＴＣＣＴＧＧ；
ｇＲＮＡ２，ＣＴＧＧＣＡＧＴＧＡＣＴＧＣＧＧＡＴＧＧＡＧＧ。构建策
略见图１。
１．４．２　ＴＲＥＭ２－／－小鼠的基因型鉴定
１．４．２．１　鼠尾组织 ＤＮＡ提取　新生小鼠２周龄
时，剪取小鼠尾尖部约０.３～０.５ｃｍ，置于无ＤＮＡ污
染的１.５ｍｌＥＰ管中，加入５０μｌ鼠尾裂解液 Ａ（配
方：１０ｍｌ蒸馏水中含５０μｌ５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ、４μｌ０.５

图１　利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统敲除ＴＲＥＭ２基因策略

Ｆｉｇ．１　ＳｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｋｎｏｃｋｏｕｔｏｆＴＲＥＭ２

ｇｅｎｅｕｓｉｎｇＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｓｙｓｔｅｍ

ｍｏｌ／ＬｐＨ８.０ＥＤＴＡ溶液），确保鼠尾沉至管底，将
含有鼠尾的ＥＰ管放入９５℃电热恒温热块中孵育
３０ｍｉｎ，充分裂解鼠尾，稍冷却后加入５０μｌ鼠尾裂
解液Ｂ（配方：１０ｍｌ蒸馏水中含４００μｌ１ｍｏｌ／ＬｐＨ
８.０Ｔｒｉｓ-ＨＣＩ溶液），再涡旋振荡使其充分混匀。
３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，吸取上清液作为 ＤＮＡ模
板，进行ＰＣＲ扩增反应。
１．４．２．２　ＰＣＲ扩增反应　引物均由通用生物（安
徽）股份有限公司合成，引物序列见表１。ＰＣＲ扩增
反应体系：１２.５μｌ２×ＨｏｔＳｔｒａｔＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ，０.８μｌ引物（Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３），２μｌＤＮＡ模板，
ｄｄＨ２Ｏ补至２５μｌ。ＰＣＲ扩增程序如下：９４℃预变
性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，３５个循环数，７２℃ ５ｍｉｎ终止反应。

表１　ＴＲＥＭ２小鼠基因鉴定引物序列

Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒＴＲＥＭ２ｍｉｃｅｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′-３′） Ｐｒｉｍｅｒｔｙｐｅｓ
Ｐ１ ＣＴＣＡＣＧＧＧＣＡＡＧＣＴＣＡＴＡＧＧ Ｃｏｍｍｏｎ
Ｐ２ ＴＧＧＴＴＧＧＴＧＣＡＣＡＧＧＴＡＴＧＴ Ｍｕｔａｎｔ
Ｐ３ ＴＧＣＴＣＣＣＡＴＴＣＣＧＣＴＴＣＴＴＣ Ｗｉｌｄｔｙｐｅ

１．４．２．３　琼脂糖凝胶电泳　６０ｍｌ１×ＴＡＥ缓冲液
中加入１.２ｇ琼脂糖摇匀后，置于微波炉中加热煮
沸３次，直至变得澄清透明，待其稍冷却，加入６μｌ
的核酸染料，轻轻摇晃混匀，将溶液倒至插有电泳梳

