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目的
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利用
KTA5DT
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K);G

基因编辑技术建立
,-T>'

敲除小鼠模型'

方法 根据
,-T>'

基因序列#设计针

对
,-TF%"#)

的
O

T>'

引物序列 $双靶点%#

DKT

扩增获得针对
,-TF%"#)

的体外转录模板
?>'

和构建
K);G

体外转录模板#然

后进行
K);G

和
O

T>'

体外转录'利用体外转录的
O

T>'

"

K);G,T>'

对小鼠受精卵显微注射#并利用
QBM#

酶切和基因测序

对
,-TF%"#)

突变进行检测和鉴定'

结果
DKT

扩增&凝胶电泳和基因测序鉴定证实#获得序列正确的用于体外转录的模板
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(体外转录获得
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#顺利完成对小鼠受精卵的显微注射(利用
QBM#

酶切对
,-TF%"#)

突变进行检测#发

现
E

只新生小鼠中有
B

只$

EB<$̂

%被鉴定在
,-TF%"#)

位点携带突变(基因测序结果显示#各小鼠均有不同程度的碱基插入或

缺失突变#其中缺失碱基数目最多的
C

号小鼠产生
%#

个碱基缺失'

结论 成功建立
,-TF%"#)

基因高效敲除小鼠模型'
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胃癌作为世界范围内最常见的恶性肿瘤之一#每

年导致数以百万计的患者死亡)

#F%

*

#其中在中国#胃癌

死亡率一直居恶性肿瘤的首位)

CF$

*

'胃癌是多因素交

叉作用后引起的病理性疾病#与许多癌基因和抑癌基

因都有着密切的联系)

&FE

*

'随着对肿瘤相关基因研究

的不断深入#基因敲除动物模型在肿瘤研究中的应用

也越发受到重视)

GF#"

*

'基于基因敲除动物模型在胃癌

发病机制研究中有独特的优势#本课题旨在利用国际

上最为先进#并且方便&快捷&高效的
KTA5DT

"

K);G

基因编辑技术)

##F#&
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#以
,-TF%"#)

为例#建立
,-T>'

基因敲除小鼠模型#为后续研究
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在胃癌发病

过程中的作用提供重要的研究工具'
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'小鼠饲养于上海中医药大

学实验动物室
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脂
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$体外转录模板
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的获得 针对
,-TF%"#)

靶向敲除靶点#设计

并合成
!

条引物#其中
#

条引物序列含有用于体外

转录的
QB

启动子序列$蓝色%&靶点特异性序列$绿

色%以及
O

T>'

骨架序列的前一部分$青色%#另一

条引物含有
O

T>'

骨架序列的其余部分$图
#

%'两

条引物的
%b

端存在互补配对序列'利用这对引物进

行
DKT

扩增即可得到用来体外转录的模板
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'

图
(
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体外转录模板的构建示意图
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体外转录模板的构建 由于质粒
H

W!&"

中
K);G

起始密码子
'QY

恰好是位于此处的
H+2

*

$

KK'QYY

%酶切位点的一部分#因此可以通过

该酶切位点引入用于体外转录
K);G

的
5D&

启动

子序列'通过合成带有
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磷酸基团的如下两段引物!
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'下划线部分代表
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KK'QYY

%酶切位点'经过等比例混合#退

火后即可形成两端各带有
H+2

*

黏性末端#中间序

列为
5D&

启动子的双链
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'同时用
H+2

*

处理

H

W!&"

质粒#并去磷酸化#而后与上述退火产物进行

连接&转化#经测序鉴定方向#即可得到可被
5D&

体

外转录试剂盒作为模板的
K);G

质粒'

#<C

!

K);G

及
O

T>'

的体外转录
DKT

产物形式

的
O
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模板通过酚
F

氯仿抽提和乙醇沉淀进行纯

化#使用体外转录
QB

试剂盒进行转录#并通过酚
F

氯

仿抽提和异丙醇沉淀进行回收'使用
H2"

*

处理带

有
5D&

启动子序列的
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个
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的显微注射 显微注射

所使用的受精卵来自与同品系雄鼠交配后超排的母

鼠'注射前将受精卵培养在
U5@6

胚胎培养基当

中'利用显微注射用
QM

缓冲液$无核酸酶%将针对
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的
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与
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混合并稀释至
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用
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显微操作装置将上

述溶液通过显微注射针头注入单细胞期的受精卵胞

质中'注射后的受精卵被立即或经
U5@6

过夜培

养后移植进假孕
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母鼠'
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小鼠基因组
?>'

的提取及
DKT

扩增 新生

小鼠出生约
#

周后#剪下脚趾#

$$_

水浴消化过夜

后#苯酚
F

氯仿法提取基因组
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'
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反应条件!
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(
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#
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个循环'

