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利用CRISPR/Cas9技术构建敲除MEIS2基因的
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摘要      CRISPR/Cas9系统作为一种新型的基因组编辑技术, 利用人工设计的向导RNA(single-
guide RNA, sgRNA)介导外源表达的Cas9蛋白与基因组靶点特异性结合以实现对基因组DNA的

特异性切割, 切割后的基因组DNA通过非同源末端连接或同源重组的方式进行修复, 从而实现基

因的敲除、敲入等。MEIS2属于一类高度保守的同源盒转录因子MEIS家族, 研究发现, MEIS2广
泛参与胚胎的早期发育及肿瘤的发生发展, 但其发挥作用的机制目前还不是很清楚。该研究针对

MEIS2基因作用的功能域, 设计两个靶向MEIS2基因Exon3和Exon8的sgRNA, 通过SURVEYOR分
析及Western blot检测, 确认了所设计sgRNA的有效性。进一步通过细胞分选及Western blot检测筛

选出稳定敲除MEIS2基因的HEK293T细胞株。最后, 通过序列测定确认MEIS2发生了移码突变。

综上所述, 该研究利用CRISPR/Cas9技术成功建立了完全敲除MEIS2的HEK293T细胞株, 为研究

MEIS2的功能和作用机制提供了有效工具。
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Abstract       CRISPR/Cas9 system is the newest gene-editing technology through constitutive expression 
of nucleases Cas9, which binds to specific site in the genome mediated by single-guide RNA and induces double-
strand breaks (DSBs) at desired genomic loci. DSBs induced by these site-specific nucleases can be repaired by 
error-prone nonhomologous end joining (NHEJ) or homology directed repair (HDR), to generate gene-specific 
knockout or knockin cells. MEIS2 belongs to MEIS transcription factor family with conservative homeodomains. 
Studies have suggested that MEIS2 is a potent regulator of development and tumorigenesis, but the mechanisms 
are still unclear. In this study, we designed two single-guide RNAs targeting the Exon3 and Exon8 of MEIS2 gene, 
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which encode its two homeodomains. We measured their gene-targeting efficiency by SURVEYOR assay and West-
ern blot analysis. Through dilution plating, we isolated a monoclonal MEIS2 knockout cell line. Sequence analysis 
indicated that it contained freamshift mutations in both MEIS2 alleles. In summary, we have successfully employed 
CRISPR/Cas9 system to construct a MEIS2 knockout cell line, and it will be a powerful tool for studying the func-
tions and related mechanisms of MEIS2.

Keywords        MEIS2; CRISPR/Cas9; gene knockout

CRISPR(clustered regularly interspaced short 
palindromic repeat)是最早发现于原核生物大肠杆

菌基因组中的串联重复序列。随后的研究发现, 这
种串联重复序列广泛存在于细菌和古细菌中, 且证

实其参与细菌和古细菌抵御外来噬菌体的入侵[1-2]。

CRISPR中的重复序列长度范围为21~48 bp, 间隔

可变序列长度范围为21~72 bp, 其位于重复序列之

间, CRISPR基因座在转录后进行加工生成成熟的

crRNA。CAS基因位于临近CRISPR基因座的区域, 
编码的蛋白具有核酸酶和解旋酶的活性, 在crRNA
的介导下识别靶向的DNA序列, 对DNA双链进行

特异性切割, 发挥免疫防御的功能[3-4]。CRISPR/
CAS系统对DNA序列的特异性切割依赖于CAS
和crRNA形成的蛋白核酸复合物对DNA序列上

PAM(protospacer adjacent motif)区域的识别, 利用

这一特性可以将其作为人工核酸内切酶(engineered 
endonuclease, EEN), 用以对基因组特定位点进行遗

传修饰, 从而实现精确的基因组编辑[5]。CRISPR/
Cas9系统是基于CRISPR/CAS系统切割靶向DNA的

原理人为优化的基因组编辑系统。利用人工设计的

向导RNA(single-guide RNA, sgRNA)介导外源表达

的Cas9蛋白与基因组的靶点特异性地结合, 从而实

现对基因组DNA特异性地切割[6]。切割后的DNA
有两种修复方式: 非同源末端连接(non-homologous 
end joining, NHEJ)和同源重组(homologous recombi-
nation)。在没有外源的同源DNA存在时, 切割的DNA
可以通过非同源末端连接结合, 从而在切割位点引

