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利用CRISPR/Cas9技术建立诱导性敲除
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摘要      CRISPR/Cas9是新一代基因组编辑技术, 可简便快捷地在哺乳动物细胞对基因进行

敲除、敲入。但常规的CRISPR/Cas9表达系统直接转染效果差、病毒包装效率低, 极大地限制了

CRISPR/Cas9系统的广泛使用。该研究应用Tet-on系统, 建立了Dox诱导Cas9表达的293T细胞株, 
命名为293T-iCas9。MEIS1(myeloid ectropic viral integration site 1)是TALE(three amino acid loop 
extension)同源域家族的转录因子, 其在白血病发生发展、胚胎造血系统发育及神经系统发育中有

重要作用, 但其作用机制仍未完全明确。将靶向MEIS1 Exon3的sgMEIS1表达载体转入293T-iCas9, 
SURVEYOR实验和Western blot检测结果表明, sgMEIS1有效地指导Cas9进行基因组编辑。最终经

测序和Western blot结果证明, 成功建立了MEIS1敲除细胞株, 这为研究MEIS1的功能提供了重要的

工具。
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Abstract       CRISPR/Cas9 is a novel genome editing tool which enables rapid and highly efficient generation 
of biallelic knockout cell lines for loss-of-function studies, as well as homozygous knockin cell lines with specific 
nucleotide alterations for disease modeling. However, there are lots of limitations in common CRISPR/Cas9 system, 
such as low efficiency of direct transfection and virus packaging. In this study, we used a Tet-on system to establish 
an inducible genome-engineering platform which can express the Cas9 with Doxychline treatment in HEK293T cell 
line named as 293T-iCas9 cell line. MEIS1, a transcription factor of TALE homeodomain family, plays important roles 
in leukemia, hematopoiesis and the nervous development. However, the mechanism by which MEIS1 regulates these 
processes remains unclear. We transfected a sgRNA expression vector targeting the Exon3 of MEIS1 into 293T-iCas9 
cell line. SURVEVOR assay and Western blot results demonstrated that sgMEIS1 was able to edit genomic DNA 
at MEIS1 loci. MEIS1 knockout cell line had been derived successfully after further confirmation by sequecing and 
Western blot. It could be used as an important tool for futher study of the function of MEIS1.

Keywords       MEIS1; CRISPR/Cas9; iCas9; gene knockout; HEK293T

规律成簇间隔短回文重复/CRISPR相关蛋白

9(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR-associated protein 9, CRISPR/Cas9)
技术是新一代基因组编辑技术[1], CRISPR/Cas9系统

由sgRNA(single-guide RNA)[2]与Cas9两部分组成。

sgRNA通过碱基互补配对靶向基因组序列, Cas9核
酸酶在sgRNA的特定指导下对基因组DNA进行切

割并引起DNA双链断裂。细胞通过非同源末端连

接或同源重组机制修复双链断裂, 引起阅读框移码

或DNA片段替换, 达到基因敲除、位点突变、片段

插入等目的, 该技术已被广泛应用到动物模型建立、

哺乳动物发育研究中[3-6]。目前, 常规的CRISPR/
Cas9表达策略是将sgRNA与Cas9整合到一个表达

载体上。但由于Cas9蛋白质编码序列约为4 100 bp, 
致使同时表达sgRNA和Cas9的载体分子量过大, 而
分子量大的载体直接转染效果差、病毒包装效率

低以及转入细胞后的表达效率较低[7-8], 这都限制了

CRISPR/Cas9系统的广泛应用。同时, 常规方法中

Cas9在细胞内的持续表达会引起Cas9的累积, 这可

能增加脱靶效应的风险[9]。可诱导的敲除技术通过

可控的诱导表达Cas9蛋白质实现基因敲除, 可有效

克服上述局限性。

髓细胞异位病毒整合位点(myeloid ectropic viral 
integration site, MEIS)家族包括MEIS1、MEIS2、
MEIS3三个成员, 它们都属于TALE(three amino acid 
loop extension)同源域转录因子。在我们以往的研

