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猪 VIM 基因的引导编辑与效率优化
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摘 要： 旨在建立高效的猪细胞基因编辑技术体系，为引导编辑（prime editing，PE）系统在猪遗传育种上的应用奠

定基础。本研究从 VIM 基因编码区选取多个候选位点，严格遵循 CRISPR/Cas9 系统的靶位点设计原则，进行

sgRNA 设计。通过生物信息学工具对候选 sgRNA 进行评分，筛选出评分最高的两条 sgRNA 序列，以上述优选的

两条 sgRNA 为基础，进一步设计对应的 pegRNA。利用药物 hydroxyurea 和 nocodazole 处理细胞使其停留在 G1/S
或 G2/M 时期，并将 nCas9-RT 融合蛋白编辑器载体和 pegRNA 表达载体电转染进细胞，48 h 后提取混合细胞基因

组 DNA，PCR 扩增靶位点后进行二代测序，利用 CRISPResso2 分析编辑结果。结果表明，PE2 系统在 PK15 细胞中

的编辑效率为 0. 16%~14. 03%。在 IPEC-J2 细胞中的编辑效率为 0. 08%~0. 58%。PEmax 系统在 PK15 细胞上

的编辑效率为 0. 63%~23. 25%。而 PE4 和 PE4max 系统在 PK15 细胞中的编辑效果较差，编辑效率最高分别为

0. 7% 和 0. 36%。调控细胞周期可以提升 PE2 系统对猪 VIM 基因单碱基替换和单碱基缺失两者编辑类型的编辑

效率，前者编辑效率提升了 1. 4 倍，后者编辑效率提升了 2. 6 倍。结果显示，PE 技术能够对猪 VIM 基因进行多种不

同类型的精确编辑且通过细胞周期调控能够提升其编辑效率。可以为下一步结合体细胞克隆技术制备生产性能

改良较高的猪群体提供技术参考。
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Abstract： The purpose of this study was to establish an efficient pig cell gene editing technology 
system and lay a foundation for the application of PE system in pig genetics and breeding.  Multiple 
candidate sites were selected from the coding region of VIM gene， and sgRNA was designed strictly 
according to the target site design principle of CRISPR/Cas9 system.  The candidate sgRNAs were 
scored by bioinformatics tools， and the two sgRNA sequences with the highest scores were screened 
out.  Based on the above two sgRNAs， the corresponding pegRNAs were further designed.  The cells 
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were treated with drugs hydroxyurea and nocodazole to stay in the G1/S or G2/M phase， and the 
nCas9-RT fusion protein editor vector and pegRNA expression vector were electro-transfected into 
the cells.  After 48 h， the genomic DNA of the mixed cells was extracted， the target sites were 
amplified by PCR， and the next-generation sequencing was performed.  CRISPResso2 was used to 
analyze the editing results.  The results showed that the editing efficiency of PE2 system in PK15 cells 
was between 0. 16% and 14. 03%.  The editing efficiency in IPEC-J2 cells was between 0. 08% and 
0. 58%.  The editing efficiency of PEmax system in PK15 cells was between 0. 63% and 23. 25%.  
However， the editing efficiency of PE4 and PE4max systems in PK15 cells was poor， with the 
highest editing efficiency of 0. 7% and 0. 36%， respectively.  Regulating the cell cycle could improve 
the editing efficiency of the PE2 system for the editing types of single base substitution and single base 
deletion of porcine VIM gene.  The editing efficiency of the former had increased by 1. 4 times， and 
the editing efficiency of the latter had increased by 2. 6 times.  According to the results， PE technology 
can perform a variety of different types of precise editing of pig VIM gene and improve its editing 
efficiency through cell cycle regulation.  It provides a technical reference for the next step to combine 
somatic cell cloning technology to prepare pig populations with improved production performance.
Keywords： pigs； CRISPR/Cas9 technology； PE technology； VIM gene
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波形蛋白（vimentin，VIM）是一种中间丝蛋白，

该蛋白广泛存在于多种生物的组织细胞中。Ivaska
等［1］通过比对发现，VIM 蛋白在人、鼠、鸡等物种中

表现出高度的同源性。VIM 蛋白具有重要的生理

功能，Strouhalova 等［2-3］通过研究发现，VIM 蛋白在

上皮-间充质转化（EMT）过程中起到关键作用，说

明其对正常生理活动起到重要作用。此外，VIM 蛋

白是多种病原体的受体，Kim 等［4］研究表明，VIM 蛋

白是 PRRSV 的受体之一，在该病毒感染过程中发

挥作用。因此，基于基因编辑技术对 VIM 基因进行

靶向修饰，为深入探究该基因的生物学功能及其分

子调控机制提供了有效的研究手段。在猪细胞系

上建立 VIM 基因编辑技术体系，不仅为培育具有抗

病性状的基因编辑猪模型奠定了技术基础，同时也

为现代分子育种提供了新的技术路径。

CRISPR/Cas9（clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats/CRISPR-associated protein 9）
是一种由向导 RNA（gRNA）介导的基因组编辑技

