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［摘 要］ 目的：利用CRISP/Cas9技术敲除C57BL/6小鼠中的RelB基因，为核因子（nuclear factor，NF）⁃κB转录因子蛋白家族

的RelB基因与肿瘤转移等方面的研究提供RelB基因敲除实验动物模型。方法：利用基因编辑技术CRISPR/Cas9系统，设计并

构建针对目的基因RelB第4外显子 sgRNA，同时利用T7 RNA聚合酶体外转录Cas9 mRNA。取C57BL/6小鼠受精卵体外注射

sgRNA和Cas9 mRNA后，进行胚胎移植，实现靶基因敲除。待小鼠出生后提取DNA并进行PCR鉴定，获得F0代，后与野生型

交配后繁殖，取样提取DNA，测序分析鉴定后获得F1代小鼠，并在蛋白质水平和基因组水平分别验证敲除效果。结果：获得了

4个在RelB基因突变的首建鼠，并得到了稳定遗传的RelB基因敲除小鼠。基因组测序结果示，敲除实验组中RelB的mRNA出

现无义突变，令其mRNA翻译终止。与对照组相比，敲除实验组检测不到RelB蛋白表达。同时，Western blot结果显示，NF⁃κB
家族中其他成员RelA、p50和 p52的蛋白表达不受影响。结论：成功获得特异性敲除RelB的C57BL/6小鼠，为RelB在肿瘤转

移、耐药中的研究提供了重要工具。
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［Abstract］ Objective：To evaluate the relationship between the nuclear factor ⁃ κB（NF ⁃ κB）family member RelB and tumor
metastasis，we established a RelB knockout mouse model by CRISPR/Cas9 system. Methods：The RelB specific single⁃guide RNAs
targeted exon4 were designed for CRISPR/Cas9 system. The Cas9 and sgRNAs were transcribed by T7 RNA polymerase and
microinjected into the mouse zygote. C57BL/6 mouse fertilized eggs injected with sgRNA and Cas9 mRNA in vitro were transplanted
into mouse uterus. F1 generation was obtained by mating F0 generation with wild type. PCR and gene sequencing were performed to
identify the RelB phenotype of F0 and F1 generation mice. The expression of RelB in F0 and F1 generation mice was evaluated in gene
level and protein level. Results：We obtained four RelB-/+ F0 mice and stable inherited RelB-/- offspring. The results of genome
sequencing showed that there was a nonsense mutation in the mRNA of RelB in the knockout group，which caused the mRNA
translation to terminate. Compared with the control group，the expression of Relb protein was not detected in the knockout group.
Meanwhile，the results of Western blot showed that there was no significant difference between knockout group and control group in the
expression of NF⁃κB family members（RelA，p50 and p52）. Conclusion：The RelB knockout C57BL/6 mouse model was successfully
established，which provided an important tool for the study of RelB in tumor metastasis and drug resistance.
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核因子（nuclear factor，NF）⁃κB是一种转录因

子，它不仅可以参与调节免疫反应、细胞凋亡和增

殖，同时在肿瘤细胞的侵袭、转移和耐药中也发挥

着极为重要的作用［1］。其家族成员以同源或异源二

聚体形式存在：NF⁃κB1（p50/p105）、NF⁃κB2（p52/
p100）、RelA（p65）、RelB和 c⁃Rel。NF⁃κB可通过经

典和（或）非经典途径触发，这些途径分别基于 p50/
RelA和p52/RelB二聚体的核易位，从而进一步调节

参与免疫和炎症反应的靶基因［2］。NF⁃κB信号通路

的激活会导致肿瘤对化疗及放疗产生抵抗［3-5］。因

此，抑制NF⁃κB一直被视为提高常规放化疗疗效的

有效方法［6］。其中以RelA及RelB的作用为主，RelA
发现较早且机制研究较为透彻，而RelB介导的非经

典型通路的激活报道较少。已有文献报道，RelB在

肿瘤的发生、耐药、转移等多个方面起到重要作用，

但其机制目前尚未明确［7-9］。

基因编辑技术，是指针对DNA中的核苷酸进行

删除、置换和插入等操作，从而特异性地改写DNA
图谱；是研究基因功能的重要手段，也是分子生物

学和遗传学的重要研究方向。在过去几十年中，基

因编辑技术得到了长足发展，其中，ZFN（zinc finger
nucleases）技术［10］和 TALEN（transcription activator
like effector nucleases）技术［11］是基因编辑技术中的

