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【摘要】  目的　本研究拟以秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis elegans, C. elegans）为模型，探究其内源性U6启动子对dpy-

10基因编辑效率的影响。方法　利用WormBase数据库筛选C. elegans内源性U6 snRNA基因；通过分子克隆技术，以

pSX524质粒（Peft-3::Cas9::tbb-2 terminator::U6 r07e5.16::dpy-10 sgRNA）为模板，替代其U6r07e5.16启动子，以构建其他14种靶向dpy-

10基因的打靶载体；采用标准化微注射流程，对野生型C. elegans进行基因编辑，基于其子1代线虫dpy-10 基因突变表型的筛

选，计算基因编辑效率和高效基因编辑指数这两个观测指标。结果　从WormBase数据库获得15个U6 snRNA基因

（r07e5.16、f35c11.9、t20d3.13、k09b11.15、k09b11.16、w05b2.8、c28a5.7、f54c8.9、k09b11.11、k09b11.12、k09b11.14、t20d3.12、

f54c8.8、f54c8.10、k09b11.13）。基于基因编辑效率和高效基因编辑指数对这些基因启动子活性进行评估后，发现4个U6基

因（w05b2.8、c28a5.7、f54c8.9、k09b11.11）启动子能显著提高基因编辑的成功率，其表现优于其他启动子，包括C. elegans研

究中广泛使用的U6r07e5.16和U6k09b11.12启动子。此外，在使用高效U6w05b2.8启动子的情况下，gRNAF+E支架相较于gRNA支架并未

表现出更高的编辑效率。结论　本研究鉴定了能显著提高C. elegans基因编辑效率的U6启动子，揭示了U6启动子优化选择

在基因编辑系统中的关键作用，为改进基因组编辑策略提供了重要依据，并为优化线虫研究中的CRISPR技术提供了新思路。
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[Abstract]   Objective　To investigate the effects of Caenorhabditis  elegans (C. elegans) endogenous U6 promoters
on dpy-10 gene  editing  efficiency. Methods　We  screened  endogenous  U6  small  nuclear  RNA  (snRNA)  genes  of C.
elegans from  the  WormBase  database  and  constructed  14  editing  plasmids  targeting dpy-10 by  replacing  the  U6r07e5.16

promoter  in  the  pSX524 plasmid (Peft-3::cas9::tbb-2  terminator::U6 r07e5.16::dpy-10 sgRNA)  through molecular  cloning.  Gene
editing was performed in wild-type C. elegans using a standardized microinjection protocol. Gene editing efficiency and
the  high-efficiency  gene  editing  index  were  quantified  based  on  the  screening  of dpy-10 mutant  phenotypes  in  the  F1
progeny. Results　A total of 15 U6 snRNA genes (r07e5.16, f35c11.9, t20d3.13, k09b11.15, k09b11.16, w05b2.8, c28a5.7,
f54c8.9, k09b11.11, k09b11.12, k09b11.14, t20d3.12, f54c8.8, f54c8.10, and k09b11.13) were identified from the WormBase
database.  Based  on  the  editing  efficiency  and  high-efficiency  gene  editing  index,  the  activity  of  these  promoters  was
evaluated, and 4 U6 promoters (w05b2.8, c28a5.7, f54c8.9, and k09b11.11) were found to have significantly enhanced gene
editing success rates, outperforming other promoters, including U6r07e5.16 and U6k09b11.12, which are commonly used in the C.
elegans research  community.  Notably,  the  gRNAF+E scaffold  did  not  show  superior  editing  efficiency  over  the  gRNA
scaffold  when  paired  with  the  optimal  U6w05b2.8 promoter. Conclusion　In  this  study,  U6  promoters  that  significantly
improve gene editing efficiency in C. elegans are identified and the critical role of promoter optimization in CRISPR-Cas9
systems is  highlighted.  These  findings  provide  a  valuable  foundation for  improving genome editing  strategies  and offer
new ideas for optimizing the CRISPR technology applied in nematode research.
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CRISPR/Cas9基因编辑系统因其设计简便、操作性强

