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摘要 目的：CRISPR/Cas9系统在斑马鱼的反向遗传学中的到了广泛应用，但突变基因的表型观察往往需要在突变鱼系的 F1中进

行，费时较长。LHX9作为 LIM家族的一种转录因子，在胚胎早期的泌尿生殖嵴中有广泛分布；且 LHX9基因敲除的小鼠存在性

腺发育不良。本研究拟通过一种新的 CRISPR/Cas9基因编辑技术，采用四条 sgRNA对 LHX9基因进行 VASA转基因斑马鱼的基

因敲除，以观察该基因缺陷对斑马鱼性腺发育的影响。方法：利用新的 CRISPR/Cas9技术，设计四条针对斑马鱼 LHX9基因 3号

外显子的 20bp的 sgRNA，通过非克隆体外转录得到靶位点的四条 sgRNA。将以上靶位点的四条 sgRNA与 Cas9核酸酶蛋白同时

注射入单细胞期的斑马鱼胚胎内，利用 PCR鉴定突变型类型和突变比例。通过对 LHX9基因突变体的 VASA转基因斑马鱼进行

荧光观察，发现 LHX9基因缺陷的斑马鱼性腺发育的情况。结果：靶向 Exon 3的四条 sgRNA可成功编辑斑马鱼 LHX9基因，敲

除效率高达 82%，Sanger测序发现产生 10种不同的移码突变类型。通过该方法对 VASA转基因斑马鱼的 LHX9基因进行编辑，

发现 LHX9基因突变导致 dph6的的斑马鱼原始生殖细胞增殖和迁移受到影响。结论：基于 4条 sgRNA注射的 CRISPR/Cas9技

术，可以快速地产生具有突变表型的 G0斑马鱼，具有应用潜力。LHX9基因敲除导致原始生殖细胞的发育和迁移受到影响,提示

该基因参与了斑马鱼早期性腺的发育。
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Using A newly Rapid CRISPR/Cas9 System to
Perform Genome Editing of Zebrafish LHX9 Gene

and Preliminary Screening Gonad Development in F0 Mutant*

CRISPR/Cas9 system has been widely used in reverse genetics of zebrafish, but it often takes longer time to

observe and screen phenotype of mutant genes in F1 of mutant fish lines. LHX9, the LIM homeobox gene, is widely expressed in

urogenital ridges in early embryonic stage. In LHX9 knockout mice, somatic cells of the genital ridge fail to proliferate, leading to

disturbence of gonads formation. In this study, four sgRNAs were designed to target the LHX9 gene in VASA transgenic zebrafish by a

new CRISPR/Cas9 gene editing technique to rapidly observe the effect of LHX9 knockout in the gonad development of zebrafish.

Four 20bp sgRNAs targeting exon 3 of zebrafish LHX9 gene were designed. These sgRNAs were obtained by non-cloning in

vitro transcription. The mixture of four sgRNAs were injected into VASA transgenic zebrafish embryos at single cell stage together with

Cas9 nuclease. The mutation types and mutation proportions were identified by PCR and sequencing. The development of gonads in

zebrafish with LHX9 gene defect was observed by fluorescence microscopy in VASA transgenic zebrafish. Four sgRNAs

targeting Exon 3 could successfully edit the LHX9 gene of zebrafish. The knockout efficiency was as high as 82% , and Sanger

sequencing revealed 10 different types of shifting mutations. In a VASA transgenic zebrafish, it was found that the proliferation and

migration of primordial germ cells were affected if LHX9 gene was disturbed. CRISPR/Cas9 technology based on four

sgRNA injections can rapidly produce F0 zebrafish with mutant phenotype and has potential application . The knockout of LHX9 gene

affect the proliferation and migration of primordial germ cells, suggesting its role in the early development of gonads in zebrafish.
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前言

