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技术优化进展

王　 煜，吴　 勇，梁春南，范昌发∗

（中国食品药品检定研究院实验动物资源研究所，北京　 １０２６２９）

　 　 【摘要】 　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术的兴起，推动了生命科学各个领域的发展。 随着对其认识的不断加深，人们进行

了多重改进和优化，以适应不同的应用场景。 在基因修饰小鼠模型制作中，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术的优化也带来了众

多突破性进展。 本文简要回顾了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术的发展历程，并从 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 元件优化、条件敲除 ／敲入基因

修饰小鼠模型的构建以及 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 元件和 ＨＤＲ 模板的递送系统层面总结了优化策略，展望该技术未来的

发展。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｈａｓ ｄｒｉｖｅｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆｉｅｌｄｓ ｉｎ ｌｉｆｅ ｓｃｉｅｎｃｅ． Ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ
ｄｅｅｐｅｎｉｎｇ ｏｆ ｉｔｓ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ， ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｈａｖｅ ｍａｄｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｓ ｔｏ ａｄａｐｔ ｔｏ ｖａｒｉｏｕｓ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｓｃｅｎａｒｉｏｓ． Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｈａｓ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｂｒｅａｋｔｈｒｏｕｇｈｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ
ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｂｒｉｅｆｌｙ ｒｅｖｉｅｗｓ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９， ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ／ ｋｎｏｃｋｉｎ ｇｅｎｅ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌｓ， ａｎｄ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍｓ ｆｏｒ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ＨＤＲ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９； ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ； ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ／ ｋｎｏｃｋｉｎ； ｄｅｌｉｖｅｒｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 小鼠和人类有着非常相似的遗传背景，二者约

９０％的基因组为保守共线性（ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｙｎｔｅｎｙ）区

域［１］。 与人类其他同源关系较近的猴、大猩猩等动

物相比，小鼠的体型小，繁殖能力强，饲养成本较



低，更加符合实验动物伦理要求。 因此，小鼠成为

实验室人类疾病相关研究使用最广泛的模式动物。
尽管其基因组与人类基因组有着较高的同源性，但
二者之间的差异也不可小觑［２］。 例如，小鼠和人类

在免疫系统发育、激活和对外来抗原的应答方面存

在显著差异，导致无法用小鼠很好地模拟病原体感

染人体的过程［３］。 正常小鼠与人类细胞固有的分

子过程决定了组织特异性癌症发病率的显著差异，
导致了与年龄相关的癌症类型在小鼠和人类中易

发性不同［４－５］。 研究人类的疾病发生过程、评价新

药的体内疗效以及研发应对流行病的疫苗，都需要

合适的动物模型，以重现人类疾病临床症状。 因

此，研究人员尝试通过敲除某些基因或将人源基因

插入到小鼠基因组的方法构建疾病动物模型，模拟

人类疾病的发生［６－８］。 近年建立的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 技

术为构建基因修饰小鼠模型提供了有力的工

具［９－１２］。 随着科学技术的不断进步，科学家也在不

断尝试新的技术手段，采取不同策略优化该基因编

辑技术体系，以期更好地、更有效地利用 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ 系统构建基因修饰动物模型，满足基础研究和

临床试验的需要。 本文就利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术

构建基因修饰动物模型的技术优化进展做简要

回顾。

１　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统的发展历程

　 　 ２００７ 年，法国科学家发现了一种细菌的获得性

免疫系统—ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统，细菌可以特异识别

入侵的外源 ＤＮＡ，利用 Ｃａｓ 蛋白对其进行剪切破

坏［１３］，以消除外源 ＤＮＡ 的影响。 ２０１１ ～ ２０１２ 年，美
国科学家和法国科学家等开展了大量的研究，并于

２０１２ 年揭示了细菌和古细菌通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统

进行免疫防御的分子机制［１４－１８］。 之后，两人合作成

功 构 建 了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系 统［１９］。 ２０１３ 年，
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术开始用于小鼠内源基因的高效

编辑［２０］。 在 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统建立之前，基因编

辑技术已经历了锌指蛋白（ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＺＦＰ）
技术和转录激活因子样效应物核酸酶（ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ， ＴＡＬＥＮ ） 等 技

