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摘   要：在 CRISPR/Cas9 系统介导的基因编辑中，借助于双链 DNA (double-stranded DNA, 
dsDNA)供体模板的重组效应能够实现对目标基因组靶位点的精确编辑和基因敲入，然而高等真

核生物细胞中同源重组的低效性限制了该基因编辑策略的发展和应用。为提高 CRISPR/Cas9 系统

介导 dsDNA 供体模板的同源重组效率，本研究利用大肠杆菌(Escherichia coli)乳糖操纵子阻遏蛋

白 LacI 与操纵序列 LacO 特异性结合的特点，通过重组 DNA 技术将密码子人源化优化的阻遏蛋白

基因 LacI 分别与脓链球菌(Streptococcus pyogenes)源的 SpCas9 和路邓葡萄球菌(Staphylococcus 
lugdunensis)源的 SlugCas9-HF 融合表达，通过 PCR 将操纵序列 LacO 与 dsDNA 供体嵌合，构建了

新型的 CRISPR/Cas9-hLacI 供体适配系统(donor adapting system, DAS)。首先在报告载体水平上对

Cas9 核酸酶活性、DAS 介导的同源引导修复(homology-directed repair, HDR)效率进行了验证和优

化，其次在基因组水平对其介导的基因精确编辑进行了检测，并最终利用 CRISPR/SlugCas9- 
hLacI DAS 在 HEK293T 细胞中实现了 VEGFA 位点的精确编辑，效率高达 30.5%，显著高于野生

型。综上所述，本研究开发了新型的 CRISPR/Cas9-hLacI 供体适配基因编辑系统，丰富了

CRISPR/Cas9 基因编辑技术种类，为以后的基因编辑及分子设计育种研究提供了新的工具。 
关键词：基因编辑；CRISPR/Cas9；LacI 基因；LacO 序列；供体适配 
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A novel CRISPR/Cas9-hLacI donor adapting system for 
dsDNA-templated gene editing 

MA Baoxia, CUI Jieyu, QIAN Hongrun, ZHANG Xiaojun, YANG Sen, ZHANG Qijing, 
HAN Yifan, ZHANG Zhiying, WANG Jiangang, XU Kun* 

College of Animal Science and Technology, Northwest A&F University, Yangling 712100, Shaanxi, China 
 
Abstract: During the gene editing process mediated by CRISPR/Cas9, precise genome editing and 
gene knock-in can be achieved by the homologous recombination of double-stranded DNA 
(dsDNA) donor template. However, the low-efficiency of homologous recombination in eukaryotic 
cells hampers the development and application of this gene editing strategy. Here, we developed a 
novel CRISPR/Cas9-hLacI donor adapting system (DAS) to enhance the dsDNA-templated gene 
editing, taking the advantage of the specific binding of the LacI repressor protein and the LacO 
operator sequence derived for the Escherichia coli lactose operon. The codon-humanized LacI gene 
was fused as an adaptor to the Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) and Staphylococcus 
lugdunensis Cas9 (SlugCas9-HF) genes, and the LacO operator sequence was used as the aptamer 
and linked to the dsDNA donor template by PCR. The Cas9 nuclease activity after the fusion and 
the homology-directed repair (HDR) efficiency of the LacO-linked dsDNA template were firstly 
examined using surrogate reporter assays with the corresponding reporter vectors. The 
CRISPR/Cas9-hLacI DASs mediated genome precise editing were further checked, and we 
achieved a high efficiency up to 30.5% of precise editing at the VEGFA locus in HEK293T cells by 
using the CRISPR/SlugCas9-hLacI DAS. In summary, we developed a novel CRISPR/Cas9-hLacI 
DAS for dsDNA-templated gene editing, which enriches the CRISPR/Cas9-derived gene editing 
techniques and provides a novel tool for animal molecular design breeding researches. 
Keywords: gene editing; CRISPR/Cas9; LacI gene; LacO sequence; donor adapting 

 
近年来，CRISPR 基因编辑技术因能实现动

植物性状的快速改良越来越受到广大育种工作

者的青睐，分子设计育种的理念已被广泛应用到

于动植物育种研究之中。在高等真核细胞中，由

CRISPR/Cas9 等技术引入的基因组 DNA 双链断

裂(double-strand break, DSB)主要通过非同源末

端连接(non-homologous end joining, NHEJ)和同

源引导修复(homology-directed repair, HDR) 2 种

机制进行修复[1]。随着研究的深入，HDR 又逐

渐被区分为以长同源臂 dsDNA 供体为模板的 
同源重组(homologous recombination, HR)、以微

同源臂 dsDNA 供体为模板的微同源末端链接 

(microhomology-mediated end joining, MMEJ)、
以 单 链 寡 脱 氧 核 苷 酸 (single-stranded 
oligodeoxynucleotides, ssODN) 或 单 链 DNA 
(single strand DNA, ssDNA)为模板的单链 DNA
模板修复(single-stranded DNA templated repair, 
SSTR)以及分子内正向重复序列介导的单链退

