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CRISPR/Cas9技术敲除人前列腺癌

PC-3细胞BLM解旋酶基因的研究
陈琨1,2,3  许厚强1*  赵佳福1,2  段志强1  吴萍1

 (1贵州大学高原山地动物遗传育种与繁殖教育部重点实验室, 贵阳 550025; 
2贵州大学生命科学学院, 贵阳 550025; 3贵州省人民医院, 贵阳 550003)

摘要      BLM解旋酶是人类RecQ解旋酶家族的重要一员, 在DNA的复制、修复、重组、转录、

端粒的维持等细胞代谢过程中具有重要的作用。BLM基因与前列腺癌易感性相关, 可作为治疗前列

腺癌的候选基因。该研究设计了5个Cas9/SgRNA载体, 并通过T7E1酶筛选出活性最强的SgRNA3载体, 
利用脂质体LTX将其与供体载体共同导入前列腺癌PC-3细胞。BLa和Puro抗性筛选及荧光蛋白标记

甄别获得带阳性标记的细胞。Western blot及RTq-PCR检测证明, 前列腺癌PC-3细胞中的BLM解旋酶

基因被成功敲除, 为深入研究BLM解旋酶基因在前列腺癌中的作用提供了重要的科学数据。
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Research of CRISPR/Cas9 Technique to Knock Out Bloom 
Helicase Gene in Human Prostate Cancer PC-3 Cells
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Abstract       BLM helicase is an important member of the human RecQ helicase family, which plays a crucial 
role in DNA replication, repair, recombinant, transcription, telomere maintenance and other cell metabolism. The 
BLM helicase gene is associated with susceptibility to prostate cancer and it is also a candidate gene for treatment 
of prostate cancer. In this study, the five Cas9/SgRNA vectors were designed, and we selected the most active 
SgRNA3 vector by using T7E1 enzyme. Two vectors of Cas9/SgRNA3 and donor vector were jointly transduced 
into human prostate cancer PC-3 cell by LTX liposomes. BLa and Puro resistance screenings and fluorescent protein 
markers were used to identify cells with positive markers. The BLM helicase gene in PC-3 cells of prostate cancer 
was successfully knocked out detected by Western blot and RTq-PCR tests. This study can provide the important 
scientific data which play a role of  the BLM helicase in prostate cancer.
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前列腺癌是发生在前列腺的上皮性恶性肿瘤[1]。

前列腺癌是美国男性中最常见的肿瘤, 仅2015年就

有约新发病221 000例、死亡27 500例[2-3]。我国前列

腺癌的发病率为11/10万, 随着人口老龄化和生活方
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式的改变, 我国前列腺癌的发病率和死亡率呈明显

的逐年上升趋势[4]。

BLM解旋酶是人类RecQ解旋酶家族的重要

一员, 在DNA的复制、修复、重组、转录、端

粒的维持等细胞代谢过程中具有重要的作用[5-6]。

BLM(bloom syndrome protein)的缺失, 将直接导致

Bloom综合症(Bloom syndrome, BS)的发生, 而BS患
者易患恶性肿瘤[7-8]。同时研究已证实, BLM解旋酶

基因与中国人群前列腺癌的易感性相关[9]。

CRISPA/Cas9基因编辑技术是一种来源于细菌

获得性免疫的由RNA指导Cas蛋白对靶向基因进行

修饰的技术, 具有操作简单、构建组装时间短、突

变效率高、突变位点选择性强、成本低及可同时沉

默任意数量的基因等优点, 成为近年来分子生物学

领域研究的热点技术之一[10]。利用CRISPA/Cas9基
因编辑技术对前列腺癌PC-3细胞中BLM解旋酶基因

进行定点敲除, 为随后探明BLM解旋酶作为抗前列

腺癌靶标的研究奠定基础。

1   材料与方法
1.1   试剂与仪器

人类前列腺癌细胞系PC-3细胞购买于ATCC, 
培养条件为: DMEM、10% FBS、100 U/mL青霉

素、100 mg/mL链霉素、2 mmol/L谷氨酰胺。表达

载体骨架(hU6-gRNA-CMV-cas9-2A-bla)、供体载

体骨架 (left arm-loxp-hef1a-EYFP-2A-puro-2A-TK-
terminator-loxp-right arm)以及T7E1引物合成均由北

