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靶向小鼠 ＫＲＴ５ 基因的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统设计与打靶效力分析①
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（１．桂林医学院 ａ．智能医学与生物技术学院；ｂ．广西高校生物化学与分子生物学重点实验室，广西 桂

林　 ５４１１９９； ２．桂林医学院第二附属医院放射科，广西 桂林　 ５４１１９９）

摘要　 目的：单纯型大疱性表皮松解症（ＥＢＳ）是一种单基因遗传性皮肤疾病，ＫＲＴ５ 基因突变是其主

要的遗传学病因。 本研究在综合分析人 ＫＲＴ５ 基因的致病突变位点后，在其附近设计、合成 ３ 条

ｓｇＲＮＡ 序列，并构建靶向小鼠 ＫＲＴ５ 基因的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统，以模拟人 ＫＲＴ５ 基因的致病突变。

方法：分析数据库中人 ＫＲＴ５ 基因的致病突变位点，设计 ３ 条小鼠拟突变位点 ｓｇＲＮＡ 序列；构建

ｐＧＬ３⁃Ｕ６⁃ＫＲＴ５⁃ｓｇＲＮＡ 表达质粒，然后采用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００ 转染试剂将 ｐＧＬ３⁃Ｕ６⁃ＫＲＴ５⁃ｓｇＲＮＡ

表达质粒与 ｐＳＴ１３７４⁃ＮＬＳ⁃ｆｌａｇ⁃ｌｉｎｋｅｒ⁃Ｃａｓ９ 表达质粒共同转染入小鼠 Ｎ２ａ 细胞，再以嘌呤霉素和杀稻

瘟菌素进行筛选；采用 ＰＣＲ 产物测序和 ＴＡ 克隆测序鉴定突变序列，分析打靶效力。 结果：成功构建

了 ３ 个 ｐＧＬ３⁃Ｕ６⁃ＫＲＴ５⁃ｓｇＲＮＡ 表达质粒，将其转入小鼠 Ｎ２ａ 细胞后，打靶 ＫＲＴ５ 基因的效力最高为

６４．２９％，最低为 １６．６７％。 结论：设计的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统可以有效打靶小鼠 ＫＲＴ５ 基因，为后续建立

ＫＲＴ５ 基因编辑的小鼠模型，探讨 ＫＲＴ５ 基因在 ＥＢＳ 发生、发展中的作用和机制奠定基础。

关键词： ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９；基因编辑；单纯型大疱性表皮松解症；ＫＲＴ５
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ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ＫＲＴ５ ｇｅｎｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ： Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＫＲＴ５ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ

ｄａｔａｂａｓｅ， ｔｈｒｅｅ ｓｇＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｎｅａｒ ｔｈｅ ｍｕｔａｇｅｎｉｃ ｓｉｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ， ａｎｄ ｐＧＬ３⁃Ｕ６⁃ＫＲＴ５⁃

ｓｇＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ． Ｎｅｘｔ， ｔｈｅ ｐＧＬ３⁃Ｕ６⁃ＫＲＴ５⁃ｓｇＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ｔｈｅ

ｐＳＴ１３７４⁃ＮＬＳ⁃ｆｌａｇ⁃ｌｉｎｋｅｒ⁃Ｃａｓ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｗｅｒｅ ｃｏ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｍｏｕｓｅ Ｎ２ａ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ ｋｉｔ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ ａｎｄ ｂｌａｓｔｉｃｉｄａｌ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ．

Ｆｉｎａｌｌｙ， ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ＴＡ ｃｌｏｎｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ： Ｔｈｅ ｐＧＬ３⁃Ｕ６⁃ＫＲＴ５⁃ｓｇＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｃｏ⁃

ｔｒａｎｓｉｎｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｍｏｕｓｅ Ｎ２ａ ｃｅｌｌｓ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｎｄ ｌｏｗｅｓｔ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＫＲＴ５ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ

６４．２９％ ａｎｄ １６．６７％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ： Ｔｈｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔａｒｇｅｔ ｔｈｅ