入插入或缺失序列(Indel), 引发目的基因编码的蛋

白发生移码突变以实现对目的基因的敲除。在有

同源片段存在的条件下, 切割的DNA发生同源重组, 
将外源片段整合到基因组中, 以实现基因的敲除、

敲入及突变等。

MEIS2属于一类高度保守的同源盒转录因子

MEIS家族 , 此家族共有MEIS1、MEIS2和MEIS3三
个成员。MEIS2通常与PBX(Pre-B-cell leukemia ho-

meobox)形成蛋白复合物 , 进而与HOX(Homeobox)
相互作用促进下游基因的转录并参与个体发育以及

分化过程 [7]。MEIS2在个体发育中发挥着重要的作

用 , 缺失后可导致个体发育异常。在斑马鱼中抑制

MEIS2的表达 , 其心脏发育严重受损 [8]; MEIS2通过

与PAX3、PAX7和OTX2相互作用调控顶盖发育, 在
早期脑的发育中发挥着重要作用 [9-10]; MEIS2通过促

进PAX6及 cyclin D1来促进眼的发育以及视网膜的

发生 [11-12]。同时 , MEIS2的异常表达与肿瘤的发生发

展密切相关, 其通过抑制TGF-β II型受体的表达促进

肺癌的恶性进展 [13]; 通过促进髓系细胞的增殖同时

抑制其分化参与白血病的发生发展 [14]。虽然MEIS2
的功能逐步被发现 , 但目前对MEIS2的作用机制还

知之甚少, 对其功能的研究手段主要是RNA干扰技

术, 而RNA干扰的瞬时性以及不彻底性会影响对基

因功能的正确判断。本研究利用CRISPR/Cas9系统

构建了稳定敲除MEIS2的HEK293T细胞株, 为研究

MEIS2的作用机制提供了有效工具。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株和质粒      HEK293T细胞由本实验室

保存, PX458质粒购自Addgene公司, Trans 5α感受态

细胞购自北京全式金生物技术公司, pGEM-T Easy 
Vector System购自Promega公司。

1.1.2   实验试剂      质粒小提试剂盒Wizard Plus SV 
Minipreps DNA Purification System及转染试剂Fu-
GENE HD Transfection Regent购自Promega公司, 限
制性内切酶Bbs I购自New England Biolabs公司, 琼
脂糖购自Invitrogen公司, 胶回收试剂盒Zymoclean 
Gel DNA Recovery Kit购自ZYMO RESERACH公司, 
DMEM高糖培养基购自Thermo公司, 胎牛血清购自

Corning公司, SURVEYOR分析试剂盒购自Transge-
nomic公司, 胶纯化试剂盒QIAquick PCR purification 
Kit及提基因组试剂盒DNeasy Blood & Tissue Kit购
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自QIAGEN公司。

1.1.3   引物合成      所有引物和寡核苷酸链均由

Invitrogen公司合成。

1.2   实验方法

1.2.1   sgRNA的设计和寡核苷酸链合成      利用哈

佛大学张峰实验室提供的网络工具(http://crispr.mit.
edu)设计MEIS2的向导RNA, 在正义链模板的5′端
添加CACC, 可与Bbs I酶切后形成的黏性末端互补; 
反义链模板的5′端添加AAAC, 与Bbs I酶切后形成

的黏性末端互补。表1为设计的寡核苷酸序列。针

对MEIS2基因作用的功能域, 分别设计了两个靶向

MEIS2基因的Exon3和Exon8的sgRNA, 并根据靶点

位置设计CRISPR鉴定引物, 分别为MEIS2-Exon3-F: 
5′-TAT TTG TCG GGC TGC AGT G G-3′, MEIS2-
Exon3-R: 5′-TGT TCA AGT AGC TGG AGG CG-3′, 产
物大小为695 bp, 切割后产物大小为303 bp和392 bp; 
MEIS2-Exon8-F: 5′-AGA GCT ACT GCA CTG TGT 
CAA-3′, MEIS2-Exon8-R: 5′-TGC AGT ATC CGA 
AGT TGC TCT-3′, 产物大小722 bp, 切割后产物大小

