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摘   要：本研究旨在探索 VASA 基因在绵羊睾丸发育中的表达变化，并通过构建 VASA 基因敲入

载体，为下一步进行绵羊生殖细胞体外诱导分化研究提供基础。采集性成熟前后即 3 月龄

(3-month-old, 3M)和 9 月龄(9-month-old, 9M)绵羊睾丸组织，利用实时荧光定量 PCR (quantitative 
real-time PCR, qPCR)和 Western blotting 技术分析 VASA 基因的差异表达，并利用免疫组织化学技

术对 VASA 基因的表达定位进行分析。设计靶向 VASA 基因的向导 RNA (guide RNA, gRNA)，并构

建同源重组载体，进行质粒转染绵羊耳成纤维细胞。结合 CRISPR/dCas9 技术对 VASA 基因进行激

活，进一步验证载体效率。结果表明，VASA 基因随着绵羊睾丸发育，表达水平极显著增加

(P<0.01)，且主要定位在精母细胞和圆形精子细胞中。利用 CRISPR/Cas9 系统构建了 VASA 基因敲

入载体，联合 pEGFP-PGK puro-VASA 载体转染耳成纤维细胞，CRISPR/dCas9 系统激活后，耳成

纤维细胞成功表达 VASA 基因。结果提示，VASA 基因在绵羊睾丸发育和精子发生中发挥潜在功

能，且通过 CRISPR/Cas9 系统可在体外构建 VASA 基因敲入载体，为下一步探究 VASA 基因对绵羊

雄性生殖细胞的发育和分化提供有效的研究手段。 
关键词：VASA；CRISPR/Cas9；CRISPR/dCas9；敲入；绵羊 
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Construction and validation of sheep VASA gene knock-in 
vector based on CRISPR/Cas9 system 

YANG Hua, LIU Zifei, LÜ Wenli, WANG Feng, ZHANG Yanli* 

Institute of Sheep and Goat Science, College of Animal Science and Technology, Nanjing Agricultural University, 
Nanjing 210095, Jiangsu, China 
 
Abstract: This study aimed to explore the expression changes of VASA gene in sheep testis 
development and to construct VASA gene knock-in vector to prepare for the study on the differentiation 
of sheep germ cells in vitro. The testicular tissues of 3-month-old (3M) and 9-month-old (9M) sheep 
which represent immature and mature stages, respectively, were collected. The differential expression of 
VASA gene was analyzed by quantitative real-time PCR (qPCR) and Western blotting, and the location 
of VASA gene was detected by immunohistochemistry. The sgRNA targeting the VASA gene was 
designed and homologous recombination vectors were constructed by PCR. Subsequently, plasmids 
were transferred into sheep ear fibroblasts. The VASA gene was activated in combination with 
CRISPR/dCas9 technology to further verify the efficiency of the vector. The results showed that the 
expression level of VASA gene increased significantly with the development of sheep testis (P<0.01), 
and was mainly located in spermatocytes and round spermatids. The knock-in vector of VASA gene was 
constructed by CRISPR/Cas9 system, and the Cas9-gRNA vector and pEGFP-PGK puro-VASA vector 
were transfected into ear fibroblasts. After CRISPR/dCas9 system was activated, ear fibroblasts 
successfully expressed VASA gene. The results suggest that VASA gene plays a potential function in 
sheep testicular development and spermatogenesis, and the VASA gene knock-in vector can be 
constructed in vitro through the CRISPR/Cas9 system. Our results provided effective research tools for 
further research of germ cell development and differentiation. 
Keywords: VASA; CRISPR/Cas9; CRISPR/dCas9; knock in; sheep 

