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利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术敲除小鼠 ＥＳ
细胞 Ｈ２Ｋ１基因
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摘　要：利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９和ＥＳ细胞技术，在小鼠ＥＳ细胞株上敲除小鼠 Ｈ２Ｋ１基因，为研发 ＭＨＣⅠ类基因
人源化小鼠打下基础。设计了两个单向导ＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅｇｕｉｄｅＲＮＡ，ｓｇＲＮＡ），分别靶向Ｈ２Ｋ１基因的外显子２和
外显子３。以ｐＸ３３０质粒为骨架构建表达ｓｇＲＮＡ的打靶载体。用电穿孔转染法将构建好的质粒以及ｐＳＵＰＥＲｐｕｒｏ
共同导入小鼠ＥＳ细胞中，实现基因敲除。在嘌呤霉素筛选后，利用ＰＣＲ初步检测靶基因的敲除情况，再通过测
序以及流式细胞分析确定敲除Ｈ２Ｋ１基因的小鼠ＥＳ细胞。结果显示：利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术，小鼠ＥＳ细胞的
Ｈ２Ｋ１基因被成功敲除，通过ＰＣＲ检测到４个克隆为Ｈ２Ｋ１单等位基因敲除 （１９０％），２个克隆为Ｈ２Ｋ１双等
位基因敲除 （９５％）。经过测序以及流式细胞分析，２株小鼠ＥＳ细胞被确认为Ｈ２Ｋ１双等位基因敲除。本研究
利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术得到Ｈ２Ｋ１基因敲除的小鼠ＥＳ细胞株，为ＭＨＣⅠ类基因的敲除和置换提供了参考。
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　　肿瘤免疫治疗是通过生物制剂直接或间接地诱
发或者增强机体的抗肿瘤免疫应答以及破坏肿瘤的

免疫抑制效应，达到抑制肿瘤生长或者直接杀伤肿

瘤细胞的效果［１］。肿瘤免疫治疗的进展之一是特

异性Ｔ细胞免疫治疗，而 Ｔ细胞肿瘤免疫法中一
个很重要的进展是 Ｔ细胞受体 （Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＴＣＲ）基因治疗的发展。ＴＣＲ基因治疗的主要目的
是将病人原代 Ｔ细胞改造成为抗肿瘤或抗感染性
疾病的Ｔ细胞，实现对疾病的治疗［２］。ＴＣＲ基因
治疗的主要瓶颈是如何获得高亲和力的抗肿瘤

ＴＣＲ基因。李亮平等［３］构建了整个人的 ＴＣＲＨＬＡ
（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎ）基因位点的基因人源化
小鼠，并利用该小鼠模型成功地建立起可以分离得

到高亲和力治疗性 ＴＣＲ分子的基础系统。ＴＣＲ
ＨＬＡ小鼠的构建需要实现 ＨＬＡ基因的人源化。
ＨＬＡ基因为多等位基因，有将近３０种常用的 ＨＬＡ
等位基因。这些等位基因将被用于构建 ＨＬＡ基因
人源化小鼠，为肿瘤免疫治疗的研发提供了极为重

要的基础，和更广泛的应用群体。

小鼠的ＭＨＣ（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ，
ＭＨＣ）基因称为 Ｈ２（ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ２）基因，
人的ＭＨＣ基因称为ＨＬＡ基因。小鼠Ｈ２Ⅰ类基因
包括：Ｈ２Ｋ、Ｈ２Ｄ和 Ｈ２Ｌ等，在一些小鼠中，
Ｈ２Ｌ基因没有功能。Ｈ２Ｋ１基因是 Ｈ２Ｋ基因的一
种单体型 （ｈａｐｌｏｔｙｐｅ）。作为ＭＨＣⅠ类分子，其表
达产物Ｈ２Ｋｂ能将内源性抗原肽 （如肿瘤抗原肽）

提呈到细胞表面，供Ｔ细胞的 ＴＣＲ识别［４５］。１９９３
年，科学家证实，在 ＨＬＡ转基因小鼠体内，如果
小鼠自身Ｈ２Ⅰ类分子所限制的免疫应答被抑制，
ＨＬＡⅠ类分子所限制的免疫应答会很活跃而且多
样［６］。根据这一结果，科学家开始研发不表达 Ｈ２
Ⅰ类分子而只表达ＨＬＡⅠ类分子的基因工程小鼠。
一种策略是：选取 Ｈ２Ｌ基因没有功能的小鼠，通
过基因敲除分别得到Ｈ２Ｋ、Ｈ２Ｄ单基因敲除的小
鼠；然后让这些小鼠交配得到Ｈ２Ｋ、Ｈ２Ｄ双基因
敲除 （即Ｈ２Ⅰ类基因被敲除）的小鼠。Ｈ２Ⅰ类
基因被敲除的小鼠和 ＨＬＡⅠ类转基因小鼠交配，
最后得到Ｈ２Ⅰ类基因敲除、ＨＬＡⅠ类基因人源化
小鼠［７］。实验证明，与Ｈ２Ⅰ类基因没有被敲除的
ＨＬＡⅠ类转基因小鼠相比，这些小鼠体内 ＨＬＡⅠ
类分子限制的免疫应答被增强［８１０］。这些 Ｈ２Ⅰ类
分子缺陷的 ＨＬＡⅠ类基因人源化小鼠在肿瘤免疫
治疗、病毒疫苗、基因治疗等领域中有重要的应

