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基于AAVS1位点构建稳定表达Cas9蛋白的

非小细胞肺癌细胞系
方未英  张啸宇  顾婷玉  陈跃磊  邵婷*

(中国科学院分子细胞科学卓越创新中心细胞库/干细胞库, 上海 200031)

摘要      该研究旨在利用CRISPR/Cas9介导的同源重组技术将Cas9基因序列整合入非小细胞

肺癌A549细胞基因组中的AAVS1位点, 建立稳定表达Cas9蛋白的A549单克隆细胞系。该技术避免

了Cas9基因随机整合进入基因组带来的潜在风险。通过PCR、Western blot、CCK-8、STR技术分

别检测A549单克隆细胞系的插入位点、Cas9蛋白水平、细胞增殖能力、基因编辑能力以及细胞

身份信息。上述结果显示, 在单克隆细胞系A549 Cas9-copGFP-1中Cas9基因准确插入至AAVS1安
全位点并高表达Cas9蛋白, 细胞增殖能力未发生改变。此外, 该细胞还具有良好的基因编辑能力, 
细胞身份信息准确无误。总之, A549 Cas9-copGFP-1细胞可用于进一步的基因编辑, 为肺癌相关基

因的高通量筛选和功能性研究提供一种有力工具。
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Establishment of a Non-Small Cell Lung Cancer Cell Line Stably 
Expressing Cas9 Protein at AAVS1 Safe Harbor Locus

FANG Weiying, ZHANG Xiaoyu, GU Tingyu, CHEN Yuelei, SHAO Ting*
(Cell Bank/Stem Cell Bank, Center for Excellence in Molecular Cell Science, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China)

Abstract       This study aimed to create an A549 monoclonal cell line with stable expression of Cas9 protein 
by knocking in a Cas9 expression cassette into the AAVS1 safe harbor locus of non-small cell lung cancer A549 
cell line using CRISPR/Cas9-mediated homologous recombination technology. This technology avoided the poten-
tial risks of random Cas9 integration into the genome. The insertion site, Cas9 protein expression, cell prolifera-
tion, gene editing capability and cell identity of A549 monoclonal cell lines were validated by PCR, Western blot, 
CCK-8 and STR analyses, respectively. The above results showed that Cas9 cassette was successfully inserted into 
the AAVS1 safe harbor locus of the monoclonal cell line named A549 Cas9-copGFP-1, which highly expressed 
Cas9 protein without significant differences in cell viability compared to unmodified A549 cells. Moreover, this cell 
line had significant gene editing capability and correct STR profiles. Overall, A549 Cas9-copGFP-1 could be fur-
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CRISPR(clustered regularly interspersed short pal-
indromic repeat)是细菌和古细菌防御病毒或噬菌体