为320 bp和402 bp。
1.2.2   载体构建      用Bbs I内切酶切割线性化质粒

PX458(1~2 μg), 按照Zymoclean Gel DNA Recovery 
Kit说明书进行切胶回收。sgRNA寡核苷酸单链退

火形成双链: 取等量的上游链和下游链混合(终浓度

为10 μmol/L)。程序如下: 37 °C 30 min, 95 °C 5 min, 
–1 °C/s降温至25 °C(连接时将产物1:200稀释后使

用)。连接体系: 线性化PX458质粒(100~200 ng), 稀
释后的sgRNA寡核苷酸双链1 μL, 10×T4 DNA连接

酶缓冲液1 μL, T4连接酶1 μL, 补水至10 μL, 4 °C连
接过夜。连接产物转化Trans 5α感受态细胞, 氨苄抗

性平板筛选, 挑取单克隆, 按照质粒小提试剂盒说明

书提取质粒并测序验证。

1.2.3   细胞培养和细胞转染      HEK293T细胞培

养条件: DMEM高糖培养基(含10%胎牛血清)、
L-glutamine、丙酮酸钠。37 °C、5% CO2恒温培养。

转染前将1.3×105 HEK293T细胞接种至24孔板

中培养, 当细胞密度达到60%~70%时, 使用FuGENE 
HD转染试剂进行细胞转染(质粒终浓度为0.5 μg/L), 
以等量空白载体PX458为阴性对照。

1.2.4   提取细胞基因组DNA      细胞转染后48 h, 将
各组细胞进行消化, 取一部分进行传代以及保种。一

部分消化完成后用PBS洗两次, 按照DNeasy Blood & 

Tissue Kit试剂盒说明书操作步骤提取基因组DNA。

1.2.5   聚合酶链式反应以及SURVEYOR分析检测      
PCR条件如下: Supermix 45 μL, Enhancer 3 μL, 基因

组DNA 1 μL, Primers(F+R) 1 μL, 补水至50 μL。程

序如下: 94 °C预变性5 min; 94 °C变性30 s, 60 °C退
火30 s, 72 °C延伸60 s, 共32个循环; 最后72 °C延伸

10 min, 4 °C保存。取反应后产物5 μL进行琼脂糖凝

胶电泳检测其特异性。

SURVEYOR分析步骤如下: 用QIAquick PCR 
purification Kit试剂盒进行PCR产物纯化, 将回收

产物稀释至20 mg/L, 按照SURVEYOR分析试剂

盒说明书步骤进行检测, 用2%琼脂糖凝胶进行分

析。随后用凝胶定量软件计算切割效率, 公式为: 

Indel(%)=100×[1– ], fcut=(b+c)/(a+b+c), 其中

Indel为插入缺失比率, fcut为切割比率, a为未被切割

条带的灰度值, b和c表示切割产生的新条带的灰度

值[15]。

1.2.6   筛选稳定敲除MEIS2的HEK293T细胞株      为
了进一步获得稳定敲除MEIS2的HEK293T细胞株, 
我们将PX458-sgRNA质粒转染HEK293T细胞48 h
后, 采用流式分选的方法接种至96孔板中, 保证单

细胞接种, 等细胞扩增至12孔板时, 部分提取蛋白并

保种, 检测MEIS2蛋白水平的表达; 部分提取基因组

DNA, 经PCR扩增后测序, 测序结果与原基因组进行

比对, 检测靶向敲除MEIS2基因是否成功。

2   结果
2.1   合成sgRNA寡核苷酸序列并构建载体

MEIS2基因具有两个相对保守的功能域, 一个

是与DNA结合的功能域, 另一个是与PBX蛋白结合

的功能域, 分别位于Exon3和Exon8。我们针对Exon3
和Exon8分别设计sgRNA, 并命名为MEIS2-Exon3-
sgRNA和MEIS2-Exon8-sgRNA, 根据网站中的评分

