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摘要：规律性成簇间隔的短回文重复序列(clustered regularly interspaced palindromic repeats，CRISPR)
及相关蛋白组成的CRISPR/Cas9系统作为细菌和古细菌一种适应性免疫防御体系，近年被用于多个物

种的精准基因编辑。作为重要的脊椎动物发育生物学模式生物，斑马鱼具有发育快、易饲养、繁殖力

强和胚胎透明易观察等众多优点，因此以斑马鱼为模型也开展了许多基于基因编辑的相关研究。相较

于基因敲除高效的随机突变，精准基因敲入(knock-in，KI)的低效率一直是斑马鱼基因编辑领域的短

板。本文综述了在斑马鱼中使用CRISPR/Cas9系统进行基因敲入的相关研究进展，为优化精准敲入效

率以及建立斑马鱼疾病模型等方面提供借鉴。
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Abstract: As an adaptive immune defense system in bacteria and archaea, clustered regularly interspaced
short palindromic repeats and CRISPR-associated protein 9 (CRISPR/Cas9) has been applied to precise gene
editing in many species. Given the zebrafish has a lot of advantages including short spawning cycle, easy
feeding, high fecundity and convenient observation of transparent embryo, many studies based on gene editing
have been carried out using zebrafish as an significant vertebrate developmental biological model organism.
Compared with the high efficiency of random mutation by gene knock-out (KO), the low efficiency of precise
gene knock-in (KI) has always been a shortcoming in the field of zebrafish gene editing. This paper reviewed
the research of CRISPR/Cas9 system for targeted KI in zebrafish, and provides reference for the optimization
of precise KI efficiency and the establishment of zebrafish disease models.
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activator-like effector nucleases，TALEN)以及规律

性成簇间隔的短回文重复序列(clustered regularly
interspaced palindromic repeats，CRISPR)及相关蛋

白组成的CRISPR/Cas9系统均能对基因组DNA进行

切割，利用生物体自身基因修复方式使得研究人

员获得基因突变个体，极大地推进了基因功能相

关研究。鉴于第三代基因编辑技术CRISPR/Cas9的
简便性和特异性，辅以修复模板，使得外源片段

插入特定基因组位点的基因敲入得以实现。这极

大地推进了斑马鱼作为模式动物在生命科学中的

应用。

CRISPR/Cas系统是细菌和古细菌的一种适应

性免疫防御[1]。当外来核酸初次侵入时，细菌会将

其序列整合在自身基因组中，当再次侵入时细菌

便能快速识别，将其进行切割并降解，从而抵抗

外来入侵。许多Cas蛋白需要互相协作才能发挥切

割功能，而Cas9蛋白只需要单个蛋白即可完成

RNA介导的DNA识别和切割，这极大地提高了基

因编辑的简便性[2,3]。Jinek等[1]保留CRISPR RNA
(crRNA)与反式激活c rRNA( t rans -ac t iva t ing
crRNA，tracrRNA)的重要特征，人工合成了单链

