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利用 )*+,-*.)/0' 系统构建稳定敲除 !"#$ 基因的
1#(' 细胞系
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（天津医科大学生物化学与分子生物学系，天津 &%%%2%）
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多梳蛋白家族（-SH）是重要的表观遗传修饰调

控复合物，发挥转录抑制功能abc，在生物进程中具有

十分重要的作用，如 > 染色体失活、维持胚胎干细

胞多能性和自我更新、细胞命运决策和发展控制aDc。

在哺乳动物中，-SH 主要有两种表现形式：多梳抑制

复合物 b（-*)b）和多梳抑制复合物 D（-*)D），它们

是维持胚胎干细胞和成体干细胞干性必需的重要

组分a&c，对细胞周期调控、F=1 修复、细胞分化、衰老

和死亡发挥重要的作用a(c。-*)D依赖于其组分 dJKD

在转录起始发挥作用。dJKD 是甲基转移酶，能特异

性三甲基化组蛋白 K&eD2，从而抑制转录。-*)b 通

过识别 K&eD2Q<& 并募集到染色质上，维持染色质

的抑制状态。此外，-*)b 还能泛素化组蛋白 KD1，

进一步发挥转录抑制作用a#c。)C> 蛋白家族是 -*)b

的经典组成成分，主要功能为识别 K&eD2Q<& 并将

-*)b 定位到染色质。)C> 蛋白家族包括 )C>D，

)C>(，)C>f，)C>2 和 )C>"，其拥有共同的结构

域，从而在转录抑制方面功能相似afc。同时，)C> 家

族成员之间也存在结构差异，因此功能也有所差

别：)C>_ 拥有 ,MTG 活性a2c，这种活性在人类肿瘤

细胞增殖和 F=1 损伤修复过程中发挥作用a"c。)C>f

是维持胚胎干细胞多能性和干细胞分化所需的关

键因子a'c。)C>2 和 )C>" 能够在癌症中发挥作用。

)C>2 是研究最广泛的 )C> 家庭成员，有大量的研

究表明它在多种癌症中有特异性活性ab%c，能够抑制

脑癌，结肠癌和肺癌等abbc。)C>" 对 TOO.1N' 白血病

发生至关重要abDc。然而，)C>D 对癌症的作用及分子

机制还并不清楚，有待更为深入的研究。)*+,-*.

)/0'技术是一种高效、方便、灵活的基因编辑工具abgc，

是细菌和古细菌演化形成的一种对抗入侵病毒及

外源 F=1 的适应性免疫防御ab_c。)*+,-*.)/0' 系统

已被设计成能够在多个真核系统中实现 *=1 引导

基因组修改的工具，使基因编辑更为方便ab3c。通过人

工设计 08*=1，使外源核酸酶 )/0' 和基因组靶基
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因位点相结合并随机剪切，然后通过同源重组等