究中, 利用CRISPR/Cas9成功建立了MEIS2基因敲除

的细胞株[10]。MEIS家族中另一个成员MEIS1在白

血病发生、神经发生和造血发生中有着重要的作用, 

虽然其功能被广泛研究, 但作用机制仍不明确。因

此, 本研究拟建立可诱导的MEIS1条件性敲除的细

胞株并探索其发挥作用的机制。

本研究首先应用Tet-on系统[11]构建了四环素

(doxychline, Dox)诱 导Cas9表 达 的 慢 病 毒 载 体

pTight-Cas9-GFP-Puro, 并利用该载体建立了293T-
iCas9细胞株。利用该293T-iCas9细胞株, 本研究成

功对MEIS1基因进行了敲除, 为MEIS1基因功能和机

制的研究奠定了基础。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株和质粒      HEK293T细胞株购自ATCC; 
pL-CRISPR.EFS.GFP(Catalog #57818)和 pLKO5.
sgRNA.EFS.RFP(Catalog #57823)购自Addgene公司; 
pLVX-Tight-Puro(Catalog #632162)购自Clontech公
司; pSIN-EF1a-rtTA-neo为本实验室保存。

1.1.2   试剂及仪器      Oligo合成及测序由英潍捷基

(Invitrogen)公司完成; Fugene HD购自Roche公司; 
FBS、丙酮酸钠、双抗购自Gibco公司; L-谷氨酰胺

购自Invitrogen公司; DMEM购自Hyclone公司; 限制

性内切酶购自NEB公司; 胶回收试剂盒、T4连接酶、

T easy载体、质粒提取试剂盒购购自Promega公司; 
Trans 5α感受肽购自Transgene公司; 基因组提取试

剂盒购自Qiagen公司; PCR相关试剂购自Invitrogen
公司; SURVEYOR试剂盒购自Transgenomic公司; 抗
MEIS1抗体、抗α-tubulin抗体购自Abcam公司; 抗
Cas9抗体购自CST公司; 抗Flag抗体购自Sigma公
司。
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1.2   实验方法

1.2.1   sgRNA设计与sgRNA表达载体构建      在
http://crispr.mit.edu设计MEIS1的sgRNA, 命名为

“sgMEIS1”, 两条Oligo序列为 : 5′-CAC CGT ACT 
TGT ACC CCC CGC GAG C-3′和5′-AAA CGC 
TCG CGG GGG GTA CAA GTA C-3′。Oligo退火 : 
两条Oligo各1 μL, T4连接缓冲液1 μL, T4 PNK 1 μL, 
无菌去离子水6 μL。37 °C孵育30 min, 95 °C降温至

25 °C, 每秒降温0.1 °C。取连接后的Oligo 1 μL, 再加

99 μL无菌去离子水, 制成Oligo工作液。 
构 建sgMEIS1表 达 载 体: BmsB I酶对pLKO5.

sgRNA.EFS.tRFP进行酶切、电泳、切胶回收。使

用T4连接酶将回收产物与Oligo工作液连接过夜, 
DH5α转化, 氨苄抗性LB平板筛选, 选取单克隆菌落

摇菌, 提取质粒, 测序鉴定。

1.2.2   细胞培养      293T细胞用High Glucose DMEM 
(含10% FBS、1%丙酮酸钠和1% L-谷氨酰胺)培养。

流式细胞仪分选到96孔板的293T单细胞, 培养约7 d, 
待克隆生长至该96孔的1/2时, 将各单克隆细胞传代

接种至24孔板中。

1.2.3   病毒包装、感染及转染      病毒包装(6孔板每

孔): 按照Fugene HD说明书操作。包装质粒psPAX2 
0.75 μg及PMD2G 0.25 μg, 目的质粒1 μg。将混合

液均匀加入到密度为60%~70%的293T细胞中, 缓慢

摇匀后置于37 °C细胞培养箱中。12 h后更换培养

液, 每孔加入2 mL病毒包装培养基(含30% FBS的
DMEM培养基)。再过48 h后, 收集培养基上清, 获
得病毒液。

病毒感染: 将获得的两种病毒液pTight-Cas9-
P2A-GFP-puro和pSIN-EF1a-rtTA-neo按11׃混匀, 并
添加polybrene(6 μg/mL)提高感染效率, 24 h后添加

