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专题研究

果蝇研究技术与资源的开发
徐荣刚，王霞，王芳，孙锦，毛德才，乔欢欢，贾豫，朱芮葆，彭娉，刘鲁萍，

倪建泉∗

（清华大学医学院，北京　 １０００８４）

　 　 【摘要】 　 黑腹果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）是进行生物医学研究的理想模型，但研究过程往往受到遗传工具

和品系资源的限制，无法有效地调控目的基因表达，阻碍实验的深入开展。 为了方便果蝇领域的实验室开展研究，
我们首先开发并优化了基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 的基因组编辑技术，随后研发了转录激活系统和新一代转基因干扰技

术，最终可以简单高效、准确特异地调控目的基因表达。 同时，利用这些遗传学新技术，我们构建了相应的基因敲

除、转基因转录激活、转基因干扰的果蝇品系资源库，使清华大学果蝇中心成为世界上最重要的果蝇技术和资源中

心之一。 这些新技术以及相应的果蝇资源，正在被国内外果蝇研究领域的实验室所应用，对发育和疾病等相关研

究发挥着广泛的促进作用。
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　 　 果蝇具有易于饲养、生命周期短、繁殖能力强、
染色体简单、突变表型多且易于观察等诸多优点，
并且可以进行品系资源库的开发、保存和大批量的

功能筛选，是科研领域最为经典、最为重要的模式

生物之一。 此外，果蝇中的基因与人类高度同源，
因此以果蝇为模型进行干细胞调控和人类疾病等

相关研究不仅成本低，而且不受伦理上的限制。 利

用果蝇作为模式生物，人们取得了一系列重大的科

研成果，并多次获得诺贝尔奖，帮助人们更好地理

解动物的遗传发育、新陈代谢等过程，揭示人类疾

病的致病机理并提供治疗方法。 然而，在研究过程

中经常受到遗传工具和果蝇品系的限制，无法实现

目的基因的有效调控，进而阻碍实验的深入开展。
为了解决这一问题，我们在果蝇中先后开发并优化

了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因组编辑技术、 ＣＲＩＳＰＲ ／ ｄＣａｓ９
介导的转录激活系统和下一代转基因 ＲＮＡｉ 技术。
同时，利用这些新颖的遗传学技术，我们构建了相

应的果蝇品系资源库，覆盖了果蝇中的大部分基

因，使清华大学果蝇中心成为世界上最大的果蝇品

系资源库之一。 这些遗传工具和果蝇品系资源被

国内外果蝇研究领域的实验室广泛使用，推动了相

关研究的快速开展。

１ 　 果蝇中 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑
技术
　 　 基因编辑技术是进行生物医学研究最为重要

的一种技术手段，能够有效调控靶基因的表达，促
进更多的研究成果。 最开始的基因编辑技术是通

过 Ｘ 射 线 等 高 能 粒 子、 甲 基 磺 酸 乙 酯

（ｅｔｈｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｅ， ＥＭＳ）等化学诱变剂以及转座

子等进行基因突变，但这些方法只是随机突变，且
可能出现多个突变位点，后续的鉴定工作异常繁

琐［１］。 随后的锌指核酸酶 （ ｚｉｎｃ⁃ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ，
ＺＦＮ）和转录激活因子样效应物核酸酶（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ （ＴＡＬ） ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ， ＴＡＬＥＮ）基因

编辑技术虽然具有了靶向性，但需要体外构建针对

靶基因的模块化识别蛋白，步骤繁琐，成本较高［１］。
近些年，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术快速发展并逐

