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摘  要 : 本研究旨在通过 CRISPR/Cas9 介导外源基因靶向插入鸡 EAV-HP 基因组。首先设计特异性引物并扩增

鸡内源性病毒 (EAV-HP) 左右同源臂和增强型绿色荧光蛋白 (eGFP) 基因表达盒，然后通过重叠延伸 PCR 技术

将两个同源臂 DNA 连接至 eGFP 表达盒两侧，获得全长 DNA 片段 LER，并克隆至 pMD19-T 载体，获得携带 eGFP

基因的供体载体 pMDT-LER。随后在 HEK293T 细胞中验证供体载体 pMDT-LER 能成功表达 eGFP 后，将 EAV-HP

打靶载体和供体载体共转染至 DF-1 细胞，观察绿色荧光阳性细胞，提取细胞基因组，PCR 检测外源基因 eGFP

成功整合至鸡基因组 EAV-HP 位点。最后，将转基因细胞 DF-1 传至第 7 代，用 PCR 和 Western blotting 检测 eGFP

在转基因细胞中稳定表达。文中初步验证外源基因 eGFP 能整合至鸡 EAV-HP 位点并稳定表达，为转基因鸡的研

究提供新整合位点。 

关键词 : CRISPR/Cas9，鸡内源性病毒，EAV-HP，整合位点，供体载体  

CRISPR/Cas9-mediated foreign gene targeted knock-in into 
the chicken EAV-HP genome 
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Abstract:  The study aims to use CRISPR/Cas9 introducing foreign gene targeted knock-in into chicken EAV-HP genome. 

First, specific primers were designed for amplification of EAV-HP left, right homologous arms and enhanced green 

fluorescent protein (eGFP) expression cassette. PCR products of homologous arms were ligated to both sides of eGFP by 

overlap extension PCR, resulting in full-length donor DNA fragment designated as LER. Then LER fragments were cloned 

into pMD19-T to obtain donor vector pMDT-LER. Subsequently, the donor vector pMDT-LER was transfected into HEK293T 
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cells to verify the expression of eGFP gene. Furthermore, co-transfection of CRISPR/Cas9 expression vector and pMDT-LER 

into chicken DF-1 cells was performed to achieve eGFP transgenic cells. Meanwhile, eGFP expression was observed in cells, 

and the event of eGFP integration into EAV-HP genome was detectable by amplification of target DNA. Finally, the 

transgenic DF-1 cells were passaged seven times, and the stable integration and expression of eGFP was checked by PCR and 

Western blotting. These results demonstrated that eGFP gene was knocked into the EAV-HP genome successfully, which 

provides a new integration site for research of transgenic chicken. 

Keywords:  CRISPR/Cas9, chicken endogenous virus, EAV-HP, integration site, donor vector 

