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成年狨猴肾脏细胞体外培养体系的建立及
CRISPR / Cas9 基因编辑的应用

丛日旭,佟　 巍,向志光,张丽芳,刘先菊,阮研硕,郭　 智,刘云波∗

(中国医学科学院医学实验动物研究所,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立成年狨猴肾脏细胞体外培养的培养体系,并将 Cas9 编辑系统初步应用于所培养的狨猴

肾脏细胞,建立检测 sgRNA 切割活性的体系。 方法　 取成年的狨猴肾脏,采用贴壁法、消化法得到狨猴肾脏细胞。
对细胞进行生长曲线测定、转染试剂(Viafect 和 Lipo2000)及抗性(嘌呤霉素和杀稻瘟菌素)浓度筛选,将 SIRT1 的

sgRNA 质粒 和 Cas9 质粒共转染狨猴细胞,提取基因组并对基因修饰目的片段扩增,并将扩增产物进行测序。 结果

建立狨猴肾脏细胞体外培养体系;ViaFect 转染试剂转染率大于 60%;细胞抗性筛选适宜浓度嘌呤霉素 4 μg / mL,杀
稻瘟菌素 8 μg / mL;测序结果表明,从 sgRNA 的 PAM 序列附近开始出现突变峰,证明 sgRNA 成功引入突变。 结论

　 成功建立了狨猴肾脏细胞的体外培养、细胞转染和抗性筛选体系;CRISPR / Cas9 可以用于狨猴肾脏细胞编辑,为
基因修饰狨猴靶点选择提供依据。
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Establishment of an in vitro culture system for adult marmoset kidney
cells and applications of clustered regularly interspaced short palindromic

repeats (CRISPR) / CRISPR-associated protein 9 gene editing

CONG Rixu, TONG Wei, XIANG Zhiguang, ZHANG Lifang, LIU Xianju, RUAN Yanshuo, GUO Zhi, LIU Yunbo∗

(Institute of Laboratory Animal Science, Chinese Academy of Medical Sciences (CAMS) &
Peking Union Medical Collage (PUMC), Beijing 100021, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To establish an in vitro culture system of adult marmoset kidney cells, and create a means
for detecting single guide ( sg) RNA cutting activity based on the Cas9 editing system. Methods 　 A growth curve was
initially determined for adult marmoset kidney cells. The growth curve, transfection reagent and resistance concentration
were determined. These were then used to co-transfect SIRT1 sgRNA and Cas9 into marmoset cells. Following transfection,
the genome was extracted and sequenced. Results 　 The transfection rate of ViaFect was greater than 50% ~ 70%. The
optimum concentration of puromycin was 4 μg / mL and that of blasticidin was 8 μg / mL for cell resistance screening.
Sequencing result showed that mutation peaks appeared near the PAM sequence of sgRNA, which proved that sgRNA was



successfully introduced mutations into the marmoset genome. Conclusions　 We successfully established an in vitro culture,
transfection and resistance screening system for marmoset kidney cells, which can be used as a reference for gene editing
site testing. CRISPR / Cas9 is suitable for renal cell editing in marmosets.

