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CRISPR/Cas9 结合 Cre-loxP 技术制备溴结构域蛋白 4 基因敲除小鼠

文题释义：
CRISPR/Cas9：是一种由小导向RNA介导的对靶基因定向编辑技术，可以快速、有效地修饰各种物种和细胞类型的内源基因。

Cre-loxP：Cre-loxP系统具有很高的组织特异性或空间特异性，在该系统的衍生系统中，Cre ERT-它莫昔芬系统在翻译后水平对Cre入核时间

进行调控，具备优良的时间特异性，可以做到控制目的基因在何时、何处精确表达。

摘要

背景：目前CRISPR/Cas9结合Cre-loxP技术制备溴结构域蛋白4(bromodomain-containing protein 4，BRD4)基因敲除小鼠的实验方法非常少见。

目的：运用CRISPR/Cas9技术敲除小鼠基因组中BRD4基因片段，构建BRD4基因敲除小鼠。

方法：根据BRD4基因的外显子序列，设计一段gRNA并合成。gRNA体外转录后和Cas9 mRNA以及含loxp位点的质粒共同注射入受精卵细胞中，

Cas9通过识别gRNA先导链切割目的片段，然后loxp插入到切割位点，在与Cre配种后，Cre酶会切割loxp位点实现最终的特异性删除效果。注射

后的受精卵细胞移植至C57BL/6N雌性小鼠获得子代小鼠，对子代小鼠进行测序鉴定其基因型。将成功导入loxp位点的小鼠BRD4-loxP+/-(F0代)与
野生型C57BL/6N小鼠配繁后筛选可稳定遗传的小鼠BRD4-loxP+/-(F1代)，BRD4-loxP+/-小鼠一部分互相交配，一部分与CAGGCre-ERTM

鼠交配，

获得BRD4-loxP+/+
小鼠和BRD4-loxP+/-

、CAGGCre-ERTM
共表达的小鼠(F2代)；F2代小鼠互相交配可以获得纯合子BRD4-loxP+/+

、CAGGCre-ERTM
小

鼠。将6-8周纯合子小鼠腹腔注射它莫昔芬75 mg/kg(溶于玉米油中)，连续7 d即可完成BRD4基因的诱导敲除。取基因敲除后的小鼠尾部片

段，吸附柱法提取DNA，通过琼脂糖凝胶电泳检测BRD4基因片段在小鼠尾部组织中的表达。

结果与结论：①通过PCR筛选鉴定出F1代小鼠7，8，9，10，12，14，16，19，20，21，25，42，43和47号小鼠为成功插入2条loxP片段等

位基因的杂合型小鼠；②F2代交互繁育出的F3代纯合子用它莫昔芬诱导后，经PCR凝胶电泳验证表明纯合子小鼠中BRD4基因片段被成功敲

除；③提示利用CRISPR/Cas9技术结合Cre-loxP技术成功构建出了BRD4基因敲除小鼠。

关键词：CRISR/Cas9；Cre-loxP；BRD4；基因敲除；小鼠；它莫昔芬

缩略语：溴结构域蛋白4：bromodomain-containing protein 4，BRD4
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Abstract
BACKGROUND: Currently, the combined use of CRISPR/Cas9 and CRE-LOXP to prepare bromodomain-containing protein 4 (BRD4) gene knockout mice is very 
rare. 
OBJECTIVE: To construct a BRD4 gene knockout mouse model by using CRISPR/Cas9 technology combined with Cre-loxP technology that can be used to knock 
out the BRD4 gene fragment in the mouse genome. 
METHODS: According to the exon sequence of BRD4 gene, a gRNA was designed and synthesized. After gRNA was transcribed in vitro, Cas9 mRNA and 
plasmid containing loxp site were injected into fertilized oocytes. Cas9 cut the target fragment by recognizing the leading strand of the gRNA, and then loxp 
was inserted into the cleavage site. After breeding with Cre, the Cre enzyme cut the loxp site to achieve the final specific deletion effect. The fertilized oocytes 
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0   引言   Introduction
溴结构域蛋白 4 (bromodomain-containing protein 4，

