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研究报告 

利用 CRISPR/Cas9 AAV 系统构建纹状体 Slc20a2 基因
敲除小鼠模型 

林珉婷 1,2，赖璐璐 1，赵淼 1，林必玮 1，姚香平 1,3 
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2. 福建医科大学神经科学研究院，福州 300004 
3. 福建省分子神经病学重点实验室，福州 300005 

摘要: 原发性家族性脑钙化症(primary familial brain calcification, PFBC)是慢性进展性的神经系统遗传病，临床

症状主要包括运动障碍、认知障碍及精神障碍等，其致病机制尚未完全明确。研究表明 SLC20A2 是该病最主

要的致病基因。由于 Slc20a2 基因全身性敲除小鼠模型会导致胎儿生长受限，为更好地研究 PFBC 发病机制，

本研究应用 CRISPR/Cas9 技术构建了纹状体 Slc20a2 基因条件性敲除小鼠模型。首先，针对 Slc20a2 基因编码

区，设计 3 条靶向 exon3 的 sgRNA (single guide RNA)，通过构建质粒、转染细胞、Surveyor assay 等实验验证

sgRNA 的活性。其次，选取活性较高的 sgRNA 重组包装 AAV-Cre 病毒，应用立体定位将 AAV 病毒定点注射

于小鼠纹状体。体外实验结果表明设计的 3 条 sgRNA 均能够有效地介导 Cas9 切割靶 DNA。细胞免疫荧光实

验结果证实 AAV-Cre 病毒具有 Cre 重组酶活性。最后，通过小鼠脑部组织免疫组化、TA-克隆、高通量测序及

Western blot 方法检测 Slc20a2 基因敲除效率，发现实验组小鼠纹状体组织 Slc20a2 表达明显降低。本研究成功

设计了 3 条能够敲除 Slc20a2 的功能 sgRNA，并应用 CRISPR/Cas9 技术成功构建了纹状体 Slc20a2 基因条件性

敲除小鼠，为研究 PFBC 的发病机制提供了有效的动物模型。 

关键词: CRISPR/Cas9；Slc20a2；sgRNA；基因敲除；小鼠模型 
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Abstract: Primary familial brain calcification (PFBC) is a chronic progressive neurogenetic disorder. Its clinical 
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symptoms mainly include dyskinesia, cognitive disorder and mental impairment; and the pathogenesis remains unclear. 

Studies have shown that SLC20A2 is the most common pathogenic gene of the disease. Since the Slc20a2 gene knockout 

mouse model could result in fetal growth restriction, in order to better understand the pathogenesis of PFBC, the present 

study used the CRISPR/Cas9 technology to construct a conditional knockout model of Slc20a2 gene in the striatum of mice. 

First, three sgRNAs (single guide RNAs) were designed to target the exon3 of Slc20a2 gene. The activity of the respective 

sgRNA was verified by constructing expression plasmids, transfecting cells and Surveyor assay. Second, the SgRNA with 

the highest activity was selected to generate the recombinant AAV-Cre virus, which was injected into the striatum of 

mice by stereotactic method. In vitro experiments showed that the three sgRNAs could effectively mediate Cas9 cleavage of 

the respective target DNA. The activity of Cre recombinase of the AAV-Cre was confirmed by immunofluorescence assay. 

Immunohistochemistry, TA clone, high-throughput sequencing and Western blot were used to detect and evaluate the 

efficiency of Slc20a2 gene knockout. The results showed that the Slc20a2 expression in the striatum of mice in the 

experimental group decreased significantly. In this study, three sgRNAs capable of knockout of Slc20a2 were successfully 

designed, and the conditional knockout of the Slc20a2 gene in the striatum of mouse was successfully established by the 

CRISPR/Cas9 technology, thereby providing an effective animal model for studying the pathogenesis of PFBC. 

