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(57)摘要

提供了遗传修饰小鼠，其具有一种或多种与

人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关的并且与非家

族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的症状或体征，

其中该小鼠的基因组包括：1)可操作地与启动子

连接的编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列；和

2)可操作地与启动子连接的编码具有突变

p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，使

得小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p。提供了使用

这种遗传修饰小鼠筛选用于阿尔茨海默氏病治

疗中的化合物的方法。
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1.一种筛选用于非家族性迟发性阿尔茨海默氏病的治疗中的化合物的方法，包括：

通过免疫组织化学方法评估所述化合物处理的遗传修饰小鼠的脑血管渗漏和炎症和/

或通过转录分析评估所述小鼠的AD相关的基因表达变化，

其中该遗传修饰小鼠具有与人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关的并且与非家族性迟发

性阿尔茨海默氏病有关的脑血管渗漏、炎症和AD相关的基因表达变化，和

其中所述小鼠的基因组包含：1)可操作地与启动子连接的编码人APOE4蛋白(APOE4p)

的DNA序列；和2)可操作地与启动子连接的编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)

的DNA序列，其中所述小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p。

2.如权利要求1所述的筛选用于非家族性迟发性阿尔茨海默氏病的治疗中的化合物的

方法，其中所述APOE4p包含SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列，或所述APOE4p由在高严格杂交条件

下与SEQ  ID  NO:2杂交的核酸的互补序列编码。

3.如权利要求1所述的筛选用于非家族性迟发性阿尔茨海默氏病的治疗中的化合物的

方法，其中所述小鼠Trem2p包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列，或所述小鼠Trem2p由在高严格

杂交条件下与SEQ  ID  NO:4杂交的核酸的互补序列编码。

4.如权利要求1所述的筛选用于非家族性迟发性阿尔茨海默氏病的治疗中的化合物的

方法，其中所述遗传修饰小鼠是B6(SJL)‑Apoetm1.1(APOE*4)Adiuj  Trem2em1Adiuj/J小鼠，其基因组

包含：1)可操作地与启动子连接的编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列；和2)可操作地与

启动子连接的编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，其中所述小鼠对

于编码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的，并且其中所述小鼠表达人

APOE4p和小鼠Trem2p。

5.如权利要求1所述的筛选用于非家族性迟发性阿尔茨海默氏病的治疗中的化合物的

方法，其中所述评估包括将所述化合物对所述遗传修饰小鼠的效果与对照进行比较。

6.如权利要求5所述的筛选用于非家族性迟发性阿尔茨海默氏病的治疗中的化合物的

方法，其中所述对照包括：

将所述化合物施用于不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠；和

评估所述化合物对该小鼠的效果。

7.如权利要求5或6所述的筛选用于非家族性迟发性阿尔茨海默氏病的治疗中的化合

物的方法，其中所述对照包括：

将所述化合物施用于野生型C57BL/6J小鼠；和

评估所述化合物对野生型C57BL/6J小鼠的效果。

8.如权利要求5或6所述的筛选用于非家族性迟发性阿尔茨海默氏病的治疗中的化合

物的方法，其中所述对照包括：

将所述化合物施用于APOE3‑表达小鼠；和

评估所述化合物对所述APOE3‑表达小鼠的效果。

9.一种产生表达APOE4p和Trem2p的遗传修饰小鼠的方法，其包括：

将遗传修饰引入小鼠基因组中以产生表达APOE4p和Trem2p的所述遗传修饰小鼠，

其中所述遗传修饰小鼠包含与编码人APOE4蛋白(APOE4p)的核苷酸序列可操作地连接

的启动子，和与编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的核苷酸序列可操作地连

接的启动子，和
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其中所述遗传修饰小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p，且不过度表现家族性阿尔茨海默

氏病突变。

10.一种产生遗传修饰小鼠的方法，该遗传修饰小鼠特征在于与人APOE4p和小鼠

Trem2p表达相关的并且与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的脑血管渗漏、炎症和AD相

关的基因表达变化，该方法包括：

i)产生在其基因组中具有编码人APOE4p的DNA序列的第一修饰小鼠；

ii)产生在其基因组中具有编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2p蛋白的DNA序列的第二

修饰小鼠；和

iii)使i)的所述第一修饰小鼠的近交系与ii)的所述第二修饰小鼠的近交系杂交；

其中由所述杂交得到的所述遗传修饰小鼠表达人APOE4p和包含R47H突变的小鼠

Trem2p。

11.一种产生遗传修饰小鼠的方法，包括：使小鼠近交系B6(SJL)‑Apoetm1.1(APOE*4)Adpme/J

(APOE*4KI(JAX))与小鼠近交系C57BL/6J‑Trem2em1Adpme/J(Trem2  R47H  KI(JAX))杂交，其中

所述遗传修饰小鼠表达人APOE4p和包含R47H突变的小鼠Trem2p，且不过度表现家族性阿尔

茨海默氏病突变。
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表达人APOE4和小鼠Trem2  p.R47H的遗传修饰小鼠及其使用

方法

[0001] 相关申请的参考

[0002] 本申请要求2017年3月21日提交的美国临时专利申请系列No.62/474,358的优先

权，将其完整内容按引用并入本文中。

技术领域

[0003] 本发明总体地涉及可用作人阿尔茨海默氏病模型的遗传修饰小鼠。在特定的方

面，本发明涉及表达人APOE4和小鼠Trem2  p.R47H的遗传修饰小鼠及其使用方法。

背景技术

[0004] 研发针对阿尔茨海默氏病(AD)的疗法的主要障碍之一是缺乏可用于临床前试验

的动物模型。这种情况的原因之一可能是现有模型是基于家族性突变，而绝大多数临床人

群具有非家族性迟发性AD。

[0005] 家族性或早发性阿尔茨海默氏病是由淀粉样前体蛋白(APP)基因的突变或过表达

或者早老素基因(PSEN1或PSEN2)的突变引起的。所有这些导致Aβ42肽的产生增加，该肽被

认为是神经毒性的。已经建立了数十个(如果不是数百个的话)模拟阿尔茨海默氏病的多个

方面的小鼠模型。在这些家族性阿尔茨海默氏病小鼠模型中，许多治疗显示是有效的，但在

临床试验中测试时没有一种是有效的。

[0006] 相反，占人类阿尔茨海默氏病患者人群的95‑98％的迟发性阿尔茨海默氏病没有

简单和明确的遗传病因。迟发性阿尔茨海默氏病被认为是由多种遗传和环境因素(其与衰

老过程相互作用)引起的多因素综合症。由于这种复杂性，其遗传原因仍未完全明了，并且

迄今尚未报道人类迟发性阿尔茨海默氏病的有用小鼠模型。

发明内容

[0007] 根据本发明的方面提供了遗传修饰小鼠，其具有一种或多种与人APOE4p和小鼠

Trem2p的表达相关并且与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的症状或体征，其中小鼠的

基因组包括：1)编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地与

启动子连接，和2)编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码

Trem2p的DNA序列可操作地与启动子连接，并且其中小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p。根据

本发明的方面，小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的。

[0008] 根据本发明的方面，提供了遗传修饰小鼠，其具有一种或多种与人APOE4p和小鼠

Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的症状或体征，其中小鼠

的基因组包括：1)编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地

与启动子连接；和2)编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码

Trem2p的DNA序列可操作地与启动子连接，其中小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p，并且其中

APOE4p包括SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列，或者APOE4p由在高严格杂交条件下与SEQ  ID  NO:2
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杂交的核酸的互补序列编码。根据本发明的方面，小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编

码Trem2p的DNA序列是纯合的。

[0009] 根据本发明的方面，提供了遗传修饰小鼠，其具有一种或多种与人APOE4p和小鼠

Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的症状或体征，其中小鼠

的基因组包括：1)编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地

与启动子连接；和2)编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码

Trem2p的DNA序列可操作地与启动子连接，其中小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p，并且其中

小鼠Trem2p包括SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列，或者小鼠Trem2p由在高严格杂交条件下与SEQ 

ID  NO:4杂交的核酸的互补序列编码。根据本发明的方面，小鼠对于编码APOE4p的DNA序列

和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的。

[0010] 根据本发明的方面，提供了遗传修饰小鼠，其具有一种或多种与人APOE4p和小鼠

Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的症状或体征，其中小鼠

的基因组包括：1)编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地

与启动子连接；和2)编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码

Trem2p的DNA序列可操作地与启动子连接，其中小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p，其中

APOE4p包括SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列，或者APOE4p由在高严格杂交条件下与SEQ  ID  NO:2

杂交的核酸的互补序列编码，和其中小鼠Trem2p包括SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列，或者小鼠

Trem2p由在高严格杂交条件下与SEQ  ID  NO:4杂交的核酸的互补序列编码。根据本发明的

方面，小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的。

[0011] 根据本发明的方面，提供了遗传修饰小鼠，其具有一种或多种与人APOE4p和小鼠

Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的症状或体征，其中遗传

修饰小鼠是B6(SJL)‑Apoetm1.1(APOE*4)AdiujTrem2em1Adiuj/J小鼠，其基因组包括：1)编码人APOE4

蛋白(APOE4p)的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地与启动子连接；和2)编码具有

突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码Trem2p的DNA序列可操作地与启

动子连接，其中小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的，并

且其中小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p。

[0012] 根据本发明的方面，提供了筛选用于治疗阿尔茨海默氏病的疗法的方法，所述方

法包括对具有一种或多种与人APOE4p和小鼠Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发性

阿尔茨海默氏病有关的症状或体征的遗传修饰小鼠施用治疗，其中小鼠的基因组包括：1)

编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地与启动子连接；和

2)编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码Trem2p的DNA序列可

操作地与启动子连接，并且其中小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p；和评估该治疗对小鼠的

一种或多种与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的与人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关

的症状或体征的效果。根据本发明的方面，小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编码

Trem2p的DNA序列是纯合的。根据本发明的方面，评估治疗的效果包括将治疗对遗传修饰小

鼠的效果与对照进行比较。根据本发明的方面，对照包括对不表达人APOE4p和小鼠Trem2p

的小鼠施用治疗，并评估治疗对不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠的效果。根据本发明

的方面，对照包括对野生型C57BL/6J小鼠施用治疗，并评估治疗对野生型C57BL/6J小鼠的

效果。根据本发明的方面，对照包括对表达APOE3的小鼠施用治疗，并评估治疗对表达APOE3
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的小鼠的效果。

[0013] 根据本发明的方面，提供了筛选用于治疗阿尔茨海默氏病的疗法的方法，所述方

法包括对具有一种或多种与人APOE4p和小鼠Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发性

阿尔茨海默氏病有关的症状或体征的遗传修饰小鼠施用治疗，其中小鼠的基因组包括：1)

编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地与启动子连接；和

2)编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码Trem2p的DNA序列可

操作地与启动子连接，其中小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p，并且其中APOE4p包括SEQ  ID 

NO:1的氨基酸序列，或者APOE4p由在高严格杂交条件下与SEQ  ID  NO:2杂交的核酸的互补

序列编码；和评估该治疗对小鼠的一种或多种与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的与

人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关的症状或体征的效果。根据本发明的方面，小鼠对于编码

APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的。根据本发明的方面，评估治疗效

果包括将治疗对遗传修饰小鼠的效果与对照进行比较。根据本发明的方面，对照包括对不

表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠施用治疗，并评估治疗对不表达人APOE4p和小鼠Trem2p

的小鼠的效果。根据本发明的方面，对照包括对野生型C57BL/6J小鼠施用治疗，并评估治疗

对野生型C57BL/6J小鼠的效果。根据本发明的方面，对照包括对表达APOE3的小鼠施用治

疗，并评估治疗对表达APOE3的小鼠的效果。

[0014] 根据本发明的方面，提供了筛选用于治疗阿尔茨海默氏病的疗法的方法，所述方

法包括对具有一种或多种与人APOE4p和小鼠Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发性

阿尔茨海默氏病有关的症状或体征的遗传修饰小鼠施用治疗，其中小鼠的基因组包括：1)

编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地与启动子连接；和

2)编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码Trem2p的DNA序列可

操作地与启动子连接，其中小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p，并且其中小鼠Trem2p包括SEQ 

ID  NO:3的氨基酸序列，或者小鼠Trem2p由在高严格杂交条件下与SEQ  ID  NO:4杂交的核酸

的互补序列编码；和评估该治疗对小鼠的一种或多种与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有

关的与人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关的症状或体征的效果。根据本发明的方面，小鼠对

于编码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的。根据本发明的方面，评估

治疗的效果包括将治疗对遗传修饰小鼠的效果与对照进行比较。根据本发明的方面，对照

包括对不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠施用治疗，并评估治疗对不表达人APOE4p和小

鼠Trem2p的小鼠的效果。根据本发明的方面，对照包括对野生型C57BL/6J小鼠施用治疗，并

评估治疗对野生型C57BL/6J小鼠的效果。根据本发明的方面，对照包括对表达APOE3的小鼠

施用治疗，并评估治疗对表达APOE3的小鼠的效果。

[0015] 根据本发明的方面，提供了筛选用于治疗阿尔茨海默氏病的疗法的方法，所述方

法包括对具有一种或多种与人APOE4p和小鼠Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发性

阿尔茨海默氏病有关的症状或体征的遗传修饰小鼠施用治疗，其中小鼠的基因组包括：1)

编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地与启动子连接；和

2)编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码Trem2p的DNA序列可

操作地与启动子连接，其中小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p，并且其中APOE4p包括SEQ  ID 

NO:1的氨基酸序列，或者APOE4p由在高严格杂交条件下与SEQ  ID  NO:2杂交的核酸的互补

序列编码，和其中小鼠Trem2p包括SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列，或者小鼠Trem2p由在高严格
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杂交条件下与SEQ  ID  NO:4杂交的核酸的互补序列编码；和评估该治疗对小鼠的一种或多

种与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的与人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关的症状或

体征的效果。根据本发明的方面，小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA

序列是纯合的。根据本发明的方面，评估治疗的效果包括将治疗对遗传修饰小鼠的效果与

对照进行比较。根据本发明的方面，对照包括对不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠施用

治疗，并评估治疗对不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠的效果。根据本发明的方面，对照

包括对野生型C57BL/6J小鼠施用治疗，并评估治疗对野生型C57BL/6J小鼠的效果。根据本

发明的方面，对照包括对表达APOE3的小鼠施用治疗，并评估治疗对表达APOE3的小鼠的效

果。

[0016] 根据本发明的方面，提供了筛选用于治疗阿尔茨海默氏病的疗法的方法，所述方

法包括对具有一种或多种与人APOE4p和小鼠Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发性

阿尔茨海默氏病有关的症状或体征的遗传修饰小鼠施用治疗，其中遗传修饰小鼠是B6

(SJL)‑Apoetm1.1(APOE*4)AdiujTrem2em1Adiuj/J小鼠，其基因组包括：1)编码人APOE4蛋白(APOE4p)

的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地与启动子连接；和2)编码具有突变p.R47H的

小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码Trem2p的DNA序列可操作地与启动子连接，其中

小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的，并且其中小鼠表达

人APOE4p和小鼠Trem2p；和评估该治疗对小鼠的一种或多种与非家族性迟发性阿尔茨海默

氏病有关的与人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关的症状或体征的效果。根据本发明的方面，

小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的。根据本发明的方

面，评估治疗的效果包括将治疗对遗传修饰小鼠的效果与对照进行比较。根据本发明的方

面，对照包括对不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠施用治疗，并评估治疗对不表达人

APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠的效果。根据本发明的方面，对照包括对野生型C57BL/6J小鼠

施用治疗，并评估治疗对野生型C57BL/6J小鼠的效果。根据本发明的方面，对照包括对表达

APOE3的小鼠施用治疗，并评估治疗对表达APOE3的小鼠的效果。

[0017] 根据本发明的方面，提供了筛选用于治疗阿尔茨海默氏病的化合物的方法，所述

方法包括对具有一种或多种与人APOE4p和小鼠Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发

性阿尔茨海默氏病有关的症状或体征的遗传修饰小鼠施用化合物，其中小鼠的基因组包

括：1)编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地与启动子连

接；和2)编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码Trem2p的DNA序

列可操作地与启动子连接，并且其中小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p；和评估化合物对小

鼠的一种或多种与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的与人APOE4p和小鼠Trem2p表达

相关的症状或体征的效果。根据本发明的方面，小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编码

Trem2p的DNA序列是纯合的。根据本发明的方面，评估化合物的效果包括将化合物对遗传修

饰小鼠的效果与对照进行比较。根据本发明的方面，对照包括对不表达人APOE4p和小鼠

Trem2p的小鼠施用化合物，并评估化合物对不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠的效果。

根据本发明的方面，对照包括对野生型C57BL/6J小鼠施用化合物，并评估化合物对野生型

C57BL/6J小鼠的效果。根据本发明的方面，对照包括对表达APOE3的小鼠施用化合物，并评

估化合物对表达APOE3的小鼠的效果。

[0018] 根据本发明的方面，提供了筛选用于治疗阿尔茨海默氏病的化合物的方法，所述
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方法包括对具有一种或多种与人APOE4p和小鼠Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发

性阿尔茨海默氏病有关的症状或体征的遗传修饰小鼠施用化合物，其中小鼠的基因组包

括：1)编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地与启动子连

接；和2)编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码Trem2p的DNA序

列可操作地与启动子连接，其中小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p，并且其中APOE4p包括SEQ 

ID  NO:1的氨基酸序列，或者APOE4p由在高严格杂交条件下与SEQ  ID  NO:2杂交的核酸的互

补序列编码；和评估化合物对小鼠的一种或多种与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的

与人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关的症状或体征的效果。根据本发明的方面，小鼠对于编

码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的。根据本发明的方面，评估化合

物的效果包括将化合物对遗传修饰小鼠的效果与对照进行比较。根据本发明的方面，对照

包括对不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠施用化合物，并评估化合物对不表达人APOE4p

和小鼠Trem2p的小鼠的效果。根据本发明的方面，对照包括对野生型C57BL/6J小鼠施用化

合物，并评估化合物对野生型C57BL/6J小鼠的效果。根据本发明的方面，对照包括对表达

APOE3的小鼠施用化合物，并评估化合物对表达APOE3的小鼠的效果。

[0019] 根据本发明的方面，提供了筛选用于治疗阿尔茨海默氏病的化合物的方法，所述

方法包括对具有一种或多种与人APOE4p和小鼠Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发

性阿尔茨海默氏病有关的症状或体征的遗传修饰小鼠施用化合物，其中小鼠的基因组包

括：1)编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地与启动子连

接；和2)编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码Trem2p的DNA序

列可操作地与启动子连接，其中小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p，并且其中小鼠Trem2p包

括SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列，或者小鼠Trem2p由在高严格杂交条件下与SEQ  ID  NO:4杂交

的核酸的互补序列编码；和评估化合物对小鼠的一种或多种与非家族性迟发性阿尔茨海默

氏病有关的与人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关的症状或体征的效果。根据本发明的方面，

小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的。根据本发明的方

面，评估化合物的效果包括将化合物对遗传修饰小鼠的效果与对照进行比较。根据本发明

的方面，对照包括对不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠施用化合物，并评估化合物对不

表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠的效果。根据本发明的方面，对照包括对野生型C57BL/