渐成为基因组突变的理想方法。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统

主要由 Ｃａｓ９ 和 ｓｇＲＮＡ 两部分组成，其中 Ｃａｓ９ 蛋白

具有核酸酶的活性，能够切割 ＤＮＡ 双链，而 ｓｇＲＮＡ
可以引导 Ｃａｓ９ 蛋白到达靶标区域［２］。 该系统的特

异性由位于 ｓｇＲＮＡ５’端的 ２０ 个核苷酸的靶标序列

决定，所以在该系统中只需要改变 ｓｇＲＮＡ 上 ２０ 个

核苷酸的序列就可以实现靶向不同基因的目标，实
现了简便、特异、高效、经济的基因编辑。

为了将 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术应用到果蝇中，我们

构建了在果蝇生殖细胞稳定表达 Ｃａｓ９ 蛋白的转基

因品系，只需要在该转基因果蝇中注射表达 ｓｇＲＮＡ
的质粒就能实现高效的靶基因突变，由此形成了特

异性靶向果蝇生殖细胞的可遗传突变系统。 此外，
我们评估了使用不同的启动子和载体骨架表达

ｓｇＲＮＡ 对于突变效率的影响，结果发现使用 Ｕ６Ｂ 人

工合成启动子载体取得了接近 １００％ 的突变效

率［３］。 这一系统只在生殖细胞系中发挥作用，因此

克服了体细胞突变引起的毒性，并且使获得可遗传

突变体的成本降低、时间缩短、效率更高。 在该系

统的基础上，通过突变 Ｃａｓ９ 核酸酶的结构域，我们

构建了表达 Ｃａｓ９ ｎｉｃｋａｓｅ 的转基因果蝇。 Ｃａｓ９
ｎｉｃｋａｓｅ 只切割 ＤＮＡ 单链，因此在单个 ｓｇＲＮＡ 引导

下不会产生突变，而利用 ２ 个反向的 ｓｇＲＮＡ 则可以

最大程度地避免脱靶效应，高特异性地构建基因定

点突变［４］。 在利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统进行基因组

编辑的过程中，ｓｇＲＮＡ 的标靶效率是编辑成败的关

键。 因此，我们在 ＣＧ 含量、脱靶条件、注射浓度等

方面对 ｓｇＲＮＡ 的参数进行了系统的优化。 这些改

进使我们能够通过一次胚胎注射，首次实现多个基

因的同时诱导突变，并显著提高了同源重组修复的

效率［５］。 多次实践结果表明，我们开发并优化的

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术是果蝇基因编辑领域最

先进、最高效的系统，具有特异性高、成本低、并且

可以半高通量构建突变体等优势［６ － ７］。 该系统自开

发以来就受到广泛使用，这种强大的遗传学方法已

经在果蝇各个研究领域发挥重要的作用。

２ 　 果蝇中 ＣＲＩＳＰＲ ／ ｄＣａｓ９ 介导的转
录激活系统
　 　 增强基因表达是进行基因功能研究最常用的

技术手段之一，传统方式主要通过表达由外源载体

携带的目的基因的 ｃＤＮＡ［８］，但是其克隆步骤繁琐，
成本高，不能同时表达多个基因，并且只过表达

ｃＤＮＡ 的方式不能反映基因自身的表达模式，容易

产生假阳性的结果。 将 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统中 Ｃａｓ９
蛋白的核酸酶活性突变之后，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统会

失去切割 ＤＮＡ 的能力，但是其识别和结合 ＤＮＡ 的

能力不受影响。 如果在核酸酶活性缺失的 Ｃａｓ９ 蛋

白（ｄＣａｓ９）Ｃ 端融合转录激活结构域，在 ｓｇＲＮＡ 的

引导下，就可以在基因座的原位增加目标基因的转

０９４
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录。 而且，针对不同的基因只需要改变 ｓｇＲＮＡ 序列

即可，可以实现简单、高效的转录激活，适合大规

模、高通量的激活操作。
为了开发果蝇中 ＣＲＩＳＰＲ ／ ｄＣａｓ９ 介导的转录激

活系统，我们与哈佛大学的研究组合作在果蝇体内

首次开发了 ｄＣａｓ９⁃ＶＰＲ 转录激活系统，并证明该系

统可以激活目的基因的表达并产生特定的表

型［９ － １０］，为果蝇体内 ｇａｉｎ⁃ｏｆ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎ 研究提供了重

