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魏文胜, 北京大学生命科学学院研究员。1999年7月毕业于密西根州立大学, 
获得遗传学博士学位; 之后在美国斯坦福大学医学院从事博士后研究, 2005
年转为Research Associate。2007年7月获北京大学“百人计划”引进国外杰出

人才项目资助, 回国建立实验室。长期从事病原微生物和宿主细胞的相互

作用研究, 多篇第一或者通讯作者论文发表在包括Cell、Nature、PNAS等学

术杂志。近期, 在真核基因编辑技术的研发方面取得重要进展, 首次完成了

TALE蛋白碱基识别RVD的全部解码(Yang et al, Cell Res 2014), 并开发出基

于CRISPR/Cas9系统的人源细胞敲除文库, 用于基因的高通量功能性筛选研

究(Zhou et al, Nature 2014)。

通过哺乳细胞CRISPR/Cas9敲除文库实现

高通量功能性基因筛选
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探索基因及其表达蛋白在各种生理和病理过程

中的作用是生命科学领域研究的永恒主题。对原核

或者模式生物来说, 有相对简单和成熟的遗传技术手

段; 但是对高等生物特别是哺乳类细胞或者个体, 一
直缺乏有效方法实现对特定基因的精准修饰来进行

功能研究。随着近几年基因组靶向编辑技术的出现, 
对单一真核基因进行定点改变的遗传手段得以迅速

发展。这一炙手可热的新型遗传工具包括锌指核酸

内切酶(zinc finger endonuclease, ZFN)[1-4]、类转录激活

因子效应物核酸酶(transcription activator-like effector 
nucleases, TALENs)[5-7]以及成簇规律间隔短回文重

复及其关联蛋白(clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats, CRISPR; CRISPR-associated 
protein 9, Cas9)[8-10]系统。CRISPR/Cas9系统因其简

便和高效的特性, 得到了最为广泛的应用与关注。

虽然对单一真核基因的修饰技术已经日趋

成熟, 在哺乳细胞内基于基因完全敲除进行大规

模功能性筛选的方法依然空缺。RNA干扰(RNA 
interference, RNAi)文库曾被广泛应用于功能缺失型

基因筛选。这种文库主要分为siRNA和shRNA两类, 
二者的原理都是通过RNA干扰降低目的基因的表达

来引起表型改变。不同之处在于, siRNA为人工合

成的短RNA片段, 只能在96孔或384孔等培养板中进

行彼此独立的表型筛选[11]; shRNA需要通过表达载

体实现作用, 因此可以构建到慢病毒等载体上通过

病毒侵染方式进行混合型文库筛选, 再通过微阵列

芯片(microarray)[12-13]或者深度测序(deep sequencing)
技术[14-15]对筛选后富集的shRNA进行解码和分析。

混合型shRNA文库筛选具有简便、经济、高效等特

点, 逐渐成为RNAi文库筛选的主流方案。利用RNA
干扰鉴定高等生物基因功能的技术虽然已经普及, 
甚至被应用于高通量、全基因组规模的功能性筛选

中, 但是由于RNA干扰不能完全抑制基因表达, 常常

不足以造成稳定的表型变化, 从而影响对基因功能

的正确判断。另外, RNA干扰经常伴随脱靶现象, 其
基因回补验证的过程也非常繁琐复杂, 使用起来不

尽如人意。
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另外一种高通量功能性研究手段是基于

KBM7、HAP1等类单倍体细胞系进行的基因捕获

筛选(gene trapping)[16-17]。以KBM7细胞系为例[16], 其
染色体除第8号以外均为单拷贝, 在这样的细胞系中

可以通过随机插入突变实现基因敲除, 进行功能缺

失型基因筛选研究。然而这种方法局限于少数细胞

系, 而且类单倍体细胞核型极不稳定, 在培养过程中

很容易转变成二倍体型。另外, 被敲除基因的范围

和数目也难以控制, 文库质量得不到保障。

基因组编辑技术的发展和成熟, 为解决上述

文库所存在的不足提供了新的方法和思路。ZFN
和TALENs技术均需要在靶向序列的上下游有针对

性地构建一对克隆, 方能实现有效的基因敲除。要

进行大规模的混合筛选, 在同一个细胞中同时转

入针对一个位点设计的一对质粒在技术上难度很

大。更重要的是利用慢病毒载体构建的TALEN克

隆在入胞后会产生重组突变, 极大地降低效率[18]。

比较而言, CRISPR/Cas9系统仅需在表达Cas9蛋白

的基础上, 使用人工设计的向导RNA(single-guide 
RNA, sgRNA)通过碱基互补配对(Watson-Crick base-
pairing)的方式与靶位点特异结合, 即可完成目的区