ｍｏｕｓｅ ＫＲＴ５ ｇｅｎｅ， ｗｈｉｃｈ ｌａｙｓ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ＫＲＴ５ ｇｅｎｅ⁃ｅｄｉｔｅｄ ｍｏｕｓｅ

ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｆｏｒ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＫＲＴ５ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＥＢＳ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９； ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ； ｅｐｉｄｅｒｍｏｌｙｓｉｓ ｂｕｌｌｏｓａ ｓｉｍｐｌｅｘ （ＥＢＳ）； ＫＲＴ５

　 　 ２０２０ 年诺贝尔化学奖授予两位在基因编辑领域

做出巨大贡献的科学家，这也是对 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 的

认可。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 作为一种超选择性和精确的基

因编辑工具在编辑同一细胞中的多个基因方面具有

明显优势，以及在动物模型构建和疾病治疗方面具

有巨大潜力。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统是在微生物中发现

的重复间隔序列［１］，经基因工程改造后作为基因编

辑工具被广泛应用。 相比于锌指蛋白核酸酶（ ｚｉｎｃ⁃

ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ， ＺＦＮｓ）和转录激活因子样效应物核

酸酶 （ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ，

ＴＡＬＥＮｓ）这两种基因编辑技术［２］，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系

统具有简 单、 方 便、 高 效 和 低 成 本 等 优 点［３－４］。

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系 统 主 要 由 Ｃａｓ９ 蛋 白 （ ＣＲＩＳＰＲ⁃

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ９） 和单链向导 ＲＮＡ（ ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ

ＲＮＡ， ｓｇＲＮＡ）两部分组成。 Ｃａｓ９ 蛋白是一种 ＲＮＡ

依赖的 ＤＮＡ 内切酶，与 ｓｇＲＮＡ 形成复合物。 ｓｇＲＮＡ

通常是一种包含 ２０ 个 ｎｔ 核苷酸的小 ＲＮＡ，与靶序

列互补，将 Ｃａｓ９ 蛋白招募到靶点，发挥 ＤＮＡ 切割功

能［５］。 通过改变 ｓｇＲＮＡ 的靶向序列，Ｃａｓ９ 几乎可以

与基因组任何位置的 ＤＮＡ 结合并切割。 真核细胞将

通过同源重组（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ， ＨＲ）或非同

源末端连接（ｎｏｎ⁃ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇ， ＮＨＥＪ）的方

式来修复断裂后的 ＤＮＡ 双链，从而达到对目标 ＤＮＡ

进行编辑的目的［６－７］。

遗传性大疱性表皮松解症（ｅｐｉｄｅｒｍｏｌｙｓｉｓ ｂｕｌｌｏｓａ，

ＥＢ）主要是因皮肤中结构蛋白的遗传基因突变导致

的单基因遗传性皮肤疾病。 临床主要表现为皮肤及

黏膜松解，轻微摩擦即可致真皮与表皮分离而反复

出现水疱［８］。 根据 ２００８ 年最新的 ＥＢ 分类，主要分

为单纯型大疱性表皮松解 （ ｅｐｉｄｅｒｍｏｌｙｓｉｓ ｂｕｌｌｏｓａ

ｓｉｍｐｌｅｘ， ＥＢＳ），交界型大疱性表皮松解症（ ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｅｐｉｄｅｒｍｏｌｙｓｉｓ ｂｕｌｌｏｓａ，ＪＥＢ），营养不良型大疱性表皮

松解症 （ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｃ ｅｐｉｄｅｒｍｏｌｙｓｉｓ ｂｕｌｌｏｓａ， ＤＥＢ） 和

Ｋｉｎｄｌｅｒ 综合征（ｋｉｎｄｌｅｒ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＫＳ），其中 ＥＢＳ 是

