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供体同源臂长度对 ＺＦＮ介导的
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摘　要：应用锌指核酸酶 （ＺｉｎｃＦｉｎｇｅｒＮｕｃｌｅａｓｅ，ＺＦＮ）和序列同源的供体 （Ｄｏｎｏｒ）作为模板，借助ＤＮＡ的同
源重组修复机制能够对动物基因组实现精确的遗传修饰。目前关于供体长度与ＺＦＮ介导的同源重组修复效率相
关性的报道相对较少。本研究构建了一对靶向ＥＧＦＰ的ＺＦＮ并鉴定了活性，同时设计了一系列不同长度的供体，
应用流式细胞分析术，在稳定整合了带有移码突变的ＥＧＦＰ基因的ＣＨＯ细胞中系统分析了供体长度对ＺＦＮ介导
的同源重组修复效率的影响。结果发现当同源臂单臂仅有５０ｂｐ时，即可有效支持 ＺＦＮ介导的同源同组，随着
同源臂长度的延伸，同源重组的效率有所提高，但要实现高效率的同源重组 （较传统方法提高１０４倍），同源臂
单臂长度需要延长至１０００ｂｐ以上。这为今后如何设计合适的Ｄｏｎｏｒ，以提高ＺＦＮ等基因组编辑工具介导的同源
重组效率提供了借鉴。
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　　基因组修饰在生物学、医学和农业等领域都有
十分重要的应用价值，但是传统的基因打靶效率偏

低使该技术的发展受到限制［１］。锌指核酸酶 （Ｚｉｎｃ
ＦｉｎｇｅｒＮｕｃｌｅａｓｅ，ＺＦＮ）是一种强有力的基因组编
辑工具，使基因打靶的效率比传统方法提高了１００
～１００００倍。ＺＦＮ是由特异性识别 ＤＮＡ序列的
Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２锌指结构域和非特异性核酸内切酶 Ｆｏｋ
Ⅰ切割结构域组成，能够在基因组特定位点上进行
切割，引起 ＤＮＡ双链断裂 （ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ，
ＤＳＢ）。对ＺＦＮ引起的 ＤＳＢ，细胞可通过非同源末
端连接 （ｎｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｅｎｄｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＨＥＪ）或者
同源重组 （ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，ＨＲ）两种不
同的途径进行修复。非同源末端连接仅促使断裂

ＤＮＡ片段末端进行结合，是一种易错的修复方式，
通常会在ＺＦＮ切割位点处产生 ＤＮＡ的插入和缺失
（Ｉｎｄｅｌ）。同源重组可以利用序列同源的供体 （Ｄｏ
ｎｏｒ）作为模板修复ＤＮＡ断裂，能够对基因组实现
精确的遗传修饰［２－３］。在有供体存在时，特定细胞

中ＺＦＮ引起的ＤＳＢ最高能以５０％的概率发生同源
重组［４］。

目前 ＺＦＮ介导的同源重组技术已应用于果
蝇［５］、斑马鱼［６］、小鼠［７－８］、大鼠［９］、猪［１０－１１］、

拟南芥［１２］、人体细胞［１３］等多种动植物的基因修

饰。其中，介导重组所用的Ｄｏｎｏｒ片段长度从０７５
～２３ｋｂ不等，在不同的细胞系中获得的重组效
率也不尽相同［４，１３－１５］。然而关于 Ｄｏｎｏｒ同源臂长
度对ＺＦＮ介导的同源重组效率影响的研究仍较缺
乏。本研究采用一系列不同长度的 Ｄｏｎｏｒ，在稳定
表达ＥＧＦＰ的 ＣＨＯ细胞中，系统比较了 ＺＦＮ介导
的同源重组效率，发现ＺＦＮ可以利用短至５０ｂｐ的
同源臂单臂来实现同源重组，但要实现较高效的同

源重组，同源臂单臂长度需延长至１０００ｂｐ以上，
为今后研究中如何设计Ｄｏｎｏｒ提供借鉴。

１　材料与方法
１１　材料

ＣＨＯ细胞购于美国 ＡＴＣＣ生物资源中心。
ｐＥＧＦＰ－Ｎ１购于Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司。
１２　方法
１２１　ＺＦＮ表达载体构建　本文中所采用的 ＺＦＮ
源自 Ｍａｅｄｅｒｅｔａｌ［１６］中的靶向 ＥＧＦＰ基因的一对
ＺＦＮ（ＥＧ５０２ＡｐａｉｒＡ）。