术。该系统最初由 Ishino 等［5］在大肠杆菌基因组中

发现，其特征为规律间隔的短回文重复序列。后续

研究表明，当 CRISPR 位点整合特定病毒 DNA 序列

时，细菌可获得对该病毒的特异性免疫能力，这揭

示了 CRISPR 系统作为原核生物适应性免疫机制的

重要功能［6-7］。2012 年，Jinek 研究团队［8］首次实现了

CRISPR/Cas9 系统在植物细胞中的靶向基因组编

辑。随后，Cong 等［9］成功将该技术拓展至哺乳动物

细胞体系。与传统基因编辑技术相比，CRISPR/
Cas9 系统通过设计特异性 gRNA 即可实现 DNA
靶向识别，无需构建复杂的核酸酶蛋白骨架，这显

著提高了试验设计的便捷性和效率［10］。近年来，

研究者通过蛋白质工程技术对 Cas9 核酸酶持续进

行 优 化 。 Dominguez 等［11］开 发 的 核 酸 酶 失 活 型

Cas9（dCas9）为 CRISPR 干 扰 技 术（CRISPR 
interference，CRISPRi）奠定了基础。在此基础上，

Tanenbaum 团队［12-13］进一步开发出 CRISPR 激活系

统（CRISPR activation，CRISPRa），实现了对基因表

达的正向调控。CRISPR/Cas9 系统的一个显著优

势在于其靶向位点选择的灵活性较高。该系统能

够识别并结合 DNA 链上任意含有 PAM（原间隔序

列邻近基序）的 23 碱基序列［8，14］。以化脓链球菌

Cas9（SpCas9）为例，其典型 PAM 序列在基因组中

平均每 8 个碱基对就会出现一次［15］，进一步提高了

该系统的可及性和适用范围。

尽管 CRISPR/Cas9 技术已趋于成熟，但其应用

仍存在若干技术瓶颈：1）脱靶效应导致的非特异性

编辑；2）HDR 机制所介导的基因编辑效率低于

NHEJ 机制［16］；3）同源定向修复（homology directed 
repair，HDR）效率低下等，这些问题亟待解决。
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2019 年，引导编辑（prime editing，PE）技术问