选择得分较高、特异性较好的sgRNA序列, 送Invit-
rogen公司进行寡核苷酸链的合成。合成后的寡核苷

酸单链先通过退火形成双链, 然后通过Bbs I酶切位

点将其构建插入PX458质粒载体中, 并将构建完成

的质粒送Invitrogen公司测序, 根据测序结果选择正

确序列的质粒进行扩增, 用于下一步实验(图1和表

1)。
2.2   PX458-MEIS2-sgRNA质粒转染HEK293T细胞

正常培养HEK293T细胞至密度为60%~70%, 使
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(A)

(B)

PX458

U6 CBh NLS NLSSpCas9 2A

GFP

bGHpA

Bbs I Bbs I

Guide sequence insertion site

E3

Target

Target

E8

PAM

PAM

MEIS2

MEIS2

Genome locus

Genome locus

5’-

5’-

-5’

-5’

-5’

-3’

-3’

-3’

3’-

3’-

3’-

5’-

A: PX458质粒结构, 有2个Bbs I酶切位点; B: Exon3/8-sgRNA的靶向识别位置及其周围的DNA序列。

A: structure of plasmid PX458, which contains two Bbs I sites for the insertion of sgRNA-targeting oligos; B: the genomic sequences around the 
Exon3/8-sgRNA-targeting sites.

图1  构建靶向MEIS2的PX458质粒

Fig.1  Construction of MEIS2-targeting PX458 plasmids

表1  MEIS2-Exon3/8-sgRNA寡核苷酸序列

Table 1  The oligo sequences of MEIS2-Exon3/8-sgRNA
向导RNA                                                     寡核苷酸序列

sgRNA                                                          Oligonucleotide sequence

MEIS2-Exon3-sgRNA                                  F: 5′-CAC CGG TCT TTG AGA AGT GCG AGC-3′
                                                                      R: 5′-AAA CGC TCG CAC TTC TCA AAG ACC-3′
MEIS2-Exon8-sgRNA                                  F: 5′-CAC CTG ACG ATG ATG ATC CGG ATA-3′
                                                                      R: 5′-AAA CTA TCC GGA TCA TCA TCG TCAC-3′

A: 明场下视野(10×); B: 荧光下视野(10×)。
A: microscopy under bright field (10×); B: microscopy under fluorescent field (10×).

图2  质粒转染HEK293T细胞

Fig.2  Plasmid transfected HEK293T cells

PX458 PX458-MEIS2-Exon3-sgRNA PX458-MEIS2-Exon8-sgRNA

(A)
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用FuGENE HD作为转染试剂, 将质粒PX458-ME-
IS2-Exon3-sgRNA和PX458-MEIS2-Exon3-sgRNA转

染HEK293T细胞, 以空白载体PX458作为阴性对照。

在荧光显微镜下观察发现, 与对照组相比, 转染了

PX458-MEIS2-sgRNA的HEK293T细胞多数表达绿

色荧光, 表明质粒转染HEK293T细胞成功。

2.3   利用CRISPR/Cas9系统能高效切割HEK293T
基因组DNA

HEK293T细胞转染PX458/PX458-MEIS2-sgRNA
质粒后, 正常培养48 h。用DNeasy Blood & Tissue 
Kit试剂盒提取基因组DNA, 以其作为模板进行PCR
扩增, 分别扩增基因组中Exon3/8区域。按照SUR-
VEYOR试剂盒操作步骤进行操作, 用2%琼脂糖凝

胶进行分析。随后用凝胶定量软件计算切割效率, 
发现Exon3-sgRNA和Exon8-sgRNA均靶向敲除成

功, 其切割效率分别为34%和30%(图3)。
2.4   利用CRISPR/Cas9系统高效敲除HEK239T
细胞内源MEIS2的表达

为检测CRISPR/Cas9系统对内源基因表达水平

的影响, 将转染PX458/PX458-MEIS2-sgRNA质粒的

HEK293T细胞培养48 h后, 收取蛋白样品进行West-
ern blot检测。转染空白载体PX458质粒的HEK293T
细胞本底具有较高水平的MEIS2蛋白表达, 而转染