BRD4) 是溴区结构域额外末端蛋白家族中的重要一员，主要

与染色质上乙酰化的组蛋白区域相互结合，在基因转录的起

始和延伸阶段发挥促进作用
[1]
。哺乳动物溴区结构域额外末

端蛋白家族包含 BRD2、BRD3、BRD4 和 BRDT，这些蛋白不

仅能够结合乙酰化赖氨酸残基，还可以通过额外末端结构域

与额外的转录因子和表观遗传调节因子相互作用
[2]
。BRD4

是其中最主要的功能蛋白，因为它与转录起始和超增强子形

成有关
[3]
。BRD4 的研究主要集中在癌症和炎性疾病方面，

最近，BRD4 已被确定为急性髓系白血病的有效治疗靶点
[4-5]

。 

还有研究结果表明，在原发性骨癌中 BRD4 抑制剂 JQ1 可以

通过抑制骨肉瘤中的致癌驱动因子以及抑制成骨细胞和破骨

细胞的分化来有效地破坏恶性循环，为骨肉瘤的治疗提供了

强有力的临床依据。BAUD’HUIN 等
[6]
发现 BRD4 抑制剂 JQl

可以通过干扰成骨细胞和破骨细胞的分化来恢复卵巢切除诱

导的骨质疏松小鼠的骨量和骨强度。由此可以推断，BRD4

可能在骨破坏的过程中也发挥重要作用
[7-9]

。并且，抑制

BRD4 可改善线粒体功能，修复糖尿病心脏的结构和功能
[10]
。 

BRD4 与人体其他疾病的联系还有待研究，所以构建一种

BRD4 基因敲除小鼠模型可以对有关研究产生巨大帮助。

CRISPR/Cas9 技术是一种由小导向 RNA 介导的对靶基因

定向编辑技术，可以快速、有效地修饰各种物种和细胞类型

的内源基因，对于转基因动物模型的生成，可以将 Cas9 蛋

白和转录的 sgRNA 直接注射到受精卵中，在啮齿动物等模

型中实现一个或多个等位基因的可遗传基因修饰
[11-13]

。目

前，CRISPR/Cas9 技术在基础研究、生物技术和生物医学等

许多领域得到广泛应用
[14]
。Cre-loxp 系统是一种流行且广

泛应用的位点特异性基因操纵工具，可以在细胞系和动物

模型中有条件地敲除特定基因，调节特定发育阶段或特定

组织中选定基因的表达，极大地促进了对基因功能和发育

机制的理解
[15-17]

。Cre 是一种 38 kD 的位点特异性 DNA 重组

酶，可以识别 34 bp 的 loxP 序列，根据其定位，导致 2 个

loxP 位点之间的分子内和分子间重组
[18]
。loxP 位点由 1 个 

8 bp 的非回文核和 2 个 13 bp 的反向重复序列组成，通常通

过使用包含可选择标记的结构体进行同源重组，将其置于所

were transplanted into C57BL/6N recipient female mice to obtain progeny mice. The offspring mice were sequenced to identify their genotypes. The BRD4-
loxP +/- (F0 generation) mice with loxp loci being successfully introduced was bred with wild-type C57BL/6N mice, and the stably inherited mice BRD4-loxP +/- 

(F1 generation) were selected. Some of the BRD4-loxP +/- mice interbred with each other and some interbred with CAGGcre-ERTM mice. BRD4-loxP +/+ mice were 
co-expressed with BRD4-loxP+/- and CAGGcre-ERTM mice (F2 generation). The F2 generation mice were bred to obtain homozygous BRD4-loxP +/+ and CAGGcre-
ERTM mice. BRD4 gene knockout was induced by intraperitoneal injection of tamoxifen (75 mg/kg, dissolved in corn oil) in 6-8 weeks homozygous mice for 7 
consecutive days. DNA was extracted from the tail fragment of the knockout mice using adsorption column method. The expression of BRD4 gene fragment in 
mouse tail tissue was detected by agarose gel electrophoresis.
RESULTS AND CONCLUSION: Screening using PCR revealed that mice 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 19, 20, 21, 25, 42, 43, and 47 of F1 generation were identified 
as heterozygous mice that were successfully inserted with two alleles of loxP fragment. The F3 homozygotes bred from F2 generation were induced with 
tamoxifen, and PCR gel electrophoresis verified that the BRD4 gene fragment was successfully knocked out in the homozygous mice. We therefore successfully 
constructed BRD4 gene knockout mice using CRISPR/Cas9 technology combined with CRE-LOXP technology in this study. 
Key words: CRISR/Cas9; Cre-loxP; BRD4; gene knockout; mouse; tamoxifen
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需 DNA 序列的所需位置和方向，当 2 个 LoxP 位点位于一个

