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自身免疫性疾病是指人体的免疫系统错误地

攻击自身的组织、器官，造成自身损伤。目前已经发现

了超过 J' 种自身免疫疾病，总发病率为 %c*=c

d)e。

其中儿童自身免疫疾病严重影响了儿童的身心健

康，对个人及家庭带来了重大的经济负担。儿童自

身免疫疾病危险因素复杂多样，多项研究显示遗传

因素对疾病的发生发展有重要的影响d!e。因此，开展

遗传学研究对于儿童自身免疫疾病的预防和精准

治疗具有一定的指导作用。
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近 !"年来，全基因组关联分析（#$%&'$()*+$ ,-!

-&.*,/*&% -/0+1，2345）聚焦于基因组的单核苷酸多

态性（-*%#6$ %0.6$&/*+$ 7&61'&879*-'，5:;），无偏地

系统性地研究了与复杂疾病和性状相关的遗传位

点，取得了丰硕的成果，已有数千遗传位点在文献

中报道 <=>。但是关于这些位点的作用机制的研究

却很少<?>。

一项关于 @" 种儿童自身免疫疾病的研究报道

了位于 4:ABC="4 的内含子区域的 5:;8-D@"""!E

与幼年特发性关节炎（F0G$%*6$ *+*&7,/9*. ,8/98*/*-，

FH4）显著相关<E>。但是对于这一位点如何影响疾病的

发生、发展缺少相应的实验研究。因此，本研究聚焦

于对 4:ABC="4 的内含子位点的功能研究，通过

生物信息学分析和实验方法精细定位这一位点的

因果变异，利用 IBH5;BJI,-K 技术构建删除因果变

异所在基因组区域的单克隆细胞系，为后续机制研

究奠定基础。

! !"#$%

@L@ !" 实验所用细胞人 MNA!K=O 以及人 F0!

8P,/ 细胞均购自 4OII 细胞库，CQNQ 培养基、@R?"

培养基、胎牛血清、青霉素链霉素双抗、胰酶均购自

美国 2*S.& 公司，使用的 T-'S!酶购自 :NT 公司，

A7%!、M*%+" 酶和 O? 连接酶购自 O9$8'& 公司，

C0,6UV0.*W$8,-$ B$7&8/$8 4--,1 51-/$' 试剂盒购自

78&'$#,公司，;IB酶和同源重组酶购自诺维赞公司。

@L! #$

@L!L@ 精细定位因果变异 ;HI5 平台（9//7-XYY70S-L

S8&,+*%-/*/0/$L&8#Y70S-YW*%$',77*%#Y）是一个对 2345

遗传位点进行因果变异精细定位的在线分析网站<R>。

该算法整合 @ """ 2 基因组数据中 5:; 间的连锁

不平衡信息和各种免疫细胞中转录和顺式调控元

件，鉴定 2345 遗传位点最有可能导致疾病的因果

变异，即 ;HI5 概率（;HI5Z;8&S,S*6*/1）最高的 5:;。

使用此分析工具，输入 @"7@@L!@ 位点最相关的 5:;

（称为 *%+$[ 5:;）8-D@"""!E 和疾病关联强度 ! 值

的负对数值(6&#@"（! 值）\@"L"DE D。 8-D@"""!E

与 FH4 的关联分析 ! 值\]L?N(@@，所以其(6&#@"（!

值）\@"L"DE D。4%.$-/81 选择 N^B，可以得到这个位

点 的 5:;- 的 ;HI5 排 序 以 及 这 些 5:;- 与

8-D@"""!E 之间的连锁不平衡关系 8!。

@L!L! ;9$345 数据 ;9$345（;9$%&'$U)*+$ 4-!