PX458-sgRNA质粒的HEK293T细胞的MEIS2蛋白

表达水平明显下调, 与SURVEYOR分析切割效率一

致, Exon3-sgRNA较Exon8-sgRNA下 调MEIS2蛋 白

的表达水平更明显(图4)。
2.5   构建稳定敲除MEIS2的HEK293T细胞株

为了进一步构建稳定敲除MEIS2的HEK293T
细胞, 我们通过流式分选的方法将单个转染PX458/
PX458-MEIS2-sgRNA质粒的HEK293T细胞接种至

96孔板培养。挑选单克隆细胞株进行Western blot检
测, 选择能显著敲除MEIS2蛋白表达的细胞株。如

图5所示, Exon3-sgRNA 4#为MEIS2半量敲除的细胞

株, Exon8-sgRNA 3#为MEIS2完全敲除的细胞株, 因
此我们选择Exon8-sgRNA 3#和Exon3-sgRNA 4#细
胞株进行下一步鉴定。

(A) (B)

bp bpPX458
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RNA
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RNA
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200
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Indel (%) 34 30Indel (%)

图4   Western blot检测Exon3/8-sgRNA的靶向敲除效果

Fig.4   The targeted knockout effect of Exon3/8-sgRNA 
measured by Western blot 

PX
458

Exo
n3-
sgR
NA

Exo
n8-
sgR
NA

MEIS2

α-Tubulin

A: SURVEYOR分析Exon3-sgRNA的有效性, PX458为阴性对照; B: SURVEYOR分析Exon8-sgRNA的有效性, PX458为阴性对照。五角星标记为

MEIS2基因特异性片段, 用来量化切割效率。

A: SURVEYOR assay of Exon3-sgRNA targeted effect, and the PX458 was used as negative control; B: SURVEYOR assay of Exon8-sgRNA targeted 
effect, and the PX458 was used as negative control. The asterisks indicated the expected MEIS2-specific fragments used to quantify indel frequency.

图3  SURVEYOR分析Exon3/8-sgRNA的切割效率

Fig.3  Exon3/8-sgRNA induced indels measured by SURVEYOR assay 
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提取MEIS2-EXON3 sgRNA 4#和MEIS2-Exon8 
-sgRNA 3#基因组DNA, 经PCR扩增后连接T载体, 并
送Invitrogen公司测序。分析测序结果发现, Exon3-
sgRNA介导Cas9核酸酶在靶点位置造成了6 bp和
1 bp两种缺失突变。由于6 bp缺失突变不能改变

MEIS2蛋白的开放阅读框, 仅使翻译产生的MEIS2
蛋白缺失两个氨基酸, 不能达到完全敲除MEIS2基
因的目的, 此株细胞为一个MEIS2缺失杂合子(图
6A)。Exon8-sgRNA产生了1 bp插入突变以及17 bp
缺失两种突变, 两种突变均能改变MEIS2编码蛋白

的开放阅读框, 提前终止MEIS2蛋白翻译(图6B), 说
明我们通过CRISPR/Cas9体系获得了一个稳定敲除

MEIS2的HEK293T细胞株。

3   讨论
基因组编辑技术是研究基因功能的重要工具, 

早期的同源重组技术虽然能对目的基因进行有效

编辑, 但效率极低, 人工核酸酶技术的出现极大地提

高了基因组编辑的效率。除了文中使用的CRISPR/
Cas9系统, 人工核酸酶系统还包括锌指核酸内切酶

(zinc finger endonuclease, ZFN)和类转录激活因子效应

物核酸酶(transcription activator-like effector nuclease, 
TALEN)[16]。ZFN和TALEN通过DNA蛋白对靶点进行

特异性的识别: ZFN中的一个锌指结构单元能够识别

三个碱基序列; 而TALEN通过RVD(repeat variable di-
residue)介导其对特异碱基的识别, 根据锌指结构单

元或RVD组合, 可以设计结合任意基因组中DNA序

图5  CRISPR介导诱变后利用Western blot检测单克隆细胞的MEIS2蛋白表达量

Fig.5  Western blot analysis of MEIS2 expression in the monoclonal cell lines isolated after CRISPR-mediated mutagenesis 