的制胶器。３０ｍｉｎ胶凝固后，拔去电泳梳，从制胶器
中小心取出凝胶，放入电泳槽内，每孔加入上述所得

ＰＣＲ扩增产物 １０μｌ，两端孔内加入 ５μｌ１００ｂｐ
ＤＮＡｍａｋｅｒ，设置电压９５Ｖ、电泳时间为１ｈ。电泳

·８７９· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｊｕｎ；６０（６）



结束后将凝胶置于紫外成像系统中拍照观察并记录

结果，分析小鼠的基因型。

１．４．３　小鼠血液采集及组织分离　将小鼠从笼中
取出，全身麻醉后采集血液，将血滴入抗凝管中。将

小鼠血样移至１５ｍｌ离心管中，加入等量ＰＢＳ混匀，
另取１５ｍｌ离心管加入等量小鼠淋巴细胞分离液，
最终血液 ∶ＰＢＳ∶淋巴细胞分离液 ＝１∶１∶１，将稀
释后的血样沿壁加入离心管，防止下沉。２２００ｒ／
ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，将离心后的中层（白膜层）吸入新
离心管，加 ＰＢＳ重悬离心，弃上清液得外周血单个
核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）。
处死小鼠，用乙醇喷壶喷湿小鼠全身，将小鼠腹部朝

上，用镊子轻提腹部皮肤，在腹部剪开一小口，用镊

子夹住皮肤边缘，轻轻分离皮肤，并将皮肤拨向两

侧，依次取出小鼠心脏、脑、胸腺以及肺组织，用ＰＢＳ
将组织洗净，装于１.５ｍｌＥＰ管中，－８０℃储存，便
于后续实验操作。

１．４．４　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ-ｔｉｍｅ
ＰＣＲ，ｑＰＣＲ）检测小鼠组织中 ＴＲＥＭ２的 ｍＲＮＡ表
达水平　称取野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）及 ＴＲＥＭ２－／－

小鼠心脏、脑、胸腺以及肺组织约５０ｍｇ置于１.５ｍｌ
ＥＰ管中，研磨后采用 ＴＲＩｚｏｌ法提取组织总 ＲＮＡ，核
酸定量仪检测ＲＮＡ的浓度和纯度，使用逆转录试剂
盒将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，使用荧光定量ＰＣＲ仪对

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ、ｃＤＮＡ和引物进行 ＰＣＲ扩增反应。以
β-ａｃｔｉｎ作为内参，采用２－ΔΔＣＴ法计算目的基因相对
表达量。ＰＣＲ引物序列如下，ＴＲＥＭ２：上游 ５′-ｃｔｇ-
ｇａａｃｃｇｔｃａｃｃａｔｃａｃｔｃ-３′，下游 ５′-ｃｇａａａｃｔｃｇａｔｇａｃｔｃｃｔｃｇｇ-
３′；β-ａｃｔｉｎ：上游 ５′-ＴＧＡＧＣＴＧＣＧＴＴＴＴＡＣＡＣＣＣＴ-３′，
下游５′-ＴＴＴＧＧＧＧＧＡＴＧＴＴＴＧＣＴＣＣＡ-３′。
１．４．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠组织以及 ＰＢＭＣ中
ＴＲＥＭ２的蛋白表达水平　称取ＷＴ及ＴＲＥＭ２－／－小
鼠心脏、脑、胸腺以及肺组织约５０ｍｇ置于 １.５ｍｌ
ＥＰ管中，加入 ＲＩＰＡ裂解液，放入组织研磨机中匀
浆提取组织蛋白，测定蛋白浓度。加入５×ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ后，１００℃水浴锅中煮１０ｍｉｎ用于后续实验。
１０％ ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳分离蛋白后转移至 ＰＶＤＦ膜，
快速封闭液封闭１５ｍｉｎ，ＴＢＳＴ清洗膜３次，加入 β-
ａｃｔｉｎ（１∶５０００）和ＴＲＥＭ２一抗（１∶１０００），放于４
℃冰箱中孵育过夜，次日用 ＴＢＳＴ清洗３次，ＰＢＳ清
洗１次，加入对应山羊抗小鼠 ＩｇＧ和山羊抗兔 ＩｇＧ
（１∶１００００），摇床上室温孵育１.５ｈ，ＴＢＳＴ清洗３
次，ＰＢＳ清洗１次，化学发光成像分析仪扫描膜，采
集图像显影。ＩｍａｇｅＪ软件分析目的条带灰度值。
１．４．６　脱靶位点验证　根据 ｇＲＮＡ１（ＣＧＣＴＡＴ-
ＧＣＴＣＣＣＴＧＣＡＣＴＣＣＴＧＧ）和 ｇＲＮＡ２（ＣＴＧＧＣＡＧＴ-
ＧＡＣＴＧＣＧＧＡＴＧＧＡＧＧ）在 ＣＣＴｏｐ网站上预测出 １０
个可能存在的脱靶位点（图２），随机选择３个预测