【Keywords】　 marmosets; kidney cell culture; Cas9 editing

　 　 基因修饰大小鼠对生物医学做出了巨大贡献。
由于灵长类动物和啮齿类动物之间的神经生理功

能、代谢途径和药物敏感性等遗传和生理差异,阻
碍了从大小鼠疾病模型中的结果直接应用于人类

临床[1]。 基因修饰灵长类动物疾病模型在人类神

经系统疾病研究中,发挥着更为重要作用[2-3]。 普

通狨猴(common marmoset,Callithrix jacchus)是一种

新世界灵长类动物,与恒河猴相比,虽与人类的亲

缘关系较远,但它们具有多胎(每胎 2 ~ 4 只)、妊娠

期较短(约 144 d)、全年发情等特性[4-5] 等,生殖特

性,利用这种特性可以种系传播的转基因狨猴已经

被报道[6-7],狨猴作为人类疾病的基因修饰灵长类

模型有独特的价值。
由于非灵长类动物基因修饰较大小鼠相比、胚

胎难以获得且数量有限,生殖周期较长,生育数量

少,基因组更复杂等因素的限制[8-9],选择编辑效率

高的基因修饰技术和活性高 sgRNA 靶点显著提高

基因修饰效率。 CRISPR / Cas9 系统因其系统成分

简单、操作方便、突变效率高、成本低廉的优点,已
成为现在发展最为迅速、国内外学者广泛研究开

发、应用于多种生物体基因组的定向基因编辑技

术[10]。 普通狨猴在我国是一种较新的实验动物,其
相关细胞系较少。 为了获得可用于 sgRNA 筛选的

细胞,本文建立狨猴肾脏细胞培养体系,及细胞相

关转染,抗性筛选体系,将含有 sgRNA 与 Cas9 质粒

共同转入狨猴细胞,检测 sgRNA 靶点的活性及基因

编辑效率,为基因修饰狨猴模型的构建的基因修饰

靶点的筛选提供基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

普通狨猴 1 只,雄性,体重 280 g,27 月龄,普通

环境饲养,由中国医学科学院医学实验动物研究所

提供,生产许可证号[SCXK(京)2014-0011],使用

许可证号[SYXK(京)2017-0027],本实验通过实验

动物伦理委员会审查,符合 3R 原则,实验动物伦理

委员会批准号:LYB18003。
1. 2　 主要试剂及仪器

DMEM / F12 培 养 基 ( 11330032, Gibco ),
RPMI1640 培养基 ( 11875093, Gibco),胎牛血清

(10099141,Gibco),0. 25% 胰酶-EDTA ( 25200056,
Gibco ), 青 霉 素 链 霉 素 溶 液 双 抗 ( SV30010,
HyClone),二甲基亚砜 DMSO(D2650,Sigma),嘌呤

霉素(P8833,Sigma),杀稻瘟菌素(15205,Sigma),
胰岛素(I5500,Sigma),转铁蛋白(T0665,Sigma),地
塞 米 松 ( D4902, Sigma ), ViaFectTM Transfection
Reagent ( E4982, Promega )。 CO2 恒 温 培 养 箱

(Thermo),离心机(Multifuge 1S-R, Thermo),电热

恒温水浴锅( SSW-600-2S,上海博源实业有限公司

医疗设备厂),倒置显微镜及成像(CF-2098,长方),
PCR 仪(T100, Bio-Rad)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 狨猴肾脏原代细胞培养

培养液 Ⅰ: RPMI1640 + 10% 胎牛血清 ( fetal
bovine serum,FBS)+1%双抗;

培养液Ⅱ:DMEM / F12 + 10% 胎牛血清 ( fetal
bovine serum,FBS)+1%双抗;

两种培养中分别加入 10 μg / mL 胰岛素,5. 5
μg / mL 转铁蛋白和 40 ng / mL 地塞米松,促进原代

细胞增殖。
无菌操作摘除狨猴肾脏组织。 去除肾脏上的

脂肪和肾包膜, PBS 冲洗并将其剪成 1 mm3 的碎

块,洗涤 3 次。
(一)贴壁组织块法[11]:1 mm3 组织小块摆放在

培养瓶底,轻轻将培养瓶翻转,瓶底朝上,加入培养

液Ⅰ 5 mL。 置于 37℃培养箱中培养 3 h 左右,缓慢

翻转培养瓶,使液体缓缓覆盖组织块。
(二) 消化法[12], 离心管加 入 约 4 倍 量 的

0. 25%胰酶-EDTA,放置在 37℃ 电热恒温水浴锅中

消化,每 5 min 摇动 1 次,30 min 后,去除组织块,加
入培养液Ⅰ终止消化。 细胞悬液以 800 r / min 低速

离心 10 min,弃上清液,加培养液Ⅰ轻轻吹打形成

细胞悬液,置于培养瓶内,培养液Ⅰ5 mL。
37℃,　 5% CO2 培养箱中进行培养;48 h 后观

察细胞迁出情况,拍照并按 1 / 3 ~ 1 / 2 换液量更换培

养基。
1. 3. 2　 传代培养

当细胞生长到细胞瓶底 70% ~80%左右时对细

胞进行传代培养,显微镜下观察细胞细化程度,以
细胞变圆不连接成片为标准,时间 2~3 min 左右,吸
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去消化液,加入培养液终止消化并吹打,按照 1 ∶3。
1. 3. 3　 生长曲线的测定与绘制