 
VASA 基因是编码 ATP 依赖性 RNA 解旋酶的

基因 DEAD-box 家族中的成员，又名 DDX4 或

MVH，最初在果蝇中鉴定出来，研究表明 VASA 基

因在无脊椎动物和脊椎动物中高度保守，且 VASA
蛋白的分子功能包括：可以与生殖细胞建立相关的

靶 mRNA 相结合，以及控制卵子发生过程中翻译

的起始[1]。目前，VASA 基因已经在果蝇、鱼类、

蟹类和哺乳动物等的生殖细胞中有广泛研究。在鱼

类原始生殖细胞(primordial germ cells, PGCs)的起

源和迁移研究中，VASA 基因可作为标记物示踪

PGCs 的整个发育过程[2]，且在精子发生整个过程

均有表达[3]。VASA 基因在青蟹的卵巢和睾丸中均

表达，在精子发生过程中 VASA 表达呈现动态变化，

且主要在精原细胞和初级精母细胞表达[4]。VASA
在人精子头部和尾部的细胞质膜中表达，且在少精

子症男性中表达显著降低，因此，VASA 可以作为

男性不育症的分子标志物[5]。VASA 同源物(MVH)
基因纯合突变小鼠以性别依赖的方式呈现生殖缺

陷，MVH 纯合突变会导致雄性小鼠出现生精缺陷，

造成睾丸中减数分裂损伤和细胞凋亡等，使胚胎中

雄性性腺发育异常，但不影响雌性生殖细胞的发 
育[6]。VASA 基因在人胎儿和成年性腺中均有表达，

主要在精母细胞和成熟卵母细胞表达较高，是人类

生殖细胞高度特异性标记基因[7]。此外，在不同物
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种中，VASA 基因在不同性别个体中的表达也不同，

比如在雌性血吸虫中表达水平高于雄性[8]；在亚洲

黄塘鳖不同性别胚胎中，卵巢中表达水平高于睾

丸，但出生后则相反[9]。因此，VASA 基因被认为

是多种动物生殖细胞谱系鉴定的分子标记，是研究

生殖细胞分化和发育的关键基因。在绵羊精原干细

胞动态发育研究中，VASA 基因可作为生殖细胞标

记辅助示踪精原干细胞的分化过程，随着绵羊日龄

增加，VASA 基因表达逐渐增强，证明 VASA 基因

在绵羊雄性生殖发育中发挥潜在功能[10]。目前，关

于 VASA 基因在家畜尤其是绵羊雄性生殖调控中的

系统性研究较少，探索 VASA 基因在绵羊睾丸发育

及精子发生中的潜在功能尤为重要。 
CRISPR/Cas9系统包含Cas9蛋白和向导RNA 

(guide RNA, gRNA)，由 Cas9 蛋白发挥 DNA 双链

切割作用，gRNA 起向导识别作用，DNA 双链断

裂(double strand breaks, DSB)后利用同源定向修

复(homology directed repair, HDR)、微同源介导的

末端连接(microhomology- mediated end joining, 
MMEJ)、基于同源介导的末端连接(homology- 
mediated end joining, HMEJ)或非同源末端连接方

式(non-homologous end joining, NHEJ)进行自我修

复，进而完成基因的靶向突变、插入、缺失或基

因敲除，实现对基因组的修饰[11-12]。CRISPR/Cas9
基因编辑技术具有靶向效率高、脱靶效应低和技

术难度低等优点，被广泛用于疾病防治、家畜育

种等研究[13-14]。CRISPR/Cas9 敲入系统可以将外

源 DNA 有效敲入目标基因组位点，促进靶向基因

的功能发挥，达到编辑基因组的目的[15]。目前，

基于 CRISPR/Cas9 基因敲入技术已经成功构建多

个基因的敲入细胞系和小鼠模型[14,16]。 
VASA 基因作为生殖细胞标记物，研究其对生

殖细胞发育的影响至关重要，本研究通过对绵羊性

成熟前后睾丸组织中 VASA 基因的表达模式进行探

索，确定 VASA 基因对生殖细胞发育具有潜在功能；

并基于 CRISPR/Cas9 系统，构建 pEGFP-PGK 
puro-VASA 敲入质粒，利用 CRISPR/dCas9 技术进

一步验证敲入效率，成功构建绵羊 VASA 基因敲入

载体，为研究 VASA 基因在绵羊生殖细胞体外诱导

分化及发育中的作用机制奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  试验材料 

绵羊 3 月龄(3-month-old, 3M)和 9 月龄

(9-month-old, 9M)睾丸组织采自江苏省泰州市

海伦羊业有限公司，新鲜采集的睾丸组织，使

用生理盐水洗净后，剪取少量放至组织冻存管

中，并液氮速冻后转移至−80 ℃冰箱，用于下

一步 RNA 提取和蛋白提取。取 1 cm3 睾丸组织

于 4%多聚甲醛中进行组织固定，用于组织切片

和免疫组织化学试验。本研究所涉及的动物试

验方案经南京农业大学动物福利和伦理委员会

批准(审批号：SYXK(苏)2022-0031)。 

1.2  组织 RNA 提取及荧光定量 PCR 
取约 100 g睾丸组织于组织研磨管中，加入

1 mL Trizol (Invitrogen)进行研磨，待组织充分

解离后，根据 Trizol 法提取说明书提取组织

RNA，并根据南京诺维赞生物科技股份有限公

司(Vazyme)反转录说明书进行 cDNA 合成。利

用 NCBI数据库设计 VASA基因引物(表 1)，并由

南京擎科生物技术有限公司合成。根据诺唯赞

SYBR qPCR 荧光定量预混酶说明进行荧光定量

实验，其中反应体系包含：SYBR qPCR Master 
Mix 10 μL、基因上下游引物(10 μmol/L)各 0.6 μL、
cDNA 1 μg和Nuclease-free water补充至 20 μL。

