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基于 SSA 修复机制和特异性核酸酶活性检测的双荧光
报告载体系统的开发及应用 

韩芙蓉 1，王令 1,2，徐坤 1，张智英 1，王昕 1 
1. 西北农林科技大学动物科技学院，杨凌 712100； 
2. 陕西理工学院生物科学与工程学院，汉中 723000 

摘要: 报告载体系统因构建快捷、改造简单、操作容易、经济有效，并且能通过介导筛选核酸酶阳性细胞富集

基因组修饰的阳性细胞克隆，而成为特异性核酸酶活性检测的重要手段。基于非同源末端连接(Non-homologous 

end joining，NHEJ)修复机制的报告系统在引入 DNA 双链断裂(Double strand breaks，DSBs)后，经过优化最高

也只有 2/3 的概率实现报告基因的修复；而单链退火(Single strand annealing，SSA)修复机制在引入 DSBs 后，

理论上可以实现报告基因 100%的修复，具有更高的灵敏度，有利于活性较低的特异性核酸酶活性的检测，为

基因组修饰研究中特异性核酸酶活性的检测提供了有效的手段。本研究设计并构建了 3 套基于 SSA 修复机制

的双荧光报告载体系统，并应用 mRFP-eGFP 系统检测了 3 对 ZFNs 的有效活性，其活性检测结果分别为 8.9%、

9.3%和 5.0%，该研究为核酸酶活性的检测提供了有效的手段。 

关键词: SSA；双荧光报告载体系统；特异性核酸酶 

Development and application of dual-fluorescence reporter systems for 
measuring specific nuclease activity based on SSA repair mechanism 

Furong Han1, Ling Wang1,2, Kun Xu1, Zhiying Zhang1, Xin Wang1 
1. College of Animal Science & Technology, Northwest A&F University, Yangling 712100, China; 
2. School of Biological Science and Engineering, Shaanxi University of technology, Hanzhong 723000, China 

Abstract:  Reporter vector system has become an important method for measuring activity of specific nucleas-

es because of its fast construction, simple modification, easy operation, economic effectiveness as well as its role in 
enriching positive cells with genomic modification through mediating screen of specific nucleases positive cells. After in-
troducing double strand breaks (DSBs), a reporter system based on non-homologous end joining (NHEJ)-mediated 
repair can only repair maximally two thirds of reporter genes after optimization, while single strand annealing 
(SSA)-mediated repair can repair all reporter genes theoretically which has higher sensitivity and facilitates the de-
tection of specific nuclease with low activity and provides an effective way to detect specific nuclease activity in genome 
modification studies. In this study, we designed and constructed three sets of dual-fluorescence reporter systems based 
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on SSA repair mechanism and applied the mRFP-eGFP system in measuring the effective activity of three pairs of ZFNs, 
which was 8.9%, 9.3% and 5.0%, respectively. Our study provides an effective way to detect the activity of nucleases. 

Keywords: SSA; dual-fluorescence reporter system; specific nucleases 

基因组编辑的传统方法有自发同源重组和逆转

录病毒介导法，但应用效果不佳。DNA 双链断裂
(Double strand breaks，DSBs)切口修复机制的发现使
其发生了巨大变革[1]。DSBs能激活细胞内的多种DNA
断裂修复机制，其中主要有同源重组 (Homologous 
recombination, HR)、非同源末端连接 (Non-homo-
logous end joining，NHEJ)和单链退火(Single strand 
annealing，SSA)三种方式。Bibikova 等[2]发现在基

因组特殊位点产生 DSBs，能提高基因组编辑的靶向
性和精确性，同时能将哺乳动物细胞中 HR 介导的
基因组编辑效率提高到 5×104。研究表明，在基因组

中利用大范围核酸酶 (Meganuclease) I-Sce I 产生
DSBs 能够显著提高哺乳动物基因组的靶向修饰效
率[3~5]。但由于大范围核酸酶改造困难，因此相对较

容易改造的锌指核酸酶 (Zinc finger nucleases，
ZFNs)[6,7]、类转录因子效应物核酸酶 (Transcription 
activator-like (TAL) effector nucleases, TALENs)[8,9]和

成簇规律间隔短回文重复技术 CRISPR (Clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats)/Cas9 
(CRISPR- associated proteins )[10~12]作为有效的基因

