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ＺＦＮ，ＴＡＬＥＮ和 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９

在小鼠 Ｒｏｓａ２６基因定点整合外源基因的效率比较

刘小凤，刘蔚，聂宇，丛佩清，刘小红，陈瑶生，何祖勇
（中山大学生命科学学院／有害生物控制与资源利用国家重点实验室，广东 广州 ５１０００６）

摘　要：哺乳动物黑色素的合成依赖于酪氨酸的氧化作用，而酪氨酸酶 （Ｔｙｒ）是催化酪氨酸氧化反应的关键
酶，当外源Ｔｙｒ基因整合进白毛色小鼠基因组中，会使它获得黑色素合成的能力，表现出与原来不同的毛色表
型。为方便、快捷地获得Ｔｙｒ基因整合的小鼠，构建了一个无启动子的ｐＴｙｒ２ＡＤｓＲｅｄ同源重组质粒供体，选择
Ｒｏｓａ２６的第一个内含子作为外源基因整合的靶位点，设计了切割位点几乎一致的 ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮ和 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统。通过流式对比分析Ｃ２Ｃ１２细胞中红色荧光蛋白ＤｓＲｅｄ的表达水平，比较了３种基因组编辑工具介导的外源
基因定点整合效率，结果发现ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的效率最高，在此基础上，利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９将供体整合到小鼠胚
胎干细胞中，筛选单细胞克隆进行囊胚腔注射和胚胎移植，获得一只存活的嵌合体小鼠，表现出白毛中夹杂黑

毛的表型，表明整合到小鼠Ｒｏｓａ２６的Ｔｙｒ基因可以正常表达。
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　　锌指核酸酶 （ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａｓｅ，ＺＦＮ）技
术、类转录激活效应因子核酸酶 （ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉ
ｖａｔｏｒｌｉｋｅｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅ，ＴＡＬＥＮ）技术和成簇规
律间隔短回文重复 （ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ
ｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔ，ＣＲＩＳＰＲ）／Ｃａｓ９技术是近
年来新发展的三种基因组编辑技术，它们均是通过

引导核酸内切酶切割 ＤＮＡ靶位点序列，形成 ＤＮＡ
双链断裂 （ＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ，ＤＳＢ），从而
诱导细胞进行 ＤＮＡ损伤修复。细胞一般通过非同
源末端连接 （ｎｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｅｎｄｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＨＥＪ）
或同源重组 （ｈｏｍｏｌｏｇｙｄｉｒｅｃｔｅｄｒｅｐａｉｒ，ＨＤＲ）两种
不同的ＤＮＡ修复途径来实现基因组编辑，包括基
因敲除 （ｋｎｏｃｋｏｕｔ）、基因定点突变及外源基因的
定点整合 （ｋｎｏｃｋｉｎ）等。

ＺＦＮ由锌指蛋白 （ＺＦＰ）和 ＩＩＳ型限制性内切
酶ＦｏｋⅠ融合构成。３～５个串联的ＺＦＰ构成ＺＦＮ
的 ＤＮＡ结合结构域，可与 ＤＮＡ靶位点特异性结
合，然后引导 ＦｏｋⅠ蛋白二聚体发挥 ＤＮＡ切割功
能［１－２］。ＴＡＬＥＮ技术与 ＺＦＮ技术类似，是通过类
转录激活效应因子 （ＴＡＬＥ）与ＤＮＡ靶位点特异结
合，诱导ＦｏｋⅠ蛋白二聚体在靶位点进行切割［３］。

而ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术则是通过人工合成的单链引
导ＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｇｕｉｄｅＲＮＡ，ｓｇＲＮＡ）序列与
靶位点特异性结合，引导Ｃａｓ９蛋白进行ＤＮＡ双链
切割［４］。近年来，这三种基因组编辑技术以高效、

精准的特点在基因敲除方面得到了广泛应用，但是

对于定点整合外源基因，三者达到的效率参差不

齐，且目前尚未见在同一位点上对这三种基因组编

辑技术介导的外源 ＤＮＡ片段整合效率进行系统比
较的研究报道。因此本研究设计了靶向小鼠 Ｒｏ
ｓａ２６基因同一个位点的 ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮ和 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９，首先在Ｃ２Ｃ１２细胞中比较了三者的靶向切割
效率，然后构建了一个含有黑色素生成相关的酪氨

