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利用 CRISPR/Cas9 技术构建定点突变小鼠品系 
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3. 华东师范大学生命科学学院，上海 200241 

摘要: CRISPR/Cas9 技术是新近发展起来的对细胞和动物模型进行基因编辑的重要方法。本文利用 DNA 双链

断裂(Double-strand breaks, DSBs)引起的同源重组(Homologous recombination, HR)依赖与非依赖的修复机制，建

立基于 CRISPR/Cas9 核酸酶技术构建定点突变小鼠品系的技术体系。针对赖氨酸特异脱甲基化酶 2b(Lysine 

(K)-specific demethylase 2b, Kdm2b)酶活关键位点对应的基因组 DNA 序列设计单一导向 RNA(Single-guide RNA, 

sgRNA)，通过与 Cas9 mRNA 共显微注射，分别得到 Kdm2b 基因发生移码突变的基因失活品系及关键位点氨

基酸缺失的酶活突变型小鼠品系。此外，利用 HR 介导的修复机理，将黄素单加氧酶 3(Flavin containing mo-

nooxygenases3, Fmo3)基因的 sgRNA 序列及对应的点突变单链寡脱氧核苷(Single strand oligonucleotides, ssODN)

修复模板共注射到小鼠受精卵雄原核。对 F0 小鼠基因测序分析显示，成功构建了 Fmo3 基因移码突变的基因敲

除和单碱基定点突变的基因敲入小鼠，这些突变能够稳定遗传给子代。本研究利用 CRISPR/Cas9 技术，通过同

源重组依赖与非依赖两种 DNA 损伤修复方式，成功构建了特定位点突变的小鼠品系。 

关键词: 基因敲除；基因敲入；酶活突变；同源重组 

Generation of site-specific mutant mice using the CRISPR/Cas9 system 
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Abstract:  The CRISPR/Cas9 system is a recently developed important technology for genome editing in cellular 

and animal models. Here we established a CRISPR/Cas9-based system of generating site-specific mutant mice using 
DNA double-strand breaks (DSBs) induced homologous recombination (HR)-dependent or independent repair me-
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chanism. Through co-microinjection of Cas9 mRNA and single-guide RNA (sgRNA) targeting genomic DNA se-
quence corresponding to enzyme activity of lysine (K)-specific demethylase 2b (Kdm2b), both a frame-shifted Kdm2b 
null mutant and a Kdm2b enzyme activity disrupted mouse strain were obtained simultaneously. Moreover, sgRNA 
targeting flavin containing monooxygenases3 (Fmo3) gene and the corresponding single strand oligonucleotides 
(ssODN) donor template with point mutation were co-injected into the male pronucleus of one-cell mouse embryos 
stimulated HR-mediated repair mechanism. Genomic sequence analysis of F0 mice showed that frame-shifted Fmo3 
knockout mouse and site-specific Fmo3 knock-in mouse with single base substitution were successfully generated, 
and these mutations could be stably transmitted to the next generation. Therefore, we successfully generated mouse 
strains containing site-specific mutations through HR-dependent and -independent DSB repair using the 
CRISPR/Cas9 system. 

Keywords: knockout; knock-in; enzyme activity mutant; homologous recombination 

基因修饰动物模型是在活体动物上开展基因功

能研究、寻找合适药物作用靶标的重要工具[1]。小

鼠因遗传操作手段丰富，特别是成熟的胚胎干细胞

(Embryonic stem cell, ESC)打靶技术的广泛应用[2,3], 
使其成为研究基因功能和人类疾病发生发展机理最

理想的模式动物。然而基于小鼠 ESC同源重组的基
因打靶技术操作复杂、耗时长、人力和经济成本高，

在一定程度上影响了该技术更广泛的应用。近年来

基因编辑技术的出现，使基因修饰模型的构建摆脱

了 ESC的限制，为基因改造提供了方便、快捷、有
效的技术体系[4,5]。在现有的基因编辑技术中，一种

来源于细菌的成簇的规律间隔的短回文重复序列

(Clustered regularly interspaced short palindromic 
repeat, CRISPR)及临近相关基因(CRISPRassociated, 
Cas)系统经过改造后，因其操作简便、效率高而成为
最热门的基因编辑技术，即 CRISPR/Cas9技术[6~14]。

与锌指核酶(Zinc finger nucleases, ZFN)和转录激活
因子样效应物核酸酶(Transcription activator-like effec-
tor nuclease, TALEN)技术相比，CRISPR/Cas9系统
具有操作更为简便、靶点选择灵活性强、活性更高

