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摘　要： CRISPR-Cas13d蛋白通过 crRNA介导结合靶向RNA底物，利用其核糖核酸内切酶活性实现精准切

割，为 RNA 水平的基因调控提供非基因组编辑策略。本研究基于青鳉（Oryzias latipes）密码子偏好性优化

Cas13d基因序列，成功构建原核表达系统并纯化获得分子量为 115 ku的重组Cas13d蛋白。进一步通过显微

注射将体外转录的Cas13d mRNA与靶向酪氨酸酶基因（tyr）的 crRNA复合物导入青鳉胚胎，同时利用Cas13d

蛋白/crRNA核糖核蛋白（RNP）系统进行平行实验。qRT-PCR及测序分析表明，两种递送方式均能显著降低

青鳉胚胎内 tyr基因的RNA水平（P<0.01），且基因测序证实靶位点DNA序列未发生突变。本研究在青鳉中

验证了 Cas13d系统通过 RNA 编辑实现基因沉默的有效性与特异性，不仅为鱼类基因探索提供新型调控工

具，也为构建基于RNA靶向的Cas13d抗病毒转基因鱼类品系奠定了理论基础。
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CRISPR （Clustered regularly interspaced 

short palindromic repeat）是指细菌DNA中常见的

一 段 重 复 序 列 ，参 与 细 菌 的 免 疫 调 节［1-2］。

CRISPR-Cas9系统通过向导RNA（gRNA）识别目

标 DNA 序列，并切割双链 DNA，引发 DNA 修复

机制，实现基因敲除［3-5］、插入或修复，适合基因组

的永久性修改［6-7］。Cas13 系统通过向导 RNA

（crRNA）识别目标 RNA序列，切割单链 RNA，实

现 RNA 的敲降或编辑，不影响基因组 DNA［8-10］。

Cas13系统的优势在于其RNA靶向能力、可逆性

调控、附带切割活性、高灵敏度、多重靶向能力和

安全性，特别适用于抗病毒治疗与育种［11-14］、核酸

检测等领域［10，15-16］。

与Cas9相比，Cas13在RNA水平的应用中展

现出独特价值。Cas13 系统可分为多个亚型，且

广泛应用于植物、斑马鱼、小鼠以及人类等［17-21］，

但在远缘动物中的应用研究较少［22-24］。抗病毒植

物育种方面［25-26］，研究人员在拟南芥（Arabidopsis 

thaliana）中成功抑制了芜菁花叶病毒（Turnip 

mosaic virus，TuMV）的复制与传播［27-28］，研究人

员利用Cas13系统在烟草、水稻、马铃薯分别实现

了对烟草花叶病毒（Turnip mosaic virus，TMV）、

南方水稻黑条矮缩病毒（Southern rice black-
streaked dwarf virus，SRBSDV）、水稻条纹花叶病

毒（Rice stripe mosaic virus，RSMV）、马铃薯 Y 病

毒（Potato virus Y，PVY）的抗性［29-31］。

水产养殖业在满足人类日益增长的蛋白质

需求方面发挥着不可替代的作用，但这一行业却

面临着病毒等病原微生物的严重威胁［32］。现有

防治策略（如药物防治、微生态制剂和免疫预防

等）均存在显著局限：药物残留风险高［33］、水产专

用疫苗匮乏［34］、微生态制剂应用不成熟［35］。开发

抗病毒新品种是解决方案之一［36］，其中基因编辑

技术相比传统育种技术具有周期短、效率高的优

势，为鱼类病毒防控提供了新途径。Cas13 系统

具有靶向下调 RNA的特性，因此，通过构建靶向
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RNA 病毒的 CRISPR-Cas13 转基因经济鱼，可以