Keywords: CRISPR/Cas9; Slc20a2; sgRNA; gene knockout; mice model 

原发性家族性脑钙化症(primary familial brain 
calcification, PFBC)是以纹状体、丘脑、小脑、皮层

等部位对称性钙化为特征的神经系统遗传病[1]。临

床主要表现为运动障碍、精神症状、认知障碍、癫

痫、头痛等症状。目前 PFBC 发病机制尚不明确，

且具有高度遗传异质性[2]。迄今为止，已明确有 6
个 PFBC 致病基因：SLC20A2、PDGFRB、PDGFB、

XPR1、MYORG 和 JAM2[3~8]。其中，SLC20A2 基因

被认为是 PFBC 最常见的致病基因，该基因编码 III
型钠–磷协同转运体 2 (PiT2)，突变后严重影响磷的

摄取功能，引起细胞外磷酸根离子聚集，进而导致

钙磷沉积[9,10]。虽然已克隆多个 PFBC 致病基因，但

该病仍缺乏有效的治疗手段，具体的发病机制及治

疗方法仍需进一步探讨。 
动物模型是模拟疾病表型、研究疾病机制及探

索治疗手段的良好工具。SLC20A2 为管家基因，在

体内广泛表达。Slc20a2 基因纯合敲除小鼠表现为胚

胎生长受限，且部分新生小鼠会在断奶前死亡[11,12]。

PFBC 患者的病理性钙化可以累及脑区各个位置，但

是纹状体是最为常见的受累部位。因此，构建纹状

体 Slc20a2 基因敲除小鼠模型，不但可以解决

Slc20a2 基因全身敲除小鼠胚胎生长受限的困境，而

且能够特异性地研究纹状体区域脑钙化具体机制。 
CRISPR/Cas9 系统由于具备效率高、设计简单

等优势，是目前最为广泛运用的基因编辑技术。

CRISPR/Cas9 系统包含两大组分：一是行使剪切功

能的 Cas9 蛋白；另一个是特异性引导 Cas9 蛋白至

靶 DNA 序列的 sgRNA(single guide RNA)。由于 Cas9
蛋白分子量较大，且血脑屏障的存在使得 Cas9 蛋白

病毒载体在神经系统中不易于表达。LSL-Cas9-EGFP
小鼠是 Cas9 基因、EGFP 基因敲入小鼠，可以条件

性表达 Cas9 蛋白和 EGFP 蛋白[13]。通过向小鼠脑区

或者核团注射 sgRNA 和 Cre，可以激活 LSL-Cas9- 
EGFP 小鼠表达 Cas9 蛋白，从而实现定点目的基因

的敲除。本研究运用 CRISPR/Cas9 技术，基于

LSL-Cas9-EGFP 小鼠，进行纹状体 Slc20a2 基因条

件性敲除，为 PFBC 的发病机制及药物研究提供良

好的动物模型。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验中所用小鼠为条件性表达 Cas9 及 EGFP 蛋

白小鼠(LSL-Cas9-EGFP 小鼠，B6；129-Gt(ROSA) 
26Sortm1(CAG-Loxp-Stop-LoxP-Cas9, -EGFP)Fezh/J)，
由美国 The Jackson Laboratory 实验室引进。AAV 病

毒表达载体 (60229, AAV:ITR-U6-sgRNA-backbone- 
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pCBh-Cre-WPRE-hGHpA-ITR)购于美国 Addgene 公

司，含 Cre 位点以及两个 Sap I 酶切位点。Reporter
质粒(20299, pAAV-EF1a-double floxed-mCherry-WPRE- 
HGHpA)购于美国 Addgene 公司，其中两个 flox 序

列是反向插入，可条件性表达红色荧光蛋白。实验

室常规保存质粒 px458(Cas9/sgRNA/EGFP 共同表达

质粒)含 Bbs I 酶切位点。引物由生工生物工程(上海)
股份有限公司合成。T4 DNA 连接酶、Sap I、Bbs I
等核酸内切酶购于美国 NEB 公司，细胞株为小鼠神

经瘤母细胞 N2A 细胞、293T 细胞。 

1.2  sgRNA 设计和寡核苷酸链合成 

根据 CRISPR/Cas9 系统 sgRNA 设计原则，使用

Zhang lab 网站(http://crispr.mit.edu)对鼠源 Slc20a2
基因(Gene ID: 20516)第 3 外显子(290~429 bp)设计

靶点，选择敲除效率分数最高的 3 个 sgRNA 
(sgRNA1、sgRNA2、sgRNA3)，具体信息见表 1。
sgRNA 序列若不以 G 碱基开头，可添加 1 个 G 碱基