!"# 修复过程最终实现基因敲除。本文利用

$%&'(%)$*+, 系统构建稳定敲除 $-./ 基因的

012, 细胞系。该细胞系为今后研究 $-.3 对肺腺癌

的作用及分子机制提供了实验基础。

! !"#$%

456 !"#$%&'() !71! 购自北京博迈德

生物公司，(.21, 载体购自 0889:;: 公司，012, 细

胞购自 0<== 公司。

6>/ *+,-./ 胎牛血清和高糖培养基购自

7?@AB;: 公司，胰酶购自 CDE@B 公司，蛋白 F*GH:G 购

自 <I:GJB KD+I:G '@D:;LDMD@ 公司，NOP丙烯酰胺购自

北京索莱宝公司，QRLDSFTF 购自 CDE@B 公司，=-.3

蛋白抗体和 "S*@LD; 蛋白抗体购自 'D9J* 公司，

UDRBM:@L*JD;:!3OOO 转染试剂购自 <I:GJB KD+I:G

'@D:;LDMD@ 公司，<2 ("V（<2 多聚核苷酸激酶）和 -E+

& 限制性内切酶及 <2 连接酶购自 "T- 公司，!"0

小提试剂盒购自 <D*;9:; 公司，质粒大提试剂盒购

自北京庄盟生物公司。

W>N (.21,S=-.3S+9%"0 $%01

W>N>W 载体酶切和回收 用 -E+ & 酶切 (.21, 质

粒，酶切体系为：(.21, W #9，-E+ & W #U，WO. -XMM:G

3 #U，887
3

Q WY #U，NZ !反应 W I。用新鲜的 <0T

EXMM:G 配置 W>1P !"0 胶，酶切产物进行琼脂糖凝胶

电泳，用 !"0 胶回收试剂盒将质粒条带切胶回收。

W>N>3 引物退火延伸和添加磷酸根 反应体系为

+9%"0 上下游引物（WOO #JBA[U）各 4 #U，<2 ("V

（<2 多聚核苷酸激酶）O>1 #U，<2 连接酶 EXMM:G 4 #U，

887

3

Q Y>1 #U。其中 <2 ("V 是一种多聚核苷酸 1"

羟基激酶，可以催化 #<( 的 $ 位磷酸基团向单链或

双链 !"#、%"#、寡核苷酸或带有 N" 磷酸基团的单

核苷酸的 1"羟基转移。加完体系后将 T(管放入NZ!

金属浴 NO JD;，使引物 1"端加上磷酸根。然后在 ,1!

金属浴放置 1 JD; 后，缓慢降温到 31 !（4![JD;），

完成引物退火。

4>N>N 载体和引物连接 反应体系为：经过酶切回

收的 (.21, 载体质粒 4 #U，磷酸化和退火的引物

4 #U，4O. <2 连接酶 EXMM:G 4 #U，<2 连接酶 4 #U，

887

3

Q Y #U。4Y!连接过夜。

4>N>2 转化及重组质粒测序 将连接产物转化到

!71!，挑取单克隆菌落并用质粒提取试剂盒提取

质粒 !"#。由华大基因公司对重组质粒进行测序。

4>2 23'4 将 #12, 细胞铺于 Y 孔板，32 I 后，

使细胞密度达到 ZOP。转染体系为：QRLDJ:J 3OO#U，

重组质粒 N #9，UDRBM:@L*JD;:!3OOO 转染试剂 Y #U。

室温静置 3O JD;，形成脂质体后将转染体系加入到

Y 孔板细胞中，轻轻混匀，放入 NZ !、1P=Q

3

培养箱

中培养。细胞转染 Y I 后换成新鲜培养基，继续培养

2\ I。

4>1 '456789:;<'4 由于 (.21, 载

体中带有嘌呤霉素抗性，所以成功转染的细胞将有

其抗性。细胞转染 2\ I 后加入含有 4 #9[JU 的嘌呤

霉素的培养基进行筛选，Z3 I 后将存活细胞消化，

用细胞计数板计数，稀释为 4 个[4OO #U 的细胞浓

度，将细胞传入 ,Y 孔板，每孔加 4OO #U 细胞液，可

得到单克隆细胞（每孔只有一个细胞）。将单克隆细

胞扩大培养。

4>Y :;<'4 =].3=>?@ 收取转染 (.21,S

=].3S+9%"# 的单克隆和转染空载 (.21, 单克隆

细胞，(]' 洗两遍，再用 3OO #U (]' 重悬。在细胞悬

液中加入 1O #U 的 1. 蛋白缓冲液，放于 ,1 !金属

浴震荡加热 NO JD;。将蛋白样品进行 '!'S(#CT

（\O ^_ 43O JD;），转膜（2OO J#，,O JD;），用 1P脱脂

牛奶封闭 NO JD;，=].3 蛋白抗体（4`4 OOO）结合过

夜，结合二抗后曝光。之后将膜用 4 JBA[U "*Q7 进

行洗脱，再重新结合 "S*@LD; 抗体，检测 "S*@LD; 内

参蛋白表达量。

" &'

