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微小 ＲＮＡ-２２-３ｐ基因敲除小鼠的构建、繁育和基因鉴定
王安琪，张慧茹，周园园，刘　崇，陈义昭，涂佳杰
（安徽医科大学药学科学学院，合肥　２３００３２）

摘要　目的　采用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术构建微小ＲＮＡ-２２-３ｐ（ｍｉＲ-２２）基因敲除（ｍｉＲ-２２－／－）小鼠，繁育 ｍｉＲ-２２－／－小鼠并鉴定
其基因型。方法　使用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术，构建ｍｉＲ-２２－／－基因工程小鼠，基因鉴定 Ｆ０代 ｍｉＲ-２２－／－小鼠后，待其性成熟后
与同窝野生型小鼠交配得Ｆ１代ｍｉＲ-２２－／－小鼠，通过实时荧光定量聚合酶联反应（ｑＰＣＲ）从 ＲＮＡ水平上分析 ｍｉＲ-２２敲除效
率。蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ｍｉＲ-２２与靶基因的相互作用。结果　利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术成功构建了 ｍｉＲ-２２－／－

小鼠，对繁育获得的小鼠进行了基因鉴定，鉴定出了ｍｉＲ-２２＋／＋、ｍｉＲ-２２＋／－、ｍｉＲ-２２－／－三种稳定的基因型。ｑＰＣＲ检测结果证
实ｍｉＲ-２２－／－小鼠与同窝野生型小鼠比较，心、肝、肺、肾、脾、胸腺六种组织中几乎不表达 ｍｉＲ-２２。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测出 ｍｉＲ-
２２－／－小鼠组织中的ＮＬＲＰ３蛋白的相对表达量低于野生型小鼠。结论　成功构建了ｍｉＲ-２２－／－小鼠模型，并得到稳定遗传的
纯合ｍｉＲ-２２－／－小鼠。ｍｉＲ-２２对下游靶基因ＮＬＲＰ３有抑制作用。
关键词　ｍｉＲ-２２；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；ＮＬＲＰ３
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　　ｍｉＲ-２２是一种非编码ＲＮＡ，长度约为２２ｎｔ，可
以抑制 ｍＲＮＡ的表达［１］。微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ）是一类保守的非编码 ＲＮＡ，被广泛认为是
各种生物过程中的重要调节剂［２］。课题组先前的

研究中实时荧光定量聚合酶联反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅ-
ａｌ-ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＰＣＲ）检测的结果
显示ｍｉＲ-２２在类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，
ＲＡ）患者滑膜组织上的表达较骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉ-
ｔｉｓ，ＯＡ）患者滑膜组织上的表达下降明显，提示ｍｉＲ-
２２可能抑制 ＲＡ的发展［３］。该研究旨在构建出

ｍｉＲ-２２－／－基因工程小鼠，并对 ｍｉＲ-２２－／－小鼠进行
了繁殖、基因鉴定以及ｑＰＣＲ检测等实验，为进一步
研究ｍｉＲ-２２在疾病发病机制中发挥的作用提供实
验动物模型。

１　材料与方法

１．１　实验动物　１２只７周龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ鼠，雄性６
只，雌性６只，体质量为（２５±２）ｇ，购自江苏集萃药
康生物科技股份有限公司，于安徽医科大学临床药

理研究所ＳＰＦ级实验室饲养繁育小鼠（伦理编号：
ＰＺ-２０２０-０４９）。
１．２　主要试剂　ＳｕｐｅｒＲｅｄ／ＧｅｌＲｅｄ核酸染料（货
号：ＢＳ３５４Ｂ）水溶液购于合肥 Ｂｉｏｓｈａｒｐ生物技术有
限公司；ＮＬＲＰ３抗体（货号：ａｂ２６３８９９）购于英国Ａｂ-
ｃａｍ公司；三色预染蛋白 ｍａｒｋｅｒ（货号：ＷＪ１０３）购于
上海雅酶生物医药科技有限公司；琼脂糖凝胶购于

法国Ｂｉｏｗｅｓｔ公司；ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（货号：ＭＤ１１２）购于
北京博迈德生物基因技术有限公司；Ｈａｉｒｐｉｎ-ｉｔＴＭｍｉ-
ｃｒｏＲＮＡａｎｄＵ６ｓｎＲＮＡＮｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎＲＴ-ＰＣＲＱｕａｎｔｉ-
ｔａｔｉｏｎｋｉｔ（货号：Ｅ２２００１）购于苏州吉玛生物科技有
限公司。

