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·基础研究·

基于 CRISPR/Cas9基因编辑技术的 EGFP基因定点整合表达 *

郗永义 吴晓洁 林艳丽 钟荣斌 周艳荣 陈红星 王友亮△

（军事科学院军事医学研究院生物工程研究所 北京 100081）

摘要 目的：利用 CRISPR/Cas9基因编辑技术，实现 EGFP基因在 CHO细胞 ACTB基因座位置定点整合和表达，建立基于

CRISPR/Cas9技术的外源基因定点整合和表达技术。方法：根据 CHO细胞茁-actin(ACTB)基因起始密码子区基因序列，设计相应
CRISPR/Cas9系统，同时构建含有 ACTB同源臂和 EGFP基因的同源供体载体（donor vector），通过脂质体转染法同时转染

CRISPR/Cas9和供体载体，流式分选 EGFP阳性细胞，分析基因编辑技术在 EGFP基因定点整合和表达方面的可行性。结果：构建

了能有效切割 CHO细胞 ACTB基因的 CRISPR/Cas9系统，筛选到 EGFP定点整合至 ACTB基因座并有效表达的细胞，ACTB基

因缺失后由于 酌-actin代偿性表达增强，ACTB缺失细胞形态和生长未受影响。结论：单纯依靠基因编辑技术可以实现 1 kb以内

的基因同源置换，但效率较低，如实现更大片段的外源基因置换，需借助其它实验技术。
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Site-directed Integrated Expression of EGFP Gene Based on CRISPR / Cas9
Gene Editing*

To use CRISPR / Cas9 gene editing technology to achieve the site-specific integration and expression of

EGFP gene in the ACTB locus of CHO cells, and establish the site-directed integration and expression of exogenous genes based on

CRISPR / Cas9 technology. The CRISPR / Cas9 system was designed according to the start codon region of 茁-actin (ACTB)
gene in CHO cells. At the same time, a homologous donor vector containing ACTB homology arm and EGFP gene was constructed. The

transfection of CRISPR / Cas9 plasmid and donor vector was carried out by Liposomes transfection method. The EGFP positive cells

were sorted by flow cytometry. The feasibility of gene editing in the site-specific integration and expression of EGFP gene was analyzed.

The CRISPR / Cas9 system effectively cut the ACTB gene of CHO cells. The EGFP expressed efficiently in the ACTB locus.

After ACTB gene deletion, the compensatory expression of 酌-actin was enhanced, and CHO cell growth well. Genomic re-

placement within 1 kb can be achieved by simply relying on gene editing techniques, but the efficiency is low. To achieve exogenous

gene replacement of larger fragments, other experimental techniques are needed.
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前言

由于缺乏高效的基因同源重组技术，转基因动植物研究

中，外源基因多是以非定点整合方式进入细胞染色体组，并且

其表达调控框架也不是宿主细胞自身的。虽然目前还没有明确

证据证明其危害，但如果能将外源基因定点整合至细胞特定位

置，利用细胞自身表达调控元件表达外源基因，其有可能降低

外源遗传物质对宿主细胞遗传功能的影响，这也是转基因动植

物研究面临的技术难题。利用锌指核酸酶（zinc finger nuclease,

ZFN）、转录激活样效应因子核酸酶（transcription activator-like

effector nuclease, TALEN）和 CRISPR（Clustered Regularly Inter-

spersed Short Palindromic Repeats）/Cas9（CRISPR- associated 9）

等基因编辑技术[1-4]，造成 DNA双链断裂，细胞启动修复机制，

在外源同源供体存在情况下，细胞利用外源供体进行同源重组

修复，进而实现外源基因的定点整合和表达。CRISPR/Cas9技

术可以将寡核苷酸片段（≤ 100 bp）定点整合的效率提高至
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100-10000倍[5]，更长片段（大于 600 bp）的外源基因定点整合的