3>4 +9%"0 ABC 在 "$-& 网站查询 $-.3 的

基因序列，在第一个外显子区域设计针对 $-.3 敲

除的 +9%"0（图 40）。+9%"0 序列应该位于 $*+, 蛋

白识别的保守区 (0F（"CC）之前。将 $-.3 第一个

外显子序列提交于麻省理工大学张峰 +9%"0 设计

网站 ILLR`[[@GD+RG>JDL>:8X[，得到 1 条待选序列（图

4-）。选出分数最高的序列为 $-.3S+9%"0 序列，该

序列对应 $-.3 基因的位置如（图 4$）所示。在

$-.3S+9%"0 正向序列 1"端添加 $0$$C 碱基，在

反向序列 1"端添加 000$ 碱基，在 N"端添加末尾加

上 $ 碱基（表 4），从而能够与 (.21, 质粒经 -E+%

酶切后形成的黏性末端互补。

3>3 (.21,S $-.3S+9%"0 DE$%A01&F

G 将合成的 $-.3S+9%"0 两条引物退火，形成双

链，并用 <2 ("V 在 1"端加磷酸根。(.21, 质粒用

-E+ & 酶切并切胶回收，与退火的 $-.3S+9%"0 连

接，构建 (.21,S$-.3S+9%"0 质粒（图 30）。将

寡核苷酸序列

K`1"S $0$$C$<<C$<$0CC0<C$0$<$CCSN"

%` 1"S 000$$$C0C<C$0<$$<C0C$00C$SN"

向导 %"0

$-.3S+9%"0

( ! #$%"&'()*+)*+,-.

,-. ! ,/0 123(1 '0450670' 18 #$%"&'()*+
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!" 用 #$% & 酶切 '()*+，将 !"#$,%-./! 插入该位点；#0 重组质粒

测序结果，划线部分为 !"#$ %-./! 序列

! ! "#$%&'!"#$'()*+,"#$%&'()*+

-.) / 012(34563.12 728 .8923.:.673.12 1: "#$%& ;!"#$ '()*+,

4961<=.2723 >?7(<.8

'(1*+,!"#$,%-./! 重组质粒测序，测序结果显示

!"#$,%-./!：*!,2!2232443242!33!432!24

233,5!序列正确插入到 '(1*+ 中（图 6#）。

607 !"#$ !"#$%&'()* 将 '(1*+8

!"#$,%-./! 重组质粒和空载 '(1*+ 分别转染入

!*1+ 细胞中，培养 19 : 后，加嘌呤霉素筛选转染阳

性细胞。经过 7 ; 的嘌呤霉素筛选（正常细胞无存

活），将存活的细胞稀释到 +< 孔板中分离单克隆。

选择 * 个单克隆进行扩大培养，并通过 =>%?>@A $BC?

检测细胞系中 2#(D 的表达情况。结果显示，与转染

空载 '(1*+ 的单克隆细胞系相比，* 个敲除细胞系

中 2#(D 蛋白表达明显降低（图 7）。

@ ,-

'.2E 对维持胚胎干细胞干性、调控细胞周期

以及癌症的发生和转移有重要的作用。'.2E 的经

典组分 2#( 蛋白家族有共同的结构域：2 端的 'F.

