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摘要
Agilent 5200 片段分析仪系统与 Agilent CRISPR Discovery 凝胶试剂盒相结合，可提
供高通量分析，用于检测 CRISPR 诱导的限制性内切酶新位点的同源定向修复 (HDR) 
敲入。当使用 CRISPR 基因编辑时，该方法可用于确定混合和单个细胞系系统中 
HDR 修复的近似频率。 

使用工程化限制性酶切位点估计 
CRISPR 同源定向修复效率
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为了加快构建基因敲除细胞系，许多研
究者正使用 HDR 修复来敲入新的限制性
内切酶位点，从而允许在破坏开放阅读
框的同时快速鉴定/定量基因编辑的细胞
系。可以通过扩增基因编辑的基因座，
然后经限制性内切酶处理来定量 HDR 事
件。由于只有包含 HDR 事件的扩增子才
会被裂解，因此裂解百分比应等于 HDR 
百分比。在 Agilent 5200 片段分析仪系统
上使用 Agilent CRISPR Discovery 凝胶试
剂盒对限制性酶切后的样品进行分析，以
确定实际裂解百分比。

实验部分
本研究中的实验采用 Agilent 5200 片段分
析仪系统完成，但也可以在 Agilent 5300 
和 5400 片段分析仪系统上获得类似的 
结果。

扩增和限制性酶切
将代表野生型 (WT) 基因和各种 NHEJ 事
件（±1、±2、±10 和所有可能的 SNP）
的合成基因与包含代表  H D R  事件的 
BamHI 限制性内切酶位点 (pHDR) 的基
因混合。将质粒以不同的百分比混合，
模拟存在和不存在 NHEJ 事件的各种百
分比 HDR 修饰。根据制造商的说明，使

用 DreamTaq (Thermo Fisher Scientific, 
#EP0701) 将 410 bp 片段扩增 30 个 PCR 
循环或 15 个 PCR 循环。在 30 个 PCR 
循环后，在 20 µL 反应中用 1 µL Fast 
Digest BamHI (Thermo Fisher Scientific, 
#FD0054) 对 200 ng 未纯化的 PCR 产物
进行酶切，并在 37 °C 下孵育 15 分钟。
对于 15 个 PCR 循环的有限扩增，使用 
Monarch PCR 和 DNA 纯化试剂盒 (New 
England Biolabs, #T1030) 浓缩 PCR 产
物，并用 10 µL NEB 洗脱缓冲液洗脱。
纯化后，如前所述完成 BamHI 酶切。

限制性酶切分析
所有酶切样品分别取 2 µL 用 100 µL 0.1X 
TE 稀释，在 5200 片段分析仪系统上使
用 CRISPR Discovery 凝胶试剂盒（部件
号 DNF-910-K1000CP）进行分析。裂解
百分比是使用 Agilent ProSize 数据分析软
件的 CRISPR 主插件工具计算的。CRISPR 
主插件使用公式 1 计算裂解百分比。 

使用 2% 琼脂糖凝胶上样约 200 ng DNA 
进行琼脂糖凝胶电泳。将琼脂糖凝胶用 
0.5 µg/mL 溴化乙锭后染色 30 分钟，然
后用紫外透照仪在 300 nm 条件下观察 
条带。

简介
CRISPR 基因编辑正迅速成为基因敲除研
究的首选方法。CRISPR 基因编辑使用 
Cas9 核酸内切酶结合向导 RNA 来裂解
目标基因组序列并诱导双链断裂 [1,2]。裂
解后，剪切的 DNA 通过非同源末端连接 
(NHEJ) 途径或同源定向修复 (HDR) 途径
进行修复。更为常用但容易出错的 NHEJ 
途径会产生随机插入或缺失的 DNA 碱基 
(InDel) 以修复双链断裂[3]。这些修饰可以
通过引入移码突变或提前终止密码子导
致基因功能丧失[4]。最常见的 InDel 是 ±1 
或 2 个碱基对 (bp)，但也可能出现大片
段 InDel[5,6]。与容易出错的 NEHJ 途径相
比，HDR 途径使用的供体序列包含由新 
DNA 序列隔开的侧翼同源末端。在修复
双链断裂期间，细胞识别同源序列，并
在双链断裂位置插入包含新序列的供体 
模板。

