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一、项目名称：Bnc2-P2A-CreERT2

二、项目类型：Cas9-KI

三、遗传背景：C57BL/6JGpt

四、项目周期：5-8个月
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敲入策略

此模型采用CRISPR-Cas9技术对Bnc2基因进行基因编辑，原理示意图如下：
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技术路线
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• 根据ensemble网站信息，Bnc2基因有22个转录本，其中有1个转录本具有完整的CCDS。

• 根据Bnc2基因，选择转录本Bnc2-215 (ENSMUST00000176691.8)转录本进行制作，将P2A-CreERT2插入到

Bnc2基因翻译终止位点前，理论上CreERT2在内源Bnc2基因的调控下表达。

• Bnc2-215转录本包含6个exons，翻译起始位点ATG位于exon 1，翻译终止位点TAG均位于exon 6，编码1032 aa。

• 本项目采用CRISPR-Cas9技术对Bnc2基因进行修饰。简要过程如下：体外构建载体，将CRISPR-Cas9体系和

Donor载体显微注射到C57BL/6JGpt小鼠的受精卵中，获得F0代小鼠。经PCR和测序验证正确的F0代阳性小鼠

与C57BL/6JGpt小鼠交配获得可稳定遗传的F1代阳性小鼠模型。
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风险提示

5

Ø 现有资料（MGI）显示，Bnc2基因敲除的纯合子小鼠出生后24h内全部死亡。

Ø 6号外显子将引入1~2个氨基酸突变。请确认。若课题要求不能引入同义突变，请及时反馈，我们将重新评估方案并签订

相应的协议。

Ø 两个基因以P2A连接，两个基因共同转录和翻译，但是会剪切成两个蛋白分子，前面蛋白会带有P2A序列翻译出的多肽。

Ø 插入位置下游存在高度重复结构（CA），模型制作过程中存在突变。

Ø 编码转录本Bnc2-204&206&207&210&211&213&216&217&218&219&220&222的序列不完整，本策略对其影响未知。

Ø 本策略对非编码转录本Bnc2-203&208&209&221的影响未知。

Ø 编码转录本Bnc2-214的终止子位置和其它编码转录本的位置不一致，本策略对其影响未知。

Ø Bnc2基因位于4#染色体，如果将此基因插入小鼠与其他小鼠品系配繁，请避免两个基因位于同一染色体上，否则将无法

得到双基因纯合阳性的小鼠后代。

Ø 本方案是根据现有数据库中的基因信息设计。在基因编码区和UTR之间插入外源序列，可能会影响基因表达、mRNA剪

接等生物学过程，在现有技术水平下不能预测全部风险，建议在验证表达符合预期后，再进行进一步实验。
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现有模型信息
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网址链接：https://www.informatics.jax.org/allele/summary?markerId=MGI:2443805&alleleType=Targeted
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MGI小鼠表型描述-
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Mice homozygous for a gene trap insertion die within 24 hrs of birth and display cleft palate, an overall size 
reduction of the head and tongue, and abnormal craniofacial bone development due to impaired multiplication 
of embryonic craniofacial mesenchymal cells.

https://www.informatics.jax.org/marker/MGI:2443805
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目的基因
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基因名称 Bnc2

基因ID (NCBI) 242509

基因NCBI链接 (NCBI) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/242509

基因Ensembl链接
http://useast.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/Summary?g=ENSMUSG000000
28487;r=4:84193332-84593512

基因组位置 Chr 4
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基因名称和位置 (NCBI)
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转录本信息 (Ensembl)
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该基因有22个转录本，所有转录本信息如下图：

该方案基于Bnc2-215转录本设计，该转录本编码6个exons，转录本长3385 bps，编码1032个氨基酸

基因敲入位点
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基因位置分布
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基因敲入位点
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蛋白结构域
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项目周期
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 载体构建  撰写报告，   
小鼠交付

 显微注射
和移植

 F0代小鼠
出生及鉴定

 F0代繁育
及F1代鉴定

  3~4周             1~3周               6~8周              9~16周              1周



G E M P H A R M A T E C H │ P R O P R I E T A R Y  &  C O N F I D E N T I A L

Models to Defy Impossible  创新模型 无限可能