$CG（HCBIFCJ$ @>H@>%%C@ $CG），/ 端的染色质区，和靠

近 / 端的 K/! 结合区。2 端结构域主要发挥转录

抑制作用，还可以和 '.2E 另一组分泛素连接酶

.LA-E# 蛋白相互作用。/ 端的染色质区主要调控异

染色质和基因表达，并且可以结合 M7NDOJ>5。

虽然 2#( 能够抑制转录，但是其在癌症中的作

用机制还不明确。有研究表明，小鼠 !"#$ 同源基因

P55 敲低后，可以减弱 QDR 依赖性的细胞周期进

展，使小鼠胚胎成纤维细胞阻滞在 3ST3E 期UE<V。在人

类造血干细胞中，!"#$ 敲低能够促进抑癌基因 HDE

的表达，从而抑制细胞增殖、促进细胞凋亡UEOV。由此

推测，2#(D 极大可能在癌症的发生和转移过程中

也发挥着重要作用，但是其具体的作用机制还有待

进一步研究。因此我们构建稳定敲除 !"#$ 基因的

肺腺癌细胞系对研究 !"#$ 基因在肺腺癌的发生发

展机理有重要的意义。

2.&W'. T2X%+ 系统是种高效、方便的基因编辑

工具，近年来研究人员对它不断的改进和应用，使

得该系统对基因编辑拥有多种优势，包括操作简

单，靶向精确性高，基因修饰率高，可遗传，实验成

本小，周期短。本实验利用 2.&W'.T2X%+ 系统，设计

了针对 !"#$ 敲除的 %-./!，并连入 '(1*+ 载体，

构建重组质粒。将重组质粒转染入 !*1+ 细胞中，采

用嘌呤霉素筛选细胞后，分离单克隆细胞，成功构

建了敲除 !"#$ 基因的 !*1+ 稳定细胞系。但是由

于肿瘤细胞存在染色体异常导致的多倍体细胞，利

!Y !"#$ 基因组序列，蓝色标记的是第一个外显子区域；#Y 针对

!"#$ 的 * 条待选序列，并选择评分最高的序列；2Y !"#$,%-./! 序

列对应在 !"#$ 基因中的位置

! A !"#$'()*+,&./

-.) B C9(.)2 1: ()*+, 1: !"#$

（"）

（#）

0 @ 12 "#$%&'!"#$'()*+, 3%4 % 56789:; !"#$

&<=>?@ABCD#9:

-.) @ DE9 9F>49((.12 1: 0G#H >4139.2 .2 :.I9 ,%$& !"#$ J216J153

69?? ?.29( K7( (.)2.:.6723?L ?1K94 3E72 3E73 .2 3E9 612341?

)415>

!"#$ NZ F>BB BLA>%

'(1*+ E 6 7 1 *

2#(6

!,XF?LA

董 旭，等Y利用 2.&W'.T2X%+ 系统构建稳定敲除 2#(6 基因的 !*1+ 细胞系!

*

"

（!） （#）

7+O



!"# $%&'(&) *，+,-%./0& 1，2.'&3'&4&-&5&%&6 27 89), 9: ;<=&'-303-, 3-

:,6&), 3-:,'03)305!>#78,/'9?@39) A-?9='3-9)，BCDE，DF（D）：G

!H# A)<*IJ6&(5 K A，LJ&)3) 8 M7* ',N3,( 9- 0J, '9), 9: ;<=&'-303-, 3-

0J, 6&-&%,6,-0 9: 0&69O3:,- I3?, ,::,=0I 3- 0',&0,? (96,- (30J

P',&I0 =&-=,'!>#7 Q.69.' @39)，BCDR，SG（R）：BTRG

!T# 叶因涛，王晨，王冬，等 7 左卡尼汀联合表柔比星对 U;V<TB

细胞增殖及凋亡影响机制的探讨!>#7 中华肿瘤防治杂志，BCDS，

BC（DC）：WRR

!X# 郎娟娟，刘艳霞，钱兴运，等7左卡尼汀联合多西他赛对 U;V<TB细

胞增殖与凋亡影响研究!>#7中华肿瘤防治杂志，BCDH，BR（R）：BBS

!DC# 郎娟娟，钱兴运，陶若琳，等7左卡尼汀联合氟尿嘧啶对 MUVTCS

细胞增殖及凋亡影响的研究!>#7中国药学杂志，BCDF，GD（BR）：BDCB

!DD# >&=YI9- > U，19I0 + M，;9Z&-9 U7 8,%.)&039- 9: 03II., < &-?

I036.).I<I/,=3:3= =,)) :&0, ?,=3I39-I P5 /GS 3- N3N9!>#7 > 1&0J9)，

BCDD，BBS（B）：DBW

!DB# [9%,)I0,3- @，;&-, 2，;,N3-, * >7 +.':3-% 0J, /GS -,0(9'Y !>#7

K&0.',，BCCC，RCT（FTDC）：SCW

!DS# 1.'N3I > A，L&'J9JI L \，M9=Y V，,0 &)7 /GS ?5-&63=I =9-0'9) =,))