火(single-stranded annealing, SSA)[2-5]。 
HDR能够借助于外源供体DNA模板的重组效

应实现对目标基因组位点的精确编辑和基因敲入，

但是其在高等真核生物细胞中的低效性严重制约

了相关编辑策略的发展和应用。为了提高 HDR 效

率，研究者们进行了一系列的努力，发现通过调控
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DSB 修复通路、调节细胞周期、优化供体类型以及

强化阳性细胞筛选等方法均可不同程度地提高

HDR 介导的基因编辑效率[6-11]。 
鉴于 HDR 是一种利用外源供体 DNA 模板

进行 DSB 修复的重组过程，其效率依赖于供体

DNA 模板和目标 DSB 的空间和时间共定位。由

于供体和靶序列在相对“巨大”细胞空间中共定

位的机会有限，靶序列 DSB 募集供体 DNA 的

效率可能是 HDR 的关键。研究表明，招募供体

DNA 到目标 DSB 附近能够有效提高 HDR 介导

的基因编辑效率[12]。将 Cas9 与亲和素/链霉亲和

素或 SNAP 蛋白融合，可以将生物素标记或 O6-
苄基鸟嘌呤(benzylguanine, BG)标记的 ssODN/ 
dsDNA 供体募集到 DSB 位点，并在哺乳动物细

胞和小鼠胚胎中实现高效的基因敲入[12-14]。将

ssODN 序列共价连接的 HUH 内切酶与 Cas9 融

合，也能实现供体 DNA 的 DSB 募集，介导高

效的 HDR 基因编辑[15-16]。基于上述报道，本课

题组前期提出了供体适配系统(donor adapting 
system, DAS)的概念，并将酵母源的 Gal4 转录因

子 DNA 结合域(binding domain, BD)与 Cas9 融

合，开发了 CRISPR/SpCas9-Gal4BD 供体适配基

因编辑系统[17]。 
大肠杆菌乳糖操纵子中的 LacI 基因编码的

阻遏蛋白包含 3 个结构域：N-端结构域 (1–    
62 aa)、核心结构域(63−340 aa)和 C-端结构域

(341−357 aa)。其中 N-端结构域靠近氨基末端的

区域称为头区，通过铰链区(46−62 aa)与核心区

相连，并通过形成 α-螺旋与 LacO 序列特异结合。

本研究利用LacI阻遏蛋白与LacO操纵元序列特

异性结合的特点，以 LacI 蛋白作为适配器或适

配接头(adaptor)与 Cas9 蛋白融合表达，以 LacO
序列作为适配子或适配序列(aptamer)和 dsDNA
供 体 序 列 进 行 嵌 合 ， 开 发 了 一 种 新 型 的

CRISPR/Cas9-hLacI DAS ， 以 期 实 现

CRISPR/Cas9 和 dsDNA 供体的 DSB 共定位，进

而提高其介导的 HDR 基因编辑效率。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

HEK293T 细胞源自课题组细胞库。pAAV2- 
SlugCas9-HF 质粒受赠于上海复旦大学王永明教授

(特此致谢)，pET28a(+)、pJMB84-CMV-T2A-EGFP、
pll3.7-U6-VEGFA.sgRNA-SpCas9-GGS5-yBD 、

pBlue-VEGFA(Xba Ⅰ).donor、SSA-EGFP 报告载

体、HDR-EGFP 报告载体和 HDR-USR 报告富集

载体等均来自于课题组质粒库。引物合成和测序

由西安热默尔生物科技有限公司或西安擎科生

物公司完成。Bsa Ⅰ、Xba Ⅰ、BamH Ⅰ和 EcoR Ⅰ等
限制性核酸内切酶购自宝日医生物技术(北京)
有限公司。bLacI 基因片段以 pET28a(+)载体为

模板通过 PCR 扩增获得，密码子人源化优化的

hLacI 基因片段由西安擎科生物公司合成。 
1.2  载体构建 

将 bLacI 和 hLacI 基因片段分别连接到

pJMB84-CMV-T2A-EGFP 质粒骨架上，构建

bLacI 和 hLacI 基因表达载体。以 pll3.7 为载体

骨架，分别用 U6 和 CMV 启动子起始 CRISPR/ 
Cas9 系统中 sgRNA 和 Cas9 蛋白的表达，将 bLacI
和 hLacI 通过 5 个 GGS 的 linker 融合到 SpCas9
和 SlugCas9 蛋白的 C 端，获得 SpCas9/SlugCas9- 
bLacI/hLacI 融合蛋白表达载体。针对 VEGFA 位

