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CRISPR-Based Endogenous Tagging: An Optimized Guide for
Creating Reporter Knock-In Cells

Introduction
Endogenous protein tagging using CRISPR/Cas9 enables studies of protein
expression, localization, and interactions within the cellular environment. By
integrating reporter tags directly into the genome, protein expression remains
under native regulatory control, avoiding artifacts associated with
overexpression or antibody-based detection. NanoLuc®, NanoBiT®, and
HaloTag® technologies are widely used for monitoring protein dynamics and
can serve as effective endogenous reporter tags. NanoLuc® and NanoBiT®
(comprising the NanoLuc®-derived HiBiT peptide and the complementing
LgBiT polypeptide) provide highly sensitive luminescent detection, while
HaloTag® offers fluorescence-based capabilities.

The efficiency of CRISPR-mediated integration of these tags varies by cell line,
target locus, and tag size. One of the most critical factors in achieving high
integration efficiency is the activation of the homology-directed repair (HDR)
pathway. However, HDR must compete with the preferred non-homologous end
joining (NHEJ) and alternative end joining (Alt-NHEJ) pathways for repairing
double-strand DNA breaks. Rather than promoting precise integrations, these
favored repair mechanisms generate random insertions and deletions (indels)
that disrupt gene function. A demonstrated strategy to enhance reporter tag
integration through HDR is to block NHEJ and Alt-NHEJ with chemical
inhibitors. Inhibitors targeting both DNA-PK (e.g., AZD7648, M381), a key NHEJ
protein, and Pol Theta (e.g., PolQi1, PolQi2, RP6685), a critical factor in Alt-
NHEJ, significantly improve reporter tag integration while reducing unwanted
indels. The combined use of these inhibitors enhances integration for both
HiBiT (Figure 1) and full-length reporters, ultimately accelerating the generation
of clonal cell lines and enabling analyses with CRISPR-edited pools. While
multiple inhibitors targeting DNA-PK and Pol Theta are commercially available,
the inhibitors referenced in this protocol were specifically selected on account
of their high potency, specificity, and low toxicity.

Although DNA repair pathway inhibitors are not required, their use is
recommended to maximize knock-in efficiency. Without them, successful
genome integration is still achievable but may necessitate additional time for
clone isolation or limit analyses with edited pools. The following protocol
provides a reliable workflow for CRISPR/Cas9-mediated integration of HiBiT,
NanoLuc®, and HaloTag® reporter tags, with the option to incorporate
efficiency-enhancing inhibitors.

Summary: An optimized protocol for
creating and validating endogenous
knock-in cells using CRISPR/Cas9
gene editing and common reporter
tags. Optional instructions for
inclusion of DNA repair pathway
inhibitors to improve integration
efficiency is included.

1

Protocols Referenced:
Nano-Glo® HiBiT Lytic Detection
System #TM516, Nano-Glo® Live
Cell Assay System #FB195,
HaloTag® Technology: Aqueous
Soluble Ligands #TM753 are
available at
www.Promega.com/protocols/

