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技术与方法

敲除端粒酶TERC基因的人Calu3细胞模型的构建

及功能验证
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摘要      该文基于一种可诱导的DD-Cas9系统构建敲除端粒酶TERC基因的人Calu3细胞模型, 
并对其功能进行验证。将靶向TERC序列的sgRNA克隆至载体pLenti-DD-Cas9-Flag上, 慢病毒包装

后感染Calu3细胞, 对筛选获得的单克隆细胞添加小分子化合物甲氧苄啶(trimethoprim, TMP)药物

诱导Cas9蛋白表达, 实现对端粒酶RNA组分的敲除。单克隆细胞培养后鉴定其端粒酶活性、端粒

长度的变化, 并进行细胞衰老染色的实验。结果显示成功构建了pLenti-DD-Cas9-Flag-sgTERC重组

质粒, 并利用DD-Cas9高效、便捷的特点完成了对TERC基因的可诱导性编辑。测序结果表明, 单
克隆细胞中TERC序列部分敲除; TRAP实验显示端粒酶活性均有下调; 提取细胞基因组用qPCR的
方法进行端粒长度检测,  结果显示其端粒长度明显缩短; 同时, 与野生型细胞相比较, TERC序列敲

除的细胞出现明显衰老。总之, TERC基因的缺失导致细胞出现端粒酶活性下降、端粒长度缩短及

衰老的现象, 可诱导敲除端粒酶TERC基因的人Calu3细胞模型为后续对细胞衰老相关研究奠定了

基础。
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Abstract       This study aimed to construct a human Calu3 cell model with telomerase TERC gene knockout 
based on an inducible DD-Cas9 system, and its function was verified. The sgRNA targeting TERC sequence was 
cloned into the vector pLenti-DD-Cas9-Flag, and the lentivirus was packaged and infected with Calu3 cells. The 
monoclonal cells obtained by screening were added with the small molecule compound TMP (trimethoprim) to 
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induce the expression of Cas9 protein to achieve the knockout of telomerase RNA components. The telomerase 
activity, changes in telomere length and experiments for cell senescence staining were identified after culture. The 
results showed that the pLenti-DD-Cas9-Flag-sgTERC recombinant plasmid was successfully constructed, and the 
inducible editing of the TERC gene was completed by utilizing the high efficiency and convenience of DD-Cas9. 
Sequencing results showed that the TERC sequence in the monoclonal cells was partially knocked out; TRAP ex-
periment showed that the telomerase activity was down-regulated; the cell genome was extracted and the telomere 
length was detected by qPCR, and the results showed that the telomere length was shortened significantly. Com-
pared with wild-type cells, TERC knockout cells showed obvious senescence. In conclusion, deletion of TERC gene 
leads to the phenomenon of decreased telomerase activity, shortened telomere length and senescence in cells. Hu-
man Calu3 cell model with deletion of TERC gene can be induced, which lays a foundation for subsequent studies 
on cell senescence.

Keywords        CRISPR/Cas9 system; telomerase RNA; gene knockout; cell senescence

端粒是染色体末端的一段串联重复序列, 由蛋

白质和DNA构成的“末端保护帽”, 其在不同物种细胞

中对于保持染色体稳定性和细胞活性有重要作用, 染
色体DNA复制时, DNA聚合酶不能复制末端的端粒

重复片段, 因此随着细胞的每一次分裂, 端粒长度约

缩短50~100 bp, 当端粒缩短到临界长度时, 细胞的复

制能力就会受到阻滞[1]。已有大量的实验结果表明, 
端粒的缩短可以引发细胞的复制性衰老, 即正常细胞

经过一定次数的分裂后不再继续分裂, 且细胞形态和

生理代谢活动发生显著改变。这就是“细胞衰老–端
粒学说”, 端粒也因此被命名为“生命之钟”[2-3]。端粒

酶是一种可以延长端粒末端的细胞逆转录酶, 它不

需要外源模板来合成DNA。人类端粒酶由两个重要

部分组成: 催化亚基(hTERT)和451 nt长的RNA组分

(hTERC), 后者包含一个11 nt的端粒DNA互补序列。

hTERT以hTERC为模板在端粒末端添加六碱基重

复序列(TTAGGG)来维持端粒长度[4-5]。在人细胞中

TERC基因是组成型表达的, 将端粒酶催化蛋白组分

导入端粒酶阴性的人类细胞中, 可恢复端粒酶活性, 
延长细胞寿命, 引入端粒酶的人类细胞可维持正常

的染色体补充, 并继续以正常的方式生长[6]。实际上, 
端粒维持基因包括TERT、TERC、TINF2和POT1的
缺陷可在一定程度上导致端粒病变, 加速衰老细胞