酸酶基因Ｔｙｒ和红色荧光蛋白报告基因 ＤｓＲｅｄ的无
启动子同源重组质粒供体 ｐＴｙｒ２ＡＤｓＲｅｄ，在基因
编辑工具的介导下，只有正确整合到小鼠 Ｒｏｓａ２６
基因的供体载体才能启动 Ｔｙｒ及 ＤｓＲｅｄ基因的表
达，通过对比转染后的细胞红色荧光强度，本研究

系统比较了三种基因组编辑工具介导外源 ＤＮＡ定
点整合的效率，结果发现 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的效率最
高，在此基础上，利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９将供体整合
到小鼠胚胎干细胞中，筛选单细胞克隆进行囊胚腔

注射和胚胎移植，获得一只存活的嵌合体小鼠，表

现出白毛中夹杂黑毛的表型，这表明整合到小鼠

Ｒｏｓａ２６的Ｔｙｒ基因可以正常表达。

１　材料和方法
１１　材料

Ｃ２Ｃ１２细胞由本实验室保存，小鼠胚胎干细胞
由中山大学实验动物中心提供，昆明小鼠 （Ｋｕｎ
ｍｉｎｇｍｉｃｅ，ＫＭ）来自中山大学实验动物中心，
ｐＸ４５８质粒 （Ｃａｓ９／ｓｇＲＮＡ共表达质粒）购自 Ａｄｄ
ｇｅｎｅ公司。ＰＣＲ引物及载体构建相关的 ｏｌｉｇｏ序列
由上海生工生物技术公司合成。

１２　方法
１２１　Ｒｏｓａ２６基因靶位点选择　应用 ＺｉＦｉＴ在线
分析软件 （ｈｔｔｐ：／／ｚｉｆｉｔｐａｒｔｎｅｒｓｏｒｇ／ＺｉＦｉＴ／）对小
鼠Ｒｏｓａ２６基因内含子 １的序列进行分析，设计 １
对ＺＦＮ和２对ＴＡＬＥＮ；应用 ＣＲＩＳＰＲＤＥＳＩＧＮ（ｈｔ
ｔｐ：／／ｃｒｉｓｐｒｍｉｔｅｄｕ／）设计一条ｇＲＮＡ，使三者的
切割位点几乎重叠 （图１：Ａ）。
１２２　ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮ与ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９表达载体构建
　　１）ＺＦＮ表达质粒构建

ＺＦＮ与Ｒｏｓａ２６内含子的结合区域如图１：Ａ所
示，两段 ＺＦＮ结合序列中间的序列为切割位点。
ＺＦＮ质粒由ＳＩＧＭＡ公司合成。
２）ＴＡＬＥＮ表达质粒构建
ＴＡＬＥＮ与Ｒｏｓａ２６内含子的结合区域如图１：Ａ

所示，ＴＡＬＥＮ质粒采用本实验室前期使用的
“ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅ”方法构建［５］。

３）ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９表达质粒构建
ｐＸ４５８载体可同时表达 ｓｇＲＮＡ、Ｃａｓ９蛋白以

及ＥＧＦＰ荧光蛋白，通过 ＢｂｓⅠ酶切可将 ｇＲＮＡ序
列连进载体。合成ｇＲＮＡ正负单链时，在５′端加上
与ＢｂｓⅠ内切酶开ｐＸ４５８载体后的粘性末端互补的
序列 （表１），将合成好的 ｇＲＮＡ正负单链粉末稀

８３１



　第 ２期 刘小凤，等：ＺＦＮ，ＴＡＬＥＮ和ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在小鼠

释至１００μｍｏｌ／Ｌ，进行ｇＲＮＡ的磷酸化和退火，使
之形成具有粘性末端的双链 ＤＮＡ短片段。将退火
并磷酸化的 ｇＲＮＡ双链短片段和 ｐＸ４５８载体通过

ＢｂｓⅠ内切酶和 Ｔ４连接酶进行酶切和连接反应，
接着进行转化，挑取单克隆，测序验证 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９表达质粒是否构建成功。

图１　ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮ、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９靶向切割效率鉴定
Ｆｉｇ１　ＡｎａｌｙｓｉｓｔｈｅｔａｒｇｅｔｅｄｃｕｔｔｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＺＦＮ，ＴＡＬＥＮａｎｄＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９

