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项目概览

一、项目名称：Pafah1b1-c.G661A

二、项目类型：Cas9-KI

三、遗传背景：C57BL/6JGpt

四、项目周期：5-8个月



此模型采用CRISPR-Cas9技术对Pafah1b1基因进行基因编辑，原理示意图如下：

敲入策略



技术路线

• Ensembl数据显示，鼠源Pafah1b1基因有5个转录本。

• 根据基因结构和客户要求，选择人源PAFAH1B1-202(ENST00000397195.10，NM_000430.4)，鼠源Pafah1b1-

201(ENSMUST00000021091.15)转录本设计方案，即在鼠源 Pafah1b1-201(ENSMUST00000021091.15)转录本的exon 7

制作c.G661A定点突变，对应的氨基酸由V突变成M。

• Pafah1b1-201转录本包含11个exons，翻译起始位点ATG位于exon 2， 翻译终止位点TGA位于exon 11，编码410 aa。

• 本项目采用CRISPR-Cas9技术对Pafah1b1基因进行修饰。简要过程如下：体外构建载体，将CRISPR-Cas9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。



风险提示

Ø 根据现有资料(MGI)，敲除Pafah1b1基因的纯合子小鼠胚胎期致死（E4.5）。

Ø Intron 6-7，intron 7-8可能分别引入2-4个氨基酸突变。

Ø 编码转录本204的3端不完整，本策略对这些转录本的影响未知。

Ø Intron 7-8只有718bp，本策略可能会影响Pafah1b1基因的剪接调控。

Ø Pafah1b1基因位于11 #染色体，如果将此基因突变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。由于基因转录和翻译过程复杂，在现有技术水平下不能全部预测。