使用ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ软件根据氨基酸序列反推出
ＺＦＰ的ＤＮＡ序列，和ＦｏｋⅠ序列拼接后，由生工生
物公司进行了人源化优化后合成。用 ＥｃｏＲⅠ和
ＮｏｔⅠ对 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１进行双酶切，将合成的 ＤＮＡ
片段克隆进载体，获得一对ＺＦＮ的表达载体。
１２２　ＥＧＦＰ移码突变载体 ｐＥＧＦＰＮ１ＦＳ（ｆｒａｍｅ
ｓｈｉｆｔ）的构建　两对引物 （表１），以 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１
为模板，扩增产生移码突变的左臂 （ＦＳＬａｒｍ）和
右臂 （ＦＳＲａｒｍ）两个片段。其中扩增ＦＳＬａｒｍ的下
游引物 ＦＳＬａｒｍＲ和扩增 ＦＳＲａｒｍ的上游引物 ＦＳ
ＲａｒｍＦ的５′端均添加了ＡｆｌⅡ酶切位点。扩增得到
的ＦＳＬａｒｍ和ＦＳＲａｒｍ分别克隆到 Ｔ载体，用 ＥｃｏＲ
Ｉ和ＡｆｌⅡ从Ｔ载体上将ＦＳＬａｒｍ片段切下，与另一
个Ｔ载体上的 ＦＳＲａｒｍ拼接成发生了移码的 ＥＧＦＰ
片段 （ＥＧＦＰ－ＦＳ）。用 ＨｉｎｄⅢ和 ＸｂａⅠ将 ＥＧＦＰ
－ＦＳ切下，克隆进ｐＥＧＦＰ－Ｎ１载体，获得ｐＥＧＦＰ
－Ｎ１－ＦＳ表达载体，载体上的ＥＧＦＰ基因中含有８
个碱基的插入 （图 １），使 ＥＧＦＰ产生移码突变，
无法正常表达绿光荧光蛋白。

１２３　细胞转染　ＣＨＯ细胞在含有 φ＝１０％胎牛
血清和双抗 （１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００ｍｇ／ｍＬ链霉
素）的ＤＭＥＭ培养基中生长至８０％ ～９０％汇合度
时，先用ＰＢＳ洗涤两遍，然后用胰酶消化２ｍｉｎ，
随后加入血清终止消化，将消化后的细胞收集至

１０１
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图１　ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－ＦＳ表达载体图谱
Ｆｉｇ１　ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－ＦＳｖｅｃｔｏｒｍａｐ

１５ｍＬ的离心管进行离心，弃上清后再用ＰＢＳ洗涤
一遍进行第二次离心。离心后弃上清，然后用适量

ＢｕｆｆｅｒＲ（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）溶液重悬细胞，使细胞
密度达到每ｍＬ１０×１０７个细胞，加入２μｇ质粒，
使用Ｎｅｏｎ转染系统 （ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）对 ＣＨＯ细
胞进行电击转染。转染条件为：电压１６５０Ｖ，脉
冲１０ｍｓ，脉冲次数３次。细胞转染后接种至含血
清无抗生素的 ＤＭＥＭ培养基中培养中，２４ｈ后更
换培养基，添加双抗，在 φ＝５％的 ＣＯ２、３７℃条
件下继续培养。２ｄ后进行流式分析或者收取细胞
提取ＤＮＡ进行后续实验。
１２４　稳定表达 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１和 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－ＦＳ
的ＣＨＯ细胞的获得　ＣＨＯ细胞分别电转染 ｐＥＧＦＰ
－Ｎ１和ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－ＦＳ质粒后，在细胞培养基中
添加８００ｎｇ／ｍＬ的Ｇ４１８，进行为期１４～２０ｄ的筛
选，分别获得稳定表达ｐＥＧＦＰ－Ｎ１的ＣＨＯＥＧＦＰ和

ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－ＦＳ的ＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳ细胞群。
１２５　Ｔ７ＥＩ酶切检测　使用组织／细胞提取试剂
盒 （ＯＭＥＧＡ公司）提取细胞的基因组，使用
Ｄ１０２４引物进行ＰＣＲ扩增出包含 ＺＦＮ识别位点的
长度为１０２４ｂｐ的产物，采用 ＡｘｇｅｎｅＰＣＲ清洁试
剂盒 （Ａｘｇｅｎｅ公司）纯化 ＰＣＲ产物。纯化后的
ＰＣＲ产物先在高温下变性，然后经逐步降温退火
形成异源双链 ＤＮＡ，使用 Ｔ７ＥⅠ对上述产物进行
酶切，如果ＺＦＮ有活性，会产生４４２ｂｐ和５８８ｂｐ
的两个片段，可以在 ｗ＝３％琼脂糖凝胶中分辨出
来。最后通过 ＩｍａｇｅＪ软件计算 ＺＦＮ的切割效率，
估算其活性。