细胞计数:吸取 500 μL 细胞悬液加入台盼蓝

(0. 4%),并吹打均匀。 然后吸取 10 μL 沿着边缘缓

缓滴入一次性细胞计数板,保证计数板充满悬液,
不留气泡。 对 9 个大格中没有被染液染色(活)的

细胞数目进行计数。 细胞数量计算如下:
n=N / 3×106

式中 n 表示每毫升细胞悬液中的活细胞数,N
表示计数板 4 个大格子的活细胞数。
1. 3. 4　 细胞冻存与复苏

冷冻保存:用 0. 25%胰酶-EDTA 消化细胞,培
养液终止消化,收集细胞至离心管,800 r / min,10
min,弃上清。 用冷冻液(90% FBS + 10% DMSO),
重悬,将冷冻管放入程序降温盒内,放在-70℃冰箱

暂存,置于液氮中长期保存。
解冻复苏:从-70℃冰箱取出冷冻管,移入 37℃

水浴锅内,并摇晃明至完全解冻。 时间不超过 3
min。 取少量进行活细胞计数。 800 r / min 离心,10
min,倾弃上清,彻底去除保护剂,再往加入培养液,
充分混悬后分瓶培养。
1. 3. 5　 药物抗性筛选与转染

消化狨猴肾脏细胞至 6 孔板,第 2 天更换培养

基,将 1 mg / mL 的连接有 GFP 的质粒 3 μL 与

ViaFectTM Transfection Reagent 和 Lipo2000,按照 1 ∶3
的进行转染,24 h 后,荧光显微镜观察转染效率。

消化狨猴肾脏细胞至 24 孔板,第二天加入药

物,杀稻瘟菌素+嘌呤霉素:(0+0)、(1+0. 5)、(2+
1)、(4+2)、(8+4)、(10+5) μg / mL,观察 48 ~72 h,
每个浓度 3 个孔,细胞死亡数在 90%左右,定为药物

筛选终浓度。
1. 3. 6　 CRISPR-Cas9 在狨猴原代肾脏细胞的应用

研究

选择狨猴 SIRT1 基因的第五个外显子的两个靶

点:A1 ( GAACATAGACACGCTGGAACAGG) 和 A2
( GACACGCTGGAACAGGTTGCAGG) 进 行 质 粒 构

建, 将 sgRNA ( pGL-U6-gRNA-Puromycin ) 和 cas9
(pST1374-flag-linker-Cas9)质粒各 1 μg / mL,同时转