摘要

本指南提供了一种利用 CRISPR/Cas9

基因编辑技术和常用报告基因标签创建

并验证内源敲入细胞的优化操作方案。

方案包含可选的 DNA 修复通路抑制剂使

用指导，以提高整合效率。

参考方案

Nano-Glo® HiBiT裂解检测系统 #TM516

Nano-Glo® 活细胞检测系统 #FB195

HaloTag® 技术：水溶性配体 #TM753

获取地址：

www.Promega.com/protocols/

引言

利用 CRISPR/Cas9 技术进行内源性蛋白标记，可在细胞环境中研究蛋白的表

达、定位和相互作用。通过将报告基因标签直接整合到基因组中，蛋白表达始

终处于天然调控之下，从而避免了过表达或抗体检测相关的假象。NanoLuc®、

NanoBiT® 和 HaloTag® 技术广泛用于监测蛋白动态，可作为有效的内源性报告

基因标签。NanoLuc® 和 NanoBiT®（包含源自 NanoLuc® 的 HiBiT 肽段及互补

的 LgBiT 多肽）提供高灵敏度的发光检测，而 HaloTag® 则具备基于荧光的检测

能力。

这些标签通过 CRISPR 介导整合到基因组的效率因细胞系、目标基因座和标签

大小而异。实现高效整合的最关键因素之一是激活同源定向修复（HDR）通路。

然而，HDR 必须与优先采用的非同源末端连接（NHEJ）和替代性末端连接

（Alt-NHEJ）通路竞争以修复双链 DNA 断裂。这些优势修复机制不仅不会促进

精确整合，反而会产生破坏基因功能的随机插入缺失（indels）。一种已被证实

的通过 HDR 提高报告基因标签整合效率的策略是使用化学抑制剂阻断 NHEJ 和

Alt-NHEJ。靶向 NHEJ 关键蛋白 DNA-PK 的抑制剂（如 AZD7648、M381），

和 靶 向 Alt-NHEJ 关 键 因 子 Pol Theta 的 抑 制 剂（ 如 PolQi1、PolQi2、

RP6685），可显著提高报告基因标签的整合效率，同时减少非预期的缺失。这

些抑制剂的联合使用可提高 HiBiT（图 1）和全长报告基因的整合效率，从而加

速单克隆细胞系的构建，并实现使用 CRISPR 编辑细胞池进行分析。虽然市面

上有多种靶向 DNA-PK 和 Pol Theta 的抑制剂，但本方案中推荐的抑制剂是经

过特别筛选的，因其具有高效性、特异性和低毒性。

虽然使用 DNA 修复通路抑制剂并非必需，但推荐使用以最大化敲入效率。若不

使用这些抑制剂，仍可实现基因组整合，但可能需要更多时间进行单克隆分离，

或限制使用编辑细胞池的分析。以下方案提供了 CRISPR/Cas9 介导的 HiBiT、

NanoLuc® 和 HaloTag® 报告基因标签整合的可靠工作流程，并包含可选的效率

增强抑制剂使用方案。

基于 CRISPR 的内源性标记
优化的报告基因敲入细胞构建操作指南

Application note
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Part I: Design and Preparation of Editing Materials
1. Download target genomic DNA sequence from NCBI:
(https://ncbi.nlm.nih.gov/gene), ensuring you have the
complete genomic sequence that includes 5’ and 3’ UTR. In
NCBI these RefSeq numbers start with NG or NC.

2. Obtain reporter sequence:
Contact Promega Technical Services at
techserv@promega.com to obtain the NanoLuc® or
HaloTag® genomic sequence.
Obtain synthesis rights and HiBiT sequence here.

3. Identify site for tag integration:
N-terminal fusion: Immediately after native start codon
(ATG); if present, place after any signal peptide
sequence.
C-terminal fusion: Immediately before native stop codon
(TAG, TAA, or TGA).
Internal fusion: Within an internal loop or unstructured
region to avoid disrupting functional domains.

4. Design and order donor DNA templates (Figure 2A):
HiBiT Integration: The DNA sequence will consist of 50 nt
upstream of the integration site (N-terminal homology arm,
N-HA) followed by the HiBiT sequence and then 50 nt
downstream of the integration site (C-terminal homology
arm, C-HA). Order as single-stranded oligonucleotide
(ssODN, e.g., IDT Ultramer  DNA Oligonucleotides).TM

Note: In some cases, such as tagging in an internal loop,
linkers may be needed to ensure accessibility of HiBiT.
See page two of this white paper for more information.

NanoLuc® or HaloTag® Integration: The DNA Sequence
will consist of a 400 nt N-HA followed by either the NanoLuc
or HaloTag sequence and then a 400 nt C-HA. Order as
vector lacking mammalian promoter (e.g., IDT pUCIDT
cloning vector).

Note: A linker of at least four amino acids (e.g., GSSG)
between the reporter and the protein of interest is
recommended.

Tip: Introduce a silent mutation in the PAM sequence of the
donor DNA template to avoid recutting.

