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ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导ＲＢ１基因敲除及其在鸡前脂肪
细胞分化、增殖中的功能研究
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摘　要：旨在研究ＲＢ１基因在鸡前脂肪细胞分化和增殖过程中的功能，本研究利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在鸡前脂

肪细胞中敲除ＲＢ１基因，检测鸡前脂肪细胞的分化和增殖能力及相关标志基因的表达水平。结果表明，ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９系统能够有效介导ＲＢ１基因的敲除并引起ＲＢ１基因翻译的提前终止，敲除效率可以达到１０％。油红Ｏ提取

比色和ＣＣＫ－８的结果显示，敲除ＲＢ１基因后，鸡前脂肪细胞的分化能力减弱、增殖能力增强；ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示，

ＲＢ１基因敲除之后脂肪细胞分化标志基因Ｇ０Ｓ２、ＦＡＳ、Ａ－ＦＡＢＰ 的 ｍＲＮＡ表达水平下降，尤其是Ｇ０Ｓ２基因的表

达水平在前脂肪细胞分化的各个阶段都表现为显著的下降。同时ＲＢ１基因敲除还引起细胞周期相关基因Ｃｙ－

ｃｌｉｎＤ１、Ｅ２Ｆ１、Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ的ｍＲＮＡ表达水平升高。初步推断，ＲＢ１基因可能是调控鸡前脂肪细胞分化和增殖

的关键调节因子。
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　　肉鸡是全世界广泛饲养并具有重要经济价值的
禽类。由于高强度选择，肉鸡的生长速度和肉产量
得以明显提高。然而肉鸡体内脂肪（尤其是腹脂）蓄
积过多一直是困扰世界范围内肉鸡育种工作者的重

大问题。脂肪组织中脂肪细胞的过度增殖和分化会
造成脂肪形成加剧从而引发机体脂肪的过度蓄积。
因此，研究脂肪沉积的分子遗传机制对防止动物体
内脂肪过度沉积，提高肉鸡的饲料转化效率具有重
要的意义。脂肪细胞的分化和增殖是一个由众多因
子共同调控的复杂过程，本课题组前期对鸡１号染
色体上影响腹脂性状的 ＱＴＬ（数量性状基因座）进
行了初步定位，在鸡１号染色体上发现了多个影响
鸡腹脂重和腹脂率的ＱＴＬ；进一步通过加大标记密
度和扩大群体规模的方法将影响鸡腹脂率的 ＱＴＬ
精细定位在鸡１号染色体上３．７Ｍｂ的区域内；对
该区域内的基因进行分析，结果鉴定出了ＲＢ１（视
网膜母细胞瘤基因）等与鸡体脂性状相关的重要基
因［１－３］。因此，本课题组选择ＲＢ１基因作为影响鸡
腹脂沉积的重要基因进行后续研究。在哺乳动物上
针对ＲＢ１基因的研究较多，它参与机体内许多生长
发育调节过程比如细胞周期调控、细胞凋亡和细胞
衰老［３］，但在家禽上尤其是对鸡脂肪细胞分化和增
殖的影响的研究比较少。
自２０１３年ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的出现为基因组

编辑提供了很好的解决方案。ＣＲＩＳＰＲ系统是许多
细菌的一种免疫防御机制，可用来抵抗外源核酸（如
病毒或质粒）的入侵［４］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统利用人
工设计的向导ＲＮＡ（Ｓｉｎｇｌｅ－ｇｕｉｄｅ　ＲＮＡ，ｓｇＲＮＡ）介
导外源表达的Ｃａｓ９蛋白与基因组的靶点特异性地
结合，从而实现对基因组ＤＮＡ特异性地切割。该
系统已经在多种模式生物、细胞以及家畜中得到大
量研究与应用，具有非常广阔的应用前景［５－７］。但是
迄今为止，Ｃａｓ９介导的基因组编辑在家禽上尚未见
报道。
本研究的主要目的有两个：一是探讨ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９技术对鸡细胞基因组编辑的可行性；二是以鸡
前脂肪细胞为模型，利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统构建