打靶工具相继应运而生。这些位点特异性的核酸内

切酶能够根据 DNA靶序列进行改造，改造后的核酸
内切酶能够特异识别和切割目标 DNA 靶序列[13]，

产生 DSBs。在没有供体 DNA和同源序列存在的情
况下，细胞基因组 DNA上的 DSBs一般通过 NHEJ
机制进行修复，修复之后会产生少数碱基的插入或缺

失(Insertions and deletions, Indels)。通过检测相应靶
序列上 Indels 来衡量特异性核酸酶的工作效率。
Indels 的检测方法主要有错配 DNA 内切酶法(T7E-I
或 CEL-I)、T-A 克隆测序法和高通量测序法，但这
些方法不够直观，工作量大或费用较高。因此，针

对特异性核酸酶活性检测的报告系统逐渐兴起。 
所有的报告系统都是基于特殊的报告基因，如

抗生素抗性基因、编码荧光蛋白和荧光素酶的基因

等。将特异性核酸酶的靶序列插入报告基因的开放

阅读框内(Open reading frame，ORF)，使其无法正确
表达相应的功能蛋白，在特异性核酸酶的作用下，

报告基因中插入的靶序列被靶向切割形成DSBs, 进
而根据研究人员的设计激活细胞内源的 NHEJ、SSA
或 HR 等修复机制，实现对报告基因 ORF 的修复。
报告系统具有易观察、易检测等优点。 
在哺乳动物细胞水平，用于特异性核酸酶活性

检测的报告系统主要包括报告细胞系和报告载体。

细胞中报告基因的存在方式有两种：一种是直接在

细胞基因组中整合报告基因构件，获得相应的报告

细胞系[14]；另一种是构建含报告基因元件的报告载

体，与特异性核酸酶表达载体共转染至哺乳动物细

胞实现对核酸酶活性的检测，此时细胞内的报告基

因游离存在[15]。虽然报告载体并未整合入细胞基因

组，不是很稳定，但是相对于报告细胞系，具有明

显的优势：首先构建快捷，靶序列易于改变；其次

无需进行基因组整合，操作简易；最后能应用于特

异性核酸酶阳性细胞的筛选，进而实现对基因组修

饰阳性细胞的富集甚至对阳性细胞克隆的筛选。 
为了便于观察和检测，一般将编码荧光蛋白的

基因作为报告基因。2011年，Kim等[15]首次将红色

荧光蛋白 mRFP 与绿色荧光蛋白 eGFP 融合表达，
在二者的编码基因序列之间插入 ZFNs 靶序列，构
建得到了 mRFP-eGFP双荧光报告载体。其中，mRFP
作为衡量转染效率的标记基因正确表达，而 eGFP
作为报告基因其阅读框发生移码突变，不能正常表

达。当 ZFNs切割靶序列并引入 DSBs后，会激活细
胞内 NHEJ修复机制，使 eGFP的阅读框发生重排，
以 1/3 的概率表达出有功能的绿色荧光蛋白。通过
eGFP阳性细胞的比例衡量 ZFNs的工作效率，并进
一步利用流式细胞仪分选得到 mRFP 和 eGFP 双阳
性细胞，实现对基因组修饰阳性细胞的富集[15]。由

于该mRFP-eGFP双荧光报告载体采用了 NHEJ的修
复机制，因此最高只有 1/3 的概率实现报告基因的
修复，效率有限；尤其是针对活性较低的特异性核

酸酶时并不理想。2013年，Kim教授研究团队进一
步对该 mRFP-eGFP双荧光报告载体进行了优化，引
入了两个 eGFP报告基因阅读框，使其在 DSBs引入
后的理论修复概率提高到 2/3[16]。 
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本研究团队于 2012 年首次提出了基于 SSA 修
复机制的特异性核酸酶活性检测报告载体系统，并

进行了一系列的尝试和应用研究[17~19]，为以后特异

性核酸酶的应用、基因组修饰阳性细胞克隆的筛选

等研究奠定了基础。SSA是一种重要的 DNA重组方
式，当在 DSBs 两侧有一定长度的正向重复序列时
被激活，通过同源重组实现 DSBs 修复，并删除一
个正向重复序列。理论上 DSBs 引入后，基于 SSA
修复机制的报告基因的修复效率能达到 100%。本文
主要介绍了 3种不同的基于 SSA修复机制的双荧光
报告载体系统的设计开发、功能验证和初步的应用

