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摘   要：本研究旨在利用单碱基编辑系统(single base editing system)实现欧拉藏绵羊成纤维细胞

FecB 和 GDF9 基因靶位点 A 到 G 和 C 到 T 的碱基替换并检测其编辑效率。首先设计合成靶向欧

拉藏绵羊 FecB 和 GDF9 基因的 sgRNA 序列，再分别连接至 epi-ABEmax、epi-BE4max 质粒，构

建载体并电转至欧拉藏绵羊成纤维细胞，最后对阳性细胞 FecB 和 GDF9 基因进行 Sanger 测序鉴

定靶位点突变结果，并通过 T-A 克隆估算单碱基编辑系统的编辑效率。结果显示获得了靶向欧拉

藏绵羊 FecB 和 GDF9 基因的 sgRNA，并构建使欧拉藏绵羊 FecB 和 GDF9 基因单碱基突变的载体，

FecB 基因靶位点编辑效率为 39.13%，GDF9 基因靶位点(G260、G721、G1184)编辑效率分别为

10.52%、26.67%和 8.00%。本研究运用单碱基编辑系统在欧拉藏绵羊成纤维细胞上实现了 FecB 和

GDF9 基因靶位点突变，为改良欧拉藏绵羊一胎多羔的繁殖性状奠定理论基础。 

关键词：欧拉藏绵羊；单碱基编辑系统；FecB 基因；GDF9 基因 
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Abstract: In this study, a single base editing system was used to edit the FecB and GDF9 gene 
to achieve a targeted site mutation from A to G and from C to T in Ouler Tibetan sheep 
fibroblasts, and to test its editing efficiency. Firstly, we designed and synthesized sgRNA 
sequences targeting FecB and GDF9 genes of Ouler Tibetan sheep, followed by connection to 
epi-ABEmax and epi-BE4max plasmids to construct vectors and electrotransfer into Ouler 
Tibetan sheep fibroblasts. Finally, Sanger sequencing was performed to identify the target 
point mutation of FecB and GDF9 genes positive cells. T-A cloning was used to estimate the 
editing efficiency of the single base editing system. We obtained gRNA targeting FecB and 
GDF9 genes and constructed the vector aiming at mutating single base of FecB and GDF9 
genes in Ouler Tibetan sheep. The editing efficiency for the target site of FecB gene was 
39.13%, whereas the editing efficiency for the target sites (G260, G721 and G1184) of GDF9 
gene were 10.52%, 26.67% and 8.00%, respectively. Achieving single base mutation in FecB 
and GDF9 genes may facilitate improving the reproduction traits of Ouler Tibetan sheep with 
multifetal lambs. 
Keywords: Ouler Tibetan sheep; single base editing system; FecB gene; GDF9 gene 

 
 
 
 
 

欧拉藏绵羊的生长繁殖及种群活动主要

分布在我国青海、西藏的部分地区，其具有四

肢修长、背部宽阔、肌肉硕大等体型特征。欧

拉藏绵羊繁殖性状由于生长环境的限制与本

身基因性状的控制，多数母羊为一胎一羔，极

少数为双羔。欧拉藏绵羊具有壮硕的肉羊体

形，同时具备耐粗饲、抗寒、抗病力强、生长

发育快与育肥性能好的优点，改善其繁殖性状具

有重大意义[1-2]。FecB 基因与生长分化因子 9 

(growth differentiation factor 9, GDF9)已被证实

为调控绵羊繁殖性状的主效基因。骨形态发生

蛋白受体 1B 基因(BMPR1B) 746 bp 碱基位置发

生 A 到 G 的突变后称为 FecB 基因，突变导致

第 249 位氨基酸由谷氨酰胺(Q)转变为精氨酸

(R)，进而使得绵羊排卵数和产羔数显著增加，

2001 年 Montgomery 等首次发现基因 FecB 可以

控调控绵羊排卵率，其主要影响卵泡颗粒细胞

分化和卵泡发育，从而促进排卵[3-4]。研究表明

基因 FecB 突变可能是调节绵羊的繁殖性能的

主要原因，它影响卵母细胞的早期发育、卵泡

成熟以及卵丘颗粒细胞的增殖水平[5-6]。欧拉藏

绵羊群体中存在 FecB 多胎基因的自然突变，但

只检测到 B+型杂合子而且基因型频率只有

0.026，比例较低[7]。喇永富等[8]利用 PCR-RFLP
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技术检测欧拉藏绵羊群体中 FecB 基因的多态

