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摘要： 电穿孔是一种高通量制备基因编辑胚胎的方法， 其操作简单但胚胎基因编辑效率较低。 本研究通过改造制作了一个微量电穿孔槽用于胚

胎电穿孔， 联合 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统， 选取肌肉生长抑制素 （ＭＳＴＮ） 基因作为靶基因， 旨在探讨不同电穿孔参数下猪胚胎发育能力和基因编辑效

率。 结果： 改制后的微量电穿孔槽对胚胎发育无显著性影响， 但明显降低了电转的液体使用量； 比较不同电穿孔参数下的胚胎发育效率发现，
３０ Ｖ－１ ｍｓ－４ 次脉冲、 ２５ Ｖ－２ ｍｓ－４ 次脉冲和 ２５ Ｖ－３ ｍｓ－３ 次脉冲对胚胎发育影响较低， 作为后续试验参数； 比较不同参数下电穿孔的编辑效率

发现， 添加 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 不能获得基因编辑胚胎， ２５ Ｖ－２ ｍｓ－４ 次脉冲时添加 １００ ｎｇ ／ μＬ Ｃａｓ９ 蛋白其基因编辑效率是 （５９􀆰 ２９±７􀆰 ６７）％， 是获得基

因编辑猪胚胎的最佳方案。 本研究为电穿孔法制备基因编辑猪奠定了基础。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ； ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ； ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏ； ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ

　 　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术属于第三代基因编辑技术，
作为目前研究最深入、 应用最广泛的基因编辑系统，
已广泛应用于构建人类疾病模型、 治疗基因疾病和农

作物、 畜禽改良等方面［１－３］。 基因编辑动物的产生主

要依赖于体细胞核移植和显微注射技术， 这 ２ 种方法
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对试验设备和研究人员的技术水平要求较高， 且通量

较小。 电穿孔法是利用电场作用， 瞬时提高胞膜的通

透性， 使基因编辑试剂进入细胞或胚胎内［４－６］， 完成

细胞或胚胎的基因编辑， 可以一次操作数十枚胚

胎［４］， 大大提升工作效率， 为今后基因编辑规模化

生产提供新的路径。 但电穿孔法生产胚胎的发育效率

严重依赖电穿孔参数， 而电穿孔参数是由电压强度、
脉冲持续时间、 脉冲数和脉冲间隔时间等因素决定

的［７－８］。 胚胎基因编辑效率也受到基因编辑试剂浓

度、 受精卵大小和基因组激活时间等因素影响［４］。
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肌肉生长抑制素 （ｍｙｏｓｔａｔｉｎ， ＭＳＴＮ） 又称为生

长分化因子－８ （ｇｒｏｗｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ８， ＧＤＦ－８），
是一种由肌细胞产生和释放的蛋白质， 是肌肉生长发

育及分化的负向调控因子； ＭＳＴＮ 基因失活或表达降

低可以促进肌肉生长， 增加骨骼肌质量［９］。 ＭＳＴＮ 基

因编辑猪已经广泛生产［１０］， 在猪的育种中表现出较

大的潜力。
本研究采用改制的微量电穿孔槽， 筛选适宜的电

穿孔参数， 并比较不同电穿孔参数下添加 Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ 或 Ｃａｓ９ 蛋白对猪胚胎发育和编辑效率的影响，
以期建立一种简单高效获得基因编辑胚胎的方案， 为

后续研究快速获得 ＭＳＴＮ 敲除猪奠定了基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

新鲜猪卵巢取自安徽省临泉县拾分味道食品有限

公司屠宰场， 猪精液采自颍上县科繁畜禽改良服务站

的成年杜洛克种公猪。
１􀆰 ２　 主要试剂

Ｏｐｔｉ－ＭＥＭⅠ减血清培养基、 胎牛血清 （ ＦＢＳ）
和双抗 （ ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ） 购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
公司； ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 和 ＭＳＴＮ 引物购自南

京擎科生物科技有限公司； Ｇｕｉｄｅ－ｉｔ ｓｇＲＮＡ Ｉｎ Ｖｉｔｒｏ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒 （Ｃｏｄｅ Ｎｏ． ６３２６３５） 体外转录

试剂盒购自 ＴａＫａＲａ 公司； Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００、 Ｐｅｒｃｏｌｌ 细
胞分离液和 １０×ＰＢＳ 购自北京索莱宝科技有限公司；
Ｃａｓ９ 蛋白 （ＣＰ０１－２００） 购自 ＰＡＮ Ｂｉｏ 公司； 其余试