的积累, 从而多方面影响机体的正常功能[7]。衰老作

为机体必经的生物学阶段, 必然伴随着衰老相关疾

病的发生, 人类衰老机制的研究不仅有希望延缓机

体衰老, 且可以预防众多衰老相关疾病, 实现人口健

康老龄化。鉴于TERC是端粒酶不可或缺的组成部

分, 敲除细胞内TERC基因, 会使细胞丧失或下调端

粒酶活性, 从而造成细胞衰老; 构建TERC基因敲除

细胞系对于衰老相关研究显得尤为必要。

随着基因编辑技术的发展成熟, 转基因衰老细

胞模型也逐渐得到广泛应用。因此, 本研究利用一

种改进的CRISPR/Cas9系统人工诱导基因编辑功

能。通过添加TMP实现对Cas9蛋白表达的控制, 在
Calu3细胞中成功实现端粒酶TERC基因的可诱导性

编辑 , 对挑取的单克隆细胞进行端粒酶活性、端粒

长度以及衰老染色实验, 发现由于TERC基因序列的

部分敲除, 该细胞端粒酶活性出现一定程度的减弱, 
端粒长度明显缩短, 并且导致细胞发生衰老; 这有力

证明了端粒酶活性的维持对于细胞增殖的重要性, 
该系统的建立成为一种直接、快速地诱导体外细胞

衰老的方法。 

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株和质粒      293T细胞由本实验保存; 
Calu3细胞购于北京协和细胞资源中心; Trans 5α感
受态细胞购自北京擎科生物科技有限公司; pLenti-
Cas9-v2质粒来自麻省理工学院博德研究所的张锋

团队; 后期本实验室将原质粒的Cas9蛋白与FKBP12
衍生的不稳定结构域DD进行重组, 构建出pLenti-
DD-Cas9-Flag质粒。 
1.1.2   主要试剂      sgRNA由北京博迈德基因技

术有限公司合成 ; 限制性内切酶 BsmbI购自 New 
England Biolabs公司 ; 胶回收试剂盒以及PBM23-
TOPO-Clone Smart Kit均购自北京博迈德基因技

术有限公司 ; 质粒小提试剂盒购自Axygen公司 ; 基
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因组提取试剂盒购自Bimake公司 ; DMEM培养基

购自Macgene公司 ; 胎牛血清购自ExCell Bio公司 ;
兔抗Flag-HRP(A8592)抗体购自Sigma公司 ; 兔抗

β-actin(40008)抗体购自proteintech公司; β-半乳糖苷

酶活性检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司; TRAPeze(S7700)购自Millipore公司; 基因组DNA
提取试剂盒购自NanoMagBio公司; 鼠尾直接PCR试
剂盒购自Biomake公司。

1.2   方法

1.2.1   sgRNA的设计与寡核苷酸链的合成      在
NCBI中找到TERC的基因序列(Gene ID: 7012), 我们

靶向TERC序列分别设计两条 sgRNA, 根据网站中

的评分选择得分高、脱靶效应较低的 sgRNA序列 , 
于北京博迈德基因技术有限公司进行寡核苷酸链

的合成 , 如表1所示 , 并将其命名为 sgTERC-NAR和
sgTERCp-2。
1.2.2   载体构建      用BsmbI内切酶切割线性化质粒

pLenti-DD-Cas9-Flag(1~2 μg), 按照胶回收试剂盒说

明书进行切胶回收。sgTERCp-2与 sgTERC-NAR两
条寡核苷酸单链分别退火形成双链: 取等量的上游

链和下游链各5 μL混合(终浓度为10 μmol/L), 10× 
T4 DNA连接酶缓冲液5 μL, 补水至50 μL。程序如下: 
95 °C 5 min, 72 °C 10 min自然降温至室温。连接体