向导RNA(single guide RNA，sgRNA)，替代

tracrRNA:crRNA与Cas9蛋白结合完成基因编辑过

程。至此，CRISPR/Cas9系统结合人工改造sgRNA
实现基因编辑的体系的建立，被广泛应用于多种

生物体系中[4-6]。

除了通过基因敲除进行突变相关的基因功能

研究外，精准基因敲入的实现使得构建疾病模

型、谱系示踪和药物筛选等研究得到了进一步的

发展。尽管在一些基因位点基因敲除(knock-out，
KO)效率高，但敲入(knock-in，KI)效率低一直是

斑马鱼基因编辑领域内亟待解决的问题。目前，

在斑马鱼中已经进行了多种类型的精准敲入，主

要包括碱基替换、短标签序列插入和长荧光蛋白

序列插入等。本文综述了近年来在斑马鱼中利用

CRISPR/Cas9体系进行基因敲入的相关研究，探讨

了影响敲入效率的因素，以便为优化斑马鱼基因

敲入效率提供参考。

1 斑马鱼基因敲入修复途径对敲入效率的

影响

外部(如射线)或内部(如化学药物)等因素的影

响，导致基因组发生双链断裂 (double s t rand
break，DSB)。正确的DSB修复对于维持基因组完

整性和细胞生存都十分重要。利用CRISPR/Cas9技
术在基因组特定位点产生DSB，当细胞以某种方式

进行DSB修复时，加入合适的模板便可实现基因的

敲入。

DSB修复主要有四种方式(图1)：非同源末端

连接修复(classic non-homologous end joining，
cNHEJ)、微同源末端修复(microhomology-mediated
end joining，MMEJ)、同源重组修复(homologous
recombination，HR)和单链退火修复(single-strand
annealing，SSA)[7]。其中，HR包括产生双Holliday
交叉(double Holliday junction，dHJ)的经典DNA双
链断裂修复方式HDR(homology-directed repair)、
不产生dHJ的合成依赖单链退火修复(synthesis-
dependent DNA strand annealing，SDSA)和断裂诱

图1 DNA双链断裂主要修复机制模式图
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导复制(break-induced replication，BIR)[8,9]。在产生

DSB之后，如果不发生末端切除，则招募cNHEJ相
关DNA依赖蛋白激酶催化亚基(DNA-dependent
protein kinase，DNA-PKcs)和DNA连接酶4(DNA
Ligase 4)等进行cNHEJ修复。末端在MRN复合物

[减数分裂重组11同源物(meiotic recombination 11
homolog，MRE11)、辐射敏感蛋白50(radiation
sensitive protein 50，RAD50)和奈梅亨断裂综合征

蛋白1(Nijmegen breakage syndrome protein 1，
NBS1) 组成]和C末端结合蛋白相互作用蛋白[C-
terminal binding protein (CtBP)-interacting protein，
CtIP]介导的切除过程中形成单链DNA时，则会抑

制cNHEJ。切除单链较短则可能依赖短同源臂发生

MMEJ。也可由外切酶1(exonuclease 1，EXO1)切
割成长末端，形成的单链DNA则由复制蛋白A
(replication protein A，RPA)包裹，然后依赖辐射敏

感蛋白52(RAD52)进行SSA或在RAD51等的协助下

进行HR途径修复。这几种修复途径发挥功能的细

胞周期也各有不同，HDR途径通常使用姐妹染色

体作为模板进行修复，只能限制在S后期/G2期，

MMEJ主要在G1/S前期激活，而cNHEJ则在细胞周

期的任意时期均能发生[9-12]。

1.1 同源重组修复(HDR)介导的基因敲入

早在二十世纪八十年代，有研究人员将带有

同源臂的DNA序列转入小鼠胚胎干细胞中，利用

细胞自身的同源重组过程进行基因敲入，自然条

件下重组效率极低[13]。基因编辑技术问世后，研

究人员便尝试通过核酸内切酶来提高基因重组效

率[9,14]。直到2013年，Zu等[15]在斑马鱼中实现了

TALEN介导的同源重组，攻克了斑马鱼中无法进

行同源重组操作这一难题，并证明在斑马鱼中可

以通过高效的TALEN切割对(98%插入缺失效率)进
行精准插入，而且达到了1.5%的生殖传递效率。

在斑马鱼胚胎中进行基因编辑时，常用的检

测手段主要是PCR测序分析和荧光显微观察。表1
整理了以HDR为敲入修复途径的相关案例，可以

发现大多数案例均在突变位点进行敲入，从而进

行碱基替换获得疾病相关模型。为了获得精准的碱

基替换，可以选择HDR为修复方式进行基因敲

入，也可通过不产生DSB的碱基编辑器(base editor)
或先导编辑(prime editor)进行基因替换[16-18]。

以HDR为修复方式进行斑马鱼基因敲入，实

现碱基替换将点突变引入斑马鱼基因组，可以用

于构建人类疾病相关模型，是人类疾病机制研究

的重要手段之一。早在2014年，Irion等 [26 ]利用

CRISPR/Cas9编辑系统尝试在斑马鱼中用野生型

albino基因替换突变基因来恢复albino突变斑马鱼

的无色素表型，研究者使用带有sgRNA切割位点

表1 斑马鱼中以HDR实现基因敲入相关案例

靶点 敲入效果及序列 切割位点(切割效率) 供体模板 (同源序

列长度) F0敲入效率 种系传递效率
参考

文献

ush2a；ripor2 点突变C771F(126 nt)；敲除

等位12 nt删除(114 nt)
突变位点附近 (85 .7%；

80.5%) ssDNA 3.4%~18.0% 3/10(30%)；5/11
(45%) [19]