点，设计靶位点(5′-GCTCGGCCACCACAGGGA 
AGC-3′)，将靶序列克隆到 SlugCas9-hLacI 中 U6
启动子下游，构建 sgVEGFA-SlugCas9-hLacI 表

达载体。对于供体 DNA，以课题组质粒库中

pBlue-VEGFA(Xba I).donor 为模板，设计引物，

分别在 5′端加入 LacO 序列(5′-GGAATTGTTATC 
CGCTCACAATTCC-3′) 或 无 关 序 列 (irrelevant 
sequence, IS)序列 (5′-GCAGTGAGCGCAACGC 
AATTAATGT-3′)，扩增出 5′端含有 LacO 序列或

IS 序列的 dsDNA 供体(表 1)。 
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表 1  引物序列 
Table 1  Sequences of primer used in this study 
Primer name Sequence (5′→3′) Size (bp) 
VEGFA-donor-LacO-F GGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCGGGGGCAGCAGGAACAAGGG 45 
VEGFA-donor-IS-F GCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGGGGGCAGCAGGAACAAGGG 45 
VEGFA-donor-R GCTCCGCCCCGCCGGGACCC 20 
The LacO sequence and the IS sequence are the underlined parts. 
 

1.3  细胞培养和转染 
采用 HEK393T 细胞系进行检测实验，培养

基含 90% DMEM培养基、10% FBS和 100 μg/mL
的青霉素和链霉素，在 5% CO2 (体积分数)、
37 ℃细胞培养箱中培养。采用上海 YEASEN 公

司的 Hieff Trans™脂质体核酸转染试剂根据说

明书 步骤进行转染实验，转染前 24 h 将细胞接

种于 12 孔板中，在细胞密度达到 80%–90%后进

行转染，每孔转染质粒总量为 2 μg，每组最少设

置 3 个平行转染孔。 
1.4  SSA 报告实验检测 Cas9 活性 

采用 SSA 报告系统对融合 hLacI 后 SpCas9
和 SlugCas9 蛋白的活性进行检测。pSSA-EGFP
报告载体中的 EGFP 报告基因中间由于插入重

复序列和靶序列而不能正常表达，当 Cas9 蛋白

靶向 EGFP 基因时即可通过 SSA 修复机制进行

修复，进而 EGFP 正常表达(图 1A)[18]。分别将

pCRISPR/SlugCas9-sgRNA、pCRISPR/SlugCas9- 
hLacI-sgRNA、pCRISPR/SpCas9-sgRNA、pCRISPR/ 
SpCas9-hLacI-sgRNA与 pSSA-EGFP报告载体以

摩尔比 1:1 共转染 HEK293T 细胞。转染 48 h 后，

在荧光显微镜下观察拍照并收集细胞，使用 BD
公司 FACS Aria Ⅲ流式细胞仪对 EGFP 阳性

(EGFP+)细胞进行计数。 
1.5  HDR 报告实验验证 HDR 效率 

通过 HDR 报告实验对不同 BS-dsDNA 供体

介导的 HDR 效率进行评估。pHDR-EGFP 报告

载体中 EGFP 报告基因被 CRISPR/Cas9 系统打

靶后仅能通过供体 DNA 依赖的 HDR 机制实现

修复(图 1B)[9]。将 pCRISPR/SlugCas9-sgRNA 和

pCRISPR/SpCas9-sgRNA 与 pHDR-EGFP 报告载

体和 3 种不同形式的供体以摩尔比为 1:1:1 转染

HEK293T 细胞，初步结果表明 5′LacO-EGFP 组

的 HDR 效率较高。为了进一步确定载体的最佳

摩尔比，分别设计 pCRISPR/SpCas9 表达载

体:pHDR-EGFP 报告载体:EGFP 供体为 1:1:1 和

1:1:2 两种比例，进行细胞转染。48 h 后，收集

细胞进行流式细胞分析，绿色荧光细胞所占比例

即可反映 HDR 效率。 
1.6  HDR-USR 报告实验富集基因组编辑

效率 
使用优化后 CRISPR/SlugCas9-hLacI DAS

对 HEK293T 细胞 VEGFA 位点进行点编辑。以

课题组前期构建的质粒供体为模板，通过 PCR
引入 5′-BS 获得相应的 BS-dsDNA 和 IS-dsDNA
供体，供体左右同源臂长度均设计为 500 bp 左

