
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

海军军医大学学报　　2022 年 2 月第 43 卷第 2 期　　http：//www.ajsmmu.cn
Academic Journal of Naval Medical University, Feb. 2022, Vol. 43, No. 2· 152 ·

· 论 　著 ·

［收稿日期］ 2021-09-01    ［接受日期］ 2021-12-07
［基金项目］ 国家自然科学基金面上项目（81970571）. Supported by the General Program of National Natural Science Foundation of China (81970571).
［作者简介］ 刘振忞，硕士生. E-mail: liu-z-min@qq.com

*通信作者（Corresponding author）. Tel: 023-63633264, E-mail: liux@hospital.cqmu.edu.cn

Mafb 基因敲除小鼠的构建及其尿道下裂表型初步分析
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［摘要］ 目的 利用成簇规律间隔短回文重复序列（CRISPR）及其相关蛋白 9（Cas9）构建 v-maf 肌筋膜纤维

肉瘤癌基因同源物 B（Mafb）基因敲除小鼠，初步研究该基因缺失对尿道发育的影响。方法 根据 CRISPR/Cas9 技

术原理构建 Mafb 基因敲除 F0 代 C57BL/6J 小鼠；经 PCR 及基因测序鉴定阳性的 F0 代小鼠与野生型 C57BL/6J 小鼠

交配繁殖，获得 F1 代 Mafb 基因敲除杂合子（Mafb＋/－）小鼠；Mafb＋/－小鼠间进行交配繁殖，获得 Mafb 基因敲除纯

合子（Mafb－/－）胎鼠。收集雄性 Mafb－/－胎鼠阴茎组织，通过免疫荧光技术检测阴茎组织中 Mafb 蛋白表达情况及尿

道缝处上皮钙黏蛋白（E-cadherin）和 α- 平滑肌肌动蛋白（α-SMA）表达情况，扫描电子显微镜及石蜡切片 H-E 染

色观察阴茎组织形态。结果 成功构建、繁育 Mafb＋/－小鼠并得到雄性 Mafb－/－胎鼠。免疫荧光检测结果显示雄性
Mafb－/－胎鼠阴茎组织中几乎不存在 Mafb 蛋白表达，且相较于野生型小鼠其尿道缝处 E-cadherin 蛋白表达明显降低、

α-SMA 蛋白表达明显增高；扫描电子显微镜及 H-E 染色显示雄性 Mafb－/－胎鼠为尿道下裂表型。结论 成功构建
Mafb 基因敲除小鼠模型，该基因敲除可导致小鼠出现尿道下裂表型及尿道缝处细胞中 E-cadherin 和 α-SMA 的表达差

异，为进一步研究该基因在尿道下裂发生机制中的作用奠定了基础。

［关键词］ v-maf 肌筋膜纤维肉瘤癌基因同源物 B；基因敲除；基因型鉴定；尿道下裂；动物模型
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Construction of Mafb knockout mice and preliminary analysis of hypospadias phenotype
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［ Abstract ］ Objective To construct v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B (Mafb) knockout 
mice by clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) and CRISPR-associated protein 9 (Cas9), and 
explore the impact brought by this gene deletion on the urethral development. Methods The F0 Mafb knockout C57BL/6J 
mice were constructed according to the principle of CRISPR/Cas9 technology. F0 mice identified by polymerase chain reaction 
and gene sequencing were mated with wild-type C57BL/6J mice to obtain F1 Mafb knockout heterozygous (Mafb＋/－) mice. 
Mafb knockout homozygous (Mafb－/－) fetal mice were obtained by mating between Mafb＋/－ mice. The penile tissues of male 
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Mafb－/－ fetal mice were collected. The expression of Mafb protein in the penile tissues and the expression of epithelial cadherin 
(E-cadherin) and α-smooth muscle actin (α-SMA) in the urethral seam were detected by immunofluorescence. The histological 
morphology of the penile tissues was observed by scanning electron microscopy and paraffin section hematoxylin-eosin (H-E) 
staining. Results The Mafb＋/－ mice were successfully constructed and bred, and male Mafb－/－ fetal mice were obtained. 
Immunofluorescence showed scarce expression of Mafb protein in the penises of the male Mafb－/－ fetal mice; compared 
with wide type mice, the expression of E-cadherin was downregulated and α-SMA was upregulated in the urethral seam. 
Scanning electron microscopy and H-E staining showed that the phenotype of male Mafb－/－ fetal mice was hypospadias. 
Conclusion The Mafb knockout mouse model is successfully constructed. The knockout of Mafb can lead to the hypospadias 
phenotype and change the expression levels of E-cadherin and α-SMA on the urethral seam. This model lays a foundation for 
further study on the role of Mafb in the pathogenesis of hypospadias.