实现对RNA病毒的抑制［37-38］，这可以先在模式鱼

类比如青鳉中应用。

青鳉（Oryzias latipes）繁殖力强，繁殖周期

短，最短两个月即可达到性成熟；产卵量大，一般

每次产卵量在20~30粒［39］；透明度高，可观察到所

有阶段的发育过程［39-40］；胚胎发育迅速，胚胎经过

9~10 d可由受精卵出膜孵化成小鱼［40］；对水中有

毒物质相当敏感［41］等特点。它已成为研究脊椎

动物生殖细胞增殖、疾病和基因突变以及病毒感

染的良好模式生物［42］。

青鳉 tyr（Tyrosinase，酪氨酸酶）基因在黑色

素合成中起关键作用，其功能缺陷可导致眼部黑

色素缺失［43］。本研究选择 tyr 基因作为靶标，以

验证Cas13系统的基因调控效果。通过显微注射

Cas13d mRNA/crRNA 复 合 物 和 Cas13d 蛋 白/

crRNA复合物两种方式，评估Cas13d系统对青鳉

内源 tyr基因表达的调控，为建立基于Cas13系统

的RNA基因编辑技术体系提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　青鳉来源

青鳉 Hd-rR 品系饲养于集美大学实验室水

循环系统，温度为 28 ℃，光周期为每天 14 h光照

和 10 h避光，受精的胚胎在胚胎培养基中培养至

孵化［44］，所有程序均符合集美大学动物伦理委员

会批准的方案。

1.2　Cas13d mRNA 和 tyr crRNA 的合成

根据来自 Ruminococcus sp 菌的 Cas13d 氨基

酸序列（3×HA-Cas13d-NLS，2 889 bp）［10］，按照青

鳉 密 码 子 偏 好 进 行 了 优 化 ，并 由 GenScript 

Biotech 公司合成质粒 pcDNA3.1Zeo+_c322d（图

1a）。使用 Mfe Ⅰ对载体进行线性化，回收纯化

后作为模板，并使用 mMESSAGE mMACHINE 

T7 试剂盒（Invitrogen，美国）对其进行体外转录

得 到 Cas13d mRNA。 使 用 tyr-crRNA-F/tyr-
crRNA-R 引物（表 1）PCR 扩增合成 crRNA 模板，

并 使 用 TranscriptAid T7 高 产 转 录 试 剂 盒

（Thermo Fisher Scientific，美国）进行体外转录得到

crRNA。根据青鳉 tyr 基因的外显子序列，tyr 

crRNA 目标序列为 5'-GGTAGGGGGTCAAGA

ACTCCTGGA-3'，按 照 文 献［46］的 方 法 纯 化

Cas13d mRNA和 tyr crRNA［45］。

1.3　显微注射 Cas13d mRNA 系统

将 tyr crRNA（30 ng/μL）、Cas13d mRNA

（300 ng/μL）和 0.1%酚红的混合物注射到单受精

卵 发 育 胚 盘 阶 段 的 胚 胎 中［45］，对 照 组 注 射

Cas13d mRNA。注射后的胚胎在胚胎培养基

（1.00 g NaCl，0.16 g MgSO4·7H2O，0.04 g CaCl2·

2H2O，0.03 g KCl，10 mL 0.1 g/L 亚甲基蓝溶液，

定容至 1 L）中培养，并用 LEICA 显微镜（Leica，

德国）观察。提取有表型胚胎 RNA，并使用

PrimeScript ™ RT reagent Kit （Perfect Real Time）

试剂盒（TaKaRa，日本）将 RNA 反转录为 cDNA。

加入 cDNA 作为 PCR 模板，并使用 tyr-qPCR-F/

tyr-qPCR-R（表 1）及内参引物 β-actin-F/β-actin-R

（表 1）扩增目标片段，程序设置为 95 ℃ 3 min，

95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，72 ℃ 5 min，共

35个循环，对 PCR 产物进行测序。随后，以各组

青鳉胚胎 cDNA 的 10 倍稀释液为模板进行实时

荧光定量反应（qRT-PCR），检测内源基因 tyr的表

达水平。反应体系为 SYBR Green Master Mix 

25 μL，正向引物（10 μmol/L）1 μL，反向引物

（10 μmol/L）1 μL，cDNA模板 2 μL，ddH2O 21 μL。

每组胚胎进行 3次生物重复。qRT-PCR反应完成

后，对样品进行目的基因和内源基因的熔解曲线

分析，根据每个样本的CT值，计算目标基因的相

对表达量（RQ值），使用GraphPad Prism 8软件对

非配对样本进行 T检验，比较两组数据并进行统

计分析，最后绘制差异基因表达的柱状图。

1.4　pET28a（+）-Cas13d 重组质粒的构建

用引物 Cas13dF/Cas13dR2 PCR 扩增 Cas13d

片段（2 889 bp）（表 1），使用 EcoR Ⅰ和 Xho Ⅰ
（NEB，美国）酶切 pET28a（+）获得 5 335 bp 的载

体骨架，Cas13d 片段和 pET28a（+）片段经 1% 琼

脂糖凝胶电泳进行凝胶回收，采用同源重组试剂

盒（Vazyme，中国）进行连接后转化，挑选单克隆

菌落并用 Cas13d的内在引物 ckF/ckR（表 1）进行

PCR鉴定，测序阳性质粒。
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1.5　Cas13d 蛋白表达和纯化

