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􀦋􀦋技术方法

一种快速获得 Ｖａｖ１ 基因敲除稳定细胞系的方法
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种快速获得 Ｖａｖ１ 基因敲除稳定细胞系的方法。 方法　 构建针对小鼠 Ｖａｖ１ 基因的特

异性打靶载体，利用脂质体转染法转染 Ｂ１６ 小鼠黑色素瘤细胞，使用流式细胞仪对 ＧＦＰ 阳性单细胞进行分选，对得

到的 ＧＦＰ 阳性单克隆细胞使用直接裂解法获取基因组 ＤＮＡ，将其用于荧光 ＰＣＲ，产物通过毛细管电泳和分析后即

可快速获知其基因型。 结果　 使用以上方法在短时间内得到了大量 ＧＦＰ 阳性单克隆细胞，从中随机挑选 １６ 个，通
过荧光 ＰＣＲ 检测其基因型，结果表明敲除效率为 ８７􀆰 ５％ ；通过测序对部分荧光 ＰＣＲ 结果进行验证，发现其基因型

结果完全正确。 结论　 将 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑系统、流式细胞仪单克隆分选、荧光 ＰＣＲ 和大批量 ＤＮＡ 样本处理

技术结合，可以短时间内在 Ｂ１６ 小鼠黑色素瘤细胞中获得大量 Ｖａｖ１ 基因敲除稳定单克隆细胞。
【关键词】 　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９；基因敲除；Ｖａｖ１ 基因；流式细胞仪分选；荧光 ＰＣＲ
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　 　 随着基因敲除技术的发展，特别是对 ＺＦＮ、
ＴＡＬＥＮ 和 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术的深入研究，其在

植物、 动 物 和 微 生 物 等 领 域 的 应 用 也 愈 发 成

熟［１， ５， ７， ８， １０， １２， １６ － １９］。 其中 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统由于

载体构建简单，敲除效率高，所以也被广范应用于

各种细胞系的基因敲除［６， １１， １４， ２０］。 传统的利用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统进行细胞系基因敲除需要借助于

抗生素筛选得到单克隆细胞，其耗时久，效率低，不
能在短时间内获得足够多的单克隆细胞。 而在得

到单细胞克隆以后，由于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的固有

特性，其对基因组 ＤＮＡ 进行剪切常在切割位点形成

少数几个碱基的缺失或是插入，不能通过普通的凝

胶电泳直接检测出这种变化所造成的差异。 而常

规的检测方法如直接测序法可以获得关于突变体

非常详细的信息，但是其周期长，操作繁琐，不能大

规模应用；ＰＣＲ 酶切检测法极度依赖切割位点附近

是否有可用的酶切位点，适用范围非常狭窄；Ｔ７Ｅ１
酶切检测法灵敏度不够高，需要多个步骤进行操

作，而且 Ｔ７Ｅ１ 酶价格昂贵，不适合进行大规模筛

选；ＰＡＧＥ 电泳检测法步骤繁琐，试剂昂贵，费时费

力；高分辨率溶解曲线检测法（ｈｉｇｈ⁃ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｅｌｔ⁃
ｉｎｇ （ＨＲＭ） ａｎａｌｙｓｉｓ）仅仅只能检测是否有突变，不
能得到碱基插入或是缺失的具体数目［９， １３， ２１］。 综

上所述，这些传统方法都不能同时快速获得大量单

细胞克隆和准确的对突变体进行检测。 流式细胞

仪的分选功能可以将目标细胞进行单克隆分选，保
证每一个培养孔中只含有一个细胞，能在短时间内

获得大量单克隆细胞；由于荧光 ＰＣＲ 具有分辨率

高、操作简便和成本低廉等特点，其已经被广泛应

用于 ＳＮＰ 检测、基因型检测等领域［３ － ４］，尽管已经

有研究报道将其应用于单克隆细胞基因型检

测［２， １５］，但是在实际应用中，如何在短时间内高效

地对单克隆细胞样本进行批量处理，以获得基因组

ＤＮＡ 进行后续分析，还有待解决。
本研究中将 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑系统、流式

细胞仪单克隆分选技术、荧光 ＰＣＲ 技术和大批量

ＤＮＡ 样本处理技术结合起来，在 Ｂ１６ 小鼠黑色素瘤

细胞中获得大量 Ｖａｖ１ 基因敲除的单克隆细胞。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

Ｂ１６ 小鼠黑色素瘤细胞购于中国科学院细

胞库。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

ＢｂｓＩ 限制性内切酶 （ＮＥＢ）； Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶

（ＮＥＢ）；ｐＸ４５８（Ａｄｄｇｅｎｅ）；脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００
（Ｌｉｆｅ）；减血清培养基 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；Ｈｉ⁃ＤｉＴＭ