嘌呤霉素1 μg/mL进行药物筛选。

磷酸钙法转染(6孔板每孔): 向无菌去离子水中

加入2 mol/L CaCl2 12.2 μL, 混匀。再加入目的质粒

1.6 μg, 轻弹混匀。再逐滴加入2×HBS 100 μL, 边加

边轻弹, 无菌去离子水量补齐至200 μL。将混合液

均匀加入到密度为60%~70%的293T细胞中, 缓慢摇

匀后置于37 °C细胞培养箱中。24 h后更换正常293T
细胞培养基。

1.2.4   基因组DNA提取      磷酸钙法转染sgMEIS1
表达载体48 h后, 收集部分细胞, 用PBS洗1次, 最后

用200 μL PBS重悬, 按照Qiagen基因组提取试剂盒

说明提取基因组。

1.2.5   SURVEYOR检测突变效率      扩增MEIS1 
Exon3基因组序列: PCR SuperMix 45 μL, 上下游引

物各1 μL, 293T基因组100 ng, 加无菌去离子水补至

50 μL。反应程序为: 94 °C预变性2 min; 94 °C变性

30 s, 60 °C退火30 s, 72 °C延伸1 min, 32个循环; 72 °C
延伸10 min, 4 °C保存。电泳, 切胶, 用胶回收试剂盒

回收584 bp大小的目的条带。引物序列为: 5′-AAC 
GCT TGG GTT TTA TTC GTA GC-3′和5′-CTT AAG 
GCC GAC TAC GTG CTG-3′。

PCR产物退火: PCR回收产物260 ng, 10×PCR 
Buffer 2 μL, 加无菌去离子水至20 μL。梯度退火程

序为: 95 °C 10 min, 95 °C~85 °C每秒降温2 °C, 85 °C 
1 min, 此后每10 °C为一梯度, 每秒降温0.3 °C, 每降

温10 °C后停留1 min, 直至25 °C, 25 °C~4 °C每秒降

温0.3 °C, 4 °C保存。

SURVEYOR切割: 退火产物20 μL, MgCl2 2.5 μL, 
SURVEYOR Nuclease S 1 μL, SURVEYOR Enhancer 
S 1 μL, 加无菌去离子水至25 μL。42 °C切割30 min, 
加入终止液(Stop Solution) 2 μL终止反应。2%琼脂

糖凝胶电泳, 当发生基因组编辑时, 584 bp的条带被

切割为约360 bp和224 bp的两条带。

1.2.6   蛋白免疫印迹(Western blot)      使用电泳缓冲

液80 V恒压电泳30 min, 待样品进入10%分离胶后换

120 V恒压电泳90 min。转膜, 按负极、海绵垫、滤

纸、胶、硝酸纤维素膜、滤纸、海绵垫、正极的顺

序装好电转夹, 加入转膜缓冲液, 200 mA恒流电泳

150 min。1×TBST配制的5%牛奶室温封闭30 min。
一抗MEIS1(1400׃)、α-tubulin(1000 10׃)、Cas9(1000 1׃)、
Flag(1000 1׃), 4 °C孵育过夜。1×TBST洗3次。鼠

(α-tubulin、Cas9、Flag)或兔(MEIS1)二抗(1000 5׃)室
温孵育2 h, 1×TBST洗3次。加显影液显色, IQ4000曝
光显影。抗体均由5%牛奶配制。