将 pET28a（+）-Cas13d 质粒转入表达宿主

BL21（DE3）细菌，在 50 μg/mL 卡那霉素（Kana）

的抗性平板上培养。挑选阳性单克隆菌到 3 mL 

LB（Kana）培养基中，在 37 ℃，200 r/min持续振荡

下培养 12 h。随后，以 1% 的菌液初始浓度接种

到 1 mL 含卡那霉素（50 μg/mL）抗性的 LB 培养

基中，在 37 ℃条件下培养至菌液 OD600值为 0.5~

0.8。随后加入 0.5 mmol/L异丙基-β-d-硫代半乳

糖苷（IPTG）诱导 4 h。取菌液离心得到沉淀后，

按照上样缓冲液（5 ×）与样品体积比 1∶4 配比混

合，100 ℃热水浴 10 min 制成电泳样品后，离心

5 min，取上清液进行 12.5% 聚丙烯酰胺凝胶

SDS-PAGE（雅酶，中国）电泳分离细菌蛋白提取

物。电泳结果用考马斯亮蓝染色法确定蛋白的

表达情况。按照上述方法，实验进一步检测

Cas13d 蛋白在 37 ℃ 2 h，6 h、18 ℃、22 ℃、25 ℃

各诱导 20 h 的条件下的表达情况。进一步进行

蛋白免疫印迹实验，将蛋白电泳胶与膜放入半干

电 转 移 仪（Bio-Rad，美 国），在 18 V 下 电 转

25 min。用小鼠抗 His-Tag mAb 抗体（Abclonal，

AE003，1∶2 500）作为一抗在 4 ℃下孵育过夜。

用TBST（0.1% Tween 20）漂洗3次后，用辣根过氧

化物酶（HRP）结合的山羊抗小鼠抗体（Abclonal，

AS003，1∶10 000）作为二抗在室温下孵育膜 1 h。

最 后 用 TBST 漂 洗 3 次 后 ，加 入 Clarity Max 

Western ECL 底物（Bio-Rad，#1705061，美国），并

在化学发光凝胶成像系统（Epacoins，EPC-E650，

中国）下显像拍照。

Cas13d 蛋白用 400 mL 菌液进行大量表达，

菌体沉淀用 5 mL磷酸盐缓冲液（PBS）重悬后，在

冰浴中超声裂解，在 10 000 r/min 转速下离心

10 min。用结合缓冲液（20 mmol/L NaH2PO4·

2H2O，500 mmol/L NaCl，10 mmol/L Imidazole，

1 mmol/L DTT，pH 7.4）按 0.5 g/5 mL的比例重悬

沉淀后，使用超声波细胞破碎仪（HUXI，中国）在

冰浴中对裂解液进行破碎（功率 30%，开启

3 s；关闭 3 s），共持续 30 min。破碎后的裂解

液在 4 ℃、8 000 r/min 的转速下离心 10 min，收

集 上 清 液 和 沉 淀 。 将 Cas13d 上 清 液 与 Ni 

Sepharose 6 Fast Flow（Cytiva，美国）在 4 ℃下混

合过夜，并用 5倍体积的洗涤缓冲液（20 mmol/L 

NaH2PO4·2H2O，500 mmol/L NaCl，pH 7.4）洗涤，后

用 300 mmol/L的咪唑的洗脱缓冲液（20 mmol/L 

NaH2PO4·2H2O，500 mmol/L NaCl，300 mmol/L 

Imidazole，pH 7.4）和 500 mmol/L 的咪唑的洗脱

缓冲液（20 mmol/L NaH2PO4·2H2O，500 mmol/

L NaCl，500 mmol/L Imidazole，pH 7.4）洗脱。洗

脱出的蛋白质经真空干燥浓缩后，储存在-80 ℃保

存备用。

1.6　显微注射 Cas13d 蛋白系统

将纯化后的 Cas13d 蛋白溶解于含 1 mmol/L 

DTT的PBS中，并用超微量分光光度计（KAIAO，

K5600C，中国）定量蛋白。实验组注射Cas13d蛋

白（300 ng/µL）、tyr crRNA（30 ng/µL）和 0.1% 苯

酚红的混合液［46］，对照组注射Cas13d蛋白和苯酚

红的混合液。

表 1　Tyr crRNA 的合成，qRT-PCR、pET28a（+）-Cas13d 重组质粒合成与检测的引物序列
Tab. 1　Primer sequences of synthesis of tyr crRNA， qRT-PCR and assay of pET28a（+）-Cas13d recombinant plasmid

引物名称Primer name

tyr-crRNA-F