用［７，１１，１２］。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术来源于细菌和古细菌中的一

种干扰破坏入侵的外源性遗传物质的适应性免疫系

统，即ＣＲＩＳＰＲ（Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔ
ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ）／Ｃａｓ（ＣＲＩＳＰＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ）９系统。该系统的主要工作组分包括：Ｃａｓ９
蛋白，ｃｒＲＮＡ （ＣＲＩＳＰＲ ＲＮＡ） 以 及 ｔｒａｃｒＲＮＡ
（ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｎｇｃｒＲＮＡ）。在破坏外源性遗传物质
时，ｔｒａｃｒＲＮＡ与 ｃｒＲＮＡ结合形成二聚体并结合在
靶序列上，和 Ｃａｓ９蛋白一起介导对靶序列的切
割［１３］。而ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术对该系统进行了优化，
将 ｃｒＲＮＡ和 ｔｒａｃｒＲＮＡ融合成一个 ｓｇＲＮＡ，由
ｓｇＲＮＡ与 Ｃａｓ９蛋白介导 ＤＮＡ的靶向切割［１４］。无

论是 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统还是改造后的 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９技术，其作用的靶序列附近需要有几个保守
的碱基被称为 ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒａｄｊａｃｅｎｔｍｏｔｉｆ（ＰＡＭ），
ＰＡＭ 通 常 是：５′ＮＧＧ３′（Ｎ 为 任 意 一 个 碱
基）［１５－１６］。现在，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术已经被用于对
细胞以及实验动物的基因组 ＤＮＡ进行基因编
辑［１４，１７－１８］。

本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统构建了稳定敲
除Ｈ２Ｋ１基因的小鼠 ＥＳ细胞 （以下简称 ｍＥＳ细
胞）株，可通过此细胞株得到 Ｈ２Ｋ１基因敲除的
小鼠，为进一步研发有重大应用价值的免疫基因人

源化小鼠提供有效的工具。

１　材料与方法
１１　细胞株、质粒和主要试剂

１２９小鼠品系胚胎干细胞 （ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｓｔｅｍ，ｍＥＳ）、怀孕１３５ｄ的 ＩＣＲ小鼠品系胚胎成
纤维细胞 （ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＭＥＦ），购自赛
业 （广州）生物科技有限公司。ｐＳｕｐｅｒｐｕｒｏ质粒为
本实验室保存。ｐＸ３３０质粒，购自Ａｄｄｇｅｎｅ。

大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞、氨苄青霉素，购
自广州鼎国生物技术有限公司。１ｋｂＤＮＡＬａｄｄｅｒ，
购自上海生工生物工程技术服务有限公司。琼脂糖

凝胶ＤＮＡ回收试剂盒、ｐＧＨ平末端ＰＣＲ产物克隆
试剂盒和质粒小量制备试剂盒，购自上海捷瑞生物

工程有限公司。ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔＢｂｓⅠ限制性内切酶，购
自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ。去内毒素质粒中量制备试剂盒，购
自 Ｐｒｏｍｅｇａ公 司。基 因 组 ＤＮＡ 提 取 试 剂 盒
（ＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ＆ＴｉｓｓｕｅＫｉｔ），购自 Ｑｉａｇｅｎ公司。
ＱｕｉｃｋＴＭ ＬｉｇａｔｉｏｎＫｉｔ、Ｔ４ＰｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅＫｉｎａｓｅ（Ｔ４
ＰＮＫ），购自 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司。电转试剂
盒，ＡｍａｘａＴＭＰ３ＰｒｉｍａｒｙＣｅｌｌ４ＤＮｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒＴＭＸＫｉｔ
Ｌ，购自 Ｌｏｎｚａ公司。ＰｒｉｍｅｒＳｔａｒＭａｘ（Ｔａｋａｒａ公
司），购自广州瑞真生物公司。寡核苷酸单链合
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成、ＰＣＲ引物合成和质粒测序服务，购自 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司。流式抗体：ＦＩＴＣＭｏｕｓｅＡｎｔｉＭｏｕｓｅＨ
２Ｋｂ（Ｉｓｏｔｙｐｅ：ＭｏｕｓｅＩｇＧ２ａ，κ）、ＦＩＴＣＭｏｕｓｅＡｎｔｉ
ＭｏｕｓｅＨ２Ｄｂ（Ｉｓｏｔｙｐｅ：ＭｏｕｓｅＩｇＧ２ｂ，κ）、ＦＩＴＣ
ＭｏｕｓｅＩｇＧ２ａ，κＩｓｏｔｙｐｅＣｏｎｔｒｏｌ以及 ＦＩＴＣＭｏｕｓｅ
ＩｇＧ２ｂ，κＩｓｏｔｙｐｅＣｏｎｔｒｏｌ，购自ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。
胎牛血清、青链霉素、嘌呤霉素、ＤＭＥＭ、Ｔｒｙｐ
ｓｉｎＥＤＴＡ、谷氨酰胺 （１００×），β巯基乙醇，非
必需氨基酸 （１００×），丙酮酸钠，购自 ＬｉｆｅＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ。白血病抑制因子 （Ｌｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃ
ｔｏｒ，ＬＩＦ），购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ。二甲基亚砜 （Ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）、明胶、丝裂霉素 Ｃ，购自 Ｓｉｇ
ｍａ公司。
１２　ｓｇＲＮＡ靶点的选择及其序列的合成