及靶向精准等特点，已成为当前生物医学领域广泛应用的

基因编辑工具。该系统由剪切双链DNA的Cas9核酸内切

酶和靶向特定基因位点的单链向导RNA（single-strained

guide RNA, sgRNA）组成，Cas9蛋白可通过体外纯化蛋白、

表达质粒或信使RNA（message RNA, mRNA）形式递送[1-7]，

而sgRNA可通过sgRNA或表达质粒形式递送[8-10]。由于合

成蛋白或RNA的成本较高，质粒递送Cas9和sgRNA因其经

济性成为首选的基因编辑手段。然而，如何通过优化质粒

载体提升基因编辑效率仍是亟待解决的科学问题。

作为经典的模式生物，秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis

elegans, C. elegans） 被广泛用于神经调控、感染免疫、衰

老及生殖、环境毒理机制等多领域研究 [ 1 1 - 1 4 ]。在C.

elegans研究领域，CALARCO实验室和GOLDSTEIN实验

室于2013年分别开发了两套Cas9/sgRNA基因编辑质粒

系统 [1-2]。这两套系统的主要差异在于CALARCO实验

室的Cas9和sgRNA分别由两个质粒递送，而GOLDSTEIN

实验室的Cas9和sgRNA由一个质粒递送；前者采用U6小

核RNA（small nuclear RNA, snRNA）基因k09b11.12的启

动子来启动sgRNA转录；后者采用r07e5.16启动子来启

动 sgRNA转录。尽管基于这两种U6启动子表达的

sgRNA均能成功进行基因编辑，但不同的实验室报道的

编辑效率存在争议，有报道显示k09b11.12启动子的效率

更高，亦有研究表明r07e5.16启动子更具优势[15-16]。这表

明U6启动子的选择可能影响编辑效率，但迄今缺乏系

统的比较研究。

CHEN等[10]在哺乳动物细胞中的研究表明，经过改造

的gRNA支架，即翻转加扩展引导RNA支架（flipped plus

extended gRNA scaffold, gRNAF+E scaffold）展现出更优越

的基因编辑活性。此外，已有研究证实gRNAF+E支架在C.

elegans中同样可显著提升基因编辑效率[17]。在使用更高

效的U6启动子的前提下，gRNAF+E支架是否能进一步提高

基因编辑效率尚有待揭示。

大多数基因的敲除或编辑不会导致明显的表型变化，

在利用上述两种质粒系统对C. elegans进行基因编辑后，

F1代C. elegans是否成功发生基因编辑缺乏直观的筛选标

记，因此还需要大量的基因分型实验进行筛选。这不仅增

加了实验成本，也降低了筛选效率。为解决这一问题，研

究人员开发了辅助CRISPR（Co-CRISPR）策略[18-21]。该策

略通过同时靶向目标基因和一个易于检测的内参基因，利

用内参基因突变产生的可见表型（如行为或形态变化

等）作为筛选依据，从而提高目标基因编辑的筛选效率。

在Co-CRISPR策略中，dpy-10是常用的内参基因之一[21]。

DPY-10是一种线虫特异性胶原蛋白，它的cn64 突变是一

种显性功能获得性突变，其分子机制为该蛋白第92位的精

氨酸（Arg92）被半胱氨酸（Cys）取代（p.Arg92Cys）[22]。该突

变通过破坏胶原蛋白的结构稳定性，导致角质层发育异

常，并引发3种显性表型[18, 22]：短胖体型（dumpy, DPY）、滚

动爬行（roller, ROL）和短胖且滚动爬行（DPY+ROL），见

图1。当F1代线虫出现出上述表型时，表明Co-CRISPR策

略成功介导了基因编辑。随后，可在这些突变个体的后代

中进一步筛选目标基因的编辑事件。
  

WT DPY ROL

 
图 1  野生型秀丽隐杆线虫及DPY和ROL表型秀丽隐杆线虫

Fig 1  C. elegans with WT, DPY, and ROL phenotypes
WT: wild type; DPY: dumpy; ROL: roller.