剂均购自 Ｓｉｇｍａ 公司。
１􀆰 ３　 自制电穿孔槽及其对猪体外受精胚胎发育的

影响

　 　 目前可购得的融合槽容积约 ７０ μＬ （７０ ｍｍ ×
１ ｍｍ）， 可容纳约 １００ 枚细胞。 电穿孔过程中， 铺满

融合槽需要大量电穿孔液导致成本过高， 且微量融合

槽在国内难以购得。 因此， 本研究根据试验室内现有

融合槽 （ＢＴＸ， ＢＴＸ ４５０－１）， 将其改制成微量融合

槽。 将长度 ７０ ｍｍ 的融合槽使用树脂熔胶进行隔断，
隔成 ５ 个长约 １０ ｍｍ×１ ｍｍ 的微量融合槽， 如图 １ 所

示。 隔断融合槽时使用的树脂熔胶属于低生物接触毒

性树脂， 对胚胎毒害作用较小。 改制后的微量电穿孔

槽每段可盛放约 １０ μＬ 的电穿孔液， 最多可放置 ３０
枚猪受精卵。

图 １　 自制电穿孔槽结构

将对照组的猪体外受精胚胎直接放入培养液中培

养， 而处理组是将猪体外受精胚胎与体外培养液一同

放入自制的电穿孔槽中 ２ ｍｉｎ 后再进行培养， 分析自

制电穿孔槽对猪体外受精胚胎发育的影响。
１􀆰 ４　 ｓｇＲＮＡ 设计及验证

使用 ＮＣＢＩ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 网

站 查 询 ＭＳＴＮ 基 因 序 列， 通 过 在 线 预 测 网 站

ＣＲＩＳＰＯＲ［１１］ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｒｉｓｐｏｒ． ｔｅｆｏｒ． ｎｅｔ ／ ） 设计 ｓｇＲＮＡ
序列并预测编辑效率及脱靶率等， 挑选出 ３ 条最合适

的 ｓｇＲＮＡ 序列。 使用 Ｇｕｉｄｅ － ｉｔ ｓｇＲＮＡ Ｉｎ Ｖｉｔｒｏ Ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐ⁃ｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒 （Ｃｏｄｅ Ｎｏ． ６３２６３５） 体外转录，
纯化后的 ｓｇＲＮＡ 置于－８０ ℃冻存待后续使用。

将 ｓｇＲＮＡ 和购买的 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 用 ＲＮａｓｅ － ｆｒｅｅ
Ｗａｔｅｒ 稀 释 并 混 合， 使 其 最 终 浓 度 为 ｓｇＲＮＡ ２５
ｎｇ ／ μＬ， Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ ５０ ｎｇ ／ μＬ。 根据显微注射针直径

计算液体量， 吸取 ５ ｐＬ 左右注射液， 用固定针固定

胚胎， 将 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｓｇＲＮＡ 注射到胚胎胞质内。
培养至囊胚阶段后收样测序， 统计 ３ 种 ｓｇＲＮＡ 的编

辑效率。
１􀆰 ５　 卵母细胞体外成熟及体外受精

参照许腾腾［１２］ 的方法进行卵母细胞体外成熟培

养和体外受精。 将收集的卵丘 －卵母细胞复合体

（ＣＯＣｓ） 置于成熟培养基中， 每孔含有 ４００ μＬ 成熟

培养液并在其中放入 １００ 个 ＣＯＣｓ 后覆盖石蜡油， 在

３８􀆰 ５ ℃、 ５％ ＣＯ２、 饱和湿度培养箱中体外成熟培养

（４２± ２） ｈ。 将成熟后 ＣＯＣｓ 周围的卵丘细胞去除，
对 ＭⅡ期卵母细胞进行体外受精， 受精完成后对猪体

外受精胚胎进行电穿孔。
１􀆰 ６　 猪体外受精胚胎电穿孔

将 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭⅠ、 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 或 Ｃａｓ９
蛋白按体积 １ ∶ １ ∶ １ 进行混合， 使 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ 或 Ｃａｓ９ 蛋白最终浓度为 １００ ｎｇ ／ μＬ。 将体外受

精后的胚胎在 ＰＺＭ－３ 液滴内恢复 １ ｈ 后， 用预热好

的 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭⅠ 减血清培养基洗涤 ３ 次， 然后将胚胎

排列在含有 １０ μＬ 电穿孔液的电穿孔槽内， 施加不同

电穿孔参数对胚胎进行电穿孔。 将电穿孔后的胚胎快

速用 ＰＺＭ－３ 液滴洗涤 ３ 次， 移到覆盖石蜡油的ＰＺＭ－
３ 液滴中， 置于 ３８􀆰 ５ ℃、 ５％ ＣＯ２、 饱和湿度培养箱

中培养。
１􀆰 ７　 基因编辑效率的检测

在 ＮＣＢＩ 网站上面查询猪 ＭＳＴＮ 基因序列 （ＮＣＢＩ
Ｇｅｎｅ ＩＤ： ３９９５３４） 并根据其序列对 ＭＳＴＮ 基因第二

外显子靶向片段设计扩增引物。 试验中设计的上游引

物为 ＭＳＴＮ－ＥＸＯＮ２ －Ｆ （５′ －ＧＣＡＡＧＴＧＧＡＡＧＧＡＡＡ⁃
ＡＣＣＣＡＡ－３′）， 下游引物为 ＭＳＴＮ－ＥＸＯＮ２－Ｒ （５′－
ＣＴＧＧＴＣＣＴＧＧＧＡＡＧＧＴＴＡＣＡＧ－３′）。 设计完成后送至
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南京擎科生物科技有限公司进行引物合成， 用于后续

