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［摘要］　目的　利用 CRISPR/Cas9 技术构建与人甲基丙二酸血症 cblC 型 W203X 突变型一致的小鼠模

型。方法　通过 BLAST 比对人和小鼠 cblC 基因和蛋白序列的保守性，应用 CRISPR/Cas9 技术进行小鼠受精卵

显微注射，获得杂合子 F1 代小鼠，F1 代小鼠通过杂交获得 W203X 纯合突变型小鼠，并对纯合突变型、同窝杂

合型及野生型 3 种类型小鼠进行血代谢产物丙酰肉碱检测。结果　人和小鼠甲基丙二酸血症 cblC 型的致病基因

MMACHC 的核苷酸和氨基酸序列高度保守。通过 CRISPR/Cas9 技术成功获得 W203X 纯合突变型小鼠，该小鼠

模型在生后 24 h 丙酰肉碱明显升高（P<0.001）。结论　利用 CRISPR/Cas9 技术成功构建了与人甲基丙二酸血

症 cblC 型 W203X 突变型一致的小鼠模型。                            ［中国当代儿科杂志，2019，21（8）：824-829］
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Construction of a mouse model of cblC type methylmalonic acidemia with W203X 
mutation based on the CRISPR/Cas9 technology

MA Fei, SHI Cong-Cong, LIANG Pu-Ping, LI Si-Tao, GU Xia, XIAO Xin, HAO Hu. Laboratory of Inborn Metabolism, 
Sixth Affiliated Hospital, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510655, China (Hao H, Email: freehaotiger@126.com) 

Abstract: Objective    To construct a W203X-mutant mouse model of cblC type methylmalonic acidemia 
based on the CRISPR/Cas9 technology. Methods    At first, BLAST was used to compare the conservative nature 
of the cblC gene and protein sequences in humans and mice, and then, the CRISPR/Cas9 technology was used for 
microinjection of mouse fertilized eggs to obtain heterozygous F1 mice. Hybridization was performed for these mice to 
obtain homozygous W203X-mutant mice. The blood level of the metabolite propionyl carnitine (C3) was measured for 
homozygous mutant mice, heterozygous littermates, and wild-type mice. Results    The gene and protein sequences of 
MMACHC, the pathogenic gene for cblC type methylmalonic acidemia, were highly conserved in humans and mice. 
The homozygous W203X-mutant mice were successfully obtained by the CRISPR/Cas9 technology, and there was a 
significant	increase	in	C3	in	these	mice	at	24	hours	after	birth	(P<0.001). Conclusions    A W203X-mutant mouse model 
of cblC type methylmalonic acidemia is successfully constructed by the CRISPR/Cas9 technology.

[Chin J Contemp Pediatr, 2019, 21(8): 824-829]
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甲 基 丙 二 酸 血 症 （methylmalonic acidemia, 

MMA） 是我国最常见的有机酸代谢病，根据酶

缺陷的类型，主要分为甲基丙二酰辅酶 A 变位酶

（methylmalonly-CoA mutase, Mut）缺陷和辅酶维生

素 B12（钴胺素）代谢障碍 2 大类。迄今已发现 10

余种类型，其中约 70% 为 MMA cblC 型 [1-4]。MMA 

cblC 型属于维生素 B12 代谢障碍类疾病，其致病

基 因 MMACHC（OMIM 277400） 定 位 于 1p34.1，

包括 4 个外显子 [5]；迄今发现该基因致病突变超

过 100 种 [3,6-7]。目前，针对 MMA cblC 型的治疗手

段主要是控制饮食，给予维生素 B12 和甜菜碱；然

而，对于早发型患儿，即使经过上述治疗，仍有

可能存在神经系统损伤和视力减退等后遗症 [8]。

因此，构建 MMACHC 基因突变型小鼠模型有望

成为新治疗策略研究的理想载体。CRISPR/Cas9

（clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats/CRISPR-associated nuclease 9）技术广泛应

用于基因敲除、疾病动物模型构建及基因治疗等

领域 [9-10]。该系统通过小片段 RNA 的引导定位于

基因组任一选择性位点、造成 DNA 双链断裂，再

利用机体 DNA 损伤修复机制实现基因敲除或敲

入。在 MMACHC 基因众多的突变位点中，W203X

是中国患儿最常见的突变位点 [3,6,8,11]。目前，还没

有针对 MMACHC 基因或其突变位点敲除的动物模

型，构建针对 W203X 突变小鼠模型对于新治疗策

略的研究十分必要。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器

Cas9/gRNA 靶点效率检测试剂盒（北京唯尚

立德生物科技有限公司）、T7 体外转录试剂盒

（北京唯尚立德生物科技有限公司）、鼠尾基因

组 DNA 提取试剂盒（成都福际生物技术有限公司）、

琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒（天根生化科技有限公

司）、琼脂糖（Invitrogen）、DNA Marker（Invitrogen）、

液相色谱质谱联用仪（API 3200MD）。

1.2　CRISPR/Cas9 系统的设计

利用 GenBank 基因信息分析获取人 MMACHC

基 因（Gene ID: 67096） 4 号 外 显 子 突 变 位 点

（MMACHC: NM_001330540.2:exon4:c.609G>A:p.

