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应用 CRISPR/Cas9技术敲除 SLC5A8基因对黑色素瘤的
影响
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摘要 目的：采用 CRISPR/Cas9技术研究 SLC5A8基因对肿瘤细胞的影响。方法：通过 CRISPR/Cas9技术建立 SLC5A8基因敲
除模型，将 C57小鼠分为两组各 4只，分别为敲除 SLC5A8基因负瘤鼠实验组（KO组）和普通负瘤鼠对照组（WT组）。对比两组
的肿瘤时间-生长曲线、肿瘤体积、肿瘤重量及病理学改变。结果：与WT组相比，KO组黑色素瘤生长速度更快，肿瘤体积显著
增大（t=7.845，P<0.01）。KO组肿瘤重量较WT组显著增加（t=3.804，P<0.01）。KO组小鼠肿瘤细胞表现出更深层次的异型性，细
胞密度不均，结构复杂、形态多样，且存在大量炎细胞浸润。结论：敲除 SLC5A8基因影响了 C57负瘤鼠黑色素瘤细胞的发展，
SLC5A8基因是黑色素瘤进展过程中的负调控因子。
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Abstract Objective：To investigate the effect of the SLC5A8 gene on tumor cells using CRISPR/Cas9 technology. Methods：A
CRISPR/Cas9-induced SLC5A8 gene knockout model was created. Eight C57 mice were divided into the knockout group（KO group）
with the SLC5A8 gene knocked out in tumor-bearing mice，and the wild-type control group（WT group），with 4 mice in each group. Tumor
growth curves，tumor volume，tumor weight，and pathological changes were compared between the two groups. Results：Compared to the
WT group，the KO group showed an accelerated melanoma growth rate，a marked increase in tumor volume（t=7.845，P<0.01）. Compared
with the WT group，the tumor weight significantly increased in mice within the KO group（t=3.804，P<0.01）. Tumor cells in KO group
showed deeper cellular atypia，uneven cell density，complex and diverse morphology，and abundant infiltration of inflammatory cells .
Conclusion：Knocking out the SLC5A8 gene affects the development of melanoma cells in C57 tumor-bearing mice，and the SLC5A8
gene functions as a negative regulator in the progression of melanoma.
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随着肿瘤发病率不断上升，肿瘤治疗已成为医
学领域的研究热点。在肿瘤治疗过程中，探索关键
基因的作用具有重要意义。溶质载体基因家族 5A，
成员 8（SLC5A8）基因编码 Na+耦联的短链脂肪酸
（SCFAs）高亲和转运蛋白，可将乳酸、丙酮酸、乙酸、
丙酸、戊酸、丁酸和单羧酸制剂（如二氯乙酸、烟酸、
水杨酸）转运到细胞内[1]。SLC5A8基因与人体多种
组织器官的肿瘤发生和发展密切相关，其在人体多
种组织中表达，并在结肠癌、乳腺癌、胃癌等多种肿
瘤表达沉默。目前关于 SLC5A8基因对肿瘤细胞增殖
情况和肿瘤形态学变化影响的研究较为有限。因此，

探究该基因是否能成为肿瘤治疗的靶标具有重要
意义。小鼠黑色素瘤皮下移植瘤模型是一种常用的
实验方法，该模型具有瘤体生长速度快、成瘤率高、
模型稳定、操作简单等优点，能够模拟人类肿瘤的
生长过程，可以更好地观察和研究肿瘤发展过程中
的变化。CRISPR/Cas基因编辑技术是一种高效的基
因编辑技术，具有简单、精准等特点，已被广泛应用
于动、植物的基因编辑研究。本研究选择黑色素瘤
作为研究对象，通过 CRISPR/Cas9技术探究SLC5A8
基因缺失对黑色素瘤发展的后果，为肿瘤和黑色素
瘤的治疗提供新的思路和方法。
1 材料方法
1.1 实验材料 C57基因敲除小鼠和普通 C57 小
鼠由北京维通达生物技术有限公司提供技术支持

[许可证号：SCX（京）2019-00002]。雌性，8~12周龄，
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体重 18~22 g的小鼠被用于实验，饲养于河北大学
SPF级别医学综合实验中心，在动物设施小鼠实验
单元的特殊无病原体条件下繁殖。C57小鼠黑色素
瘤 B16细胞由河北大学附属医院中心实验室冻存
于-80益冰箱。RPMI Medium 1640 basic（1x）购自赛默
飞世尔（苏州）仪器有限公司，PBS（0.01 mmol/L，pH=
7.4）购自碧云天生物技术有限公司。试剂包括胰蛋
白酶消化液（0.25%）、二甲苯、梯度乙醇、石蜡、10%
甲醛，仪器包括显微镜、高速冷冻离心机。

