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摘 要：  CRISPR RNA引导的Cas9核酸酶基因靶向系统已广泛用于编辑多种生物的基因组。然而，到目前为止的大多数报道的多个突变和众多等位基因突变都是插入或缺失引起的。在本研究中，我们利用高效成对的sgRNA及crispr/cas9系统成功在家兔上获得关于TYR（酪氨酸酶）基因105kb的大片段敲除。结果发现TYR敲除兔具有白化病典型症状。此外，在该家兔的F1代中发现了具有相同基因型和白化病症状的家兔，表明大片段缺失基因可以有效的稳定遗传到子代。综上所述，我们的实验证明了高效成对的sgRNA及crispr/cas9系统可以敲除单等位基因和双等位基因的大片段基因。该系统不产生嵌合突变或脱靶效应，使其成为了敲除家兔或其他生物大片段基因的有效工具。
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家兔是经典的模型动物，并且同小鼠和大鼠相比其在生理学、解剖学和遗传学方面同人类具有更多的相似性。家兔易于饲养，并且具有比猪和猴更短的妊娠期。目前，家兔已被广泛地用于心血管/代谢疾病及眼科研究[1]的动物模型。
Cas9 / gRNA系统是一种被开发用于编辑RNA介导的cas9蛋白的基因编辑工具，当Cas9蛋白结合到一种短链引导RNA(sgRNA)时，它可以靶向识别并剪切带有gRNA靶点的双链DNA [1-5]。该系统已在果蝇[6,7]，秀丽隐杆线虫[8]，大鼠[9,10]，猴子[11]，斑马鱼[12-14]，小鼠[15]和兔[16]模型中高效成功的敲除靶向基因。然而所有的上述基因敲除动物都是通过在开放阅读框(ORF)中插入或敲除双链断裂和非同源末端连接介导修复的方式进行的。对基因敲除动物的进一步繁育并对纯合后代的基因测序也是必要的。 最近，使用高效成对的sgRNA及crispr/cas9系统已经成为一种敲除大片断基因簇、敲除大片段的非编码RNA和敲除基因调节序列的有效工具（lncRNA） [17-19]。成对的sgRNA及crispr/cas9系统能够诱导并完整敲除老鼠受精卵中一个包括整个Dip2a基因的65 - kb的片段[21]。然而,目前还没有crispr/cas9系统在家兔中进行大片段基因敲除的报告。
在本实验中，我们旨在研究通过细胞质显微注射原核阶段的胚胎的方式应用双sgRNA系统进行大片段基因敲除的可行性分析。在本研究中，我们靶向大片段敲除了家兔中一种与白化病相关的主要基因酪氨酸酶基因TYR（105-kb），同时证明了成对的sgRNA及crispr/cas9系统是一种对家兔进行大片段基因敲除的有效方法。