１．３　主要仪器　通用型电泳仪（型号：ＤＹＹ-７Ｃ）购
自北京六一生物科技有限公司；荧光定量 ＰＣＲ仪
（型号：ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ）购自上海伯乐生命医学产品有
限公司；化学发光成像分析仪（型号：ＡｍｅｒｓｈａｍＷＢ
ｓｙｓｔｅｍ）购自美国ＧＥｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。
１．４　方法
１．４．１　ｍｉＲ-２２－／－小鼠的获得　根据 ＧｅｎｅＩＤ
（Ｔ０１７６９１）小鼠的基因组序列信息，将 ｍｉＲ－２２－
２０１转录本的外显子１作为敲除区域（敲除序列见
江苏集萃药康公司官网：ｈｔｔｐｓ：／／ｃｎ．ｇｅｍｐｈａｒｍａｔｅｃｈ．
ｃｏｍ／ｓｈｏｐ／ｐｒｏｄｕｃｔＤｅｔａｉｌｓ／４３２７９），敲除该区域得到
ｍｉＲ-２２－／－小鼠。在 Ｃ５７ＢＬ／６ＪＧＰＴ小鼠受精卵中
显微注射 ＣＡＳ９和向导 ＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅｇｕｉｄｅＲＮＡ，
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ｓｇＲＮＡ）进行同源重组，得到 Ｆ０代小鼠。确认小鼠
基因型后对其进行科学交配，获得Ｆ１代小鼠的稳定
遗传性模型。

１．４．２　ｍｉＲ-２２－／－小鼠的饲养和繁育　ｍｉＲ-２２－／－

小鼠于ＳＰＦ级动物实验室内饲养和繁殖。饲养严
格控制温度、湿度、昼夜交替时间，所有小鼠所需的

饲料、垫料、笼具以及蒸馏水等都经过高温高压灭

菌，并在饲养期间每隔３ｄ更换小鼠垫料１次，全面
监测小鼠每日饮水、饲料以及垫料的补给情况。Ｆ１
代敲基因鼠被繁育出来后，等到其性成熟后与同窝

野生型（Ｗｉｄｅｔｙｐｅ，ＷＴ）小鼠进行合笼繁殖，以进行
后续实验操作。

１．４．３　基因型鉴定
１．４．３．１　鼠尾ＤＮＡ提取　Ｆ１小鼠生长到２０ｄ左
右时，在小鼠尾巴末端剪下约２～４ｍｍ长的尾尖部
分；将剪下来的鼠尾放置于无酶的１.５ｍｌＥＰ管中，
加入 ５０μｌＡ液（１０ｍｌ蒸馏水 ＋５０μｌ５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ＋４μｌｐＨ８.０ＥＤＴＡ），鼠尾应完全没于 Ａ液
液面下方，９５℃煮３０ｍｉｎ；向 ＥＰ管中加入５０μｌＢ
液（１０ｍｌ蒸馏水 ＋４００μｌ１ｍｏｌ／ＬｐＨ８.０Ｔｒｉｓ
ＨＣｌ），涡旋混匀；２５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；吸取上清
液用作ＤＮＡ逆转录的模板。
１．４．３．２　ＰＣＲ扩增反应　实验用引物由通用生物
（安徽）股份有限公司合成。基因敲除（ｋｎｏｃｋｏｕｔ，
ＫＯ）及ＷＴ引物序列及扩增反应程度见表１、２。

表１　ｍｉＲ-２２－／－小鼠基因鉴定ＰＣＲ反应引物序列

Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｍｉＲ-２２－／－ｍｉｃｅｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′-３′）
Ｔ０１７６９１-ＫＯ-Ｆ１ ＴＴＣＡＴＴＣＧＣＡＧＣＴＣＧＴＧＣＧＴＣ
Ｔ０１７６９１-ＫＯ-Ｒ１ ＧＡＡＧＧＡＣＡＡＣＡＧＴＴＣＡＴＧＴＧＡＡＧＡＧＣ
Ｔ０１７６９１-ＷＴ-Ｆ２ ＡＧＡＡＧＣＴＧＴＣＡＴＧＧＴＧＣＣＡＧＡＧＡＧ
Ｔ０１７６９１-ＷＴ-Ｒ２ ＴＧＧＴＴＣＴＧＣＡＣＡＧＴＣＡＧＴＣＣＡＡＧ

１．４．３．３　琼脂糖凝胶电泳　取１００ｍｌ锥形瓶，向
瓶中称取１．２ｇ琼脂糖溶解在６０ｍｌＴＡＥ缓冲溶液
中，加热至澄清透明后于琼脂糖溶液中加入１０μｌ
核酸染料，摇匀后倒入模具中凝固；在电泳槽内放入

凝固的凝胶。在每孔中加入待测的ＤＮＡ样品，每个
样本各１０μｌ，其中１个孔中加入５μｌＤＮＡｍａｒｋｅｒ。
电泳仪调至１２０Ｖ，电泳４０ｍｉｎ。紫外成像系统下
观察分析每只小鼠的基因型，截图保存结果。