世，该系统由 3 部分组成：pegRNA（prime editing 
guide RNA）、逆转录酶（reverse transcriptase，RT）、

nCas9 蛋白（H840A）［17］。该系统利用逆转录反应而

不是 DNA 修复机制来完成对目的序列的修改。不

同于 CRISPR/Cas9 技术的双链切割，在 pegRNA 识

别并结合目的位点后，nCas9 对 DNA 进行单链切

割，之后逆转录酶以 RT 序列为模板对 DNA 序列进

行修改，从而实现了基因编辑的目的［18-19］。PE 系统

不需要对 DNA 双链进行切割，降低了对 DNA 的损

伤，利用 nCas9 即可完成插入缺失等多种类型的基

因编辑，并且大大降低了脱靶现象的产生［20］。自

PE 系 统 问 世 以 来 ，PE 系 统 不 断 被 优 化 更 新 。

Anzalone 等［21］筛选了 M-MLV RTase 的 14 种突变

体，通过对逆转录酶的 D200N/L603W 等位点进行

突变，构建了 PE2 系统。与 PE1 相比，PE2 的编辑

效率得到显著提升，且 indels 率下降［21］。在 PE2 的

基础上，Anzalone 等［21］又额外转染了一条作用于非

编辑链的 sgRNA（nicking sgRNA），利用同源性错

配修复机制来保留编辑后的 DNA 单链即编辑链，

从而进一步提高了 PE 系统的编辑效率。2021 年，

Chen 等［22］开发出 PE4 和 PE5 引导编辑系统，分别为

PE2 和 PE3 系统的优化版，相对于后两者，PE4 和

PE5 系 统 会 短 暂 表 达 一 种 工 程 设 计 的 蛋 白

MLH1dn，该蛋白对于 DNA 错配修复（MMR）有一

定抑制作用。该研究团队还通过对 PE2 系统的 RT
及 Cas9 蛋白进行系统性密码子优化，显著提升了其

在 哺 乳 动 物 细 胞 中 的 表 达 效 率 。 研 究 人 员 对

SpCas9 蛋白实施了 R221K 及 N394K 位点突变，并

在 其 C 末 端 融 合 了 包 含 双 核 定 位 信 号（nuclear 
localization signals， NLS）的连接肽序列，由此成功

开发出 PEMax 系统［22］。在此基础上，团队进一步对

PE4 系统开展密码子优化工程，最终获得了具有更

高编辑效率的 PE4max 变体［22］。 2023 年，Doman
等［23］开发出噬菌体辅助的连续进化选择（PACE），

以此为基础结合蛋白质工程技术开发出了 PE6 系

统（包含 a-g6 种突变体）。该系统使得 RT 的结构更

紧凑，不仅提升了引导编辑系统的编辑效率，还使

其更容易在细胞中递送。2024 年，Yan 等［24］发现一

种细胞因子，小 RNA 结合外切核酸酶保护因子

（La）。该团队研究发现，La 能够与 pegRNA3′端相

互作用从而提升 PE 系统编辑效率，并以此开发出

PE7系统。Schene等［25］研究表明，转染细胞的细胞周

期对 PE系统的编辑效率有一定影响，Li等［26］将 PE系

统组件以核糖核蛋白形式递送（ribonucleoprotein，
RNP），实现了高效率的编辑，均为 PE 系统的优化

提供了新思路。该技术目前已成功用于多个物种

例如人、鼠、兔和植物等不同编辑类型的定点编辑，

包括碱基的任意替换、插入、缺失以及基因片段的

插入缺失等。引导编辑技术在猪、牛、羊等大型家

畜中的研究与应用仍相对有限。刘尧［27］通过应用

增强型引导编辑器（enhanced prime editor，ePE），在

绵羊胎儿成纤维细胞中成功实现了精准的点突变

编辑，为该技术在大动物遗传修饰领域的应用提供

了重要实证依据。

猪肉是我国最主要的肉食来源之一，利用先进

的现代育种技术对于保护我国优良地方品种，提高

畜禽质量和性能，提高养殖业生产效率和经济效益

至关重要。基因编辑技术作为新型育种技术，可以

避免传统育种的缺陷。CD163 是 PRRSV 进入猪巨

噬细胞的必需受体，与 PRRS 感染密切相关［28］。

2014 年，Whitworth 等［28］利用 CRISPR/Cas9 技术敲

除了猪 CD163 基因，CD163 敲除猪对猪蓝耳病的耐

受性大幅提升，未表现出任何明显症状。肌肉生长

抑制素（myostatin，MSTN），由 MSTN 基因调控表

达。研究表明，该蛋白能够抑制肌肉细胞增殖，对

肌肉生长具有负调控功能［29］。2015 年，Wang 等［30］

利用 CRISPR/Cas9 技术同样对猪胎儿成纤维细胞

进行编辑，获得敲除 MSTN 基因的猪胎儿成纤维细

胞，再利用体细胞核移植技术成功获得了 MSTN 基

因敲除猪，该团队研究发现，MSTN 基因敲除仔猪

的出生重比未编辑仔猪高了 15%。胰岛素生长因

子 2（insulin-like growth factor-2，IGF2）对肌肉发育

具有重要调节作用，IGF2 的表达量增加能够促进肌

肉生长发育［31］。2018 年，Xiang 等［32］通过 CRISPR/
Cas9 技术对该基因位点进行突变，获得了 IGF2 基

因突变猪，与野生型猪相比，其生产性能显著提升。

然而，PE 编辑系统在猪上的成功应用鲜有报道。因

此本研究拟利用引导编辑技术，在细胞水平对猪

VIM 基因进行定点编辑，系统评估其编辑效率。通

过 平 行 比 对 试 验 ，系 统 评 估 PE2、PEmax、PE4、
PE4max 等编辑系统，以确定最适合猪细胞系的引

导编辑系统。最后通过药物处理将细胞停留在分

裂间期（G1/S 期）或分裂期（M 期），从而探寻细胞

周期对 PE 系统编辑效率的影响，以期在猪细胞系

上寻求更高的编辑效率。为 PE 编辑系统在猪遗传
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育种上的应用提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　细胞与载体

PK15 细胞购买自武汉普诺赛公司；IPEC-J2 细

胞购买自广州赛业生物科技有限公司 ；pCMV-
PE2（Addgene#132775）和 pGL3-U6-sgRNA-PGK-
puromycin（Addgene#51133），pCMV-PEmax（Addgene# 
174820），PE2-P2A-MLH1dn（PE4，Addgene#174827），

pCMV-PEmax-P2A-hMLH1dn（PE4max，Addgene# 
174828）均购自 Addgene。
1. 2　主要试剂

血液/细胞/组织 DNA 提取试剂盒（D3018-03）
购自南京京浩生物科技有限公司；无内毒素质粒小

量提取试剂盒（19021ES70）购自翌圣生物科技（上

海）股份有限公司 ；FastPure Gel DNA Extraction 
Mini Kit 胶回收试剂盒（DC301-01）和高保真酶 2×
Phanta Flash Master Mix（Dye Plus）（P520-02）均购

自南京诺唯赞生物科技有限公司；EdU-488 细胞增

殖检测试剂盒（C0078S）购自上海碧云天生物技术

股份有限公司。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　引物设计与合成　　对提取的细胞 DNA
利 用 高 保 真 酶 2×Phanta Flash Master Mix（Dye 
Plus）进行 PCR 扩增，本试验采用单端 barcode 引物

进行 PCR 扩增，共设计 12 条 barcode 引物，c. 251G
位 点 引 物 扩 增 片 段 大 小 为 202 bp（1-F1/R）和

145 bp（1-F2/R），c. 518T 位点引物扩增片段大小为

256 bp（2-F/R）。所设计引物序列见表 1，引物 F1
和 F2 所用下游引物相同，barcode 序列见表 2，引物

由南京擎科基因合成部合成。PCR 反应体系：2×
Phanta Flash Master Mix（Dye Plus）25 μL，上、下游

引物各 2 μL ，DNA 模板 1 μL，加无菌无酶的 ddH2O
至 50 μL。PCR 扩增程序：98 ℃预变性 30 s；98 ℃变

性 10 s，55 ℃退火 5 s，72 ℃延伸 1 s，循环 35 次；72 ℃
延伸 60 s。

1. 3. 2　VIM 基因 pegRNA 的设计　　利用 NCBI
数据库查询猪 VIM 基因（NCBI ID： NC_010452. 4）
转录本序列并下载。从 VIM 基因编码区选择多个