-&.*,/*&% 5/0+*$-，全表型关联研究）是对一个特定的

5:; 在全表型组中找到与它关联的表型的一种研

究方法，与 2345 相反，被称为反向 2345。在

_7$% O,8#$/- 2$%$/*.- 数据库中 <DU]>，输入 8-D@"""!E

位点，得到与该位点相关的疾病信息。

@L!L= 细胞培养 MNA!K=O 细胞使用 CQNQ 完全

培养基培养。CQNQ 完全培养基由 CQNQ 空培加

@"`胎牛血清以及 @`青霉素链霉素双抗组成。F08P,/

细胞使用 @R?" 完全培养基培养。@R?" 完全培养基

由 @R?" 空培加 @"`胎牛血清以及 @`青霉素Y链霉

素双抗组成。两种细胞均在 =D"，E`I_

!

浓度的恒

温细胞培养箱中培养。

@L!L? 荧光素酶报告基因质粒构建 在 8-D@"""!E

位点上下游各 !E" S7 设计引物。考虑到荧光素酶报

告基因的方向效应，在其反方向上也同样设计引

物。引物序列见表 @。以 MNA!K=O 细胞的基因组

C:4 为模板，用 ;IB 酶将其扩增。;IB 程序为：

KE" = '*%，KE" @E - E]" @E - D!" @ '*% =E 个

循环，D!" E '*%。使用的载体为 ;2V?L!=，使用的酶

切位点分别是 M*%+"和 A7%!。将 ;IB 产物和酶

切产物同时跑胶纯化，然后用同源重组酶将两个产

物进行无缝连接，用 CME# 感受态细胞进行转化，

铺板。最后挑取单克隆进行摇菌扩增，选择 5,%#$8

测序结果正确的质粒进行实验。

构建 8-D@"""!E 次等位基因型（'*%&8 ,66$6$）即

突变型的荧光素酶报告基因质粒，使用的引物序列

见表 @。以构建完成的野生型质粒为模板，;IB 程序

为：KE" = '*%，KE" @E - E]" @E - D!" D '*% ="

个循环，D!" E '*%，;IB 产物用 C7%!酶 =D"消化

! 9，然后用 CME# 进行转化、铺板，挑取单克隆测

序，选取测序结果正确的质粒进行实验。构建的突

变型质粒同样经过 5,%#$8 测序验证。

@L!LE 荧 光 素 酶 报 告 基 因 实 验 将 得 到 的

8-D@"""!E 位点的 ? 个质粒（野生型正向、野生型反

向、突变型正向、突变型反向），各取 E"" %# 分别和

E" %# ;2V?LD? 转染 R 孔板中生长的 MNA!K=O 细

胞，同时使用 E"" %# 空载的 ;2V?L!= 与 E" %#

;2V?LD? 作为对照组。转染试剂使用的是 ;NH。转染

的时候使用无血清培养基，R 9 后更换为完全培养

基，?] 9 后收细胞，并使用 78&'$#, 公司的 C0,6(V0!

.*W$8,-$ B$7&8/$8 4--,1 51-/$' 试剂盒以及 26&Q,[

!"Y!" 仪器检测荧光强度。

@L!LR 8-D@"""!E 位 点 #B:4 质 粒 构 建 在

8-D@"""!E 位点上下游区域分别构建 -#B:4，-#B!

:4@ 序列X E#(2IOOIO4I442OIOOOOOI2(=#，-#B!

:4! 序 列 ：E# (42O2224OO2II4O2OO4OO (=# ，

-#B:4= 序列：E#(I42O44OO4OIO4OI242O2(=#，

-#B:4? 序列：E#(2OOOO2I4OI2O42OO4I4I(=#。

将这些 -#B:4 &6*#& 退火形成双链，退火的条件为
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注!"#$%&'，()*+,$' 均为衡量该 -./ 与 %01'2 -./ 之间连锁不

平衡关系的指数；/34-!/$56,6%7%)8%9 31'08%:%9,8%50 5: 4,+),7 -./)