性，发现基因 FecB 可能是影响欧拉藏绵羊排卵

及产羔率的主效基因。2021 年吴艳芳[9]将 52 只

FecB 基因突变滩羊母羊与 5 只 FecB 基因突变

滩羊公羊发情配种进行扩繁实验，结果母羊妊

娠率为 70.59%，产羔率为 150.00%，为 FecB

基因影响藏羊多胎性状提供现实依据。敲降

GDF9 基因使雌性小鼠卵泡发育停滞在初级单

层卵泡阶段，证明 GDF9 基因对卵泡的正常发

育至关重要[10]。已有研究发现绵羊繁殖性能的

高低与 GDF9 基因的表达水平及多态性呈密切

相关。McNatty 等发现基因 GDF9 和 BMP15 表

达水平的高低影响着绵羊排卵率[11]。GDF9 基

因促进卵巢各阶段的生长发育、促进颗粒细胞

增殖但抑制其分化、调节卵丘细胞代谢并诱导

其扩张、调节卵泡膜细胞发育以及影响相关生

殖激素、酶和细胞因子的合成[12-16]。 

通过编辑 FecB 基因与 GDF9 基因改良欧拉

藏绵羊繁殖性状的相关技术未见报道，因此，运

用单碱基编辑使欧拉藏绵羊 FecB 基因与 GDF9

基因定点发生突变，进而培育一胎双羔的高产

母羊可视为畜牧业育种的一种新型技术手段。 

如今三代基因编辑技术 CRISPR/Cas9 在生

物领域广泛应用。在该系统中 crRNA 可识别外

源 DNA 中的互补核苷酸片段(原间隔区)，从而

赋予识别特异性序列的能力[17]。此外，一种被

称为 tracrRNA 的反式激活 CRISPR RNA 需要

与 Cas9 核酸酶形成核糖核蛋白复合物，造成特

异性双链 DNA 断裂(double strand break, DSB) 