右，且序列中 sgRNA 靶点前间隔序列邻近基序 
(protospacer adjacent motif, PAM)均突变为限制

性内切酶(restriction enzymes, RE)位点，通过限

制性片段长度多态性(restriction fragment length 
polymorphism, RFLP)分析评估 HDR 编辑效率。

采用课题组前期报道的 pHDR-USR 报告载体对

基因编辑阳性细胞进行富集。pHDR-USR 报告

载体上的 ΔPuro 基因被 Cas9 靶向后，完整的

Puro 基因可作为供体使 ΔPuro 基因通过 HDR 修

复并表达(图 1C)[19]。转染后 24 h，用含有嘌呤

霉素的培养基筛选 3 d，更换正常培养基继续培

养 2 d，收集各组细胞，提取基因组 DNA，PCR
扩增目的基因片段并进行限制性内切酶消化实

验及 RFLP 分析。 
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图 1  不同报告系统原理示意图   A：SSA-EGFP 报告系统原理示意图[18]. B：HDR-EGFP 报告系统原理

示意图[9]. C：HDR-USR 报告系统原理示意图[19] 
Figure 1  Schematic diagram of different report systems. A: Schematic diagram of the SSA-EGFP report 
system[18]. B: Schematic diagram of the HDR-EGFP report system[9]. C: Schematic diagram of the HDR-USR 
report system[19]. 
 

1.7  流式细胞仪检测 
转染 72 h 后，去除培养基，用 500 μL 磷酸

缓冲盐溶液(phosphate buffered saline, PBS)清洗

2 次，用胰酶消化，900 r/min 离心 3 min，弃上

清，用 500 μL PBS 将细胞重悬，过滤到流式管

中，使用 BD 公司 FACS Aria Ⅲ流式细胞仪对

EGFP 阳性(EGFP+)细胞进行计数以评估 LacI 表
达水平、Cas9 活性以及 DAS 介导的 HDR 效率

等指标。 

1.8  Western blotting 检测 
在 6 孔板中转染，72 h 后去除培养基，用

PBS 清洗 2 遍，加入 100 μL 含有 1 mmol/L 苯甲

基磺酰氟(phenylmethanesulfonyl fluoride, PMSF)
的放射免疫沉淀测定(radio immunoprecipitation 

assay, RIPA)细胞裂解液，用细胞刮刀收集细胞至

1.5 mL 离心管中，于冰上裂解 30 min，12 000 r/min、
4 ℃离心 10 min，收集上清液。加入 5×SDS 上样

缓冲液，100 ℃水浴 10 min，于 12% SDS-PAGE
胶中电泳，采用半干转法将蛋白转移到聚偏氟乙

烯(poly vinylidene fluoride, PVDF)膜上，室温封

闭 1 h，4 ℃孵育一抗(抗 GFP 鼠单克隆抗体，购

自康为世纪生物科技有限公司)过夜，Tris 缓冲

盐水吐温缓冲液 (Tris buffered saline tween, 
TBST)洗膜 3 次，室温孵育二抗 1 h (羊抗鼠

IgG-HRP，购自康为世纪生物科技有限公司)，
TBST 洗膜 3 次，采用超敏增强化学发光

(enhanced chemiluminescence, ECL)法在化学发

光自显影仪检测蛋白条带并拍照。 
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1.9  数据统计和分析 
通过 Image J 软件对 DNA 条带进行灰度对