;<! => &%0，缓慢降温至室温 ? @，同时以 7'08%A9,);A

B? 质粒为载体，用 C)&6!<<!酶切 ? @ 回收。用 DE

连接酶将退火形成的 )F(.G 双链和回收后的载体

片段连接，构建质粒，质粒均经 -,0F'$ 测序正确后

使用。

=H?IJ $)J=>>>?< 位点敲除细胞系构建 将 E 个构

建好的 $)J=>>>?< 位点 )F(.K 质粒各 ?I< "F，与

/KL? 质粒 MI< "F，B-BN 质粒 OI< "F，在空培中混

匀，并缓慢加入等体积的混有 P> "F /Q3 的空培，轻

轻混匀后静置 ?> &%0，加入到空培培养的 => 9& 培

养皿的 RQS?;OD 细胞中，M @ 后将空培换成完全培

养基。收取其培养 EP @ 后产生的病毒液，感染 T+$U,8

细胞 ?E @，然后换取新鲜的完全培养基，加入终浓度

? "FV&W 的嘌呤霉素培养 O 1，然后更换为新鲜的完

全培养基。培养 ? 1 后，收集部分细胞，提取基因组

".K，/4( 进行基因型鉴定。/4( 条件：;<!O &%0，

;<! =< ) <P! =< ) J?! =&%0 O<个循环，J?! <&%0。

=I?IP $)J=>>>?<位点敲除细胞系的单克隆的筛选 对

经鉴定产生 $)J=>>>?< 位点敲除的细胞进行单克隆

筛选。将细胞稀释到 =>> 个V&W 的浓度后，在显微镜

下将单个细胞挑取到 ;M 孔板中，每天观察细胞的

生长状况，待细胞长满 ;M 孔板后将其传至 ?E 孔板

内，待细胞量足够后，收取部分细胞提取基因组

".K，然后做基因型鉴定。将 /4( 产物进行琼脂糖

电泳实验，选取有敲除的条带进行 -,0F'$ 测序。将

测序结果显示 $)J=>>>?< 位点有敲除的单克隆细胞

进行传代培养。

=IO !"#$% 数据分析和作图采用 N$,#@/,1

/$%)& JI> 软件。两组间比较采用 ! 检验，"">I>< 差

异具有统计学意义。

! ! "#$%&'()

"#$ ! %&'()& *)+,)-.)* /0& 12#*('3 .0-*4&,.4'0-

5 *+

?I= &'()#*+ =>#==I?= ,-./01 表

? 为 /34- 值前 < 的 -./)。$)J=>>>?< 的 /34- 值为

>IJ>< J，远远大于同一连锁不平衡区域（W%0U,F'

1%)'*+%7%6$%+&，W"）的其他 -./)。

?I? -./$)J=>>>?< 23456701 针对

$)J=>>>?< 位点的 /@'XK- 研究显示，$)J=>>>?< 与

众多疾病有着密切的关系，例如典型的心脏病、免

疫 系 统 疾 病 ，$)J=>>>?< 是 一 个 多 效 性 变 异

（#7'%58$5#%9 Y,$%,08），对许多疾病有着重要影响，见

图 =。

?IO /NWEI?OZ$)J=>>>?< 89:; 将 $)J=>>>?<

位点附近一段 <>> 6# 的序列克隆到 /NWEI?O 载体

上，如图 ? 所示，$)J=>>>?< 位点正向和反向序列的

/4( 产物为 <E< 6#，载体用 R%01 #和 S#0!双酶

切之后的长度为 E ?OM 6#，通过同源重组技术将

/4( 纯化产物和载体纯化产物连接。质粒构建成功

后 -,0F'$ 测序无误。

?IE <=>?@AB.CDEF $)J=>>>?< ,-

GHI 双荧光素酶报告基因实验显示，正向插入

包含 N 等位基因和 K 等位基因的 $)J=>>>?< 序列

可以提高荧光素酶报告质粒转录活性，并且 N 等位

基因效果更加明显；反向插入包含 4 等位基因和 D

等位基因的 $)J=>>>?< 序列对基因的调控与空载对

照相比无明显差异，见图 O。

?I< $)J=>>>?< ,- F(.K 89:; W'08%A4,);A

B? 质粒经 C)&6!酶切之后的产物，琼脂糖凝胶电

301'2[-./ W%0U'1[-./ "#$%&' ()*+,$' /@,)' /34-[#$56,6%7%8\

$)J=>>>?< $)J=>>>?< =I>>> > =I>>> > .，. >IJ>< J

$)J=>>>?< $)==>==>PP >I;ME J >IPPP ; G，G >I>PE ;