6J小鼠施用化合物，并评估化合物对野生型C57BL/6J小鼠的效果。根据本发明的方面，对照

包括对表达APOE3的小鼠施用化合物，并评估化合物对表达APOE3的小鼠的效果。

[0020] 根据本发明的方面，提供了筛选用于治疗阿尔茨海默氏病的化合物的方法，所述

方法包括对具有一种或多种与人APOE4p和小鼠Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发

性阿尔茨海默氏病有关的症状或体征的遗传修饰小鼠施用化合物，其中小鼠的基因组包

括：1)编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地与启动子连

接；和2)编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码Trem2p的DNA序

列可操作地与启动子连接，其中小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p，其中APOE4p包括SEQ  ID 

NO:1的氨基酸序列，或者APOE4p由在高严格杂交条件下与SEQ  ID  NO:2杂交的核酸的互补

序列编码，并且其中小鼠Trem2p包括SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列，或者小鼠Trem2p由在高严

格杂交条件下与SEQ  ID  NO:4杂交的核酸的互补序列编码；和评估化合物对小鼠的一种或

多种与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的与人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关的症状
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或体征的效果。根据本发明的方面，小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的

DNA序列是纯合的。根据本发明的方面，评估化合物的效果包括将化合物对遗传修饰小鼠的

效果与对照进行比较。根据本发明的方面，对照包括对不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小

鼠施用化合物，并评估化合物对不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠的效果。根据本发明

的方面，对照包括对野生型C57BL/6J小鼠施用化合物，并评估化合物对野生型C57BL/6J小

鼠的效果。根据本发明的方面，对照包括对表达APOE3的小鼠施用化合物，并评估化合物对

表达APOE3的小鼠的效果。

[0021] 根据本发明的方面，提供了筛选用于治疗阿尔茨海默氏病的化合物的方法，所述

方法包括对具有一种或多种与人APOE4p和小鼠Trem2p的表达相关的并且与非家族性迟发

性阿尔茨海默氏病有关的症状或体征的遗传修饰小鼠施用化合物，其中遗传修饰小鼠是B6

(SJL)‑Apoetm1.1(APOE*4)AdiujTrem2em1Adiuj/J小鼠，其基因组包括：1)编码人APOE4蛋白(APOE4p)

的DNA序列，该编码APOE4p的DNA序列可操作地与启动子连接；和2)编码具有突变p.R47H的

小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，该编码Trem2p的DNA序列可操作地与启动子连接，其中

小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的，并且其中小鼠表达

人APOE4p和小鼠Trem2p；和评估化合物对小鼠的一种或多种与非家族性迟发性阿尔茨海默

氏病有关的与人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关的症状或体征的效果。根据本发明的方面，

小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的。根据本发明的方

面，评估化合物的效果包括将化合物对遗传修饰小鼠的效果与对照进行比较。根据本发明

的方面，对照包括对不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠施用化合物，并评估化合物对不

表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠的效果。根据本发明的方面，对照包括对野生型C57BL/

6J小鼠施用化合物，并评估化合物对野生型C57BL/6J小鼠的效果。根据本发明的方面，对照

包括对表达APOE3的小鼠施用化合物，并评估化合物对表达APOE3的小鼠的效果。

附图说明

[0022] 图1是本文实施例中详细描述的人源化ApoE4表达构建体的示意图。

[0023] 图2是来自B6(SJL)‑Apoetm1.1(APOE*4)AdiujTrem2em1Adiuj/J(通用名：B6J.APOE4/Trem2)

小鼠(4‑6道)的脑组织和对照(野生型(WT)C57BL/6J(缩写为B6J))小鼠脑组织(1‑3道)的蛋

白质印迹图像。

[0024] 图3A是显示从12个月大的B6J.APOE4/Trem2小鼠和12个月大的C57BL/6J对照小鼠

获得的血液样品中高密度脂蛋白(HDL)的测定结果的图。

[0025] 图3B是显示从12个月大的B6J.APOE4/Trem2小鼠和12个月大的C57BL/6J对照小鼠

获得的血液样品中低密度脂蛋白(HDL)的测定结果的图。

[0026] 图3C是显示从12个月大的B6J.APOE4/Trem2小鼠和12个月大的C57BL/6J对照小鼠

获得的血液样品中总胆固醇的测定结果的图。

[0027] 图4显示了7‑8个月大时B6J.APOE4/Trem2组织的代表性图像，其经过免疫染色来

显示胶原IV(Col  IV)和纤维蛋白(原)，以及来自对照C57BL/6J(缩写为B6J)小鼠的类似大

脑矢状切片的代表性图像，其相似地进行了免疫染色。

[0028] 图5是与野生型对照B6J小鼠相比，B6J.APOE4/Trem2小鼠中差异表达的基因的基

因表达热图。
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具体实施方式

[0029] 本发明总体地涉及遗传修饰小鼠，其是非家族性迟发性阿尔茨海默氏病的模型，

并且在其基因组中编码两种外源引入的非家族性迟发性AD的风险因子，使得该小鼠产生人

载脂蛋白E4(APOE4)和小鼠Trem2  p.R47H蛋白。

[0030] 人载脂蛋白是具有命名为ApoE2、ApoE3和ApoE4的三种异形体的多态性蛋白。这三

种异形体对于蛋白质的氨基酸序列的位置130和176(对应于没有18氨基酸信号肽的成熟

APOE蛋白质中的位置112和158)处的氨基酸性质彼此不同。ApoE2的特征在于130和176处的

半胱氨酸，ApoE3的特征在于130处的半胱氨酸和176处的精氨酸，而ApoE4的特征在于130和

176处的精氨酸。具有一个或多个ApoE4等位基因的个体发生非家族性迟发性AD的风险更

高，并且已经提出了许多与病理学有关的机制，例如，参见DiBattista等，2016年，

Exp.Neurol.280：97‑105；Bu等，Nature  Reviews  Neuroscience，2009，10：333‑344；Huang

等，Cell，2017，168：1‑15；和Tambini等，EMBO  Reports，2016，17：27‑36。

[0031] Trem2(髓样细胞表达触发受体2)是由脑小胶质细胞表达的免疫吞噬受体。Trem2

触发细胞碎片的吞噬，并调节炎性反应的多个方面。TREM2的一种罕见变体(p.R47H)与人类

阿尔茨海默氏病显著相关。

[0032] 在特定的实施方式中，本发明涉及一种遗传修饰小鼠，其基因组包括编码人APOE4

蛋白的DNA序列和编码具有R47H点突变的小鼠Trem2蛋白的DNA序列。

[0033] 编码人APOE4蛋白(下文为APOE4p或“人APOE2”)的人APOE4  DNA序列(下文为

APOE4g)在本文显示为SEQ  ID  NO:2。编码的APOE4p在本文显示为SEQ  ID  NO:1。

[0034] 编码具有R47H点突变的小鼠Trem2蛋白(下文为Trem2p或“小鼠Trem2p”)的小鼠突

变Trem2  DNA序列(下文为Trem2g)在本文显示为SEQ  ID  NO:4。编码的Trem2p在本文显示为

SEQ  ID  NO:3。

[0035] 根据本发明方法的实施方式，可以将一个或多个遗传修饰引入小鼠基因组中以在

遗传修饰小鼠中编码APOE4p的变体和/或Trem2p的变体。

[0036] 如本文使用的，术语“变体”是指与SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:3的相应蛋白质相

比，其氨基酸序列中含有一个或多个突变的APOE4p或Trem2p。例如，这样的突变可以是一个

或多个氨基酸置换、添加和/或缺失，只要APOE4p或Trem2p的变体分别保留SEQ  ID  NO:1或

SEQ  ID  NO:3的APOE4p或Trem2p的功能特征。

[0037] 在特别的实施方案中，根据本发明实施方式的变体APOE4p在其整个长度上与SEQ 

ID  NO:1具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更高的同一

性，并且作为本文显示为SEQ  ID  NO:1的包括18氨基酸信号肽的APOE4蛋白的氨基酸130和

176具有R(精氨酸)和R(精氨酸)，以及保留SEQ  ID  NO:1的APOE4p的功能特征。

[0038] 在特别的实施方案中，根据本发明实施方式的变体APOE4p在其整个长度上与SEQ 

ID  NO:15具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更高的同一

性，并且作为本文显示为SEQ  ID  NO:15的不包括18氨基酸信号肽的APOE4蛋白的氨基酸112

和158具有R(精氨酸)和R(精氨酸)，以及保留SEQ  ID  NO:15的APOE4p的功能特征。

[0039] 在特别的实施方案中，根据本发明实施方式的变体Trem2p在其整个长度上与SEQ 

ID  NO:3具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更高的同一

性并且保留SEQ  ID  NO:3的Trem2p的功能特征。
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[0040] 可以使用标准分子生物学技术，如CRISPR技术，来引入突变。可选的技术包括定点

诱变和PCR介导的诱变等。本领域技术人员将认识到可以引入一个或多个氨基酸突变而不

改变APOE4p和小鼠Trem2p蛋白的功能特性。

[0041] 用于评价APOE4p、Trem2p和变体的功能特性的分析是本领域已知的。

[0042] 可以在APOE4p和Trem2p蛋白中进行保守性氨基酸置换来产生APOE4p和Trem2p变

体。保守性氨基酸置换是本领域公认的一个氨基酸对具有相似特征的另一个氨基酸的置

换。例如，各个氨基酸可以描述为具有一个或多个以下特征：电正性、电负性、脂肪族、芳香

族、极性、疏水性和亲水性。保守性置换是具有指定结构或功能特征的一个氨基酸对具有相

同特征的另一个氨基酸的置换。酸性氨基酸包括天冬氨酸、谷氨酸；碱性氨基酸包括组氨

酸、赖氨酸、精氨酸；脂肪族氨基酸包括异亮氨酸、亮氨酸和缬氨酸；芳香族氨基酸包括苯丙

氨酸、甘氨酸、酪氨酸和色氨酸；极性氨基酸包括天冬氨酸、谷氨酸、组氨酸、赖氨酸、天冬酰

胺、谷氨酰胺、精氨酸、丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸；和疏水性氨基酸包括丙氨酸、半胱氨酸、苯

丙氨酸、甘氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、甲硫氨酸、脯氨酸、缬氨酸和色氨酸；并且保守置换包括

各组内氨基酸之间的置换。氨基酸也可以就相对大小来描述，丙氨酸、半胱氨酸、天冬氨酸、

甘氨酸、天冬酰胺、脯氨酸、苏氨酸、丝氨酸、缬氨酸，这些全部通常被认为是小的。

[0043] APOE4p和Trem2p变体可以包括合成氨基酸类似物、氨基酸衍生物和/或非标准氨

基酸，说明性地包括但不限于，α‑氨基丁酸、瓜氨酸、刀豆氨酸、氰丙氨酸、二氨基丁酸、二氨

基庚二酸、二羟基‑苯丙氨酸、黎豆氨酸、同型精氨酸、羟基脯氨酸、正亮氨酸、正缬氨酸、3‑

磷酸丝氨酸、同型丝氨酸、5‑羟基色氨酸、1‑甲基组氨酸、3‑甲基组氨酸和鸟氨酸。

[0044] 本领域普通技术人员将知道，由于遗传密码的简并特性，除了SEQ  ID  NO:2和SEQ 

ID  NO:4之外的核酸序列分别编码APOE4p和Trem2p，并且这样的可选核酸可以引入小鼠基

因组中以产生本公开的表达APOE4p和Trem2p的遗传修饰小鼠。

[0045] 单数术语“一个(a)”、“一(an)”和“该(the)”不意图是限制性的，而是包括复数指

代物，除非另外特意指出或上下文明确表示另外的情况。

[0046] 术语“表达(expressing)”和“表达(expresses)”是指基因的转录以产生相应的

mRNA，和/或mRNA的翻译以产生相应的蛋白质。

[0047] APOE4p和Trem2p变体由分别与SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:4具有高度同一性的核

酸编码。编码APOE4p变体的核酸的互补序列在高严格条件下与编码APOE4p的SEQ  ID  NO:2

特异性地杂交。编码Trem2p变体的核酸的互补序列在高严格条件下与编码Trem2p的SEQ  ID 

NO:4特异性地杂交。

[0048] 术语“核酸”是指具有多于一个核苷酸的任何形式的RNA或DNA分子，包括单链、双

链、寡核苷酸或多核苷酸。术语“核苷酸序列”是指单链核酸形式的寡核苷酸或多核苷酸中

核苷酸的排序。

[0049] 术语“杂交(hybridization)”和“杂交(hybridizes)”是指互补核酸的配对和结

合。如本领域公知的，根据诸如核酸的互补程度、核酸的解链温度Tm和杂交条件的严格性的

因素，杂交在两个核酸之间以不同程度发生。

[0050] 术语“杂交条件的严格性”是指温度、离子强度和关于特定的常见添加剂(如甲酰

胺和Denhardt’s溶液)的杂交介质组成的条件。与指定核酸有关的特定杂交条件的确定是

常规的，并且是本领域公知的，例如，如J.Sambrook和D.W.Russell,Molecular  Cloning:A 
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Laboratory  Manual，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press；第3版，2001年；和

F.M.Ausubel编辑，Short  Protocols  in  Molecular  Biology,Current  Protocols；第5版，

2002中描述的。高严格性杂交条件是仅允许基本上互补的核酸杂交的条件。通常，具有约

85‑100％互补性的核酸被认为是高度互补的，并且在高严格性条件下杂交。中等严格性条

件由具有中等互补性(约50‑84％互补性)以及具有高度互补性的核酸杂交的条件来举例说

明。相反，低严格性杂交条件是其中具有低互补性程度的核酸杂交的条件。

[0051] 术语“特异性杂交”和“特异性地杂交”是指特定核酸与靶核酸的杂交，而基本上没

有与样品中除靶核酸以外的其他核酸的杂交。

[0052] 杂交和洗涤条件的严格性取决于几个因素，包括探针和靶的Tm以及杂交和洗涤条

件的离子强度，这是本领域技术人员公知的。杂交和达到所需杂交严格性的条件描述于例

如Sambrook等，Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual ,Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press ,2001；和Ausubel ,F .等(编辑)，Short  Protocols  in  Molecular 

Biology,Wiley,2002中。

[0053] 高严格性杂交条件的一个实例是在37℃下在含有6X  SSC、5X  Denhardt’s溶液、

30％甲酰胺和100微克/ml变性鲑鱼精子的溶液中长度超过约100个核苷酸的核酸杂交过

夜，然后在0.1X  SSC和0.1％SDS的溶液中洗涤于60℃下洗涤15分钟。SSC为0.15M  NaCl/

0.015M柠檬酸钠。Denhardt’s溶液是0.02％牛血清白蛋白/0.02％FICOLL/0.02％聚乙烯吡

咯烷酮。

[0054] 术语“互补”是指核苷酸之间的Watson‑Crick碱基配对，并且具体地是指核苷酸彼

此氢键键合，其中胸腺嘧啶或尿嘧啶通过两个氢键连接腺嘌呤残基且胞嘧啶和鸟嘌呤残基

通过三个氢键连接。通常，核酸包括被描述为与指定的第二核苷酸序列具有“百分互补性”

的核苷酸序列。例如，核苷酸序列可以与指定的第二核苷酸序列具有80％、90％或100％的

互补性，表明序列的10个核苷酸中的8个、10个中的9个或10个中的10个核苷酸与指定的第

二核苷酸序列互补。例如，核苷酸序列3'‑TCGA‑5'与核苷酸序列5'‑AGCT‑3'100％互补。此

外，核苷酸序列3’‑TCGA‑5'与核苷酸序列5’‑TTAGCTGG‑3’的区域100％互补。

[0055] 为了确定两个氨基酸序列或两个核酸序列的同一性百分比，将序列比对以达到最

佳比较目的(例如，可以在第一氨基酸或核酸序列的序列中引入空位以实现与第二氨基酸

或核酸序列的最佳比对)。然后比较相应氨基酸位置或核苷酸位置处的氨基酸残基或核苷

酸。当第一序列中的位置在第二序列中的相应位置被相同的氨基酸残基或核苷酸占据时，

则分子在该位置处是相同的。两个序列之间的同一性百分比是该序列共有的相同位置数的

函数(即，％同一性＝相同重叠位置数/位置总数×100％)。在一个实施方式中，两个序列具

有相同的长度或长度的差异不超过参考序列总长度的1％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、

8％、9％或10％。

[0056] 两个序列之间的同一性百分比的确定也可以使用数学算法来完成。用于比较两个

序列的数学算法的优选的非限制性实例是Karlin和Altschul，1990，PNAS  87：2264  2268的

算法，如在Karlin和Altschul，1993，PNAS .90：58735877中改良的。这种算法被结合到

Altschul等，1990，J.Mol.Biol.215：403的NBLAST和XBLAST程序中。使用NBLAST核苷酸程序

参数集进行BLAST核苷酸搜索，例如，对于分数＝100，字长＝12，以获得与本发明的核酸分

子同源的核苷酸序列。用XBLAST程序参数集进行BLAST蛋白质搜索，例如对于评分50，字长
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＝3，以获得与本发明的蛋白质分子同源的氨基酸序列。为了获得用于比较目的的带空位比

对，如Altschul等，1997，Nucleic  Acids  Res.25：3389  3402中所述使用Gapped  BLAST。或

者，使用PSI  BLAST来执行迭代搜索，其检测分子之间的距离关系(同上)。利用BLAST、

Gapped  BLAST和PSI  Blast程序时，使用相应程序(例如XBLAST和NBLAST)的默认参数(参

见，例如，NCBI网站)。用于序列比较的数学算法的另一个优选的非限制性实例是Myers和

Miller，1988，CABIOS  4:11  17的算法。这种算法被结合到ALIGN程序(2.0版)中，该程序是

GCG序列比对软件包的部分。利用ALIGN程序比较氨基酸序列时，使用PAM120权重残基表，空

位长度罚分12和空位罚分4。

[0057] 使用与上述那些类似的技术在具有或不具有允许的空位的情况下确定两个序列

之间的同一性百分比。在计算同一性百分比时，通常只计数完全匹配。

[0058] 编码APOE4p、Trem2p或其任一的变体的核酸可以使用公知的方法从天然来源分

离、重组产生或通过化学合成技术制得。

[0059] 遗传修饰小鼠

[0060] 根据本发明的实施方式，提供了遗传修饰小鼠，其基因组包括可操作地与启动子

连接的编码APOE4p的核酸，其中动物表达编码的APOW4p，并且其基因组包括可操作地与启

动子连接的编码Trem2p的核酸，其中动物表达编码的Trem2p。

[0061] 根据本发明的实施方式，提供了遗传修饰小鼠，其基因组包括可操作地与内源性

小鼠Apoe启动子连接的编码APOE4p的核酸，其中动物表达编码的APOW4p，并且其基因组包

括可操作地与内源性小鼠Trem2启动子连接的编码Trem2p的核酸，其中动物表达编码的

Trem2p。

[0062] 可以使用各种方法中的任何一种以将遗传修饰引入小鼠基因组中，从而产生表达

APOE4p和Trem2p的遗传修饰小鼠。

[0063] 用于产生根据本发明实施方式的遗传修饰小鼠的基因组编辑方法包括但不限于，

定点诱变、基于重组的方法和核酸酶基因组编辑技术，所述小鼠的基因组包括可操作地与

启动子连接的编码APOE4p的核酸，其中动物表达编码的APOW4p，并且其基因组包括可操作

地与启动子连接的编码Trem2p的核酸，其中动物表达编码的Trem2p。

[0064] 通过在基因组中的预定靶位点处引入离散的突变，基因组编辑技术可以用于改变

基因组序列。

[0065] 例如，可以使用基因组编辑技术，用一个或多个不同的核苷酸替代基因组序列中

的一个或多个核苷酸，使得基因组序列编码与未改变的基因组序列相比具有单个氨基酸差

异或多个氨基酸差异的蛋白质。

[0066] 还可以通过在预定靶位点处将编码序列插入基因组中(“敲入(knock‑in)”技术)，

将基因组编辑技术用于改变基因组序列。

[0067] 如本文使用的，在基因编辑技术的一般情况中，术语“靶位点”和“靶序列”是指限

定待编辑的染色体序列的一部分的核酸序列。

[0068] 例如，可以在基因组中的预定靶位点处插入编码蛋白质的核酸序列，使得基因组

包括编码蛋白质的核酸，并且蛋白质被表达。核酸序列还可以含有启动子来驱动编码的蛋

白质的表达，或在核酸插入到使得其可操作地连接内源性启动子的位置时，编码的蛋白质

的表达可以通过内源性启动子来启动。
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[0069] 根据本发明的特定的方面，使用基因组编辑技术将点突变引入第一小鼠的基因组