系: 线性化pLenti-DD-Cas9-Flag质粒50 ng, sgTERC
寡核苷酸双链1 μL, 10× T4 DNA 连接酶缓冲液1 μL, 
T4 ligase 1 μL, 补水至10 μL, 25 °C室温连接2 h后进

行转化, 于含氨苄抗性的LB平板上涂布, 次日挑取

单克隆菌落, 按照质粒小提试剂盒说明书进行质粒

提取并将其送至北京博迈德基因技术有限公司测序

验证。

1.2.3   细胞培养与构建稳定敲除TERC的单细胞克

隆      Calu3细胞培养条件: DMEM培养基(含10%
胎牛血清),  37 °C、5% CO2恒温培养。正常培养的

293T细胞待细胞密度至60%~70%时 , 将质粒pAX2、

pVSVG、pLenti-DD-Cas9-Flag-sgTERCp-2、pLenti-
DD-Cas9-Flag-sgTERC-NAR以及PEI转染试剂进行慢

病毒包装。72 h后收集病毒上清, 0.45 μm滤器过滤后

获得的病毒上清液悬浮感染Calu3细胞, 48 h后加入嘌

呤霉素(终浓度为2 μg/mL)进行目的克隆的筛选, 每2
天进行一次换液, 5天后将筛选得到的细胞进一步计

数接种于12孔板, 培养后挑取单克隆细胞接种于24孔
板中, 待细胞扩增至6孔板时, 将单克隆细胞分为两

份, 选取其中一份加入TMP(终浓度为10 μmol/L)处理

7天, 诱导Cas9蛋白行使基因编辑功能。收取处理好

的细胞采用RIPA裂解液于冰上进行裂解操作30 min, 
4 °C、12 000 r/min离心15 min后取上清加入5× 蛋白

上样缓冲液混匀, 沸水中煮样15 min, 12 000 r/min离
心5 min, 取上清液进行SDS-PAGE(80 V, 30 min; 130 V, 
1 h), 转NC膜(250 mA, 2.5 h), 配制5%~10%脱脂牛奶

室温封闭1 h, 分别孵育Flag-HRP抗体(1000 2׃)以及

αR-Actin抗体(1000 4׃) 2 h, TBST洗膜(5 min, 三次)
后凝胶成像仪进行显影, 显色结果灰度值采用Image 
Lab软件分析。 
1.2.4   单克隆细胞基因组的提取      采用鼠尾直接

PCR试剂盒对筛选获得的Calu3/DD-Cas9-sgTERC单
克隆细胞进行裂解, 55 °C裂解细胞30 min, 95 °C灭活

5 min, 12 000 r/min离心5 min, 取上清作为基因组模板, 
设计扩增TERC基因的引物序列为primer1、primer2; 
PCR扩增体系 : 2× Gflex Buffer 25 μL, primer1 2 μL, 
primer2 2 μL, Gflex 0.5 μL, Genome 5 μL, ddH2O 15.5 μL; 
扩增程序：95 °C预变性5 min; 95 °C变性30 s, 57 °C
退火30 s, 68 °C延伸1 min, 共30个循环, 68 °C充分延

伸10 min, 扩增产物于4 °C保存。取其中3 μL进行琼

脂糖凝胶电泳检测其特异性 , 用胶回收试剂盒进行

PCR产物回收, 将回收产物与PBM23-TOPO载体进

行连接、转化, 送平板至北京博迈德基因技术有限

公司进行测序 , 测序结果与野生型Calu3细胞TERC
基因序列进行比对, 鉴定靶向敲除TERC基因是否成

表1   合成的寡核苷酸序列

Table 1   Synthetic oligonucleotide sequence
引物名称          序列(5ʹ→3ʹ)
Primer name               Sequence (5ʹ→3ʹ) 

sgTERC-NAR             Forward: 5ʹ-cac cga gcg aga aaa aca gcg cgc g-3ʹ
sgTERC-NAR             Reverse: 5ʹ-aaa ccg cgc gct gtt ttt ctc gct c-3ʹ
sgTERCp-2                 Forward: 5ʹ-cac cga cta cag cag aat ctt gtc t-3ʹ
sgTERCp-2                 Reverse: 5ʹ-aaa cag aca aga ttc tgc tgt agt c-3ʹ
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功。