ＲＢ１基因敲除的鸡前脂肪细胞，检测敲除ＲＢ１基因
后细胞的分化和增殖能力，研究ＲＢ１对鸡脂肪细胞
分化和增殖的作用机制。

１　材料与方法
１．１　材料
试验所用的细胞为实验室前期构建的鸡前脂肪

细胞系（命名为ＩＣＰＡ－ＩＩ），Ｃａｓ９载体为ｐＸ３３０－Ｕ６－
Ｃｈｉｍｅｒｉｃ＿ＢＢ－ＣＢｈ－ｈＳｐＣａｓ９载体。

１．２　方法

１．２．１　ｇＲＮＡ的设计和载体构建　　利用 ＭＩＴ张
峰实验室提供的在线工具 （ｈｔｔｐ：／／ｃｒｉｓｐｒ．ｍｉｔ．
ｅｄｕ／）进行ｇＲＮＡ的设计。根据鸡ＲＢ１基因的序
列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＭ＿２０４４１９），针对ＲＢ１基因
的第５外显子和第６外显子共设计了３个ｇＲＮＡｓ，
构建ｇＲＮＡ的寡核苷酸序列分别为（下划线标记的
碱基为构建ｇＲＮＡ的寡核苷酸上引入的Ｂｂｓ　Ｉ酶切
位点）：ＲＢ１－５Ｅ－ｇＲＮＡ１－Ｆ：５′－ＣＡＣＣＧＣＡＡＡＧＡＧ－
ＧＴＧＧＡＴＧＴＴＡＡＣＡ－３′，ＲＢ１－５Ｅ－ｇＲＮＡ１－Ｒ：５′－Ａ－
ＡＡＣＴＧＴＴＡＡＣＡＴＣＣＡＣＣＴＣＴＴＴＧＣ－３′；ＲＢ１－６Ｅ－
ｇＲＮＡ１－Ｆ：５′－ＣＡＣＣＧＧＡＣＴＴＧＴＧＧＣＣＴＴＡＴＴＴ－
ＡＴＣ－３′，ＲＢ１－６Ｅ－ｇＲＮＡ１－Ｒ：５′－ＡＡＡＣＧＡＴＡＡＡＴ－
ＡＡＧＧＣＣＡＣＡＡＧＴＣＣ－３′；ＲＢ１－６Ｅ－ｇＲＮＡ２－Ｆ：５′－
ＣＡＣＣＧＴＡＴＴＴＡＴＣＴＧＧＡＧＣＡＡＣＣＣＡ－３′，ＲＢ１－
６Ｅ－ｇＲＮＡ２－Ｒ：５′－ＡＡＡＣＴＧＧＧＴＴＧＣＴＣＣＡＧＡＴ－
ＡＡＡＴＡＣ－３′。
利用限制性内切酶片段长度多态性（ＲＦＬＰ）技

术对上述３条ｇＲＮＡｓ打靶后细胞的基因型进行鉴
定。ＲＢ１－５Ｅ－ｇＲＮＡ１目标打靶区域存在 ＨｐａＩ酶
切位点，ＲＢ１－６Ｅ－ｇＲＮＡ１和ＲＢ１－６Ｅ－ｇＲＮＡ２目标
打靶区域存在Ｈａｅ　ＩＩＩ酶切位点。打靶成功可能造
成潜在打靶位置附近基因组碱基的突变、缺失或者
插入，从而使扩增的包含打靶片段的ＰＣＲ产物不能
被ＨｐａＩ或Ｈａｅ　ＩＩＩ内切酶切割开。根据限制性内
切酶的切割与否可以初步断定ＲＢ１是否发生了基
因打靶并分析打靶效率。筛选为阳性的细胞克隆再
通过测序确定ＲＢ１基因的突变类型。
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针对ＲＢ１基因的ｇＲＮＡ－ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９打靶载
体的构建：１）ｐＸ３３０空载体的酶切：用 Ｂｂｓ　Ｉ酶
（ＮＥＢ，Ｒ０５３９）线性化ｐＸ３３０质粒，并进行切胶回
收。２）ｇＲＮＡ寡核苷酸双链的合成：将合成的两条
寡核苷酸以１００μｍｏｌ·Ｌ

－１的形式稀释，取等量的
上游链和下游链混合。反应程序：９５℃２１０ｓ，降温
至室温。３）ｇＲＮＡ寡核苷酸双链与线性化的ｐＸ３３０
载体连接：连接体系：线性化的ｐＸ３３０载体３５ｎｇ、
退火形成的ｇＲＮＡ寡核苷酸双链２μＬ、Ｔ４ｂｕｆｆｅｒ　１

μＬ、Ｔ４连接酶１μＬ、补水至１０μＬ。连接条件：室
温５ｍｉｎ。随后将连接产物进行转化，并挑取单克
隆菌落进行测序，将测序结果正确的菌液进行质粒
大提。构建的３个载体的名称分别为ＲＢ１－ｇ４、ＲＢ１－
ｇ５、ＲＢ１－ｇ６。

１．２．２　ｇＲＮＡ的体外转录及体外切割活性检测　
　根据Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ｔ７Ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ，

６１４０）试剂盒的说明书进行ｇＲＮＡ的体外转录。将
体外转录获得的ｇＲＮＡ 与包含潜在打靶区域的

ＤＮＡ片段按照Ｃａｓ９酶（ＮＥＢ，Ｍ０３８６）的说明书进
行酶切。酶切体系：包含潜在打靶区域的ＤＮＡ片
段１５０ｎｇ、ｇＲＮＡ　１００ｎｇ、Ｃａｓ９酶１μＬ、１０×ｂｕｆｆｅｒ
２μＬ、补水至２０μＬ。反应条件：３７℃ 酶切１ｈ。酶
切后的产物利用１．５％琼脂糖凝胶电泳进行检测，
根据电泳结果分析３个ｇＲＮＡｓ的体外切割活性。

１．２．３　细胞转染　　细胞培养条件：１０％血清的

ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ，１２８０００１７）无抗生素培养基，３７℃
５％ＣＯ２ 中培养。野生型的鸡前脂肪细胞按照６×
１０４ 个·孔－１的浓度传到６孔板中，然后按照Ｌｉｐｏ－
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ　２０００ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏ－
ｇｅｎ，１１６６８０１９）操作说明书进行转染。将前期构建
的ＲＢ１－ｇ４、ＲＢ１－ｇ５、ＲＢ１－ｇ６质粒和ＧＦＰ质粒共转。
转染后２４ｈ利用流式细胞仪进行分选，将带有绿色
荧光的细胞分选到９６孔板中，每孔１个细胞。