域双链DNA的断裂, 引发可能的宿主细胞DNA修复

错误实现基因敲除的目的[9-10]。

为了验证上述思路的可行性, 我们首先构建

了带有Cas9及OCT1基因的慢病毒表达载体、包

装病毒并分别感染HEK293T、HT1080和HeLa细
胞, 得到上述细胞的Cas9稳定表达细胞系。我们

表达OCT1基因的目的是为了进一步增强用于转录

sgRNA的U6启动子[19]。同时我们也构建了sgRNA
的慢病毒表达载体, 将已被证实可以有效造成

CSPG4基因敲除的sgRNA序列克隆至该表达载体

上, 包装病毒感染上述稳定表达Cas9蛋白的细胞系, 
培养5~8天后, 通过T7核酸内切酶I(T7 Endonuclease 
I, T7EI)检测证实, 通过慢病毒感染后表达的sgRNA
能够在稳定表达OCT1和Cas9的细胞系中对目标位

点造成序列增减错误(indel)。然而, 在上述三种细

胞系中, sgRNA产生的indel效率并不相同, HeLa细
胞中的效率明显低于另外两者。对单克隆细胞株

的鉴定, 发现造成indel的效率在细胞个体间差别很

大。我们分离得到一个高效细胞株用于后续的建库

实验。这个结果说明, 利用慢病毒搭载sgRNA的策

略是可行的, 并且对一些“困难”的细胞系, 筛选高效

的OCT1-Cas9表达系十分重要。另外, 我们还证明

CRISPR/Cas9结合慢病毒表达系统不会产生严重的

脱靶效应。

基于上述验证, 本课题组开发了一种基于

CRISPR/Cas9系统的慢病毒聚焦型人源细胞文库、

功能性基因筛选平台以及基于高通量深度测序技术

解析数据的完整技术路线[20]。首先, 利用慢病毒感

染构建稳定表达Cas9以及OCT1蛋白的细胞系, 从中

筛选介导sgRNA切割目标基因组序列效率最好的细

胞克隆, 用来构建sgRNA文库。sgRNA质粒文库是

将设计及合成好的双链寡聚核苷酸通过Golden Gate
法[21]克隆到慢病毒载体完成, 这一载体同时表达

EGFP蛋白用于病毒感染细胞后通过流式细胞分选

得到sgRNA文库。整合进入染色体的sgRNA编码序

列可以通过PCR特异地扩增出来, 这些来自功能性

筛选富集获得的细胞和未经过处理的原文库细胞的

PCR扩增序列, 通过深度测序分析及比较, 可以获得

被富集的sgRNA序列信息以及其所对应的基因(图
1)。

在这篇报道中[20], 我们针对感兴趣的291个可

能与炭疽毒素或白喉毒素毒性作用相关的基因设计

了总共869条sgRNA, 其中大多数基因设计了三条

不同的sgRNA。分别使用两种致病细菌毒素进行文

库筛选: 嵌合型炭疽毒素(PA/LFnDTA)和白喉毒素

(Diphtheria toxin)。经过三轮毒素重复处理之后, 对
照组细胞全部死亡时, 实验组细胞基本无可见死亡。

经过PCR扩增、深度测序以及统计分析, 发现在炭

疽毒素筛选后, 针对已知炭疽毒素受体ANTXR1编
码基因设计的三条sgRNA均得到了最大程度的富

集; 同样, 在白喉毒素筛选后, 针对已知的白喉毒素

受体的一条sgRNA也获得最高程度的富集。这说明, 
CRISPR-Cas9文库可以有效地筛选功能相关基因。

除此之外, 我们还成功鉴定出PLXNA1、PECR、
FZD10以及CD81等与炭疽毒素作用机制相关的新

型蛋白, 与白喉毒素作用相关的RAB2A。

较之于shRNA文库, CRISPR-Cas9文库通过靶

向基因的敲除制造表型变化, 可以使用更加严苛的

筛选标准, 更有效地去除假阳性; 而且有着成本低

廉、构建简单、操作方便等优点。

在本工作被报导的同一时期, Science杂志刊登

的两篇文章[22-23]以及Nature Biotechnology杂志的一

篇文章[24]也分别报导了类似技术路线。主要差异在
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于, Zhang课题组将sgRNA和Cas9串联表达在同一个

慢病毒载体上, 通过感染将二者一次性转入细胞[22]; 
而Lander课题组虽然将二者分别克隆在不同的载体

上, 但仅仅是将Cas9先转入细胞, 获得稳定表达细胞

系后不挑选单克隆直接使用携带有sgRNA的病毒进

行感染[23]。而我们的实验结果显示, 在细胞系中即

便Cas9的表达量相近, 同样一条sgRNA造成的indel
效率也可能会有较大差异。因此, 预选出高效率的

Cas9稳定表达克隆对文库构建和筛选意义重大。此

外, 另外几个课题组都着眼于构建覆盖全基因组的

CRISPR-Cas9文库, 然而覆盖全基因组所需要的细

胞数目及其庞大, 实际操作极为困难。对大部分功

能性筛选, 我们认为策略性选择较小规模、基于以

往知识构建的聚焦型文库, 反而可以提高成功率。

总之, 这一高通量敲除技术的建立对基因的功

能性筛选鉴定具有重要意义, 未来在广泛的生命科

学研究领域将发挥巨大的推动作用。
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图1   利用慢病毒载体搭载CRISPR/Cas9系统在哺乳类

细胞进行混合型功能性遗传筛选的流程图

Fig.1   Schematic of a pooled approach for functional 
screening in mammalian cells using a lentiviral 

CRISPR/Cas9 system
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