Ａ：Ｒｏｓａ２６基因编辑靶位点示意图；Ｂ：Ｔ７ＥⅠ酶切法分析靶向切割结果；Ｃ：ＴＡ克隆测序分析结果

表１　靶向小鼠Ｒｏｓａ２６基因的ｇＲＮＡｏｌｉｇｏ序列
Ｔａｂｌｅ１　ＯｌｉｇｏｓｏｆｇＲＮＡｔａｒｇｅｔｉｎｇｍｏｕｓｅＲｏｓａ２６ｇｅｎｅ

名称 序列 （５′－３′）

ｇＲＮＡＴｏｐ ｃａｃｃｇＡＧＴＣＴＴＴＣＴＡＧＡＡＧＡＴＧＧＧＣ

ｇＲＮＡＢｏｔｔｏｍ ａａａｃＧＣＣＣＡＴＣＴＴＣＴＡＧＡＡＡＧＡＣＴｃ

１２３　同源重组质粒供体构建　在小鼠中，黑色
素沉积的类型与数量差异造成了不同的毛色表型。

动物的黑色素分为两类：真黑色素 （ｅｕｍｅｌａｎｉｎ）
与褐黑色素 （ｐｈｅｏｍｅｌａｎｉｎ），这两种黑色素的合成
均依赖于酪氨酸的氧化，而酪氨酸酶 （Ｔｙｒ）是催
化酪氨酸氧化的关键酶［６］。当外源Ｔｙｒ基因整合进
白毛色小鼠中，成功整合外源Ｔｙｒ基因的白色小鼠
会产生黑色素沉积，产生不同于对照组的毛色表

型［７］。因此当构建基因敲入小鼠时，Ｔｙｒ可以作为
一个遗传筛选标记，使我们可以通过毛色来快速、

高效地鉴别Ｋｎｏｃｋｉｎ小鼠。Ｐａｒｉｋｈ团队在２０１５年用
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术插入了Ｔｙｒ基因，并成功得到了
毛色改变的嵌合体小鼠［８］。

为方便、快捷地获得Ｔｙｒ基因整合的小鼠，我
们构建了ｐＴｙｒ２ＡＤｓＲｅｄ同源重组质粒供体 （图２：
Ａ），供体包含位于两侧的同源臂和位于中间的外
源插入序列。研究表明，同源臂长度为１ｋｂ左右
时具有最优的同源重组效率［９］。我们所设计的５′

同源臂序列长度为９２１ｂｐ，３′同源臂序列长度８７３
ｂｐ。插入序列包括了需整合的 Ｔｙｒ基因序列与红色
荧光报告基因 （ＤｓＲｅｄ）序列，此外，还有一个剪
接受体位点 （ｓｐｌｉｃｉｎｇａｃｃｅｐｔｏｒ，ＳＡ），该受体位点
的存在使插入序列被整合到基因组后，在转录后剪

接时可与５′端外显子连接，保证插入序列可以正
常翻译［１０－１１］。

１２４　细胞转染　选用１５代以内的细胞，胰酶消
化后，１６００ｒ／ｍｉｎ离心 ４ｍｉｎ，吸掉上清，加入
１ｍＬＰＢＳ洗涤并用细胞计数仪计算细胞数量。计
数后，将ＰＢＳ细胞悬液１６００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ，吸
掉上清，按每１×１０６细胞加入１００μＬ细胞悬浮液
Ｒ，吹打均匀。同时按照每１００μＬ细胞悬浮液加
入５μｇ质粒，轻轻吹打均匀备用，电转染参数设
置为１４００Ｖ，２０ｍｓ，２ｐｕｌｓｅ。将电转后的细胞接
种至预热好的培养皿内，４８ｈ后可在显微镜下观
察细胞荧光，分析转染效率。

１２５　Ｔ７ＥⅠ实验　Ｔ７ＥⅠ酶 （Ｔ７核酸内切酶Ⅰ）
可以用来检测基因编辑工具介导的基因突变效率。

其检测原理为：先扩增出包含打靶位点的基因序

列，Ｔ７ＥⅠ酶可以识别扩增产物中包含的杂交异源
双链ＤＮＡ，并在识别位点进行切割，使酶切产物
中包含扩增主带以及酶切后断裂而成的两条较小的

ＤＮＡ条带，通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分离出３条
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大小不一的条带，从而估算出 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的打
靶效率。

