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I型干扰素受体 1基因敲除 SD 大鼠的遗传表型鉴定

蔡 曾，鲜巧阳，包 容，张璟怡，苏 珊，龙子文，张 璋，汤宏斌  *

（武汉大学  动物实验中心／ABSL⁃Ⅲ实验室，湖北  武汉 430072）

摘要： I型干扰素（type I interferon， IFN-I）是宿主抗病毒免疫的核心细胞因子，其信号通路与自身免疫病及肿瘤发生发展

也密切相关。基因敲除动物模型是研究该通路功能的关键工具，然而，广泛应用的 I 型干扰素受体 1（type I interferon receptor 
1， IFNAR1）基因敲除小鼠模型存在种属差异及操作局限性，限制了其临床转化价值。为解决此问题，本研究利用 CRISPR/
Cas9 技术，成功构建了 SD（Sprague Dawley）大鼠的 Ifnar1 基因敲除模型。通过对繁育子代进行基因型鉴定，获得了稳定的

Ifnar1-/-纯合子大鼠品系。表型分析显示，该敲除大鼠在外形、行为及繁殖能力上与野生型大鼠无显著差异。免疫组织化学染

色结果进一步证实，在 Ifnar1-/-大鼠的肝脏、脾脏、肾脏、脑及生殖器等多种组织中，IFNAR1 蛋白表达完全缺失。本研究成功构

建的 Ifnar1 基因敲除大鼠模型，为在更贴近人类生理的动物背景下，深入探究 I 型干扰素信号通路的在体功能、评估相关药物

疗效提供了新的、更具潜力的临床前研究平台。
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Genetic phenotype identification of type I interferon receptor 1-gene knockout 
SD rats
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Abstract： Type I interferon （IFN-I） is a central cytokine in host antiviral immunity， and its signaling pathway is al⁃
so closely associated with the pathogenesis of autoimmune diseases and tumors.  Gene knockout animal models are crucial 
tools for studying the function of this pathway.  However， the widely used type I interferon receptor 1 （IFNAR1） knock⁃
out mouse model has limitations， including species differences and technical constraints， which restrict its translational 
value.  To address this， we successfully generated an Ifnar1 knockout model in Sprague Dawley （SD） rats using CRIS⁃
PR/Cas9 technology.  Through genotyping of the offspring， we established a stable strain of Ifnar1-/- homozygous rats.  
Phenotypic analysis revealed no significant differences in morphology， behavior， or reproductive capability between the 
knockout and wild-type rats.  Furthermore， immunohistochemical staining confirmed the complete absence of IFNAR1 
protein expression in multiple tissues of Ifnar1-/- rats， including the liver， spleen， kidney， brain， and reproductive organs.  
The  generation of this Ifnar1 knockout rat model provides a novel and promising preclinical platform for investigating the 
in vivo functions of the type I interferon signaling pathway in a physiological context that more closely recapitulates human 
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biology， and for evaluating the efficacy of related therapeutics.
Key words： type I interferon； gene knockout； rat model

0 引  言

I 型干扰素（type I interferon， IFN-I）是宿主抗

病毒免疫应答中最为重要的一类细胞因子，可以诱

导多种干扰素刺激基因（interferon stimulated gene， 
ISG）表达。IFN-Ⅰ包含多种亚型，如 IFN-α、IFN-β
等。这些分子在机体抵抗病毒入侵、抑制肿瘤生长