［ Key words ］ v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B; gene knockout; genotype identification; 
hypospadias; animal models

［Acad J Naval Med Univ, 2022, 43(2): 152-159］

尿道下裂是指阴茎腹侧发育缺陷导致的尿道

口异位开口，发病率为 1/1 000～1/100［1］，是小儿

泌尿系统最常见的发育缺陷之一［2］。尿道下裂病因

仍不明确，可能由基因、环境和内分泌等多因素共

同作用所致［1,3］，探究其发病机制十分必要。雄激

素驱动外生殖器雄性化是阴茎正常发育的关键［4］。 
然而，在胚胎外生殖结节性别分化的过程中，雄

激素受体（androgen receptor，AR）有哪些协同

转录因子尚不清楚。v-maf 肌筋膜纤维肉瘤癌基因

同 源 物 B（v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma 
oncogene homolog B，Mafb）是一种碱性亮氨酸拉

链（basic-leucine zipper protein，bZIP）转录因子，

属于活化蛋白 1（activator protein 1，AP-1）超家

族成员，表达广泛并参与多种生物学事件，如细胞

分化、凋亡、增殖和迁移等［5-7］。除在颌面部、

胰腺和肾脏等组织表达并发挥重要作用［8-10］外， 
Mafb 在正常雄性个体尿道板上皮细胞中亦有显

著表达，这是雄激素干预雄性尿道分化的重要靶 
区［11-12］。有研究通过器官培养实验发现，雄激素

5α- 双 氢 睾 酮（5α-dihydrotestosterone，DHT） 干

预后的雄性和雌性小鼠生殖结节中 Mafb 表达明显

增加［13］。本课题组前期研究发现，尿道下裂患儿

较正常儿童包皮组织中 Mafb 表达显著下降［14］。

这一系列的研究结果表明 Mafb 受雄激素信号通路

调控，可能在雄性外生殖结节发育和尿道下裂的发

病机制中起到至关重要的作用。此外，本课题组前

期通过免疫荧光技术及透射电子显微镜证实，上

皮 -间质转化（epithelial-mesenchymal transition，
EMT）在大鼠尿道发育中发挥重要作用［15］。本

研究拟构建 Mafb 基因敲除小鼠，观察其是否有尿

道下裂表型，并关注 EMT 标志物上皮钙黏蛋白

（epithelial cadherin，E-cadherin）和 α- 平滑肌肌

动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）在此模

型尿道处的表达，为后续探讨 Mafb 基因对尿道发

育的影响及相关机制奠定基础。

1 材料和方法

1.1 主要材料

1.1.1 实验动物 采用成簇的规律间隔的短回

文 重 复 序 列（clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats，CRISPR） 及 其 相 关 蛋 白 9
（CRISPR-associated protein 9，Cas9）介导的基因