１．２．４　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的细胞打靶效率和突变
模式检测　　将分选好的细胞进行培养，适时传代。
当细胞传到２４孔板时，每个孔取一半细胞继续培
养，剩下的一半细胞提取基因组进行打靶效率鉴定
和突变模式检测。对提取的细胞基因组的打靶区域
进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ扩增引物：ＲＢ１－５ｅ－Ｆ：５′－ＡＧＣ－
ＣＡＡＧＧＴＡＴＣＡＧＴＧＴＴＧＧＧ－３′，ＲＢ１－５ｅ－Ｒ：５′－
ＡＡＡＣＧＧＧＣＡＣＴＴＣＴＣＡＧＡＣＡ－３′。
对扩增的 ＰＣＲ 产物进行酶切鉴定，不能被

ＨｐａⅠ酶切开的产物连接到ｐＭＤ１８－Ｔ载体上进

行测序，进一步分析鸡ＲＢ１基因的突变模式。

１．２．５　前脂肪细胞诱导分化和油红Ｏ染色及提取
比色　　利用油酸诱导前脂肪细胞分化，然后利用
油红Ｏ染色和提取比色的方法检测细胞的脂滴沉积
情况，从表观上观察细胞的分化情况。具体步骤：向
贴壁细胞中加入油酸（终浓度３２０μｍｏｌ·Ｌ

－１）诱导
细胞分化，持续诱导２４、４８、７２和９６ｈ后，弃去培养
基，用ＰＢＳ洗３遍，１０％甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２
遍。油红Ｏ工作液染１０ｍｉｎ，弃去多余的染色液，

６０％异丙醇分色１０～２０ｓ，蒸馏水冲洗３次，室温干
燥，１００％异丙醇溶解被染细胞中的油红Ｏ　１５ｍｉｎ。

用１００％异丙醇作为空白对照，用酶标仪测定５１０
ｎｍ波长的吸光度值，每组内设置３个重复。

１．２．６　ＣＣＫ－８法检测细胞增殖　　将敲除组和野
生型组的细胞分别计数。然后将细胞传入９６孔板
中，每个孔放入４　８００个细胞。分别在细胞增殖０、

２４、４８、７２和９６ｈ时向细胞培养基中加入培养基体
积１０％的ＣＣＫ－８溶液，将细胞放入培养箱中培养１
ｈ，然后用酶标仪测定４５０ｎｍ波长的吸光度值。每
组内设置３个重复。

１．２．７　基因表达检测　　用ｑＲＴ－ＰＣＲ方法进行
相关基因表达水平的定量分析。ｑＲＴ－ＰＣＲ反应按

ＦａｓｔＳｔａｒｔ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ（ＲＯＸ）
（Ｒｏｃｈｅ）说明书操作。反应体系：ＦａｓｔＳｔａｒｔ　Ｕｎｉｖｅｒ－
ｓａｌ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ（ＲＯＸ）（２×）５μＬ，上游引物
（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１）０．２μＬ，下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）

０．２μＬ，ｃＤＮＡ模板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　３．６μＬ。反应条
件：９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ，６０℃复性
延伸６０ｓ，共４０个循环。熔解曲线：９５℃１５ｓ，６０
℃１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，每个样品设３孔重复。以β－
ａｃｔｉｎ基因为内参，利用２－△Ｃｔ方法将原始Ｃｔ值转换
为相对的基因表达量。所用引物序列见表１。

２　结　果
２．１　鸡ＲＢ１基因打靶载体的构建以及ｇＲＮＡ打靶
效率的体外酶切检测

将设计好的３个ｇＲＮＡ载体ＲＢ１－ｇ４、ＲＢ１－ｇ５、

ＲＢ１－ｇ６进行体外转录，获得 ｍＲＮＡ（图１Ａ），将上
述得到的ｍＲＮＡ、包含潜在打靶区域的ＤＮＡ片段
和Ｃａｓ９蛋白共孵育，通过比较ＤＮＡ片段被酶切的
比例来估计相应ｇＲＮＡ的打靶效率（酶切率＝切开
条带／检测条带的吸光度值）。结果显示，ＲＢ１－ｇ４
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表１　ｑＲＴ－ＰＣＲ的引物

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｑＲＴ－ＰＣＲ

基因名称

Ｎａｍｅ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．

引物序列 （５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长度／ｂｐ
Ｓｉｚｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＲＢ１ ＮＭ＿２０４４１９
ＧＣＣＴＴＡＴＴＴＡＴＣＴＧＧＡＧＣＡＡＣ