1.2.5   单克隆细胞端粒酶活性、端粒长度的鉴定      
采用TRAP法对TMP处理前后的单克隆细胞端粒酶

活性进行检测 : 提前用进口EP管收集细胞样品 , 配
制好的CHAPS裂解液按TRAPeze(S7700)试剂盒说

明书提前加入RNA酶抑制剂(1 mL加入200 U), 在冰

上进行30 min细胞裂解 , 裂解后的细胞离心取上清后

进行10倍稀释 , 同时将BioRad蛋白定量试剂稀释5倍 , 
取200 μL加入10 μL稀释好的样品混匀迅速加入96孔
板中, 于酶标仪中读取D595值, 根据标准曲线算出各样

品的蛋白浓度并将浓度稀释至50 ng/μL, 换用另外一

个超净工作台配制PCR体系 : 10× TRAP反应缓冲液

2.0 μL、50× dNTP 混合物(10 mol/L) 0.4 μL、TS引物

(0.1 μg/μL) 0.4 μL、TRAP引物混合物0.4 μL、Taq 
DNA聚合酶(NEB) 0.2 μL、RNA酶抑制剂0.2 μL、蛋白

样品1 μL、DEPC H2O 15.4 μL、总体系为20 μL; PCR扩
增程序为30 °C延伸端粒序列30 min; 94 °C变性30 s, 
59 °C退火30 s, 72 °C延伸1 min, 30个循环, 72 °C充
分延伸5 min, 4 °C保存, 取出PCR样品后进行电泳检

测。

端粒长度的测定 : 使用KingFisher Flex DNA
提取仪 (Thermo Fisher)、基因组DNA提取试剂盒

(NanoMagBio)从细胞中分离基因组DNA。端粒PCR
的扩增引物为Tel1b: 5ʹ-CGG TTT (GTT TGG)5 GTT-
3ʹ, Tel2b: 5ʹ-GGC TTG (CCT TAC)5 CCT-3ʹ (引物使

用浓度为300 nmol/L)。内参基因36B4的PCR引物为

36B4u: 5ʹ-CAG CAA GTG GGA AGG TGT AAT CC-
3ʹ, 36B4d: 5ʹ-CCC ATT CTA TCA TCA ACG GGT ACA 
A-3ʹ (引物使用浓度为 500 nmol/L)。使用CFX-96 
qPCR仪进行qPCR检测, 端粒PCR程序设置为95 °C预
变性10 min, 95 °C变性15 s, 56 °C退火/延伸1 min, 20
个循环, 4 °C保存。36B4 (S) PCR程序设置为95 °C
预变性10 min, 95 °C变性15 s, 60 °C退火/延伸1 min, 
30个循环, 4 °C保存。每个样本测量两次, 用各组Tel
引物和36B4引物扩增的Ct值计算出2–∆∆Ct , 计算各个

样本的相对端粒长度。

1.2.6   衰老相关的β-半乳糖苷酶活性检测      细胞铺

板培养后取出6孔板, 弃培养液, PBS清洗10 min, 加入

1 mL β-半乳糖苷酶染色固定液, 固定约15 min, 弃去

固定液, PBS洗涤三次后加入配好的染色液, 于37 °C
恒温箱(非CO2孵箱)孵育,  3 h左右取出6孔板, PBS洗
涤后采用倒置显微镜拍照记录染色结果, Image Lab

软件对每个视野中至少200个细胞进行统计量化, 以
阳性细胞的平均百分比表示。比例尺: 20 μm。

1.2.7   统计学分析      各实验均独立重复三次, 使
用GraphPad Prism 8软件进数据统计以及图片的绘

制。定量结果数据以均数±标准差(x
_
±s)表示, 两组间

数据比较采用t检验, 多组间数据采用方差分析, 用
*P<0.05表示差异显著, **P<0.01表示差异极显著。

2   结果 
2.1   重组质粒pLenti-DD-Cas9-Flag-sgTERC的

构建

合成的寡核苷酸单链先通过退火形成双链 , 同
时用限制性内切酶BsmbI对空载质粒 pLenti-DD-
Cas9-Flag进行酶切 , 构建出 pLenti-DD-Cas9-Flag-
sgTERC载体, 菌液PCR鉴定后对阳性克隆进行质粒

