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利用CRISPR/Cas9技术制备B2M–细胞模型
李戊玲1  沈俊杰2  钱程1,2* 

(1浙江理工大学生命科学学院, 杭州 310018; 2第三军医大学西南医院, 生物治疗中心, 400038 重庆)

摘要      I型主要组织相容性复合物(major histocompatibility complex class I, MHC I)是造成

免疫排斥的重要分子, 该研究利用CRISPR/Cas9(clustered regularly interspersed short palindromic 
repeats)技术靶向其β2微球蛋白(beta-2 microglobulin, B2M)亚基实现MHC I的敲除, 并在分子和细

胞水平进行验证。设计针对B2M基因的gRNA(guide RNA)并构建对应的CRISPR/Cas9基因敲除质

粒, 通过电穿孔转染技术将同时带有Cas9蛋白与gRNA骨架的质粒瞬时转入HEK293细胞中进行蛋

白表达与基因组核酸切割, 流式分选得到HEK293 B2M阴性细胞, 提取其基因组并对gRNA靶向区

域与脱靶区域进行聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR), 将PCR产物连接T载体测序检

测基因打靶与脱靶情况。同时, 利用反转录聚合酶链式反应(reverse transcription-polymerase chain 
reaction, RT-PCR)与实时定量荧光聚合酶链式反应(Real-time polymerase chain reaction, Real-time 
PCR)测定B2M基因在RNA水平的表达。综上所述, 该研究发现了一种利用CRISPR/Cas9技术快速

便捷、低成本的可用于敲除B2M基因的方法, 经检测可使目的细胞中B2M基因发生移码、插入、

缺失、单碱基突变, 且未发现脱靶现象, 这在未来解决免疫排斥相关难题上意义重大。
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Abstract       The major histocompatibility complex I (MHC I) is an extremely important molecule that causes 
immune rejection. In this study, they used CRISPR/Cas9 technology to target its B2M (beta-2 microglobulin) 
subunit to achieve MHC I knockout, and verify the deletion efficiency on molecular and cellular level. The guide 
RNA (gRNA) of B2M gene was designed and constructed to the CRISPR/Cas9 knockout plasmid containing both 
Cas9 protein and gRNA. Then the plasmid was transfected into HEK293 cells by electroporation systems. After 
that, HEK293-B2M– cells were sorted by fluorescence activated cell sorting, followed by extracting genomic DNA 
from B2M knockout HEK293 cells. The polymerase chain reaction (PCR) was performed for amplifying either 
the gRNA targeted or potential off-target regions of genome. The PCR product was inserted into the T vector and 
analyzed of targeted and off-target efficiency using genetic sequencing. At the same time, the expression of B2M 
gene in RNA level was detected by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and Real-time 
polymerase chain reaction (Real-time PCR). In conclusion, this study developed a rapid and convenient method 
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for knocking out B2M gene using CRISPR/Cas9 technology. After detecting, it demonstrated to successfully 
introducing frameshift, insertion, deletion and single base mutations in B2M gene, and off-target phenomenon was 
not found. It could be a great application in solving the problem of immune rejection in the future. 

Keywords       B2M; CRISPR/Cas9; HEK293T; electroporation; off-target

B2M(beta-2 microglobulin)基因是位于15号染

色体上非人类白细胞抗原(human leukocyte antigen, 
HLA)基因所编码的β链或轻链, 即β2微球蛋白[1], 它
不插入包膜, 并以非共价键与重链胞外α3相互作用, 
这对维持I类MHC分子天然构型的稳定性及其分子

表达具有重要意义。MHC I类分子是最重要的免

疫排斥相关分子, 敲除此类分子是解决免疫排斥问

题的突破口之一, 但由于其多基因性与多态性的特

点, 对MHC I类分子进行直接敲除操作难度巨大, 技
术水平还有待提高。相关报道证明, 缺乏β2微球蛋

白的突变型小鼠不表达MHC I类分子[2]。全基因组

测序发现, 人类B2M基因无多态性, 具有高度保守

的特点。目前, 越来越多的机构通过敲除B2M基因

与其他相关基因达到避免细胞发生免疫排斥反应

的目的[3-5]。这一技术在近几年一项热门的免疫细

胞治疗技术中也得到广泛应用[6-8]。CRISPR/Cas9技
术是近几年兴起的一种高效基因组编辑技术[9-10], 其
与锌指核酸酶(zinc-finger nucleases, ZFNs)[11]和转录