Ｆｏｒｍａｍｉｄｅ（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）；Ｔａｑ 酶（Ｖａｚｙｍｅ）。
ＰＣＲ 仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 超微量分光

光度计（Ｔｈｅｒｍｏ）；ＡＢＩ 测序仪 ３７３０（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓ⁃
ｔｅｍｓ）；流式细胞仪分选仪（ＢＤ ｆｕｓｉｏｎ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 打靶位点选择和引物合成

针对小鼠 Ｖａｖ１ 基因，在小鼠基因组数据库

Ｅｎｓｅｍｂｌ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ａｓｉａ． ｅｎｓｅｍｂｌ． ｏｒｇ ） 中 找 到 小 鼠

Ｖａｖ１ 基因 ＤＮＡ 序列，然后使用在线设计软件 ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｃｒｉｓｐｒ． ｍｉｔ． ｅｄｕ ／ ，在小鼠 Ｖａｖ１ 基因的靶位点

ｅｘｏｎ５ 内挑选 ２ 个特异性位点作为 ｓｇＲＮＡ 的靶序

列，这两个靶序列分别为： Ｖａｖ１⁃ｓｇＲＮＡ１： ＣＴＡＣ⁃
ＧＡＧＧＡＣＣＴＡＡＴＧＣＧＣＴＴＧＧ，Ｖａｖ１⁃ｓｇＲＮＡ２：ＣＧＡＧ⁃
ＧＡＣＣＴＴ ＴＡＴＧＡＣＴＧＣＧ ＴＧＧ。 根据选定的 ｓｇＲＮＡ
靶序列，设计 ２ 对共 ４ 条引物序列，并在引物序列

的 ５’端添加 ＢｂｓＩ 酶切位点（下划线代表酶切位

点）：Ｍ⁃Ｖａｖ１⁃ＩＶＴ⁃１：ＣＡＣＣＧＣＴＡＣＧＡＧＧＡＣＣＴＡＡＴ⁃
ＧＣＧＣＴ； Ｍ⁃Ｖａｖ１⁃ＩＶＴ⁃２： ＡＡＡＣＡＧＣＧＣＡＴＴＡＧＧＴＣ⁃
ＣＴＣＧＴＡＧＣ；Ｍ⁃Ｖａｖ１⁃ＩＶＴ⁃３：ＣＡＣＣＧＣＧＡＧＧＡＣＣＴＴ⁃
ＴＡＴＧＡＣＴＧＣＧ 和 Ｍ⁃Ｖａｖ１⁃ＩＶＴ⁃４： ＡＡＡＣＣＧＣＡＧＴ⁃
ＣＡＴＡＡＡＧＧＴＣＣ ＴＣＧＣ（上海百力格生物技术有限

公司合成）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 载体构建

首先将 ４ 条引物以 Ｍ⁃Ｖａｖ１⁃ＩＶＴ⁃１ ＋ Ｍ⁃Ｖａｖ１⁃
ＩＶＴ⁃２ 和 Ｍ⁃Ｖａｖ１⁃ＩＶＴ⁃３ ＋ Ｍ⁃Ｖａｖ１⁃ＩＶＴ⁃４ 的组合方式

通过退火配对获得带有粘性末端的双链 ＤＮＡ 片段，
具体程序如下：首先将合成的两对引物分别磷酸

化，磷酸化反应体系为，引物 Ｍ⁃Ｖａｖ１⁃ＩＶＴ⁃１ ＋ Ｍ⁃
Ｖａｖ１⁃ＩＶＴ⁃２ 和 Ｍ⁃Ｖａｖ１⁃ＩＶＴ⁃３ ＋ Ｍ⁃Ｖａｖ１⁃ＩＶＴ⁃４ 各加

入 １ μＬ （１００ μｍｏｌ ／ Ｌ），再加入 １ μＬ １０ × Ｔ４ Ｌｉｇａｔｉｏｎ

２０１ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ２８ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ８



Ｂｕｆｆｅｒ （ＮＥＢ），然后加入 ０􀆰 ５ μＬ Ｔ４ Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
Ｋｉｎａｓｅ （ＮＥＢ Ｍ０２０１Ｓ），最后加入 ６􀆰 ５ μＬ ｄｄＨ２Ｏ 至