基因编辑技术可以实现生物体基因组特定

DNA 序列靶向性修饰，其作为强大的现代生物技

术，涉及到生物学基础研究和生物医学等诸多领

域，具有广阔的应用前景和商业价值[1-2]。精准的

基因编辑技术对生物学研究具有重要意义，且是

基因疾病治疗的有效途径[3-4]。最新的基因编辑技

术 CRISPR/Cas9 是在细菌和古菌的免疫系统基础

上优化改造而来，因简便、高效且成本低的优点，

已被研究者广泛使用。CRISPR/Cas9 可通过单个

引导 RNA (sgRNA) 介导 Cas9 蛋白识别目标序列

并切断 DNA 双链，使机体以同源重组或非同源

末端连接的方式修复受损 DNA，从而实现对目标

基因的靶向敲除、敲入和修正等目的[5-8]。人们对

基因编辑的产物安全性质疑主要是外源基因的插

入影响整合位点附近基因序列、染色体结构的改

变是否造成内源基因的破坏以及是否会激活原本

己关闭的基因等不确定因素[9]。所以在基因编辑

技术中，编辑位点尤为重要[10-11]。 

相对于小鼠等模式生物的基因组编辑研究，

鸡转基因研究发展比较滞后[12-13]。目前，人基因

组中腺相关病毒整合位点1 (Adeno-associated virus 

integration site 1, AAVS1) 和小鼠的ROSA26位点

已被证实是安全可靠的外源基因整合位点，且小

鼠还有更多的位点正在被发掘，如MYH9基因位 

点[14]。但鸟类模式生物——鸡的转基因安全位点

的相关报道较少，因此限制了转基因鸡的研究。 

鸡基因组中含有多种内源性病毒，与鸡协同

进化而稳定存在于鸡基因组中[15-16]。但将这些内

源性病毒位点作为外源基因整合位点而制备转基

因鸡的相关研究还未见报道。本研究针对鸡内源

性病毒中的一个亚科 EAV-HP 基因组序列，设计

靶向位点，用 CRISPR/Cas9 剪切 EAV-HP 基因序

列并插入供体基因，探索 EAV-HP 是否为鸡基因组

编辑的有效位点，为转基因鸡的研究提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

CRISPR/Cas9骨架载体pX330-U6-CBh-hSpCas9

购自 Addgene 公司；表达 EAV-HP 靶序列 HPT1 

sgRNA 的 CRISPR/Cas9 表达载体 pX330-U6- 

HPT1-CBh-hSpCas9 由本实验室构建 [17]；质粒

pCD513B、HEK293T 细胞系和鸡 DF-1 细胞系由

本实验室保存；大肠杆菌 TOP10 感受态细胞由本

实验室制备。 

2×Taq PCR MasterMix，Taq DNA 聚合酶，

Hind Ⅲ、EcoRⅠ、BamHⅠ、NotⅠ内切酶购自

NEB 公司；TA 克隆试剂盒购自西安宝生物公司；

DMEM 培 养 基 、 Superfect 细 胞 转 染 试 剂 、

OPTI-MEM、青霉素和链霉素、DNA 回收试剂盒、

质粒提取试剂盒等购自西安沃尔森生物技术有限

公司；高糖 DMEM 培养基、胎牛血清均购自 Gibco

公司；0.25%胰酶购自 Invitrogen 公司；增强型绿

色荧光蛋白鼠源多克隆抗体购自 ABclonal 生物技

术公司；辣根过氧化物标记羊抗鼠二抗购自康为

世纪生物科技有限公司。 

1.2  供体载体的构建 

1.2.1  PCR 引物设计 

根据鸡 EAV-HP 基因组序列 (GenBank 登录
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号 NC_005947) 和增强型绿色荧光蛋白 (eGFP) 

表达盒序列特征，利用软件 Primer Premier 5.0 设

计扩增同源臂和 eGFP 基因的特异引物，引物信

息见表 1。 

1.2.2  EAV-HP 左右同源臂 DNA 片段及 eGFP 表

达盒扩增 

以鸡基因组 DNA 为模板，使用特异性引物

ArmL-F 和 ArmL-R 扩增 EAV-HP 左侧同源臂片

段；ArmR-F 和 ArmR-R 引物扩增 EAV-HP 右侧同

源臂 DNA 片段。同时，以 eGFP-F 和 eGFP-R 为

引物，质粒 pCD513B 为模板，扩增 eGFP 表达盒

DNA 片段。PCR 产物经 10 g/L 琼脂糖凝胶电泳

检测，然后用 DNA 回收试剂盒纯化 3 种 PCR 产

物，测浓度后保存备用。 

1.2.3  重叠 PCR 连接 DNA 片段 

将 EAV-HP 左右同源臂和 eGFP 基因的 PCR

产物以分子个数比 1 1 1∶ ∶ 的原则混合后作为模 

 

表 1  本研究所用引物 

Table 1  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Size (bp)

ArmL-F cccAAGCTTTGTTCCAG 
CAACACGACGGGTT 

490 

ArmL-R GTGTCCTCCAGCATCG 
CATTCA 

ArmR-F GGGATGTGTTGCTTCA 
ATCTCA 

300 

ArmR-R gcGAATTCAGCTGCTCC 
CTAATTCTATGAT 

eGFP-F TGAATGCGATGCTGGA 
GGACACTAGTAATCAA 
TTACGGGGTC 

1 579 

eGFP-R TGAGATTGAAGCAACA 
CATCCCGATACATTGAT 
GAGTTTGGACA 

chF ATTGGTGTAGTTCAAA 
AAGGGG 

1 222 

chR ACTTGTGGCCGTTTAC 
GTCG 

Note: the underlined part of the eGFP-F primer sequence is 
the EAV-HP left homologue arm downstream sequence; the 
underlined part of the eGFP-R primer sequence is the 
EAV-HP right homology arm upstream part sequence. 