要的技术支持。 尽管这一系统可以激活目的基因

转录而产生表型，但是其激活效果仍然较低，往往

需要两个 ｓｇＲＮＡ 才能实现高效的转录激活，增加了

系统的成本和复杂性。 另外，这个系统需要三个独

立的元件，Ｇａｌ４、ＵＡＳ：ｄＣａｓ９⁃ＶＰＲ 和 ｓｇＲＮＡ，使用时

需要复杂的遗传整合。 为了解决上述问题，我们研

发了下一代 ＣＲＩＳＰＲ ／ ｄＣａｓ９ 转录激活系统，ｆｌｙＳＡＭ，
利用自剪切肽 Ｔ２Ａ 同时表达两个融合的激活蛋白

ｄＣａｓ９⁃ＶＰ６４ 和 ＭＣＰ⁃ｐ６５⁃ＨＳＦ１， 并将 ＵＡＳ： ｄＣａｓ９⁃
ａｃｔｉｖａｔｏｒ 和 ｓｇＲＮＡ 整合到一个载体。 结果表明

ｆｌｙＳＡＭ 显著提升了系统的激活效率，在一个 ｓｇＲＮＡ
的驱动下就可以实现高效的激活，产生比 ｄＣａｓ９⁃
ＶＰＲ 系统更严重的表型。 ｆｌｙＳＡＭ 系统只需要一次

遗传杂交就可以完成转录激活，并且可以同时激活

多个基因的表达［１１］。 更重要的是，以 ｆｌｙＳＡＭ 转录

激活系统为基础的基因组范围的转基因过表达资

源库正在构建中，这将是世界上第一个果蝇转基因

过表达资源库，这一品系资源库将为整个果蝇研究

领域提供重要的技术资源，推动相关研究的快速

开展。

３　 新一代转基因 ＲＮＡｉ 技术

Ａｎｄｙ Ｆｉｒｅ 和 Ｃｒａｉｇ Ｍｅｌｌｏ 因为发现双链 ＲＮＡ
（ｄｏｕｂｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ， ｄｓＲＮＡ）可以结合与其互补

的 ｍＲＮＡ，并引发目的 ｍＲＮＡ 的降解，而获得了

２００６ 年诺贝尔生理学或医学奖，这一发现是 ＲＮＡｉ
技术不断发展和完善的奠基性工作［１２］。 进一步的

研究发现，当 ｄｓＲＮＡ 被注射到线虫或果蝇等模式动

物体内后，会被蛋白酶 Ｄｉｃｅｒ 切割成大小为 ２１ ｂｐ 的

ｓｉＲＮＡｓ，ｓｉＲＮＡ 促使 ＲＮＡ 沉默复合体与目的 ｍＲＮＡ
结合，催化 ｍＲＮＡ 的剪切降解或干扰翻译过程，进
而敲低目的基因的表达［１２］。 ＲＮＡｉ 技术自从出现开