首先设计 Ｔ７ＥⅠ引物，使 ＰＣＲ扩增打靶位点
共约５００ｂｐ的序列长度，使位点位于序列约 １００
～２００ｂｐ的位置 （表 ２）。收集细胞并提取基因
组，ＰＣＲ扩增出包含３种基因工具识别位点的 Ｒｏ
ｓａ２６基因片段，后用胶回试剂盒纯化 ＰＣＲ产物。
纯化后的 ＰＣＲ产物高温变性后，经逐步降温退火
形成异源双链 ＤＮＡ，在变性退火产物中加入 ０５
μＬＴ７ＥⅠ酶，置于３７℃水浴锅内，反应３０ｍｉｎ。
配制ｗ＝１０％的ＰＡＧＥ胶用于酶切电泳，电泳参数
设置为电压１２０Ｖ，时间９０ｍｉｎ。电泳结束后，小
心取出 ＰＡＧＥ胶，于配制好的核酸染料中染色１５
ｍｉｎ左右。染色后用清水清洗３次去除残余的核酸
染料，置于凝胶成像系统观察并拍照。通过 Ｉｍａｇｅ
Ｊ软件估算３种基因编辑工具的切割效率。

表２　Ｒｏｓａ２６编辑位点ＰＣＲ扩增引物
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｅｄｉｔｉｎｇｓｉｔｅｏｆＲｏｓａ２６ｇｅｎｅ

名称 序列 （５′－３′）

Ｒｏｓａ２６－Ｆ ＧＣＡＣＧＴＴＴＣＣＧＡＣＴＴＧＡＧＴＴ

Ｒｏｓａ２６－Ｒ ＣＣＴＣＣＣＡＴＴＴＴＣＣＴＴＡＴＴＴＧＣ

１２６　流式分选　电转后 ４８ｈ细胞荧光强度较
强，可进行流式分选。用胰酶消化贴壁细胞，

１６００ｒ／ｍｉｎ离心 ４ｍｉｎ，吸掉上清，用 ＰＢＳ重悬。
将细胞悬液经５０μｍ尼龙膜过滤到流式管中，以
防堵塞流式分选仪，同时准备接收阳性细胞的培养

皿，在ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ流式细胞分析仪上可分析细胞
的荧光比例与强度。对于要分选培养单克隆的细

胞，流式细胞仪设置为 ９６孔板，每孔 １个细胞，
用添加了含有ｗ＝２０％胎牛血清的完全培养基的９６
孔板收集，培养７ｄ后换液并进一步扩大培养。
１２７　嵌合体小鼠制备　促排四周龄母小鼠，并
与公鼠合笼，检查交配栓。３５ｄ后用引颈法处死
母鼠，并收集输卵管和子宫中的胚胎，转移到覆有

石蜡油的Ｍ１６培养基内，３７℃培养基内培养。
将分选并扩培后的 ＥＳ单克隆细胞用胰酶消化

成单细胞悬液，并转移到Ｍ２培养基液滴内，同时
将培养好的囊胚转移到液滴内。用显微注射系统将

ＥＳ细胞注射到囊胚腔内，每个囊胚注射１０～１２
个ＥＳ细胞。３７℃培养１～３ｈ，待囊胚腔恢复后，
移入代孕母鼠子宫中。

２　结果与分析
２１　ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮ、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９靶向切割效率

鉴定

将构建好的 ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮ和 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９表
达质粒分别电转染至 Ｃ２Ｃ１２细胞中，４８ｈ后收集细
胞，提取细胞基因组，通过 ＰＣＲ扩增 Ｒｏｓａ２６靶位
点序列，通过Ｔ７ＥⅠ酶切法分析３种基因编辑工具
的靶向切割活性，酶切结果显示 ＺＦＮ和 ＴＡＬＥＮＡ
无明显的靶向切割活性，ＴＡＬＥＮＢ和 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９有明显的切割活性，其中 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的切
割活性略强 （图１：Ｂ）。进一步的 ＴＡ克隆测序分
析结果验证了 Ｔ７ＥⅠ酶切结果，其中 ＺＦＮ在靶位
点引起 Ｉｎｄｅｌ的效率为 ４１％ （２／４９），ＴＡＬＥＮＡ
为４２％ （２／４８），ＴＡＬＥＮＢ为２４％ （１２／５０），而
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９为３０％ （１２／４０）（图１：Ｃ）。因此，
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在该位点具有相对较高的靶向切割活
性。

