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基于CRISPR/Cas9技术构建Cyr61敲低HEK293T
稳定细胞株及其生物学功能检测

王俊杰1  姜艳2  Soulixay Senouthai1  付冬冬1  尤燕舞1*  
(1右江民族医学院附属医院肾内科, 百色 533000; 2右江民族医学院科学实验中心, 百色 533000)

摘要      为了探讨Cyr61的生物学功能, 该研究利用CRISPR/Cas9基因编辑技术构建Cyr61敲低

的HEK293T稳定细胞株, 并在体外研究Cyr61对HEK293T细胞增殖和凋亡的影响。根据CRISPR/

Cas9靶点设计原则, 应用http://crispr.mit.edu/在线设计3条Cyr61的导向RNA(guide RNA, gRNA), 
用LentiCRISPRv2作为载体构建LentiCRISPRv2-gRNA重组质粒并转化至感受态的Stbl3菌体

中, 经筛选后包装成Cyr61 CRISPR/Cas9 KO质粒, 利用Cyr61 CRISPR/Cas9 KO质粒和HDR质粒

转染HEK293T细胞, 加入嘌呤霉素(8 μg/mL)进行筛选, 通过实时荧光定量PCR技术及蛋白质免

疫印迹(Western blot)鉴定出HEK293T敲低Cyr61细胞株; 常规培养细胞, 利用细胞计数检测试剂

盒(CCK8)检测细胞增殖情况, 流式细胞技术检测细胞凋亡情况。该研究成功构建出Cyr61敲低

HEK293T细胞株, 与对照组相比, Cyr61敲低细胞株的增殖明显升高(P<0.05), 凋亡率明显减少

(P<0.05)。通过CRISPR/Cas9基因编辑系统成功构建Cyr61敲低HEK293T稳定细胞株, 为研究

Cyr61基因提供了有效的工具。

关键词       CRISPR/Cas9; Cyr61; 基因编辑; 增殖; 凋亡

Construction of Stable HEK293T Cell with Cyr61 Knocked Down Based 
on CRISPR/Cas9 Technology and Its Biological Function Detection

WANG Junjie1, JIANG Yan 2, Soulixay Senouthai1, FU Dongdong 1, YOU Yanwu 1*
(1Department of Nephrology, Affiliated Hospital of Youjiang Medical University for Nationalities, Baise 53300, China; 

2Science Lab Center, Youjiang Medical University for Nationalities, Baise 533000, China)

Abstract       To investigate the biological function of Cyr61 (Cysteine-rich protein 61, Cyr61), HEK293T cell 
stable strain which knocked down Cyr61 was constructed by the technology of CRISPR/Cas9, detected the effect of 

Cyr61 on the proliferation and apoptosis in vitro in present study. According to the principle of CRISPR/Cas9 tar-

get design, three pairs of gRNA of Cyr61 were designed online at http://crispr.mit.edu/. LentiCRISPRv2 was used 
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as the vector to construct lenticrisprv2-gRNA recombinant plasmid and transformed into Stbl3. Then the recombi-
nant plasmids were screened and packaged as Cyr61 CRISPR/Cas9 KO plasmid. Transfected the HEK293T cells by 

CRISPR/Cas9 KO plasmid and HDR plasmid and selected by puromycin (8 μg/mL). HEK293T knockeddown Cyr61 

cell strain was identified by quantitative PCR and Western blot. The HEK293T cells were cultured normally, then de-

tected the proliferation by cell counting kit (CCK8), and detected the apoptosis by flow cytometry.  Cyr61 knocked 

down HEK293T cell strain was successfully constructed. Compared with the control group, the proliferation of Cyr61 

knocked down cell strain was significantly increased (P<0.05), and the apoptosis rate was significantly decreased 

(P<0.05). The present study demonstrated that Cyr61 knocked down HEK293T stable cell strain was successfully con-

structed through CRISPR/Cas9 gene editing system, which providing a useful tool for the study of Cyr61 gene.