激活因子样效应物核酸酶(transcription activator-like 
effector nucleases, TALENs)[12]技术相比具有易操作、

更高效的优势, 该技术在各种动物细胞中已成功实

现基因组编辑[13-15]。本研究利用CRISPR/Cas9技术

在模式细胞HEK293中成功实现对B2M基因的敲除, 
并在分子与细胞水平对其进行基因编辑效率验证与

基因脱靶率检测。本研究提出的敲除方法操作简便、

操作难度小、成本低、实验周期短, 为该领域相关

研究提供了一种较好的技术选择方案。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

HEK293细胞购自美国标准生物品收藏中心。表

达质粒pX330购买于Addgene公司。大肠杆菌Top10菌
株由本实验室长期保存。限制性内切酶Bbs I、T7核
酸内切酶I购自NEB公司。Annealing Buffer for DNA 
Oligos(5×)购自碧云天生物技术有限公司。T4 DNA
连接酶、胶回收试剂盒、大抽试剂盒、RNA提取

试剂盒均购自Promega公司。Gelred核酸染料购自

Biotium公司。胎牛血清、DMEM basic培养基均购

自Gibco公司。PE-B2M单克隆抗体购自Biolegend
公司。PE-HLA I类分子多克隆抗体购自Abcam公司。

DNA Blood Mini QIAcube Kit购自Qiagen公司。Mighty 
TA-cloning Kit、2×PCR Solution Premix Taq™、反

转录试剂盒、SYBR Advantage qPCR Premix均购

自TaKaRa公司。氨苄青霉素、双抗、x-gal溶液、

IPTG溶液及其他分析纯试剂均购自生工生物(上海)
工程股份有限公司。

1.2   方法

1.2.1   pX330质粒构建      将载体pX330(图1)用限

制性内切酶Bbs I消化, 用琼脂糖凝胶电泳并割胶回

收后, –20 °C保存备用。根据gRNA设计网站http://
crispr.mit.edu使用说明, 输入一段预打靶的DNA序

列, 选择符合靶位点设计要求的gRNA(位于1号外显

图1   pX330质粒示意图

Fig.1   Schematic diagram of pX330 vector
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子上)。订购添加Bbs I酶切位点的gRNA上下游引物, 
sg-B2M-up: 5′-CAC CGA GTA GCG CGA GCA CAG 
CTA-3′,  sg-B2M-down: 5′-AAA CTA GCT GTG CTC 
GCG CTA CTC-3′。上下游引物退火后将退火产物

与pX330酶切产物进行连接并转化Top10大肠杆菌

感受态细胞, 挑取单菌落培养后提取质粒。用Bbs I
酶切鉴定, 挑取阳性克隆质粒送南京金斯瑞生物科

技公司测序, 测序正确的质粒进行大抽后命名为

pX330-sg-B2M。

1.2.2   电转染基因敲除质粒      HEK293细胞在10% 
FBS DMEM基础培养基, 37 °C、5% CO2条件下培

养, 待细胞状态良好时用胰酶消化细胞, 制成溶于R 
buffer的质粒与细胞悬液, 细胞密度为5×106/mL。用

电转染仪器(Thermo公司)自带移液枪量取10 μL细胞

悬液于电转仪器中, 设定电转染条件为1 400 V、30 ms、
电击2次, 电击完成后将细胞转移至含有500 μL无双

抗、含10% FBS培养基的24孔板中, 摇匀后置于培养

箱培养。24 h内更换新鲜的培养基(可含双抗), 后续

培养中每2~3天更换新鲜培养基即可。

1.2.3   流式检测与分选技术      电转后细胞培养4天
时, 取未电转细胞及电转后细胞各1×106个, PBS洗2
遍, 用95 μL含1% FBS的PBS溶液重悬, 加入5 μL PE
标记的人B2M单克隆抗体混匀; 4 °C放置30 min, 每
隔10 min用涡旋仪震荡混匀1次, PBS洗2次, 除去多