以及调节免疫应答中发挥着不可或缺的作用［1］。

I型干扰素的功能实现依赖于其与细胞表面特异性

受体——I 型干扰素受体（type I interferon receptor， 
IFNAR）的结合［2］。然而，这一通路的异常活化也与

多种自身免疫性疾病，如系统性红斑狼疮的发生发

展密切相关［3］。因此，精确解析 I 型干扰素信号通路

的在体功能，对于揭示病毒致病机制、自身免疫病发

病机理及开发新型免疫疗法具有至关重要的意义。

基因敲除动物模型是阐明特定基因功能的最常

用的研究工具。 Ifnar1 基因敲除的小鼠模型的建立

与应用，为解析 I 型干扰素信号通路的激活与调控

奠定了坚实的基础。研究表明，Ifnar1 的缺失会导

致小鼠对多种病毒，如水泡性口炎病毒、流感病毒等

的高度易感［4-5］。然而，小鼠模型在转化医学研究中

也存在其固有的局限性：其一，小鼠与人类在免疫系

统、代谢通路等方面存在显著的种属差异，限制了从

小鼠实验结论向临床应用的直接转化；其二，小鼠体

型较小，在需要进行重复采血、复杂外科手术或活体

成像等研究时，面临技术挑战与限制。相比之下，大

鼠模型在生理学、药理学及神经科学等领域展现出

独特优势。其心血管系统、代谢特征及部分器官功

能与人类更为接近，且因其体型较大，便于进行更精

细的操作和长期动态观察［6］。尽管具备这些优势，

但受制于大鼠胚胎干细胞技术的发展，Ifnar1 基因

敲除大鼠模型的开发与应用远落后于小鼠，这在一

定程度上制约了研究人员在更贴近人类的生理背景

下，深入研究 I型干扰素通路的复杂调控网络［7-8］。

本研究利用 CRISPR/Cas9 技术成功构建了 SD
（Sprague Dawley）大鼠 IFNAR1 基因敲除模型，并在

无特定病原体（specific pathogen free，SPF）屏障设

施内以 1 雄 2 雌的合笼方式进行了饲养、保种繁育，

并对繁育的子代鼠基因型进行了鉴定，获得了稳定

的 Ifnar1-/-基因型大鼠。为深入探讨 I 型干扰素在抗

病毒免疫、自身免疫炎症及肿瘤免疫监视中的分子

机制，评估新型干扰素药物或干扰素通路抑制剂的

药效与安全性，提供比小鼠模型更具预测价值的临

床前研究实验平台。

1 材料和方法

1. 1 实验动物

SD 大鼠在武汉大学动物实验中心的 SPF 屏障

环境中进行饲养与繁育，本中心实验动物使用许可

证（编号：SYXK（鄂）2024-0013）及实验动物生产许

可证（编号：SCXK（鄂）2024-0004），定期接受年检。

所有动物均满足 SPF 级，饲养于屏障环境 IVC 笼

盒 ，饲 养 温 度 控 制 在 20~24℃ ，相 对 湿 度 40%~
70%，自由饮水进食，昼夜节律光照。所有操作均通

过武汉大学实验动物福利伦理审查（审查批号：

WP20240318）。

1. 2 主要试剂与仪器

聚 合 酶 链 式 反 应（polymerase chain reaction，
PCR）仪购于 Life Technologies 公司；磷酸盐缓冲液

（1×PBS）购于 GIBCO 公司；核酸抽提试剂盒、2×
EasyTaq PCR SuperMix、2K DNA Marker、6×
loading buffer 购于北京全式金生物技术有限公司；

Gelred 购于武汉科瑞生物技术有限公司；凝胶成像

系统购于上海培清科技有限公司；兔抗大鼠 IF⁃
NAR1 抗体购于爱必信（上海）生物科技有限公司；

Thermo LEGEND MACH 1. 6R 高速离心机；北京

东联哈尔生物安全柜，汽化过氧化氢灭菌传递舱。

1. 3 Ifnar1 基因敲除大鼠的构建策略

利 用 CRISPR/Cas9（clustered regularly inter⁃
spaced short palindromic repeats/CRISPR-asso⁃
ciated protein 9）技术，靶向基因 ID： 288264；座位： 
11q11 设计 sgRNA，见图 1（a）。分别选取外显子 1~
2、外显子 10~11 中内含子序列作为重组位点 1、2，
通过体外转录成为可注射的 Cas9-RNA，重组成功

后，Ifnar1 基因的外显子 2~10 将被敲除，从而达到

敲除 Ifnar1 基因的目的，见图 1（b）。取约 150 枚受

精卵进行注射，通过胚胎移植术将注射后的胚胎移

植到假孕鼠体内。待子代鼠出生 7~10 d 后，剪取尾

尖进行基因型鉴定。

1. 4 大鼠基因型鉴定方法

大鼠基因组 DNA 提取：剪取大鼠尾尖长 0. 2~
0. 3 cm 的组织，放入 1. 5 mL 离心管中，用 DNA 提取

试剂盒提取大鼠 DNA 后，存放于 4 ℃备用。

PCR 鉴定：鉴定引物由生工生物工程（上海）股
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份有限公司合成，正向及反向引物按 1∶1 比例混合