图２　预测的脱靶位点

Ｆｉｇ．２　Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｏｆｆ-ｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｓ
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的脱靶位点进行引物设计，提取小鼠尾部 ＤＮＡ经
ＰＣＲ扩增后进行 Ｓａｎｇｅｒ测序。１０个预测的脱靶位
点见图２，引物序列见表２。

表２　脱靶位点引物序列

Ｔａｂ．２　Ｏｆｆ-ｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓ（５′-３′）
Ｍｓｒａ Ｆ：ＡＡＧＴＣＡＣＣＴＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＡ

Ｒ：ＧＡＴＧＣＡＧＣＡＣＡＧＧＡＡＡＣＡＣＡ
Ｇｍ２２２１９ Ｆ：ＣＡＧＴＧＴＧＣＡＧＴＴＧＴＧＴＣＧＡＡ

Ｒ：ＣＡＧＧＧＴＡＡＧＡＧＣＧＣＴＡＴＣＣＡ
Ｃｔｉｆ Ｆ：ＡＴＴＣＣＣＣＡＴＧＣＣＴＴＧＡＣＴＧＡ

Ｒ：ＣＡＴＴＴＧＧＴＣＴＣＣＣＴＴＣＣＣＣＴ
１６００００２Ｋ０３Ｒｉｋ Ｆ：ＧＧＴＴＣＴＡＧＴＣＣＣＴＧＧＡＧＣＴＧ

Ｒ：ＧＡＡＣＴＧＣＣＡＡＴＴＡＣＣＣＣＴＧＣ
Ｄｉｓ３ｌ２ Ｆ：ＡＴＧＴＧＧＣＴＴＣＣＣＴＴＧＡＧＴＣＡ

Ｒ：ＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＡＡＧＧＣＡＧＣＴＴ
Ｇｍ２８２１４ Ｆ：ＡＡＡＧＣＴＧＧＴＡＧＡＧＧＧＧＣＡＡＴ

Ｒ：ＡＧＧＡＧＧＴＧＣＡＧＣＡＴＣＴＡＴＧＧ

１．５　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ１０软件进
行数据分析以及统计图表的制作，数据以均数 ±标
准差（�ｘ±ｓ）表示，组间比较采用独立样本 ｔ检验，
Ｐ＜０.０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＲＥＭ２－／－小鼠的构建及鉴定　将 ｓｇＲＮＡ与
Ｃａｓ９的混合物显微注射入 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠受精卵
中，获得Ｆ０代小鼠。新生小鼠 ２周龄时提取尾部
ＤＮＡ，与引物 Ｗｉｌｄｔｙｐｅ、Ｃｏｍｍｏｎ、Ｍｕｔａｎｔ进行 ＰＣＲ
反应，最后通过琼脂糖凝胶电泳分析目的条带。鉴