总体积 １０ μＬ。 配制好反应体系以后，充分混匀，置
于 ３７℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ；取出以上反应产物，转移至

ＰＣＲ 仪中进行变性和退火，反应程序如下：９５℃ ５
ｍｉｎ； ９５℃～２５℃ ａｔ － ５℃ ／ ｍｉｎ。 利用 ＢｂｓＩ 限制性内

切酶将载体（ＰＸ４５８）ＤＮＡ 线性化，纯化回收 ＰＸ４５８
载体 ＤＮＡ；３ μＬ １０ × ＮＥＢ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 １；１ μＬ ＢｂｓＩ
（ＮＥＢ）最后补水至总体积 ３０ μＬ，置于 ３７℃孵育 ２
ｈ。 酶切完成以后纯化酶切产物并回收至 ３０ μＬ
ｄｄＨ２Ｏ 中。 最后通过连接反应、转化、重组子筛选

获得完整的 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ 表达载体：加入 ０􀆰 ５ μＬ
带有粘性末端的双链 ＤＮＡ 片段和 ２ μＬ 具有相同粘

性末端的载体 ＤＮＡ，再加入 ０􀆰 ５ μＬ Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶

（ＮＥＢ Ｍ０２０２Ｓ ） 和 １ μＬ １０ × Ｔ４ ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ
（ＮＥＢ），反应 １ ｈ 后转化大肠杆菌 ＤＨ５α 并涂布氨

苄青霉素抗性平板，置于 ３７℃ 培养箱进行过夜培

养，第 ２ 天下午挑选单菌落进行测序验证，即可得到

ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ 表达载体 ＰＸ４５８⁃Ｖａｖ１⁃１ 和 ＰＸ４５８⁃
Ｖａｖ１⁃２。
１􀆰 ３􀆰 ３　 质粒 ＤＮＡ 转染 Ｂ１６ 细胞系

将构建好的表达载体 ＰＸ４５８⁃Ｖａｖ１⁃１ 和 ＰＸ４５８⁃
Ｖａｖ１⁃２ 质粒 ＤＮＡ 等质量混合，通过脂质体介导的

转染方式转染 Ｂ１６ 小鼠黑色素瘤细胞。 Ｂ１６ 细胞接

种到 ２４ 孔板上培养 ２４ ｈ 用于转染实验。 将 ＰＸ４５８⁃
Ｖａｖ１⁃１ 和 ＰＸ４５８⁃Ｖａｖ１⁃２ 载体质粒 ＤＮＡ 各取 １􀆰 ５
μｇ，两种质粒共计 ３ μｇ 加入到 １５０ μＬ 减血清培养

基（Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ）中进行稀释；取 ０􀆰 ７５ μＬ 脂质体 Ｌｉ⁃
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 稀释于 １５０ μＬ 减血清培养基（Ｏｐ⁃
ｔｉ⁃ＭＥＭ）中，然后将脂质体稀释液加入至 ＤＮＡ 稀释

液中，充分混匀，置于室温条件下孵育 ２０ ｍｉｎ。 将上

述步骤中已接种培养细胞的 ２４ 孔板中的培养基弃

去，然后将复合物按顺序分别加入相应的细胞中，
每孔加入 ３００ μＬ。 所有细胞在 ３７℃ ５％ 浓度 ＣＯ２

培养箱中孵育 １􀆰 ５ ｈ 后，弃去培养基，更换新鲜的培

养基继续培养。
１􀆰 ３􀆰 ４　 流式细胞仪分选获得单细胞克隆

转染 ４０ ～ ８０ ｈ 后，弃去培养基，采用胰酶消化

法将细胞重悬于含有 ５００ μＬ 新鲜培养基的离心管

中，１３５０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，丢弃大部分培养基上清，
留约 ２００ μＬ 培养基于管底，用移液器轻轻吹打混

匀，再加 ４００ μＬ 新鲜培养基混匀后转移至流式管

中。 为了获得稳定的突变单克隆细胞，通过流式细

胞仪将 ＧＦＰ 阳性单细胞分选至已经加有 １５０ μＬ 新

鲜培养基的 ９６ 孔细胞培养板中。 培养 １４ ｄ 后，将
单克隆转移至 ４８ 孔细胞培养板中继续扩大培养并

做后续分析。
１􀆰 ３􀆰 ５　 裂解细胞获取 ＤＮＡ 溶液 ＰＣＲ 扩增包含有

打靶位点的 ＤＮＡ 序列

取少量细胞，离心力 １５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心时间 ５
ｍｉｎ，弃去上清液，保留底部细胞，加入 ２０ μＬ 细胞裂

