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摘要　目的　以腺相关病毒（ＡＡＶ）为载体，利用ＣＲＩＳＰＲ-Ｃａｓ９系统靶向抑制 ＢＲＣＡ１邻近基因１（ＮＢＲ１）表达，建立 ＮＢＲ１基
因敲除的肺癌小鼠模型，并探究其对肿瘤生长和免疫细胞浸润及功能活性的影响。方法　利用在线网站 ＣＲＩＳＰＯＲ（ｈｔｔｐ：／／
ｃｒｉｓｐｏｒ．ｔｅｆｏｒ．ｎｅｔ／ｃｒｉｓｐｏｒ．ｐｙ）进行靶向鼠源ＮＢＲ１基因（ＧｅｎｅＩＤ：１７９６６）的ｓｇＲＮＡｓ设计。使用ＡＡＶ６作为ｓｇＲＮＡｓ的载体，使
用ＰＣＲ和ＤＮＡ测序的方法确认重组病毒载体是否构建成功及确定基因敲除效率。为了确定小鼠体内最佳的 ＡＡＶ侵染方
式，将６只Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为滴鼻组和气管内注射组，侵染２８天后，通过观察小鼠肺组织冰冻切片的增强型绿色荧光
蛋白表达情况，选择更有效的侵染方式进行后续实验。通过ＨＥ染色、免疫组化、组织免疫荧光和流式细胞术等方法检测小鼠
肺部肿瘤生长情况以及肿瘤组织免疫细胞浸润和激活状态。结果　ＤＮＡ测序及荧光显微镜观察显示，ＡＡＶ６-Ｕ６-ｓｇＮＢＲ１-
ＣＡＧ-Ｃｒｅ-ＧＦＰ病毒载体构建成功，且敲除效率稳定。荧光显微镜观察显示气管内给药法小鼠肺部感染病毒的效率较高（Ｐ＜
０.０５）。ＨＥ染色结果显示靶向敲除ＮＢＲ１后小鼠肺部肿瘤面积较对照组减少（Ｐ＜０.０１）。组织免疫荧光及流式细胞术结果
显示，靶向敲除ＮＢＲ１的肺癌小鼠肺癌组织中ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞功能活性较对照组增强，表现为效应型Ｔ淋巴细胞增多、耗竭
型Ｔ淋巴细胞减少（Ｐ＜０.０１）。结论　通过 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术成功构建了靶向ＮＢＲ１基因敲除的肺癌小鼠模型，验证了靶向
抑制ＮＢＲ１表达可明显增强肺组织ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞功能活性，使肿瘤生长受到抑制，减轻肿瘤负荷，延长肺癌小鼠生存期。
为后续研究ＮＢＲ１及其他基因在肺腺癌细胞中的作用机制和功能奠定了实验基础。
关键词　肺腺癌；ＡＡＶ６；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９；ＮＢＲ１；基因编辑；免疫治疗
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　　肺癌是全世界范围内发病率和死亡率均最高的
恶性肿瘤［１］，肺腺癌作为非小细胞肺癌中最常见的

病理类型，近年来的发病率持续上升，大部分患者在

就诊时已是中晚期［２］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统是一种高
效的基因编辑工具，其发挥作用主要依赖于Ｃａｓ９蛋
白和向导 ＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ）的复合物［３］。ｓｇＲＮＡ能够
特异性地靶向识别 ＤＮＡ序列，利用 Ｃａｓ９蛋白对目
标ＤＮＡ进行切割，从而实现基因敲除、基因插入等
基因编辑操作［４］。腺相关病毒（ａｄｅｎｏ-ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉ-
ｒｕｓ，ＡＡＶ）作为一种非免疫原性的病毒载体，可以
减轻载体存在免疫原性、基因组整合等风险，同时具

有高效、持久的基因转染能力［５］。不同血清型 ＡＡＶ
对组织和细胞的感染效果具有差异性，这为组织器

官的靶向治疗提供基础［６］。其中，ＡＡＶ６嵌合载体
已被证明可以有效感染肺腺泡上皮细胞［７］引发肺

腺癌。

　　作为一种自噬受体，ＢＲＣＡ１邻近基因１（Ｎｅｉｇｈ-
ｂｏｒｏｆＢＲＣＡ１ｇｅｎｅ１，ＮＢＲ１）所编码的蛋白质分子能
够识别和结合特定的货物分子，并介导它们进入自