#<B
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利用
QBM#

酶切对突变进行检测
DKT

产物

吸
$

$

\

点样#琼脂糖凝胶$

#<$^

%电泳观察有无目

的条带'另外吸
#"

$

\

#

QBM#

酶切$酶切体系
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\

!
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%是
K);G

蛋白识别序列

的必要条件#其能够聚集到
D'6

区域进行识别切

割'利用
KTA5DT

"

K);G

O

+2+7)1

O

+7-2

O

技术#构建

针对
,-TF%"#)

基因的
O

T>'

#指导
K);G

蛋白在特

定位点剪切
?>'

双链(由于
,-TF%"#)

为非编码

区#且序列较短#故选择设计合适靶点即可#但考虑

到靶点效率及后期鉴定#选择设计双靶点$图
!

%'

图
E

!

针对
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的
C
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序列 $双靶点&
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体外转录的模

板
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片段
DKT

扩增和凝胶电泳检测结果表

明!获得预期大小$

B%!I

H

%的
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片段$图
%

%#并

经测序确认'
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体外转录模板的构建及
K);G

和
O
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的体外转录 基于
DKT

扩增获得体外转录的模板

?>'

序列和实验室构建好的
K);G

体外转录模板
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%#体外转录并通过氯化锂沉淀进行纯化回收#
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位点携带突变#除
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为
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外#其余都

携带突变$图
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以及靶点特异性的
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敲除小鼠
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基因测序鉴定突变 结果显示#大约以
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区域为中心#各小鼠均有不同程度的碱基插入或缺

失突变#其中缺失碱基数目最多的
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个碱基缺失#表明
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胃癌是多因素&多步骤作用后引起的病理性疾

病#其发病机制与许多癌基因或抑癌基因都有着紧

密联系)

&FE

*

'随着对肿瘤发病机制研究的不断深入#

基因敲除动物模型在肿瘤基础研究中发挥的作用也

越来越大)

GF#"

*

'基因敲除动物可以有很多应用#包

括探讨化学药物与基因或蛋白表达产物的关系#幽

门螺杆菌等在胃癌形成中的作用机制)

#BF#E

*

'

KTA5DT

"

K);

系统是细菌和古细菌中用来抵御

噬菌体和质粒等外源
?>'

片段入侵而建立起来的

防御机制)
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#由
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)3-2*1/,-(1+

H

+)7;

$

KTA5DT
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%基因组成'

KTA5DT

系统的免疫

干扰过程主要包括
%

个阶段!适应&表达和干扰'在

适应阶段#

KTA5DT

系统会将来自噬菌体或质粒的

?>'

短片段整合到前导序列和第一段重复序列之

间#每次整合都伴随着重复序列的复制#进而形成新

的重复
F

间隔序列单元'在表达阶段#

KTA5DT

基因

座会被转录成一段
KTA5DTT>'

前体
H

1+F(1T>'

#

该前体在
K);

蛋白和
71)(1T>'

的存在下会在重复

序列处被进一步加工成小的
(1T>'

#成熟的
(1T>'

与
K);

蛋白形成
K);

"

(1T>'

复合体'在干扰阶段#

(1T>'

通过其与靶序列互补的区域引导
K);

"

(1T>'

复合体寻找靶点#并在靶点位置通过
K);

蛋

白的核酸酶活性造成靶点位置双链
?>'

断裂#从

而使靶标
?>'

失去功能'

通过人工构建模拟
(1T>'F71)(1T>'

复合体的

单链嵌合体引导
T>'

$

O

0-*+T>'

%#可有效介导

K);G

蛋白对靶点的识别和切割#从而为在目标物种

中利用
KTA5DT

系统对目标
?>'

进行修饰提供了

广阔前景)

#%F#&

*

'总之#

KTA5DT

"

K);G

具有许多技术

优越性!克服现有技术在构建基因敲除小鼠技术中

存在的周期长&工作量大&难度高&效率低等不足(免

+

G$!
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去了构建以及优化筛选
gJ>

和
Q'\M>

串联碱基

识别模块组合的过程(可供靶向序列相对于
gJ>

或

者
Q'\M>

有着更高的出现频率及更大的灵活性#

从而为精确的基因组编辑提供了更多选择'

本课题利用
KTA5DT

"

K);G

基因编辑技术#以

,-TF%"#)

为靶点#通过向小鼠受精卵内显微注射

KTA5DT

"

K);G

系统有关的
T>'

来实现对目的基因

,-T>'

的靶向切割与破坏'该模型的建立#为后续

研究
,-TF%"#)

及其他
,-T>';

在胃癌发病过程中

的作用机制提供重要的工具#也为其他重要基因体

内功能研究提供了技术借鉴'
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