$)J=>>>?< $)=;?M=O= >I;<P ; >IPJP = G，G >I>JE <

$)J=>>>?< $)J;><;>M >I;<O > >IPMJ E G，D >I>M< M

$)J=>>>?< $)O<<>M>=> >I;EM J >IPOM J G，" >I>E< <

, 6 78177967 -./ :;%* 0123456789+:;<

%<=:=>?@

"#$ 6 %<=: 10*4)&'0& 1&0$#$'2'4> 0/ $)'-? .#,*#2 @#&'#-4* '- A,@)!

-'2) '3'01#4B'. #&4B&'4'* /0& :;%* #4 78177957 20.,*

引物序列

<#ADDD]D]DNN]]DGG]DNN]] NNDG]]]]]GGGDGG]GDNN]GGD]]AO#

<#ADDGDGDG]]]D]DGNDND]DGGN]DD ]G]]DNDNDGG]DG]NGDN]GGGAO#

<#ADDD]D]DNN]]DGG]DNN]]NNDG]]]G]]DNDNDGG]DG]NGDN]GGGAO#

<#ADDGDGDG]]]D]DGNDND]DGGN]DD ]]]GGGDGG]GDNN]GGD]]AO#

<#A]GNNDG]ND,DGG]GG]GDNGGDD]GD]D]GGGNG]GAO#

<#ANDDNDDG8G]NDG]]DNDGG]G]GDD]GDDDDGDDDDAO#

<#ANDDNDDG8G]NDG]]DNDGG]G]GDD]GDDDDGDDDDAO#

<#A]GNNDG]ND,DGG]GG]GDNGGDD]GD]D]GGGNG]GAO#

<#AD]]G]GDGG]]DDNNN]DNDAO#

<#A]DNNGG]G]GDN]G]GGGNNAO#

引物名称

/NWEI?OA正向 $)J=>>>?< ^5$_,$1

/NWEI?OZ正向 $)J=>>>?< ('Y'$)'

/NWEI?OZ反向 $)J=>>>?< ^5$_,$1

/NWEI?OZ反向 $)J=>>>?< ('Y'$)'

/NWEI?OZ正向 $)J=>>>?<`+8 ^5$_,$1

/NWEI?OZ正向 $)J=>>>?<`+8 ('Y'$)'

/NWEI?OZ反向 $)J=>>>?<`+8 ^5$_,$1

/NWEI?OZ反向 $)J=>>>?<`+8 ('Y'$)'

$)J=>>>?<ZSa F'058\#%0F ^5$_,$1

$)J=>>>?<ZSa F'058\#%0F ('Y'$)'
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注：!："#$%&&&'( 正向和反向 )*+ 产物的获取；,：)-./0'1 经

234!和 5647"双酶切产物的获取

! ! "#$% "#$%&!'()*+,---!.&'(

/01 2 345*6)786045 49 ):84;<05=56 >?=*;0@ "A$B&2'()*+,---2.

注8!8)-./0'19"#$%&&&'(质粒测序结果，其中突变质粒正向 !!-，

反向 :!*；,8"#$%&&&'( 位点荧光素酶报告基因结果；;;;;!"&0&&& %；

"!"&0&(

) ' *+,-./012345 )*+,---2.&6789:;

/01 ' $7809:)=*: ):>4)6:) 1:5: =**=C @:6:86* 6D: 6)=5*8)0>6045 ):1!

7?=64)C =860E06C 49 )*+,---2.