比分析，通过 GraphPad Prism 8 软件进行显著性

检验。所有试验均至少设置 3 个平行重复或独立

重复，数据以“均值±标准差 x s± ”表示，使用 t
检验进行显著性检验。*：P<0.05 为差异显著，

**：P<0.01 为差异极显著。 

2  结果与分析 
2.1  LacI 基因密码子优化结果 

考虑到原核生物和真核高等动物密码子偏

好性差异较大，鉴于 bLacI 基因源于大肠杆菌，

在哺乳动物细胞中不一定能有效表达。本研究首

先对 bLacI 基因序列进行了密码子人源化优化，

通过直接合成法获得了 hLacI 基因并测序确认。

为了确认 LacI 基因密码子优化前后在哺乳动物

细胞中的表达情况，本研究先后构建了相应的真

核表达载体 pJMB84-CMV-bLacI-T2A-EGFP 和

pJMB84-CMV-hLacI-T2A-EGFP。分别将 bLacI
和 hLacI 基因的真核表达载体转染 HEK293T 细

胞，48 h 后在荧光显微镜下观察(图 2A)，并进

行流式细胞仪计数分析，结果表明：hLacI-EGFP 
 

 
图 2  LacI 基因密码子优化前后表达水平检测结果   A–C：bLacI 和 hLacI 真核表达载体转染 48 h 后细

胞荧光图(A)、流式计数分析图(B)和流式计数结果柱状图(C). D–E：bLacI 和 hLacI 真核表达载体转染    
48 h 后提取细胞总蛋白的 WB 检测结果(D)和灰度分析结果(E). *：P<0.05；**：P<0.01. 比例尺=100 μm 
Figure 2  Expression of the LacI genes before and after codon optimization. A–C: Fluorescent photographs (A), 
flow counting analysis (B) and bar graph of flow counting results (C) of the HEK293T cells transfected with the 
bLacI and hLacI eukaryotic expression vectors for 48 h. D–E: Western blotting result (D) and its gray analysis 
(E) of the protein expression of the HEK293T cells transfected with the bLacI and hLacI eukaryotic expression 
vectors. *: P<0.05; **: P<0.01. Scale bar=100 μm. 
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组的绿色荧光细胞比例显著高于 bLacI-EGFP 组

(P<0.01，图 2B、2C)。进一步的蛋白免疫印迹

(Western blotting, WB) 检 测 结 果 表 明 ，

hLacI-EGFP 组和 bLacI-EGFP 组的细胞都表达

EGFP 蛋白，且 hLacI-EGFP 组细胞中的表达量

高于 bLacI-EGFP 组(图 2D、2E)。上述结果间接

证明了与之串联的 bLacI 和 hLacI 基因均能有效

表达，且密码子优化后的 hLacI 基因表达效果显

著优于优化前的 bLacI，故本研究后续实验均采

用了 hLacI 基因。 

2.2  SSA 报告实验检测融合 hLacI 后的

Cas9 活性 
将 sgRNA.SpCas9/SlugCas9-hLacI 表达载体

和 相 应 的 SSA-EGFP 报 告 载 体 共 转 染 至

HEK293T 细胞中，48 h 后进行流式细胞仪技术

分析，结果表明：SlugCas9-hLacI 组和 SlugCas9
组 EGFP 阳性细胞比例无显著差异(图 3A–3C)，
但 SpCas9-hLacI 组与 SpCas9 组相比，EGFP 阳 

 

 
图 3  SSA 报告实验检测融合 hLacI 后 Cas9 活性的结果   A–C：sgRNA.SpCas9/SlugCas9-hLacI 表达载

体和 SSA-EGFP 报告载体共转染后细胞荧光图(A)，流式计数分析图(B)和流式计数结果柱状图(C). **：
P<0.01；ns：无显著性差异(比例尺=100 μm) 
Figure 3  Results of SSA reporter assay for the activity of Cas9 fused with hLacI. A–C: Fluorescent 
photographs (A) (scale: 100 μm), flow counting analysis (B) and bar graph of flow counting results (C) of the 
HEK293T cells with co-transfection of sgRNA.SpCas9/SlugCas9-hLacI and SSA-EGFP vectors. **: P<0.01, ns: 
No significance (scale bar=100 μm). 
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性细胞比例明显下降(P<0.01) (图 3A–3C)，表明

hLacI 融合表达对 SpCas9 的打靶活性影响较大，

但对 SlugCas9 活性没有显著影响。因此，本研

究后续实验主要采用 CRISPR/SlugCas9-hLacI 
DAS 进行相关检测。 
2.3  HDR 报告实验检测 CRISPR/Cas9- 
hLacI DAS 介导的 HDR 效率 

CRISPR/Cas9-hLacI DAS 包括 sgRNA.Cas9- 
hLacI 表达载体和 LacO-dsDNA 供体模板两部

分。为了确定 LacO 序列与 dsDNA 供体的最佳

嵌合方式，共设计了 3 种不同的 LacO-dsDNA
供体 (图 4A)。采用 HDR-EGFP 报告系统对

CRISPR/Cas9-hLacI DAS 介导的 HDR 效率进行

评 估 。 将 sgRNA.Cas9-hLacI 表 达 载 体 、

LacO-EGFP 供体和 HDR-EGFP 报告载体共转染

至 HEK293T 细胞(图 4B)，即可通过 EGFP 阳性

细胞观察和流式细胞仪计数分析评估 CRISPR/ 
Cas9-hLacI DAS 介导的 HDR 效率。结果表明：

对于 CRISPR/SpCas9-hLacI DAS，5′ LacO-EGFP
组的 EGFP 阳性细胞比例显著高于其他 3 组(图
4C–4D)；对于 CRISPR/SlugCas9-hLacI DAS，5′ 
LacO-EGFP 组的 EGFP 阳性细胞比例也有高于