扩增囊胚中 ＭＳＴＮ 基因。
将添加 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 或 Ｃａｓ９ 蛋白后电穿孔的胚胎

培养至囊胚阶段， 提取囊胚基因组为模板， 使用上述

设计的引物对靶向片段进行扩增。 ＰＣＲ 体系为： ２×
Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 酶 ２５􀆰 ０ μＬ， 上下游引物各

１􀆰 ０ μＬ， 囊胚基因组 ＤＮＡ ３􀆰 ０ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ２０􀆰 ０ μＬ。
扩增程序： ９８ ℃预 变性 ２ ｍｉｎ； ９８ ℃ 变性 １０ ｓ，
５５ ℃退火 １０ ｓ， ７２ ℃ 延伸 １ ｍｉｎ， 共 ４５ 个循环；
７２ ℃延伸 １０ ｓ。 将 ＰＣＲ 扩增产物进行琼脂糖凝胶电

泳鉴定， 确定目的片段大小无误， 随后将 ＰＣＲ 原液

送至测序公司进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序。 ＴＩＤＥ 测序按照已公

布的方法进行［１３］， 并根据网站提示建议进行操作。
１􀆰 ８　 ＤＡＰＩ 染色计数

胚胎固定： 待体外受精后的胚胎发育至第 ７ 天，
挑选出囊胚， 置于 ＤＰＢＳ ／ ＰＶＰ 溶液中快速洗涤 ３ 遍，
再置于 ４％ ＰＦＡ 中固定 １５ ｍｉｎ， 用 ＤＰＢＳ ／ ＰＶＰ 溶液

再洗涤 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ。
ＤＮＡ 染色： 将固定后囊胚置于 ＤＡＰＩ 溶液中， 避

光孵育 １０ ｍｉｎ 后取出， 用 ＤＰＢＳ ／ ＰＶＰ 溶液洗涤 ３ 次，
每次 ５ ｍｉｎ。

封片： 根据盖玻片的尺寸， 在载玻片上点涂凡士

林对应盖玻片的四角， 在正方形中心加入 ５ μＬ 抗淬

灭剂， 将染色后的胚胎移入抗淬灭剂中； 缓慢倾斜盖

上盖玻片， 从一侧轻压， 并轻压盖玻片四边， 使胚胎

展开， 并在盖玻片四周涂上指甲油进行固定封片。 用

记号笔在载玻片背面划出囊胚所在范围以便快速找到

胚胎， 在载玻片上标记好信息， 避光保存。
１􀆰 ９　 数据分析

所有试验均重复 ３ 次以上， 计算胚胎卵裂率、 囊

胚率、 死亡率、 编辑效率 （突变样本数 ／总样本数×
１００％）、 嵌合率 （嵌合样本数 ／突变样本数×１００％）。
数据用 “平均值 ± 标准误” 表示， 使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８、 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 等软件对数据进行单因素方差分

析和独立样本 ｔ 检验， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 自制电穿孔槽对猪体外受精胚胎发育的影响

将猪体外受精胚胎与体外培养液一同放入自制的

电穿孔槽中 ２ ｍｉｎ， 统计胚胎发育能力。 在自制电穿

孔槽内放置 ２ ｍｉｎ 的处理组与对照组间的卵裂率、 囊

胚率和死亡率均无显著性差异。 如图 ２ 所示， 处理后

胚胎的卵裂和囊胚的形态及大小与对照组无明显差

异， 且 ２ 组间胚胎的卵裂率、 囊胚率和死亡率均无显

著性差异。 可初步说明自制的电穿孔槽对猪胚胎发育

影响不大， 可用于后续试验。

图 ２　 自制电穿孔槽对猪体外受精胚胎发育的影响 （标尺＝１００ μｍ）

２􀆰 ２　 ｓｇＲＮＡ 编辑效果验证

如表 １ 所示， 使用网站设计出靶向猪 ＭＳＴＮ 基因

二号外显子的 ３ 条 ｓｇＲＮＡ 序列， 使用试剂盒对

ｓｇＲＮＡ 进行体外转录及纯化。 纯化后的 ｓｇＲＮＡ 与试

剂盒自带的 Ｃａｓ９ 蛋白对目的片段进行体外切割验证，
确认 ３ 条 ｓｇＲＮＡ 均能切开目的片段后， 再通过显微

注射的方式在胚胎层面验证 ｓｇＲＮＡ 的有效性。 收集

显微注射后的囊胚样本并进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序， 统计编

辑效率， 结果如表 ２ 所示。 ３ 种 ｓｇＲＮＡ 对猪体外受精

胚胎的基因编辑效率无显著性差异， 后续试验中选取

ｓｇＲＮＡ １ 与 Ｃａｓ９ 组分一起对猪体外受精胚胎进行基

因编辑。
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表 １　 靶向猪 ＭＳＴＮ 基因第二外显子的 ｓｇＲＮＡ 序列