噬体进行降解［８］。已有研究［９］表明，ＮＢＲ１分子可
通过自噬途径促进主要组织相容性复合体１（ｍａｊｏｒ
ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘｃｌａｓｓＩ，ＭＨＣＩ）运输至溶
酶体降解，使抗原呈递功能受阻，导致 ＣＤ８＋Ｔ细胞
识别和杀伤肿瘤细胞功能障碍，从而促进免疫逃逸

的发生，验证了 ＮＢＲ１在肿瘤免疫调控中的潜在作
用。然而如何有效地调节这一途径来预防肿瘤免疫

逃逸的发生尚不清楚，由此，该研究拟通过建立

ＮＢＲ１特异性敲除肺癌小鼠模型，通过一系列实验，
探讨ＮＢＲ１在肺癌发生发展以及肿瘤免疫微环境中

·３０１２·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｄｅｃ；５９（１２）



的作用，以期为肺癌免疫治疗药物的开发提供理论

基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　腺相关病毒载体 ＡＡＶ６-ＣＡＧ-
ＥＧＦＰ、 ＡＡＶ６-Ｕ６-Ｃｒｅ-ＣＡＧ-ＥＧＦＰ、 ＡＡＶ６-Ｕ６-Ｃｒｅ-
ＣＡＧ-ｓｇＲＮＡ（ＮＢＲ１）-ＥＧＦＰ、目的质粒 ＬｅｎｔｉＲＶ２-ｍ-
ＲＮＡ-ｓｇＲＮＡ、包装质粒 ＳＬ３-ｐＭＤ２.Ｇ、ｐｓＰＡＸ２、ＧＦＰ
荧光蛋白质粒、人胚肾 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞、小鼠肝实质
细胞系ＡＭＬ１２细胞（均购自苏州赛业生物科技有限
公司）；ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、胰蛋白酶均购自
美国 Ｇｉｂｃｏ公 司 （货 号：１１９６５０９２、ＳＡ２１０４０７、
２５２０００５６）；免疫组织化学试剂盒购自北京中杉金桥
生物技术有限公司（货号：ＰＶ-９０００）；柠檬酸钠抗原
修复液、ＤＡＢ显色试剂盒及 ＰＢＳ购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司（货号：Ｃ１０３２、ＤＡ１０１０、Ｐ１０１０）；Ａｎｔｉ-ＮＢＲ１抗
体（货号 ａｂ５５４７４）、重组 Ａｎｔｉ-ＣＤ８ａｌｐｈａ抗体（货
号：ａｂ２３７７０９）购自英国 Ａｂｃａｍ公司；ＰｅｒＣＰ-ＣＹ５.５
ＣＤ３抗体（货号：５６０８３５）、ＰＥ-ＧｒａｎｚｙｍｅＢ抗体（货
号：３９６４０５）、ＲＢ６７０ＲａｔＡｎｔｉ-ＭｏｕｓｅＣＤ８ａ（货号：
５７１９４８）购自美国 ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；ＦＩＴＣ-Ｋｉ６７
ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ（货号：２１９１０３４）、ＰＥ-Ｐｅｒｆｏｒｉｎ
ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ（货号：２３５９２１０）、ＰＥ-ＩＦＮｇａｍｍａ
ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ（货号：１２-７３１９-４２）购自美国Ｉｎ-
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．１．２　实验动物　４周龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ背景品系的
Ｒｏｓａ-Ｃａｓ９基因敲入小鼠、Ｒｏｓａ２６ＬＳＬ-ｔｄｔｏｍａｔｏ小鼠以及
ＥＧＦＲＬ８５８-ＬＳＬ-ｔｄｔｏｍａｔｏ-Ｃａｓ９小鼠各 ８只，体质量 １５ｇ左
右，均购自赛业百沐生物科技有限公司，以上小鼠均