其他 3 组的趋势 ( 图 4E 、 4F) 。进一步对

sgRNA.Cas9-hLacI 表达载体、HDR-EGFP 报告

载体和 LacO-EGFP 供体的转染比例进行优化，

结果表明比例为 1:1:2 时 HDR 效率较高(图
4G–4H)。综上所述，本研究最终选择 CRISPR/ 
SlugCas9-hLacI DAS 和 5′-LacO-EGFP 供体进行

后续的基因组编辑验证。 
2.4  CRISPR/SlugCas9-hLacI DAS 介导的

基因组编辑 
为了验证 CRISPR/SlugCas9-hLacI DAS 介

导的基因组编辑效果，本研究初步选用了在

HEK293T 细胞中 sgRNA 活性较高的 VEGFA 位

点，构建了相应的 sgVEGFA.SlugCas9-hLacI 表

达载体和 5′ LacO-VEGFA 供体。在供体模板上

引入 Xba I 酶切位点，若 VEGFA 位点发生 HDR，

靶位点 PAM 序列突变为引入的酶切位点，可以

通过 RFLP 分析检测 HDR 编辑效率，并防止二

次打靶。同时为控制单一变量，在对照组 dsDNA
供体的 5′端结合了 25 bp 与 hLacI 蛋白无结合能

力的非回文结构无关序列 IS。 
采用通用型 HDR-USR 报告富集系统[19]可

以实现对 HDR 编辑阳性细胞的特异性富集(图
1C)。sgVEGFA.Cas9-hLacI 表达载体、HDR-USR
报告富集载体和 LacO-VEGFA 供体按 1:1:2 比例

共转染 HEK293T 细胞，转染 72 h 后进行嘌呤霉

素筛选，收集活细胞，提取基因组 DNA，PCR
扩增打靶序列，采用 Xba Ⅰ酶切实验检测 HDR
编辑效率(图 5A)。结果表明，CRISPR/SlugCas9- 
hLacI+5′LacO-VEGFA 组的 HDR 编辑效率为

30.5%，显著高于 CRISPR/SlugCas9+5′LacO-VEGFA
组(25.8%)和 CRISPR/SlugCas9-hLacI+5′IS-VEGFA
组(24.6%) (图 5B、5C)。 

3  讨论与结论 
在 CRISPR/Cas9 介导基因编辑所依赖的细

胞修复机制中，HDR是相对于 NHEJ的一类 DSB
修复方式，根据供体 DNA 形式不同可以分为

HR、MMEJ 和 SSTR 等，不同机制介导的 HDR
编辑形式和效率有所差异，但总体上的低效性限

制了该类基因编辑策略的广泛应用[1]。系列研究表

明，通过调控 DSB 修复通路[20]、调节细胞周期[21]、

修饰 DNA 供体[22]、改造 Cas9 蛋白[8]、提高供体

浓度、开发基因编辑阳性细胞筛选系统[19]以及协

同使用小分子化学物质等能够有效提高 HDR 编

辑效率[17,23]。本研究以 Cas9 核酸酶和 dsDNA 供

体的适配共定位为切入点，利用大肠杆菌 LacI 蛋
白与 LacO 操纵序列特异性结合的特点，开发了一

种新型供体适配基因编辑系统。该系统的核心内

容为以LacI作为适配器与Cas9融合的Cas9-hLacI 
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图 4  HDR 报告实验检测 CRISPR/Cas9-hLacI DAS 介导 HDR 效率的结果   A：不同 LacO-EGFP 供体

示意图. B：HDR-EGFP 报告系统检测流程示意图. C–D：不同类型供体对 CRISPR/SpCas9-hLacI DAS 介

导 HDR 效率的影响. E–F：不同类型供体对 CRISPR/SlugCas9-hLacI DAS 介导 HDR 效率的影响. G–H：

sgRNA. Cas9-hLacI 表达载体、HDR-EGFP 报告载体和 LacO-EGFP 供体转染比例的优化结果. *：P<0.05；
ns：无显著性差异 
Figure 4  Results of HDR reporter assay for the HDR efficiency mediated by CRISPR/Cas9-hLacI DAS. A: 
Diagram of different LacO-EGFP donors. B: Flow chart of the detection process by HDR-EGFP report system. C–D: 
HDR efficiency mediated by CRISPR/SpCas9-hLacI DAS and different donors. E–F: HDR efficiency mediated by 
CRISPR/SlugCas9-hLacI DAS and different donors. G–H: The results of the optimization of the transfection ratio of 
sgRNA. Cas9-hLacI expression vector, HDR-EGFP reporter and LacO-EGFP donor. *: P<0.05; ns: No significance. 
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图 5  CRISPR/SlugCas9-hLacI DAS 介导的 VEGFA 位点编辑结果   A：VEGFA 位点 HDR 编辑效率检