提取, 并送至北京博迈德基因技术有限公司进行测

序, 根据测序结果选择正确序列的重组质粒用于下

一步实验。

2.2   pLenti-DD-Cas9-Flag-sgERC的成功表达以

及对单克隆细胞TERC基因敲除功能的鉴定

pLenti-DD-Cas9-Flag-sgTERC包装慢病毒后感

染Calu3细胞, 经Puromycin筛选后获得单克隆细胞, 
对分离获得的单克隆细胞加入TMP药物诱导处理7
天后, Western blot进行DD-Cas9-Flag融合蛋白的表

达鉴定, 以野生型Calu3细胞为阴性对照, 如图1所示

TMP诱导7天后得到的单克隆细胞中DD-Cas9-Flag
表达显著上调(P<0.001), 表明TMP的处理成功介导

Cas9蛋白的稳定表达。

同时为了鉴定DD-Cas9系统对细胞TERC基因

序列的切割效率, 采用鼠尾直接PCR试剂盒提取单

克隆细胞基因组DNA, 进行TERC区域的扩增, 切
胶回收后连接、转化感受态细胞, 送平板至北京博

迈德基因技术有限公司测序。测序结果与野生型

TERC序列对比后显示单克隆细胞TERC部分序列

被敲除(图2), 表明该系统能够有效介导Cas9蛋白对

TERC序列进行编辑。

2.3   TERC敲除细胞系的端粒酶活性检测

为检测DD-Cas9系统敲除TERC基因对端粒酶

活性的影响, 进行TRAP实验对单克隆细胞的端粒酶

活性进行检测, 未加入TMP诱导的单克隆细胞作为

阴性对照。如图3所示, 加入TMP处理后的单克隆细

胞出现较为明显的端粒酶活性下降(P<0.000 1), 证
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A: Western blot检测TMP诱导处理后DD-Cas9-Flag表达上调; B: Flag相对表达水平的定量分析。***P<0.001。
A: Western blot detected the up-regulation of DD-Cas9-Flag after TMP induction; B: quantitative analysis of the relative expression level of Flag. 
***P<0.001.

图1   DD-Cas9-Flag系统的可诱导表达

Fig.1   Inducible expression of the DD-Cas9-Flag system 
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图2   TERC基因序列的靶向敲除

Fig.2   Targeted knockout of TERC gene sequences 
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图3   TERC基因的缺失导致端粒酶活性的下降 
Fig.3   Deletion of TERC results in decreased telomerase activity 
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明TERC基因序列的部分缺失导致了细胞端粒酶活

