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两种密码子优化的 Cas9 编码基因在斑马鱼胚胎中基因
敲除效率的比较 

张峰华，王厚鹏，黄思雨，熊凤，朱作言，孙永华 
中国科学院水生生物研究所，淡水生态与生物技术国家重点实验室，武汉 430072 

摘要: 为在斑马鱼中获得特异且高效的基因敲除，多个实验室独立人工合成了序列彼此不一的 Cas9 cDNA 序

列，并克隆入不同的体外转录载体。本文选取两种斑马鱼密码子优化的 Cas9 编码序列(zCas9_bz 和 zCas9_wc)，

对斑马鱼胚胎中的 7 个基因(外源 egfp 及内源 chd、hbegfa、th、eef1a1b、tyr、tcf7l1a)分别进行敲除，通过 PCR

产物测序、克隆测序和表型分析比较了两种 Cas9 的敲除效率。结果发现，zCas9_wc 在各种情况下都显现出较

高的敲除效率，而 zCas9_bz 的效率相对较低。 

关键词: CRISPR/Cas9；斑马鱼；基因敲除；突变效率 

A comparison of the knockout efficiencies of two codon-optimized 
Cas9 coding sequences in zebrafish embryos 
Fenghua Zhang, Houpeng Wang, Siyu Huang, Feng Xiong, Zuoyan Zhu, Yonghua Sun 
State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences,  
Wuhan 430072, China 

Abstract:  Recent years have witnessed the rapid development of the clustered regularly interspaced short palin-

dromic repeats/CRISPR-associated protein(CRISPR/Cas9)system. In order to realize gene knockout with high effi-
ciency and specificity in zebrafish, several labs have synthesized distinct Cas9 cDNA sequences which were cloned 
into different vectors. In this study, we chose two commonly used zebrafish-codon-optimized Cas9 coding sequences 
(zCas9_bz, zCas9_wc) from two different labs, and utilized them to knockout seven genes in zebrafish embryos, in-
cluding the exogenous egfp and six endogenous genes (chd, hbegfa, th, eef1a1b, tyr and tcf7l1a). We compared the 
knockout efficiencies resulting from the two zCas9 coding sequences, by direct sequencing of PCR products, colony 
sequencing and phenotypic analysis. The results showed that the knockout efficiency of zCas9_wc was higher than 
that of zCas9_bz in all conditions. 
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基因敲除是开展基因功能研究最为重要的技术

手段之一。近年来，新一代人工核酸内切酶技术

——CRISPR/Cas9(Clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats/CRISPR-associated protein)
被广泛地应用于小鼠(Mus musculus)[1]、果蝇(Dro-
sophila melanogaster)[2]、斑马鱼(Danio rerio)[3,4]、线

虫 (Caenorhabditis elegans)[5]和拟南芥 (Arabidopsis 
thaliana)[6]等各种模式生物的基因敲除和基因功能

研究。CRISPR 是一类广泛分布于细菌基因组中的重

复 结 构 ， 经 转 录 并 加 工 成 短 的 crRNA(CRISPR 
RNA)。crRNA 通过碱基配对与 tracrRNA(Trans-act-
ivating RNA)结合，形成双链 RNA，引导内切酶 Cas
蛋白在 crRNA 序列靶标的特定位点剪切双链 DNA[7]。

据此，科研人员将 type ⅡCRISPR/Cas系统中的 crRNA
和 tracrRNA 连接起来成为一条引导 RNA(Guide- 
RNA, gRNA)，即可利用其对真核生物基因组进行改