术［２１－２２］。 与这两种基因编辑技术相比， ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 技术更加精准、便捷和高效［２３］。
２　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术优化及其在基因编辑小鼠中

的应用

　 　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统由两部分构成，即 ｓｇＲＮＡ

（ｓｍａｌｌ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ） 和 Ｃａｓ９ （ Ｃａｓ９ ｎｕｃｌｅａｓｅ） 蛋白。
ｓｇＲＮＡ 能够通过碱基互补配对对靶序列的进行识

别，在 ｓｇＲＮＡ 的引导下，Ｃａｓ９ 核酸酶能够识别靶序

列前的 ＰＡＭ（ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ ａｄｊａｃｅｎｔ ｍｏｔｉｆ）序列，并在

ＰＡＭ 序列上游 ３ ～ ８ ｂｐ 处对靶位点精确剪切［２４］。
经 Ｃａｓ９ 剪切的靶序列形成 ＤＳＢ （ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ
ｂｒｅａｋｓ）缺口，在基因组本身存在的差错倾向修复机

制的作用下，靶序列产生了错配，即发生了基因突

变，导致该基因被敲除。 如果此时存在外源 ＤＮＡ 同

源重组模板 ＨＤＲ（Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｐａｉｒ），就会发

生同源重组修复，新的 ＤＮＡ 序列就会在某一位点发

生整合［２５］。 基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术原理，科学家

尝试对 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ 两个元件进行改良，以期降

低脱靶效率，提高外源基因敲入的精准度与效率，
从而在基因编辑小鼠模型的构建方面获得更多

突破。
２􀆰 １　 Ｃａｓ９ 蛋白的加工修饰及其在构建小鼠模型中

的应用

　 　 Ｃａｓ９ 核酸酶是 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术中

常用的酶，它可以在靶基因的特定位置引起 ＤＮＡ 双

链断裂。 其缺点是可能引起不必要的 ＤＮＡ 双链断

裂，导致非特异性编辑， 即脱靶效应 （ｏｆｆ⁃ｔａｒｇｅｔ
ｅｆｆｅｃｔ）。 因此，科学家尝试对 Ｃａｓ９ 核酸酶进行改造

或者替换，以实现更加精准的基因编辑，降低脱靶

效应。
２􀆰 １􀆰 １　 Ｃａｓ９ｎ 蛋白

　 　 Ｃａｓ９ｎ（Ｃａｓ９ ｎｉｃｋａｓｅ）是在 Ｃａｓ９ 蛋白的基础上，
通过丙氨酸取代 Ｃａｓ９ 两个结构域 ＲｕｖＣ 和 ＨＮＨ 中

的一个关键残基，从而形成一种只能引起 ＤＮＡ 单链

断裂的酶。 目前，常用的 Ｃａｓ９ｎ 蛋白有两种，一种是

通过用丙氨酸替代第 １０ 位的天冬氨酸使 ＲｕｖＣ 结

构域失活形成的 Ｄ１０Ａ 突变内切酶（Ｄ１０Ａ ｍｕｔａｎｔ
ｎｉｃｋａｓｅ），另一种是通过用丙氨酸替代第 ８４０ 位的组

氨酸使 ＨＮＨ 结构域失活形成 Ｈ８４０Ａ 突变内切酶

（Ｈ８４０Ａ ｍｕｔａｎｔ ｎｉｃｋａｓｅ）。 ＤＮＡ 单链断裂主要通过

高保真的碱基切除修复（ｂａｓｅ⁃ｅｘｃｉｓｉｏｎ ｒｅｐａｉｒ，ＢＥＲ）
途径修复［２６］，因此，Ｃａｓ９ｎ 很难引起非特异性编辑。
基于 Ｃａｓ９ｎ 的特性，科学家尝试采用对应两条互补

ＤＮＡ 链的两个 ｓｇＲＮＡ 介导，两个 Ｃａｓ９ｎ 蛋白在相近

位置切割的策略，将脱靶效应最小化。 在一项实验

中，作者成功使用 Ｄ１０Ａ 突变体对小鼠的受精卵进

行了基因修饰，最终在胚泡水平上检测基因编辑效

率，大致与 Ｃａｓ９ 组相同［２７］。 脱靶效应不仅导致目
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标基因没有得到修饰，而且还会导致非靶基因被破