DSB，这 2 个 RNA 组分结合到一个称为“引导

RNA” (sgRNA)的嵌合分子中，Cas9 蛋白被其牵

引进而实现基因的定点编辑[18]。单碱基编辑是

由 CRISPR/Cas 系统演化而来，胞嘧啶碱基编

辑器(cytosine base editors, CBE)由 nCas9 或

dCas9 与胞嘧啶脱氨酶组成[19-20]，在 sgRNA 引

导下，基因组 DNA 与 CBE 系统中的 Cas9 蛋白

形成 R-loop 复合体，Cas9 蛋白使 DNA 局部解

链，使得胞嘧啶脱氨酶可以与 R-loop 复合体中

未与 sgRNA 配对的 ssDNA 结合，将其一定区

域上的胞嘧啶(C)脱氨基变成尿嘧啶(U)，继而

在 DNA 修复或者复制后使尿嘧啶(U)被胸腺嘧

啶(T)替换，最终完成 C到 T或 G到 A的替换[19]。

2017 年 David Liu 团队成功构建了腺嘌呤碱基

编辑器(adenine base editors, ABE)，该系统利用

腺嘌呤脱氨酶催化腺嘌呤(A)脱氨后转化为肌

苷(I)。肌苷(I)本身的化学结构与鸟嘌呤(G)十分

相似，细胞修复机制识别肌苷(I)，将它替换为

鸟嘌呤(G)，从而高效地将靶目标 A-T 替换为

G-C[21]。之后 David Liu 团队改良了 ABE 系统

的核定位信号与脱氨酶密码子，重建并优化了

腺嘌呤(ABE7.10)碱基编辑器，由此产生了具有

高效率的定点 ABEmax 编辑器[22]。Episomal 载

体可以表达 Cas9 与 sgRNA，并通过 NHEJ/ 

MMEJ 通路实现高效的基因编辑[23-24]，并且该

载体可以在真核生物的细胞分裂过程中跟随复

制[25]，在细胞中持续表达 Cas9 与 sgRNAs。

Episomal 载体还包含 blasticidin 耐药基因组分，

后续实验可通过该药物筛选阳性细胞。单碱基

编辑系统以 episomal 载体为骨架，同时携带

sgRNA 序列、ABE 或 CBE 组分，在实验设计

与操作中显得更为简单便捷[26]。 

随着 CRISPR 系统的广泛应用，单碱基编

辑系统针对绵羊基因编辑的研究将不断增加。

已有研究发现，当 FecB 基因 746 bp 核苷酸位

置发生 A 到 G 的单碱基替换，会导致骨形态发

生蛋白受体高度保守区域中的谷氨酰胺突变为

精氨酸[27]。GDF9 基因 G1、G4 及 G8 突变能引

起氨基酸的变化再结合相应受体，进而影响绵

羊的高繁殖性状[28]。本研究旨在使用单碱基编

辑系统对欧拉藏绵羊 FecB、GDF9 多胎基因进
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行定点突变修饰，在欧拉藏绵羊细胞水平上实

现基因单碱基替换。研究结果可为使用单碱基

编辑技术培育基因编辑多胎欧拉藏绵羊，改良欧

拉藏绵羊一胎多羔的繁殖性状奠定理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料和试剂 
欧拉藏绵羊耳缘组织采自青海省某欧拉藏

绵羊羊场刚出生一周龄的羊羔，成纤维细胞由

本实验室分离、培养，并冻存于实验室液氮罐

中。复苏后于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，

培养基成分为 90% DMEM 与 10%胎牛血清

(fetal bovine serum, FBS)。 

文中所用的实验试剂和耗材见表 1。 

1.2  实验方法 
1.2.1  欧拉藏绵羊原代成纤维细胞的培养 

在青海省某欧拉藏绵羊羊场挑选刚出生

一周的羊羔，将欧拉藏绵羊耳朵表皮上的羊

毛彻底刮干净，碘伏擦拭 3 次，再用酒精擦拭

3 次，剪下耳缘组织，放置于碘伏中浸泡 30 s，

再放置于 75%乙醇中浸泡 30 s，最后置于含有

200 IU/mL 青霉素与链霉素的生理盐水中带回

实验室。用生理盐水将耳缘组织清洗 3 次，然

后浸泡在 75%乙醇中消毒 1 min，再用生理盐水

清洗 3 次，清洗结束后放入培养皿中，并将组

织剪碎，均匀平铺在 60 mm 培养皿中，每个碎

片滴加 1 滴培养液(DMEM+10% FBS+1%双抗)

浸润组织，为原代细胞生长提供营养。将培养

皿放置于 5% CO2、38 ℃培养箱，12 h 后观察

组织中原代细胞的生长状态并更换培养液 ,每

隔 24 h 观察细胞生长状态，弃掉漂浮的组织块

并更换培养液，直至细胞晕形成后丢弃组织块

(记为 F1 代)。本研究欧拉藏绵羊原代细胞的采

集严格遵守动物实验福利规范，采集一周龄羊

羔耳缘细胞后立即放归羊场。 

1.2.2  sgRNA 及检测引物设计 

根据 NCBI 数据库上公布的绵羊 FecB 和

GDF9 基因序列在靶点筛选网站[Guide design 

resources—Zhang Lab(zlab.bio)]上设计靶位点

序列，选取突变位点(g.A746G, p.Q249R) 3′端附

近-NGG 作为 sgRNA 的前间隔序列邻近基序

(protospacer adjacent motif, PAM)位点，必须 

 