序列旁边并直接重复时，Cre 切除位于它们之间的整个 DNA

片段
[19]
。Cre-loxP 系统具有很高的组织特异性或空间特异性，

在该系统的衍生系统中，Cre ERT- 它莫昔芬系统在翻译后水

平对 Cre 入核时间进行调控，具备优良的时间特异性，可以

做到控制目的基因在何时、何处精确表达
[20]
。它莫昔芬是

一种雌激素受体调节剂，是一种被用在条件突变小鼠的 Cre/

loxP 位点特异性重组系统背景下控制基因表达的强大研究工

具。使 Cre 突变的雌激素受体 (Cre-ERTM) 融合蛋白对它莫昔

芬敏感但对雌激素不敏感，并保留了在没有配体的情况下被

热休克蛋白以非活性构象隔离在细胞质中的特性，添加它莫

昔芬会诱导 Cre-ERTM
融合蛋白的构象变化，从而诱导核易位

和 Cre 重组酶激活，从而切除 2 个 loxP 位点之间的 DNA 序

列
[21]
。

此次研究以 CRISPR/Cas9 技术及 Cre-Loxp 系统为基础，

构建 BRD4 基因敲除小鼠，希望帮助研究人员更直观地了解

BRD4 在各种相关疾病进程中的作用。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   分子生物学、基因水平的动物实验，所有计量资

料以 x-±s 表示。

1.2   时间及地点   实验于 2019-2021 年在青岛大学附属医院

动物实验中心完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   6 周龄 SPF 级 C57BL/6N 小鼠雌雄各 10 只及

CAGGCre-ERTM
鼠雌雄各 3 只，体质量 20-22 g，由赛业生物

科技有限公司提供，许可证号：SCXK( 苏 )2018-0003。

将小鼠置于 SPF 动物房内，清洁级鼠粮喂养，饲

养条件符合相关《实验动物管理条件》。实验方案经青

岛大学附属医院动物实验伦理委员会批准，批准编号： 

AHQU-MAL20210428。实验过程符合实验动物福利伦理原则

和本地及国家法规。

1.3.2   试剂与仪器    gRNA 体外转录试剂盒及纯化试剂盒购

自美国 Ambion 公司；Cas9 mRNA 购自赛业生物科技有限公

司；DNTPs 和 Taq 酶购自 Takara 公司；PCR 引物及质粒均由

赛业生物科技有限公司提供；小鼠基因组 DNA 提取试剂盒
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由 Takara 公司提供；全波长酶标仪购自芬兰 Thermo 公司；

RIPA 裂解液、磷酸酶抑制剂、蛋白酶抑制剂、BCA 蛋白浓度

测定试剂盒购自北京索莱宝公司；SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液

(5X)、异丙醇、SDS-PAGE 凝胶制剂盒购自上海雅酶生物科技

公司；Anti-BRD4 抗体、Anti-GAPDH 抗体、HRP 标记通用型

二抗购自美国 Abcam 公司；ECL 显色液购自德国 Millipore 公

司；它莫昔芬和玉米油购自默克公司。

1.4   方法   

1.4.1   gRNA 重组质粒的构建   根据 Genbank(https://www.ncbi.