s o x 3； p a x 6 a；
sox11a

报告基因Flag×3(或Pax3)，
Bio tag，以及HiBiT tag(或
Histag)(~200 nt)

C端终止密码子上游或N
端起始密码子下游(53%；

70%；86%)
ssDNA(50-327 nt) 22%~32% 4%~21% [20]

pcna 荧光报告基因LR-mNG11-
RA(117 bp) C端终止密码子上游 ssDNA(15-25 nt) 不详 5%(只有一个胚胎) [21]

nefma 荧光报告基因2A-mCherry-
CaaX和KalTA4(~3kb) C端终止密码子上游

体内线性化环状质

粒(820bp\1550bp) 不详 8%~13.3% [22]

th；nop56；rps14；
twist2

插入酶切位点或氨基酸突

变(~300 nt)
突变位点附近(73%~80%) ssDNA(~150nt) 25%~45% 9.5%~31.8% [23]

smad6a； t p r k b；
pls3；slc2a10 点突变(60~180 nt) 突变位点附近

ssDNA
(60\120\180 nt) 1%~4% 不详 [24]

tp53；cdh5；
lmna 氨基酸突变(~130 nt) 突变位点附近 ssDNA(30-97nt) ~2% 4.5%~21.4% [25]

albino 点突变(~1kb) 外显子(95%) 体内线性化环状质

粒
46% ~10% [26]
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的环状质粒为供体模板进行敲入，约10%的注射F0
胚胎可以发育至成年并产生黑色素，其生殖系传