Keywords       CRISPR/Cas9; Cyr61; gene editing; proliferation; apoptosis

细胞内通信网络 (cellular communication net-
work, CCN)蛋白家族由CCN1-6组成, 该蛋白家族在

细胞生长、增殖、分化、黏附、迁移以及在软骨

形成、软骨骨化、血管生成、肾脏生成及伤口愈

合等过程中起着重要调节作用[1]。作为CCN家族最

具代表性之一的CCN1又被命名为富含半胱氨酸蛋

白61(cysteine-rich protein 61, Cyr61), 由内皮细胞及

成纤维细胞分泌产生的细胞基质蛋白[2]。研究表明, 
Cyr61具有调节多条信号通路的能力, 能够在不同的

过程中扮演重要角色, 可通过调控细胞迁移、黏附、

增殖、凋亡介导细胞存活[3]。参与了包括肿瘤[4]、

缺血再灌注损伤[5]、心血管疾病[6]、肺部疾病[7]及各

种感染及慢性炎性疾病[8]发生与发展。

Cyr61表达量的改变会导致处于其下游的信号

通路发生级联反应, 并在疾病的发生发展过程中扮

演着重要作用。但是, 目前关于Cyr61参与疾病的

发生与发展的具体机制尚不完全清楚, 所以通过构

建过表达或者低表达Cyr61的细胞或动物模型可能

为进一步研究Cyr61的作用机制奠定基础。本研究

利用近年来在古细菌中发现的成簇的有规律间隔交

织的短回文重复序列CRISPR/Cas9(clustered regula-
tory interspaced short palindromic repeats/Cas9)技 术

成功构建了HEK293T细胞系Cyr61基因敲低稳定细

胞株, 并从细胞增殖、凋亡等方面初步探索Cyr61在
HEK293T细胞的生长分化中可能作用, 为深入研究

Cyr61在疾病发生发展中的功能和机制奠定基础。

1   材料与方法
1.1   重要试剂 

HEK293T细胞株(南加利福尼亚大学Keck医学

中心), 冻存于右江民族医学院科学实验中心, HDR

转染质粒、Ultracruz转染试剂购自Santa Cruz生物技

术公司; 嘌呤霉素购自Sigma生物公司); DMEM细胞

培养基、胎牛血清购自Gibco生物公司; CCK8试剂

盒购自日本同仁化学研究所; Annexin V-FITC、PI
凋亡试剂检测盒购自BD医疗技术公司; 兔抗 Cyr61
一抗购自Santa Cruz生物技术公司; 鼠抗GAPDH一

抗购自Proteintech生物技术公司; 羊抗鼠、羊抗兔

IgG 抗体(二抗)购自碧云天生物技术公司; 蛋白酶抑

制剂混合物购自康为世纪公司; BCA蛋白定量试剂

盒购自碧云天生物技术公司; RNAiso Plus RNA提

取试剂盒(9108)购自日本TaKaRa生物公司; Prime-
ScriptTMRT reagent Kit with gDNA Eraser(RR047A) 
购自日本 TaKaRa生物公司 ; Mir-X miRNA First 
Strand Synthesis Kit(638315)购自美国Clontech生物

公司; SYBR Premix Ex TaqTMII(RR820A)购自日本

TaKaRa生物公司 ; PCR引物由上海生工生物工程有

限公司合成, 引物序列见表1。寡核苷酸链由Santa 
Cruz 生物技术公司合成。

1.2   主要方法

1.2.1   gRNA靶点选择及寡核苷酸链设计合成      应
用http://crispr.mit.edu/设计Cyr61的guide RNA, 在线

设计好引物序列后, 选取得分排名前三的序列, 具体

结果如表2。
1.2.2   LentiCRISPR-sgRNA载体      构建LentiCRISPRv2 
载体根据Genome-scale CRISPR Knock-Out (GeCKO)
协议设计[9-10], 由Santa Cruz Biotechnolog公司合成, 用
BsmB I(购自NEB公司 )消化 lentiCRISPRv2载体 , 将
合成的Oligo单链粉末(由Santa Cruz Biotechnolog公
司合成)稀释成100 μmol/L并分装, 利用T4多核苷酸