余的抗体, 取300 μL含1% FBS的PBS溶液重悬, 流式

检测B2M基因的蛋白表达水平。检测完毕即可进行

流式分选B2M阴性的HEK293细胞, 孵育抗体步骤与

检测相同, 并继续培养扩增。

1.2.4   基因编辑验证      分选后培养一周的B2M– 
HEK293细胞流式检测B2M分子, 检测基因表达水

平。提取基因组, 设计针对B2M基因座的引物B2M-
PCR-F、B2M-PCR-R(表1), 利用PCR方法扩增基因组

中的目的片段, 并用琼脂糖凝胶电泳胶回收目的片

段。T7核酸内切酶I消化目的片段后琼脂糖凝胶电

泳, 紫外曝光观察条带切割效率。纯化的目的片段

连接T载体后送测序, 明确打靶效率。

1.2.5   Real-time PCR检测B2M基因mRNA水平的表

达      将HEK293细胞与HEK293 B2M阴性细胞分别

接种于6 cm培养皿中, 待细胞密度为90%左右时开

始处理细胞, 用试剂盒提取细胞总mRNA。获得的

mRNA用RT-PCR逆转录合成cDNA, 并用Real-time 
PCR技术测定B2M基因mRNA水平的表达, Real-time 
PCR中用到相关引物见表2, GAPDH为本实验室设

计的标准内参引物。以获得的cDNA为模板, 按照

标准Real-time PCR体系加样, 并用ABI Q3荧光定量

PCR仪测定。PCR扩增体系为: 2×SYBR Advantage 
qPCR Premix 10 μL、10 μmol/L正反引物各1 μL、
cDNA模板100 ng、ddH2O补足至20 μL。反应程序为: 
95 °C预变性10 min; 95 °C变性15 s, 60 °C退火1 min, 
40个循环。结果以ΔΔCt值计算相对表达量, 用t检验

计算差异。

1.2.6   基因敲除脱靶率检测      表3为gRNA设计网

站预测的脱靶位点, 即基因组上预期靶点以外的位

点, 表中下划线标记碱基是不同于打靶位点的碱基。

表1  打靶/脱靶位点扩增引物序列与长度

Table 1   Amplification primers’ sequence and length of target/off-target site

引物名称 序列(5′→3′) 长度(bp)

Primer name Sequence (5′→3′) Length (bp)

B2M-PCR-F CCT TGT CCT GAT TGG CTG GG 20

B2M-PCR-R GAC GCT TAT CGA CGC CCT AA 20

Off-target-1-F GAA GCC CTT TTC TCC AGG CT 20

Off-target-1-R CAT GTT GGG GTC CAG TGT CA 20

Off-target-2-F CAG CAG GGG AAA GGG AAG AG 20

Off-target-2-R GGC CTA AAT CGC ACT GAC CT 20

Off-target-3-F CAG CAG GGG AAA GGG AAG AG 20

Off-target-3-R GGC CTA AAT CGC ACT GAC CT 20

Off-target-4-F GGC ATG GAG TGA CAC ATA CGA 21

Off-target-4-R AGA CGC AAG CTC AAG TAG GG 20
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以off-target-1为例, off-target-1表示ACPT基因上的一