研究。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

DH5α 感受态细胞，人胚肾细胞系 HEK293T，
质粒 pST1374-Sharky、pDsRed1-C1、pcDNA3-mRFP、
peGFP-C1以及 3对 ZFNs酵母表达载体 pLeu-ZFNLs
和 pTrp-ZFNRs均由实验室保存或前期工作构建。 

1.2  ZFNs真核表达载体的构建 

用限制性内切酶 XbaⅠ和 BamHⅠ双酶切载体

pST1374-Sharky及 pLeu-ZFNL，琼脂糖凝胶分离后
纯化获得线性化骨架及 300 bp大小的编码 3锌指蛋
白的片段，用 T4连接酶 16℃过夜连接，转化至 DH5α
感受态细胞中，均匀涂布于抗性 LB固体培养基上，
37℃恒温培养，10 h后挑取单克隆，酶切鉴定阳性
克隆，获得 ZFNs哺乳动物细胞表达载体 pST-ZFNL。
同时，用限制性内切酶 NotⅠ和 BamHⅠ双酶切载体

pST1374-Sharky及 pLeu-ZFNR，以同样的流程构建
获得载体 pST-ZFNR。采用上述方法，分别构建了 3
对 ZFNs 的 真 核 表 达 载 体 pST-ZFNL1/2/3 和
pST-ZFNR1/2/3。 

1.3  DsRed-eGFP报告载体系统 

1.3.1  DsRed-eGFP 报告载体系统的设计 

DsRed-eGFP报告载体中，红色荧光蛋白和绿色
荧光蛋白融合表达，由同一个启动子控制；其中红

色荧光蛋白基因 DsRed 作为标记基因用于衡量转染
效率，绿色荧光蛋白基因 eGFP 作为报告基因用于
检测特异性核酸酶的工作效率；eGFP基因阅读框被

核酸酶靶序列打断并分成两部分，前后各含 300 bp
的正向重复序列，当核酸酶发挥作用并在靶序列上引

入 DSBs后，激活细胞内的 SSA修复机制，实现 eGFP
基因阅读框的修复和绿色荧光蛋白的正常表达。 

1.3.2  pDsRed-eGFP-BS 报告载体的构建 

从质粒 peGFP-C1 中利用不同的引物序列，分
别扩增得到片段 eGFPL和 eGFPR。前者经 Bgl II和
SalⅠ双酶切后插入载体 pDsRed1-C1 中，获得中间
载体 pDsRed-eGFPL；后者用 BamHⅠ和 XbaⅠ双酶
切后插入上述中间载体中，得到不含靶序列的报告

载体 pDsRed-eGFP-MCS，其中 eGFP基因阅读框被
NotⅠ和 BamHⅠ的多克隆位点和正向重复序列打断。
通过引物退火作用获得两端为NotⅠ和BamHⅠ粘性
末端的 ZFNs 靶序列片段，克隆至载体 pDsRed- 
eGFP-MCS中，进而得到含有相应靶序列的报告载体
pDsRed-eGFP-BS。同时构建 DsRed-eGFP 正常表达
的野生型阳性对照载体 pDsRed-eGFP。 

1.4  eGFP-DsRed报告载体系统 

1.4.1  eGFP-DsRed 报告载体系统的设计 

eGFP-DsRed 报告载体系统与上述 DsRed-eGFP
系统设计的不同之处在于：(1) eGFP-DsRed系统改
用 eGFP 作为标记基因用来衡量转染效率，而报告
基因则相反地采用了红色荧光蛋白基因 DsRed，同
样采用 SSA修复机制；(2) eGFP-DsRed系统在 eGFP
和 DsRed 基因引入了核糖体结合位点(Internal ribo-
some entry site，IRES)，保证在同一个 CMV启动子
控制下 eGFP 和 DsRed 基因能以非融合的形式各自
单独表达。而 DsRed-eGFP 系统中 eGFP 和 DsRed
作为一个融合蛋白表达。 