1.2.6   流式细胞术      磷酸钙法转染sgMEIS1表达载

体48 h后, 用胰蛋白酶将293T细胞消化为单细胞, 加
入正常293T细胞培养液终止消化, 1 000 r/min离心

5 min。弃上清, 加入PBS重悬细胞。PBS重悬的细

胞过200目滤网后, 用FACS Aria III流式细胞分选仪

(BD公司)进行单细胞分选, 采用FlowJo软件进行数

据分析。

1.2.7   测序及序列分析      扩增MEIS1 Exon3基因

组序列: 提取各293T单克隆细胞基因组, 引物、条
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件同上。测序样品制备: PCR产物50 ng, T easy载体

1 μL, 2×T4连接缓冲液5 μL, T4连接酶1 μL, 加无菌

去离子水至10 μL, 4 °C连接过夜。将10 μL连接产物

加入到50 μL DH5α感受态细胞中, 冰浴30 min; 然后

于42 °C热激45 s, 冰浴2 min, 加入500 μL SOC, 再置

于37 °C摇床中, 165 r/min培养1 h; 取200 μL菌液均匀

涂抹于氨苄抗性LB平板上, 置于37 °C恒温培养箱中。

12 h后挑取单克隆菌落, 摇菌12 h, 送检测序。

序列分析: 使用http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalo/网站比对测序结果, 野生型(wildtype, WT)
作为对照。比较实验组与WT组碱基情况, 氨基酸对

应的密码子碱基数为3, 故当实验组的碱基改变数为

3n±1时, 阅读框移码。

1.2.8   脱靶效应验证      在http://crispr.mit.edu设计

MEIS1的sgRNA时, 每条sgRNA信息中显示相应潜

在脱靶位点。对排名前5位的潜在脱靶位点设计引

物, 引物序列如下(方向均为5′→3′)。chr17-8199128
引物序列为 : TTA ACC AAG CAC CAA CCC GT, 
CCT TCA AGA GCC ACA ACC GA; chr10-79507636
引物序列为 : GGG CTT TAC AAC TGT CCC CA, 
TCC CAT CAT GTG CTC AAG GG; chr2+119992914
引物序列为 : TGC TCA GCC AGG AAA CTC TG, 
CTC CAG GCC ACT TAC CCT TG; chr10+2156408
引物序列为 : ATT GCC CCA TTC CTC CAC TG, 
GTT TCT GCC GTA GCA TGC AG; chr5-140856454

引物序列为 : CAG CAT CCC GGT TAC AAG GT, 
ATT GGA GAT TAG CGA GGC CG。扩增序列、测

序样品制备、序列分析方法同1.2.7。

2   结果
2.1   构建Dox诱导表达Cas9的慢病毒载体

通过BamH I、Mlu I双酶切, 再经电泳、切胶回收, 
从pL-CRISPR.EFS.GFP载体获得了Flag-Cas9-P2A-
GFP片段, 从pLVX-Tight-Puro载体获得了pTight-
Puro片段, 并使用T4连接酶连接Flag-Cas9-P2A-GFP
片段和pTight-Puro片段。DH5α感受态细胞转化、

挑取单克隆菌落摇菌、提质粒、酶切鉴定等, 成功

地构建了pTight-Cas9-P2A-GFP-Puro载体。用磷酸

钙方法向293T细胞同时转染pTight-Cas9-P2A-GFP-
Puro与pSIN-EF1a-rtTA-neo两种载体, 一组(Dox+)添
加2 mg/mL Dox激活Cas9表达, 另一组(Dox–)不添加