利用哈佛大学张峰实验室 （ＺｈａｎｇＦｅｎｇＬａｂ，
ＭＩＴ）提供的网络工具ＣＲＩＳＰＥＲＤＥＳＩＧＮ（ｈｔｔｐ：／／
ｃｒｉｓｐｒｍｉｔｅｄｕ）设计 Ｈ２Ｋ１基因 的 向 导 ＲＮＡ
（ｓｇＲＮＡ）靶点。根据 Ｈ２Ｋ１基因的结构，分别在
其外显子２和外显子３上各设计一个 ｓｇＲＮＡ靶点。
根据质粒ｐＸ３３０中ＢｂｓⅠ酶切位点的结构，在正义
链寡核苷酸 （ｏｌｉｇｏ）序列的 ５′端添加 “ＣＡＣＣ”，
并在反义链寡核苷酸序列的 ５′端添加 “ＡＡＡＣ”，
这与 ＢｂｓⅠ酶切后形成的黏性末端互补 （图 １：
Ａ）。为增强Ｕ６启动子的转录，在其起始转录位点
需要添加碱基 Ｇ［１９］。如果正义链寡核苷酸序列的
“ＣＡＣＣ”后面的碱基不是 “Ｇ”，则需要添加碱基
“Ｇ”，并在反义链寡核苷酸序列的 ３′端添加碱基
“Ｃ”。
１３　质粒构建

首先，用ＢｂｓⅠ内切酶切割质粒 ｐＸ３３０（１～２
μｇ），电泳后，按照琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒说
明书进行切胶回收。将设计的单链 ｏｌｉｇｏ退火形成
双链，退火体系：１μＬ，ｏｌｉｇｏ１（１００μｍｏｌ／Ｌ）；１
μＬ，ｏｌｉｇｏ２（１００μｍｏｌ／Ｌ）；１μＬ，１０×Ｔ４Ｌｉｇａｔｉｏｎ
Ｂｕｆｆｅｒ（ＮＥＢ）；６５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ；０５μＬ，Ｔ４ＰＮＫ
（ＮＥＢ）；退火程序：３７℃，３０ｍｉｎ；９５℃，５
ｍｉｎ；－６℃／ｍｉｎ，降温至２５℃。将退火形成的双
链ＤＮＡ连接到经 ＢｂｓⅠ酶切回收后的 ｐＸ３３０载体
中，连接体系：线性化的 ｐＸ３３０，５０ｎｇ；退火产
物经１∶２００稀释，后取１μＬ稀释液；２×Ｑｕｉｃｋｌｉｇａ
ｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，５μＬ；补水至１０μＬ；加入１μＬＱｕｉｃｋ
Ｌｉｇａｓｅ后，室温连接１０ｍｉｎ。将连接产物在４２℃
转化到ＤＨ５α感受态细胞中，用含有氨苄青霉素的
琼脂糖平板进行筛选过夜，挑取单克隆，提取小制

备质粒ＤＮＡ并通过测序验证插入序列的正确性。

１４　细胞培养、转染和药筛
ＭＥＦ细胞培养条件：ＤＭＥＭ＋１５％ （ｗ）胎牛

血清＋１％ （ｗ）谷氨酰胺＋１ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠＋
１％ （ｗ）非必需氨基酸 ＋１００Ｕ／ｍＬ青霉素 ＋１００
μｇ／ｍＬ链霉素。３７℃、φ＝５％ ＣＯ２恒温培养。

