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利用 CRISPR/Cas9 系统建立 Xist 基因敲除猪模型 

李国玲，钟翠丽，倪生，刘德武，蔡更元，李紫聪，杨化强，吴珍芳 
华南农业大学动物科学学院，国家生猪种业工程技术研究中心，广州 510642 

摘要: 体细胞核移植技术在家畜良种繁育、基因修饰动物生产、濒危动物的拯救和人类疾病的治疗等领域具有

重要的应用价值，但目前克隆动物生产效率较低，平均不超过 5%。低下的克隆效率极大地限制了该技术的快

速发展。在影响克隆猪生产效率的诸多因素中，X 染色体的异常失活是导致克隆效率低下的重要原因，而与 X

染色体失活密切相关的一个重要基因是 Xist 基因，这表明 Xist 基因可能直接或间接地影响猪的克隆效率。本文

以 CRISPR/Cas 系统为基础，在 Xist 基因上设计 5 个 CRISPR/Cas 系统打靶位点，并筛选出有效的 Target 3、Target 

4 sgRNA，在细胞水平切割效率为 1%和 3%，在胚胎水平为 75%和 85.7%。同时将有效的 sgRNA 体外转录并

显微注射至胚胎体内，发现 Target 3 和 Target 4 组合效果最好，敲除效率为 100%。通过胞浆注射和胚胎移植方

法生产出 6 头克隆猪，有 2 头活仔实现完全敲除。本文成功建立 Xist 基因敲除猪模型，为后续通过敲除猪 Xist

基因提高克隆效率的研究奠定了基础。 

关键词: Xist；CRISPR/Cas；克隆效率；猪 

Establishment of porcine Xist knockout model using CRISPR/Cas9 
system 
Guoling Li, Cuili Zhong, Sheng Ni, Dewu Liu, Gengyuan Cai, Zicong Li, Huaqiang Yang, 
Zhenfang Wu 
National Engineering Research Center for Swine Breeding Industry, College of Animal Science, South China Agricultural Univer-
sity, Guangzhou 510642, China 

Abstract: Somatic cell nuclear transfer technique has great applications in livestock breeding, production of ge-

netically modified animals, rescue of endangered species and treatment of human diseases. However, the currently 
low efficiency in animals cloning, an average of less than 5%, greatly hindered the rapid development of this tech-
nique. Among many factors which affect the efficiency of cloning pigs, X chromosome inactivation is an important 
one. Moreover, Xist gene is closely related to X chromosome inactivation, suggesting that it may directly or indirectly 
affects cloning efficiency. In this study, multiple sgRNAs were designed based on the CRISPR/Cas system, and two 
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sites (Target 3 and Target 4) whose mutation efficiency were 1% and 3% at the cellular level were selected. We suc-
cessfully knocked out Xist with 100% efficiency by microinjecting sgRNAs for Target 3 and Target 4 in embryo. Fi-
nally, 6 cloning piglets were born including two Xist-fully-knockout piglets. The follow-up studies on increasing cloning 
efficiency can be carried out based on the Xist-knockout model. 

Keywords: Xist; CRISPR/Cas; cloning efficiency; porcine 

体细胞核移植技术(Somatic cell nuclear transfer, 
SCNT)在家畜良种繁育、基因修饰动物生产、濒危
动物的拯救和人类疾病的治疗等领域具有重要的应

用价值。在多莉羊 [1]出生后，哺乳动物克隆技术有

了很大突破，并相继诞生了小鼠(Mus musculus)[2]、

山羊(Capra aegagrus hircus)[3]、水牛(Bubalus)[4]、兔

子(Leporidae)[5]、大鼠(Rattus norvegicus)[6]、狗(Canis 
lupus familiaris)[7]、雪貂(Mustela pulourius furo)[8]和猪

(Sus scrofa domestica)[9]等多种克隆动物。随着研究的

不断深入，更多的研究者开始探索影响克隆动物生产

效率低下的因素，如细胞培养液成分、供体细胞类

型、操作手段以及表观遗传方式等[10]。但目前克隆动物

的出生效率依然很低，后代出生率平均不超过 5%[11,12]，

尤其是猪的克隆效率基本维持在 1%~2%[13]。 
在影响克隆猪生产效率的诸多因素中，X染色体

的异常失活是导致克隆效率低下的重要原因 [14,15]，

而与 X染色体失活密切相关的是 Xist基因[16]，其在

XIC(X-inactivation center)中心开始转录，转录产物
通过包围一条 X染色体导致 X染色体的失活，这表
明 Xist 基因可能直接或间接地影响猪的克隆效率。
Wutz等[17]通过大量实验证明了 Xist基因的第一外显
子突变体对小鼠细胞存活的必要性，随后 Inoue等[18]