:&0,!>#7+=3,-=,，BCDB，SSF（FTW）：DRRC

!DR# ;,, A 1，M.)),' \ >7 ]-=9%,-,I &-? 0.69' I.//',II9' %,-,I !>#7

AO/,'3,-03&，DXXF，GB（D）：*FR

!DG# ^, U，+3??3Y _ ^，̂ .&-% _，,0 &)7 `-?.=039- 9: /BD P5 /GS :9))9(3-%

2K* ?&6&%, 3-J3P30I P90J V?YR &-? V?YB &=03N303,I!>#7 ]-=9%,-,，

BCCG，BR（DE）：BXBX

!DF# *PP&I Q，2.00& *7 /BD 3- =&-=,'：3-0'3=&0, -,0(9'YI &-? 6.)03/),

&=03N303,I!>#7 K&0 8,N V&-=,'，BCCX，X（F）：RCC

!DW# @3Z&''9 *，a,'',3'& ` V，+9Y9N3=! M，,0 &)7 V9'?5=,/I63)30&'3I（;7）

;3-Y a'.303-% @9?5 8,?.=,I 0J, U'9(0J 9: & K9-<+6&)) V,)) ;.-%

V&-=,' V,)) ;3-, P5 `-=',&I3-% V,)).)&' ;,N,)I 9: /GS &-? /BD!>#7

M9),=.),I，BCDG，BC（E）：DSXBW

!DE# U.0,'',I a *，M&'03-,Z U 8，89=J& M A，,0 &)7 +36N&I0&03- '3I,I

',&=03N, ]O5%,- I/,=3,I ),N,)I &-? 3-?.=,I I,-,I=,-=, 3- J.6&-

6,)&-96& =,))I P5 &=03N&039- 9: /GSb/BD /&0J(&5!>#7 AO/ V,)) 8,I，

BCDS，SDX（DX）：BXWW

!DX# 2. \ \，c&-% \ K，;3. A，,0 &)7 a9O9S =3'=.)&' 8K* ',0&'?I =,))

=5=),/'9%',II39-N3& :9'63-% 0,'-&'5=96/),O,I(30J/BD&-?V2LB!>#7

K.=),3= *=3?I 8,I，BCDF，RR（F）：BERF

!BC# 李瑛，石廷章，焦顺昌，等7 多西他赛诱导 ^;FC 细胞凋亡的实验

研究!>#7 肿瘤防治杂志，BCCG，DB（BR）：DEGR

（BCDE<CS<BC 收稿）

用 V8`+18bV&IX 系统敲除基因，不能同时编辑多个

等位基因，往往只能达到敲低的效果。采用 V8`+18b

V&IX 系统构建 !"#$ 敲除的细胞系克服了以往

V@dB 小干扰 8K*（I38K*）效果差和用慢病毒转染

细胞引发的突变及不稳定表达的缺点。该细胞系的

构建为 V@dB 在肺腺癌发生和转移的机制研究奠定

了实验基础。
!"#$!

!D# M9',5 ;，̂ ,)3- L7 19)5=96P %'9./ /'90,3-<6,?3&0,? ',/',II39- 9:

0'&-I='3/039-!>#7 Q',-?I @39=J,6 +=3，BCDC，SG（F）：SBS

!B# M.)),' >，[,''34Z,' 17 @39=J,63=&) 6,=J&-3I6I 9: %,-, ',%.)&039- P5

/9)5=96P %'9./ /'90,3- =96/),O,I!>#7 V.'' ]/3- U,-,0 2,N，BCCX，

DX（B）：DGC

!S# 13''900& [7 19)5=96P3-% 0J, %,-96,：1=U，0'OU，&-? =J'96&03- I3"

),-=3-%!>#7 V,))，DXXE，XS（S）：SSS

!R# +&.N&%,&. M，+&.N&%,&. U7 19)5=96P %'9./ /'90,3-I：6.)03<:&=,0,?

