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利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术敲除
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摘　要：孕烷Ｘ受体 （ＰｒｅｇｎａｎｅＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＸＲ）是核受体超家族 （ＮＲｓ）中 ＮＲ１Ｉ的重要成员之一，在保护
机体免于内源性和外源性物质损伤方面具有重要作用。利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术建立ＰＸＲ基因敲除的斑
马鱼模型，为研究环境污染物的毒性机理及代谢过程提供基础模型。根据 ＰＸＲ基因序列，设计 ｇＲＮＡ靶位点，
体外转录合成ｇＲＮＡ。同时，将设计合成的ｇＲＮＡ与Ｃａｓ９ｍＲＮＡ通过显微注射转入斑马鱼受精卵，经孵化、筛选
出有效的突变体，并逐代培养杂交筛选出ＰＸＲ基因敲除突变体。结果表明利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术成功

敲除ＰＸＲ基因，经测序分析获得稳定的ＰＸＲ（＋４／＋４）基因纯合体。
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　　孕烷Ｘ受体 （ＰｒｅｇｎａｎｅＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＸＲ）是核
受体超家族 （ＮＲｓ）中 ＮＲ１Ｉ的重要成员之一，在
保护生物机体免于内源性和外源性物质损伤方面有

重要作用［１］。ＰＸＲ转录因子参与调控众多与解毒
代谢相关的基因，例如人体内药物代谢的主要酶系

之一细胞色素 Ｐ４５０（ＣＹＰ）就是 ＰＸＲ转录因子调
控的下游重要靶基因之一，该酶也是包括鱼类在内

许多动物代谢外源污染物的主要代谢酶系。因此

ＰＸＲ核转录因子诱导激活或抑制阻遏［２］，可调节

外源污染物的代谢和转运［３］，对外源污染物在体

内的转化、代谢有着重要的作用［４］。目前研究鱼

类生物ＰＸＲ转录因子在环境污染物暴露下的调控
响应变化已有报道［５－６］。但对 ＰＸＲ转录因子在污
染物解毒代谢中的具体作用机制还缺少深入研究。

如果能利用新一代 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术［７］

对该目标基因进行编辑，获得 ＰＸＲ纯缺陷型
ＰＸＲ（－／－），对比较研究 ＰＸＲ转录因子在污染物代
谢过程中作用将会有重要帮助。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统是第三代 “基因组定点编

辑技术”［８］，该系统中 ｃｒＲＮＡ （ＣＲＩＳＰＲｄｅｒｉｖｅｄ
ＲＮＡ）与 ｔｒａｃｒＲＮＡ（ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｎｇＲＮＡ）结合形
成一个单链向导 ＲＮＡ（ｇｕｉｄｅＲＮＡ，ｇＲＮＡ），能特
异性识别目标基因序列，并引导 Ｃａｓ９核酸内切酶
准确识别特定靶位点进行 ＤＮＡ双链剪切［９］，利用

细胞的非同源末端自我连接修复机制，断裂处的基

因片段在自我修复过程中可能会出现插入或缺失突

变现象［１０］，从而改变基因组原始结构，达成基因

编辑目的。

本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术，以
模式生物斑马鱼为研究对象，建立鱼类体内和污染

物代谢密切相关的核转录因子 ＰＸＲ基因靶向敲除
系统，获得完全缺失 ＰＸＲ基因的斑马鱼，为 ＰＸＲ
基因的相关研究提供基础研究材料。

１　材料与方法
野生型斑马鱼品系 Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ（Ｔｕ）由中国水

产科学研究院珠江水产研究所提供，Ｃａｓ９ｍＲＮＡ
表达质粒采用 ｐＸＴ７Ｃａｓ９［１１］，ＹＦＰｎａｎｏｓ３质粒由
南京大学动物模式研究所提供［１１－１２］。

１１　ｇＲＮＡ靶位点的设计
在ＮＣＢＩ上查询斑马鱼 ＰＸＲ基因的核酸序列

ＳｅｑｕｅｎｃｅＩＤ：ＸＭ＿００５１６７４２０４，查询 ＰＸＲ基因
内含子、外显子结构及其转录本信息。设计原则：

根据ＰＸＲ基因组外显子结构 （图１），靶位点选取
其第２个外显子，靶位点的设计应在起始密码子
ＡＴＧ之后，为了保证基因剪切被破坏，原则上不
可选取５ＵＴＲ和３ＵＴＲ。以 ＰＸＲ基因的第２个外
显子 的 序 列 为 模 板， 通 过 网 站 ｈｔｔｐ：／／
ｃｒｉｓｐｒｍｉｔｅｄｕ／设计 ｇＲＮＡ靶位点，从在线设计结
果中挑选符合要求的靶位点序列，并比对高评分且

