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miR9-2在免疫细胞发育功能中的初步研究
林丹枫  崔东亚  韦剑辉  赵东岳*

(福建师范大学生命科学学院, 福州 350117)

摘要      该研究利用CRISPR/Cas9技术构建miR9-2(microRNA9-2)敲除小鼠, 并通过流式细胞术初

步鉴定miR9-2对B细胞和T细胞的影响。通过设计成熟miR9-2(mature miR9-2)序列左右两侧sgRNA1和
sgRNA2, 并连接pX459线性化载体。将体外转录后的单链sgRNA1、sgRNA2以及Cas9蛋白共同注射到

受精卵的雄原核中, 以获得miR9-2敲除小鼠。通过流式分析, 观察WT(Wild-type)小鼠和杂合子(miR9-2+/−)
小鼠相关免疫细胞的百分比和细胞数的变化情况。该研究成功构建miR9-2敲除小鼠杂合子模型。流

式数据分析表明, 与WT小鼠相比, 杂合子小鼠脾脏中的总B细胞、CD4+和CD8+ T细胞数均显著下降; 
与WT小鼠相比, 杂合子小鼠骨髓中总B细胞数百分比和细胞数均显著下降; 未成熟B(immature B)细
胞、祖前B(pro-pre B)细胞、前B(pre B)细胞的百分比和其对应细胞数均显著下降, 而成熟B(mature B)
细胞的百分比显著上升, 其细胞数则变化不大。骨髓中, miR9-2+/−小鼠的CD4+和CD8+ T细胞百分比上

升, 而其对应细胞数则变化不大。在胸腺中, 杂合子小鼠的DN(double negative)细胞百分比上升, 其细

胞数显著下降; DP(double positive)细胞百分比和细胞数均显著下降; CD4+和CD8+ T细胞百分比均显著

上升, 其细胞数均显著下降。该研究表明, miR9-2的敲除对骨髓中B细胞的发育、胸腺中T细胞的发育

以及脾脏中B细胞和T细胞的成熟发育造成了一定程度的影响。
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Preliminary Study on the Function of miR9-2 in Immune Cell Development
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Abstract       This study used CRISPR/Cas9 technique to construct miR9-2 (microRNA9-2) knockout mice, 
and the effects of miR9-2 on B and T cells were identified by flow cytometry. By designing the sequences of 
sgRNA1 and sgRNA2 flanking mature miR9-2, and these two sgRNAs was ligated into linearized pX459 vectors 
respectively. Single-stranded sgRNA1, sgRNA2 in vitro transcription and Cas9 proteins were injected into male 
prokaryotes of fertilized eggs to obtain miR9-2 gene knockout mice. The changes of percentages and cell numbers 
of related immune cells in WT (Wild-type) mice and heterozygous (miR9-2+/−) mice were observed by flow cytom-
etry. In this research, miR9-2+/− heterozygous mice model was successfully constructed. Flow cytometry analysis 
showed that the cells number of total B cells, CD4+ and CD8+ T cells in Sp (spleen) of heterozygous mice were all 
significantly decreased compared with WT mice. Compared with WT mice, the percentage and cell number of total 
B cells in BM (bone marrow) of heterozygous mice were both significantly decreased; the percentages and cells 
number of immature B cells, pro-pre B cells and pre B cells all decreased significantly, while the percentage of 
mature B cells significantly increased, and its cell number were comparable. In BM, the percentages of CD4+ and 
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CD8+ T cells increased significantly, while their cells number were comparable in miR9-2+/− mice. In Th (thymus), 
the percentage of DN (double negative) cells increased significantly, and its cell number decreased significantly; the 
percentage and absolute number of DP (double positive) cells both decreased significantly; the percentages of CD4+ 

and CD8+ T cells increased significantly, while their cells number both decreased significantly. The research indi-
cated that the knockout of miR9-2 affected B cells development in BM, T cells development in Th, and maturation 
and development of B and T cells in Sp to some extent.

Keywords        miR9-2; gene knockout; CRISPR/Cas9; immune cells; flow analysis

miRNAs(microRNAs)是一系列短小、内生的

非编码RNA, 长度在20~25 bp, 最早于1993年在秀丽

隐杆线虫(Caenorhabditis elegans)体内被发现并命

名为lin-4[1]。随后大量的报道表明, miRNA参与了

细胞基因调节, 包括细胞的增殖、分化以及细胞凋

亡[2]。在细胞核内, DNA双链首先被RNA聚合酶II加
工形成pri-miRNAs[3], 而后再经过Drosha/Pasha酶的

剪切 , 形成pre-miRNA[4]。随后pre-miRNA由XPO5
蛋白转运至细胞质中, 经过Dicer酶的剪切最终形成

成熟的miRNA[5]。miRNA主要通过与目的基因互补

的mRNA序列上的3′端非编码区相结合, 以阻止其

翻译, 从而调控目的基因的表达[6]。有研究表明, 部
分miRNAs参与了细胞免疫调节。例如miR-181a对
CD4+ T细胞的增殖具有调控作用, 减少miR-181a的
表达量能对CD4+ T细胞产生负调控[7]。YAO等[8]发现, 
miR-155通过抑制SOCS1信号转导抑制蛋白1从而促