造，从而在靶标 DNA 上实现特定位点的剪切，靶标

DNA 利用非同源末端连接 (Non-homologous end 
joining, NHEJ)机制进行双链 DNA 修复的过程中有

可能引入插入或缺失(Indel)突变[8]。 
斑马鱼具有饲育容易、体外受精、体外发育、

胚胎透明、组织器官再生能力强等诸多优点，从而

成为研究脊椎动物发育与人类遗传疾病的重要模式

动物。由于斑马鱼产卵量较大且易于显微注射，以

CIRSPR/Cas9 基因组编辑技术为基础，研究者先后

在斑马鱼中实现了基因组水平的定点敲入 [9~11]、多

基因平行敲除[12]、同源序列介导的精确整合[13]等。

在利用 CRISPR/Cas9 技术制备斑马鱼突变品系的过

程中，往往需要保证较高的 P0 代突变效率，从而减

少后续突变体筛选所需投入的人力和物力。目前，

在斑马鱼研究领域较为广泛使用的 Cas9 基因序列

包括根据哺乳动物密码子优化的人源化 hCas9，以

及根据斑马鱼密码子优化的 zCas9 等。北京大学熊

敬维实验室是最早在斑马鱼中实现 CRISPR/Cas9 基

因敲除的实验室之一，根据化脓性链球菌(Strepto-
coccus pyogenes)Cas9(spCas9)的编码序列经哺乳动

物密码子优化获得人源化 hCas9 编码基因，克隆载

体为 pXT7[4]；北京大学张博实验室参考 spCas9 的

蛋白编码序列，合成了斑马鱼密码子优化的 zCas9 
(简称为 zCas9_bz，下同)，并克隆入 pGH 载体[14]；

美国范德堡大学 Wenbiao Chen 实验室所使用的

Cas9 蛋白编码序列则来源于该细菌的一个新品系

(MGAS1882)，其 cDNA 合成时同样依据斑马鱼的密

码子进行优化(简称为 zCas9_wc，下同)，克隆载体

为 pT3TS[12]。目前，这 3 种 Cas9 均在斑马鱼中被广

泛地使用[11,15,16]。 
本研究选取了 zCas9_bz 和 zCas9_wc 两种斑马

鱼密码子优化的 Cas9 编码载体体外合成 mRNA，针

对斑马鱼外源 egfp 基因以及 chd、hbegfa、th、eef1a1b、
tyr 和 tcf7l1a 等 6 个内源基因进行敲除，并逐一比较

了这两种 Cas9 对这 7 个基因在特定靶位的敲除效率，

以期为研究者日后选用 Cas9 在斑马鱼中进行基因

敲除提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

本研究所用 AB 品系的野生型斑马鱼以及以 AB

品系为背景的转基因斑马鱼 Tg(kdrl:EGFP)[17]均来

自于国家斑马鱼资源中心(武汉，http://zfish.cn)。斑

马鱼饲养于 28.5 ℃恒温及 14 h:10 h 光暗周期条件下。

用于显微注射的胚胎由雌鱼和雄鱼自然产卵而得。

胚胎发育阶段定义参照文献[18]。 

1.2  方法 

1.2.1  gRNA 靶位点的设计 

egfp、tyr 和 th 分别参照文献中所使用的 gRNA
靶位，具体信息如下： 

egfp-target：GGCGAGGGCGATGCCACCTACGG[9]； 
tyr-target：GGACTGGAGGACTTCTGGGGAGG[12]； 
th-target：GGGTGATCCTGATCCAGATCCGG[14]。 
chd、tcf7l1a、hbegfa 和 eef1a1b 等 4 个基因的靶

点为本文设计。首先从斑马鱼基因组数据库 (http: 
//www.ensembl.org/Danio_rerio/Info/Index)得到其基

因序列和结构信息 (ENSDARG00000006110、ENS-
DARG00000038159 、 ENSDARG00000075121 和

ENSDARG00000069951)，然后根据 gRNA 靶点设计

在线网站 http://zifit.partners.org/ZiFiT/，针对每个基

因各设计 2 个靶位点。靶点包含 20 个碱基，其中 5′
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端为 GG，以利于提高 T7 启动子的合成效率；紧邻