编辑技术构建以 C57BL/6J 为遗传背景的 Mafb 基因

敲除小鼠，由本课题组与上海南方模式生物科技股

份有限公司［实验动物生产许可证号：SCXK（沪）

2017-0010］合作完成。野生型 C57BL/6J 小鼠购自

重庆医科大学实验动物中心［实验动物生产许可证

号：SCXK（渝）2017-0001］。实验动物均在重庆

医科大学附属儿童医院动物实验中心SPF 级动物房

饲养［实验动物使用许可证号：SYXK（渝）2017-
0012］。实验操作符合实验动物伦理学要求并通过

伦理审查（CHCMU-IACUC20200424018）。

1.1.2 试剂 EmeraldAmp PCR Master Mix、DNA 
marker［宝日医生物技术（北京）有限公司］，引

物［生工生物工程（上海）股份有限公司］，蛋白

酶 K（大连美仑生物技术有限公司），兔抗 Mafb
多克隆抗体、小鼠抗 E-cadherin 单克隆抗体（英国

Abcam 公司），兔抗 α-SMA 单克隆抗体（成都正

能生物技术有限责任公司），Hoechst 33342、抗荧

光淬灭封片液（上海碧云天生物技术有限公司），
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Cy3- 山羊抗兔二抗、Cy3- 山羊抗小鼠二抗（北京

康为世纪生物科技有限公司），Triton X-100（美

国 Sigma 公司），Tris、EDTA、十二烷基硫酸钠

（sodium dodecyl sulfate，SDS）（美国 Genview 公 
司）。组织裂解液配制：3 mol/L NaCl 66.7 μL、
1 mol/L Tris-HCl （pH＝8.0） 100 μL、0.5 mol/L 
EDTA 10 μL、10% SDS 20 μL、蛋白酶 K 10 μL，
双蒸水定容至 1 mL。
1.1.3 仪器 T100 PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司），

光学显微成像系统和荧光显微成像系统（日本

Nikon 公司），Inspect S50 扫描电子显微镜（美国

FEI 公司），组织切片机（德国 Leica 公司）。

1.2 Mafb 基因敲除小鼠的构建和基因型鉴定

1.2.1 Mafb 基因敲除小鼠的构建 根据 Ensembl
数据库（http://ensemblgenomes.org/）中的小鼠 
基因组序列信息，小鼠 Mafb 基因仅存在转录本 
Mafb-201（ENSMUST00000099126.5），且仅有一 
个 外 显 子（exon 1）。 通 过 Crispor 在 线 软 件 
（http://crispor.tefor.net/），针对 exon 1 的 5＇- 非翻

译区（untranslated region，UTR）和 3＇-UTR 分别 
设计 2 条特异性高且更靠近编码区域的指导 
RNA（guide RNA，gRNA），其中 gRNA1 的序列 
为 5＇-GGGAAAACTTTGCGGCCGGC-3＇（前 
间隔序列邻近基序为 CGG），gRNA2 的序列为

5＇-TCTGGGCCAGGGCAAGGGCG-3＇（前 间 隔 序

列邻近基序为 GGG）。通过体外转录的方式获得

Cas9 mRNA 和 gRNA，将其显微注射到 C57BL/6J
小鼠的受精卵中，通过非同源末端连接（non-
homologous end joining，NHEJ）途径进行基因沉默，

获得 F0 代小鼠（图 1）。经 PCR 扩增及上海南方

模式生物科技股份有限公司测序鉴定阳性的 F0 代

小鼠与野生型 C57BL/6J 小鼠交配获得 6 只 F1 代小

鼠。将鉴定为 Mafb 基因敲除杂合子（Mafb＋/－）的

F1 代小鼠按照雌雄比 2 ∶ 1 于傍晚合笼，次日清

晨在雌鼠阴道口寻找阴栓，发现阴栓当天视为妊娠

日（gestation day，GD）0.5 d，GD 18.5 d 剖 宫 产

取出胎鼠，采用 PCR 鉴定 Mafb 和性别基因型。

Cas9/gRNA

图 1 Mafb 基因敲除小鼠构建策略

Fig 1 Construction strategy of Mafb knockout mice
The Cas9 protein bound to the target site under the guidance 

of gRNA resulting in the deletion of the sequence of exon 1, 

and finally obtained Mafb knockout mice. Mafb: V-maf 

musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B; Cas9: 

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats-

associated protein 9; gRNA: Guide RNA; NHEJ: Non-

homologous end joining.