中，使得小鼠编码Trem2p，并且通过“敲入”基因组编辑技术将编码人APOE4的核酸插入第二

小鼠的基因组的Apoe4基因中，使得第二小鼠的基因组含有“人源化”APOE4基因，如图1中所

示，其含有小鼠Apoe4基因的外显子1以及人APOE4基因的外显子2、3和4。然后自然地或通过

人工方法使第一和第二小鼠繁殖以获得遗传修饰小鼠，其基因组包括编码APOE4p的DNA序

列和编码Trem2p的DNA序列。

[0070] 根据本发明的特定的方面，使用CRISP基因组编辑技术将点突变引入第一小鼠的

基因组中，使得小鼠编码Trem2p，并且通过“敲入”CRISPR基因组编辑技术将编码人APOE4的

核酸引入第二小鼠的基因组的Apoe4基因中，使得第二小鼠的基因组含有“人源化”APOE4基

因，如图1中所示，其含有小鼠Apoe4基因的外显子1以及人APOE4基因的外显子2、3和4。然后

使第一和第二小鼠自然地或通过人工方法繁殖以产生遗传修饰小鼠，其基因组包括编码

APOE4p的DNA序列和编码Trem2p的DNA序列。

[0071] 例如，通过本文描述的方法，并且如J.P.Sundberg和T.Ichiki编辑，Genetically 

Engineered  Mice  Handbook ,CRC  Press；2006；M .H .Hofker和J .van  Deursen编辑，

Transgenic  Mouse  Methods  and  Protocols ,Humana  Press ,2002；A.L .Joyner ,Gene 

Targeting:A  Practical  Approach,Oxford  University  Press,2000；Manipulating  the 

Mouse  Embryo:A  Laboratory  Manual，第3版，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press；

2002年12月15日，ISBN‑10:0879695919；Kursad  Turksen(编辑)，Embryonic  stem  cells:

methods  and  protocols  in  Methods  Mol  Biol .2002；185 ,Humana  Press；Current 

Protocols  in  Stem  Cell  Biology ,ISBN:978047015180；Meyer等，PNAS  USA ,2010 ,

vol.107(34) ,15022–15026；和Doudna ,J.等(编辑)，CRISPR‑Cas:A  Laboratory  Manual,

2016,CSHP中详述的，来进行基因组编辑。

[0072] 用于小鼠遗传修饰的核酸酶技术

[0073] 遗传修饰方法，例如但不限于，核酸酶基因编辑技术，可以用于将所需的DNA序列

在预定的靶位点处引入基因组中，如使用归巢核酸内切酶、整合酶、大范围核酸酶、转座子、

使用锌指核酸酶(ZFN)的核酸酶介导方法、转录激活因子样(TAL)、成簇的规则间隔短回文

重复序列(CRISPR)‑Cas或果蝇重组相关蛋白(DRAP)的方法。简而言之，可以使用的遗传修

饰方法包括将编码靶向的TALEN、ZFN、CRISPR或DRAP的RNA分子和至少一个寡核苷酸引入ES

细胞、iPS细胞、体细胞、受精卵母细胞或胚胎中，然后选择具有所需遗传修饰的ES细胞、iPS

细胞、体细胞、受精卵母细胞或胚胎。

[0074] 例如，可以通过核酸酶技术，例如但不限于，CRISPR方法、TAL(转录激活样)效应子

方法、锌指介导的基因组编辑或DRAP，将所需的核酸序列在预定的靶位点处引入小鼠的基

因组中以产生根据本发明的实施方案提供的遗传修饰小鼠，其基因组包括可操作地与启动

子连接的编码APOE4p的核酸，其中动物表达编码的APOE4p，并且其基因组包括可操作地与

启动子连接的编码Trem2p的核酸，其中动物表达编码的Trem2p。

[0075] 如本文使用的，在核酸酶基因编辑技术的情况中，术语“靶位点”和“靶序列”是指

限定待编辑的染色体序列的一部分的核酸序列，并且核酸酶针对其工程化以识别和结合，

提供足够的使结合发生的条件。

[0076] CRISPR‑Cas系统
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[0077] CRISPR(成簇的规则间隔短回文重复序列)是含有多个短的直接重复序列的基因

座，其在约40％的测序细菌和90％的测序古细菌的基因组中发现并且赋予对外源DNA元件

的抗性，参见Horvath ,2010 ,Science ,327:167‑170；Barrangou等，2007 ,Science ,315:

1709‑1712；和Makarova等，2011,Nature  Reviews  Microbiology.9:467‑477。

[0078] CRISPR重复序列的大小范围为24至48个碱基对。它们通常表现出一定的对偶对称

性，这意味着形成诸如发夹的二级结构，但并不是真正的回文。CRISPR重复序列被相似长度

的间隔子分隔。

[0079] CRISPR相关(cas)基因通常与CRISPR重复序列‑间隔子阵列相关。已经描述了超过

四十种不同的Cas蛋白家族(Haft等，2005，PLoS  Comput  Biol.1(6)：e60)。cas基因和重复

序列结构的特定组合已经用于定义8种CRISPR亚型，其中一些与编码重复序列相关未知蛋

白(RAMP)的其他基因模块相关。

[0080] 不同生物体中存在多样的CRISPR系统，并且最简单的一种是来自化脓链球菌

(Streptococcus  pyogenes)的II型CRISPR系统：只有单个编码Cas9蛋白的基因和两个RNA，

成熟CRISPR  RNA(crRNA)和部分互补的反式作用RNA(tracrRNA)，是必需的并且对于RNA指

导的外源DNA的沉默是足够的(Gasiunas等，2012，PNAS  109:E2579‑E2586；Jinek等，2012，

Science  337:816‑821)。crRNA的成熟需要tracrRNA和RNase  III(Deltcheva等，2011，

Nature  471:602‑607)。然而，可以通过使用含有模拟tracrRNA‑crRNA复合物的设计发夹的

工程化小指导RNA(sgRNA)来回避这种需求(Jinek等，2012,Science  337:816‑821)。由于

Cas9的核酸内切酶活性，sgRNA和靶DNA之间的碱基配对引起双链断裂(DSB)。结合特异性通

过sgRNA‑DNA碱基配对以及与DNA互补区并列的短DNA基序(原间隔子相邻基序[PAM]：NGG)

来决定(Marraffini&Sontheimer，2010，Nature  Reviews  Genetics，11:181‑190)。例如，

CRISPR系统需要最小两个分子的组，Cas9蛋白和sgRNA，并且因此可以用作非宿主依赖性的

基因靶向平台。Cas9/CRISPR可用于位点选择性的RNA指导的基因组编辑(如靶向插入)，参

见，例如，Carroll，2012，Molecular  Therapy  20:1658‑1660；Chang等，2013，Cell 

Research  23:465‑472；Cho等，2013，Nature  Biotechnol  31:230‑232；Cong等，2013，

Science  339:819‑823；Hwang等，2013，Nature  Biotechnol  31:227‑229；Jiang等，2013，

Nature  Biotechnol  31:233‑239；Mali等，2013，Science  339:823‑826；Qi等，2013，Cell 

152:1173‑1183；Shen等，2013，Cell  Research  23:720‑723和Wang等，2013，Cell  153:910‑

918描述了使用与寡核苷酸组合的CRISPR/Cas9系统的靶向插入。

[0081] TAL(转录激活子样)效应子

[0082] 转录激活因子样(TAL)效应子或TALE(转录激活子样效应子)源自植物病原细菌属

黄单胞菌属(Xanthomonas)，并且这些蛋白质模拟植物转录激活因子和操纵植物转录产物，

参见，Kay等，2007，Science，318:648‑651。

[0083] TAL效应子含有集中的串联重复序列的结构域，每个重复序列含有大约34个氨基

酸，其对于这些蛋白质的DNA结合特异性是关键的。此外，它们含有核定位序列和酸性转录

激活结构域，对于综述参见Schornack等，2006，J .Plant  Physiol .，163(3):256‑272；

Scholze和Boch，2011，Curr  Opin  Microbiol，14:47‑53。

[0084] TAL效应子的特异性取决于串联重复序列中发现的序列。重复的序列包括大约

102bp并且重复序列通常彼此91‑100％同源(Bonas等，1989，Mol  Gen  Genet  218:127‑
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136)。重复序列的多态性通常位于12和13位处，并且在12和13位处的高变双残基的性质与

TAL效应子的靶序列中连续核苷酸的性质之间存在一一对应性，参见Moscou和Bogdanove 

2009，Science  326:1501；和Boch等，2009，Science  326:1509‑1512。两个高变残基称为重

复可变双残基(RVD)，由此一个RVD识别DNA序列的一个核苷酸并确保每个TAL效应子的DNA

结合结构域可以以高精确性(15‑30nt)靶向大的识别位点。在实验上，已经确定了用于这些

TAL‑效应子的DNA识别的密码，使得位置12和13处的HD序列导致与胞嘧啶(C)的结合，NG结

合于T，NI结合于A、C、G或T，NN结合于A或G，而IG结合于T。这些DNA结合重复序列已经装配成

具有新的重复序列组合和数量的蛋白质，以形成能够与新序列相互作用并在植物细胞中激

活报告基因的表达的人工转录因子(Boch等，2009，Science  326:1509‑1512)。这些DNA结合

结构域已经显示出在所有细胞类型的靶向基因组编辑或靶向基因调控领域中具有一般适

用性，参见Gaj等，Trends  in  Biotechnol，2013，31(7):397‑405。此外，工程化TAL效应子已

经在哺乳动物细胞中显示出与不是天然存在于黄单胞菌属TAL效应或蛋白中的外源性功能

蛋白效应子结构域(如核酸酶)相结合来发挥功能。可以通过将TAL与核酸酶，例如，在N‑末

端或C‑末端的FokI核酸酶结构域，结合来构建TAL核酸酶(TALN或TALEN)，Kim等，1996，PNAS 

93:1156‑1160；Christian等，2010，Genetics  186:757‑761；Li等，2011，Nucleic  Acids 

Res  39:6315‑6325；和Miller等，2011，Nat  Biotechnol  29:143‑148。已经在大鼠、小鼠、斑

马鱼、非洲爪蟾、青鳉、家鼠和人细胞中显示了TALEN通过NHEJ引起缺失的功能性，Ansai等，

2013，Genetics，193:739‑749；Carlson等，2012，PNAS，109:17382‑17387；Hockemeyer等，

2011，Nature  Biotechnol.，29:731‑734；Lei等，2012，PNAS，109:17484‑17489；Moore等，

2012，PLoS  ONE,7:e37877；Stroud等，2013，J.Biol.Chem.,288:1685‑1690；Sung等，2013，

Nature  Biotechnol  31:23‑24；Wefers等，2013，PNAS  110:3782‑3787。

[0085] 对于TALEN，其制备方法进一步描述于美国专利No.8,420,782、8,450,471、8,450,

107、8,440,432和8,440,431，以及美国专利申请公开2013/0137161和2013/0137174中。

[0086] 其他有用的核酸内切酶可以包括，例如，HhaI、HindIII、NotI、BbvCI、EcoRI、Bg/I

和AlwI。可以利用某些核酸内切酶(例如，FokI)仅作为二聚体起作用的事实来增强TAL效应

子的靶标特异性。例如，在某些情况下，每个FokI单体可以与识别不同的DNA靶序列的TAL效

应子序列融合，并且只有当两个识别位点密切接近时，非活性单体才在一起形成功能性酶。

通过需要DNA结合来激活核酸酶，可以产生高度位点特异性的限制酶。

[0087] 在一些实施方式中，TALEN可以进一步包括核定位信号或序列(NLS)。NLS是促进

TALEN核酸酶蛋白靶向到细胞核中的氨基酸序列，以在染色体的靶序列处引入双链断裂。

[0088] 核定位信号是本领域已知的，参见，例如，Makkerh等，1996，Curr  Biol .6:1025‑

1027。NLS包括来自SV40大的T抗原的序列PKKKRKV(SEQ  ID  NO:16)，Kalderon  1984，Cell，

39:499‑509；来自核质蛋白的RPAATKKAGQAKKK(SEQ  ID  NO:17)，Dingwallet等，1988，J 

Cell  Biol.，107，841‑9。更多实例描述于McLane和Corbett  2009，IUBMB  Life，61，697‑70；

Dopie等，2012，PNAS，109，E544‑E552中。

[0089] 切割结构域可以获自任何核酸内切酶或核酸外切酶。可以从其获得切割结构域的

核酸内切酶的非限制性实例包括但不限于限制性核酸内切酶和归巢核酸内切酶。参见，例

如，2002‑2003Catalog，New  England  Biolabs，Beverly，Mass .；和Belfort等(1997)

Nucleic  Acids  Res.25：3379‑3388。切割DNA的其他酶是已知的，例如SI核酸酶；绿豆核酸
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酶；胰DNA酶I；微球菌核酸酶；酵母HO核酸内切酶。还参见Linn等(编辑)Nucleases，Cold 

Spring  Harbor  Laboratory  Press，1993。这些酶中的一种或多种，或其功能性片段，可用

作切割结构域的来源。

[0090] 锌指介导的基因组编辑

[0091] 锌指核酸酶(ZFN)用于基因编辑的用途，如通过同源性指导的修复过程的靶向插

入，已充分确定。例如，参见Carbery等，2010，Genetics，186:451‑459；Cui等，2011，Nature 

Biotechnol.,29:64‑68；Hauschild等，2011，PNAS，108:12013‑12017；Orlando等，2010，

Nucleic  Acids  Res.,38:e152‑e152；和Porteus&Carroll，2005，Nature  Biotechnology,

23:967‑973。

[0092] ZFN‑介导过程的组分包括具有DNA结合结构域和切割结构域的锌指核酸酶。这些

描述于例如Beerli等(2002)Nature  Biotechnol .，20:135‑141；Pabo等，(2001)

Ann.Rev.Biochem.，70:313‑340；Isalan等(2001)Nature  Biotechnol.19:656‑660；Segal

等 (20 01) C u r r  O pi n .Bi o te c h n o l .，12:6 3 2‑ 6 3 7；和Choo等 (20 0 0) ，Cur r 

Opin.Struct.Biol.，10:411‑416；以及美国专利No.6,453,242和6,534,261中。设计和选择

针对靶序列的锌指结合结构域的方法是本领域已知的，参见，例如，Sera等，Biochemistry 

2002，41，7074‑7081；美国专利No.6,607,882；6,534,261和6,453,242。

[0093] 在一些实施方式中，锌指核酸酶可以进一步包括核定位信号或序列(NLS)。NLS是

促进锌指核酸酶蛋白靶向到核中的氨基酸序列，以在染色体中的靶序列处引入双链断裂。

核定位信号是本领域已知的。参见，例如，Makkerh等(1996)Current  Biology  6:1025‑

1027。

[0094] 切割结构域可以获自任何核酸内切酶或核酸外切酶。从其可以获得切割结构域的

核酸内切酶的非限制性实例包括，但不限于，限制性核酸内切酶和归巢核酸内切酶。参见，

例如，2002‑2003Catalog，New  England  Biolabs，Beverly，Mass .；和Belfort等(1997)

Nucleic  Acids  Res.25：3379‑3388。切割DNA的其他酶是已知的(例如SI核酸酶；绿豆核酸

酶；胰DNA酶I；微球菌核酸酶；酵母HO核酸内切酶)。还参见Linn等(编辑)Nucleases，Cold 

Spring  Harbor  Laboratory  Press，1993。这些酶中的一种或多种(或其功能性片段)可用

作切割结构域的来源。如上所述，切割结构域还可以源自酶或其部分，其对于切割活性需要

二聚化。

[0095] 两个锌指核酸酶可能是切割需要的，因为每个核酸酶包括活性酶二聚体的单体。

或者，单个锌指核酸酶可以同时包括两个单体以形成活性酶二聚体。限制核酸内切酶(限制

酶)存在于许多物种中并且能够序列特异性地结合DNA(在识别位点处)和在结合位点处或

附近切割DNA。某些限制酶(例如，IIS型)在远离识别位点的位点处切割DNA并具有可分开的

结合和切割结构域。例如，IIS型酶FokI在一条链上距其识别位点9个核苷酸处和在另一条

链上距其识别位点13个核苷酸处催化DNA的双链切割。参见，例如，美国专利No.5,356,802；

5,436,150和5,487,994；以及Li等(1992)PNAS  89:4275‑4279；Li等(1993)PNAS  90:2764‑

2768；Kim等(1994)PNAS  91:883‑887；Kim等(1994)J.Biol.Chem.269:31，978‑31，982。因

此，锌指核酸酶可以包括来自至少一个IIS型限制酶的切割结构域和一个或多个锌指结合

结构域，其可以是或不是工程化的。示例性IIS型限制酶描述于例如国际公开WO  07/014275

中，将其公开内容以其整体按引用并入本文。其他限制酶也含有可分离的结合和切割结构
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域，并且这些也包括在本公开中。参见，例如，Roberts等(2003)Nucleic  Acids  Res .31:

418‑420。其切割结构域可与结合结构域分离的示例性IIS型限制酶是FokI。这种特别的酶

作为二聚体是活性的(Bitinaite等，1998，PNAS  95:10，570‑10，575)。因此，对于本公开的

目的，认为锌指核酸酶中使用的FokI酶的部分是切割单体。因此，对于使用FokI切割结构域

的靶向双链切割，可以使用各自包括FokI切割单体的两个锌指核酸酶来重建活性酶二聚

体。或者，也可以使用含有锌指结合结构域和两个FokI切割单体的单个多肽分子。在某些实

施方式中，切割结构域可以包括最小化或防止同型二聚化的一个或多个工程化切割单体，

如例如美国专利公开No.2005/0064474、2006/0188987和2008/0131962中所述的，将每篇以

其整体按引用并入本文。作为非限制性实例，FokI的位置446、447、479、483、486、487、490、

491、496、498、499、500、531、534、537和538处的氨基酸残基是影响FokI切割半结构域的二

聚化的所有靶标。形成专性的异二聚体的示例性工程化FokI切割单体包括一对，其中第一

切割单体包括在FokI的氨基酸残基位置490和538处的突变，助理第二切割单体包括在氨基

酸残基位置486和499处的突变。因此，在一个实施方案中，氨基酸位置490处的突变用Lys

(K)替代Glu(E)；氨基酸残基538处的突变用Lys(K)替代Ile(I)；氨基酸残基486处的突变用

Glu(E)替代Gln(Q)；和位置499处的突变用Lys(K)替代Ile(I)。具体地，可以通过将一个切

割单体中的位置490从E突变成K以及位置538从I突变成K来制备工程化切割单体，以产生称

为“E490K:I538K”的工程化切割单体，以及通过将另一个切割单体中的位置486从Q突变成E

以及位置499从I突变成L以产生称为“Q486E:I499L”的工程化切割单体。上述工程化切割单

体是专性的异二聚体突变体，其中最小化或消除了异常的切割。可以使用合适的方法，例

如，通过野生型切割单体(FokI)的定点诱变，来制备工程化切割单体，如美国专利公开

No.2005/0064474中所述的。

[0096] 可以将上述的锌指核酸酶工程化以在靶向整合位点处引入双链断裂。双链断裂可

以在靶向的整合位点处，或其可以距离整合位点多达1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、

30、35、40、45、50、100或1000个核苷酸。在一些实施方式中，双链断裂可以距离整合位点多

达1、2、3、4、5、10、15或20个核苷酸。在其他实施方式中，双链断裂可以距离整合位点多达

10、15、20、25、30、35、40、45或50个核苷酸。在再其他实施方式中，双链断裂可以距离整合位

点多达50、100或1000个核苷酸。

[0097] DRAP技术已经描述于美国专利No.6,534 ,643、6,858,716和6,830,910以及Watt

等，2006中。

[0098] 任选地，可以将编码蛋白质的核酸序列在基因组中的随机靶位点处插入，使得基

因组包括编码该蛋白质的核酸。通常，对于随机插入，核酸序列还含有启动子以驱动插入的

核酸的表达。

[0099] 在再一个选项中，将编码所需蛋白质APOE4p、Trem2p或APOE4p和Trem2p两者的核

酸插入基因组中Apoe4基因或Trem2基因以外的预定靶位点中。

[0100] 例如，将编码所需蛋白质APOE4p、Trem2p或APOE4p和Trem2p两者的核酸插入已知

导致可靠表达的基因组中的预定靶位点(如Hprt或Rosa26基因座)中。

[0101] 根据一些方面，对于预定靶位点处的基因组编辑，靶向构建体使用重组DNA技术制

得，并且包括与细胞中的靶向内源基因同源的5’和3’序列。靶向构建体进一步包括选择标

记，如新霉素磷酸转移酶、潮霉素或嘌呤霉素，编码所需蛋白质APOE4p、Trem2p或APOE4p和

说　明　书 15/35 页

18

CN 110891417 B

18



Trem2p两者的核酸，和任选的多腺苷酸化信号。为了确保编码所需蛋白质的核酸的正确转

录和翻译，编码所需蛋白质的核酸与内源性基因座同框，或可以包括剪接受体位点和内部

核糖体进入位点(IRES)序列。

[0102] 将这样的靶向构建体转染至所需的细胞类型中，例如但不限于，干细胞，并使用

PCR、Southern印迹或测序分析对细胞进行筛选来检测正确的基因组编辑事件。可以通过蛋

白质分析，如ELISA或Western印迹分析，进一步分析具有正确基因组编辑事件的细胞的所

编码蛋白质的表达。如果需要，可以将编码选择标记的核酸设置成可通过用重组酶(如Cre

重组酶或翻转酶(Flp))处理干细胞而去除。重组酶处理后，分析细胞中编码所需蛋白质的

核酸的存在。

[0103] 如上所述选择具有正确基因组编辑事件的细胞并注入植入前胚胎中。选择嵌合雄

性用于繁育。可以通过毛色(coat  color)和遗传分析(如PCR、Southern印迹或测序)分析后

代的ES细胞基因组的传递，并可以例如通过蛋白质分析(Western印迹、ELISA)或其他功能

性测定来测试所需蛋白质的表达。将表达正确蛋白质的后代杂交以产生对于遗传修饰纯合

的小鼠。

[0104] 表达APOE4p和Trem2p的遗传修饰小鼠的产生可以包括将合适的核酸注射或转染

至植入前胚胎或干细胞(如胚胎干(ES)细胞或诱导的多能性干(iPS)细胞)中，所述核酸如

一个或多个编码所需蛋白质的核酸和/或一个或多个表达构建体，如编码蛋白或RNA(如，用

于CRISPR中的cas9或指导RNA)的表达构建体。

[0105] 本文使用的术语“表达构建体”和“表达盒”是指含有所需核酸编码序列和含有一

个或多个对于可操作地连接的编码序列的表达需要或期望的调控元件的双链重组DNA分

子。

[0106] 如本文使用的术语“调控元件”是指控制核酸序列的表达的一些方面的核苷酸序

列。示例性调控元件说明性地包括增强子、内部核糖体进入位点(IRES)、内含子；复制起点、

多腺苷酸化信号(pA)、启动子、转录终止序列和上游调控结构域，其有助于核酸序列的复

制、转录、转录后加工。本领域普通技术人员能够仅使用常规实验选择和使用表达构建体中

的这些和其他调控元件。可以使用公知方法重组或合成产生表达构建体。

[0107] 如本文使用的术语“可操作地连接的”是指在处于与第二核酸的功能性关系中的

核酸。

[0108] 在特别的实施方式中，表达盒中包括的调控元件是启动子。如本文使用的术语“启

动子”是指可操作地连接于待转录的核酸序列(如编码所需分子的核酸序列)的DNA序列。启

动子通常位于待转录的核酸序列的上游，并且提供用于被RNA聚合酶和其他转录因子特异

性结合的位点。在特定的实施方案中，启动子通常位于转录以产生所需分子的核酸序列的

上游，并且提供用于RNA聚合酶和其他转录因子特异性结合的位点。诱导的启动子可以是组

成型启动子或可以提供诱导性表达；并且可以提供遍在、组织特异性或细胞类型特异性的

表达。

[0109] 可以包括在表达构建体中的遍在启动子包括，但不限于，3‑磷酸甘油酸激酶(PGK‑

1)启动子、β‑肌动蛋白启动子、ROSA26启动子、热休克蛋白70(Hsp70)启动子、编码延伸因子

1α(EF1)的EF‑1α基因启动子、真核生物起始因子4A(eIF‑4A1)启动子、氯霉素乙酰转移酶

(CAT)启动子和CMV(巨细胞病毒)启动子。
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[0110] 这些和其他启动子是本领域已知的，如Abboud，S.L.等，J.Histochem&Cytochem.，

51(7):941‑949，2003；Schorpp等，Nucl.Acids  Res.,24(9):1787‑1788，1996；McBurney，

M.W.等，Devel.Dynamics，200:278‑293，1994和Majumder,M.等，Blood，87(8):3203‑3211，

1996中举例说明的。

[0111] 除了启动子，可以包括一个或多个增强子序列，例如，但不限于，巨细胞病毒(CMV)

早期增强子元件和SV40增强子元件。

[0112] 其他包括的序列包括内含子序列，如β珠蛋白内含子或通用内含子、转录终止序列

和mRNA多聚腺苷酸化(pA)序列，例如但不限于SV40‑pA、β‑珠蛋白‑pA和SCF‑pA。

[0113] 表达构建体可以包括对于在细菌细胞中扩增需要的序列，如选择标记(例如，卡那

霉素或氨苄青霉素抗性基因)和复制子。

[0114] 对于将表达构建体注入到植入前胚胎中的DNA注入方法，任选地在注入到小鼠植

入前胚胎中之前将表达构建体线性化。优选地，将表达构建体注入受精卵母细胞中。在交配

次日从超数排卵的雌性收集受精卵母细胞(0.5dpc)，并注射表达构建体。将经注射的卵母

细胞培养过夜或直接转移到0.5天p.c假孕雌性的输卵管中。

[0115] 用于超数排卵、卵母细胞收获、表达构建体注射和胚胎转移的方法是本领域已知

的并且描述于Manipulating  the  Mouse  Embryo:A  Laboratory  Manual，第3版，Cold 

Spring  Harbor  Laboratory  Press；2001年12月15日，ISBN‑10:0879695919中。

[0116] 可以通过DNA分析，如PCR、Southern印迹或测序来测试后代的所需突变或插入序

列的存在。可以通过如，例如，ELISA或Western印迹分析来测试携带所需突变或插入序列的

小鼠的蛋白质表达。

[0117] 或者，可以使用公知的方法，如电穿孔、磷酸钙沉淀和脂质转染，将核酸或表达构

建体转染至干细胞(ES细胞或iPS细胞)中。通过DNA分析，如PCR、Southern印迹或测序，针对

所需突变或插入序列的存在来筛选细胞。可以通过蛋白质分析，如例如，通过ELISA或

Western印迹分析，针对功能性表达测试具有所需突变或插入序列的细胞。

[0118] 将小鼠ES细胞在针对特定系优化的培养基中生长。通常ES培养基在Dulbecco’s改

良Eagle培养基(DMEM)中包含15％胎牛血清(FBS)或者合成或半合成的等价物，2mM谷氨酰

胺，1mM丙酮酸钠，0.1mM非必需氨基酸，50U/ml青霉素和链霉素，0.1mM  2‑巯基乙醇和

1000U/ml  LIF(对于某些细胞系，加上分化化学抑制剂)。详细描述是本领域已知的(Tremml

等，2008，Current  Protocols  in  Stem  Cell  Biology，第1章：单元1C.4。有关ES细胞分化

抑制剂的综述参见B u e h r ，M .等 (2 0 0 3 ) 。G e n e s i s  o f  e m b r y o n i c  s t e m 

cells.Philosophical  Transactions  of  the  Royal  Society  B:Biological  Sciences 

358,1397‑1402。

[0119] 可以将整合了所需突变或插入序列的选定细胞注入植入前胚胎中。对于显微注

射，使用胰蛋白酶和EDTA的混合物使ES或iPS细胞成单细胞，然后重悬于ES培养基中。使用

精细拉出的玻璃针(20‑25微米内径)选择单细胞的组，并使用配备有显微操纵器的倒置显

微镜将其通过胚胎的透明带引入并导入胚泡腔(囊胚腔)中。

[0120] 或者，对于胚泡注射，可以将干细胞注入早期胚胎中(例如2细胞、4细胞、8细胞、桑

椹胚前或桑椹胚)。可以用激光或压电脉冲钻孔打开透明带来辅助注射。每个胚泡或8细胞

阶段的胚胎注射大约9‑10个选定的干细胞(ES或iPS细胞)，每个4细胞阶段的胚胎注射6‑9
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个干细胞，而每个2细胞阶段的胚胎注射约6个干细胞。干细胞引入后，允许胚胎在37℃下，

在氮气中的5％  CO2、5％  O2中恢复数小时，或培养过夜，然后转移至假孕受体雌性中。在干

细胞注射的另一种替代方案中，干细胞可以与桑椹胚阶段的胚胎聚集在一起。所有这些方

法都是良好确立的，且可用于生产干细胞嵌合体。对于更详细的描述参见Manipulating 

the  Mouse  Embryo:A  Laboratory  Manual，第3版本(A .Nagy ,M .Gertsenstein，

K.Vintersten ,R .Behringer，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press；December  15，

2002，ISBN‑10:0879695919，Nagy等，1990，Development  110 ,815‑821；US  7 ,576 ,259:

Method  for  making  genetic  modifications，US7659442，US  7,294,754和Kraus等，2010,

Genesis  48,394‑399。

[0121] 使用本领域已知的方法制备假孕的胚胎受体。简而言之，将6‑8周龄的可育雌性小

鼠与输精管切除或不育雄性小鼠交配以诱导适合于支持通过手术引入的胚胎的激素状态。

在交配后2.5天(dpc)时，将多达15个含有干细胞的胚泡引入非常靠近子宫输卵管交界处的

子宫角。对于早期胚胎和桑椹胚，将这些胚胎体外培养成胚泡或根据胚胎阶段植入0.5dpc

或1.5dpc假孕雌性的输卵管中。来自植入胚胎的嵌合幼崽在转移后16‑20天出生，这取决于

植入时的胚胎龄。选择嵌合雄性用于繁育。可以通过毛色和遗传分析(如PCR、Southern印迹

或测序)来分析后代的ES细胞基因组的传递。此外，可以通过蛋白质分析(Western印迹、

ELISA)或其他功能性测定来分析编码蛋白的表达。

[0122] 本发明的遗传修饰小鼠对于遗传修饰可以是杂合或纯合的。

[0123] 根据本发明的一些方面，本发明的遗传修饰小鼠对于“敲入”人源化APOE4修饰可

以是杂合或纯合的，其中小鼠表达APOE4p，并且对于编码Trem2p的突变基因组序列也可以

是杂合或纯合的，其中小鼠表达Trem2p。

[0124] 可以将表达APOE4p的纯合遗传修饰小鼠与表达Trem2p的纯合遗传修饰小鼠杂交

以根据一些实施方式产生对于两种修饰纯合并且表达APOE4p和Trem2p两者的同类品系。

[0125] 本发明的遗传修饰小鼠可以是各种品系中的任何一种。

[0126] 可以在敲入策略中，将遗传修饰引入分离的小鼠胚胎干(ES)细胞、小鼠诱导多能

干(iPS)细胞、小鼠体细胞、受精小鼠卵母细胞(受精卵)或小鼠胚胎的基因组中以产生本发

明的遗传修饰小鼠。

[0127] 本发明的实施方式提供在其所有或基本上所有细胞中包括所需遗传修饰的遗传

修饰小鼠，以及在其一些而非全部细胞中包括所需遗传修饰的遗传修饰小鼠。

[0128] 根据本发明一些方面的遗传修饰小鼠可以包括一个或多个与人类中迟发性阿尔

茨海默氏病的提高风险相关的另外的遗传变体。

[0129] 治疗和化合物的鉴定

[0130] 根据本发明的实施方案提供了筛选用于人阿尔茨海默氏病的推定治疗的方法，其

包括：对遗传修饰小鼠施用用于阿尔茨海默氏病的推定治疗，其中小鼠的基因组包括：1)可

操作地与启动子连接的编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列；和2)可操作地与启动子连接

的编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，其中小鼠表达APOE4p和

Trem2p，并且其中小鼠具有与本发明的非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的与APOE4p和

Trem2p表达相关的一种或多种症状或体征；和评估推定治疗对小鼠的效果。

[0131] 根据本发明的实施方案提供了筛选用于人阿尔茨海默氏病的推定治疗的方法，其
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包括：对B6(SJL)‑Apoetm1.1(APOE*4)AdiujTrem2em1Adiuj/J小鼠施用用于阿尔茨海默氏病的推定治

疗，所述小鼠的基因组包括：1)可操作地与启动子连接的编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA

序列；和2)可操作地与启动子连接的编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA

序列，其中小鼠对于编码APOE4p的DNA序列和对于编码Trem2p的DNA序列是纯合的，和其中

小鼠表达人APOE4p和小鼠Trem2p；和评估推定治疗对小鼠的效果。

[0132] 根据本发明的一些方面提供了筛选用于人阿尔茨海默氏病治疗的化合物的方法，

其包括：对本发明的遗传修饰小鼠施用化合物；和评估化合物在治疗与非家族性迟发性阿

尔茨海默氏病有关的与人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关的一种或多种症状或体征中的效

果。评估化合物在治疗与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的与人APOE4p和小鼠Trem2p

表达相关的一种或多种症状或体征的效果优选包括将评估结果与合适的对照进行比较，所

述对照例如，但不限于，化合物对对照的效果，如APOE3表达小鼠或野生型小鼠(如携带Apoe

基因的小鼠)。

[0133] 这样的体征和症状包括，但不限于，以下任何一种或多种：1)与对照(如APOE3‑表

达小鼠或野生型对照小鼠)相比，本发明的遗传修饰小鼠的脑中存在明显更多的小胶质细

胞；2)与对照(如APOE3表达小鼠或野生型对照小鼠)相比，本发明的遗传修饰小鼠的脑中存

在明显更多的淀粉样蛋白斑块；3)与对照(如APOE3表达小鼠或野生型对照小鼠相比)，本发

明的遗传修饰小鼠的脑中存在明显更多的tau聚集体；4)与对照(如APOE3表达小鼠或野生

型对照小鼠)相比，本发明的遗传修饰小鼠的脑中存在明显更多的炎症；5)与对照(如APOE3

表达小鼠或野生型对照小鼠)相比，本发明的遗传修饰小鼠的脑中存在明显更多的突触和/

或神经元损失；6)与对照(如APOE3表达小鼠或野生型对照小鼠)相比，本发明的遗传修饰小

鼠的脑中存在明显更多的认知缺陷；7)与对照(如APOE3‑表达小鼠或野生型对照小鼠)相

比，本发明的衰老遗传修饰小鼠存在明显更多的虚弱迹象；8)与对照(如APOE3表达小鼠或

野生型对照小鼠)相比，本发明的遗传修饰小鼠的脑中存在明显更多的血流不足；9)与对照

(如APOE3表达小鼠或野生型对照小鼠)相比，本发明的遗传修饰小鼠的血液、血清或组织中

非家族性迟发性阿尔茨海默氏病的一种或多种生物标志物的存在、水平和/或功能的显著

差异；10)与对照(如APOE3‑表达小鼠或野生型对照小鼠)相比，本发明的遗传修饰小鼠中的

脑血管渗漏；和11)与对照(如APOE3‑表达小鼠或野生型对照小鼠)相比，本发明的遗传修饰

小鼠中一种或多种血液脂蛋白(如高密度脂蛋白和低密度脂蛋白和/或胆固醇)的水平。

[0134] 根据本发明的一些方面，提供了筛选用于人阿尔茨海默氏病的推定治疗的方法，

其中评估化合物的效果包括将化合物对遗传修饰小鼠的效果与对照进行比较，其中该小鼠

的基因组包括：1)可操作地与启动子连接的编码人APOE4蛋白(APOE4p)的DNA序列；和2)可

操作地与启动子连接的编码具有突变p.R47H的小鼠Trem2蛋白(Trem2p)的DNA序列，其中小

鼠表达APOE4p和Trem2p，并且其中小鼠具有与本发明的非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有

关的与APOE4p和Trem2p表达相关的一种或多种症状或体征。

[0135] 根据本发明的一些方面，提供了筛选用于人阿尔茨海默氏病的推定治疗的方法，

其中评估化合物的效果包括将化合物对B6(SJL)‑Apoetm1.1(APOE*4)AdiujTrem2em1Adiuj/J小鼠的

效果与对照进行比较。

[0136] 合适的对照包括，例如，将化合物施用于不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的小鼠并

评估化合物对小鼠的效果。合适的对照包括，例如，将化合物施用于APOE3‑表达小鼠或野生
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型对照小鼠。野生型对照小鼠可以是不表达人APOE4p和小鼠Trem2p的任何小鼠。合适的对

照包括，例如，将化合物施用于野生型C57BL/6J小鼠；和评估化合物对野生型C57BL/6J小鼠

的效果。

[0137] 可以通过本领域公知的方法，包括但不限于，免疫测定、核酸测定、组织化学染色、

认知测定、体内成像、动物的身体评估、脑血管渗漏评估以及组织和/或细胞的形态评估，来

评估与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的与人APOE4p和小鼠Trem2p的表达相关的症

状或体征。

[0138] 可以使用的免疫测定是本领域公知的并且包括，但不限于，酶联免疫吸附测定

(ELISA)，例如但不限于抗原捕获ELISA、间接ELISA、固定细胞ELISA；免疫层析；抗原捕获；

流式细胞术；免疫印迹；免疫沉淀；免疫扩散；竞争性免疫测定、免疫细胞化学；放射性免疫

测定；以及这些任意的组合。免疫测定的一般细节描述于标准参考文献中，说明性地包括

Wild ,D.，The  Immunoassay  Handbook，第3版，Elsevier  Science ,2005；Gosling ,J .P.,

Imunoassays:A  Practical  Approach,Practical  Approach  Series,Oxford  University 