特异性强的靶位点作为候选位点 （图２）。再根据
各组ｇＲＮＡ靶位点序列 （表１）分别设计其对应的
特异性正向引物 （表２）。

图１　ＰＸＲ基因组外显子结构示意图
Ｆｉｇ１　ＰＸＲｇｅｎｏｍｅｅｘｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉａｇｒａｍ

图２　ｇＲＮＡ靶位点示意图
Ｆｉｇ２　ｇＲＮＡｔａｒｇｅｔｍａｐ
ｇＲＮＡ具体序列见表１

ＴｈｅｇＲＮＡｓｐｅｃｉｆｉｃｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｓｈｏｗｎｉｎＴａｂｌｅ１

６１１



　第 ５期 成凯等：利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术敲除斑马鱼核受体ＰＸＲ基因初探

表１　ｇＲＮＡ靶位点１）

Ｔａｂｌｅ１　ｇＲＮＡｔａｒｇｅｔｓｉｔｅ

ｇＲＮＡ Ｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｇＲＮＡ１ ５′ＣＣＣＣＴＧＧＡＣＧＡＴＴＣＧＧＧＡＣＡＣＧＧ３′

ｇＲＮＡ２ ５′ＡＣＣＧＴＧＴＣＣＣＧＡＡＴＣＧＴＣＣＡＧＧＧ３′

ｇＲＮＡ３ ５′ＴＡＧＡＴＴＴＧＴＣＧＣＣＧＣＡＴＡＣＴＴＧＧ３′

ｇＲＮＡ４ ５′ＧＴＡＴＧＣＧＧＣＧＡＣＡＡＡＴＣＴＡＣＴＧＧ３′

ｇＲＮＡ５ ５′ＡＡＴＧＧＡＧＧＡＧＣＴＴＴＣＴＣＣＣＣＴＧＧ３′

ｇＲＮＡ６ ５′ＧＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡＴＧＧＧＴＣＴＧＡＧＧ３′

ｇＲＮＡ７ ５′ＣＣＧＣＡＴＡＣＴＴＧＧＣＡＡＡＴＴＴＴＡＧＧ３′

ｇＲＮＡ８ ５′ＣＡＧＧＡＴＧＡＧＴＡＡＡＧＡＡＡＴＧＧＡＧＧ３′

１）：Ｃａｓ９ｍＲＮＡ只能切割ＰＡＭ （ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒａｄｊａｃｅｎｔｍｏｔｉｆ）上游的序列，红色字体标记为ＰＡＭ区
Ｃａｓ９ｍＲＮＡｃａｎｏｎｌｙｓｈｅａｒｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＰＡＭｕｐｓｔｒｅａｍ，ｔｈｅｒｅｄｆｏｎｔｍａｒｋｓａｒｅｔｈｅＰＡＭａｒｅａ

表２　ｇＲＮＡ特异性正向引物
Ｔａｂｌｅ２　ｇＲＮＡｓｐｅｃｉｆｉｃｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ

ｇＲＮＡ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｇＲＮＡ１ ５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＣＣＣＣＴＧＧＡＣＧＡＴＴＣＧＧＧＡＣＡＣＧＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ３′
ｇＲＮＡ２ ５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＡＣＣＧＴＧＴＣＣＣＧＡＡＴＣＧＴＣＣＡＧＧＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ３′
ｇＲＮＡ３ ５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＴＡＧＡＴＴＴＧＴＣＧＣＣＧＣＡＴＡＣＴＴＧＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ３′
ｇＲＮＡ４ ５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＴＡＴＧＣＧＧＣＧＡＣＡＡＡＴＣＴＡＣＴＧＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ３′
ｇＲＮＡ５ ５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＡＡＴＧＧＡＧＧＡＧＣＴＴＴＣＴＣＣＣＣＴＧＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ３′
ｇＲＮＡ６ ５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡＴＧＧＧＴＣＴＧＡＧＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ３′
ｇＲＮＡ７ ５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＣＣＧＣＡＴＡＣＴＴＧＧＣＡＡＡＴＴＴＴＡＧＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ３′
ｇＲＮＡ８ ５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＣＡＧＧＡＴＧＡＧＴＡＡＡＧＡＡＡＴＧＧＡＧＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ３′