1  材料和方法
1.1  实验动物来源
本研究所采用新西兰大白兔和连山黑兔，6~8 月龄，体重 3~5kg；实验用兔饲养均严格
按照吉林大学实验动物中心规章制度饲养管理；与兔相关实验严格按照吉林大
学实验动物使用操作规程实施
1.2  DNA构建体和体外转录
根据生物学信息网站 NCBI-gene 分别找到兔 CRYAA 基因的编码框，将编码序列输入到 CRISPR/Cas9-sgRNA 设计网站 http://crispr.mit.edu/，针对每个基因分别设计两对 sgRNAs。两条合成的寡聚核苷酸链经退火形成双链 DNA, 反应条件为：95℃  5min 后室温放置 1h。上步骤获得的含靶序列的 DNA 连入 pUC57 载体中。
以连接好的 pUC-57-sgRNA 载体为模板，按照（pUC57-T7-F  GAAATTAATACGACTCACTATA，pUC57-T7-R  AAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCAC ）为引物，扩增包含 T7 启动子的靶序列，扩增条件：95℃预变性 5min；（94℃变性 30s，58℃退火 30s，72℃延伸 15s）×35 个循环；72℃延伸 5min。PCR 产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳分析，鉴定条带正确后，用普通 DNA 产物回收试剂盒对 PCR 产物进行纯化。
纯化好的 PCR 产物经  MAXIscript T7 Kit（Ambion）试剂盒转录，然后经miRNeasy Mini  试剂盒纯化。合成后的 sgRNA-mRNA 浓度通过 Nandrop 浓度测定系统测定浓度，同时，经 1.5%琼脂糖进行 RNA 质量分析。同时用 NotⅠ酶对 Cas9 质粒进行线性化，纯化好的线性化质粒用于mMessage mMachine SP6 Kit（Ambion）体外转录。 
1.3  显微镜下注射、胚胎移植
将转录并纯化好的 Cas9RNA 与 sgRNA 的 RNA 用 RNase 水调整好浓度并相互混合，使 Cas9 RNA 与 sgRNA 的终浓度分别为 200ng/μL 和 50ng/μL，用Eppendorf 枪头吸取 3μL 混合后的 mRNA，将枪头深入注射针内并抵住注射针最底部注入 mRNA。
将同期发情代孕母兔双侧腹部毛剔除干净，用灭菌双蒸水配置 3%戊巴比妥钠，吸取 4mL 3%浓度的戊巴比妥钠经颈静脉缓慢注射给代孕母兔，麻醉 2min 后，对兔进行角膜反射刺激，确定该兔进入全麻状态后，使兔侧卧，分别使用碘酒及酒精对其术野部位消毒。在距离耻骨 5cm 处开刀，用镊子轻取出卵巢及输卵管，从输卵管伞部输入胚胎。再将输卵管轻轻放入腹腔，将刀口处缝合。将青霉素及链霉素粉末洒在刀口处。将剩余双抗粉末用生理盐水稀释，对代孕母兔进行肌肉注射。待妊娠期结束获得 F0 代仔兔。
1.4  通过PCR在胚胎和幼仔中进行突变检测
以胚胎裂解产物或幼兔DNA为模板， CRYAA-KO-F 及 CRYAA-KO-R 为引物进行 PCR 扩

表1：实验中所用的引物序列
	基因
	引物名称
	序列(5’-3’)
	片段长度 (bp)

	TYR-1
	TYR-1F
	CACTTAACACGAGCCAGTCC
	

	
	TYR-1R
	GGACATGTCTGGAGATAGGC
	

	TYR-2
	TYR-2F
	TGGTTGGTAGTGTTTCTCACTT
	539

	
	TYR-2R
	GAGCACTGGCAGGTTCTATT
	

	TYR-3
	TYR-3F
	CTCGTTGGAGCAGCTGTAATAG
	765

	
	TYR-3R
	CATGTCTGGAGATAGGCACTTG
	

	TYR-3E
	TYR-3E-F
	CAGGAGAGAGAGCAAATTGGC
	695

	
	TYR-3E-R
	AGATCTGGCTGAGTCTGAGAC
	

	TYR-Q
	TYR-Q-F
	GGATAGCAGATGCCACTCAAA
	100

	
	TYR-Q-R
	AACGCATGGTGAAGGAGAAA
	

	GAPDH
	GAPDH-F
	TTCCACGGCAGGTCAAGGC
	99

	
	GAPDH-R
	GGGCACCAGCATCACCCCAC
	



增。扩增条件为：95℃预变性 5min，[94℃30s，68℃30s（每个循环降 0.5℃），72℃延伸 25s]×35 个循环；72℃延伸 5min。PCR产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定正确后，将具有单一 DNA 条带 PCR 产物送往吉林省库美公司测序，根据测序结果确定胚胎水平 CRYAA 基因是否有无敲除测定。
1.5  T7内切核酸酶I（T7EI）测定
为检测在基因修饰兔中是否存在脱靶情况，根据网站 http://crispr.mit.edu/，针对每个靶位点设计 20 对潜在脱靶序列（POTS），并根据这些序列设计 PCR 扩增引物，对该序列进行扩增，PCR 产物一部分用于测序，一部分用于 T7EI 实验。T7EI 实验用于检测是否存在脱靶情况，吸取上步骤中 PCR 产物 10μL，简短离心后放入 PCR 仪中将 PCR 产物变性处理，设置条件为 95℃10min，关闭PCR 仪，室温放置 40min，加入 T7EI、Buffer、RNase-free 水充分混匀，混匀后简短离心，将酶切反应管放入 37℃水浴中 1h，取出经 2%琼脂糖凝胶分析，检测是否有脱靶情况存在。