Press,2005；E.Harlow和D.Lane,Antibodies:A  Laboratory  Manual,Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press,1988；F.Breitling和S.Dübel,Recombinant  Antibodies,John  Wiley&

Sons ,New  York ,1999；H .Zola ,Monoclonal  Antibodies:Preparation  and  Use  of 

Monoclonal  Antibodies  and  Engineered  Antibody  Derivatives ,Basics:From 

Background  to  Bench ,BIOS  Scientific  Publishers ,2000；B .K .C .Lo ,Antibody 

Engineering:Methods  and  Protocols,Methods  in  Molecular  Biology,Humana  Press,

2003；F .M .Ausubel等，编辑，Short  Protocols  in  Molecular  Biology ,Current 

Protocols,Wiley,2002；Ormerod ,M.G.,Flow  Cytometry:a  practical  approach,Oxford 

University  Press,2000；和Givan,A.L.,Flow  Cytometry:first  principles,Wiley,New 

York,2001。

[0139] 根据本发明的一些方面，检测与野生型小鼠相比本发明的遗传修饰小鼠中与非家

族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的核酸分析物的核酸测定包括，但不限于，核酸扩增技术，

例如但不限于，PCR、RT‑PCR连接介导的PCR和phi‑29PCR；核酸杂交技术，例如但不限于，

Northern印迹、Southern印迹、RNase保护测定、斑点印迹、转录组分析和原位杂交。用于样

品中核酸的定性和定量测定的核酸测定详细描述于标准参考文献中，说明性地包括

J.Sambrook和D.W .Russell，Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual ,Cold  Spring 

Harbor  Laboratory  Press；第3版，2001；F.M .Ausubel等，编辑，Short  Protocols  in 

Molecular  Biology,Current  Protocols,Wiley,2002；C.W.Dieffenbach等，PCR  Primer:A 

Laboratory  Manual,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,2003；和V.Demidov等，DNA 

Amplification:Current  Technologies  and  Applications,Taylor&Francis,2004。

[0140] 可以使用的生物标志物测定是本领域公知的，并且包括，但不限于，脑脊液(CSF)、

血液、血清或组织中的Aβ和tau物质、神经丝、神经丝蛋白、白细胞介素、TNFα、GM‑CSF和可溶

性Trem2的测定。

[0141] 可以使用的认知测定是本领域公知的，并且包括，但不限于，空间记忆、短期记忆、

长期记忆的测定、执行功能的测定、注意任务(如3和5种选择的串行反应时间测试)、处理速

度测试、设定移位测试、逆向学习任务、对象记忆测定、模式识别测定、被动回避记忆测定、
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习惯化测定和新对象识别测定、水迷宫测试、恐惧条件化测试，放射状臂水迷宫测试、Y型迷

宫测试、T型迷宫测试和野外习惯化测试。

[0142] 可以使用的动物的身体评估方法在本领域中是公知的，并且包括但不限于，与对

照(如APOE3‑表达小鼠或野生型小鼠)相比，本发明的遗传修饰小鼠中的虚弱指数的评估，

作为与正常衰老相比。

[0143] 可以使用的体内成像方法是本领域已知的，并且包括但不限于，磁共振成像

(MRI)、计算机断层扫描(CT)成像、X射线、光学成像和超声成像。此类成像技术可用于评估

与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的与人APOE4p和小鼠Trem2p的表达相关的一种或

多种症状或体征，包括但不限于，淀粉样或tau聚集、异常血流、病理性神经元损失和异常葡

萄糖代谢。

[0144] 可以使用本领域公知的方法进行与野生型小鼠相比和/或与临床样品相比，本发

明的遗传修饰小鼠的转录组谱、蛋白质组谱和代谢谱中一种或多种的变化的评估。

[0145] 可以通过一种或多种炎症生物标志物的测定来进行炎症的评估，例如但不限于，

IL‑8、IL‑11、TNF‑α、粒细胞‑巨噬细胞集落刺激因子(GM‑CSF)、TGF‑β、VEGF、单核细胞趋化

因子‑1、巨噬细胞迁移抑制因子、s100B、纤维蛋白原和干扰素γ诱导蛋白10。可以对获自本

发明的遗传修饰小鼠和野生型小鼠的样品进行这些测定，如脑、脊髓、血液、血浆、血清、脑

脊液或其他相关组织或体液的样品。

[0146] 组织和/或细胞的形态学评估可以包括大体解剖学的身体检查和/或组织和/或细

胞的显微镜检查，有或没有组织和/或细胞的组织化学或细胞化学染色。组织和/或细胞的

形态学评估可以包括突触和神经元损失的评估。

[0147] 根据本发明的一些方面，提供了筛选用于患有或怀疑患有阿尔茨海默氏病的个体

人类受试者中阿尔茨海默氏病的治疗的化合物的方法，其包括将化合物施用于本发明的遗

传修饰小鼠；和评估化合物对小鼠的淀粉状蛋白和/或tau的效果，淀粉状蛋白和/或tau与

非家族性迟发性阿尔茨海默氏病相关的人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关。根据特定的实施

方式，评估化合物对淀粉状蛋白和/或tau的效果包括评估淀粉状蛋白和/或tau的水平和/

或定位。根据特定的实施方式，评估化合物对淀粉状蛋白和/或tau的效果包括评估本发明

的遗传修饰小鼠中淀粉状蛋白和/或tau聚集物，如评估聚集物大小、数量、位置或其任意两

者或多者的组合。

[0148] 脑血管渗漏是非家族性迟发性阿尔茨海默氏病的关键方面，并且本发明令人惊讶

和出人意料的发现人APOE4p和小鼠Trem2p的表达导致脑血管渗漏。

[0149] 根据本发明的一些方面，提供了筛选用于患有或怀疑患有非家族性迟发性阿尔茨

海默氏病的个体人类受试者中非家族性迟发性阿尔茨海默氏病的治疗的化合物的方法，其

包括将化合物施用于本发明的遗传修饰小鼠；和评估化合物对小鼠中脑血管渗漏的效果，

脑血管渗漏与非家族性迟发性阿尔茨海默氏病有关的人APOE4p和小鼠Trem2p表达相关。评

估化合物对脑血管渗漏的效果包括，但不限于，评估脑血管渗透性。术语“脑血管渗透性”是

指血管壁允许小分子或物质(如水、离子、某些药物和营养素)正常移动穿过血管壁而同时

作为较大分子和物质(如纤维蛋白原和白蛋白)移动的屏障的能力。术语“脑血管渗漏”是指

导致较大分子和物质(如纤维蛋白原和白蛋白)通过血管壁渗漏的血管异常。用于评估脑血

管渗漏的测定是本领域公知的，包括使用从本发明的遗传修饰小鼠分离的细胞或组织的体
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外测定，和体内测定。脑血管渗漏的体内测定的非限制性实例包括标记的蛋白(例如，Evans

蓝标记的白蛋白)的静脉内注射和脑组织中染料标记蛋白质的出现的评估，参见例如，Radu

等，An  in  vivo  Assay  to  Test  Blood  Vessel  Permeability.,J.Vis.Exp.2013,(73):

50062。

[0150] 推定治疗可以是任何治疗方式，例如，但不限于，化合物的施用。如本文所用的术

语“化合物”不受限制，并且例如包括小分子化学物质和生物物质，如肽、蛋白质、糖蛋白，包

括抗体。

[0151] 在以下实施例中说明了本发明组合物和方法的实施方式。提供这些实施例用于说

明性目的并且不认为是对本发明组合物和方法的范围的限制。

[0152] 实施例

[0153] 在其基因组中具有编码APOE4p的DNA序列的遗传修饰小鼠的产生

[0154] 小鼠Apoe4基因位于7号染色体上的19,696,109‑19,699,166处。制备了APOE4基因

靶向构建体，其包含4980bp(SEQ  ID  NO:9)的小鼠序列(其限定了包括小鼠ApoE外显子1的

小鼠5’同源臂)、4292bp(SEQ  ID  NO:10)的人APOE4序列(其包括编码人蛋白的人基因的外

显子2‑4)以及在3'UTR之后的另外1.5kb的侧翼人序列以包括任何潜在的调控序列。

[0155] 图1显示了人源化ApoE4构建体的示意图(参见“m/hAPOE靶向载体E4”)。在图1上，

外显子4'上方的(C  C)表明外显子4中存在分别用于p.R310和R176处的精氨酸的nt，亚型

E4。具有(T  T)的亚型E2编码C130和C176处的半胱氨酸，而E3(T  C)编码C130R处的半胱氨酸

和R176位点处的精氨酸。

[0156] 人APOE4外显子4含有编码基因的ApoE4亚型的序列并编码R130和R176处的精氨酸

的核苷酸序列。注意到APOE4在蛋白质的N‑末端处包括18个氨基酸的信号肽，使得包括信号

肽的APOE4是317个氨基酸，并且在APOE2、APOE3和APOE4之间不同的变体氨基酸在位置130

和176处。在成熟APOE蛋白(299个氨基酸)中，在APOE2、APOE3和APOE4之间不同的变体氨基

酸在位置112和158处。

[0157] 在人序列后插入Frt  neo  Frt选择盒(FNF盒，SEQ  ID  NO:11)，接着是NdeI限制性

位点(为了利于Southern筛选)。FNF盒接着是5166bp的小鼠序列(SEQ  ID  NO:12)，3’同源

臂。使用重组工程技术将所得到的14,438bp合成的构建体克隆至pBlight载体中，产生称为

mApoE_hAPOE4_PGKneo_mAPOE的构建体用于胚胎干细胞中的基因靶向。

[0158] 通过电穿孔将ApoE4基因靶向构建体引入培养的C57B16小鼠品系的胚胎干(ES)细

胞中。同源重组产生了保留所有正常小鼠调控序列(加非编码外显子1)与人APOE4蛋白编码

外显子2‑4的基因座。转染的ES细胞通过Southern印迹筛选以确保正确的靶向。鉴定了正确

靶向的三个克隆。将含有正确靶向的基因座的ES细胞引入C57BL/6J胚胎中，并且将所得到

的嵌合小鼠与C57BL/6J小鼠杂交。将种系中携带修饰基因座的后代杂交繁殖以产生同源的

遗传修饰基因组。所有F1交配产生了具有孟德尔基因座分布的正常同胎生仔数。

[0159] 在其基因组中具有编码Trem2p的DNA序列的遗传修饰小鼠的产生

[0160] 在Jacks on实验室，通过将Cas 9  R N A (1 00ng)和单个指导序列(50ng)

GAAGCACTGGGGGAGACGCA(SEQ  ID  NO:7)与183nt供体寡聚物(40ng)(GCCCTCAACACCACGGTGC

TGCAGGGCATGGCCGGCCAGTCCTTGAGGGTGTCATGTACTTATGACGCCTTGAAGCACTGGGGGAGACACAAaGC

aTGGTGTCGGCAGCTGGGTGAGGAGGGCCCATGCCAGCGTGTGGTGAGCACACACGGTGTGTGGCTGCTGGCCTTC
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CTGAAGAAGCGG(SEQ  ID  NO:8)前核注射至基因中(以防止同源定向修复中再次切割供体序

列)产生了Term2  R47H  KI等位基因，该供体寡聚物含有用于在R47H处的氨基酸序列改变的

核苷酸G>A点突变(SEQ  ID  NO:8中nt  89处的下划线大写字母“A”)以及2个沉默突变(赖氨

酸AAG>AAA(SEQ  ID  NO:8中nt  93处的下划线小写字母“a”)和丙氨酸GCC>GCA(SEQ  ID  NO:8

中nt  96处的下划线小写字母“a”)。CRIPSR策略产生了特定的R47H敲入，以及存在于初始小

鼠的Trem2基因中的沉默突变。

[0161] 将种系中携带修饰的等位基因的后代杂交繁殖以产生同源的遗传修饰的基因组。

所有F1交配产生了具有孟德尔基因座分布的正常同胎生仔数。所得到的杂交小鼠品系称为

C57BL/6J‑Trem2em1Adpmc/J(通用名称Trem2  R47H  KI(JAX))并表达Trem2p。

[0162] 在其基因组中具有编码APOE4p的DNA序列和编码Trem2p的DNA序列的遗传修饰小

鼠的产生

[0163] 在这个实施例中，通过将表达人APOE4p的小鼠近交系B6(SJL)‑Apoetm1 .1(APOE

*4) Ad pmc/J(通用名称APOE*4KI(JAX))与表达小鼠Trem2p的小鼠近交系C57BL/6J‑

Trem2em1Adpmc/J(通用名称Trem2  R47H  KI(JAX))杂交来产生遗传修饰小鼠。所得到的对于人

源化APOE4等位基因和小鼠Trem2基因的R47H等位基因两者纯合的遗传修饰小鼠命名为B6

(SJL)‑Apoetm1 .1 (APOE*4) Ad iujTrem2em1 Ad iuj/J(之前称为B6(SJL)‑Apoetm1 .1 (APOE*4)

AdpmcTrem2em1Adpmc/J，缩写为APOE4  X  Trem2  R47H(JAX)小鼠)，通用名称：B6J.APOE4/Trem2，

其表达人APOE4和小鼠Trem2p两者。

[0164] 非家族性迟发性阿尔茨海默氏病的遗传修饰小鼠模型的验证

[0165] 组织采集、蛋白质分离和切片

[0166] 通过腹膜内注射对小鼠施用致死剂量的氯胺酮/甲苯噻嗪，并用1xPBS(磷酸盐缓

冲盐水)经心灌注。解剖大脑，并将右半球速冻用于蛋白质分离，同时将左半球在4％多聚甲

醛中于4℃下固定过夜。将固定的半球用1xPBS冲洗，在4℃下在10％的蔗糖中，然后30％的

蔗糖中低温保护，且最后包埋在OCT(最佳切割温度化合物)中。将冷冻的脑以25μm切片，并

保存在‑80℃下直至需要。按照制造商的指导，用Trizol试剂(Life  Technologies，Cat#

15596‑018)提取蛋白质。将蛋白质沉淀重悬浮于1:1的8M尿素和1％  SDS的溶液中。

[0167] 免疫荧光、硫黄素S染色和图像捕获

[0168] 将冷冻切片用PBT(含1％  TritonX‑100的1×PBS)漂洗5分钟(min)，然后在室温

(RT)下与500μL的Liberate抗体结合溶液(L.A.B.‑Polysciences  Inc.)溶液一起孵育20分

钟用于抗原修复。然后将载玻片在以下一抗中于4℃下孵育过夜：兔多克隆抗‑GFAP(1:200，

Dako)；兔多克隆抗‑IBA1抗体(1:250，Wako)；兔多克隆抗‑NeuN(1:100，Cell  Signaling 

Inc)；小鼠单克隆抗非磷酸化神经丝(1:200，Covance)和绵羊多克隆抗‑TREM2(1:200，RD 

Systems)。先前使用Trem2缺陷小鼠验证了绵羊多克隆抗‑TREM2抗体。将所有抗体在含有

10％正常山羊或驴血清的PBTB(1xPBS，1％  TritonX‑100和1％  BSA)中稀释。初次孵育后，

将切片在PBT中清洗3次，并与适当的二抗(山羊抗兔Alexa  Fluor  488/594/633、山羊抗小

鼠Alexa  Fluor  488、驴抗绵羊Alexa  Fluor  594，1:1000稀释，Life  Technologies)一起在

RT下孵育2hr。

[0169] 然后将所有切片用DAPI复染并用Aqua  PolyMount(Polysciences)装片。对于硫黄

素S染色，用IBA1和GFAP染色的切片进一步用1％硫黄素S(以1:1的水:乙醇比率稀释)复染。
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将载玻片在1％硫黄素‑S中于室温下孵育8分钟，在80％乙醇、然后95％乙醇和最后dH2O中

洗涤，并装片。使用Leica  SP5共焦显微镜或Zeiss  Axio  Imager.Z2拍摄图像。对于每种抗

体，使用相同参数捕获所有图像以进行准确定量。

[0170] 在来自雄性和雌性的切片中进行初步观察。因为性别之间没有明显差异，对至少

4‑6只雄性小鼠的脑切片进行了细胞数的定量。对于斑块计数，确定每只小鼠的内嗅皮质区

中存在的斑块数。对于IBA1+细胞，从每只小鼠的中央脑切片获取(使用20×光学透镜)皮质

(内嗅皮质区中)或海马的5张等距图像。对于NeuN+细胞，获取(使用20×光学透镜)5张等距

图像。对于与斑块相关的IBA1+细胞，对每个脑的8+斑块进行成像(使用20×光学透镜)

[0171] 处理图像并使用ImageJ/FIJI的细胞计数器插件计数20×图像中的所有细胞。单

个细胞作为与细胞特异性抗体染色剂(例如，IBA1或NEUN)相关的DAPI染色的细胞核确定。

将来自每只小鼠的5张图像中的细胞数合计，并然后在小鼠之间平均。对于所有细胞计数分

析对研究人员屏蔽小鼠编号和饮食。

[0172] Western印迹分析证明B6(SJL)‑Apoetm1 .1(APOE*4)AdiujTrem2em1Adiuj/J(通用名称:

B6J.APOE4/Trem2)小鼠中人APOE4的表达

[0173] 将脑提取物(～25微克蛋白质)在2x  Laemmli样品缓冲液(Bio‑Rad  1610737)中稀

释，并以4‑20％的梯度(BioRad微型蛋白TGX  456‑1096)运行和转移至硝酸纤维素膜

(InVitrogen  IB301001)。

[0174] 印迹用5％脱脂奶粉封闭，并用1:100稀释的人APOE4特异性抗体(Novus 

Biologicals  NBP1‑49529)在+4℃下探测过夜。然后在室温下用1:30 ,000稀释的二抗

(Millipore山羊抗小鼠HRP  AP191P)探测印迹2小时。印迹使用ECL化学发光试剂(GE 

Healthcare  RPN  2109)在Amersham  Hyperfilm  ECL(GE  Healthcare  28906838)上检测。

[0175] 将对人APOE4变体特异性的抗体(Novus  Biologicals  NBP1‑49529，1:100稀释)用

于探测来自C57BL/6J(缩写为B6J)或B6J.APOE4/Trem2脑组织的约25微克蛋白质的蛋白质

印迹。图2是来自B6J.APOE4/Trem2(泳道4‑6)的脑组织和对照(WT(B6J)；泳道1‑3)脑组织的

蛋白质印迹的图像。如图2所示，仅在B6J.APOE4/Trem2小鼠的蛋白质中检测到人APOE4蛋白

表达。

[0176] 血液化学显示B6J.APOE4/Trem2小鼠中的代谢改变

[0177] APOE变体已经显示差异地调节脂蛋白和胆固醇代谢。尽管尚不知道APOE4变体增

加罹患阿尔茨海默氏病风险的机制，但认为对代谢改变的这些影响起着作用。根据标准血

液化学方法，分析了获自12个月大的B6J .APOE4/Trem2(在图3A、3B和3C中缩写为APOE4/

Trem2)小鼠和12个月大的C57BL/6J对照小鼠的血液样品中的高密度脂蛋白(HDL)、低密度

脂蛋白(LDL)和总胆固醇。

[0178] 将收集时提取的血液储存在冰上的EDTA涂覆的小瓶中，并进一步以5000RPM离心

15分钟。取出血浆并等分以在‑80℃下长期保存。对血浆等分试样进行以下分析：总胆固醇

(mg/dL)、LDL(mg/dL)、HDL(mg/dL)。按照制造商的说明，使用Wako  L型HDL‑C试剂盒(Wako 

99100101)测定了高密度脂蛋白胆固醇(HDL)。按照制造商的说明，使用Beckman  Coulter 

LDL‑胆固醇试剂盒(Beckman  Coulter  OSR6196)测定了LDL。使用Beckman  Coulter胆固醇

试剂盒(Beckman  Coulter  OSR6116)测定了总胆固醇。

[0179] 结果分别显示于图3A、3B和3C中。这些数据表明B6J.APOE4/Trem2小鼠在胆固醇代
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谢中具有APOE4‑依赖性的改变，包括降低的总胆固醇以及降低的LDL和HDL两者的水平。