注8!8/ 个 #<+=! 在基因组上的位置，其中数字代表 %& 号染色

体的碱基序号；,：.>4?69*@#A9B' 质粒用 ,#CD!酶切之后的产物获

取；*：/ 个 <+=! E@4<>" 测序结果图

) B )*+,---2.<=>?@%&A(

/01 B 345*6)786045 49 >?=*;0@* F06D )*+,---2. 1:54;08 ):1045

<:051 @:?:6:@

泳回收 %' AFF D3 大小的条带（图 /,），与退火形成

的 #<+=! 双链用 :/ 连接酶连接，其中 #<+=! 在基

因组上的位置如图 /! 所示，构建好的质粒均经过

E@4<>" 测序验证正确。
G &&&

( &&&

/ &&&

/ '1G D3

(/(D3

G&&

(&&

/&&

"

#

$

%

&

&

&

'

(

正
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"

#

$

%

&

&

&

'

(

反
向

H

@

"

I

>

"

HJ

D3

)

-

.

/

0

'

1

酶
切

H

@

"

I

>

"

HJ

D3

! ,

!

,

%0(

%0&

&0(

&0&

空
载
对
照

正
向
-

序
列

正
向
!

序
列

反
向
*

序
列

反
向
:

序
列

.KLM+>4

正向插入 -M! 序列 反向插入 *M: 序列

H

@

"

I

>

"

.

>

4

?

6

9

*

@

#

A

质

粒
酶
切

%& &&& D3

' &&& D3

% &&& D3

%' AFF D3

% FF( D3

/0(

/0&

10(

10&

'0(

'0&

%0(

注8该结果基于 N3>4 :@"<>? ->4?6L# 数据库

) , )*+,---2.<B "D:GHICD)

/01 , JD: ):*7?6* 49 "D:GHI =6 )*+,---2.

;;;;

;

!

,

*

张四鹏，等0幼年特发性关节炎 %&3%%0'% 遗传位点敲除的单克隆细胞系的建立!
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注：!："#$%&&&'(位点敲除细胞单克隆基因型鉴定结果图；)："#$%&&&'(位点敲除细胞 *号单克隆 +,-./"测序结果，其中 *$*&**00和 *$*&*011为

%&号染色体上的位置，这个片段被成功敲除

! ! "#$%&&&'("#$%& )*"+,-'()*+

./0 ( 123#-"*4-/23 25 )*"+,- 4677 7/36 8/-9 "#:%&&&'( "60/23 ;6/30 <676-6<

'23 "#$%&&&'(!"#$% 45"6,7&'()* 利用

构建的 #.89! 质粒以及慢病毒介导的感染技术，将

"#$%&&&'(位点在 45"6,7细胞系中进行敲除，并经过

嘌呤霉素筛选，筛选出单克隆。单克隆细胞基因型鉴定

的结果如图所示（图 (!）。选取 *号单克隆做 +,-./"

测序，测序结果如图所示（图 ()）。45"6,7 细胞 :;"%&<

*$*&**00 至 :;"%&<*$*&*011 的基因组 =9! 序列

（1(3 >?）被敲除。+9@"#$%&&&'(（:;"%&<*$*&*3%&）就位

于这段序列之中。因此，成功建立了幼年特发性关节炎

%&号染色体上遗传位点因果变异删除的单克隆细胞。

! )