递效率为3/28(10.7%)；当使用模板长度为206 bp的
dsDNA作为供体模板时，可能由于同源序列过短

无法敲入。当使用环状质粒作为模板时，在敲入

序列两端加入sgRNA切割位点可以提高敲入效

率。Boel等[24]使用单链DNA(single-stranded DNA，

ssDNA)为修复模板，将与疾病相关的点突变引入

斑马鱼基因组，分析不同长度的单链修复模板对

敲入效率的影响，测序检测敲入效率，结果显示

不同基因位点敲入效率为4%~8%，并发现非

sgRNA靶向链作为修复模板有一定的敲入效率优

势。Prykhozhij等[25]在斑马鱼中以HDR介导的敲入

体系中发现，使用非靶向链的非对称ssDNA修复模

板进行基因敲入效率较高。在构建李-弗劳梅尼癌

症易感性综合征常见突变类型tp53 R143H敲入品系

时，使用非靶向链的敲入效率是使用靶向链敲入

效率的2.72倍。在构建tp53 R217H敲入品系时，同

样发现，非靶向链模板敲入效率更高。在lmna位
点进行R471W敲入时发现，硫代磷酸酯修饰的非

对称靶向链模板敲入效率要高于无修饰敲入模

板。这意味着在以ssDNA为模板进行不同基因位点

敲入的过程中，可以尝试不同同源臂的长度、同

源臂的对称性、靶向链与非靶向链修复模板的选

择、修复模板链的长度和修复模板链的化学修饰

等方面来提高基因敲入效率。Bai等[23]也通过依赖

HDR的修复方式，以长单链DNA(long single-
stranded DNA，lssDNA)为修复模板，进行斑马鱼

基因敲入修复tyr基因的点突变。他们的结果发现，

98.5%胚胎色素恢复，但每个胚胎恢复色素细胞数

较少，而且毒性较大，胚胎难以发育至成年。在其

他位点th、nop56和twist2获得了9.5%~31.8%的生殖

传递效率。这与人T细胞研究中发现lssDNA为修复

模板较双链修复模板的毒性更低有一定不同[27]。

在短序列标签敲入品系构建相关研究中，

Ranawakage等[20]选择lssDNA为HDR修复模板成功

在斑马鱼中进行了敲入，效率达到了21%，但尝试

敲入更长的荧光蛋白时，未能获得敲入品系。由

于HDR修复方式插入长片段的效率偏低，在斑马

鱼中一直未能获得CRISPR/Cas9介导HDR修复方式

的荧光蛋白敲入模型。直到2020年，Eschstruth

等[22]通过HDR修复方式在斑马鱼基因组中引入长

片段精准插入，其DSB位点3′端为cNHEJ修复，引

入部分供体质粒骨架序列，但敲入后不影响内源

基因和荧光标记的表达。荧光检测发现，约13.3%
的nefma:Cherry-CaaX敲入胚胎可以进行生殖传

递，nefma:KalTA4敲入胚胎的生殖传递效率约为

8%，在斑马鱼体系利用CRISPR/Cas9系统和HDR
修复方式进行了荧光蛋白长片段的精准插入。后

来，Kesavan等[21]还通过改进荧光报告基因序列长

度，成功构建表达内源基因表达模式的荧光报告

斑马鱼品系，只需要插入16个氨基酸的绿色荧光

蛋白(green fluorescent protein，GFP)片段GFP11后，

即可在利用巨细胞病毒(cytomegalovirus，CMV)启
动子等过表达GFP1-10的条件下与其互补，从而表

达特异性绿色荧光。这一方法解决了敲入长荧光

蛋白编码序列效率低的问题，同时保证了荧光表

达的特异性。最近，Carrington等[28]通过荧光PCR
和毛细管电泳预筛的方法，以ssDNA为修复模板，

对tcnba位点进行了Flag标签敲入、gata2b位点进行

了HA标签敲入和人戈谢病(Gaucher disease)相关基

因gba进行了单核苷酸的替换，种系传递效率在

1%~5%。

1.2 微同源末端修复(MMEJ)介导的基因敲入

MMEJ修复过程不需要Ku70/80以及Ligase 4等
的参与，而是依赖于同源重组起始复合物MRN和
DNA聚合酶polθ等[29-31]。MMEJ修复常常导致DSB
两侧的碱基删除，以及染色体易位和重排，因此

是一种与“无错”的HR修复途径相反的“倾向错

误”修复。研究人员通过对修复模板改造和敲入

靶点的选择进行优化，使得通过MMEJ修复方式也

能获得想要的基因敲入类型[32,33]。从表2列举的相

关MMEJ介导基因敲入案例来看，目前使用此方法

进行斑马鱼基因敲入的研究并不多。

Hisano等 [ 3 5 ]使用MMEJ修复方式在 t y r和
krtt1c119e基因位点进行荧光蛋白的敲入，分析结

果发现，20 bp~40 bp长度的同源臂插入效率最

高；PCR检测结果发现，F0代基因敲入效率达到

38%，能产生精准生殖传递的效率约为4.5%。但是

并未观察到引入mCherry蛋白的红色荧光信号，可

能是因为插入位点在基因编码区域，嵌合蛋白没

有功能或不稳定很快被降解。在另一个基因
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krtt1c119e中，选择在其C端进行基因敲入，依赖修