性的降低。

2.4   TERC敲除细胞系的端粒长度检测

在端粒酶阳性的细胞中, 端粒长度的维持需要

端粒酶的参与, 即端粒酶在细胞中负责延长缩短的

端粒, 从而增强体外细胞的增殖能力, 为分析并比较

端粒酶TERC基因被部分敲除后其端粒长度的变化

情况。使用基因组DNA提取试剂盒对各细胞进行

基因组提取, 浓度测定后进行实时定量PCR, 根据所

得的CQ值, 对细胞端粒长度进行定量分析。以野生

型Calu3细胞作为对照组, 如图4所示, 加入TMP诱导

后, 继端粒酶活性降低的同时, 该部分细胞的端粒长

度也明显缩短。

2.5   衰老相关的β-半乳糖苷酶活性检测

由于细胞的DNA复制程序无法完全复制染色

体DNA末端, 在没有端粒维持机制的情况下, 端粒

随着每一轮DNA复制而缩短。在端粒长度缩短到临

界长度后会触发DDR反应(DNA损伤应答), 一个或

几个DDR信号足以触发复制性衰老 , 因此端粒酶活

性不足也可能会导致多种遗传性早衰综合征。β-半
乳糖苷酶活性是检测细胞衰老的重要指标, 如图5所
示 , 在光学显微镜下挑取的 sg4与 sg6单克隆细胞在

进行TMP处理7天后, 显示出较多高表达β-半乳糖苷

酶的细胞, 即与野生型细胞相比, 该部分细胞出现较

大程度的衰老。

3   讨论
近年来, CRISPR/Cas9技术已广泛应用于多种

生物基因组的研究, 因其高度特异性以及强效打靶

的特点, 不仅快速成为基因靶向研究的新型手段, 且
在基因组筛选、基因转录调控、基因组成像、基因

诊疗、生态应用等领域的研究中兴起 [8-10]。但目前

限制该技术使用的主要问题是利用CRISPR/Cas9组
成型表达系统 , 很难获得一些影响细胞生存能力的

基因编辑模型。此外, 已经证明Cas9的组成型表达

会增加脱靶突变的数量, 并触发DNA损伤反应[11]。

我们将FKBP12衍生的不稳定结构与Cas9蛋白进行

融合, 一方面利用了CRISPR/Cas9系统高效的基因

编辑功能, 通过添加化学药物TMP以一种快速的、

可逆的、剂量依赖性方式控制基因编辑功能。另

一方面该系统更易于在同一启动子的控制下将DD-
Cas9蛋白与其他任何目的基因共表达 , 而无需单独

对后者进行调控。这不但可用于目的基因的本质表

征和鉴定, 也为功能基因之间相互作用提供有效的

工具[12-14]。此外, 基因编辑后, Cas9蛋白的快速失活

可在一定程度上防治脱靶问题; 该可诱导模型使我

们可对TERC的基因编辑进行时间控制, 其功能性更

强。

如今, 世界人口老龄化问题日趋加重, 衰老与

慢性病之间的联系促使人们对衰老机制和延缓衰老

策略进行基础性研究。细胞衰老是机体生理功能紊

乱下降的生命退化过程, 由多种生理和病理压力因

子诱导的适应性反应, 其中细胞依然保持代谢活性

但呈现出细胞周期停滞的状态[15]。大量研究表明, 
衰老通常由损伤性刺激引起, 包括端粒缩短、DNA 
损伤剂和癌基因诱导的衰老 [16-18]。其中 , 端粒酶组

qPCR方法对细胞端粒长度进行测定。ns: 无统计学意义, ***P<0.001。
Cell telomere length was measured by qPCR. ns: not statistically significant, ***P<0.001.

图4   TERC基因的缺失导致端粒长度的缩短

Fig.4   Deletion of the TERC gene results in shortened telomere length 
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成成分TERC、端粒酶蛋白或TERT启动子元件发生

突变所引起的端粒或端粒酶功能异常将引起多种遗

传性疾病(先天性角化障碍和特发性肺纤维化)[19-21]。

端粒缩短或端粒结构破坏已成为细胞衰老的主要启

动因素。同时,  研究也表明端粒酶在肿瘤细胞的凋

亡和基因组稳定的调控过程中也发挥重要的作用, 
因此, 端粒酶介导的端粒长度的调控不仅对细胞和

组织正常运作很重要, 而且对预防和治疗衰老及与

年龄相关的疾病具有重要意义。

传统的细胞复制性衰老模型主要通过体外连

续传代培养使细胞端粒逐渐缩短进而发生自然衰

老 , 但其耗时长 , 难以在短时间内获取大量衰老细

胞。另外 , 使正常细胞暴露于衰老相关的应激条件

如活性氧、自由基活跃的外界环境下易引起早熟性

衰老。其中涉及的DNA损伤反应是一个较为复杂

的网络 [22-23]。因此需要建立高效、便捷、稳定的衰

老细胞模型以完善衰老相关研究。本文选择端粒

酶核心组分TERC进行敲除, 构建了重组质粒pLenti-
DD-Cas9-Flag-sgTERC, 并利用DD-Cas9系统获得了

TERC基因敲除的Calu3稳定细胞株 , 成功地解决了

该基因序列缺失后细胞自身生长的阻滞问题, 保证

细胞状态良好的同时完成对基因的靶向研究。研究

结果证明了端粒功能障碍是驱动细胞衰老的重要诱

因, 敲除端粒酶TERC组分构建可诱导的衰老模型有

利于各实验室的推广与应用, 也为后期对衰老相关

疾病的研究及防治提供了技术支持。 
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