反应条件如下：50 ℃，2 min；95 ℃预变性   
10 min；依次 95 ℃ 15 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，
共40个循环；最后72 ℃延伸10 min。结果数据通

过 2−ΔΔCt法，以 ACTB 基因为内参基因对目的基因

表达量进行相对定量分析。 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4222 

1.3  Western blotting 分析 
取睾丸组织进行组织研磨，加入含 1%苯甲基

磺酰氟 (phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF)的
RIPA 裂解液进行蛋白提取，依据 BCA 蛋白浓度

检测试剂盒(碧云天)进行蛋白浓度测定，在 72 ℃
进行蛋白变性 10 min 后，在 200 V 电压条件下进

行蛋白电泳 40 min，然后在恒流 290 mA 条件下进

行 90 min，使蛋白转印至聚偏氟乙烯(poly vinylidene 
fluoride, PVDF)膜，转印后的膜放置于 5%脱脂奶

粉溶液中进行封闭 2 h，用抗体稀释液将 VASA 基

因抗体(Affinity)按 1:500 比例稀释后对目的条带

4 ℃过夜孵育，用 TBST 溶液洗涤条带 3 次，每次

5 min后，进行二抗孵育 2 h，孵育结束后进行TBST
洗涤，将条带在化学发光检测系统(Bio-Rad)中进行

成像，使用 Image J 软件计算灰度值。 

1.4  免疫组织化学 
将采集的睾丸组织用多聚甲醛固定，依次经

过酒精梯度脱水、二甲苯透明和浸蜡后，将组织

进行石蜡包埋，使用石蜡组织切片机将包埋的组

织切成 6 µm 厚组织切片，再经过组织脱蜡、柠

檬酸盐抗原修复，参照免疫组化试剂盒(Boster)说
明进行封闭，将 VASA 基因抗体(affinity)使用封闭

液进行1:100稀释，4 ℃过夜孵育组织切片，使用

试剂盒中的山羊抗兔 IgG (H+L)进行二抗孵育，

1 h 后用苏木素染核，中性树脂封片，并在显微

镜下观察组织形态和染色情况。 

1.5  gRNA 设计及合成 
根据 NCBI 数据库中绵羊 VASA 基因序列信

息，针对 24 号外显子后序列，在 gRNA 在线网

站 (http://crispr.mit.edu/) 设计靶向 VASA 基因

gRNA 序列(表 2)。进一步采用实验室保存的

Cas9 和 gRNA 共表达载体 pX330，在 gRNA 序

列两端加上 Bbs I 黏性末端，交由南京擎科生物

技术有限公司合成。 
 

表 1  文中所用基因引物序列 
Table 1  Primer sequences used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Product length (bp) GenBank accession No. 
ACTB-F 
ACTB-R 

CGCAAGTACTCCGTGTGGAT 
TAACGCAGCTAACAGTCCGC 

146 
 

NM_001009784.3 

VASA-F 
VASA-R 

AGTGCCCTGTTCTTGTTGCT 
ACGACCAGTACGCCCAATTC 

131 
 

XM_042233781.1 

 

表 2  VASA 基因 gRNA 序列 
Table 2  gRNA sequences of VASA gene 
Primer name Sequence (5′→3′) 
VASA-gRNA1-F tttcttggctttatatatcttgtggaaaggacgaaacaccG

AACTGTACCACAAACTTGC 
VASA-gRNA1-R tcaacttgctatgctgtttccagcatagctctgaaacGC

AAGTTTGTGGTACAGTTC 
VASA-gRNA3-F tttcttggctttatatatcttgtggaaaggacGAAAAC

AACCTGCAAGTTTG 
VASA-gRNA3-R tcaacttgctatgctgtttccagcatagctctgaaacCA

AACTTGCAGGTTGTTTTC 
VASA-gRNA4-F tttcttggctttatatatcttgtggaaaggacgaaacaccG

ACTCATCATCTACTGGATT 
VASA-gRNA4-R tcaacttgctatgctgtttccagcatagctctgaaacAAT

CCAGTAGATGATGAGTC 
The lower and upper case letters in the table represent the 
sticky terminal sequences and the gRNA sequences of VASA 
gene, respectively. 