坏，产生不符合预期的表型。 经 Ｃａｓ９ｎ 处理的受精

卵发育而成的小鼠，虽然也存在目标基因没有被修

饰的情况，但其靶基因之外的基因组区域被破坏的

概率较低。 因此，这些未被基因编辑的小鼠大部分

还是野生型，可以再次回收利用，减少了实验动物

的数量，更加符合实验动物伦理。
２􀆰 １􀆰 ２　 ｆＣａｓ９ 蛋白

　 　 ｆＣａｓ９（ＦｏｋＩ⁃ｄＣａｓ ９）是另一种改进的核酸酶，它
是由 ＦｏｋＩ 双链切割酶和双突变 Ｃａｓ９ 蛋白（ｄＣａｓ９）
构成。 其中 ｄＣａｓ９ （ ｄｅａｄ Ｃａｓ９） 蛋白是由 Ｃａｓ９ 的

ＲｕｖＣ 和 ＨＮＨ 两个核酸酶活性区域同时发生突变产

生，只能在 ｓｇＲＮＡ 的引导下进行定位结合，不能发

挥剪切功能［２８］。 而 ＦｏｋＩ 双链切割酶只有在形成二

聚体时才能发挥作用［２９］。 因此，ＣＲＩＳＰＲ ／ ｆＣａｓ９ 系

统的特异性不仅由双 ｓｇＲＮＡ 决定，而且 ＦｏｋＩ 的共定

位也在发挥作用，所以特异性大大提高。 一项研究

表明，以将 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｓｇＲＮＡ 注射到受精卵的

方式构建基因修饰小鼠，使用 ｆＣａｓ９ 与使用 Ｃａｓ９ｎ
相比，效率相近或更高［３０］。 而另一项研究表明，通
过将 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ＤＮＡ 载体显微注射进入受精卵

的方式构建基因修饰小鼠，ｆＣａｓ９ 的基因修饰效率明

显高于 Ｃａｓ９ 和 Ｃａｓ９ｎ［３１］。
２􀆰 １􀆰 ３　 Ｃａｓ９ 蛋白与碱基编辑器的融合

　 　 近年来，人们通过对 Ｃａｓ９ 蛋白的加工与修饰，
使其功能进一步提升，有效地提高了基因编辑效率

和精准度，甚至实现针对某几个特定碱基进行编

辑。 例如，在一项关于乳腺癌的研究中，建成了一

个在乳腺中条件表达碱基编辑器 ＢＥ３ 的小鼠模型。
ＢＥ３ 碱基编辑器（ｃｙｔｏｓｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ，ＣＥＢ）是一种

杂合蛋白，包含化脓性链球菌 Ｃａｓ９ｎ（ＳｐＣａｓ９Ｄ１０Ａ）与
大鼠 ＡＰＯＢＥＣ１ 胞苷脱氨酶和尿嘧啶糖基化酶抑制

剂（ＵＧＩ）结构域。 在递送 ｓｇＲＮＡ 后，ＢＥ３ 的 Ｃａｓ９ 部

分与基因组靶位点结合，并将脱氨酶定位在其 ５’
端，在 ４～ ５ 个核苷酸的小窗口内产生 Ｃ⁃Ｔ 转换［３２］。
在另一项关于镰状贫血症的研究中，作者构建了一

种 Ｃａｓ９ｎ 和反转录酶的融合蛋白，称为 ＰＥ（Ｐｒｉｍｅ
ｅｄｉｔｏｒ）。 他能够将 ｓｇＲＮＡ 上的序列信息复制到目

标 ＤＮＡ 位点。 在镰状红细胞小鼠模型中，ＰＥ 能够

完成 Ｔ 到 Ａ 的碱基替换，从而达到基因纠正的目

的［３３］。 既然 ＰＥ 能够纠正造成镰状红细胞的基因

突变，那么也可以在小鼠体内构建这种基因突变。
因此，无论是 ＢＥ３ ＣＢＥ 还是 ＰＥ，都为构建基因突变

疾病的小鼠模型提供了契机。
２􀆰 ２　 Ｃａｓ９ 的补充———Ｃａｓ１２ａ 在小鼠模型构建中

的应用

　 　 Ｃａｓ１２ａ 是一种 Ｃａｓ９ 蛋白的替代和补充工具，
与 Ｃａｓ９ 蛋白相比，他有以下几个优点：首先，Ｃａｓ１２ａ
蛋白只有单个核酸位点，在切割 ＤＮＡ 双链时形成 １
个交错互补的 ＤＳＢ 缺口［３４］，因此，他能更好地支持

