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摘要
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CG10341在核⼼心区域与Gar1⾼高度同源。果蝇基因CG10341编码H/ACA核糖核蛋⽩白复合

物的⾮非核⼼心亚基，因此得到基因CG10341⽚片段缺失的果蝇将有助于研究Gar1在果蝇脂

肪代谢的作⽤用，甚⾄至为异位脂肪累积的形成提供依据。为此我们应⽤用CRISPR/Csa9技

术，设计了了两段gRNA来同时敲除⽬目的基因CG10341的两个外显⼦子，以达到⽬目的基因⼤大

段缺失这⼀一⽬目的。通过三步克隆隆构建转基因质粒，并将其注射进果蝇体内以便便能够得

到表达两段gRNA的转基因果蝇。拟⽤用该转基因果蝇与表达Cas9蛋⽩白的果蝇株系杂交得

到Gar1功能缺失突变体。 

关键词： CRISPR/Cas9，果蝇，Gar1 

Use the CRISPR-Cas9 technology to obtain Gar1 loss-of-
function mutants in Drosophila 

Abstract 
Because of its high efficiency and simplicity, since 2009, CRISPR/Cas9 as a new tool for 

gene editing was widely used in yeast, zebrafish, mice, fruit flies, and other organisms. In 

previous experiments, it was found that the dGar1 RNAi mutant showed significant ectopic fat 

accumulation in Drosophila. The Drosophila gene CG10341 encodes the non-core subunit of 

the H/ACA ribonucleoprotein complex. CG10341 and Gar1 are highly homologous in the 

core region and belong to the Gar1 family. The fruit flies that lack the gene CG10341 

fragment will help to study the effect of Gar1 on lipid metabolism in Drosophila, and even 

provide evidence for the formation of ectopic fat accumulation. To this end, we designed two 

gRNAs which targeted the two exons of CG10341, in order to induce large fragment deletion. 
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The trangenic plasmid was successfully constructed by three-step cloning and then was 

injected into the fruit fly to obtain trangenic flies which expressing two gRNAs. It is proposed 

to cross the trangenic gRNA flies to the Cas9 flies to obtain Gar1 loss-of-function mutants. 

Key words: CRISPR/Cas9, Drosophila, Gar1 
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1.引⾔言

1.1⽬目的基因的选取 

H/ACA⼩核仁核糖核蛋⽩颗粒（snoRNP）是通过指导RNA指定修饰位点的RNA假

尿苷合酶家族。这些H/ACA snoRNP的功能对于核糖体的⽣物合成，前体mRNA（pre-

mRNAs）的剪接，端粒的维持以及可能⽤于另外的细胞过程[1]。所有H/ACA RNP都含

有特定的RNA组分（snoRNA或scaRNA），并且⾄少有四种蛋⽩质与所有这些颗粒共

有：Cbf5，Gar1，Nhp2和Nop10。这些蛋⽩质在酵母到哺乳动物中都⾼度保守，同时

同源物也存在于古菌中[2]。H/ACA蛋⽩复合物含有由Cbf5和Nop10组成的稳定核⼼，

Gar1和Nhp2随后与之结合[3]。Naf1是盒式H/ACA snoRNPs复合物和核糖体⽣物合成成

熟所需的RNA结合蛋⽩。在组装H/ACA snoRNPs复合物时，它与复合物结合，在复合

物成熟过程中消失并被Gar1取代产⽣成熟的H/ACA snoRNPs复合物[4].

在本实验室之前的研究试验中发现果蝇中的CG10341基因负责编码的Gar1在其

RNAi的突变体中也出现了异位脂肪体积累。推测该基因与果蝇内脂代谢调控有关。通

过敲除该基因，得到Gar1功能缺失的突变体，便于进⼀步研究该基因在脂肪代谢调控

中的作⽤。

1.2CRISPR/Cas9系统的发现和发展： 

CRISPR存在于古细菌和细菌中，是避免外来基因⽚段（如病毒，质粒）⼊侵的防

御机制。⽇本学者Ishino等⼈⾸次在⼤肠杆菌中发现负责碱性磷酸酶同⼯酶转换的iap基

因附近发现存在⼀段重复序列。这段序列包括五段⾼度同源的序列和⼀段回⽂结构。

当时并不清楚该序列的作⽤，仅推测有稳定mRNA的功能[5]。在2002年，该段序列被正

式命名为规律性重复短回⽂序列簇（Clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats (CRISPR)/CRISPR-associated (Cas) systems）[6]。Martin Jinek等⼈⾸次将CRISPR/

Cas技术⽤于基因编辑，通过crRNA与tracrRNA结合形成双链RNA引导CRISPR结合蛋

⽩Cas9在⽬标DNA处产⽣双链断裂（double-strand breaks）[7]。尔后CRISPR/Cas系统作

为新兴的基因定点编辑技术的各类应⽤逐渐成熟并在多种动植物中成功应⽤。
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基于基因序列和免疫机制，CRISPR/Cas系统开始被分为三类，Ⅰ型存在于古细菌和

细菌中，Ⅱ型仅存在于细菌中，Ⅲ型主要存在于古细菌中[8]。在这三类CRISPR/Cas系统

中，Ⅱ型仅需要Cas9蛋⽩作⽤切割DNA双链，因此，Ⅱ型CRISPR/Cas系统以其相对简洁

的操作被更为⼴泛的运⽤。Cho，Dicarlo等多个实验室在培养的哺乳动物细胞和⼈类⼲

细胞中⽤双元Ⅱ型CRISPR/Cas系统成功产⽣双链断裂，其中斑马鱼和⼩⿏所产⽣的嵌

合体表明CRISPR/Cas9系统在真核⽣物中⽤于操纵基因组的普遍性。2013年，Scott J. 