最常见的一类，发生率为 １ ∶ ５０ ０００［９］。 患者一般为

常染色体显性（ＡＤ）或隐性（ＡＲ）遗传，其中 ７５％的

患者是由于编码角蛋白 ５ 的 ＫＲＴ５ 基因突变所

致［１０］。 近年来，我国关于 ＥＢＳ 病例的报道越来越

多，但是报道中只是对临床病例进行基因检测，停留

在临床特征与基因分析层面，后续并没有进行深入

研究［１１－１３］。 因此，有必要通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统对

该基因进行打靶，以便深入了解 ＫＲＴ５ 基因的致病

机制，探究可行的医疗策略。

１　 材料与方法

１．１　 实验材料与仪器

主要实验材料：小鼠来源神经瘤母细胞 Ｎ２ａ，

ｐＧＬ３⁃Ｕ６⁃ｓｇＲＮＡ 质粒， ｐＳＴ１３７４⁃ＮＬＳ⁃ｆｌａｇ⁃ｌｉｎｋｅｒ⁃Ｃａｓ９

表达质粒均为上海科技大学黄行许教授惠赠；

Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉ ／ Ｅｘ，Ｔａｑ ／ Ｐｒｅｍｉｘ，Ｔａｑ ／ １０×Ｅｘ，Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ 和

·２·
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感受态菌株 ＤＨ５α 购于宝日医生物技术（北京）有限

公司；ＤＮＡ 纯化和质粒小提试剂盒购于天根生化科

技有限公司；ＴｒａｎｓＤｉｒｅｃｔ® Ｍｏｕｓｅ Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ 试剂盒