以便 U6 启动子转录。在合成 sgRNA 时需在序列里

添加 5ʹ-cacc-3ʹ和 5ʹ-aaac-3ʹ (表 1)，使其退火后形成

可与 BbsI 酶切位点互补的粘性末端。根据靶位点设

计扩增引物，分别为 E3F:5ʹ -TGACTCATCATTGG-
CACAGG-3ʹ 和 E3R:5ʹ -TAAGGCTCTTCTTCACGT-
GG-3ʹ，扩增长度为 650 bp。sgRNA1、sgRNA2 和

sgRNA3 切割后产物大小分别约为 297 bp 和 353 bp、
288 bp 和 362 bp、248 bp 和 402 bp。 

1.3  构建 Slc20a2 基因 px458-sgRNA 打靶载体 

实验所用质粒载体为 px458，使用 Bbs I 限制性 
 
表 1  sgRNA 序列  
Table 1  sgRNA sequence used in this study 

引物名称 碱基序列(5ʹ→3ʹ) 

sgRNA1 F:caccGCTCGTGGCGATTGGCCCGAA 

R:aaacTTCGGGCCAATCGCCACGAGC 

sgRNA2 F:caccGGCTTCTCACTCGTGGCGAT 

R:aaacATCGCCACGAGTGAGAAGCC 

sgRNA3 F:caccGTCGGGGACTCACTGCATCGT 

R:aaacACGATGCAGTGAGTCCCCGAC 

合成 sgRNA 时需在序列里添加 5ʹ-cacc-3ʹ和 5ʹ-aaac-3ʹ，以与 Bbs I
酶切位点的粘性末端互补。 

内切酶酶切，37℃水浴 1 h，按照胶回收试剂盒说明

书回收约 9300 bp 长度的 DNA 片段。将合成的

sgRNA 的上游(F)和下游(R)引物用退火缓冲液稀释

至 9 mmol/L，用 PCR 仪退火，程序为 95℃ 5 min，
72℃ 10 min，37℃ 20 min，即退火为双链 DNA，

用于后续连接反应。退火后的 sgRNA 寡核苷酸双链

与回收的 px458 载体片段在 T4 DNA 连接酶作用下

16℃过夜连接，连接产物转化至 DH5α 感受态，挑

取单克隆菌落并提取质粒 px458-sgRNA1、px458- 
sgRNA2 和 px458-sgRNA3，通过一代测序验证将

sgRNA 序列克隆到 px458 质粒中。 

1.4  sgRNA 活性检测 

将 4 μg 质粒 px458-sgRNA 用脂质体 lipo3000 
(L3000-015，美国 Invitrogen 公司)转染至汇合度达

到 60%~80%的 N2A 细胞，对照为转染 px458 空载

质粒(空白对照)，混匀，置于 5% CO2、37℃孵箱中

培养。转染 72 h 后提取细胞 DNA。弃除细胞培养基，

加 1 mL PBS 将细胞吹散，收于 1.5 mL EP 管中，

12,000 r/min 离心 1 min，去上清，留沉淀。用血液

/细胞/组织基因组 DNA 提取试剂盒(北京天根公司)
提取基因组 DNA。然后吸取 2 μL DNA 作为模板，

引物为 E3F 和 E3R，用 KOD 酶(TOYOBO 公司，日

本)体系进行 PCR 扩增。扩增程序：95℃ 5 min；94℃ 
30 s，60℃ 30 s，68℃ 30 s，35 个循环；68℃ 5 min。
用纯化试剂盒纯化 PCR 产物，然后进行变性、复性，

其程序为 95℃ 5 min，在 95℃降至 85℃期间，以每

秒 2℃退温，在 85℃降至 25℃期间，以每秒 0.1℃
退温，最后产物于 4℃放置 10 min。按照 Surveyor
突变检测试剂盒(Transgenomic 公司，美国)，分别加

入 1 μL Surveyor Nuclease S、1 μL Surveyor Enhancer 
S、0.15 mol/L MgCl2 2 μL 和 20 μL DNA，混匀后 42℃
放置 1 h，加入 1/10 体积的终止液混匀后，进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离。根据编辑效率公式 fcut =  
(b+c)/(a+b+c)和 indel(%)=100×(1−(1− fcut))进行计算