入狨猴 F3 肾脏细胞, 8 μg / mL 的 Blasticidin(杀稻

瘟菌素)和　 4 μg / mlpuromycin(嘌呤霉素)抗性筛

选,2 周后盐析法提取细胞基因组,扩包含 sgRNA
结合位点的片段,测序验证靶点处是否引入突变。
1. 4　 数据与图片

生长曲线数据处理软件为 Graph Pad,图像处理

软件为 Image J。

2　 结果

2. 1　 原代肾脏细胞培养

对肾细胞进行培养,48 h 后可明显看出在贴壁

的组织块及消化的团块周边缘迁出较透明的细胞

(图 1a 和 1b)。 更换培养基后再培养 5 ~ 6 d,可以

看到有更多的细胞团从组织块边缘脱落。 经 7 d 的

培养,大多数组织块周围迁出的细胞单层。 胰酶消

化法由于细胞分散细胞生长速度快,单层细胞占培

养瓶面积>70%,组织块贴壁法培养的细胞由于组

织块脱落细胞迁出慢,单层细胞<50%(图 1c 和 1
d)。 培养基中肾细胞多为圆形或梭形,为致密的单

层细胞。 实验表明,RPMI1640 培养液可以用于肾

脏细胞的原代培养。 组织贴壁法与胰酶消化法均

可得到原代培养的细胞,相比较之下,胰酶消化法

获得细胞比组织块贴壁法获得细胞生长速度快。

注:a:48 h 后,组织贴壁法培养的肾脏细胞;b:48 h 后,胰酶

消化法培养的肾脏细胞;c:7 d 后,组织贴壁法培养的肾脏

细胞;d:7 d 后,胰酶消化法培养的肾脏细胞。

图 1　 RPMI1640 培养液培养狨猴肾脏原代细胞(×40)
Note. a, Kidney cells by adhesive culture for 48 h. b, Kidney
cells obtained by trypsin digestion, cultured after 48 h. c,
Kidney cells by adhesive culture for 7 d. d, Kidney cells
obtained by trypsin digestion, cultured after 7 d.

Figure 1　 The primary culture of marmoset
kidney cells in RPMI1640 medium

2. 2　 肾脏细胞培养传代

狨猴肾细胞传代后培养大约 3 ~ 4 d 可长成单

层细胞,为梭形,胞膜完整清晰,胞质明亮 (图 2a)。
培养液Ⅰ(RPMI 1640)传代培养至第 4 代时,细胞

排列较疏松,细胞多呈圆形,细胞形态改变,胞膜边

缘较清晰。 细胞出现衰老现象,在 F1 代更换,
DMEM / F12 培养液Ⅱ后,在第 8 代会出现类似的衰

老现象。 实验表明,在相同培养条件下,狨猴肾细
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胞在 DMEM / F12 培养基中生长比 RPMI 1640 较好。
由于本次实验取材的是成年狨猴肾脏,在本实验条

件下能培养至第 7 代,细胞增殖能力有限,为保证实

验结果的稳定性和可靠性,选取 DMEM / F12 培养基

中生长 2~5 代的细胞进行后续实验。
2. 3　 生长曲线的测定与绘制

取生长状态良好的细胞,制备细胞悬液。 计

数,将细胞悬液接种于 24 孔培养板中每天取出 3 瓶

孔细胞进行计数,计算均值。 培养 3 d 给未计数的

细胞更换培液。 以培养时间为横轴,细胞数为纵

轴,绘制细胞的生长曲线。 狨猴肾脏细胞生长曲线

中,在一定在时间内,细胞数量随时问的增加而增

殖,生长状态良好。 其中 0~1 d 为潜伏期、1~3 d 为

细胞增殖期、3~5 d 为对数生长期、5~7 d 为平台期

(见图 3)。

注:a:F1 代肾脏细胞;b:F4 代肾脏细胞。

图 2　 RPMI1640 培养不同代数狨猴肾脏细胞形态对比

Note.a, The kidney cells of F1 generation. b, The kidney cells
of F4 generation.

Figure 2　 Comparison of the morphology of marmoset kidney
cells cultured in RPMI1640 medium.

图 3　 狨猴肾脏细胞生长曲线(F3)
Figure 3　 Growth curve of the marmoset kidney cells (F3)

2. 4　 细胞冻存与复苏

狨猴肾脏细胞复苏后,进行细胞的活力检测

(台盼蓝排斥实验),复苏成活率约为 70% ~ 80%。
证明狨猴肾脏细胞的生物学性状稳定,用 90% FBS
+ 10% DMSO 可成功冻存。
2. 5　 药物抗性筛选与转染

荧光显微镜观察结果,ViaFect 和 Lipo2000 相

比,ViaFect 的转染率大于 60%,明显高于 Lipo2000

(如图 4),但随着细胞转染率的增高,对细胞的毒性

也会增大。 细胞抗性筛选适宜浓度嘌呤霉素 4 μg /
mL,杀稻瘟菌素 8 μg / mL。

注:a:ViaFect;b:Lipo2000。

图 4　 不同转染试剂 GFP 质粒转染后绒猴肾脏细胞(F3)
Figure 4　 Marmoset kidney cells transfected with GFP

plasmid (F3). a. ViaFect. b. Lipo2000.