[0180] 免疫组织化学显示B6J.APOE4/Trem2小鼠中的脑血管渗漏和炎症

[0181] 所有小鼠繁殖和以12/12小时的光/暗周期圈养。根据IACUC批准的程序，对八个月

大的小鼠腹腔内注射致死量的氯胺酮/甲苯噻嗪。用1×PBS(磷酸盐缓冲盐水)灌注小鼠，并

除去整个脑。将一个半球在+4℃下在4％多聚甲醛中固定过夜。固定后，将组织在1×PBS中

冲洗，在+4℃下10％蔗糖中孵育过夜，然后在4℃下30％蔗糖中孵育过夜。然后将脑在最佳

切割温度(OCT)化合物中冷冻，并在‑80℃下保存直至切片。将冷冻的脑以25微米切片和封

装在载玻片上，并保存在‑80℃下直至需要进行免疫荧光染色。

[0182] 将载玻片干燥并在4％  PFA中后固定。随后将切片在37℃下浸入diH2O中3分钟，然

后转移并在37℃下于0.2N  HCl中的0.5mg/mL胃蛋白酶中孵育15min。将切片在diH2O中再洗

涤3分钟，转移到加湿室中，并在1×PBS中洗涤。将切片在1×PBT中于+4℃下在兔抗纤维蛋

白(1:200)和山羊抗ColIV(抗胶原蛋白IV)(1:40)中孵育过夜。将载玻片在1×PBT中洗涤，

并在浓度为1:1000的合适二抗(驴抗兔IgG  594，驴抗山羊488)中于室温下孵育2小时。将组

织用DAPI复染，和使用Aqua‑Poly封片剂(Polyscience  Inc)封片。染色在Zeiss 

AxioImager上以20倍放大倍率成像。

[0183] 对B6J.APOE4/Trem2小鼠的矢状脑切片进行纤维蛋白原(纤维蛋白)的免疫染色以

检测脑血管渗漏。图4中显示了7‑8个月大的B6J.APOE4/Trem2组织的代表性图像，以及来自

对照C57BL/6J(缩写为B6J)小鼠的相似矢状切片的代表性图像。箭头表示脑血管渗漏，如血

管外的纤维蛋白免疫染色所示的。通过对胶原蛋白IV(Col  IV)进行免疫染色来显示血管。

[0184] 血管损伤可能是迟发性阿尔茨海默氏病病理学的关键方面。一些现有的家族性阿

尔茨海默氏病小鼠模型已经证明了脑淀粉样血管病(CAA)，但是B6J.APOE4/Trem2小鼠是第

一个不过度表现家族性阿尔茨海默氏病突变以显示血管缺陷的模型。

[0185] 转录分析证明B6J.APOE4/Trem2模型中基因表达的AD相关变化

[0186] 用NanoString  Neuropathology基因组合进行了基因表达分析。该分析测量770个

神经病理学相关基因的表达。对于B6J.APOE4/Trem2品系和C57BL/6J(缩写为B6J)品系，对

大约八个月大的雌性小鼠进行测定，每个品系三个生物学重复。

[0187] 从脑匀浆中提取总RNA。将组织裂解并在TRIzol试剂(Ambion)中匀浆，然后根据制

造商的实验方案(包括任选的DNase消化步骤)使用miRNeasy  Mini试剂盒(Qiagen)分离

RNA。使用Nanodrop  2000分光光度计(Thermo  Scientific)和RNA  6000Nano  LabChip测定

(Agilent  Technologies)评估了样品浓度和质量。

[0188] 根据制造商的说明将RNA与NanoString探针杂交并多重化。将靶基因的计数相对

于管家基因进行标准化以说明RNA含量的变异性。使用Nanostring  nSolver分析软件分析

数据。

[0189] 将B6J.APOE4/Trem2品系中每个基因的表达与对照C57BL/6J品系进行比较，并通

过线性回归模型鉴定出具有显著(p<0.05)表达的基因，如图5所示。图5是与C57BL/6J相比，

B6J.APOE4/Trem2中差异表达基因的基因表达热图。表达值是相对于每个基因的C57BL/6J

平均值的Log2倍数变化。

[0190] 这个组合中使用的探针检测小鼠Apoe，而不是人APOE。因为在这个模型中，小鼠

Apoe已被人类APOE4变体替代，所以未检测到Apoe表达，并且这显示为最强烈下调的转录产
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物。

[0191] 差异表达基因的列表含有多个与脑功能和神经变性相关的基因。查询Gene 

Ontology  Biological  Process  and  Panther  Pathway注释数据库以鉴定由这些基因代表

的过程和途径。相关过程包括，但不限于，表I中显示了由B6J.APOE4/Trem2品系中差异表达

的基因代表的途径和过程的结果。值得注意的是，这些相互关联的过程和途径包括许多与

神经变性高度相关的过程。

[0192]

[0193] 本文使用的科学和技术术语旨在具有本领域普通技术人员通常理解的含义。发现

这些术语在各种标准参考文献中被定义和使用，说明性地包括J.Sambrook和D.W.Russell,

Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press；第3

版，2001；F .M .Ausubel编辑，Short  Protocols  in  Molecular  Biology ,Current 

Protocols；第5版，2002；B.Alberts等，Molecular  Biology  of  the  Cell，第4版，Garland，

2002；D .L .Nelson和M .M .Cox ,Lehninger  Principles  of  Biochemistry，第4版，

W.H.Freeman&Company,2004；Herdewijn,P.(编辑)，Oligonucleotide  Synthesis:Methods 

and  Applications ,Methods  in  Molecular  Biology ,Humana  Press ,2004；A.Nagy ,

M .Gertsenstein ,K .Vintersten ,R .Behringer(编辑)2002，Manipulating  the  Mouse 

Embryo:A  Laboratory  Manual，第3版，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,ISBN‑10:

0879695919；和K.Turksen(编辑)，Embryonic  stem  cells:methods  and  protocols  in 

Methods  in  Molecular  Biology,2002；185,Humana  Press；Current  Protocols  in  Stem 

Cell  Biology,ISBN:9780470151808。

[0194] 序列

[0195] APOE4p的氨基酸序列与编码APOE4p的示例性核酸序列一起显示。

[0196] SEQ  ID  NO:1：APOE4p(317个氨基酸)

[0197] MKVLWAALLVTFLAGCQAKVEQAVETEPEPELRQQTEWQSGQRWELALGRFWDYLRWVQTLSEQVQEEL

LSSQVTQELRALMDETMKELKAYKSELEEQLTPVAEETRARLSKELQAAQARLGADMEDVRGRLVQYRGEVQAMLGQ

STEELRVRLASHLRKLRKRLLRDADDLQKRLAVYQAGAREGAERGLSAIRERLGPLVEQGRVRAATVGSLAGQPLQE
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RAQAWGERLRARMEEMGSRTRDRLDEVKEQVAEVRAKLEEQAQQIRLQAEAFQARLKSWFEPLVEDMQRQWAGLVEK

VQAAVGTSAAPVPSDNH

[0198] SEQ  ID  NO:2：编码包括18氨基酸信号肽的人APOE4p的人APOE4基因组DNA序列的

外显子2、3和4

[0199] ACTGGCCAATCACAGGCAGGAAGATGAAGGTTCTGTGGGCTGCGTTGCTGGTCACATTCCTGGCAGGTA

TGGGGGCGGGGCTTGCTCGGTTCCCCCCGCTCCTCCCCCTCTCATCCTCACCTCAACCTCCTGGCCCCATTCAGGCA

GACCCTGGGCCCCCTCTTCTGAGGCTTCTGTGCTGCTTCCTGGCTCTGAACAGCGATTTGACGCTCTCTGGGCCTCG

GTTTCCCCCATCCTTGAGATAGGAGTTAGAAGTTGTTTTGTTGTTGTTGTTTGTTGTTGTTGTTTTGTTTTTTTGAG

ATGAAGTCTCGCTCTGTCGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGGGATCTCGGCTCACTGCAAGCTCCGCCTCCCAGGTC

CACGCCATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGACTACAGGCACATGCCACCACACCCGACTAACTTTTTTG

TATTTTCAGTAGAGACGGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTGGAACTCCTGACCTCAGGTGATCTGCCCGTT

TCGATCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGCACCTGGCTGGGAGTTAGAGGTTTCTAATGCATTGC

AGGCAGATAGTGAATACCAGACACGGGGCAGCTGTGATCTTTATTCTCCATCACCCCCACACAGCCCTGCCTGGGGC

ACACAAGGACACTCAATACATGCTTTTCCGCTGGGCGCGGTGGCTCACCCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCA

AGGTGGGAGGATCACTTGAGCCCAGGAGTTCAACACCAGCCTGGGCAACATAGTGAGACCCTGTCTCTACTAAAAAT

ACAAAAATTAGCCAGGCATGGTGCCACACACCTGTGCTCTCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGGATCGCTTGA

GCCCAGAAGGTCAAGGTTGCAGTGAACCATGTTCAGGCCGCTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGAGCAAGACCCTGTT

TATAAATACATAATGCTTTCCAAGTGATTAAACCGACTCCCCCCTCACCCTGCCCACCATGGCTCCAAAGAAGCATT

TGTGGAGCACCTTCTGTGTGCCCCTAGGTACTAGATGCCTGGACGGGGTCAGAAGGACCCTGACCCACCTTGAACTT

GTTCCACACAGGATGCCAGGCCAAGGTGGAGCAAGCGGTGGAGACAGAGCCGGAGCCCGAGCTGCGCCAGCAGACCG

AGTGGCAGAGCGGCCAGCGCTGGGAACTGGCACTGGGTCGCTTTTGGGATTACCTGCGCTGGGTGCAGACACTGTCT

GAGCAGGTGCAGGAGGAGCTGCTCAGCTCCCAGGTCACCCAGGAACTGAGGTGAGTGTCCCCATCCTGGCCCTTGAC

CCTCCTGGTGGGCGGCTATACCTCCCCAGGTCCAGGTTTCATTCTGCCCCTGTCGCTAAGTCTTGGGGGGCCTGGGT

CTCTGCTGGTTCTAGCTTCCTCTTCCCATTTCTGACTCCTGGCTTTAGCTCTCTGGATATCTCTCTCTCAGCTTTGT

CTCTCTCTCTTCCCTTCTGACTCAGTCTCTCACACTCGTCCTGGCTCTGTCTCTGTCCTTCCCTAGCTCTTTTATAT

AGAGACAGAGAGATGGGGTCTCACTGTGTTGCCCAGGCTGGTCTTGAACTTCTGGGCTCAAGCGATCCTCCCGCCTC

GGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTAGAGGCATGAGCCACCTTGCCCGGCCTCCTAGCTCCTTCTTCGTCTCTGCCTCTG

CCCTCTGCATCTGCTCTCTGCATCTGTCTCTGTCTCCTTCTCTCGGCCTCTGCCCCGTTCCTTCTCTCCCTCTTGGG

TCTCTCTGGCTCATCCCCATCTCGCCCGCCCCATCCCAGCCCTTCTCCCCGCCTCCCACTGTGCGACACCCTCCCGC

CCTCTCGGCCGCAGGGCGCTGATGGACGAGACCATGAAGGAGTTGAAGGCCTACAAATCGGAACTGGAGGAACAACT

GACCCCGGTGGCGGAGGAGACGCGGGCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCAGGCCCGGCTGGGCGCGGACA

TGGAGGACGTGCGCGGCCGCCTGGTGCAGTACCGCGGCGAGGTGCAGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGCTG

CGGGTGCGCCTCGCCTCCCACCTGCGCAAGCTGCGTAAGCGGCTCCTCCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAGCGCCT

GGCAGTGTACCAGGCCGGGGCCCGCGAGGGCGCCGAGCGCGGCCTCAGCGCCATCCGCGAGCGCCTGGGGCCCCTGG

TGGAACAGGGCCGCGTGCGGGCCGCCACTGTGGGCTCCCTGGCCGGCCAGCCGCTACAGGAGCGGGCCCAGGCCTGG

GGCGAGCGGCTGCGCGCGCGGATGGAGGAGATGGGCAGCCGGACCCGCGACCGCCTGGACGAGGTGAAGGAGCAGGT

GGCGGAGGTGCGCGCCAAGCTGGAGGAGCAGGCCCAGCAGATACGCCTGCAGGCCGAGGCCTTCCAGGCCCGCCTCA

AGAGCTGGTTCGAGCCCCTGGTGGAAGACATGCAGCGCCAGTGGGCCGGGCTGGTGGAGAAGGTGCAGGCTGCCGTG

GGCACCAGCGCCGCCCCTGTGCCCAGCGACAATCACTGAACGCCGAAGCCTGCAGCCATGCGACCCCACGCCACCCC
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GTGCCTCCTGCCTCCGCGCAGCCTGCAGCGGGAGACCCTGTCCCCGCCCCAGCCGTCCTCCTGGGGTGGACCCTAGT

TTAATAAAGATTCACCAAGTTTCACGCA

[0200] SEQ  ID  NO:3：Trem2p(249个氨基酸，R47H突变)

[0201] MGPLHQFLLLLITALSQALNTTVLQGMAGQSLRVSCTYDALKHWGRHKAWCRQLGEEGPCQRVVSTHGV

WLLAFLKKRNGSTVIADDTLAGTVTITLKNLQAGDAGLYQCQSLRGREAEVLQKVLVEVLEDPLDDQDAGDLWVPEE

SSSFEGAQVEHSTSRQVSSCGSPLAYHLPPLSKESRDLLPTHLHSSPPGLRSPEQVSCSQHPLGCGQGQAEAGNTCG

QRAGLWPRCWAPTSDPHWTRRYVREF

[0202] SEQ  ID  NO:4：编码Trem2p的突变的小鼠基因组DNA序列(1056个核苷酸)

[0203] ACTTCAAGGGAAAAGCAAGATCTTGCACAAGGTCCCCTCCGGCTGGCTGCTGGCAAAGGAAAGGTGCC

ATGGGACCTCTCCACCAGTTTCTCCTGCTGCTGATCACAGCCCTGTCCCAAGCCCTCAACACCACGGTGCTGCAGG

GCATGGCCGGCCAGTCCTTGAGGGTGTCATGTACTTATGACGCCTTGAAGCACTGGGGGAGACACAAaGCaTGGTG

TCGGCAGCTGGGTGAGGAGGGCCCATGCCAGCGTGTGGTGAGCACACACGGTGTGTGGCTGCTGGCCTTCCTGAAGA

AGCGGAATGGGAGCACAGTCATCGCAGATGACACCCTTGCTGGAACCGTCACCATCACTCTGAAGAACCTCCAAGCC

GGTGACGCGGGCCTCTACCAGTGTCAGAGTCTCCGAGGCCGAGAGGCTGAGGTCCTGCAGAAAGTACTGGTGGAGGT

GCTGGAGGACCCTCTAGATGACCAAGATGCTGGAGATCTCTGGGTCCCCGAGGAGTCATCGAGTTTCGAGGGTGCCC

AAGTGGAACACAGCACCTCCAGGCAGGTTTCATCCTGTGGGTCACCTCTAGCCTACCACCTTCCTCCTCTTTCCAAG

GAATCAAGAGACCTCCTTCCCACCCACCTCCATTCTTCTCCTCCTGGCCTGCGTTCTCCTGAGCAAGTTTCTTGCAG

CCAGCATCCTCTGGGCTGTGGCCAGGGGCAGGCAGAAGCCGGGAACACCTGTGGTCAGAGGGCTGGACTGTGGCCAA

GATGCTGGGCACCAACTTCAGATCCTCACTGGACCCGGAGGTACGTGAGAGAATTCTGAGTGGGAGGAGAACTACAG

CTTAAGTCCAGCCAGGAGTCAATCCAGCCTGCATGCTCTCCCCTCCTCCACCAAGACTTCTGTTTCTGCTACTTTTG

CTTCAGAGGCCGCCTCTGCCTCAAGCCCACCTATCCTGGGAGCAGGAATACTGGTGTGTACATCTGTGTTGAGTGGG

GAAGACAGCTGGATGGTTGTCTGTCAACTTCTGCACTTTGGACATTAAACATTCTCCACACACCAA

[0204] SEQ  ID  NO:5：Trem2p(249个氨基酸，小鼠野生型蛋白，无R47H突变)

[0205] MGPLHQFLLLLITALSQALNTTVLQGMAGQSLRVSCTYDALKHWGRRKAWCRQLGEEGPCQRVVSTHGV

WLLAFLKKRNGSTVIADDTLAGTVTITLKNLQAGDAGLYQCQSLRGREAEVLQKVLVEVLEDPLDDQDAGDLWVPEE

SSSFEGAQVEHSTSRQVSSCGSPLAYHLPPLSKESRDLLPTHLHSSPPGLRSPEQVSCSQHPLGCGQGQAEAGNTCG

QRAGLWPRCWAPTSDPHWTRRYVREF

[0206] SEQ  ID  NO:6：编码Trem2小鼠野生型蛋白的小鼠野生型基因组DNA序列(1056个恒

氨酸)

[0207] ACTTCAAGGGAAAAGCAAGATCTTGCACAAGGTCCCCTCCGGCTGGCTGCTGGCAAAGGAAAGGTGCCA

TGGGACCTCTCCACCAGTTTCTCCTGCTGCTGATCACAGCCCTGTCCCAAGCCCTCAACACCACGGTGCTGCAGGGC

ATGGCCGGCCAGTCCTTGAGGGTGTCATGTACTTATGACGCCTTGAAGCACTGGGGGAGACGCAAGGCCTGGTGTCG

GCAGCTGGGTGAGGAGGGCCCATGCCAGCGTGTGGTGAGCACACACGGTGTGTGGCTGCTGGCCTTCCTGAAGAAGC

GGAATGGGAGCACAGTCATCGCAGATGACACCCTTGCTGGAACCGTCACCATCACTCTGAAGAACCTCCAAGCCGGT

GACGCGGGCCTCTACCAGTGTCAGAGTCTCCGAGGCCGAGAGGCTGAGGTCCTGCAGAAAGTACTGGTGGAGGTGCT

GGAGGACCCTCTAGATGACCAAGATGCTGGAGATCTCTGGGTCCCCGAGGAGTCATCGAGTTTCGAGGGTGCCCAAG

TGGAACACAGCACCTCCAGGCAGGTTTCATCCTGTGGGTCACCTCTAGCCTACCACCTTCCTCCTCTTTCCAAGGAA

TCAAGAGACCTCCTTCCCACCCACCTCCATTCTTCTCCTCCTGGCCTGCGTTCTCCTGAGCAAGTTTCTTGCAGCCA

GCATCCTCTGGGCTGTGGCCAGGGGCAGGCAGAAGCCGGGAACACCTGTGGTCAGAGGGCTGGACTGTGGCCAAGAT
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GCTGGGCACCAACTTCAGATCCTCACTGGACCCGGAGGTACGTGAGAGAATTCTGAGTGGGAGGAGAACTACAGCTT