tyr-crRNA-R

                           tyr-qPCR-F

                           tyr-qPCR-R

                           β-actin-F

                           β-actin-R

                           Cas13dF

                           Cas13dR

                           ck-F

                           ck-R

引物序列(5'-3') Primer sequences(5'-3')
CCTCGAGTAATACGACTCACTATAGGGC
TACTACACTGGTGCGAATTTGCACTAG

GGTACCTCCAGGAGTTCTTGACCCCCTA
CCGTTTTAGACTAGTGCAAATTCGCAC

CCTCCTGTCCAACAAGGCTC

GTGGCTGCCTCTCTCCAAAG

TATCATTCGCCTGAAACCGAT

CTTTGCACATGCCAGATCCG

AATGGGTCGCGGATCCATGTACCCTTACGATGTGCCAG

GGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGCTTTTTCTTTTTAGCCTGTCCGGC

GAGACTGAGGAAATGCGTGGAG

GCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCA
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2　结果

2.1　Cas13d mRNA 系统下调青鳉 tyr mRNA

从线性化质粒 pcDNA3.1Zeo+_c322d中转录

Cas13d mRNA，并用TranscriptAid T7高产转录试

剂盒在体外转录 tyr crRNA（图 1a）。注射的对照

组胚胎（mRNA）有 46个存活而没有色素缺失（n=

0/46，图 1b），实验组（mRNA/crRNA）的 60个存活

胚胎中有 19 个眼睛黑色素出现明显淡化（n=19/

60，图 1b），通过 qRT-PCR 方法检测到实验组中

tyr mRNA 丰度的降低（图 1c，P<0.01）。同时，对

以实验组和对照组 cDNA 为模板，tyr-qPCR-F/

tyr-qPCR-R为引物扩增的PCR产物进行测序，测

序结果和野生型一致，未发现突变序列（图 1d），

说明导致眼睛黑色素缺失的是 mRNA 表达水平

的降低而非 DNA 突变。因此，Cas13d mRNA/

cRNA可以有效地下调青鳉 tyr mRNA。

2.2　pET28a（+）-Cas13d 重组质粒的构建

为了获得原核表达的蛋白，通过 PCR 从

pcDNA3.1Zeo+_c322d质粒中扩增出Cas13d的目

的片段（2 889 bp），质粒 pET28a（+）经 EcoR I 和

Xho I 双酶切后（图 2a 和 2b），将框架质粒和目的

片段进行同源重组连接，构建了pET28a（+）-Cas13d

质粒。通过 PCR 扩增质粒的内部片段鉴定阳性

质粒后（图 2c），测序再次确认质粒序列没有突变

或缺失后可用于下游实验。

2.3　Cas13d 蛋白的表达和纯化

pET28a（+）-Cas13d菌株经 IPTG诱导后表达

蛋白，通过考马斯亮蓝染色观察到大概 115 ku的

清晰条带，符合预期大小（全长1 004 aa，115 ku，图

3a）。用His-tag小鼠单克隆抗体进行免疫印迹时

也检测到大约 115 ku 特异的目标蛋白条带（图

3b）。因此，重组 pET28a（+）-Cas13d原核表达载

CMV. 巨细胞病毒启动子； T7. T7 启动子； DR. 直接重复序列，属于Cas13系统中的 crRNA成分；**. P<0. 01。
CMV.  Cytomegalovirus promoter； T7.  T7 promoter； DR.  direct repeat sequence， belongs to crRNA component of Cas13 system； **. P<

0. 01.