位点，依据 CRISPR/Cas9 的靶位点设计原则，使用

sgRNA 设 计 网 站（https：//zlab. bio/guide-design-
resourcesg）设计 sgRNA，从中挑选评分最高的两

条，命名为 VIM-sgRNA1 和 VIM-sgRNA2，并以此

为基础进行 pegRNA 的设计。

本 试 验 所 用 pegRNA 均 使 用 pegFinder： 
pegRNA designer for Prime Editing 网站进行设计

（http：//pegfinder. sidichenlab. org/），输入 VIM 基
因原始序列和拟编辑的目的序列。根据编辑类型

和编辑位点的不同，设计了单碱基插入/缺失/突变

和小片段插入/缺失（6 bp）总计 5 种编辑类型，共

10 条 pegRNA 序列。将以 VIM-sgRNA1 为基础设

计 的 pegRNA 命 名 为 VIM-pegRNA1。 同 理 ，以

表 1　目的位点 PCR扩增引物序列

Table1　Target site PCR amplification primer sequences

引物  Primer
VIM-pegRNA1-F1
VIM-pegRNA1-F2
VIM-pegRNA1-R
VIM-pegRNA2-F
VIM-pegRNA2-R

序列（5′→3′） Sequence
AGCCTCTACACCTCGTC

TGTACGCCACGCGCTCCT
TGCAGCTCCACCTTCTCGTT
TGGAGCAGCAGAACAAGAT
GGCGTGTTAGCTTCGGTTC

片段长度/bp Products length
202
145

256

表 2　PCR扩增引物 barcode序列

Table 2　PCR amplification primer barcode sequences

名称
Name
barcode1
barcode2
barcode3
barcode4

序列（5′→3′）
Sequence

ATCACG
CGATGT
TTAGGC
TGACCA

名称
Name
barcode5
barcode6
barcode7
barcode8

序列（5′→3′）
Sequence

ACAGTG
GCCAAT
CAGATC
ACTTGA

名称
Name
barcode9
barcode10
barcode11
barcode12

序列（5′→3′）
Sequence

GATCAG
TAGCTT
GGCTAC
CTTGTA
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VIM-sgRNA2 为基础设计的 pegRNA 命名为 VIM-

pegRNA2。 5 种编辑类型和 pegRNA 序列可扫描

OSID 码查看。

1. 3. 3　 VIM 基因 pegRNA 载体的构建　　所有

pegRNA 序列和 VIM -pegRNA 表达载体均由杭州

金唯智公司合成。

1. 3. 4　PK15 细胞与 IPEC-J2 细胞的培养与转染　

　　PK15 细胞和 IPEC-J2 细胞复苏后均接种至含

10% 胎牛血清、1% 青霉素 -链霉素双抗的培养基

中，置于 37 ℃，5%CO2 培养箱中培养，当细胞密度

达到 70% 以上进行电转。PE 系统相对于传统的

CRISPR/Cas9 需要将 pegRNA 表达载体和 nCas9-
RT 融合蛋白编辑器载体共转染进细胞才能发挥编

辑 功 能 。 试 验 转 染 质 粒 比 例 为 Cas9 编 辑 器 ：

pegRNA 为 2∶1，质 量 为 Cas9 编 辑 器 载 体 600 ng
（12 孔板），pegRNA 载体 300 ng（12 孔板），每组 3 个

重复。

1. 3. 5　细胞周期调控　　PK15 细胞 hydroxyurea
药 物 处 理 浓 度 350 μm·mL-1，处 理 时 间 9 h；
nocodazole 药物处理浓度为 60 ng·mL-1，处理时间

8 h。hydroxyurea 处理后的 PK15 细胞通过 EdU 检

测，方法参考 EdU-488 细胞增殖检测试剂盒说明

书。nocodazole 药物处理后的 PK15 细胞通过免疫

荧光检测，所用一抗为磷酸化组蛋白 H3（Ser28）兔

多克隆抗体，稀释比例为 1∶100。所用二抗为 Cy3
标记山羊抗兔 IgG，稀释比例为 1∶1 000。
1. 3. 6　  VIM 基因编辑效率检测　　转染 48 h 后

收取各组细胞，利用血液/细胞/组织 DNA 提取试

剂盒进行细胞 DNA 的提取并以其为模板进行扩

增。PCR 反应体系与程序同“1. 3. 1”。利用琼脂糖

凝胶电泳确认是否扩增出目的条带，所制作凝胶浓

度为 3%，电泳参数为 120 V， 400 mA，30 min。确

认扩增片段大小符合后，PCR 扩增产物由 FastPure 
Gel DNA Extraction Mini Kit 试剂盒进行胶回收，胶

回收产物由北京诺禾致源进行二代测序。

1. 3. 7　二代测序数据分析　　公司返回数据为

fastq 格式压缩文件，通过 MD5 值对文件进行校

验［33］。校验后的文件利用 fastq-multx 通过 barcode
序 列 对 数 据 进 行 拆 分［34］，拆 分 后 的 文 件 利 用

CRISPResso2 进行分析［35］。通过与原序列比对，判

断是否产生目的定点编辑（intended edits）和非目的

编辑（indels），并利用 GraphPad Prism 8 计算编辑效

率，t检验用于分析两组之间的统计学意义。结果以

“平均值±标准差”表示。

2　结 果

2. 1　PE2对 PK15和 IPEC-J2细胞的编辑效率

VIM 基因编辑位点如图 1 所示。细胞汇合度达

到 70% 后进行电转染，48 h 后收集转染细胞 DNA。

测序结果通过与原序列比对来判断是否产生编辑，

图 2A 和 2B 为 PE2 编辑系统对 PK15 细胞的 VIM 基

因的两个位点编辑效果。如图所示，对于 pegRNA1
编辑位点（c. 251G），单碱基插入/替换以及小片段

缺失 3 种编辑类型编辑效率极低（其中单碱基插入

编辑效率 0. 44%±0. 02%，单碱基替换编辑效率

0. 49%±0. 08%，小 片 段 缺 失 编 辑 效 率 0. 51%± 
0. 12%）；单 碱 基 缺 失 编 辑 效 率 较 低（1. 88%± 
0. 94%）；小片段插入类型没有编辑成功，但 indels
率较高（2. 98%±0. 65%）。同样，单碱基缺失和小