Gratz等⼈⾸次将CRISPR/Cas9系统运⽤于果蝇当中，成功实现了⽬标位点的双链断

裂，⽬标基因的敲除和 Cas9蛋⽩介导的同源重组（HR）[9]，开启了果蝇基因编辑的新

纪元。

1.3 CRISPR/Cas9系统的结构和原理理 

Ⅱ型CRISPR/Cas系统主要包含⼀个与CRISPR结合的核酸内切酶即Cas9和两个⼩分

⼦RNA形成的复合物。该复合物由CRISPR RNA(crRNA)和转录激活CRISPR RNA

（tracrRNA）组成（图1.1）。S. pyogenes系统通过形成包含crRNA和tracrRNA的嵌合

RNA（gRNA）将该系统简化为双元系统[7]。

电⼦显微镜和X射线晶体学确定的Cas9的分⼦结构表明，Cas9蛋⽩在与guide RNA

结合后发⽣的构象重排，与靶双链DNA结合时进⼀步变化。这种改变产⽣了⼀个通

道，在蛋⽩质的两个结构域之间运⾏，联通RNA-DNA杂交体和同向堆叠的双链RNA结

构即crRNA repeat–tracrRNAantirepeat互作结构[10; 11]。Cas9的构象变化可能是靶向dsDNA

解旋和引导RNA链侵⼊的机制的⼀部分，尽管这个想法仍有待测试。机制研究还表

明，PAM对初始DNA结合⾄关重要，在没有PAM的情况下，甚⾄与指导RNA序列完全

互补的靶序列也不能被Cas9识别[12]。Cas9的C-末端结构域中的精氨酸基序与⼤沟内⾮

互补链上的PAM相互作⽤。⽬标DNA链中+1位的磷酸⼆酯基团与双链PAM的⼩沟相互

作⽤，可能导致局部链分离，即所谓的R环，位于PAM上游[13]。
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图1.1 CRISPR-CAS9的作⽤用机理理。深灰⾊色链为tracrRNA，浅灰⾊色链为crRNA，⻩黄⾊色部分为
gRNA识别的⽬目标RNA序列列，橙⾊色部分为PAM序列列，蓝⾊色三⻆角形为断裂位点，浅蓝⾊色椭圆为Cas9蛋
⽩白，图⽚片改编⾃自[14]。

尽管CRISPR/Ca9系统的基础机制尚未完全阐明，但⼤致分为三个阶段：适应，表达

和⼲扰。在适应过程中，外源DNA中的间隔基因被整合到宿主基因组CRISPR基因座5’

末端的两个重复序列之间[15]。 CRISPR基因位点中的间隔序列记录了从5’到3’的顺序的

外源基因物质。表达包括两个步骤; 在第⼀步中，CRISPR转录并产⽣前体⾮编码RNA

（前体crRNA，precrRNA），并且在第⼆步中，长链前体crRNA被加⼯成短链

crRNA，其中每个都含有转录间隔区和部分重复序列。当crRNA与Cas蛋⽩结合时，会

形成核糖核蛋⽩（RNP）复合物。gRNA的5’端识别前间区序列临近基序（PAM）前

20nt长度的⽬标序列，与⽬标序列通过碱基互补配对，3’端结合Cas9核酸酶。在最后阶

段⼲涉中，与Cas蛋⽩结合的crRNA和tracrRNA的⼆元复合物识别特定基因座并切割双

链DNA，产⽣DNA双链断裂[16]。

1.4 CRISPR/Cas9系统在果蝇中的研究 

果蝇以其易培养、增代时间短、繁殖能⼒强、染⾊体数量较少等优势作为真核⽣

物中的模式⽣物，⼴泛的⽤于遗传学和发育⽣物学的研究。美国⼈类基因组研究所于

2000年3⽉对果蝇和⼈类基因组进⾏了⽐较研究，估计约有60％的基因在这两个物种间

保守。约75％的已知⼈类疾病基因在果蝇基因组中具备可识别的匹配，并且50%的蝇
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类蛋⽩质序列具备哺乳动物同源物。研究果蝇体内的基因有助于理解包括⼈类在内的

其他真核⽣物基因的表达调控[17]。CRISPR/Cas9系统在果蝇中的应⽤不断成熟，与各

类基因编辑技术相融合，使其适⽤范围更加宽泛。CRISPR/Cas9的效率也因为⽅法不同

基因不同⽽产⽣较⼤的差距。

图1.2 CRISPR/Cas9 技术流程图

果蝇中常见CRISPR/Cas9技术流程如图1.2所⽰。使⽤转基因果蝇提供gRNA和Cas9

⽤于基因编辑⾮常⾼效，Shu Kondo 等⼈⽤表达Cas9蛋⽩的转基因果蝇株系和转录⽬

的gRNA的转基因果蝇株系杂交，敲除white locus中的外显⼦，⼦代中产⽣突变的个体

⾼达60%[18]。虽然此⽅法效率较⾼，稳定的转基因株系的获得往往需要两代以上，较

为耗时。直接注射DNA和RNA较为⽅便快捷，DNA易制得，稳定性⾼，RNA效率⾼但

相对不稳定。在产⽣DNA双链断裂后，可通过NHEJ和HDR两种⽅式进⾏修复，NHEJ

通常产⽣不准确的⼩⽚段基因的插⼊和缺失，HDR⽤于相对准确的⽬标位点的插⼊、

删除和替换（图1.3）[19]。在HDR中，⽤dsDNA作为供体质粒可产⽣⼤⽚段的插⼊。在

实验中发现，Cas9核酸酶对于HDR和NHEJ两种修复⽅式的效率都有促进作⽤[20; 21]。
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图1.3 CRISPR/Cas技术的应⽤用。（A）⾮非同源性末端接合：通过单个gRNA产⽣生DSB，NHEJ的修复