进Th17细胞的分化。

miR-9(microRNA-9)在小鼠上总共有 3种不同

的亚型, 为miR9-1、miR9-2和miR9-3, 分别位于3号、

13号和7号染色体上 [9], 它们成熟的miRNA序列都是

一样的, 即5′-UCU UUG GUU AUC UAG CUG UAU 
GA-3′, 但它们的前体序列有着略微的区别。近几年, 
miR-9作为一个热门的研究领域 , 大量文章报道其

参与了许多细胞的调节 , 尤其是脑部神经细胞的发

育。有报道指出, 在大脑发育的不同时期, miR-9对
神经前体细胞既有促进又有抑制作用[10-11]。在肿瘤

方面, 有研究表明, 在许多癌症病例中, miR-9的表达

量通常发生了异常的变化。 KUI等[12]通过对Hodg-
kin lymphomas病例的研究发现, miR-9对抗肿瘤基

因PRDM1/Blimp-1起到抑制作用。然而在免疫学方

面, 目前关于miR9-2在B淋巴细胞或者T淋巴细胞发

育功能方面尚未报道, 因此本研究拟通过CRISPR/
Cas9基因编辑技术, 制备miR9-2基因敲除小鼠模型。

由于杂合子小鼠(miR9-2+/−)无法存活至8周龄以上, 

因此无法获得miR9-2−/−敲除小鼠。本研究通过对杂

合子小鼠脾脏、骨髓及胸腺中的相关免疫细胞流式

分析, 确定敲除该基因是否对B细胞和T细胞的成熟

发育产生影响。 

1   材料与方法
1.1   实验材料

1.1.1   菌株、载体、细胞系以及小鼠      大肠杆菌

Trans5感受态细胞购于TransGen Biotech全式金公

司 ; pX459质粒购于Addgene公司 ; pUC19质粒购于

宝生物工程 (大连 )有限公司 ; L929细胞购于美国

ATCC; C57BL/6背景鼠购于上海斯莱克实验动物有

限责任公司, 并饲养于福建师范大学实验动物中心

(动物使用许可证: SYXK: 2015-0004)。动物实验经

福建师范大学动物伦理与福利委员会(AEWC)批准

(批准文号IACUC-20190033)。
1.1.2   主要试剂      ExTaq酶、DL1000 DNA Mark-
er、T4 DNA Ligase、MiniBEST Universal Genomic 
DNA Extraction Kit、MiniBEST DNA Fragment Pu-
rification Kit、MiniBEST Agarose Gel DNAExtrac-
tion Kit Ver.4.0以及RNase A酶购于宝生物工程 (大
连)有限公司; EndoFree Plasmid Mini Kit购于江苏康

为世纪生物科技股份有限公司 ; LB和LA培养基采

购于生工生物工程(上海)股份有限公司; T7 快速体

外转录试剂盒、T7核酸内切酶I、sgRNA体外转录

试剂盒和Cas9体外酶切试剂盒均购于北京英盛茂业

生物科技有限公司; PBS和DMEM培养基购于赛默

飞世尔科技(中国)有限公司; Trypsin-EDTA(0.25%) 
phenol red、Opti-MEM、Lipofectamine® 3000 
Transfection Reagent以及Puromycin购于赛默飞世尔

科技(中国)有限公司; 胎牛血清购于德国PAN-BIO-
TECH公司 ; 抗体 : B220-FITC、CD4-APC、CD8-
PE、IgM-APC、CD43-PE、CD25-PE-Cy7均购于美

国BD公司。
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1.2   实验方法

1.2.1   sgRNA的设计      在NCBI上搜索到 pre-
miR9-2序列 , 在其mature miR9-2区域设计 sgRNA
序列 (http://crispr.mit.edu)。将设计好的 sgRNA1
和 sgRNA2分别进行反向互补 , 同时在 sgRNA1和
sgRNA2的正向序列前端加入BbsI酶切位点 cacc和
U6启动子识别位点G, 在反向序列前端加入BbsI酶
切位点aaac, 在尾端加入与G互补的碱基C, 分别合