购于北京全式金生物技术有限公司；嘌呤霉素，杀稻

瘟菌素，Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ Ｉ 培养基，ＤＭＥＭ（高糖）培养基，

胎牛血清和 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 转染试剂盒等购于

赛默飞世尔公司；仪器主要包括 ＣＯ２恒温细胞培养

箱，恒温摇床，冷冻离心机以及 ＰＣＲ 仪等［１４－１５］。

１．２　 实验方法

本研究主要包括 ｓｇＲＮＡ 的设计、表达载体的构

建、细胞转染及筛选、打靶位点 ＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增以

及 ＴＡ 克隆测序等［１４－１５］，具体步骤如下。

１．２．１　 ｓｇＲＮＡ 序列的设计与表达质粒构建　 检索数

据库 ＯＭＩＭ 和 ＣｌｉｎＶａｒ 中 ＫＲＴ５ 致病突变位点，综合

分析后，选择两个突变位点作为靶标。 使用 Ｃｌｕｓｔａｌ

Ｏｍｅｇａ 软件比对人和小鼠 ＫＲＴ５ 蛋白序列，找到靶标

对应的小鼠 ＫＲＴ５ 氨基酸残基，即为拟突变位点；最

后根据氨基酸残基的编码序列设计 ３ 条 ｓｇＲＮＡ。 化

学合成时，分别在 ３ 条特异靶向小鼠 ＫＲＴ５ 基因的

ｓｇＲＮＡ 序列的 ５′端和 ３′端加上黏性末端，经退火、连

接、转化、质粒提取、Ｓａｎｇｅｒ 测序等实验得到 ｐＧＬ３⁃

Ｕ６⁃ＫＲＴ５⁃ｓｇＲＮＡ１、ｐＧＬ３⁃Ｕ６⁃ＫＲＴ５⁃ｓｇＲＮＡ２ 和 ｐＧＬ３⁃

Ｕ６⁃ＫＲＴ５⁃ｓｇＲＮＡ３ 质粒。

１．２．２　 细胞培养和转染　 小鼠 Ｎ２ａ 细胞接种于 ６ 孔

板中，将构建好的 ｓｇＲＮＡ１、ｓｇＲＮＡ２ 和 ｓｇＲＮＡ３ 质粒

分别与 Ｃａｓ９ 质粒通过 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００转染试剂

（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ）共转染至 Ｎ２ａ 细胞中，实验组每孔分

别转染 ｓｇＲＮＡ 质粒和 Ｃａｓ９ 质粒各 ２ ５００ ｎｇ。 转染

后将合适浓度的嘌呤霉素和杀稻瘟菌素 Ｓ 同时加入

培养基，通过药物筛选将得到的阳性共转染细胞用

于后续实验。

１．２．３　 基因组 ＤＮＡ 扩增及测序　 将收集到的阳性细

胞按 ＴｒａｎｓＤｉｒｅｃｔ Ａｎｉｍａｌ Ｔｉｓｓｕｅ ＰＣＲ Ｋｉｔ 说明书操作进

行裂解，并以其作为模板扩增打靶位点。 ＰＣＲ 扩增上

游引物序列为 ５′⁃ＧＧＴＣＡＧＴＴＣＡＧＣＴＡＣＣＣＡＣＧ⁃３′，下

游引物序列为 ５′⁃ＡＧＴＡＡＧＣＣＡＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴ⁃３′。

用 Ｓａｎｇｅｒ 测序法对 ＰＣＲ 产物进行测序，若打靶位点

出现套峰，则能够初步证明发生基因编辑。

１．２．４　 打靶效力分析　 对测序后初步判定发生了基

因编辑的 ＰＣＲ 产物进行胶回收，得到的胶回收产物

与 ｐＭＤＴＭ１９⁃Ｔ 载体进行连接、转化以及菌液 ＰＣＲ 筛

选阳性克隆后，将阳性克隆再次进行测序，以分析靶

点基因型和打靶效力。

２　 结果

２．１　 ｓｇＲＮＡ 的设计与载体构建

ＯＭＩＭ 中收录 ２１ 个 ＫＲＴ５ 基因致病性突变，

ＣｌｉｎＶａｒ 中收录了 ５３ 个 ＫＲＴ５ 基因致病性突变，综合

分析不同变异位点导致的疾病表型、突变频率等因

素，选择人 Ｄｏｗｌｉｎｇ⁃Ｍｅａｒａ 型 ＥＢＳ 中的两个突变位点

ＧＬＵ４７５ 和 ＧＬＵ４７７ 作为参考位点。 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ

软件蛋白序列比对结果发现人 ＫＲＴ５ 蛋白 ＧＬＵ４７５

和 ＧＬＵ４７７ 位点分别与小鼠 ＫＲＴ５ 蛋白 ＧＬＵ４６９ 和

ＧＬＵＧ４７１ 相对应，因此，在小鼠 ＧＬＵ４６９ 和 ＧＬＵＧ４７１

位点附近设计 ３ 条 ｓｇＲＮＡ，见图 １。

ａ：人和小鼠 ＫＲＴ５ 蛋白序列比对图，三角号代表人参考

位点和小鼠拟突变位点；ｂ：ｓｇＲＮＡ 打靶示意图，三角号代