２２　ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮ、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９定点整合外源
基因的效率比较

将ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮ和 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９表达质粒分
别与同源重组质粒供体共转染至 Ｃ２Ｃ１２细胞中，
２４ｈ后通过荧光显微镜可观察到少数表达红色荧光
蛋白ＤｓＲｅｄ的细胞 （图２：Ｂ），表明部分供体质
粒在基因编辑工具的介导下通过同源重组正确整合

到Ｒｏｓａ２６位点。进一步应用流式细胞仪对 ＤｓＲｅｄ
阳性细胞的比例进行定量分析，结果显示在 Ｃ２Ｃ１２
细胞中，ＺＦＮ的Ｋｎｏｃｋｉｎ效率为（０１１±００５）％，
ＴＡＬＥＮＡ和 ＴＡＬＥＮＢ的效率分别为 （０１３ ±
００６）％和 （００８±００２）％，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的
效率为 （１３６ ± ０４０）％ （图 ２：Ｃ），表明
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的定点整合效率明显高于 ＺＦＮ
和ＴＡＬＥＮ。
２３　利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９构建定点整合外源基因的

ＥＳ细胞株
由于ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９具有较强的基因定点整合

效率，因此本研究选用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９作为基因编
辑工具来构建 Ｔｙｒ定点整合的 ＥＳ细胞。将构建好
的ｐＸ４５８Ｒｏｓａ２６质粒与质粒供体共转染至ＥＳ细胞
中，流式分选出表达有 ＧＦＰ的细胞，继续培养一
周后，荧光显微镜下可见在饲养层细胞上，ＥＳ细
胞开始形成岛状的细胞克隆，部分 ＥＳ细胞克隆同
时表达ＥＧＦＰ绿色荧光蛋白和 ＤｓＲｅｄ红色荧光蛋白
（图３：Ａ）。应用克隆环消化带有荧光标记的ＥＳ细
胞克隆，转移到新的培养皿中，继续培养扩增细胞
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图２　ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮ、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９定点整合外源基因的效率鉴定
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓｏｆｔａｒｇｅｔｅｄｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓｇｅｎｅｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＺＦＮ，ＴＡＬＥＮｏｒＣＲＩＳＰＲ／ｃａｓ９

Ａ：在Ｒｏｓａ２６位点整合外源基因的示意图；Ｂ：转染２４ｈ后的荧光图；
Ｃ：流式分析表达ＤｓＲｅｄ的细胞比率 （代表性结果）
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数量，待其数量足够时，取一部分细胞提取基因组

并进行 ＰＣＲ扩增分析。在得到的５个单细胞克隆
中，有３个克隆成功扩增出了中间的Ｔｙｒ基因插入
序列，其中＃３、＃４克隆同时成功扩增出了右侧边
界片段 （图２：Ａ，图３：Ｂ和图３：Ｃ）。其中＃３ＥＳ
克隆右侧边界片段序列图谱表明外源供体质粒３′
端完整地整合到了打靶位点，质粒与打靶位点交界

处没有发生碱基的缺失或插入等 （图３：Ｄ）。
２４　构建外源基因整合的嵌合体小鼠

挑选正确整合了 Ｔｙｒ２ＡＤｓＲｅｄ基因的 ３＃ＥＳ
单克隆细胞注射入昆明白小鼠的囊胚腔中，并将囊

胚移植到代孕昆明白母鼠输卵管内，最终母鼠成功

诞下一只健康存活的嵌合体小鼠，毛色与普通昆明

白小鼠明显不同：白毛夹杂着黑毛 （图４：Ａ）。近
距离观察眼球，其虹膜颜色比对照小鼠明显偏暗

（图４：Ｂ），表明整合进 Ｒｏｓａ２６基因的 Ｔｙｒ基因可
以正确表达，促进黑色素合成，使嵌合体小鼠表现

出不同的毛色表型和虹膜颜色。

３　讨　论
本研究设计了靶向小鼠在 Ｒｏｓａ２６内含子的

ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮ、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑工具，使三
者在同一打靶位点对外源 Ｔｙｒ基因进行定点整合。
在验证三种基因编辑工具的靶向切割活性时发现设