板，加入引物 ArmL-F、ArmR-R，利用重叠延伸

PCR 将 eGFP 与左右同源臂连接，形成 DNA 长

片段，简称 LER。琼脂糖凝胶电泳检测重叠延伸

PCR 产物 LER，并将纯化的 LER 片段 TA 克隆至

pMD19-T 载体，筛选阳性克隆并提取质粒，通过

酶切和测序鉴定，获得供体载体 pMDT-LER。 

1.3  eGFP 表达验证 

HEK293T 细胞培养于 DMEM 培养基 (10% 

FBS，青、链霉素双抗)，37 ℃、5% CO2 条件下培

养。转染前一天，胰酶消化 HEK293T 细胞并传代

至 6 孔板，当细胞密度达到 60%–80%时，分别配

置质粒 pCD513B 和 pMDT-LER 与 Superfect 转染

试剂混合液，并分别加入细胞培养板中，完成转染。

转染 24 h 后在荧光显微镜下观察绿色荧光阳性细

胞，以验证供体载体中 eGFP 基因表达情况。 

1.4  打靶载体和供体载体共转染鸡细胞系 

DF-1 细胞培养于 DMEM 培养基 (10% FBS，

青、链霉素双抗)，37 ℃、5% CO2 条件下培养。

转染前，将细胞传代至 6 孔板中，待细胞密度达

到 60%时即可转染。打靶载体 pX330-U6-HPT1- 

CBh-hSpCas9[17]和供体载体 pMDT-LER 各取 1 μg，

制备质粒和转染试剂混合液，混合液加入 DF-1

细胞培养板中，轻轻摇晃培养板使其混匀后置于

CO2 培养箱。以转染空载体 pX330-U6-CBh-hSpCas9  

和 pMD19-T 的细胞为对照。转染 24 h 后更换新

鲜培养基，在倒置荧光显微镜下观察细胞的绿色

荧光情况。细胞转染 72 h 后，收集细胞，用 0.25%

胰酶消化细胞，吹打形成单个细胞，PBS 清洗    

2 次，1 000 r/min 离心 5 min 后弃上清，再用 PBS

重新清洗 2 次；调整细胞密度为 106 个/mL，用流

式细胞仪检测阳性细胞率，同时以未转染的细胞

作为阴性对照。 

提取转染细胞基因组，利用检测引物 chF 和

chR (表 1) 检测 eGFP 基因是否整合至 DF-1 细胞
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基因组中。为验证外源基因在细胞增殖过程中是

否稳定遗传并表达，将转染细胞传代至第 7 代，

再次收集细胞，提取基因组，用引物 ArmL-F 与

ArmR-R 检测 eGFP 靶向插入，同时提取细胞总蛋

白，以增强型绿色荧光蛋白鼠源多克隆抗体为一

抗，以羊抗鼠 IgG 为二抗，利用 Western blotting

检测蛋白表达。 

2  结果与分析 

2.1  供体载体构建及鉴定 

本研究构建的供体载体含 eGFP 表达盒，其

两边携带 EAV-HP 同源序列。首先利用 PCR 扩增

EAV-HP 的左右同源臂以及 eGFP 表达盒，然后通

过重叠延伸 PCR 将 3 个 DNA 片段连接，其 PCR

产物简称 LER。最后利用 TA 克隆将 LER 片段插

入 T 载体 pMD19-T，经菌落 PCR、酶切鉴定和

DNA 测序，证明 LER 片段成功克隆至 T 载体，

且无突变，获得重组载体 pMDT-LER (图 1A)。该

重组载体将为 CRISPR/Cas9 介导 eGFP 基因靶向

插入鸡 EAV-HP 位点提供供体 DNA (图 1B)。 

2.2  供体载体表达验证 

转染 pCD513B 质粒的阳性对照细胞观察到

绿色荧光，同时转染供体载体 pMDT-LER 的

HEK293T 细胞亦观察到明显的绿色荧光，结果表

明，pMDT-LER 重组载体携带的外源基因 eGFP

可在 HEK293T 细胞中表达 (图 2)。 

2.3  转基因细胞系检测 

将 CRISPR/Cas9 表达载体和供体 DNA 共转

染至 DF-1 细胞，24 h 后观察绿色荧光，并利用流

式细胞仪检测绿色荧光阳性细胞。结果显示，阳

性细胞约占 50%，说明供体载体成功导入 DF-1

细胞，eGFP 基因获得表达 (图 3A)。PCR 结果显

示实验组获得特异性 DNA 条带，而对照组无条

带，与理论相符，在 DNA 水平确定了外源 eGFP 

基因的靶向整合 (图 3B)。 

将转染细胞传代至第 7 代，收集细胞，分别

提取细胞基因组和总蛋白，再次利用 PCR 和

Western blotting 检测 eGFP 基因及表达产物。PCR

结果表明外源基因 eGFP 在 DF-1 细胞增殖过程中

没有丢失 (图 4A)。Western blotting 结果显示，

eGFP 在转基因鸡细胞中高效表达 (图 4B)。上述

结果进一步表明，外源基因 eGFP 通过同源重组

的方式成功整合进鸡细胞 EAV-HP 基因组中，并

稳定存在和高效表达。 

 

 

 
 

图 1  CRISPR/Cas9 介导外源基因 eGFP 插入鸡 EAV-HP 位点示意图 (A：供体载体结构示意图；B：供体载体

整合至鸡基因组原理示意图)  

Fig. 1  Schematic diagram of CRISPR/Cas9-mediated foreign gene targeted knock-in into the chicken genomic 
EAV-HP locus. (A) Schematic diagram of donor vector. (B) Schematic diagram of donor vector integration. 
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图 2  HEK293T 细胞水平验证 eGFP 表达 

Fig. 2  Detection of eGFP expression in HEK293T cells. pCD513B: positive control group; pMDT-LER: experiment group. 
 