通过敲除供体细胞 Xist 基因使小鼠的克隆效率提高
近 10倍；Matoba等[19]和 Oikawa等[20]通过 RNA干
扰处理供体细胞 Xist基因也有相似的发现。Mao等[21]研

究发现，通过添加组蛋白抑制剂 Oxamflatin促进 Xist
基因甲基化也可以提高小鼠的克隆效率。以上研究

均表明，抑制或破坏 Xist 基因表达均能有效地提高
克隆小鼠的出生率，而此类研究在猪上尚未见报道。  

CRISPR/Cas 是细菌和古生菌抵抗外源病毒或质
粒入侵的获得性免疫系统，主要有 3种类型(Ⅰ型、
Ⅱ型和Ⅲ型)[22]，目前应用最广泛的是产脓链球菌中

的Ⅱ型 CRISPR/Cas 系统。CRISPR/Cas 系统通过
trancRNA 与 crRNA 复合物引导单个 Cas9 核酸酶  
实现对目的基因的定点切割 [23]。在实际应用中，  

CRISPR/Cas系统通常会把两个编码 trancRNA与crRNA
的基因结合成一个单链向导 RNA(sgRNA)，即现在
运用的 CRISPR/Cas 系统主要是由 Cas9 蛋白和
sgRNA 组成。本研究以 CRISPR/Cas 系统为基础，
在 Xist基因上设计多个 CRISPR/Cas系统打靶位点，
并筛选出有效的 sgRNA。同时将有效的 sgRNA体外
转录并显微注射至胚胎体内，验证其对 Xist 基因的
敲除效果；最后通过筛选有效 sgRNA 组合，建立
Xist 基因敲除猪模型。通过生产 Xist 基因敲除猪模
型，获得 Xist 基因敲除的细胞系，为后续通过敲除
猪 Xist基因提高克隆效率的研究奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

gRNA cloning vector 和 pcDNA3.3-hCas9(add-
gene: 41815)质粒由中国科学院广州医药与健康中
心研究员赖良学教授赠送；猪成体成纤维细胞(444)
由广东温氏食品集团华农温氏股份有限公司水台原

种猪场提供 5日龄杜洛克公猪。 

1.2  方法 

1.2.1  sgRNA 的设计和 CRISPR/Cas 系统载体制备  

利用在线网站 CRISPR Genome Engineering Re-
sources(http://crispr.genome-engineering. org/)对 Xist
基因第一外显子筛选 5个 sgRNA，序列与位点为： 

Target 1 (4976-4993): 5′-GGATCCCATCCCTC-
CTAC-3′； 

Target 2(253-275): 5′-GGAATGTTTTTTGGTT-
GACTCTT-3′； 

Target 3 (16949-16968): 5′-GGCTATTATTCAT-
CTTAACC-3′； 

Target 4 (16598-16616): 5′-TTCCTGTTTTGGC-
TATAC-3′； 

Target 5 (740-75 8): 5′-GGAAAAGTGTTGGGT-
TTTG-3′。 
对筛选出的 sgRNA 和对应的互补序列分别加
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上与 BbsⅠ酶切 CRISPR/Cas骨架质粒互补的粘性末
端，合成对应的 Oligo。合成的 sgRNA 单链复性形
成的双链与线性化的 CRISPR/Cas骨架进行连接、转
化、挑单克隆测序；测序正确的菌液抽提质粒，一

类为抽提后直接用于细胞转染的质粒组(U6-gRNA- 
N、U6-Cas9，N为对应的靶位点编号)，另一类为抽
提后用于体外转录的质粒组(T7-gRNA-N、T7-Cas9，
N为对应的靶位点编号)。 