1.2 实验方法

1.2.1 采用 CRISPR/Cas9技术构建 SLC5A8基因敲
除模型并鉴定 设计 gRNAC57BL/6小鼠的SLC5A8
基因敲除环节、CRISPR/Cas9技术由北京维通达生
物技术有限公司完成[许可证编号：SCXK（京）2019-
0002]。通过 CRISPR/Cas9技术，设计 SLC5A8-gR原
NA1（GTCTCGGACAAGCCTAGACT），SLC5A8 -gR原
NA2（GGGAGGCTCTCGCACTATCC），进行卵细胞显
微注射，构建基因敲除型小鼠显微注射当天进行胚

胎移植，移植后 21 d小鼠出生，经过剪尾鉴定和
PCR筛选，得到纯和基因型小鼠。在室温为 21~25益，
相对湿度为 40豫~60豫，12 h/12 h昼夜光照条件下
饲养 7周后用于实验。
1.2.2 实验分组及 C57负瘤鼠模型建立 分别取 7
周龄的雌性 SLC5A8基因敲除型 C57小鼠（KO组）
及普通负瘤鼠 C5小鼠（WT组）各 4只。将黑色素瘤
B16细胞复苏后进行细胞传代，用台盼蓝检测肿瘤
细胞的数目并将细胞浓度调整至 5伊106/mL，将 KO
组和 WT组小鼠依次取出七氟烷吸入麻醉，脱毛酒
精消毒后在背部皮肤上种植 0.2 mL的 5伊106/mL的
悬液，种植后约 10 d后，小鼠的背部皮下会出现直
径约 2~5 mm，形状不规则，移动性尚可，界限清楚
的黑色质硬结节，视为建立模型成功。

1.2.3 绘制 C57负瘤鼠肿瘤时间-生长曲线 对 KO
组和WT组小鼠进行规律的监测，观察它们的活动情
况和肿瘤的生长情况。以皮下结节直径超过 0.5 cm
为成瘤标准，并使用游标卡尺每 3天测量肿瘤的长
（L）和短径（W），并拍照记录。通过公式 0.5伊L伊W2

计算肿瘤的体积（TV），并绘制时间-生长曲线。在动
物模型构建后 33 d（当肿瘤长径+短径臆3 cm时），
剥离 C57小鼠的肿瘤组织，测量其大小并称重。
1.2.4 镜下观察肿瘤组织 HE染色切片 首先将标

本在 10豫中性福尔马林中固定 12 h左右。然后，进行
脱水处理，包括常温下 75豫乙醇 2 h、85%乙醇 2 h、
95豫乙醇 1 h、100豫无水乙醇梯度脱水。接下来进行
透明处理，使用常温下二甲苯透明 1.5 h。然后进行
浸蜡处理，组织浸入软蜡 2 h、浸入软蜡 40 min、硬蜡

140 min、硬蜡 1 h。接着进行包埋，将熔化的石蜡倒
入包埋框，然后将组织块放入，室温下待石蜡凝固。

对包埋的组织块进行修整，用切片机将其切成 4~7 滋m
的石蜡片。最后进行 HE染色，包括石蜡切片 85益
下恒温烘烤 15 min，并在二甲苯玉和二甲苯域下各
脱蜡 5 min；在 100豫无水乙醇、95豫乙醇、85豫乙
醇、75豫乙醇梯度乙醇和蒸馏水下各水化 2 min；
苏木精染色 7 min，蒸水摇床洗 5 min；1豫盐酸乙醇
液分化 20 s，自来水洗 10 min；1豫伊红染色 1 min，
蒸水洗 3次；常温下 75%、85%、95%、100豫的梯度乙
醇脱水，二甲苯透明 6 min；最后使用中性树胶封固，
常温静置 6 h。最终使用 200倍光镜观察切片结果。
1.3 统计学处理 采用 SPSS22.0统计软件进行制
图及统计分析，正态分布的计量资料以 x依s 表示；两
组间均数比较采用独立样本 t检验。
2 结果

2.1 SLC5A8基因对负瘤鼠肿瘤体积的影响
2.1.1 C57负瘤鼠肿瘤体积时间-生长曲线 观察

到 KO组中有 2只小鼠腹部出现皮下结节，而 WT
组中有 1只小鼠出现皮下结节。最晚出现皮下结节
的是WT组，出现在第 15天。所有的皮下结节均符
合成瘤的标准，成瘤率达到 100%。肿瘤体积数据如
图 1所示。与WT组相比，KO组的肿瘤体积显著增
大（t=7.845，P<0.01）（表 1）。