 
 

图 3  转 eGFP 基因的 DF-1 细胞检测 (A：荧光观察 eGFP 基因表达；B：PCR 检测 eGFP 基因) 

Fig. 3  Detection of eGFP in the transgenic DF-1 cells. (A) Fluorescence observation of eGFP expression. (B) PCR 
detection of eGFP gene. M: 5 000 bp DNA marker; 1: PCR results of control group cells; 2: PCR results of experiment 
group cells. 

 

 

图 4  第 7 代转基因 DF-1 细胞检测 (A：PCR 检测目标基因；B：Western blotting 检测绿色荧光蛋白)  

Fig. 4  Detection of eGFP in the 7th-generation transgenic DF-1cells. (A) PCR detection of eGFP gene. (B) Western 
blotting detection of eGFP. 
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3  讨论 

鸡作为世界上存在数量最多的禽类，与人们

的生活密切相关[18]。与转基因牛、羊等哺乳动物

相比，转基因鸡可以作为更快速和更丰富的生物

制药来源[12,19-20]。但是自20世纪80年代开始，禽

类的转基因研究进展一直较为缓慢，其主要问题

是外源基因的转入无法有效地整合进基因组中，

大多以游离状态存在于细胞中，在遗传过程中出

现丢失现象，不能稳定遗传给下一代。所以在转

基因鸡的研究中，寻找到能完整整合、表达并能

稳定遗传的外源基因插入位点是关键性问题。 

内源性逆转录病毒基因EAV-HP属于内源性

禽逆转录病毒科的一个亚科。家鸡EAV-HP的基

因缺失表现为部分gag基因、整个pol基因和部分

env基因的缺失，野鸡的EAV-HP含有完整的pol

基因 [21-22]，这些缺失和突变导致EAV-HP基因组

不转录或以极低的水平转录部分mRNA，且不能

翻译形成活性蛋白，不产生病毒体[23]。上述研究

结果表明，在进化过程中EAV-HP稳定存在于鸡

基因组，无病毒活性，且不影响鸡的正常生长发

育，是潜在的外源基因插入的安全位点。基于上述

发现，本研究将外源基因eGFP整合至EAV-HP位

点，在DNA和蛋白水平证明了eGFP能稳定遗传和

高效表达。2003年有研究发现，鸡SLCO1B3基因

5端区域整合的 EAV-HP 3 LTR 序列增强了

SLCO1B3的表达，使鸡蛋表现出绿壳性状[24]，此

研究结果说明，EAV-HP基因组部分元件可能对

临近的基因表达有增强作用。但是，其元件是否

对整合的外源基因表达有调控作用尚不清楚，外

源基因插入位点的不同和外源基因启动子的差

异是否会影响整合效率及遗传稳定性也有待进

一步研究。 

基因组编辑技术是指在细胞基因组靶位点引

入核酸序列变化的一类技术，包括碱基的插入、

缺失、替换等，从而达到编辑基因的目的[25]。ZFNs

和TALENs是较早的两代基因编辑技术，ZFN方法

中模块组装的锌指蛋白活性低，有效锌指蛋白不

易获得，此法成本高；TALEN技术需要组装多个

重复模块，过程繁琐。与前两代基因编辑技术相

比，新一代基因编辑技术CRISPR/Cas9应用领域

更广[5]，其载体构建简单易操作，最重要的是其

编 辑 精确性 高 、效率 高 [26] 。故 本 研究采 用

CRISPR/Cas9靶向切断鸡EAV-HP基因组的DNA

双链，基于细胞同源重组修复机制，携带eGFP的

供体载体将整合至DNA断裂处，在细胞水平上实

现定点整合。 

在供体载体整合至EAV-HP位点时，供体载

体的类型也对整合效率有着一定的影响。有研究

报道同源序列长度一致时，插入型载体的整合效

率要高于置换型载体[27]，但是由于置换型载体的

装载量大，整合精确，所以目前使用的供体载体

多为置换型载体。本研究设计的供体载体为置换

型载体，同源臂的长度约300–500 bp，此长度既

保证了同源重组的效率，亦控制了供体DNA大

小，左右同源臂和外源基因eGFP共约2 kb，利于

供体DNA转染至DF-1细胞。 

本研究首次利用 CRISPR/Cas9 体系将外源基

因整合至鸡内源性病毒中的 EAV-HP 位点，且外

源基因能高效表达、稳定遗传，在细胞水平初步

证明 EVA-HP 基因位点是鸡基因组中可供选择的

外源基因整合位点，为转基因鸡的研究以及禽类

育种提供新策略。 
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