 

基于上述研究背景，本研究将比较C. elegans的15种

内源性U6 snRNA基因启动子及gRNAF+E支架对dpy-10基

因编辑效率的影响，以期能为优化C. elegans 的CRISPR/

Cas9基因编辑系统提供理论依据。

 1     材料与方法

 1.1    秀丽隐杆线虫与试剂

N2野生型雌雄同体C. elegans，购自美国秀丽隐杆线

虫遗传学中心。所有线虫饲养于线虫生长培养基（nematode

growth medium, NGM）平板中，以大肠杆菌OP50进行常

规培养[11, 23]。2×高保真PCR预混液（Cat. No.HY-K0533

MCE）购自MCE生物科技公司、无缝克隆试剂盒（Cat.

No.MC40101M）购自莫纳生物科技有限公司。

 1.2    质粒构建

所有打靶质粒均以pDD162（Peft-3::Cas9 + Empty

sgRNA）为模板构建[1]。pDD162质粒含有Cas9表达盒Peft-3::

Cas9、U6启动子（源于r07e5.16基因，后续记作U6r07e5.16），

不含打靶位点互补配对序列的引导RNA支架结构。通过

分子克隆将互补配对序列替换为靶向dpy-10基因的打靶

位点的序列（20 bp，图2），即得到pSX524质粒。本研究中

所使用pSX524质粒由浙江大学邹炜教授惠赠。采用无缝

克隆技术将原载体中的U6r07e5.16启动子替换为其他U6基

因启动子，从而构建得到本研究所用的打靶质粒。所有

重组质粒均经DNA测序验证其序列准确性。详细的分子

克隆方案、各质粒的完整DNA序列信息以及构建过程中

使用的引物序列见网络资源附件附表1和附表2（见“辅助
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数据”）。

 1.3    显微注射

C. elegans的生殖腺由两个对称的U形臂组成。为提

高实验可操作性和减少误差，本研究采用显微注射技术

将打靶质粒递送至靠近头侧的远端性腺区域。注射用质

粒混合液按总体积10 μL体系配制，包含打靶质粒（30 ng/μL）、

dpy-10基因编辑模版单链DNA（ssDNA，101 bp，序列信息

见图2，0.6 μmol/L）、微注射标记质粒（P u n c - 1 2 2 : :GFP，

30 ng/μL）、微注射质粒浓度平衡用质粒（pUC19，30 ng/μL），

用双蒸水补足至10 μL。每只线虫的注射体积为20 nL。

本研究以pYW616质粒混合液作为标准对照。为确保实

验一致性，每次显微注射实验（无论涉及多少组质粒混合

液）均需包含一组pYW616质粒混合液作为内参对照。

 1.4    基因编辑效率量化方法

为了量化评估显微注射后的基因编辑效果，本研究

将每只成功注射的P0代线虫单独培养并每日更换培养皿

以收集F1代。当F1代发育至L4幼虫期或成虫第1天时，通

过体视显微镜统计该培养皿中线虫总数及呈现dpy-10突

变表型的线虫数量。基于这些数据，我们建立了两个量

化指标，即基因编辑效率（gene-editing efficiency）和高效

基因编辑指数（high efficiency gene-editing index, HEGE

index）。基因编辑效率定义为单只P0代线虫所产生的

F1代中，携带dpy-10突变表型的个体所占百分比。将基

因编辑效率≥20%的事件定义为高效基因编辑事件，并

进一步计算HEGE Index。该指数通过将某质粒混合液组

中高效编辑事件的比例与对应P0代线虫的实际基因编辑

效率相乘得到。这一指标能够同时反映基因编辑的成功

率和高效编辑的可靠性。

 1.5    数据分析

本文数据以箱形图呈现，分别标注中位数、四分位数

间距、最大值和最小值，“+”代表均数。统计学分析通过

Graphpad Prism 10完成，图3和图4以Kruskal-Wallis H检

验后，进行Dunn多重比较分析；图5采用Mann-Whitney

U检验分析。P<0.05为差异有统计学意义。
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图 3  不同U6启动子对基因编辑效率的影响