段序列(GAG TGC CAC CAG CAC AGC TA), 这段

序列中下划线标记的四个碱基: 5(G)、6(C)、8(A)、
10(C)与打靶位点对应位置碱基不同, 其余都相同。

根据脱靶位点设计PCR引物(表1), 对提取的野生型

和突变型基因组进行PCR, 琼脂糖凝胶电泳胶回收

目的片段, 纯化的目的片段连接T载体后测序, 检测

脱靶情况。

1.3   统计学分析

数据采用Graphpad prism 6统计软件进行t检验, 
以P<0.05为具有统计学差异。

2   结果
2.1   表达载体pX330-sg-B2M酶切鉴定及测序

将针对B2M基因设计的gRNA(sg-B2M)构建产

物用Bbs I酶进行酶切鉴定, 当成功插入到pX330质
粒中时, Bbs I酶识别位点消失, 无法切割。酶切结

果显示构建的质粒经Bbs I无法切割(图2A, 泳道1), 
进一步对质粒进行测序验证(图2B), 测序结果显示, 
pX330-sg-B2M质粒构建成功。

2.2   敲除效率确认与分选

与对照HEK293细胞中B2M 100%阳性表达相

比(图3A), 电转染敲除质粒pX330-sg-B2M后, 流式

检测对照细胞HEK293中B2M阳性率占总细胞数的

比例为25.6%(图3B), 即敲除效率达到74.4%。为得

到高纯度HEK293 B2M阴性细胞进行后续实验, 我
们对这些细胞进行流式分选, 进而传代培养。流式

检测结果显示, 分选得到的细胞纯度达到99.9%(图
3C)。

HLA I类分子具有多态性并且由多个亚基分子

组成, 通过直接敲除获得完全不表达所有类型HLA 
I类分子难度巨大。为了进一步验证B2M敲除是否

可以清除HLA I类分子, 我们用流式检测B2M敲除前

后细胞中HLA I类分子的表达情况, 由图4可知, 未敲

除的HEK293细胞中HLA I类分子为全阳性表达(图
4A), 经B2M基因敲除后的HEK293 B2M阴性细胞也

不表达HLA I类分子(图4B), 这一结果与B2M分子敲

除前后的表达情况一致。这也验证了B2M分子作为

HLA I类分子各分型共同保守亚基的作用, 未来实验

中我们可以通过敲除各种细胞系中的B2M基因获得

HLA阴性细胞系, 这类细胞在细胞免疫排斥研究领

域具有广泛的应用。

2.3   酶切鉴定及测序检测CRISPR/Cas9打靶效果

分别收集未敲除B2M基因的对照细胞以及分选

纯化的B2M阴性细胞, 提取基因组, 用表1中的B2M
基因PCR引物进行目的条带扩增, 得到大小为450 bp

表3   预测脱靶位点突变频率分析

Table 3   Mutation frequency analysis of the predicted off-target sites
靶点 gRNA基序 PAM 基因 脱靶分析

Target site gRNA motif PAM Gene Off-target analysis

sg-B2M GAG TAG CGC GAG CAC AGC TA AGG B2M —

Off-target-1 GAG TGC CAC CAG CAC AGC TA CAG ACPT 0/14

Off-target-2 GAG TAG GGC GGG GAC AGC TA GAG CXorf40A 0/18

Off-target-3 GAG TAG GGC GGG GAC AGC TA GAG CXorf40B 0/10

Off-target-4 GAG TAG CAC CAC CAC ATC TA GAG PLA2G4C 0/16

下划线: 该脱靶位点与打靶位点对应位置碱基不同。

Underline: these bases in the off-target site differ from the corresponding positions of the target site.

表2   Real-time PCR相关序列与长度

Table 2   Real-time PCR sequence and length
引物名称 序列(5′→3′) 长度(bp)

Primer name Sequence (5′→3′) Length (bp)

GAPDH-F TAG CTG TGC TCG CGC TAC TC 20

GAPDH-R ATG GTT CAC ACG GCA GGC AT 20

B2M-RT-F GTC TCC TCT GAC TTC AAC AGC G 22

B2M-RT-R ACC ACC CTG TTG CTG TAG CCA A 22
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条带。T7 E I酶切鉴定结果见图5, 未敲除的对照细