1.6  Cas9-gRNA 表达载体构建 
依据实验室已有步骤 [17] ，将已合成的

gRNA 引物进行退火，即用 T4 多聚核苷酸激酶

(T4 polynucleotide kinase, T4 PNK)处理gRNA，并

进行 PCR 反应(反应体系见表 3)，37 ℃ 30 min、

95 ℃ 5 min，以 5 ℃/min 速度从 95 ℃退火至

25 ℃，4 ℃保存样品。退火后的样品进行酶切

和连接插入 pX330 质粒(反应体系见表 4)，即

37 ℃ 5 min，21 ℃ 5 min，6 个循环。最后将

酶切连接反应产物和大肠杆菌(Escherichia coli) 

DH5α 感受态细胞以 1:10 比例混合进行质粒转

化和测序鉴定。 
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1.7  重组质粒 EGFP-PGK puro-VASA的构

建及验证 
根据 VASA 基因序列信息，在 24 号外显子

附近确定 2 个前间隔序列邻近基序(protospacer 
adjacent motif, PAM)位点，设计 5′和 3′同源臂引

物，参照实验室前期反应进行 PCR 扩增[17]，即

94 ℃预变性 5 min；94 ℃ 30 s，59 ℃退火 30 s，
72 ℃延伸 1 min，共 35 个循环；最后 72 ℃延伸

7 min。扩增得到含有酶切位点的同源臂片段，并

连接至 pMD19-T 载体，获得 pMD-5&3HA 中间

载体；以 TV-hPITX3-Reverse (Addgene)为模

板，利用高保真酶参照说明利用 P2A-EGFP-F
和 XhoI-loxp-puro-R 引物扩增 P2A (后)-EGFP- 
LoxP-PGK-Puro-LoxP，然后取出扩增的产物稀

释 10 倍后用 1 μL 作为模板用 NheI-P2A-F 和

XhoI-loxp-puro-R 引物扩增 P2A-EGFP-LoxP-PGK- 
Puro-LoxP，进行 PCR 产物回收。使用 Nhe I 和

Xho I 双酶切 pMD-5&3HA 和 P2A-EGFP-LoxP- 
PGK-Puro-LoxP PCR 回收产物，回收酶切产物

后通过 T4 DNA 连接酶连接，得到目的产物

pVASA-EGFP-LoxP-PGK-Puro-LoxP ( 即 重 组

EGFP-PGK puro-VASA 质粒)载体图谱见图 1 和

图 2。此外，根据 5′和 3′同源臂序列设计的引物

和 EGFP-LoxP-PGK-Puro-LoxP 片段相关引物见

表 5，将同源臂产物进行凝胶电泳检测。 

1.8  绵羊耳成纤维细胞培养及转染 
使用实验室前期分离的绵羊耳成纤维细胞

进行转染实验。将细胞培养至六孔板培养皿，

用含 10%胎牛血清和 1%双抗的 DMEM 培养基

在 37 ℃和 5% CO2 培养箱进行培养，细胞汇合

度 达 95% 左 右 进 行 传 代 ， 待 细 胞 密 度 达

70%−80%左右，根据 Lipofectamine®3000 试剂

(Invitrogen)说明将已构建的 Cas9-gRNA 质粒和

pEGFP-PGK puro-VASA 质粒共同进行转染，即

每个六孔板转染质粒 DNA 量共 2.5 µg，转染 

48 h 后，进行药筛，即利用含抗生素嘌呤霉素

(puromycin, puro)的培养液进行细胞培养，每天

换液，去除死细胞，3−5 d 后待细胞长满进行下

一步实验及 DNA 和 RNA 提取。 

1.9  CRISPR dCas9 激活载体构建及转染 
如 1.5 所述，根据 VASA 基因启动子序列信

息，在 sgRNA 设计网站设计靶向激活 VASA 的

sgRNA (表 6)。用 Bbs I 在 37 ℃条件下酶切载体

质粒 dCas9-p300 (Addgene)，琼脂糖凝胶电泳

后，用 DNA 片段回收试剂盒(Tiangen)进行切胶

回收目的载体片段，在 PCR 仪将引物退火反应

后，进行酶连接及质粒转化，送公司测序后，

提取目的质粒，成功构建 CRISPR/dCas9-p300 
Activator 表达质粒。并在 1.8 基础上药筛后得到

的耳成纤维细胞进行转染，48 h 后提取 RNA 进

行下一步 VASA基因定量表达鉴定及荧光鉴定。 
 

 
表 3  gRNA PX330 质粒构建反应体系 
Table 3  Construction of gRNA pX330 plasmid 
reaction system 
Components Volume (µL) 
sgRNA top 100 µmol/L 1 
sgRNA bottom 100 µmol/L 1 
T4 ligation buffer 1 
T4 PNK 1 
ddH2O 6 
Total 10 
 

 
表 4  酶切连接反应体系 
Table 4  Enzyme ligation reaction system 
Components Volume (µL) 
Cas9 plasmid 100 ng 164 ng/µL×0.61 µL 
10× Tango buffer 2 
Oligo duplex 2 
ATP 10 mmol/L 1 
Fast digest BbsI 1 
T7 DNA ligase 0.5 
ddH2O 12.9 
Total 20 
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图 1  pEGFP-PGK puro-VASA 载体构建示意图 
Figure 1  Schematic diagram of pEGFP-PGK puro-VASA targeting vector construction.  