用丝裂霉素Ｃ处理ＭＥＦ细胞：往ＭＥＦ培养基
中加入丝裂霉素 Ｃ，使其质量浓度为１０μｇ／ｍＬ。
待ＭＥＦ铺板率达到９０％以上后，吸除培养基，加
入含丝裂霉素 Ｃ的 ＭＥＦ培养基。３７℃、φ＝５％
ＣＯ２恒温培养 ２ｈ后，吸除培养基，用 ＰＢＳ洗 ３
遍。此时，ＭＥＦ细胞可用普通 ＭＥＦ培养基培养；
也可以消化下来，种在用明胶处理的培养皿中，用

于培养ｍＥＳ细胞。
明胶处理培养皿：往１００ｍｍ培养皿中加入 ｗ

＝０１％的无菌的明胶溶液，于３７℃恒温培养箱
中，放置２ｈ，然后彻底除去明胶溶液。

ｍＥＳ细胞的培养条件：用 ＤＭＥＭ＋１５％ （ｗ）
胎牛血清＋０１ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇＋１０６ＩＵ／ｍＬＬＩＦ
（白血病抑制因子） ＋１％ （ｗ）谷氨酰胺 ＋１
ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠 ＋１％ （ｗ）非必需氨基酸 ＋１００
Ｕ／ｍＬ青霉素 ＋１００μｇ／ｍＬ链霉素的培养基培养
ｍＥＳ细胞。在明胶处理好的培养皿中种上 ＭＥＦ细
胞，然后换成将ｍＥＳ细胞培养基，将 ｍＥＳ细胞种
在皿中，３７℃、φ＝５％ ＣＯ２恒温培养。

ｍＥＳ细胞去除 ＭＥＦ细胞处理：在电转和鉴定
打靶的ｍＥＳ时需要去除ＭＥＦ。用胰酶将 ｍＥＳ细胞
消化下来。加入培养基终止消化，离心去除胰酶上

清后，用ｍＥＳ培养基重悬细胞，转移到明胶处理
过的培养皿中，置于３７℃、φ＝５％ ＣＯ２恒温培养
２０～３０ｍｉｎ，使 ＭＥＦ贴壁生长。然后，轻轻吸出
悬液，离心收集悬浮的 ｍＥＳ细胞。如果 ＭＥＦ细胞
没有除尽，可在 ｍＥＳ克隆长出来后，可以重复上
述步骤去除ＭＥＦ细胞，直到可进行下一步实验。

ｍＥＳ的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因打靶：培养 １２９
ｍＥＳ细胞，使其保持未分化状态。未分化 ｍＥＳ细
胞团浓密，呈椭圆形或圆形且边界清晰明显；在还

没有出现细胞团融合时，用胰酶将 ＥＳ细胞消化下
来。经过去除ＭＥＦ细胞的处理后，按照 “Ａｍａｘａ
ＴＭ４ＤＮｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒＴＭ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ”中小鼠 ＥＳ电转化法
的使用说明进行电转，电转程序选用４ＤＮｕｃｌｅｏｆｅｃ
ｔｏｒＴＭＳｙｓｔｅｍ中已设定的小鼠 ＥＳ细胞电转程序。收
集４×１０６个细胞，用电转缓冲液重悬；并加入７５
μｇ的ｐＸ３３０Ｈ２Ｋ１Ｅｘｏｎ２，７５μｇ的 ｐＸ３３０Ｈ２Ｋ１
Ｅｘｏｎ３，５μｇ的ｐＳｕｐｅｒｐｕｒｏ，１μｇ的ｐｍａｘＧＦＰ。电
转３６ｈ后，给细胞换上含 １μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的
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ｍＥＳ细胞培养基，进行药筛，在药筛１８ｈ时，补
充３×１０５个经丝裂霉素Ｃ处理的ＭＥＦ细胞。药筛
３６ｈ后，给细胞换上普通的 ｍＥＳ细胞培养基，并
再次补充５×１０５个经丝裂霉素 Ｃ处理的 ＭＥＦ细
胞，继续培养。

１５　ｍＥＳ细胞克隆的扩增和基因组ＤＮＡ的提取
ｍＥＳ细胞集落形成后，挑取单克隆，进行单

独培养以及基因型鉴定。每个 ｍＥＳ细胞单克隆在
扩增后都分成两份，一份用于冻存，一份用于扩增

细胞。扩增的 ＥＳ细胞，去 ＭＥＦ细胞后提基因组
ＤＮＡ进行鉴定。提取基因组 ＤＮＡ时，先消化收集
细胞 （每个样品约收集６×１０５个细胞），并用ＰＢＳ
洗两次，按照基因组 ＤＮＡ提取试剂盒说明书的操
作步骤提取基因组ＤＮＡ。
１６　ｍＥＳ细胞基因打靶的鉴定