解液， （细胞裂解液配方为： １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｋｃｌ， ２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃Ｈｃｌ ｐＨ ９􀆰 ０， ０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００， １􀆰 ０
ｍｇ ／ ｍＬ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ），使用移液器将细胞吹打混匀，
加入矿物油覆盖细胞裂解液， ５５℃孵育 １５ ｍｉｎ，使
细胞充分裂解，再转移至 ９５℃，孵育 １０ ｍｉｎ，使蛋白

酶 Ｋ 变性，处理完以后的裂解液即可作为 ＰＣＲ 模板

使用，置于 － ２０℃保存备用。
１􀆰 ３􀆰 ６　 利用 ＰＣＲ 扩增包含有打靶位点的 ＤＮＡ
序列

首先使用在线引物设计软件 ｐｒｉｍｅｒ３ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｐｒｉｍｅｒ３． ｕｔ． ｅｅ ／ ），针对打靶位点基因组序列设计特

异性引物， Ｖａｖ１⁃ｆ ＰＣＲ⁃Ｆ： ＴＧＧＣＣＴＧＡＡＴＣ ＴＧＴＣ⁃
ＣＣＣＴＡ（上游引物 ５’ 端进行 ＦＡＭ 荧光标记） 和

Ｖａｖ１⁃ｆ ＰＣＲ⁃Ｒ：ＧＣＡＧＣＣＡＴＣＴＣＴＡＣＣＣＴＴＣＣ， （上海

百力格生物科技有限公司合成）；通过 ＰＣＲ 扩增包

含打靶位点目的片段，体系为：（Ｖａｚｙｍｅ，Ｐ１１１）２ ×
Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ ＰＣＲ ＭＩＸ：１０ μＬ，Ｖａｖ１⁃Ｆ ＰＣＲ⁃Ｆ（５ μｍｏｌ ／
Ｌ）和 Ｖａｖ１⁃Ｆ ＰＣＲ⁃Ｒ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０􀆰 ５ μＬ；细胞裂

解液 ＤＮＡ：２ μＬ；补充 ｄｄＨ２Ｏ 至总体积 ２０ μＬ；程序

为：９５℃ ５ ｍｉｎ；９５℃ ３０ ｓ，６０℃３０ ｓ，７２℃４０ ｓ；７２℃
１０ ｍｉｎ；３５ 个循环。 电泳检测 ＰＣＲ 产物，如果有清

晰 ＤＮＡ 条带，则取 ２ μＬ ＰＣＲ 产物，稀释 ２００ 倍，用
于后续分析。
１􀆰 ３􀆰 ７　 利用荧光 ＰＣＲ 技术检测单细胞克隆基因型

按照：Ｈｉ⁃ＤｉＴＭ Ｆｏｒｍａｍｉｄｅ：９ μＬ；ＰＣＲ 产物（步骤

１􀆰 ３􀆰 ６ 中获得）：０􀆰 ５ μＬ；标准分子量内参 ＤＮＡ：０􀆰 ５
μＬ 比例进行混合。 将混合物置于 ＰＣＲ 仪上，按照：
９５℃ １０ ｍｉｎ；４℃ １０ ｍｉｎ 进行变性反应。 完成后，置
于 ＡＢＩ 测序仪 ３７３０（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）上进行毛

细管电泳。 最后采用 Ｇｅｎｅｍａｐｐｅｒ 􀅹 ＩＤ ｓｏｆｔｗａｒｅ
ｖ３􀆰 ２ 软件分析数据，根据标准分子量内参 ＤＮＡ 的

片段大小直接确定检测样本 ＰＣＲ 产物的碱基数，通
过与野生型对照样本的 ＰＣＲ 产物碱基数进行比较，
可以准确反映每个单克隆细胞插入或缺失的碱基

数目。
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图 １　 Ｖａｖ１ 基因 ｓｇＲＮＡ 设计与载体构建

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 １　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｖａｖ１ ｇｅｎｅ ｓｇＲＮＡ

图 ２　 流式检测 ＧＦＰ 在 Ｂ１６ 细胞的表达

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ２　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｏｆ ＧＦＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
Ｂ１６ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