= ,-

在过去十多年中，AB!+ 已经对人类基因组中

数百万个遗传变异进行了基因型C表型关联测试，

研究 +9@ 与疾病的相关性，报道了众多复杂疾病的

遗传位点D1，EF。AB!+ 中所发现的遗传位点具有以下

* 个特点。

（%）AB!+ 研究发现的 G-H/I+9@ 不一定是因果

变异。由于 J= 的存在，遗传变异通常会与染色体上

的一些临近变异高度连锁。因此，当一个区域中的

一个或多个变异，对人类复杂特征或疾病产生因果

效应时，该区域中的许多非因果变异也与疾病等表

型呈现显著相关性。目前已经有许多统计方法和基

因组功能注释被广泛应用于确定因果变异D%&C%'F，例

如贝叶斯分析、!99KL!8 注释软件、LM@ 注释软

件等等。本研究使用了自身免疫病致病变异的遗传

和表观遗传精细定位平台进行生物信息学分析确

定了 "#$%&&&'( 为 %&?%%2'% 位点最为可能的因果

变异。

（'）无论是 AB!+ 的 G-H/I+9@ 还是因果变异，

大约 E*N的 +9@ 都位于基因组的非编码区，例如基

因的内含子和基因间的区域D%*F。因此，AB!++9@#

对疾病发生、发展的影响是通过其对靶基因的转录

调控实现的。通过荧光酶素实验证明了 "#$%&&&'(

具有调控转录的能力。

（*）AB!+位点所调控的靶基因不一定是距离其

最近的基因。有可能是 /OPJ基因或者 QGCR基因D%1F，

与AB!+ 因果变异在基因组分布上有一定的距离。

由于染色质的高度折叠，AB!+因果变异与靶基因的

启动子区相反应，实现其对靶基因的远端调控作用。

由于基因组编辑的困难，AB!+ 位点的功能研

究远远落后于 AB!+的遗传学发现。R8+@8SR,#E技

术的发明和应用为进行 AB!++9@ 的功能研究提供

了新的方向。在肾癌易感性遗传位点的功能研究中，

研 究 者 在 人 肾 细 胞 癌 细 胞 中 敲 除 因 果 变 异

"#*('('*E3，获得了单克隆细胞。进一步与野生型细

胞相比，发现其所调控的靶基因及所影响的信号通

路D%(F。在另一项对多种自身免疫病的遗传学研究中，

作者利用 R8T+@8SR,#E 技术将 "#((0'1(031 位点敲

除获得了两个杂合细胞系，并与野生型细胞系相

比，发现这一位点对染色质可及性及基因转录的影

响D%3F。因此，建立因果变异删除的单克隆细胞系是对

AB!+ 位点进行功能研究的重要环节。

AB!+ 单一 +9@ 对疾病的作用力相对较小，体

现为其 !" 一般仅为 %2%U%2'。此外，AB!+ 位点的

作用往往由多个变异共同驱动，对单个变异进行编

辑可能无法表现出足够的作用力以产生相应的细

胞或生化水平的变化，因此对整个疾病遗传位点的

删除可能是一种更为有效的研究策略D%$C%EF。同样在

技术上，对单一 +9@ 的编辑目前相对较难。因此在

AB!+ 位点的功能学研究中，往往对 AB!+ 位点进

行敲除。敲除的片段大小从几十个碱基到几百个碱基

% (&&

% '&&

% &&&

E&&

0&&

$&&

3&&

(&&

1&&

*&&

'&&

VB

>?

V,"6/" BP % ' *
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不等。当然对单一 !"# 编辑，更能精准地研究这一

!"$ 的功能和作用。在一项关于 % 种血管系统疾病

（&'()*+', -.(/'(/(）的研究中，研究者在内皮细胞和

血管平滑肌细胞中特异性敲除了 ,(0120134 位点附

近的 5567 区域，通过 8"9:(/; 实验发现这一缺失

导致内皮素:<（=>"<）基因的表达水平升高。然后再

对 ,(41?41@4位点进行单碱基的编辑，得到 ,(41?41@4

的次等位基因型（ABA）的细胞系，验证了 =>"< 为

,(4C?0C30 位点的靶基因DEFG。

利用 H8!#8IH'(4 技术对免疫细胞进行基因组

编辑的实验存在着许多技术难点。与肿瘤细胞系的

贴壁生长不同，作为自身免疫疾病的研究模型 J*!

,K'L 细胞是悬浮细胞。对其进行转染效率低，因此采

用了慢病毒感染的方法。通过获得高滴度的病毒液

来感染悬浮细胞，从而使悬浮细胞的基因组编辑成

功进行。应用该技术成功敲除了 J*,K'L 细胞中

,(3<FFFEM 所在的基因组区域，为寻找这一位点的

靶基因以及后续的相关功能研究奠定了基础。
!"#$!

D<G N9OA P Q，N9"A Q !，A=8!RNSO T =U R*V'W '*LX.VV*W/ -.(!