１２６　流式分析　先用ｗ＝１％的胰蛋白酶消化贴
壁的ＣＨＯ细胞，用不少于３００μＬＰＢＳ重悬成单个
细胞，用３００目滤膜将细胞过滤到流式管中，用
ＦＡＣＳＡｒｉａⅡ流式细胞分选仪器分选 ＥＧＦＰ阳性细
胞，接种培养。用 ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ流式细胞分析仪上
分析细胞的荧光比例与强度。

１２７　不同长度Ｄｏｎｏｒ的获取　以 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１为
模板，使用引物对 Ｄ４８９、Ｄ１０２４、Ｄ１５５０、Ｄ１７９２
和Ｄ２０４３（数值代表扩增片段的长度）进行 ＰＣＲ
扩增，胶回收后分别获得不同长度的 Ｄｏｎｏｒ：
Ｚ４８９、Ｚ１０２４、Ｚ１５５０、Ｚ１７９２和Ｚ２０４３（图２）。

２　结果与分析
２１　ＺＦＮ对ＥＧＦＰ基因的敲除效率检测

稳定转染：含在稳定表达 ＥＧＦＰ的 ＣＨＯＥＧＦＰ细

胞中转染ＺＦＮ表达质粒，３ｄ后利用荧光倒置显微
镜观察荧光表达情况，与对照 （图３：Ａ）相比，

图２　Ｄｏｎｏｒ示意图
Ｆｉｇ２　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｄｉｓｇｎｅｄＤｏｎｏｒｓ
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转染ＺＦＮ表达质粒的ＣＨＯＥＧＦＰ细胞中 ＥＧＦＰ阴性的
细胞的数量明显增多 （图３：Ｂ）。流式分析表明，

转染ＺＦＮ后，ＣＨＯＥＧＦＰ细胞中 ＥＧＦＰ阳性的细胞的
比例降低了１２９５％ （图３：Ｃ）。

图３　ＺＦＮ对ＣＨＯＥＧＦＰ细胞中ＥＧＦＰ基因的敲除检测

Ｆｉｇ３　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｋｎｏｃｋｏｕｔｅｆｆｅｃｔｏｆＥＧＦＰｇｅｎｅｉｎＣＨＯＥＧＦＰｃｅｌｌｓｂｙＺＦＮ

Ａ：ＣＨＯＥＧＦＰ荧光照片；Ｂ：转染ＺＦＮ后的ＣＨＯＥＧＦＰ细胞荧光照片；

Ｃ：流式检测的ＥＧＦＰ阳性细胞的比例；：Ｐ＜００１

　　瞬时转染：流式上机检测，ＣＨＯ细胞共转染
ＺＦＮ表达质粒和 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１质粒后，与只转染
ｐＥＧＦＰ－Ｎ１质粒的对照相比，ＥＧＦＰ阳性细胞的比
例下降了５２３％ （图４：Ａ），细胞中ＥＧＦＰ的平均
荧光强度也明显下降 （图 ４：Ｂ）。表明 ＺＦＮ对
ＥＧＦＰ具有较高的敲除效率。
２２　Ｔ７ＥＩ酶切检测ＺＦＮ的切割活性

ＣＨＯ细胞瞬时转染ＺＦＮ表达质粒和ｐＥＧＦＰ－

图４　ＣＨＯ细胞瞬时转染ＧＦＰ与ＺＦＮ后的流式检测结果
Ｆｉｇ４　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＨＯｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＧＦＰａｎｄＺＦＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓ

：Ｐ＜００１

Ｎ１质粒后４８ｈ，以及 ＣＨＯＥＧＦＰ细胞转染 ＺＦＮ表达
质粒后４８ｈ，分别提取基因组ＤＮＡ进行Ｔ７ＥＩ酶切
检测 ＺＦＮ介导的 ＥＧＦＰ突变频率。结果如图 ５所
示，ＺＦＮ对瞬时表达 ＥＧＦＰ和稳定表达 ＥＧＦＰ的
ＣＨＯ细胞中的 ＥＧＦＰ基因均有明显的打靶作用，
其中对质粒上ＥＧＦＰ基因的切割效率高达６７６６％，
对整合在基因组中的ＥＧＦＰ基因的的切割效率也达
１１５４％，这与流式检测观察到 ＥＧＦＰ阳性细胞比
例降低的结果较为一致。