计的 ＺＦＮ切割活性最低，仅为 ４１％；两对
ＴＡＬＥＮ中有一对的切割活性可达到 ２４％；而
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的切割活性最强，可达到 ３０％。因
此，针对本研究中既定打靶位点设计基因编辑工

具，要获得高活性的ＺＦＮ难度较大，ＴＡＬＥＮ居中，
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９较小。

研究表明，由 ＺＦＮ或 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９通过 ＨＤＲ
介导的ＤＮＡ片段的定点整合通常效率较低，尤其
在哺乳动物细胞中，通过同源重组实现 ＤＮＡ片段
定点整合效率约为１０－６ ～１０－５［１２－１３］。基因编辑
工具的选择在一定程度上可以影响定点整合的效

率，在同源序列存在的情况下，由基因编辑工具所

图３　利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９构建外源基因定点整合ＥＳ细胞克隆
Ｆｉｇ３　ＧｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｅｄｉｎｔｅｇｒａｔｅｄＥＳｓｉｎｇｌｅｃｌｏｎｅｓｂｙＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９

Ａ：ＥＳ克隆荧光图；Ｂ：ＰＣＲ扩增中间插入片段；Ｃ：ＰＣＲ扩增右侧边界片段；Ｄ：＃３ＥＳ克隆右侧边界片段序列图谱
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图４　构建Ｔｙｒ基因定点整合的嵌合体小鼠
Ｆｉｇ４　ＧｅｎｅｒａｔｉｏｎｃｈｉｍｅｒｉｃｍｏｕｓｅｗｉｔｈｔａｒｇｅｔｅｄｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｏｆＴｙｒｇｅｎｅ

Ａ：Ｔｙｒ嵌合体小鼠与普通昆明白小鼠合影；Ｂ：眼部虹膜特写。对照小鼠 （ａ），Ｔｙｒ嵌合体小鼠 （ｂ）

造成的 ＤＮＡ发生双链断裂能促进同源重组修复，
从而提高定点整合外源基因的效率［１４］。本研究对

红色荧光的分析结果显示，在 Ｃ２Ｃ１２细胞中，ＺＦＮ
和ＴＡＬＥＮ的介导的定点整合效率约为 ０１％ ～
０３％，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的效率达到２７４％，具有明
显的优势，这与前期 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９具有最佳的切
割效率的结果是一致的。

使用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９对无启动子的质粒供体
ｐＴｙｒ２ＡＤｓＲｅｄ进行定点整合时，本研究利用
ｐＸ４５８载体上携带的ＥＧＦＰ报告基因，通过流式分
选可快速富集转染阳性细胞用于后续实验，进一步

通过流式分析定点整合到基因组上的供体上的红色

荧光蛋白 ＤｓＲｅｄ，即可快速鉴定定点整合的效率。
相对于传统的正负药物筛选定点整合的细胞单克

隆，此方法省去繁琐的筛选过程，更加省时高效。

对于定点整合的细胞基因组的巢式 ＰＣＲ扩增

得到了３′端边界序列和中间插入序列的条带，证
明了外源基因的成功整合。而针对５′端边界序列
的扩增无明显目的条带，我们推测可能是由非常规

重组 （ｉｌｌｅｇｉｔｉｍａｔｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ）引起的。非常规
重组与同源重组在哺乳动物细胞 ＤＳＢ修复过程中
互为竞争关系，研究表明，非常规重组可能导致在

基因组与 ｄｏｎｏｒ连接位置处发生复杂的 ＤＮＡ重组，
包括ＤＮＡ缺失，重复，插入和倒位等［１５－１６］。当然

左侧同源臂的大量ＧＣ重复序列也在一定程度上增
加了扩增的难度。

最后，我们成功得到了一只整合了Ｔｙｒ基因的
嵌合体小鼠，该小鼠相对于非嵌合体小鼠具有明显

的毛色区别。通过观察毛色变化可以更加直观、快

速地鉴别目标外源基因整合小鼠，这为今后制作

Ｒｏｓａ２６定点整合小鼠提供了一种简便高效的方法。
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