成4条引物。引物如表1所示。

1.2.2   重组敲除质粒pX459的构建      使用BbsI酶对

pX459进行消化后连接带有BbsI黏性末端的DNA片

段, 构建重组质粒。利用胶回收试剂盒(MiniBEST 
Agarose Gel DNAExtraction Kit Ver.4.0)将经过酶

切后的带有BbsI黏性末端的pX459载体回收并使

用Nanodrop测定质粒的浓度。将合成的sgRNA1和
sgRNA2上下游两对引物利用退火反应合成DNA片

段。退火程序为 : 95 °C, 10 min; 以2.5 °C/s的速率 , 
温度从95 °C下降至85 °C; 以0.25 °C/s的速率 , 温度

从85 °C下降至25 °C, 然后25 °C持续5 min。待反

应结束后, 将合成好的两种DNA片段即sgRNA1和
sgRNA2分别与经过BbsI酶切回收后的pX459载体相

连接, 在T4 DNA连接酶的作用下, 16 °C过夜连接, 
构建出重组质粒p-miR9-2-sg1和p-miR9-2-sg2。
1.2.3   重组质粒的转化与测序      将构建好的p-
miR9-2-sg1和p-miR9-2-sg2转化至Trans5感受态细

胞中, 并利用带有Amp+抗性(终浓度为0.1 mg/mL)的
LA平板, 筛选出带有重组质粒的细胞。使用无内毒

素质粒提取试剂盒对转化后的细胞进行质粒DNA

表1  敲除miR9-2基因的sgRNA引物合成

Table 1  Primer of miR9-2-sgRNA
名称

Names
序列

Sequences

miR9-2-sg1F 5′-cac cGG GGA AGC GAG TTG TTA TCT T-3′

miR9-2-sg1R 5′-aaa cAA GAT AAC AAC TCG CTT CCC C-3′

miR9-2-sg2F 5′-cac cGC GAA AGT AAA AAC TCC TTC A-3′

miR9-2-sg2R 5′-aaa cTG AAG GAG TTT TTA CTT TCG C-3′

表2   敲除miR9-2基因验证引物

Table 2   Verification primers of miR9-2 gene knockout
名称

Names
序列

Sequences
长度

Length /bp

miR9-2-UVPF 5′-GGA GAT TAC TTG CTG GAA GGG GAA-3′ 681

miR9-2-UVPR 5′-GCC TCA GAT AGG AAC AGC CCA AAT-3′

的提取, 取部分质粒送测序公司测序, 剩余质粒保存

于−20 °C冰箱中。将测序结果和BioEdit软件比对 , 
以确保sgRNA1和sgRNA2已连接在pX459载体上。

1.2.4   重组质粒在细胞水平上的验证      根据Lipo 
3000转染试剂盒的说明书, 对p-miR9-2-sg1质粒、p-
miR9-2-sg2质粒、GFP绿色荧光蛋白质粒以及不带

任何质粒的空白组进行转染, 37 °C、5% CO2条件

下16 h过夜培养。16 h后将孔板内的培养基替换成

带有2%胎牛血清和嘌呤霉素(终浓度为8 g/mL)的
DMEM。72 h后镜检观察, 当孔板内的大部分细胞

死亡, 出现单克隆群落时, 就可将培养基替换成不带

嘌呤霉素的DMEM完全培养基。培养2~3天后, 将
单克隆细胞株扩增至新的细胞板上继续培养。3天
之后, 收集细胞, 使用MiniBEST Universal Genomic 
DNA Extraction Kit提取细胞的基因组DNA。在

sgRNA1和sgRNA2序列的两侧设计一对引物序列

PCR扩增出DNA条带(序列如表2所示)并通过测序

以验证sgRNA1和sgRNA2是否对mature miR9-2对应

的PAM位点进行切割。PCR反应程序如下: 95 °C预
变性5 min; 95 °C变性30 s, 58 °C退火30 s, 72 °C延伸

40 s; 35个循环; 72 °C 5 min延伸完整; 4 °C保存。

1.2.5   T7E1酶切验证      将由miR9-2-UVPF/R引物

扩增得到的DNA片段, 通过95 °C预变性5 min; 94 °C
变性2 s, −0.1 °C/循环的速率(200次)复性; 75 °C, 1 s, 
−0.1 °C/循环的速率(600次)复性; 16 °C、2 min保存

的程序, 将DNA片段加热变性和退火复性处理。待

反应结束后, 加入0.5 μL的T7E1酶, 混匀, 于37 °C水
浴锅酶切1 h, 经琼脂糖凝胶电泳检测目的条带。
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1.2.6   Cas9蛋白体外切割验证      利用重组质粒p-
miR9-2-sg1和p-miR9-2-sg2为制备RNA转录的模板, 
以T7 RNA聚合酶启动子序列(TAA TAC GAC TCA 
CTA TAG)+sgRNA1/sgRNA2正向序列为上游引物, 
下游引物则是tracr RNA-R序列(表3), 先PCR扩增出