Figure 1.  DNA repair inhibitors enhance HiBiT knock-in
efficiency. HeLa cells were edited to integrate the HiBiT tag at
four genomic loci: CTNNB1 (C-terminus), HDAC2 (C-terminus),
NRAS (N-terminus), and NR3C1 (C-terminus), in the presence or
absence of DNA repair inhibitors. Knock-in efficiency was
quantified by droplet digital PCR. Cells edited in the absence of
inhibitors are represented by black bars. Inhibitor combination 1
(1 µM AZD7648 + 0.3 µM PolQi + 0.3 µM PolQi3) is represented by
green bars, and combination 2 (0.3 µM M3814 + 3 µM RP6685) is
shown in purple.

5. Design and order guide RNA (gRNA) (Figure 2B):
a. Identify potential 20-nt gRNA sequences immediately

upstream of a PAM site (NGG) and cut within 10 nt of
integration site for optimal integration efficiency.

b. Order duplex gRNA (crRNA + tracrRNA) from
commercial vendor (e.g., IDT Alt-R CRISPR-Cas9
System); it is recommended to order and test 2 to 3
different guides, as cutting efficiencies may vary
between gRNA.

TM

c. Prepare 24 µM gRNA by combining 12 µl of 100 µM
tracrRNA with 12 µl of 100 µM crRNA and 26 µl IDT
Nuclease-Free Duplex Buffer in PCR tube, heating at
95 C for 5 min, cooling to ambient temperature, and
storing at -20 C.

o

o

第一部分：设计与准备编辑材料

1. 从 NCBI 下载目标基因组 DNA 序列：

 (https://ncbi.nlm.nih.gov/gene)，确保获取包含 5' 和 3'

非翻译区 (UTR) 的完整基因组序列。在 NCBI 中，这些

RefSeq 编号以 NG 或 NC 开头。

2. 获取报告基因序列：

•  联系 Promega 技术服务部（chinatechserv@promega.