⽅方式，使⽬目标位点产⽣生⼩小⽚片段缺失或插⼊入；（B）定位删除：通过两个gRNA产⽣生DSB，⽤用NHEJ的修
复⽅方式，敲除两个位点间⼤大段基因⽚片段 ；（C）基因替换：通过两个gRNA产⽣生DSB，使⽤用外源供体
质粒，供体两端为与⽬目标DNA互补的序列列，通过HR的修复⽅方式，将⽬目的基因进⾏行行替换；（D）基因
编辑：Cas9介导的HR可⽤用于在⽬目标位点产⽣生点突变，在该实例例中，在待突变的序列列附近选择靶位
点，并通过供体模板引⼊入新的序列列，所述供体模板包含侧翼为与靶区域同源的序列列的修饰；（E）
在⽬目标位点插⼊入序列列：包括荧光分⼦子和表位标签的外源序列列的插⼊入可以通过HR掺⼊入到靶基因座
中。引⽤用⾃自[19] 
基于CRISPR的基因组⼯程的快速发展产⽣了更具体的应⽤，包括CRISPRi

（CRISPR⼲涉）和CRISPRa（CRISPR激活）[22]。 结合TALENs，另⼀种⽤于基因编辑

的⼈⼯核酸酶，其应⽤范围正在扩⼤。II型CRISPR/Cas系统是由于其成分简单，操作

简单，突变效率⾼⽽成为发展最快的定向基因编辑技术，正在研究和应⽤于各种⽣物

体中。尽管由于需要原型间隔区相邻基序（PAM）⽽存在限制，使得该系统⽆法编辑

所有⽬标基因座，但越来越多的证据表明，PAM所需的特定序列在不同的细菌中是不

同的[23]。 这意味着有可能适应不同的⽬标基因座，给系统提供更⼴泛的应⽤范围。

更多关于CRISPR/Cas9作⽤机制的基础研究已经展开，对于其机制的理解有助于解

决CRISPR在不同物种间差距巨⼤的效率问题，便于寻找更为⽅便的筛查突变的⽅法。

使其更⽅便的运⽤于果蝇基因组编辑。
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综上，CRISPR/Cas9作为⼀项较新的技术，有着⾼效率，操作简便等优势，也有⽬

标位点限定等诸多劣势待改进。作为模式⽣物的果蝇为该技术的应⽤奠定了基础，该

技术的发展也为果蝇的研究注⼊新的动⼒。

2.实验材料料和⽅方法

2.1实验材料料 

2.1.1构建载体所需引物

构建载体所⽤引物如表2.1所⽰：

表2.1引物序列列

2.1.2所⽤用载体

构建转基因质粒所⽤载体如表2.2所⽰：

表2.2载体列列表

2.1.3实验所⽤用果蝇株系

本实验中所⽤果蝇株系如表2.3所⽰：

引物名称 引物序列（5’ to 3’）

BsaI-U63-F1 ATGCggtctcCTGACGCTCACCTGTGATTGCTC

BsaI-gRNA-R1 ATGCggtctcGTAATAAAAAAAGCACCGACTCGGTGC

BsaI-U63-F2 ATGCggtctcAATTAAGTCTGTCTTTCCCCTTTCCGCTCACCT

GTGATTGCTC

BsaI-gRNA-R4 ATGCggtctcGGAGTAAAAAAAGCACCGACTCGGTGC

18T通⽤R TGAGTTAGCTCACTCATTAGGCA 

TOPO 通⽤ R CGAAGTCGAGGCATTTCTGT 

Gatewaych-R CGTCTACGGAGCGACAATTC

载体名称 抗性 作⽤

pMD18T-U63-BsmBI AMP 第⼀步克隆

PCR/TOPO/GW-BsaI-Bb 壮观霉素 第⼆步克隆

pUAST-attB AMP 第三部克隆
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表2.3实验中⽤用到的果蝇株系

2.2实验⽅方法 

2.2.1果蝇饲养⽅方法

实验室中果蝇⽣长环境温度为20-25℃，光照周期为每⽇12h，果蝇⾷物配⽅如表

2.4所⽰： 

表2.4每升果蝇⻝⾷食物配⽅方

2.2.2 使⽤用DRSC查找规律律性重复短回⽂文序列列簇并设计gRNA

1）登陆⽹页http://www.flyrnai.org/crispr2；

2）输⼊所需的FlyBaseCG编号，基因ID，基因符号或染⾊体位置；

3）选择OT要求和⽬标序列特征（如CDS，⾮转录区，内含⼦，外显⼦）；

4）选择PAM序列以便于与来源于化脓链球菌的Cas9⼀起使⽤；

5）选择OT容错性，可选3⾄5个错配，5个错配最为严格，3个错配最不严格；

果蝇株系 作⽤

attP40 ⽤于显微注射，得到定点插⼊的表达gRNA的转基因

果蝇

54590 (act>cas9) ⽤于与表达gRNA的转基因果蝇杂交

yw 与显微注射的果蝇杂交得到转基因果蝇

CS 野⽣果蝇对照

原料 ⽤量

蔗糖 31.62g

葡萄糖 63.2g

酵母 30g

⽣⽟⽶粉 77.7g

琼脂粉 8g

丙酸尼泊基丁酯 5ml
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 6）点击“提交”查看基因组浏览器环境下的所有gRNA⽬标位点，确定感兴趣的区