用ＰＣＲ法扩增打靶区域的 ＤＮＡ序列，根据靶
点的位置，设计基因敲除鉴定引物：Ｈ２Ｋ１（２，
３）Ｆ： ＣＧＧＡＴＣＣＧＧＴＧＧＣＧＣＧＡＴＣＡＣＣＡＡＧＡＡＣ
ＣＡＡＴＣ；Ｈ２Ｋ１（２，３）Ｒ：ＧＧＡＡＴＴＣＣＴＧＡＣＡ
ＣＡＴＴＣＡＧＣＡＧＧＡＣＡＧＧＡＧＴＣ。

ＰＣＲ条件如下：ＰｒｉｍｅｒＳｔａｒＭａｘ１０μＬ，基因组
ＤＮＡ１μＬ（６０ｎｇ），Ｐｒｉｍｅｒｓ（Ｆ＋Ｒ）（２μｍｏｌ／Ｌ）
２μＬ，补水至２０μＬ。程序如下：第１个循环，９５
℃，变性３ｍｉｎ。９５℃，变性３０ｓ；５７℃，退火４５
ｓ；７２℃，延伸１ｍｉｎ４５ｓ，共３５个循环。最后７２
℃延伸５ｍｉｎ，４℃保存。取反应后产物５μＬ进行
琼脂糖凝胶电泳检测。

对发生了基因打靶的 ＰＣＲ产物进行分子克隆
和测序：用基因组 ＤＮＡ做 ＰＣＲ（５０μＬ×８），对
需要检查的条带进行胶回收。用 ｐＧＨ平末端 ＰＣＲ
产物克隆试剂盒将 ＰＣＲ目的条带连接入载体，连
接反应体系：ｐＧＨＢｌｕｎｔｅｎｄＶｅｃｔｏｒ（２５ｎｇ／μＬ），２
μＬ；插入片段 （５０ｎｇ／μＬ），１５μＬ（分子数ｖｅｃ
ｔｏｒ：ｉｎｓｅｒｔ大约为１∶５）；２×ｑｕｉｃｋｌｉｇａｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ，
５μＬ；ｄｄＨ２Ｏ，１５μＬ；１６℃连接过夜。将连接产
物转化ＤＨ５α感受态细胞，接种在含有氨苄青霉素
的琼脂糖平板上。３７℃培养过夜，长出菌落后，
挑取单克隆；摇菌，提质粒后送样测序。

１７　基因打靶细胞表型鉴定
ｍＥＳ细胞分化培养：对确定有 Ｈ２Ｋ１基因敲

除的ＥＳ细胞克隆进行分化培养。首先复苏冻存的
拷贝，去除ｍＥＳ细胞中的ＭＥＦ细胞，然后将 ｍＥＳ
细胞接种在没有经明胶处理的培养皿中，３７℃、φ
＝５％ＣＯ２恒温培养。用ｍＥＳ细胞培养基培养几天
以扩增细胞数量，然后，用 ｍＥＳ细胞分化培养基

进行分化培养，分化的细胞多数呈纤维状。

细胞表面 Ｈ２Ｋｂ分子表达的检测：在大部分
ｍＥＳ细胞分化后，消化收集细胞，调整细胞浓度
为１０６～１０７个／ｍＬ，用小鼠 ＭＨＣ分子单克隆抗体
（ａｎｔｉｍｏｕｓｅＨ２Ｋｂ）检测 Ｈ２Ｋｂ分子的表达。取
流式抗体 （每种流式抗体各２μＬ）加入１００μＬ的
待测细胞悬液中，４℃，避光反应３０ｍｉｎ。反应完
毕后，离心收集细胞，用ＰＢＳ洗细胞后，加入１００
μＬＰＢＳ重悬细胞，然后上样检测以及分析结果。

２　结　果
２１　ＣＲＳＰＲ／Ｃａｓ９基因打靶载体的设计与构建

利用哈佛大学张峰实验室提供的网络工具，在

Ｈ２Ｋ１基因的外显子２和外显子３上各设计了一个
ｓｇＲＮＡ，并命名为 Ｈ２Ｋ１Ｅｘｏｎ２ｓｇＲＮＡ和 Ｈ２Ｋ１
Ｅｘｏｎ３ｓｇＲＮＡ（图１：Ｂ）。两个靶位点之间的序列
长度为０５６ｋｂ。

根据ｐＸ３３０质粒中ＢｂｓⅠ酶切位点的结构以及
Ｕ６启动子的特性，设计了需要合成的寡核苷酸链
（表１）。通过退火使寡核苷酸单链形成双链，然后
将退火产物克隆于 ｐＸ３３０质粒的 ＢｂｓⅠ酶切位点
上，得到ｐＸ３３０Ｈ２Ｋ１Ｅｘｏｎ２和ｐＸ３３０Ｈ２Ｋ１Ｅｘｏｎ３
载体；测序后，扩增正确的质粒，用于下一步实验。