来评估 CRISPR/Cas9 的编辑效率。 

1.5  构建 AAV-sgRNA-Cre 载体及其 Cre 重组

酶活性验证 

AAV-Cre 病毒表达载体(60229，美国 Addgene
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公司)[13]，使用 Sap I 限制性内切酶酶切，37℃水浴

1 h，按照胶回收试剂盒说明书回收约 6400 bp 长度

的 DNA 片段。将筛选出活性最高的 sgRNA 退火后

(方法见 1.3)与酶切回收的 AAV 病毒表达载体片段

连接，转化至 DH5α 感受态，挑取单克隆菌落并提

取质粒进行测序，验证 sgRNA 序列重组到 AAV-Cre
载体上。将重组后的 AAV-Cre 质粒和红色荧光蛋白

报告基因质粒 (AAV-double-floxed-mcherry)共转检

测 Cre 重组酶活性。实验分成 5 组，分别为转染

Cre-GFP 质粒(阳性对照)、转染红色荧光蛋白报告基

因质粒(报告质粒)、转染 AAV-Cre 质粒(实验组)、共

转阳性对照和报告质粒以及共转实验组和报告质粒。

转染前 24 h，消化 293T 细胞铺板 24 孔板，每孔接

种细胞 1×105 个。转染质粒总量为 1 μg，转染试剂

为 Lipofectin 3000。转染后 6 h 进行细胞换液，弃去

培养盘中原有培养基，加入 0.5 mL 完全培养基。转

染 48 h 后观察荧光，进行拍照。将重组后的 AAV-Cre
由上海泰廷生物科技有限公司进行病毒包装、纯化

和浓缩。 

1.6  立体定位法注射 AAV-sgRNA-Cre 病毒 

LSL-Cas9-EGFP 成年鼠随机分为 GFP 病毒注射

组(CON 组)和 AAV-Cre 病毒注射组(KO 组)。用戊巴

比妥钠 60~80 mg/kg 腹腔注射麻醉成年小鼠。将小

鼠两侧外耳道及牙齿固定在脑立体定向仪(Stoelting
公司，美国)，常规备皮消毒后进行头部剪毛，剪去表

层皮肤暴露前囟并标记前囟位置。根据坐标点调整

好钻孔位置，确立右侧纹状体坐标：前囟后 0.46 mm，

中线侧旁开 2.00 mm，硬膜下 4.00 mm。调整游标卡

尺对应其坐标点，用牙科钻孔器钻孔。用微量注射

器(上海高鸽工贸有限公司)进针，缓慢注射。注射速

度 0.2 μL/min，注射病毒量 0.5~2.0 μL。注射完毕停

10 min 后缓慢退针、缝皮、消毒、解除固定。给予

光照为小鼠保暖，等待小鼠苏醒。注射过程及结束

后均需要观察动物的反应及有无死亡。注射后 1 月、

2 月时分别处死小鼠，进行全脑冰冻切片。注射 6
月后处死小鼠，提取注射部位的纹状体组织，留取

标本。 

1.7  免疫组化验证 

分别在注射后的每个时间点取脑组织。用戊巴

比妥钠 60~80 mg/kg 腹腔注射麻醉小鼠，固定于平

板上。依次打开腹腔、胸腔、暴露心脏，用眼科剪

剪破右心耳，用注射针尖刺入左心室。先用 50 mL
生理盐水灌注，直至肝脏变白，接着用 50 mL 的 4%
多聚甲醛进行灌注。待鼠尾巴及身体完全僵硬后，

取出小鼠的大脑组织。将取出的大脑组织置于 4%多

聚甲醛固定 24 h，接着用 30%的蔗糖脱水，待大脑

沉入容器底部行冰冻切片。用冰冻切片机(Leica 公

司，德国)进行冠状位切片，切片厚度为 40 μL。用

GFP、Cre 抗体进行脑片免疫组化。用封闭液配一抗

GFP (1:2000，美国 Invitrogen 公司)和 Cre (1:2000，