1.4.2  peGFP-DsRed-BS 报告载体的构建 

从质粒 pDsRed1-C1中利用不同的引物序列，分
别通过 Overlap PCR 和普通 PCR 扩增得到片段
IRES-DsRedL和 DsRedR。将两个片段先后依次克隆
到 peGFP-C1 中，构建得到不含靶序列的报告载体
peGFP-DsRed-MCS，其中 DsRed基因阅读框被 NotⅠ
和 BamHⅠ的多克隆位点和 300 bp的正向重复序列
打断。通过引物退火作用获得两端为 NotⅠ和 BamH
Ⅰ粘性末端的 ZFNs 靶序列片段，克隆至载体
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peGFP-DsRed-MCS中，得到含有相应靶序列的报告
载体 peGFP-DsRed-BS。同时构建 eGFP-DsRed正常
表达的野生型阳性对照载体 peGFP-DsRed。 

1.5  mRFP-eGFP报告载体系统 

1.5.1  mRFP-eGFP 报告载体系统的设计 

mRFP-eGFP 报告载体系统采用红色荧光蛋白
基因 mRFP 替代了上述 DsRed-eGFP 报告载体系统
中的 DsRed基因，作为标记基因用于衡量转染效率；
与 DsRed-eGFP 系统一样，采用 SSA 修复机制的
eGFP报告基因在红光基因下游融合表达，用于检测
特异性核酸酶的工作效率。 

1.5.2  pmRFP-eGFP-BS 报告载体的构建 

从 pcDNA3-mRFP 中扩增大小约为 680 bp 的
mRFP 片段，用 AgeⅠ和 BglⅡ双酶切纯化的 mRFP
基因片段及骨架载体 pDsRed-eGFP-MCS/BS，然后
将 mRFP基因片段克隆至骨架载体中，替代掉原来的
DsRed基因片段，获得相应的双荧光报告载体 pmRFP- 
eGFP-MCS/BS。以相同方式在载体 pDsRed-eGFP的
基础上，替换掉 DsRed基因片段，构建 mRFP-eGFP
正常表达的野生型阳性对照载体 pmRFP-EGFP。 

1.6  三种报告载体系统的功能验证 

通过对实验室前期筛选得到的 3 对 ZFNs[17,20]

进行活性检测，对以上 3 种报告载体系统进行功能
验证。具体操作如下：将 HEK293T细胞系复苏后传
代至 24孔板，按常规程序正常培养，待细胞汇合度
达到 70%~80%时，更换新鲜培养基，2~4 h后进行
细胞转染(每孔总 DNA量为 1.6 µg，ZFNL, ZFNR表
达载体和报告载体的转染比率为 1.2:1.2:1，选择
Sofast 转染试剂，按照厦门太阳马生物公司说明书
步骤操作)。将含有靶序列的双荧光报告载体和 ZFNs
表达载体共转染至 HEK293T细胞中，作为实验组检
测相应 ZFNs 的工作效率。同时设置两组对照，一
组转染报告载体和空的 ZFNs 表达载体，另一组只
转染双荧光均正常表达的野生型阳性对照载体。实

验组和对照组，每组设置 3个重复。转染后 24 h，更
换新鲜培养基，48 h后观察荧光情况并拍照，72 h
后收集细胞，进行流式细胞术计数检测。对 3 种报
告载体系统的功能验证过程进行多次重复，观察并

统计结果。 

2  结果与分析 

2.1  DsRed-eGFP报告载体系统的功能验证 

将报告载体 pDsRed-eGFP-BS和 ZFNs表达载体
共转染至 HEK293T 细胞，ZFNs 在细胞内表达后特
异性的识别并切割靶序列，启动细胞 SSA修复机制
的原理见图 1A。转染后 48 h，通过荧光显微镜观察 

 

 
 

图 1  DsRed-eGFP 双荧光报告载体系统 
A: DsRed-eGFP双荧光报告载体系统工作原理示意图；B: DsRed-eGFP双荧光报告载体系统的功能验证结果(48 h，40×)。 
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细胞荧光情况，发现不同处理组红色荧光均十分微

弱，阴性对照组和实验组的绿色荧光基本不可见，

而阳性对照组绿色荧光较强(图 1B)。可能是因为
DsRed信号本身就弱于 eGFP，导致红色荧光比绿色
荧光微弱，甚至不可见；其次 DsRed-eGFP 系统中
DsRed和 eGFP融合表达，影响了两种蛋白的空间结
构和荧光特性，且对 DsRed 的影响相对严重。结果
说明 DsRed-eGFP 系统中以 DsRed 衡量转染效率，
不利于下游 eGFP 工作效率的观察与检测，因此我
们对此系统进行改造与优化，更有利于实现在哺乳

