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　 　 【摘要】 　 目的　 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统，敲除小鼠黑色素瘤细胞系的 ＭＡＴＰ 基因，为 ＭＡＴＰ 基因的功能研究

奠定基础。 方法　 利用 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｒｉｓｐｒ． ｍｉｔ． ｅｄｕ ／网站，设计针对ＭＡＴＰ 的特异性引物，并将引物链接到 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１
载体。 将阳性载体转染小鼠黑色素瘤细胞系 Ｂ１６Ｆ１０，利用无限稀释的方法获得转染后的单克隆细胞株。 提取不

同细胞株的基因组，通过测序的方法进一步筛选出发生 ＭＡＴＰ 基因切割的细胞株，并利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 的方法验证

ＭＡＴＰ 的表达情况。 结果　 成功获得了 ３ 株 ＭＡＴＰ 基因敲除的细胞株，Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 结果表明，该细胞株不表达

ＭＡＴＰ 蛋白。 结论 利用 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１ 载体，可以实现 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞系 ＭＡＴＰ 基因的敲除。
【关键词】 　 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９； 黑色素瘤细胞； ＭＡＴＰ； 研究
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｔｈｅ ＭＡＴＰ ｇｅｎｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｂ１６Ｆ１０ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
ｓｙｓｔｅｍ， ａｎｄ ｔｏ ｌａｙ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＭＡＴＰ ｇｅｎｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＭＡＴＰ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ
ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｐｏｒｔ ｉｎ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｒｉｓｐｒ． ｍｉｔ． ｅｄｕ ／ ｗｅｂｓｉｔｅ． Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１ ｖｅｃｔｏｒ． Ｔｈｅｎ ｔｈｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｍｏｕｓｅ ｍｅｌａｎｏｍａ Ｂ１６Ｆ１０ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｆｉｎｉｔｅ
ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈ
ＭＡＴＰ ｇｅｎｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＡＴＰ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｒｅｅ ＭＡＴＰ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ． Ｔｈｅ ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ ｄｉｄ ｎｏｔ ｅｘｐｒｅｓｓ ＭＡＴＰ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ＭＡＴＰ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｂ１６Ｆ１０ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｃａｎ ｂｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ａｃｈｉｅｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１ ｖｅｃｔｏｒ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９； Ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ； ＭＡＴＰ； Ｍｏｕｓｅ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ



　 　 眼皮肤性白化病是由于不同黑色素合成或转

运相关基因突变而导致的具有相同或相似临床症

状的一类遗传性疾病的总称［１］，根据涉及基因的不

同，ＯＣＡ（ｏｃｕｌｏｃｕｔａｎｅｏｕｓ ａｌｂｉｎｉｓｍ）可以分为 ４ 个常见

类型，即 ＯＣＡ１⁃ＯＣＡ４［２］。 ＯＣＡ４ 是一种发现较晚的

眼皮肤白化病，它是由编码膜相关转运蛋白 ＭＡＴＰ
（ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＡＴＰ）基因

突变而导致的白化类型［３］。 ＭＡＴＰ 基因为膜相关转

运蛋白，该基因定位于 ５ 号染色体，由 ７ 个外显子和

６ 个内含子组成，共有 ５３０ 个氨基酸残基［４］。 通过

分析膜相关转运蛋白的结构，推测其可能存在转运

功能。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 是一种来源于细菌的由 ＲＮＡ 指

导 Ｃａｓ９ 蛋白对基因进行编辑和修饰的新技术［５］。
这种 核 酸 酶 活 性 仅 仅 需 要 一 种 非 编 码 ＲＮＡ
（ｓｇＲＮＡ） 介导下即可实现定向基因打靶， ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 系统是相对于 ＺＦＮｓ 和 ＴＡＬＥＮｓ 更为简便、快
速的基因组编辑技术［６］，在细菌、哺乳动物细胞以

及斑马鱼、小鼠、大鼠等都表现出很强的基因组编

辑活性［７， ８］。 因此本研究拟利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技

术，实现对小鼠黑色素瘤细胞系 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞系

ＭＡＴＰ 基因的敲除。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 主要试剂：ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１ 质粒，由北京英茂

盛业生物科技有限公司提供。 常用的分子生物学

试剂和细胞培养液等分别购自 ＴＡＫＡＲＡ、ＮＥＢ 和

ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 等公司。 ＭＡＴＰ 抗体（ａｂ５７２７０），购自

Ａｂｃａｍ 公司；Ｂｅｔａ ａｃｔｉｎ 抗体（ＴＡ⁃０９），购自中山金桥

公司。
１􀆰 １􀆰 ２　 菌种及细胞株：实验中所用的大肠杆菌感受

态 ＤＨ５α 和小鼠黑色素瘤细胞系 Ｂ１６Ｆ１０，由本实验

室保存。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＭＡＴＰ 特异性引物的设计：根据 ＭＡＴＰ 第 １
个外显子的序列，利用 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｒｉｓｐｒ． ｍｉｔ． ｅｄｕ ／网站