重大突破，实验者可以通过这两种技术针对特定的

DNA序列，设计识别蛋白，完成相应序列的编辑操

作 。 CRISPR/Cas9（clustered regulatory interspaced
short palindromic repeats/CRISP associated endonu⁃
clease cas9）技术［12］是近几年发展起来的一种新基

因编辑技术，它是古细菌和细菌在长期选择性压力

中形成的适应性免疫防御，可以有效抵御病毒及外

源性DNA的入侵。CRISPR/Cas9技术原理是利用一

段 guide RNA（gRNA），指导Cas9对靶序列进行特异

性切割［13］；相比ZFN和TALEN，CRISPR/Cas9系统细

胞毒性小、操作简洁、成功率高，因此被越来越多地

应用于分子生物学研究［14］。本研究拟利用CRISPR/
Cas9技术对小鼠RelB基因第 4外显子进行精确修

饰，实现对小鼠RelB基因的敲除，以期利用RelB基

因敲除小鼠构建相应肿瘤模型，研究肿瘤转移与耐

药等机制。

1 材料和方法

1.1 材料

本研究所用小鼠品系为C57BL/6，该品系源自

Abby Lathrop小鼠株的近交品系实验鼠，代孕母鼠

品系为FVB/N，源自远交系 Swiss鼠，均购自北京维

通利华实验动物技术有限公司。动物实验符合南

京医科大学动物伦理委员会的规定并被授权。大

肠杆菌感受态细胞DH5α菌株（南京诺维赞公司），

质粒抽提试剂盒（Qiagen公司，美国），质粒转染试剂

盒、DNA Marker、限制性内切核酸酶T7E1、PCR试剂

盒（Sigma公司，美国）；细胞培养所需胎牛血清、培

养基（Gibco公司，美国）。本实验中的引物合成、基

因测序、动物繁殖、受精卵显微注射均和上海邦耀

生物科技有限公司合作完成。

1.2 方法

1.2.1 RelB基因序列分析和基因敲除靶点序列设

计合成

通过NCBI获取小鼠RelB基因组序列NC0000 73.6
（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/19698），Mouse Ge⁃
nome Informatics网站检测RelB基因是否有胚胎致

死性。小鼠 RelB 基因包含 12 个外显子，本研究

选择在小鼠 RelB 基因（Gene ID：19698）第 4 外显

子设计靶位点，经美国麻省理工学院 CRISPR De⁃
sign 软件（http：//crispr.mit.edu/）进行脱靶率预测

并筛选出平均得分最高的两个位点进行设计：

RelB⁃gRNA1：5′⁃GCTGAGTGAGATGCCGCGCCTGG⁃
3′；RelB ⁃gRNA2：5′ ⁃CCACGGCCGTACCTGGTCAT⁃
CAC⁃3′。

将由公司合成的 gRNA单链复性形成双链，与

CRISPR/Cas骨架质粒互补的线性化黏性末端进行

连接，合成Oligo二聚体［15］。合成条件：95 ℃ 3 min，
缓慢冷却至 25 ℃（-0.05 ℃/s），16 ℃ 5 min。将产物

加入感受态细菌E.coli DH5α用于转化，挑取单克隆

菌落进行摇菌扩增，提取质粒后进行测序。

1.2.2 细胞转染及 sgRNA体外活性检测

用含 10%胎牛血清的DMEM培养基培养人乳

腺癌细胞MCF⁃7，待细胞密度达 80%时传代铺 6孔

板。次日取 1.2.1中获得的质粒 2 μg与 4 μL DNA⁃
fectin（ABM公司，加拿大）在无血清无双抗的DMEM
中混合，室温静置 15 min后，加入 6孔板中（以上为

每孔所需试剂与质粒数量）。转染48 h后提取细胞

DNA，分3组（转染 sgRNA1质粒、转染 sgRNA2质粒、

转染空载质粒）。将细胞DNA以T7E1引物（上游5′⁃
CTCCCCAGCCTCACGGGTC⁃3′，下游 5′⁃AGCAGCA⁃
CAACACGCACCT⁃3′）行 PCR扩增、并退火形成异

源双链核酸分子，后按 T7核酸内切酶 1（T7E1）说

明书步骤进行酶切反应，将酶切后产物行琼脂糖

凝胶电泳。
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1.2.3 Cas9 mRNA体外转录和CRISPR/Cas9的显微