2  结果
2.1  利用高效成对的sgRNA在胚胎中进行TYR基因大片段敲除
为了靶向兔TYR基因，我们利用在线网站设计了四个sgRNA。其中的两个分别作用于的酪氨酸基因上游位点的 43bp和83 bp的位置（sgrna1和sgrna2），另外两个sgRNA（sgrna3
和sgrna4）作用于于最后一个外显子的3’UTR区域（图1A，C）。同时我们设计了三对引物用于PCR检测突变位置（图1A）。然后pcs2-3xflag-nls-spcas9-NLS和包括有sgRNA序列的 pUC57-Simple-gRNA backbone vector（addgene ID 51306）进行体外转录用于胞浆注射（图1B）。
为了在胚胎中检测大片段敲除效率，我们将体外转录成功的Cas9和四个sgRNAs的mRNA进行混合后，通过显微注射进原核期胚胎的细胞质中，我们一共注射了十八个胚胎，其中有十四个发育到囊胚期。我们将其中的10个囊胚进行PCR检测及序列分析，其结果显示其在5#囊胚中发现了TYR基因的大片段敲除，说明通过显微注射及成对sgRNAs系统可以获得105kb的大片段敲除，并且不会影响胚胎发育。
同时，对每一个sgRNA的敲除效率进行了检测，其中引物2F和2R用于sgrna1和sgrna2的检测，引物3F和3R用于sgrna3和sgrna4的检测（图1A），如图2B所示，在胚胎#2, #4, #6, and #10中也发现了TYR基因的片段敲除。T载体克隆和序列结果显示，在所有胚胎中，发生敲除的效率达到百分之百，其中四个sgRNA的敲除效率分别是82.6%, 39.1%,52.1%, 和 43.5 %（图2D）。结果证明CRISPR / Cas9系统可以在胚胎中进行高效的大片段敲除。
[image: ]图1 利用crispr/cas9系统对TYR基因进行基因编辑
Fig. 1 Genome editing of TYR gene via the Cas9/gRNA system.
 (A)：针对兔 CRYAA 基因设计 sgRNA 示意图。蓝色部分为TYR基因编码区。引物 1F/2F/3F 和 1R/2R/3R 用于鉴定 CRYAA 基因敲除情况。(B)：crispr/cas9系统所用载体结构。(C)：设计的四个sgRNA靶位置序列。


2.2  F0 代 CRISPR/Cas9 介导 TYR 基因修饰兔的制备
本文采用 200ng/μL 的 Cas9 及 50ng/μL sgRNA 的 mRNAs 工作浓度浓度，经显微注射将 mRNA 注入胞质的方式，将显微注射后的 169枚胚胎分别注入五只代孕母兔中，经 30d-32d 孕期结束后，其中的3只母兔成功受孕，共获得 17 只 F0 代仔兔。
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图 2. CRISPR/Cas9 介导胚胎中 CRYAA 基因突变 
Figure 2. CRISPR/Cas9-mediated gene targeting of CRYAAin zygote
 (A. B)：PCR 鉴定囊胚TYR基因敲除情况。M：DL2000。(C.D):T-克隆及 Sanger 测序法对囊胚基因型分析。野生型序列在打靶序列顶部。插入碱基用蓝色标注敲除“-”；插入“+”。

提取新生仔兔耳源组织的 DNA，经 PCR 扩增，连接 T-克隆载体后测序，测序结果表明，其中的#106, #204 和 #301兔子均发生了大片段基因敲除，其余兔子在TYR 基因设计sgRNA 位点处均发生了基因敲除，敲除方式如图 3B, C 所示。其中#301为纯合等位基因大片段敲除，而#106, #204为单等位基因杂合敲除。TYR基因纯和敲除兔 (#301)呈现典型的白化病症状，在皮肤和虹膜中都缺少黑色素沉淀。见图3A。有趣的是，虽然#106, #204为单等位基因杂合敲除，但是却没有发生白化病的症状，通过序列分析证明，纯合子基因型(A / A)与表型相关, 而#106, #204为单等位基因杂合敲除，因此呈现为黑色素沉着表型。
为了测试兔子在不同的组织是否存在嵌合体情况，我们分别采取了心脏、肝、脾、肺、
肾脏、肌肉、肠、睾丸和皮肤的基因组DNA, 通过PCR检测和测序结果表明，在所有的检测组织中都存在相同的敲除方式，因此证明在基因敲除兔中没有出现嵌合体情况（图3D,E）。
我们同样在兔子个体上进行了每一个sgRNA的敲除效率进行了检测，结果显示，在每一个基因打靶兔上至少有一个TYR基因的打靶位置发生了破坏，其中插入或缺失的片段从1bp到346bp大小不等。 以上结果表明双sgRNAs CRISPR /Cas9系统是可以用于基因突变和大型高效删除兔子基因的研究。