ＨＤＲ 模板修复，更有利于敲入工作的进行；其次，在
进行基因编辑时 Ｃａｓ１２ａ 蛋白只需要 １ 个 ｃｒＲＮＡ，不
需要 ｔｒａｎｃｅｒＲＮＡ，因此他比 Ｃａｓ９ 的结构更加简

化［３５］；最后，他能够与靶区域不可逆结合并且对脱

靶序列进行严格区分，与 ＳｐＣａｓ９ 相比，Ｃａｓ１２ａ 脱靶

效应较少［３６］。 随着人们对 Ｃａｓ１２ａ 蛋白认识的不断

加深，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 正在逐渐应用到哺乳动物细

胞以及模型制作方面。 在一项研究中，研究者使用

博沃克利莫拉菌来源的 Ｃａｓ１２ａ（Ｍｂ３Ｃａｓ１２ａ），得到

较高编辑效率的基因敲除小鼠，同时还发现使用标

记有单体链霉亲和素（ｍＳＡ）的 Ｍｂ３Ｃａｓ１２ａ 能够提

高基因敲入的效率［３７］。 在另一项研究中，作者使用

直肠真杆菌来源的 Ｃａｓ１２ａ 蛋白（ＭＡＤ７）在小鼠基

因组 Ｒｏｓａ２６ 位点实现了大小片段 的 敲 入［３８］。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 基因编辑策略在动物模型制作方面

仍然存在有待人们发掘的巨大潜力。
２􀆰 ３　 ｓｇＲＮＡ 的优化

　 　 有研究发现，在 ｓｇＲＮＡ 的 ５’端和 ３’端进行化

学修饰，即 ５’＆３’⁃ｓｇＲＮＡ，能够提高 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
在细胞中的基因编辑效率［３９］。 在另一项研究中，发
现将 ｓｇＲＮＡ 的不变区（Ｃａｓ９ 结合区和尾区）用 ２’羟
基和硫代磷酸酯键修饰，能够增强细胞中某靶基因

的敲除效率，作者将该种修饰的 ｓｇＲＮＡ 称为 ｅ⁃
ｓｇＲＮＡ。 用靶向肝细胞的脂质纳米粒包埋 ｓｇＲＮＡ，
以静脉注射的方式输送到组成型表达 Ｃａｓ９ 和绿色

荧光蛋白 ＧＦＰ 的小鼠体内，对比未修饰的 ｓｇＲＮＡ、
５’＆３’⁃ｓｇＲＮＡ 以及 ｅ⁃ｓｇＲＮＡ 三组实验，结果显示，
ｅ⁃ｓｇＲＮＡ 介导的基因编辑效率明显高于未修饰的

ｓｇＲＮＡ 和 ５’ ＆３’⁃ｓｇＲＮＡ［４０］。 但也有实验表明，ｅ⁃
ｓｇＲＮＡ 增强基因编辑效率并不是一成不变的，某些

情况下未修饰的 ｓｇＲＮＡ 和 ５’＆３’⁃ｓｇＲＮＡ 介导的基

因编辑效率比 ｅ⁃ｓｇＲＮＡ 高［４０］。
３　 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建条件敲除 ／敲入

小鼠

　 　 Ｃｒｅ⁃ＬｏｘＰ 重组酶系统是目前最常用的构建条

件敲除 ／敲入小鼠的系统。 利用 Ｃｒｅ⁃ＬｏｘＰ 重组酶系
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统构建条件性敲入敲除小鼠的原理是：将两个 ＬｏｘＰ
基因座插入靶序列的两侧，以产生 ｆｌｏｘ 小鼠。 ｆｌｏｘ
小鼠与 Ｃｒｅ 小鼠杂交后，ＬｏｘＰ 标记的 ＤＮＡ 序列将