表 1  文中所用实验试剂和耗材 
Table 1  List of test reagents and consumables used in this study 
Reagent Sourcing company 

epi-ABEmax vector Purchase by Addgenen website 

epi-BE4max vector Purchase by Addgenen website 

Enzyme BspQI New England Biolabs 

T4 DNA ligase TransGen Biotech 

GenlociCruiser Enzyme  Genloci Biotechnologies Inc  

Whole Genome Extraction Kit TIANGEN 

PCR product Purification and Recovery Kit TaKaRa  

Endotoxin-free Plasmid Extraction Kit Omega  

DL2000 DNA Marker TransGen Biotech  

ApexHFHSDNAPolymeraseCL Accurate Biology  

2×EasyTaq® PCR Super Mix (+dye) TransGen Biotech  

DMEM Gibco 

Fetal bovine serum (FBS) Gibco  

Competent cell (E. coli DH5α) TransGen Biotech  
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将突变位点控制于编辑窗口(PAM 远端 4−8 nt)

内(图 1)。在 sgRNA 上游退火引物 5′插入酶切

位点 TTT，下游退火引物 5′插入酶切位点

AAC，将设计好的 sgRNA 引物交由北京擎科

生物科技有限公司合成。实验共设计 2 条长度

为 23 bp sgRNA 的单链，上下游引物各 10 µL，

98  5 min℃ 后自然冷却，合成 sgRNA 双链。 

1.2.3  sgRNA 表达载体的构建 

分别以 epi-ABEmax 和 epi-BE4max 载体为

基本骨架，混合 1 µL 内切酶 BspQI 与 1 000 ng

上述载体，反应条件：50 ℃ 15 min，80 ℃     

20 min，4 ℃保存，载体酶切线性化后，10 g/L

琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR 产物，胶回收纯化，

置于–20 ℃长期保存。然后将退火后已合成的

GDF9-sgRNA 与 FecB-sgRNA 双链分别连接至

epi-ABEmax、epi-BE4max 载体，反应体系：5 µL 

溶液Ⅰ+4 µL sgRNA+1 µL 线性化载体，16 ℃ 

30 min。将连接产物转化 50 µL 感受态细胞大

肠杆菌(Escherichia coli) DH5α，置入 1.5 mL

离心管后加入 700 mL LB，37 ℃摇菌 50 min，

3 000g 离心 5 min，将感受态细胞沉淀吹打后，

均匀涂布于含有氨苄青霉素的平板上，菌落 

 

 
 

图 1  基因 FecB sgRNA、基因 GDF9 sgRNA 位置示意图 
Figure 1  Location of gene FecB sgRNA and gene GDF9 sgRNA. 
 

表 2  sgRNA 退火引物序列 
Table 2  Oligonucleotides for generating transcription of sgRNA expression vectors 
Primer Sequence (5′→3′) 

U6-FecB-sgRNA-F tttTATATCAGACGGTGTTGATG 

U6-FecB-sgRNA-R aacCATCAACACCGTCTGATATA 

GDF9-G1-sgRNA-F tttTAGCGCAAAGCTCTGTCATC 

GDF9-G1-sgRNA-R aacGATGACAGAGCTTTGCGCTA 

GDF9-G4-sgRNA-F tttATGTGCGGAAGACCAGCTGC 

GDF9-G4-sgRNA-R aacGCAGCTGGTCTTCCGCACAT 

GDF9-G8-sgRNA-F tttCGGAGAGCCATACCGATGTC 

GDF9-G8-sgRNA-R aacGACATCGGTATGGCTCTCCG 
Lowercase stands for sticky end. 
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37 ℃生长 14 h 后，随机挑取若干菌落进行常