靶点 3′端的 3 个碱基构成 PAM(Protospacer adjacent 
motif)区，其序列为 NGG(N 为任意碱基)。利用 PCR 产

物直接测序法初步评估靶位突变效率，若无效则重

新设计靶位。经预实验最终确定有效靶位序列分别

为： 
chd-target：GGATTACCAGCTGCTGGTGGCGG； 

tcf7l1a-target：GGAGGAGGAGGTGATGACCTGGG； 

hbegfa-target：GGGGATTATGGGTTGCCGATAGG； 

eef1a1b-target：GGCCACCTCATTTACAAGTGTGG。 

下划线表示 PAM序列。所用靶位扩增引物见表 1。 

1.2.2  gRNA 的制备及 mRNA 的合成 

gRNA 的合成一般有载体克隆体外转录法 [9,12]

和 PCR 产物体外转录法[4]两种。本研究采用后一种

方法，一般而言，从预订引物到合成 gRNA 可以在

2 日之内完成，这相比载体克隆体外转录法更为节

省时间。具体如下：以质粒 pT7-gRNA 骨架[4]为模 

板，利用携带 T7 启动子和 gRNA 靶位序列的基因特

异性上游引物和通用下游引物 gRNA-RP(表 1)扩增

gRNA 模板。反应体系包含 2×Es Taq MasterMix(康
为世纪，北京)25 μL，上下游引物各 2 μL，pT7-gRNA
模板 1 μL，H2O 20 μL。反应条件：94 ℃ 预变性 5 min；
94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，30 个循环；最后 72 ℃

延伸 8 min。PCR 产物经纯化回收，再以 MAXIscript 
T7 Kit(Ambion，美国)试剂盒体外转录 gRNA。gRNA
经 DNase I(NEB，英国)消化 DNA 模板，然后以

Post-reaction clean up Kit(Sigma, 美国)纯化回收，经

1.5%的琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 质量。 
用于制备两种 Cas9 mRNA 的质粒 pGH-T7-  

 
表 1  本研究所使用的引物及其序列 
Table 1 Primers and their sequences used in this study 

引物 序列(5′→3′) 用途 

egfp-cas9-F1 TGAGCAAGGGCGAGGAGC 靶位扩增 

egfp-cas9-R1 CTCGATGCGGTTCACCAG 

chd-cas9-F3 ATCCATCAATCCATTATCTT 

chd-cas9-R3 TGGTCTGTGAACACTGCC 

tcf7l1a-cas9-F1 TTCTAACCTCCACAGTCGC 

tcf7l1a-cas9-R1 GCTTCCGCAAAGTATTCC 

tyr-cas9-F1 GCGTCTCACTCTCCTCGACTCTTC 

tyr-cas9-R1 GTAGTTTCCGGCGCACTGGCAG 

th-cas9-F1 GCGTATGGAGACTTGGAGC 

th-cas9-R1 ACACTGTCTGTATTTGAAGGCA 

hbegfa-cas9-F1 ATTGGAGGCGCTGAGTGAG 

hbegfa-cas9-R1 GTTCCGTGGATGCAAAAGTC 

eef1a1b-cas9-F1 ATTTCTTTAACTGGTGGTCG 

eef1a1b-cas9-R1 TCAATGGTCCTCTTGTCG 

egfp-gRNA-1 TGTAATACGACTCACTATAggcgagggcgatgccacctaGTTTTAGAGCTAGAAAT gRNA 模板扩增 

chd-gRNA-3 TGTAATACGACTCACTATAggattaccagctgctggtggGTTTTAGAGCTAGAAAT 

tcf7l1a-gRNA-1 TGTAATACGACTCACTATAggaggaggaggtgatgacctGTTTTAGAGCTAGAAAT 

tyr-gRNA-1 TGTAATACGACTCACTATAggactggaggacttctggggGTTTTAGAGCTAGAAAT 

th-gRNA-1 TGTAATACGACTCACTATAgggtgatcctgatccagatcGTTTTAGAGCTAGAAAT 

hbegfa-gRNA-1 TGTAATACGACTCACTATAggggattatgggttgccgatGTTTTAGAGCTAGAAAT 

eef1a1b-gRNA-1 TGTAATACGACTCACTATAggccacctcatttacaagtgGTTTTAGAGCTAGAAAT 
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gRNA-RP AAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCAC 

