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　 　 【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.
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　 　 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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