激酶对合成的寡核苷酸进行退火和磷酸化, 将退火

后的gRNA靶序列连接到已消化的lentiCRISPRv2载
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体中, 将连接产物转化至感受态的Stbl3细胞(Santa 
Cruz Biotechnolog公司提供 )中培养 , 并在LB-Amp
板上进行筛选。挑取单克隆进行测序(Santa Cruz 
Biotechnolog公司完成)。对正确将gRNA整合到len-
tiCRISPRv2载体后的载体扩大培养后包装成Cyr61 
CRISPR/Cas9 KO 质粒。

1.2.3   细胞转染及筛选      按每孔2×105个/mL在6孔
板接种HEK293T细胞, 常规培养至70%融合时更换

无血清培养液, 将1.0 μg Cyr61 CRISPR/Cas9 KO质粒

和1.0 μg HDR质粒加入到150 μL无血清无抗生素的

培养基中并充分混匀, 于室温下孵育5 min; 将10 μL 
Ultracruz转染试剂加入140 μL无血清无抗生素的培

养基中充分混匀, 于室温下孵育5 min; 将上述两种

混合液一起混匀后于常温下混合孵育10 min后加入

无抗生素含10% FBS的培养基使最终体积为2 mL加
入含293T细胞的六6孔板内。转染24 h和48 h后于荧

光显微镜下观察转染情况。转染成功后48~96 h观察

细胞状态, 生长状态良好时, 加入8 μg/mL的嘌呤霉

素(puromycin)选择转染细胞, 直至正常细胞完全死

亡, 得到稳定转染细胞系。扩大培养至可用来qRT-
PCR和Western blot 验证。

1.2.4   Quantitative Real-time PCR检测      将转染

Cyr61 CRISPR/Cas9 KO质粒的HEK293T细胞及正

常HEK293T培养48 h后, 按照RNAiso Plus RNA提取

试剂盒操作说明提取总RNA。取1 μg总RNA反转录

合成cDNA, 具体操作按照试剂盒说明书进。使用

LightCycler® 96实时荧光定量PCR仪进行检测。选

取GAPDH作为内参, 检测Cyr61和GAPDH的mRNA
表达。以2–ΔΔCT法计算相对表达量, ∆∆CT=(CT实验

组目的–CT实验组内参)–(CT对照组目的–CT对照组

内参)。重复实验3次。

1.2.5   Western blot检测蛋白的表达      将转染

Cyr61 CRISPR/Cas9 KO质粒的HEK293T细胞及正

常HEK293T细胞培养48 h后, 收取细胞, 提取总蛋

白。以二喹啉甲酸法测定蛋白浓度, 取30 μg蛋白加

入5×SDS上样缓冲液煮沸变性后, 于十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳, 300 mA恒流湿转至PVDF
膜, 封闭液室温封闭1 h, 分别加入一抗稀释液稀释

的Cyr61(1500׃)及GAPDH(1000 2׃)抗体, 4 °C孵育过

夜, 洗涤3次, 加入相应的山羊抗兔或抗鼠IgG-HRP
二抗, 室温孵育1 h, 洗涤3次, 增强化学发光(ECL)显
影, 利用ImageJ软件进行半定量分析, 以目的蛋白条

带与GAPDH蛋白条带灰度值的比值表示其相对含

量。重复实验3次。

1.2.6   CCK8法检测细胞增殖      将构建成功的

Cyr61敲低HEK293T细胞及正常HEK293T细胞按 
1×105个/孔接种于96孔板, 每孔终体积为100 μL, 每
组设3个副孔, 同时设置空白孔。细胞生长至亚融合