com）获取 NanoLuc® 或 HaloTag® 的基因组序列。

•  在此处获取合成授权和 HiBiT 序列。

3. 确定标签整合位点：

• N 端融合：紧接天然起始密码子（ATG）之后；如果存

在信号肽序列，则放置在信号肽之后。

• C端融合：紧接天然终止密码子（TAG、TAA或TGA）之前。

• 内部融合：选择内部环状结构或非结构化区域，避免破

坏功能域。

4. 设计并订购供体 DNA 模板（图 2A）：

• HiBiT 整合：DNA 序列将包含整合位点上游 50 个核苷

酸（N 端同源臂，N-HA）、HiBiT 序列以及整合位点下

游 50 个核苷酸（C 端同源臂，C-HA）。订购单链寡核

苷酸（ssODN，例如 IDT Ultramer™ DNA 寡核苷酸）。

○ 注意：在某些情况下，例如在内部环中标记时，可能需

要连接子以确保 HiBiT 的可及性。更多信息请参见此白

皮书第 2 页。

• NanoLuc® 或 HaloTag® 整合：DNA 序列将包含 400 个

核苷酸的 N-HA，随后为 NanoLuc® 或 HaloTag® 序列，

然后是 400 个核苷酸的 C-HA。订购不含哺乳动物启动

子的载体（例如 IDT pUCIDT 克隆载体）。

○ 注意：建议在报告基因与目标蛋白之间加入至少四个氨

基酸的连接子（例如 GSSG）。

提示：在供体 DNA 模板的 PAM 序列中引入沉默突变，以避免

重复切割。

图 1. DNA 修复抑制剂提高 HiBiT 敲入效率。在存在或不存在 DNA

修复抑制剂的情况下，在HeLa细胞四个基因组位点（CTNNB1-C端、

HDAC2-C 端、NRAS-N 端、NR3C1-C 端）进行 HiBiT 标签整合编

辑。通过微滴式数字 PCR 定量敲入效率。未使用抑制剂的编辑细胞

以黑色柱表示。抑制剂组合1（1µM AZD7648 + 0.3µM PolQi + 0.3µM 

PolQi2）以绿色柱表示，组合 2（0.3µM M3814 + 3µM RP6685）

以紫色柱表示。

5. 设计并订购引导 RNA（gRNA）（图 2B）：

a.  在位于紧邻 PAM 位点（NGG）的上游，确定潜在的

20 个核苷酸 gRNA 序列，并在整合位点 10 个核苷酸

范围内切割，以实现最佳整合效率。

b.  从商业供应商处订购双链 gRNA（crRNA + tracrRNA）

（例如 IDT Alt-R CRISPR-Cas9 系统）；建议订购

并测试 2 至 3 种不同的引导 RNA，因为不同 gRNA

的切割效率可能有所差异。

c.  通过将 12 µl 100 µM tracrRNA与 12 µl 100 µM crRNA

以及26 µl IDT无核酸酶双链缓冲液混合于PCR管中，

加热至 95℃ 5 分钟，冷却至室温，并储存在 -20℃，

制备 24 µM gRNA。

Application note

https://www.promega.com/resources/technologies/hibit-protein-tagging-system/
https://promega.widen.net/s/w5wdbnhxlt/hibit-extracellular-wp136
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Part II: CRISPR Editing
1. Pre-treat cells with DNA repair inhibitors (optional step to
improve integration efficiency):

24 h before editing, replace cell culture medium with fresh
medium containing ONE of the inhibitor combinations;
inhibitors can be purchased from a variety of commercial
vendors.

Combination 1: 1 µM AZD7648 + 0.3 µM PolQi + 0.3 µM PolQi2
Combination 2: 0.3 µM M3814 + 3 µM RP6685

2. Prepare ribonucleoprotein (RNP) complex:
Combine 5 µl of 20 µM Cas9 and 5 µl of 24 µM gRNA, and
incubate at ambient temperature for 10 min.

3. Deliver RNP and donor DNA into cells:
Note: This protocol describes delivery by electroporation.
Components can also be delivered using lipid-based
transfection reagents, such as FuGENE® HD, although the
editing efficiency may be reduced.

a. Transfer 1 × 10⁶ cells to a conical tube, and centrifuge
at 150 × g for 5 min.

b. Aspirate the medium, and resuspend the cell pellet in
100 µl Mirus Ingenio® Electroporation Solution.

c. Combine cells, RNP, and donor:
HiBiT Integration: Combine 100 µl of resuspended
cells with 10 µl of assembled RNP and 3 µl of 100
µM (300 pmol) single-stranded DNA donor.
NanoLuc® or HaloTag® Integration: Combine 100
µl of resuspended cells with 10 µl of assembled
RNP and 3-5 µg plasmid donor.

d. Electroporate RNP and donor DNA into cells:
i. Transfer the entire volume of cells, RNP, and

donor DNA to a 0.2 cm electroporation cuvette.
ii. Pulse using manufacturer’s recommended

electroporation settings for the chosen cell line
(typically between 120-170 V).

iii. Immediately transfer electroporated cells into a
T75 flask containing 10 ml of growth medium.

iv. Add one of the combinations of inhibitors used in
step 1a directly to medium (optional step to
improve integration efficiency).

v. Incubate cells in 37°C incubator for 48–72 hours
before validation.

N-Terminal Fusion Integration Site
Start gRNA PAM

Figure 2. Design strategy for editing materials. A. Design donor DNA
template based on the desired integration site, including the knock-in
reporter squence and necessary homology arms. B. Design gRNA
sequences upstream of PAM site to create cut within 10 nucelotides
of the integration site. The PAM sequences should not be included in
the gRNA. Cas9 will cut 3nt upstream of the PAM sequence.