规 Sanger 测序鉴定，将鉴定结果为阳性的单克

隆菌落扩大培养，使用无内毒素质粒提取试剂

盒大量提取符合实验要求的质粒，储存备用。 

1.2.4  电转欧拉藏绵羊成纤维细胞 

欧拉藏绵羊原代成纤维细胞传代后在60 mm

细胞皿中生长，当细胞生长密度为 90%并且形

态良好时，使用已提取的质粒转染成纤维细胞。

具体步骤如下：吸弃培养液、用 PBS 清洗 2 遍

细胞表面、加入 1 mL 胰酶消化细胞、吹打细胞

并置入离心管离心(1 350×g、5 min)、弃上清，

再向离心管里加入 800 µL Opti-MEM 吹打细胞

后离心，重复上述操作、加入 600 µL 电转液混

匀 10 µg 质粒，室温静置 10 min、将细胞与电

转液置于电转杯，使用 BTX ECM2001 细胞电

融合仪电击(510 V、2 ms 1 次)、细胞在 4 ℃静

置 10 min、将电转后的细胞置于 60 mm 培养皿，

加入 3 mL 培养液。每个细胞培养皿做好标记，

细胞放置于 37 ℃、5% CO2 培养箱生长 24 h 后

观察细胞状态并更换新鲜培养液。新鲜培养液

培养 48 h 后再添加 25 ng/mL blasticidin 筛选

48 h 后获得阳性细胞。 

1.2.5  编辑位点 PCR 产物 Sanger 测序 

筛选获得细胞用 1 mL 胰酶消化 4 min，吹

打细胞后离心(2 000g、10 min)，再使用全基

因组提取试剂盒提取细胞基因组 DNA。使用表

3 中的引物与高保真酶扩增目标 DNA 序列，将

PCR 产物送北京擎科生物科技有限公司进行

Sanger 测序。 

1.2.6  T-A 克隆检测 

Sanger 测序只能鉴定靶位点的编辑情况，

进行 T-A 克隆将更为准确地估算出靶位点的编

辑效率。裂解剩余细胞获取基因组 DNA 并进行

目的片段 PCR 扩增，10 g/L 琼脂糖凝胶电泳后

胶回收纯化，在目的片段平末端加 A 试剂形成

黏性末端，连接 T 载体，将连接产物转化入大

肠杆菌感受态细胞(E. coli DH5α)，37 ℃培养过

夜，挑取单克隆菌落置入 2 mL LB 中培养 6 h

送至北京擎科生物科技有限公司进行 Sanger 测

序。测序结果经比对后计算基因突变效率。 

2  结果与分析 

2.1  欧拉藏绵羊成纤维细胞的培养 
采用组织贴壁法分离原代成纤维细胞，组

织在培养皿里培养 2 d 后，显微镜下明显观察

到组织边缘细胞逐渐分离生长，形成细胞晕。

培养 4 d 后(图 2A)，细胞密度达到 60%，细胞

形态清晰透明，呈梭形，此时弃去组织块，待

细胞密度长满后进行传代。传代 2 d 后(图 2B) 

欧拉藏绵羊成纤维细胞形态稳定、边缘清晰、

生长力良好，此时表明成功获得欧拉藏绵羊成

纤维细胞。 

2.2  sgRNA 表达载体的构建与鉴定 
线性载体 PCR 结果表明 (图 3)，获得      

14 900 bp 的目的条带，完成初步鉴定。然后将

阳性单克隆菌落进行常规 Sanger 测序，连接

sgRNA 片段的序列、位置与方位均与实验预期

相符 (图 4)，这表明欧拉藏绵羊 FecB 基因

sgRNA 细胞载体构建成功。 
 

表 3  FecB 和 GDF9 基因目标位点扩增引物 
Table 3  Primers for genotyping and amplifying 
Cas9/sgRNA targeted FecB and GDF9 gene 
fragments 
Primer Sequence (5′→3′) 

FecB-F AGGTCCAGAGGACGATAGCA 

FecB-R AGGAAACCCTGAACATCGCTAA 

GDF9-G1-F CAGTGTTGTAGAGGTGGCGT 

GDF9-G1-R TGGTTTTGCTGCTTTGCCTG 

GDF9-G4-F GGAATATTCACATGTCTGTAAATTTTA

CATGTTCG 

GDF9-G4-R GAGGGAATGCCACCTGTGAAAAGCC 

GDF9-G8-F GGTCTTGGCACTGAGGAGTC 

GDF9-G8-R ACACCCTCAGCAGCTTCTTC 
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图 2  欧拉藏绵羊成纤维细胞系(40×)   A：原代培养. B：传代培养 

Figure 2  Ouler Tibetan sheep fibroblast cell line (40×). A: Primary culture. B: Subculture. 

 

 
 

图 3  质粒酶切电泳检测   M：DNA 相对分子质

量标准. 1：BspQI 酶切线性化载体 

Figure 3  Plasmid digestion electrophoresis. M: 
Trans8K® Plus DNA marker. 1: BspQI digestion of 
linearized vectors. 
 