复模板40 bp同源臂进行修复，F0代可以观察到绿

色荧光蛋白信号，表达出不同强度的绿色荧光，

共有三条能产生GFP生殖传递的F0代。2020年，

Wierson等[34]发现，同源臂两端添加通用sgRNA来
帮助修复模板释放后，短同源臂(24 bp/48 bp)与长

同源臂效率相似。F0代检测结果表明，有49%胚胎

表达报告基因，并有约17.4%的F1代胚胎含有敲入

整合，其利用短同源臂进行敲入的效率较之前利

用环状模板进行同源重组的效率提高了约10倍。

在tyr等位点种系传递效率达到了22%~100%。但由

于选择的敲入位点均在外显子区域，这可能影响

内源基因的表达。去年，有研究团队又利用48 bp
同源臂在内含子位置插入携带荧光报告基因的基

因捕获元件，通过Cre/lox系统调控和指示rbbp4和
rb1的正常表达和敲除的转变[36]。

Luo等[32]通过构建25 bp长度同源臂的修复模

板，在不破坏内源基因表达的情况下，在斑马鱼

中通过MMEJ修复方式成功构建了三个荧光蛋白精

准敲入的品系，并能产生生殖传递。这意味着在

斑马鱼中通过仅含有25 bp同源臂的MMEJ修复方

式即可获得精准敲入的斑马鱼品系。相较于通常

需要超过800 bp同源臂的HDR修复方式，短同源臂

敲入方法降低了品系构建的繁琐程度。

1.3 非同源末端连接修复(cNHEJ)介导的基因

敲入

细胞以cNHEJ方式进行DSB修复过程中容易

发生插入或缺失，常用于基因敲除体系中。其易

错的修复方式，使得利用cNHEJ修复方式难以进行

精准的基因敲入。表3整理了cNHEJ介导的敲入案

例，从表中可以看出，敲入位点通常选择在非编

码区上，利用cNHEJ的高效性以及在非编码区不破

坏本底基因表达的方式来实现长片段的插入。

Auer等[37]通过CRISPR/Cas9系统成功将5.7 kb片段

插入斑马鱼基因组中，在F0代中观察到约75%的斑

马鱼胚胎表达了敲入片段激活的UAS:RFP红色

荧光。

为了获得内源基因顺式作用元件调控下的荧

光转基因品系，Kimura等[40]通过在N端顺式作用元

件位置插入启动子Hsp70来介导荧光蛋白表达。

Abdelmoneim等[44]也通过相同的体系，在受雌激素

调节的分子标志物vtg1基因位点进行敲入，敲入效

率为0~10%，其中能产生生殖嵌合效率的雌性斑马

鱼比例是4.8%，而雄性斑马鱼比例是7.7%。但是

Vtg1的表达量变化远高于EGFP的变化，可能是因

为增强子捕获效率不足等原因。由于有些基因的

增强子在基因位点的远端，这种方式进行敲入相

较于直接利用内源基因位点进行荧光标记的方式

仍显不足，难以真正概括内源基因的表达情况。

Kesavan等[39]通过CRISPR/Cas9基因编辑技术

依赖的cNHEJ修复方式在斑马鱼中脑后脑边界

(midbrain-hindbrain boundary，MHB)发育相关的重

要基因敲入荧光蛋白，研究人员选择的插入位点

位于ATG上游，尽可能使得荧光蛋白在内源启动

子或增强子的调控下表达，且这种插入方式并未

影响到内源基因的表达。Kesavan等[45]通过同样的

方法将CreER-T2插入otx2位点ATG上游500 bp处来

产生Cre诱导品系，PCR扩增发现在5′端连接处有

4 bp插入，说明虽然修复模板含有较长的同源臂，

但敲入方式可能是cNHEJ。这些方案均利用了

cNHEJ高效敲入的特点，又通过选择在内源基因N
端进行敲入，使报告基因与内源基因表达模式尽

可能一致，又不破坏内源基因的表达，但也可能

无法真正模拟内源基因的表达模式。

Li等[33]在2015年开发了一种内含子靶向cNHEJ
介导的斑马鱼敲入体系，其内源基因的编码以及

表2 斑马鱼中以MMEJ实现基因敲入相关案例

靶点 敲入效果及序列 切割位点(切割效率) 供体模板(同源序列长度) F0敲入效率 种系传递效率
参考

文献

noto 荧光报告基因2A-TagRFP-
CAAX-SV40(~1kb) 外显子(95%) 体内线性化环状质粒

(12\24\48 bp)
56%~95%(5′端
精准) 3/5(60%) [34]

gfap；fli1a；
gata1a

荧光报告基因T2A-
mCherry(~1kb)

3′非翻译区

(gfapgRNA效率为54%) 环状质粒(25 bp) 69%~77% 不详

(F1中21%~24%) [32]

krtt1c19e 荧光报告基因eGFP-polyA
(~1kb)