在无特定病原体环境下饲养并进行实验研究（实验

动物伦理审批号：ＧＡＣＵ２３-ＳＹ３３１）。
１．１．３　主要仪器　３７℃、５％ 恒温ＣＯ２培养箱（日
本ＳＡＮＹＯ公司，型号：ＭＣＯ-１５ＡＣ），超净工作台（苏
州净化设备公司，型号：ＳＷ-ＣＪ-２Ｄ），流式细胞仪（美
国ＣｙＴｅｋ公司，型号：ＮＬ-ＣＬＣＶ１６Ｂ１４Ｒ８），荧光显
微镜（美国Ｌｕｍｅｎｃｏｒ公司，型号：Ｓｏｌａ８０-１０３９３），组
织切片扫描仪（匈牙利 ３ＤＨＩＥＳＴＥＣＨ公司，型号：
ＰａｎｎｏｒａｍｉｃＭＩＤＩ），凝胶成像分析仪（Ｂｉｏ-Ｒａｄ公司，
型号：ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋），倒置显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ
公司，型号：ＥＣＬＩＰＳＥＮｉ-Ｅ）。
１．２　方法
１．２．１　设计靶向 ＮＢＲ１基因的 ｓｇＲＮＡ引物　利用
在线网站 ＣＲＩＳＰＯＲ（ｈｔｔｐ：／／ｃｒｉｓｐｏｒ．ｔｅｆｏｒ．ｎｅｔ／ｃｒｉｓｐ-

ｏｒ．ｐｙ）进行针对鼠源 ＮＢＲ１基因（ＧｅｎｅＩＤ：１７９６６）
的ｓｇＲＮＡ设计。本研究一共设计了 ３条 ＮＢＲ１-
ｓｇＲＮＡ序列，命名为ＮＢＲ１-ｓｇＲＮＡ１、ＮＢＲ１-ｓｇＲＮＡ２和
ＮＢＲ１-ｓｇＲＮＡ３。进一步将这３条ｓｇＲＮＡ序列分别构
建至ＲＶ２慢病毒表达载体，分别命名为 ＬｅｎｔｉＲＶ２-
ｍ-ＮＢＲ１-ｓｇＲＮＡ１、ＬｅｎｔｉＲＶ２-ｍ-ＮＢＲ１-ｓｇＲＮＡ２和 Ｌｅｎｔｉ
ＲＶ２-ｍ-ＮＢＲ１-ｓｇＲＮＡ３。
１．２．２　慢病毒的包装及纯化　将ＨＥＫ２９３Ｔ细胞按
照１２０万／孔种至２个６孔板，共计１２孔，保证转染
前６孔板中细胞生长密度约为９０％。对于每孔细
胞，使用 １００μｌＯｐｔｉ-ＭＥＭ稀释 １０μｇ（１μｇ／ｃｍ２）
目的 ＤＮＡ（ｐｓＰＡＸ２３.５μｇ，ＳＬ３-ｐＭＤ２.Ｇ１.５μｇ，
表达质粒 ５μｇ），并加入 ３０μｌＰＥＩ转染试剂，轻轻
混匀，在室温下孵育 １５ｍｉｎ，使其形成 ＤＮＡ-ＰＥＩ阳
离子核酸转染试剂复合物以备转染。转染时，先移

除培养皿中的细胞生长培养基，每孔加入 ２ｍｌ新鲜
预热的完全培养基。随后直接将 １６０μｌＤＮＡ-ＰＥＩ
复合物滴加至细胞培养皿中并轻轻晃动，将培养皿

放置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中继续培养。
１．２．３　慢病毒感染 ＡＭＬ１２并验证 ｓｇＲＮＡ的敲除
效率　转染后 ４８ｈ收获含病毒的上清液，３０００ｒ／
ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，去除细胞沉淀，并用含病毒的液体
６００μｌ／６０μｌ（２个稀释度）感染提前１ｄ种板至１２
孔培养板的ＡＭＬ１２细胞（２０万细胞／孔），６～８ｈ后
去除含病毒的液体，加入完全培养基，７２ｈ后在荧
光显微镜下观察荧光表达情况。提取细胞基因组

ＤＮＡ，使用ＰＣＲ扩增技术验证 ｓｇＲＮＡ的敲除效率，
并选择切割效率最高的 １条 ｓｇＲＮＡ进行后续实验。
１．２．４　病毒侵染方式摸索试验　根据给药方式的
不同，采用随机数字表法将６只 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随
机分为滴鼻组（ｎ＝３）和气管内注射（ｎ＝３），使用
ＡＡＶ侵染２８ｄ，取小鼠肺组织制作冰冻切片，观察
增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）表达情况，以确定 ＡＡＶ侵染的最佳
方式。给药信息：ＡＡＶ６-ＣＭＶ-ＥＧＦＰ，５０μｌ／鼠。滴
鼻组：麻醉小鼠后将其绑定在硬纸板上，使纸板倾斜