转录模板DNA。随后利用T7体外转录试剂盒说明

将扩增出的转录模板DNA进行sgRNA体外转录。使

用Cas9体外酶切试剂盒, 按照说明书的方法, 将扩增

出的底物DNA分别与转录出的sgRNA1和sgRNA2
进行体外酶切反应。酶切反应结束后, 在实验组和

对照组的反应液中加入5 mL的3 mol/L醋酸钠, 充分

混匀后加入50 mL酚氯仿异戊醇, 用枪头混匀后再离

心, 将上清液转移至新的EP管中, 再加入100 mL的
无水乙醇上下轻轻颠倒混匀。离心后弃掉上清液, 
加入70%乙醇, 洗涤沉淀物。离心1 min, 弃上清液后, 
打开盖子, 于室温下晾干10 min, 加入20 mL DDW溶

解。最后用凝胶电泳检测切割条带。

1.2.7   miR9-2基因敲除小鼠的构建      将转录后的

sgRNA1、sgRNA2和Cas9蛋白共同显微注射到受精

卵雄原核中。将受精卵孵育24 h后, 再移植到代孕

母鼠中。此部分工作由福建师范大学南方生物医学

研究中心—实验动物中心的工作人员完成。

1.2.8   小鼠基因型的鉴定      当小鼠出生3周以后, 
打耳标剪鼠尾和消化鼠尾。利用miR9-2-UVPF/R引
物PCR扩增出目的DNA条带, 将条带送去测序。将

测序结果为后双峰的DNA条带进一步通过TA克隆

连接至pUC19载体上, 并通过带Amp+抗性的LA平

板, 筛选出含有已连接目的条带的重组质粒E. coli, 
同时摇菌测序。随后用BioEdit对测序结果分析, 以
确定是否得到miR9-2基因敲除小鼠。

1.2.9   小鼠脾脏、骨髓和胸腺单细胞悬液的配置      
利用脱颈椎的方法处死杂合子小鼠和WT小鼠, 摘
取小鼠体内的脾脏和胸腺。将脾脏和胸腺分别置于

70 μm孔径大小的细胞筛上, 用5 mL注射器的橡胶

塞头充分研磨脾脏(spleen, Sp)和胸腺(thymus, Th), 

用Tip头吸取少量的WBS(wash buffer soultion, 含2%血

清的PBS)冲洗橡胶塞头和细胞筛, 将冲洗下的细胞

收集在50 mL离心管内。将收集到的脾脏和胸腺细

胞离心弃上清液后, 加入5 mL的红细胞裂解液, 并用

枪头轻轻吹吸细胞, 静置裂解3 min。而后加入15 mL
的WBS终止裂解, 离心弃上清。用5 mL的WBS重悬

裂解后的细胞, 制成细胞悬液, 置于冰上待用。取小

鼠的两条后腿, 将腿肉剔除干净。用眼科剪将骨头

两端各剪开一个开口, 将含有10 mL WBS溶液的注

射器针头插入骨头开口处, 匀速推动注射器的橡胶

塞, 用WBS溶液冲洗骨髓(bone marrow, BM), 同时用

50 mL离心管收集从骨头另一端流出的细胞悬液。

待WBS冲洗骨头直至无明显骨髓残留后, 将收集到

的骨髓细胞离心弃上清液, 加入红细胞裂解液裂红

3 min, 并加入15 mL WBS终止裂解。最后用5 mL 
WBS重悬骨髓细胞, 并置于冰上冷藏待用。

1.2.10   流式分析      取EP管, 加入适量的WBS, 按照

表4的方案配置相应的抗体, 抗体与WBS的配置比例

为1400׃。将配置好的抗体用旋涡振荡仪混匀后, 置于

4 °C冰箱保存留用。取含有1×106个细胞的细胞悬液

置于流式管中, 离心弃掉上清液, 加入配置好的抗体

100 μL, 并重悬细胞, 在4 °C冰箱里避光染色30 min。
染色结束后, 加入1 mL的WBS溶液, 离心洗去多余的

未结合上的抗体。再加入300 μL WBS, 用旋涡振荡

器重悬细胞, 4 °C冰箱保存待上机。待上机结束后

使用FlowJo(V10.6.2)软件对数据分析。

2   实验结果
2.1   重组质粒的鉴定、转染

合成后的 sgRNA1和 sgRNA2分别与线性化的

pX459质粒连接后, 转入Trans5感受态细胞中, 通过

Amp+抗性平板筛选, 挑选带抗性的菌落经摇菌后送菌

液测序。测序结果与sgRNA1和sgRNA2序列经过比对, 
确定重组质粒p-miR9-2-sg1和p-miR9-2-sg2已成功构

建(图1A-a和图1A-b)。利用Lipo3000将重组质粒转染

表3   T7体外转录sgRNA引物

Table 3  Primer of T7-miR9-2-sgRNA
名称

Names
序列

Sequences

T7-miR9-2-sg1-F 5′-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG AAG CGA GTT GTT ATC TT-3′

T7-miR9-2-sg2-F 5′-TAA TAC GAC TCA CTA TAG CGA AAG TAA AAA CTC CTT CA-3′

tracr RNA-R 5′-AGC ACC GAC TCG GTG CCA CTT-3′
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L929细胞, 并通过嘌呤霉素筛选出单细胞克隆株。