被删除，而不同的启动子驱动 Ｃｒｅ 在不同的组织和

细胞中表达［４１］。 Ｃｒｅ 重组酶发挥作用的最适温度为

３７ ℃，因此最适宜在哺乳动物中使用。 在基因修饰

小鼠模型的构建中，由于敲除某一基因或者敲入某

一基因会导致小鼠胚胎发育不正常，从而导致较高

的致死率。 构建条件性敲除 ／敲入小鼠，能够起到

很好的种系传递、特定时间敲除 ／敲入以及组织特

异性表达的作用。
３􀆰 １　 构建稳定遗传的敲除 ／敲入小鼠模型

　 　 能够稳定遗传的基因编辑小鼠需要在受精卵

水平上对基因组进行遗传修饰。 其优点是在后期

实验中仅需将条件敲除 ／敲入小鼠与 Ｃｒｅ 工具鼠交

配即可获得数量可观的目标鼠，大大节省了构建模

型的成本。
３􀆰 １􀆰 １　 构建稳定遗传的条件敲除小鼠

　 　 利用 Ｃｒｅ⁃ＬｏｘＰ 系统构建稳定遗传的条件敲除

小鼠最传统的方式是直接在靶基因的一个或多个

外显子两侧插入 ＬｏｘＰ 基因座。 在一些研究中，作者

设计了针对靶序列两侧位点的两种 ｓｇＲＮＡ，在靶基

因的两侧分别形成 ＤＳＢ 缺口；同时设计了一个带有

两个 ＬｏｘＰ 基因座和敲除基因序列的 ＤＮＡ 供体，这
个 ＤＮＡ 供体会通过同源重组的方式使两个 ＬｏｘＰ 基

因座插入到靶序列的两侧［４２］。 该种方法中 ＨＤＲ 模

板较长，因此 ＨＤＲ 供体与 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的递

送需要使用显微注射的方法，操作复杂，对操作人

员技术要求高。 而 Ｎｉｓｈｉｚｏｎｏ 等［４３］ 和 Ｈｏｒｉｉ 等［４４］ 科

学家结合电穿孔技术，利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术将单

个 ＬｏｘＰ 基因座的 ＨＤＲ 插入到靶序列的两侧，能够

大大降低实验操作的难度。
３􀆰 １􀆰 ２　 构建稳定遗传的条件敲入小鼠

　 　 ＬＳＬ（ＬｏｘＰ⁃ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ）是由两个 ＬｏｘＰ 基因座中

间夹一个终止蛋白构成的元件。 当不存在 Ｃｒｅ 重组

酶时，终止蛋白正常表达，被 ＬＳＬ 标记的基因不能

表达；当存在 Ｃｒｅ 重组酶时，被 ＬｏｘＰ 标记的终止蛋

白基因被删除，从而使得被 ＬＳＬ 标记的基因能够正

常表达。 构建稳定遗传的条件敲入小鼠需要将 ＬＳＬ
元件与目的基因连接在同一个 ＨＤＲ 模板上，然后插

入基因组上的安全港位点。 而如何将 ＨＤＲ 模板导

入受精卵是基因敲入成功的关键。 通常使用双链

ＤＮＡ 作为供体建立条件敲入小鼠的效率通常只有

１％～１０％。 而近年来发展起来的 Ｅａｓｉ⁃ＣＲＩＳＰＲ 技术

使用 ＤＮＡ 单链供体，敲入效率可以达到 ３０％ ～
６０％［４５－４６］。 虽然 Ｅａｓｉ⁃ＣＲＩＳＰＲ 技术大大提高了基因

敲入的效率，但是仍然要依靠显微注射的方式递

送。 美国加州大学研究人员开发了一种叫做

ＣＲＩＳＰＲ⁃ＲＥＡＤＩ 的技术，将腺相关病毒（ＡＡＶ）介导

的 ＨＤＲ 供体递送与 Ｃａｓ９ ／ ｓｇＲＮＡ ＲＮＰ 电穿孔相结

合，以高效率和高通量在小鼠基因组中工程化大的

位点特异性修饰，并成功地将 １ 个 ７７４ ｂｐ 的荧光报

告基因、１ 个 ２􀆰 １ ｋｂ 的 ＣｒｅＥＲＴ２ 驱动基因和 １ 个

３􀆰 ３ ｋｂ 的表达盒插入到胚胎和活体鼠的内源基因