A: MEIS2-Exon3-sgRNA 4#测序结果。灰色阴影标记为所设计sgRNA序列, 加粗字体为PAM序列; B: MEIS2-Exon8-sgRNA 3#测序结果。灰色

阴影标记为所设计sgRNA序列, 加粗字体为PAM序列, 斜体加粗为突变后插入的碱基。

A: the sequences of MEIS2-Exon3-sgRNA 4#. The sgRNA target site was shaded in gray and the PAM was labeled in overstriking; B: the sequences 
of MEIS2-Exon8-sgRNA 3#. The sgRNA target site was shaded in gray, the PAM was labeled in overstriking and the inserted mutation was marked in 
overstriking and italic.

图6  2个单克隆细胞在目的sgRNA位点的插入/缺失突变

Fig.6  The inserted and deleted mutation of the two monoclonal cells at the sgRNA sites

(A)

WT   
5′-TTGTTTCCTCTGTTAGCTCTGGTCTTTGAGAAGTGCGAGCTGGCGACCTGCACT
CCCCGG-3′

–6 bp     
TTGTTTCCTCTGTTAGCTCTGGTCTTTGAG------------GAGCTGGCGACCTGCACTCC
CCGG

–1 bp     
TTGTTTCCTCTGTTAGCTCTGGTCTTTGAGAAGTGC--AGCTGGCGACCTGCACTCC
CCGG

(B)

WT    
5′-CACCTGGTACAGGTGACGATGATGATCCGGATAAGGACAAAAAACGCCAGAAGAA -3′
+1 bp     
CACCTGGTACAGGTGACGATGATGATCCGGGATAAGGACAAAAAACGCCAGAAGAA
–17 bp     
CACCTGGTACAGGTGACGATGATGATCC--------------------------------------GCCAGAAGAA

sgRNA PAM

sgRNA PAM

MEIS2

α-Tubulin

PX458
Exon3-sgRNA Exon8-sgRNA

1# 2# 3# 4# 1# 2# 3#

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



卢利莎等: 利用CRISPR/Cas9技术构建敲除MEIS2基因的HEK293T人胚肾细胞系 541

列的模块化蛋白, 从而对特定的DNA序列进行识别

和切割[17-18]。CRISPR/Cas9系统是一个由蛋白和核酸

组成的蛋白核酸复合物, 利用sgRNA对特定的DNA
序列进行识别, 进而介导Cas9蛋白对靶点序列进行切

割[19-20]。基因组的大小决定了靶点DNA序列通常在

10 bp以上, 因此, ZFN或TALEN系统需要根据靶点序

列将锌指蛋白单元或是RVD排列组合, 使得质粒的构

建费时费力。而CRISPR/Cas9系统对靶点的识别依赖

于sgRNA与靶标DNA之间的碱基互补配对, 因此, 针
对不同的靶点只需替换23 bp大小的sgRNA, 使得质

粒的构建更为简单、快捷, 易于掌握。

在CRISPR/Cas9技术出现之前, 在细胞水平研

究基因的功能主要利用RNA干扰技术。RNA干扰

技术为解析基因的功能和机制作出了重要贡献, 但
RNA干扰的瞬时性以及不彻底性会影响对基因功能

的正确判断。CRISPR/Cas9技术能够在基因组水平

造成移码突变, 从而敲除目的基因, 是较RNA干扰技

术更适于研究基因功能的有效工具。近期一项研究

中, 利用CRISPR/Cas9全基因组文库技术筛选黑色

素瘤耐药基因, 成功筛选到了未被RNA干扰文库发

现的耐药相关基因[21]。

MEIS2作为转录因子广泛参与胚胎的早期发育

及肿瘤的发生、发展, 但其作用机制目前仍不清楚。

本研究利用CRISPR/Cas9技术成功构建了MEIS2
完全敲除的HEK293T细胞株, 为研究MEIS2的作用

机制提供了有效工具。同时, 我们也建立了MEIS2
半量敲除的细胞株, 该细胞株与MEIS2完全敲除的

HEK293T细胞株为研究MEIS2剂量依赖型的功能研

究提供了最佳工具。
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