注：用于 gRNA 模板扩增的基因特异性上游引物序列中小写字母示 20 bp 的 gRNA 靶位序列。 

zCas9_bz 及 pT3-zCas9_wc 载体如图 1(A 和 B)，经

XbaⅠ限制性内切酶(Fermentas, 美国)线性化后，分

别用 mMessage mMachine T7 UltraKit(Ambion, 美

国)和 mMessage mMachine T3 UltraKit(Ambion, 美

国)体外转录试剂盒转录 mRNA。利用微量分光光度

计 (Nanodrop 2000, Thermo Scientific，美国 )测定

RNA 浓度，1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 质量

(图 1C)。 

1.2.3  显微注射 

制备出合格的 gRNA 和两种 Cas9 mRNA 后，

将每个基因所对应的 gRNA 分别与 zCas9_bz、

zCas9_wc mRNA 配制注射样品。注射浓度的标准：

在不导致显著畸形率的前提下，尽可能提高突变效 

率，具体而言，每个样品均包含 500 ng/μL 的 Cas9 

mRNA 和 50 ng/μL 的 gRNA。对于 egfp，本文将两

种 Cas9 mRNA 配制的样品注射到转基因斑马鱼

Tg(kdrl:EGFP)与野生型斑马鱼的杂交胚胎中。对

于 chd、hbegfa、th、eef1a1b、tyr 和 tcf7l1a 等 6 个内

源基因，将野生型斑马鱼胚胎以链霉蛋白酶(Sigma, 

美国)脱除卵膜后，利用 FemtoJet express 微量定量

注射仪(Eppendorf, 德国)分批次将样品显微注射到

两胞期之前的胚胎中，并于 0.3×Danieau's buffer 中

养殖，水温 28.5 ℃。为了评估两种 Cas9 mRNA 在注

射样品中的稳定性，本文设置时间梯度，在 0 h、2 h、

4 h及 6 h分别取样 1 μL电泳检测这 2种 Cas9 mRNA

的完整性和相对量。 
 

 
 

图 1  两种 Cas9 体外转录载体及 mRNA 稳定性比较 
Fig. 1  Two Cas9 vectors for in vitro transcription and comparison of the stability of their mRNAs 
A、B：分别为 zCas9_bz 及 zCas9_wc 所对应的体外转录载体示意图；C：两种 Cas9 mRNA 样品在配制样品后的不同时间梯度(0 h、2 
h、4 h、6 h)所对应的琼脂糖凝胶电泳结果。 

1.2.4  突变率检测 

本文在实验中发现，发育至 10 hpf(Hours post 

fertilization)胚胎中基因的敲除效率即代表了注射群

体的基因敲除效率，如无特殊交待，用于突变率检

测的样品均取自发育至 10 hpf 的注射胚胎。每样随

机取 30 颗胚胎，利用斑马鱼直接 PCR 试剂盒(成都
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福际生物技术有限公司)提取基因组 DNA，并利用表