美国 Milipore 公司)，4℃孵育一抗过夜。次日用

1×PBS 轻轻洗涤 3 次，各 5 min。用封闭液配相应的

二抗，于室温下避光 120 min，1×PBS 轻轻洗涤 3
次。用 DAPI (1:5000，上海碧云天生物技术有限公

司)覆盖细胞表面，1×PBS 洗涤 3 次。在载玻片上滴

一滴封片剂，将爬片的细胞面扣在封片剂上。于共

聚焦显微镜(Zeiss 公司，德国)下观察，并拍照。 

1.8  流式分选富集 Slc20a2 基因点突变细胞  

取AAV-sgRNA-Cre病毒注射 6个月的LSL-Cas9- 
EGFP 小鼠，用戊巴比妥钠麻醉处死后断颈，取出右

侧纹状体。充分剪碎后，加入胰酶消化并吹打数次。

置于 37℃ 10 min。待充分消化后，加入含 FBS 培

养基终止消化，离心 1000 r/min 5min。用细胞培养

基重悬细胞，于流式细胞仪(Beckman 公司，美国)
筛选带 GFP 细胞。提取筛选后细胞的基因组，由于

组织量较少，需用 KAPA 快速 DNA 提取试剂盒

(KAPA 公司，上海)进行 DNA 提取。Nested-PCR 扩

增获取 Slc20a2 基因，第一次扩增引物为上述的 E3F、
E3R。第二次扩增引物为 F:5ʹ-GTACATTGTCGAT-
GCTCTCC-3ʹ；R:5ʹ-GAAAGGGTGGCGTTAAACC-
TG-3ʹ。第二次扩增后的产物经 2%琼脂糖胶电泳，

鉴定单一特异性条带后送公司测序评估基因编辑效

果。测序峰图上在 sgRNA 识别的 NGG 序列附近如

果出现多层套叠峰时，表明该注射病毒的脑区发生

基因编辑。将上述检测到发生突变的 PCR 产物连接

pMD-18T 载体中，转化涂板。培养过夜后，挑单克隆

(r1~r7 等)进行测序鉴定获得具体的基因编辑后的突

变类型。 
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1.9  高通量扩增子测序 

取 AAV-sgRNA-Cre 病毒注射后 6 个月的 LSL- 
Cas9-EGFP 小鼠，用戊巴比妥钠麻醉处死后断颈，

取出脑组织。分为左侧大脑半球(自身对照组)和右侧

大脑半球(实验组)两个部分。待充分剪碎后，提取组

织 DNA，扩增获取 Slc20a2 基因。第一次扩增引物

为 F1:5ʹ-GCCAGGTGGCTAAGACACTG-3ʹ和 R1:5ʹ- 
CCTTGCTCCGTTGCCTATAC-3ʹ。为进行后续的二

代测序，需进行二次扩增，在引物 5ʹ端加接头。左

半球脑组织的第二次扩增引物为 F2:5ʹ-GAATTCTC-
AATGCCGGATCCGCCAGGTGGCTAAGACACTG-3ʹ
和 R2:5ʹ-GAATTCTGGCGATAGGATCCCCTTGCT-
CCGTTGCCTATAC-3ʹ，右半球脑组织的第二次扩增

引物为 F3:5ʹ-GAATTCCAAGCACCGGATCCGCCA-
GGTGGCTAAGACACTG-3ʹ和 R3:5ʹ-GAATTCTTT-
CGACGGGATCCCCTTGCTCCGTTGCCTATAC-3ʹ 。

扩增后的产物经 2%琼脂糖胶鉴定单一特异性条带

后送金唯智公司进行高通量扩增子测序。使用 MiSeq
平台测序 DNA 文库混合后，按 Illumina MiSeq 
(Illumina 公司，美国)仪器使用说明书进行 2×250/ 
2×250 bp 双端测序(PE)，由 MiSeq 自带的 MiSeq 
Control Software (HCS)+OLB+GAPipeline-1.6 读取