１２　体外转录合成ｇＲＮＡ
１２１　ｇＲＮＡ模板构建　ｇＲＮＡ特异性的正向引物
根据各组ｇＲＮＡ靶位点设计，包括Ｔ７启动子序列，
靶点序列及部分ｓｃａｆｆｏｌｄ序列，通过此引物将Ｔ７启
动子序列和靶点序列带入。通用反向引物为部分

ｓｃａｆｆｏｌｄ序 列 及 终 止 信 号：５′ＡＡＡＡＡＡＡＧＣＡＣ
ＣＧＡＣＴＣＧＧＴ３′。通过ＰＣＲ方法扩增出目的片段，
ＰＣＲ反应体系构成：ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘＰｒｅｍｉｘ２５μＬ，
ｇＲＮＡ特异性的正向引物和通用反向引物各２μＬ，
ｇＲＮＡ模板 （即设计的靶位点）１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足
至５０μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９８℃下变性１０ｓ，５５℃下退
火５ｓ，７２℃下延伸５ｓ，共进行３５个循环；将ＰＣＲ
产物用ｗ＝２％琼脂糖凝胶进行电泳，目标大小为
１２０ｂｐ左右。

用 ＲＮａｓｅｆｒｅｅ的 ＰＣＲ产物回收试剂盒 （Ａｘ
ｇｅｎ）对上述 ＰＣＲ产物进行回收，回收完毕用
ＤＥＰＣＨ２Ｏ溶解回收到的ＰＣＲ产物。

１２２　ｇＲＮＡ体外转录　使用试剂盒 ＭＡＸＩｓｃｒｉｐｔ

Ｔ７Ｋｉｔ（Ａｍｂｉｏｎ）进行ｇＲＮＡ体外转录，转录完成
后，取１μＬ产物用 ｗ＝２％琼脂糖凝胶进行电泳，
可检测转录出的ｇＲＮＡ条带的完整性，并用紫外分
光光度计测量转录出ｇＲＮＡ浓度，存于－７０℃。
１３　Ｃａｓ９和ＹＦＰｎａｎｏｓ３ｍＲＮＡ合成

以ｐＸＴ７Ｃａｓ９质粒为模板制备Ｃａｓ９ｍＲＮＡ，用
ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切将质粒线性化 （ＥｃｏＲⅠ和
ＨｉｎｄⅢ是ｐＸＴ７Ｃａｓ９质粒 Ｔ７转录下游的２个酶切
位点，双酶切是为防止酶切后自连）；然后用 ｍ
ＭｅｓｓａｇｅｍＭａｃｈｉｎｅＳＰ６Ｋｉｔ（Ａｍｂｉｏｎ，美国）按说明
书的指示进行体外转录，完成转录后取１μＬ产物
用ｗ＝２％琼脂糖凝胶进行电泳以检测转录的目的
条带完整性。转录产物用试剂盒 ＲＮｅａｓｅＭｉｎｉｋｉｔ
（Ｑｉａｇｅｎ）纯化。最后用紫外分光光度计测量转录
出Ｃａｓ９ｍＲＮＡ浓度，存于 －７０℃。在注射 ｇＲＮＡ
与Ｃａｓ９ｍＲＮＡ时不能确保会在每一颗鱼卵中得到
表达，后续需要展开大量的测序工作，为提高筛选
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效率在显微注射中引入ＹＦＰｎａｎｏｓ３ｍＲＮＡ，此ｍＲ
ＮＡ会在斑马鱼胚胎中翻译表达出黄色荧光蛋白，
相关文献证明，ＹＦＰ基因以球虫基因为载体搭建后
在真核细胞中黄色荧光蛋白能够得以表达［１３］，故

利用其蛋白的荧光表达性状进行初步筛选可提高后

续实验筛选效率。ＹＦＰｎａｎｏｓ３ｍＲＮＡ的制备方法与
Ｃａｓ９相同。
１４　显微注射

选取若干条野生型斑马鱼进行雌雄配对，待其

交配产卵后，收集挑选一细胞期的受精卵进行注

射，依照 ｇＲＮＡ识别位点，将 ８个 ｇＲＮＡ分为 ３
组，第１组为ｇＲＮＡ１、ｇＲＮＡ４、ｇＲＮＡ６；第２组为
ｇＲＮＡ３、ｇＲＮＡ５、ｇＲＮＡ７；第 ３ 组 为 ｇＲＮＡ２、
ｇＲＮＡ８；使同一组内 ｇＲＮＡ识别位点无重复片段。
将 Ｃａｓ９ｍＲＮＡ调整到 ３００ｎｇ／μＬ，ｇＲＮＡ３００ｎｇ／
μＬ，ＹＦＰｎａｎｏｓ３ｍＲＮＡ３００ｎｇ／μＬ按１∶１∶１混匀注
射，注射量为１～２ｎＬ。
１５　ｇＲＮＡ活性验证
１５１　提取斑马鱼基因组 ＤＮＡ　显微注射 ２４ｈ
后，挑选有荧光表达的受精卵分别从注射组和对照