至 10 μmol/L，进 行 PCR 反 应 。 PCR 反 应 体 系

（20 μL）：2× PCR Mix 10 μL，引物 1 μL，模板 DNA 
1 μL，灭 菌 双 蒸 水 8 μL。 扩 增 程 序 ：95 ℃ 预 热

15 min；变性 95 ℃ ，30 s；退火 60 ℃ ，30 min；延伸

72 ℃，30 s；循环 30 次；最后延伸 72 ℃，5 min；4 ℃保

存。引物序列如表 1 所示。

琼脂糖凝胶电泳：取 PCR 扩增产物 1 μL，灭菌

双蒸水 15 μL 与 6× loading buffer 4 μL 混合均匀后，

在 1% 的琼脂糖凝胶进行电泳。结束后，置于化学

发光凝胶成像系统中进行拍照观察结果。

结果判定：按条带大小不同鉴别大鼠基因型，野

生型大鼠 PCR 产物大小为 652 bp；Ifnar1 敲除大鼠

PCR 产物大小为 685 bp。两条电泳条带均存在则为

杂合型大鼠。

1. 5 免疫组化染色

利用 CO2 安死术处死 8 周龄大鼠，收集脑、肝、

脾及生殖器官组织，4% 多聚甲醛固定，经水洗、脱

水和石蜡包埋后进行切片，免疫组化染色观察组织

中 IFNAR1 表达水平。

2 结果与分析

2. 1 Ifnar1 基因敲除大鼠的遗传分析

显微注射后的 SD 大鼠子代出生后 7~10 d，剪
取尾尖提取基因组，筛选出重组成功的子代，经饲养

繁育后，F2 代杂合子以雄雌比例 1∶2 合笼，得到子代

14 只，出生 7~10 d 后剪尾尖提取基因组 DNA，经凝

胶电泳成像结果显示，其中编号#36、#39、#41、#43
大鼠基因组 PCR 产物大小为 652 bp，且敲除鉴定引

物 PCR 无条带，表明上述 4 只子代大鼠为野生型；编

号 #31、#37、#40 大 鼠 基 因 组 PCR 产 物 大 小 为

685 bp，且野生型鉴定引物 PCR 无条带，表明上述

3只子代大鼠为 Ifnar1 基因敲除纯合子；编号#32、
#33、#34、#35、#42、#44 大鼠野生型及敲除鉴定引

物 PCR 均检出，表明上述 6 只子代大鼠为 Ifnar1 基

因敲除杂合子，见图 2。上述大鼠子代野生型、杂合

子、Ifnar1 基因敲除纯合子比例约为 1∶2∶1，符合孟

德尔遗传定律。

2. 2 Ifnar1 基因敲除大鼠的成年鼠和仔鼠外形

特征及生育情况

SD-Ifnar1-/-大鼠亲本交配所生的子代纯合子幼

鼠 1 日龄呈现四肢蜷缩，皮肤呈肉红色，外观及行动

与野生型幼鼠并无明显差异，如图 3（a）所示。SD-
Ifnar1-/-大鼠 8 周龄被毛为白色，与对照野生型 SD 大

鼠相比，在活动水平（奔跑、跳跃、爬行）、进食与饮水

行为、睡眠行为、社交行为（交互、接触）方面均未发

现明显异常，如图 3（b）所示。统计 8 组 SD-Ifnar1-/-

大鼠亲本交配所生子代平均每胎约 10. 9 只，雌雄平

均比例约为 1∶1。
2. 3 SD-Ifnar1-/-大鼠组织 IFNAR1 表达分析

8 周龄野生型 SD 大鼠及 Ifnar1-/-大鼠经 CO2 安

死术，取肝、脾、肾、脑及生殖器。组织免疫组化染色

结果显示，野生型 SD 大鼠肝脏中 IFNAR1 呈弥漫性

表达；肝、脾、肾、脑及生殖器可见密集 IFNAR1 染色

阳性信号（呈棕黄色），见图 4（a），表明 IFNAR1 正常

表达。而 SD-Ifnar1-/-大鼠肝细胞无 IFNAR1 阳性染

色信号，脾脏白髓区无 IFNAR1 阳性染色信号，肾小

管上皮细胞无 IFNAR1 阳性染色信号，脑部组织及

生殖器均无 IFNAR1 阳性染色信号（呈蓝色），见

图4（b），表明 Ifnar1-/-大鼠上述组织中 IFNAR1 均未

检测到表达，成功敲除 IFNAR1。

表 1 本实验所用引物序列

Table 1 Primer sequences used in this experiment

引物名称

IFNAR1⁃WT⁃F
IFNAR1⁃WT⁃R
IFNAR1⁃KO⁃F
IFNAR1⁃KO⁃F

引物序列（5'→3'）
CTGAGCTCATACTTTCTGTTCTGGTC

GGACACAGGAGAAGAGCAAGAAG
TGGTACTGCTGAAGTTATGTAATTGCTC

CACCATCTCCTTGTCCGTCC

图 1　Ifnar1+/-大鼠子代基因 PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳图

Figure 1 Agarose gel electrophoresis image of PCR prod⁃
ucts for genotyping progeny of Ifnar1+/- rats
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3 讨  论