ｓｇＲＮＡ 序列 （５′→３′） 位置 ／ ｂｐ

ｓｇＲＮＡ １ ＡＡＣＣＣＡＴＧＡＡＡＧＡＣＧＧＴＡＣＡＡＧＧ １５９～１８３

ｓｇＲＮＡ ２ ＡＡＡＧＡＣＧＧＴＡＣＡＡＧＧＴＡＴＡＣＴＧＧ １６８～１９０

ｓｇＲＮＡ ３ ＴＡＣＣＴＴＧＴＡＣＣＧＴＣＴＴＴＣＡＴＧＧＧ １６２～１８４

表 ２　 不同 ｓｇＲＮＡ 显微注射猪胚胎的编辑效率

ｓｇＲＮＡ 重复数 样本数 编辑胚胎数 编辑效率 ／ ％

ｓｇＲＮＡ １ ３ ３３ ２８ ８７􀆰 ５４±６􀆰 ２８

ｓｇＲＮＡ ２ ３ ２９ ２５ ８６􀆰 ４１±１􀆰 ２８

ｓｇＲＮＡ ３ ３ ３３ ２９ ８９􀆰 ２０±２􀆰 ８４

２􀆰 ３　 电穿孔基因编辑胚胎

２􀆰 ３􀆰 １　 电穿孔参数的获得

根据文献 ［４］， 选择脉冲电压为 ２５ 或 ３０ Ｖ， 脉

冲持续时间为 １ 、 ２ 或 ３ ｍｓ， 脉冲次数为 ３ 或 ４ 次作

为试验影响参数， 由这 ３ 组相关参数共同组合出 １２
个电穿孔方案。 以脉冲持续时间为主优化脉冲电压和

脉冲次数， 将猪胚胎分别在这 １２ 组参数下进行电穿

孔。 不同电穿孔参数对胚胎发育情况的影响结果见表

３。 脉冲持续时间为 １ ｍｓ 时， 各参数下胚胎的卵裂

率、 囊胚率和死亡率均无显著差异； 脉冲持续时间为

２ ｍｓ 和 ３ ｍｓ 时， 电压和脉冲次数的增加导致胚胎的

卵裂率和囊胚率下降， 死亡率升高并出现显著性差

异。 根据胚胎的发育情况及电穿孔基因编辑的原理，
选择 ３０ Ｖ－１ ｍｓ－４ 次脉冲， ２５ Ｖ－２ ｍｓ－４ 次脉冲和

２５ Ｖ－３ ｍｓ－３ 次脉冲共 ３ 组电穿孔参数作为后续添加

试验参数。

表 ３　 不同电穿孔参数下猪胚胎的发育情况

组别 重复数 培养数 卵裂率 ／ ％ 囊胚率 ／ ％ 死亡率 ／ ％

１ ｍｓ

对照 ５ １６５ ６８􀆰 ６７±３􀆰 ２７ １５􀆰 ７８±２􀆰 ２９ ２０􀆰 ６７±２􀆰 ８７

２５ Ｖ－３ 次脉冲 ５ １５８ ６９􀆰 ６４±５􀆰 １５ １８􀆰 ４１±３􀆰 １６ １７􀆰 ２５±４􀆰 ８２

３０ Ｖ－３ 次脉冲 ５ １５７ ７５􀆰 ０７±３􀆰 ６６ １６􀆰 ５６±３􀆰 １１ １６􀆰 ０２±３􀆰 ０１

２５ Ｖ－４ 次脉冲 ６ １９１ ７４􀆰 ０８±５􀆰 １６ １５􀆰 ８９±３􀆰 ３９ １６􀆰 ９５±４􀆰 ５９

３０ Ｖ－４ 次脉冲 ６ １９４ ６７􀆰 ３８±６􀆰 ６３ １８􀆰 ９０±４􀆰 ４０ １８􀆰 ５８±３􀆰 ８５

２ ｍｓ

对照 ５ １６７ ７１􀆰 ８９±３􀆰 ６８ａ ２１􀆰 ２５±６􀆰 ７０ａ ２０􀆰 ０６±３􀆰 ２６

２５ Ｖ－３ 次脉冲 ３ １０５ ５３􀆰 ５０±５􀆰 ６２ａｂ １２􀆰 ２８±３􀆰 ２７ａｂ ４０􀆰 ７３±８􀆰 ６８

３０ Ｖ－３ 次脉冲 ３ １０３ ４５􀆰 ２８±１２􀆰 ９２ｂ ３􀆰 ９０±０􀆰 ９９ｂ ４５􀆰 ８３±１７􀆰 ９５

２５ Ｖ－４ 次脉冲 ６ ２０８ ６０􀆰 １５±７􀆰 ２４ａｂ １４􀆰 ３５±２􀆰 ８９ａｂ ３２􀆰 ６２±６􀆰 １９

３０ Ｖ－４ 次脉冲 ６ ２０８ ５０􀆰 ５１±１０􀆰 １４ａｂ ９􀆰 ２７±３􀆰 ２０ａｂ ４１􀆰 ６１±１０􀆰 ８６

３ ｍｓ

对照 ５ ２２４ ６２􀆰 ７６±６􀆰 ５０ａ １３􀆰 ５９±３􀆰 ８７ａ ２８􀆰 ５７±３􀆰 ５４ｂ

２５ Ｖ－３ 次脉冲 ８ ２６３ ７７􀆰 ３１±３􀆰 ７１ａ １４􀆰 ３１±２􀆰 ６９ａ １３􀆰 ９７±２􀆰 ３９ｂ

３０ Ｖ－３ 次脉冲 ６ ２０１ ６２􀆰 ４１±５􀆰 ４６ａ ９􀆰 １２±１􀆰 ２６ａｂ ２７􀆰 ２９±４􀆰 ４４ｂ

２５ Ｖ－４ 次脉冲 ４ １２８ ６３􀆰 １２±９􀆰 ８０ａ １１􀆰 ６９±１􀆰 ４１ａ ２５􀆰 ９９±８􀆰 ２９ｂ

３０ Ｖ－４ 次脉冲 ４ １２８ ３３􀆰 ８７±５􀆰 ３３ｂ ３􀆰 １９±１􀆰 ３６ｂ ５０􀆰 ６９±７􀆰 １５ａ