组挑选活卵，用基因组 ＤＮＡ提取试剂盒 （尧舜禹

生物科技有限公司，南京）提取 ＤＮＡ，存于
－２０℃。
１５２　ＰＸＲ基因的扩增　以提取到的基因组 ＤＮＡ
为模板，进行ＰＣＲ反应。

上 游 引 物 ＰＸＲ６Ｆ：５′ＡＣＡＧＡＴＴＴＴＧＧＴＡＴ
ＣＡＧＴＧ３′

下游引物 ＰＸＲ５Ｒ：５′ＴＴＡＴＴＡＧＴＡＣＧＧＧＣＴＴ
ＧＧＡ３′

ＰＣＲ反应条件：９５℃下预变性５ｍｉｎ；９５℃
下变性３０ｓ，５４℃下退火３０ｓ，７２℃下延伸４５ｓ，
共进行３５个循环；再在７２℃下延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ
产物用ｗ＝２％琼脂糖凝胶进行电泳，根据条带可
进行初步分析。ＰＣＲ的引物是根据 ＮＣＢＩ上斑马鱼
ＰＸＲ的基因序列 （ＧｅｎｅＩＤ：５６５８７５）进行设计。
１５３　ＤＮＡ序列分析　以上 ＰＣＲ产物用 ＧｅｌＥｘ
ｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（ＯＭＥＧＡ）试剂盒胶回收，用 ｐＭ
ＤＴＭ１８ＴＶｅｃｔｏｒＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ（ＴａＫａＲａ）连接，转入
ＤＨ５α感受态 （ＴａＫａＲａ）中，挑取单克隆，经由
广州艾基生物技术有限公司测序验证，测序结果用

Ｃｈｒｏｍａｓ和 ＳｎａｐＧｅｎｅ软件进行分析比对，通过靶
位点附近位置是否出现 Ｉｎｄｅｌ突变以确定有活性的
ｇＲＮＡ。
１６　可遗传突变个体的筛选与培育

检测到突变的同批显微注射受精卵孵化并饲养

至性成熟，再与野生型杂交繁殖获取 Ｆ１代，对 Ｆ１
代剪尾鳍以提取 ＤＮＡ进行测序鉴定，筛选出缺失
ＰＸＲ基因的杂合突变体，标准化饲养至成鱼，杂
合突变体之间进行杂交繁殖，得到 Ｆ２代，仍然以
剪尾鳍的方式提取 ＤＮＡ进行基因鉴定，根据理论
分析，在Ｆ２代便可以得到完全缺失ＰＸＲ基因型的
纯合子斑马鱼，在后续实验结果中 ＰＸＲ（＋４／＋４）型斑
马鱼在Ｆ２代中获取，得以印证理论分析。

２　结果与分析
２１　ｇＲＮＡ活性测试

合成 ｇＲＮＡ与 Ｃａｓ９ｍＲＮＡ后，用 ｗ＝２％琼脂
糖凝胶进行电泳，凝胶成像结果显示 ｇＲＮＡ和
Ｃａｓ９ｍＲＮＡ均为单一条带 （图３）。

图３　ｇＲＮＡ和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ凝胶电泳检测
Ｆｉｇ３　ｇＲＮＡａｎｄＣａｓ９ｍＲＮＡｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ａ：ｇＲＮＡ凝胶电泳，其Ｍａｒｋｅｒ是ＤＬ１０００；Ｂ：Ｃａｓ９ｍＲＮＡ
凝胶电泳，其Ｍａｒｋｅｒ是ＤＬ１００００
Ａ：ｍＲＮＡ ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎｄｉｔｓｍａｒｋｅｒＤＬ１０００；
Ｂ：Ｃａｓ９ｍＲＮＡｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎｄｉｔｓｍａｒｋｅｒＤＬ１００００