CRISPR/Cas9 系统 （clustered regularly interspaced palin-

dromic repeat CRISPR/Cas9）可以方便地用于斑马鱼胚胎的基

因编辑，在斑马鱼的反向遗传学研究中的到了广泛的应用，也

使线虫、果蝇和小鼠等其他动物模型中的基因功能、生理过程、

发育和疾病表型的研究得到了快速发展。然而，目前所通用的

Cas9/CRISPR基因敲除技术主要是通过设计一条与靶位点互

补的 sgRNA来对目标位点进行定向基因敲除，此方法所获得

的 F0代由于胚胎嵌合现象，通常无法观察到明显的敲除表型，

需要经过多代筛选至 F2代获得纯合的基因敲除个体后才能观

察到相应表型，此过程所需时间长，需要 6-9个月，过程繁琐，

在应用于对未知功能的基因进行初步筛选的过程中并不十分

适合。2018年，Roland[1]等发现了一种新的 Cas9/CRISPR基因

敲除技术，同时对斑马鱼胚胎进行靶位点的四条不同的 sgRNA

注射，以彻底破坏靶基因的功能，此技术可以仅在 F0代就观察

到与目的基因纯合敲除相似的表型，提高了对未知功能的基因

进行初步筛选的效率。

在哺乳动物的胚胎分化过程中，原始生殖细胞的迁移开始

于泌尿生殖嵴。而有研究发现，在小鼠胚胎的早期发育中，LIM

同源盒基因 9（LHX9）在泌尿生殖嵴处有明显的表达[2]。LHX9

属于 LIM同源家族的转录因子[3]，并且在各种神经系统结构，

比如脊髓中神经元[4]、间脑神经元[4]、下丘脑神经元[5]、小脑神经

元[6]中表达，以及发育中的四肢[6]，泌尿生殖器等组织中也有分

布。近年来，关于 LHX9在神经系统中的功能作用已有众多学

者进行了深入研究，2000 年，Birk[2]等学者观察到 LHX9在性

腺发育过程中具有关键作用。在敲除 LHX9的小鼠体内，性腺

体细胞出现增殖障碍，导致性腺的发育受到影响，并出现雌性

化表型。由于 LHX9与 LIM同源家族许多基因功能上的重复

性，跟其他与性腺发育有关的基因（比如类固醇生成因子 SF1,

wilms肿瘤抑制因子WT1等）不同，LHX9基因敲除的小鼠并

没有表现出除了性腺发育异常之外的其他系统的畸形[7]。我们

研究小组在对 46，XY性发育异常患者（46，XY DSD）进行二代

测序，发现部分患者携带 LHX9的基因突变[8]。然而，当前国内

外学者对于 LHX9在性腺方面的研究还不是很深入，且没有在

斑马鱼中进行 LHX9 的功能研究。本研究正是利用新的

Cas9/CRISPR 基因敲除技术在 VASA 转基因的斑马鱼中对

LHX9基因进行敲除，VASA基因作为不同物种原始生殖细胞

（PGC）的标记基因[9-11]，通过 GFP荧光蛋白标识，可以观察生殖

细胞的定位、迁移和性腺的发育。并且在 F0代观察到了 LHX9

基因敲除的斑马鱼在性腺发育方面的异常表型。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 本项研究在上海市第九人民医院中心实验

室斑马鱼饲养中心培育斑马鱼，采用 VASA转基因斑马鱼为研

究对象，28.5℃恒温饲养，光照黑暗交替循环。VASA转基因斑

马鱼为澳门大学葛伟教授馈赠。

1.1.2 主要试剂 普通 PCR试剂盒（上海莱枫生物科技有限

公司），DNA割胶回收试剂盒（北京天根生化科技公司），T-easy

载体连接系统（Promega公司），MAXIscript誖 Kit（Ambion），

mirVana誖 miRNA Isolation Kit（Ambion），EnGen誖 Cas9核酸

酶 NLS, S. pyogenes（NEB）。

1.2 实验方法

1.2.1设计四条 LHX9基因敲除靶点的 sgRNA序列 主要利

用以下原则设计靶点：靶点包含 20个碱基，其中 5'端应为

GG；紧邻靶点 3'端的 3个碱基构成 PAM区，要求序列为 NGG

（N为任意碱基）。正义链或反义链上均可选择靶位点。靶位点

尽量选择在基因 CDS区的前 2/3区域并且在 ATG之后，但是

不要在最后一个外显子上。

本实验将靶位点设计在 LHX9基因的第三号外显子上，具

体位置如图 -1。

图 1四条 sgRNA靶位点位置图。

Fig.1 Locations of four sgRNA target sites

Note: The yellow part is the target sequence, the blue part is the PAM region, and the grey part is the primer sequence verified by PCR.