２２　小鼠ＥＳ细胞Ｈ２Ｋ１基因打靶
消化 ｍＥＳ细胞并经过去 ＭＥＦ细胞的处理后，

用 ＡｍａｘａＴＭ Ｐ３ＰｒｉｍａｒｙＣｅｌｌ４ＤＮｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒＴＭ Ｘ
ＫｉｔＬ电转试剂盒，将 ｐＸ３３０Ｈ２Ｋ１Ｅｘｏｎ２，ｐＸ３３０
Ｈ２Ｋ１Ｅｘｏｎ３，ｐＳｕｐｅｒｐｕｒｏ，ｐｍａｘＧＦＰ共４个载体共
转染ｍＥＳ细胞。电转３６ｈ后，在荧光显微镜下可
观察到电转后的细胞表达绿色荧光，表示电转染成

功，用含１μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的 ｍＥＳ细胞培养基进
行药筛。

筛选后，换普通的 ｍＥＳ细胞培养基继续培养
ｍＥＳ细胞，５ｄ后挑取 ｍＥＳ细胞单克隆并培养扩
增。ｍＥＳ细胞扩增后，取一部分用于去ＭＥＦ细胞、
提取基因组ＤＮＡ并做ＰＣＲ鉴定Ｈ２Ｋ１基因是否被
敲除。以野生型的 ｍＥＳ细胞 （ｗｉｌｄｔｙｐｅｍＥＳｃｅｌｌ）
为对照组，标记为：ＷＴ。对于野生型 ＤＮＡ、仅发
生小片段缺失或插入的 ＤＮＡ，其 ＰＣＲ条带为１４３
ｋｂ；对于在两靶点间发生整个片段敲除的 ＤＮＡ，
其ＰＣＲ条带为０８７ｋｂ。本实验通过 ＰＣＲ鉴定了
２１个克隆 （图２），其中，＃３、＃５、＃９、＃２０，共４
个克隆都在一个等位基因上发生两靶点间的片段敲

除 （１９０％）；＃１２、＃１７，共２个克隆在双等位基
因上都发生两靶点间的片段敲除（９５％）；总共
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图１　构建靶向Ｈ２Ｋ１的ｐＸ３３０质粒
Ｆｉｇ１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＨ２Ｋ１ｔａｒｇｅｔｉｎｇｐＸ３３０ｐｌａｍｉｄｓ

Ａ：ｐＸ３３０质粒结构，包含２个ＢｂｓⅠ酶切位点以及启动子；Ｂ：Ｈ２Ｋ１Ｅｘｏｎ２ｓｇＲＮＡ以及Ｈ２Ｋ１Ｅｘｏｎ３ｓｇＲＮＡ的靶位点及
其附件序列

表１　设计的寡核苷酸序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｄｅｓｉｇｎｅｄｏｌｉｇｏｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｓｇＲＮＡ Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｈ２Ｋ１Ｅｘｏｎ２ｓｇＲＮＡ
ｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏ：５′ＣＡＣＣＧＴＡＧＣＣＧＡＣＴＴＣＣＡＴＧＴＡＣＣＧ３′
ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏ：５′ＡＡＡＣＣＧＧＴＡＣＡＴＧＧＡＡＧＴＣＧＧＣＴＡＣ３′

Ｈ２Ｋ１Ｅｘｏｎ３ｓｇＲＮＡ
ｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏ：５′ＣＡＣＣＧＣＴＧＡＴＣＡＣＣＡＡＡＣＡＣＡＡＧＴ３′
ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏ：５′ＡＡＡＣＡＣＴＴＧＴＧＴＴＴＧＧＴＧＡＴＣＡＧＣ３′

打靶效率为２８５％ （６／２１）。
２３　ｍＥＳ细胞克隆基因型鉴定

本次研究对＃１２和＃１７克隆进行了提取基因组
ＤＮＡ、ＰＣＲ、连接载体以及测序鉴定。分析测序结
果证实，这两株克隆的靶位点间的片段被敲除。假

设特异性切割的位置是在靶位点５′往３′方向的第
１７和第１８个碱基之间 （即 ＰＡＭ序列前的第３和
第４个碱基之间）［１４］。其中，＃１７克隆有３个靶位
点在假设位置上发生了精确的切割 （Ｃｌｏｎｅ１７Ａｌ
ｌｅｌｅ１的 Ｈ２Ｋ１Ｅｘｏｎ２ｓｇＲＮＡ靶点，Ｃｌｏｎｅ１７Ａｌｌｅｌｅ
２的 Ｈ２Ｋ１Ｅｘｏｎ２ｓｇＲＮＡ 靶 点 和 Ｈ２Ｋ１Ｅｘｏｎ３