序列信息。使用 fastp(v0.19.6)软件的默认参数对双

端 250 bp 的测序原始数据进行去除测序接头和过滤

低质量 reads 的处理。随后，根据样本的 barcode 信

息对上一步得到的 FASTQ 文件(clean reads)进行拆

分。双端 reads 的拼接、比对以及比对后结果的统计

使用 CRISPResso2 软件的默认参数完成。 

1.10  Western blot 检测  

戊巴比妥钠麻醉分别处死实验组小鼠(KO 组)、
对照组小鼠(CON 组)、未注射病毒的空白组小鼠

(WT 组)。取出右侧纹状体，充分剪碎后，加入 800 μL 
LBA150 裂解缓冲液(30 mmol/L Tris-HCl pH 7.4、150 
mmol/L NaCl、0.5% NP40、10% glycerinum、1 mmol/L 
EDTA、1 mmol/L EGTA、1 mmol/L PMSF、1 mmol/L 
Cocktail、1 mmol/L NaF、1 mmol/L Na2NO3)。继续

研磨至无明显组织形态的溶液状，于冰上裂解

30 min。转至新的 EP 管中，4℃ 12,000 r/min 离心

30 min。取上清做好标记部分保存于–80℃。取适量 

用于蛋白浓度的测定，按照 BCA 法(上海碧云天生

物技术有限公司)蛋白浓度。加入 5×SDS Loading 
Buffer，100℃水浴 10 min，14,000 r/min 离心 5 min ，
在 12%浓度分离胶的 SDS-PAGE 胶中电泳。电泳结

束后小心剥下凝胶，采用湿转法将蛋白转移到 PVDF
膜上，室温封闭 1 h。4℃孵育一抗(Anti-PiT2，英国

Abcam 公司)过夜。孵育完毕用 TBST 洗膜 3 次，随

后室温孵育二抗 1 h，孵育完毕用 TBST 洗膜 3 次，

采用 ECL 法在化学发光自显影仪检测蛋白条带并

拍照。 

2  结果与分析 

2.1  CRISPR/Cas9 打靶载体的活性检测，筛选

高效 sgRNA 

根据 CRISPR/Cas9 靶点设计原则，sgRNA 序列

选在 Slc20a2 基因的 E3 外显子(图 1 A)，将选择后的

3 条 sgRNA 序列重组至 px458 质粒上。经 Sanger 测

序验证，成功构建 Slc20a2 基因的 Cas9 打靶质粒(图
1，B~D)。将构建好的 CRISPR/Cas9 打靶质粒 px458- 
sgRNA1、px458-sgRNA2 和 px458-sgRNA3 及阴性

对照质粒 px458 转染 N2A 细胞，按照 Surveyor 突

变检测试剂盒说明书进行检测，发现均出现两条及

以上的新条带(图 1E)。sgRNA1 酶切后的新片段长

度预测约为 297 bp 和 353 bp，sgRNA2 约为 288 bp
和 362 bp，sgRNA3 约为 248 bp 和 402 bp。根据文

献[13]的编辑效率公式，对条带灰度值进行计算，结

果表明 3 条 sgRNA 均靶向敲除成功，其切割效率分

别为 52.2%、42.3%和 46.8%，其中 sgRNA1 活性最

强，可用于后续实验。  

2.2  体外鉴定病毒载体 Cre 重组酶活性 

将筛选出来的 sgRNA序列重组至 AAV-Cre病毒

载体上，通过与红色荧光蛋白报告基因质粒(AAV- 
double-floxed-mCherry)共同转染 293T 细胞，检测其

Cre 重组酶的活性。结果发现分别单转阳性对照

(Cre-GFP)、报告质粒和实验组(AAV-Cre)时均未观察

到红色荧光，当实验组和阳性对照分别与报告质粒

共同转染时均可观察到红色荧光，表明实验组病毒

载体具备 Cre 重组酶活性(图 2)。 
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图 1  体外打靶效率检测 
Fig. 1  Detection of target efficiency in vitro 
A：打靶质粒靶点示意图(靶点序列为红色标记，绿色标记的是 PAM 序列)；B~D：重组测序图(靶点 sgRNA 序列为红色标记，绿色标

记的是 px458 质粒上的 sgRNA scaffold 序列的部分)；E：打靶效率检测(a 为 PCR 扩增的主带，大约 650 bp；b、c 分别是主带切割形

成的预期大小的条带)。M 为 DNA Maker；Mock 为空白对照。 
 

 
 