时加无血清培养液同步24 h, 分别按各组要求处理细

胞0、12、24和48 h, 每孔加CCK8溶液10 μL, 37 °C
继续孵育 2 h, 置酶标仪 450 nm波长测定各孔吸光度

值, 以只加培养液的孔为空白对照组。重复实验3次。

细胞存活率=[(实验组D值－空白组D值)÷(对照组D
值－空白组D值)]×100%。

1.2.7   流式细胞术检测细胞凋亡      将构建成功的

Cyr61敲低HEK293T细胞及正常HEK293T细胞常规

培养48 h后收集各孔上清液于离心管中备用, 然后

再将各组细胞用4 °C PBS清洗2次, 胰酶消化后与

前述上清液共同制成单细胞悬液, 调整细胞密度为 
1×106个/mL, 取100 μL细胞悬液加入5 μL AnnexinV-

表 2   gRNAs序列

Table 2   gRNAs sequences
gRNA序号  片段名称 序列

Cyr61-gRNA1
Cyr61-gRNA2
Cyr61-gRNA3

 Cyr61-A
 Cyr61-B
 Cyr61-C

5ʹ-GTT GTC ATT GGT AAC TCG TG-3ʹ
5ʹ-ATG CGG TTC CGC TGC GAA GA-3ʹ
5ʹ-CAA GTA CTG CGG TTC CTG CG-3ʹ

表1   实时荧光定量PCR引物序列

Table 1   Primers of quantitative real-time PCR

基因 上游引物(5ʹ→3ʹ) 下游引物(5ʹ→3ʹ)

GAPDH GAG GAG GCA TTG CTG ATG AT GAA GGC TGG GGC TCA TTT
   Cyr61 GCG GTT CCG ATG CAG AGA TGG    GAT GCT TGC GCT TCT CCT CTG TC
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FITC和5 μL PI溶液混匀, 室温避光孵育 15 min, 加
入 400 μL PBS, 流式细胞仪进行检测。重复实验3次。

1.3   统计学处理  
采用SPSS 23.0统计软件进行数据分析, 所有数

据均进行正态分布和方差齐性检验。服从正态分布

的数据以x
_
±s表示, 两组间比较采用独立样本t检验, 

多组间采用单因素方差分析。非正态分布则以中位

数和极值表示, 采用秩和检验。每个实验组重复3次。

P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   Cyr61 CRISPR/Cas9 KO质粒的构建 

LentiCRISPR-sgRNA载体 (图1A), Bbs I(Santa 
Cruz Biotechnolog公司提供 )酶切后回收的空载

体lentiCRISPRv2与gRNA退火后的双链DNA( ds-
DNA)进行连接反应, 将连接产物转化至Stbl3细胞

中培养, 并在LB-Amp板上进行筛选。挑取单克隆

进行测序(由Santa Cruz Biotechnolog公司完成), 选
取连接正确的载体进行扩大培养。由Santa Cruz 
Biotechnolog公司包装成Cyr61 CRISPR/Cas9 KO质

粒。图1B所示为Cyr61 CRISPR/Cas9 KO质粒工作

原理。

2.2   Cyr61转染效率鉴定 
按照Cyr61 CRISPR/Cas9 KO质粒操作书面转

染细胞24 h和48 h后用倒置荧光显微镜观察, 转染组

细胞可见绿色荧光蛋白均匀分布于细胞内, 表明转

染成功, 48 h后绿色荧光表达强度明显强于24 h时
(图2)。

我们利用基因测序进一步验证是否将gRNA序

列成功转入HEK293T细胞内, 序列对比结果显示, 
Cyr61-gRNA2及Cyr61-gRNA3两条gRNA成功转入

细胞内(图3)。
转染48 h后, Quantitative Real-time PCR结果显示, 

与对照组相比, 敲低Cyr61组的HEK293T细胞的Cyr61 

A: LentiCRISPRv2质粒图谱; B: Cyr61 CRISPR/Cas9 KO质粒图谱。

A: diagram of LentiCRISPRv2 plasmid; B: diagram of Cyr61 CRISPR/Cas9 KO plasmid.
图1   LentiCRISPRv2质粒图谱和Cyr61 CRISPR/Cas9 KO质粒图谱

Fig.1   Diagram of LentiCRISPRv2 plasmid and Cyr61 CRISPR/Cas9 KO plasmid
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mRNA表达明显下降(P<0.05)(图4), 说明该方法确