ｓｇＲＮＡ靶点），＃１２和＃１７克隆其他５个靶位点上
的靶向切割都发生了小片段的缺失或者插入 （图

３）。
２４　Ｈ２Ｋ１基因表达的鉴定

ＭＨＣ分子在ＥＳ细胞上只有少量的表达，为了
便于分析，本次研究对＃１２、＃１７ｍＥＳ细胞克隆以
及野生型ｍＥＳ细胞克隆进行分化培养，前４～５ｄ
用 ｍＥＳ细胞培养基培养，ＥＳ细胞克隆长出来后，
用ｍＥＳ细胞分化培养基培养 （图４）。培养２５～３０
ｄ后，大部分的 ｍＥＳ细胞发生分化，收集细胞，
进行流式细胞术检测 （图４）。

９
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图２　ＰＣＲ鉴定基因片段敲除的ｍＥＳ细胞克隆
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍＥＳｃｅｌｌｃｌｏｎｅｓｗｉｔｈｇｅｎｅｄｅｌｅｔｉｏｎ

图３　＃１２和＃１７克隆的测序结果
Ｆｉｇ３　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ＃１２ａｎｄ＃１７ｃｌｏｎｅｓ

灰色阴影标记为靶位点序列以及互补序列；加粗字体为ＰＡＭ序列及其互补序列；斜体加粗标记为插入序列

　　对已分化的 ｍＥＳ细胞 （ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｗｉｌｄｔｙｐｅ
ｍＥＳｃｅｌｌｓ）、已分化的＃１２ｍＥＳ细胞 （ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ
＃１２ｍＥＳｃｅｌｌｓ）以及已分化的＃１７ｍＥＳ细胞 （ｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ＃１７ｍＥＳｃｅｌｌｓ）进行流式细胞分析，检
测Ｈ２Ｋｂ分子和 Ｈ２Ｄｂ分子的表达水平。Ｈ２Ｄｂ
是ＥＳ细胞中另外一种ＭＨＣⅠ类分子，为Ｈ２Ｄ１基
因的表达产物，Ｈ２Ｋ１基因与 Ｈ２Ｄ１基因位于同一
染色体上，在野生型的细胞中，Ｈ２Ｋｂ分子和 Ｈ
２Ｄｂ分子的表达水平相近。流式结果 （图 ５）显
示：已分化的ｍＥＳ细胞表达了 Ｈ２Ｋｂ和 Ｈ２Ｄｂ分
子；已分化的＃１２ｍＥＳ细胞以及已分化的＃１７ｍＥＳ
细胞表达Ｈ２Ｄｂ分子，但是没有表达Ｈ２Ｋｂ分子。
这一结果进一步证实，我们通过 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技
术获得＃１２和＃１７两株敲除Ｈ２Ｋ１基因的ｍＥＳ细胞
株。

３　讨　论
Ｈ２Ｋ１基因是小鼠 ＭＨＣⅠ类基因的一种，其

表达产物 Ｈ２Ｋｂ参与了病毒抗原、肿瘤抗原等内
源性抗原的加工和提呈。ＭＨＣⅠ类基因人源化小
鼠在肿瘤免疫治疗、病毒疫苗、基因治疗等领域中

有重要的应用［７，１１－１２］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术是一项新
的基因组编辑技术，和锌指核酸酶 （ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｅｎ
ｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ，ＺＦＮ）、转录激活因子样效应物核酸酶
（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅ，
ＴＡＬＥＮ）一样，可以用于编辑细胞和实验动物的
基因组 ＤＮＡ［２０－２１］。本实验应用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技
术，以ｐＸ３３０质粒为骨架，快速地构建了用于敲
除Ｈ２Ｋ１基因的质粒载体，并且通过电击穿孔转
染的方法将载体转染到 ｍＥＳ细胞中。在 ｍＥＳ细胞
单克隆挑取以及细胞扩增后，经 ＰＣＲ、ＤＮＡ测序
以及流式细胞分析证实，本研究得到了两株 Ｈ２Ｋ１
双等位基因敲除的ｍＥＳ细胞株。

本研究选取了一对靶位点，去除的是一段基

因。如果只设计一个靶位点，可能会产生小片段碱

基的缺失或者插入，但是少数几个碱基的变化不一

定能够使基因沉默。而且小片段的突变很难通过

ＰＣＲ的方法来检测，需要通过 Ｔ７核酸内切酶Ⅰ或
者Ｓｕｖｅｒｙｏｒ试验等方法进行检测，过程比较复杂。
与之相比，本次实验去除的基因片段包含了 Ｈ２Ｋ１
基因的Ｅｘｏｎ２和Ｅｘｏｎ３的序列，破坏了其对应的分
子的α１和α２结构，能够更有效地敲除Ｈ２Ｋ１基
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图４　ｍＥＳ细胞分化培养养
Ｆｉｇ４　ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｍＥＳｃｅｌｌｓ

Ａ：＃１２ｍＥＳ细胞分化前的形态；Ｂ：＃１７ｍＥＳ细胞分化前的形态；Ｃ：野生型ｍＥＳ细胞分化前的形态；Ｄ：＃１２ｍＥＳ细胞
分化后的形态；Ｅ：＃１７ｍＥＳ细胞分化后的形态；Ｆ：野生型ｍＥＳ细胞分化后的形态