图 2  Cre 重组酶活性体外实验验证  
Fig. 2  Cre recombinase activity verification in vitro 
实验组与报告质粒共转染时可观察到红色荧光，表明实验组 AAV-Cre 病毒载体具备 Cre 重组酶活性。标尺=100 μm。 
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图 3  对照组脑组织免疫荧光图 
Fig. 3  Immunofluorescence staining of brain tissue 

in the control group 
上图为对照组小鼠在注射 AAV-GFP 病毒 2 周后的脑组织免疫荧

光图，注射部位出现绿色荧光。标尺=500 μm；下图为上图白色

小方框的放大示意图，标尺=100 μm。 
 

2.3  纹状体 Slc20a2 基因敲除小鼠模型构建 

取 2~3 月的 LSL-Cas9-EGFP 小鼠进行右侧纹状

体病毒注射。对照组注射 AAV-GFP 病毒，实验组注

射 AAV-Cre 病毒。在病毒注射后 2 周、1 个月、 
2 个月分别进行免疫组化检测，发现 AAV-GFP 对照

组右侧纹状体部位出现 GFP 荧光，弥散分布于纹状

体大部分，蔓延至脑室(图 3)。AAV-Cre 实验组可以

观察到注射部位出现表达 Cre 重组酶的红色荧光和

表达 Cas9-EGFP 蛋白的绿色荧光(图 4)。在病毒注射

后 6 个月，提取小鼠的右侧纹状体组织，进行流式

分选 GFP 阳性细胞。通过 PCR 扩增 Slc20a2 基因靶

点区域，经测序显示靶点区域出现套峰(图 5A)，说

明 Slc20a2 基因被编辑。进一步进行 TA 克隆观察到

在靶点区域出现碱基的随机插入、缺失或替换，编

辑效率约为 52.78% (19/36) (图 5B)。通过提取

AAV-Cre 病毒注射 6 个月后的小鼠脑组织，扩增靶

点区域后进行高通量扩增子测序，结果显示右侧大

脑半球的基因编辑效率为 5.99%，明显高于左侧大

脑半球的基因编辑效率(0.36%) (图 5C)。右侧大脑半

球在 sgRNA结合的序列附近出现较高频率的碱基插

入、缺失或替换。通过提取实验组小鼠右侧纹状体

组织，Western blot 结果显示，实验组(KO)PiT2 蛋白

表达显著低于对照组(CON)与空白组(WT)，约为对

照组的 21% (图 5，D 和 E)。通过对 AAV-Cre 病毒

注射 6 个月后的小鼠进行微型 CT 检查和病理切片

染色，均未检测到病理性的脑钙化结节。 
 

 
 

图 4  实验组脑组织免疫荧光图 
Fig. 4  Immunofluorescence staining of brain tissue in the experimental group 
上图为实验组小鼠在注射 AAV-Cre 病毒 2 周后的脑组织免疫荧光图，注射部位出现红色荧光和绿色荧光。标尺=500 μm。下图为上图

白色小方框的放大示意图。图中的箭头分别表示可观察到表达 Cre 重组酶的红色荧光、表达 Cas9-EGFP 蛋白的绿色荧光以及同时表

达两者的荧光。标尺=100 μm。 
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图 5  纹状体 Slc20a2 基因敲除验证 
Fig. 5  Verification of Slc20a2 gene knockout in striatum tissue 
A：实验组小鼠右侧纹状体组织经 GFP 抗体筛选后的 PCR 测序图显示 sgRNA 序列附近出现套峰；B：实验组小鼠右侧纹状体组织经

GFP 抗体筛选后的 TA 克隆基因型显示 PAM 序列附近碱基的随机插入或缺失；C：实验组左右大脑半球高通量扩增子测序结果比较，

右侧大脑半球有更高的基因编辑效率；D：实验组、对照组及空白组小鼠的右侧纹状体组织 PiT2 蛋白免疫印迹图；E：图 D 的结果

统计图。实验组 PiT2 蛋白的表达显著低于对照组、空白组。图中数值给出的是平均值±标准误，n=3。**：P<0.01；***：P<0.001；
NS 表示无统计学意义。 
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3  讨论 