验原理示意图. B–C：VEGFA 位点 HDR 编辑检测结果. **：P<0.01 
Figure 5  Genome editing of VEGFA locus by CRISPR/SlugCas9-hLacI DAS. A: Schematic diagram for the 
detection of HDR editing efficiency at VEGFA locus. B–C: The detection results of the HDR editing efficiency 
at VEGFA locus. **: P<0.01. 
 

融合蛋白和以 LacO 序列作为适配子与 dsDNA 供

体序列进行嵌合的 LacO-dsDNA 供体，理论上可

以通过 sgRNA/Cas9-hLacI 和 LacO-dsDNA 供体

的 DSB 共定位提高 HDR 基因编辑效率。本研究

初 步 利 用 CRISPR/SlugCas9-hLacI DAS 在

VEGFA 位点提高了 HDR 编辑效率，为该系统的进

一步优化及应用奠定了基础。CRISPR/Cas9-hLacI
系统首次采用了细菌源的 LacI/LacO 适配器/适
配子组合，与目前已经报道的 CRISPR/Cas9 供

体适配基因编辑系统的对比如表 2 所示。 
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表 2  不同 CRISPR/Cas9 供体适配基因编辑系统的比较 
Table 2  Comparation of different CRISPR/Cas9-derived donor adapting systems 
Cas9-adaptor fusion design Adaptor type Adaptor 

size (aa) 
Source Optimization 

method 
Aptamer 
names 

Donor type HDR 
type 

References 

 
SNAP-tag 181 – – O6-BG O6-BG-ssDNA SSTR [13] 

 
Avidin 152 – – Biotin Biotin-ssDNA 

Biotin-dsDNA 
SSTR 
HR 

[9,12] 

 
Streptavidin 159 – – Biotin Biotin-ssDNA SSTR [33] 

 
ssDNA.BD 109 Virus – PCV.BS BS-ssDNA SSTR [15] 

 
ssDNA.BD 455 Agrobacterium – T-DNA.BS BS-ssDNA SSTR [34] 

 
Sleeping 
beauty 
transposase BD 

57 Transposase 
SB100X 

– N57.BS BS-dsDNA MMEJ [28] 

 
Transcription 
factor BD 

105 Human – THAP11.BS BS-dsDNA HR [26] 

 
Transcription 
factor BD 

146 Yeast – Gal4BD.BS BS-dsDNA HR [17] 

 
Repressor 361 E. coli Codon 

humanized 
LacO LacO-dsDNA HR This study 

X: The linker between the Cas9 protein and the adapter is unknown; S1m: RNA sequences, linked to sgRNA for the recruitment 
of streptavidin; DBD: DNA binding domain; BS: Binding sequences; HDR: Homology-directed repair, including homologous 
recombination (HR), single-stranded DNA templated repair (SSTR) and microhomology-mediated end joining (MMEJ). –: No detail. 
 