表拟突变位点，蓝色箭头线条标示 ｓｇＲＮＡ 序列，灰色背

景序列为 ＰＡＭ 结构，小写字母为内含子序列

图 １　 ｓｇＲＮＡ 设计示意图

·３·
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２．２　 细胞转染、筛选及阳性鉴定

分别将 ｓｇＲＮＡ 质粒与 Ｃａｓ９ 质粒共转染 Ｎ２ａ 细

胞，利用药物成功筛选出阳性共转染细胞，经裂解后

ＰＣＲ 扩增，得到打靶区域目标 ＤＮＡ 片段，见图 ２。

ａ：细胞转染图；ｂ：打靶位点 ＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增结果，Ｍ

代表 Ｍａｒｋｅｒ，ＮＣ 表示野生型，Ｇ１、Ｇ２ 和 Ｇ３ 分别为

ｓｇＲＮＡ１－Ｃａｓ９、ｓｇＲＮＡ２－Ｃａｓ９ 和 ｓｇＲＮＡ３－Ｃａｓ９ 转染型

图 ２　 细胞转染和打靶位点的 ＰＣＲ 产物电泳图

２．３　 打靶效力

ＰＣＲ 产物测序发现 ３ 个打靶位点均存在套峰，

初步证明发生了基因编辑，见图 ３。 通过 ＴＡ 克隆测

序结果表明 ｓｇＲＮＡ１ 靶点成功测序 １４ 个样品，其中

有 ９ 个分别发生碱基的缺失、替换和插入，编辑效率

达 ６４．２９％；ｓｇＲＮＡ２ 靶点成功测序 １８ 个样品，其中

有 ３ 个发生碱基的缺失， 编辑效率达 １６． ６７％；

ｓｇＲＮＡ３ 靶点成功测序 １９ 个样品，其中有 ６ 个分别

发生碱基的缺失和替换，编辑效率达 ３１．５８％，见图

４。

ａ、ｂ、ｃ 灰色阴影部分分别为 ｓｇＲＮＡ１、ｓｇＲＮＡ２ 和 ｓｇＲＮＡ３

靶点基因编码序列

图 ３　 打靶位点 ＰＣＲ 产物测序图

加粗字体代表靶点序列；“－”代表缺失；“＋”代表插入；

小写字母代表插入序列或替换序列

图 ４　 打靶位点突变基因型序列

３　 讨论

传统的基因敲除技术主要是应用同源重组原

理，通过基因靶向技术使突变基因的功能丧失或插

入目的基因［１６］。 而 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统，利用与目的

基因具有同源性的 ｓｇＲＮＡ 能够特异性结合基因组

ＤＮＡ 形成杂合双链，且特定的核酸内切酶 Ｃａｓ９ 能够

·４·
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对感兴趣的几乎任意 ＤＮＡ 序列进行切割并造成

ＤＮＡ 的双链断裂（ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋ， ＤＳＢ），然后

通过非同源末端连接（ ｎｏｎ⁃ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇ，

ＮＨＥＪ）对切断的双链进行修复，从而在切割位点产

生随机插入、缺失或者替换［１７］。 因此，高效靶向目

标基因的 ｓｇＲＮＡ 以及 Ｃａｓ９ 是 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统进

行基因敲除不可缺少的两个重要元件。 其中，

ｓｇＲＮＡ 是 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统能否特异性编辑目标基

因的关键［１８］，这也是本研究中首先进行检索和筛查

确定拟突变位点的原因所在。 分别通过检索 ＯＭＩＭ

和 ＣｌｉｎＶａｒ 数据库中 ＫＲＴ５ 基因致病性突变位点，以

及比对人和小鼠 ＫＲＴ５ 蛋白序列，最后确定与人

ＫＲＴ５ 突变对应的小鼠基因组拟突变位点，并根据氨

基酸残基的编码序列设计 ３ 条 ｓｇＲＮＡ。

目前，所发现的有关 ＫＲＴ５ 基因突变的种类有

碱基的缺失或插入、基因杂合点突变等多种突

变［１９］，此外，即使是一个基因发生的突变可能会导

致不同的 ＥＢＳ 表型，不同基因发生的突变也可能会

导致同一个 ＥＢＳ 表型［２０］，所以 ＥＢＳ 的临床表型类型

依然是不确定的。 目前认为最有效的方法是咨询和

预防，尽管遗传学基础已被阐明，但仍无有效的治疗

方案，主要是对症治疗，例如手术矫正畸形、药物治