W203X） 对应的小鼠同源点突变位置（MMACHC: 

表 1　sgRNA 寡核苷酸序列

sgRNA 序列

sgRNA1 5'-AATTTCCATTGGCGGGACTGG-3'

sgRNA2 5'-TAAGTCCAGTCCCGCCAATGG-3'

sgRNA3 5'-GGTTTCAATTTCCATTGGCGG-3'

sgRNA4 5'-CCGCATCACTCTGCTTGAAGG-3'

sgRNA5 5'-AACACTCATACCCATACTTGG-3'

注：蓝色序列示原间隔序列临近基序（protospacer adjacent 
motif）。

1.3　sgRNA 的体外合成及活性检测

将设计好的 sgRNA 委托北京唯尚立德生物

科技有限利公司合成，并利用该公司生产的 Cas9/

gRNA 靶点效率检测试剂盒对合成的 sgRNA 体外酶

切活性进行检测。

1.4　同源重组模板（Donor 质粒）的构建及体外

转录

根据 sgRNA 的活性检测结果及靶点位置，选

用活性较高、毒性小的 sgRNA3，设计并构建 Donor 

DNA oligo，序列如下：AGAGCTGGCCGCATCACT 

CTGCTTGAAGGTTTCAATTTCCATTGGCGCGACTG

AACTTACCGTGATGCTGTGACTCCTGAAGAACGG

TAC。将上述 Donor 序列送往北京唯尚立德生物科

技有限公司合成，使用 T7 体外转录试剂盒体外转

录获得 Cas9-nickase mRNA 和 sgRNA。

1.5　小鼠受精卵显微注射

将 Cas9-nickase mRNA、Cas9 靶 点 sgRNA

（MMACHC-g3） 与 Donor DNA 进 行 混 合 稀 释，

使混合液中 Cas9-nickase mRNA 最终质量浓度为

100 ng/μL，sgRNA 最终质量浓度为 20 ng/μL。然后

将混合液经显微注射系统注射到形态饱满、透明

带清晰的小鼠受精卵中，将注射后的受精卵体外

培养至 2 细胞胚胎，挑选形态发育正常的 2 细胞

胚胎移植到假孕鼠。

1.6　小鼠出生及基因型鉴定

用鼠尾基因组 DNA 提取试剂盒提取基因组

DNA，-20℃保存备用。根据点突变位置，设计

NM_025962.3:exon4:c.609G>A:p.W203X）。 依 据

CRISPR/Cas9 工 作 原 理， 利 用 CRISPR DESIGN

（https://zlab.bio/guide-design-resources）针对小鼠 4

号外显子突变点 c.609G>A 设计 5 条单链向导 RNA

（single-guide RNA, sgRNA）（表 1）。
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PCR 引 物（F: 5'-ATAGTCGTTGAACCTAGTGT-3'，

R: 5'-GGATACAGGTGGTGAGAC-3'） 及 测 序 引 物

（F: 5'-ATAGTCGTTGAACCTAGTGT-3'），得到的

PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳检测 MMACHC 基因

c.609G>A 突变是否成功，进一步测序验证。

1.7　稳定遗传的点突变小鼠品系的建立

获得携带有 MMACHC 基因 c.609G>A 突变的

首建小鼠（founder）后，将该鼠与野生型小鼠交

配，获得稳定遗传的 c.609G>A 突变的杂合子小鼠 

（+/-） F1 代。基因型相同的杂合子小鼠相互交配，

即得到 c.609G>A 突变的纯合子小鼠。本研究共获

得 12 只纯合子小鼠。在生存期观察研究，检测到

的 4 只纯合子新生鼠（死后基因分型检测证实），

均在生后 24 h 状态逐渐变差，其中一只 36 h 内死

亡，一只 60 h 内死亡，尸体均完整；余 2 只小鼠

72 h 内死亡，观察时尸体已被母鼠吃掉部分。另

在生后 12 h 和 24 h 也分别获得 4 只纯合子小鼠，

均采用断头处死法，用干滤纸片采集血液标本，

经基因分型检测明确其基因型。

1.8　纯合子小鼠血代谢产物检测

对生后 12 h 和 24 h 获得的 c.609G>A 突变纯

合子新生鼠血标本及同窝相匹配的杂合和野生型

新生鼠血标本，进行血代谢产物丙酰肉碱（C3）

检测。C3 参考值为 0.02~0.08 μmol/L。

1.9　统计学分析 

应用 SPSS 22.0 软件进行数据处理。呈正态分

布计量资料用均数 ± 标准差（x±s）表示，组间

比较采用独立 t 检验，多组间比较采用方差分析，

组 间 两 两 比 较 采 用 Bonferroni 法。Bonferroni 法

P=0.05/4=0.0125，余 P<0.05 示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　MMACHC 基因在人和小鼠中保守性分析