报道还比较少（事实上，转基因动植物外源基因的表达框都在

数百 bp、甚至几千 bp左右）。本研究拟借助 CRISPR/Cas9基因

编辑和同源重组技术，研究 EGFP外源基因定点整合的效率和

相关技术要点，为后续外源基因定点整合研究积累技术资料。

1 材料与方法

1.1 材料

Q5高保真 DNA聚合酶、dNTPs、T4 DNA连接酶、BbsI限

制性内切酶购自 Invitrogen 公司；pEASY-blunt 试剂盒购自

transgen公司；T7E1酶、CRISPR/Cas9构建试剂盒购自唯尚立

德公司；DNA凝胶回收试剂盒、高纯度质粒提取试剂盒购自

Tiangen公司；Jetprime转染试剂购自 Polyplus公司；胎牛血清、

二甲基亚矾（DMSO）购自 Sigma公司；DMEM/F12培养基、

0.25%胰酶 /EDTA购自美国 Gibco公司；茁-actin抗体和酌-actin

抗体购自 RD公司；光学显微镜购自尼康公司；NanoDrop浓度

定量仪、细胞培养温箱购自赛默飞世尔公司；PCR基因扩增仪

购自 BIO-RAD公司；电泳仪、水浴锅购自六一仪器厂；CHO细

胞由本课题组保存。

1.2 方法

1.2.1 CHO细胞 ACTB 基因序列鉴定 使用 DMEM/F12 培

养基 +10%胎牛血清培养基培养 CHO细胞，酚 -氯仿提取法提

取 CHO细胞基因组 DNA，使用 Q5高保真 DNA聚合酶，用引

物 CHO-U1和 CHO-D1 扩增 ACTB 基因起始密码子区（-410

至 -119）291 bp的片段，用引物 CHO-3-U1和 CHO-3-D1扩增

ACTB基因终止密码子区（-88至 +323）411 bp的片段（引物序

列见表 1），1%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR结果，DNA凝胶回收

试剂盒回收目的片段，NanoDrop测定 DNA片段浓度，连接至

pEASY-blunt载体，转化 DH5琢感受态细胞，涂 Amp抗性平

板，次日每个平板挑取 3个克隆，委托中美泰和公司测序。

表 1 PCR扩增引物序列

Table 1 PCR amplification primer sequences

Prime Name Prime sequence

CHO-U1 5'- GTGCGTATTGAGACTTGGAGCG-3'

CHO-D1 5'- CCAAACTCAGGGGACAAAGGAA-3'

CHO-3-U1 5'-CTCACTGTCCACCTTCCA-3'

CHO-3-D1 5'-GACTTCCTGTAGCCATCTC-3'

CHO-LU1 5'-GGGGATCCTTTTTTGCAAAAGGAGGGGAGA-3'

CHO-LD1 5'-ACAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATGGCGAACTATATCAGGGCAC-3'

EGFP-U 5'-GTGCCCTGATATAGTTCGCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT-3'

EGFP-D 5'-ACACAGCTCAGTAACAGTCCGCCTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC -3'

CHO-3-LU1 5'-GGCATGGACGAGCTGTACAAGTAGGCGGACTGTTACTGAGCTGTGT-3'

CHO-3-LD1 5'-CCAAGCTTCTAGTCTAGAGGCAAGCCCTGGCT-3'

1.2.2 sgRNA 设计及 CRISPR系统构建 选择含有 CHO 细

胞基因组信息的 sgRNA设计网站（https://crispr.cos.uni-heidel-

berg.de/）设计相应 sgRNA。设计原则[6,7]：ACTB基因 ATG起始

密码子 gRNA选择区域为起始密码子 ATG上游 300 bp，sgR-

NA长度限定为 20 bp，第一个碱基必须是 G，设计 sgRNA数量

为 6个（表 2：ATG-1至 6）；ACTB基因 TGA终止密码子 gR-

NA选择区域为终止密码子 TGA下游 300 bp，sgRNA长度限

定为 20 bp，第一个碱基必须是 G，sgRNA设计数量为 6个（表

2：TGA-1至 6）。sgRNA的序列见表 2。

gRNA gRNA Sequence（5'-3'） PAMSequence

ATG-1 GCTGCGCTCGTTGTCGACAA CGG

ATG-2 CTCGTTGTCGACAACGGCTC CGG

ATG-3 GCTCCGGCATGTGCAAAGC CGG

ATG-4 GCATGTGCAAAGCCGGCTTCG CGG

ATG-5 GCCGTCTTCCCATCCATCGT GGG

ATG-6 GTAGGTGACCCTTCCCTTTG CGG

TGA-1 GACCCATGATGGGCCCTTCC AGG

TGA-2 CAGGTCAACCCCTTGACTG TGG

TGA-3 CCCTTGACTGTGGGTAAGAC AGG

TGA-4 CACACAGAGTACTTGCGCTC AGG

TGA-5 AAGCAGGAGTACGATGAGTC CGG

TGA-6 TTGCGGTGGACGATGGAGGG CGG

表 2 gRNA序列

Table 2 gRNA sequences
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根据 sgRNA序列，合成正反向互补序列，并在正向序列前