１．４．４　小鼠主要器官ｍｉＲ-２２水平检测　在第８周
时，将Ｆ２代小鼠禁食过夜，只供给适量饮用水，取同
窝ＷＴ及ｍｉＲ-２２－／－纯合子小鼠心、肝、肺、肾、脾、

表２　ｍｉＲ-２２－／－小鼠基因鉴定ＰＣＲ扩增反应程序

Ｔａｂ．２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍｆｏｒｍｉＲ-２２－／－

ｍｏｕｓｅｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｓｅｇ． Ｔｅｍｐ（℃） Ｔｉｍｅ Ｃｙｃｌｅ
１ ９５ ５ｍｉｎ
２ ９８ ３０ｓ ２０×
３ ６５（－０．５／ｃｙｃｌｅ） ３０ｓ
４ ７２ ４５ｓ
５ ９８ ３０ｓ ２０×
６ ５５ ３０ｓ
７ ７２ ４５ｓ
８ ７２ ５ｍｉｎ
９ １０ ｈｏｌｄ

胸腺共６个脏器组织匀浆提取组织 ＲＮＡ。将提取
小鼠组织块放入ＥＰ管中，加入适量ＰＢＳ清洗，每个
ＥＰ管中加入３～４个小钢珠和１ｍｌＴＲＩｚｏｌ溶液，放
入组织研磨机中研磨组织。研磨后取上清液放入新

的ＥＰ管中，然后加入２００μｌ三氯甲烷，上下振荡后
放入４℃冰箱静置５ｍｉｎ后，观察其产生明显分层
后以１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。吸取上清液移至新的
ＥＰ管中，加入与吸取的上清液等量异丙醇，充分混
匀置于４℃冰箱中静置３０ｍｉｎ后离心，弃上清液，
管底有白色沉淀为所需ＲＮＡ，加１ｍｌ７５％乙醇清洗
沉淀后离心弃上清液得到 ＲＮＡ，加入 １０μｌＤＥＰＣ
水溶解后检测其浓度及纯度。根据表３ｍｉＲＮＡ和
Ｕ６逆转录体系将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，其余部分保
存于－８０℃。

表３　２０μｌ逆转录体系加样量

Ｔａｂ．３　Ｓａｍｐｌｅｄｏｓａｇｅｏｆ２０μｌｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｆｏｒ

ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
Ｆｉｎａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｖｏｌｕｍｅ

（μｌ）
５×ＲＴＢｕｆｆｅｒ １× ４．００
ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．３７５ｍｍｏｌ／Ｌ ０．７５
Ｕ６ｓｎＲＮＡ／ｍｉＲＮＡＲＴｐｒｉｍｅｒｍｉｘ（１μｍｏｌ／Ｌ） ６０ｎｍｏｌ／Ｌ １．２０
ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０Ｕ／μｌ） ０．５Ｕ／μｌ ０．２５
ＭＭＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（２００Ｕ／μｌ） ４０Ｕ ０．２０
ＲＮＡＳａｍｐｌｅ １μｍｏｌ／Ｌ Ｘ
ＲＮａｓｅＦｒｅｅＨ２Ｏ Ｕｐｔｏ２０

　　配制反应体系：取２支新的 ＥＰ管置于冰上，依
照表４各组分的量分别配制 ｍｉＲＮＡ和 Ｕ６ｓｎＲＮＡ
ｑＰＣＲ两种反应体系；将配制的反应体系充分混匀，
分别加入到对应的８连管内，加入逆转录的 ｍｉＲ-２２
和Ｕ６的ｃＤＮＡ，置于ＰＣＲ仪器中，并按如下程序进
行：预变性：９５℃、３ｍｉｎ，ＰＣＲ反应（４０个循环）：
９５℃、１２ｓ，６２℃、４０ｓ（采集）。
１．４．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｍｉＲ-２２－／－小鼠脏器组织
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中ＮＬＲＰ３的表达　取１.４.４中同窝野生型及 ｍｉＲ-
２２－／－纯合子小鼠心、肝、肺、肾、脾、胸腺共６个脏器
组织加入含蛋白酶抑制剂的ＲＩＰＡ裂解液，４℃孵育
３０ｍｉｎ后离心取上清液。将上清液与５×上样缓冲
液按４∶１混合，１００℃加热１０ｍｉｎ变性后保存于－
８０℃。制备１０％的分离胶和浓缩胶，加入蛋白样品
及蛋白ｍａｒｋｅｒ。以电压１２０Ｖ进行电泳，将电泳完
毕的凝胶以４００ｍＡ恒定电流转膜１ｈ。将膜置于
快速封闭溶液中封闭１０ｍｉｎ。将膜放入对应的一抗
工作溶液中，４℃孵育过夜。次日，采用 ＴＢＳＴ溶液
清洗该膜３次，ＰＢＳ溶液清洗１次，每次清洗７ｍｉｎ。
随后，在二抗工作液中室温孵育１.５ｈ，再以 ＴＢＳＴ、
ＰＢＳ溶液清洗。最后置于显影仪内进行化学发光成
像。