2.2   敲除细胞的测序验证

通过嘌呤霉素筛选出单细胞克隆株扩增培养

后, 提取基因组DNA。经过miR9-2-UVPF/R引物的

扩增得到DNA片段, 将DNA片段测序。测序结果

表明, 在mature miR9-2对应的sgRNA1和sgRNA2的

PAM位点附近开始出现后双峰 (图 1B-a和图 1B-b), 
表明构建的两个重组质粒p-miR9-2-sg1和p-miR9-
2-sg2都能对其靶序列mature miR9-2进行基因编辑。

2.3   T7E1酶切验证

将sgRNA序列前后的DNA片段扩增作为底物

DNA并进行T7E1酶切验证如图2A, 扩增出的DNA片

表4   抗体标记方案

Table 4   Antibody labeling scheme
细胞来源

Cell source
抗体

Antibody

Sp B220-FITC, CD4-APC, CD8-PE

BM B220-FITC, CD4-APC, CD8-PE, IgM-APC, CD43-PE, CD25-PE-Cy7

Th CD4-APC, CD8-PE

A: miR9-2基因敲除重组质粒的测序: 蓝色框代表sgRNA1, 红色框代表sgRNA2序列。B: p-miR9-2-sg1和p-miR9-2-sg2在L929上的敲除验证。图

中蓝色框代表了sgRNA1序列, sgRNA1缺失了C和T碱基, PAM位点由TGG突变为CGG, 下标三角形的字母代表了缺失位点或者突变位点。图

中绿色框代表了sgRNA2序列, sgRNA2的碱基T突变成C, 碱基C突变成T(下标三角形的字母), 并且缺失了1个A碱基, PAM位点由AGG突变为

CGG。红色下划线代表PAM位点。

A: sequencing of construct plasmids targeting miR9-2: the blue frame indicated the sequence of sgRNA1, the red frame indicated the sequence of 
sgRNA2. B: knockout verification of p-miR9-2-sg1 and p-miR9-2-sg2 constructed vectors in L929. The DNA sequence in the blue frame indicated 
the sequence of sgRNA1, which contained deletion of C and T nucleotides, PAM site TGG mutant to CGG, and the triangle letters indicated the deletion 
sites or mutant sites. The DNA sequence in the green frame indicated the sequence of sgRNA2, which contained T mutant to C, C mutant to T (under-
lined triangle letters), and a deletion of A nucleotide, PAM site AGG mutant to CGG. The red underline indicated PAM sites.

图1   miR9-2敲除重组质粒的验证

Fig.1   Verification of construct plasmids of miR9-2 knockout
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段在T7E1酶的作用下, 会被切割成约400 bp和200 bp
的2个条带, 而阴性对照只有1条约600 bp的条带, 表
明sgRNA序列能够识别和切割靶序列。

2.4   Cas9体外切割验证

利用T7体外转录试剂盒成功得到转录后的

sgRNA1和sgRNA2, 转录出的片段大约在130 bp左
右(图2B)。在Cas9体外酶切实验中, 设置了2个实验

组, 1个阳性对照组和1个阴性对照组。图2C表明, 实
验组中, 体外转录的sgRNA1和sgRNA2能够识别靶

序列并诱导Cas9蛋白酶将底物DNA分别切割成2条
不同大小的目的条带。而阳性对照组是试剂盒中本

身附带的样品, 切割后得到与说明书图片上一致的

条带, 阴性对照组则应该是只有一条带。结果表明, 
设计的sgRNA1和sgRNA2识别靶序列并有效地引导

Cas9蛋白对靶向位点mature miR9-2进行切割。

2.5   敲除小鼠的基因型鉴定

小鼠出生约21天后, 进行剪尾鉴定。利用miR9-
2-UVPF/R引物PCR扩增鼠尾基因组DNA, 得到对应

的DNA片段。将测序结果为后双峰的DNA片段与

pUC19质粒连接, 进行TA克隆的鉴定验证, 确认得

到一只敲除mature miR9-2的杂合子 (图3)。该杂合

子缺失2个片段, 分别为5′-TCT TTG GTT ATC TAG 
CTG TAT GAG TGT ATT GGT CTT CAT  AAA GCT-
3′和5′-ATA ACC GAA AGT AAA AAC TCC T-3′。
2.6   表型分析

miR9-2缺失杂合子(miR9-2+/−)出现了头部肿大

的表型(图4A), 且体型和体质量比WT小鼠要来的小

和轻。miR9-2+/−小鼠的体质量与WT小鼠体质量相

比, 下降了25%~30%(P=0.000 4, 图4B)。对小鼠进行

解剖 , 检查其脾脏大小和重量 , 发现miR9-2+/−小鼠的

脾脏比正常小鼠要小 , 其重量大约是正常小鼠脾

脏的 50%左右 (P<0.000 1, 图 4C)。对实验组和对

照组小鼠的脾脏、骨髓和胸腺细胞进行计数 , 发
现与 WT小鼠相比 , miR9-2+/−小鼠的脾脏细胞总

数下降了 60%~70%(P<0.000 1), 骨髓细胞总数下

降了 10%~20%(P=0.031 6), 胸腺细胞总数下降了

A: T7E1酶切验证。B: sgRNA1和sgRNA2的转录。C: Cas9蛋白体外酶切反应。红色箭头代表酶切反应后的片段。

A: T7E1 assay. B: the transcription of sgRNA1 and sgRNA2. C: Cas9 enzyme in vitro digestion reaction. Red arrows indicate fragments of enzyme.
图2   sgRNA1和sgRNA2在细胞水平上的验证