Fig 3  The effect of U6 promoters on gene-editing efficiency
**** P < 0.000 1, *** P < 0.001, ** P < 0.01, * P < 0.05, vs. YW616. From left to right, the sample sizes (n) are 42, 16, 8, 12, 8, 6, 11, 9, 14, 16, 7, 7, 14, 14, 7, respectively.

 

 2     结果

 2.1    不同U6启动子相关质粒载体的构建

通过在WormBase数据库（www.wormbase.org）的“基

因”选项中检索“U6”，得到15个U6 snRNA基因（表1）。

pSX524质粒（Peft-3::Cas9::tbb-2 terminator::U6 r07e5.16::dpy-10

sgRNA）中Cas9的表达受Peft-3启动子控制，同时以tbb-2基

因3端非编码序列作为转录终止子；Cas9表达盒下游有受

 

sequence
tbb-2

terminator

Cas9 CDS

e�-3 promoter dpy-10 targeting sequence (20 bp):

dpy-10 ssDNA (101 bp):

dpy-10 targeting

U6 promoter
 

图 2  U6启动子相关质粒的组成

Fig 2  The composition of U6 promoter-related plasmids

sgRNA: single-strained guide RNA; ssDNA: single strand DNA.
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U6r07e5.16启动子控制的dpy-10 sgRNA表达盒（图2）。本研

究构建了pYW611～pYW624质粒，将pSX524质粒中的

U6r07e5.16启动子替换为其他14种U6启动子，质粒名称与

U6启动子的对应关系见表1。

2.2    不同U6启动子可导致不同的基因编辑效率

dpy-10的cn64突变通过破坏胶原蛋白的结构稳定性，

导致角质层发育异常，并引发3种显性表型：DPY、ROL和

DPY+ROL（图1）。通过sgRNA引导Cas9靶向特定位点，并

辅以101bp的单链DNA（single strand DNA, ssDNA，图

2）作为DNA修复模板，野生型C. elegans经基因编辑后将

产生携带cn64突变的子代线虫。该突变表型可以通过体

视显微镜识别。若对野生型P0代线虫微注射以实施基因

编辑，F1代线虫便会出现上述cn64突变表型。因此，以

F1代中表型阳性的个体比例作为基因编辑效率的衡量指

标，能够有效反映基因组编辑效果。

为了评估15种U6启动子对基因编辑效率的影响，本

研究基于pSX524及pYW611～pYW624质粒，实施了191个

微注射实验（表1）。结果显示，pYW611、pYW612、

pYW613及pYW621等4种质粒的基因编辑效率接近零，表

明这4种质粒的U6 snRNA基因（ f35c11.9、t20d3.13、

k09b11.15、t20d3.12）启动子几乎无法有效驱动基因编辑

过程（图3）。p Y W 6 1 6组显示的基因编辑效率高于

pYW619组（P<0.01），表明c28a5.7基因启动子的编辑效率

优于CALARCO实验室所用的k09b11.12基因启动子。与

G O L D S T E I N实验室所使用的 r 0 7 e 5 . 1 6基因启动子

（pSX524组）相比，pYW616组表现出编辑效率提升趋势，
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图 4  不同U6启动子对高效基因编辑指数的影响

Fig 4  The effect of U6 promoters on high efficiency gene-editing index

HEGE index: high efficiency gene-editing index. **** P < 0.000 1, *** P < 0.001, vs. YW616. From left to right, the sample sizes (n) are 42, 16, 8, 12, 8, 6, 11, 9, 14, 16, 7,

7, 14, 14, and 7, respectively.
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图 5  不同gRNA支架对基因编辑的影响