2.3  TYR 基因修饰兔的表型鉴定
我们进一步检查是否因为基因突变引起相关表型或基因表达减少。由于 TYR 主要表达于兔皮肤中，检测其皮肤中 TYR 蛋白，分析结果表明，与正常同龄兔皮肤TYR蛋白相比，TYR+/-兔中TYR蛋白表达明显减少，TYR-/-兔中TYR蛋白表达基本消失（图 4A,B）。
HE染色结果表明TYR-/-兔中的皮肤毛囊内和虹膜中都没有观察到黑色素的沉着，这些结果表明, 在TYR-/-兔中观察到白化病的典型症状,如白色皮肤颜色和红色的眼睛（图 4C）。
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图 3  F0 代仔兔 CRYAA 基因修饰检测。
Figure 3.F0 Generation of CRYAAKO rabbit by CRISPR/Cas9 system
（A）获得基因敲除小兔，呈现典型白化病症状。（B）PCR 鉴定小兔TYR基因敲除情况。M：DL2000。（C）T-克隆及 Sanger 测序法鉴定 17 只 F0 代仔兔(F0-1-F0-19)。sgRNA 序列经红色标注，PAM 序列用绿色标注，插入序列用蓝色标注。WT：野生型；基因敲除“-”。（D）PCR 鉴定基因敲除兔子在不同的组织嵌合情况。（E）T-克隆及 Sanger 测序法鉴定不同组织敲除序列。

2.4  脱靶分析 
为分析CRYAA基因敲除兔中是否存在脱靶情况，根据http://crispr.mit.edu/，针对四对 sgRNA 位点，设计20 个潜在脱靶序列，并针对这20 个潜在脱靶位点设计引物。通过 PCR 扩增形式，鉴定在 TYR 基因敲除兔中有无脱靶情况的发生，见图 5。分析测序结果表明在潜在脱靶位点附近并未出现套峰，即证明无脱靶情况发生，并采用 T7EI 酶切实验再次验证在 TYR 基因敲除兔中有无脱靶情况的发生，结果分析表明，同 PCR 测序结果一致，并无脱靶情况发生（图 6）。

[image: ]
图 4  TYR 基因敲除兔表型鉴定
Fig. 5 Phenotype identification of TYR mutated rabbits
（A） 荧光定量检测 敲除兔中TYR 基因的 mRNA 的表达。（B）westenblot 方法检测敲除兔中TYR 基因的 蛋白的表达情况及灰度分析。（C）对敲除兔和正常兔的虹膜及皮肤进行 HE 染色分析。
2.5  F1 代仔兔基因型遗传稳定性分析 
为研究F0代仔兔中CRYAA基因型能否稳定遗传给F1代。我们将F0代基因敲除兔（#106）与新西兰大白兔进行交配，获得 F1 代仔兔（图7A）。结果发现部分小兔呈现典型白化病症状（图7B）。通过 PCR，T-克隆，Sanger 测序法鉴定F1代基因型。结果分析表明F0代基因型稳定遗传给F1代仔兔（图7C.D）。

3  讨论
近些年的研究中，CRISPR / Cas9系统可以在多个组织中进行高效的基因片段的敲入和敲除[5–16, 25]。已有报道说明，利用CRISPR / Cas9系统在小鼠上进行TYR基因敲除，并且出现了典型的白化病症状[26, 27]。 在本次研究中，我们利用CRISPR / Cas9系统在家兔中进行TYR基因的超大片段的完整敲除（105kb），并证明了其可行性。这也是目前为止已知的在动物模型上获得的最大片段的等位基因的敲除，同时也证明了CRISPR / Cas9系统在家兔上也可以发挥高效的基因编辑作用。
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图 5  F0 代仔兔中 sgRNA1- sgRNA4 潜在脱靶序列（POTS）PCR 产物测序套峰图，阴影处为 20bp POTS 及 PAM 序列。
Figure 5 T-cloning and Sanger sequencing of seven potential off-target sites (POTS) for sgRNAs, the region included the 20bp of the POTS and PAM were shown in shadow.