域；

 7）点击每个gRNA位点查看OT注释和效率评分等详细信息。

2.2.3第⼀一步克隆隆，将gRNA连⼊入载体PMD18T-U63-BsmBI

通过退⽕火来构建gRNA： 

1）将上⼀一步设计的每个基因的引物（正向和反向）做好标记，成对摆放； 

2）⽤用12000rpm 的转速离⼼心 2分钟； 

3）将离⼼心管盖打开，加⼊入适量量灭菌双蒸⽔水，后将引物稀释⾄至100µM； 

4）加⼊入引物Sense gRNA oligo、Antisense gRNA oligo各1µ l，⽔水8µl，混合后成为

中浓度10µm的引物； 

5）⾼高温处理理，使引物复性结合，程序如表2.5所示。 

表2.5 引物复性程序

酶切载体PMD18T-U63-BsmB1： 

⽤用BbsI内切酶使得载体PMD18T-U63-BsmBI线性化 ，使⽤用如下体系（表2.6），37℃反

应2-4h。 

表2.6 BbsI内切酶反应体系

载体PMD18T-U63-BsmB1⽚段回收及溶解：

酶切产物⽤DNA凝胶电泳检测，⽤Takara⽚段回收试剂盒回收，溶于灭菌双蒸

⽔，最终调整终浓度为50ng/µL，置于冰箱-20℃存储。

94℃ 70℃ 67℃ 64℃ 61℃ 58℃ 55℃ 50℃ 37℃

3min 1min 1min 1min 1min 1min 1min 1min 1min

试剂 剂量量

pMD18T-U63-BsmBI 1µg

BbsI限制内切酶 1µL

Cutsmart 1µL

H2O 22µL
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将gRNA与与载体1⽚段连接：

16℃反应2h，反应体系如表2.7所⽰：

表2.7连接体系

转化并涂板：

1） 取10μL上⼀步得到的连接⽚段加⼊到50µL DH5a感受态细胞，轻摇混匀，转化

的感受态细胞体积可为20-50μL。感受态细胞需⽤预冷的灭菌EP管分装好；

2） 冰上静置30min，42℃⽔浴90s，冰上静置5min；

3） 加⼊500μL LB培养基，摇菌培养45min，根据分⼦克隆，适当降低摇床速度⾄

约100rpm；

4） 低速离⼼(相对离⼼⼒RCF⼩于700g)1min, 弃掉多余上清，⽤灭菌枪头轻吹混

匀，涂板（AMP抗性），37℃培养过夜。

通过菌落PCR鉴定阳性克隆并提取质粒：

待平板上长出明显克隆后，挑取3个单克隆，同时⽤于菌落PCR和接种、摇菌，具

体操作如下：

1）取⼀个⼲净的Ampr的LB平板，根据单克隆的个数分别编号1, 2, 3……，每个克

隆取3-6个左右；

2）⽤灭菌⽩枪头挑取单克隆，⾸先将带菌的该枪头尖端划线到⼲净的平板中，再

把枪头打⼊4ml LB培养基中，不要碰到其他地⽅，⼀⼀对应；

3）接种好平板置于培养箱，37℃培养16h左右，同时将摇菌管放于37℃震荡培养

16h左右。

提取质粒并PCR检测阳性克隆：

试剂 剂量

退⽕后的gRNA 50ng/1ul

T4连接酶 1µL

载体1⽚段 1µL

10X T4 DNA ligation Buffer 1µL

H2O 6µL
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1） 提质粒（碱裂解法），溶于灭菌50μL双蒸⽔；

2） 质粒PCR，反应体系如表2.8所⽰：

表2.8质粒PCR反应体系

3）PCR反应如下表2.9所⽰：

表2.9 质粒PCR反应程序

4）电泳检测PCR产物。400bp出现明显的产物带的单克隆为阳性克隆；

5）将阳性质粒利⽤M13-F测序进⼀步确认，多数情况下PCR鉴定得到的阳性克隆

均为正确的连接。

2.2.4 PCR给gRNA加Adaptor序列列及Golden-gate组装

1）使⽤⾼保真DNA聚合酶（KODplus，phusion），通过PCR给构建好的单体加

adaptor序列，质粒为 pMD18T-CG10341-gRNA1, pMD18T-CG10341-gRNA2。其反应体

系如表2.10、表2.11所⽰

试剂 剂量

质粒（1:50稀释） 1µl

MIX 22µl

gRNA正向引物 1µl

18T通⽤R 1µl

步骤 温度 时间 循环数

Step 1 95℃ 5min 1cycle

Step 2 95℃ 30s

30cyclesStep 3 58℃ 30s

Step 4 72℃ 30s

Step 5 72℃ 10min 1cycle
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表2.10 PCR反应体系1

表2.11 PCR反应体系2

2）回收PCR产物，先点3ul PCR产物跑胶，⽤Takara⽚段回收试剂盒回收产物，跑

胶，并⽤灭菌⽔稀释定量⾄约30ng/uL；

3）Golden-gate组装，将上⼀步回收的PCR产物通过Golden-gate的⽅式连接⾄PCR8

中间载体上，反应体系如表2.12、表2.13所⽰。

试剂 剂量

DW 32.5ul

10X KOD plus Buffer 5ul

dNTPs 5ul

25mM MgSO4 3ul

引物1：BsaI-U63-F1 1.5ul

引物2：BsaI-gRNA-R1 1.5ul

模板DNA：pMD18T-gRNA1 0.5ul

KOD-plus 1ul

试剂 剂量

DW 32.5ul

10X KOD plus Buffer 5ul

dNTPs 5ul

25mM MgSO4 3ul

引物1：BsaI-U63-F2 1.5ul

引物2：BsaI-gRNA-R4 1.5ul

模板DNA：pMD18T-gRNA1 0.5ul

KOD-plus 1ul
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表2.12 Golden-gate组装反应体系