注射

将Cas9表达质粒和上述gRNA表达载体经XbaⅠ
内切酶酶切线性化处理后进行纯化，溶于无核酶水

中作为体外转录模板进行体外转录（扩增程序：

94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 50 s，40个循

环；72 ℃ 10 min）。
将上述 sgRNA（25 ng/μL，20 μL）、Cas9 mRNA

（100 ng/μL，10 μL）混匀，加 3 μL乙酸钠（3 mol/L），

调定pH值至5.2，加入无水乙醇得到沉淀，再用无酶

水重悬。通过显微注射仪器将溶液注射入体外受

精小鼠受精卵的胞浆部分，构建形成特定的小鼠胚

胎细胞（受精卵）。体外培养 1~2 h后，将存活的受

精卵移植入假孕FVB/N母鼠输卵管，将孕母鼠单笼

饲养，20 d左右母鼠生产获得首建鼠F0代。

1.2.4 小鼠基因型鉴定

待上述步骤所得F0代小鼠长至1周龄，剪小鼠

脚趾约 0.5 cm，利用试剂盒提取基因组DNA，使用

RelB特定引物（表 1）进行PCR扩增，PCR产物测序

鉴定基因型。将目标基因RelB发生敲除的小鼠分

别与野生型小鼠杂交繁殖，对小鼠鉴定基因型，可

得到RelB-/-小鼠F1代（杂合子），取部分小鼠冷冻精

子保种，余继续繁殖。

1.2.5 Western blot验证

取野生型（wild type，WT）和RelB-/-小鼠的皮肤、

肌肉、肝脏、骨组织在含有蛋白酶抑制剂的裂解液中

匀浆，提取总蛋白，经SDS⁃PAGE胶分离，湿转法转至

PVDF膜上，用含 5%BSA的 TBST室温封闭 1 h，经

RelB、RelA、p50、p52、cRel一抗（Santa Cruz公司，美

国）4 ℃孵育过夜，TBST洗膜后室温孵育二抗（羊抗兔

或羊抗鼠）２h，TBST洗膜后，经化学发光显影液在化

学发光仪（BioRAD）中显影成像，检测蛋白表达情况。

2 结 果

2.1 小鼠RelB基因修饰靶点 gRNA设计及表达载

体构建

基因敲除的关键在于靶点选择，作用于正确靶

点可通过序列突变使基因功能缺失。通过分析小

鼠RelB基因结构，该基因共有12个外显子（蛋白翻

译起始于第1外显子，终止于第12外显子）及2个已

证实的转录本。针对 2个转录本同源序列中的第 4
外显子序列设计 gRNA，挑选MIT分数最高的 gRNA
及另 1个离 atg最近且分数较高的 gRNA，并合成相

应片段（图1A）。
利用引物扩增 gRNA，用 1%的琼脂糖凝胶电泳

检测，得到 gRNA 目的条带与设计的 gRNA一致，表

明gRNA载体构建成功（图1B）。

表1 引物序列

Table 1 Sequences of primers
基因名称

β⁃actin

RelB⁃1

RelB⁃2

引物序列（5′→3′）
上游CACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTG
下游ATAGCACAGCCTGGATAGCAACGTAC
上游TAACAACCTGGGCATCCAGT
下游CGCAGCTCTGATGTGTTTGT
上游GAACCAAGCAGGGAAAACG
下游TAGTGGCGAAATGGGAGGT

A：小鼠RelB基因结构图，针对第4外显子序列设计2个gRNA；B：gRNA经PCR扩增后电泳，得到与设计一致的目的条带，表明gRNA载体

构建成功；C：酶切法验证 sgRNA活性。M：Marker；1：转染 sgRNA1质粒；2：转染 sgRNA2质粒；3：转染空载质粒。

图1 小鼠RelB基因修饰靶点设计结果

Figure 1 Design process and results of RelB gene modification target in mice
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GCTGAGTGAGATGCCGCGCCTGG
CCAGGCGCGGCATCTCACTCAGC
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22.22 kb

RelB⁃gRNA2：
Reverse：

CCACGGCCGTACCTGGTCATCAC
GTGATGACCAGGTACGGCCGTGG

gRN
A2

gRN
A1

500 bp-
-400 bp

A B C
M

2.2 小鼠RelB基因 sgRNA活性筛选结果

T7 核酸内切酶（T7E1）能够识别不完全配对的

双链DNA，并进行切割，如果CRISPR/Cas9对靶点造

成了突变，将能够被该酶识别，并造成双链DNA 断

裂。细胞转染质粒后行T7E1酶切，结果显示，与转

染空载质粒的细胞比较，转染 sgRNA2质粒的细胞

T7E1酶切后产物存在多个条带（图 1C），说明其退

火产物能够被T7E1识别并切割，表明 sgRNA2设计
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小鼠组织基因组PCR产物的琼脂糖电泳凝胶结果显示：F0代小鼠中共有24只杂合子（出现双条带的即为杂合子，红色箭头指出的位置）。