AAGTCCAGCCAGGAGTCAATCCAGCCTGCATGCTCTCCCCTCCTCCACCAAGACTTCTGTTTCTGCTACTTTTGCTT

CAGAGGCCGCCTCTGCCTCAAGCCCACCTATCCTGGGAGCAGGAATACTGGTGTGTACATCTGTGTTGAGTGGGGAA

GACAGCTGGATGGTTGTCTGTCAACTTCTGCACTTTGGACATTAAACATTCTCCACACACCAA

[0208] SEQ  ID  NO:7：Trem2  CRISPR指导

[0209] GAAGCACTGGGGGAGACGCA

[0210] SEQ  ID  NO:8：Trem2修复寡聚物(183个核苷酸)，其含有用于R47H处的氨基酸序列

改变的核苷酸G>A点突变(这个寡聚物序列中的核苷酸89处)以及2个沉默突变(赖氨酸AAG>

AAA(这个寡聚物序列的核苷酸93处)和丙氨酸GCC>GCA(这个寡聚物序列的核苷酸96处)，其

进入基因中以防止同源定向修复中供体序列的再切割：

[0211] GCCCTCAACACCACGGTGCTGCAGGGCATGGCCGGCCAGTCCTTGAGGGTGTCATGTACTTATGACGC

CTTGAAGCACTGGGGGAGACACAAaGCaTGGTGTCGGCAGCTGGGTGAGGAGGGCCCATGCCAGCGTGTGGTGAGC

ACACACGGTGTGTGGCTGCTGGCCTTCCTGAAGAAGCGG

[0212] SEQ  ID  NO:9：包括在插入小鼠基因组中的“人源化”小鼠ApoE构建体中的5’同源

臂(4980个核苷酸：小鼠Apoe4外显子1，和小鼠Apoe4内含子2序列的757个核苷酸)。

[0213] CCTGTATCTCAGGGTTGAGAGGGAAGAGAGTGGGGTTTCCAGATGCCCACATCCCTTGATACCTAGTCC

TCACCCAACTCTGCTCTCCTAGTGAACAACTGGTTGGCTACAGTAACGCTGGGCCAGGCAGGCATGCATGCGACGTA

TTACCACAAAGCCAGTGACCAGGTGAGCCGGAGGGAGCGCCTAGCTGTGGGTCCCAGGCTGGGTTTGCTGGTGCAGT

TGGTATGCCCAGGAGTCCTAATGGGCCACTCACATGTGTGCCGGGCCCTCTCTCCCCCAGCTGCAGGTGGGTGTGGA

GTTTGAGGCCAGCACCAGGATGCAGGACACCAGTGCCTCCTTTGGGTATCAGCTGGACCTGCCCAAGGCCAACTTCC

TTTTTAAAGGTAAGGAAGGCCTCAGCTTCCCTCCTGGGGAACAGGCCAGATAAGACTCAGCTGTCTGTGGTAGAGTC

CATGGGAAATAGGGAGGTTGAACATGTGCTGGTGGAGTGGGCGGGGACTCTGTGCAGCTCCAAATTACTCTGGGTGG

CTTGTCAAACAGTGGGGCTCCTACCCTGGCATGTTTAGTACATGTTGGGGGCCTCGCTTTAAGCCCTCTCTTCCCAT

TCCCATCTAGCAAGCTCTCTGGCCCTCCCCACTCACTCTTACCTTACTTGGAGTTCTTCTATTGTGTGATGAAACAC

TATGATGGTAAACAGCTTAGGGAGCAAAGAGGTTATGTTGGGTTACAACTCTCAGGTGGCATGCCTACCACTGAGGA

GAAGATGGGGCAGGACTCAGCAGAAAGCTGAAGGCAAGCTGATGCAGAAGGCCTTGTGGGAGTGCTGCTTGTTGGCT

TGCTCCTTATGGCTTCCTCAGCCTGCTCTTATAGCCTCCGGACCATTAGCCCAGGGTGCCCCACTGAAAATAATCTG

GGTACTCCCACATCAATCACTTAGAAAGTGCCCTACAGGCTTGCCTGCTGCCCTAGCTAATGGAGACATATGTATTG

AGGTTCCCTCAGCTGGATCTCTTGAGTTCAAGACCAGCCTGGTCTACAGAGCAAGTTCTGGGACAGCCAGGGCTACC

CAGAGAAACCCTGTCTCAGAAAAGAAAAAAAAGAAAAAGGTGGGGGTGGGGTGACTAGCTTGTATAAAACTAGCCAG

CACAGCAGGGAAGCTGTGTGAATAGTGACAGCCAGGTTCAGAACCTCATTCTGCGCAGTGACATGGGTTTGTCAAGC

CTGGGCGGTGTTGAGCCACTTAAAGGGTTGCTGTGATGGTCTGGAGTGGCCTTGGTTGTGACTTAGGACATACGGGT

CCGTTGTGGCTACCATAGAGATGGGTGGCCAGGCACATCAAGCCACCCAGTCTCTGCCCCGCTCTCGGCCCACAGGC

TCTGTGAACAGTAACTGGATCGTGGGCGCCACGCTGGAGAAGAAGCTTCCGCCCTTGCCCCTGACACTGTCCCTCTG

CGCCTTCCTGAACCACCGCAAGAATAAGTTCCTGTGTGGCTTCGGCCTCACCATCGGCTGAGCCCTCCTGTCCTTCC

TCTGCAGACCATCGCTGGGCCGGCTGCCCTCCCCTCCTCTCCCTCTCTCTTGGGGTTGGGGCAGTGGGAAGGAGGGG

ACCTCCCATGCCCAAGGATCCCCAGCGCCAGGGGACAGTGCCCAGGGGGCCTGGGGTCCCGGAGGGAGTCCTGGGAT

CTGAAGGGCATTCGATTGTGAGCGCCCAGGCAGAGGCGCAGAGGCGGCTGTACACAGGCTCAGAAAGGAAAGACTTG

ATGTCCTCCTGAGGGCAGCAGAGGAGCGCCGAGCCGCCTGTCACTTCCCCCTCCACCCCTCCATAGAAATCATGTTT
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ATAAGTTATGGAAAACCGGGACATTTTACAGAAAAAAAAAAACTTAAAAAACAAAAAATATACGTGGAAAAAAAAAT

AGGATCTGGGAGGCCTCGGTTTTCTCCAGTTGTTGACATGGTTGCCAGCAGGCGGCGCCGAGGGTTCAGAAAGCACA

GCAGCACCAAGCAGTTTAGAGAAAGCTTGGCCAGGCATGGTCACACCCTCTGCTCTTGGGGACTTACACTGCCGGAA

CATCAGAGGCCTGGCCTCACCAGGAGGGTGGCTCCAGGTCACTCGCCTCTGTGCAGTCTGGCCCCGAGAGCTGGCAG

AGGACTTTGTCTCTGTAAACAGGGTGGGGGCAGGGAGACGGGGCTCAGGAGCCTCCCTGTCCCAAAACGGGCTGAGG

TGGTAGCTTGTGCTGACTTTCTCCCAGTGGGAAGGTCAGAGGTCTCAGAAACTTCAGGAAGAAACGGAGTTCCTGGA

AGTTCAGCACAATAAGGAAAGTTACTCTGGGAGGAACGGGCCCTAGCACCTTCCCAGGCTGAAACAGGAAATGTCAA

GTTGTTTTGTTTTTTAAATTTTGTTGAAGATGTAGCTCTGGGCCTCACGTGTCAGGCAGGTGCTGCTGGGTTCCCTA

TAGTGCTTTTCCGTGAGGCCTGCTCTGGGGTGTGCGATAAGGGCCTCAGATTGGGCTCTGCATCTCACTGCTGCACC

TCATGGCATCCCAAGGGAAGCAAAGACTCACGATGAACTGGTCAGTGTCCTAGACCGCAGCACTAAGACCCTCTCTA

CTGCCTGGGCTGGAGATGGGAGCTGGCCCTTAGCAACCCATGAAAATCATCTCACCACACCCAGTCCTTGCCAGTGT

TTTCTGAAGCCAAAGCTAACAGGCCTGGGCCTGGCCAGGCACCCTGTACGTACCCTTGGAGCCAGGTGTTCCGCCTC

TGCCCATCCTGCAGAATCATGTTTTGCCGTGTCTGGTGCCAAACACTGCTATGTGGCTTCTCTCCTGCCATCAACAG

CTGGGAACAGGGAACCTTGTGCAGGCAGTGCTTCTAGCAAGCTTGCTGTGGTCTCTGAGCCCCTTGTCCTACCTGAC

TTCCCAGGTACAATGGCTTTCCCACTTTTTGGGGGTTTTGTTGTTGTTGGGTTTTTTTTTGTTTTTCAAGACAGGGT

TTCTCTGTGTAGTCCTGTCGGTCCTGGAACTCACTTTGTAGACCAGGCTGGCCTCCAACTCAGAAATTCACCTGCCT

CTGCCTCCAAGTGCTGGGATTATGGGATTAAAGGCATGTGCCACCACGCCCAGCTGGCTTTTCCACTTTTTAGCCAG

GACTTCATTCTATTACCTGAGCTCGGGATCTTCCTGCCTCAGCTTTGCATATGGCTAGCACTATAGACCCATGTTCC

AGTGAATGACTTATGGCTTGTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTATGTGCATTAGTGTTTTGCCTGCATGTATG

CCTTCGTGAGGGTAGCAGATCTTGGTGTTACAGTTGTGAGCTGCTGTGTGGGTGCTGCGATTTTGAACCTAGGTCCT

GTGAAATGCAGTCAGTGCTCCTAACCTCTGAGTCATCTCTCCAGCTCCTGCTCTTCTGCTTTTATGAGGAAAAAGAA

AAGAGAAGTGGCTTGAGAGTGGAAAATGCACATGCAGGGGTGCACACCTGCAGTCCCAGCATGCTACAGCAGAGGCA

GAAGGACCTTTGTGGGTTAGAGGGCAGCCTGAGAATCTTATCTCAAAACAACTTTTTAAAATGTGCTCTGTAGGGGT

AGCTCTTCCCTCCCAAGGTGACACATCTGGCAATCGCCAGAAACAGATCAGGAGCATCAACGCTTGGTTTCCCAGGG

CTTGGCTTAATGTATGGCTTCAAACCCATCGGGAGCCACCACTGAACAGCTCCTGAAGGAACTGGAGCACGTCCCAG

CCTTGGAATGGAAAGAGTTCACCTGTGGTGGAGGAATCAACAACGAGGGATCCCAGAACAACGATCTTCACCCCAGA

AGCTGAGCCTCTTAGCCCCCACCCACCCATTTCCATTTAGGCTGCCAGCTCTTTTCTTTACAATGCACCAGACCCCG

CGGGGAAAGGGAAGGAGCGGTTCTCAGTGCCCCAGTACCAAGGCCTGGATTATTCAATGAGGTGTCCGCTCCCTTTG

TTGGCGGGGGAGGGGAGCGGGGGGTCACAAGGCATCCAAACTCCACCTCTTTCCTCTGCCCTGCTGTGAAGGGGGAG

AGAACAACCCGCCTCGTGACAGGGGGCTGGCACAGCCCGCCCTAGCCCTGAGGAGGGGGCGGGACAGGGGGAGTCCT

ATAATTGGACCGGTCTGGGATCCGATCCCCTGCTCAGACCCTGGAGGCTAAGGACTTGTTTCGGAAGGAGCTGGTAA

GACAAGCTGGGCTGGGGATTCACCCAGGGACCTTGGTAGGATGTGGGCTGGGAACCTTGAGATCCCCCGGAGTCCAG

GAAACAGGCACAAGAATTGGAAAAGCAGGCAGCACGATAGAAGTCTTGGGGGACAAACTAAGGACTCGAGGTAACTA

GCCTTTGCCAGAGTCAGAGCAGGTGGAGGGGTTACCTCCAGGAAGGAGTACGGGACTGTCGGTGCACGGCGTACCGG

CTCAACTAGGAACCATCCTATGGCGAAAAAACTCGGGATGAGCCTTAGGCTGCTTTTATATAAATACCTACTGATTT

CCATCACAGTCCCCAAGTAACCCGGACTGGTTTCAAACTGTGGCTCCTCATGGCTGAGCTCCCTAAGTTCTGTAGTT

GTGGGAGGGTACCACTTCGCAGGGATGGAGGACGATTAAAAATCGTGTTAAATTAACACAAAATGGAAAGCAGGACT

TAGCCGGGAAGAAAGAGGAATGTAAGCTGGACCACCCGCTGGCCCTCTGTGAAGTGGAATTTGAACCCTAGGAGAGG

GAGCTGGAATTTTTGGCAGCGGATCCACCCCGGGGTGCCGAGATAGCGAACTCGGCAAGGGGAGGTAAACAGACCTT
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TGGGAAGAGCGGGTGCTCTGTTTTGGAGATGTTTGTGATGGCTCACAGATCTGAGAAGGGAAGATGGGGTTCTCTGG

GTGGCCGGAGTCCCTCCACCCCCGCCCCCTGGTGTTCAAAGACAATTTTTCCCTCCGCAG

[0214] SEQ  ID  NO:10：包括在插入小鼠基因组中的“人源化”小鼠ApoE构建体中的DNA序

列，其包括人APOE4基因的外显子2、3和4和外显子4之后的人APOE4基因的1500个核苷酸3’

UTR(4292个核苷酸)。

[0215] ACTGGCCAATCACAGGCAGGAAGATGAAGGTTCTGTGGGCTGCGTTGCTGGTCACATTCCTGGCAGGTA

TGGGGGCGGGGCTTGCTCGGTTCCCCCCGCTCCTCCCCCTCTCATCCTCACCTCAACCTCCTGGCCCCATTCAGGCA

GACCCTGGGCCCCCTCTTCTGAGGCTTCTGTGCTGCTTCCTGGCTCTGAACAGCGATTTGACGCTCTCTGGGCCTCG

GTTTCCCCCATCCTTGAGATAGGAGTTAGAAGTTGTTTTGTTGTTGTTGTTTGTTGTTGTTGTTTTGTTTTTTTGAG

ATGAAGTCTCGCTCTGTCGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGGGATCTCGGCTCACTGCAAGCTCCGCCTCCCAGGTC

CACGCCATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGACTACAGGCACATGCCACCACACCCGACTAACTTTTTTG

TATTTTCAGTAGAGACGGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTGGAACTCCTGACCTCAGGTGATCTGCCCGTT

TCGATCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGCACCTGGCTGGGAGTTAGAGGTTTCTAATGCATTGC

AGGCAGATAGTGAATACCAGACACGGGGCAGCTGTGATCTTTATTCTCCATCACCCCCACACAGCCCTGCCTGGGGC

ACACAAGGACACTCAATACATGCTTTTCCGCTGGGCGCGGTGGCTCACCCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCA

AGGTGGGAGGATCACTTGAGCCCAGGAGTTCAACACCAGCCTGGGCAACATAGTGAGACCCTGTCTCTACTAAAAAT

ACAAAAATTAGCCAGGCATGGTGCCACACACCTGTGCTCTCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGGATCGCTTGA

GCCCAGAAGGTCAAGGTTGCAGTGAACCATGTTCAGGCCGCTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGAGCAAGACCCTGTT

TATAAATACATAATGCTTTCCAAGTGATTAAACCGACTCCCCCCTCACCCTGCCCACCATGGCTCCAAAGAAGCATT

TGTGGAGCACCTTCTGTGTGCCCCTAGGTACTAGATGCCTGGACGGGGTCAGAAGGACCCTGACCCACCTTGAACTT

GTTCCACACAGGATGCCAGGCCAAGGTGGAGCAAGCGGTGGAGACAGAGCCGGAGCCCGAGCTGCGCCAGCAGACCG

AGTGGCAGAGCGGCCAGCGCTGGGAACTGGCACTGGGTCGCTTTTGGGATTACCTGCGCTGGGTGCAGACACTGTCT

GAGCAGGTGCAGGAGGAGCTGCTCAGCTCCCAGGTCACCCAGGAACTGAGGTGAGTGTCCCCATCCTGGCCCTTGAC

CCTCCTGGTGGGCGGCTATACCTCCCCAGGTCCAGGTTTCATTCTGCCCCTGTCGCTAAGTCTTGGGGGGCCTGGGT

CTCTGCTGGTTCTAGCTTCCTCTTCCCATTTCTGACTCCTGGCTTTAGCTCTCTGGATATCTCTCTCTCAGCTTTGT

CTCTCTCTCTTCCCTTCTGACTCAGTCTCTCACACTCGTCCTGGCTCTGTCTCTGTCCTTCCCTAGCTCTTTTATAT

AGAGACAGAGAGATGGGGTCTCACTGTGTTGCCCAGGCTGGTCTTGAACTTCTGGGCTCAAGCGATCCTCCCGCCTC

GGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTAGAGGCATGAGCCACCTTGCCCGGCCTCCTAGCTCCTTCTTCGTCTCTGCCTCTG

CCCTCTGCATCTGCTCTCTGCATCTGTCTCTGTCTCCTTCTCTCGGCCTCTGCCCCGTTCCTTCTCTCCCTCTTGGG

TCTCTCTGGCTCATCCCCATCTCGCCCGCCCCATCCCAGCCCTTCTCCCCGCCTCCCACTGTGCGACACCCTCCCGC

CCTCTCGGCCGCAGGGCGCTGATGGACGAGACCATGAAGGAGTTGAAGGCCTACAAATCGGAACTGGAGGAACAACT

GACCCCGGTGGCGGAGGAGACGCGGGCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCAGGCCCGGCTGGGCGCGGACA

TGGAGGACGTGCGCGGCCGCCTGGTGCAGTACCGCGGCGAGGTGCAGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGCTG

CGGGTGCGCCTCGCCTCCCACCTGCGCAAGCTGCGTAAGCGGCTCCTCCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAGCGCCT

GGCAGTGTACCAGGCCGGGGCCCGCGAGGGCGCCGAGCGCGGCCTCAGCGCCATCCGCGAGCGCCTGGGGCCCCTGG

TGGAACAGGGCCGCGTGCGGGCCGCCACTGTGGGCTCCCTGGCCGGCCAGCCGCTACAGGAGCGGGCCCAGGCCTGG

GGCGAGCGGCTGCGCGCGCGGATGGAGGAGATGGGCAGCCGGACCCGCGACCGCCTGGACGAGGTGAAGGAGCAGGT

GGCGGAGGTGCGCGCCAAGCTGGAGGAGCAGGCCCAGCAGATACGCCTGCAGGCCGAGGCCTTCCAGGCCCGCCTCA

AGAGCTGGTTCGAGCCCCTGGTGGAAGACATGCAGCGCCAGTGGGCCGGGCTGGTGGAGAAGGTGCAGGCTGCCGTG
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GGCACCAGCGCCGCCCCTGTGCCCAGCGACAATCACTGAACGCCGAAGCCTGCAGCCATGCGACCCCACGCCACCCC