1.2.2  T7E1 酶切检测突变效率 

当复苏后的细胞汇合度达到 50%~80%(8×106)时，

将 U6-gRNA-N 质粒转染成体成纤维细胞。转染 24 h

后，提取基因组 DNA，使用 PrimeSTAR HS DNA Po-

lymerase PCR扩增Xist基因第一外显子，引物信息见表1。 

PCR产物进行纯化后，产物按 NEB提供的说明

书进行 T7 endonucleaseⅠ(T7E1)酶切，酶切产物进

行电泳分析。 

1.2.3  测序检测突变效率 

通过单克隆测序验证各靶位点的切割效率，对

共转染组靶位点的检测采用两个靶位点检测引物相

组合的方式进行扩增。扩增片段纯化后通过平末端

连接到克隆载体，转化后挑取单克隆测序。 

1.2.4  体外转录 

通过 T7-s F/Tracr-rev R引物(T7-s F: 5′-GAAA-

TTAATACGACTCACTATA-3′; Tracr-rev R: 5′-AA-
AAAAAGCACCGACTCGGTGCCAC-3′)从 T7-gRN-

A-N质粒上扩增得到 T7-gRNA-N体外转录模板。采 
 
表 1  引物信息 
Table 1  The information of primers 

引物名称 引物序列(5′→3′) 

Target 1 F: TTTTGGTTGACTCTTCTGGTTTT 
R: TTAGCATAAACAAGTAGCCCTCA 

Target 2 F: TTTTCCCGGGTGGAAGCTTGCTGGT 
R: CCAAGGGGTTGGAGAAAGAG 

Target 3 F: TCATCTGGAG CATCAACC 
R: AAGGAGCTAGTAGTGCAAAC 

Target 4 F: CTCATTTACTAAGGGTGGTGGGT 
R: GTCCCATCATTTCTAAGCCCTCA 

Target 5 F: CCTCTTTCTCCAACCCCTTG 
R: GCATAAACAAGTAGCCCTCA 

用 T7 Quick High Yield RNA Syntheis Kit (NEB)体外

转录 T7-gRNA-N；通过 MssⅠ内切酶线性化获得 T7- 

Cas9 体外转录模板，采用 mMESSAGE mMACHI-

NE® T7 Kit 进行体外转录和加帽反应，然后用E.coli 

poly(A) polymerase (NEB)对产物进行加 poly(A)反

应，并进行电泳检测。 

1.2.5  体细胞核移植  

从屠宰场收集猪卵巢，用生理盐水(37℃)清洗干

净，使用注射器抽取直径为 6 mm 卵泡中的卵母细

胞。D 体视显微镜下挑选出细胞质均匀、卵丘致密

且包裹 2 层以上的卵丘细胞−卵母细胞复合体(Cum-

ulus oocyte complexes, COCs)。在 39℃、5% CO2、

饱和湿度的培养箱中培养 42~44 h 后转移到含透明

质酸酶的离心管中，用吸管将脱去卵丘的卵母细胞

拣出。洗涤后于体视镜下将带有第一极体的成熟卵

母细胞挑出。将挑选已排出第一极体且形态良好的

卵母细胞用去核针采用盲吸法去核，随后注入适合

的体细胞，完成胚胎重构过程。 

1.2.6  胞浆显微注射 

为进一步验证在细胞水平具有活性的靶位点在

克隆胚胎水平的敲除效果，将 T7-gRNA-3 或 T7-g-

RNA-4 和 T7-Cas9 的 mRNA 混合后(T7-Cas9 的   

mRNA终浓度为 200 ng/μL，T7-gRNA的 RNA终浓

度为 20 ng/μL)注射克隆胚胎，每组注射 80枚胚胎，

每枚胚胎注射 10 pL预混液。 

1.2.7  胚胎移植 

根据 CRISPR/Cas 系统在克隆胚胎水平得到的

结果选择出能有效敲除 Xist 基因的质粒组合进一步

生产 Xist 基因敲除猪。将注射完的胚胎用胚胎培养

液洗涤 5 遍后，转入预平衡好的胚胎培养液，置于

39℃、饱和湿度、低氧(5%O2+5%CO2+90%N2)的条

件下培养过夜。第 2 d 早上采用输卵管移植法将发

育到 2 细胞的胚胎移植入到发情受体母猪子宫。常

规手术缝合，术后连续 4 h 注射抗生素消炎，每天

记录受体母猪的生理情况。此外，胚胎移植后的第

10 h注射 1000 IU的 PMSG，第 13 d注射 800 IU的

HCG来维持妊娠。 
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2  结果与分析 

2.1  U6-gRNA-N 载体构建 

U6-gRNA 质粒骨架上有预留的 BbsⅠ双酶切位
点，其线性化后与各靶位点对应的 Oligo 经过复性
后形成带两个粘性末端的双链 DNA，在连接酶的作
用下构成完整 U6-gRNA-N 载体，其测序结果如图 1
所示，结果与设计的 sgRNA一致，表明载体构建成功。 