The upper case is the exon region, and the lower case is the intron region.

根据设计的靶位点合成四条特异的 oligo序列以及一条反

向互补的 Rev sgRNA scaffold序列，序列如表 1。

1.2.2 sgRNA 的体外转录和回收 根据 2015 年，Varshney[12]

等设计的新方法，通过普通 PCR反应，采用非克隆的方式合成

含有四条线性体外转录模板的混合物。对 PCR产物进行回收。

利用 Ambion公司的 MAXIscript誖 Kit试剂盒进行体外转录，

转录产物利用同公司的 mirVana誖 miRNA Isolation Kit试剂盒

进行回收，获得含有四条 sgRNA的混合物。
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Oligo Sequence

Oligo1 TAATACGACTCACTATAGGAAATGGTGATGCGCGCCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

Oligo2 TAATACGACTCACTATAGGTCAGTGTTTTGTTGCATGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

Oligo3 TAATACGACTCACTATAGGTGATACTCTCCCTGAATAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

Oligo4 TAATACGACTCACTATAGGCACCGGCACGGTGCAGAAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

Rev AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTC

sgRNA TAGCTCTAAAAC

Note: The underlined part is T7 promoter sequence, the thickened part is target site sequence, and the remaining part is complementary sequence with Rev

sgRNA scaffold. Rev sgRNA stands for the Rev sgRNA scaffold sequence.

表 1四条 oligo引物序列以及 Rev sgRNA scaffold序列

Table 1 Four oligo sequences and Rev sgRNA scaffold sequences

图 2 F0代 48hpf斑马鱼胚胎 PCR测序图

Fig.2 PCR Sequencing Map of 48hpf Zebrafish Embryos in F0 Generation

Note: Figure A is the control group without sgRNA injection, and figure B

is the sequencing map of the experimental group with sgRNA injection of

LHX9 gene. The arrow shows the bimodal position. The box is marked as

the designed target area.