ＡＡＧＡＣＧＣＡＣＡＧＣＡＡＣＡＡＣＴ
１６０　 ６０

Ｃｙｃｌｉｎ　Ｄ１ ＮＭ＿２０５３８１
ＡＧＡＡＧＴＧＣＧＡＡＧＡＧＧＡＡＧＴ

ＴＧＡＴＧＧＡＧＴＴＧＴＣＧＧＴＧＴＡ
１８６　 ６０

ＰＣＮＡ　 ＮＭ＿２０４１７０
ＧＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＴＧＧＧＴＴ

ＣＧＴＡＴＣＣＧＣＡＴＴＧＴＣＴＴＣＴ
１５９　 ６０

Ｋｉ６７ ＮＭ＿２０５５０５
ＡＧＧＴＣＣＧＴＴＣＣＣＴＣＧＴＴ

ＣＡＴＴＧＴＣＧＴＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣ
２７０　 ６０

Ｇ０Ｓ２ ＮＭ＿００１１９０９２４
ＣＧＧＧＧＣＧＡＡＡＧＡＧＣＴＧＡＧ

ＡＧＣＡＣＧＴＡＣＡＧＣＴＴＣＡＣＣＡＴ
１７１　 ６０

Ａ－ＦＡＢＰ　 ＡＹ６７５９４１
ＡＴＧＴＧＣＧＡＣＣＡＧＴＴＴＧＴ

ＴＣＡＣＣＡＴＴＧＡＴＧＣＴＧＡＴＡＧ
１４３　 ６０

Ｅ２Ｆ１ ＮＭ＿２０５２１９
ＧＧＡＡＴＧＧＧＴＧＣＴＧＴＧＧＧＡＧＡＴ

ＡＧＣＣＡＧＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＡＣＡＡＡＣ
２５３　 ６０

ＦＡＳ　 ＮＭ＿２０５１５５
ＡＡＧＧＡＧＧＡＡＧＴＣＡＡＣＧＧ

ＴＴＧＡＴＧＧＴＧＡＧＧＡＧＴＣＧ
１９６　 ６０

β－ａｃｔｉｎ　 ＮＭ＿２０５５１８
ＴＣＴＴＧＧＧＴＡＴＧＧＡＧＴＣＣＴＧ

ＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧ
３３１　 ６０

Ａ．ＲＢ１基因上ｇＲＮＡ的靶位点示意图：黑色方框为外显子，斜体字母是ｇＲＮＡ的打靶序列，加粗字母是ＰＡＭ 序
列，带有下划线的部分是打靶区域的酶切位点。Ｂ．各个ｇＲＮＡ打靶效率的体外酶切检测结果：１．包含ＲＢ１－ｇ４潜在
打靶区域的ＤＮＡ片段，长度为４０３ｂｐ；２．ＲＢ１－ｇ４打靶效率的体外酶切检测结果，将ＤＮＡ片段切成２１３和１９０ｂｐ；
３．包含ＲＢ１－ｇ５和ＲＢ１－ｇ６潜在打靶区域的ＤＮＡ片段，长度为４９９ｂｐ；４、５．分别是ＲＢ１－ｇ５和ＲＢ１－ｇ６打靶效率的体
外酶切检测结果，将ＤＮＡ片段切割成了３４６和１５３ｂｐ
Ａ．ｇＲＮＡ　ｔａｒｇｅｔ　ｓｉｔｅｓ　ｉｎ　ＲＢ１：Ｅｘｏｎｓ　ａｒｅ　ｓｈｏｗｎ　ａｓ　ｂｌａｃｋ　ｂｏｘｅｓ，ｔｈｅ　ｇＲＮＡ－ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｌａｂｅｌｅｄ　ｉｎ　ｉｔａｌｉｃ
ｌｅｔｔｅｒｓ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ－ａｄｊａｃｅｎｔ　ｍｏｔｉｆ（ＰＡＭ）ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｌａｂｅｌｅｄ　ｉｎ　ｂｏｌｄ　ｌｅｔｔｅｒｓ，ｔｈｅ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ａｔ　ｔｈｅ
ｔａｒｇｅｔ　ｒｅｇｉｏｎｓ　ａｒｅ　ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ．Ｂ．Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｃｌｅａｖａｇｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｓｓａｙ　ｏｆ　ｇＲＮＡ：Ｔｈｅ　１ｓｔ（４０３ｂｐ）ａｎｄ　３ｒｄｌａｎｅｓ（４９９ｂｐ）ａｒｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｔｈｅ　２ｎｄ　ｌａｎｅ　ｉｓ　ｔｈｅ　ＲＦＬＰ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ＲＢ１－ｇ４ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｗｈｉｃｈ　ｓｅｐａｒａｔｅｓ　ｔｈｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｉｎｔｏ　２１３ａｎｄ　１９０ｂｐ；Ｔｈｅ　４ｔｈ　ａｎｄ　５ｔｈｌａｎｅｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＲＢ１－ｇ５ａｎｄ　ＲＢ１－ｇ６ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｗｈｉｃｈ　ｓｅｐａｒａｔｅ　ｔｈｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｉｎｔｏ　３４６ａｎｄ　１５３ｂｐ
图１　ｇＲＮＡ的设计和打靶效率检测
Ｆｉｇ．１　Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｃｌｅａｖａｇｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｓｓａｙ　ｏｆ　ｇＲＮＡ
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组的 ＤＮＡ 片段全部被酶切，体外切割效率为

１００％，而ＲＢ１－ｇ５和ＲＢ１－ｇ６的体外切割效率分别
为７０％和６０％（图１Ｂ）。所以后续选取ＲＢ１－ｇ４进
行细胞转染等试验。

２．２　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的鸡前脂肪细胞中ＲＢ１基
因的敲除

将ＲＢ１－ｇ４质粒和ＧＦＰ质粒共转染ＩＣＰＡ－Ⅱ细
胞。对筛选到的细胞提取ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，然
后用ＨｐａⅠ内切酶对ＰＣＲ产物进行切割。共鉴定
了１０个细胞克隆，其中有１个克隆（命名为 ＲＢ１－
ＫＯ－１－４）即第３泳道的ＰＣＲ产物不能被ＨｐａⅠ酶
切开（图２Ａ），初步推算ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在鸡前
脂肪 细 胞 系 中 ＲＢ１ 基 因 的 敲 除 效 率 为 １０％