1 中的靶位扩增引物从中扩增靶位序列。反应体系包

括：2×Es Taq MasterMix(康为世纪，北京)25 μL，上

下游引物各 2 μL，基因组 DNA 模板 1 μL，H2O 20 μL。

反应条件为：94 ℃预变性 5 min；然后 94 ℃ 30 s，

Tm(引物复性温度)30 s，72 ℃ 30 s，反应 35 个循环；

最后 72 ℃延伸 8 min。电泳检测 PCR 产物，对于条

带单一的产物直接进行 Sanger 测序；对于电泳条带

不单一的 PCR 产物则采用 GeneJET Gel Extraction 

Kit(Thermo，美国)回收目标条带，将纯化后的 PCR

产物进行 Sanger 测序。通过读取 PCR 混合产物的原

始测序峰图，初步评价靶位 DNA 是否在 PAM 序列

前后发生了 Indel 突变[4]。 

为了更加精细地评价靶位基因组的突变形式和

突变效率，将回收的靶位 PCR 产物连入 pMD18-T 

(TaKaRa，中国)载体，转化 E.Coli，每个样品分别

挑取约 30 个阳性单克隆进行测序。分析测序结果，

统计突变形式和突变比率。 

2  结果与分析 

2.1  两种 Cas9 对 egfp 基因敲除效率的比较 

将含 egfp 靶位的 gRNA分别与两种 Cas9 mRNA

共注射到 Tg(kdrl:EGFP)+/-转基因斑马鱼胚胎中，30 

hpf 时观察胚胎荧光消失情况并及进行统计。根据胚

胎荧光消失的程度由低到高将其划分为 C1、C2、C3 

3 个等级，其中 C1 为基本保持完整的荧光表达模式；

C2 为存在显著的荧光消失现象；C3 为大部分荧光

消失。如图 2 所示，zCas9_bz 及 zCas9_wc 所对应的

胚胎荧光消失最多的级别 C3所占的比例分别为 1.1%

及 100%，而 C2+C3 所占的比例分别为 62.0%和 100%。

由此可见，对于 egfp 的该靶位而言，zCas9_wc 的敲

除效率显著高于 zCas9_bz。 

两种 Cas9 敲除 egfp 后，分别取 30 枚胚胎提取

基因组，扩增包含靶位的基因组序列，利用 PCR 产

物直接 Sanger 测序法初步评估 Indel 突变效率。进

一步克隆测序，根据测序结果统计突变类型和比率，  
 

 
 

图 2  egfp 敲除后胚胎荧光等级划分及比例 
Fig. 2  Embryonic fluorescent hierarchies and proportions after egfp knockout 
A：egfp 敲除后胚胎荧光情况。根据荧光消失的程度分为 3 个等级，其中 C1 为荧光基本不消失，C2 为荧光部分消失，C3 为荧光基

本全部消失；C1、C2、C3 前的方格图案与 B 图中比例统计相对应。B：egfp 敲除后胚胎荧光比例统计。对照为不注射的转基因胚胎

情况，n 为每一组所统计的胚胎总数。 

结果如图 3A 所示。zCas9_bz 及 zCas9_wc 所对应的

突变比率分别为 8.0%和 100.0%，该结果所反映的两

种 Cas9 对于 egfp 该靶位的敲除效率与胚胎荧光消

失情况基本一致，且对于 egfp 靶位，zCas9_wc 的敲

除效率甚至可达到 100%。对详细突变类型进行分析

(附图 1)，未发现此两种 Cas9 序列在诱导 egfp 的突
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变上存在序列偏好性。 

2.2  两种 Cas9 对斑马鱼 chd、hbegfa、th、eef1a1b、

tyr 和 tcf7l1a 等 6 个基因敲除效率的比较 

同样，将两种 Cas9 mRNA(500 pg)分别与 chd、
hbegfa、th、eef1a1b、tyr 及 tcf7l1a 所对应的 gRNA(50 
pg)共注射到脱除卵壳的野生型斑马鱼胚胎中。由于