设计两对特异性引物（ Ｓｃｏｒｅ 值在 ８０ 以上）。 根据

ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１ 载体的要求，设计两对引物，ＭＡＴＰ１
上下游引物序列分 别 为： ５⁃ａｃａｃｃｇＣＣＧＡＧＡＧＴＴＴ
ＴＧＣＴＡＴＧＣＧＧｇｔｔｔｔａｇａｇｃｔａｇａａａｔａｇｃａａｇｔｔａａａａｔａａｇｇｃｔａｇｔｃ
ｃｇｔｔ⁃３（其中大写字母为 ＭＡＴＰ 特异性序列，其余为

载 体 序 列， 下 同。） 和 ５⁃ａａｃｇｇａｃｔａｇｃｃｔｔａｔｔｔｔａａｃｔｔｇｃｔ

ａｔｔｔｃｔａｇｃｔｃｔａａａａｃＣＣＧＣＡＴＡＧＣＡＡＡＡＣＴ ＣＴＣＧＧｃｇｇｔｇｔ⁃
３；ＭＡＴＰ２ 上下游引物序列分别为：５⁃ａｃａｃｃｇＴＴＡＧＣＣ
ＧＡＧＧＡＴＴＧＣＣＣＣＴＴｇｔｔｔｔａｇａｇｃｔａｇａａａｔａｇｃａａｇｔｔａａａａｔａａｇｇ
ｃｔａｇｔｃｃｇｔｔ⁃３ 和 ５⁃ａａｃｇｇａｃｔａｇｃｃｔｔａｔｔｔｔａａｃｔｔｇｃｔａｔｔｔｃｔａｇｃｔｃｔａ
ａａａｃＡＡＧＧＧＧＣＡＡＴＣＣＴＣＧＧＣＴＡＡｃｇｇｔｇｔ⁃３。
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃ＭＡＴＰ 载 体 的 构 建： 将

ＭＡＴＰ１ 上和 ＭＡＴＰ１ 下以及 ＭＡＴＰ２ 上和 ＭＡＴＰ２ 下

两对引物分别进行退火，合成双链寡核苷酸。 利用

ＥｃｏＲＶ 将 ２μｇ ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１ 质粒（图 １）线性化，回
收线性化的质粒并定量。 用水将退火后的双链寡

核苷酸稀释 １００ 倍，利用 Ｔ４ 连接酶将上述 ２ 种寡核

苷酸连接到线性化的 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１ 质粒。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃ＭＡＴＰ 载体转化和阳性克隆

的筛选：连接后产物转化大肠杆菌感受态细胞

ＤＨ５α，挑取多个菌落至氨苄抗性的培养基中培养

后进行鉴定。 鉴定所用的引物，ｇＲＮＡ⁃Ｆ：ＧＡＣＴＡＴＣ
ＡＴＡＴＧＣＴＴＡＣＣＧＴＡＡＣＴ， ｇＲＮＡ⁃Ｒ： ＧＡＣＴＡＴＣＡＴＡＴ
ＧＣＴＴＡＣＣＧＴＡＡＣＴ。 直接利用菌液 ＰＣＲ 的方法进

行鉴 定， 阳 性 质 粒 分 别 命 名 为： ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃
ＭＡＴＰ１ 和 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃ＭＡＴＰ２。
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃ＭＡＴＰ１ 和 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃
ＭＡＴＰ２ 两种质粒的转染：将 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞传代至 ６
孔 培 养 板， 在 细 胞 密 度 达 到 ８０％ 时， 利 用

ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂进行细胞转染，两种质

粒的用量都是 １ μｇ。 换新鲜培养基培养 ７２ ｈ，利用

胰酶进行消化。 收获细胞后，按照 １０７ 倍稀释细胞，
并接种到 ９６ 孔板。 由于 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞能够产生大

量的黑色素，在显微镜下能够明显观察到黑色素的

聚集，并且在细胞浓度较高时，培养液染色很快会

发生变化。 因此利用 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞的这种特性，可
以筛选到与野生细胞株不同的单克隆细胞株。 筛

选到单克隆细胞后，提取细胞的基因组，利用 ＰＣＲ
的方法扩增 ＭＡＴＰ 基因第 １ 个外显子的序列，通过

测序的方法进一步确定 ＭＡＴＰ 基因的敲除情况。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＭＡＴＰ 基因敲除细胞株中 ＭＡＴＰ 蛋白的表

达情况检测：利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 实验检测 ＭＡＴＰ 蛋白

的表达情况：收取的细胞沉淀中加入 ＲＩＰＡ 裂解液

裂解，并进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳。 恒流 ２５０ ｍＡ 转膜

后，利用 ＭＡＴＰ 抗体检测 ＭＡＴＰ 蛋白的表达情况，β⁃
ａｃｔｉｎ 作为实验的阳性对照。

２　 实验结果

２􀆰 １　 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃ＭＡＴＰ１ 和 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃
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ＭＡＴＰ２ 质粒的筛选结果