1.2.2 PCR 鉴定基因型 取胎鼠尾组织，加入组织

裂解液 500 μL，56 ℃ 水浴过夜；次日以 13 000×g
离心 15 min，取上清液至 1.5 mL EP 管中，加等体

积异丙醇，混匀后 13 000×g 离心 10 min；弃上清，

经 75% 乙醇洗涤后用 DEPC 水溶解 DNA，放入 
－20 ℃ 冰箱备用。基因型鉴定引物序列由上海南

方模式生物科技股份有限公司设计（表 1），由生

工生物工程（上海）股份有限公司合成。Mafb 敲除

和野生型基因型鉴定 PCR 扩增条件：95 ℃ 5 min； 
95 ℃ 15 s，60 ℃ 15 s，72 ℃ 2 min，循环 35 次；

72 ℃ 5 min，12 ℃ 保持。性别基因型鉴定 PCR 扩增

条件：95 ℃ 2 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 
30 s，循 环 35 次；72 ℃ 2 min，12 ℃ 保 持。 取

PCR 产物 10 μL 进行 1.5% 琼脂糖凝胶电泳。

表 1 基因型鉴定引物序列

Tab 1 Primer sequences for genotype identification

Genotype Primer name
Primer sequence (5＇-3＇) Product 

length/bpForward Reverse
Mafb-knockout P1 TCCGTCCCACTCGGCTCCAG GGGAGTCCAGGGCTAGGGGC 604
Mafb-wild type P2 TGGCGAGCAACTACCAGCAG TCACGCACCGACATGGACAC 406
SRY-male P3 CTTTTTCCAGGAGGCACAGA GACAGGCTGCCAATAAAAGC 250

Mafb: V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B; SRY: Sex determining region Y.
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1.3 Mafb－/－胎鼠阴茎组织表型观察 收集雄性

Mafb－/－和野生型胎鼠阴茎组织标本，一部分放入

4% 多聚甲醛溶液中固定以备石蜡包埋，一部分放入

2.5% 戊二醛溶液中固定进行扫描电子显微镜观察。

1.3.1 免 疫 荧 光 技 术 检 测 Mafb、E-cadherin 和

α-SMA 蛋白表达 固定完成的 Mafb－/－和野生型胎

鼠阴茎组织由重庆医科大学儿科研究所免疫组织化

学室统一脱水处理。充分浸蜡后，将阴茎远端垂直

向下进行包埋，凝固后连续切片，厚度为 4 μm，由

远及近顺序编号。切片放入 60 ℃烤箱烘烤 24 h，
室温保存。取出保存的切片，放入 60 ℃烤箱预热

30 min，脱蜡后置于枸橼酸溶液中用微波炉高火加

热修复抗原，冷却后经 0.2% Triton X-100 溶液打

孔、0.5% 牛血清白蛋白（bovine serum albumin，
BSA）溶液封闭后，加入 Mafb 抗体、E-cadherin
抗体和 α-SMA 抗体（稀释比例为 1 ∶ 200，0.5% 
BSA 配制）4 ℃过夜孵育。室温复温 30 min，PBS
清洗后加入荧光二抗（稀释比例为 1 ∶ 200，0.5% 
BSA 配制）、Hoechst 33342（稀释比例为 1 ∶ 200，