Part III: Knock-In Validation for Pools
1. Screen for Expression of Fusion Protein:
HiBiT Integration: Screen for luminescence using the
Nano-Glo® HiBiT Lytic Detection System (# N3030).

a. Trypsinize cells and resuspend to 200,000
cells/ml in growth medium.

b. Transfer 100 µl (20,000 cells) to solid white 96-
well assay plate, and return remaining cells to
flask for expansion.

c. Add equal volume of Nano-Glo® HiBiT Lytic
Reagent to the plated cells (prepared as
recommended by manufacturer) and mix by
placing the plate on orbital shaker (300-600rpm)
for 3-10 min.

d.Measure HiBiT signal using multiplate reader with
luminescence capabilities such as the GloMax®
Discover Microplate Reader.

Integration Site
Stop PAM

A.

C-Terminal Fusion
gRNA

B.

第二部分：CRISPR 基因编辑

1. 用 DNA 修复抑制剂预处理细胞（提高整合效率的可选步
骤）：

• 在编辑操作前 24 小时，将细胞培养基更换为含有以下任

一抑制剂组合的新鲜培养基；这些抑制剂可从多种商业

供应商处购买。

组合 1：1 µM AZD7648 + 0.3 µM PolQi + 0.3 µM PolQi2

组合 2：0.3 µM M3814 + 3 µM RP6685

2. 制备核糖核蛋白（RNP）复合物：

• 将 5 µl 浓度为 20 µM 的 Cas9 与 5 µl 浓度为 24 µM 的

gRNA 混合，在室温下孵育 10 分钟。

3. 将 RNP 和供体 DNA 递送至细胞：

注意：本方案描述的是通过电穿孔进行递送。也可使用基于脂质

的转染试剂（如 FuGENE® HD）递送组分，但编辑效率可能降低。

a. 将 1 × 106 个细胞转移至锥形管中，以 150 × g 离心 5

分钟。

b. 吸去培养基，将细胞沉淀重悬于 100 µl Mirus Ingenio®

电穿孔溶液中。

c. 混合细胞、RNP 和供体：

• HiBiT 整合：将 100 µl 重悬细胞与 10 µl 组装好

的 RNP 及 3 µl 浓度为 100 µM（300 pmol）的单

链 DNA 供体混合。

• NanoLuc® 或 HaloTag® 整合：将 100 µl 重悬细

胞与 10 µl组装好的RNP及 3-5 µg质粒供体混合。

d. 将 RNP 和供体 DNA 电穿孔至细胞中：

i. 将细胞、RNP 和供体 DNA 混合物的全部体积转

移至 0.2 cm 电穿孔小皿中。

ii. 按仪器制造商针对所选细胞系推荐的参数（通常

为 120-170 V）进行电穿孔脉冲操作。

iii.  立即将电穿孔后的细胞转移至含有 10 ml 生长培

养基的 T75 培养瓶中。

iv.  直接向培养基中添加步骤 1a 所用抑制剂组合之一

（提高整合效率的可选步骤）。

v. 在 37℃培养箱中孵育细胞 48–72 小时后再进行

验证。

图2. 编辑材料的设计策略。A. 基于目标整合位点设计供体DNA模板，

应包括敲入报告基因序列及必要的同源臂。B. 在 PAM 位点上游设计

gRNA 序列，使切割位点位于整合位点 10 个核苷酸范围内。PAM

序列不应包含在 gRNA 中。Cas9 将在 PAM 序列上游第 3 个核苷酸

处进行切割。

第三部分：细胞池的敲入验证

1. 筛选融合蛋白的表达：

HiBiT 整合：使用 Nano-Glo® HiBiT 裂解检测试剂盒（目录号
N3030）筛选发光信号。

a.  用胰酶消化细胞，并将其重悬于生长培养基中，终浓

度为 200,000 个细胞 / 毫升。

b.  取 100 µl（20,000 个细胞）转移至白色不透明 96 孔

检测板中，剩余细胞放回培养瓶中扩增。

c. 向已铺板在白色检测板的细胞中加入等体积的 Nano-

Glo® HiBiT 裂解试剂（按制造商推荐方法配制），将

板置于轨道摇床（300-600 rpm）上混匀 3-10 分钟。

d. 使用具有发光检测功能的多孔板读数仪（如 GloMax®

Discover 微孔板读数仪）测量 HiBiT 信号。

Application note

https://www.promega.com/products/protein-detection/protein-quantification/nano-glo-hibit-lytic-detection-system/?tabset0=0