图５　流式细胞术检测结果
Ｆｉｇ５　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

Ａ、Ｂ：蓝色曲线代表用ＦＩＴＣＭｏｕｓｅＡｎｔｉＭｏｕｓｅＨ２Ｋｂ流式抗体标记分化的＃１２ｍＥＳ细胞的检测结果；橙色曲线代表用
ＦＩＴＣＭｏｕｓｅＡｎｔｉＭｏｕｓｅＨ２Ｋｂ流式抗体标记分化的＃１７ｍＥＳ细胞的检测结果；黑色曲线代表用 ＦＩＴＣＭｏｕｓｅＩｇＧ２ａ，κＩｓｏ
ｔｙｐｅ流式抗体标记分化的野生型ｍＥＳ细胞的检测结果；红色曲线代表用ＦＩＴＣＭｏｕｓｅＡｎｔｉＭｏｕｓｅＨ２Ｋｂ流式抗体标记分化
的野生型 ｍＥＳ细胞的检测结果；
Ｃ、Ｄ：紫色曲线代表用ＦＩＴＣＭｏｕｓｅＡｎｔｉＭｏｕｓｅＨ２Ｄｂ流式抗体标记分化的＃１２ｍＥＳ细胞的检测结果；绿色曲线代表用
ＦＩＴＣＭｏｕｓｅＡｎｔｉＭｏｕｓｅＨ２Ｄｂ流式抗体标记分化的＃１７ｍＥＳ细胞的检测结果；黑色曲线代表用ＦＩＴＣＭｏｕｓｅＩｇＧ２ｂ，κＩｓｏ
ｔｙｐｅ流式抗体标记分化的野生型ｍＥＳ细胞的检测结果；红色曲线代表用ＦＩＴＣＭｏｕｓｅＡｎｔｉＭｏｕｓｅＨ２Ｄｂ流式抗体标记分化
的野生型 ｍＥＳ细胞的检测结果

因。通过普通的ＰＣＲ方法即可鉴定 ＤＮＡ片段是否
被敲除。除此之外，在提供带同源臂的 ＤＮＡ模板
的条件下，Ｃａｓ９蛋白对 ＤＮＡ进行切割产生 ＤＮＡ
双链断裂 （ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ，ＤＳＢ）后，可通过
以同源指导修复 （ｈｏｍｏｌｏｇｙｄｉｒｅｃｔｅｄｒｅｐａｉｒ，ＨＤＲ）
为基础的ＤＮＡ修方式，实现对 ＤＮＡ的修饰［１７１８］。

本实验成功地敲除 Ｈ２Ｋ１基因两个靶点间的基因
片段，证实所设计的两个靶点可以作为 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９系统的靶点。靶点所在的 Ｅｘｏｎ２和 Ｅｘｏｎ３对
应Ｈ２Ｋｂ分子的α１和α２结构，正是 ＭＨＣⅠ类分
子与抗原肽结合的部位，这是不少科学家在人源化

小鼠的ＭＨＣ基因时修饰的基因区间［７］。因此，本

次实验所设计的两个靶位点为 Ｈ２Ｋ１基因的修饰

提供两个可靠的靶位点。

研发 ＭＨＣⅠ类基因人源化小鼠的一种策略是
先分别得到Ｈ２Ｋ、Ｈ２Ｄ单基因敲除的小鼠。通过
显微注射技术，本研究获得的 Ｈ２Ｋ１双等位基因
敲除的 ｍＥＳ细胞可以被注射到小鼠早期胚胎内。
通过对小鼠的饲养、繁殖以及鉴定，可以得到

Ｈ２Ｋ１双等位基因敲除的基因工程小鼠。这为
ＭＨＣⅠ类基因人源化小鼠的研发打下基础。这与
本实验组的研发ＨＬＡ基因人源化小鼠的目的相符。
我们在进行本实验的同时在利用基因置换技术开展

ＨＬＡ转基因小鼠的研究，计划将Ｈ２基因敲除小鼠
与ＨＬＡ转基因小鼠交配，得到新一代ＨＬＡ基因人
源化小鼠。这一系列 ＨＬＡ基因人源化小鼠模型将

１１
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为肿瘤免疫治疗提供研究平台。

综上所述，本研究联合使用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技
术、电穿孔转染法等技术得到两株 Ｈ２Ｋ１双等位
基因敲除的 ｍＥＳ细胞，同时也证实所设计的两个
靶位点的有效性。这些获得的 ｍＥＳ细胞株、所设
计的靶位点以及打靶载体都为 ＭＨＣⅠ类基因人源
化小鼠的研发以及病毒疫苗、基因治疗等研究提供

很好的工具。
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