 

 
 

图 2  pEGFP-PGK puro-VASA 载体结构  
Figure 2  pEGFP-PGK puro-VASA vector structure. 
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表 5  VASA 基因同源臂引物序列及 EGFP-LOXP-PGK-PURO-LOXP 片段相关引物 
Table 5  Primer sequences of VASA gene homologous arm and EGFP loxP PGK Puro loxP fragment related primers 
Primer name Sequence (5ʹ→3ʹ) 

5′ homologous arm-F GCTAGCATCCCATGACTCATCATCTA 

5′ homologous arm-R TCATCCAGCCCAGCATTTTG 

3′ homologous arm-F GGTACCCCCCTGTATTTATGTCTCACTTGTT 

3′ homologous arm-R CTCGAGGATGCAGAGAAGAAAGTAG 

P2A-EGFP-F CAGCCTGCTGAAGCAGGCTGGAGACGTGGAGGAGAACCCTGGACCTGTGAGCAAGGGCGA
GGAGCT 

XhoI-loxp-puro-R actCTCGAGATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGAACCTCTTCGAGGGACCTA 

NheI-P2A-F tcaGCTAGCGGAAGCGGAGCTACTAACTTCAGCCTGCTGAAGCA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.10  细胞 DNA、RNA 提取与荧光定量 PCR 
在耳成纤维细胞转染 Cas9-gRNA 及 VASA

重组质粒 48 h 后，进一步经过 puro 药筛，待细

胞汇合至 95%左右，吸去培养液，杜氏磷酸缓冲

盐溶液(Dulbecco’s phosphate buffered saline, DPBS)
洗3次，参照试剂说明(Tiangen)进行细胞基因组

DNA 提取，纯化后进行下一步 PCR 实验；在药

筛后耳成纤维细胞转染 CRISPR/dCas9-p300 

Activator 表达质粒 48 h 后，加入 Trizol 试剂裂

解细胞，充分裂解后转移至 1.5 mL 离心管，根

据说明书进行 RNA 提取和 cDNA 合成，并利用

荧光定量 PCR 方法检测细胞中 VASA 基因表达

变化。 

1.11  数据处理及分析 
本研究所涉及试验均重复至少 3 次，试验

数据以均值±标准误( x ±s)表示。SPSS (24)软件

对数据进行差异显著性分析，*、**和***分别代

表差异性显著水平为P<0.05、P<0.01和P<0.001。 

2  结果与分析 
2.1  VASA基因在绵羊睾丸发育中的表达及

定位 
为鉴定 VASA基因在雄性生殖发育过程中的

作用，利用实时荧光定量 PCR (quantitative 

real-time PCR, qPCR)和 Western blotting 技术对

性成熟前后即 3 月龄和 9 月龄绵羊睾丸组织进行

VASA 基因表达定量。结果表明，VASA 基因在性

成熟后睾丸组织的表达极显著高于性成熟前

(P<0.001)。免疫组织化学结果显示，VASA 基因

在 3 月龄睾丸的少数精母细胞中呈现阳性着色，

在 9 月龄睾丸的不同生精细胞中均有表达，主要

在大部分精母细胞和圆形精子细胞表达，而在长

形精子细胞和睾丸支持细胞没有表达，且 9 月龄

睾丸中阳性着色程度较 3 月龄高(图 3)。因此，

VASA 基因随着睾丸发育，表达水平显著增高，

证明其在睾丸发育和精子发生中发挥潜在功能。 

2.2  荧光报告载体EGFP-PGK puro-VASA构建 
成功构建 EGFP-PGK puro-VASA 表达载

体。针对 EGFP-PGK puro-VASA 载体 5′和 3′同

源臂进行引物设计，以绵羊基因组为模板进行 
 

表 6  VASA 基因 sgRNA 序列 
Table 6  sgRNA sequences of VASA gene 
Primer 
name 

Sequence (5′→3′) 

sgRNA-a TTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGG
ACGAAACACCGAACTGTACCACAAACTT
GC 

sgRNA-b TCAACTTGCTATGCTGTTTCCAGCATAGCT
CTGAAACGCAAGTTTGTGGTACAGTTC 
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图 3  VASA 基因在绵羊睾丸中的表达及定位   A：VASA 基因在性成熟前后绵羊睾丸中 mRNA 水平的