入侵的免疫系统, 可将外源DNA序列整合到CRISPR
序列中。其中CRISPR/Cas9是目前使用最广泛的基

因编辑系统 , 具有核酸内切酶活性的Cas9(CRISPR 
associated 9)蛋白与 sgRNA组成复合体 , 靶向目标位

点附近的PAM序列即可对外源DNA进行特异性切

割 , 实现基因的高效编辑 [1-3], 在肺癌 [4-7]、肝癌 [8-10]、

乳腺癌 [11]等癌症及心血管疾病 [12]、艾滋病 [13]等疾病

的研究、治疗中多有应用。常用的CRISPR/Cas9基
因编辑方法有病毒载体法、非病毒载体法和物理方

法 (如显微注射、电穿孔法 )等。然而病毒载体中的

慢病毒载体会随机整合入靶细胞基因组 , 可能造成

内源基因和靶基因的未知改变 , AAV载体的装载量

有限, 难以承载4 Kb多的Cas9基因序列, 且病毒载体

在转染过程中会产生病毒颗粒 , 操作风险较高。物

理方法对操作技术和设备要求严格 , 容易造成细胞

的机械损伤及死亡。如何建立一种高效、安全、便

捷的细胞基因编辑方案成为整个技术研发过程中的

重要步骤。AAVS1安全位点位于人类第19号染色体

上 , 外源基因插入到该位点能在不影响细胞正常生

命活动的情况下确保插入基因长期、稳定的表达[14]。

因此, 采用基于该安全位点的基因定点插入技术, 可
有效降低随机插入给基因组带来的未知改变风险。

肺癌是全世界致死率最高的癌症之一 , 其五

年生存率仅为 15%。肺癌根据组织病理学可分为

两大类 : 非小细胞肺癌 (non-small cell lung cancer, 
NSCLC)(80%~85%)和小细胞肺癌 (15%~20%)[15]。

NSCLC由于其发展和扩散相对缓慢 , 且早期缺乏

典型的临床症状 , 通常被发现时已处于中晚期。非

小细胞肺癌A549细胞是肺癌研究最常用的细胞系

之一 , 在PubMed上已有近4万项研究。本研究使用

CRISPR/Cas9技术将靶向AAVS1位点的切割质粒

AAVS1-sgRNA-Cas9和Cas9供体质粒AAVS1-Cas9 
donor转入非小细胞肺癌A549细胞。利用梯度稀释

法构建了稳定表达Cas9蛋白的单克隆细胞系 , 并命

名为A549 Cas9-copGFP-1。这为今后探究在NSCLC
的发生、转移机制中的关键基因 , 以及进一步研发

新的治疗药物和治疗手段提供了一种有力的工具细

胞。

1   材料与方法
1.1   细胞、菌种与质粒

A549细胞来源于中国科学院细胞库/干细胞库; 大
肠杆菌 trans-5α购自北京全式金生物技术股份有限公

司; 质粒AAVS1-sgRNA-Cas9、AAVS1-Cas9 donor(图1)
均由GeneCopoeia公司构建。

1.2   试剂

F-12K培养基、Opti-MEM、Lipofectamine 
3000购自美国 Invitrogen公司 ; 胎牛血清FBS购自

美国Gibco公司 ; PBS、蛋白裂解液、氨苄、BSA、

30%丙烯酰胺、N,N,N’,N’-四甲基乙二胺、TAE、
SDS、pH6.8 Tris-HCl、pH8.8 Tris-HCl、琼脂糖、

电泳缓冲液、转移缓冲液购自生工生物工程 (上
海 )股份有限公司 ; 无内毒素质粒小提中量试剂盒、

DNA marker购自天根生化科技 (北京 )有限公司 ; 兔
抗人CRISPR-Cas9多克隆抗体、辣根过氧化物酶

标记的山羊抗兔 IgG抗体购自英国Abcam公司 ; 兔
抗人β-Actin单克隆抗体购自美国CST公司 ; 聚乙烯

亚胺 (polyethyleneimine, PEI)购自翌圣生物科技 (上
海 )股份有限公司 ; QuickExtract™ DNA提取液购自

美国LGC Biosearch Technologies公司; 2× Rapid Taq 
Master Mix购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司; BCA购自试剂盒购自美国Thermo Fisher公司; 阴
性对照 sgRNA、阳性对照 sgRNA试剂盒购自美国

Dharmacon公司 ; 嘌呤霉素购自上海索宝生物科技

有限公司。

1.3   方法

1.3.1   质粒转染A549细胞      采用AAVS1-sgRNA-
Cas9和AAVS1-Cas9 donor质粒分别转化大肠杆菌

trans-5α感受态细胞 , 将菌液涂布于具有氨苄抗性的

LB平板, 筛选阳性重组质粒后小抽并测定质粒浓度。

当A549细胞在6孔板中密度达到40%~50%时进行转

染。将2 μg AAVS1-sgRNA-Cas9质粒、2 μg AAVS1-
Cas9 donor质粒和5 μL 1 mg/mL的PEI转染试剂混合

在100 μL无血清F-12K培养基中 , 室温静置20 min。

ther used for gene editing, providing a powerful tool for high-throughput screening and functional studies of lung 
cancer-related genes.