2.2  T7E1 酶切检测突变效率 

Target 1、Target 2、Target 3、Target 4和 Target 5
靶位点经 T7E1酶切，结果发现除 Target 1靶位点未
检测到突变外，Target 2、Target 3、Target 4和 Target 5
靶位点均检测到突变(图 2)，经灰度扫描得到的突变
率分别为 11%、18%、20%和 14%，表明 U6-gRNA-2、
U6-gRNA-3、U6-gRNA-4和 U6-gRNA-5在转染细胞
时均有活性。 

2.3  测序检测突变效率 

通过单克隆测序的方法对各转染组均检测了 96
个单克隆，发现仅 U6-gRNA-3 和 U6-gRNA-4 有切

割效果，分别为 1%和 3%(图 3A)，而 U6-gRNA-1、
U6-gRNA-2 和 U6-gRNA-5 对应的靶位点均未检测
到突变，表明 U6-gRNA-1、U6-gRNA-2 和 U6-gR-
NA-5均无活性。同时对 U6-gRNA-3和 U6-gRNA-4
共转染组测序后发现，13个单克隆中有 2个发生敲
除突变，在发生敲除突变的 8号和 11号单克隆中均
敲除了 Target 3靶位点和 Target 4靶位点之间的片段
(图 3B)，敲除效率为 18.2%。 

2.4  T7-gRNA-N 载体构建 

根据 T7E1酶切和测序分析，构建体外转录载体
T7-gRNA-3和 T7-gRNA-4。载体测序结果见图 4。 

2.5  T7-gRNA-N 和 T7-Cas9 体外转录 

利用构建好的 T7-gRNA-3、T7-gRNA-4质粒制
备相应的体外转录产物(图 5)。经体外转录后得到的
gRNA浓度均在 5000 ng/μL(20 μL)以上，电泳结果
发现其条带完整(图 5A)，说明 gRNA较好的体外转
录效果除了与其片段小有利体外转录外，可能还与

大幅增加反应时间(过夜反应)有关。得到的 Cas9- 
mRNA的浓度为 1.360 μg/μL(50 μL)，电泳条带存在 

 

 
 

图 1  U6-gRNA-N 质粒测序结果 
Fig. 1  The sequences of U6-gRNA-N plasmids  
绿色下划线部分为 BbsⅠ酶切位点，红色箭头标注部分为针对各靶位点构建的识别序列。 
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图 2  T7E1 内切酶检测各靶位点对应 gRNA 切割活性 
Fig. 2  The indel (insert and deletion) of different sgRNAs after treated by T7E1 enzyme 
A～D分别为 Target 2、Target 3、Target 4和 Target 5经 T7E1内切酶酶切后的电泳结果。1：突变体 DNA PCR产物；2：野生型 DNA 
PCR产物。M：500 bp DNA Marker。 

 

 
 
图 3  Target 3、Target 4 靶位点测序结果 
Fig. 3  Target 3, Target 4 target site sequencing results 
A：靶位点突变种类。图中双下划线分别为在 Xist基因上设计的 Target 3、Target 4靶位点对应的序列；红色横线表示碱基缺失；红色
字母表示碱基插入。B：U6-gRNA-3 和 U6-gRNA-4 共转染 8 号单克隆测序结果；C：U6-gRNA-3 和 U6-gRNA-4 共转染 11 号单克隆
测序结果。双下划线表示在 Xist基因上设计的 Target 3、Target 4靶位点对应 sgRNA序列。 



 

1086 Hereditas (Beijing)  2016 第 38卷 

  

    

 
 

图 4  T7-gRNA-3、T7-gRNA-4 质粒测序结果 
Fig. 4  The sequences of T7-gRNA-3 plasmid and T7-gRNA-4 plasmid 
A：T7-gRNA 质粒骨架序列；B、C：分别为 T7-gRNA-3、T7-gRNA-4 质粒序列。蓝色下划线部分为 BbsⅠ酶切位点，红色箭头标记
部分为针对 Tatget 3、Tatget 4构建的识别序列。 

 

 
 

图 5  T7-gRNA-N 和 T7-Cas9 体外转录产物 
Fig. 5  The products of T7-sgRNA-N and T7-Cas9 in vitro transcription 
A：T7-gRNA 体外转录产物。1、2 分别为 T7-gRNA-3、T7-gRNA-4 体外转录产物；B：T7-Cas9 体外转录产物。1、2 代表 T7-Cas9
体外转录产物，3代表 7-Cas9 体外转录产物加尾。M1：6000nt RNA Marker；M2：5000 bp DNA Marker。 