方加入 AAACACCG，在反向序列末尾加入 CAAAATCTC，而

后按照 CRISPR/Cas9载体试剂盒说明书，将正反向互补引物溶

解为 100 mM，1:1混合后 98℃加入 5 min，后自然冷却至室温。

而后使用 T4 DNA连接酶连接各 sgRNA片段和 CRISPR/Cas9

载体，转化 DH5琢感受态细胞，涂 Amp抗性平板，次日每个平

板挑取 2个克隆，提取质粒，并测序验证，构建 pCAG-Cas9-gR-

NA载体。

1.2.3 T7E1酶鉴定 sgRNA活性 按照 Jetprime转染试剂说

明，传代 CHO-K1细胞至 48孔板（2万细胞 /孔），次日细胞汇

合度达到 90%时开始转染。每孔细胞培养基为 300 滋L，Jet-
prime转染试剂 30 滋L，其中含 sgRNA质粒 0.3 滋g，jetprime脂
质体 0.6 滋L，按照转染试剂操作说明，上述混合物静置 10 min，

而后均匀加入到各细胞孔，转染 6 h后更换新鲜生长培养基，

48 h后收集和提取细胞基因组 DNA。PCR扩增目的基因区域

（方法见 1.2.1）。而后将该 PCR产物加热至 98℃，并自然冷切

至室温。取 10 滋LPCR产物加入 0.5 滋LT7E1酶，37℃放置 30

min（具体操作见 T7E1酶说明书），3%琼脂糖凝胶电泳检测酶

切结果，计算各 sgRNA引导Cas9核酸酶切割目的基因的活性。

1.2.4 同源重组 EGFP供体载体构建 根据 GeneBank网站公

布的 CHO细胞 ACTB基因组信息，使用 Q5高保真 DNA聚合

酶，用引物 CHO-LU1和 CHO-LD1扩增 ACTB基因起始密码

子前 1204 bp的序列，用引物 CHO-3-LU1和 CHO-3-LD1扩增

ACTB 基因基因终止密码子后 614 bp 序列（引物序列见表

1），，连接入 pEASY-Blunt载体后测序验证，作为同源供体载体

左右同源臂。用引物 EGFP-U和 EGFP-D，从 p-EGFP-N1载体

上扩增出 EGFP基因序列（引物序列见表 1），连接构建同源供

体载体 pEASY-LA-EGFP-RA。

1.2.5 CRISPR/Cas9系统和 EGFP供体载体共转染 CHO细胞

及细胞单克隆筛选 传代 CHO细胞至 24孔板，次日待细胞

生长汇合度达 90%，按照 jetprime转染试剂操作说明进行转

染，每孔细胞含有 0.5 mL培养基，取 50 滋L Jetprime buffer，加

入 0.5 滋g高活性的 CRISPR/Cas9载体（靶向起始密码子区域

和靶向终止密码子区域的 CRISPR/Cas9质粒各 0.25 滋g）和 0.5

滋g的 pEASY-LA-EGFP-RA，混匀静置 10 min，加入细胞培养

上清并缓慢混匀。转染 36 h 后使用流式细胞分选仪，分选

EGFP阳性细胞，进行细胞单克隆（单克隆用培养基为含有

10%胎牛血清的 DMEM/F12培养基）。

1.2.6 EGFP置换 ATCB阳性细胞克隆鉴定 使用荧光显微

镜观察各单克隆细胞 EGFP表达情况，筛选有绿色荧光的细胞

克隆，进行基因 PCR鉴定，并使用抗 酌-actin和 茁-actin抗体检
测细胞内 actin蛋白表达情况。分析总结 CRISPR/Cas9基因编

辑技术结合同源重组技术在 EGFP基因置换 ACTB内源基因

方面的技术可行性。

1.3 统计学分析

sgRNA活性鉴定实验，每个 sgRNA实验均设置 2个复孔。