（１／１０）。ＲＢ１－ＫＯ－１－４细胞克隆的ＰＣＲ产物测序结
果显示，这个细胞克隆的两条同源染色体的打靶类
型分别为插入１个碱基和缺失５个碱基，造成了氨
基酸的移码突变（图２Ｂ），使氨基酸翻译提前终止
（图２Ｃ）。对敲除ＲＢ１基因的鸡前脂肪细胞和野生
型的鸡前脂肪细胞进行了ｑＲＴ－ＰＣＲ分析，结果发
现敲除ＲＢ１基因的鸡前脂肪细胞的ＲＢ１基因表达
量极显著（Ｐ＜０．０１）的低于野生型鸡前脂肪细胞的

ＲＢ１基因表达量（图２Ｄ）。由于目前针对鸡这个物
种的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ的抗体较少，之前的试验中也尝
试了一些商业化的针对哺乳动物ＲＢ１基因的抗体，
但是都没有特异性反应。所以本试验没有利用

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ的方法验证ＲＢ１基因的敲除。

Ａ．ＨｐａⅠ酶切鉴定；Ｂ．ＲＢ１敲除细胞的基因组类型；Ｃ．基因突变和氨基酸突变结果，１个碱基的插入和５个碱基的
缺失导致了氨基酸翻译提前终止；Ｄ．鸡ＲＢ１基因在野生型的鸡前脂肪细胞和敲除ＲＢ１基因的鸡前脂肪细胞中的
表达情况。＊．Ｐ＜０．０５，＊＊．Ｐ＜０．０１，下同
Ａ．ｇＲＮＡ　ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ　ｗｅｒｅ　ａｓｓｅｓｓｅｄ　ｂｙ　ＨｐａⅠ；Ｂ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ　ＲＢ１ｄｅｌｅｔｉｏｎ；Ｃ．１ｂｐ　ｉｎ－
ｓｅｒｔｉｏｎ　ａｎｄ　５ｂｐ　ｄｅｌｅｔｉｏｎ　ｉｎ　ＲＢ１ｇｅｎｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｉｎ　ｐｒｅｍａｔｕｒｅ　ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｏｎ；Ｄ．ＲＢ１ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｅｘ－
ｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｗａｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｒｅｄｕｃｅｄ　ｉｎ　ＲＢ１ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅ　ｗｈｅｎ　ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　ｃｅｌｌｓ．＊．Ｐ＜
０．０５，＊＊．Ｐ＜０．０１，ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ
图２　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导ＲＢ１基因在鸡脂肪前体细胞中的敲除
Ｆｉｇ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＲＢ１ｇｅｎｅ　ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｂｙ　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｉｎ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅ
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２．３　ＲＢ１基因促进鸡前脂肪细胞的分化
为了检测ＲＢ１基因对鸡前脂肪细胞分化的影

响，分别将敲除ＲＢ１基因的鸡前脂肪细胞和野生型
的鸡前脂肪细胞以６×１０４ 个·孔－１的密度传到６
孔板中，待细胞稳定贴壁后，加入油酸（终浓度为

３２０μｍｏｌ·Ｌ
－１）诱导细胞分化，此时记为试验０ｈ。

持续诱导２４、４８、７２和９６ｈ后进行油红Ｏ染色（图

３Ａ）并进行提取比色和细胞数目的校正。结果如图

３Ｂ所示，在诱导分化２４、４８、７２和９６ｈ时，敲除组
的油红Ｏ提取比色的 ＯＤ值均极显著低于野生型
组（Ｐ＜０．０１）。敲除组ＲＢ１基因的表达量极显著
或显著（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）低于野生型组ＲＢ１的
表达量（图３Ｃ）。

Ａ．油红Ｏ染色（１００×）；Ｂ．油红Ｏ提取比色表明ＲＢ１基因敲除阻碍鸡前脂肪细胞分化过程中的脂滴形成；Ｃ．ＲＢ１
基因在鸡脂肪前体细胞分化过程中表达呈上升趋势，同时ＲＢ１基因在敲除组细胞中显著低于在野生型鸡前脂肪细
胞的表达；Ｄ．敲除ＲＢ１基因影响了脂肪细胞分化标志基因（Ｇ０Ｓ２、ＦＡＳ、Ａ－ＦＡＢＰ）的表达
Ａ．Ｏｉｌ　ｒｅｄ　Ｏ　ｓｔａｉｎｉｎｇ（１００×）；Ｂ．Ｏｉｌ　ｒｅｄ　Ｏ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ＲＢ１ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｉｍｐａｉｒｓ　ｌｉｐｉｄ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ；Ｃ．
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＲＢ１ｗａｓ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｄｕｒｉｎｇ　ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅ　ａｎｄ　ｄｅｃｒｅａｓｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＲＢ１ｋｎｏｃｋ－
ｏｕｔ　ｃｅｌｌｓ　ｗｈｅｎ　ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｗｉｌｄ　ｔｙｐｅ　ｃｅｌｌｓ；Ｄ．ＲＢ１ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｄｅｃｒｅａｓｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｍａｒｋｅｒ　ｇｅｎｅｓ
ｓｕｃｈ　ａｓ　Ｇ０Ｓ２，ＦＡＳ，Ａ－ＦＡＢＰ
图３　敲除ＲＢ１基因对鸡前脂肪细胞分化的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＲＢ１ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｏｎ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
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　　为了研究ＲＢ１基因对鸡前脂肪细胞分化过程
中成熟脂肪细胞标志基因表达的影响，在进行油红