　 　 注： 相同脉冲时间下比较， 无字母或小写字母相同表示差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 不同表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 联合电穿孔生产基因编辑胚胎

为确定添加 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｓｇＲＮＡ 对胚胎发育是

否有影响， 比较 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 添加浓度分别为 ０ 和 １００
ｎｇ ／ μＬ 时胚胎发育质量， 结果如表 ４ 所示。 电穿孔参

数为 ２５ Ｖ－３ ｍｓ－３ 次脉冲时， 添加 １００ ｎｇ ／ μＬ Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ 后胚胎的卵裂率、 囊胚率和死亡率均极显著低

于 ０ ｎｇ ／ μＬ （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 其余相同电穿孔参数下添加

浓度为 １００ 或 ０ ｎｇ ／ μＬ 的 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 时， 胚胎的卵

裂率、 囊胚率和死亡率均无显著性差异。 初步证明，
除 ２５ Ｖ－３ ｍｓ－３ 次脉冲试验组添加 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 会影

响胚胎发育外， 添加 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｓｇＲＮＡ 对其余电

穿孔组胚胎的发育能力无显著影响。
如图 ３ 所示， 收集囊胚样本进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序后

发现， ３ 组电穿孔参数的编辑效率均为 ０， ３ 组添加

浓度为 １００ ｎｇ ／ μＬ Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 后电穿孔得到的囊胚

测序结果均未发现碱基插入、 缺失或替换。 初步证明

在本试验电穿孔参数下， 添加 １００ ｎｇ ／ μＬ 的 Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ 进行猪体外受精胚胎电穿孔基因编辑的效果

不佳。
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表 ４　 添加 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 电穿孔猪胚胎的发育效率

组别 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 浓度 ／ （ｎｇ·μＬ－１） 卵裂率 ／ ％ 囊胚率 ／ ％ 死亡率 ／ ％

３０ Ｖ－１ ｍｓ－４ 次脉冲
０ ７２􀆰 ９３±２􀆰 ６２ ２５􀆰 ３０±４􀆰 ０８ １３􀆰 ９４±４􀆰 ８８

１００ ６４􀆰 ４４±６􀆰 ７６ ２２􀆰 ２２±２􀆰 ９４ ２３􀆰 ３３±１􀆰 ９３

２５ Ｖ－２ ｍｓ－４ 次脉冲
０ ８０􀆰 ４２±７􀆰 ０９ １５􀆰 ８０±６􀆰 ４２ １１􀆰 ８１±０􀆰 ７０

１００ ７３􀆰 ２２±８􀆰 ７２ ２１􀆰 ９２±８􀆰 １３ １１􀆰 １２±５􀆰 ７２

２５ Ｖ－３ ｍｓ－３ 次脉冲
０ ７７􀆰 ０３±６􀆰 ０９ａ １６􀆰 ９０±３􀆰 ８４ａ １２􀆰 ３５±３􀆰 ３０ｂ

１００ １６􀆰 ４９±４􀆰 ３６ｂ ３􀆰 １６±１􀆰 ３５ｂ ７１􀆰 ０６±０􀆰 ９３ａ

　 　 注： 同组不同 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 浓度间比较， 小写字母不同表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