注射 Cas9 后，在 4hpf 前即可完成基因编辑，故在

10hpf 随机取样，提取基因组，从中扩增包含靶位的

基因组序列，针对 PCR 产物进行直接 Sanger 测序，

通过测序峰图中野生型序列所占的比重来初步评估

突变效率(图 3, B~D)。 
将以上 PCR 产物进一步克隆测序，挑取约 30

个阳性克隆测序，统计突变类型和比率，统计结果

见图 3A。从图中可以看到，zCas9_wc 对 hbegfa、
eef1a1b、tyr 以及 tcf7l1a 这 4 个基因在 gRNA 靶位

的敲除效率均高达 95%以上，对 hbegfa 基因的敲除

效率甚至可达 100%，远高于 zCas9_bz 对同一基因

的敲除效率。zCas9_wc 对 chd 及 th 在相应靶位的敲

除效率略低于前面几个基因的敲除效率，分别为

60.0%和 78.3%，但仍高于 zCas9_bz 对同一基因的

敲除效率。对详细突变类型进行分析(附图 2~7)，未

发现此两种 Cas9 在诱导突变上存在序列偏好性。 

2.3  两种 Cas9 对斑马鱼 chd 和 tyr 基因敲除后的表

型分析 

为了在表型水平评估 CRISPR/Cas9 基因敲除的

效率和特异性，本文对 chd 和 tyr Cas9 及 gRNA 注

射后的胚胎表型进行了统计。对于另外 4 个内源基

因，由于注射后未见明显表型，故不作统计。与预

期相符，chd gRNA 和 Cas9 mRNA 注射后的胚胎中，

部分胚胎出现了类似于 chd 突变的腹部化表型[19]。根

据表型的严重程度将其划分为 C1、C2、C3 三类，其

中 C1 为野生型，C2 为出现血岛增大的表型，C3 为

同时表现出血岛增大和头部及眼睛变小的表型。如

图 4A 所示，zCas9_bz 及 zCas9_wc 与 chd gRNA 共

注射后，表型最为严重的 C3 类胚胎所占的比例分别

为 18.0%和 48.6%，而所有出现腹部化表型(C2+C3)

胚胎的比例分别为 34.2%和 82.6%，这与克隆测序评

估的突变效率的趋势一致。值得注意的是，分类选

取 zCas9_wc 注射的胚胎进行测序分析，仅仅在表现

出腹部化表型的胚胎(C2+C3)中出现了 chd 靶位的突

变，而所有未出现相应表型的胚胎均测序为野生型。 
基因 tyr 突变后胚胎的色素形成会受到干扰[10]，

根据 50hpf 时胚胎色素形成的多寡将 tyr gRNA 和

Cas9 mRNA 共注射的胚胎划分为 C1、C2、C3 三类，

其中 C1 为野生型，C2 为色素细胞显著减少，C3 为

色素细胞基本消失。如图 4B 可见，zCas9_bz 和

zCas9_wc 敲除 tyr 后，C3 类所占比例分别为 10.3%
和 32.8%，C2+C3 分别占比 83.5%和 98.4%，与克隆

测序突变率结果相符。 
从以上结果可知，注射两种 Cas9 和相应的早期

胚胎发育相关基因的 gRNA 后，均可以导致胚胎发

育出现特异性的表型缺陷。针对以上两个靶位，

zCas9_wc mRNA 注射后导致的表型比例均较高。由

于出现特异表型的比例与序列测定结果中 Indel 突

变比例存在显著关联，因此对早期发育相关基因进

行 CRIPSR/Cas9 基因敲除时，分析胚胎发育的表型

比率也可以用来初步估测基因敲除的效率。 

2.4  两种 Cas9 mRNA 的稳定性及编码蛋白质序列

比对分析 

为探讨两种 Cas9 敲除效率差异的原因，本文首

先比较了这两种 Cas9 mRNA 在不同时间梯度上是

否存在量上的差异，即它们是否存在 mRNA 稳定性

上的差异。如图 1C 所示，在 0 h、2 h、4 h 及 6 h
随着时间的增加，两种 mRNA 电泳条带亮度相互之

间并无明显差异。因此，这两种 Cas9 mRNA 的稳定

性并不存在显著性的差异。 
本文进一步对比了两种 Cas9 载体的 cDNA序列

及编码的氨基酸序列(图 5)，发现这两个载体至少在

如下 4 个方面存在显著差异：(1)在两个体外转录载

体中，仅 zCas9_wc 在翻译起始位点前存在 Kozak
保守序列(GCCACCAUGG)，而已知这一序列的存在

可大大提高蛋白质翻译的效率  [20]；(2)zCas9_bz 和

zCas9_wc 所编码的主体蛋白质序列存在 14 个氨基 
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图 3  两种 Cas9 对 7 个靶基因敲除效率的比较 
Fig. 3  Comparison of knockout efficiencies of seven target genes by the two Cas9 
A：两种 Cas9 对 7 个基因敲除后克隆测序所得突变效率，n 为测序单克隆总数；B：zCas9_wc 敲除 tcf7l1a 后胚胎 PCR 产物的直接