Fig 5  The effect of different gRNA scaffolds on gene-editing

gRNAF+E scaffold: flipped plus extended gRNA scaffold; HEGE index: high efficiency gene-editing index. * P < 0.05, vs. YW615. n = 10 (YW615), n = 9 (YW676).
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但差异无统计学意义（P>0.05），提示c28a5.7基因启动子

的编辑效率未显著优于后者。此外，pYW616组的基因编

辑效率与pYW614、pYW615、pYW617、pYW618及

pYW620组之间无明显差异（P>0.05），说明k09b11.16、

w05b2.8、f54c8.9、k09b11.11及k09b11.14基因启动子的编

辑效率与c28a5.7基因启动子相似；相较之下，pYW616组

基因编辑效率优于pYW621（P<0 .000  1）、pYW622

（P<0.05）、pYW623（P<0.01）、pYW624组（P<0.01），表明

c28a5.7基因启动子的编辑效率明显优于t20d3.12、f54c8.8、

f54c8.10、k09b11.13基因启动子。

2.3    c28a5.7、w05b2.8、f54c8.9和k09b11.11基因启动子具

有更优异高效基因编辑指数

如图3所示，各实验组中均观察到编辑效率为0的个

体，提示基因编辑的发生具有概率性，显微注射成功并不

等同于编辑成功。因此，本研究进一步采用高效基因编

辑指数对基因编辑效果进行了量化分析。如图4所示，

pYW616组的HEGE指数高于pYW611组～pYW614

组以及pYW619组～pYW624组（P<0.001或P<0.000 1），并

呈现出较 p S X 5 2 4组 （P= 0 . 0 5 1   2 ）更高的趋势 ；而

pYW615组～pYW618组的HEGE指数则无明显差异

（P>0.05）。上述结果说明，c28a5.7、w05b2.8、f54c8.9和

k09b11.11启动子能显著提升高效基因编辑指数。

2.4    两种不同的引导RNA支架对w05b2.8启动子介导的

基因编辑的影响不明显

在本研究中，所有质粒均采用了gRNA支架。为了进

一步探讨gRNAF+E支架（图5A）是否能够在高效U6启动子

基础上进一步提高基因编辑效率，本研究设计了对比实

验以比较两种支架的编辑效果。图3和图4显示，在4种表

现出较高编辑效率的U6启动子质粒中，YW615表现出最

高的基因编辑效率及HEGE指数中位值，表明其可能为这

4种高效U6启动子中最优者。基于此，本研究以YW615

为基础构建了YW676质粒，两者唯一的差异在于gRNA支

架，YW676采用了gRNAF+E支架。如图5B所示，两种gRNA

支架对基因编辑效率的影响无明显差异（P>0.05）。然

而，采用gRNAF+E支架的YW676组其HEGE指数反而降低

（P<0.05）。这可能是使用gRNAF+E支架时不发生基因编

辑的可能性较gRNA支架高，从而导致整体高效基因编辑

指数的下降。

 3     讨论

C. elegans因其培养简便、遗传操作容易，成为基因功

能研究的重要模式生物。通过在其基因组中进行精准的

靶向突变，研究人员可以深入探究基因与表型之间的关

系。自2012年首次在C. elegans中报道CRISPR-Cas9系统

应用以来，该技术极大推动了线虫遗传学研究的发展[24]。

尽管过去十余年中，关于CRISPR-Cas9系统在C. elegans中

的优化工作持续推进，但其编辑效率仍有待提升。

采用注射表达质粒递送Cas9蛋白与sgRNA，是一种

经济且操作简便的基因编辑策略。本研究比较了15种不

同的U6启动子对基因编辑效率的影响，发现w05b2.8、

表 1    U6 snRNA基本信息表

Table 1    U6 snRNA-related information

U6 snRNA Alternative name Plasmid Length of U6 promoter/bp Genomic location The number of microinjections