2.1.2 两组小鼠瘤重比较 剥离的肿瘤组织的长

径和短径之和均不超过 3 cm。KO组和WT组的肿

图 1 KO组和WT组肿瘤的时间-生长曲线
Fig. 1 Time-growth curves of tumors in the KO and WT groups
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注：** P<0.01；KO组：敲除 SLC5A8基因负瘤鼠实验组；WT组：
普通负瘤鼠对照组
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表 1 第 15天时 KO组和WT组肿瘤体积比较（x依s）
Tab.1 Comparison of tumorvolumeresults of theKOandWT

groupon the 15 thday（x依s）

组别 n 肿瘤体积（cm3）

KO组 4 1.015依0.135

WT组 4 0.485依0.056

t 7.845

P 0.000
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瘤质量对比如图 2。与WT组相比，KO组的肿瘤质
量显著增加（t=3.804，P<0.01）。图 3为 KO组和WT
组负瘤鼠剥离的肿瘤标本对比。

2.2 SLC5A8 基因对 C57 负瘤鼠肿瘤组织形态的
影响 图 4a、b显示 KO组肿瘤细胞呈现异型性，细
胞密度深浅不均。肿瘤细胞的结构复杂，排列紊乱，

形态多样且大小不一。肿瘤组织中存在大量炎细胞

浸润。部分肿瘤细胞核染色质浓缩，染色加深，部分

肿瘤细胞核则出现碎裂或消失，形成坏死区。还有

一部分肿瘤细胞具有较大的体积，大小不一，胞浆

丰富，并可见病理性核分裂像。图 4c、d显示，与 KO

组相比，WT组的肿瘤细胞结构更为紧密，排列较为
规整。肿瘤细胞形态饱满，但大小欠均匀。瘤细胞呈

扁豆状、牛眼状或蜂巢状排列，并可见病理性核分

裂像。细胞多呈多角形、椭圆形或纺锤体形态。

3 讨论

在肿瘤治疗中，化疗、靶向治疗和免疫治疗已

成为广泛应用的治疗方法，并在一定程度上延长了

患者的生存期。尽管这些治疗方法已经取得了一定

的成功，但仍有许多患者对这些治疗方法的反应不

佳。这种差异的原因之一在于肿瘤的遗传特征，它

会导致不同的临床反应[2]。因此，发展个体化的肿瘤

治疗方案成为当务之急[3]。聚集规则间隔短回文重

复序列（CRISPR/Cas9）相关核酸酶是一种用于快速
进行基因操作的技术。该技术已成功应用于研究基

因功能以及其在肿瘤中的作用[4]。CRISPR/Cas9不仅
在细胞培养模型中展现了准确有效的基因编辑能

力，而且在人类也具备这一潜力，成为潜在的强大

肿瘤治疗工具[5]。本研究通过利用 CRISPR/Cas9技
术建立 SLC5A8基因敲除模型，精确地敲除该基因，
并深入研究其功能和作用机制，为肿瘤治疗策略提

供重要参考。部分不同的基因靶点已经被确定并证

明对肿瘤有效，但仍有更多的基因靶点值得被探索。

2002年，Rodriguez等[6]在甲状腺中发现并鉴定

了一个编码蛋白与钠/碘协同运载体有 46%氨基酸
序列相似性的基因，该基因被命名为 SLC5A8，并定
位于人类染色体 12q13-23。SLC5A8基因作为钠耦
联运载体对短链脂肪酸、乳酸和烟酸发挥功能，大