PBS 配制）孵育。使用抗荧光淬灭封片液封片，通

过荧光显微成像系统采集图像。

1.3.2 扫描电子显微镜和 H-E 染色观察阴茎组织

形态 将固定完成的胎鼠阴茎组织用PBS 清洗后，

用 4% 蔗糖溶液洗涤 5 min，梯度乙醇脱水；样本

粘于导电胶上，临界点干燥，真空喷镀，在扫描电

子显微镜下观察。选取阴茎组织石蜡切片，脱蜡后

经H-E 染色，中性树脂封片，在光学显微镜下观察。

2 结 果

2.1 小鼠繁殖情况 获得的 Mafb＋/－小鼠饮食、

发育等正常，皮肤、毛色与野生型小鼠相比无明显

差异，无外观畸形（图 2A、2B）；Mafb＋/－雌鼠妊

娠期为 19.5 d，哺乳期为 21 d，合笼后每胎孕 5～8
只，可正常生长繁殖。Mafb－/－鼠出生正常，但很快

出现发绀，并在出生 2 h 内死亡（图 2C、2D）。

GD 18.5 d 的 Mafb－/－胎鼠外观与野生型胎鼠未见明

显差异，未出现唇腭裂、四肢缺损、脊柱裂等外观

畸形（图 2E～2H）。

图 2 Mafb 基因敲除小鼠大体形态学观察

Fig 2 General morphological observation of Mafb knockout mice
A: Adult Mafb＋/－ mouse; B: Adult Mafb＋/－ mouse (the left one) and wild type mice (the right two); C: Newborn wild type mouse; 

D: Newborn Mafb－/－ mouse; E, F: Fetal wild type mouse at GD 18.5 d; G, H: Fetal Mafb－/－ mouse at GD 18.5 d. Mafb: V-maf 

musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B; GD: Gestation day.

2.2 小鼠基因型鉴定结果 P1 引物为 Mafb 基因缺

失型引物，P2 引物为 Mafb 基因野生型引物，P3 引

物为雄性基因型引物。根据PCR结果判定基因型，

野生型小鼠仅有 P2 引物扩增产物约 406 bp 的条带，

Mafb＋/－小鼠会同时出现 P1 和 P2 引物扩增产物约

604 bp 和约 406 bp 的条带，Mafb－/－小鼠仅出现 P1

引物扩增产物约 604 bp 的条带（图 3A）；雄性小

鼠出现 P3 引物扩增产物约 250 bp 的条带，雌性小

鼠则未出现条带（图 3B）。

2.3 Mafb 基因敲除小鼠阴茎组织中 Mafb 蛋白表

达情况 免疫荧光检测结果显示，Mafb 蛋白在野

生型胎鼠阴茎组织中主要表达在尿道上皮细胞，而

在Mafb－/－胎鼠阴茎组织中几乎没有表达（图 4），

证明 Mafb 基因敲除小鼠模型成功建立。
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图 4 免疫荧光检测 Mafb－/－胎鼠阴茎组织中

Mafb 蛋白的表达

Fig 4 Mafb protein expression in penile tissues of fetal 

Mafb－/－ mice detected by immunofluorescence
Mafb: V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 

homolog B.

2.4 Mafb 基因敲除小鼠阴茎组织形态 扫描电子

显微镜下观察可见，雄性 C57BL/6J 小鼠的阴茎在

GD 18.5 d 已基本发育成型，野生型胎鼠阴茎组织

形态完整，尿道皱褶在腹侧融合，冠状沟清晰，尿

道并入龟头（图 5A）；Mafb－/－胎鼠阴茎组织形

态异常，尿道皱褶融合障碍、腹侧包皮部分缺如，

呈现“V”字形，尿道开口在阴茎腹侧位置（图

5B）。H-E 染色结果显示，野生型胎鼠阴茎组织尿

道板已充分融合，中心尿道腔清晰；Mafb－/－胎鼠

阴茎腹侧包皮发育缺损，尿道板未完全融合（图6）。
2.5 Mafb 基 因 敲 除 小 鼠 阴 茎 组 织 E-cadherin 和

α-SMA 表达情况 免疫荧光检测结果显示，与野生

型胎鼠相比，Mafb－/－胎鼠阴茎组织尿道缝处细胞

E-cadherin 表达明显下降（图 7），α-SMA 表达明

显增加（图 8）。

图 5 扫描电子显微镜下观察Mafb－/－胎鼠阴茎组织形态

Fig 5 Morphology of penile tissues of fetal Mafb－/－ mice 

observed under scanning electron microscopy

A: Fetal wide type mouse; B: Fetal Mafb－/－ mouse. The single-

head arrows indicate urethral meatus, and the double-headed 

arrow indicates failure of urethral fold fusion in fetal Mafb－/－ 

mouse. Mafb: V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma 

oncogene homolog B.