/'(/(：' )XV7,/Y/W(.&/ *7-'L/DJGZ J SWL/,W T/-，EF<M，E3[（?）：1\4:

14MZ

DEG !=P>SO T QZ ]Y/ ^/W/L.)( X_ Y*V'W '*LX.VV*W/ -.(/'(/：' 7/,!

(7/)L.&/ XW 7,X^,/(( .W LY/ _./+- 'W- _*L*,/ -.,/)L.XW(DJGZ J 9*LX.V!

V*W，EF<M，\?：<`<EZ

D1G S!RSA9aS aZ b/cXW- AN9!：_,XV (.V7+/ '((X).'L.XW( LX _*W)L.XW'+

.W(.^YL(DJGZ !/V.W SVV*WX7'LYX+，EFEE，??（<）：1:<?Z

D?G dS!!HR=8 $ T，N89e O 8，fR9OA g，/L '+Z<F c/',( X_ AN9!

-.()X&/,c：6.X+X^c，_*W)L.XW，'W- L,'W(+'L.XW DJGZ 9V J R*V A/W/L，

EF<3，<F<（<）：M:EEZ

DMG PS e 8，PS J，fR9h ! >，/L '+Z T/L':'W'+c(.( X_ (Y',/- ^/W/L.) ',!

)Y.L/)L*,/ '),X(( L/W 7/-.'L,.) '*LX.VV*W/ -.(/'(/( DJGZ O'L T/-，

EF<M，E<（0）：<F<[:<FE3Z

D\G Q98R a a，T98!iO 9，fRj J，/L '+Z A/W/L.) 'W- /7.^/W/L.) _.W/

V'77.W^ X_ )'*('+ '*LX.VV*W/ -.(/'(/ &',.'WL(DJGZ O'L*,/，EF<%，

%<5（@%C4）：CC@:C2CZ

D@G ARij!!9SOS T，TijO]Jie =，H98TiO9 T，/L '+Zi7/W L',^/L(

^/W/L.)(：(c(L/V'L.) .-/WL._.)'L.XW X_ L,'.L :'((X).'L/- ^/W/( *(.W^

+',^/:()'+/ ^/W/L.)( 'W- _*W)L.XW'+ ^/WXV.)(DJGZ O*)+/.) 9).-( 8/(，

EFE<，24（><）：><C<<:><CEFZ

D5G TijO]Jie =，!HRTS>] = T，H98TiO9 T，/L '+Z 9W X7/W '7!

7,X')Y LX (c(L/V'L.)'++c 7,.X,.L.k/ )'*('+ &',.'WL( 'W- ^/W/( 'L '++

7*6+.(Y/- Y*V'W AN9! L,'.L:'((X).'L/- +X).DJGZ O'L A/W/L，EFE<，

%C（<<）：<%E@:<%CCZ

D4G ]9T d，#9]=P O，]j8Hi]]= T，/L '+Z b/W/_.L( 'W- +.V.L'L.XW( X_

^/WXV/:l.-/ '((X).'L.XW (L*-./( DJGZ "'L 8/& A/W/L，EF<4，EF（5）：

2m@:252Z

D<FG !HR9S> > J，HR=O N，P98!iO O bZ Q,XV ^/WXV/:l.-/ '((X).'!

L.XW( LX )'W-.-'L/ )'*('+ &',.'WL( 6c (L'L.(L.)'+ _.W/:V'77.W^DJGZ O'L

8/& A/W/L，EF<5，<4（5）：24<:%F2Z

D<<G H9OOiO T =，TiRPa= a PZ>/).7Y/,.W^ LY/ /V/,^.W^ )XV7+/n.!