等优势。目前，使用最为广泛的是来自细菌 S . 
pyogenes 中的 Cas9 基因及经过改造的单向导 RNA 
(Single-guide RNA, sgRNA)体系。Cas9是一种特殊
的核酸内切酶，能与 sgRNA 结合，sgRNA 3'端 20
个碱基通过碱基配对原则与目标 DNA配对结合，促
使 Cas9核酸酶对目标DNA进行切割产生双链断裂，
从而对基因进行定点编辑 [8]。对于靶点选择的唯一

要求是 sgRNA 所识别配对序列紧紧相邻的目标
DNA序列必需是 NGG(N代表任一碱基)，该序列一
般被称为前导间隔相邻基序(Protospacer adjacent  

motif, PAM)[15~17]。Cas9切割后产生的 DNA双链断
裂(Double-strand breaks, DSBs)在没有同源重组模板
存在的情况下会利用非同源末端连接 (Non-homol-
ogous end joining, NHEJ)的方式进行修复。由于 NHEJ
没有修复模板，非常容易出错，造成碱基的确失、

插入或者替换，从而使目标 DNA发生突变。如果缺
失或者插入的碱基数目为 3 的非整倍数，则会改变
基因的编码框而导致基因的失活；如果缺失为 3 的
倍数则造成部分氨基酸的缺失。在有同源重组模板

的情况下，DSBs 则可能通过高保真的同源重组
(Homologous recombination, HR)修复方式，将模板
DNA序列精确插入到目标 DNA序列中。NHEJ的发
生率非常高，而 HR的修复方式发生概率较低。Cas9
在小鼠和大鼠胚胎中具有很高的活性，已有文献证

明利用这两种方法都能对特定基因进行编辑[18~20]。

但如何快速构建特定位点突变的酶活缺失型小鼠品

系却鲜有报道。 
Kdm2b 是包含 JmjC 结构域的组蛋白脱甲基化

酶，其酶活性需要二价铁离子(Fe2+)和 α-酮戊二酸为辅
助因子，通过羟基化作用使组蛋白赖氨酸脱甲基[21,22]。

细胞实验证明该类脱甲基化酶 JmjC结构域中 3个氨
基酸为铁离子结合所必需，这些氨基酸的突变或者

缺失导致其失去酶活性。鱼腥味综合征(Fish odor 
syndrome)是一种人类遗传疾病，主要由 FMO3基因
突变使代谢三甲胺的酶功能丧失或者降低导致三甲

胺不能排泄出体外，从而体液与气息含有鱼腥味[23]。

人类 FMO3 基因第 8 外显子编码 470 位氨基酸的
CAG密码子出现无义突变成为 TAG而导致 Fmo3功
能丧失是鱼腥味综合征的常见突变[23]。本研究使用

CRISPR/Cas9技术，利用 NHEJ和 HR两种 DNA损
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伤修复方式，成功地构建了 Kdm2b基因敲除、酶活
突变的小鼠品系以及模拟人类 FMO3 基因突变的小
鼠品系，为动物模型构建提供了新的思路。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

实验所用的小鼠均为 C57BL/6J品系，来源于上
海斯莱克实验动物有限公司。小鼠饲养于华东师范

大学 SPF级实验动物中心，恒温恒湿，12 h光照，
12 h黑暗，自由采食。动物实验符合华东师范大学
动物伦理委员会的规定并被授权。 

1.2  方法 

1.2.1  RNA 体外转录 

含有 SP6启动子的 Cas9表达质粒经 NotⅠ限制

性内切酶酶切线性化，经酚/氯仿抽提纯化后，溶于
无 RNase A 的水中，经 mMESSAGE mMACHINE® 
SP6(Life Technologies 公司)体外转录试剂盒进行体
外转录，通过氯化锂沉淀，纯化得到 Cas9 mRNA。
利用本课题组已发表的方法 [24]构建 sgRNA(靶点序
列：Kdm2b，5'-GAACTTCCACATTGACTTTGG-3'；
Fmo3，5'-GGGCCTACCAGCCGGAAC-3')模板，通
过酚/氯仿抽提和乙醇沉淀进行纯化，使用 T7 体外
转录试剂盒(TaKaRa公司)进行体外转录，并通过酚/
氯仿抽提和异丙醇沉淀得到 sgRNA。Cas9 mRNA及
sgRNA沉淀均用 20 µL TE缓冲液重悬。通过琼脂糖
凝胶电泳检测质量后测浓度，分装储存于−80℃。具
体实验步骤参考文献[24]。 