表４　染料法定量ＰＣＲ２０μｌ反应体系加样量

Ｔａｂ．４　Ｓａｍｐｌｅｄｏｓａｇｅｏｆ２０μｌｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｆｏｒ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｗｉｔｈｄｙｅｍｅｔｈｏｄ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
Ｆｉｎａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｖｏｌｕｍｅ

（μｌ）
２×Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＳＹＢＲ） １× １０

ｍｉＲＮＡ／Ｕ６ｓｎＲＮＡｓｐｅｃｉｆｉｃＰｒｉｍｅｒｓｅｔ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）

０．２μｍｏｌ／Ｌ ０．４

ＲＯＸｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄｙｅ（５０×） １× ０．４
ｒＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５Ｕ／μｌ） １Ｕ ０．２
ｃＤＮＡ ２
ＲＮａｓｅＦｒｅｅＨ２Ｏ Ｕｐｔｏ２０

１．５　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰＲＩＳＭ１０软件
进行数据统计与分析，计量数据表示为均数 ±标准
差（�ｘ±ｓ）。多组之间采用单因素方差分析（Ｏｎｅ-ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），两组之间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０.０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　获得ｍｉＲ-２２－／－ Ｆ０代小鼠　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
受精卵中，微量注射ｓｇＲＮＡ和ＣＡＳ９的混合物，获得
数量约为１２只的１～１２的 Ｆ０代小鼠，然后提取小
鼠尾部 ＤＮＡ，利用 ｓｇＲＮＡ（ＣＣＧＧＴＴＡＣＣＧＣＧＧＴＴＣ-
ＣＣＣＣＣＧＧ和 ＧＧＴＡＣＴＴＡＣＣＣＴＴＡＣＡＣＣＴＧＴＧＧ）在
ＣＣＴｏｐ网站上预测出可能的脱靶位点，序列见表５，
对小鼠尾部ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，得到的 ＰＣＲ扩增
产物进行Ｓａｎｇｅｒ测序，测序结果（图１）说明并无脱
靶效应。其次对小鼠尾部 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增验
证，与ＫＯ引物和ＷＴ引物分别进行ＰＣＲ扩增反应，
然后通过琼脂糖凝胶电泳对目的条带进行分析。如

果ＤＮＡ与ＫＯ引物进行ＰＣＲ扩增后有条带，与 ＷＴ

引物进行ＰＣＲ后无条带则为纯合子，为３３８ｂｐ；若
相反则为ＷＴ，为３５１ｂｐ；两个ＰＣＲ中均有条带则为
杂合子，具体鉴定结果见图２。由图可知，红色纯合
子编号为７、１０；黄色杂合子编号为１、２、４、５、６、８、９、
１１、１２；蓝色ＷＴ编号为２。此实验成功获得遗传稳
定的Ｆ０代ｍｉＲ-２２－／－小鼠。

表５　ｍｉＲ-２２－／－小鼠预测的脱靶位点及序列

Ｔａｂ．５　ｍｉＲ-２２－／－ｍｉｃｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｏｆｆｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｏｆｆｔａｒｇｅｔｓｉｔｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′-３′）
Ｇｍ２４１３１ ＧＧＴＣＡＡＧＧＧＣＣＣＣＡＡＧＧＧＧＧＴＡＣ
Ｋｎｄｃ１ ＣＴＧＧＡＧＧＧＡＡＣＣＴＣＧＧＧＡＡＣＴＧＧ
Ｄｎａｊｃ６ ＧＧＣＣＡＡＧＧＧＣＣＣＣＡＡＧＧＧＧＴＣＣＣ
Ｌｅｔｍ２ ＴＴＴＡＣＴＴＴＴＣＣＴＴＡＣＡＣＣＴＧＡＧＧ
Ｇｕｃｄ１ ＡＧＴＡＣＴＣＡＣＴＧＴＴＡＣＡＣＣＴＧＡＧＧ
Ａｃｏｔ１０ ＴＧＴＣＣＴＴＡＴＣＣＣＴＡＣＡＣＣＴＧＧＧＧ

图１　ｍｉＲ-２２－／－小鼠尾部ＤＮＡＳａｎｇｅｒ测序结果

Ｆｉｇ．１　ｍｉＲ-２２－／－ｍｉｃｅｔａｉｌＤＮＡＳａｎｇｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ

图２　Ｆ０代ｍｉＲ-２２－／－小鼠基因型鉴定

Ｆｉｇ．２　ＧｅｎｏｔｙｐｉｎｇｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ-２２－／－ｍｉｃｅｉｎＦ０ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