2.3  sgRNA 表达载体转染细胞后 FecB、

GDF9 基因靶位点突变检测 
Blasticidin 药物筛选细胞 48 h 后，大量细

胞死亡，裂解剩余细胞提取基因组 DNA，使用

高保真酶扩增基因组目的片段。用表 2 的 FecB

基因、GDF9 基因目标位点扩增引物退火形成

PCR 产物，并鉴定 10 g/L 琼脂糖凝胶电泳后

PCR 产物的条带大小(图 5)，与实验预期结果

比对，将正确的 PCR 产物进行 Sanger 测序，

用 DNAMAN 软件将样品 PCR 的测序结果与

NCBI 数据库绵羊 FecB 野生型基因进行比对，

测序结果显示(图 6)，epi-ABEmax 编辑窗口的

+7 碱基 A 与 G 位置出现了明显的双峰，对照

物 WT 未出现叠峰，此结果表示目标位点的腺 

 

 
 

图 4  FecB-sgRNA-epi-ABEmax 和 GDF9-sgRNA- 

epi-BE4max 载体 Sanger 测序结果   斜体标记酶

切位点 

Figure 4  Sanger sequencing results of FecB-sgRNA- 
epi-ABEmax and GDF9-sgRNA-epi-BE4max vectors. 
The restriction sites are marked in italics. 
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图 5  基因 GDF9 与 FecB 各靶位点 PCR 鉴定结果   A：GDF9 各靶位点 PCR 鉴定结果. M：Trans2K® 

Plus DNA marker；1：GDF9-G1-sgRNA 阴性对照；2：GDF9-G1-epi-BE4max；3：GDF9-G4-sgRNA 阴

性对照；4：GDF9-G4-epi-BE4max；5：GDF9-G8-sgRNA 阴性对照；6：GDF9-G8-epi-BE4max. B：FecB

靶位点 PCR 鉴定结果. M：Trans2K® Plus DNA marker；1：FecB 阴性对照；2：FecB-epi-ABEmax  

Figure 5  PCR identification results of GDF9 and FecB target sites. A: PCR identification results of GDF9 
target sites. M: Trans2K® Plus DNA marker; 1: GDF9-G1-sgRNA negative control; 2: 
GDF9-G1-epi-BE4max; 3: GDF9-G4-sgRNA negative control; 4: GDF9-G4-epi-BE4max; 5: 
GDF9-G8-sgRNA negative control; 6: GDF9-G8-epi-BE4max. B: PCR identification results of FecB target 
sites. M: Trans2K® Plus DNA marker; 1: FecB negative control; 2: FecB-epi-ABEmax. 