京华夏凯奇生物技术有限公司完成。T4连接酶购

自Thermo公司。T7核酸内切酶I购自北京唯尚立德

生物科技有限公司。胎牛血清和DMEM高糖培养

基购自Gibco公司。质粒小提试剂盒购自Sigma公
司。质粒大提试剂盒和基因组DNA提取试剂盒购

自Omega公司。RNA提取试剂盒、荧光定量PCR试
剂盒均购自康为世纪生物技术有限公司。PCR仪购

自BD公司。冷冻高速离心机购自Thermo公司。全

自动蛋白质印迹定量分析仪购自Proteinsimple公司。

BLM抗体(159 kDa, Source: rabbit)购自Abcam公司。

β-actin(49 kDa)购自Santa Cruz公司。

1.2   方法

1.2.1   gRNA的靶点设计及Cas9/SgRNA表达载体

的构建      根据Cas9打靶位点的选择原则: SgRNA
一般为20个碱基, 其识别的序列位于NGG序列的

上游, 识别位点在基因组中的序列为5ʹ-NNN NNN 
NNN NNN NNN NNN NNN GG-3ʹ(N代表任意碱基)。
在SgRNA设计网站http://crispr-era.stanford.edu进行

SgRNA设计。设计5个SgRNA且评分均在10, 序列如

下 , SgRNA1: 5ʹ-ATC AAC CCA TCA AGG AAG GT-
3ʹ; SgRNA2: 5ʹ-GGA ACG AAC TGC TTC AGC AG-
3ʹ;  SgRNA3: 5ʹ-TCA CTT GAT GGC CCT ATG GA-
3ʹ; SgRNA4: 5ʹ-TGC TTC AGC AGC GGA ACA TA-3ʹ; 
SgRNA5: 5ʹ-TTC ACT TGA TGG CCC TAT GG-3ʹ。使

用T4连接酶将SgRNA与载体骨架hU6-gRNA-CMV-
Cas9-2A-bla连接, 通过测序检测SgRNA均正确插入。

1.2.2   gRNA活性检测及供体载体构建      分别针对

5个SgRNA位置以基因组为模板设计6对T7核酸内切

酶1(T7E1)引物, 通过对野生型PC-3基因组进行温度梯

度PCR扩增, 筛选出3对引物, 退火温度选择60 °C(表
1)。将5组Cas9/SgRNA质粒分别转染至PC-3细胞, 
转染72 h后加氨苄青霉素调整浓度为6 μg/mL筛选

一周(Bla为表达载体骨架所带抗性, 可特异性切割

氨苄青霉素的b-内酰胺环)。筛选剩余的细胞提取基

因组DNA, PCR后产物T7E1酶检测, 筛选出活性最

强序列为: SgRNA3。 根据SgRNA3切口上下游序列

设计同源臂, 连接供体骨架后完成供体载体构建。

表1   本研究使用的引物

Table 1   The PCR primers in this study

引物名称

Primer name
测定靶点

Testing target
引物序列(5ʹ→3ʹ)
Primer sequence (5ʹ→3ʹ)

限制性内切酶位点

Restriction enzyme cutting site

1-L SgRNA1 ACT GGG CTG AAA CAC CAA GA 260/629 890

1-R SgRNA1 GCA GTG AGC CCT TAG ACC C 260/629 890

4-L SgRNA3, SgRNA5 GTG GGA ACG AAC TGC TTC AG 447/210 658; 446/211 658

4-R SgRNA3, SgRNA5 TCT TGG TGT TTC AGC CCA GT 447/210 658; 446/211 658

5-L SgRNA2, SgRNA4 AGA CAG ATA AGT TTA CAG CAG CAG 119/444 564; 128/435 564

5-R SgRNA2, SgRNA4 CTG TAG GGC AGG AAT CAC CC 119/444 564; 128/435 564
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1.2.3   细胞转染和细胞筛选      PC-3细胞培养在10 cm
培养皿中, 待贴壁细胞汇合度为80%时进行转染。使

用脂质体LTX将表达载体(Cas9-SgRNA3)与供体载

体(PHS-AVC-LW230)按照11׃比例共转染PC-3细胞。

转染2~3天后先用表达载体上的Bla抗性筛选(氨苄青

霉素筛选浓度为6 μg/mL, 处理6天), 再用供体载体上

的Puro抗性筛选(嘌呤霉素筛选浓度0.6 μg/mL, 处理

5天), 设置未转染组作为阴性对照, 两次筛选均造成

阴性对照组细胞完全死亡。借助倒置荧光显微镜甄

别筛选后剩余细胞, 分离带绿色荧光标记细胞(供体

载体上有hef1a启动子和EYFP荧光基团, 若二者整合

到PC-3细胞基因组中则可以持续发绿色荧光)。
1.2.4   绿色荧光标记细胞增殖情况观察、Western 
blot及RTq-PCR检测      绿色荧光细胞增殖缓慢, 且