Keywords       CRISPR/Cas9; AAVS1 locus; non-small cell lung cancer cell line
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再将混合物滴加到 6孔板中 2个孔 , 另设 2个不加转

染质粒的孔作为空白组。轻柔混匀后于37 °C、5% 
CO2培养箱中培养, 24 h后更换为含10% FBS的F-12K
培养液。

1.3.2   嘌呤霉素筛选浓度探索      将对数生长期的

A549细胞按每孔4 000个细胞铺于96孔板中, 待细胞

贴壁后, 每孔加入终浓度为0.062 5、0.125、0.25、0.5、
1、2、4 μg/mL的嘌呤霉素 , 置于37 °C、5% CO2培

养箱中培养48 h。每孔加入10 μL CCK8溶液37 °C孵
育1 h后使用酶标仪对待测样品进行波长为450 nm
处的吸光度值的检测, 计算细胞相对活力。

1.3.3   筛选A549 Cas9重组多克隆细胞      选择2 μg/mL
的嘌呤霉素筛选转染后的A549细胞培养48 h, 48 h
后更换为1 μg/mL的嘌呤霉素持续培养5天至空白组

细胞全部死亡。将转染组存活细胞收集、传代、扩

增, 取1/5细胞用于基因敲入验证。

1.3.4   筛选A549 Cas9单克隆细胞      用梯度稀释法

将Cas9多克隆细胞分散于96孔板中 , 保证每孔不多

于1个细胞。将96孔板放在37 °C、5% CO2培养箱中

培养8天 , 显微镜下对含单群落的孔进行标记 , 用荧

光显微镜观察单克隆细胞是否表达绿色荧光 , 得到

两株A549 Cas9单克隆细胞株: A549 Cas9单克隆1#、
A549 Cas9单克隆2#。对单克隆细胞进行扩增, 待长

满T25瓶后, 37 °C消化至细胞自然脱落, 1 000 r/min
室温离心5 min, 取T25瓶中1/3细胞进行传代 , 其余

细胞用于后续基因组提取和总蛋白提取。

1.3.5   AAVS1位点基因敲入的验证      片段插入

验证 PCR的引物组合分别设在 5′端AAVS1重组臂

(5′AAVS1-HA-L)和 3′端AAVS1重组臂 (3′AAVS1-
HA-R)的两端。引物序列如下。3′端验证引物正向

引物 : 5′-AAG CTC ATC TGG TCT CCC TTC C-3′; 
反向引物 : 5′-TCC TGG GAT ACC CCG AAG AG-
3′。5′端验证引物正向引物: 5′-CCG GAA CTC TGC 
CCT CTA AC-3′; 反向引物: 5′-AGT AGG AAA GTC 
CCA TAA GGT CA-3′。

提取A549、A549 Cas9多克隆、A549 Cas9单
克隆细胞的基因组DNA。采用2× Rapid Taq Master 
Mix分别对重组位点 3′端、5′端重组臂进行PCR扩

增。反应条件为: 95 °C预变性3 min; 95 °C变性15 s, 
60 °C退火15 s, 72 °C延伸20 s, 30个循环; 72 °C延伸

5 min。对PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳。

1.3.6   A549多克隆和单克隆细胞系Cas9蛋白表达情

况的检测      收集稳定表达Cas9蛋白的A549 Cas9多
克隆、A549 Cas9单克隆细胞, A549细胞为阴性对照, 
用100 μL蛋白裂解液裂解细胞 , 进行SDS-PAG凝胶

(4%~20%梯度胶)电泳分离目的蛋白, 转膜, 室温封闭

A: AAVS1-sgRNA-Cas9质粒图谱; B: AAVS1-Cas9 donor质粒图谱。

A: the AAVS1-sgRNA-Cas9 plasmid vector; B: the AAVS1-Cas9 donor plasmid vector.
图1   质粒图谱

Fig.1   Plasmid profile
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1 h, 4 °C过夜孵育Anti-CRISPR-Cas9一抗 (抗体稀释