1.2.3 体外显微注射获得 F0代斑马鱼 将 cas9核酸酶蛋白

与 4条 sgRNA混合物共同注射到 VASA转基因斑马鱼的单细

胞胚胎中，具体注射剂量为：每个胚胎 sgRNA混合物 100 pg，

cas9核酸酶 30 nM。取注射过 sgRNA的 48hdf的 22个胚胎提

取 DNA，利用引物 5'-AATTTCACGTGCACCCGCTT-3'，5'-

TCCGCTAACAAAACGAACACG-3'进行 PCR测序验证，并将

PCR产物连入 pGEM-T-easy载体进行 TA克隆验证。

1.2.4 F0 代 LHX9 基因敲除斑马鱼的表型观察 为了观察

LHX9基因敲除对早期斑马鱼性腺发育的影响，取发育至 6dpf

已注射 sgRNA的斑马鱼在荧光显微镜下观察表型，未注射

sgRNA的 VASA转基因斑马鱼为对照。

2 结果

2.1 成功构建 LHX9基因片段敲除的 F0代斑马鱼

取已注射的 48hpf 的胚胎提取 DNA 进行 PCR 反应，对

PCR 产物进行测序，测序结果如图 -2 所示，22 条注射过

LHX9基因 sgRNA的胚胎中，有 18条在靶位点处出现明显的

测序双峰，所占比例为 82%，说明 F0代胚胎在注射 sgRNA之

后出现嵌合现象。

将上述 PCR产物连入 pGEM-T-easy载体进行 TA克隆，

以确定具体突变类型。克隆测序结果如图 -3所示，共形成了 11

种突变类型，10种突变体，且这些突变类型全部为片段的插

入缺失突变，导致不同程度的阅读框架移码。其中，第一条

sgRNA（Oligo 1）产生了 5中突变型，第三条 sgRNA（Oligo 3）产

生 6种突变型，可见第三条 sgRNA的的敲除效率较高。

2.2 LHX9基因功能的缺陷对 VASA转基因斑马鱼性腺发育

影响的观察

取注射过 LHX9基因 sgRNA的 6dpf的斑马鱼在荧光显

微镜下进行观察，发现与对照组原始生殖细胞的位置相比，实

验组斑马鱼原始生殖细胞的位置明显异常，迁移出现障碍，如

图 -4所示，由于早期胚胎发育的生殖细胞的迁移是从泌尿生

殖嵴开始的，而且先前研究者发现 LHX9基因在小鼠胚胎早期

的泌尿生殖嵴处广泛分布，因此，该结果提示 LHX9基因在早

期斑马鱼胚胎早期生殖细胞的迁移和性腺发育中发挥了重要

的作用。

3 讨论

本项研究利用新的 CRISPR/Cas9基因编辑技术，通过对斑

马鱼胚胎同时注射四条针对某一靶基因的 sgRNA，足以产生

基因敲除效应，实现在 F0代获得与纯合 F2代变异体相似的临

床表型。根据相关研究报道，这项新的 CRISPR/Cas9基因打靶

技术，基因敲除效率可达 90%以上，产生几乎完全外显的表型，

且毒性作用不明显（胚胎畸形率 <17%）[1]。不同基因的 gRNA

往往由于染色体结构不同、未注释的 SNP、改变的起始位点或

剪切位点等因素产生不同的靶向效率。有时，即便能够靶向到

特定的基因，非同源修复也会导致出现部分功能的等位基因而

影响敲除效率[13]。与传统的设计一条 sgRNA进行打靶相比，这

种方法使 F0的敲除表型（null phenotype）接近纯合 F2代。此项

技术可以在短期内获得与 F2纯合表型接近的变异体，在对未

知功能基因进行筛选中有及其广泛的应用前景。本项研究就是

利用该技术，对 VASA转基因斑马鱼进行了 LHX9的基因敲

除，以探究 LHX9基因缺陷对斑马鱼性腺发育的影响。

哺乳动物的性腺发育开始于早期具有双向分化潜能的性

腺原基，在睾丸决定因子 SRY基因的调控下，性腺原基发育成

睾丸，分泌雄激素与抗缪勒试管激素，促使胚胎的雄性化发育，

相反的，缺乏 SRY基因的个体，胚胎发育则会向雌性化方向进

行[14，15]。这个过程中参与的基因目前已知的主要有 SRY，SF1，
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图 3 F0代嵌合体的 TA克隆测序结果

Fig.3 TA cloning and sequencing of F0

Note: A is the mutation type at oligo1 target site and B is the mutation type at oligo3 target site. WT indicated that in the control group without sgRNA

injection of LHX9 gene, △ was the base number changed compared with the control group, and the box marked the target site.

图 4胚胎发育 6d的 VASA转基因斑马鱼荧光成像。

Fig.4 Fluorescence Imaging of Zebrafish at 6dpf

Note: A was fluorescence imaging of VASA transgenic zebrafish in control group, and yellow arrow indicated the location of PGCs in control group.

B is the fluorescence imaging results of VASA transgenic zebrafish in the experimental group. It was found that the location of germ cells changed

significantly compared with the control group.