nlm.nih.gov/genbank/) 报道的 BRD4 基因序列 ( 基因 ID：57261)，

选择合适的敲除区域。应用 http://crispor.tefor.net/crispor.py 

和 https://cctop.cos.uni-heidelberg.de:8043/ 网 站 分 析 并 设

计 gRNA 序列，并根据序列将其进行体外转录获得针对该

基因的 gRNA，构建携带靶位点同源臂及 loxP 位点的重组质 

粒。

1.4.2   显微注射及胚胎移植
[22]   6-8 周龄 C57BL/6N 雌性小鼠

皮下或腹腔注射孕马血清 10 IU，48 h 后腹腔注射相同剂量

的人血绒毛膜促性腺素，超数排卵后的母鼠即与公鼠合笼，

于第 2 天早上挑选见栓雌鼠，剖开腹腔，在输卵管壶腹部收

集受精卵细胞，将转录好的 BRD4 gRNA 和 Cas9 mRNA 以及

含 loxp 位点的质粒共同注射入受精卵细胞中，于体积分数

5%CO2、37 ℃培养箱中培养 24 h，挑选成活受精卵细胞移植

入假孕母鼠输卵管中，获得 F0 代小鼠。

1.4.3   基因型鉴定及可遗传检测   根据目标供体载体序列设

计相应引物，用于鉴定F0代及其后代小鼠是否基因重组成功。

引物序列见表 1，2。在 F0 代小鼠发育至 1 周时，剪取鼠尾

组织经酚氯仿法提取 DNA，依据表 1 的引物进行 PCR 扩增，

经凝胶电泳鉴定，选取 PCR 阳性的样品进行测序。

F0 代小鼠的可遗传性检测：将 PCR 以及测序正确的 F0

代小鼠与野生型 C57BL/6N 小鼠交配，得 F1 代杂合子，对 F1

代小鼠进行鉴定，获得的阳性F1代杂合子小鼠即可稳定遗传，

F1 代互交即可筛选出纯合子。

1.4.4   交配繁殖获得 BRD4 纯合敲除小鼠

(1) 经鉴定导入 loxP 序列成功的 BRD4-loxP+/-
杂合 F0 代小

鼠通过与野生型 C57BL/6N 交配繁殖，获得更多 BRD4-loxP+/-

小鼠。

(2)CAGGCre-ERTM
鼠与一部分 BRD4-loxP+/-

小鼠交配，生

仔后剪尾检测其基因型，获得 BRD4-loxP+/-
、CAGGCre-ERTM

小

鼠。

(3) 一部分 BRD4-loxP+/-
小鼠互相交配，获得 BRD4-loxP+/+

小鼠。

(4)BRD4-loxP+/-
、CAGGCre-ERTM

共表达的小鼠与 BRD4-loxP+/+ 

小鼠互相交配，生仔后剪尾检测其基因型，获得 BRD4-loxP+/+
、

CAGGCre-ERTM
小鼠。

(5) 对 6-8 周龄小鼠每 24 h 腹腔注射 1 次它莫昔芬 

(75 mg/kg，溶于玉米油中 )，连续 7 d 即可完成 BRD4 基因的

诱导敲除
[23]
。

实验动物造模过程中的相关问题

造模目的 CRISPR/Cas9 结合 Cre-loxP 技术制备 BRD4 基因敲除小鼠

动物来源及品系 6 周龄 SPF 级 C57BL/6N 小鼠雌雄各 10 只及 CAGGCre-ERTM
鼠

雌雄各 3 只，体质量 20-22 g，由赛业生物科技有限公司提供，

许可证号：SCXK( 苏 )2018-0003

模型与所研究疾病

的关系

通过 CRISPR/Cas9 结合 Cre-loxP 技术对小鼠体内 BRD4 基因进

行敲除

造模技术描述 参考文献 [22] 的方法建立转基因小鼠模型，6-8 周龄

C57BL/6N 雌性小鼠皮下或腹腔注射孕马血清 10 IU，48 h 后

腹腔注射相同剂量的人血绒毛膜促性腺素，超数排卵后的母

鼠即与公鼠合笼，于第 2 天早上挑选见栓雌鼠，剖开腹腔，

在输卵管壶腹部收集受精卵细胞。将转录好的 BRD4 gRNA 和

Cas9 mRNA 以及含 loxp 位点的质粒共同注射入受精卵细胞

中，于体积分数 5%CO2、37 ℃培养箱中培养 24 h，挑选成活

受精卵细胞移植入假孕母鼠输卵管中，获得 F0 代小鼠。经

鉴定导入 loxP 序列成功的 BRD4-oxP+/-
杂合 F0 代小鼠与野生

型 C57BL/6N 交配繁殖，获得更多 BRD4-loxP+/-
小鼠 (F1 代 )，

F1 代小鼠一部分互相交配，一部分与 CAGGCre-ERTM
鼠交配，

获得 BRD4-loxP+/+
小鼠和 BRD4-loxP+/-

、CAGGCre-ERTM
共表达

的小鼠 (F2 代 )，互相交配后进行基因型鉴定筛选基因纯合的

BRD4- loxP+/+
、CAGGCre-ERTM

小鼠 (F3 代 )，第 8 周腹腔注射

它莫昔芬，获得 BRD4 基因敲除的小鼠

动物数量及分组方