突变位点

突变前

突变后

蓝色标记突变位点，c.G661A定点突变，对应的氨基酸由V突变成M。



鼠源PAFAH1B1蛋白

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST=CCDS&DATA=CCDS25035

MVLSQRQRDELNRAIADYLRSNGYEEAYSVFKKEAELDMNEELDKKYAGLLEKKWTSVIRLQKKVME

LESKLNEAKEEFTSGGPLGQKRDPKEWIPRPPEKYALSGHRSPVTRVIFHPVFSVMVSASEDATIKVWDY

ETGDFERTLKGHTDSVQDISFDHSGKLLASCSADMTIKLWDFQGFECIRTMHGHDHNVSSVAIMPNGDH

IVSASRDKTIKMWEVQTGYCVKTFTGHREWVRMVRPNQDGTLIASCSNDQTVRVWVVATKECKAELR

EHEHVVECISWAPESSYSSISEATGSETKKSGKPGPFLLSGSRDKTIKMWDVSTGMCLMTLVGHDNWVR

GVLFHSGGKFILSCADDKTLRVWDYKNKRCMKTLNAHEHFVTSLDFHKTAPYVVTGSVDQTVKVWEC

R*

标红：c.G661A;p.V221M



c.G661A突变型鼠源PAFAH1B1蛋白

MVLSQRQRDELNRAIADYLRSNGYEEAYSVFKKEAELDMNEELDKKYAGLLEKKWTSVIRLQKKVME

LESKLNEAKEEFTSGGPLGQKRDPKEWIPRPPEKYALSGHRSPVTRVIFHPVFSVMVSASEDATIKVWDY

ETGDFERTLKGHTDSVQDISFDHSGKLLASCSADMTIKLWDFQGFECIRTMHGHDHNVSSVAIMPNGDH

IVSASRDKTIKMWEMQTGYCVKTFTGHREWVRMVRPNQDGTLIASCSNDQTVRVWVVATKECKAELR

EHEHVVECISWAPESSYSSISEATGSETKKSGKPGPFLLSGSRDKTIKMWDVSTGMCLMTLVGHDNWVR

GVLFHSGGKFILSCADDKTLRVWDYKNKRCMKTLNAHEHFVTSLDFHKTAPYVVTGSVDQTVKVWEC

R*

标红：c.G661A;p.V221M



人鼠PAFAH1B1蛋白同源性

                      1                                                                                                100
hPAFAH1B1-202p    (1) MVLSQRQRDELNRAIADYLRSNGYEEAYSVFKKEAELDVNEELDKKYAGLLEKKWTSVIRLQKKVMELESKLNEAKEEFTSGGPLGQKRDPKEWIPRPPE
mPafah1b1-201p    (1) MVLSQRQRDELNRAIADYLRSNGYEEAYSVFKKEAELDMNEELDKKYAGLLEKKWTSVIRLQKKVMELESKLNEAKEEFTSGGPLGQKRDPKEWIPRPPE
     Consensus    (1) MVLSQRQRDELNRAIADYLRSNGYEEAYSVFKKEAELDMNEELDKKYAGLLEKKWTSVIRLQKKVMELESKLNEAKEEFTSGGPLGQKRDPKEWIPRPPE
                      101                                                                                              200
hPAFAH1B1-202p  (101) KYALSGHRSPVTRVIFHPVFSVMVSASEDATIKVWDYETGDFERTLKGHTDSVQDISFDHSGKLLASCSADMTIKLWDFQGFECIRTMHGHDHNVSSVAI
mPafah1b1-201p  (101) KYALSGHRSPVTRVIFHPVFSVMVSASEDATIKVWDYETGDFERTLKGHTDSVQDISFDHSGKLLASCSADMTIKLWDFQGFECIRTMHGHDHNVSSVAI
     Consensus  (101) KYALSGHRSPVTRVIFHPVFSVMVSASEDATIKVWDYETGDFERTLKGHTDSVQDISFDHSGKLLASCSADMTIKLWDFQGFECIRTMHGHDHNVSSVAI
                      201                                                                                              300
hPAFAH1B1-202p  (201) MPNGDHIVSASRDKTIKMWEVQTGYCVKTFTGHREWVRMVRPNQDGTLIASCSNDQTVRVWVVATKECKAELREHEHVVECISWAPESSYSSISEATGSE
mPafah1b1-201p  (201) MPNGDHIVSASRDKTIKMWEVQTGYCVKTFTGHREWVRMVRPNQDGTLIASCSNDQTVRVWVVATKECKAELREHEHVVECISWAPESSYSSISEATGSE
     Consensus  (201) MPNGDHIVSASRDKTIKMWEVQTGYCVKTFTGHREWVRMVRPNQDGTLIASCSNDQTVRVWVVATKECKAELREHEHVVECISWAPESSYSSISEATGSE
                      301                                                                                              400
hPAFAH1B1-202p  (301) TKKSGKPGPFLLSGSRDKTIKMWDVSTGMCLMTLVGHDNWVRGVLFHSGGKFILSCADDKTLRVWDYKNKRCMKTLNAHEHFVTSLDFHKTAPYVVTGSV
mPafah1b1-201p  (301) TKKSGKPGPFLLSGSRDKTIKMWDVSTGMCLMTLVGHDNWVRGVLFHSGGKFILSCADDKTLRVWDYKNKRCMKTLNAHEHFVTSLDFHKTAPYVVTGSV
     Consensus  (301) TKKSGKPGPFLLSGSRDKTIKMWDVSTGMCLMTLVGHDNWVRGVLFHSGGKFILSCADDKTLRVWDYKNKRCMKTLNAHEHFVTSLDFHKTAPYVVTGSV
                      401     411
hPAFAH1B1-202p  (401) DQTVKVWECR-
mPafah1b1-201p  (401) DQTVKVWECR-
     Consensus  (401) DQTVKVWECR 



现有模型信息

网址链接：http://www.informatics.jax.org/allele/summary?markerId=MGI:109520&alleleType=Targeted



MGI小鼠表型描述

Mutations at this locus result in neuronal migration defects. Homozygous null mutants die around 
implantation. Different allelic combinations show variable cortical, hippocampal and olfactory disorganization 
and impaired spatial learning and coordination.

http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:109520



目的基因

基因名称 Pafah1b1

基因ID（NCBI） 18472

基因NCBI链接（NCBI） https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18472

基因Ensembl链接
http://asia.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/Summary?g=ENSMUSG00000020745;r=1
1:74564775-74615496

基因组位置 Chr 11



基因名称和位置（NCBI）



转录本信息（Ensembl）

该基因有5个转录本，所有转录本信息如下图：

该方案基于Pafah1b1-201(ENSMUST00000021091.15)转录本设计，该转录本11个exons，转录本长5803bp，编码410
个氨基酸



基因位置分布

突变位点



蛋白结构域



目的基因

基因名称 PAFAH1B1

基因ID（NCBI） 5048

基因NCBI链接（NCBI） https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5048

基因Ensembl链接
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000007168;r=17:259
3210-2685615

基因组位置 Chr 17



基因名称和位置（NCBI）



转录本信息（Ensembl）

该基因有30个转录本，所有转录本信息如下图：

该方案基于PAFAH1B1-202(ENST00000397195.10)转录本设计，该转录本11个exons，转录本长5589bp，编码410个氨
基酸



蛋白结构域



项目周期

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

制作周期合计：20~32周

 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



如您有任何疑问，欢迎垂询。
Tel: 025-5864 1534
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