Ｏ染色的同时收集了５个时间点的细胞，利用ｑＲＴ－
ＰＣＲ的方法检测鸡前脂肪细胞分化过程中成熟脂
肪细胞标志基因（Ｇ０Ｓ２、ＦＡＳ、Ａ－ＦＡＢＰ 基因）的表
达水平。结果显示，诱导分化０、２４、４８、７２和９６ｈ
时，敲除组Ｇ０Ｓ２的表达量极显著低于野生型组
（Ｐ＜０．０１）；诱导分化４８ｈ时，敲除组ＦＡＳ的表达
量显著低于野生型组（Ｐ＜０．０５）；诱导分化４８ｈ时，
敲除组 Ａ－ＦＡＢＰ 的表达量极显著低于野生型组
（Ｐ＜０．０１），诱导分化７２ｈ时，敲除组Ａ－ＦＡＢＰ 的
表达量显著低于野生型组（Ｐ＜０．０５）（图３Ｄ）。

２．４　ＲＢ１基因抑制鸡前脂肪细胞的增殖
为了检测ＲＢ１基因对鸡前脂肪细胞增殖的影

响，对敲除ＲＢ１基因的鸡前脂肪细胞和野生型的细
胞进行了ＣＣＫ－８检测，结果显示在细胞增殖２４和

４８ｈ时，敲除ＲＢ１基因的鸡前脂肪细胞的增殖速度
要极显著高于野生型的鸡前脂肪细胞的增殖速度

（Ｐ＜０．０１）（图４Ａ）。ＣＣＫ－８试验证明ＲＢ１基因抑
制细胞增殖，为了探究此抑制作用是否是由细胞周
期变化引起的，随后利用流式细胞仪进行了细胞周
期检测，结果如图４Ｂ所示。敲除ＲＢ１基因引起鸡
前脂肪细胞中Ｇ１期细胞比例显著降低（Ｐ＜０．０５），

Ｇ２期细胞比例显著升高（Ｐ＜０．０５）。由此结果可
以推测，鸡ＲＢ１基因对鸡前脂肪细胞的细胞周期进
程具有一定的抑制作用。
为了在ｍＲＮＡ水平上研究ＲＢ１基因对鸡前脂

肪细胞增殖相关基因的影响，分别将敲除ＲＢ１基因
的鸡前脂肪细胞和野生型的鸡前脂肪细胞以每孔

３×１０４ 个·孔－１的密度传到６孔板中，待细胞稳定
贴壁后记为０ｈ，然后分别在细胞增殖２４、４８、７２和

９６ｈ收集细胞，以β－ａｃｔｉｎ 为内参，利用ｑＲＴ－ＰＣＲ
的方法分析ＲＢ１基因敲除对鸡前脂肪细胞增殖过
程中重要基因（Ｃｙｃｌｉｎ　Ｄ１、Ｅ２Ｆ１、Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ）表
达情况的影响。

Ａ．敲除ＲＢ１基因促进鸡前脂肪细胞数量的增加；Ｂ．敲除ＲＢ１基因降低鸡前脂肪细胞细胞Ｇ１期细胞的比例，增加了Ｇ２
期细胞的比例；Ｃ．敲除ＲＢ１基因影响了鸡前脂肪细胞增殖过程中重要基因（Ｃｙｃｌｉｎ　Ｄ１、Ｅ２Ｆ１、Ｋｉ６７ａｎｄ　ＰＣＮＡ）的表达
Ａ．ＲＢ１ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ｂ．ＲＢ１ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｄｅｃｒｅａｓｅｄ　ｔｈｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ　ａｔ　Ｇ１
ｓｔａｇｅ　ｂｕｔ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｔｈｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ　ａｔ　Ｇ２ｓｔａｇｅ；Ｃ．ＲＢ１ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ　ｓｕｃｈ　ａｓ　Ｃｙｃｌｉｎ　Ｄ１，Ｅ２Ｆ１，Ｋｉ６７ａｎｄ　ＰＣＮＡ
图４　敲除ＲＢ１基因对鸡前脂肪细胞增殖的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＲＢ１ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｏｎ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
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　　如图４Ｃ所示，增殖２４ｈ时，敲除组Ｃｙｃｌｉｎ　Ｄ１
的表达量极显著高于野生型组（Ｐ＜０．０１）；增殖２４
ｈ时，敲除组Ｅ２Ｆ１的表达量显著高于野生型组
（Ｐ＜０．０５），在９６ｈ时达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）；
增殖２４ｈ时，敲除组Ｋｉ６７的表达量显著高于野生
型组（Ｐ＜０．０５）；增殖２４、４８和７２ｈ时，敲除组

ＰＣＮＡ的表达量显著高于野生型组（Ｐ＜０．０５），在
９６ｈ时达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论
基因编辑技术是研究基因功能的重要工具，早