实可能干扰了Cyr61基因的转录, 但最后是否真正起

到影响Cyr61基因翻译成蛋白还有待进一步验证。 
 为了进一步验证敲低Cyr61后对Cyr61蛋白表

达的影响, 我们采用Western blot检测Cyr61蛋白表

达。结果显示, 与对照组细胞相比, 敲低Cyr61组的

HEK293T细胞的Cyr61蛋白表达明显下降(P<0.05)
(图5)。证实HEK293T细胞的Cyr61基因已成功被敲

低。

2.3   基因测序结果 
敲低Cyr61基因后, 常规培养细胞, 提取RNA, 经

PCR扩增后外送进行基因测序。测序结果与原序列

进行对比(图6), 结果显示, 敲低Cyr61基因后的细胞

存在多个位点的碱基突变和缺失, 图中红色框所示。

2.4   Cyr61对HEK293T细胞活力的影响 
为了检测敲低Cyr61后对HEK293T细胞增殖的

A: 24 h明场观察的细胞; B: 转染24 h后相差荧光显微镜下观察的细胞; C: 48 h明场观察的细胞; D: 转染48 h后相差荧光显微镜下观察的细胞。

A: cells observed at 24 hours of light field; B: cells observed under phase contrast fluorescence microscope after 24 hours of transfection; C: cells ob-
served at 48 hours of light field; D: cells observed under phase contrast fluorescence microscope after 48 hours of transfection.

图2   转染后HEK293T细胞绿色荧光蛋白表达情况

Fig.2   Expression of green fluorescent protein in transfected cells

(A) (B)

(C) (D)

100 µm

100 µm 100 µm

100 µm

蓝色框中显示gRNA序列。

The gRNA sequences are shown in the blue box.

图3   HEK293T细胞基因测序结果

Fig.3   Sequencing result of HEK293T cells
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平均值±标准差, n=3。#P<0.05, 与对照组相比。

x
_
±s, n=3. #P<0.05 vs control.

图4   敲低Cyr61后Cyr61 mRNA的表达水平

Fig. 4   Cyr61 expression level after Cyr61 knocked down 
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图5   敲低Cyr61后 Cyr61蛋白表达变化

Fig.5   Expression of Cyr61 protein after knocking down Cyr61

红色框中显示突变碱基。

The mutant bases are shown in the red boxes.
图6   敲低Cyr61后与原基因序列对比分析

Fig.6   Comparison of Cyr61 knocked down with original gene sequence
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平均值±标准差, n=3。#P<0.05, 与对照组相比。

x
_
±s, n=3. #P<0.05 vs control.

图7   CCK8检测敲低Cyr61对HEK293T细胞活力的影响

Fig.7   CCK8 method was used to detect the viability of Cyr61 knocked downed HEK293T cells
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图8   流式检测敲低Cyr61对HEK293T细胞凋亡的影响

Fig.8   Flow cytometry was used to detect the apoptosis of Cyr61 knocked down HEK293T cells

影响, 我们采用CCK8法检测HEK293T细胞活力情

况。与对照组相比, Cyr61基因敲低后CCK8检测活

力明显增高(图7)。
2.5   Cyr61对HEK293T细胞凋亡的影响 

为了检测敲低Cyr61后对HEK293T细胞凋亡的影

响, 我们采用流式细胞技术及AnnexinV-FITC/PI染色法

检测HEK293T细胞凋亡情况。结果显示, 与对照组

相比, Cyr61基因敲低后凋亡率明显降低(P<0.05)(图
8)。

3   讨论
Cyr61又称CCN1, 由内皮细胞、成纤维细胞和
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平滑肌细胞分泌产生, 是细胞外基质的重要组成部