量表达于结肠、回肠、肾、甲状腺和脑组织，而且在

诸多肿瘤组织中表达沉默[7-9]。其表达水平下调或缺

失，提示其可能是肿瘤抑制基因。既往研究已经证

实，SLC5A8 基因的沉默机制主要涉及其外显子 1
区域存在广泛的 CpG岛甲基化 [10]。目前的研究表

明，SLC5A8作为一种潜在的肿瘤抑制基因，其表达
产物需要丁酸、丙酸等底物。这些底物可以通过调

节组蛋白乙酰化的作用，上调促凋亡基因，从而调

控细胞增殖并诱导细胞凋亡。如果该基因的表达是

肿瘤发生、发展的重要机制，将为肿瘤治疗提供新

的基因靶点，对肿瘤的分子生物学治疗有重要意

义。皮肤黑色素瘤是一种高度异质性肿瘤和致命的

皮肤癌，是由能够驱动转化的突变的连续积累造成

的，导致后期疾病进展[11]。癌基因靶向药物和免疫检

查点抑制剂在提高黑色素瘤患者的总体生存率方

面取得了一定成功，但相关的毒性和耐药性仍是亟

待解决的问题。基因治疗是一种新的治疗方法，该

方法可以提高目前可用的黑色素瘤疗法的疗效，从

而改善患者的预后[12]。目前已经确定了几种基因治

图 3 KO组和WT组负瘤鼠剥离肿瘤对比图
Fig.3 Comparative graph of tumor dissociation between

KO group and WT group

注：KO组：敲除 SLC5A8基因负瘤鼠实验组；WT组：普通负瘤
鼠对照组

a

c
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d

图 4 肿瘤组织标本HE染色（200伊）
Fig.4 HE staining of tumor tissue specimens（200伊）

注：a、b为 KO组的组织切片，蓝色箭头所指为黑色素瘤肿瘤细
胞，红色箭头为肿瘤坏死组织；c、d为 WT组的组织切片，蓝色箭头
为黑色素瘤肿瘤细胞
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图 2 KO组和WT组的肿瘤质量对比图
Fig.2 Comparison of tumorweights in theKOgroup andWTgroup

注：**P<0.01；KO组：敲除 SLC5A8基因负瘤鼠实验组；WT组：
普通负瘤鼠对照组

**
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疗靶点，并已证明对黑素瘤细胞有效[13]。

在本研究中，成功应用 CRISPR/Cas9基因编辑
技术，敲除了 C57 小鼠的 SLC5A8 基因序列，消除
了其对应的溶质体转运蛋白表达。通过对比敲除

SLC5A8基因的负黑色素瘤鼠和野生型负黑色素瘤
鼠肿瘤细胞发展情况，发现该基因的敲除与黑色素

瘤细胞增殖密切相关。根据实验结果所示，SLC5A8
基因的敲除导致 KO组黑色素瘤的肿瘤体积和质量
较WT组显著增加。表明 SLC5A8基因能够一定程
度上抑制肿瘤细胞的生长和增殖，从而延缓肿瘤的

生长。肉眼观察两组黑色素瘤肿瘤组织，KO 组与
WT组相比肿瘤组织体积有所增大，肿瘤内部中心
可见液态坏死黑色素瘤组织。在 HE染色后，KO组
黑色素瘤肿瘤细胞镜下呈现不同程度的异型性，细

胞密度深浅不均，肿瘤细胞结构复杂，排列紊乱，大

小不一，且有部分肿瘤细胞核染色质致密浓缩、染

色加深、核碎裂和消失形成坏死区，以及部分肿瘤

细胞胞浆丰富，可见病理性核分裂像。WT组的黑色
素瘤肿瘤细胞结构紧密，排列较规整，细胞形态饱

满、大小欠均匀，多呈多角形、椭圆形或纺锤体形，

可见病理性核分裂像。该结果可表明，敲除 SLC5A8
基因可能解除了黑色素瘤肿瘤细胞生长和增殖的

某种限制，导致生长和增殖明显加快，同时形成大

量坏死区。SLC5A8在黑色素瘤可能扮演着一个重
要的负调节因子的角色。

本研究初步探究了 SLC5A8在黑色素瘤发展中
的作用，并显示其能够抑制黑色素瘤的生长，然而，

仍需要进一步的研究更深入地揭示 SLC5A8是通过
何种机制抑制肿瘤细胞的增殖。例如，该基因是否

通过影响肿瘤细胞的自噬、凋亡、泛凋亡和铁死亡

等过程实现对肿瘤增殖的负调控作用。关于

SLC5A8基因在肿瘤抑制中的作用机制，目前仅有
少部分研究提供了相关证据。有研究表明，SLC5A8
通过介导 Wnt信号通路调控宫颈癌细胞的生物学
行为。通过 SLC5A8的过表达，可以抑制 Wnt信号
通路的激活，增加肿瘤细胞的凋亡率，降低肿瘤细

胞的增殖活性[15]。刘岩[16]发现 SLC5A8基因可能通过
影响肿瘤的免疫微环境来实现对肿瘤的抑制作用。

在本研究中笔者仅采用了小鼠黑色素瘤模型，因此

该结果的适用性存在一定的限制。未来的研究可以

进一步探究 SLC5A8在其他类型肿瘤中的作用机制
以及开发基于 SLC5A8的肿瘤治疗策略。

综上所述，笔者研究发现证实了 SLC5A8基因
影响肿瘤的发展，下调 SLC5A8基因在肿瘤细胞中

的表达，对肿瘤细胞的致瘤性有影响。也许通过使

用像 CRISPR技术这样的基因工程，可以提高新的
选择性肿瘤治疗药物的成功率。
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