T7E1实验中，各 sgRNA活性计算公式为：%indel=100× (a+b)/

(a+b+c)，a和 b表示被切割后的片段灰度值，c表示未切割的片

段灰度值。

2 结果

2.1 CHO细胞 ACTB基因座序列鉴定

使用 CHO-U1 和 CHO-D1，CHO-3-U1 和 CHO-3-D1 两对

引物，按照预先设定的实验条件，扩增到和预期大小一致的特

异性靶基因（图 1），测序结果和网上公布的 CHO细胞 ATCB

基因起始密码子前序列（-410bp至 -119bp）、终止密码子后序列

（-88 bp至 +323 bp）一致，提示本研究可以按照该序列设计

sgRNA。

2.2 sgRNA设计及活性鉴定

根据 CHO 细胞 ACTB 基因测序结果和 sgRNA 设计原

则，本研究每个基因靶点均设计了 6条 sgRNA（见表 2）。sgR-

NA活性分析实验中，PCR扩增产物经 T7E1酶切后电泳显示，

靶向 ATG位置的 6条 sgRNAs，ATG-2和 ATG-6两条 sgRNA

活性最强，切割效率均达到 15%，其它几条 sgRNA 活性在

5-10%左右（图 2）。而靶向 TGA位置的 6条 sgRNAs，TGA-2活

性最强，切割效率达 14%，另一条是 TGA-5（切割活性为

10%），其它几条 sgRNA活性不到 5%（图 3）。

2.3 EGFP基因置换 CHO细胞内 ACTB基因

根据 sgRNA活性检测结果，本研究选用 ATG-2和 TGA-2

作为引导 Cas9核酸酶切割 ACTB基因的 sgRNA。CHO细胞

转染实验中，同时转染含有 ATG-2和 TGA-2的 CRISPR系统、

以及含有 EGFP的供体载体。流式分选和单克隆培养出共 80

个单克隆，其中筛选到强 EGFP表达的细胞克隆 2株，弱 EGFP

表达的细胞克隆 4株（图 4）。PCR结果显示强 EGFP表达的细

胞株是 EGFP双置换 ACTB（ACTB-/-, EGFP+/+），而 EGFP 表达

较弱的细胞株为 EGFP单置换 ACTB（ACTB+/-, EGFP+/-）（图5）。

图 1 CHO细胞 ACTB基因扩增结果

Fig.1 ACTB gene amplification results in CHO cells
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图 2靶向 ATG区域的 sgRNA活性测定

ATG-1左侧泳道为 PCR产物电泳结果，右侧为 PCR产物经 T7E1酶切电泳结果，余此类推。ATG-7为空 CRISPR载体转染对照。

*表示 T7E1酶切产生条带。M为 100bp DNA Ladder（从下往上依次为 100，200，300，400，500，600，700，800，900，1000，1500bp）。

Fig.2 sgRNA activity targeting the ATG region

The left lane of ATG-1 is PCR product electrophoresis, the right side is T7E1 digestion of PCR product. ATG-7 was empty CRISPR vector control.

* The band cut by T7E1. M is 100 bp DNA Ladder (from bottom to up: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500 bp).