1.2.2  小鼠受精卵显微注射 

将体外转录所得的靶向 Kdm2b基因的 sgRNA与
Cas9 mRNA 混合，用 TE 缓冲液稀释，使 sgRNA与
Cas9 mRNA终浓度分别为 12.5 ng/μL和 25 ng/μL。
使用显微注射仪将其注射到 C57 BL/6J 小鼠单细胞
受精卵的胞浆中。Fmo3 点突变小鼠构建与之类似，
在注射液中加入 10 ng/μL ssODN(5'-AGCCCCTAC-
TAGTTCCGGCTGGTAGGCCCAGGAAAGTGGTCA- 
GGAGCCCGGAACGCCATCCTA-3')作为修复模板，
与 Cas9/sgRNA共注射于 C57 BL/6J小鼠受精卵的原
核中。胚胎体外培养 1~2 h后移植入假孕母鼠的输
卵管。代孕鼠伤口缝合后饲养待产。 

1.2.3  小鼠基因型鉴定 

小鼠出生 1周后，剪取脚趾或尾尖，置于 1.5 mL 
EP管内。加入 500 μL裂解液和 1 μL的蛋白酶 K贮
存液。将上述 EP管置于 55℃恒温水浴锅水浴过夜，
或待脚趾消化完全，用酚/氯仿法抽提基因组 DNA。
以小鼠基因组 DNA为模板，通过 PCR扩增 sgRNA
靶向位点两侧各约 200 bp 的序列。引物序列如下： 

Kdm2b：KF，5'-GTGCTGTCTGTGAGCGTCTG- 3'，
KR, 5'-ACAACCACCCATAATGAGAT-3'； Fmo3：
FF, 5'-AGGGCAATGTAGTAAAGCAG-3'，FR, 5'-GA-
GCAAACGGGAATAGAAGT-3'。 

PCR 产物经纯化、变性、缓慢退火，加入 T7
核酸内切酶 I (T7 endonuclease I, T7EⅠ)(New Eng-
land Biolabs)，进行琼脂糖凝胶电泳。将 T7EⅠ酶切
检测阳性小鼠的 PCR产物分别连入 pMD18-T载体，
挑取若干克隆提取质粒并进行测序。 

2  结果与分析 

2.1  Kdm2b基因敲除及酶活突变小鼠的构建 

根据 NHEJ 修复原理，本文针对组蛋白脱甲基
化酶Kdm2b基因的铁离子结合位点区域设计 sgRNA
靶点(图 1A)。将经显微注射的 106 个胚胎分别移植
到 5 只假孕小鼠中，共有 24 只 F0代小鼠出生。利

用引物 KF 和 KR，以小鼠基因组 DNA 为模板进行
PCR扩增 (图 1B)，同时通过 T7EⅠ酶切检测产生基
因突变的小鼠(图 1C)。从图 1中可以看出，24只小
鼠中有 12只除了野生型条带外还出现了一条新的条
带(箭头所示)，表明突变效率为 50%。根据 T7EⅠ检
测结果，选取阳性小鼠(1#、11#、21#、22#)的 PCR
产物连接 T载体并测序，其中 1#小鼠在铁离子结合
位点出现缺失 12 bp和 17 bp两种等位基因突变(图
1D)。缺失 17 bp将导致 Kdm2b基因后续蛋白质产生
移码突变导致基因失活。缺失 12 bp 的突变使铁离
子结合位点缺失 4 个氨基酸(分别是 H、I、D、F)，
虽然没有造成移码但突变的Kdm2b蛋白失去脱甲基
化酶活性。21#和 22# F0代小鼠虽然也包含 12 bp的
碱基缺失，但考虑到在铁离子结合位点只缺失了 1
个氨基酸，推测可能对酶活造成的影响不大，因此

在实验中选取 1#小鼠进行传代。将 1#小鼠与野生型
小鼠进行交配，得到 F1代小鼠后对其进行 PCR 扩 
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图 1  Kdm2B 基因突变小鼠构建   
A：针对 JmjC 结构域上的铁离子结合位点选择 sgRNA 靶点(以下划线表示)示意图。红色部分碱基为铁离子结合位点，蓝色为 PAM；
B：F0代小鼠 PCR 扩增结果。C：F0代小鼠 T7EⅠ酶切结果。箭头指切下的 DNA 片段，代表基因发生突变；D：F0代 4 只阳性小鼠
的 PCR产物测序结果；E： F1代小鼠基因突变分析。测序结果虚线代表缺失碱基，红色为突变碱基，蓝色为插入碱基，插入(+)、缺
失(−)情况在每一行的右端显示。 
 
增和测序(图 1E)。其中 7#和 8#小鼠为酶活突变小鼠，

其余 7只小鼠为缺失 17 bp的基因敲除小鼠(图 1E)。
以上研究表明，利用 CRISPR/Cas9 系统通过一次注
射成功地构建了 Kdm2b基因酶活突变和基因敲除的
两种基因修饰小鼠品系。 