胞基因组PCR不被切割, 而分选后的B2M阴性细胞

基因组PCR产物可以被明显切割为两个条带: 1条约

330 bp, 另外1条约100 bp。TA克隆测序显示, 大部

分靶位点发生移码突变, 此外有少部分插入, 缺失及

碱基突变。以上结果表明, 打靶成功。

2.4   Real-time PCR检测B2M基因mRNA水平

Real-time PCR结果见图7, 以B2M基因在未敲

除的HEK293-BLANK细胞中mRNA表达为对照, 

经CRISPR/Cas9基因编辑技术敲除后, HEK293-
B2M–细胞中表达为原来的16.4%。此结果说明, 基
因敲除后B2M基因在mRNA水平的表达显著下降

(P<0.05)。
2.5   CRISPR/Cas9打靶后脱靶效率检测

根据gRNA设计网站预测脱靶位点, 用表1中对

应脱靶位点引物对脱靶区域条带进行扩增, 获得包

含脱靶位点序列在内的目的条带。以off-target-1为
例, TA克隆(图8A)后测序显示(图8B), 随机挑取的14
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A: pX330-sg-B2M质粒及酶切凝胶电泳鉴定结果; M: DL10000 DNA分子量标准; 1: pX330成功连接sg-B2M阳性克隆Bbs I酶切; 2: pX330未连接

成功阴性对照Bbs I酶切; 3: pX330原质粒Bbs I酶切; B: pX330-sg-B2M质粒测序比对。

A: digestion of pX330-sg-B2M plasmid by gel electrophoresis; M: DL10000 DNA marker; 1: Bbs I digestion of pX330 successfully connected with sg-
B2M; 2: Bbs I digestion of pX330 unconnected with sg-B2M; 3: Bbs I digestion of pX330 plasmid; B: sequence alignment of pX330-sg-B2M plasmid.

图2   pX330-sg-B2M质粒酶切鉴定

Fig.2   Enzyme identification of px330-sg-B2M plasmid

A: sg-B2M阴性细胞, HEK293T细胞B2M分子表达量为100%; B: 电转pX330-sg-B2M质粒后B2M阳性细胞下降为25.6%; C: 流式分选B2M阴性

细胞后, B2M阴性率为99.9%。

A: the expression of B2M in sg-B2M negative HEK293T cells was 100%; B: the expression of B2M was reduced to 25.6% after pX330-sg-B2M was 
electroporated; C: B2M negative cells were 99.9% after fluorescent cell sorting.

图3   HEK293细胞B2M表达量变化

Fig.3   B2M expression level change in HEK293 cell
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A: sg-B2M阴性细胞, HEK293细胞HLA I分子表达量为100%; B: 电转pX330-sg-B2M质粒后分选得到的B2M-HEK293T细胞中HLA I分子不表达。

A: sg-B2M negative cells, HEK293 cells HLA I molecule expression was 100%; B: B2M HEK293T cells HLA I molecules are not expressed after 
electroporation pX330-sg-B2M plasmid and sorting.

图4   HLA I类分子与B2M分子关系

Fig.4   The relationship between HLA class I and B2M
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M: DL500 DNA分子量标准; 1: 未敲除阴性对照组PCR产物T7 E I酶切鉴定; 2~4: 分选B2M阴性后PCR产物T7 E I酶切鉴定。

M: DL500 DNA; 1: T7 E I digestion of PCR product in negative control; 2-4: T7 E I digestion of PCR product in B2M negative cell after sorting.
图5   打靶区域PCR产物T7 E I酶切鉴定

Fig.5   Target area PCR fragment enzyme identification by T7 E I

下划线表示靶位点序列; 绿色表示PAM序列; 黑色虚线表示缺失碱基, 红色表示单个突变后碱基, 蓝色表示插入碱基。

Underlined indicates the sequence of the target site; green indicates the PAM sequence; black dotted lines indicate missing bases, red indicates single 
mutated bases and blue indicates inserted bases.