Sanger 测序峰图；C：zCas9_wc 敲除 chd 后胚胎 PCR 产物的直接 Sanger 测序峰图；D：zCas9_bz 敲除 chd 后胚胎 PCR 产物的直接

Sanger 测序峰图。B~D 中的红色方框所示为包含 PAM 序列的 gRNA 原始靶位位置，红色箭头所示为 PAM 序列处的第一个测序碱基

的读值，可见敲除效率与该读值方框中的未突变碱基所占比重呈显著负相关。 
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图 4  chd 及 tyr 敲除后胚胎的表型统计 
Fig. 4  Statistics of the phenotypes after chd and tyr knockout 
A：敲除 chd 基因后的表型统计。C1 为野生型，C2 为出现血岛增大的表型(箭头处)，C3 为同时表现出血岛增大和头部及眼睛变小的

表型(箭头处)；B：敲除 tyr 基因后的表型统计。C1 为野生型，C2 为色素细胞有所减少，C3 为色素细胞基本消失。n 表示所统计的

胚胎总数。 
 

 
 

图 5  两种 Cas9 编码蛋白的序列比对 
Fig. 5  Comparison of protein sequences coded by the two Cas9 
图中虚线框分别表示 SV40 NLS(PKKKRKV)、核浆素 NLS(KRPAATKKAGQAKKKK)；zCas9_bz 序列中 N 端突出的序列为 3×Flag 标
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签(DYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK)。 

酸的差别，这与 zCas9_wc 来源于该菌种的一个新的

品系有关；(3)两种 Cas9 蛋白仅 zCas9_wc 在 N 端及

C 端均有一段 SV40 大 T 抗原单分型核定位信号

(PKKKRKV)[21]，而 zCas9_bz 仅在 N 端存在该核定

位信号，而其 C 端则为双分型核浆素核定位信号

(KRPAATKKAGQAKKKK)，其赖氨酸残基部分类似

于 SV40 核定位信号，然而其本身并非蛋白质入核

的充分条件[22]；(4)zCas9_bz 所编码的 Cas9 氨基酸

序列的 N 端存在一 3×Flag 标签，而 Flag 标签的存

在可能会在一定程度上影响到 zCas9_bz 蛋白产物的

生物学活性 [23]。以上 4 个因素可能是 zCas9_wc 

mRNA 具有较高敲除活性，而同为斑马鱼密码子优

化的 zCas9_bz mRNA具有较低敲除效率的重要原因。 

3  讨  论 

继第一代、第二代人工核酸内切酶技术 ZFNs [24]