图 1　Cas13d mRNA 系统下调 tyr 基因表达的分析
Fig. 1　Analysis of down-regulation of tyr gene expression by the Cas13d mRNA system
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体成功表达目的蛋白。在诱导温度和诱导时间方

面对重组蛋白的表达条件进行了优化，结果显示，

pET28a（+）-Cas13d菌株在 37 ℃分别诱导 2、4和

6 h，18、22、25 ℃各诱导 20 h后（图 3c），37 ℃，6 h

条件下的蛋白表达量最高。因此，后期诱导条件

为37 ℃ 6 h。此外，超声破碎的菌液离心后，通过

蛋白电泳显示 Cas13d 蛋白在菌液上清中少量表

达，在沉淀中大量表达（图 3e）。鉴于后续实验需

要有酶活性的蛋白，我们收集超声破碎上清菌液

进行下游实验。菌液在大量诱导表达后，经 Ni 

Sepharose 6 Fast Flow色谱柱纯化，在 500 mmol/L

咪唑洗脱后的蛋白在泳道上显示出 1条明显且较

单一的目的条带（图3f），按照比例，1 L LB培养基

可纯化到2.85 mg Cas13d蛋白。

M. DNA Marker。b1. Cas13d重组质粒的PCR片段。b2. 通过EcoR I和Xho I线性化的pET28a（+）质粒。1-3. 阴性质粒。4. 阳性质粒。
M.  DNA Marker.  b1.  The amplified Cas13d by PCR.  b2.  The linearized plasmid pET28a（+） by EcoR I and Xho I.  1-3.  Negative control 

plasmids.  4.  Positive control plasmid.

图 2　重组质粒 pET28a（+）-Cas13d 的构建
Fig. 2　Construction of recombinant plasmid pET28a（+）-Cas13d
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2.4　Cas13d 蛋白系统下调青鳉 tyr mRNA

通 过 蛋 白 混 合 液 的 注 射 ，对 照 组 胚 胎

（Cas13d蛋白）中有 56个存活而没有发现眼睛黑

色素缺少（n=0/56，图 4a），实验组（Cas13d 蛋白/

crRNA）存活的 31 个胚胎中有 15 个眼睛黑色素

出现明显缺失（n=15/31，图 4a）。通过 qRT-PCR

方法检测到实验组中 tyr mRNA 丰度的降低（图

4b，P<0.01）。同时，对以实验组 cDNA 为模板，

tyr-qPCR-F/tyr-qPCR-R 为引物扩增的 PCR 产物

进行测序，测序结果和野生型一致未发现突变序

列（图 4c）。因此，Cas13d 蛋白/crRNA 也可以有

效地下调青鳉 tyr mRNA。

3　讨论

目前，基因编辑系统已经被广泛应用于不同

物种的基因编辑和突变体构建。与CRISPR/Cas9

系统相比，CRISPR/Cas13 系统具有编辑 RNA 而

不是 DNA的功能。本研究以模式鱼类青鳉为研

究对象，构建了 CRISPR/Cas13d表达系统并体外

表达了有活性的Cas13d蛋白。

本研究构建了 pET28a（+）-Cas13d重组表达

载体，探索pET28a（+）-Cas13d重组表达目的蛋白

的最佳时间和温度。研究表明在高温下重组蛋白

的合成速率加快，无法折叠成正确的蛋白，也没有

达到足够的溶解度，易形成无活性的包涵体［47］，因

M. 蛋白marker。IPTG. 异丙基-β-D-硫代半乳糖苷。20 mmol/L咪唑 . 20 mmol/L咪唑洗涤缓冲液。30 mmol/L咪唑 . 30 mmol/L咪唑洗
涤缓冲液。50 mmol/L咪唑 . 50 mmol/L咪唑洗涤缓冲液。300 mmol/L咪唑 . 300 mmol/L咪唑洗涤缓冲液。500 mmol/L咪唑 . 500 mmol/L
咪唑洗涤缓冲液。
M.  protein marker.  IPTG.  Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside.  20mmol/L imidazole.  20 mmol/L imidazole wash buffer.  30mmol/L 

imidazole.  30 mmol/L imidazole wash buffer.  50mmol/L imidazole.  50 mmol/L imidazole wash buffer.  300 mmol/L imidazole.  300 mmol/

L imidazole eluent.  500 mmol/L imidazole.  500 mmol/L imidazole eluent.