表2.13 Golden-gate组装反应程序

4）转化并涂板，将上⼀步的反应产物取10ul加⼊100ul解冻的DH5α感受态细胞，

混匀；

5）通过菌落PCR坚定阳性克隆并提取质粒，PCR检测的引物为第⼀步合成的

gRNA正向引物和TOPO通⽤R引物进⾏PCR检测，能够扩增出360bp左右产物的为阳性

克隆。

2.2.5通过LR反应将所需⽚片段构建⾄至质粒（pUAST-attB）中

1）将质粒pUAST-attB转化扩增，应使⽤感受态细胞DB3.1，不能使⽤DH5α；

2）将组装好的⽚段克隆⾄Gateway载体，即⼊门载体为上⼀步提取的质粒，⽬标

载体为质粒pUAST-attB，25℃过夜，反应反应体系如表2.14所⽰：

试剂 剂量

H2O 补⾜⾄20ul

100XBSA 1ul

ATP10mM 1ul

T7连接酶 0.5ul

Cutsmart Buffer 2ul

BsaI 1ul

PCR8 1ul

PCR产物1 1ul

PCR产物2 1ul

步骤 温度 时间 循环数

Step 1： 37℃ 5min
15cycles

Step 2： 20℃ 5min
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表2.14 LR反应体系

3）加⼊1ul Proteinase K solution, 37℃⽔浴10min；

4）转化涂板，取上述反应产物10ul转化⾄20-50ul DH5α感受态细胞；

5）通过菌落PCR鉴定阳性克隆并提取质粒，后菌落PCR，反应体系如表2.15：

表2.15菌落PCR反应体系

6）挑取阳性克隆，使⽤天根⽆内毒素质粒⼩提中量试剂盒提取质粒，使⽤ddH2O

洗脱，最终浓度应⼤于540 ng/ul。

2.2.6 转基因果蝇的检验

1）挑取单只果蝇在1.5ml 离⼼管中，-20℃放置10min；

2）向每只果蝇中加⼊50ul 裂解缓冲液（蛋⽩酶K浓度0.2 mg/ml），⽤枪头碾碎果

蝇；

3）37℃ 放置30min,裂解释放DNA；

4）95℃ 10min，失活蛋⽩酶K；

5）-20℃保存DNA；

6）将上⼀步得到的DNA通过PCR进⾏鉴定，反应体系如表2.16所⽰：

试剂 剂量

⼊门载体 50-150ng

⽬标质粒（150ng/ul） 1µL

ddH2O 补⾜⾄10ul

LR clone II enzyme mix 2µL

试剂 剂量

质粒 1ul

MIX 22ul

gRNA正向引物 1ul

Gateway-R 1ul
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表2.16 转基因果蝇DNA鉴定PCR反应体系

试剂 剂量

DNA 1ul

MIX 22ul

gRNA1正向引物 1ul

gRNA2反向引物 1ul
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3. 实验结果与分析

3.1 gRNA引物的设计 
⽬的基因CG10341有两个外显⼦，考虑到基因敲除的效率选取在两段CDS区域，

分别在两个外显⼦上进⾏基因敲除，以达到敲除两个位点间⼤段基因⽚段缺失的⽬

的。两段gRNA序列见表3.1，两段gRNA在基因中的位置见图3.1。两段引物设计有BbsI

的酶切位点，可以与载体酶切后的⽚片段相连。

表3.1 gRNA序列列

�

图3.1gRNA在果蝇基因组中的识别位点。图中粉⾊色的代表CG10341的外显⼦子序列列，灰⾊色的代表
内含⼦子，深红⾊色代表5’和3’的⾮非编码区。两段红圈勾勒勒的位点为两段gRNA的靶标位点，左边的为
gRNA1靶位点，右边的为gRNA2。其中gRNA1有三个错配，其CG含量量为60%；gRNA2有五个错配，
其CG含量量为62%。两段gRNA在果蝇基因组中的两段识别序列列相距约1.2kb。

3.2 第⼀一步克隆隆的检验 

将载体pMD18T-Bbs1-U63测序后可看到，该载体有两段Bbs1酶切位点（图3.2），

Bbs1限制性内切酶在两个位点酶切后得到⼤⼩约为2kb的线性⽚段，通过PCR凝胶成

像，回收成功酶切的⽚段，即在2kb左右有清晰条带的酶切产物，见图3.3。

gRNA 序列列

CG10341-gRNA1-F GTCGGCTGAAGCCTTTACAGCCGC

CG10341-gRNA1-R AAACGCGGCTGTAAAGGCTTCAGC

CG10341-gRNA2-F GTCGTGATCTACGTAGCGGGCTGG

CG10341-gRNA2-R AAACCCAGCCCGCTACGTAGATCA
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�

图3.2 A：Bbs1限制内切酶识别位点； B：载体pMD18T-Bbs1-U63中两段Bbs1识别序列列。

�
图3.3 pMD18T酶切⽚片段凝胶成像图。将线性的酶切产物跑胶，存在2kb左右的⽚片段。 

将得到的酶切产物分别与两段gRNA进⾏T4连接，合成的gRNA1和gRNA2除了

20bp的识别序列外，其正向引物前添加有GTCG，反向引物末端为CAGC，能与载体

pMD18T-BbsI -U63（后⾯简称为pMD18T）酶切产物末端配对，通过T4连接酶连接，

将gRNA连接到pMD18T载体的U6启动⼦与终⽌信号之间。

然后，转化DH5a，涂板，在37度培养16-20⼩时，取出。挑取单克隆，通过菌落

PCR筛选得到了阳性克隆，即跑胶图⽚上有⼤⼩为400bp左右的⽚段，见图3.4。然后提

取质粒，送往公司测序，以确定⽬标gRNA连接到pMD18T载体中。测序的gRNA的峰

图如下（图3.5）。
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�

图3.4连接gRNA后菌液PCR产物凝胶成像图。使⽤用T4连接后的产物作模版，使⽤用gRNA-F和18T
通⽤用引物作引物进⾏行行PCR。编号1-8为pMd18T添加gRNA1的产物，编号9-17为pMD18T添加gRNA2的
产物。其中5、6、7、10、11、12存在⼤大⼩小约为400bp的⽚片段，为阳性克隆隆。