分[2]。Cyr61是近年来国内外生物医学领域研究的

热点之一。它是细胞外基质相关的信号分子, 具有

调节多种信号通路的能力, 在不同的生物过程中发

挥着重要作用。在体外, CCN1蛋白可通过与细胞表

面不同受体整合素相结合, 介导不同细胞细胞外基

质的重塑、细胞增殖、分化和黏附、促进细胞迁移, 
血管形成和诱导细胞凋亡。在体内, Cyr61也在胚胎

的发育、血管的形成、软骨的分化及肿瘤的发生发

展中起着重要的作用[11]。近年来研究发现, Cyr61参
与了动脉粥样硬化、类风湿性关节炎、慢性炎症性

疾病等疾病的发生与发展[8,12-13]。更重要的是, 大量

研究表明, Cyr61在不同类型的肿瘤中发挥着不同的

作用。例如, Cyr61在乳腺癌[14]、卵巢癌[15]、骨肉瘤[16]

中过表达, 且与癌细胞的增殖、转移及肿瘤预后密

切相关; 但是另外的研究却发现, Cyr61在非小细胞

肺癌[17]、前列腺癌[18]中的表达量降低。

虽然Cyr61的功能被逐步研究发现, 但目前对

其发挥作用的分子机制尚不完全清楚。更重要的是, 
Cyr61在不同的细胞或环境中与不同的受体整合素

相结合可能发挥着完全相反的作用[19]。所以找到一

种有效的研究工具对深入研究Cyr61的功能尤为重

要。

基因功能分析对于理解正常生理和疾病发病

机制至关重要。迅速发展的基因编辑技术通过改造

细胞的遗传特性已成为在细胞水平上研究基因功

能的重要手段之一。近来, 在体外和体内模型中, 锌
指核酸酶(zinc-finger nucleases, ZFN) 、转录激活因

子样效应物核酸酶(transcription activator-like effector 
nucleases, TALEN)和CRISPR/Cas9系统已被广泛地应

用于各种基因功能的研就[20-21]。与ZNF和TALEN相

比, CRISPR/Cas9系统具有设计更方便、更灵活、成

本更低等优点[10]。更重要的是CRISPR/Cas9系统是

一种在gRNA的指导下, 在基因组水平上对目的基因

DNA序列进行改造的定点编辑技术, 转染结果更稳

定, 所以更适合应用于实验周期较长的研究中[22-24]。

即便如此, CRISPR/Cas9系统由于序列较短、基因中

存在较多相似之处, 所以转染时可能出现较高的脱

靶率[25]。在我们的实验中, 为了保证敲低效率, 我们

设计了三个gRNA靶点。我们的实验结果显示, 利用

CRISPR/Cas9技术可以实现Cyr61基因在HEK293T
细胞稳定低表达, 所筛选出的稳定转染细胞株可用

于后续细胞水平的实验研究。

既往的研究表明, 作为CCN家族的成员, Cyr61
通过直接结合整联蛋白和硫酸肝素蛋白多糖或激

活多种信号 转导途径介导细胞存活、增殖、分化、

迁移、黏附和细胞外基质的合成[3]。Sun等[26]研究

发现, Cyr61可以通过PI3K/Akt信号通路促进脉络膜

新生血管形成。Gao等[27]研究发现, 在肺动脉高压中

高表达的Cyr61可以通过Akt途径促进肺动脉平滑肌

细胞增殖。Cyr61在细胞凋亡的调节中的作用至今

没有统一的结论。Pilarsky等[18]研究发现, Cyr61在
前列癌中表达降低, 过表达的Cyr61可以抑制前列腺

癌细胞增殖, 促进其凋亡; 然而Jin等[28]的研究却发

现, 在前列腺癌DU145细胞中降低的Cyr61可以抑制

该胞增殖, 促进其凋亡。所以, Cyr61具体功能需要

进一步研究证实。本研究通过CRISPR/Cas9技术构

建了Cyr61敲低的HEK293T细胞株。我们进一步研

究敲低Cyr61后对HEK293T细胞增殖及凋亡的影响, 
我们发现, 敲低Cyr61以后可明显促进HEK293T细
胞的增殖, 降低凋亡。这将为深入揭示Cyr61在疾病

的发生发展中的机制奠定良好的基础。但是, Cyr61
的作用机制及疾病的发生发展机制均是极其复杂的

过程, 所以要真正揭示Cyr61在疾病的发生发展过程

中的详细机制, 还有待进一步研究。
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