逐渐出现细胞空泡化直至死亡, 无法获得单克隆细

胞。通过多次转染、富集后才能获得实验所需细

胞量。检测带绿色荧光标记的PC-3细胞与野生型

PC-3细胞(各3管, 每管细胞量为6孔板1孔细胞汇合

度90%)BLM蛋白表达, 一抗为兔抗人BLM特异性

抗体, 二抗为山羊抗兔抗体。分别提取两株细胞总

RNA, 逆转录生成cDNA进行荧光定量PCR检测。利

用Primer 5.0软件设计BLM引物, 上游引物为: 5ʹ-CCA 
GCC TCC CAA AGG TCT AAG-3ʹ; 下 游 引 物 为: 
5ʹ-TGC TAT TGG CTC CTG ATG TCG-3ʹ, 扩增片段

为124 bp。内参选用β-actin, β-actin上游引物为: 5′-
CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT-3′; 下游引

物为: 5′-AGC CTT CTC GAT GGT GGT GAA GAC-
3′, 扩增片段为268 bp。扩增体系为: SYBR 10 μL, 上

A: BLM解旋酶CRISPR/Cas9表达载体骨架; B: 通过测序检测5个SgRNA已成功与表达载体骨架连接。

A: BLM helicase CRISPR/Cas9 expression vector was constructed by inserting SgRNA sequence into hU6-gRNA-CMV-cas9-2A-bla vector; B: it is 
proved by sequence analysis that SgRNA are correctly inserted into the expression vector.

图1   BLM解旋酶CRISPR/Cas9表达载体

Fig.1   The construction of BLM helicase CRISPR/Cas9 expression vector
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游引物0.4 μL, 下游引物0.4 μL, cDNA 1.5 μL, 纯水

2.7 μL, Mix 5 μL。扩增条件:  95 °C预变性3 min; 95 °C
变性10 s, 60.5 °C退火30 s, 72 °C延伸30 s, 共40个循

环。每组设5个复孔, 实验重复3次以上。以β-actin
作为内参, 计算Ct均值, 应用相对定量法ΔΔCt进行分

析。

1.2.5   统计分析      应用SPSS 19.0软件进行分析, 
实验数据以x

_
±s(平均数±标准差)表示, 两组以上数据

采用方差分析, P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   合成载体测序及酶切验证

将设计好的5个SgRNA分别与表达载体骨架连

接, 通过测序检测SgRNA是否正确插入, Cas9/SgRNA
表达载体构建成功(图1)。5个表达载体分别转染PC-3
细胞72 h后, 加氨苄青霉素调整浓度为6 μg/mL筛选

一周, 待阴性对照组细胞完全死亡(Bla为表达载体

骨架所带抗性, 可特异性切割氨苄青霉素的b-内酰

胺环), 阴性对照组为野生型PC-3细胞。筛选后剩余

细胞提取基因组DNA。根据SgRNA对应基因片段

上下游引物进行PCR扩增, 用T7核酸内切酶1(T7E1, 
可识别并切割不完全配对DNA、十字型结够DNA、

Holliday结构或交叉DNA、异源双链DNA, 以此检

测CRISPR/Cas9形成的突变体)酶切检测, 以确定所

设计的SgRNA活性(图2)。经过筛选, SgRNA4提取

基因组DNA质量差无法进行后续实验, SgRNA3活

性最强可根据其切口上下游序列设计左右同源臂与

供体骨架连接, 同时通过测序明确插入位置正确, 供
体载体构建成功(图3)。
2.2   转染及细胞筛选

将表达载体与供体载体共同转染PC-3细胞, 
同时加入scr-7抑制DNA连接。转染48 h后, 先进行

表达载体上的Bla抗性筛选(氨苄青霉素筛选浓度

为6 μg/mL, 处理6天), 再进行供体载体上的Puro抗
性筛选(嘌呤霉素筛选浓度0.6 μg/mL, 处理5天), 最
后借助倒置荧光显微镜甄别筛选剩余细胞, 分离带

绿色荧光标记细胞(图4)。因为供体载体上有hef1a
启动子和EYFP荧光基团, 若二者整合到PC-3细胞基

因组中则可以持续发绿色荧光, 将绿色荧光细胞标

记为敲除BLM的PC-3细胞(BLM KO PC-3)。
2.3   Western blot及RTq-PCR检测

野生型PC-3细胞具有单克隆增殖能力, 细胞培

养3周可以形成明显单克隆细胞团。对敲除BLM的

PC-3细胞进行单克隆筛选发现, 该细胞失去单克隆

增殖能力, 细胞增殖缓慢, 出现老化、空泡化, 逐渐

死亡(图5)。由于无法获得单克隆细胞, 仅能通过反

复转染扩大转染体系获得足够数量的敲除BLM的

PC-3细胞。利用全自动蛋白印迹分析系统(Western 
blot)检测敲除BLM的PC-3细胞与野生型PC-3细胞

BLM解旋酶蛋白质水平变化情况。结果发现, 与野

生型PC-3细胞比较, 敲除BLM的PC-3细胞BLM解旋

酶表达水平明显下调(图6)。提取敲除BLM的PC-3

图2   T7E1酶切结果

Fig.2   The target efficiency analyzed by 
T7E1 enzyme digestion
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A: 普通显微镜下筛选出的PC-3细胞; B: 荧光显微镜下筛选出的PC-3细胞。