比例1000 10׃)、β-actin一抗 (抗体稀释比例1000 1׃), 
二抗(抗体稀释比例1000 2׃)室温孵育1 h, 扫膜。

1.3.7   A549 Cas9单克隆细胞系的STR鉴定      根据

Cas9蛋白表达情况 , 将Cas9蛋白表达量更高的A549 
Cas9单克隆2#细胞命名为A549 Cas9-copGFP-1, 送
至第三方上海天昊生物科技有限公司进行 STR鉴

定。利用荧光标记扩增产物长度多态分析方法对

样本进行 9个STR核心位点分型。得到的STR数据

结果使用Cellosaurus CLASTR(https://web.expasy.
org/cellosaurus-str-search/)数据库进行比对。

1.3.8   细胞增殖能力检测      将A549细胞和A549 
Cas9-copGFP-1细胞于 37 °C消化至自然脱落 , 计
数 , 以每孔 4 000个细胞的量铺于96孔板中 , 将其放

入 37 °C、5% CO2培养箱中培养 48 h。每孔加入

10 μL CCK8溶液37 °C孵育1 h后使用酶标仪对待测

样品进行波长为450 nm处的吸光度值的检测 , 计算

细胞相对活力。

1.3.9   检验单克隆细胞株的基因编辑能力      将
A549细胞和A549 Cas9-copGFP-1细胞以每孔4 000
个细胞的量铺于96孔板过夜 , 第二天吸除原培养液 , 
每孔加入90 μL 10% FBS的F-12K培养液。阴性对

照和阳性对照 sgRNA按照0 nmol/L、0.03 nmol/L、
0.1 nmol/L、0.3 nmol/L和1 nmol/L浓度分别稀释在

10 μL Opti-MEM中 , 每孔使用0.3 μL Lipofectamine 
3000室温孵育10~15 min, 分别转染 A549细胞和

A549 Cas9-copGFP-1细胞, 37 °C、5% CO2培养箱中

培养48 h后, 每孔加入10 μL CCK8溶液37 °C孵育1 h
后使用酶标仪对待测样品进行波长为450 nm处的吸

光度值的检测, 计算细胞相对活力。

2   结果
2.1   嘌呤霉素对A549细胞杀伤浓度的探索

使用0.062 5、0.125、0.25、0.5、1、2、4 μg/mL
浓度梯度的嘌呤霉素探索其对靶细胞的最适杀伤

浓度, 结果显示2 μg/mL的嘌呤霉素作用48 h能杀死

98.64%的A549细胞(图2), 因此, 本研究选取2 μg/mL
嘌呤霉素作为阳性细胞的筛选浓度, 1 μg/mL嘌呤霉

素作为阳性细胞的持续培养浓度。

2.2   A549 Cas9多克隆和单克隆细胞插入位点验证

通过同源重组位点PCR验证AAVS1-Cas9 donor
供体载体装载的DNA片段是否被特异整合到A549 

Cas9多克隆、A549 Cas9单克隆的 AAVS1位点。

A549细胞作为阴性对照没有扩增出特异性验证片

段 , A549 Cas9多克隆1#、2#, A549 Cas9单克隆1#、
2#分别用3′端和5′端同源重组验证引物组合均扩增

出特异性验证片段 , 其中3′端PCR产物为1.2 Kb(图
3A), 5′端PCR产物为1.1 Kb(图3B), 片段大小正确 , 
说明质粒片段正确插入AAVS1位点。A549 Cas9单
克隆1#、2#细胞的3′端同源重组验证引物组合PCR
产物条带相对于5′端较弱, 可能是3′端重组位点的染

色体结构、修饰和该区域的序列影响了PCR的扩增

效率。 
2.3   A549多克隆和单克隆细胞Cas9蛋白表达验证

为检测A549多克隆和单克隆细胞Cas9蛋白表

达情况, 我们收集细胞总蛋白进行Western blot检测。

结果如图4所示, A549细胞作为阴性对照不表达Cas9
蛋白 , A549 Cas9多克隆1#、2#, A549 Cas9单克隆

1#、2#均表达Cas9蛋白。其中, A549 Cas9单克隆2#
的Cas9蛋白表达量要显著高于A549 Cas9单克隆1#。
因此选择A549 Cas9单克隆2#作为构建细胞文库的