将合成后的ｇＲＮＡ、Ｃａｓ９ｍＲＮＡ和ＹＦＰｎａｎｏｓ３
ｍＲＮＡ通过显微注射斑马鱼一细胞期受精卵的方式
验证ｇＲＮＡ活性，选取有荧光的斑马鱼鱼卵，提取
基因组ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增目的序列，再进行胶回收，
与ＰＭＤ１８Ｔ载体连接转化后，挑取单克隆，通过
菌液ＰＣＲ获得阳性菌株，送广州艾基生物技术有
限公 司 测 序，序 列 比 对 结 果 显 示，ｇＲＮＡ１、
ｇＲＮＡ６、ｇＲＮＡ７具有活性 （表３，表４），ｇＲＮＡ２、
ｇＲＮＡ３、ｇＲＮＡ４、ｇＲＮＡ５和 ｇＲＮＡ８均无活性，在
此不再表述。
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表３　预测区序列的敲除鉴定１
Ｔａｂｌｅ３　Ｄｅｌｅｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎａｒｅａｓｅｑｕｅｎｃｅ１

ｇＲＮＡ
Ｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ
／ｂｐ

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅ

／％

ｇＲＮＡ１
ｇＲＮＡ６

ＷＴ ＴＣＡＧＧＡＴＧＡＧＴＡＡＡＧＡＡＡＴＧＧＡＧＧＡＧＣＴＴＴＣＴＣＣＣＣＴＧＧＡＣＧＡＴＴＣＧＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡＴ

－７ ＴＣＡＧＧＡＴＧＡＧＴＡＡＡＧＡＡＡＴＧＧＡＧＧＡＧＣＴＴＴＣＴＣＣＣＣＴＧＧＡＣＧＡＴＴＣＧＧＴＧＡＴ　　 ９０９

－５ ＴＣＡＧＧＡＴＧＡＧＴＡＡＡＧＡＡＧＧＡＧＣＴＴＴＣＴＣＣＣＣＴＧＧＡＣＧＡＴＴＣＧＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡＴ　 ９０９

表４　预测区序列的敲除鉴定２１）

Ｔａｂｌｅ４　Ｄｅｌｅｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎａｒｅａｓｅｑｕｅｎｃｅ２

ｇＲＮＡ
Ｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ
／ｂｐ

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅ

／％
ＷＴ ＧＡＴＴＣＧＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡＴＧＧＧＴＣＴＧＡＧＧＡＧＧＡＡＡＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＡＣＣＴ
ｇＲＮＡ７ －９ ＧＡＴＴＣＧＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡＧＧＡＧＧＡＡＡＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＡＣＣＴ ２９１７
ｇＲＮＡ７ －６ ＧＡＴＴＣＧＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡＴＧＧＧＧＡＧＧＡＡＡＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＡＣＣＴ ２９１７
ｇＲＮＡ７ －１０ ＧＡＴＴＣＧＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＡＡＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＡＣＣＴ ２９１７
ｇＲＮＡ７ －５ ＧＡＴＴＣＧＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡＴＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＡＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＡＣＣＴ ２９１７
ｇＲＮＡ７ ＋１／－４ ＧＡＴＴＣＧＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡＴＧＧＧＴＡＧＧＡＧＧＡＡＡＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＡＣＣＴ ２９１７
ｇＲＮＡ７ －９ ＧＡＴＴＣＧＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡＧＧＡＧＧＡＡＡＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＡＣＣＴ ２９１７
ｇＲＮＡ７ ＋２／－７ ＧＡＴＴＣＧＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＧＡＧＧＡＡＡＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＡＣＣＴ ２９１７

１）　红色字体标注为插入基因片段，红色标注连字符为缺失基因片段
Ｒｅｄｆｏｎｔｉｓｌａｂｅｌｅｄａｓｉｎｓｅｒｔｅｄｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔａｎｄｒｅｄｌａｂｅｌｉｎｇｈｙｐｈｅｎｉｓｍｉｓｓｉｎｇｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔ

２２　筛选稳定敲除ＰＸＲ基因的斑马鱼
将筛选到具有活性的 ｇＲＮＡ１、ｇＲＮＡ６和

ｇＲＮＡ７混匀后与 Ｃａｓ９ｍＲＮＡ和 ＹＦＰｎａｎｏｓ３ｍＲＮＡ
按照１∶１∶１的剂量显微注射受精卵得到 Ｆ０代，与
野生型斑马鱼杂交繁殖获取Ｆ１代，对Ｆ１代剪尾鳍
以提取ＤＮＡ进行测序鉴定，筛选出缺失ＰＸＲ基因
的杂合突变体有４种突变型 （图４），挑选 ｉｎｄｅｌ４
ｂｐＡ型为 Ｆ１代。标准化饲养至成鱼，Ｆ１代之间
进行杂交繁殖，得到 Ｆ２代，在 Ｆ２代中通过 ＤＮＡ
测序验证挑选，ｉｎｄｅｌ４ｂｐＡ峰图 （图５）单一整
齐，没有杂峰套峰出现，表示两条等位基因均在同

一位点插入相同的４个碱基导致该段基因移码突
变，从而达到基因敲除的目的，得到纯合突变体。

３　讨　论
ＣＲＩＳＰＲ是细菌和古细菌为应对病毒和质粒不

断攻击而进化而来的获得性免疫防御机制［１４］。在

此基础上发展建立起来的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑
技术是近代分子生物学研究中一项重要革新技术，

该技术可以直接对基因组进行编辑，使目标基因出

现不可逆的改变［１５］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术
与较早的锌指核酸酶 （Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＺＦＮｓ）

以及转录激活因子效应物核酸酶 （Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃ
ｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＴＡＬＥＮｓ）系统相比，
在设计上更为简便快捷，成本低廉且敲除高效［１６］。

本实验依据 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术，以
模式生物斑马鱼为研究对象，在 ＰＸＲ基因上选取
其第二个外显子，设计ｇＲＮＡ靶位点，体外转录合
成ｇＲＮＡ和Ｃａｓ９ｍＲＮＡ，对野生型斑马鱼鱼卵进行
显微注射，进行基因敲除。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术通过
破坏ＤＮＡ双链引起细胞非同源末端自我修复，在
自我修复过程中所发生的情况有缺失、插入和缺失

插入同时存在，非同源末端自我修复导致的基因片

段移码突变类型是不可控因素，本实验在验证

ｇＲＮＡ１、ｇＲＮＡ６、ｇＲＮＡ７具有活性后将三组混匀通
过显微注射进入野生型斑马鱼鱼卵，出现缺失和插

入基因突变类型。其中缺失６ｂｐ对 ＰＸＲ基因编码
的蛋白序列影响较小，插入４ｂｐＢ型包含插入３
ｂｐ和缺失１ｂｐ，这种情况较为复杂，插入４ｂｐＡ
型为完整插入４ｂｐ，可以破坏原始基因序列并确保
影响ＰＸＲ基因编码的蛋白序列，故而选取插入４
ｂｐＡ型的斑马鱼通过逐代杂交筛选，最终获得完
全缺失ＰＸＲ基因的斑马鱼，并能稳定繁殖后代。
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图４　ＤＮＡ序列测序图
Ｆｉｇ４　ＳｅｑｕｅｎｃｅｍａｐｏｆＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

红色字体标注为插入基因片段，红色标注连字符为缺失基因片段

Ｒｅｄｆｏｎｔｉｓｌａｂｅｌｅｄａｓｉｎｓｅｒｔｅｄｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔａｎｄｒｅｄｌａｂｅｌｉｎｇｈｙｐｈｅｎｉｓｍｉｓｓｉｎｇｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔ
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　第 ５期 成凯等：利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术敲除斑马鱼核受体ＰＸＲ基因初探

图５　Ｆ２代ＤＮＡ测序验证
Ｆｉｇ５　Ｆ２ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｖａｌｉｄａｔｉｏｎ
红色下划线与红色字体标注为插入的基因片段

Ｔｈｅｒｅｄｕｎｄｅｒｌｉｎｅｉｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒｅｄｆｏｎｔａｓｔｈｅｉｎｓｅｒｔｅｄ４ｂｐ

　　ＹＦＰｎａｎｏｓ３ｍＲＮＡ表达的黄色荧光蛋白可发
出稳定荧光且不需要依赖其他辅助因子，转入目的

细胞后的荧光蛋白基因稳定且对多数宿主的生理无

影响作用，是理想的报告基因，简化了显微注射的

检测工作，通过直观观察筛选出研究对象［１７］，提

高实验效率。相关研究表明 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术可

成功建立在非模式生物当中如罗非鱼［１８］，说明

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术具有普适性。本研究在斑马鱼体
内成功建立 ＰＸＲ基因的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲除系统，
为后续ＰＸＲ基因对药物代谢的研究以及理解鱼类
ＰＸＲ基因的功能提供实验依据。
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