',%.)&09'I 9: I96&03= I0,6 =,))I &-? =&-=,'!>#7 V,)) +0,6 V,))，BCDC，

W（S）：BXX

!G# 13''900& [，19.O +，M,):3 8，,0 &)7 *II,6P)5 9: 19)5=96P =96/),O,I

&-? I3),-=3-% 6,=J&-3I6I!>#7 U,-,03=&，BCCS，DDW（BbS）：DXD

!F# @,ZI9-9N& `，\&)Y,' > 8，@&=3Y > 1，,0 &)7 83-%D@ =9-0&3-I & .P3e.3"

03-<)3Y, ?9=Y3-% 69?.), :9' 3-0,'&=039- (30J VPO /'90,3-I!>#7 @39"

=J,63I0'5，BCCX，RE（RR）：DCGRB

!W# ;3 >，d. c，;9-% d 2，,0 &)7 VPOR %9N,'-I ^`a<D&)/J& 09 /90,-03&0,

&-%39%,-,I3I 9: J,/&09=,)).)&' =&'=3-96& P5 30I +fM] AS )3%&I, &="

03N305!>#7 V&-=,' V,))，BCDR，BG（D）：DDE

!E# \&-% d，;3 ;，\. c，,0 &)7 V@dR +.//',II,I M,0&I0&I3I N3& 8,"

='.306,-0 9: ^2*VS 09 0J, 8.-OB 1'9690,' 3- V9)9',=0&) V&'=3-9"

6&!>#7 V&-=,' 8,I，BCDF，WF（BR）：WBWW

!g# +&-0&-&=J *，@)&-=9 A，>3&-% ^，,0 &)7 QJ, 19)5=96P %'9./ /'90,3-

V@dF 3I &- ,II,-03&) ',%.)&09' 9: ,6P'59-3= I0,6 =,)) 3?,-0305 !>#7

K&0 V966.-，BCDW，E（D）：DBSG

!DC# a9'Z&03 a，a,?,'3=9 *，1&))&-0, 1，,0 &)7 V@dW 3I & 0.69' I.//',II9'

3- 63=, &-? J.6&-I!>#7 > V)3- `-N,I0，BCDB，DBB（B）：FDB

!DD# a9'Z&03 a，a,?,'3=9 *，1&))&-0, 1，,0 &)7 Q.69' I.//',II9' &=03N305 9:

V@dW 3- ).-% =&'=3-9%,-,I3I!>#7 V,)) V5=),，BCDB，DD（DC）：DEEE

!DB# Q&- >，>9-,I M，L9I,Y3 ^，,0 &)7 V@dE，& /9)5=96P %'9./ /'90,3-，3I

,II,-03&) :9' M;;<*aX<3-?.=,? ),.Y,69%,-,I3I!>#7 V&-=,' V,))，

BCDD，BC（G）：GFS

!DS# +&/'&-&.IY&I 8，U&I3.-&I U，a',6&.O V，,0 &)7 QJ, +0',/09=9==.I

0J,'69/J3).I V8`+18bV&I I5I0,6 /'9N3?,I 366.-305 3- AI=J,'3=J3&

=9)3!>#7 K.=),3= *=3?I 8,I，BCDD，SX（BD）：XBWG

!DR# Q,'-I M 1，Q,'-I 8 M7 V8`+18<P&I,? &?&/03N, 366.-, I5I0,6I!>#7

V.'' ]/3- M3='9P39)，BCDD，DR（S）：SBD

!DG# V9-% ;，8&- a *，V9O 2，,0 &)7 M.)03/),O %,-96, ,-%3-,,'3-% .I3-%

V8`+18bV&I I5I0,6I!>#7 +=3,-=,，BCDS，SSX（FDBD）：EDX

!DF# V9', K，>9)5 a，@9-,? *，,0 &)7 23I'./039- 9: ABa I3%-&)3-% I.//',II"

,I 0J, `KLR&<3-?.=,? /'9)3:,'&03N, ?,:,=0 3- MSS<?,:3=3,-0 63=,!>#7

]-=9%,-,，BCCR，BS（RF）：WFFC

!DW# N&- ?,- @996 [，89Z,-N,)?<U,.%3,- M，@9-&'?3 a，,0 &)7 K9-',"

?.-?&-0 &-? )9=.I<I/,=3:3= %,-, ',/',II39- :.-=039-I 9: 18VD /&'&"

)9% :&63)5 6,6P,'I 3- J.6&- J,6&09/93,03= I0,6b/'9%,-309' =,))I

!>#7 @)99?，BCDS，DBD（DS）：BRGB

（BCDE<CS<BS 收稿）

!"#$ SXR %&
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