动物细胞中对特异性核酸酶活性的有效检测。 

2.2  eGFP-DsRed报告载体系统的功能验证 

根据 2.1的结果推测，DsRed-eGFP系统中 DsRed
和 eGFP 融合表达对 DsRed 的影响严重。因此本研
究随后又构建了 eGFP-DsRed 系统，同时在 DsRed
和 eGFP之间引入了 IRES，期望实现 DsRed和 eGFP
以非融合蛋白的形式表达。 
将报告载体 peGFP-DsRed-BS和 ZFNs表达载体

共转染至 HEK293T 细胞，ZFNs 在细胞内表达后特
异性的识别并切割靶序列，启动细胞 SSA修复机制
的原理见图 2A。转染后 48 h，通过荧光显微镜观察
细胞荧光情况，发现不同处理组细胞中均有较多的

绿色荧光，阳性对照组中有较少的红色荧光细胞，

而阴性对照和实验组细胞中红色荧光几乎不可见

(图 2B)。究其原因可能有以下几点：首先 IRES 启
动翻译的活力有限，DsRed蛋白比 eGFP蛋白的表达
量相对较少；其次与 eGFP相比，DsRed基因的表达
活力或 DsRed 蛋白的活性较低；第三用于功能验证
的 ZFNs 的工作效率较低，导致实验组未能有效检
测到红色荧光细胞。因此， eGFP-DsRed 系统仍不
能实现在哺乳动物细胞中对特异性核酸酶活性的有

效检测。 

2.3  mRFP-eGFP 报告载体系统的功能验证及初步
应用 

基于上述DsRed-eGFP和 eGFP-DsRed系统的研
究结果，我们发现 DsRed 无论是作为标记基因与
eGFP 融合表达，还是作为报告基因并借助于 IRES
与 eGFP 分开表达，其表达情况均不理想，红色荧光
强度始终很低。因此，我们进一步尝试用具有较高

活性的红色荧光蛋白基因mRFP替代了DsRed-eGFP
系统中的 DsRed 基因，构建 mRFP-eGFP 系统，其中
mRFP作为标记基因并与报告基因 eGFP 融合表达。 
将报告载体 pmRFP-eGFP-BS和 ZFNs表达载体

共转染至 HEK293T 细胞，ZFNs 在细胞内表达后特
异性的识别并切割靶序列，启动细胞 SSA修复机制
的原理见图 3A。转染后 48 h，通过荧光显微镜观察 

 

 
 

图 2  eGFP-DsRed 双荧光报告载体系统 
A: eGFP-DsRed双荧光报告载体系统工作原理示意图；B: eGFP-DsRed双荧光报告载体系统的功能验证结果(48 h, 200×)。 
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图 3  mRFP-eGFP 双荧光报告载体系统 
A: mRFP-eGFP双荧光报告载体系统工作原理示意图；B: mRFP-eGFP双荧光报告载体系统的功能验证结果(48 h, 400×)。 
 
细胞荧光情况(图 3B)：不同处理组细胞中均有较多
的红色荧光，说明 mRFP 作为标记基因正常表达；
阳性对照组中红色荧光和绿色荧光均很明显，说明

mRFP-eGFP融合表达不影响二者的荧光特性；阴性
对照组中只能观察到红色荧光，说明 mRFP-eGFP
系统中 eGFP报告基因没有明显的自修复；3对 ZFNs
的实验组中均观察到了绿色荧光细胞，说明

mRFP-eGFP 报告系统工作；而绿色荧光细胞较少，
这与实验中所使用的 ZFNs的活性直接相关。 
转染后 72 h，继续观察不同处理组细胞荧光情

况，结果如图 4A所示：阳性对照组中红色荧光和绿
色荧光均有所增强；阴性对照组中出现少量绿色荧

光细胞；实验组中绿色荧光细胞数量有所增加，且

荧光强度增大。结果说明 mRFP-eGFP系统能够实现
在哺乳动物细胞中对特异性核酸酶活性的有效检测。 
为了量化实验结果，更为精确地反应所检测的

核酸酶的活性情况，我们进一步采用了流式细胞术

对荧光细胞进行了计数检测，相应结果用 FCS ex-
press 4 软件分析，数据如图 4B 所示。最后以红色
荧光和绿色荧光双阳性细胞的比率来衡量所检测

ZFNs 核酸酶的活性。具体计算方法如下：(1) 相对
双荧光阳性细胞率=双荧光阳性细胞率/(双荧光阳性
细胞率+红色荧光阳性细胞率)×100%；(2) 所检测核
酸酶活性=实验组双荧光阳性细胞率−阴性对照组双