期的同源重组技术虽然能对目的基因进行有效编

辑，但效率极低。人工核酸酶技术的出现极大地提
高了基因组编辑的效率。目前比较常见的人工核酸
酶系统主要有ＺＦＮｓ、ＴＡＬＥＮｓ和ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９　３
种。但ＺＦＮｓ和ＴＡＬＥＮｓ系统在质粒构建时费时
费力［８－９］，而ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统对靶点的识别依赖
于ｇＲＮＡ与靶标ＤＮＡ之间的碱基互补配对，使得
质粒的构建更为简单、高效［１０］。因此，本研究选用

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统对鸡前脂肪细胞进行基因打靶。
结果显示，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统对鸡前脂肪细胞的敲
除效率为１０％。这与ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在其他物
种细胞上的敲除效率相比要低一些［１１］，造成打靶效
率低的原因可能是由于这个系统在鸡上的应用还不

够完善，还需要进一步优化。

ＲＢ１基因已经被证明参与了许多生长发育调
节过程。对人和小鼠的研究表明，ＲＢ１促进肌细
胞［１２］、成骨细胞分化［１３］以及红细胞生成［１４］。但是

ＲＢ１基因对鸡前脂肪细胞分化和增殖的调控机理
仍不明确。本研究利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统成功构
建了敲除ＲＢ１基因的鸡前脂肪细胞，为研究ＲＢ１
基因的作用机制提供了有效的模型。为了确定鸡

ＲＢ１基因对鸡前脂肪细胞分化的作用，本研究将
ＲＢ１基因在鸡前脂肪细胞中进行了敲除，并结合油
红Ｏ染色和提取比色的方法比较了敲除组和野生
型组细胞的分化能力。结果显示，敲除ＲＢ１基因之
后，鸡前脂肪细胞脂滴沉积能力减弱。先前有研究
显示，在体外培养条件下，ＲＢ１基因所编码的蛋白

ｐＲｂ可促进小鼠胚胎成纤维细胞转分化成脂肪细
胞［１５］，造成上述结果是因为在小鼠胚胎成纤维细胞
中ｐＲｂ能激活Ｃ／ＥＢＰｓ家族介导的转录途径，进而
诱发脂肪细胞分化。Ｍ．Ｃｌａｓｓｏｎ等［１６］也发现，在

３Ｔ３成纤维细胞中加入ｐＲｂ，随着ｐＲｂ浓度的增

加，Ｃ／ＥＢＰα介导的转录被激活，使细胞进行分化，
反之缺失ｐＲｂ时３Ｔ３成纤维细胞表现为分化受阻。
这与本试验的研究结果是一致的。本研究利用

ｑＲＴ－ＰＣＲ的方法检测了在诱导分化的过程中脂肪
细胞分化标志基因的表达情况。结果显示，诱导分
化２４、４８、７２和９６ｈ时，敲除组Ｇ０Ｓ２基因的表达量
极显著低于野生型组（Ｐ＜０．０１）；诱导分化４８ｈ时，
敲除组的ＦＡＳ 基因的表达量显著低于野生型组
（Ｐ＜０．０５）；诱导分化 ４８ 和 ７２ｈ 敲除组的 Ａ－
ＦＡＢＰ 基因的表达量显著低于野生型组（Ｐ＜０．０５，

Ｐ＜０．０１）。Ｔ．Ｍａ等［１７］研究表明，在小鼠上敲除

Ｇ０Ｓ２基因，小鼠的脂肪沉积能力要显著的低于野
生型的小鼠。Ｈ．Ｘ．Ｃｕｉ等［１８］研究表明，ＦＡＳ基因
的表达决定着脂肪酸的合成能力，而脂肪酸又是脂
肪的主要储存形式甘油三酯合成所必须的原料。

Ｋ．Ｍｏｔｏｊｉｍａ［１９］研究表明，Ａ－ＦＡＢＰ 基因在哺乳动
物的脂肪酸运输和脂肪细胞分化过程中发挥着重要

的作用。因此Ａ－ＦＡＢＰ、Ｇ０Ｓ２、ＦＡＳ对于脂肪的合
成以及脂肪的沉积起着重要的作用，并且这３个基
因也是前脂肪细胞分化成成熟脂肪细胞的重要标志

基因。本研究结果显示，在鸡前脂肪细胞上敲除

ＲＢ１基因之后，Ｇ０Ｓ２、ＦＡＳ、Ａ－ＦＡＢＰ 基因的表达
量都呈现下降的趋势。由此可以得出结论，在鸡前
脂肪细胞敲除ＲＢ１基因减弱了前脂肪细胞分化成
脂肪细胞的能力，即ＲＢ１基因促进鸡前脂肪细胞的
分化。
为了检测ＲＢ１基因对鸡前脂肪细胞增殖的影

响，通过ＣＣＫ－８的方法发现敲除ＲＢ１基因促进鸡
前脂肪细胞增殖，这与对鼠坐骨神经膜细胞的研究
中发现干扰ＲＢ促进细胞增长的结果［２０］是一致的。
在哺乳动物中，ＲＢ１主要通过与Ｅ２Ｆ作用，调控细
胞周期进程，从而调节细胞的增殖［２１］。由此猜测

ＲＢ１基因对鸡前脂肪细胞增殖的抑制作用可能与
其调节细胞周期的进程有关。本研究对细胞周期的
检测结果表明，敲除ＲＢ１基因引起鸡前脂肪细胞中

Ｇ１期细胞比例显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｇ２期细胞比
例显著升高（Ｐ＜０．０５）。由此可以推测，鸡ＲＢ１基
因对鸡前脂肪细胞的细胞周期进程具有一定的抑制