第三部分：细胞池的敲入验证（续）

NanoLuc® 整合：使用 Nano-Glo® 活细胞检测系统（目录号 N2011）筛选发光信号。

a. 用胰酶消化细胞，并将其重悬于生长培养基中，终浓度为 200,000 个细胞 / 毫升。

b. 取 100 µl（20,000 个细胞）转移至白色不透明 96 孔检测板中，剩余细胞放回培养瓶中扩增。

c. 向已铺板在白色检测板的细胞中加入 25 µl Nano-Glo® 活细胞试剂（按制造商推荐方法配制），将板置于轨道摇床（300-500

rpm）上混匀 15 秒。

d. 使用具有发光检测功能的多孔板读数仪（如 GloMax® Discover）测量 NanoLuc 信号。

HaloTag® 整合：使用荧光成像验证表达。

• 参考 Promega 技术手册 TM753《HaloTag® 技术：水溶性配体》。

• 推荐用于 CRISPR 细胞池成像的配体为 Janelia Fluor® 549 HaloTag® 配体（目录号 HT1020）或 Janelia Fluor® 646 HaloTag®

配体（目录号 HT1060）。

1. 使用以下方法之一在 96 孔组织培养处理微孔板中分离
克隆：

• 单细胞分选：使用 FACS 仪器将单个细胞分配至含有

200 µl 生长培养基的 96 孔板中的每个孔中。

或

• 有限稀释法：将细胞稀释至约 1-10 个细胞 / 毫升，并铺

板以实现平均每孔 <1 个细胞。

2. 鉴定含有整合标签的克隆。

a. 当克隆形成后（约 2-3 周），用胰酶消化细胞，并将

一半细胞悬液铺板至一个重复板中，用于筛选检测。

b. 在重复板中直接使用第三部分“细胞池的敲入验证”

中描述的方法检测 HiBiT®、NanoLuc® 和 HaloTag®。

c. 将原始源板中与重复板阳性孔位对应的细胞进行

扩增。

第四部分：克隆分离与验证

注意：虽然使用 DNA 修复抑制剂可以提高敲入效率并允许使用多克隆细胞池进行下游分析，但当需要长期标签稳定性、整合效率较低

或靶蛋白表达水平较低时，仍需进行克隆分离。

3. 通过微滴数字 PCR（ddPCR）确定整合的纯合 / 杂合状态

（可选，但推荐）。

a. 将 0.5-2 × 106 个细胞转移至锥形管中，以 150 × g 离

心 4 分钟，并吸去培养基。

b. 使用自动化方法（如 Maxwell® RSC 培养细胞 DNA

试剂盒，目录号 AS1620）或手动方法（如 Wizard®

基因组 DNA 纯化试剂盒，目录号 A1120）从细胞沉

淀中提取基因组 DNA。

c. 使用 ddPCR 定量整合标签的拷贝数；此应用说明中

提供了通用方法。

4. 通过 Sanger 测序确认整合序列的保真度。

• 测序的示例方案可参考 Schwinn 等人 2020 年的文献。
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https://www.promega.com/-/media/files/resources/protcards/fb195-nano-glo-live-cell-assay-system.pdf?rev=bafc35fe32fa4023b8dc39c9441fae5b&sc_lang=en
https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/500/halotag-technology-aqueous-soluble-ligands-technical-manual-tm753.pdf?rev=4629be97310d40fa9b084384d2aa2966&sc_lang=en?la=en
https://www.promega.com/products/protein-detection/protein-labeling/janelia-fluor-halotag-ligands/?tabset0=0
https://promega.widen.net/s/h7wgfgp8wp/hibit-tag-crispr-ddpcr-pa601
https://www.nature.com/articles/s41598-020-65832-1


更多信息：

如需了解基于 CRISPR 的内源性标记应用及更多选择，请访问我们的网站。
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