GTGCCTCCTGCCTCCGCGCAGCCTGCAGCGGGAGACCCTGTCCCCGCCCCAGCCGTCCTCCTGGGGTGGACCCTAGT

TTAATAAAGATTCACCAAGTTTCACGCATCTGCTGGCCTCCCCCTGTGATTTCCTCTAAGCCCCAGCCTCAGTTTCT

CTTTCTGCCCACATACTGGCCACACAATTCTCAGCCCCCTCCTCTCCATCTGTGTCTGTGTGTATCTTTCTCTCTGC

CCTTTTTTTTTTTTTTAGACGGAGTCTGGCTCTGTCACCCAGGCTAGAGTGCAGTGGCACGATCTTGGCTCACTGCA

ACCTCTGCCTCTTGGGTTCAAGCGATTCTGCTGCCTCAGTAGCTGGGATTACAGGCTCACACCACCACACCCGGCTA

ATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGAGCTTTCACCATGTTGGCCAGGCAGGTCTCAAACTCCTGACCAAGTGATCCAC

CCGCCGGCCTCCCAAAGTGCTGAGATTACAGGCCTGAGCCACCATGCCCGGCCTCTGCCCCTCTTTCTTTTTTAGGG

GGCAGGGAAAGGTCTCACCCTGTCACCCGCCATCACAGCTCACTGCAGCCTCCACCTCCTGGACTCAAGTGATAAGT

GATCCTCCCGCCTCAGCCTTTCCAGTAGCTGAGACTACAGGCGCATACCACTAGGATTAATTTGGGGGGGGGGGTGG

TGTGTGTGGAGATGGGGTCTGGCTTTGTTGGCCAGGCTGATGTGGAATTCCTGGGCTCAAGCGATACTCCCACCTTG

GCCTCCTGAGTAGCTGAGACTACTGGCTAGCACCACCACACCCAGCTTTTTATTATTATTTGTAGAGACAAGGTCTC

AATATGTTGCCCAGGCTAGTCTCAAACCCCTGGGCTCAAGAGATCCTCCGCCATCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATT

CCAGGCATGGGGCTCCGAGCCCGGCCTGCCCAACTTAATAATACTTGTTCCTCAGAGTTGCAACTCCAAATGACCTG

AGATTGGTGCCTTTATTCTAAGCTATTTTCATTTTTTTTCTGCTGTCATTATTCTCCCCCTTCTCTCCTCCAGTCTT

ATCTGATATCTGCCTCCTTCCCACCCACCCTGCACCCCATCCCACCCCTCTGTCTCTCCCTGTTCTCCTCAGGAGAC

TCTGGCTTCCTGTTTTCCTCCACTTCTATCTTTTATCTCTCCCTCCTACGGTTTCTTTTCTTTCTCCCCGGCCTGCT

TGTTTCTCCCCCAACCCCCTTCATCTGGATTTCTTCTTCTGCCATTCAGTTTGGTTTGAGCTCTCTGCTTCTCCGGT

TCCCTCTGAGCTAGCTGTCCCTTCACCCACTGTGAACTGGGTTTCCCTGCCCAACCCTCATTCTCTTTCTTTCTTTC

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGAGTCTTGCTCTGTTGCCCAGCCTGGAGTGCAGTGGTGCA

ATCTTGGTTCACTGCAACCTCCACTTCCCAGATTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCAGAGTAGCTGGGATTAC

AGGCGTGTCCCACCACACCCGACTAATTTTTGTATTTTTGGTAGAGACAAGGCTTCGGCATTGTT

[0216] SEQ  ID  NO:11：在核苷酸9272和9273之间插入“人源化”小鼠ApoE构建体中的Frt 

PGKneo  Frt盒，接着是NdeI限制性酶位点(CATATG)(1834个核苷酸)，以允许在这个盒的重

组酶介导的去除之前的选择。

[0217] GAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCAGGTCTGAAGAGGAGTTTACGTCCAGCCAAGCTAG

CTTGGCTGCAGGTCGTCGAAATTCTACCGGGTAGGGGAGGCGCTTTTCCCAAGGCAGTCTGGAGCATGCGCTTTAGC

AGCCCCGCTGGGCACTTGGCGCTACACAAGTGGCCTCTGGCCTCGCACACATTCCACATCCACCGGTAGGCGCCAAC

CGGCTCCGTTCTTTGGTGGCCCCTTCGCGCCACCTTCTACTCCTCCCCTAGTCAGGAAGTTCCCCCCCGCCCCGCAG

CTCGCGTCGTGCAGGACGTGACAAATGGAAGTAGCACGTCTCACTAGTCTCGTGCAGATGGACAGCACCGCTGAGCA

ATGGAAGCGGGTAGGCCTTTGGGGCAGCGGCCAATAGCAGCTTTGCTCCTTCGCTTTCTGGGCTCAGAGGCTGGGAA

GGGGTGGGTCCGGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGGCGGGCGCCCGAAGGTCCTCCGGAGGCCCGGCA

TTCTGCACGCTTCAAAAGCGCACGTCTGCCGCGCTGTTCTCCTCTTCCTCATCTCCGGGCCTTTCGACCTGCAGCCT

GTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGGATCGGC

CATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAAC

AGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGAC

CTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGC

AGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGT

CATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCT
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ACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCA

GGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACG

GCGATGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTC

ATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCT

TGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATC

GCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGGGGATCAATTCTCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGC

CAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATA

AAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGG

GGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGC

TGGGGCTCGACTAGAGCTTGCGGAACCCTTCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCCATATG

[0218] SEQ  ID  NO:12：包括在插入小鼠基因组中的“人源化”小鼠ApoE构建体中的3’同源

臂(5166个核苷酸)。

[0219] AAACCTGATGGAGAAGATACAGGCCTCTGTGGCTACCAACCCCATCATCACCCCAGTGGCCCAGGAGAA

TCAATGAGTATCCTTCTCCTGTCCTGCAACAACATCCATATCCAGCCAGGTGGCCCTGTCTCAAGCACCTCTCTGGC

CCTCTGGTGGCCCTTGCTTAATAAAGATTCTCCGAGCACATTCTGAGTCTCTGTGAGTGATTCCAATCAGCTTCAGC

CTCAGTTTATTGTTTTTTGCCTTACCTAGCACACATTCCATGGCCCTGTCACTATCTGTAGAGGGAGGTGGTTTTGC

AGCAATAGAAATGAAGCCTAGGACCTAGCAACATAAAAGAACAAGTGATCTACCACTGAGCCACGCCCACAGCCCCT

CACTGGGGGATTCTAGGCAGGGGCTCTACCACTGAGCCACCCGCAGCCCCTCACTGGGGAATCATATCTACCACTGA

GTCACGCCCCTCCAGCCCCTCACTACGGGAATTCTAGTCAGTAGCTCTACCACTGAGCCACACCCACAGCCTCTGGG

GCTCTTCACCGCCCCCTACCCCTGGATTCTAGGCATGGGCTCATTTTATTTATTTATTTATTTAAGATTTGTTTATC

TTATGTATAAGGTACACTGCAGCTGTCTTCAGGCGTCAGGTCCCATTACAGATGGTTGTGAGCCACCATGTGGTTGC

TGGGAATTGAACTCAGGACTTATAGAAGAGTAGTCAGTGCTCTTAACTGCTGAGCCATCTCTCCAGCACCCAGTACA

GGCTCTTCTATTTAGCTATATCCACCCTTCTTTTTAGTCTGAAATAGGATCTCAACTGATTTTCCTTGCACTCCCTC

TAGCCTAGTTTGGTCTTGAATATTTGAATCTTTGTTTTCAAATCAATCTCTACAGGAACTGAGAAAGGCATGTACCA

CTTCATGTGGGTCAGTTGGGCTACTTTTCCCAACTTCCCAAGCACCCACTGCACAGCTATGCCTTGAATCAATCAAC

ATGTAAGAGACCAGGGTCGCCAGGCGGTGTTTACTTTTCTGGTTGTCTTATCTCTCCTCCTCCGCTCTAGTCTTATC

TGACACCCTCTCCTTGCCTTGTCTCTCCTCTTTTTCCCTTCTAGGCTTCCTTTTCTGGCTTCCTGTTTTCCTGATCC

TCTGTTATCTCACCCTCCCGCGGTTTCTTTTGCTCTGGGCCTTTGGTTGGCGGTTTCTACGGTTTCTACGTGGCTTT

TGGAACCTCAGCCTTTCTCCCTTGCTCTGAAGTTAGCTGGATCTTTGCTCCCTCTGGGTCATGGGGCCTTAGCCCCA

TTCTTTCTCCCCTGCCTGTGCTGCATGCCTTTTGACTTTCCCAGCAAGTGTATGGAGAGTGAGTTCAGGCTGGGGAC

ACAAAACCATTCTCCCCATGTCCTGGTACTCAAAGGGGTCATGGTGGAAGCTGGAGAGCCCCTGGCTGGCTTCTCCT

CCCACCCCCTCAGTTCTCAGGGACTCAGCAGGGCTCCCACTAACAGGGGCAGGCTAGGGCTTGAGCTGTGTCTTGGG

TCGGGCCAAGGCTTCAGAACTCAACTGCCTCTGGCACACCCCGAGCCTGCAGCTTTTCCTGGCATCAAACTCAGCAT

TATCTGGAGGCAGGCACCACTCCCACACATGACTCATTAGGCCCAATGAGAAGATGGGTCGGTGGGCTAGTGACAGG

GCCCTAGACAGCCACACTTCATGCCCAGGGGCTAGGAGCACACCCCCAGAGCCTCACTACTCTCAAATATCAAGATG

AGGGGAGAGTATAGAGGGAATGTCTCCCTCTGAAGACCTGAATTATTGTGATGTTATTTGAGCCACGCTGGCCTTGA

ACTCTGAACCCTCCTGCCTCATCTTCAAAGGCTGGAATTACAGGTTCGCGCCACTAGGCCTATCTGAGAACTTAGTT

AATTCTACAGAAGAGAGTTTGTTTTCACTGGTTTGAAACGAGGCCTCGTGTACCCAGAGCTACTCTTTTGCCAACTC

ACTGTAGAGCCAAGGATGACCTTGAACTCTGGTCTTCCTGGCTCCGAGTCCTCGGTACTGGGTAGACAATGTGTGAT
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CCTAACCCCCAGTTTTATGTGGTGCTATACAGATGGCATCCAGGGTTTCCTGCATGCTGGACAGGTCATCAACCAAC

CGAGCCACATCCTCCTCATCATCATCACTTTGTTGTTGGTTTTCAATCCAGAGCTCATGGAGCCCAAGCTGGCCTCA

ATCTATATAACCAAGACTGTGCCTGGTCTTCCTGTCTCTACCTAACAAATGATGGTGGGATGCAGGGATGTACAACC

AGGAGCAGAGCCTTACTTCTAAACGAAGAAGGAACCCCACCTCCCTGTGGGCAGACCTGGAGGTGGGGCAAGGACCA

CAGAAAGACATTACAGAACTAGGATCGTGAAGGAAGTCATGGAGGCCAGCCTGTTGTACAGAGTGAGTTCCAGGACA

GCCAGGGCTACACAGAGGAAAACAAGAAGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAACTGAATGACTAGCAGTTTTAGAACC

TTAGCTGTGTGCTTCCCGTACCCTACCTGTGGCACAGGAAGCCCTTGTTGCTAAGAGTAGGATGACACTGGAAGCAC

CAAGCACTGGGCAGAGTAAGGGGGAAATCTGTTACATTATTCAGATGGGCGCTTGAGGACTGAGCAGGACTCCTTTC

AAGAAGCAAAAGGGTCAGGCCTGGTGCCCACAGGGACTGGAAGCTAGCTAGCGCCGAGTTGGCCCCAGAGATGTCGC

AACCCAGCCAGGGTCGAGAATCTGTTCCACCCCTTTCACAACCATCCCCCTGTTGTCGTCGTCCCCACCCCCACCCC

CGCCCCAACTGACACGTGGGTTGCAGGGGCACCAGGCCAGCCAACCTAGAGTCTGGGCCCCTTAGCCACCAGCTGCC

AGGGGGTCACTGTCGGTCAATGACAGCTCTGGGGGAGGGGGGGAGAAGGGCCTTGGACTCTAGCCTGAGAGAAAGGA

TGTTGTGGAAGGAGGGGGCAGGGAGGCAAGTTTAGGGCCTGCAGGGGCCTAGGAGGCCCCACAAGACCTAAAAACGG

GGGAAGGGGGGTTGTGCCAGTTAGGGGACACTATGGAGCTCTGCAAGCTAAGAGGCTCTTAGCTTCTTTGCAGTTTT

GACTAGCTGAAGAGGCAACTTCTAAGGAAGGGAGATGAGGGGATGCCAAGATCCCAGAGAGCATCCGAGGAGGTCTG

AGGGTGTGCAGATGCAAAGGCATTGGAGGTGAAGGGAGCCAGGGTGCAGCATCCGGGACAGAATGTGAGCTGAGGCT

CCTGGTCAAGGAGAAGGTAGAGAAGAGCTAACCTGAGGATGCAGTGTGAGCTAGGGGTGAGATGGGGGTGAGGGGAG

TTGTTTGTAAGACCCCCCCCCTTAAGGTGGGACAGCCTCAGAGAGAGAGTGAGTAGGCAGAGCAGCCAAGGCTGGGT

GGAGATCAATGAGATTTGGAAGTGAGGATGCTGACCAGTGACGAGCCTTGGGCCTAAATAAAAAGCCTGGATGTGGG

ATCTGCCTCCCAGTATCGACCAGAATGACAGAAGAGAGTGGGCTGGTTGTGTTGGTGTTGGTGCATGCCTGTAATCC

CAGCAACTCACTAGAGAGGCAGAGGCAGGAGCATCACAAATTCCAGGCCAGCCAAAAAGCCTATGTAAAAAAAAAAA

AAAGAGAAAAAAGAAAAAAGAAAAAGTAGGTGGACACAGAGACAAGGGGGAGGCTCAGGGGGAGGGCGACCAGCTTG

CTCCGCCCCCTCCCCAACCGGTTAAACCTCTGTGCAGGATCCTCCCACCGCCATGGGCCTCCTGAGAGATCCTTAGA

TCCAGGTTAGTGCATAGGAAAGTGTCCCCCCACTACCTACAGCTAAGGGATTGGGGTGGTGGGATCATGGTGGAGGG

CGGTGGTGAATACTAGCGATGTCCCCCGCTACCCGTGCGTCTGCCTCCAGGGTGCCCCTCCAACCAGGATGAGGCTC

TTCATCGCTCTTCCTGTCCTGATTGTGGTCGTAGCCATGACCTTGGAAGGTAAGAAAGAGCCTTGGAAGGTAAGAAA

GAGGCTTGGAAGTGTGAAGTTGGCCTTGTGCCTGCGGCCCAGGCTTAGAAGACCCTCGAGGAGGGCTCTGAGGTCCC

TTTCTGTGTCATCATTCCACTACCGCCCTCCCATCGTCCCCCATCCCACCTGCCAGGTGCCTTATTTTTGTGTCAAA

GTGGGTGCTGAAGGAGGCAACTCTGTCCAGAAAAGACGCAGTAACCAATGACCTAGGATACCACCCTTTGGAATTGG

CTAATCTTCCTAGAAGGGGCGGAGCGTAAAAACAAGGAGGTGAGAGGTGCAGTAAAATCAAGTGTCCAATACCCTCC

CCCATGCTAATGAGTTTGCTCGCAACCCTCTCGCGGCAGGCCCAGCCCCCGCCCAGGCGGCCCCGGATTTGTCCGGA

ACATTGGAGAGCATACCGGATAAACTGAAGGAGTTTGGGAACACTTTGGAAGACAAGGCCCGGGCAGCCATTGAACA

TATCAAACAGAAGGAAATTTTGACCAAGACCCGGTTAGGACCTTTCAGGGCACGGGCGGGTGGTGTGTGTGTGTGTG

CGTGCGCGCGCGCCCGTGTGTAAAAGCCCTAGCAGACAGTTCCACACTGACACAATGGGGAAACTGCACCAGAGTGT

TTGACACTTTCCCTGAAGTCATAGAACTGTATCTGAAGTCATTGAACTGGATGTCAAAGTGCTCGTAGTGTGGAGAC

AGGCGGTGTAACTCCCAGCCAACTGTTAGAGATGTTTCCAAGTCCTAGTGAAGGGCCAAGCTAGGCGGCTGACTGGT

TAGGACAGACCCTGACCCCTCCCTGTGTACTCTTGAGACAGGTCATGACTTGAGTCTCCGAGACAGAGAAAGAATGT

AGGAGAGTTGGGGCAGGGGCACAGCAGAAGCTGTACAGGCCTGGGCTCTGCAGTTTACACTGGCCAAAGAGAGATTA

GGGCATGCTGGGTTAAGAACTAGCCAGGCAGTGGTGGCGCACACCTTTGATCCCAGTATTCATGAGGCAGAGGCAGG
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CAGATCTCTTTGAGGCCAGCCTGATTGGAGCTAGTTCTAGGAAAGCCAGGGCTACACAGAGAAACCCTGTCTCAACA

CCACCACCACCCCCC

[0220] SEQ  ID  NO:13：野生型氨基酸序列‑小鼠Apoe

[0221] MKALWAVLLVTLLTGCLAEGEPEVTDQLEWQSNQPWEQALNRFWDYLRWVQTLSDQVQEELQSSQVTQE

LTALMEDTMTEVKAYKKELEEQLGPVAEETRARLGKEVQAAQARLGADMEDLRNRLGQYRNEVHTMLGQSTEEIRAR

LSTHLRKMRKRLMRDAEDLQKRLAVYKAGAREGAERGVSAIRERLGPLVEQGRQRTANLGAGAAQPLRDRAQAFGDR

IRGRLEEVGNQARDRLEEVREHMEEVRSKMEEQTQQIRLQAEIFQARLKGWFEPIVEDMHRQWANLMEKIQASVATN

PIITPVAQENQ

[0222] SEQ  ID  NO:14：氨基酸序列‑人APOE3

[0223] MKVLWAALLVTFLAGCQAKVEQAVETEPEPELRQQTEWQSGQRWELALGRFWDYLRWVQTLSEQVQEEL

LSSQVTQELRALMDETMKELKAYKSELEEQLTPVAEETRARLSKELQAAQARLGADMEDVCGRLVQYRGEVQAMLGQ

STEELRVRLASHLRKLRKRLLRDADDLQKRLAVYQAGAREGAERGLSAIRERLGPLVEQGRVRAATVGSLAGQPLQE

RAQAWGERLRARMEEMGSRTRDRLDEVKEQVAEVRAKLEEQAQQIRLQAEAFQARLKSWFEPLVEDMQRQWAGLVEK

VQAAVGTSAAPVPSDNH

[0224] SEQ  ID  NO:15：APOE4p(299个氨基酸)

[0225] KVEQAVETEPEPELRQQTEWQSGQRWELALGRFWDYLRWVQTLSEQVQEELLSSQVTQELRALMDETMK

ELKAYKSELEEQLTPVAEETRARLSKELQAAQARLGADMEDVRGRLVQYRGEVQAMLGQSTEELRVRLASHLRKLRK

RLLRDADDLQKRLAVYQAGAREGAERGLSAIRERLGPLVEQGRVRAATVGSLAGQPLQERAQAWGERLRARMEEMGS

RTRDRLDEVKEQVAEVRAKLEEQAQQIRLQAEAFQARLKSWFEPLVEDMQRQWAGLVEKVQAAVGTSAAPVPSDNH

[0226] 本说明书中提及的任何专利或出版物都以相同的程度通过引用并入本文，如同每

个单独的出版物被具体地和单独地表示通过引用并入一样。

[0227] 本文描述的遗传修饰小鼠和使用方法目前是优选实施方式的代表，是示例性的，

并且不意图限制本发明的范围。本领域技术人员将想到其中的改变和其他用途。可以进行

这样的改变和其他使用而不脱离权利要求中所示的本发明的范围。
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