A: PC-3 cells observed by normal microscope; B: PC-3 cells observed by the fluorescence microscope.
图4    荧光显微镜下筛选出的绿色荧光标记PC-3细胞

Fig.4    PC-3 cells transfected with both BLM CRISPR/Cas9 expression vector and donor vector 
observed by fluorescence microscope

(A) (B)

400 μm 400 μm

图5    PC-3细胞单克隆培养3周后结果

Fig.5    Monoclonal PC-3 cell clustered for 3 weeks
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A: 利用全自动蛋白质印迹定量分析系统检测不同PC-3细胞中BLM解旋酶的表达量, 条带的深浅表示蛋白表达量的水平; B: BLM敲除的PC-3细
胞与正常PC-3细胞比较BLM解旋酶表达量显著下调, **P<0.01。
A: expression of BLM helicase in different PC-3 cells. Simple Western lane view with the results automatically generated by the WES system software. 
The thickness and darkness of the band reflects the expression level of the protein. A significant decrease was observed in the BLM/β-actin ratio in the 

BLM KO PC-3, *P<0.05, **P<0.01.
图6    在PC-3细胞中BLM解旋酶的表达

Fig.6    Expression of BLM helicase in PC-3 cells
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细胞与野生型PC-3细胞总RNA, 逆转录成cDNA后

行RTq-PCR检测。结果发现, 敲除BLM的PC-3细胞

中BLM解旋酶mRNA相对表达量2–ΔΔCt为0.26±0.05, 
野生型PC-3细胞中2–ΔΔCt为0.89±0.10; BLM解旋酶

mRNA水平明显下降, 基因敲除的效率为71%, 差异

具有显著性(P<0.05)(图7)。

3   讨论
RecQ解旋酶在促进细胞的核酸代谢方面有着

重要作用, 且该作用贯穿复制、重组、修复及转录

全程。BLM解旋酶作为RecQ解旋酶家族中的一员

在维持基因组稳定性上也发挥重要作用。BLM解旋

酶缺陷会引起Bloom综合征(Bloom syndrome, BS, 一
种隐性常染色体遗传疾病)。BS病人易患前列腺癌、

肺癌等恶性肿瘤[11-12]。有研究发现, RecQ解旋酶在

肿瘤细胞中高表达, WRN解旋酶(Werner syndrome 
RecQ like helicase)也是RecQ家族成员, 通过RNAi干
扰技术沉默肿瘤细胞中特定WRN基因, 可达到治疗

肿瘤的目的[13-15]。BLM解旋酶在乳腺癌中高表达, 
可以作为新颖的乳腺癌生物标记物[16]。同时, 研究

已证实, BLM解旋酶基因与中国人群前列腺癌的易

感性相关[17]。在人A549肺癌细胞、SGC7901胃癌细

胞及PC-3前列腺癌细胞中, BLM解旋酶的表达量均

高于正常细胞[18], 同时, 通过RNAi干扰的方法进一

步证明, BLM的低表达严重影响了PC-3细胞增殖, 说
明BLM解旋酶对癌细胞的增殖具有一定作用[19-20]。

所以将BLM解旋酶作为治疗前列腺癌的靶点越来

越受到科研工作者的关注[21-22]。

本研究采用CRISPA/Cas9介导的同源重组基因

编辑技术, 以BLM解旋酶基因为靶基因, 通过T7E1
酶切验证活性最强的SgRNA3表达载体并设计相

应的供体载体, 应用脂质体将双载体转入前列腺癌

PC-3细胞中。Western blot实验结果证明, 通过对带

阳性标记的细胞筛选分离BLM解旋酶表达明显下

调。同时对阳性标记细胞进行增殖观察发现, 细胞

失去单克隆增殖能力, 细胞增殖缓慢, 出现老化、空

泡化, 逐渐死亡。使用RNAi干扰技术敲减BLM基因

后的PC-3细胞增殖、迁移及侵袭能力受到抑制, 同
时对丝裂霉素C敏感性增加[19-20]。使用CRISPA/Cas9
介导的同源重组基因编辑技术敲除BLM基因后, 
PC-3细胞丧失增殖能力, 然后逐渐死亡。RNAi干扰

技术是对BLM基因敲减, 而CRISPA/Cas9同源重组

基因编辑技术是对BLM基因的敲除, 两者对BLM基

因的影响程度不同。该结果不仅为BLM解旋酶靶向

治疗前列腺癌的研究奠定了良好的实验基础, 还为

后续BLM解旋酶影响前列腺癌增殖机理的研究提

供了宝贵的实验材料。
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