�
图3.5 pMD18T-gRNA1及pMD18T-gRNA2测序峰图。（A）pMD18T-gRNA1测序峰图，蓝⾊色背景为

gRNA1序列列；（B）pMD18T-gRNA2测序峰图，蓝⾊色背景为gRNA2序列列。 
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3.3 第⼆二步克隆隆结果检验 

通过⾼保真PCR给分别给gRNA1和gRNA2添加adaptor序列，通过引物BsaI-U63-

F1，BsaI-gRNA-R1，BsaI-U63-F2和BsaI-gRNA-R4扩增，使得gRNA前后添加BsaI酶切位

点（图3.6）。将PCR添加adaptor的产物跑胶得到凝胶成像图（图3.7）。 

�

图3.6 BsaI-gRNA⽚片段模式图。（A）BsaI-gRNA1部分⽚片段；（B）BsaI-gRNA2部分⽚片段；其
中绿⾊色为BsaI酶切位点，⻩黄⾊色代表BsaI-U63-F1，橙⾊色代表BsaI-U63-F2，浅灰⾊色代表gRNA1，深
灰⾊色代表gRNA2，浅蓝⾊色代表BsaI-gRNA-R1，深蓝⾊色代表BsaI-gRNA-R4。 

 
图3.7 PCR添加adaptor序列列的产物凝胶成像图。1为gRNA1添加BsaI-U63-F1和BsaI-gRNA-R1序

列列，2为gRNA2添加BsaI-U63-F2和BsaI-gRNA-R4序列列，1、2均在400bp处存在条带，证明添加
adaptor序列列成功。 
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将产物使⽤Takara⽚段回收试剂盒回收，并⽤灭菌⽔稀释定量⾄约30ng/ug，进⼀

步进⾏Goldengate组装成功连接⾄载体PCR/TOPO/GW-BsaI- Bb上。在BsaI内切酶的作

⽤下，载体PCR/TOPO/GW-BsaI-Bb的两处BsaI酶切位点断裂，⼀端与BsaI-U63-F1相

连，另⼀端与BsaI-gRNA-R4相连，同时BsaI-gRNA-R1与BsaI-U63-F2部分配对连接，

成功将两段gRNA整合进⼊载体PCR/TOPO/GW-BsaI-Bb中（图3.8）。 

�

图3.8 Golden-gate组装前后载体PCR8的部分结构模式图。（A）Golden-gate组装前，载体
PCR/TOPO/GW-BsaI-Bb的部分序列列（B）Golden-gate组装后载体部分序列列，在两段attL序列列间替
换为gRNA1、gRNA2和U63启动⼦子和终⽌止⼦子。 

将得到的产物加⼊DH5a转化涂板，挑取单克隆克隆，使⽤gRNA正向引物和TOPO

通⽤R引物进⾏了PCR,并得到凝胶成像（图3.9），其中1、4、5、6、7、8、9、10、

11、12、15号克隆均有⼤⼩在400bp左右的条带，所以为阳性克隆，最终选取条带较

亮的2，12进⾏下⼀步操作。 
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�

图3.9 PCR-gRNA凝胶成像。挑取了了16个单克隆隆，使⽤用gRNA正向引物和TOPO通⽤用引物R进⾏行行
PCR，中间的两条ladder分别为DL2000和1kb marker，除2、3、13、14、16号的单克隆隆为阴性外，
其他克隆隆均为阳性克隆隆。

3.4 最终克隆隆的Gateway载体检验测序 

LR反应是带有attL位点的⼊门载体和带有attR位点的⽬的载体的重组反应。通过

LR反应成功将组装好的⽚段克隆⾄Gateway载体即pUAST-attB质粒。采⽤LR反应使得

所需序列即gRNA的相关基因实现载体间的平⾏转移的同时保持正确的ORF。在LR克

隆酶的作⽤下实现了两个载体的断裂、位点重新分配和融合。最终我们所需的⽬的基

因取代⽬的载体中的ccdB基因，得到带有attB位点和gRNA序列的载体即可⽤于显微注

射的转基因质粒。

把该质粒加⼊DH5a感受态细胞中，转化涂板，并提取质粒。使⽤gRNA1-F和

Gateway-R做引物将质粒PCR，并将PCR产物跑胶后得到凝胶成像（图3.10）。得到⼤

⼩约为800bp的阳性克隆，最终选取2号质粒测序并和质粒pUAST-attB⽐对（见附录

⼀）并将其⽤于转基因果蝇的注射。

�

图3.10转基因质粒PCR产物凝胶成像。⽤最终得到的转基因质粒作模版，gRNA-F和Gateway-R
作引物进⾏PCR，其中1、2、3、4、6、8、12均存在⽬标条带（800bp左右），为阳性克隆。