座上［４７］。 腺相关病毒的容纳量为 ４􀆰 ９ ｋｂ，因此，不
仅可以容纳靶基因和 ＬｏｘＰ 基因座，还能将 Ｃｒｅ 基因

直接插入到小鼠的基因组中，大大缩短了条件敲入

小鼠的繁育时间。
３􀆰 ２　 构建临时性条件敲除 ／敲入小鼠

　 　 在构建条件性敲除 ／敲入小鼠时，都需要构建

ＬＳＬ⁃Ｃａｓ９ 小鼠，即将 ＬＳＬ 序列、Ｃａｓ９ 基因序列插入

到 Ｒｏｓａ２６ 安全港位点。 当给予 ｓｇＲＮＡ 与 Ｃｒｅ 时，
Ｃａｓ９ 蛋白能够正常表达，被 ｓｇＲＮＡ 引导至靶序列，
进行基因敲除。 如果进行基因敲入，在基因敲除的

基础上再递送一个 ＨＤＲ 模板。 在利用该种小鼠模

型模拟疾病发生过程时，ｓｇＲＮＡ 和 Ｃｒｅ 重组酶以及

ＨＤＲ 模板的递送通常使用慢病毒或腺相关病毒载

体。 例如，在一项研究中，作者使用一种能够特异

性感染神经元的 ＡＡＶ，构建了 １ 个 ＡＡＶ⁃Ｕ６⁃ｓｇＲＮＡ⁃
Ｃｒｅ 载体，其中 ｓｇＲＮＡ 能够靶向高表达神经元特异

性 ＲＮＡ 剪接因子 ＮｅｕＮ（ＲｂＦｏｘ３），然后将包装好的

病毒通过立体定向注射进入 Ｃｒｅ 依赖型 Ｃａｓ９ 小鼠

的前额叶皮层，后续实验发现 Ｃａｓ９ 蛋白成功在靶序

列附近形成基因突变，并且与对照组相比，在注射

ＡＡＶ⁃Ｕ６⁃ｓｇＲＮＡ⁃Ｃｒｅ 载体的区域 ＮｅｕＮ 蛋白表达减

少了 ８０％［４８］。 在另一项研究中，作者应用一种能够

特异性感染神经元、星形胶质细胞和少突胶质细胞

的 ＡＡＶ９ 变体递送 Ｃｒｅ 重组酶和 ｓｇＲＮＡ，产生了星

形胶质细胞特异性 Ａｃｔ１ 敲除小鼠［４９］。 也有研究人

员成功使用某种 ＡＡＶ９ 变体装载 ｓｇＲＮＡ、Ｃｒｅ 以及

突变基因的 ＨＤＲ 模板进行基因敲入，成功构建肺癌

小鼠模型［５０］。

４　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的递送技术优化

４􀆰 １　 受精卵水平的递送技术优化

　 　 如果要得到基因修饰小鼠的稳定遗传品系，就
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要从受精卵或者胚胎干细胞的水平进行基因编辑。
常用的将 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 元件导入受精卵或胚胎干

细胞的办法是显微注射。 在进行基因敲除操作时，
通过胞质注射方式递送 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｓｇＲＮＡ 更容

易成功［５１］。 但在另一项研究中，作者成功通过原核

注射的方式将含有 Ｃａｓ９ 和 ｓｇＲＮＡ 的质粒递送到受

精卵中并产生基因修饰小鼠［３１］。 这种方式虽然免

除了由 Ｃａｓ９ 和 ｓｇＲＮＡ 的 ＤＮＡ 转录到 ｍＲＮＡ 这一

步，但其安全性和成功率是否优于前一种方式，有
待进一步探索。 在进行基因敲入操作时，需要将目

的基因 ＨＤＲ 模板递送至受精卵中，使目的基因整合

到敲入位点。 因此，使用原核注射成功率更高。 有

研究显示，在 Ｓ 期进行原核注射能够提高基因敲入

的效率［５２］。 另外，注射前受精卵的培养时间和温度

对敲入效率也有影响［５３］。
显微注射法递送 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统以及 ＨＤＲ