差异表达. B：VASA 基因在性成熟前后绵羊睾丸中蛋白水平的差异表达. C：VASA 基因在性成熟前后绵

羊睾丸组织中的表达定位，1−7 分别表示间质细胞、支持细胞、精原细胞、初级精母细胞、次级精母细

胞、圆形精子细胞和长形精子细胞 
Figure 3  Expression and location of VASA in sheep testis. A: Differential expression of VASA gene at 
mRNA level in sheep testis before and after sexual maturity. B: Differential expression of VASA gene at 
protein level in sheep testis before and after sexual maturity. C: Expression localization of VASA gene in 
sheep testis tissue before and after sexual maturity, 1−7 represents Leydig cells, Sertoli cells, spermatogonia, 
primary spermatocytes, secondary spermatocytes, round spermatocytes and long spermatocytes, respectively. 

 
PCR 扩增，如图 4 所示，凝胶电泳结果表明可

成功扩增出两侧同源臂，且符合目标大小。 

2.3  VASA 基因 gRNA 设计及 Cas9-gRNA
表达质粒构建 

针对 VASA 基因 24 号外显子设计了 3 条

gRNA，其中 gRNA3 位于正义链，gRNA1 和    

gRNA 4 位于负义链，3 条 gRNA 的打靶位点如

图5所示，分别构建Cas9-gRNA表达质粒后，提取

DNA，进行体外引导切割实验，电泳结果证明

3 条 gRNA 条带明显，测序表明 3 个质粒

Cas9-g1、Cas9-g3 和 Cas9-g4 引导序列插入正

确(图 6)。 
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图 4  pEGFP-PGK puro-VASA 载体构建   凝胶电泳成像图中 C 和 M 分别表示对照组和 DNA marker，
不同数字代表不同的样品重复 
Figure 4  Construction of pEGFP-PGK puro-VASA vector. In the gel electrophoresis image, C and M represent 
the control group and DNA marker, respectively, and different number represents different sample. 

 
 

 
 

图 5  VASA 基因 gRNA 打靶位点及体外引导切割验证   A：表示 3 条 gRNA 的位点. B：3 条 gRNA 的

体外引导切割实验，且 c、g1、g3、g4 和 M 分别表示对照组、gRNA1、gRNA3、gRNA4 和 DNA marker 
Figure 5  Targeting site of gRNA at VASA gene and in vitro guide cleavage assay. A: The sites of three gRNAs. 
B: The in vitro guided cleavage assay of three gRNAs. c, g1, g3, g4 and M represent the control group, gRNA1, 
gRNA3, gRNA4 and DNA marker, respectively. 
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2.4  体外转染 VASA 基因 Cas9-gRNA 及

EGFP-PGK puro-VASA 载体并验证其有效性 
为验证所构建敲入载体有效性，在绵羊耳

成纤维细胞进行 Cas9-gRNA 和 EGFP-PGK 
puro-VASA 质粒转染，48 h 后进行药筛，持续筛

选 3−5 d，收集细胞基因组 DNA 进行靶向切割

实验检测和扩增目的条带检测；如图 7 所示，

T7E1 检测表明 Cas9-g3 和 Cas9-g4 条带明显，

证明两条 gRNA 可成功进行基因组切割；PCR
扩增结果表明，转染后可成功扩出 2 627 bp 大

小的片段，证明 VASA基因被成功敲入细胞中，

后续实验利用 Cas9-gRNA3 载体进行转染。 
 

 
 

图 6  Cas9-gRNA 载体示意图(A)与 gRNA 序列插入测序鉴定(B) 
Figure 6  Schematic diagram of Cas9-gRNA vector (A) and identification of gRNA sequence insertion (B). 