图５　Ｔ７ＥＩ酶切结果
Ｆｉｇ５　Ｔ７Ｅ１ａｓｓａｙｒｅｓｗｌｔｓ
Ｍ：ＤＳ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；

ＣＴ：未转染ＺＦＮ质粒的对照组；
Ｔ－１：ＣＨＯ细胞瞬时转染ＺＦＮ表达质粒和

ｐＥＧＦＰ－Ｎ１质粒的样品；
Ｔ－２：ＣＨＯＥＧＦＰ细胞转染ＺＦＮ表达质粒的样品；

三角形箭头标示预期的切割条带位置。
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２３　ＺＦＮ介导的同源重组
利用药物筛选的方法加入８００ｎｇ／ｍＬＧ４１８筛

选转染ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－ＦＳ为了检测ＺＦＮ是否可以通
过同源重组修复途径将发生了移码突变的 ＥＧＦＰ基
因恢复成功能正常的ＥＧＦＰ基因，本研究使用长度
为４８９ｂｐ和１０２４ｂｐ的两个ＤｏｎｏｒＺ４８９和Ｚ１０２４，
与ＺＦＮ表达质粒共转染 ＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳ细胞，７ｄ后通
过荧光显微镜观察发现右侧同源臂长度仅为５０ｂｐ
左右的ＤｏｎｏｒＺ４８９在 ＺＦＮ作用下，可以修复突变
的 ＥＧＦＰ基因，使部分 ＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳ细胞重新表达
ＥＧＦＰ蛋白 （图６：Ａ，Ｂ），右同源臂较长的Ｄｏｎｏｒ
Ｚ１０２４在ＺＦＮ作用下也可以使部分ＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳ细胞
恢复ＥＧＦＰ表达 （图６：Ｃ，Ｄ）。流式分析结果显
示，与只转染 Ｄｏｎｏｒ的对照相比，共转染 Ｄｏｎｏｒ和
ＺＦＮ后ＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳ细胞群中出现 ＥＧＦＰ阳性细胞的
比例显著升高。这些结果表明，在 Ｄｏｎｏｒ存在时，
ＺＦＮ可以在 ＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳ细胞中通过同源重组修复
ＥＧＦＰ基因。
２４　同源臂长度对ＺＦＮ介导的同源重组效率的影响

在证明 ＺＦＮ在 ＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳ细胞中具有介导同
源重组的功能之后，本研究进一步通过共转染ＺＦＮ
表达质粒和另外 ３种延长了同源臂的 Ｄｏｎｏｒ：
Ｚ１５５０、Ｚ１７９２和Ｚ２０４３（图２），以检测同源臂长
度对同源重组效率的影响。转染后７ｄ，通过荧光

显微镜观察可以发现，与 Ｚ１０２４Ｄｏｎｏｒ（图６：Ｃ，
Ｄ）相比，Ｄｏｎｏｒ同源臂延长后，ＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳ细胞群
中恢复ＥＧＦＰ表达的细胞明显增多了 （图７：Ａ－
Ｆ）。流式分析结果也证明ＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳ细胞群中有较
多的细胞恢复了ＥＧＦＰ表达 （图７：Ｇ），且细胞中
的平均荧光强度与对照相比也有显著性的提高

（图７：Ｈ）。在这３种Ｄｏｎｏｒ中，其中Ｚ１７９２Ｄｏｎｏｒ
相比Ｚ１５５０Ｄｏｎｏｒ，其右侧同源延长了２４２ｂｐ，在
ＺＦＮ作用下实现同源重组的效率提高了约２％ （图

７：Ｇ）；Ｚ２０４３Ｄｏｎｏｒ相比 Ｚ１７９２Ｄｏｎｏｒ，其左侧同
源臂延长了２５１ｂｐ，在 ＺＦＮ作用下实现同源重组
的效率提高了１２５％ （图 ７：Ｇ）。ＤｏｎｏｒＺ４８９与
Ｚ１０２４在 ＺＦＮ介导的同源重组作用下，只能使
０８％左右的 ＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳ细胞恢复 ＥＧＦＰ表达 （图