４５°，用枪头单次 ５μｌ单侧鼻孔滴入 ＡＡＶ６-ＣＭＶ-
ＥＧＦＰ悬液，让小鼠自行缓慢吸入，如此左右侧鼻孔
循环给药，每次中间间隔５～１０ｍｉｎ，重复此操作至
５０μｌＡＡＶ悬液全部滴完。结束后使小鼠保持上述
姿势约５ｍｉｎ，以便 ＡＡＶ悬液充分进入下呼吸道。
气管插管组：麻醉小鼠后将其绑定在硬纸板上以进

行气管插管，插管后拔出硬针，留下软管，并确认插

管成功。将小鼠倾斜４５°，胰岛素注射器先抽取０.１
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ｍｌ空气，再抽取５０μｌ病毒，正常速度沿软管推注进
气管，左右晃动小鼠，保持直立１０ｍｉｎ，保证病毒充
分浸润肺部，将头部和胸部用折叠的纸巾小幅度垫

高，以保证小鼠呼吸顺畅。

１．２．５　ＮＢＲ１特异性敲除小鼠模型构建　首先将
ＲＯＳＡ２６-Ｃａｓ９小鼠与 ＥＧＦＲＬ８５８Ｒ-ＬＳＬ-ｔｄｔｏｍａｔｏ小鼠进行杂
交，产生 ＥＧＦＲＬ８５８Ｒ-ＬＳＬ-ｔｄｔｏｍａｔｏ-Ｃａｓ９小鼠。这些小鼠是
可育的，产仔数正常，没有形态异常，且后代是有活

性的，并且在全身可观察到Ｃａｓ９的表达。该小鼠在
注射ＡＡＶ-Ｕ６-＞ｓｇＲＮＡ（ＮＢＲ１）-ＣＡＧ-Ｃｒｅ-ＧＦＰ病毒
后，病毒所携带的 Ｃｒｅ与小鼠 ＥＧＦＲＬ８５８位点的 ｆｌｏｘ
结合，可自发形成 ＥＧＦＲ突变的肺腺癌并同时启动
ｔｄＴｏｍａｔｏ基因表达，在荧光显微镜下可观察到 ｔｄＴｏ-
ｍａｔｏ蛋白红色荧光信号及ＧＦＰ蛋白绿色荧光信号，
同时ｓｇＲＮＡ与Ｃａｓ９蛋白相互作用靶向敲除肺组织
中 ＮＢＲ１基因，阻止 ＮＢＲ１基因的表达。将 ＥＧ-
ＦＲＬ８５８Ｒ-ＬＳＬ-ｔｄｔｏｍａｔｏ-Ｃａｓ９转基因小鼠的乳鼠随机分为对
照组（注射 ＡＡＶ-ＣＡＧ-Ｃｒｅ-ＧＦＰ，ｎ＝８）和实验组［注
射 ＡＡＶ-Ｕ６-＞ｓｇＲＮＡ（ＮＢＲ１）-ＣＡＧ-Ｃｒｅ-ＧＦＰ，ｎ＝
８］。将纯化后的腺相关病毒以５×１０１１μｇ／鼠的剂
量给予小鼠气管内注射，分别在３个月和６个月后
对两组小鼠的肺组织进行肉眼观察，并进行 ＨＥ染
色计算肿瘤面积。

１．２．６　免疫组化检测　以１∶２００的比例稀释 Ａｎ-
ｔｉ-ＮＢＲ１ａｎｔｉｂｏｄｙ，在 ６３倍放大条件下观察染色结
果。多重免疫荧光化学染色法观察 ＣＤ８与颗粒酶
Ｂ（ＧｒａｎｚｙｍｅＢ）、穿孔素（Ｐｅｒｆｏｒｉｎ）、干扰素-γ（Ｉｎｔｅｒ-
ｆｅｒｏｎ-γ，ＩＦＮ-γ）及增殖标记蛋白（Ｋｉ-６７）共定位情
况。常规步骤包括组织切片、石蜡溶解、二甲苯脱

蜡、梯度乙醇水化、抗原高温高压修复、内源性过氧

化物酶阻断、滴加５％ ＢＳＡ封闭后滴加一抗 ＣＤ８与
ＧｒａｎｚｙｍｅＢ、Ｐｅｒｆｏｒｉｎ、ＩＦＮ-γ及 Ｋｉ-６７（１∶２００）５０
μｌ、４℃ 孵育过夜、ＰＢＳ充分冲洗后滴加荧光二抗山
羊抗鼠荧光二抗４８８（５μｇ／ｍｌ，１∶２００）５０μｌ、室温
孵育１ｈ、滴加 ＤＡＰＩ、室温避光孵育２０ｍｉｎ后抗荧
光淬灭封片剂封片４℃避光保存、最后用芯片扫描
仪扫描后观察。