Dox做为阴性对照组。48 h后荧光显微镜下观察, 发
现Dox+组有绿色荧光蛋白表达, 而Dox–组无GFP表
达(图1A)。提取蛋白质, Western blot检测发现, Dox+
组有Cas9蛋白质(图1B), 而Dox–组未检测到Cas9蛋
白质。这表明, 我们成功构建了表达Cas9蛋白质的

pTight-Cas9-P2A-GFP-Puro载体。       
2.2   建立Dox诱导表达Cas9的293T-iCas9细胞株

将pTight-Cas9-P2A-GFP-puro和pSIN-EF1a-rtTA- 
neo分别包装病毒, 并用两种病毒液共同感染293T

A: 荧光显微镜观察Dox+组与Dox–组的GFP表达(10×); B: Western blot检测Dox+组与Dox–组Cas9蛋白质水平。

A: observation of GFP expression by fluorescence microscopy with or without doxycline (10×); B: the protein levels of Cas9 are detected by Western 
blot with or without doxycline.

图1   Dox诱导表达Cas9载体的构建及鉴定

Fig.1   Construction and identification of Dox-inducible Cas9 expression vector
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细胞。感染病毒24 h后添加Puromycin(1 μg/mL)进
行筛选, 同时添加2 mg/mL Dox, 48 h后荧光显微镜

下观察该细胞, 发现有部分细胞表达GFP。使用流

式细胞分选仪分选表达GFP的293T细胞, 并以单细

胞接种到96孔板上, 扩大培养(图2A)。添加2 mg/mL 
Dox, 48 h后荧光显微镜下观察, 发现筛选到的18株
单克隆细胞中, 只有2株表达GFP。选取其中1株, 
命名为293T-iCas9。293T-iCas9细胞株表达GFP(图
2B)。Western blot检测发现, 293T-iCas9细胞株表达

Cas9(图2C)。将293T-iCas9细胞株备份孔细胞传代、

扩大培养。该结果表明, 已成功建立了Dox诱导Cas9
表达的293T-iCas9细胞株。

2.3   鉴定sgMEIS1表达载体对MEIS1基因组编辑

的功能

向293T-iCas9细胞株添加Dox诱导Cas9表达, 再
用磷酸钙法直接转染pLKO5.sgMEIS1.EFS.tRFP载
体, 该载体表达红色荧光蛋白(red fluorescent protein, 
RFP)和靶向MEIS1 Exon3的sgMEIS1(图3A)。转染

48 h后, 提取基因组DNA和蛋白质。SURVEYOR检
测表明, sgMEIS1可以指导Cas9对MEIS1 Exon3进
行切割(图3B)。Western blot检测到MEIS1蛋白质水

平下降(图3C), 表明sgMEIS1可以指导Cas9对MEIS1 
Exon3进行有效的基因组编辑, 同时也表明该方法可

能实现MEIS1基因的敲除。

2.4   利用Dox诱导表达Cas9的方法建立MEIS1基
因敲除的293T细胞株

293T-iCas9表达GFP和Cas9, 而sgMEIS1表达载

体表达RFP和sgMEIS1, 因此用GFP和RFP可以作为

CRISPR/Cas9系统是否成功引入的标记。向293T-
iCas9添加Dox并转染sgMEIS1表达载体。48 h后, 流
式细胞分选仪分选表达GFP+/RFP+的293T细胞, 并
以单细胞接种到96孔板中, 分选后的细胞停止添加

Dox(图4A)。在分选到的2个96孔板中, 分别有24株
和26株单克隆细胞。随机选取9株单克隆细胞传代、

扩大培养, 分别提取分选得到的各293T单克隆细胞

的蛋白质和基因组, Western blot检测发现, 293T细胞

中2#、5#、7#、9#的MEIS1蛋白质完全消失(图4B)。
PCR扩增这9个细胞株MEIS1 Exon3基因组序列, 测
序并分析细胞2条染色体MEIS1基因组序列变化。4
株细胞MEIS1完全敲除(括号内为2条染色体基因组