片段缺失两种编辑类型的 indels 率也较高，分别为

1. 37%±0. 34% 和 1. 42%±0. 15%。对于 pegRNA2
作用位点（c. 518T），单碱基插入编辑类型效率较高

（14. 03%±0. 9%）；单碱基替换效率较低（2. 38%± 
0. 18%）；单 碱 基 缺 失 和 小 片 段 缺 失 效 率 极 低

（0. 92%±0. 38% 和 0. 16%±0. 07%）；小片段插入

类型未编辑成功。

如图 2C 所示，PE2 对同一编辑位点（c. 251G）

表现出了较为不同的编辑结果，这可能是不同的细

胞类型导致。小片段插入类型编辑未成功，其余编

辑效率均极低（单碱基插入效率 0. 58%±0. 08%，

单碱基替换 0. 08%±0. 01%，单碱基缺失 0. 49%± 
0. 27%，小片段缺失 0. 34%±0. 21%）。此外，PE2
编辑系统在 IPEC-J2 细胞上对小片段插入/缺失两

种编辑类型 indels 率也较低，分别为 0. 23%±0. 2%
和 0. 28%±0. 2%。

2. 2　PEmax对 PK15细胞的编辑效率

由于 PE 系统在不同猪细胞系上表现差异较

大，后续选择编辑效果较好的 PK15 细胞进行试验。

结果如图 3A 所示，在 pegRNA1作用位点（c. 251G），

相对于 PE2 系统，PEmax 在单碱基插入和小片段缺

失 两 种 编 辑 类 型 表 现 出 更 高 的 编 辑 效 率（前 者

4. 48%±0. 46%，后者编辑效率 23. 25%±5. 52%），

且差异极显著。在单碱基替换编辑类型，PEmax 的

编辑效率（0. 63%±0. 06%）显著高于 PE2（0. 49%± 
0. 08%）。对于单碱基缺失，两者编辑效率近似

（PE2 效率 1. 88%±0. 94%，PEmax 效率 2. 01%± 
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图 A 为 PK15 细胞 VIM 基因 c. 251G 位点编辑效率；图 B 为 PK15 细胞 VIM 基因 c. 518T 位点编辑效率；图 C 为 IPEC-J2 细胞

VIM 基因 c. 251G 位点编辑效率

Figure A show the editing efficiency of VIM gene c. 251G locus in PK15 cells； Figure B show the editing efficiency of VIM gene 
c. 518T locus in PK15 cells； Figure C shows the editing efficiency of VIM gene c. 251 G locus in IPEC-J2 cells
图 2　PE2对 PK15细胞和 IPEC-J2细胞 5种不同编辑类型编辑效率

Fig. 2　The editing efficiency of PE2 on 5 different editing types in PK15 cells and IPEC-J2 cells

图 1　VIM 基因编辑位点及 pegRNA序列示意图

Fig. 1　Schematic diagram of VIM gene editing sites and pegRNA sequences
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0. 76%）对于小片段插入编辑类型，均无编辑效率。