终止密码子附近(73%) 体内线性化环状质粒

(40 bp)
38%(不同程度

的绿色荧光)
2条广泛表达GFP
均能生殖传递

[35]
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调控元件均未遭到破坏。为了选择比HDR效率更

高的cNHEJ修复方式来进行整合，其sgRNA切割位

点在th最后一个外显子前的内含子区域，这样即使

5′端发生部分碱基缺失或插入也不影响内源基因的

表达。将最后一个外显子E13构建到修复模板中，

从而保证了内源基因表达的完整性。F0代可以观

察到荧光嵌合的效率约为23.7%，其中能进行生殖

传递的胚胎效率也达到了12%。这种方法使得研究

人员不再依赖精确度更高的HDR修复方式就能拿

到不影响内源基因功能的荧光蛋白敲入品系。

2021年，Gu等[46]在th-P2A-EGFP敲入品系的th
第8号外显子两侧引入同向loxp序列，当与表达Cre
重组酶的转基因品系交配时可进行基因敲除，从

而完成条件性敲除品系。

近年，许多研究人员依赖cNHEJ修复方式，

在斑马鱼内含子位点进行双报告基因的敲入，通

过Cre重组酶自由调节基因敲入或基因敲除的荧光

标记。2019年，Li等[41]在tbx5a位点外显子E2和E3
中间的内含子进行敲入构建，载体包含E3以及剩

余的蛋白编码序列，后接有2A和tdTomato序列，两

侧为同向的loxp位点，再接polyA和无意突变的外

显子。在不存在Cre重组酶的条件下，表达tbxta和
tdTomato，tdTomato指示表达正确的阳性敲入。在

存在Cre重组酶的条件下，loxp序列中间的阳性元

件会被切除，从而表达提前终止的无意突变和2A-
tdGFP，绿色荧光指示完全敲除品系。去年，Li
等[42]在hey2最后一个内含子敲入最后一个外显子接

GFP编码序列的同时，其敲入序列前端还含方向相

反的loxp序列，中间为颠倒的TagRFP编码序列。

在Cre重组酶存在的条件下，loxp中间序列颠倒，

使得RFP表达，并终止后续表达，从而获得表达

RFP条件性敲除品系；若无重组酶Cre则表达为基

因敲入荧光报告基因品系hey2-P2A-EGFP。Han
等[43]通过CRISPR/Cas9体系与Cre重组酶结合，利

用cNHEJ修复方式在sox10和isl1位点进行了双报告

基因的敲入，其通过优化载体设计使得任一方向

插入均能实现双报告基因敲入。Levic等[38]也通过

靶向内含子或5′UTR区域进行荧光蛋白敲入，将一

部分内源基因表达序列与外源荧光蛋白连接来保

证内源基因完整性，敲入位点选择在非编码区域

来避免内源基因表达的破坏。通过这一方法，研

究人员在tjp1a、cldn15la和rab11a多个基因的N端

表3 斑马鱼中以cNHEJ实现基因敲入相关案例

靶点 敲入效果及序列 切割位点(切割效率) 供体模板(同源序列长

度)
F 0 敲 入

效率
种系传递效率

参考

文献

t j p 1 a ；

Cldn15la
荧光报告基因eGFP-polyA(~700 bp)；
tdTomato-polyA(~1400 bp)

最后一个外显子上游

的内含子
dsDNA(~500 bp) 1%~5% 不 详 ( F 1 中

17.1%~26.9%) [38]

Rab11a 荧光报告基因eGFP-polyA(~700 bp) 起始密码子上游非编

码区域

d s D N A； s s D N A
(~500bp) 1%~5% 不 详 ( F 1 中

21.2%~22.4%) [38]

otx2；pax2a 荧光报告基因venus-polyA；tRFP-polyA 起 始 密 码 子 上 游

(>50%)
体内线性化环状质粒

(500 bp)
不详

4 % ~ 7 . 6 %；

2.8%~20%
[39]

th 荧光报告基因P2A-EGFP-外显子13
(~2.1kb)