对人和小鼠 MMACHC 基因序列同源性进行比

对，发现 DNA 序列（相同性：84%）和氨基酸序

列 （相同性：84%，相似性：89%）均高度保守

（图 1~2）。由于突变位点在人和小鼠均位于氨基

酸序列的第 203 位，故小鼠的 W203X 突变类型和

人 W203X 突变类型一致。

2.2　sgRNA 靶点的设计原则及其选择

利用 CRISPR/Cas9 联合 DNA 同源重组技术在

特定外显子实现 G 至 A 的碱基替换，实现精确的

点突变（图 3A）。在 4 号外显子突变点附近或两

侧设计了 5 条 sgRNA，通过 Cas9/gRNA 靶点效率

检测试剂盒对合成的 sgRNA 体外酶切活性检测，

筛选出一条较高活性的 sgRNA3（图 3B）。

图 1　MMACHC 基因的核苷酸序列在人和小鼠中高度保守　　红色表示 c.609G>A 突变位点的碱基。
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图 3　CRISPR/Cas9 定点敲入原理及设计靶点活性检测　　图 A 示 CRISPR/Cas9 介导的同源重组，红色箭头示

在 4 号外显子（E4）或两边设计 sgRNA 靶点；图 B 示设计的 sgRNA 体外活性检测电泳图，g1~g5 分别为 sgRNA1~sgRNA5，

NC-1 和 NC-2 示未切割阳性对照，标准 1 示标准品 gRNA1，标准 2 示标准品 gRNA2，Mark 示 DNA 分子量标准。

图 2　MMACHC 基因编码的氨基酸序列在人和小鼠中高度保守　　红色表示 p.W203X 位点的氨基酸。

2.3　CRISPR/Cas9 介导的基因敲入获得 W203X

纯合突变小鼠

通过两批显微注射和胚胎移植后，共有 22 只

F0 代小鼠出生（表 2）。经 PCR 扩增后电泳及测

序验证，确定第一批 8 号小鼠、第二批 3 号和 6

号小鼠为 MMACHC 基因 c.609G>A 点突变的首建

小鼠（图 4）。进一步与野生型小鼠交配，获得稳

定遗传的 c.609G>A 突变杂合子小鼠（+/-） F1 代，

最后通过 F1 代相互交配，得到 c.609G>A 突变的

表 2　F0 代小鼠出生情况

注射日期 出生日期 性别编号
携带 c.609G>A

突变的小鼠

2017/12/19 2018/01/09 1~5 ♂；6~8 ♀ 8 ♀

2018/01/11 2018/02/01 1~6 ♂；7~14 ♀ 3 ♂，6 ♂

注：♂示雄性新生鼠；♀示雌性新生鼠。

纯合子小鼠（图 5）。

g1           g2            g3            g4           g5          NC-1      标准 1     标准 2     NC-2        Mark

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

A

B

Donor DNA

Genomic DNA

Knock-in
W203X

Recombination

W203X

sgRNA
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图 5　F1 代杂合及纯合突变型基因测序分析　黑色箭头