法

F0 代小鼠 (BRD4-loxP+/-
及其他基因型 )10 只，C57BL/6N 野生

型小鼠 20 只，F1 代小鼠 (BRD4-loxP+/-
及其他基因型 )41 只，

F2 代小鼠 (BRD4-loxP+/-
、CAGGCre-ERTM

及其他基因型 )37 只，

F3 代小鼠 (BRD4-loxP+/+
、CAGGCre-ERTM

及其他基因型 )35 只。

分组方法：基因筛选理想的基因型小鼠为一组，继续配繁；

基因型不满足要求的其他基因型小鼠分为一组

造模成功评价指标 取小鼠尾部组织进行 PCR 基因检测

造模后实验观察指标 PCR 基因检测目的基因表达情况

造模后动物处理 成功敲除 BRD4 基因的小鼠用来进行其他实验

伦理委员会批准 实验方案经青岛大学附属医院动物实验伦理委员会批准，批

准编号：AHQU-MAL20210428

表 1 ｜基因重组小鼠鉴定引物对序列
Table 1 ｜ Primer pair sequences for recombinant mouse gene identification

引物对 引物名称 引物序列 5'-3'

1 5' 臂的正向引物 (F1) TGG GAG GCC TGC TTG AGA TTA
3' 端 loxP 序列的反向引物 (R1) GTG GAT TCG GAC CAG TCT GA

2 5' 端 loxP 序列的正向引物 (F2) ACG TAA ACG GCC ACA AGT TC
3' 臂的反向引物 (R2) TTT CTT GGC AAA CAT CTC CTT GAG

表 2 ｜基因敲除小鼠及野生型小鼠鉴定引物对序列
Table 2 ｜ Primer pairs identified in knockout and wild-type mice

引物对 引物序列 (5'-3') 电泳图片解读

F1 5'-CTC CTC ACT TTC TGG GAC TAA CA-3' 纯合子：1 条 220 bp 的条带

野生型：1 条 158 bp 的条带R1 5'-GCA TTA TCT ATC TGT AGG CTG TCC T-3'
Cag-M-F 5'-GCT AAC CAT GTT CAT GCC TTC-3' 存在 Cre 基因片段：

1 条 180 bp 的条带Cag-M-R 5'-AGG CAA ATT TTG GTG TAC GG-3'
F2 5'-CTG TGT GCC TTC CCT GAT ACT TAC-3' BRD4 基因片段敲除：

1 条 319 bp 的条带R1 5'-GCA TTA TCT ATC TGT AGG CTG TCC T-3'

1.4.5   普通 PCR 凝胶电泳检测 BRD4 在小鼠尾部组织中的表

达   离心吸附柱法提取小鼠尾基因组 DNA，测纯度后以 50 μL

体系进行 PCR 扩增，预变性 98 ℃，5 min，变性 98 ℃，15 s，

退火 55 ℃，15 s，延伸 72 ℃，20 s，循环 35 次。末段延伸
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72 ℃，5 min，降温 16 ℃，2 min。然后制备 1.5% 琼脂糖凝胶，

加样、电泳，电压 190-220 V，电泳完毕后，取出凝胶在紫

外灯下观察，DNA 存在则显示出红色荧光条带，采用凝胶成

像系统拍照保存。 

1.5   主要观察指标   基因敲除小鼠 BRD4-loxP+/+
、CAGGCre-ERTM

和野生型小鼠 C57BL/6N 的基因型鉴定。

1.6   统计学分析   文章统计学方法已经青岛大学生物统计学

专家审核。采用 SPSS 24.0 软件包进行数据统计与分析，所

有计量资料以 x-±s 表示，P < 0.05 为差异有显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   采用 10 只 F0 代小鼠 (BRD4-loxP+/- 及

其他基因型 ) 行基因型鉴定，14 只 F1 代小鼠 (BRD4-loxP+/-)

行基因型鉴定，9 只 F2 代小鼠 (BRD4-loxP+/-
、CAGGCre-ERTM

及其他基因型 ) 行基因型鉴定，6 只 F3 代小鼠 (BRD4-loxP+/+
、

CAGGCre-ERTM) 行基因型鉴定。PCR 电泳实验中未分组，实验

过程无脱失，全部进入结果分析。

2.2   构建质粒及体外转录   根据 Genbank 报道的 BRD4 基因

序列，应用 http://crispor.tefor.net/crispor.py 和 https://cctop.