６：Ｅ），且两者之间差异不显著 （图 ７：Ｉ）。而
ＤｏｎｏｒＺ１５５０、Ｚ１７９２和 Ｚ２０４３在 ＺＦＮ介导的同源
重组 作 用 下，分 别 能 够 ８６７％，１０２４％ 和
２３１５％的ＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳ细胞恢复 ＥＧＦＰ表达 （图７：
Ｇ）。综合比较５种 Ｄｏｎｏｒ在 ＺＦＮ作用下实现同源
重组的效率，可以发现当同源臂单臂仅有 ５０ｂｐ
时，即可实现有效支持 ＺＦＮ介导的同源同组，随
着同源臂长度的延伸，同源重组的效率有所提高，

但要实现高效率的同源重组，同源臂单臂长度需要

延长至１０００ｂｐ以上 （图８，表１）。

图６　ＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳ细胞中ＺＦＮ介导的同源重组结果

Ｆｉｇ６　ＨｏｍｏｌｏｇｏｗｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｏｎｉｎＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳｃｅｌｌｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＺＦＮ

Ａ：只转染ＤｏｎｏｒＺ４８９的对照组；Ｂ：转染ＤｏｎｏｒＺ４８９和ＺＦＮ表达质粒的实验组；
Ｃ：只转染Ｚ１０２４的对照组；Ｄ：转染ＤｏｎｏｒＺ１０２４和ＺＦＮ表达质粒的实验组；

Ｅ：流式检测ＥＧＦＰ阳性细胞比例；：Ｐ＜００１
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图７　３种不同长度Ｄｏｎｏｒ在ＺＦＮ作用下实现同源重组的效率比较

Ｆｉｇ７　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｈｏｍｏｌｏｇｏｗｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓｏｆｔｈｒｅｅｄｏｎｏｒｓｗｉｔｈｄｉｓｆｅｒｅｎｔｌｅｎｇｔｈｍｅｄｒｗｔｅｄｂｙＺＦＮ

Ａ：只转染Ｚ１５５０Ｄｏｎｏｒ的对照组；Ｂ：共转染ＺＦＮ表达质粒和Ｚ１５５０Ｄｏｎｏｒ的实验组；

Ｃ：只转染Ｚ１７９２Ｄｏｎｏｒ的对照组；Ｄ：共转染ＺＦＮ表达质粒和Ｚ１７９２Ｄｏｎｏｒ的实验组；

Ｅ：只转染Ｚ２０４３Ｄｏｎｏｒ的对照组；Ｆ：共转染ＺＦＮ表达质粒和Ｚ２０４３Ｄｏｎｏｒ的实验组；

Ｇ：流式分析术检测ＥＧＦＰ阳性细胞的比例；Ｈ：流式分析术检测细胞中的平均荧光强度；

Ｉ：每一实验组中与相应的对照组中ＥＧＦＰ阳性细胞比例的差值；：Ｐ＜００１

图８　不同长度的Ｄｏｎｏｒ在ＺＦＮ作用下
实现同源重组的效率比较

Ｆｉｇ８　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｈｏｍｏｌｏｇｏｗｓ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓｏｆｄｏｎｏｒｓｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｎｇｔｈｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＺＦＮ

：Ｐ＜００１

表１　ＺＦＮ介导重组实验中所用的
供体同源臂长度

Ｔａｂｌｅ１　Ｌｅｎｇｔｈｏｆｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓａｒｍｏｆｄｏｎｏｒｓｕｓｅｄｉｎ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＺＦＮ

Ｎ供体名称
Ｌ左侧同源
臂长度 ／ｂｐ

Ｒ右侧同源
臂长度／ｂｐ

Ｚ４８９ ４３９ ５０
Ｚ１０２４ ４３９ ５８５
Ｚ１５５０ ７９８ ７５２
Ｚ１７９２ ７９８ ９９４
Ｚ２０４３ １０４９ ９９４

３　讨　论
通过同源重组的方法在染色体 ＤＳＢ处实现

ＤＮＡ的精确修复，最关键的一个步骤是 ＤＮＡ异源
双链结构的形成。这需要细胞募集一系列的重组蛋

白来参与ＤＮＡ的配对重组和修复过程。这些重组
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蛋白包括ＲｅｃＡ家族ＤＮＡ修复蛋白 （ＲｅｃＡ－ｆａｍｉｌｙ
ＤＮＡ－ｒｅｐａｉｒｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ），单链 ＤＮＡ结合蛋白
（ｓｉｎｇｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ），重组调节
蛋白 （ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎｓ），退火蛋白
（ａｎｎｅａｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ）及各种核酸酶［１７］。我们通常

