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• 利用CRISPR/Cas9系统诱导基因组DNA双链断裂
• 通过非特异性核酸内切酶Cas9和导向RNA(gRNA)实现对目标基因的编辑

CRISPR/Cas9系统的工作原理

• Cas9核酸内切酶：负责切割目标DNA序列
• gRNA：负责识别并结合目标基因序列，引导Cas9酶进行切割
• 同源重组模板（可选）：用于引入特定的突变或插入新的序列

CRISPR/Cas9系统的组件

CRISPR/Cas9技术的原理与组件



设计gRNA和目标序列
• 选择目标基因的特定区域
• 设计与目标序列互补的gRNA

构建质粒载体
• 将gRNA和Cas9基因克隆到适当的表
达载体中
• 将同源重组模板（如果需要）克隆到另
一个载体中

细胞转染与筛选
• 将质粒载体转染到目标细胞中
• 通过筛选获得成功编辑的细胞克隆

基因编辑效果检测与分析
• 对筛选出的细胞克隆进行基因型鉴定
• 分析基因编辑效果，如突变类型、插入
/删除大小等

CRISPR/Cas9基因编辑流程
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gRNA设计原则
• 确保gRNA与目标序列具有高度的互补
性
• 避免gRNA与基因组上其他序列发生非
特异性结合

目标序列选择
• 选择对目标基因功能有重要影响的区域
• 考虑基因组上是否存在潜在的PAM序
列

gRNA设计与目标序列选择



CRISPR/Cas9基因编辑实验设计与优化
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目标基因的选择

• 选择功能明确、具有重要生物学
意义的基因
• 考虑到基因编辑后可能产生的生
物安全和伦理问题

gRNA设计的特异性

• 确保gRNA与目标基因序列的高
度互补性
• 避免gRNA与基因组上其他序列
的非特异性结合

Cas9酶切位点的选择

• 选择与目标基因序列相邻的PAM

序列
• 避免选择可能产生多个切口的
PAM序列

CRISPR/Cas9实验设计注意事项



高效gRNA的设计原则

• 选择GC含量适中、二级结构简单
的gRNA序列
• 考虑gRNA的退火温度和结合能

高效gRNA的筛选方法

• 利用高通量测序技术检测gRNA的
编辑效果
• 根据编辑效率和特异性选择最优
的gRNA序列

同源重组模板的设计与
应用

• 设计包含特定突变或插入的新序
列的同源重组模板
• 利用同源重组技术实现精确的基
因编辑

高效gRNA设计与筛选



同源重组模板的设计原则
• 选择与目标基因序列高度互补的模板序列
• 考虑模板序列的长度和GC含量

同源重组模板的应用策略
• 利用同源重组技术实现精确的基因编辑
• 通过PCR和测序鉴定基因编辑效果

同源重组模板设计与应用
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质粒构建的步骤

• 将gRNA和Cas9基因克隆到适当
的表达载体中
• 如果需要，将同源重组模板克隆
到另一个载体中

质粒转化的方法

• 利用化学转化、电转化或显微注
射等方法将质粒转入大肠杆菌中
• 通过抗生素筛选获得含有质粒的
菌落

质粒构建与转化
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