定结果显示，仅扩增出４１５ｂｐ条带的小鼠基因型为
ＷＴ型；仅扩增出 ４４９ｂｐ条带的小鼠基因型为
ＴＲＥＭ２－／－；扩增出４１５ｂｐ和４４９ｂｐ双条带的小鼠
基因型为杂合型，见图３。
２．２　ＴＲＥＭ２－／－小鼠组织中 ＴＲＥＭ２的 ｍＲＮＡ表
达水平　通过 ｑＰＣＲ检测 ＴＲＥＭ２在不同组织中的
ｍＲＮＡ表达水平。结果显示，与 ＷＴ小鼠相比，
ＴＲＥＭ２－／－小鼠的心脏、脑组织中 ＴＲＥＭ２的 ｍＲＮＡ
表达水平均下调（Ｐ＜０.０１），胸腺、肺组织中
ＴＲＥＭ２的ｍＲＮＡ表达也呈现下降趋势（Ｐ＜０.０５），
与基因鉴定结果一致，见图４。
２．３　ＴＲＥＭ２－／－小鼠组织以及 ＰＢＭＣ中 ＴＲＥＭ２
的蛋白表达水平　通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＲＥＭ２在
不同组织中以及ＰＢＭＣ中的蛋白表达水平。结果显
示，与ＷＴ小鼠相比，ＴＲＥＭ２－／－小鼠组织以及 ＰＢ-
ＭＣ中ＴＲＥＭ２的蛋白表达水平均降低（Ｐ＜０.０１），

图３　小鼠基因型鉴定结果

Ｆｉｇ．３　Ｍｏｕｓｅｇｅｎｏｔｙｐｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

　　Ｏｎｌｙ４１５ｂｐｂａｎｄｓｗｅｒｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｉｎｌａｎｅｓ１－３．Ｔｈｅｙｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉ-

ｆｉｅｄａｓＷＴｍｉｃｅ；Ｌａｎｅｓ４－６ａｍｐｌｉｆｉｅｄ４１５ｂｐａｎｄ４４９ｂｐｄｏｕｂｌｅ

ｂａｎｄｓ．Ｔｈｅｙｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓｍｉｃｅ；Ｏｎｌｙ４４９ｂｐｂａｎｄｓ

ｗｅｒｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｉｎｌａｎｅｓ７－９．ＴｈｅｙｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＴＲＥＭ２－／－ｍｉｃｅ．

Ｌａｎｅ１０ｗａｓａｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ．

图４　ＷＴ小鼠和 ＴＲＥＭ２－／－小鼠不同组织中

ＴＲＥＭ２的ｍＲＮＡ表达水平

Ｆｉｇ．４　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＲＥＭ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｓｓｕｅｓｏｆＷＴｍｉｃｅａｎｄＴＲＥＭ２－／－ｍｉｃｅ
*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１ｖｓｔｈｅＷＴｇｒｏｕｐ．

与基因鉴定结果一致，由此可以进一步说明

ＴＲＥＭ２－／－小鼠构建成功，见图５。
２．４　脱靶位点验证　根据ｇＲＮＡ１序列预测的脱靶
位点如下：Ｍｓｒａ，５′-ＴＣＡＴＣＴＧＣＴＣＣＣＴＧＣＡＣＴＣＣＣＧＧ-
３′；Ｇｍ２２２１９，５′-ＣＡＣＡＧＴＧＴＴＣＣＣＴＧＣＡＣＴＣＣＴＧＧ-３′；
Ｃｔｉｆ，５′-ＣＴＣＴＴＴＣＴＴＣＣＣＴＧＣＡＣＴＣＣＡＧＧ-３′。 根 据

ｇＲＮＡ２序列预测的脱靶位点如下：１６００００２Ｋ０３Ｒｉｋ，５′-
ＣＣＡＣＣＡＴＣＣＧＣＡＧＴＣＡＣＴＧＡＡＣＣ-３′；Ｄｉｓ３ｌ２，５′-ＣＴＧ-
ＧＡＡＧＴＧＡＣＴＧＴＧＧＡＴＧＧＧＧＧ-３′；Ｇｍ２８２１４，５′-ＣＴＧＣ-
ＣＡＧＴＧＡＣＴＧＣＡＧＡＴＧＧＴＧＧ-３′。Ｓａｎｇｅｒ测序结果表
明ＴＲＥＭ２－／－小鼠没有产生脱靶效应，见图６。
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图５　ＷＴ小鼠和ＴＲＥＭ２－／－小鼠不同组织中ＴＲＥＭ２的蛋白表达水平