cos.uni-heidelberg.de:8043/ 网站分析并设计 gRNA 序列，正

向链：5'-AGT CTC ACC CAT GCG CGT ACA GG-3'；反向链：5'-GCT 

GTC CTA GAG CGC TTT CCA GG-3'，经 gRNA 引导，并以供体

载体为模板，于 BRD4 外显子 4、5 上下游插入一段含有 loxP

位点的序列，见图 1。

2.4   BRD4 在小鼠尾部组织中的表达   在敲除小鼠表型鉴定

中，提取敲除小鼠和野生型小鼠尾部组织的 DNA，以特异性

引物 ( 表 2) 通过 PCR 凝胶电泳检测后，发现小鼠踝关节尾部

组织中不存在 BRD4 的 DNA 片段，见图 5，表明 BRD4 已成

功敲除。

图 1 ｜中靶载体示意图

Figure 1 ｜ Schematic diagram of target carriers

图注：1，2，3，6，8 号小鼠基因型为 BRD4-loxP+/-
。M 为 Marker

图 2 ｜ F0 代小鼠基因鉴定电泳图

Figure 2 ｜ Electrophoresis diagram of gene identification of F0 generation 
mice

图 注：7，8，9，10，12，14，16，19，20，21，25，42，43 和 47 号

小鼠基因型为 BRD4-loxP+/-
。M 为 Marker，MT 为野生型

图 3 ｜ F1 代小鼠基因鉴定电泳图

Figure 3 ｜ Electrophoresis diagram of gene identification of F1 generation 
mice

图注：58，60，64 号小鼠基因型为 BRD4-loxP+/+
；59，61，66 号小鼠基

因型为 BRD4-loxP+/-
、CAGGCre-ERTM

。M 为 Marker，MT 为野生型

图 4 ｜ F2 代小鼠基因鉴定电泳图

Figure 4 ｜ Electrophoresis diagram of gene identification of F2 generation 
mice

2.3   F0 代、F1 代、F2 代小鼠凝胶电泳鉴定结果    F0 代小鼠

产仔后经基因鉴定 ( 表 2 中 F1、R1 引物序列 ) 成功插入两

段 loxP 的 BRD4-loxP 小鼠为 1，2，3，6，8 号小鼠 (BRD4- 

loxP+/-)，与野生型 C57BL/6N 小鼠进行交配，产生的 F1 代小

鼠经鉴定可稳定遗传。通过 PCR 筛选鉴定出 F1 代小鼠 7，
8，9，10，12，14，16，19，20，21，25，42，43 和 47 号

小鼠 (BRD4-loxP+/-) 经表 1 的引物对 1 进行 PCR 扩增后呈现 

5.3 kb 条带，说明该小鼠为 3' 侧成功插入 loxP 片段等位基因

的杂合型小鼠；经引物对 2 进行 PCR 扩增后呈现 4.9 kb 条带，

说明 5' 侧成功插入 loxP 片段；BRD4-loxP+/-
小鼠互相交配及

与 CAGGCre-ERTM
小鼠配繁获得 BRD4-loxP+/+

和 BRD4-loxP+/-
、

CAGGCre-ERTM
共表达的小鼠，经基因鉴定 ( 表 2 中 F1、R1、

Cag-M-F、Cag-M-R 引物序列 )59，61，66 号小鼠基因型为

BRD4-loxP+/-
、CAGGCre-ERTM

；58、60、64 号小鼠基因型为

BRD4-loxP+/+
，见图 2-4。

图注：46，51，55，62，
63，65 号小鼠 Cre 基因

片段表达阳性，且 BRD4
基因片段已敲除。MT 为

野生型

图 5 ｜基因敲除小鼠基

因鉴定电泳图

Figure 5｜Electrophoretic 
map of gene identification 
in knockout mice
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3   讨论   Discussion
此次研究首先通过 CRISPR/Cas9 技术将 C57BL/6N 小鼠