2.2  Fmo3基因定点敲入小鼠品系的构建 

为构建鱼腥味综合征小鼠模型，本文将靶向小

鼠 Fmo3基因第 8外显子的 sgRNA及 99 bp的 ssODN
作为同源修复的模板序列在对应位点引入 C>T的突
变，使密码子 CAG突变为终止密码子 TAG(图 2A)。
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显微注射后存活的 65个胚胎移植到 3只假孕小鼠中，
共有 9只 F0代小鼠出生。对应位点的基因组片段经

FF、FR 引物 PCR 扩增后测序，结果显示 9 只小鼠
中有 6 只发生了突变，突变效率为 66.7%(图 2B)。

其中 2#小鼠虽然整合了特定突变，但是在靶点附近
出现了 6 bp的缺失(图 2B)，因此不是所需定点敲入
小鼠。3#小鼠特定位点的 C被置换为 T而出现了预
期的新的 TAG终止密码子(图 2：B、C)，该 

 

 
 

图 2  Fmo3 基因点突变(CAG>TAG, Q470X)小鼠构建 
A：针对 470位氨基酸位点设计 sgRNA靶点和 99 bp ssODN修复模板将 C>T突变引入；B：F0代小鼠对应位点经测序后与野生型序

列比对结果。蓝色为 Cas9 识别位点 PAM，红色为突变碱基，橙色为插入碱基；插入(+)、缺失(−)情况在每一行的右端显示；C：F0

代 3#点突变小鼠基因测序峰图。箭头表示 C>T突变成功引入；D：F1代小鼠基因型分析。 
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突变将造成 Fmo3 基因的转录提前终止，能较好地
模拟人类鱼腥味综合征的一个突变类型。其余 4 只
小鼠产生了 NHEJ 介导的基因敲除但没有发生特定
位点的同源重组。将 3#小鼠与野生型小鼠交配，得
到 F1代小鼠，通过测序发现 C>T的点突变能够高效
地传递到子代，意味着 Fmo3 点突变小鼠建系成功
(图 2D)。本研究利用单链寡核苷酸可介导基因发生
精确的同源重组，成功构建 Fmo3 基因定点敲入小
鼠品系。 

3  讨  论 

基因敲除技术作为一种重要基因工程手段在研

究基因功能方面发挥着重要作用。19世纪 80年代，
Thompson等[23]首次建立了基于 ES细胞自发同源重
组的基因打靶技术，成功地构建了基因敲除小鼠模

型。基于 ES细胞基因打靶技术成为一种强有力的哺
乳动物精确遗传修饰技术，极大地推动了基础研究

的发展[25]。然而,目前,还有许多哺乳动物的 ESC 培
养体系没有建立，极大地限制了该技术的广泛应用。 
近年兴起的以 ZFNs、TALENs和 CRISPR/Cas[26~31]

技术为代表的基因编辑技术在动植物基因改造方面

展现出了巨大的潜力，得到了广泛的应用。由于基

因编辑技术几乎在任何细胞中都有活性，摆脱了细

胞类型的限制，使其应用更广、更灵活。与 ES细胞
打靶技术不同的是，基因编辑技术可利用 NHEJ 和
HDR 两种修复方式对目的基因组 DNA 进行操作。
NHEJ方式具有随机性，所以可以看到 F0代阳性小
鼠的基因型多种多样，具有一定的不可控性(图 1D、
图 2B)。本研究利用这种不可控性实现了一次注射
同时得到 Kdm2b移码突变的基因敲除小鼠和甲基转
移酶酶活突变的小鼠，对于在动物体内研究该基因

功能,特别是酶活性功能具有重要意义。虽然 NHEJ
修复方式有一定的概率得到 3 的整倍数碱基缺失的
个体，但毕竟不是精确突变，具有很大的局限性。

因此本研究利用 ssODN作为修复模板进行了精确突
变的尝试，并成功获得了模拟人类突变的 Fmo3 基
因突变小鼠。虽然 ssODN 作为修复模板相对双链
DNA模板具有更高的修复效率[31]，但是本文也发现

ssODN 作为模板修复的精确度不能达到 100%。例
如，Fmo3点突变 F0代 2#小鼠，虽然引入了所需的
C>T 突变，但同时也出现了意料之外的 6 个碱基的

缺失(图 2B)。总之，ssODN介导的正确修复效率还
不到 10%。如何发展 CRISPR/Cas 技术实现高效、
精确的基因组编辑是今后相关研究的重要方向。 
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