Ａ． 添加 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 电穿孔后胚胎序列对比； Ｂ． ３０ Ｖ－１ ｍｓ－４ 次脉冲组 ＭＳＴＮ－ＫＯ 胚胎峰图； Ｃ． ２５ Ｖ－２ ｍｓ－４ 次脉冲组 ＭＳＴＮ－ＫＯ 胚胎峰图；
Ｄ． ２５ Ｖ－３ ｍｓ－３ 次脉冲组 ＭＳＴＮ－ＫＯ 峰图。

图 ３　 添加 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 电穿孔后猪胚胎的序列对比

２􀆰 ３􀆰 ３　 Ｃａｓ９ 蛋白联合电穿孔生产基因编辑胚胎

同理， 先确定添加 Ｃａｓ９ 蛋白和 ｓｇＲＮＡ 对胚胎发

育是否有影响， 试验结果如表 ５ 所示。 电穿孔参数为

３０ Ｖ－１ ｍｓ－４ 次脉冲、 ２５ Ｖ－２ ｍｓ－４ 次脉冲或 ２５ Ｖ－
３ ｍｓ－３ 次脉冲时， 不同 Ｃａｓ９ 蛋白浓度试验组的卵裂

率、 囊胚率和死亡率均无显著性差异。 初步说明， 添

加 Ｃａｓ９ 蛋白和 ｓｇＲＮＡ 对电穿孔组胚胎发育能力无显

著影响。

由表 ６ 可知， ３０ Ｖ－１ ｍｓ－４ 次脉冲组编辑效率最

低， ２５ Ｖ－２ ｍｓ－４ 次脉冲组的编辑效率最高。 ３０ Ｖ－
１ ｍｓ－４ 次脉冲组的编辑效率显著低于 ２５ Ｖ－２ ｍｓ－４
次脉冲组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而与 ２５ Ｖ－３ ｍｓ－３ 次脉冲组的

编辑效率无显著性差异， 且 ２５ Ｖ－２ ｍｓ－４ 次脉冲组

与 ２５ Ｖ－３ ｍｓ－３ 次脉冲组的编辑效率间也没有显著

性差异。 囊胚样本 Ｓａｎｇｅｒ 测序表明 （图 ４）， ３ 组电

穿孔参数下添加 Ｃａｓ９ 蛋白的囊胚测序峰图杂峰明显；
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对比碱基序列发现， 编辑胚胎的碱基序列出现了不同

程度的插入、 缺失或替换。 使用在线网站 ＴＩＤＥ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｈｉｎｙａｐｐｓ．ｄａｔａｃｕｒａｔｏｒｓ． ｎｌ ／ ｔｉｄｅ－ｂａｔｃｈ ／ ）对样本