１．２．７　流式细胞学检测　消化并提取小鼠肺部肿
瘤组织细胞，ＰＢＳ洗涤２遍，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
去上清液，最后使用２００μｌＰＢＳ重悬细胞转移至流
式管，一抗 ＣＤ３-ＰｅｒＣＰ-ＣＹ５.５、ＣＤ８-ＢＶ６０５、Ｐｅｒｆｏｒｉｎ-
ＰＥ、Ｇｚｍｂ-ＰＥ、ＩＦＮ-γ-ＰＥ、Ｋｉ６７-ＦＩＴＣ染色，４℃ 避光
孵育３０ｍｉｎ，加 ３００ｕｌＰＢＳ洗涤未结合染料，１０００
ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ去上清液后加入３００μｌＰＢＳ重悬

细胞上机检测。

１．３　统计学处理　本研究中的所有统计学分析均
使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９.０软件进行。所有实验均至
少进行了３次。实验数据采用平均值 ±标准差表
示。两组组间的比较使用 ｔ检验，多组间的比较则
采用单因素方差分析。Ｐ＜０.０５为差异有统计学意
义。

２　结果

２．１　ｓｇＲＮＡ序列　构建至病毒载体的靶向 ＮＢＲ１
基因的ｓｇＲＮＡ序列见表１；ｓｇＲＮＡ基因组ＤＮＡ扩增
引物序列见表２。

表１　ｓｇＲＮＡ序列

Ｔａｂ．１　ｓｇＲＮＡｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｓｇＲＮＡ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）
ｓｇＲＮＡ１ ＡＴＣＡＧＡＣＡＴＧＡＡＧＡＣＣＡＣＡＧ
ｓｇＲＮＡ２ ＡＣＴＧＣＡＧＣＡＡＧＣＴＣＴＣＡＧＧＴ
ｓｇＲＮＡ３ ＡＣＴＧＡＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＡＣＴＧ

表２　ｓｇＲＮＡ基因组ＤＮＡ扩增引物

Ｔａｂ．２　ｓｇＲＮＡｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）
ＮＢＲ１-ｓｇＲＮＡ１-Ｆ ＡＡＡＴＣＡＧＣＴＡＣＡＧＡＴＧＣＡＡＧＴＣＣ
ＮＢＲ１-ｓｇＲＮＡ１-Ｒ ＧＴＧＣＡＡＣＡＧＡＧＣＣＣＴＴＴＴＣＴ
ＮＢＲ１-ｓｇＲＮＡ２-Ｆ ＴＴＧＡＣＡＴＧＡＴＴＧＣＡＧＴＧＣＣＡＡＡ
ＮＢＲ１-ｓｇＲＮＡ２-Ｒ ＴＣＣＴＧＡＡＣＣＡＧＣＴＴＧＧＡＡＧＡＣ
ＮＢＲ１-ｓｇＲＮＡ３-Ｆ ＴＣＡＣＣＣＴＴＴＡＧＧＣＡＧＣＧＴＡＴ
ＮＢＲ１-ｓｇＲＮＡ３-Ｒ ＡＧＴＧＣＧＡＡＧＴＧＴＡＴＧＴＣＣＣＣ

　　Ｆ：Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ；Ｒ：Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ．

２．２　重组质粒构建及基因编辑效率分析
２．２．１　免疫荧光检测结果　质粒转染ＨＥＫ２９３Ｔ细
胞４８ｈ后采用荧光显微镜观察ＧＦＰ表达情况，发现
ＧＦＰ荧光阳性信号，提示质粒转染成功（图 １Ａ）。
将含有病毒的上清液分别以６０μｌ或６００μｌ加入感
染鼠源细胞系ＡＭＬ１２，同时加入１μｇ／ｍｌ的嘌呤霉
素筛选稳定感染了病毒的目的细胞。荧光显微镜观