图2 F0代小鼠基因型鉴定结果

Figure 2 Identification of genotype in RelB-/- F0 mice

正确具有活性，能够造成靶点DNA序列突变。

2.3 RelB-/-小鼠基因型鉴定

将转录的 sgRNA和Cas9 mRNA混合物注射到

400颗受精卵，1~2 h后挑选存活且状态良好的304颗
受精卵移植到 20只假孕 FVB 母鼠体内，F0代 20 d
左右出生，共获得 57只F0代，出生率为 18.8%。提

取 F0代小鼠基因组DNA，PCR 扩增后琼脂糖凝胶

电泳与WT小鼠基因组DNA PCR产物进行比对（图

2），并对 F0代小鼠进行RelB敲除情况统计。凝胶

电泳结果示，57只F0代小鼠中33例为野生型，24例
（42.1%）为杂合子（其中 8例为杂合双等位基因敲

除）。将杂合双等位基因敲除小鼠基因组送测序，

部分原始测序序列比对与峰图见图3。
杂合双等位基因敲除小鼠中雄鼠共 3只，选择

A：部分小鼠的原始测序峰图；B：部分小鼠的序列比对结果。

图3 部分杂合子F0代小鼠DNA基因组测序结果

Figure 3 The genome sequences of some RelB-/- F0 mice

39#：

WT：

10#：

28#：

10#⁃35 bp
deletion

28#⁃18 bp
deletion

39#⁃1 bp
deletion

A

B

发育良好且活力强的F0代 39#雄鼠与野生型杂交，

共出生10只F1代（图4A），提取基因组DNA予PCR
后电泳，根据电泳结果挑选其中的 1#♀、2#♀、3#
♂、7#♀号互相交配传代，余雄鼠取精子冷冻保

种。得到F2代小鼠18只，提取小鼠基因组DNA，行
PCR扩增后电泳，验证F2代小鼠中：纯合子3只，杂合

子13只，野生型2只（图4B、C）。
2.4 RelB-/-小鼠Western blot结果

通过Western blot检测WT和RelB-/-小鼠（F2代

3#雄鼠）皮肤、肌肉、肝脏、骨骼中RelB蛋白表达情

况，以β⁃actin为内参（图5A）。结果表明，在RelB-/-小

鼠的皮肤、肌肉、肝脏、骨骼中未检测到大小为65 kDa
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的RelB蛋白表达，表明RelB-/-小鼠构建成功，可以