目前，有研究报道关于 Slc20a2 基因全身性敲

除小鼠模型，表现颅脑钙化的同时多合并其他的症

状，如胚胎生长受限、视神经钙化、脑积水[12,14,15]。

推测可能的机制是纯合型 Slc20a2–/–的临床表型比杂

合型 Slc20a2+/–明显。SLC20A2 作为致病基因为常染

色体显性遗传，临床上除了一例报道复合杂合突变

的患者临床症状较其父母(均携带 SLC20A2 杂合突

变)严重许多外[3]，其余 PFBC 患者均为 SLC20A2 杂

合突变。SLC20A2 基因致病的机制是由于编码的

PiT2 突变后降低细胞对无机磷的摄取，推测杂合突

变导致单倍体剂量不足而致病。SLC20A2 基因作为

管家基因，不仅参与大脑的磷代谢过程，在身体其

他部位的磷代谢中也起重要作用 [16~18]。所以由于

Slc20a2 基因全身性敲除小鼠模型的局限性，组织特

异性的 Slc20a2基因敲除小鼠成为研究 PFBC的关键。 
本研究通过 CRISPR/Cas9 技术构建纹状体

Slc20a2 基因敲除小鼠，不仅可以解决 Slc20a2 全基

因敲除小鼠致死或发育不良的困境，而且能够特异

性地研究纹状体钙化的具体机制。TA 克隆的基因型

分析发现 Cas9 蛋白对靶点进行切割后，细胞对其修

复的过程中导致碱基随机的插入或缺失，导致

Slc20a2 基因突变，从而模拟临床 PFBC 的发病过程。

通过对病毒注射部位行流式分选 GFP 阳性细胞，由

于可以富集经基因编辑的细胞，编辑效率明显高于

在体的编辑效率。但本研究中的小鼠脑区基因编辑

效率很可能被低估，原因在于病毒的注射部位局限

于小鼠的右侧纹状体组织，而进行高通量测序时采

用的样品为一侧大脑半球。从免疫荧光(图 3，图 4)
结果可以看出病毒高度集中在注射部位，标本的选

择是导致基因编辑效率被低估的关键。本研究在体

基因编辑效率仍有待于提高，造成这种情况的原因

主要是立体定位注射技术操作难度大、AAV 病毒浓

度的调整、AAV 病毒 Cre 重组酶的活性等都是非常

重要的因素。 
本研究结合 Cre-LoxP系统和 CRISPR/Cas9技术，

采用立体定位的方法将 AAV-Cre 病毒注射至 LSL- 
Cas9-EGFP 小鼠的右侧纹状体。当病毒的 Cre 重组

酶表达后切除CAG启动子下游 loxP位点之间的 stop

序列，激活 Cas9-EGFP 的表达。表达后的 Cas9 蛋

白进而在 sgRNA 的引导下产生基因编辑作用。而常

见的 Cre-LoxP 条件性敲除的 Cre 重组酶往往被置于

某特定基因启动子的下游，目的基因的两端分别含

有一个 loxP 位点，从而实现较高的组织和细胞特异

性。传统的条件性敲除往往需要较长的实验周期、

操作复杂[19]，而本研究的模型构建方法设计较为巧

妙，更为简便、有效。CRISPR/Cas 系统由于脱靶率

高在一定程度上限制了其应用[20]。结合 AAV-Cre 病

毒的定点注射在实现组织特异性敲除的同时可以有

效地避免非靶细胞编辑的脱靶效应。实验组的 PiT2
蛋白表达量比对照组明显降低，进一步证实纹状体

Slc20a2 基因被敲减。但半年后对实验组小鼠进行病

理切片染色或微型 CT 检查，未显示出病理性的脑

钙化结节，推测可能的原因是形成病理性的钙化结

节需要一定的时间。有研究表明 Slc20a2 全基因敲除

小鼠需要至少 5 个月甚至更长的时间[21]，且钙化病

灶往往随着年龄的增长而增大。Slc20a2 基因敲减后

是否出现与疾病相似的表型需要更长的时间，有待

于后续实验进一步研究。 
小鼠纹状体 Slc20a2 基因敲除的模型构建在国

内外未见报道，本研究利用 CRISPR/Cas9 技术联合

Cre-LoxP 系统成功构建了 Slc20a2 基因条件性敲除

小鼠，为今后探究 PFBC 的钙磷代谢机制及可能存

在的治疗研究提供良好的模型。 
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