最后两个外显子中间

的内含子区域(83%) 体内线性化环状质粒 23.7% 3/25(12%) [33]

eng1b；evx2；
glyt2；vglut2a

荧光报告基因 h s 7 0 : l R l - G F P T x；
GFPbait-hsp70:Gal4-PolyA；Tbait-hs70-
lRl-GFPTx；Mbait-hs70-lRl-GFPTx

基因上游约

200-600 bp 体内线性化环状质粒 5%~10% 2.5%~66.7% [40]

neurod:eGFP；
vsx2:eGFP 荧光报告基因eGFPbait-E2AKalTA4 eGFP编码区(66.7%) 体内线性化环状质粒 不详 75.6%；57.6% [37]

tbx5a；kctd10
荧光报告基因Lox序列-切割位点后剩余

CDS-2A-tdTomato-Lox序列-PolyA-无意

突变外显子

内含子(98%) 体内线性化环状质粒 15.1% 5/9(56%) [41]

hey2
荧光报告基因Lox序列-polyA-TagRFP-
P2A-剪接受体-lox序列-外显子5-P2A-
EGFP-polyA

最后一个外显子上游

的内含子(50%) 体内线性化环状质粒 不详 2/21(9.5%) [42]

sox10；isl1
荧光报告基因Lox序列-切割位点后剩余

CDS-tdTomato-polyA-PolyA-EGFP-2A-
部分外显子-Lox序列

内含子 体内线性化环状质粒 64.6% 8/18(44%) [43]
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或C端完成了荧光蛋白敲入。