图6   代表性细胞突变类型

Fig.6   Representative cell mutation types
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个单克隆样品均未发生突变。4个脱靶位点中, 在每

个脱靶位点随机挑选10~18(表3脱靶分析一列展示)
个单克隆样品均未发生突变, 这说明本研究中使用

的gRNA脱靶概率较低。
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3   讨论
CRISPR/Cas9是进行基因编辑的强大工具, 可

对基因进行精确的定点编辑, 是研究各种基因功能

的重要研究手段, 在生命科学研究与医学研究中应

用性也很强。随着该项技术的快速发展, 应用方式

不断增加, 打靶精确度与编辑效率不断提高。国外

一项新的研究中, 利用CRISPR/Cas9基因编辑技术

筛选急性骨髓性白血病(acute myelocytic leukemia, 

*P<0.05, 与对照组相比。

*P<0.05 vs control (HEK293-BLANK) group.
图7   Real-time PCR检测B2M的mRNA水平

Fig.7   The mRNA level of B2M detected by Real-time PCR
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A: TA克隆质粒凝胶电泳图; M: DL2000 DNA分子量标准; 1~14为随机挑取的14个单克隆质粒; B: 随机挑取的14个单克隆M13引物测序结果, T
表示连接在T载体上。

A: gel electrophoresis of TA cloning plasmid; M: DL2000 DNA marker; 1-14: randomly picked 14 monoclonal; B: M13 primer sequencing results of 
randomly picked 14 monoclonal, T means T-vector.

图8   脱靶效应检测结果

Fig.8   Detection result of off-target effects

AML)细胞的弱点[16], 这为开发治疗AML的新药物

提供了又一项可靠证据。 麻省理工学院的科学家

开发出一种新型纳米颗粒, 这种纳米颗粒能够运输

CRISPR基因编辑系统, 并对小鼠机体的基因进行特

异性修饰。因此, 研究人员就能够利用纳米颗粒来

携带CRISPR组分, 从而消除了使用病毒的需要[17]。

此外, 目前还有相关报道研究制定出利用CRISPR/
Cas9高效编辑基因组的规则[18], 并且正在测试这些
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规则在更多的动物细胞中的反应。除了以上相关应

用与进展外, 我们相信在不久的将来, 该技术还会有

更高效便捷的应用成果被开发出来。

本研究采用CRISPR/Cas9基因组编辑技术, 选
择模式细胞HEK293, 在其B2M基因第1个外显子上

设计了gRNA靶点。利用电转染方法敲除细胞的

B2M基因后, 通过测序检测出有移码、插入、缺失

及单碱基突变四种突变, 其中以移码突变为主。对

设计网站预测的基因脱靶位点进行检测, 未发现sg-
B2M发生脱靶效应。Real-time PCR结果显示, 敲除

B2M基因后的HEK293 B2M阴性细胞的mRNA表达

量显著下调。流式检测表明, B2M基因敲除后的细

胞, 其B2M分子与HLA I类分子均不再表达, 这在器

官移植研究中借鉴意义极大。由于HLA I类分子中

HLA-A、HLA-B、HLA-C三类具有多基因性、高

度不保守与高度多态性的特点, 单独敲除这三个分

子难度很高。此前, 为了敲除HLA I类分子, Torikai
等[19]通过确认细胞的HLA I类分子分型, 再针对已知

HLA I类分子重链亚基序列设计打靶位点进行基因

敲除。这种方法必须完整测出该细胞所有分型序列

才能确定打靶位点, 实验过程复杂、成本高、周期

长, 此时, 它们的共同亚基B2M就起到了很好的代替

作用。近期, 研究者利用体外转录的方法分别获得

Cas9与靶向B2M的gRNA的RNA产物, 并对二者混

合物悬液进行电转, 获得不错的敲除效果[7]。但为了

达到较好的效果, 作者使用了两次电转。与之相比, 
本研究中通过单质粒转染的方式, 经一次电转即可

达到较高的效率, 且无需体外转录步骤。从工序复杂

程度、难度及时效上来说, 本研究提供的方案更简洁, 
成本低且更容易推广。综上所述, 本研究建立了一

套可用于敲除B2M基因且操作简便的方法, 为研究

免疫排斥问题提供了一种细胞模型和技术方案。
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