 
嘌呤(A)已成功实现定点突变，该位点被编辑

为鸟嘌呤(G)。测序结果还显示，在 BE4max

编辑窗口的 G1、G4 和 G8 在相应靶位点均出

现重叠峰，其中 G4 靶点处重叠峰明显。此结

果表明目标位点的胞嘧啶(C)和鸟嘌呤(G)均已

成功实现定点突变，依次被编辑为胸腺嘧啶

(T)和腺嘌呤(A)。以上结果证实了 ABEmax 与

BE4max 系统对绵羊 FecB、GDF9 基因有一定

的编辑效果。 

2.4  FecB、GDF9 基因靶位点 T-A 克隆测

序结果分析 
FecB 基因 T-A 克隆测序结果显示(图 7)，

9 个样品为有效结果发生正确突变，14 个样品

为无效结果未发生突变，epi-ABEmax 系统的编

辑窗口为+4 或+7 位，目标位点的编辑效率达到

39.13% (9/23)。GDF9 基因 T-A 克隆测序结果

表明，G1 位点 38 个有效结果中出现 4 个正确

突变，1 个非目标突变，有效编辑率为 10.52%；

G4 位点 15 个有效结果中出现 4 个正确突变，

1 个非目标突变，有效编辑率为 26.67%；

G8 位点 25 个有效结果中出现 2 个发生正确突

变，1 个非目标突变，有效编辑率为 8.00%。 

3  讨论 

基因编辑技术已广泛应用于家畜抗病、

高产的新品种培育研究中，本团队已经创建

了抗病基因组编辑牛培育技术体系，先后通过

ZFN (锌指核糖核酸酶)、TALENs (转录激活因

子样效应物核酸酶)和 CRISPR/Cas9 三代基因

编辑技术联合体细胞克隆技术培育出人溶菌

酶基因编辑抗乳腺炎高产奶牛、SP110 基因编

辑抗结核奶牛和 NRAMP1 基因编辑抗结核奶

牛[29-31]，其中前 2 类产品现已完成环境释放，

2020 年获批了中华人民共和国农业农村部安全 
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图 6  靶位点测序峰图   箭头指向为突变靶位点；PAM 区域标记下划线 

Figure 6  Sequencing peak diagram of target sites. The arrow points to the target mutation; the PAM area is 
marked with an underscore. 

 

 
 

图 7  基因 FecB 和 GDF9 各位点编辑效率 

Figure 7  The editing efficiency of FecB 和 GDF9 genes at each point. 
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证书，达到农业转基因牛新品系认定标准。但