碱基变化情况): 2#(+1, –1)、5#(–8, –4)、7#(–17, –2)、
9#(–1, –1); 4株细胞MEIS1半敲除: 1#(–4, 0)、3#(–1, 
0)、6#(–2, 0)、8#(–4, –9), 其中8#的–9为缺失3个氨

基酸, 但未发生阅读框移码; 1株细胞未检测到基因

组变化: 4#(0, 0)(图4C)。此结果表明, Dox诱导表达

Cas9的293T-iCas9细胞株具有基因组编辑的功能, 并
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A: 建立293T-iCas9细胞株示意图; B: 293T-iCas9细胞株在Dox条件下表达GFP(10×); C: 293T-iCas9细胞株在Dox条件下表达Cas9蛋白质。

A: schematic diagram of establishing 293T-iCas9 cell line; B: 293T-iCas9 expresses GFP with doxycline (10×); C: 293T-iCas9 cell line expresses Cas9 
with Doxycline.

图2   建立Dox诱导Cas9表达的293T-iCas9细胞株

Fig.2   Establishment of 293T-iCas9 cell line expressing Cas9 with Doxycline 
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利用该细胞株成功敲除了MEIS1基因。

为了验证利用Dox诱导表达Cas9并成功敲除

MEIS1基因的293T细胞株没有发生脱靶效应, 我们

选取了2#及5# 293T-iCas9细胞株通过PCR扩增了

5个潜在脱靶位点片段的基因组序列(网站上脱靶

得分由高至低排列的前5个), 测序并分析每段基因

组序列的变化情况(图4D)。测序结果表明, 2#及5# 
293T-iCas9细胞株中不存在脱靶效应。

3   讨论
本研究首先成功建立了诱导表达Cas9的293T-

iCas9细胞株, 将转染效率高的CRISPR/Cas9另一组

件sgRNA转入293T-iCas9, 即可实现CRISPR/Cas9系
统的高效引入。因此, 一旦建立了Dox诱导表达Cas9
的细胞株, 可以针对不同的基因设计sgRNA, 高效

快速地对目的基因进行敲除, 有助于研究目的基因

的功能及其机制。同时, 利用sgRNA转染效率高

的特点, 通过转入两个或两个以上针对不同基因的

sgRNA, 可实现多个基因的敲除, 为研究多基因参

与的疾病及胚胎发育过程提供了重要的工具。目

前, 非编码RNA及转录调控区域的研究越来越受到

关注, 通过在非编码RNA或转录调控元件的两端设

计sgRNA, 也可以高效便捷地对非编码RNA或转录

调控元件进行敲除, 从而为研究非编码RNA的功能、

了解转录调控事件的意义、拓展转录调控的网络奠

定基础。此外, 同时转入sgRNA和目的基因的片段

供体, 还可实现目的基因的敲入。

CRISPR/Cas9技术目前已经在细胞基因编辑中

得到了广泛的应用, 但由于Cas9蛋白质编码序列约

为4 100 bp, 致使其转染及病毒包装效率均很低, 而
建立Cas9蛋白质可诱导表达的细胞株可以通过直接

转入sgRNA实现高效的基因组编辑, 从而克服以上

局限性。González等[12]利用转录激活因子样效应物

核酸酶(transcription activator-like effector nucleases, 
TALEN)技术在人多能干细胞腺病毒相关整合位点

(adeno-associated virus integration site, AAVS)位点

定点敲入Cas9基因和四环素反式激活因子(reverse 
tetracycline transactivator, M2rtTA)基因, 建立了Dox
诱导表达Cas9蛋白质的人多能干细胞株, 并利用该

细胞株实现了神经元素(neurogenin, NGN)家族基

因NGN3、GATA结合蛋白 (GATA binding protein, 
GATA)家族基因GATA4、GATA6及10-11甲基胞嘧

A: sgRNA靶向MEIS1基因的Exon3; B: SURVEYOR分析sgMEIS1对基因组切割; C: Western blot检测MEIS1蛋白质水平下降。

A: sgRNA targets to Exon3 locus of MEIS1 gene; B: the result of SURVEYOR analysis demonstrates that genome is cut by sgRNA of MEIS1; C: the 
decrease of MEIS1 protein is detected by Western blot.