贵州⼤学本科毕业论⽂（设计） 第� 页XXI

3.5 转基因果蝇鉴定 

通过将重组质粒显微注射进⼊attP果蝇的胚胎中，得到G0代果蝇，⽤单只雄蝇与

yw处⼥蝇杂交和单只雌蝇与yw雄蝇杂交，得到带1/2 balancers的转基因果蝇（G1

代）。成功转基因的果蝇均为红眼。我们提取了两只红眼果蝇提取DNA通过PCR进⾏

鉴定。通过引物gRNA1-F和gRNA2-R扩增后，两组转基因果蝇PCR产物均得到⼤⼩约

为500bp的⽚段（图3.11），⽽对照组及野⽣型红眼果蝇（CS）PCR产物中⽆⼤⼩约为

500bp的⽚段，证明成功将gRNA1和gRNA2转⼊果蝇基因组中。

�

图3.11转基因果蝇DNA PCR产物凝胶成像。⽤用提取的果蝇DNA作模版，gRNA1-F和gRNA2-R作
引物进⾏行行PCR，其中1、2为转基因果蝇，3、4为野⽣生型果蝇。转基因果蝇有⼤大⼩小约为500bp的条
带，⽽而野⽣生型果蝇中没有，证明⽬目的基因成功转⼊入该果蝇株系。



贵州⼤学本科毕业论⽂（设计） 第� 页XXII

4. 结论和讨论

4.1 结论 

1.该实验在引物设计后，利⽤三个载体质粒通过三步克隆成功构建⽤于转基因果蝇

显微注射的质粒即pUAST-attB-gRNA。

2.该转基因质粒有attB位点，将该质粒⽤于显微注射，该质粒中的gRNA的相关基

因整合⼊果蝇三号染⾊体，成功得到表达gRNA1和gRNA2的转基因果蝇。

3.在转基因果蝇中通过PCR检测，确定了转基因⽚段的存在。

4.2 讨论 

4.2.1 利利⽤用Cas9技术敲除果蝇的杂交策略略

由于时间关系在得到转基因果蝇后⽆法进⾏下⼀步的杂交。为得到Gar1功能缺失

的突变体应进⼀步将得到的转基因果蝇与能表达Cas9蛋⽩的转基因果蝇株系杂交。使

得在后代中得到同时表达Cas9蛋⽩和gRNA的果蝇，在这⼀代果蝇中将可以出现⽬的基

因缺失的突变体。同时为了得到Gar1功能缺失的稳定的stock⽤于进⼀步脂肪代谢的研

究，应通过杂交去掉⼀号染⾊体上Cas9蛋⽩的基因和三号染⾊体上gRNA相关基因。杂

交步骤如图4.1所⽰。
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�
图4.1利利⽤用Cas9技术敲除果蝇的杂交策略略。 

4.2.2多次聚合酶链式反应后产物检测不不理理想

该实验在构建转基因质粒的三步克隆过程中，⼤量⽤到PCR检验阳性克隆。也多

次遇到跑胶效果不理想，实验过程中多次出现⽬标条带不对、初见较多引物⼆聚体、

出现拖带等情况。⼀部分原因是因为每次PCR的⽬标⽚段⼤⼩差异较⼤，反应体系较

⼤，每次实验中反应体系和反应程序也不尽相同。⼆是两个反向引物和正向引物的部

分序列⼀致，导致PCR错配。

在⽤提取质粒进⾏PCR检测时，⼏次出现假阴性。经总结后发现，主要是因为在

DNA模版中存在杂蛋⽩，PCR程序变性温度低，变性时间短，酶没有完全放冰上，导

致酶失活或者活性降低。出现拖带现象明显时，主要是因为电泳电压过⾼和上样量较

⼤。PCR扩增后同时出现特异性扩增条带和⾮特异性扩增条带，可能原因是产⽣引物

⼆聚体和PCR程序循环次数较多。
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4.2.3展望

基因编辑技术发展迅速，虽然在实验过程中发现CRISPR/Cas9系统中转基因质粒的

构建较为复杂，但相对于P因⼦，RNAi等技术，CRISPR/Cas9技术敲除的基因位点更为

准确，得到突变体的效率在多数实验中也远⾼于P因⼦等技术。在构建质粒的过程中，

Gateway克隆技术也极⼤简化了酶切位点的设计，快速⾼效地实现了⽬标DNA序列在个

载体间的转移，以及⽬的⽚段在果蝇基因组中的插⼊。这些技术的出现使得相对快速

的得到⽬的基因缺失或过表达的突变体得以实现，加快对于某⼀基因的研究，简化前

期⼯作。

得到Gar1功能缺失突变体后可进⼀步探究果蝇基因CG10341在分⼦⽔平如何影响

H/ACA snoRNPs的合成，该⼤分⼦复合物又如何影响异位脂肪累积。最终甚⾄为⼀位

脂肪累积相关的脂肪代谢类疾病治疗提供理论依据。
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7.附录
附录⼀一 转基因质粒含gRNA部分序列列 
CGCTAATCGCTTGAGCTGGCCTGACGCTCACCTGTGATTGCTCCTACTCAAATACA
AAAACATCAAATTTTCTGTCAATAAAGCATATTTATTTATATTTATTTTACAGGAAAG
AATTCCTTTTAAAGTGTATTTTAACCTATAATGAAAAACGATTAAAAAAAATACATA
AAATAATTCGAAAATTTTTGAATAGCCCAGGTTGATAAAAATTCATTTCATACGTTTT
ATAACTTATGCCCCTAAGTATTTTTTGACCATAGTGTTTCAATTCTACATTAATTTTAC
AGAGTAGAATGAAACGCCACCTACTCAGCCAAGAGGCGAAAAGGTTAGCTCGCC
AAGCAGAGAGGGCGCCAGTGCTCACTACTTTTTATAATTCTCAACTTCTTTTTCCA
GACTCAGTTCGTATATATAGACCTATTTTCAATTTAACGTCGGCTGAAGCCTTTACA
GCCGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACT
TGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTATTAAGTCTGTCTTTCCCCTTTCCG
CTCACCTGTGATTGCTCCTACTCAAATACAAAAACATCAAATTTTCTGTCAATAAAG
CATATTTATTTATATTTATTTTACAGGAAAGAATTCCTTTTAAAGTGTATTTTAACCTA
TAATGAAAAACGATTAAAAAAAATACATAAAATAATTCGAAAATTTTTGAATAGCC
CAGGTTGATAAAAATTCATTTCATACGTTTTATAACTTATGCCCCTAAGTATTTTTTG
ACCATAGTGTTTCAATTCTACATTAATTTTACAGAGTAGAATGAAACGCCACCTACT
CAGCCAAGAGGCGAAAAGGTTAGCTCGCCAAGCAGAGAGGGCGCCAGTGCTCAC
TACTTTTTATAATTCTCAACTTCTTTTTCCAGACTCAGTTCGTATATATAGACCTATTT
TCAATTTAACGTCGTGATCTACGTAGCGGGCTGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAA
GTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTT
TTTACTCAATGCGTGAA
注：红⾊部分为为两段gRNA序列
附录⼆二 转基因质粒序列列与参考序列列⽐比对 