f35c11.9 U6 YW611 500 Ⅱ: 0.75 +/－ 0.000 cM 8

f54c8.8 U6-1 YW622 500 Ⅲ: 0.52 +/－ 0.000 cM 14  

f54c8.9 U6-2 YW617 500 Ⅲ: 0.52 +/－ 0.000 cM 9

f54c8.10 U6-3 YW623 500 Ⅲ: 0.52 +/－ 0.000 cM 14  

c28a5.7 U6-4 YW616 500 Ⅲ: －3.17 +/－ 0.000 cM 42  

k09b11.11 U6-8 YW618 500 Ⅳ: 9.25 +/－ 0.000 cM 14  

k09b11.12 U6-9 YW619 500 Ⅳ: 9.25 +/－ 0.000 cM 16  

k09b11.13 U6-10 YW624 500 Ⅳ: 9.26 +/－ 0.000 cM 7

k09b11.14 U6-11 YW620 500 Ⅳ: 9.26 +/－ 0.000 cM 7

k09b11.15 U6-12 YW613 500 Ⅳ: 9.26 +/－ 0.000 cM 8

k09b11.16 U6-13 YW614 500 Ⅳ: 9.26 +/－ 0.000 cM 6

r07e5.16 U6-15 SX524 350 Ⅲ: －3.17 +/－ 0.000 cM 16  

t20d3.12 U6-17 YW621 500 Ⅳ: 4.18 +/－ 0.000 cM 7

t20d3.13 U6-18 YW612 500 Ⅳ: 4.18 +/－ 0.000 cM 12  

w05b2.8 U6-19 YW615 500 Ⅲ:5.82 +/－ 0.000 cM 11  

Total: 191
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c28a5.7、f54c8.9和k09b11.11启动子表现出较高的编辑效

率和成功概率，显著优于目前广泛应用于C. elegans的

k09b11.12（源自CALARCO实验室）和r07e5.16（源自

G O L D S T E I N实验室）启动子。在本研究中，尽管

r07e5.16启动子在基因编辑效率上表现出高于k09b11.12

启动子的趋势，但差异未见统计学意义。结果显示，

k09b11.12启动子的大部分数据均接近于0，提示其在诱导

线虫发生基因编辑方面的效率极低。因此，对于这两种

启动子，本研究仍更推荐优先选择r07e5.16。

FROEHLICH等[25]对w05b2.8启动子和r07e5.16启动子

的基因编辑效率进行了比较，发现w05b2.8启动子表现出

更高的编辑效率，与本研究结果一致。他们发现w05b2.8

基因在生殖腺的表达优于r07e5.16启动子，推测这是其较

高编辑效率的潜在机制。在本研究中，除pYW676质粒

外，其他质粒中唯一的差异在于U6启动子。因此，笔者

推测不同质粒间基因编辑效率的差异，主要源于U6启动

子在生殖腺中驱动sgRNA表达的水平差异。具体而言，

c28a5.7、w05b2.8、f54c8.9和k09b11.11启动子可能在生殖

腺中介导了较高水平的sgRNA转录。综上所述，建议优

先选用w05b2.8、c28a5.7、f54c8.9和k09b11.11启动子，用于

生殖腺内高表达sgRNA，以实现更高的基因编辑效率。

与原gRNA支架相比，gRNAF+E支架通过A-U碱基对

置换消除了潜在的RNA聚合酶Ⅲ终止子，同时还扩展了

Cas9结合结构域[10]。既往研究表明，gRNAF+E支架在多种

模式生物中均表现出提升基因编辑效率的潜力[10, 17]。然

而，在本研究中，当采用高效U6启动子时，gRNAF+E支架并

未显示出优于传统gRNA支架的优势。该结果提示，通过

促进sgRNA在生殖腺的转录，优化U6启动子表达水平，可

能比单纯改进gRNA支架更能有效提升基因编辑效率。

这为基于质粒的基因编辑策略提供了新的优化思路。

* * *
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