察显示，在７２ｈ后，目的细胞已成功感染了病毒（图
１Ｂ）。
２．２．２　ＮＢＲ１基因编辑效果确认　为了确认在所
设计的３条ｓｇＲＮＡ中，哪条ｓｇＲＮＡ能对ＮＢＲ１基因
编辑效果更好，在利用不同病毒感染细胞后，对这些

细胞的基因组 ＤＮＡ进行了提取以及 ＰＣＲ扩增，并
对ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳（图２），所在片段
对引物片段大小与目的基因接近，如预期，提示扩增

成功。
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图１　免疫荧光检测结果

Ｆｉｇ．１　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

　　Ａ：ＧＦＰｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｎ２９３Ｔｃｅｌｌｓ４８ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｐｌａｓｍｉｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ×４０；Ｂ：ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｎｆｅｃｔｉｎｇＡＭＬ１２

ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｖｉｒｕｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｆｔｅｒ７２ｈｏｕｒｓ×４０．Ａｔｔｈｉｓｔｉｍｅ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐａｓｓａｇｅｄ（１：４），ａｎｄ１ｍｇ／Ｌｐｕｒｏｗａｓａｄｄｅｄｔｏｓｃｒｅｅｎｔｈｅ

ｃｅｌｌｓ．

图２　ＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ．２　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

　　重组质粒测序结果显示在酶切位点之间插入的

片段位置、方向及序列分别与３条ｓｇＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ１、
ｓｇＲＮＡ２、ｓｇＲＮＡ３）序列一致，靶向 ＮＢＲ１基因的
ｓｇＲＮＡ序列成功插入载体 ，证明重组质粒构建成
功。此外，还对ＰＣＲ产物进行了 ＤＮＡ测序分析，以
检测不同 ｓｇＲＮＡ的敲除效率，结果显示 ｓｇＲＮＡ２效
果最好，敲除效率最高，达６１.７％（图３）。
２．３　小鼠体内验证ＡＡＶ病毒转导效率　为了探索
更高效的病毒侵染方式，将 ＡＡＶ６-ＣＭＶ-ＥＧＦＰ分别
以气管内注射给药和滴鼻给药侵染 ２８ｄ后，采用荧
光显微镜观察ＥＧＦＰ表达情况。结果显示气管内注
射组小鼠肺组织表达ＥＧＦＰ程度明显高于滴鼻组（ｔ
＝６.１８２，Ｐ＜０.０１），见图４，提示气管内注射给药是

图３　基因敲除表达载体的鉴定及ｓｇＲＮＡ测序结果与原基因序列比对分析

Ｆｉｇ．３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒａｎｄｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｇＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｗｉｔｈｔｈｅｏｒｉｇｉｎａｌｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
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更高效的病毒侵染方式，因此后续采用气管内注射

给药的方式进行实验。

２．４　ＮＢＲ１基因特异性敲除肺癌小鼠模型成功构
建　在病毒感染２８ｄ后取ＡＡＶ-ｓｇＮＢＲ１组和ＡＡＶ-
Ｃｔｌ组小鼠肺组织进行组织免疫荧光检测，发现在两
组小鼠的肺组织中均可观察到红色以及绿色荧光信

号（图５），提示ＡＡＶ病毒成功感染小鼠肺组织。
２．５　ＮＢＲ１基因敲除小鼠的肺癌生长受到抑制　
小鼠在 ＡＡＶ病毒感染后均在无其他干扰环境下饲
养，３个月后采取随机的方法每组分别取４只小鼠
进行解剖，分离肺组织。肉眼可见，与对照组相比，

ＮＢＲ１敲除组小鼠的肺组织表面的肿瘤结节面积相
对较小。其余小鼠继续饲养至第６个月，结果显示
ＮＢＲ１敲除组小鼠肿瘤生长明显减慢（图６）。这些
结果提示 ＮＢＲ１敲除可抑制小鼠肺部肿瘤组织生
长。对肺组织进行 ＨＥ染色的结果也显示，在感染
ＡＡＶ病毒３个月和６个月时，ＮＢＲ１敲除组小鼠肿
瘤面积占比低于对照组（图６）。