测序结果进行质量检测和拆峰， 获得每个样本突变频

谱图后， 统计出现 ３ 个及以上显著突变基因型， 判定

为嵌合样本。 分析 ＭＳＴＮ－ＫＯ 胚胎样本的基因型后统

计嵌合率发现， 各组间嵌合率无显著性差异 （表 ６）。

表 ５　 添加 Ｃａｓ９ 蛋白电穿孔猪胚胎的发育效率

组别 Ｃａｓ９ 蛋白浓度 ／ （ｎｇ·μＬ－１） 卵裂率 ／ ％ 囊胚率 ／ ％ 死亡率 ／ ％

３０ Ｖ－１ ｍｓ－４ 次脉冲
０ ７１􀆰 ８２±６􀆰 ０３ ２２􀆰 ６８±２􀆰 ７５ １６􀆰 ４９±３􀆰 ９６

１００ ６３􀆰 ３３±１􀆰 ９３ ２０􀆰 ００±１􀆰 ９２ ２２􀆰 ２２±２􀆰 ９４

２５ Ｖ－２ ｍｓ－４ 次脉冲
０ ６９􀆰 ２０±７􀆰 ４２ １４􀆰 ７０±２􀆰 ９７ ２１􀆰 ４３±７􀆰 １６

１００ ７３􀆰 ２４±８􀆰 ００ １７􀆰 ４４±０􀆰 ６８ ２２􀆰 ４５±７􀆰 ９５

２５ Ｖ－３ ｍｓ－３ 次脉冲
０ ７７􀆰 ３１±３􀆰 ７１ １４􀆰 ３１±２􀆰 ６９ １３􀆰 ９７±２􀆰 ３９

１００ ７０􀆰 ６６±４􀆰 ５６ １７􀆰 ３６±１􀆰 ８３ １９􀆰 ６５±３􀆰 ０５

表 ６　 添加 Ｃａｓ９ 蛋白电穿孔猪胚胎的编辑效率

组别 重复数 样本数 编辑效率 ／ ％ 嵌合率 ／ ％

３０ Ｖ－１ ｍｓ－４ 次脉冲 １０ ４７ ２６􀆰 １０±９􀆰 １２ｂ ４７􀆰 ００±１９􀆰 ２８

２５ Ｖ－２ ｍｓ－４ 次脉冲 １０ ４９ ５９􀆰 ２９±７􀆰 ６７ａ ３７􀆰 １４±１３􀆰 ６９

２５ Ｖ －３ ｍｓ－３ 次脉冲 １０ ７２ ４１􀆰 ７２±５􀆰 ８４ａｂ ４３􀆰 ８１±１０􀆰 ２９

　 　 　 　 　 　 　 注： 同列比较， 不同字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

Ａ． 添加 Ｃａｓ９ 蛋白电穿孔后胚胎序列对比； Ｂ． ３０ Ｖ－１ ｍｓ－４ 次脉冲组 ＭＳＴＮ－ＫＯ 胚胎峰图； Ｃ． ２５ Ｖ－２ ｍｓ－４ 次脉组 ＭＳＴＮ－ＫＯ 胚胎峰图；
Ｄ． ２５ Ｖ－３ ｍｓ－３ 次脉冲组 ＭＳＴＮ－ＫＯ 胚胎峰图。

图 ４　 添加 Ｃａｓ９ 蛋白电穿孔后猪胚胎的测序结果
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　 　 如图 ５ 和表 ７ 所示， 收集在不同参数下添加 Ｃａｓ９
蛋白后电穿孔的囊胚进行染色， 统计囊胚细胞数。 结

果显示不同电穿孔参数下囊胚的细胞数与对照组无显

著性差异， 但均低于对照组。

图 ５　 添加 Ｃａｓ９ 蛋白电穿孔猪囊胚的 ＤＡＰＩ 染色

表 ７　 添加 Ｃａｓ９ 蛋白电穿孔猪囊胚的细胞数

组别 囊胚细胞数 ／ 个

对照 ４７􀆰 ００±３􀆰 ２１

３０ Ｖ－１ ｍｓ－４ 次脉冲 ３９􀆰 ８０±１􀆰 ６６

２５ Ｖ－２ ｍｓ－４ 次脉冲 ４２􀆰 ６０±４􀆰 １２

２５ Ｖ－３ ｍｓ－３ 次脉冲 ３９􀆰 ８０±４􀆰 ５８

３　 讨论

为检测自制的电穿孔槽对胚胎发育是否有不利的

影响， 进行接触毒性试验。 结果表明， 对照组和处理

组胚胎的卵裂率、 囊胚率和死亡率均无显著性差异，
试验组胚胎的卵裂率和囊胚率略低于对照组， 可能是

由于试验组胚胎在进行体外操作时间大于对照组所

致。 初步说明自制电穿孔槽对猪胚胎发育影响不大，
可用于后续试验。

电穿孔法是通过高强度电场作用瞬时提高细胞膜

的通透性。 电穿孔的有效参数高度依赖于受精卵的种

类， 因此需要优化每一个变量参数。 在优化电穿孔条

件时， 需要考虑电压、 施加电压次数 （即脉冲数）
以及脉冲宽度 （脉冲持续时间）。 有研究人员证明，
增加穿孔电压和脉冲次数可以增大膜孔密度， 增加脉

冲持续时间可以增加膜孔形成的大小［１４－１６］。 Ｌｉｎ 等［４］

指出， 增加脉冲电压可以实现较高的突变率， 但胚胎

发育能力也会随之下降； Ｎｉｓｈｉｏ 等［１７］ 在相同脉冲次

数和脉冲宽度条件下， 施加不同脉冲电压发现， 穿孔

电压为 ４０ Ｖ 时的卵裂率和囊胚率显著低于脉冲电压

为 ３０ Ｖ 时的电穿孔胚胎； 本研究结果与 Ｎｉｓｈｉｏ 等［１７］

研究结果相近， 穿孔电压为 ３０ Ｖ 的试验组胚胎存活

率低于穿孔电压为 ２５ Ｖ 的试验组。 Ｈｉｒａｔａ 等［１８－１９］ 通

过研究发现， 增加脉冲次数会影响猪胚胎的囊胚率；
脉冲次数增加到 ７ 时， 囊胚率接近 ０， 脉冲电压 ３０ Ｖ

脉冲数为 ５ 时， 囊胚率就出现了显著性下降。 本研究

结果表明， 脉冲持续时间为 ３ ｍｓ 时， ４ 次脉冲的存

活率低于 ３ 次脉冲， 与上述试验结果相近。
Ｌｉｎ 等［４］ 指出， Ｃａｓ９ 组分类别 （ Ｃａｓ９ 蛋白或

Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ） 和浓度等均会影响基因编辑效率， 且由

于递送方式不同， 获得相同基因编辑效率时所需的

Ｃａｓ９ 组分浓度不同。 电穿孔基因编辑试剂通过临时

微孔进入胚胎内发挥编辑作用， 这种递送方式导致进

入胚胎中的基因编辑试剂量不确定。 基因编辑效率在

一定浓度内随着基因编辑组分浓度的上升而增加， 但

是达到一个峰值后反而逐渐下降。 大量研究表

明［２０－２４］， 电穿孔基因编辑时， Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 浓度约

１００～４００ ｎｇ ／ μＬ， Ｃａｓ９ 蛋白浓度约 ５０ ～ ２００ ｎｇ ／ μＬ 可

以获得基因编辑猪胚胎。 综合考虑电穿孔基因编辑的

原理和已报道的研究结果来看， 本研究最后选取添加

１００ ｎｇ ／ μＬ的 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 或 Ｃａｓ９ 蛋白进行基因编辑