荧光阳性细胞率。相关计数结果如表 1 所示：所检
测 3对 ZFNs (ZFN1、ZFN2和 ZFN3)的活性分别为
8.9%，9.3%和 5.0%。 

3  讨  论 

近 10 年来，随着基因组定点打靶技术的发展，
ZFNs、TALENs和 CRISPR/Cas9等位点特异性核酸
酶相继应运而生，同时特异性核酸酶活性的检测手

段也在不断发展进步。其中，报告载体系统由于构

建快捷、改造简单、操作容易、经济有效、能够通

过介导筛选核酸酶阳性细胞实现对基因组修饰后的

阳性细胞克隆进行富集和筛选等优点，逐渐被研究

工作者们所采用。 
鉴于特异性核酸酶活性传统的检测手段 (如

T7E-I检测)主要是针对NHEJ修复机制所引入的 Indels
的检测，基于 NHEJ 修复机制的报告载体系统被充
分重视并被广泛应用，而基于 HR和 SSA修复机制
的报告载体系统则鲜有报道。 
采用 SSA修复机制则在引入 DSBs后理论上可

以实现报告基因 100%的修复，因此具有更高的灵敏
度，有利于活性较低的特异性核酸酶活性的检测。

我们研究团队对基于 SSA修复机制的报告载体系统
进行了一系列的尝试和应用研究[17~19]。本研究先后

尝试设计并构建了基于 SSA修复机制的DsRed-eGFP 
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图 4  应用 mRFP-eGFP 双荧光报告载体系统检测 ZFNs 活性 
A: mRFP-eGFP双荧光报告载体系统的功能验证结果(72 h, 400×)；B: 采用流式细胞术对荧光细胞的计数检测分析结果。 

 
表 1  应用 mRFP-eGFP 双荧光报告载体系统检测 ZFNs

活性的结果 

 
红色荧光 
阳性率 

双荧光 
阳性率 

相对双荧光 
阳性率 

锌指核酸 
酶活性 

阴性对照 40.06% 3.37% 7.8% 0 

实验组 ZFN1  30.02% 6.04% 16.7% 8.9% 

实验组 ZFN2  35.02% 7.36% 17.1% 9.3% 

实验组 ZFN3  35.95% 5.26% 12.8% 5.0% 

 
系统、eGFP-DsRed系统和 mRFP-eGFP系统；最终
成功应用 mRFP-eGFP 系统实现了对实验室自主筛
选构建的 3 对 ZFNs 的活性检测，其活性检测结果
分别为 8.9%、9.3%和 5.0%。在后续的研究中，我们

对 DsRed-eGFP系统进行了优化，将 DsRed和 eGFP
用不同的启动子各自单独表达；同时为了降低报告载

体的自修复效率，减短用于介导 SSA修复机制的正向
重复序列为 200 bp；最终实现了对一系列 CRISPR/ 
Cas9系统活性的高效检测(最高达 40%)[19]。但是由于

所采用的核酸酶不同、流式细胞术检测的参数不同，

上述双荧光报告系统之间并不能进行有效的比较。 
Kuhar 等 [21]最新开发的新型报告系统采用了

NHEJ、HR和 SSA三种修复机制并进行了详细的比
较，发现 SSA的效率是 NHEJ的 10倍以上。同时，
本实验室在进一步的研究中分别开发了基于 NHEJ
和 SSA修复机制的DsRed-PuroR-eGFP (RPG)双荧光
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双报告基因系统，通过比较证明了 SSA-RPG系统比
NHEJ-RPG系统具有更高的灵敏度，且 SSA同源臂
的最优长度为 200 bp[18]。 
本研究通过对 3种不同设计的 SSA双荧光报告

载体系统的尝试，成功获得了能够应用于特异性核

酸酶活性检测的 mRFP-eGFP系统，并初步应用该系
统实现了对 3 对 ZFNs 活性的有效检测；该系统比
基于 NHEJ 的双荧光报告载体系统具有更高的灵敏
度，为后续报告系统的改造和设计提供了经验和借

鉴，也为以后基因组修饰研究中特异性核酸酶活性

的检测提供了有效的手段。 
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