图 3　Cas13d 蛋白的表达和纯化
Fig. 3　Expression and purification of Cas13d protein
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此，诱导条件不宜设置为较高温度下太长时间。

本研究摸索了 37 ℃诱导 2、4和 6 h等 3个时间梯

度，结果显示在 37 ℃诱导 6 h能表达出最多的目

的蛋白。同时，相比低温情况下的长时间诱导，

37 ℃的表达量更高。大量表达目的蛋白后，通过

镍离子亲和层析纯化获得分子量为 115 ku 的

Cas13d蛋白，通过真空冷冻干燥方式浓缩鱼蛋白。

基于上述方法获得的活性 Cas13蛋白，不仅能用

于目的基因的敲降，也为基于 Cas13系统的病毒

检测的应用打下基础［13］。张锋团队将Cas13a与改

良的聚合酶扩增技术（RPA）相结合，开发出了一

种高实用价值的诊断工具——SHERLOCK［48］，该

技术在多种靶标包括寨卡病毒、埃博拉病毒、登革

病毒、甲型流感病毒等病原体及其耐药基因［49-50］

得以应用。Cas13系统在病毒检测中具有许多优

势，包括高度敏感性、高度特异性、快速检测、操作

简单、多重检测、便携式应用等［51-52］。因此，获得的

Cas13d蛋白能开发类似的RNA诊断工具。

另外，本研究发现，注射 Cas13d mRNA/

crRNA 复合物后青鳉眼部色素减少的表型在注

射 5 d后仍未恢复，这表明与其他报道类似，下调

效果会持续较长时间［53］。与编辑DNA靶基因的

Cas9 系统不同，Cas13 系统特异敲除目的 RNA，

并不突变 DNA。因此，Cas13系统作为一种革命

性的基因编辑工具［22， 54-56］，其精准的RNA靶向敲

降能力为鱼类 RNA病毒性疾病的防控提供了更

好的解决方案。

本研究制备了经密码子优化的 Cas13d 重组

蛋白，并系统评估了Cas13d mRNA/crRNA复合物

和Cas13d蛋白/crRNA复合物对青鳉内源基因 tyr

在RNA水平的调控，为将来构建基于Cas13系统

的抗RNA病毒转基因鱼奠定了重要的理论基础。

作者声明本文无利益冲突。

图 4　通过 Cas13d 蛋白和 crRNA 下调 tyr 基因的表达
Fig. 4　Down-regulation of tyr gene expression by Cas13d protein and crRNA
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Abstract: The CRISPR-Cas13d protein targets RNA substrates through crRNA-mediated sequence-specific 

binding and achieves precise cleavage via its ribonuclease activity， offering a non-genome-editing strategy 

for RNA-level gene regulation. In this study， we optimized the Cas13d gene sequence based on the codon 

preference of medaka （Oryzias latipes）， successfully constructed a prokaryotic expression system， and 

purified recombinant Cas13d protein with a molecular weight of 115 ku. By microinjecting in vitro-
transcribed Cas13d mRNA complexed with crRNA targeting the tyrosinase gene （tyr） into medaka 

embryos， alongside parallel experiments using Cas13d protein/crRNA ribonucleoprotein （RNP） 

complexes， we systematically evaluated RNA-editing efficiency. qRT-PCR and sequencing analyses 

demonstrated that both delivery methods significantly reduced tyr RNA levels in embryos （P<0.01）， while 

DNA sequencing confirmed the absence of mutations in the target DNA sequences. This study validates the 

effectiveness and specificity of Cas13d-mediated gene silencing through RNA editing in medaka， not only 

providing a novel regulatory tool for fish genetic research but also establishing a theoretical foundation for 

developing RNA-targeted Cas13d antiviral transgenic fish lines.
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