疗和饮食疗法等［２１］，因此，利用 ＫＲＴ５ 基因编辑小鼠

作为 ＥＢＳ 的模型和治疗方法的工具，仍然是目前

ＥＢＳ 研究的主要方向。 但早期关于 ＫＲＴ５ 基因编辑

的小鼠模型是在随机位点进行的，因而与人类疾病

不完全相同，并没有达到模拟人类致病突变研究的

目的；还有像 Ｐｅｔｅｒｓ 等［２２］ 通过删除启动子和 ＫＲＴ５

基因的前两个外显子的方法，不但需要胚胎干细胞、

载体构建复杂、耗时且花费大，且该突变虽然能造成

这种疾病，但有关 ＫＲＴ５ 基因突变的类型并不只有 １

种。 因此，该突变所引起的疾病可能并不适合存在

的多种临床表型。 而本实验中利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系

统，设计的 ３ 条 ｓｇＲＮＡ 导向序列是根据人的致病突

变位点所设计的，可以介导 Ｃａｓ９ 蛋白高效地切割靶

点 ＤＮＡ，进而用于编辑小鼠 ＫＲＴ５ 基因，影响小鼠

ＫＲＴ５ 基因编码蛋白的功能，从而简便、高效模拟人

ＥＢＳ 的突变类型。

此外，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统高效、特异性编辑目标

基因与实验过程中质粒、细胞状态、转染及后续实验

过程中的处理细节也有关，例如，本实验中所选择的

质粒提取试剂盒能够极大限度去除内毒素、ＲＮＡ 及

蛋白等污染，且该试剂盒提出的质粒纯度高、质量稳

定，不但提高了真核细胞的转染效率，在一定程度上

也提高了 Ｃａｓ９ 的活性，对后续转染过程中 Ｃａｓ９ 蛋白

的切割也很有利。 转染时除提高质粒的质量和活性

外，笔者选择 Ｌｉｐｏ ３０００ 转染试剂替代 Ｌｉｐｏ ２０００ 以

提高转染效率，它对细胞作用温和，毒性低，可提高

转染过程中细胞的活性，从而提高细胞转染效率。

此外，转染前的细胞状态、细胞密度，转染过程中药

物筛选的浓度、筛选时间，后期阳性细胞及其 ＤＮＡ

的获取方法等细节的优化都是影响实验结果的重要

因素。

最后 ３ 个位点的打靶效力分别为 ６４． ２９％、

１６．６７％和 ３１．５８％，其中 ｓｇＲＮＡ１ 的打靶效力超过了

５０％。 而 ｓｇＲＮＡ２ 和 ｓｇＲＮＡ３ 的打靶效力较低，一方

面可能与序列本身的特异性有关，因为 ｓｇＲＮＡ 与靶

序列的互补配对是保证 Ｃａｓ９ 特异性切割的重要因

素，一般设计的 ｓｇＲＮＡ 是一段 ２０ ｂｐ 左右的序列。

本次实验中所设计的 ｓｇＲＮＡ 均为 ２０ ｂｐ，查阅近年关

于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统进行基因编辑的文章不难发现

其设计的 ｓｇＲＮＡ 长度大多也在 ２０ ｂｐ 左右，但其编

辑效率却从 １１％ ～ １００％不等［２３－２６］（均为 ＴＡ 克隆测

序结果所得），可能与靶序列本身的空间结构有关。

此外，要考虑 ｓｇＲＮＡ 的容错性，在与靶序列存在 １～５

个碱基错配的情况下仍然可以切割与靶序列类似的

ＤＮＡ 序列［２７］。 对此，Ｆｕ 等［２８］ 认为，可将 ｓｇＲＮＡ 的

长度适当缩短至 １７ ～ １８ ｂｐ，这样就可以在保证与靶

序列结合的前提下将脱靶效应降低 ５ ０００ 倍。 ＰＡＭ

序列下游（＋４）到（ ＋７）位置的区域内可能出现的错

配，也会使得基因编辑的效率降低［２７］。 另一方面，

采用 ＴＡ 克隆测序进行基因型和敲除效率分析存在

·５·
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局限性，由于 ＴＡ 克隆测序的样本数量有限，突变基

因型分析和打靶效率仅仅是在所送测样本范围内进

行分析和计算。 因此，要想获得更为准确的打靶效

率应采用高通量测序方法。

综上所述，本研究设计的 ｓｇＲＮＡ 导向序列能够

介导 Ｃａｓ９ 蛋白特异性切割靶点 ＤＮＡ 来编辑小鼠

ＫＲＴ５ 基因，为后续建立 ＫＲＴ５ 基因编辑小鼠模型提

供了技术条件，并为探讨 ＥＢＳ 的发病原理、病发过程

及其治疗方法奠定基础。
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