１􀆰 ３􀆰 ８　 测序验证单细胞克隆基因型

选取部分确定已经敲除了 Ｖａｖ１ 基因的样本，利
用和 １􀆰 ３􀆰 ６ 中相同的引物序列（其中上游引物去掉

５’端 ＦＡＭ 荧光标记，命名为 Ｖａｖ１⁃ｆ ＰＣＲ⁃Ｆ⁃１）进行

ＰＣＲ 扩增，将 ＰＣＲ 产物进行 ＴＡ 克隆，挑取单克隆进

行培养，然后送测序，验证其碱基缺失或插入等

信息。

２　 结果

２􀆰 １　 打靶位点设计和载体构建

根据软件设计结果，最终在小鼠 Ｖａｖ１ 基因的靶

位点 ｅｘｏｎ５ 内挑选 ２ 个特异性位点作为 ｓｇＲＮＡ 的靶

序列，其位置分布和序列见图 １ａ。 经过连接反应，
将两条 ｓｇＲＮＡ 分别连接进入 ＰＸ４５８ 载体中，通过进

一步的测序验证，发现两条 ｓｇＲＮＡ 已经连接进入载

体中，而且序列和插入方向完全正确（图 １ｂ 和图

１ｃ）。
２􀆰 ２　 流式细胞仪进行单细胞分选

选择流式细胞仪分选仪（ＢＤ ｆｕｓｉｏｎ）的 ＦＩＴＣ 通

道，用同一细胞系转染了无 ＧＦＰ 质粒的细胞做阴性

对照，设置阈值，即可准确将 ＧＦＰ 阳性细胞群分离

出来。 如图 ２ 所示，脂质体转染 ３ ｄ 后 ＧＦＰ 阳性率

为 １２􀆰 ５％ 。
２􀆰 ３　 通过荧光 ＰＣＲ 检测 ＧＦＰ 阳性单细胞基因型

经过扩大培养以后，从分选得到的 ＧＦＰ 阳性单

细胞中，随机挑选 １６ 个，通过荧光 ＰＣＲ 对其基因型

进行检测。 如图 ３ 所示，共检测了 １６ 个 ＧＦＰ 阳性

单细胞，其中 １４ 个基因敲除，２ 个野生型，敲除效率

为 ８７􀆰 ５％ （１４ ／ １６）；在发生了基因敲除的 １４ 个单细

胞克隆中，有 ２ 个有单峰，１２ 个有双峰，而且 １４ 个

单细胞克隆缺失的碱基数目均不同，表明其基因型

具有多样性；在具有双峰的 １２ 个单细胞克隆中，１３
号单细胞克隆有一个峰与野生型相比，缺失了 １ 个

碱基，７ 号和 ９ 号单细胞克隆的 ２ 个峰之间均只有 １
个碱基的差异。 以上结果表明：（１）通过对 ＧＦＰ 阳

性单细胞进行分选，是一种有效地对发生了基因敲

除的阳性细胞群进行富集的手段；（２）ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
系统对打靶位点的切割具有随机性；（３）利用荧光

ＰＣＲ 检测单细胞基因型具有很高的灵敏度和准确
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图 ３　 荧光 ＰＣＲ 检测 ＧＦＰ 阳性单细胞基因型

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ３　 Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ａ ＧＦＰ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＰＣＲ

性，即使 １ 个碱基的差异变化都可以精确的检测

出来。
２􀆰 ４　 测序验证单细胞克隆基因型

为了验证通过荧光 ＰＣＲ 进行基因型检测的准

确性和可靠性，本研究选取了 ３ 个经过荧光 ＰＣＲ 验

证过的阳性克隆进行测序检测，如图 ４ｂ 所示，２ 号

单细胞克隆的 ４ 个打靶位点均发生了基因组编辑，
其中一条染色体上的 ２ 个打靶位点分别缺失 ２７ 和

７ 个碱基，另一条染色体上的 ２ 个打靶位点分别缺

失 ９ 和 ３ 个碱基，这一结果与荧光 ＰＣＲ 的检测结果

中出现的两个分别缺失 １２ 和缺失 ３２ 个碱基的峰一

致；３ 号单细胞克隆荧光 ＰＣＲ 检测结果表明其两条

染色体分别缺失了 ３０ 和 ５５ 个碱基，通过测序结果

分析可以看出，其 ４ 个打靶位点均发生了基因组编

辑，其中一条染色体上的 ２ 个打靶位点分别缺失 ３
和 ２７ 个碱基，另一条染色体上的 ２ 个打靶位点同时

进行了切割，导致发生了 ５５ 个碱基丢失的大片段删

除，两种方法得到的结果也是相同的（图 ４ｃ）；５ 号

单细胞克隆经荧光 ＰＣＲ 检测的结果显示其具有单

一峰，即两条染色体均发生了 ５１ 个碱基的剪切，分

析测序结果发现其两条染色体的 ４ 个打靶位点均同

时发生了切割，这就造成此单克隆只有一种基因

型，即在 ２ 个打靶位点之间缺失 ５５ 个碱基。 以上结

果表明，经过测序得到的基因型结果和通过荧光

ＰＣＲ 检测得到的基因型结果完全吻合，显示了利用

荧光 ＰＣＲ 检测单细胞基因型具有良好的准确性和

可靠性。

３　 讨论

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统由于具有简单易用、剪切效

率高等特点，在短短几年时间内已经得到了广泛推

广和应用［２２］，但是在利用其对细胞系进行基因敲除

的过程中，有一些问题亟待解决：（１）传统的细胞系

转染以后，需要借助抗性进行筛选来获取单克隆，
费时费力；（２）获得单细胞克隆以后，需要使用试剂

盒进行 ＤＮＡ 抽提，工作量大，成本昂贵；（３）对单细

胞克隆进行基因型鉴定时，由于 ＣＲＩＳＰＲ Ｃａｓ９ 系统

的固有特性，其对基因组 ＤＮＡ 进行剪切以后，常在

切割位点形成少数几个碱基的缺失或是插入，而常

规的检测方法如直接测序法、 ＰＣＲ 酶切检测法、
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图 ４　 阳性克隆测序结果与荧光 ＰＣＲ 比对

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＰＣＲ ａｎｄ Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ Ｖａｖ１ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｌｏｎｅｓ

Ｔ７Ｅ１ 酶切检测法、ＰＡＧＥ 电泳检测法、高分辨率溶

解曲线检测法等，由于检测精度不够或是操作难度

大等原因，都不能同时快速和准确的对突变体进行

检测。 以上这些原因导致利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统

对细胞系进行基因敲除经常需要耗费很长时间，而
且难以获得足够多不同基因型的单细胞克隆用于

后续研究。
本研究中将 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑系统、流式

细胞仪单克隆分选技术、荧光 ＰＣＲ 技术和大批量

ＤＮＡ 样本处理技术结合，可以在短时间内获得大量

阳性单克隆细胞，这种对阳性单克隆细胞的富集可

以有效解决传统方法中筛选难的问题。 在获得阳

性单克隆细胞以后，本研究采用直接裂解法可快速

获得基因组 ＤＮＡ，结合荧光 ＰＣＲ 技术，在短时间内

对多个基因敲除单克隆细胞进行基因型鉴定。
相比于传统的细胞系基因敲除方法，本研究首

次将流式细胞仪分选功能、荧光报告蛋白、ＤＮＡ 直

接裂解法和荧光 ＰＣＲ 技术高效结合，开创性地解决

了传统细胞系敲除中的一系列问题，其具有以下优

点：（１）此方法不需要借助抗性筛选，而是直接利用

流式细胞仪分选功能对荧光蛋白阳性细胞群进行

筛选，可以在最短时间内获得大量的阳性单克隆细

胞，这也为后续从中挑选不同基因型的单细胞打下

了良好基础；（２）此方法不需要使用试剂盒抽提基

因组 ＤＮＡ，对细胞的处理时间只需要 ２５ ｍｉｎ，可以

在短时间内对大批量样本进行集中处理，极大地节

省了经济和时间成本；（３）此方法灵敏度和精确度

极高，只需要极少量 ＤＮＡ 即可，而且可准确检测 １
个碱基的差异；（４）此方法无应用范围限制，检测目

标区域不需要有特定酶切位点的存在；（５）此方法

因为不涉及 ＤＮＡ 抽提，对样本进行 ＰＣＲ 以后经过

简单的稀释、变性和毛细管电泳即可以检测分析，
步骤简便，所以适合大规模批量化操作；（６）此方法

具有通用性，没有细胞系或是特定基因的应用限制。
基于以上优点，本研究所提出的快速获得 Ｖａｖ１

基因敲除稳定细胞系的方法可以进行推广，可在

Ｂ１６ 小鼠黑色素瘤细胞中快速获得大量 Ｖａｖ１ 基因

敲除稳定单克隆细胞，为细胞系基因敲除提供了一

种简单、高效、可行的方法，也为细胞系基因敲除提

供了新的思路。
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