２．６　免疫组化检测结果　为了确定 ＮＢＲ１分子的
表达是否被抑制，对小鼠的肺癌组织及癌旁组织进

行了 ＮＢＲ１免疫组化检测。结果显示，与对照组相
比，ＮＢＲ１敲除组的ＮＢＲ１表达量下降（图７Ａ），且两
组小鼠肿瘤组织中ＮＢＲ１表达量明显高于癌旁组织
（ｔ＝１５.１３、１２.６１，均 Ｐ＜０.０１），见图７Ｂ、７Ｃ，这提
示ＮＢＲ１与肺癌进展存在相关性。
２．７　靶向敲除 ＮＢＲ１可促进 ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞功
能活性　为了探究靶向敲除 ＮＢＲ１对 ＣＤ８＋Ｔ淋巴
细胞功能活性的影响，利用组织免疫荧光的方法对

小鼠肺肿瘤组织进行了 ＣＤ８、ＧｒａｎｚｙｍｅＢ、Ｐｅｒｆｏｒｉｎ、
ＩＦＮ-γ及Ｋｉ-６７表达检测。结果显示（图８），与对照
组小鼠的肿瘤组织相比，ＮＢＲ１敲除组肿瘤组织中
ＣＤ８＋Ｔ细胞表面 ＧｒａｎｚｙｍｅＢ、Ｐｅｒｆｏｒｉｎ、ＩＦＮ-γ及 Ｋｉ-
６７表达量增加（ｔ＝４.６６、８.３７、８.２２、１１.７３，均 Ｐ＜
０.０１），提示 ＮＢＲ１敲除可增强肿瘤组织中 ＣＤ８＋Ｔ
细胞功能活性。

２．８　靶向敲除ＮＢＲ１可促进Ｔ淋巴细胞由干性向

图４　组织免疫荧光检测ＡＡＶ６-ＥＧＦＰ侵染２８ｄ后在小鼠肺组织中的表达情况 ×４０

Ｆｉｇ．４　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＡＡＶ６-ＣＭＶ-ＥＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ２８ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ×４０

ａ：ｉｎｔｒａｎａｓａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；ｂ：ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌｉｎｔｕｂａｔｉｏｎａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；**Ｐ＜０.０１ｖｓｉｎｔｒａｎａｓａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．

图５　免疫荧光显示两组小鼠肺组织均存在ＧＦＰ及ｔｄＴｏｍａｔｏ蛋白的表达（×４０，ｓｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ）

Ｆｉｇ．５　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｈｏｗｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＦＰａｎｄｔｄＴｏｍａｔｏｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｂｏｔｈ

ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ（×４０，ｓｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ）
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图６　ＮＢＲ１敲除组与对照组分别在３个月与６个月时肺部肿瘤生长情况及ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ．６　ＬｕｎｇｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈａｎｄＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｈｅＮＢＲ１ｋｎｏｃｋｏｕｔｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ３ｍｏｎｔｈｓａｎｄ６ｍｏｎｔｈｓ

ａ：ＮＢＲ１ｋｎｏｃｋｏｕｔｇｒｏｕｐ；ｂ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图７　免疫组化检测ＮＢＲ１表达水平情况 ×６３
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效应型转化增多，向耗竭型减少　为了进一步分析
两组小鼠肿瘤组织中ＣＤ８＋Ｔ细胞表型的变化，采用
流式细胞术检测了 ＣＤ８＋Ｔ细胞表面表达初始型
（Ｔｃｆ１、Ｓｌｍａｆ６）、效应型（Ｃｘｃｒ６、Ｃｘｃｌ１３）以及耗竭型
（Ｐｄｃｄ１、Ｔｉｍ-３）表型分子的变化（见图９）。结果显
示，与对照组相比，ＮＢＲ１敲除组肿瘤组织中ＣＤ８＋Ｔ
细胞的 Ｔｃｆ１［（２３.３１±２.１６）％ ｖｓ（４１.９５±
１.９０）％］、Ｓｌｍａｆ６［（２２.０３±２.０３）％ ｖｓ（３７.３１±
２.８１）％］分泌量明显降低（ｔ＝１０.１８、６.４２，Ｐ＝
０.００２、０.００６），Ｃｘｃｒ６［（４２.０１±２.１７）％ ｖｓ（２５.３３
±２.２４）％］、Ｃｘｃｌ１３［（４５.０４±２.９４）％ ｖｓ（２４.５４
±３.０８）％］分泌量明显增加（ｔ＝－５.４７、－９.６１，Ｐ

＝０.００７、０.００３），而 Ｐｄｃｄ１［（１５.３１±２.８６）％ ｖｓ
（２５.３１±１.９２）％］、Ｔｉｍ-３［（１５.８３±１.９８）％ ｖｓ
（３２.６１±２.３１）％］分泌量明显降低（ｔ＝４.８９、７.３２，
Ｐ＝０.００４、０.００１）。