图 6 Mafb－/－胎鼠阴茎组织连续切片病理学观察

Fig 6 Pathology of serial sections of penile tissues in fetal 

Mafb－/－ mice

Hematoxylin-eosin staining. The sections from left to right are 

the distal to proximal end of the penis. The arrows indicate 

urethral meatus. Mafb: V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma 

oncogene homolog B. 

图 3 Mafb 基因敲除小鼠基因型鉴定结果 

Fig 3 Results of genotype identification of Mafb knockout mice  
A: Genotype identification of Mafb; B: Genotype identification of SRY. M1: DL 2000 marker; M2: DNA marker Ⅰ; 1: Genotype 

identification of wild type mice, only 406 bp band; 2: Genotype identification of Mafb＋/－ mice, both 406 bp and 604 bp bands; 3: 

Genotype identification of Mafb－/－ mice, only 604 bp band; 4: Genotype identification of male mice; 5: Genotype identification of 

female mice; H2O: Negative control. Mafb: V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B; SRY: Sex determining 

region Y.
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图 7 免疫荧光检测 Mafb－/－胎鼠阴茎组织中

E-cadherin 的表达

Fig 7 E-cadherin expression in penile tissues of fetal 

Mafb－/－ mice detected by immunofluorescence

Mafb: V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 

homolog B; E-cadherin: Epithelial cadherin.

图 8 免疫荧光检测 Mafb－/－胎鼠阴茎组织中

α-SMA 的表达

Fig 8 α-SMA expression in penile tissues of fetal Mafb－/－ 

mice detected by immunofluorescence

Mafb: V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 

homolog B; α-SMA: α-smooth muscle actin.