　　ＰＣＲＫＯｐｒｉｍｅｒｏｎｔｈｅｌｅｆｔ，ＰＣＲＷＴｐｒｉｍｅｒｏｎｔｈｅｒｉｇｈｔ；Ｂ：Ｂｌａｎｋ

ｃｏｎｔｒｏｌ，ｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｏｕｔＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ；１－１２：Ｎｕｍｅｒｏｆｍｉｃｅ．
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２．２　获得 ｍｉＲ-２２－／－ Ｆ１代小鼠　将 Ｆ０代中９只
杂合子小鼠按雌雄３∶１的比例合笼后得到２２只
Ｆ１代小鼠，编号为 １３～３４。基因鉴定后结果见图
３。由图可知，红色为纯合子，编号有１４、１６、１７、１８、
２０、２１、２５、２７、２８、２９、３１；黄色为杂合子，编号有１３、１５、
２２、２３、２４、３０、３２、３４；蓝色为ＷＴ，编号有１９、２６、３３。
２．３　ｍｉＲ-２２－／－小鼠的繁殖情况　将 Ｆ０代 ｍｉＲ-

２２－／－小鼠与同窝ＷＴ小鼠繁育交配出Ｆ１代。母鼠
的妊娠期２０ｄ左右，每胎平均６只小鼠，成活率超
过９８％。每只小鼠身体体征均无明显差异。
２．４　ｍｉＲ-２２－／－小鼠主要脏器内 ｍｉＲ-２２表达情况
　通过ｑＰＣＲ对 ｍｉＲ-２２－／－纯合子小鼠和野生型小
鼠进行 ｍｉＲ-２２表达的检测，包括心、肝、肺、肾、脾、
胸腺６个脏器，结果见图４。进一步从ＲＮＡ水平上

图３　Ｆ１代ｍｉＲ-２２－／－小鼠ＰＣＲ结果

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉＲ-２２－／－ｍｉｃｅｉｎＦ１ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

１３－３４：ＮｕｍｂｅｒｏｆｍｉＲ-２２－／－ｍｉｃｅｉｎＦ１ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；Ｂ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ，ｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｏｕｔＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ．

图４　Ｆ２代ｍｉＲ-２２－／－纯合子小鼠与野生型小鼠ｍｉＲ-２２的表达

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ-２２ｉｎＦ２ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｍｉＲ-２２ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｍｉｃｅａｎｄｗｉｌｄ-ｔｙｐｅｍｉｃｅ
*Ｐ＜０.０５，***Ｐ＜０.００１ｖｓＷＴｇｒｏｕｐ．
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验证了ＰＣＲ鉴定结果的可靠性。
２．５　ｍｉＲ-２２下游靶基因的预测　
２．５．１　生物信息学预测ｍｉＲ-２２潜在的下游靶点　
利用ｍｉＲＤＢ和ｍｉＲＷａｌｋ下游靶基因预测网站预测
ｍｉＲ-２２下游的靶基因，对两个网站的靶基因取交集
见图５，并结合研究方向及作用特点在交集中筛选
得到了靶点为ＮＬＲＰ３。
２．５．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｍｉＲ-２２对 ＮＬＲＰ３的抑制
作用　提取 ｍｉＲ-２２－／－小鼠与同窝 ＷＴ小鼠的心、
肝、肺、肾、脾、胸腺共６个脏器组织约５０ｍｇ，提取
组织蛋白后，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，检测结果如图
６所示。结果显示ｍｉＲ-２２－／－小鼠比ＷＴ小鼠的ＮＬ-
ＲＰ３蛋白表达量升高，提示ｍｉＲ-２２具有抑制ＮＬＲＰ３

表达的作用。

图５　ｍｉＲＤＢ和ｍｉＲＷａｌｋ靶点预测交集Ｖｅｎｎ图

Ｆｉｇ．５　ＩｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆｍｉＲＤＢａｎｄ

ｍｉＲＷａｌｋｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

图６　Ｆ２代ｍｉＲ-２２－／－纯合子小鼠与ＷＴ小鼠ＮＬＲＰ３蛋白的相对表达量

Ｆｉｇ．６　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＬＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎｂｅｔｗｅｅｎＦ２ｍｉＲ-２２ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｍｉｃｅａｎｄｗｉｌｄ-ｔｙｐｅｍｉｃｅ
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３　讨论