模板的方法，操作复杂，对操作人员技术要求高。
近年来新开发的电穿孔技术有望替代显微注射的

方法［５４］。 但是，目前电穿孔技术只能递送小片段，
无法将大片段递送进入受精卵。 因此，电穿孔技术

有待进一步发展和优化。
４􀆰 ２　 个体水平的递送技术优化

　 　 当不需要建立稳定繁殖体系，并且需要构建条

件敲入 ／敲除小鼠时，研究人员通常会以腺相关病

毒载体（ＡＡＶ）包裹 Ｃｒｅ、ｓｇＲＮＡ 以及启动子载体感

染小鼠［４８］。 近年来，科学家也在尝试以各种方式优

化这种递送方式。 例如，在一项研究中报道了一种

能够特异性靶向感染神经元、星形胶质细胞和少突

胶质细胞的 ＡＡＶ９ 变体［４９］。 在另一项研究中，作者

发现短期给予核糖核苷酸还原酶（ＲＮＲ）抑制剂氟

达拉滨可将小鼠肝中 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 和 ＡＡＶ⁃ＨＲ 介

导的同源重组效率提高 ２～７ 倍，而不会引起明显的

毒性［５５］。

５　 总结与展望

　 　 随着科学技术的不断进步，科学家从不同角度

进行完善和优化，以期用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建更

加符合基础研究和临床试验需求的基因修饰小鼠

模型，以解决人类疾病研究和药物研发过程中的模

型缺乏瓶颈问题。 尽管 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 基因编辑系统

在小鼠中的基因编辑日趋完善，但是在未来，仍然

有两大方向需要人们的持续努力：一是结合分子生

物学、结构化学、蛋白质工程等学科，对 ＣＲＩＳＰＲ ／

Ｃａｓ９ 系统的元件进行改造和修饰甚至替换，进一步

提高基因编辑效率，降低脱靶效应，通过对 Ｃａｓ９ 蛋

白的加工改造衍生出更多修饰方法。 二是解决长

片段插入效率和递送问题，寻找一种便捷简单的递

送方式，并且提高长片段的插入效率，是构建基因

敲入小鼠亟待解决的问题之一。
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ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｎｅａｒｌｙ ａｂｏｌｉｓｈｅｓ
ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ—ｂｒｉｅｆ ｒｅｐｏｒｔ ［ Ｊ］ ． Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ
Ｔｈｒｏｍｂ Ｖａｓｃ Ｂｉｏｌ， ２０１５， ３５（２）： ３１２－３１５．

［５２］ 　 ＡＢＥ Ｔ， ＩＮＯＵＥ Ｋ Ｉ， ＦＵＲＵＴＡ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｎｕｃｌｅａｒ
ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ Ｓ⁃ｐｈａｓｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ⁃
Ｃａｓ９⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｋｎｏｃｋｉｎ ｏｆ ｌａｒｇｅ ＤＮＡ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｚｙｇｏｔｅｓ
［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ， ２０２０， ３１（７）： １０７６５３．

［５３］ 　 ＮＡＫＡＧＡＷＡ Ｙ， ＳＡＫＵＭＡ Ｔ， ＮＩＳＨＩＭＩＣＨＩ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｃｕｌｔｕｒｅ
ｔｉｍｅ ｏｆ ｖｉｔｒｉｆｉｅｄ ／ ｗａｒｍｅｄ ｚｙｇｏｔｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｋｎｏｃｋ⁃ｉｎ ｍｉｃｅ
［Ｊ］ ． Ｂｉｏｌ Ｏｐｅｎ， ２０１７， ６（５）： ７０６－７１３．

［５４］ 　 ＴＡＫＥＭＯＴＯ Ｔ． Ｚｙｇｏｔｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｄｅｌｉｖｅｒｙ
ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ，
２０２０， ２０５０： １２１－１２６．

［５５］ 　 ＴＳＵＪＩ Ｓ， ＳＴＥＰＨＥＮＳ Ｃ Ｊ， ＢＯＲＴＯＬＵＳＳＩ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｎｕｃｌｅａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ＡＡＶ⁃ ａｎｄ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０２２，
４０（８）： １２８５－１２９４．

〔收稿日期〕２０２３－０７－１０

８５１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５