参考序列    1 ATTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTA 
CG10341    1 ------------------------------------------------------------ 
 
参考序列   61 TAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCCCTTGAAGACATGGCCTGAC 
CG10341    1 ------------------------------------------------------------ 
 
参考序列  121 GCTCACCTGTGATTGCTCCTACTCAAATACAAAAACATCAAATTTTCTGTCAATAAAGCA 
CG10341    1 ------------------------------------------------------------ 
 
参考序列  181 TATTTATTTATATTTATTTTACAGGAAAGAATTCCTTTTAAAGTGTATTTTAACCTATAA 
CG10341    1 ------------------------------------------------------------ 
 
参考序列  241 TGAAAAACGATTAAAAAAAATACATAAAATAATTCGAAAATTTTTGAATAGCCCAGGTTG 
CG10341    1 --AAAAACGATTAAAAAAAATACATAAAATAATTCGAAAATTTTTGAATAGCCCAGGTTG 
 
参考序列  301 ATAAAAATTCATTTCATACGTTTTATAACTTATGCCCCTAAGTATTTTTTGACCATAGTG 
CG10341   59 ATAAAAATTCATTTCATACGTTTTATAACTTATGCCCCTAAGTATTTTTTGACCATAGTG 
 
参考序列  361 TTTCAATTCTACATTAATTTTACAGAGTAGAATGAAACGCCACCTACTCAGCCAAGAGGC 
CG10341  119 TTTCAATTCTACATTAATTTTACAGAGTAGAATGAAACGCCACCTACTCAGCCAAGAGGC 
 
参考序列  421 GAAAAGGTTAGCTCGCCAAGCAGAGAGGGCGCCAGTGCTCACTACTTTTTATAATTCTCA 
CG10341  179 GAAAAGGTTAGCTCGCCAAGCAGAGAGGGCGCCAGTGCTCACTACTTTTTATAATTCTCA 
 
参考序列  481 ACTTCTTTTTCCAGACTCAGTTCGTATATATAGACCTATTTTCAATTTAACGTCGGCCTT  
CG10341  239 ACTTCTTTTTCCAGACTCAGTTCGTATATATAGACCTATTTTCAATTTAACGTCGGCTGA  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参考序列  541 CACAAATAACCGAGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTA 
CG10341  299 AGCCTTTACAGCCGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTA 
 
参考序列  601 TCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTATTAAGTCTGTCTTTCCCCTTT 
CG10341  359 TCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTATTAAGTCTGTCTTTCCCCTTT 
 
参考序列  661 CCGCTCACCTGTGATTGCTCCTACTCAAATACAAAAACATCAAATTTTCTGTCAATAAAG 
CG10341  419 CCGCTCACCTGTGATTGCTCCTACTCAAATACAAAAACATCAAATTTTCTGTCAATAAAG 
 
参考序列  721 CATATTTATTTATATTTATTTTACAGGAAAGAATTCCTTTTAAAGTGTATTTTAACCTAT 
CG10341  479 CATATTTATTTATATTTATTTTACAGGAAAGAATTCCTTTTAAAGTGTATTTTAACCTAT 
 
参考序列  781 AATGAAAAACGATTAAAAAAAATACATAAAATAATTCGAAAATTTTTGAATAGCCCAGGT 
CG10341  539 AATGAAAAACGATTAAAAAAAATACATAAAATAATTCGAAAATTTTTGAATAGCCCAGGT 
 
参考序列  841 TGATAAAAATTCATTTCATACGTTTTATAACTTATGCCCCTAAGTATTTTTTGACCATAG 
CG10341  599 TGATAAAAATTCATTTCATACGTTTTATAACTTATGCCCCTAAGTATTTTTTGACCATAG 
 
参考序列  901 TGTTTCAATTCTACATTAATTTTACAGAGTAGAATGAAACGCCACCTACTCAGCCAAGAG 
CG10341  659 TGTTTCAATTCTACATTAATTTTACAGAGTAGAATGAAACGCCACCTACTCAGCCAAGAG 
 
 
参考序列  961 GCGAAAAGGTTAGCTCGCCAAGCAGAGAGGGCGCCAGTGCTCACTACTTTTTATAATTCT 
CG10341  719 GCGAAAAGGTTAGCTCGCCAAGCAGAGAGGGCGCCAGTGCTCACTACTTTTTATAATTCT 
 
参考序列1021 CAACTTCTTTTTCCAGACTCAGTTCGTATATATAGACCTATTTTCAATTTAACGTCGGCC  
CG10341  779 CAACTTCTTTTTCCAGACTCAGTTCGTATATATAGACCTATTTTCAATTTAACGTCGTGA  
 
参考序列1081 TTCACAAATAACCGAGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGT 
CG10341  839 TCTACGTAGCGGGCTGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGT 

注：参考序列是之前连接成功的两段gRNA序列。
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