　　ｍｉＲＮＡ是一组调节基因表达的内源性非编码
ＲＮＡ，其表达的改变导致涉及一系列生物过程的基
因特征发生变化，引发许多人类疾病［４］，异常细胞

的出现导致自身抗体的产生和免疫复合物的形成也

对疾病的发展至关重要［５］。ｍｉＲ-２２具有在不同疾
病中呈现差异表达的特性。自身免疫性疾病具有复

杂的发病机制和显著的临床表现异质性的特点［６］，

ＲＡ属于一种慢性自身免疫性疾病，容易导致炎症、
疼痛和功能障碍［６］，ＲＡ发病机制中涉及的途径也
与ｍｉＲＮＡ的靶点有关［７］。有实验［８－９］预测，下游靶

基因 ＮＬＲＰ３在 ＲＡ患者的滑膜中的表达有升高的
趋势。ＮＬＲＰ３炎症体是先天免疫系统的关键组成
成分，它介导酪蛋白酶-１激活和促炎细胞因子 ＩＬ-
１β／ＩＬ-１８的分泌，提示ＮＬＲＰ３过度活化与 ＲＡ活性
密切相关。研究［１０］表明，滑膜组织上的炎症指标可

能与ＲＡ病程发展相互影响。为进一步揭示ｍｉＲ-２２
在ＲＡ中的功能角色，本次实验构建了基于 ｍｉＲ-
２２－／－小鼠的胶原抗体诱导的关节炎（ｃｏｌｌａｇｅｎ-ａｎｔｉ-
ｂｏｄｙ-ｉｎｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＡＩＡ）模型，对比分析野生型
及ｍｉＲ-２２－／－小鼠６种脏器中 ＲＮＡ和 ＮＬＲＰ３蛋白
的表达，结果显示ｍｉＲ-２２基因敲除显著升高了 ＮＬ-
ＲＰ３蛋白的表达，使得在一定程度上加重了 ＣＡＩＡ
的病征，提示 ｍｉＲ-２２可抑制 ＲＡ病理进程的发展。
此外，ｍｉＲ-２２／ＮＬＲＰ３轴在改善细胞凋亡中也发挥
着重要作用，达格列净（ｄａｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎ，ＤＡＰＡ）可能通
过ｍｉＲ-２２／ＮＬＲＰ３轴改善 ｏｘ-ＬＤＬ介导的内皮细胞
焦亡［１１］。研究［１２］表明 ｍｉＲ-２２通过上调沉默信息
调节因子 １（ｓｉｌｅｎｃｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１，ＳＩＲＴ１）
的表达有效提高了慢性阻塞性肺病大鼠的肺功能并

减轻了肺损伤，提示ＳＩＲＴ１作为一种翻译后调节剂，
可在调节炎症方面发挥作用［１３］，ｍｉＲ-２２／ＳＩＲＴ１信
号通路可以调节炎症的发生［１４］。有报道在巨噬细

胞中ｍｉＲ-２２过度表达从而抑制体内胶质瘤的形
成［１５］。以上提示ｍｉＲ-２２在多种机制中调节疾病发
生发展。

研究［２］表明，１０－１１易位３（ｔｅｎ-ｅｌｅｖｅｎｔｒａｎｓｌｏ-
ｃａｔｉｏｎ３，ＴＥＴ３）通过促进 ＲＡ中成纤维样滑膜细胞
（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ-ｌｉｋｅｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ，ＦＬＳ）中靶点ＭＴＲＮＲ２Ｌ２
的启动子产生５ｈｍＣ来发挥其促炎作用，作用成纤
维细胞样ＦＬＳ影响慢性炎症使ＲＡ患者的关节被破
坏。本研究构建了 ｍｉＲ-２２－／－小鼠，并对使用 ＰＣＲ
琼脂糖凝胶成像获得的 ｍｉＲ-２２－／－小鼠进行了基因

鉴定和脱靶位点的ＰＣＲ扩增验证，验证了模型基因
的稳定性；但在不同组织中 ｍｉＲ-２２的表达水平不
同，在一定程度上可能存在一些转录和翻译差异。

ｑＰＣＲ结果表明，ｍｉＲ-２２－／－纯合子小鼠的主要脏器
中ｍｉＲ-２２几乎不表达，此结果验证模型构建的可靠
性和稳定性。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果表明 ｍｉＲ-２２对
ＮＬＲＰ３有抑制作用，ｍｉＲ-２２具有抑制 ＲＡ发展的作
用。
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ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＡｎｉｍＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０２１，３２（２）：２５４－６１．ｄｏｉ：

１０．１０８０／１０４９５３９８．２０２０．１７６３３７５．

［３］　ＦａｎｇＹ，ＨｕａｎｇＷ，ＺｈｕＸ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｒｅｇｕｌａｔｏｒｙａｘｉｓ

ＭＩＲ２２-ＴＥＴ３-ＭＴＲＮＲ２Ｌ２ ｒｅｐｒｅｓｓｅｓｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ-ｌｉｋｅｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅ-

ｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕ-

ｍａｔｏｌ，２０２４，７６（６）：８４５－５６．ｄｏｉ：１０．１００２／ａｒｔ．４２７９５．

［４］　ＨｏＰＴＢ，ＣｌａｒｋＩＭ，ＬｅＬＴＴ．ｍｉｃｒｏＲＮＡ-ｂａｓｅｄｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄ

ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２２，２３（１３）：７１６７．ｄｏｉ：１０．３３９０／

ｉｊｍｓ２３１３７１６７．

［５］　ＮｅｇｒｉｎｉＳ，ＥｍｍｉＧ，ＧｒｅｃｏＭ，ｅｔａｌ．Ｓｊöｇｒｅｎ′ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ：ａｓｙｓ-

ｔｅｍｉｃａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＥｘｐＭｅｄ，２０２２，２２（１）：９

－２５．ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ１０２３８－０２１－００７２８－６．

［６］　武君珂，张芳芳，黄丽平，等．基于 ＮＬＲＰ３介导细胞焦亡在

类风湿性关节炎中的机制及中医药研究进展［Ｊ］．中草药，

２０２４，５５（２４）：８６３２－４３．ｄｏｉ：１０．７５０１／ｊ．ｉｓｓｎ．０２５３－２６７０．

２０２４．２４．０３０．

［６］　ＷｕＪＫ，ＺｈａｎｇＦＦ，ＨｕａｎｇＬＰ，ｅｔａｌ．ＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＮＬＲＰ３ｍｅ-

ｄｉａｔｅｄｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓａｎｄｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｉｎ

ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ［Ｊ］．ＣｈｉｎＴｒａｄｉｔＨｅｒｂＤｒｕｇｓ，２０２４，

５５（２４）：８６３２－４３．ｄｏｉ：１０．７５０１／ｊ．ｉｓｓｎ．０２５３－２６７０．２０２４．

２４．０３０．

［７］　ＯｒｍｓｅｔｈＭＪ，ＳｏｌｕｓＪＦ，ＳｈｅｎｇＱ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｖａｌｉｄａ-

ｔｉｏｎｏｆａｍｉｃｒｏＲＮＡｐａｎｅｌｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｂｅｔｗｅｅｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓｏｒｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓ

［Ｊ］．ＪＲｈｅｕｍａｔｏｌ，２０２０，４７（２）：１８８－９６．ｄｏｉ：１０．３８９９／

ｊｒｈｅｕｍ．１８１０２９．

［８］　ＦｕＪ，ＷｕＨ．ＳｔｒｕｃｔｕｒａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＮＬＲＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅａｓ-

ｓｅｍｂｌｙａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＩｍｍｕｎｏｌ，２０２３，４１：３０１－

１６．ｄｏｉ：１０．１１４６／ａｎｎｕｒｅｖ-ｉｍｍｕｎｏｌ-０８１０２２－０２１２０７．

［９］ ＧａｏＪ，ＺｈａｎｇＨ，ＹａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｔａｒｇｅｔｉｎｇ

ｔｈｅＮＬＲＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｉｎｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｉｎｆｌａｍｍａ-

ｔｉｏｎ，２０２３，４６（３）：８３５－５２．ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ１０７５３－０２３－

０１７９５－５．

［１０］陈阿圆，许　媛，许和鹏，等．色氨酸-２，３-双加氧酶２在类

·７５０１·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｊｕｎ；６０（６）



风湿关节炎患者外周血单个核细胞和滑膜组织中的表达及意

义［Ｊ］．安徽医科大学学报，２０２３，５８（７）：１０９９－１０３．ｄｏｉ：

１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２３．０７．００７．

［１０］ＣｈｅｎＡＹ，ＸｕＹ，ＸｕＨＰ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆ

ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ-２，３-ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ２ｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ

ｃｅｌｌｓａｎｄｓｙｎｏｖｉａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ａｃｔａ

ＵｎｉｖＭｅｄＡｎｈｕｉ，２０２３，５８（７）：１０９９－１０３．ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．

ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２３．０７．００７．

［１１］王　静．达格列净通过ｍｉＲ-２２-３ｐ／ＮＬＲＰ３轴改善ｏｘ-ＬＤＬ介导

的内皮细胞焦亡的机制研究［Ｄ］．郑州：郑州大学，２０２２．

ｄｏｉ：１０．２７４６６／ｄ．ｃｎｋｉ．ｇｚｚｄｕ．２０２２．００４８３５．

［１１］ＷａｎｇＪ．Ｄａｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｏｘ-ＬＤＬ-ｍｅｄｉａｔｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｖｉａｍｉＲ-２２-３ｐＬＲＰ３ａｘｉｓ：ａｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｓｔｕｄｙ［Ｄ］．

Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ：ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０２２．ｄｏｉ：１０．２７４６６／ｄ．