 
 

 
 
 

图 7  体外转染VASA基因敲入载体验证   A：T7E1 检测 gRNA3 和 4 的基因组切割效果，泳道 M、C、

g3 和 g4 分别表示 DNA marker、对照组、gRNA3 和 gRNA4 组. B：VASA 基因敲入载体扩增电泳分析，

Cas9-gRNA3 和 Cas9-gRNA4 表示转染 EGFP-PGK puro-VASA 和 Cas9-gRNA3、4 质粒后扩增片段大小，

泳道 M、1、2、3 和 4 分别表示 DNA marker 和实验重复组 
Figure 7  In vitro transfection of VASA gene knock-in vector validation. A: The genomic cleavage effect 
detection of gRNA3 and 4 using T7E1 analysis, and M, C, g3 and g4 represent DNA marker, control group, 
gRNA3 and gRNA4, respectively. B: VASA gene knock-in vector amplification electrophoresis analysis, 
Cas9-gRNA3 and Cas9-gRNA4 represent the PCR product of amplified fragments after transfection with 
EGFP-PGK puro-VASA and Cas9-gRNA3, 4 plasmids, M, 1, 2, 3, 4 represent DNA marker and experiment 
group repeats, respectively. 
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2.5  CRISPR/dCas9 激活 VASA 基因效率

测定 
为有效激活 VASA 基因在体外的表达，在

VASA 基因启动子区设计两条 sgRNA (图 8)，将

已构建的 dCas9 表达质粒和 sgRNA 表达质粒共

转染至前期药筛得到的绵羊耳成纤维细胞，48 h
后提取细胞总 RNA 进行 qPCR 鉴定，结果表

明，单独转染 sgRNA 时，效果较差，同时转染

两条 sgRNA 可有效提高 VASA 基因的表达水平

(P<0.05)，证明同时转染两条 sgRNA 可有效激

活绵羊耳成纤维细胞中 VASA基因的表达，且绿

色荧光结果显示 VASA 基因被成功激活(图 9)。 

3  讨论 
VASA 基因是研究生殖细胞和生殖腺起源和

发育的生殖系标记物，但其在不同物种之间存

在表达差异。已有研究表明 VASA基因参与雄性

生殖细胞的发育，其功能丧失会导致小鼠雄性

生殖细胞的增殖和分化受损 [6]。而目前关于

VASA 基因对绵羊雄性生殖的影响仍未有报道。

因此，本研究对 VASA 基因在绵羊睾丸发育中的表

达及定位进行探索，利用 CRISPR/Cas9 系统成功

构建 VASA 基因敲入载体，并采用 CRISPR/dCas9

技术进行 VASA基因激活效率鉴定，为未来进一

步探索 VASA基因参与绵羊生殖细胞发育的调控

机制提供参考依据。 

VASA 基因已被证明在哺乳动物雄性生殖发

育过程中发挥重要作用，其在精子发生过程中

的表达定位与类染色体密切相关 [1]。研究表

明，VASA 基因在原始生殖细胞中的调控机制在

物种间相对保守[18]，但在睾丸不同发育阶段呈

现差异表达，在新生儿和成人睾丸中，VASA 主

要在精母细胞和精子细胞中表达，在体细胞不

表达，且成年小鼠睾丸中表达水平较新生小鼠

高，VASA 在体内精原干细胞中不表达，但体外

分离精原干细胞后，VASA 基因呈现表达，且定

位在细胞质[19]。在猪睾丸发育研究中，VASA 在

青春期前猪睾丸未分化精原细胞中表达，而发

育到青春期后，在分化的精母细胞中表达，表

明 VASA基因随着猪睾丸的发育，逐步由精原细

胞转移至精母细胞中表达，可作为猪睾丸发育

过程中阶段特异性标记基因[20]。在青春期前马

睾丸中，VASA 主要在精原细胞表达，而在青春

期后，表达于精原细胞、精母细胞和圆形精子

细胞，且主要在粗线期精母细胞表达，同时在

体细胞中没有表达[21]。VASA 基因在牛出生后睾 
 

 
 

图 8  靶向 VASA 基因的 sgRNA 设计 
Figure 8  Design of sgRNA targeting VASA gene. 
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图 9  体外转染 VASA 基因 sgRNA 载体激活效率测定   A：转染载体后，PCR 分析 VASA 基因表达情

况，其中泳道 M、1、2、3 和 C 分别表示 DNA marker、sgRNA-a 激活组、sgRNA-b 激活组、sgRNA a
和 b 共同转染组和对照组. B：qPCR 鉴定载体转染后 VASA 基因的表达情况，其中 1、2、3 表示 sgRNA a
和 b 共同转染组，4 和 5 分别表示 sgRNA-a 和 sgRNA-b 单独激活组. C：荧光鉴定 VASA 基因激活情况，

细胞在 10 倍镜下拍摄 
Figure 9  Detection of the activation efficiency of transfection of VASA gene sgRNA in vitro. A: After 
transfection with the vector in cells, PCR was performed to analyze the expression of VASA gene, with lanes M, 
1, 2, 3, and C representing DNA marker, sgRNA-a activation group, sgRNA-b activation group, sgRNA a and b 
co-transfection group, and the control group, respectively. B: qPCR analyzed the expression of VASA gene after 
vector transfection, 1, 2, 3 represent sgRNA a and b co-transfection group, 4 and 5 represent sgRNA-a and 
sgRNA-b activation group, respectively. C: Fluorescence experiment to identify the activation of VASA gene, 
and cells photographed at 10×magnification.  
 