图3   鉴定sgMEIS1表达载体指导的MEIS1基因组编辑功能

Fig.3   Identification of sgMEIS1-guide genome edit function
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啶双加氧酶(ten-eleven translocation, TET)家族基因

TET1、TET2、TET3单基因的敲除和GATA4、GATA6
双基因的敲除以及TET1、TET2、TET3三基因的敲

除。除了直接建立Cas9蛋白质可诱导表达的人多

能干细胞株, 研究者也利用CRISPR/Cas9技术通过

其他方式实现了可诱导的基因敲除。Chen等[13]利

用CRISPR/Cas9技术首先将重组酶识别位点(FRT)
序列敲入到人多能干细胞目的基因外显子两侧, 随

后在AAVS位点定点敲入重组酶基因与药物诱导基

因融合的基因Flpe-ERT2, 在添加4-羟基三苯氧胺(4-
OHT)的条件下可以实现目的基因的诱导敲除, 并
利用该体系成功实现了人多能干细胞中成对盒基

因6(paired box 6, PAX6)、转录抑制复合物关键基因

AGO2(argonaute 2)、邻齿同源盒基因2(orthodenticle 
homeobox 2, OTX2)单基因敲除与PAX6和SOX2双基

因敲除。Matsunaga等[14]利用CRISPR/Cas9技术将
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A: 建立MEIS1敲除的293T细胞株示意图; B: Westen blot检测293T单克隆中MEIS1蛋白质水平; C: 293T细胞株MEIS1基因位点序列分析结果; D: 
sgRNA-MEIS1脱靶位点的序列分析。

A: schematic diagram of establishing MEIS1 knockout 293T cell line; B: MEIS1 protein within monoclone-293T by Western blot; C: the sequencing of 
MEIS1 in 293T-iCas9; D: the sequences of off-target sites of sgRNA-MEIS1.

图4   利用293T-iCas9建立MEIS1敲除的293T细胞株

Fig.4   Establishment of MEIS1 knockout 293T cell line by 293T-iCas9
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Tet-OFF/TRE-CMV系统敲入到小鼠胚胎胚胎干细

胞Flk基因的5′UTR区域, 从而可以通过Dox的添加

与否实现内源性胎肝激酶(fetal liver kinase, Flk)基因

的沉默和表达。但上述方法都涉及到了TALEN技术

或是CRISPR/Cas9技术介导的基因敲入, 实验操作复

杂、难于掌握, 而本文建立的利用慢病毒感染获得

Cas9蛋白质可诱导表达的HEK-293T细胞株的方法

相对简单快捷, 易于掌握。此方法的建立为可诱导

表达Cas9的人多能干细胞稳定株提供了新的思路。

MEIS1在白血病发生发展、造血系统发育、神

经系统发育中发挥重要作用[15-16]。在人类急性白血病

中, MEIS1的异常激活造成急性白血病病程加快[17]。

在神经系统发育过程中, MEIS1缺失会引起后脑菱

节谱系化明显受阻[18-19]以及眼部晶状体、视网膜发

育出现异常[20-21]。在造血系统中, MEIS1缺失导致造

血干祖细胞大量减少, 并引起造血系统缺陷, MEIS1
敲除的小鼠E12.5全身弥漫性出血并死亡[22]。虽然

MEIS1基因已经被广泛研究, 但其作用机制仍未完全

明确。本研究利用诱导性CRISPR/Cas9方法成功建

立了MEIS1敲除的HEK293T细胞株。该方法的建立

为诱导性敲除MEIS1的人多能干细胞系的建立提供

了依据, 并为探究MEIS1在人多能干细胞早期造血分

化过程中发挥作用的机制奠定了基础。
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