候选细胞系, 并将其命名为A549 Cas9-copGFP-1。   
2.4   荧光显微镜观察单克隆细胞的GFP表达

用荧光显微镜分别对A549细胞、A549 Cas9-
copGFP-1细胞进行拍照。结果如图5所示 , A549细
胞不显示绿色荧光 , A549 Cas9-copGFP-1细胞可观

察到明显的绿色荧光。这说明AAVS1-Cas9 donor质
粒被成功转入A549 Cas9-copGFP-1并稳定表达。

2.5   A549 Cas9-copGFP-1的STR鉴定

构建基因编辑单克隆细胞需要经历多种操作 , 
历时约1个月 , 其间可能出现细胞的STR特征改变、

细胞间交叉污染等现象。因此我们对构建的细胞株

进行了STR检测。结果显示A549 Cas9-copGFP-1与
A549细胞9个核心STR位点信息100%匹配(表1)。该

结果说明所获得的A549 Cas9-copGFP-1细胞身份信

息准确无误 , 且在构建过程中未发生细胞间交叉污

染。

2.6   A549 Cas9-copGFP-1的增殖活性检测

为了检验表达 Cas9蛋白对 A549细胞增殖能

力是否造成影响 , 将同等数量的A549细胞与A549 
Cas9-copGFP-1细胞在相同培养条件下培养 48 h进
行细胞活力对比。实验结果显示 , 两种细胞活力基

本一致 (图6), 说明A549 Cas9-copGFP-1细胞的增殖

能力较A549细胞无明显差异 , 稳定表达Cas9蛋白对
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1: 未经修饰的A549细胞; 2: A549 Cas9多克隆1#; 3: A549 Cas9多克隆2#; 4: A549 Cas9单克隆1#; 5: A549 Cas9 单克隆2#。 
1: unmodified A549 cells; 2: A549 Cas9 polyclon 1#; 3: A549 Cas9 polyclon 2#; 4: A549 Cas9 monoclon 1#; 5: A549 Cas9 monoclon 2#. 

图4   Western blot检测细胞Cas9蛋白的表达情况

Fig.4   Western blot detection of Cas9 protein expression 

Cas9
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图2   嘌呤霉素作用A549细胞48 h的毒性曲线图 
Fig.2   The killing curve of puromycin effect on A549 cells for 48 h
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A: 3′端同源臂PCR扩增产物电泳图; B: 5′端同源臂PCR扩增产物电泳图。1: 未经修饰的A549细胞; 2: A549 Cas9多克隆1#; 3: A549 Cas9多克隆
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A: electrophoresis of 3′ homology arm PCR amplification products; B: electrophoresis of 5′ homology arm PCR amplification products. 1: unmodified 
A549 cells; 2: A549 Cas9 polyclon 1#; 3: A549 Cas9 polyclon 2#; 4: A549 Cas9 monoclon 1#; 5: A549 Cas9 monoclon 2#.

图3   PCR验证片段插入A549细胞AAVS1位点

Fig.3   PCR validation of fragment insertion into the AAVS1 locus in A549 cells
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A549细胞的活性无影响。

2.7   A549 Cas9-copGFP-1基因编辑能力验证

阳性对照 sgRNA可以靶向细胞基因组的多个

位点 , 造成DNA双链断裂 , 激活细胞发生非同源末

端链接 , 引起碱基的随机插入或错配 , 导致细胞发

生死亡。在转染 48 h内就可以明显观察到细胞死

亡、贴壁细胞数量减少等现象 , 从而评估细胞活

性。转染 48 h后在倒置显微镜下观察 , 发现阳性

对照 sgRNA浓度梯度依赖性地促进细胞死亡 , 其
中0.03 nmol/L阳性对照 sgRNA使54.26%的细胞死

亡, 1 nmol/L阳性对照sgRNA使81.90%的细胞死亡。

A549 Cas9-copGFP-1转染阴性对照 sgRNA后未引
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起细胞活力变化。作为对照的A549细胞转染阴性