而在 indels 方面，虽然 PEmax 除小片段插入编辑类

型外，相比于 PE2 均保持较高的水平（图 3B）。但其

编辑效率/indels 比值最高达到 14. 9，高于 PE2 系统

（最高为 4. 9）。

2. 3　PE4对 PK15细胞的编辑效率

如图 4A 所示，在 c. 251G 位点，PE4 仅在单碱基

缺失编辑效率与 PE2 系统有较大差异，PE4 的编辑

效 率（0. 23%±0. 05%）极 显 著 低 于 PE2 系 统

（1. 88%±0. 94%），单碱基插入/替换两种类型编

辑效率（0. 3%±0. 03% 和 0. 25%±0. 04%）均略低

于 PE2。小片段缺失编辑效率（0. 7%±0. 18%）略

高于 PE2，但是 PE4 在这 3 种类型与 PE2 系统均无

显著性差异。对于小片段插入类型，同样无编辑

效力。

2. 4　PE4max对 PK15细胞的编辑效率

如图 5A 所示，在同样的作用位点（c. 251G）对于

单碱基缺失编辑类型，PE4max 与 PE4 表现相同，效

率极显著性低于 PE2 系统，编辑效率为 0. 28%± 
0. 06%。 单 碱 基 插 入/替 换 类 型（前 者 编 辑 效 率

0. 34%±0. 03%，后者 0. 36%±0. 06%）和小片段

缺 失 类 型（0. 24%±0. 13%）编 辑 效 率 均 略 低 于

PE2，但无显著性差异。对于小片段插入编辑类型

同样无编辑效力。

2. 5　细胞周期调控后 PE2对 PK15细胞的编辑效率

EdU 检测结果如图 6 所示，用 350 μm·mL-1 的

药物浓度处理 PK15 细胞后，EdU 荧光表达相对于

对照组明显降低（对照组 45. 8%，处理组 8. 8%），说

明 hydroxyurea 药物对 PK15 细胞产生了效果，DNA
合成受到抑制。

免疫荧光结果如图 7 所示，用 60 ng·mL-1 的

nocodazole 处理 PK15 细胞 8 h 后，phh3 阳性细胞数

量上升（对照组阳性率 3. 1%，处理组阳性率 70%），

说明 nocodazole 药物处理成功，PK15 细胞成功停留

在 G2/M 期。

利用药物将细胞停留在不同细胞周期后，PE2
对 PK15 细胞 pegRNA1 作用位点的编辑结果如图 8
所示。图 8A 表示单碱基插入编辑类型编辑效果，

对于该编辑类型，停留在 G1/S 期（hydroxyurea 药物

处理）和 G2/M 期（nocodazole 药物处理）的 PK15 细

胞对 PE2 编辑效率没有较大影响，与 PE2 编辑效率

（0. 44%±0. 02%）相比无显著性差异（hydroxyurea
组编辑效率 0. 42%±0. 05%，nocodazole 组编辑效

A 图为 PE2 和 PEmax 系统在 VIM 基因 c. 251G 位点编辑效率；B 图为 PE2 和 PEmax 系统在该位点的 indels。*表示差异显著

（P<0. 05）；**表示差异极显著（P<0. 01）；***表示差异极显著（P<0. 001）；****表示差异极显著（P<0. 000 1），下同

The editing efficiency of PE2 and PEmax systems at c. 251G locus of VIM gene was showed in figure A， and the indels of PE2 
and PEmax systems at this locus was showed in figure B. * indicate the significant difference （P<0. 05）； ** indicate the extremely 
significant difference （P<0. 01）.  *** indicate the extremely significant difference （P<0. 001）.  **** indicate the extremely 
significant difference （P<0. 000 1）， the same as below
图 3　PE2和 PEmax对 PK15细胞 5种不同编辑类型编辑效率比较

Fig. 3　Comparison of editing efficiency of PE2 and PEmax on 5 different editing types in PK15 cells
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率 0. 33%±0. 16%）。从图 8B 结果上看，对于单碱

基替换编辑类型，hydroxyurea组编辑效率（0. 68%± 
0. 09%）显 著 高 于 PE2（0. 49%±0. 08%），而

nocodazole 组编辑效率（0. 09%±0. 02%）极显著低

于 PE2（0. 49%±0. 08%）。图 8C 结果显示，在单碱

基 缺 失 编 辑 类 型 上 ，hydroxyurea 组 编 辑 效 率

（4. 81%±1. 45%）显著高于 PE2（1. 88%±0. 94%），

nocodazole 组编辑效率（0. 56%±0. 32%）低于 PE2
组（1. 88%±0. 94%）但差异不显著。图 8D 和图 8E

分别表示小片段插入/缺失两种编辑类型编辑结

果。对于小片段插入编辑类型，hydroxyurea 组和

nocodazole 组均无编辑效率。对于小片段缺失编

辑 ，hydroxyurea 组 编 辑 效 率 0. 76%±0. 13%，

nocodazole 组编辑效率 1. 34%±0. 2%，均高于 PE2
（0. 51%±0. 12%），但差异均不显著。此外，对于

小片段插入/缺失两种编辑类型 ，hydroxyurea 组

indels 率 极 显 著 高 于 PE2 组（小 片 段 插 入 类 型

hydroxyurea 组 indels 率 16. 88%±8. 45%，PE2 组

A 图为 PE2 和 PE4 系统在 VIM 基因 c. 251G 位点编辑效率；B 图为 PE2 和 PE4 系统在该位点的 indels
The editing efficiency of PE2 and PE4 systems at c. 251G locus of VIM gene was showed in figure A， and the indels of PE2 and 
PE4 systems at this locus was showed in figure B
图 4　PE2和 PE4对 PK15细胞 5种不同编辑类型编辑效率比较

Fig. 4　Comparison of editing efficiency of PE2 and PE4 on 5 different editing types in PK15 cells

A 图为 PE2 和 PE4max 系统在 VIM 基因 c. 251G 位点编辑效率；B 图为 PE2 和 PE4max 系统在该位点的 indel
The editing efficiency of PE2 and PE4max systems at c. 251G locus of VIM gene was showed in figure A， and the indels of PE2 
and PE4max systems at this locus was showed in figure B
图 5　PE2和 PE4max对 PK15细胞五种不同编辑类型编辑效率比较

Fig. 5　Comparison of editing efficiency of PE2 and PE4max on 5 different editing types in PK15 cells
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左侧为对照组，右侧为 nocodazole 药物处理组。蓝色 . DAPI细胞核染色；红色 . 免疫荧光染色

The left side is the control group， and the right side is the nocodazole drug treatment group.  blue.  DAPI nuclear staining； red.  
Immunofluorescence staining
图 7　nocodazole药物处理后免疫荧光检测结果（标尺：100 μm）
Fig. 7　Immunofluorescence test results after nocodazole treatment （scale bar： 100 μm）