2.4 CHO细胞 ACTB基因被置换后细胞分子表型变化

EGFP置换 CHO细胞 ACTB基因后，细胞形态和生长状

态并未发生明显变化（见图 6），Western-blotting 实验结果显

示，EGFP双置换后的 CHO细胞内 茁-actin蛋白（ACTB基因表
达产物）条带消失，而 酌-actin 蛋白条带明显增强，提示 EGFP

基因置换掉 ACTB基因后，其 茁-actin蛋白缺失会通过 酌-actin
蛋白代偿性表达增强弥补，从而保证细胞骨架和细胞形态的完

整性。

3 讨论

3.1 CRISPR/Cas9系统及 sgRNA设计

CRISPR系统是存在于细菌和古生菌中用于抵抗外源病毒

（噬菌体）攻击的免疫系统[8,9]，噬菌体首次攻击细菌时，细菌会

切割下噬菌体的一部分基因（protospacer）整合至自身染色体上

的CRISPR基因座中，作为对该噬菌体的识别标记，而当该噬菌

体再次攻击细菌时，细菌自身 CRSPR基因座上 protospacer通

过基因互补结合方式识别噬菌体身份，并启动 CRISPR系统的

核酸酶活性，酶解噬菌体，因此，CRISPR系统也称为细菌的获

得性免疫系统。CRISPR系统识别和抵抗入侵噬菌体的主要元

件有两部分，一是 gRNA，即细菌切割下噬菌体部分基因（pro-

tospacer）的转录产物，二是核酸内切酶，不同 CRISPR 系统的

核酸酶也不一样，用于基因编辑的核酸酶是 II型 CRISPR系统

图 3靶向 TGA区域的 sgRNA活性测定

TGA-7为空 CRISPR载体转染对照。*表示 T7E1酶切产生条带，M为 100bp DNA Ladder。

Fig.3 sgRNA activity targeting the TGA region

ATG-7 was empty CRISPR vector control. * The band cut by T7E1.

图 4 EGFP表达阳性细胞克隆镜下观察上图

6号克隆(ACTB-/-；EGFP+/+)；下图：2号克隆(ACTB+/-；EGFP+/-)。

Fig.4 Positive EGFP expression cells expressed EGFP

Upper: clone 6 (ACTB-/-; EGFP+/+); Lower: clone 2 (ACTB+/-；EGFP+/-).
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图 6 Western-Blot鉴定 EGFP阳性细胞内 茁-actin和酌-actin表达情况上
图：WB检测 茁-actin表达情况（左侧：抗 茁-actin检测结果；右侧：抗

gapdh检测结果）；下图：WB检测 酌-actin表达情况（左侧：抗 酌-actin检
测结果；右侧：抗 gapdh检测结果）。"EG+/+"表示 EGFP双置换细胞

（EGFP=+/+, ACTB-/-）；"Wt"表示野生型 CHO-K1细胞

Fig. 6 Expression of 茁-actin and 酌-actin in EGFP-positive cells. Upper
panel: WB detection of 茁-actin expression (left: anti-茁-actin test; right:
anti-gapdh test). Lower panel: WB detection of 酌-actin expression (left:
anti-酌-actin test results; right: anti-gapdh test results). "EG+/+" indicates