Ｆｉｇ．５　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＲＥＭ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆＷＴｍｉｃｅａｎｄＴＲＥＭ２－／－ｍｉｃｅ
**Ｐ＜０.０１ｖｓｔｈｅＷＴｇｒｏｕｐ．

图６　Ｓａｎｇｅｒ测序结果

Ｆｉｇ．６　Ｓａｎｇｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ

３　讨论

　　ＴＲＥＭ２是一个极其重要的免疫靶点，主要在髓
系细胞上表达，在基底节、胼胝体、延髓和脊髓中的

表达最丰富，是一种主要表达在小胶质细胞上的免

疫反应受体，参与调控小胶质细胞的数量、吞噬、细

胞因子释放和代谢功能。迄今为止，越来越多的证

据表明ＴＲＥＭ２在阿尔茨海默病、多发性硬化症和

帕金森病中具有神经保护作用［８－１０］。

　　目前关于 ＴＲＥＭ２基因敲除的影响已经得到了
广泛研究，ＴＲＥＭ２的激活可以调节增殖，抑制炎性
细胞因子的产生，促进细胞存活，并有利于凋亡神经

元的吞噬作用［１１］。在阿尔茨海默病中，ＴＲＥＭ２的
减少会加速衰老和神经丧失的过程，最后，它会降低

小胶质细胞活性并导致神经炎症［１２］。在骨关节炎

中，ＴＲＥＭ２缺陷加剧炎症反应并抑制了巨噬细胞
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Ｍ２极化，同时加剧了软骨细胞凋亡并抑制了它们的
增殖，从而破坏了软骨细胞的正常功能［１３］。在创伤

性脑损伤过程中，ＴＲＥＭ２敲除消除了 ＣＯＧ１４１０（一
种 ＴＲＥＭ２激动剂）对血管表型和小胶质细胞状态
的影响，ＣＯＧ１４１０的神经保护作用被 ＴＲＥＭ２耗竭
抑制，ＴＲＥＭ２激活可能会减轻受控皮质冲击后的神
经损伤［１４］。在这些疾病情况下，ＴＲＥＭ２作为病理
学诱导的免疫信号枢纽，可响应组织损伤，并进行免

疫重塑，在疾病发展回归中，发挥不可替代的作用。

　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术是一种基因编辑方法，利用
Ｃａｓ９核酸酶与ｓｇＲＮＡ一起被递送到细胞中，ｓｇＲＮＡ
引导Ｃａｓ９核酸酶到基因组中的特定位置，并促使
Ｃａｓ９在该位置切割 ＤＮＡ双链。细胞修复切割产生
的ＤＮＡ断裂时，可以引入突变，从而实现基因的敲
除、插入或替换，实现对基因的精确修改。相对于传

统方法，该技术具有高效性、灵活性、精确性以及更

为经济等多种优势，是近年来生物学和医学领域最

重大的革命之一。基因组编辑已经成为生命科学和

人类医学的变革性力量，提供了前所未有的机会来

剖析复杂的生物过程并从根本上治疗遗传疾病［１５］。

根据ＴＲＥＭ２ＧｅｎｅＩＤ（８３４３３）小鼠基因组序列信
息，发现 ＴＲＥＭ２基因包含５个外显子，根据 ｓｇＲＮＡ
设计原则以及ＴＲＥＭ２基因的结构，选择外显子２～
３作为敲除区域，利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术敲除
ＴＲＥＭ２基因以获得ＴＲＥＭ２－／－小鼠。
　　综上所述，该研究对 ＴＲＥＭ２－／－小鼠的构建方
法进行了详细阐述，同时建立了一种可靠的基因型

鉴定方法，并通过ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及Ｓａｎｇｅｒ测序
分析，验证了小鼠模型遗传的稳定性，可用于未来对

小鼠不同疾病研究提供动物模型基础。
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