大片段基因敲除最早是通过TALENs技术获得的，其在斑马鱼上进行1Mb的敲除效率非常低[28]。Zhang et al. 报道显示利用CRISPR / Cas9系统在小鼠胚胎及个体上进行65kb的基因敲除的效率分别是6.0 %和21.4 %[29]。通过以前的报道显示，在人细胞中，通过使用多个sgRNA可以将24kb片段敲除的效率从16%提高到33%[30]。因此，为了提高基因敲除的效率，本实验中我们同时将4个sgRNA和cas9的mRNA进行混合后显微注射到胚胎细胞质中。我们的结果显示，其在家兔中进行105kb的片段敲除的效率在胚胎机个体中分别是10%和17.6%，该结果与之前的研究结果相似，同时也说明CRISPR / Cas9系统较其他的基因编辑的技术，
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图 6  T7EI 酶图 6  T7EI 酶切实验分析 sgRNA  POTS 位点。
Figure 6 The  T7E1  cleavage  analysis  of  20  potential  off-target  sites  (POTS)  for  sgRNAs,

例如TALENs,和ZFNs,都更为高效及方便[30–32]。另外，我们发现其在胚胎中及幼崽中单个sgRNA的效率达到100%，大片段的敲除效率大约为70%（表s2），因此，我们推测大基因缺失的效率是依赖于基因的长度，更多关于CRISPR Cas9定向缺失的机制的研究在未来的研究中也是十分必要的。
本次研究中我们发现，TYR基因纯和敲除兔 (#301)呈现典型的白化病症状，然而TYR基因杂合敲除兔(#106 and #204)却没有。进一步的测序结果显示，其在TYR基因的野生链的1118位置上存一个碱基C，这个结果与先前的研究表明，在最后的N-糖基化位置1118上由C到A碱基突变导致一个氨基酸置换（thr373到Lys373），这是与一个非色素型改变[33]。另外，qRT-PCR 和 western blotting 结果显示TYR基因纯和敲除兔 (#301)的TYR基因表达完全消失，这也可能是因为进行了TYR基因整体敲除的结果，从未也避免了残基表达对下一步实验研究的干扰。
脱靶效应是介导基因编辑系统使用中主要关注的方面 [ 7，15 ]。然而，脱靶效应在本研究中没有发现。我们怀疑低浓度的sgRNA和Cas9 mRNA的使用会减少目标的影响，因为他们进行目的基因靶向作用后会立即降解。此外，还有一个特别重要因素的是要在种子序列中避免错配（距离PAM区8–12碱基位置），这对于CRISPR/Cas9系统的特异性切割是至关重要的。因此，不仅在兔，也在其他哺乳动物物种的mRNA注射到受精卵的应用中是一个有价值和有效
的避免脱靶效应的策略。

[image: ]图 7 F1代仔兔TYR 基因修饰检测
Figure 7. Generation of F1 CRYAA KO rabbit 
（A）将F0代基因敲除兔（#106）与新西兰大白兔进行交配。（B）获得F1代仔兔，部分仔兔呈现典型白化病症状。(C)：PCR 鉴定F1代仔兔TYR基因敲除情况。M：DL2000。(D):T-克隆及 Sanger 测序法对1代仔兔基因型分析。野生型序列在打靶序列顶部。插入碱基用蓝色标注敲除“-”；插入“+”。

4  结语
综上所述，这是首例利用CRISPR/Cas9系统在家兔中进行超除，说明双sgRNA定向Cas9/gRNA系统可以提供一个简单而快速的方法用哺乳动物基因组中的大片段基因敲。同时，该技术也有助于以后的基因的功能研究集群，lncRNAs，和调控序列研究。
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