裂解率% =

nmol 酶切片段 1 + nmol 酶切片段 2
2

nmol 酶切片段 1 + nmol 酶切片段 2
+ nmol 未酶切的片段

2

公式 1.
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结果与讨论
虽然已经开发了一些技术来提高 HDR 整
合的频率，但 NHEJ 修复仍是更高效的
修复途径，从而导致 HDR 整合和 NHEJ 
修复事件的混合发生。为了对此进行模
拟，WT 和 NHEJ 基因按 1:1 (m/m) 混
合。然后将这些基因混合物与 pHDR 混
合，使最终溶液含有 0%、6%、11%、
25% 和 40% (m/m) pHDR，然后扩增 30 个  
PCR 循环。用 BamHI 酶切扩增子获得
了以下裂解百分比：分别为 0%、0.7%、
1.8%、7.0% 和 24.9%，远低于理论值 
（图 1）。对电泳图的进一步检查显示，
存在通过混合模板 PCR 产生的异源双链 
DNA。因此，导致了 BamHI 限制性酶
切位点不可接近和难以酶切的 HDR 事件 
（图 2）。这些数据表明，由于存在难以
酶切的异源双链 DNA，限制性酶切产生
的裂解百分比小于细胞混合物中存在的 
HDR 事件的实际数量。 

图 1. 实测 HDR 百分比水平与各种 %pHDR 混合模板 PCR 的 BamHI 酶切理论值比较。实测 HDR 百分比明显
低于 HDR 的理论水平，可能是由于在混合模板 PCR 过程中形成大量难以酶切的异源双链。所有 PCR 反应
均使用包含不同 HDR 比例的各种 NHEJ 事件基因混合物完成。扩增使用 30 个循环完成。数据显示为平均值 
± 标准误差(n = 8)
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图 2. 使用 Agilent 5200 片段分析仪系统与 Agilent CRISPR Discovery 凝胶试剂盒，分析 40% pHDR 混合模板 
PCR 的 BamHI 酶切产物。使用 5200 片段分析仪系统很容易看到异源双链的形成，从而实现快速准确的裂
解评估。LM = 下位内标，UM = 上位内标

0

LM

424

酶切片段

同源双链

难以酶切的异源双链 UM

2000
4000
6000
8000

10000
12000
14000
16000
18000
20000
22000
24000
26000
28000
30000
32000
34000
36000

1

分子量 (bp)

RF
U

10
0

20
0

30
0

40
0

50
0

60
0

70
0

80
0

12
00

10
00

15
00

20
00

30
00

60
00



4

比较琼脂糖凝胶电泳和 5200 片段分析仪
系统之间相同的 6%、11% 和 25% pHDR 
酶切混合物的分离。与 5200 片段分析仪
系统相比，琼脂糖凝胶电泳不够灵敏，
无法检测来自 6%、11% 和 25% pHDR 酶
切混合物的裂解产物（图 3）。只有 40% 
的  pHDR 酶切混合物产生了足够的裂
解产物，可通过琼脂糖凝胶电泳检测，
但同源双链和异源双链条带彼此无法区
分。5200 片段分析仪系统结合 CRISPR 
Discovery 凝胶试剂盒提高了灵敏度，可
用于检测低水平的裂解产物，并能够出色
分离同源双链和异源双链，这是琼脂糖凝
胶电泳无法实现的。

为了确定在没有  NHEJ 事件存在的情
况下，异源双链自发形成如何影响裂解
百分比，对 WT 和 HDR 基因进行了混
合，pHDR 百分比从 0% 到 100% 不等 
（图 4）。实测裂解百分比与理论百分比 
HDR 达到一致的唯一点是 50% pHDR。
有趣的是，所有低于 50% pHDR 的点都
被低估了，所有高于 50% 的点都被高估
了，而 50% 的 pHDR/50% WT 混合物测
得了大约 50% 的裂解。

在高于或低于 50% pHDR 混合物的任何
点，异源双链形成对可裂解 HDR 同源双
链的数量有很大影响。这可以通过以下
理论数学示例来解释（表  1）。例如，
如果具有 20% pHDR 的 100 nmol/L 样
品导致半数的异源双链形成，则仅剩下 
10 nmol 可裂解同源双链，代表可裂解
片段减少 50%。在这种情况下，最初有 
80 nmol 的 WT 片段，其中 20 nmol 与 