Fig.2   Verification of sgRNA1 and sgRNA2 at cell levels
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70%~80%(P=0.002 3, 图4D)。
对脾脏和骨髓细胞分别进行染色, 流式数据分

析表明, 与WT小鼠相比, miR9-2+/−小鼠脾脏中的B细
胞数下降了60%~70%(P=0.000 1, 图5A-a、图5B和
图5C); 骨髓中, 与WT小鼠相比, miR9-2+/−小鼠B细
胞的百分比约从90%下降至75%(P=0.008 0, 图5A-b
和图5B), 其B细胞总数下降了大约50%(P=0.002 1, 

图5C)。对小鼠骨髓中不同成熟发育阶段的B细胞进

行流式检测分析。数据表明, 与野生型小鼠相比, 实
验组miR9-2+/−小鼠的immature B细胞百分比约从15%
下降至5%(P=0.016 2), pro-pre B细胞百分比约从40%
下降至10%(P=0.001 5), 而mature B细胞百分比增加了

约2倍(P=0.005 3, 图6A-a和图6B), pro B细胞百分比变

化不大(P=0.677 9, 图6A-b和图6B), 而pre B细胞百分

图中黑色框代表了敲除序列, 红色下划线代表成熟miR9-2序列。

The black frames indicated the knockout sequence, the red underline indicated the sequence of mature miR9-2.
图3   miR9-2基因敲除小鼠的测序

Fig.3   Sequencing of miR9-2 gene knockout in mice
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A: Wild-type小鼠和miR9-2+/−小鼠的表型变化; B: Wild-type小鼠和miR9-2+/−小鼠的体质量变化; C: Wild-type小鼠和miR9-2+/−小鼠的脾脏表型和

质量变化; D: Wild-type小鼠和miR9-2+/−小鼠的脾脏、骨髓、胸腺细胞数变化; *P<0.1, **P<0.01, ***P<0.001。
A: the changes of appearance of Wild-type and miR9-2+/− mice; B: the changes of body weights of Wild-type and miR9-2+/− mice; C: the changes of 
spleen appearance and weights of Wild-type and miR9-2+/− mice; D: the changes of cells number of Sp, BM and Th in Wild-type and miR9-2+/− mice. 
*P<0.1, **P<0.01, ***P<0.001.

图4   Wild-type小鼠和miR9-2+/−小鼠表型和细胞数的变化

Fig.4   The changes of appearance and cells number of Wild-type and miR9-2+/− mice
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比从20%下降至3%左右 (P=0.001 6, 图6A-c和图6B); 
immature B细胞数下降了30%~50%(P=0.047 1), pro-
pre B细胞数下降了70%左右(P=0.004 5), mature B细胞

数变化不大(P=0.760 4), pro B细胞数下降了20%左右

(P=0.043 2), pre B细胞数下降了40%~50%(P=0.008 8, 
图6C)。

对实验组 m i R 9 - 2 + /−小鼠脾脏淋巴细胞中

CD4+和 CD8+ T细胞分析 ,  数据表明与 WT小鼠

比较 ,  miR9-2+/−小鼠脾脏中 CD4+ T细胞数下降

了 60%~70%(P<0.000 1), CD8+ T细胞数下降了

50%~70%(P=0.000 3, 图 7A-a、图 7B、图 7C、图

7D和图 7E); 对骨髓细胞进行分析 ,  流式结果表

明 , miR9-2+/−小鼠的CD4+ T细胞比例上升了2~3倍
(P=0.017 5), 其细胞绝对值变化不大 (P=0.245 1, 图
7A-b、图 7B和图 7C); CD8+ T细胞比例上升 2~3倍 
(P=0.012 0), 其细胞绝对值则变化不大(P=0.790 8, 
图7A-b、图7D和图7 E)。