对照和阳性对照 sgRNA后对细胞活力均无影响 (图
7)。

3   讨论
肺癌作为一种常见肿瘤 , 具有恶性率高、生存

率低的特点 , 其中NSCLC发生率最高。手术和放疗

表1   A549 Cas9-copGFP-1 STR图谱

Table 1   STR profile of A549 Cas9-copGFP-1

匹配率

Match 
rate

细胞目录号

Cell serial
细胞名称

Cell name

位点名称

Locus names

D5S818 D13S317 D7S820 D16S539 VWA TH01 AM TPOX CS-
F1PO

100% CCL-185 A549 11,11 11,11 8,11 11,12 14,14 8,9.3 X,Y 8,11 10,12

100% IFO50153 A549 11,11 11,11 8,11 11,12 14,14 8,9.3 X,Y 8,11 10,12

100% JCRB0076 A549 11,11 11,11 8,11 11,12 14,14 8,9.3 X,Y 8,11 10,12

100% RCB0098 A549 11,11 11,11 8,11 11,12 14,14 8,9.3 X,Y 8,11 10,12

图6   表达Cas9蛋白对A549细胞活力影响的检测结果

Fig.6   Results of the effect of expression of Cas9 protein on A549 cell viability
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图5   A549和A549 Cas9-copGFP-1细胞的GFP表达情况

Fig.5   Detection of GFP in A549 and A549 Cas9-copGFP-1 cells
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是肺癌的最佳治疗方法, 然而后续仍将面临高转移、

易复发、预后差的挑战 , 肺癌被认为是最难攻克的

肿瘤之一。因此通过研究肺癌发生、转移机制 , 筛
选、研发潜在靶向药物及治疗手段显得尤为重要。

肿瘤细胞系作为一种重要的实验材料可以在体外模

拟肿瘤的增殖、迁移、侵袭等行为 , 帮助研究者探

索肿瘤发生、发展过程中的相关特异性基因 , 为寻

找安全有效的药物靶点提供更多可能性。A549是
非小细胞肺癌研究最常用的细胞之一 , 研究人员使

用CRISPR/Cas9技术构建同时携带 sgRNA和Cas9序
列的单一载体对A549细胞进行转染 , 获得了一系列

肿瘤相关基因敲除的A549细胞模型。例如 , 敲除E
盒结合锌指蛋白1(zinc finger E-box binding homeo-
box 1, ZEB1)、ZEB2后 , 可以通过抑制肿瘤上皮–间
充质转化进程, 降低A549细胞的增殖、转移能力[16]; 
迁移体标记基因4(tetraspanin 4, TAPAN4)的缺失则

不会影响A549细胞的迁移能力 [17]; 泛素特异性肽酶

15(ubiquitin specific peptidase 15, USP15)基因被敲除

A: 用0 nmol/L、0.03 nmol/L、0.1 nmol/L、0.3 nmol/L、1 nmol/L 阴性对照sgRNA和阳性对照sgRNA分别转染A549和A549 Cas9-copGFP-1细胞

48 h后的细胞形态图; B: 细胞活力对比图。***P<0.001。
A: cell morphology of A549 and A549 Cas9-copGFP-1 cells after transfected with 0 nmol/L, 0.03 nmol/L, 0.1 nmol/L, 0.3 nmol/L, 1 nmol/L negative 
control and positive control sgRNA for 48 h; B: comparative pictures of cell viability. ***P<0.001.