左侧为对照组，右侧为 hydroxyurea 药物处理组。蓝色 . DAPI细胞核染色；绿色 . EdU 染色

The left side is the control group， the right side is the hydroxyurea drug treatment group.  blue.  DAPI nuclear staining； green.  
EdU staining
图 6　hydroxyurea药物处理后 EdU检测结果（标尺：100 μm）
Fig. 6　EdU test results after hydroxyurea treatment （scale bar： 100 μm）
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2. 98%±0. 65%。小片段缺失类型 hydroxyurea 组

indels率 11. 15%±4. 63%，PE2组 1. 42%±0. 15%）。

2. 6　PEmax 与 PK15 细胞停留在 G1/S 期后的 PE2
编辑效率对比

结果如图 9 所示，对于单碱基插入和小片段缺

失两种编辑类型，PEmax的编辑效率（前者 4. 48%± 
0. 46%，后者编辑效率 23. 25%±5. 52%）显著或极

显著高于 hydroxyurea 处理组（单碱基插入编辑效率

0. 42%±0. 05%，小 片 段 缺 失 编 辑 效 率 0. 76%± 
0. 13%）。对于单碱基缺失编辑类型，PEmax 的编

辑效率则显著低于hydroxyurea处理组（前者2. 01%± 
0. 76%，后者 4. 81%±1. 45%）。剩余两种编辑类

型两者编辑效率近似或无编辑效率。

3　讨 论

PE 系统利用单链断裂原理实现对目的基因的

编辑，相对于传统的 CRISPR/Cas9 技术，其编辑效

率更高的同时减少了 indels 率［36］。 CRISPR/Cas9
技术在实现目的编辑时需要引入额外 DNA 模板且

受到 HDR 发生概率等因素的影响，极大限制了其在

精确编辑上的应用。自 CRISPR/Cas9 系统发展而

来的 PE 编辑系统通过逆转录反应与 pegRNA 自带

的 RT 模板，不仅解决了上述问题，还提升了精确编

辑的效率，是对基因编辑技术的完善，但是该技术

在大家畜尤其是猪上鲜有报道和应用。本试验结

果表明，引导编辑系统 PE2 在 PK15 和 IPEC-J2 两

种细胞系中均能实现有效的基因编辑，但其编辑效

率表现出显著的位点依赖性与编辑类型特异性。

值得注意的是，由于两种细胞的电转染效率相近，

可排除转染条件差异对编辑结果的影响，进一步证

实了编辑效率的差异源于引导编辑系统自身对不

同基因组位点及不同编辑类型的固有特性。引导

编辑系统在猪细胞系上对单碱基插入/替换/缺失

几类编辑类型均有一定编辑效率。对于小片段插

入/缺失编辑类型效率极低或无编辑效率。这可能

与对 DNA 的编辑程度有关，较大片段的精确编辑

相对于单碱基的精确编辑难度较高［37］。此外，引导

编辑系统在不同物种不同细胞上的不稳定性也会

hy 表示 hydroxyurea 药物处理组；noco 表示 nocodazole 药物处理组。图 A 为单碱基插入编辑类型；图 B 为单碱基替换编辑类

型；图 C 为单碱基缺失编辑类型；图 D 为小片段插入编辑类型；图 E 为小片段缺失编辑类型

hy represents the hydroxyurea drug treatment group， and noco represents the nocodazole drug treatment group.  Figure A is the 
single base insertion editing type； Figure B is the single base substitution editing type； Figure C is the single base deletion editing 
type； Figure D is the small fragment insertion editing type； Figure E is the small fragment deletion editing type
图 8　PE2编辑系统在不同细胞周期对 PK15细胞 VIM 基因 c. 251G位点编辑效率对比

Fig. 8　Comparison of editing efficiency of PE2 editing system on c. 251G locus of VIM gene in PK15 cells at different cell 
cycles
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对不同编辑类型效率产生影响［21］。对于 pegRNA1/
2 作用位点（c. 251G 和 c. 518T），pegRNA1 在单碱