2 其他敲入效率影响因素

2.1 CRISPR/Cas9和sgRNA类型对编辑效率的

影响

Albadri等[47]发现，在斑马鱼kif5aa位点，Cas9
蛋白较Cas9信使RNA具有更高的编辑效率和更低

的细胞毒性。sgRNA的切割效率是影响基因敲入

效率的最主要因素之一。sgRNA选择转录起始位

点TSS作为靶点的效率较内含子区域更高，sgRNA
结合位点应该尽可能接近(小于10 bp)敲入或碱基替

换位点[48-50]。通常sgRNA由体外转录获得，在斑马

鱼胚胎中注射化学合成tracrRNA:crRNA对较转录

生成的sgRNA可能具有更高的编辑效率[51]。在3′端
增加G减少A可以提高sgRNA的稳定性和活性，但

如果G重复太多可能导致形成PAM富集区域的Cas
结合异常[48]。目前所知，20个nt长度是最特异和高

效的长度，超过20 nt或短于17 nt都可能降低切割

效率[52,53]。化学修饰后的sgRNA往往更具稳定性，

更有利于提高敲入效率，但也可能带来更高的脱

靶效应；未经过化学修饰的sgRNA更容易降解，

当然也可能降低激活免疫系统的风险[54]。

2.2 修复模板类型对编辑效率的影响

供体修复模板的不同构象(线性化或环状质粒)
对敲入效率也有一定影响。Suzuki等[55]通过使用迷

你环状质粒的修复模板进行了高效的、非同源依

赖的体内基因敲入，避免了将质粒骨架整合到基

因组中。在环状质粒导入细胞后利用核酸内切酶

SceⅠ或CRIPR/Cas9对其进行线性化后的KI效率显

著高于环状质粒为模板的效率[26,56]。Aird等[57]将

HUH内切酶融合PCV序列，使得其与修复模板

ssDNA可以共价结合，从而在DSB产生时达到切割

酶与供体修复模板时空共定位，最终在293T细胞

系中提高了敲入效率。Gu等[58]利用链霉亲和素和

生物素(monomeric streptavidin，mSA/biotin)的非特

异性来提高CRISPR/Cas9组分与修复模板的亲和

性，选择在可能提高重组效率具有较长G2期的2-细
胞小鼠胚胎进行注射，提高了近10倍的敲入效

率。Seleit等[59]将mSA/biotin体系运用在青鳉鱼中，

成功构建荧光标记内源基因的敲入，其F0代出现

嵌合体表达的效率达到了11%~59%，F0代的生殖

传输效率在不同的位点中达到了25%~100%，在F0
可以产生生殖传输的胚胎中，阳性F1胚胎比例根

据不同位点达到了6.6%~50%。迄今为止，在斑马

鱼精准基因敲入研究中还未见使用mSA/biotin体系

的报道。

2.3 修复途径调控因子对编辑效率的影响

Aida等[60]发现，通过调控修复过程中的关键因

子可提高敲入效率，他们表达DNA修复关键组分核

酸外切酶ExoⅠ以及部分其他测试蛋白可以提高人

细胞中微同源臂介导基因敲入的效率。在斑马鱼

中，He等[61]发现，早期胚胎中广泛存在微同源末端

介导的DNA双链断裂修复机制，通过抑制内源

Ligase 4显著提高MMEJ效率，而抑制Ligase 3活性

则显著降低MMEJ活性。de Vrieze等[19]利用吗啉环

反义核酸类似物(morpholino)抑制cNHEJ修复通路关

键蛋白Ku70，提高了其中一个位点的HDR敲入

效率。

除此之外，参与抑制或激活DNA修复过程中

关键因子的小分子也是提高敲入效率的重要手

段。SCR7是cNHEJ修复最后连接过程中关键因子

Ligase 4的抑制剂，使用该小分子可以提高人细胞

系和小鼠胚胎HDR效率[62]。Yu等[63]通过小分子抑

制剂Brefeldin A和L755507提高小鼠胚胎干细胞中

的HDR效率2~3倍。Song等[64]发现，HDR增强因子

RS-1刺激hRAD51与ssDNA结合，提高体外敲入效

率2~5倍，但通过cNHEJ抑制因子SCR7则收效甚

微。Boel等[24]在斑马鱼中使用多种cNHEJ抑制剂

(SCR7、NU7441、KU0060648)和HDR促进因子

(RS1、L755507)在多个位点进行了敲入效率比

较，在一些位点敲入效率确有提高，还有一些位

点可能因为抑制剂毒性等原因使得敲入效率降

低。DNA损伤修复过程中的相关蛋白过表达或抑

制能否提高斑马鱼基因敲入效率呢? 由于物种间演

化上的差异，需要在斑马鱼中进一步的验证，与

哺乳动物中的作用机制的异同也需要进一步的比

较研究。

3 结论与展望

每种敲入修复方式都有其特点，根据不同的

实验目的来选择敲入修复方式。HDR敲入通常需

要较长的同源臂、步骤繁琐、发生细胞周期短等
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因素使得HDR敲入效率低。但在诸如构建点突变

或短片段的精准替换模型实验时，利用HDR可进

行精准基因敲入。选择长单链DNA为修复模板

时，需要考虑模板长度、同源臂长度、对称性和

模板链的选择等条件。

针对单个目的基因进行精准敲入构建荧光标

记敲入品系时，可以选择以内含子靶向cNHEJ介导

的敲入方式进行构建。与HDR相比，虽然构建过

程繁琐程度相似，但敲入效率可能更高，而且可

以通过荧光表达时空检测是否获得目的敲入品

系。若需要大量制备敲入模板进行大批量敲入构

建时，选择同源臂较长的HDR可能实验过程较为

繁琐，且准确率也相应降低，以内含子靶向cNHEJ
介导的精准敲入构建也同样较为繁琐。可选择

MMEJ为修复方式，通过在引物合成时添加短同源

臂的方式来减少实验步骤，是提高实验效率的方

案之一。除了修复机制对敲入效率的影响，切割

效率对敲入效率也有极大的影响。在进行敲入实

验前需要对切割效率进行优化，具体优化方式包

括Cas9的类型、sgRNA的类型、sgRNA切割位点

以及递送方式等。

综上所述，大量研究对CRISPR/Cas9系统作用

过程中的多个因素如修复类型、Ca s 9类型、

sgRNA类型、CRISPR/Cas9与修复模板亲和性等进

行了优化，建立了提高敲入效率的方法。由于影

响因素众多且相关分子机制仍不清楚等，斑马鱼

体系中进行基因精准敲入仍比较困难。对多个物

种的相关研究进行分析和借鉴，可能提高斑马鱼

基因敲入效率，同时将有利于构建人类疾病相关

的斑马鱼模型，推动临床医学以及生命科学基础

研究的发展。
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