图 4. 当仅存在 WT 和不同比例的 HDR 事件时，实测 HDR 百分比与理论值的比较。50% pHDR 以下时，实测 
HDR 百分比明显低于预期值；50% pHDR 以上时，实测值高于预期值。仅 50% pHDR 模型返回的值与预期
值一致。所有 PCR 反应均使用包含不同 HDR 比例的各种 NHEJ 事件基因混合物完成。扩增使用 30 个 PCR 
循环完成。数据显示为平均值 ± 标准误差 (n = 5)
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表 1. 一种 HDR 理论数学模型，说明了混合模板 PCR 产生的异源双链自发形成如何影响实测 HDR 
整合水平
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图 3. 6%、12%、25% 和 40% pHDR 的混合模板 PCR 的 BamHI 
酶切产物的琼脂糖凝胶电泳分析。仅 40% pHDR 样品检测到限
制性酶切产物。异源双链和同源双链片段之间没有明显的分离 
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HDR 事件形成异源双链，剩下 70 nmol 
WT 同源双链。裂解百分比基于同源双
链 DNA 的量，等于 13%，而不是预期的 
20%（表  1）。相反，当 HDR 百分比大
于 50% 时，将与上述情况相反，实测裂
解百分比高于实际 HDR 事件（表 1）。在 
50% pHDR/50% WT 比值下，无论异源双
链形成的百分比如何，总会得到 50% 的
裂解率（表 1）。

由于混合模板 PCR 异源双链形成具有随
机性，不可能根据裂解百分比值确定确切
的突变 DNA 百分比。可以采取措施降低
异源双链形成的可能性，确保裂解百分比
值更好地反映理论 HDR 事件。尽可能减
少异源双链形成的最简单解决方案是大幅
减少 PCR 循环次数。这可能导致 PCR 扩
增子含量偏低，因此需要一个浓缩步骤。
为了测试这一点，PCR 循环次数从 30 减
少至 15，然后进行浓缩步骤。酶切这些
样品后，5200 片段分析仪系统显示形成
更少的异源双链（图 5B）。15 个循环的 
PCR 样品得到的裂解百分比更接近理论
值，并且与 30 个循环的 PCR 数据有统计
学差异（图 5A）。此外，与 30 个循环的 
PCR 数据相比，误差百分比降低了 40% 
（表 2）。 图 5. (A) 实测 HDR 百分比水平与理论值比较。当采用较少的 PCR 循环时，实测 HDR 百分比显著更高  

(P < 0.01)。所有 PCR 反应均使用包含不同 HDR 比例的各种 NHEJ 事件基因混合物完成。扩增使用 15 或 
30 个循环完成。数据显示为平均值 ± 标准误差 (n = 8)。(B) 与 30 个循环相比，采用 15 个 PCR 循环时实
测的异源双链形成数量较少（见图 2）。LM = 下位内标，UM = 上位内标
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表 2. 15 和 30 个 PCR 循环得到的实测裂解百分比和误差百分比
汇总[1]

% HDR

15 个 PCR 循环 30 个 PCR 循环

平均裂解率% 误差% 平均裂解率% 误差%

6.25% 3.22% ± 0.06 48% 0.74% ± 0.02 88%

11.76% 5.82% ± 0.34 51% 1.87% ± 0.07 84%

25% 13.05% ± 0.68 47% 6.42% ± 0.26 74%

40% 28.2% ± 0.64 30% 23.79% ±0.53 41%

与裂解率% 预期值的误差为 1%
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除了估计混合细胞系中 HDR 事件的数量
外，限制性内切酶新位点的存在也为单个
二倍体细胞系和生物体的快速基因分型提
供了条件。当二倍体生物体中的两个等位
基因都被修饰为包含新的限制性酶切位点
时，用限制性内切酶进行酶切将裂解所
有片段，产生 100% 裂解。在高于或低于 
50% pHDR 混合物的任何点，异源双链形
成对可裂解 HDR 同源双链的数量有很大
影响（图 4，100% HDR 点）。单等位基
因突变将显示约 50% 的裂解，而当 HDR 
事件不存在时，无法观察到裂解。

结论
此处展示的数据证明了 Agilent 5200 片段
分析仪系统结合 Agilent CRISPR Discovery 
凝胶试剂盒能够快速对单个细胞系进行基
因分型，并能粗略估计混合细胞样品中的 
HDR 百分比，同时说明了混合模板 PCR 
的异源双链形成对估计 HDR 修饰百分比
的影响。具有高分离度的 5200 片段分析
仪系统能够分离形成的同源双链和异源双
链，从而有助于优化 PCR 条件，以减少
混合模板 PCR 导致的异源双链自发形成
带来的影响。此外，与琼脂糖凝胶电泳分
析相比，5200 片段分析仪系统的灵敏度
更高，可检测低水平的 HDR 事件，从而
减少筛查样品的时间。
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