３　讨论

　　ＮＢＲ１作为自噬受体，在选择性自噬中起着关
键作用［１０］。它能够识别特定的底物，如泛素化的蛋

白质，并通过与泛素化的自噬底物形成细胞内包裹

物来启动自噬过程。一项在胰腺癌中的研究［１１］发

现，ＮＢＲ１在胰腺癌细胞的免疫逃避中起重要作用，
细胞毒性Ｔ细胞能通过其表面的ＭＨＣＩ识别表达

·８０１２· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｄｅｃ；５９（１２）



图８　组织免疫荧光检测ＣＤ８＋Ｔ细胞表面分子表达情况
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图９　流式细胞术检测ＣＤ８＋Ｔ细胞分子表型改变
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肿瘤特异性抗原的癌细胞，许多肿瘤细胞通过突变

或ＭＨＣＩ分子的丢失来逃避免疫系统的监视，从而
发生免疫逃逸，促进肿瘤进展。另外，最近一项利用

乳腺癌小鼠模型进行的研究［１２］表明，选择性自噬受

体ＮＢＲ１在自噬缺陷乳腺肿瘤细胞胞质中的表达积
累能促进肿瘤细胞增殖，促使其侵袭性增强和转移

性基底上皮分化。然而，ＮＢＲ１在肺腺癌中的作用
及其具体机制尚未完全阐明，因此，构建ＮＢＲ１基因
敲除的肺癌小鼠模型，进一步探索 ＮＢＲ１对肺癌发
生发展的影响，以及对ＣＤ８＋Ｔ细胞免疫功能活性的
影响，对于阐明 ＮＢＲ１在肺腺癌中的作用具有十分
重要的意义。

　　作为一种强大的基因编辑工具，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
技术以其高效、精准的特点，被广泛应用于癌症相关

基因的功能探索、荷瘤动物模型的建立以及药物靶

点的探测［１３］，极大地增加了人们对癌症基因组学的

认识。此外，先前已有研究［１４］通过 ＡＡＶ介导
ＣＲＩＳＰＲ系统成功靶向小鼠大脑中的单个基因或多
个基因，并表征了基因组修饰对神经元的影响。传

统的基因治疗通常使用病毒载体如慢病毒、逆转录

病毒等，但这些载体存在免疫原性、基因组整合等风

险［１５］。此外，与传统的基因敲除模型相比，Ｃａｓ９-
ＡＡＶ技术构建基因敲除模型的方法具有构建时间
相对较短，成本较低的优点［１６］，这为未来肺癌基因

治疗研究提供了新的工具。然而，在本研究中，共设

计了３个ｓｇＲＮＡ，但只有ｓｇＲＮＡ２对ＮＢＲ１的敲除效
率较高，说明 ＣＲＩＳＰＲ-Ｃａｓ９技术的基因编辑效率有
待提高。此外，此项技术还存在的其他较为突出的

问题有脱靶效应、脱氧核糖核酸损伤毒性和免疫毒

性等［１７］，随着技术的不断发展和完善，相信其在未

来的肿瘤研究和治疗中将会发挥更加重要的作用。

　　本研究通过ＣＲＩＳＰＲ-Ｃａｓ９技术成功构建了靶向
ＮＢＲ１基因敲除的肺癌小鼠模型，验证了靶向抑制
ＮＢＲ１表达可增强肺组织 ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞功能活
性，使肿瘤生长受到抑制，减轻肿瘤负荷，这些发现

与之前关于ＮＢＲ１在细胞自噬和肿瘤发展中的研究
结果相一致，但本研究首次在体内模型中对这些发

现进行了证实，为研究 ＮＢＲ１及其他基因在肺腺癌
细胞中的作用机制和功能奠定了实验基础。然而，

本研究也存在一定的局限性。例如，仅使用了有限

数量的小鼠进行实验，这可能在一定程度上影响了

结果的稳定性。此外，虽然已经观察到 ＮＢＲ１敲除
对肺癌表型具有显著影响，但其具体的分子机制仍

有待进一步阐明。未来的研究可以围绕这些问题展

开，更加全面地理解ＮＢＲ１在肺癌发展中的作用，并
为肺癌的治疗提供新的思路。
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