基缺失类型上产生较高的编辑类型，pegRNA2 则在

单碱基插入/替换编辑类型上产生了较高的编辑效

率。这与 PE 系统在 HEK293T 细胞上的结果相似，

对于不同编辑类型，PE 系统在 HEK293T 细胞上的

效率也较为不同，说明 PE 系统在猪细胞系上表现

出同样的不稳定性［21］。对于 pegRNA，其设计上的

参数，例如 PBS 长度、RT 模板长度等参数的组合也

会对引导编辑系统的编辑效率有较大影响，这也可

能是两个位点编辑效率差异较大的原因［38］。

与 PK15 细胞相比，PE2 在 IPEC-J2 细胞上的编

辑效果较差。Anzalone 等［21］研究表明，PE 编辑系

统 在 K562 细 胞 中 编 辑 效 率 为 15%~30%，而 在

HeLa 细胞中平均编辑效率为 12%，且 PE 系统在两

种细胞上的编辑效率均低于 HEK293T 细胞。因

此，引导编辑系统在不同细胞上的表现不稳定性可

能导致了其在 IPEC-J2 细胞编辑效果较差。

PEmax 为 PE2 的优化版本，相对于 PE2 系统，

该系统在 RT 酶的结构上做出了优化，将其 RT 酶序

列上的一段优化成人类密码子［22］。此外，该系统还

包含了一段长 34aa 的包含有 SV40 核定位信号的连

接子以及在 C 端添加了 C-Myc 核定位信号，这些优

化使得其编辑效率在 Hela 细胞中得到了显著提

升［22］。在本试验中，该系统在 PK15 细胞上同样表

现出了更优的编辑效果。PEmax 在单碱基插入/替

换和小片段缺失类型上的编辑效率均显著高于

PE2，仅在单碱基缺失类型编辑效率与 PE2 近似。

综上所述，在 PK15 细胞中 PEmax 的表现更好，特别

是在单碱基插入和小片段缺失两种编辑类型上，说

明 PEmax 在猪 PK15 细胞中同样也是优于 PE2 的引

导编辑系统。

MMR 机制是机体内重要的 DNA 修复机制，但

是其在引导编辑精确编辑目的位点过程中会影响

引导编辑系统中的精确编辑，使其产生较多不精确

的目的编辑，从而导致其编辑效率下降［22］。因此，

如果在引导编辑过程中短暂抑制 MMR 机制有利于

引导编辑的精确编辑效率提升。PE4 则是基于此开

发 出 的 新 型 引 导 编 辑 系 统 ，该 系 统 会 额 外 表 达

MMR 抑制蛋白，从而提高编辑效率。但是在猪

PK15 细胞中，PE4 系统的表现则不如 PE2 系统。其

在多种编辑类型表现出的编辑效率近似或显著低

于 PE2 系统，这可能与 PE4 载体大小有关。PE4 载

体大小为 12 075 bp，相对于 PE2 系统的 9 753 bp，其
质粒载体大小增加了 24%，过大的质粒载体导致了

其相对于 PE2 系统，更难转染进 PK15 细胞，相比较

低的转染效率可能导致了其在 PK15 细胞上表现不

如 PE2。而对于 PE4max，其相当于 PE4 的优化版

本，同样是在 RT 酶的结构上进行优化，并没有进行

载体大小上的优化，其质粒载体大小为 12 117 bp，
与 PE4 质粒载体大小近似，所以 PE4max 在 PK15 细

胞中的表现同样不如 PE2，并且与 PE4 表现近似。

A 图为两者在 VIM 基因 c. 251G 位点编辑效率；B 图为两者在该位点的 indels
Figure A shows the editing efficiency of the two at the VIM gene c. 251G locus； Figure B shows the indels of the two at this locus
图 9　PEmax与 PK15细胞停留在 G1/S期后的 PE2对 VIM 基因 c. 251G位点编辑效率对比

Fig. 9　The comparison of editing efficiency of PEmax and PE2 on VIM gene c. 251G locus after PK15 cells stayed in G1/S 
phase
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细胞周期对于真核细胞是受到严格调控的重

要生命过程，其对细胞的生长发育，分裂增殖都具

有重要作用。Wang 等［39］通过研究表明，细胞周期

通过 DNA 的修复机理对于 PE 系统编辑效率有一

定影响。本试验通过药物处理将 PK15 细胞停留在

G1/S 期和 G2/M 期，观察不同细胞周期对 PE 系统

的影响以判断出最利于 PE 系统编辑 PK15 细胞的

时期。对于单碱基插入编辑类型，不同时期对于

PE2 系统影响不大，药物处理组与对照组（PE2）编

辑效率近似。对于单碱基替换，hydroxyurea 组编辑

效率显著高于对照组，与对照组相比，其编辑效率

平均提高了 1. 4 倍，而 nocodazole 组编辑效率极显

著低于对照组，其编辑效率平均降低了 5. 4 倍。在

单碱基缺失编辑类型上，hydroxyurea 组编辑效率极

显著高于对照组，与对照组相比，其编辑效率平均

提升了 2. 6 倍，而 nocodazole 组编辑效率略低于对

照组，但差异不显著。对于小片段插入/缺失编辑

类型，两组药物处理组均无编辑效率，与对照组结

果相同。从总体结果上看，停留在 G1/S 期对于

PE2 系统编辑 PK15 细胞起到了促进作用，单碱基

替换/缺失两种编辑类型的编辑效率均显著提升，

而停留在 G2/M 期则对 PE2 系统编辑 PK15 细胞起

到了一定抑制作用，在单碱基缺失编辑类型上极显

著降低了其编辑效率，其余几种编辑类型也均无显

著效率提升。Schene 等［25］研究发现，DNA 修复机

理尤其是 DNA 同源重组的活性对于 PE 系统具有

促进作用。原因是停留在 G1/S 期后的细胞在解除

药物抑制后，同源重组的活性会提升 PE 系统的编

辑效率［40］，这可能是 hydroxyurea 药物处理组编辑效

率高于 PE2 对照组的原因。而 nocodazole 组效率较

低则可能与染色质的开放程度有关［41］。G2/M 期染

色质丝高度螺旋化成染色体，产生的空间位阻导致

PE2 蛋白难以与目的 DNA 位点结合有关。此外，

hydroxyurea 组在小片段插入/缺失两种编辑类型上

的 indels 率极显著高于对照组，一定程度上证明了

停留在 G1/S 期有利于 PE2 系统在 PK15 细胞上发

挥功能，但由于在 PK15 细胞上小片段类型编辑的

难度，使其未能够产生精确编辑。最后，通过将

PEmax 系统与 hydroxyurea 组编辑效率进行比对，两

者在不同编辑类型上的编辑效率各有优劣，说明根

据编辑类型的不同，选择合适的 PE 系统或处理可

以提升 PE 系统在猪 PK15 细胞中的编辑效率。

4　结 论

本试验利用引导编辑工具 PE2 和 PEmax 成功

在猪细胞系 VIM 基因 c. 251G 和 c. 518T 位点上实

现精确编辑，并通过调控细胞周期提升了 PE2 在

PK15 细胞中的编辑效率，为研究引导编辑在猪细胞

上的应用提供了理论依据。
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