 

拖带(图 5B)，这是因为体外转录时 T7-Cas9 存在部
分序列转录不完全的现象，这可能与 T7-Cas9 基因
序列长度超出试剂盒最佳转录范围有关。但从图 5
中可以发现 T7-Cas9 主带清晰，说明转录产物是完
整的，加尾后主条带位置有所上移说明加尾成功。 

2.6  克隆胚 CRISRP/Cas9 切割活性 

将 T7-gRNA-3、T7-gRNA-4与 T7-Cas9体外转
录产物混合后注射入克隆胚。对发育到囊胚水平的

胚胎数进行统计并对相应 sgRNA 靶位点进行测序
(表 2)。测序结果显示各组囊胚均发生突变，其中第
1 组和第 2 组均发生在靶位点上，第 3 组突变均发
生在 Target 3和 Target 4靶位点之间，并导致了其间
约 350 bp片段的敲除。同时，对同一囊胚的多次测
序发现，单个囊胚会出现嵌合体的现象，其中第 1
组、第 2组和第 3组出现嵌合体概率(囊胚嵌合体数
/囊胚总数)分别为 100%、83.3%和 57.1%。 

表 2  克隆胚体外验证 CRISRP/Cas9 切割效果 
Table 2  The activity of CRISRP/Cas9 was verified in 

vitro by cloned embryos 

组别 收集囊胚数/ 
注射克隆胚数 

囊胚突变数

(枚) 
突变率

(%) 

第 1组(Target 3) 4/80 3 75 

第 2组(Target 4) 7/80 6 85.7 

第 3组(Target 3+Target 4) 14/80 14 100 

 

2.7  Xist 基因敲除猪生产 

将 T7-gRNA-3 和 T7-gRNA-4 体外转录产物共
注射 1200枚克隆胚胎，然后移植 3头受体母猪，最
终有一头母猪成功分娩共产下 6头克隆猪(图 6)，其
中 3头为死胎，1头弱仔 2 d后死亡，另外 2头克隆
猪有大舌头的症状分别于第 4 d和第 6 d死亡。对 6
头克隆猪分别采集肝脏、心脏、耳皮组织样，抽取

各组织 DNA 后经 PCR 分析，初步检测结果如图 7  



 

第 12期 李国玲等: 利用 CRISPR/Cas9系统建立 Xist基因敲除猪模型 1087 

 

    

 
 

图 6  显微注射得到的 Xist 基因敲除猪 
Fig. 6  Xist gene knockout pigs obtained by micro-

surgical injection 
1~6分别为出生克隆猪编号，其中 1号为弱仔，2~3号为大舌头
的症状，4~6号为死胎。 

 
所示。PCR产物链入克隆载体后测序，发现 1、2、
4号克隆猪 3个胚层的 Xist基因均被成功敲除，3号
克隆猪仅有肝脏组织的 Xist 基因被敲除，5 号克隆
猪未检测到 Xist 基因敲除，6 号克隆猪的肝脏组织
和耳皮组织的 Xist基因被敲除，出现嵌合体频率(嵌
合体数/总个体数)为 40%。 

3  讨  论 

3.1  CRISPR/Cas 系统的脱靶现象 

继锌指核酸酶和 TALEN技术之后，CRISPR/Cas

技术使得基因组修饰技术的效率大大提高，但随着

研究的深入，人们发现该技术的主要缺点是脱靶[24]，

其主要原因是 sgRNA 错配[25]、Cas9 蛋白突变或与

非既定 PAM序列识别[26]和作用细胞类型差异[27]等。

本研究中 CRISPR/Cas 系统对 Xist 基因打靶时未对

潜在脱靶位点进行检测，潜在的脱靶可能导致一些

重要基因的突变，最终导致生产的克隆猪死亡，因

此脱靶现象的解决显得尤为重要。最早人们解决脱

靶现象的方法主要是提高 CRISPR/Cas 系统引导序

列的特异性。Cong 等[28]研究表明，融合的 sgRNA

序列引导效率低于 crRNA 和 tracrRNA 分开表达的

模式，而 Mali 等[29]通过融合的 sgRNA 序列 3′端保

留更完整的 tracrRNA 序列可提高 sgRNA 的引导效

率。同时，Cho等[30]发现 17nt sgRNA脱靶现象明显

高于 20nt sgRNA，而 Dang等[31]将 sgRNA延长大约 5

个碱基对(bp)，同时 sgRNA 中的一串胸腺嘧啶(T)