EGFP double-substituted cells (EGFP =+/+, ACTB-/-); "Wt" indicates wild

type CHO-K1 cells

的 Cas9核酸酶。gRNA功能是靶向识别（结合）外来噬菌体，

Cas9核酸酶会酶切 gRNA靶向结合的入侵噬菌体。2012年末，

Emmanuelle Charpentier和 Jennifer A. Doudna首次在体外阐明

了该系统的作用机制和原理[10]，2013年，张锋等检验了该系统

用于真核细胞基因组编辑的可行性[4,6,11,12]，很快，该系统在包括

植物细胞、哺乳动物细胞、昆虫细胞、酵母细胞、斑马鱼细胞、干

细胞、疟原虫等[13-17]多种生物中验证了其基因组编辑的可操作

性和便捷性。

CRISPR/Cas9基因编辑系统的效率与 sgRNA序列及二级

结构、靶基因序列组成和空间结构、sgRNA靶向特异性等因素

有很大关系[18-20]。sgRNA设计的基本原则有四条，即 gRNA长

度在 20 bp左右，sgRNA后面必须是 NGG（N代表 A、G、C、T

任意一个）序列（即 PAM序列），gRNA序列（尤其是前 12 bp）

靶向唯一性要好，gRNA转录起始第一个碱基是 G（部分启动

子需要 GG开头）。目前有许多关于 sgRNA优化设计的文献，

比如 sgRNA最后一个碱基最好是 G或 C等等。但从本次实验

结果来看，这些技巧对于 sgRNA设计和筛选似乎帮助不大。如

要筛选到高效率的 SgRNA，每个靶基因至少设计 3个 sgRNA。

另外，sgRNA靶向特异性必须要好，特别是 0-12 bp位置，最好

不要有非特异靶向序列，否则，CRISPR/Cas9会非特异切割细

胞基因组，一方面会大大降低基因编辑效率，另一方面也会对

已编辑成功的细胞活性造成威胁。

3.2 EGFP基因定点置换 ATCB效率

基因编辑技术已经在基因敲除方向显示出极大的便利性
[21-23]和市场价值，如中科院高彩霞课题组利用基因编辑技术成

功培育了抗白粉病的基因编辑小麦[24]，美国基于基因编辑技术

的蘑菇和玉米已获得美国农业部和 FDA批准上市。在基因定

点突变、小片段基因敲除和插入也显示出一定的优势，如基于

锌指核酸酶技术的干细胞治疗艾滋病和地中海贫血已进入临

床 I期研究阶段[25]，基于 CRISPR-Cas9基因编辑技术的肿瘤细

胞治疗早在 2016年在中国开展实施，京都大学 iPS细胞研究

和应用中心（CiRA）的研究人员在携带突变 dystrophin基因的

小鼠胚胎细胞中注射 CRISPR/Cas9系统，用于纠正 dystrophin

基因突变，而后将已纠正的胚胎细胞输入野生型雌性小鼠体

内，这样子代小鼠即可具有正常的 dystrophin和骨骼肌功能，

而且即使是只有 17%的细胞得到纠正也能令其骨骼肌恢复功

能[26]，这种技术虽然目前还不能应用于人类，但这一概念为未

来治疗成人遗传性疾病带来了希望，通过 CRISPR等基因编辑

技术治疗雷伯氏先天性黑内障（LCA10）可能是最早上市的基

图 5 EGFP表达阳性克隆 PCR鉴定分析

1-6：6个 EGFP表达阳性细胞克隆，7：阴性对照。上图：EGFP基因置

换后 ACTB基因 5'鉴定（=1600bp）；中图：EGFP基因置换后 3'测定

（片段 =690bp）；下图：ACTB同源臂外侧扩增鉴定（未发生置换时

ACTB扩增条带为 3993bp，发生 EGFP基因置换后扩增条带为

2828bp）

Fig.5 PCR identification analysis with EGFP positive clones

Lane 1-6: six EGFP positive cell clones, Lane 7: Negative control. Upper

panel: 5 'identity results (= 1600 bp) when EGFP gene replaced ACTB;

middle panel: 3 'identity results (= 690 bp) when EGFP gene replaced

ACTB; lower panel: Full ACTB gene amplification results (ACTB band

was 3993 bp. The2828 bp bandwere amplified if EGFP gene replaced

ACTB gene)
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因编辑治疗成人遗传病生物技术产品。而基因基因编辑技术的

大片段基因置换，较少有成功案例报道，一些基于基因编辑和

同源重组的基因置换片段也只有几十 bp，多是置换入一个酶切

位点，以验证基因置换的有效性和可行性。本研究 EGFP置换

ACTB实验证实，外源大片段基因（大于 600 bp）置换也可以借

助基因编辑和同源重组技术实现，并可以利用內源基因表达调

控元件实现高效表达，但其置换效率与外源基因大小有密切关

系，如本实验中 EGFP（约 700 bp）定点整合置换的效率在 2-6%

左右，而本实验中做的另一项人溶菌酶基因（约 2500 bp）置换

效率就非常低，筛选了 300个克隆也未能筛选到阳性置换克

隆，借助 scr7等非同源重组抑制剂或许可以提高基因置换效率
[27-29]，另外，外源基因置换也可接入一个筛选标记（荧光标记或

抗性标记）来降低实验难度，后续可通过 Loxp技术去除筛选

标记。

3.3 ACTB是外源基因定点整合和表达的有效靶点

由于 ACTB存在于几乎所有类型细胞中，含量丰富且基因

（包括两端调控序列）较小，因此常被用于外源基因高效表达研

究对象。目前研究路线有两条[30-33]，一是在转基因动物研究领

域，将外源基因（多为 GFP）直接通过靶向性同源重组方式置于

受精卵细胞 ACTB基因第二外显子处（第一内含子处可能含有

表达调控元件），然后在胚胎或子代动物可以看到广泛的外源

基因表达（单 ACTB基因突变后子代动物除了体型偏小外，没

有其它异常，包括血象，血生化和 X射线检测情况）。另外一条

研究路线是将 ACTB的上游调控序列（包括第一内含子和第二

外显子起始端）和下游调控序列作为表达调控元件，表达外源

基因（用 gfp等作为检测基因），实验结果证明外源基因可以得

到很好的表达。本研究利用基因编辑技术，可以很便捷的实现

EGFP基因和 ACTB基因的置换和高效表达，且 EGFP置换

ACTB后细胞形态和生长速度没有明显改变[34]，提示 ACTB可

以作为外源基因定点整合表达的一个候选位点，进行其它转基

因动植物产品研究开发。
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