单碱基基因编辑技术在家畜育种上的应用尚需

深入研究。 

目前已报道 2 类 DNA 碱基编辑器，将

C-G 碱基对转换为 T-A 碱基对的胞嘧啶碱基

编辑器(cytosine base editors, CBE)和将 A-T 碱

基对转换为 G-C 碱基对的腺嘌呤碱基编辑器

(adenine base editors, ABE)。CBE 和 ABE 系统

可以介导所有 4 种可能的过渡突变(C 到 T、A

到 G、T 到 C 和 G 到 A)。单碱基编辑系统已

成功应用于人类细胞、斑马鱼、小鼠、兔、大

豆、猪及植物等各种实验材料[32-34]。Liu 等运用

NG-ABEmax 系统在兔胚胎中实现 75%–100%

和 80%–100%的靶向突变效率，创建了具有精

确定点突变的新兔子模型，证明了单碱基编辑

系统的高效性并扩大了兔子的基因组靶向范

围[35]。单碱基编辑系统在大动物的应用中已有

先例，袁泓明[36]使用 BE4-Gam 与 AncBE4max

系统对猪胚胎进行单碱基编辑，获得 GGTA1 与

B4galNT2 基因单位点突变的大白猪，并通过体

细胞核移植技术获得基因突变的香猪。张坤团

队在牛胚胎中显微注射 BE3 与 ABE7.10 对

SMAD4 基因进行编辑，发现 BE3 对基因靶位点

6 与 7 位的编辑效率分别为 86.3%和 85.4%，

ABE7.10 对靶位点编辑效率为 79.4%。同时利

用 BE3 在牛胚胎中提前引入 CDX2 基因终止密

码子，发现 BE3 能够在牛胚胎中进行高效率的

基因敲除[37]。Zhou 等使用 ABEmax 系统，成功

地生产下 8 只滩羊，其中有 6 只滩羊发生 FecB

基因定点突变，2 只未发生突变，在新生羔羊

中，FecB 基因定点突变效率为 75%[38]。 

欧拉藏绵羊成纤维细胞 GDF9 基因靶位点

(G260、G721、G1184)成功实现了从 A 到 G

和从 C 到 T 的碱基突变，这与预期突变位点

相符，经 T-A 克隆检测测序结果分析，编辑效

率分别为 10.52%、26.67%和 8.00%。相较于陈

玉林团队使用 CRISPR-Cas9 系统定点突变绒

山羊 GDF9 基因的 G231 位点获得 24%的编辑

效率[39]，本研究使用的 BE4max 系统在该基因

G4 位点上的表现更佳，但在 G1 和 G8 位点上

则较差。这可能由于突变位点的上下游序列未

完全符合 APOBEC1 脱氨酶的特异性(为 TC 或

CC 序列)[19]以及载体体积过大导致细胞转染

效率降低相关。此外，本研究在 G1、G4 及

G8 位点附近均发现了非目标 C 至 T 的转换，

但未发现有 indels 或其他非预期突变(如 C 到 G

或 A)。非目标位点突变的产生与 APOBEC1 脱

氨酶的高活性相关[40]，对于靶点 C 上游为 T

的序列(即 T-C 序列)，如 G8 位点，可使用

APOBEC3A 结构域来降低非目标 C 的编辑[41]。

而对于 G1 位点(G-C 序列)，可通过 BE-PACE

技术改进后的脱氨酶提高其在 GC 序列中的编

辑效率[42]。 

孙嘉媛等[43]利用 xCas9-ABE、ABEmax4、

xCas9-BE4 和 BE4max 四种新型单碱基编辑器

靶向绵羊 FecB 多胎基因实现定点突变，结果显

示在绵羊细胞中，ABEmax 编辑效率为 46.15%，

xCas9-ABE 的编辑效率为 38.46%，对比得知

ABEmax 系统更适合绵羊单碱基编辑的应用。

Fu 等[44]筛选出 NG-ABEmax 变体，该变体有着

更优越的编辑效率与更宽阔的编辑窗口，能在

ABEmax 系统无法访问的位置进行有效编辑。

epi-ABEmax 系统是 NG-ABEmax 系统的变体，

能将 sgRNA序列与 ABEmax系统整合到一个载

体上，该载体便于操作且具有更好的可控性和

更少的副产物。本研究则利用 epi-ABEmax 系

统与电击转染技术编辑欧拉藏绵羊成纤维细胞

FecB 多胎基因，经 Sanger 测序可知，欧拉藏绵

羊成纤维细胞 FecB 基因靶位点(p.Q249R)成功

实现了 A 到 G 的碱基突变，这与预期突变位点
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相符，T-A 克隆检测测序统计结果高达 9/23 

(39.13%)。丁一格[45]曾发现 ABE7.10、ABEmax、

xCas9-ABE 三种碱基编辑器在滩羊细胞上均具

有较好的基因编辑效果，其中 ABEmax 编辑效

率最高，可达 7/13 (53.85%)，并引入了预期点

突变。本研究细胞层面上的编辑结果略低于

53.85%，这可能是由于 epi-ABEmax 同时连接

sgRNA 序列、ABE 编辑系统与 blasticidin 抗性

序列等组分，导致载体体积过大降低了细胞转

染效率。 

在单碱基编辑的研究中，也许会出现质粒

随机整合的问题，即质粒整合至细胞基因组从

而导致药物无法筛除，这种细胞的基因组完整

性受到了破坏，不能用于后续的核移植实验，

细胞安全性可在实验后期进行全基因组测序检

验。Bystander 突变也是碱基编辑的常见问题，

即目标碱基外发生突变。结果显示 FecB 基因在

A7 编辑了，A4 没有编辑，而 GDF9-G1 位点在

C6 发生了 Bystander 突变，GDF9-G4 位点在

G5、G7 发生了 Bystander 突变，GDF9-G8 位点

的 G7 也发生了 Bystander 突变，或许是因为

BE4max 编辑系统的精确性较低，藏绵羊原代

细胞电转效率较低等原因。后期筛选 FecB 基因

突变与 GDF9 基因突变的单克隆细胞时，都可

以利用 Sanger 测序的方法检测阳性细胞单位点

突变结果，获得正确多位点突变的细胞可用于

后续的细胞核移植实验。 

综上所述，本研究利用单碱基编辑系统实

现了欧拉藏绵羊成纤维细胞 FecB 基因与 GDF9

基因单碱基突变，为后期欧拉藏绵羊成纤维细

胞定点编辑 FecB、GDF9 基因以及后期单克隆

细胞的筛选，克隆胚胎的构建与克隆胚胎移植

等动物生物技术的应用奠定了理论基础，为改

良欧拉藏绵羊的繁殖性状，进而提高其育种生

产能力提供了技术依据。 

4  结论 

本研究使用单碱基编辑系统构建欧拉藏绵

羊 FecB、GDF9 基因 sgRNA 表达载体，并实现

了欧拉藏绵羊 FecB 与 GDF9 基因共 4 个靶位点

A 到 G 与 C 到 T 的碱基突变，编辑效率分别为

39.13%、10.52%、26.67%与 8.00%。研究结果

可为改良欧拉藏绵羊繁殖性状及绵羊的繁殖生

产提供一定参考。 
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