的第 4 个碱基 T 突变为胞嘧啶(C)或鸟嘌呤(G)时显

著降低了脱靶效应。另外，也有研究人员通过修饰

或替代 Cas9 蛋白的结构取得了一定的进展。2016

年，Lee等[32]将 Sth Cas9替换成 Spy Cas9蛋白，而

Sth Cas9可识别更长的 PAM序列，从而提高其打靶

效率。同年，张锋等[33]通过改变化脓性链球菌 Cas9

蛋白(Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9))氨基酸

序列的其中 3 个氨基酸，显著降低了脱靶效应，而

Kleinstiver 等[34]对酶类 Cas9 的不同区域进行了处

理，通过改变其同 DNA靶点接触的蛋白部分，得到

了相似的结果。因此，随着对 CRISPR/Cas结构和功

能研究的不断深入，其脱靶效应有望得到解决。 

3.2  CRISPR/Cas9 系统对 Xist 基因上不同靶位点

的切割效率  

本研究主要采用 T7E1内切酶酶切和测序对 Xist
基因上的 5个靶位点对应的 sgRNA活性进行检测，
发现 5个靶位点对应 sgRNA的打靶效率存在明显的
差异。对于同一靶位点通过不同检测方法检测出的

切割效率的差异可能是由于 CRISPR/Cas 系统脱靶
或方法本身的精确性造成的，其中通过测序得到的

突变效率更为真实可靠，而 T7E1内切酶酶切结果存 

 

 
 

图 7  克隆猪不同组织 Xist 基因敲除情况检测 
Fig. 7  Xist gene knockout detection in different tissues 
0：阴性对照；1~6分别为出生克隆猪编号，其中 1号为弱仔，2~3号为大舌头的症状，4~6号为死胎。 
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在一定程度的假阳性。另外，5 个靶位点切割效率
间存在很大的差异，这可能是由靶位点基因序列的

修饰引起的，如通过 ZFN和 TALEN系统打靶时，甲
基化程度会明显影响其打靶效率 [35,36]，由于 CRI-
SPR/Cas 系统对靶位点的识别是通过碱基互补配对
实现的，所以这种修饰对 CRISPR/Cas系统效率的影
响究竟有多大仍不清楚。与些同时，相对于单位点

切割突变效率，在细胞水平通过 U6-gRNA-3 和
U6-gRNA-4的组合发现对 Xist基因的敲除效率可以
提高到 18.2%，囊胚水平上的敲除效率则达到 100%，
提示单靶位点的切割很容易在细胞自身修复机制下

得到恢复，而双靶位点的同时切割可以让两靶位点

间的片段游离出基因组，再通过细胞自身修复而产

生缺失。 

3.3  Xist 基因敲除猪存活率低的现象  

一直以来，克隆猪的出生效率都只维持在 1%~ 
2%[11]。大多数克隆猪在孕期流产，只有少数能发育

到妊娠末期或成年，即使存活下来的克隆猪也多伴

有器官的发育异常。在本研究中最终未能获得成活

的 Xist 基因敲除猪。造成这种结果的原因有很多，
例如克隆胚胎甲基化异常导致胚胎的死亡，由于体

细胞和生殖细胞之间的表观遗传差异，体细胞核对

卵细胞质的反应不同，从而影响重组胚的后续发育；

此外，潜在的脱靶可能导致一些重要基因的突变，

最终造成胚胎的死亡。最后，移植母猪数过少是未

能获得成活的 Xist基因敲除猪的主要原因。  

3.4  Xist 基因敲除猪的嵌合体现象  

本研究在囊胚水平的检测结果及对 Xist 基因敲
除猪的检测结果都发现存在嵌合体现象。而 Horii
等[37]通过比较直接注射 CRISPR/Cas系统 DNA、注

射 CRISPR/Cas系统 RNA进入原核、注射 CRISPR/Cas
系统 RNA进入胞质这 3种不同使用方法的效率时均

未发现小鼠存在嵌合体现象。分析其原因可能是小

鼠受精胚的第一次卵裂在受精后 24 h开始，分裂时
间需要 15 min[38]；而猪克隆胚胎的初次卵裂时间是

不一致的，在激活后的 20 h左右，部分胚胎开始分
裂成 2细胞，直到 48 h前后完成首次卵裂[39]，这也

就是在检测囊胚和 Xist 基因敲除猪时总会发现有个
别嵌合体现象的原因。 
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