挑取 ２４ 个转化 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃ＭＡＴＰ１ 质粒的

单菌落，培养后利用菌液 ＰＣＲ 筛选阳性克隆，共筛

选到 ５ 个阳性克隆，见图 ２。
挑取 ２３ 个转化 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃ＭＡＴＰ２，质粒的

单菌落，共筛选到 ８ 个阳性克隆，见图 ３。 从阳性菌

株中提取质粒，送测序公司进行序列测定。
２􀆰 ２　 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞 ＭＡＴＰ 基因敲除情况分析结果

通过黑色素的产生和培养液的变化情况，共筛

选到 ８ 株疑似 ＭＡＴＰ 基因敲除的细胞克隆。 提取这

８ 株细胞的基因组，利用 ＰＣＲ 的方法获得 ＭＡＴＰ 基

因第 １ 个外显子的序列，分别进行了测序。 其中 ３
株细胞株发生了 ＭＡＴＰ 基因的移码突变，其中 ２ 个

细胞株为编码框 ３５ 位的 Ｃ 碱基缺失，１ 个细胞株为

３６ 位的 Ｇ 碱基缺失。
２􀆰 ３　 ＭＡＴＰ 基因敲除细胞株 ＭＡＴＰ 蛋白的表达情

况检测结果

利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测结果表明，发生了 ＭＡＴＰ

基因移码突变的 ３ 株细胞株，检测不到 ＭＡＴＰ 蛋白

的表达，结果见图 ４，说明成功实现了 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞

ＭＡＴＰ 基因的敲除。

图 １　 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１ 质粒示意图

Ｆｉｇ． １　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１ ｐｌａｓｍｉｄ

Ｍ：ＤＮＡ 分子量标准；９，１２，１８，１９，２２ 为阳性；其余为阴性

图 ２　 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃ＭＡＴＰ１ 质粒阳性菌株的筛选

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃ＭＡＴＰ１ ｐｌａｓｍｉｄ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ． Ｍ： ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒｓ；
９， １２， １８， １９， ａｎｄ ２２ ａｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ． Ｔｈｅ ｏｔｈｅｒｓ ａｒｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ．

Ｍ：ＤＮＡ 分子量标准；４， ６， ９， １１， １６， １７， １９， ２０ 为阳性；其余为阴性

图 ３　 ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃ＭＡＴＰ２ 质粒阳性菌株的筛选

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１⁃ＭＡＴＰ２ ｐｌａｓｍｉｄ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ． Ｍ： ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒｓ；
４， ６， ９， １１， １６， １７， １９， ａｎｄ ２０ ａｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ； Ｔｈｅ ｏｔｈｅｒｓ ａｒｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ．
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１，２，３ 为 ＭＡＴＰ 基因移码突变的 ３ 株细胞株，
４，５，６ 为野生细胞株

图 ４　 ＭＡＴＰ 蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测结果

Ｆｉｇ． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＭＡＴＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
１， ２， ３ ａｒｅ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｒａｍｅｓｈｉｆｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＡＴＰ

ｇｅｎｅ； ４， ５， ６ ａｒｅ ｔｈｅ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ．

３　 讨论

由于其具有特异性高，分子构建简单，流程短

的特点，近年来 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术获得了快速发

展。 使用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术进行基因敲除需要两

个关键因素，首先是有效的 ｓｇＲＮＡ 引导序列，再就

是 Ｃａｓ９ 蛋白的存在［９］。 因此在利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
技术进行基因敲除，需要两个质粒，并且需要将

ｓｇＲＮＡ 序列和 Ｃａｓ９ 序列在体外转录成 ＲＮＡ。 而

ｐＣＡＳ９ ／ ｇＲＮＡ１ 质粒，在同一个质粒中表达 Ｃａｓ９ 蛋

白和 ｓｇＲＮＡ，实现单独转染一个质粒即可产生基因

敲除效果，操作更为简单，并且在哺乳动物细胞中

具有较高的敲除效率。 本实验利用该 ｐＣＡＳ９ ／
ｇＲＮＡ１ 质粒，成功实现了 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞 ＭＡＴＰ 基因

的敲除，进一步证实单一质粒敲除的有效性。
Ｂ１６Ｆ１０ 细胞是小鼠黑色素瘤高转移细胞，在体

外培养时可以产生大量的黑色素［１０］。 细胞产生的

大量黑色素可以在显微镜下清楚的观察到，并且黑

色素的产生可以使培养基很快变色，这种特点在在

研究黑色素形成相关基因尤其有用［１１］。 Ｂ１６Ｆ１０ 细

胞的 ＭＡＴＰ 基因敲除后，黑色素的形成能力受到较

大的影响，因此通过细胞黑色素形成的差异，能够

比较容易的筛选到基因敲除的细胞株。 本实验利

用这个特点筛选到 ８ 个疑似 ＭＡＴＰ 基因敲除细胞

株，通过基因克隆测序的方法证实确有 ３ 株细胞株

发生了 ＭＡＴＰ 基因的敲除。 该实验为黑色素相关基

因的功能研究提供了一些有用的参考。
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