本研究成功利用 CRISPR/Cas9 技术构建并鉴

定了 Ifnar1 基因敲除 SD 大鼠，为 I 型干扰素研究领

域提供了除小鼠之外的重要动物模型。实验数据表

明，Ifnar1 的敲除并未导致大鼠出现明显的发育异

常或行为缺陷，出生子代每代约 10. 9 只，雌雄比例

约 1∶1，子代遗传学分析符合孟德尔遗传定律。这

表明本研究构建的 I 型干扰素受体 1 敲除不影响大

鼠生殖及遗传稳定。SD-Ifnar1-/-大鼠组织 IFNAR1
表达分析如图 4 所示。

Ifnar1 敲除的小鼠模型常用于病毒感染后发

病机制研究。相较于野生型小鼠，Ifnar1 敲除的

小 鼠 更 容 易 感 染 病 毒 ，因 此 常 被 用 于 黄 病 毒 科

（Flaviviridae）、丝状病毒科（Filoviridae）、沙状病

毒 科（Arenaviridae）、布 尼 亚 病 毒 科（Bunyaviri⁃
dae）等病毒感染模型［9］。已有研究表明，小鼠 If⁃
nar1 敲除模型对小鼠生殖影响较大，明显较野生

型每胎产仔数量少［10］。本研究所构建的 Ifnar1 敲

除大鼠具有多重潜在优势。首先，大鼠在心血管

系统、代谢特征及部分器官功能上与人类更为相

似，其免疫系统也可能存在更接近人类的特征，

这使得基于该模型的实验结论可能具有更好的

临床预测价值。其次，大鼠较大的体型便于进行

重复采血、复杂外科手术、活体成像以及长期植

入式监测，这对于动态观察病毒感染进程、免疫

应答变化及药物代谢动力学至关重要［6］。免疫组

化结果清晰地展示了该模型在多组织中 IFNAR1
蛋白表达的缺失，为后续在抗病毒免疫、自身免

疫炎症及肿瘤免疫等领域的分子机制研究奠定

了坚实基础。

本项目构建的 Ifnar1 基因敲除大鼠模型具有

广阔的应用前景。在抗病毒研究方面，已利用该

模型成功构建了寨卡病毒（Zika virus， ZIKV）感染

的 Ifnar1-/-大鼠模型［11］。本模型也可用于探究对特

定病毒（如丙型肝炎病毒等更易感染大鼠的病原

体）的易感性及免疫应答机制，弥补小鼠模型的不

足［12］。在自身免疫病研究中，该模型可用于构建

更贴近人类疾病的狼疮样模型，以深入解析 IFN-I
通路异常活化在疾病发生中的驱动作用。此外，

在肿瘤免疫治疗领域，该模型为评估基于干扰素

的免疫疗法或 IFN 通路抑制剂的药效与安全性提

供了更优的临床前测试平台。后续研究将聚焦于

图 2　Ifnar1基因敲除大鼠的基因型鉴定

Figure 2　Genotyping of Ifnar1 gene⁃knockout rats
注：大鼠子代 DNA 凝胶电泳成像。敲除鉴定引物 PCR 产物大小为 685 bp，野生型鉴定引物 PCR 产物大小为 652 bp。大鼠基

因组经 2 种鉴定引物 PCR 后，单独条带为纯合子，双条带则为杂合子。

Note：Gel electrophoresis imaging of rat offspring DNA.  The PCR product size for the knockout identification primers is 685 bp，
while that for the wild⁃type identification primers is 652 bp.  After PCR amplification of the rat genome using these two identifica⁃
tion primers，a single band indicates a homozygous genotype， whereas two bands indicate a heterozygous genotype.

图 3　Ifnar1基因敲除大鼠的成年鼠和幼龄鼠外形特征

Figure 3　External morphological features of adult and
neonatal Ifnar1 gene-knockout rats
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利用该模型，在病毒攻击实验和自身免疫病模型

中，系统验证其表型，并与 Ifnar1-/-小鼠的表型进行

对比，以充分揭示其作为转化医学研究模型的独

特价值。
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图 4　SD-Ifnar1-/- 大鼠组织 IFNAR1表达分析（10×）

Figure 4　Analysis of IFNAR1 expression in tissues of SD-Ifnar1-/- rats （10×）

·· 555