3 讨 论

尿道下裂是男性最常见的先天性畸形之一，

主要表现为腹侧包皮发育不全和尿道口异位等症 
状［16-17］。目前尿道下裂的主要治疗手段仍是外科

手术，通常需要多次手术以达到功能和外观上可接

受的结果，但术后并发症如尿道瘘、尿道狭窄等常

不能避免，特别是重型尿道下裂患者，甚至可出现

终身排尿困难和性功能障碍，并有增加心理问题发

生的风险［18-19］。因此，尿道下裂作为一个重要的健

康问题，探究其发病机制尤为重要。目前大多数尿

道下裂患者病因仍不明确，而现阶段主要的研究方

向是遗传易感性和环境内分泌干扰物［20-21］，其中，

对外生殖器发育具有重要调控功能的雄激素信号通

路逐渐成为关注重点。

外生殖器的发育涉及多种信号通路调控，雄激

素信号通路在男性生殖发育过程中发挥着重要作 
用［4］。动物胚胎研究发现，在小鼠中，直到 GD 
14.5 d，不同性别外生殖器的解剖学差异才显著，

而生殖器结节的性别分化始于 GD 16.5 d，此时尿

道板管状化形成尿道，男性尿道并入龟头，这一系

列过程依赖于雄激素信号通路［22］。在胚胎组织或

成体组织中局部产生的雄激素包括睾酮和 DHT，
这 2 种激素在生殖结节器官发生中通过 AR 介导其

重要作用［23-24］，而雄激素可诱导 Mafb 的表达。有

研究表明 Mafb 在 AR 基因条件性敲除小鼠的雄性

生殖结节中表达显著下调［25］，结合本课题组前期

使用 DHT 干预正常儿童包皮成纤维细胞发现 Mafb
表达显著上调、而 AR 拮抗剂氟他胺干预会显著下

调 Mafb 的表达［26］，提示转录因子 Mafb 为雄激素

反应靶基因，可能参与调节男性外生殖器形成。

Mafb 是 AP-1 家族的重要成员，作为启动基因

转录的开关，其在肾脏、胰腺、肺和脑等多个组织

中广泛表达［5］，该基因缺失可能会导致生长发育

过程中部分功能减弱或障碍，例如，Mafb 基因突

变与跖骨溶解综合征相关，Mafb 和 Maf 双敲除可

导致睾丸血管增生、睾丸间质细胞缺陷和生殖细胞

数量减少等［27-29］。在与尿道发育过程类似的颌面

部发育研究中，已证实小鼠胚胎颅面腭融合过程中

Mafb 在腭架周围上皮和内侧缘上皮中表达强烈，

表达模式与唇腭发育中作用一致，表明 Mafb 在唇

腭形态发生中发挥作用［30］。本研究构建了 Mafb 基

因敲除小鼠，发现 Mafb－/－胎鼠阴茎尿道板融合不

完全，腹侧包皮融合障碍，出现明显的尿道下裂表

型，说明 Mafb 是男性外生殖器形成过程中的重要

一环。但 Mafb 的下游基因有哪些及如何通过靶基

因影响尿道发育的具体机制目前仍不明确，需进

一步研究。EMT 在胚胎发育中，尤其在神经嵴发

育、腭部形成等过程中的关键作用已有相关文献

报道［31-32］，本课题组前期证实 EMT 与大鼠胚胎阴

茎发育关系密切［15］，故本研究挑选 EMT 关键蛋白

E-cadherin 和 α-SMA 检测，发现 Mafb－/－胎鼠尿道

缝处细胞表达与野生型小鼠相比出现明显差异，提

示间质细胞可能存在异常增殖，推测尿道融合障碍

可能与 Mafb 表达下降导致尿道缝处 EMT 异常有
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关，其机制有待进一步研究。

CRISPR/Cas9 系统通过 gRNA 和 Cas9 蛋白的

参与，将待编辑的细胞基因组 DNA 看作病毒或外

源 DNA，精确剪切预设的 DNA 位点造成 DNA 双

链断裂，诱导其发生缺失突变［33］，具有合成简便、

特异性高、可对靶基因多个位点或多个基因同时敲

除、更容易预测可能的突变位点等优点［34］。相较

于此前研究使用的 Cre-loxp 系统构建模型［25,35-36］，

本研究利用 CRISPR-Cas9 技术通过 NHEJ 高效沉

默基因，成功构建了 Mafb 基因敲除小鼠，Mafb＋/－

小鼠生长良好、能够正常繁育，而 Mafb－/－小鼠在

出生时正常、但很快出现发绀并死亡，这与 2003
年的一项研究结果相印证，此研究分析 Mafb－/－小

鼠会由于呼吸节律缺陷和致命性的中枢性呼吸暂停

导致出生后立即死亡［35］。本研究取材的 GD 18.5 d 
小鼠阴茎组织几乎已发育完整［37］，因此 Mafb－/－小

鼠出生后的致命性缺陷对本研究结果几乎没有影

响。本研究采用免疫荧光技术检测 Mafb－/－胎鼠阴

茎组织形态，结果表明几乎没有 Mafb 蛋白表达，

说明敲除成功，且与 PCR 基因型鉴定结果一致。

本研究利用 CRISPR/Cas9 技术成功构建了

Mafb 基因敲除小鼠，通过对 Mafb 基因敲除小鼠的

繁育和基因型的鉴定及 Mafb－/－胎鼠尿道下裂表型

的初步研究，证实该基因敲除可导致小鼠出现尿道

下裂表型及尿道缝处细胞中 E-cadherin 和 α-SMA
的表达差异，这为进一步研究 Mafb 在尿道下裂发

生机制中的作用奠定了基础。
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