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摘要: 

将 Cas9 mRNA 和 gRNA 注射到 1-cell 期受精卵中，可以对受精卵基因组进行编辑，从

而获得基因编辑的动物个体。通过确定犬的发情排卵时间，从体内获取 1-cell 期受精卵，

借助显微操作技术将终浓度分别为 200 ng/μl 和 20 ng/μl 的 Cas9 mRNA 和 gRNA 注射

到受精卵胞质中，再移植回受体输卵管内，可获得基因编辑的犬。目前，该方法是获得

基因编辑犬模型的主要方法。 
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材料与试剂 

1. 体外转录试剂盒（NEB） 

2. M199（Invitrogen） 

3. FBS（Gibco） 

4. 矿物油（Sigma） 

5. 质粒（Addgene） 

6. 透明质酸酶（Sigma） 

 

仪器设备 
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1. 显微操作仪器（Eppendorf） 

2. 倒置显微镜（Olympus） 

3. 培养箱（Thermo） 

4. 体视显微镜（Olympus） 

 

实验步骤 

1. 准确判断母犬的发情排卵时间以及卵母细胞成熟时间； 

2. 术前 18-24 h 给母犬配种； 

3. 通过手术冲胚从体内获取 1-cell 期受精卵； 

4. 脱去受精卵颗粒细胞； 

5. 将脱完颗粒细胞的胚胎转移至胚胎操作液中，并置于倒置显微镜下； 

6. 调节好注射针液体流速，将注射针刺破透明带并扎入胞质中，每个胚胎大概注射 1

-5pl 体积； 

7. 完成注射后的胚胎进行胚胎移植。 

 

结果与分析 

1. 注射过程中需要控制好注射的体积，注射量太少，胚胎编辑效率低，注射量大，

可能会导致胚胎死亡； 

2. 犬 1-cell 期受精卵进行编辑比较容易形成纯合子。 

 

失败经验 

1. 后代中获得基因编辑的犬的比例还是比较低，这可能与受精时间的把握有关。 

 

溶液配方 

1. 胚胎操作液：M199+10%FBS 
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