作用。利用ｑＲＴ－ＰＣＲ的方法检测了细胞周期相关
基因的表达情况。结果显示，增殖２４ｈ时，敲除组
的Ｃｙｃｌｉｎ　Ｄ１的表达量极显著高于野生型组（Ｐ＜
０．０１）；增殖２４ｈ时，敲除组的Ｅ２Ｆ１的表达量显著
高于野生型组（Ｐ＜０．０５），在９６ｈ时达到极显著水
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平（Ｐ＜０．０１）；增殖２４、４８ 和７２ｈ时，敲除组的

Ｋｉ６７的表达量显著高于野生型组（Ｐ＜０．０５）；增殖

２４、４８和７２ｈ时，敲除组的ＰＣＮＡ的表达量显著高
于野生型组（Ｐ＜０．０５），在９６ｈ时达到极显著水平
（Ｐ＜０．０１）。Ｃｙｃｌｉｎ　Ｄ１为细胞周期蛋白，是细胞

Ｇ１期到Ｓ期的重要调控因子［２２］，Ｅ２Ｆ转录因子在
调控细胞周期中也具有重要角色［２３－２４］，Ｃｙｃｌｉｎ　Ｄ１
与Ｅ２Ｆ 共同参与以ｐＲｂ为主的细胞周期调控网
络［２５］。Ｋｉ６７和ＰＣＮＡ 都是反映细胞增殖状态的
良好指标［２６－２７］。在鸡前脂肪细胞上敲除ＲＢ１基因
之后，ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｅ２Ｆ１、Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ基因的表达量
都呈现上升的趋势。由此可以得出结论，鸡ＲＢ１基
因主要是通过抑制鸡前脂肪细胞的细胞周期进程，
进而抑制鸡前脂肪细胞的增殖。
综上所述，本研究首次验证了 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９

系统在鸡这一物种上应用的可行性，即 ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９系统能够有效介导鸡细胞的基因敲除。另外，
本研究发现ＲＢ１基因对鸡前脂肪细胞的分化具有
促进作用，而对鸡前脂肪细胞的增殖具有抑制作用。
本研究结果验证了笔者之前的 ＱＴＬ定位分析结
果，同时为更加深入的研究ＲＢ１基因在鸡前脂肪细
胞分化、增殖过程中所发挥的作用奠定了基础。
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ｔｈｅ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ｃｅｌｌ　ｃｙｃｌｅ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９６，２７２
（５２６３）：８７７－８８０．

［２３］　ＤＵ　Ｗ，ＰＯＧＯＲＩＬＥＲ　Ｊ．Ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ　ｆａｍｉｌｙ　ｇｅｎｅｓ
［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００６，２５（３８）：５１９０－５２００．

［２４］　ＳＨＥＲＲ　Ｃ　Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌ　ｃｙｃｌｅｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９６，２７４
（５２９３）：１６７２－１６７７．

［２５］　ＬＩ　Ｍ，ＬＯＣＫＷＯＯＤ　Ｗ，ＺＩＥＬＥＮＳＫＡ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｕｌｔｉ－

ｐｌｅ　ＣＤＫ／ＣＹＣＬＩＮＤ　ｇｅｎｅｓ　ａｒｅ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｉｎ　ｍｅｄｕｌｌｏ－
ｂｌａｓｔｏｍａ　ａｎｄ　ｓｕｐｒａｔｅｎｔｏｒｉａｌ　ｐｒｉｍｉｔｉｖｅ　ｎｅｕｒｏｅｃｔｏｄｅｒ－
ｍａｌ　ｂｒａｉｎ　ｔｕｍｏｒ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅｔ，２０１２，２０５（５）：

２２０－２３１．
［２６］　ＳＡＮＣＨＥＺ－ＭＵＮＯＺ　Ａ，ＰＬＡＴＡ－ＦＥＲＮＡＮＤＥＺ　Ｙ，

ＪＡＥＮ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ　ｂｙ　ｋｉ６７

ｍａｒｋｅｒ　ａｎｄ　ｐＣＲ　ｉｎ　ｌｏｃａｌｌｙ　ａｄｖａｎｃｅｄ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅｒ　ｐａ－
ｔｉｅｎｔｓ　ｔｒｅａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｎｅｏ－ａｄｊｕｖａｎｔ　ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．

Ｂｒｅａｓｔ　Ｊ，２０１３，１９（６）：６８５－６８６．
［２７］　ＢＲＯＩＣＨ　Ｇ，ＬＡＶＥＺＺＩ　Ａ　Ｍ，ＢＩＯＮＤＯ　Ｂ，ｅｔ　ａｌ．ＰＣ－

ＮＡ———ａ　ｃｅｌｌ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ｍａｒｋｅｒ　ｉｎ　ｖｏｃａｌ　ｃｏｒｄ　ｃａｎｃ－
ｅｒ．Ｐａｒｔ　ＩＩ：Ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ　ｉｎ　ｍａｌｉｇｎａｎｔ　ｌａｒｙｎｇｅａｌ　ｌｅｓｉｏｎｓ
［Ｊ］．Ｉｎ　ｖｉｖｏ，１９９６，１０（２）：１７５－１７８．

（编辑　郭云雁）
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