ｃｎｋｉ．ｇｚｚｄｕ．２０２２．００４８３５．

［１２］白莉敏，吕　行，任引刚，等．ｍｉＲ-２２-３ｐ靶向抑制 ＳＩＲＴ１信

号通路加重慢性阻塞性肺疾病［Ｊ］．山西医科大学学报，

２０２３，５４（７）：９４４－５１．ｄｏｉ：１０．１３７５３／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７－６６１１．

２０２３．０７．０１０．

［１２］ＢａｉＬＭ，ＬüＸ，ＲｅｎＹＧ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ-２２-３ｐｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓｃｈｒｏｎｉｃ

ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅｂｙｔａｒｇｅｔｅｄｌｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＳＩＲＴ１ｓｉｇｎａ-

ｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＪＳｈａｎｘｉＭｅｄＵｎｉｖ，２０２３，５４（７）：９４４－５１．

ｄｏｉ：１０．１３７５３／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７－６６１１．２０２３．０７．０１０．

［１３］ＹａｎｇＹ，ＬｉｕＹ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＳＩＲＴ１ａｎｄｉｔｓｒｏｌｅｓ

ｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０２２，１３：８３１１６８．ｄｏｉ：

１０．３３８９／ｆｉｍｍｕ．２０２２．８３１１６８．

［１４］ＲｅｎＹ，Ｓｕｎ-ＷａｔｅｒｈｏｕｓｅＤ，ＯｕｙａｎｇＦ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｌｅｐｈｅｎｏｌｉｃｅｘ-

ｔｒａｃｔｓａｍｅｌｉｏｒａｔｅｌｅａｄ-ｉｎｄｕｃｅｄｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔａｎｄｄｅｐｒｅｓ-

ｓｉｏｎ-ａｎｄａｎｘｉｅｔｙ-ｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒｉｎｍｉｃｅｂｙａｂａｔｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，

ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｖｉａｔｈｅｍｉＲ-２２-３ｐ／ＳＩＲＴ１ａｘｉｓ［Ｊ］．

ＦｏｏｄＦｕｎｃｔ，２０２２，１３（５）：２６４７－６１．ｄｏｉ：１０．１０３９／

ｄ１ｆｏ０３７５０ａ．

［１５］ＴｕＪ，ＦａｎｇＹ，ＨａｎＤ，ｅｔａｌ．ｍｉｃｒｏＲＮＡ-２２ｒｅｐｒｅｓｓｅｓｇｌｉｏｍａｄｅ-

ｖｅｌｏｐｍｅｎｔｖｉａａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅ-ｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｎａｔｅａｎｄａｄａｐ-

ｔｉｖｅｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０２２，４１（１７）：２４４４－

５７．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１３８８－０２２－０２２３６－７．

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ｂｒｅｅｄｉｎｇ，ａｎｄｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ-２２-３ｐｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ

ＷａｎｇＡｎｑｉ，ＺｈａｎｇＨｕｉｒｕ，ＺｈｏｕＹｕａｎｙｕａｎ，ＬｉｕＣｈｏｎｇ，ＣｈｅｎＹｉｚｈａｏ，ＴｕＪｉａｊｉｅ
（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ　２３００３２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ）-２２ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ（ｍｉＲ-２２－／－）ｍｉｃｅｕｓｉｎｇＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｔｏｂｒｅｅｄｍｉＲ-２２－／－ｍｉｃｅａｎｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｉｒｇｅｎｏｔｙｐｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎｔｈｉｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ
９ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｍｉＲ-２２－／－ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｍｉｃｅ．Ａｆｔｅｒｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｔｈｅＦ０ｇｅｎｅｒ-
ａｔｉｏｎｍｉＲ-２２－／－ｍｉｃｅｗｅｒｅｍａｔｅｄｗｉｔｈｗｉｌｄ-ｔｙｐｅｍｉｃｅｉｎｔｈｅｓａｍｅｌｉｔｔｅｒｔｏｏｂｔａｉｎＦ１ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｍｉＲ-２２－／－ｍｉｃｅ．
ＴｈｅｍｉＲ-２２ｋｎｏｃｋｏｕｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗａｓａｎａｌｙｚｅｄａｔｔｈｅＲＮＡｌｅｖｅｌｂｙｒｅａｌ-ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ｑＰＣＲ）．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ-２２ａｎｄｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ
　ｍｉＲ-２２－／－ ｍｉｃｅｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｕｓｉｎｇＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒ-
ｆｏｒｍｅｄｏｎｔｈｅｂｒｅｄｍｉｃｅ，ａｎｄｔｈｒｅｅｓｔａｂｌｅｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｍｉＲ-２２＋／＋，ｍｉＲ-２２＋／－，ａｎｄｍｉＲ-２２－／－ ｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．
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