始就得到了广泛的关注并快速发展，能够简单、高
效地敲低目的基因，是较为理想的基因调控技术，
适合大规模的基因筛选操作。 如果将 ＲＮＡｉ 技术与

Ｇａｌ４ ／ ＵＡＳ 系统结合到一起，就可以实现在特定的组

织器官、特定的发育阶段敲低目的基因，使条件性

调控基因表达成为可能。 在果蝇中为了实现条件

性的基因敲低，最开始的转基因 ＲＮＡｉ 技术是通过

Ｐ⁃ｅｌｅｍｅｎｔ 整合并构建 ＵＡＳ⁃ｄｓＲＮＡ 的转基因果蝇，
但这种随机插入的方式会产生较高的假阴性和假

阳性结果［１３ － １４］。 随后通过开发 ｐｈｉＣ３１ 介导的定点

整合以及利用 ＵＡＳ⁃ｓｈＲＮＡ 取代 ｄｓＲＮＡ 的方式，在
一定程度上降低了 ＲＮＡｉ 技术的假阴性和假阳性，
并可以在果蝇体细胞和生殖细胞中实现高效的

ＲＮＡｉ［１５ － １７］。
然而，随着使用的深入，现存的转基因 ＲＮＡｉ 技

术的一些不足逐渐暴露出来，例如对于高表达基因

的低效敲低造成的假阴性结果；即使没有 Ｇａｌ４ 的驱

动，基础启动子本底表达的 ｓｈＲＮＡ 水平也比较高，
会产生假阳性的结果；不能同时敲低多个目的基因

的表达，阻碍对蛋白质复合体以及功能冗余基因的

研究等。 为了解决这些问题，提高转基因 ＲＮＡｉ 技
术的效率、特异性和多靶点特性，我们独立探索并

成功开发了新一代的转基因 ＲＮＡｉ 技术。 新一代的

转基因 ＲＮＡｉ 技术，与之前的转基因 ＲＮＡｉ 技术相

比，其干扰效率高、毒副作用小、特异性高、应用面

广、能够高效地敲低高表达基因，并且首次突破性

地实现了多个基因的同时调控，该项技术已经获得

了国家发明专利。 利用新一代转基因 ＲＮＡｉ 技术，
我们构建了与人类疾病相关基因的转基因 ＲＮＡｉ 品
系资源库，包含各细胞信号通路基因、ＲＮＡ 结合蛋

白基因以及蛋白激酶基因等。 这一技术及其相应

的果蝇品系资源库将会受到果蝇研究领域的广泛

使用，有助于相关研究的快速发展。

４　 清华大学果蝇资源中心

清华大学果蝇中心自 ２０１１ 年建立以来，一直面

向国内外科研机构提供转基因果蝇品系和技术支

持，并在维护现有品系的同时，不断研发新颖的果

蝇遗传学技术，不断扩大果蝇品系资源库，使清华

果蝇中心成为世界上最重要的果蝇技术与资源中

心之一［１８］。 首先，为了方便果蝇研究领域的实验室

开展研究，我们利用自主研发的生殖细胞特异的

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因定点编辑技术构建了 １００ 余株与

人类疾病基因同源的突变体品系，这些突变体是在

果蝇研究过程中最常用的品系，将大大加快相关研

究的开展速度。 其次，利用最新研发的新一代转基
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因 ＲＮＡｉ 技术，我们又构建了 ３５００ 余株与人类高度

同源且与疾病相关基因的转基因 ＲＮＡｉ 品系，包含

了各细胞信号通路基因、ＲＮＡ 结合蛋白基因以及重

要蛋白复合体的基因。 现如今清华大学果蝇中心

共存有一万多株转基因 ＲＮＡｉ 的果蝇品系，覆盖了

果蝇中的大部分基因，能够满足国内外果蝇研究领

域的大部分使用需求。 另外，利用实验室最新研发

的果蝇中 ＣＲＩＳＰＲ ／ ｄＣａｓ９ 介导的转录激活系统，我
们也已经构建了一千余株转基因转录激活果蝇品

系。 我们将利用新开发的 ＣＲＩＳＰＲ ／ ｄＣａｓ９ 介导的转

录激活系统和新一代转基因 ＲＮＡｉ 技术继续扩大清

华果蝇中心的品系资源库，努力将清华果蝇中心建

成世界上最大、资源最丰富的果蝇资源库，并争取

成为国家级模式动物果蝇中心。
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［１５］ 　 Ｎｉ ＪＱ， Ｌｉｕ ＬＰ， Ｂｉｎａｒｉ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ａ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｏｆ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＲＮＡｉ ｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｔｉｃｓ ［ Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， ２００９，
１８２（４）： １０８９．

［１６］ 　 Ｎｉ ＪＱ， Ｍａｒｋｓｔｅｉｎ Ｍ， Ｂｉｎａｒｉ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ
ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ
［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２００８， ５（１）： ４９ － ５１．

［１７］ 　 Ｎｉ ＪＱ， Ｚｈｏｕ Ｒ， Ｃｚｅｃｈ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｇｅｎｏｍｅ⁃ｓｃａｌｅ ｓｈＲＮＡ
ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＲＮＡｉ ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔｕｒｅ
Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０１１， ８（５）： ４０５ － ４０７．

［１８］ 　 王霞， 乔欢欢， 潘丽霞， 等． 果蝇新品系开发与种质资源保

存 ［Ｊ］ ． 实验动物科学， ２０１６， ３３（３）： ４ － １２．
Ｗａｎｇ Ｘ， Ｑｉａｏ ＨＨ， Ｐａｎ ＬＸ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ
ｓｔｒａｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｌａｂ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉ， ２０１６，
３３（３）： ４ － １２．

［收稿日期］ 　 ２０１８ － ０６ － ０４
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