和 TALENs [25]之后，第三代人工核酸内切酶技术

CRISPR/Cas9 由于具有设计简单、耗时短、效率高

等优点已被广泛地应用于模式动物斑马鱼的基因敲

除。Jao 等 [12]利用 zCas9_wc 对斑马鱼(AB 系)外源

egfp 基因进行敲除，利用酶切法检测突变效率达

82%~99%，同时检测内源 tyr 基因的敲除效率达

93%~97%。本文中采用 zCas9_wc 对外源 egfp 和内

源 tyr 基因进行敲除时，利用克隆测序法检测的突变

率分别为 100%和 96.3%，与其结果比较一致。2014

年，Liu 等 [14]以酶切检测的方法比较了 hCas9 和

zCas9_bz 对 TU 系斑马鱼 th 基因在内的 11 个靶位的

敲除效率，结果显示 zCas9_bz 的效率均高于 hCas9。
其中以 600 pg Cas9 mRNA 加 30 pg gRNA 的剂量注

射时，hCas9 和 zCas9_bz 对 th 该靶位的敲除效率分

别为 30%和 70%左右。本文利用 zCas9_bz，以 500 pg 
Cas9 mRNA 加 50 pg gRNA 的剂量对 AB 系斑马鱼

th 该靶位进行敲除，克隆测序突变率达 40.9%。本

文进一步选取外源 egfp 基因和 chd 等 6 个内源基因

进行基因敲除，相对于 zCas9_bz，zCas9_wc 在所有

分析的靶位中均表现出较高的敲除效率。因此，

zCas9_wc 可以成为日后斑马鱼基因敲除工作中的一

个好的选择。 

如何科学、有效地评估 CRISPR/Cas9 基因敲除

后的总体效率是一个值得探讨的问题。本研究采取

了靶点 PCR 产物直接测序法。该方法非常简单易行，

仅需要开展一次 PCR 反应和一个测序反应。一般而

言，从显微注射到效率评估可以在 3 日内完成。从

图 3B~D 的测序峰图可以看出，通过对 PAM 序列及

其下游的测序峰图进行分析，可以方便地评估野生

型序列占总序列的比例(如 n%)，从而可以较为便捷

地计算出靶位敲除的大致效率(100%~n%)。经与图

3A 进行对比，可以发现这一评估标准获得了克隆测

序结果的验证。对突变靶点的序列详细分析表明，

这两种 Cas9 蛋白导致的靶位突变并不存在序列上

的偏好性(附图 1~7)，因此这两种 Cas9 敲除效率的

差异应该不是由于 Cas9 识别靶位的特异性所导致，

而可能是由于密码子优化、Kozak 序列、核定位信

号、N 端标签等诸多因素的存在与否所综合导致。 

本文发现一个有趣的现象：针对早期发育必需

基因 chd 进行 Cas9 敲除时，获得了典型的腹部化表

型，测序结果分析表明所有出现腹部化表型的胚胎

均可获得 100%的敲除效率，而表型为野生型的胚胎

的敲除效率则为 0%。后续养殖实验显示，出现腹部

化表型的胚胎很难被继续饲养至性成熟，而仅有那

些没有出现表型的胚胎可以被养至性成熟。这就出

现了一个敲除效率和养殖存活率之间的悖论：亦即

从获得基因敲除子代的角度而言，必需选取那些具

有显著表型的胚胎继续饲养；而从养殖存活率的角

度而言，又限制了我们选取这部分胚胎。因此，在

日后的研究中，当涉及到早期发育必需基因的高效

敲除时，可能需要利用原始生殖细胞替换[26]等技术

手段来解决这一问题。 

总之，本研究针对斑马鱼外源 egfp 基因及 chd、
hbegfa、th、eef1a1b、tyr、tcf7l1a 等 6 个内源基因

的共计 7 个靶位，通过 PCR 产物测序、克隆测序和

表型分析，系统比较了 zCas9_bz 及 zCas9_wc 对其

敲除的效率。结果显示 zCas9_wc 效率较高，且对相

当多的靶位的敲除效率接近 100%。这为研究者日后

在斑马鱼中开展 CIRSPR/Cas9 介导的基因敲除时选

择 Cas9 编码序列提供了有益的参考。 
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近期，麻省理工学院的张峰实验室发现另一种

细菌(Staphylococcus aureus)中存在编码一个分子量

较小的 Cas9 蛋白的基因(saCas9)，其蛋白产物不同

于 spCas9，却一样具有高效的切割活性[27]。Keith 实

验室则利用斑马鱼模型，报道了利用定点突变技术获

得能够识别非经典的 NGG PAM 基序的 Cas9 变体[28]。

因此，预期利用斑马鱼模型将有可能开发出靶位自

由度更大、更加高效、更为特异的 CRISPR/Cas9 工具。 
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附  录 

附图 1~7 见电子版 www.chinagene.cn。 
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