把能发生有效同源重组的最小Ｄｏｎｏｒ长度称为最小
功能效应片段 （ｍｉｎｉｍｕｍｅｆｆｅｃｔｉｖｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｓｅｇ
ｍｅｎｔ，ＭＥＰＳ）［１８］，它主要与稳定同源重组中产生
的中间结构相关。之前的研究认为细菌中ＭＥＰＳ为
５０～１００ｂｐ，而真核生物中为２００～４００ｂｐ［１９］。

不同物种中同源重组修复对于 Ｄｏｎｏｒ的长度，
浓度要求不同［２０］。在酵母中，可以用短至 ３０ｂｐ
的Ｄｏｎｏｒ实现 ＺＦＮ介导的 ＨＤＲ，使自发的重组处
于非常低的水平［２１］，但针对某种 ＮＨＥＪ依赖性更
强的酵母种属，如 Ｙａｒｒｏｗｉａｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ，只有当同源
臂大于１ｋｂ时才能实现同源重组修复［２２］。在多细

胞真核生物中，虽然出现过利用短至２５ｂｐ同源序
列实现分子间重组 （ｉｎｔｅｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ）
的个例［２３］，但是普遍认为要实现高效率的同源重

组，Ｄｏｎｏｒ长度需大于１ｋｂ［２４］，然而当同源臂达到
２ｋｂ以上时，同源重组效率不再随同源臂长度增
加而提高［２５－２６］。与此同时，为了提高 ＨＤＲ效率，
研究者更倾向于使用单链核苷酸作为供体［２０，２５］。

本研究发现右侧同源臂仅有５０ｂｐ的Ｚ４８９Ｄｏ
ｎｏｒ即可通过同源重组修复突变的 ＥＧＦＰ基因 （图

６：Ａ，Ｂ，Ｅ），表明ＺＦＮ在 ＣＨＯ细胞中，可以利
用短至５０ｂｐ的同源臂单臂，并且在切割位点与需
要修复的突变位点相距达２４２ｂｐ的情况下，实现
精确的同源重组修复。这可能与 Ｒａｄ５１发挥功能
需要高效搜索５０ｂｐ的同源臂相关［２７－２８］。

ＺＦＮ是高效的基因修饰工具。与传统的基因打
靶技术相比，利用 ＺＦＮ进行基因修复时，使用
２０４３ｂｐ的 Ｄｏｎｏｒ可实现 ２３１５％的同源重组，效
率提高了 ２３０００倍 （２３１５％ ｖｓ１０－４）证明了
ＺＦＮ是一种高效的基因组编辑工具。此外，本研究
发现，延长Ｄｏｎｏｒ的，左右同源臂长度可提高同源
重组的效率，同Ｄｅｎｇ在传统基因打靶中得到的结
论一致［２９］。ＣＨＯＥＧＦＰ－ＦＳ细胞基因组中 ＥＧＦＰ移码突
变的位点位于ＺＦＮ切割位点左侧２９４ｂｐ处，我们
发现Ｄｏｎｏｒ的左侧同源臂延长后，同源重组的效率
得到大幅度的提高。这表明，在同源重组修复过

程，可能需要 Ｄｏｎｏｒ从 ＤＳＢ侵入一条越过突变位
点的较长的单链作为模板，所以本研究中 ＺＦＮ介
导的同源重组对左侧同源臂的的长度具有较高的要

求。当左侧同源臂向前延长时会包含 ＣＭＶ启动子

的部分序列，尤其是 Ｚ２０４３Ｄｏｎｏｒ的左侧同源臂包
含了１４３～３９４ｂｐ区段的ＣＭＶ启动子的核心区域，
导致只转染Ｄｏｎｏｒ的细胞，在７后的检测中，可能
因为随机整合而使部分细胞表达了 ＥＧＦＰ，然而通
过扣除这些本底表达 （图７：Ｉ），我们仍然可以发
现左侧同源臂延长后可以提高同源重组的效率。

ＺＦＮ介导的同源重组效率随着同源臂长度的延
长而增高；当同源臂单臂的长度增加至 １０００ｂｐ
时，同源重组效率有较大幅度的提高。因此本研究

提示在实验中需要利用 ＺＦＮ等基因组编辑工具实
现较高的同源重组效率，在设计 Ｄｏｎｏｒ时，应使同
源臂单臂长度应达到１０００ｂｐ以上。
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