用于后续分析。

同时，本研究检测了NF⁃κB家族中其他转录因

子在WT和RelB-/-小鼠皮肤中的蛋白表达情况（图

5B）。Western blot结果提示与WT小鼠相比，RelB-/-

小鼠组织中 NF⁃κB 家族中其他转录因子（RelA、

p50、p52、cRel）mRNA及蛋白水平无明显差异。

3 讨 论

大多数遗传修饰小鼠的构建都是为了研究基

因表达缺失、增加或靶基因序列变化对机体功能等

的影响；也可通过设计基因修饰小鼠来标记特定细

胞群（报告基因染色），监测生物过程（报告基因

株），或允许特定细胞类型的Cre重组（Cre⁃驱动株）

等［15］。以往制备遗传基因修饰动物模型的方法主

要依赖于ZEN和TALEN技术，而CRISPR/Cas9是最

近发展起来的新一代基因编辑技术。本研究构建

RelB基因敲除小鼠模型时，考虑了多方面因素，最

后选择了更为简便、高效的CRISPR/Cas9技术。一

方面，ZEF和TALEN系统需要借助蛋白完成对DNA

序列的识别，识别蛋白的分子量大、表达质粒的构

建难度高；而CRISPR/Cas9系统只需依据目的基因

DNA的序列设计一段与之互补的长度在 20 bp左

右的 sgRNA序列，即可实现对基因组DNA的打靶
［16］。另一方面，CRISPR/Cas9系统的打靶效率远高

于另外两个系统（ZFN系统 1%~30%，TALEN系统

30%左右，CRISPR/Cas9系统 20%~50%），最近更有

研究报道在小鼠胚胎干细胞中，CRISPR/Cas9系统

的打靶效率高达 78%［17-19］。CRISPR/Cas9系统的高

效也在本实验中得以证实。在未进行设计方案特殊

优化的情况下，本实验获得RelB双等位基因敲除小

鼠的成功率在33%左右，高于另外两种基因编辑技术

的平均打靶水平。由于CRISPR/Cas9设计便捷，步骤

简单，试验周期短，且可以在细胞内同时进行多个

基因编辑操作等诸多优势［20］，正逐渐替代 ZEN和

TALEN技术，对生物学领域的发展起到了深远影响。

RelB作为NF⁃κB非经典型信号通路活化的主

要转录因子，在肿瘤发生发展中扮演了重要角色。

例如，RelB在间充质胶质瘤中发挥了癌症驱动因子

的作用，其表达上调与肿瘤进展速度和不良预后有

着密切相关性［21］。而在乳腺癌中，RelB可以通过被

STAT3激活而结合 IDO启动子区，调控髓系来源抑

制细胞的抗肿瘤免疫活性［22］。另有研究显示，RelB
高表达高度提示非小细胞肺癌的预后不良，可作

为独立的预后因子［23］。许多文献报道，当 NF⁃κB
信号通路 pP65、IκBα、IKKα、IKKβ和 NEMO（NF⁃
κB essential modulator）被敲除时，均有小鼠胚胎致

A：F1代小鼠共出生10只（5雄5雌），在1周内剪趾提取基因组

DNA，经PCR后行琼脂糖电泳。其中杂合子6只（1~3#、6~8#），野生

型4只（4#、5#、9#、10#）。B、C：F2代小鼠共出生18只（9雄9雌），在

1周内剪趾提取基因组DNA，经PCR后行琼脂糖电泳。其中纯合子

3只（3#、5#、13#），野生型2只（11#、12#），杂合子13只。

图4 F1代和F2代RelB-/-小鼠基因型鉴定结果

Figure 4 Identification of genotype in RelB-/- F1 and F2
mice

10#
♀

11#
♀

12#
♀

13#
♀

14#
♂

15#
♂

16#
♀

17#
♀

18#
♀

WT
♂

500-
750-

250-
100-

1 000-
2 000-

1#
♀

2#
♀

3#
♂

4#
♂

5#
♂

6#
♂ 7#

♀
8#
♂ 9#

♀
10#
♀

WT
♂

500-
1#
♂

2#
♂

3#
♂

4#
♂

5#
♂

6#
♀

7#
♀

8#
♂

9#
♂

Ctrl

500-
750-

250-
100-

1 000-
2 000-

A

B

C

（bp）

（bp）

（bp）

A：Western blot结果显示：与WT小鼠相比，RelB-/-小鼠在皮肤、

肌肉、肝脏、骨骼这4种组织中未检测到RelB蛋白的表达。B：West⁃
ern blot结果提示，与WT小鼠相比，RelB-/-小鼠皮肤组织中NF⁃κB家

族中其他转录因子（RelA、p50、p52、cRel）蛋白水平无明显差异。

图5 Western blot检测RelB-/-F2代小鼠组织中蛋白表达情况

Figure 5 The relative expressions of proteins in multiple
tissues ofRelB-/- F2micedetectedbyWestern blot
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死效应［24-28］。由于并未检索到有关RelB敲除鼠的

报道，故在Mouse Genome Informatics网站中预测了

敲除 RelB 后对胚胎产生的影响。该网站提示在

RelB-/-纯合子中，胚胎存在早期致死、致畸可能，并

可能存在器官炎细胞浸润、免疫失调、上皮增生等

表型。本研究并未对质粒进行额外处理，小鼠出生

后也暂时未观察到显著的表型或生理缺陷。但在

一般情况下，在构建胚胎致死性的基因工程鼠时，可

以采用TeT⁃on/off系统结合 loxp序列完成CRISPR的

时间特异性表达，或者在构建质粒时于promotor/en⁃
hancer区域加入组织特异性转录因子的结合位点［29］。

本研究借助CRISPR Design软件设计小鼠RelB
基因修饰靶点，并利用CRISPR/Cas9系统通过显微

注射操作成功构建了RelB基因敲除小鼠模型。但

是尚未对可能存在的脱靶位点进行检测，其工作有

待进一步完善。本研究结果为后续探究乳腺癌中

RelB基因对骨转移及肿瘤耐药相关癌症小鼠模型的

作用奠定了基础，以期为癌症发生的分子机制、癌症

信号通路的激活研究和癌症临床治疗提供手段。
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