 
丸发育过程中表达逐步增加，且主要在分化的

精母细胞中表达，在精原细胞中表达低[22]。在

本研究中，VASA 基因随着绵羊睾丸发育表达逐

渐升高，在 9 月龄睾丸组织中的表达分布较 3 月

龄多，主要在精母细胞和圆形精子细胞表达，

该结果与牛睾丸中研究结果一致。因此，结果

提示 VASA基因主要在精子发生过程中的减数分

裂时期发挥功能。 
CRISPR/Cas9 技术作为一种高效率、低成

本的基因组编辑工具，在解决家畜育种周期

长、遗传资源有限等问题上被广泛应用[23]。在

绵羊育种中，有多项研究利用 CRISPR/Cas9 技

术进行 BLG 基因和 MSTN 基因的敲除，分别对

羊乳“人源化”改造和羊肉品质提升取得显著效

果[24-25]。在绵羊基因敲入研究中，已有实验证

明利用 CRISPR/Cas9 技术在绵羊胚胎中敲入

ROSA26 基因，并成功得到 8 只在 ROSA26 基因

座处具有 tGFP 的羊羔[26]。通过 CRISPR/Cas9 敲

入 ALPL 基因中的错义突变，构建了绵羊低磷

酸酯酶症(hypophosphatase, HPP)疾病模型，用
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于研究人类 HPP 疾病机制对牙齿发育的影响[27]。

为验证 VASA 基因在生殖细胞发育调控中的功

能，在前期研究中，已经成功利用分子技术构

建山羊报告载体 pVASA-EGFP[28]，但目前仍未

有利用 CRISPR/Cas9系统构建绵羊VASA基因载

体的报道。在最近的研究报道中，利用CRISPR
介导的精确整合到靶染色体(CRISPR-mediated 
precise integration into the target chromosome, 
CRIS-PITCh)的方法将荧光蛋白基因靶向敲入鸡

原始生殖细胞的 VASA同源基因座中，成功对鸡

VASA 同 源 物 MVH 进 行 表 达 示 踪 [29] 。

CRISPR/Cas9 系统在进行 DNA 双链断裂修复

时，HDR 利用同源臂结构可以更为精确地进行

缺失、碱基替换和插入编码序列，且一些额外

的小分子调节剂也可以提升 HDR 效率[30]，因

此，本研究利用 CRISPR/Cas9 系统，通过连接

同源臂结构成功构建了带有荧光蛋白的 VASA基

因敲入载体。 
CRISPR/dCas9 系统是由 CRISPR/Cas9 衍生

而来，其中 dCas9 系统不具备切割序列的能

力，但可以通过融合一个激活元件或抑制元件

达到基因激活或抑制的功能[31]。实验室前期已

利用 CRISPR/dCas9 系统成功构建绵羊 BMP4、

DAZL、NANOS3 和 SYCP2 过表达载体，并证明

其可显著提高绵羊睾丸间质细胞中 4 个基因的

表达水平[32]。而本研究为证明 VASA 基因敲入

载体的有效性，利用 CRISPR/dCas9 技术，激活

VASA 基因的表达，并验证载体构建的效率，但

并未在绵羊生殖细胞诱导分化中证明该载体的

效率，下一步仍需将该载体在绵羊多能干细胞

向雄性生殖细胞诱导分化过程中进行转染，验

证其对生殖细胞体外分化的重要性。 

总体来说，VASA 在睾丸发育和精子发生中

的表达，证明其对精子发生的重要性。并利用

CRISPR/Cas9 技术体外构建 VASA 基因敲入载

体，结合 CRISPR/dCas9 系统证明载体的有效

性，为下一步研究 VASA基因对绵羊雄性生殖细

胞发育和分化的研究提供参考。 

4  结论 
综上所述，本研究首先以性成熟前后绵羊睾丸

组织为研究对象，检测到生殖细胞标记基因 VASA
在睾丸发育中，表达逐渐增加，主要定位在精母

细胞中，在精原细胞中表达较少，且体细胞中几

乎没有表达，因此，VASA 基因可能通过调控雄

性减数分裂而影响生精细胞的分化。利用

CRISPR/Cas9 和 CRISPR/dCas9 系统，首次构建

了绵羊 VASA 基因的体外敲入载体，并验证其敲

入效率，为探究 VASA 基因参与绵羊精子发生过

程的调控机制提供基础。 
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