试验。
有研究表明， 在一定剂量和条件下， Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ

可以在胚胎中引起细胞毒性或胚胎发育异常； 这与

Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 的浓度、 编辑目标基因的选择、 编辑时

机等因素有关［２５－２７］。 本研究发现， 电穿孔参数为

２５ Ｖ－３ ｍｓ－３ 次脉冲时添加 １００ ｎｇ ／ μＬ Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 对

胚胎发育出现负面影响。 有研究指出， 添加 Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ 使用电穿孔法可获得约 ７０％ 的编辑小鼠胚

胎［２８］； Ｔａｎｉｈａｒａ 等［２０］ 用 该 报 道 的 参 数 添 加 Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ 后对猪胚胎进行电穿孔， 只能获得 ２５％的编辑

猪胚胎。 本研究在电穿孔液中添加 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 后施

加筛选出的电穿孔参数对猪胚胎进行基因编辑， 均未

出现基因编辑胚胎， 与 Ｔａｎｉｈａｒａ 等［２０］ 研究结果相近，
说明 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 不适用于电穿孔基因编辑猪胚胎的

制备。 这与 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 自身性质有关： 首先， Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ 的内在稳定性相对较差； 其次， Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ
进入胚胎内需要进行翻译才能发挥功能， 过程中需要
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启动子及密码子的优化等步骤； 第三， Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ
（约 １ ５００ ｋＤａ） 远大于 Ｃａｓ９ 蛋白 （１６０ ｋＤａ） ［２０］， 通

过临时微孔进入胚胎内的含量也相对较少。 Ｗａｎｇ
等［２７］研究指出， 直接递送 Ｃａｓ９ 蛋白可以减少与 Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ 递送相关的细胞毒性和不良影响， 同时提高基

因编辑效率。 Ｌｉａｎｇ 等［２６］通过研究人类三原核受精卵

的基因编辑， 暗示了直接递送 Ｃａｓ９ 蛋白可能在某些

情况下降低细胞毒性和不良影响的反应。 本研究发

现， 在 ３ 组电穿孔参数下添加 １００ ｎｇ ／ μＬ Ｃａｓ９ 蛋白对

胚胎发育无影响， 与前人研究结果相同。 Ｙａｍａｎｏ
等［２９］发现， Ｃａｓ９ 蛋白分子量约为 １６０ ｋＤａ， 远大于

Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ （约 １ ５００ ｋＤａ） 的分子量［３０］， 更易通过

电场形成的膜孔进入受精卵中进行基因编辑。 测序结

果显示， 添加 Ｃａｓ９ 蛋白后在 ３ 组电穿孔参数下均获

得基因编辑胚胎， 可能与 Ｃａｓ９ 蛋白分子量小有关。
２５ Ｖ－ ２ ｍｓ － ４ 次脉冲试验组的编辑效率显著高于

３０ Ｖ－１ ｍｓ－４ 次脉冲试验组， 其余试验组间均无显著

性差异。 嵌合率分析表明， ３ 组间嵌合率无显著性差

异， 需要进一步试验挑选合适的电穿孔时间， 以降低

胚胎的嵌合率。

４　 结论

本研究利用电穿孔技术与 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术相

结合， 通过改制的微量电穿孔槽成功获得 ＭＳＴＮ 基因

敲除猪胚胎。 筛选出适宜的电穿孔参数 ２５ Ｖ－２ ｍｓ－４
次脉冲， 并发现添加 １００ ｎｇ ／ μＬ Ｃａｓ９ 蛋白更适合电

穿孔胚胎编辑基因， 是电穿孔基因编辑猪胚胎的最佳

方案， 为后续快速获得基因编辑猪奠定了研究基础。
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·信息·

《畜牧与兽医》 入选 《２０２４ 中国农林核心期刊目录》 Ａ 类期刊

２０２４ 年， “中国农林核心期刊” 评价遴选持续以期刊发展核心指标的定量评价与学科专家定性评价为综合

评价依据。 在此基础上对我国 ８５３ 种中、 英文农林领域期刊进行了全面梳理和科学分类评价， 共遴选出中文期

刊 ２８０ 种、 英文期刊 ３４ 种， 共计 １３ 类 ３１４ 种， 其中 Ａ 类 ２４７ 种， Ｂ 类 ６７ 种。 《畜牧与兽医》 入选 《２０２４ 中

国农林核心期刊目录》 Ａ 类期刊。
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