示引入的突变位点 A；红色箭头示 G>C 的突变，为破坏 gRNA 靶

点 PAM 结构所做的无义突变（CGG>CGC，均为编码精氨酸）。

图 4　F0 代基因型测序分析　　黑色箭头示引入的突变

位点 A；Ⅰ -8 为第一批 8 号小鼠；Ⅱ -3 为第二批 3 号小鼠；Ⅱ -6

为第二批 6 号小鼠。

表 3　不同突变类型新生鼠生后 12 h 和 24 h

血丙酰肉碱（C3）水平比较　（x±s）

组别 例数

生后不同时间点血清 C3 浓度
(µmol/L) t 值 P 值

12 h 24 h

纯合突变型 4 0.050±0.014 0.108±0.017 -5.186 0.002

杂合突变型 4 0.048±0.010 0.053±0.010a -0.739 0.488

野生型 4 0.059±0.005 0.050±0.008a 1.567 0.168

F 值 1.026 28.167

P 值 0.397 <0.001

注：a 示与纯合突变型比较，P<0.001。

经 Bonferroni 法比较发现，纯合突变型小鼠血清

C3 较杂合突变和野生型小鼠中升高，差异有统计

学意义（P<0.001）。纯合突变型小鼠生后 24 h 血

清 C3 较 12 h 显著升高（P<0.05）（表 3）。

3　讨论

MMA cblC 型致病基因 MMACHC 基因的致病

性突变位点已超过 100 种 [3,6-7]。与欧洲人群（常见

突变位点为 c.271dupA）[12-13] 不同的是，我国人群

最常见的早发型突变位点是 c.609G>A [3,6,8,11]。本研

究利用 CRISPR/Cas9 技术首次构建了针对人 MMA 

cblC 型的 W203X 纯合突变小鼠模型，并成功模拟

出早发型 cblC 发病的血代谢产物 C3 升高的代谢

变化及新生儿期发病的特征。因此，本研究初步

显示：小鼠是适合 MMA cblC 型的模型物种；利用

CRISPR/Cas9 技术结合同源重组可以获得 W203X

纯合突变小鼠；W203X 纯合突变小鼠显示生后

24 h 有明显升高的血代谢产物 C3，存活时间没有

超过 72 h，这一动物模型与遗传代谢病的重症患

儿一般 1 周内死亡的临床表现相一致。

目前 MMA 的动物模型主要是基于 Mut 基因

敲除（knock-out）小鼠模型（简称 KO 小鼠）[14-16]。

然而，KO 小鼠是致死性的，存活时间一般不超过

24 h，后期虽然通过回补或单敲除联合点突变能

够延长小鼠的存活时间，但仍不能反应 MMA cblC

型的特征。因此，针对不同突变类型，特别是我

国人群热点突变 c.609G>A，开发出不同的动物模

型是未来基因治疗发展方向。有意义的是，本研

究应用 CRISPR/Cas9 为代表的高效基因编辑工具

成功构建了 W203X 纯合突变小鼠模型，该小鼠模

Ⅰ -8

Ⅱ -3

Ⅱ -6

野生型

杂合型

纯合型

2.4　W203X 纯合突变小鼠血代谢产物分析

W203X 纯合突变小鼠出生时状态正常，和同

窝野生型小鼠反应无差异。观察性研究发现，出

生 24 h 后 W203X 纯合突变子小鼠的反应逐渐变差，

72 h 内全部死亡。随后血代谢产物检测发现，生

后 12 h 血清 C3 在纯合突变、杂合突变和野生型小

鼠间差异无统计学意义（P>0.05），生后 24 h 血

清 C3 在三者之间差异有统计学意义（P<0.001）。
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型虽然在生后 12 h 还显示正常的生化表型，但生

后 24 h 血代谢产物 C3 显著升高、整体存活时间没

有超过 72 h。因此，该模型成功复制了重症 MMA 

cblC 型患儿的临床表型。该模型虽然存活时间短

（<72 h），但较 Mut KO 小鼠生存时间明显延长，

而且生后 12 h 内其血代谢产物正常 , 生存状态也

没有明显改变，这为生后早期实施基因治疗提供

了时间窗。随着 CRISPR/Cas9 为代表的高效基因

编辑工具的出现，以及腺相关病毒（adeno-associated 

virus, AAV）和慢病毒（lentivirus, LV）等病毒载体

的发展，使得基因疾病有望通过基因治疗手段痊

愈 [17-19]。目前我们团队基于 AAV 载体过表达和基

因编辑器的 MMA 基因编辑的治疗方法，体外细胞

实验已研发成功，很快可以利用该模型进行动物

实验；通过过表达目的基因和修改致病位点 2 种

策略实现基因治疗，一旦取得成功，将会造福此

类遗传代谢病患儿。因此，W203X 纯合突变小鼠

有望成为 MMA cblC 型新生儿期发病的重症患儿进

行基因治疗的理想模型。

本研究成功构建 W203X 纯合突变小鼠模型，

存活时间未超过 72 h，与生后体内甲基丙二酸等

异常代谢产物的迅速升高有关。此外，考虑到本

研究中死后小鼠死体不全的情况，也提示小鼠可

能是由于生存情况不佳、被母鼠咬死所致。鉴于

小鼠存活时间是重症表型研究的关键，我们计划

后期通过加大科研经费的投入，在生后极早期开

展治疗，以期在小鼠没有发病前完成治疗并纠正

异常代谢。从本次实验模型小鼠死亡过程看，基

本 模 拟 出 了 MMA cblC 型 c.609G>A 纯 合 突 变 的

临床表现，特别是新生儿期发病、病情较重的情

况。总体上，该模型比较好的模拟了 MMA cblC 型 

c.609G>A 纯合突变重型患儿的临床情况，对促进

该病发病机制和治疗的研究具有重要价值。
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