L./( X_ VX+/)*+', V/)Y'W.(V( 'L AN9! +X). DJGZ 9V J R*V A/W/L，

EF<5，<FC（M）：mC@`mMCZ

D<EG b8h=a=T9 8 d，b9aa=8 h b，Jh"a=8! S RZ 9 7,')L.)'+ &./l

X_ _.W/`V'77.W^ 'W- ^/W/ 7,.X,.L.k'L.XW .W LY/ 7X(L `^/WXV/`l.-/

'((X).'L.XW /,'DJGZ h7/W b.X+，EFEF，<F（<）：<4FEE<Z

D<CG T9j89"h T ]，RjTb=8] 8，8e"=! =，/L '+Z!c(L/V'L.) +X)'+!

.k'L.XW X_ )XVVXW -.(/'(/`'((X).'L/- &',.'L.XW .W ,/^*+'LX,c >"9DJGZ

!)./W)/，EF<E，CC@（mF44）：<<4F`<<4MZ

D<?G H8h!!`>S!h8>=8 A8hj$ hQ ]R= $!eHRS9]8SH A="hTSH!

Hh"!h8]SjTZ A/WXV.) ,/+'L.XW(Y.7(，WX&/+ +X).，'W- 7+/.XL,X7.)

V/)Y'W.(V( '),X(( /.^YL 7(c)Y.'L,.) -.(X,-/,(DJGZ H/++，EF<4，<@4（@）：

<?m4`<?5EZ/<<Z

D<MG A89T$$ !，$P9]] J P，P9j=8 d，/L '+Z A/W/L.) &',.'L.XW 'L LY/

5;E?ZE< ,/W'+ )'W)/, (*()/7L.6.+.Lc +X)*( '__/)L( RSQ 6.W-.W^ LX '

TeH /WY'W)/,DJGZ "'L HXVV*W，EF<m，@：<C<5CZ

D<mG ajT9!9a9 "，a"SAR]! 9 J，A9QQ"=e > JZ R.^Y `,/(X+*L.XW

^/W/L.) V'77.W^ X_ 7*L'L.&/ )'*('+ .WL/,')L.XW( 6/Ll//W ,/^.XW( X_

X7/W )Y,XV'L.WDJGZ "'L A/W/L，EF<4，M<（<）：<E5`<C@Z

D<@G Hh889>S" h，!9S9aRhd9 9，9aR]98`f9S>S b，/L '+Z HXV6.!

W'LX,.'+ /__/)L( X_ V*+L.7+/ /WY'W)/, &',.'WL( .W +.WK'^/ -.(/;*.+.6,.!

*V -.)L'L/ +/&/+( X_ ^/W/ /n7,/((.XW LX )XW_/, (*()/7L.6.+.Lc LX )XV!

VXW L,'.L(DJGZ A/WXV/ 8/(，EF<?，E?（<）：<`<CZ

D<5G Ajh H，Pj>dSa 9 =，98Ph]]h T =，/L '+ZHXX,-.W'L/- ,/^*+'LX,c

&',.'L.XW '((X).'L/- l.LY ^/(L'L.XW'+ Yc7/,^+c)'/V.' ,/^*+'L/( /n !

7,/((.XW X_ LY/ WX&/+ Y/nXK.W'(/ Ra>H<DJGZ"'L HXVV*W，EF<M，m：

mFm4Z

D<4G 89h !，e9he，b9j=8>=Z=-.L.W^ AN9!：/n7/,.V/WL'+ '77,X')Y/(

LX -.((/)L 'W- /n7+X.L -.(/'(/ ` '((X).'L/- ^/W/L.) &',.'L.XW DJGZ

A/WXV/ T/-，EFE<，<C（<）：?<Z

DEFG Aj$]9 8 T，R9>9e9 J，]8=R9" 9，/L '+Z 9 ^/W/L.) &',.'WL '(!

(X).'L/- l.LY _.&/ &'()*+', -.(/'(/( .( ' -.(L'+ ,/^*+'LX, X_ /W-XLY/!

+.W`< ^/W/ /n7,/((.XWDJGZ H/++，EF<@，<@F（C）：MEE`MCCZ

（EFE<`<E`E? 收稿）

张四鹏，等Z幼年特发性关节炎 <F7<<ZE< 遗传位点敲除的单克隆细胞系的建立!
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