SOX9[16]等。而 LHX9作为 LIM同源家族的转录因子，目前所广

为人知的功能主要是参与了神经系统的发育，其在性腺发育过

程中的研究并没有被深入。有趣的是，2000年，birk[2]等在小鼠

胚胎发育早期的泌尿生殖嵴中发现了 LHX9基因的广泛分布，

而原始生殖细胞正是在泌尿生殖嵴处形成。进一步观察发现，

LHX9可调控类固醇生成因子（SF-1）的表达；在敲除 LHX9的

小鼠体内，性腺体细胞出现增殖障碍，雄性小鼠出现外生殖器

的雌性化改变，提示该基因在性腺发育中起重要作用。

脊椎动物的原始生殖细胞（PGC）是在胚胎发育早期未分

化的生殖干细胞，其在原始性腺处生成，随后逐渐迁移到生殖

嵴，并最终分化为相应的精原细胞和卵原细胞 [17-19]。首先在

3hpf的斑马鱼胚胎中，PGC为静止的圆形细胞；4.7hpf时由于

细胞中 RGS14a表达和高水平 E-的钙黏蛋白，使细胞伸出伪

足，7hpf 的 PGC 发生极化并逐渐形成丝状伪足后，获得迁

移能力 [20，21]，并由此在多种调节因素的作用下开始迁移至

靶组织[22, 23]。研究表明，斑马鱼的生殖细胞迁移过程主要受

到 Cxcl12a/Cx cr4b 信号通路的调控，基质细胞衍生因子 1

（CXCL12）及其受体 CXCR4（在斑马鱼中分别为 Cxcl12a，

Cxcr4b）在调控原始生殖细胞的迁移过程发挥重要作用[24]。在

胚胎早期，极化的原始生殖细胞受趋化因子 Cxcl12a浓度梯度

的影响，向 Cxcl12a浓度较高的位置迁移，而趋化因子 Cxcl12a

的浓度又受到其另一个受体 Cxcr7b的调控，趋化因子 Cxcr7b

是一种 G蛋白偶联受体，表达于性腺体细胞表面[25]，可以调节

趋化因子 Cxcl12a的浓度，从而使 Cxcl12a保持合适的浓度梯

度，使原始生殖细胞顺利迁移。2012年，Mahabaleshwar[26]等研

究发现，通过下调 茁-抑制素的表达，可使 Cxcr7b功能抑制，将

会使原始生殖细胞异常迁移至体节的中胚层，提示 Cxcr7b的

功能需要通过 茁-抑制蛋白实现, 性腺体细胞 Cxcr7b的功能障

碍将导致原始生殖细胞迁移。结合既往 birk[2]等在小鼠体内对

LHX9 基因敲除的实验结果进行对比，虽然该研究小组在

LHX9基因敲除的小鼠体内并没有观察到原始生殖细胞迁移

的异常，但他们发现 LHX9基因敲除的小鼠出现性腺体细胞增

殖障碍，由此我们可以推测，如果 LHX9基因敲除的斑马鱼性

腺体细胞增殖异常，并由此导致体细胞表面的 Cxcr7b受体减

少，则会出现原始生殖细胞异常迁移的现象。此外，原始生殖细

胞的数量也与斑马鱼性别决定以及早期卵子发生和精子形成

有关[27]。

斑马鱼的性别决定与性别分化非常复杂，目前还不是十分

清楚，与哺乳动物不同，斑马鱼在胚胎发育早期，无论其遗传学

上是雄性还是雌性，其所有个体均会先形成一个卵巢样组织，
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在受精后的 23-35天，部分个体通过卵巢样组织的细胞凋亡发

生性别转换，并由此形成精巢[28，29]。这个过程除了受基因的调控

外，一些环境因子，如温度、光照、食物水平等也起一定作用。

2015年，Tzung[30]等研究发现，原始生殖细胞的减少将会促使

斑马鱼性别向雄性方向转化。VASA是一种 DEAD-BOX的螺

旋酶，为生殖细胞的分子标记物；从体节期早期开始，EGPF标

记阳性的 PGC细胞位于轴旁中胚层的侧面[31]。而我们在本研

究中发现，通过对斑马鱼的 LHX9基因进行敲除，发现在受精

后 6天左右，与对照组相比，突变型的斑马鱼出现了明显的

PGC增殖和迁移障碍，提示 LHX9基因对斑马鱼早期生殖细

胞的正常迁移有一定的影响，并由此可能影响其性腺发育和性

别的分化过程。本项研究利用新的 CRISPR/Cas9技术对斑马鱼

LHX9基因进行编辑，证实了这项新的 CRISPR/Cas9打靶技术

可以快速地在 F0代获得靶基因敲除的相关表型。此外，本研究

首次发现 LHX9基因对斑马鱼原始生殖细胞迁移的作用，并可

能影响斑马鱼的性别分化，其具体调节机制可能涉及多种趋化

因子，还有待进一步深入研究，但肯定了 LHX9基因在斑马鱼

性腺发育方面的作用，对日后关于该基因对性腺发育的影响提

供了新的思路。
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