图7   A549 Cas9-copGFP-1细胞基因编辑能力检测

Fig.7   Gene editing ability assay of A549 Cas9-copGFP-1 cells
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后 , 关键肿瘤促进基因显著上调的同时多个肿瘤抑

制基因明显下调, 提示USP15负调节TRAF6-BECN1
信号轴参与调控肿瘤发展进程 [18]。这些发现有效推

进了NSCLC发展、迁移、侵袭过程中相关分子和

细胞机制的研究。

目前常用慢病毒载体法构建表达Cas9蛋白的

细胞株 [19-20], 然而慢病毒载体介导的基因序列插入

具有随机性 , 可能导致细胞出现未知的基因改变、

插入点附近基因沉默或随机表达不相关基因等情

况 , 给后续的细胞传代、实验结果重复等方面带来

不利影响。具有高负载能力、高安全性和低免疫

原性的非病毒载体开始得到关注 , 在CRISPR/Cas9递
送中发挥重要作用。本文使用非病毒载体系统 , 将
基因组切割质粒AAVS1-sgRNA-Cas9和Cas9序列

供体质粒AAVS1-Cas9 donor共同转入A549细胞 , 
在AAVS1位点进行特异性切割 , 造成DNA双链断

裂 , 诱导同源重组修复途径发生 , 促使供体克隆上

的DNA片段整合到基因组上的AAVS1安全位点。

AAVS1位点在包括胚胎干细胞在内的许多细胞中长

期、稳定表达 , 且该位点的插入不会引起任何已知

的疾病, 被认为是基因修饰的安全位点, 在基因编辑

技术中被广泛使用[21-22]。

本研究构建的稳定表达Cas9蛋白的单克隆细

胞系A549 Cas9-copGFP-1, 与A549相比细胞活力没

有明显差异, 增殖能力未受影响, 且具有良好的基因

编辑能力 , 后续只需根据实验需求设计靶向 sgRNA
进行转染即可快速、简便地实现目标基因的特异

性编辑 , 尤其适合 sgRNA文库筛选。ZHANG等 [23]

使用稳定表达Cas9蛋白的HT29细胞同时进行 7万
多条 sgRNA的文库筛选 , 极大加速了寻找伤寒沙门

氏菌引起肠道上皮细胞坏死的关键信号通路和相

关基因的研究进程。此外 , 利用表达Cas9蛋白的目

标细胞进行全基因组CRISPR/Cas9 sgRNA筛选 , 研
究人员发现肿瘤抑制基因肝激酶B1(liver kinase B1, 
LKB1)是肺腺癌原发肿瘤中染色质可及性的主要

调控基因 , 可以促进肿瘤的转移 [24], 还提示参与嘌

呤生物合成的磷酸核糖氨基咪唑琥珀酰胺合成酶

(phosphoribosylaminoimidazole succinocarboxamide 
synthase, PAICS)可以作为治疗急性骨髓性白血病的

潜在靶点 [25]。与早期需要针对每条sgRNA设计构建

单一载体将Cas9和目标sgRNA转染入靶细胞的工作

相比 [26], 先将Cas9基因转入细胞中 , 构建出稳定表

达Cas9蛋白的细胞株 , 然后按需转入相应的 sgRNA
文库, 转染效率更高、操作更简便, 便于实现基因的

高通量筛选。尽管我们的实验证明Cas9的稳定表达

对A549细胞的增殖活力没有显著影响 , 但仍可能存

在未知的影响。此外有报道称CRISPR/Cas9系统对

目标基因进行编辑时可能存在杂合插入的情况 : 对
猪睾丸细胞进行基因敲除时 , 发现纯合编辑率仅为

27.6%[27]; 在人诱导多能干细胞中进行基因编辑时发

现杂合率可以达到50%[28]。对造成这种现象的原因

及改进方法也可以进行更深度的探索。后续我们还

考虑在Cas9供体质粒AAVS1-Cas9 donor中增加四环

素调控表达元件来特异性调控Cas9基因表达水平 , 
减少Cas9持续表达给细胞带来的潜在影响。综上 , 
本研究为肺癌相关基因的高通量筛选和功能性研究

提供了一种背景均一的工具细胞株 , 为肿瘤机制研

究及大规模药物筛选提供了有效的研究途径。
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