本研究采用了目前应用最为广泛的 SpCas9
和一种新近报道的 SlugCas9-HF，二者活性相

近，但后者具有高特异性和小型化的特点[24]。

将 SpCas9 和 SlugCas9 分别与 LacI 融合表达后，

SpCas9 活性受到的影响较大，而 SlugCas9 活性

没有受到明显影响，这可能与 Cas9 蛋白的大小

以及特异性有关。本研究最终采用 CRISPR/ 
SlugCas9-hLacI DAS，在 HEK293T 细胞中针对

VEGFA 位点实现了高效的 HDR 编辑。但遗憾的

是，针对另一位点 EMX1 的基因组编辑实验并

未检测到明显的 HDR 效率提升，猜测 CRISPR/ 
SlugCas9-hLacI DAS 可能具有一定的位点差异

性，仍需在更多类型的细胞中针对更多基因组位

点进行后续适用性验证。另外，采用 RFLP 法对

HDR 效率进行检测，虽然成本较低，但不能很

好地反映 HDR 的效率[17,25]。本研究过程中课题

组也注意到，通过药物瞬时筛选富集 HDR 编辑

细胞和 RFLP 法检验 HDR 效率仍具有一定的局

限性，受细胞筛选、基因组提取、PCR 及酶切

等过程的影响，存在着一定的干扰因素。鉴于

dsDNA 供体主要优势在于基因大片段敲入，在

后续的优化及应用研究中可以考虑采用荧光或

抗性基因敲入的策略[26]，改进筛选手段及下游

检测方法，进而提高实验的可靠性和严谨性。 
在类似的 CRISPR/Cas9-Gal4BD DAS 研究

中，本课题组发现增加适配子(结合序列)重复数并

不能提高HDR重组效率[17]，图4中5′/3′-端双LacO
组的检测结果相对较低也说明了这一点，推测较

长的 dsDNA 供体侧翼序列可能不利于重组。与

CRISPR/Cas9-Gal4BD DAS 的研究结果一致，本

研究中也发现将适配子序列添加在 dsDNA 5′-端
的效果较好，推测 dsDNA 供体的 3′-游离端可能

有助于同源重组，而 5′/3′-端双 LacO 的额外添加

反而不利。不过上述推测尚待进一步研究论证。
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另外，LacI 蛋白是一个呈 V 字形的四聚体，利用

N-端结构域铰链区(46–62 aa)结合 DNA，在后续的

优化研究中可以考虑精减 LacI 蛋白长度，筛选关

键结合域，保留结合力的前提下尽量避免对 Cas9
活性的影响，进而保证提高 HDR 效率的有效性。 

DNA 结合蛋白(DNA-binding protein, DBP)
与特异性 DNA 序列结合对于真核生物和原核生

物的基因转录调节起着至关重要作用[27]，利用

蛋白质与 DNA 相互作用这一原理，将来自转座

酶 SB100X 的 N57 DNA 结合域、人源化转录因

子 THAP11 和 Gal4BD 等蛋白与 Cas9 蛋白融合，

也能够提高 HDR 基因编辑效率[17,26,28]。表 3 中

进一步列举了一些典型的源于高等动物、酵母和

细菌源的 DNA 结合蛋白及相应的特异性结合序

列，或许可以作为适配器/适配子用于新型供体

适配基因编辑系统的开发。 
 
表 3  一些已经或可能作为 dsDNA 供体适配基因编辑系统的适配器蛋白及结构域 
Table 3  Several proteins already or may available as adaptors for dsDNA donor adapting systems 
Source Protein type Protein or domain name Sequence of binding DNA (5′→3′) References 
Artificial Transcription factor BD ZFP Artificial combination [35] 

Transcription factor BD TAL Artificial combination [36] 
Higher 
animal 

Transcription factor BD ATF3 GGTGACGTCATC [26] 

Transcription factor BD PDR1 TCCGCGGA [26] 

Transcription factor BD T-box AATTTCACACCTAGGTGTGAAATT [37] 
Transcription factor BD c-Myc CACGTGGTTGCCACGTG [38] 

Drosophila Drosophila Engrailed 
homeodomain 

ENH TAATNN [39] 

Yeast Transcription factor BD Gal4BD TCCGGAGGACTGTCCTCCGG [17] 
Transcription factor BD CBF1 RTCACRTG (R is purine) [40] 

Transposase Sleeping beauty transposase BD N57 N57.BS [28] 
Bacteria Repressor AraC araO1, araO2, araI [41] 

Repressor LacI GGAATTGTTATCCGCTCACAATTCC [42] 
Repressor TrpR GAACTAGTTAACTAGTACG [43] 
Repressor LexA CTGTATATATATATACAG [44] 

 
近年来，基因编辑技术发展迅速，单碱基编

辑器(base editor, BE)与先导编辑(prime editor, 
PE)先后被报道，能够分别用于单碱基替换与小

片段的插入和缺失且被广泛应用[29-30]。但是，

BE 仅限于碱基之间的替换，PE 虽然能实现大片

段的敲入和敲除，但 pegRNA 设计复杂、效率偏

低[31-32]。基因敲入特别是大片段的敲入仍主要依

赖于 CRISPR/Cas9 系统介导的 HDR 基因编辑策

略。因此，HDR 效率的提升仍是一个亟待解决

的科学问题，CRISPR/Cas9 供体适配基因编辑系

统的开发仍然具有重要的科学意义和应用价值。 
综上所述，本研究开发了一种新型的 CRISPR/  

Cas9-hLacI 双链 DNA 供体适配基因编辑系统，

并采用优化后的 CRISPR/SlugCas9-hLacI DAS

实现了对 VEGFA 位点的高效编辑，丰富了

CRISPR/Cas9 基因编辑技术种类，为以后的基因

编辑及分子设计育种研究提供了新的工具。 
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