对实验组小鼠的胸腺细胞染色分析, 流式结

果表明, 与野生型小鼠相比, miR9-2+/−小鼠DN细

胞的百分增加了3%~5%(P=0.013 0), 但细胞数显

著下降 (P=0.014 0); DP细胞的百分比大约从 80%
下降至 40%(P=0.032 4), 其对应的细胞数下降了

70%~80%(P=0.003 3, 图8A、图8D和图8E)。CD4+ 

T细胞百分比增加了 2~3倍 (P=0.029 1), 而细胞

数却减少了大约 50%(P=0.032 6); CD8+ T细胞百

分比显著增加 (P=0.008 4), 而细胞数减少了大约

50%(P=0.048 5, 图8A、图8B和图8C)。

3   结果与讨论
miRNAs是一系列短小的非编码RNA, 其通过

抑制mRNA的翻译或促进mRNA的降解以达到调控

靶向基因的目的。有研究表明, miRNAs参与Treg细
胞的发育、稳定和调控。例如, miR10-a通过间接促

进Foxp3基因的表达, 从而诱导Treg的分化[13]。过表

达miR146-a能抑制SATB1蛋白的表达, 从而为Treg细
胞提供稳定的微环境以抵御Th1细胞的过度分化[14]。

有报道显示, miR-206通过诱导Kupffer细胞中M1极
化以促进CD8+ T细胞的募集[15]。而miRNA-15a/16-1
则可以通过破坏Kupffer细胞和T细胞之间的通讯以

抑制肝癌的进一步恶化[16]。 TU等[17]发现, miR-10b
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A: Wild-type和miR9-2+/–小鼠的脾脏和骨髓中B淋巴细胞流式图。B: Wild-type和miR9-2+/–小鼠的脾脏及骨髓中B淋巴细胞百分比。C: Wild-type
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lymphocytes of Sp and BM of Wild-type and miR9-2+/− mice. C: bar graphs showing the cells number of total B cells in Sp and BM of Wild-type and 
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图5   Wild-type小鼠和miR9-2+/−小鼠的脾脏和骨髓中B细胞的变化

Fig.5   Changes of B cells in Sp and BM of Wild-type and miR9-2+/− mice
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通过对CD4+ T细胞亚型的调控会促使关节炎进一

步发展。 以上种种文献表明, 很多miRNAs都直接

或间接地参与了免疫细胞的调节。目前关于miR-9
的报道, 主要集中在肿瘤方面。许多研究表明, 根据

肿瘤疾病机制的不同, miR-9既可以对肿瘤起到抑

制作用, 也可以促进肿瘤疾病的发生, 即miR-9具有

双面性。例如miR-9在霍奇金淋巴瘤[12]、子宫内膜

癌[18]或者原发性脑肿瘤疾病[19]中起到正向调节的作

用, 而在宫颈癌[20]、结肠直肠癌[21]或者骨癌疾病[22]

中却起到了负向调节的作用。同时有研究表明, 在
许多肿瘤疾病中, CpG岛的超甲基化导致了miR-9的
沉默, 从而进一步证实miR-9具有一定的肿瘤抑制

作用[21,23-27]。通常miR-9与目的蛋白相结合并参与

细胞循环。CREB蛋白是一类转录因子, 主要与细

胞的增殖和分化有关。LANEVE等[28]发现, CREB
蛋白与miR-9的启动子相结合, 并能诱导miR-9的表

达, 将CREB蛋白敲除后, miR9-2的表达量会大大下

降。SENYUK等[29]研究发现, EVI1位点能与miR9-3
的启动子相结合, 并对其进行甲基化, 从而达到抑制

miR-9的目的。

目前关于miR9-2在B和T淋巴细胞的发育功能方

面尚未报道。我们成功构建出miR9-2+/−杂合子小鼠

但无法存活至8周龄以上, 因此无法获得miR9-2–/–敲

除小鼠。本研究使用miR9-2+/−杂合子作为模型鼠以

研究该基因对B和T淋巴细胞的影响, miR9-2+/−杂合

子表现出头部肿大和脾脏变小, 其脾脏重量约是WT
小鼠的50%。通过计数发现miR9-2+/−杂合子小鼠脾

脏细胞数和WT小鼠相比下降了30%左右, miR9-2+/−

A: Wild-type和miR9-2+/−小鼠骨髓淋巴细胞中mature B细胞、immature B细胞、pro-pre B细胞、pro B细胞和pre B细胞的流式图; B: Wild-type和
miR9-2+/−小鼠中mature B细胞、immature B细胞、pro-pre B细胞、pro B细胞和pre B细胞的百分比; C: Wild-type和miR9-2+/−小鼠中mature B细胞、

immature B细胞、pro-pre B细胞、pro B细胞和pre B细胞的细胞数。*P<0.05, **P<0.01。
A: FACS diagram of mature B cells, immature B cells, pro-pre B cells, pro B cells and pre B cells in the lymphocyte of BM of Wild-type and miR9-2+/− 

mice; B: bar graphs show the percentage of mature, immature, pro-pre, pro and pre B cells in lymphocytes of BM of wild-type and miR9-2+/− mice; C: 
bar graphs show the cells number of mature, immature, pro-pre, pro and pre B cells in BM of wild-type and miR9-2+/− mice. *P<0.05, **P<0.01.