受精卵中的 BRD4 基因 4、5 号外显子两侧的内含子中分别

插入 2 个同向的 loxP 元件，通过 PCR 鉴定 F0 和 F1 代小鼠

然后进行序列分析，产生有条件的基因敲除后代，即 BRD4-

loxP+/-
小鼠，将其育种到野生型小鼠中以测试种系传递。

CAGGCre-ERTM
鼠为全身表达 Cre 酶的小鼠，在与 BRD4-loxP+/-

鼠杂交后即可产生 BRD4-loxP+/-
、CAGGCre-ERTM

共表达小鼠，

Cre 酶定位于胞浆中，该酶不进入细胞核，也无重组功能。6-8

周时用雌激素类似物它莫昔芬 (tamoxifen) 诱导，Cre 酶在自

身核定位信号肽的作用下进入细胞核，识别宿主 DNA 上的

loxP 位点并发生重组
[24]
，从而将 2 个 loxP 位点之间的 BRD4

基因 4、5 号外显子切除。经基因鉴定，46，51，55，62，
63，65 号小鼠 Cre 基因片段表达阳性，且 BRD4 基因片段已

敲除，初步观察发现，无论从皮毛外观还是雌雄比例均与野

生型 C57BL/6N 小鼠无明显差别。此后的研究会展开进一步

对比。

许多基因对发育至关重要，它们的突变会导致成年前

致死，从而阻止对其在成年期功能的进一步研究
[25-26]

。在过

去的几十年中，Cre-loxP 技术与它莫昔芬诱导系统相结合，

已被用于克服这种成年前致死率
[27]
，此外，该技术能够在任

何特定时间点对不同细胞亚群进行精确的基因操作，这被称

为时间和空间可控的基因表达。这些基因修饰的主要诱导剂

是它莫昔芬，它使 Cre 突变的雌激素受体 (Cre-ERTM) 融合蛋

白发生构象改变，使 Cre 酶由细胞质进入细胞核，识别宿主

DNA 上的 loxP 位点并切除目的基因
[28]
。结合近几年发展的

CRISPR/Cas9技术，可以敲除特定基因位点，有靶向精确度高、

实验周期短、无物种限制、易操纵等优势
[29]
。这两项技术的

强大功能和多功能性已成为几乎所有医学研究领域基因打靶

实验的重要工具。

基于 Cre-loxP 系统建立的基因敲除小鼠模型弥补了重要

基因完全敲除后胚胎致死或过早死亡的缺陷。此次研究所产

生的小鼠模型仅在它莫昔芬诱导后表现为 BRD4 的缺陷，一

般在成年以后诱导，因此小鼠存活率得以保障。对基因敲除

鼠及背景鼠进行 BRD4 的表达检测，发现基因敲除鼠的 BRD4

表达显著低于背景鼠，因此证实此次研究 BRD4 缺陷的小鼠

造模成功，可进一步应用于相关的疾病机制及药物研究。

BRD4 是溴区结构域额外末端蛋白家族的成员，在超增

强子组织和癌基因表达调控中发挥重要作用，因此在癌症

领域研究广泛
[30-31]

。此外，在心血管领域，BRD4 蛋白在动

脉粥样硬化及心力衰竭的发病过程中发挥重要作用
[32-33]

。并

且 BRD4 蛋白的缺失可引发心肌功能的进行性下降，最终导

致扩张型心肌病
[34]
。BRD4 还是造血干细胞扩增和祖细胞发

育所必需的
[35]
。随着对 BRD4 了解的深入，研究者发现其在

牙根尖及骨骼的相关炎症中也发挥重要作用
[36-38]

。REN 等
[39]

学者发现 BRD4 通过促进核因子 κB 信号的激活和与乙酰化的

核因子 κB p65( 赖氨酸 310) 结合，参与促炎细胞因子的产生，

如肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 6 和白细胞介素 1，促进破

骨细胞的形成和活化。GUO 等
[40]

学者发现 I-BET151 可通过

靶向 BRD4 介导的 RANKL 信号通路抑制破骨细胞形成和炎性

细胞因子的分泌。

总之，BRD4 与人体各种疾病的关系还有很大的研究空

间，构建一种稳定的 BRD4 基因敲除小鼠模型是非常有意义

的。此次研究利用 CRISPR/Cas9 技术稳定的优势来切断 DNA

序列并插入 loxP 位点，利用 Cre-loxP 系统条件性切除的优点

保证小鼠模型的成活率。所产生的 BRD4 基因敲除小鼠模型

能帮助研究者更加直观了解BRD4在各种相关疾病中的作用，

明显增强了人们对 BRD4 基因功能进行精确研究的能力，有

利于进一步完善相关疾病的发病机制。
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