图6   Wild-type小鼠和miR9-2+/−小鼠骨髓中不同B细胞发育阶段的变化

Fig.6   The changes of different development of B cells in BM of Wild-type and miR9-2+/− mice 
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小鼠脾脏重量的减少很有可能是其脾脏细胞总数

减少的主要原因。对miR9-2+/−杂合子小鼠进行流式

数据分析, 发现与WT小鼠相比, miR9-2+/−小鼠脾脏

中的B淋巴细胞数下降了60%~70%, 说明miR9-2对
脾脏中B细胞的成熟发育有重要作用。miR9-2+/−小

鼠脾脏淋巴细胞中CD4+ T细胞数下降了60%~70%, 
CD8+ T细胞数下降了50%~70%, 说明miR9-2对T淋
巴细胞的成熟发育有重要作用。

对miR9-2+/−小鼠骨髓细胞中不同发育阶段B细
胞进行流式分析, 结果表明miR9-2的敲除, 导致了

pro-pre B细胞的下降, 以及进一步影响随后pro B细
胞、pre B细胞和immature B细胞的成熟和发育。然

而mature B细胞的百分比增加而细胞数却没有显著

性变化, 推测很有可能是由于mature B细胞的转运

通路受到了某种阻碍, 导致了mature B细胞堆积在

骨髓中, 因此百分比呈现增加的趋势。

对实验组小鼠的胸腺T细胞进行流式分析, 结
果表明 , 和WT小鼠比较 , miR9-2的敲除导致了DN
细胞的百分比增加而DP细胞的百分比减少, 推测可

能是由于DN细胞发育到DP细胞的阶段受到某种阻

碍从而导致了DN细胞的积累。由于DN细胞数的减

少, 导致了在随后的发育过程中, DP细胞、CD4+和

CD8+ T细胞数的减少。这些T细胞数的减少很可能

是miR9-2+/−小鼠胸腺总T细胞减少的主要原因。由

于胸腺中CD4+和CD8+ T细胞数的减少, 从而导致了

脾脏中CD4+和CD8+ T细胞数的减少。

以上结果表明, miR9-2参与了脾脏、骨髓和胸

腺中的B淋巴细胞、T淋巴细胞的发育和成熟过程, 
但是miR9-2是直接还是间接影响B和T淋巴细胞的

成熟发育尚未清楚, 有待进一步研究。miR9-2的敲

除伴随着免疫调节的变化, 该基因的沉默可能在器

官移植过程中减少患者的免疫排斥方面起到一定的

抑制作用; 有报道显示, miR-9可以对肿瘤起到抑制

作用, 因此在生物制药方面, 可针对该基因研究相应

的抑制剂, 通过对miR9-2的抑制从而达到抑制肿瘤

的目的, 同时也为淋巴肿瘤疾病的治疗提供重要线

索。近年来, B细胞已经成为多种自身免疫性疾病

治疗的靶向目标, 而一般自身免疫性疾病的主要发

病基础则是产生自身抗体的自身反应性B细胞, 由
此诞生了B细胞清除疗法(B cell depletion therapies, 

A: Wild-type和miR9-2+/–小鼠的脾脏和骨髓中CD4+和CD8+ T淋巴细胞流式图。B: Wild-type和miR9-2+/–小鼠的脾脏及骨髓中CD4+ T淋巴细胞百

分比。C: Wild-type和miR9-2+/–小鼠的脾脏及骨髓中CD4+ T淋巴细胞数。D: Wild-type和miR9-2+/–小鼠的脾脏及骨髓中CD8+ T淋巴细胞百分比。

E: Wild-type和miR9-2+/–小鼠的脾脏及骨髓中CD8+ T淋巴细胞数。*P<0.05, ***P<0.001。
A: FACS diagrams showing CD4+ and CD8+ T cells in lymphocytes of Sp and BM of Wild-type and miR9-2+/– mice. B: the percentages of CD4+ T cells 
in lymphocytes of Sp and BM of wild-type and miR9-2+/– mice. C: bar graphs showing the cells number of CD4+ T cells in Sp and BM of Wild-type 
and miR9-2+/– mice. D: the percentages of CD8+ T cells in lymphocytes of Sp and BM of wild-type and miR9-2+/– mice. E: bar graphs showing the cells 
number of CD8+ T cells in Sp and BM of Wild-type and miR9-2+/– mice. *P<0.05, ***P<0.001

图7   Wild-type小鼠和miR9-2+/−小鼠的脾脏和骨髓中T细胞的变化

Fig.7   Changes of T cells in Sp and BM of Wild-type and miR9-2+/− mice
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BCDT)。miR9-2的敲除对B细胞的发育过程产生了

一定程度的影响, 从根源上减少了B细胞数, 因此, 
可针对该基因研究相应的抑制剂以达到清除B细胞

的目的, 同时为现有B细胞清除疗法提供新方法。
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