2. 6　 CRISPR-Cas9 在狨猴细胞的应用研究

细胞 DNA 提取后,针对 sgRNA 靶点合成特异

性 引 物 F ( GGCCAAGTTCGCTAATTGCTG ), R
(GCAACGGCAACATCTTTGAA),对基因组进行扩

增(如图 5 左),两组细胞均在目的扩增 600 bp 处有

明显条带,且单一,将 PCR 产物测序,测序结果表

明,SIRT1 基因的两个靶点,均从 sgRNA 的切割位点

开始出现杂峰,证明了 sgRNA 成功地引入基因组突

变(如图 5 右)。 Cas9 可以用于狨猴肾脏细胞编辑。

3　 讨论

狨猴作为灵长类动物替代模型越来越多应用

于生物医学研究,但狨猴相关细胞培系却很少。 在

对狨猴各组织器官培养的实验基础上,选取细胞增

殖快、细胞数量多的狨猴肾脏细胞作为目的细胞。
哺乳动物的肾脏有 15~20 多种细胞,如肾小球毛细

血管内皮细胞、肾小球毛细血管上皮细胞、肾小球

系膜细胞、肾小管上皮细胞及肾间质成纤维细胞

等[13]。 本研究得到的肾脏细胞为多种细胞混合细

胞,细胞均一性不好,但除了生殖细胞外每个细胞

都有全部的遗传信息,可以将 CRISPR / Cas9 基因编

辑技术应用培养的狨猴肾脏细胞。 此外,肾脏细胞

还可以应用于生物制品的生产、转基因动物的培

养、药物筛选、器官移植培养等方面[14-15]。
本研究进行了狨猴肾脏的原代培养的研究,在

相同培养条件下培养 7 d 观察组织贴壁法和胰酶消

化法培养的细胞形态与生长速度。 实验结果表明,
组织块贴壁法,对细胞的损伤较小,但由于细胞从

组织块迁出速度慢,使得细胞培养周期加长。 胰酶

消化法可在短时间内获取大量单个细胞,细胞增殖

快,原代细胞培养的周期缩短(图 1)。 选择不同培

养基培养狨猴肾脏细胞实验中,研究人员发现再添
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注:a:PCR 产物 1%琼脂糖凝胶电泳(从左到右 Marker,A1,A2);b:SIRT1 基因 A1,A2 位点与 WT 的测序

结果。

图 5　 Cas9 基因编辑技术在狨猴肾脏细胞的应用

Note. a, 1% agarose gel electrophoresis of the PCR products ( from left to right: marker, A1, A2 ).
b, Sequencing results of SIRT1 gene A1, A2 and WT loci.

Figure 5　 Application of Cas9 gene editing in the marmoset kidney cells

加同等剂量促进细胞生长的血胰岛素、转铁蛋白和

地塞米松培养基,DMEM / F12 比 RPMI 1640 更适合

培养狨猴肾脏细胞。 可能与两种培养基中丙氨酸、
半胱氨酸及铁、锌无机盐及次黄嘌呤钠、亚油酸、硫
辛酸等的含量有关。 随着分子生物学和细胞生物

学研究的不断发展,转染和抗性的筛选已经成为研

究和控制真核细胞基因功能的常规工具。 本研究

将带有 GFP 的质粒分别用实验室常用的两种转染

试剂 ViaFectTMTransfection Reagent 和 Lipo2000 进行

转染。 结果表明,ViaFectTM Transfection Reagent 转

染效率大于 50%,明显高于 Lipo2000(图 4),为保证

细胞的活性,适当降低转染试剂的使用剂量,可以

获得更好的效果。 与此同时,确定嘌呤霉素和杀稻

瘟菌素两种抗生素在抗性筛选时的使用的浓度分

别为 4 μg / mL、8 μg / mL。
本文以狨猴肾脏细胞培养、转染和筛选体系为

基础,选取了对代谢综合征、细胞凋亡和神经退行

性疾病等发挥重要作用的 SIRT1 基因[15] 的两个位

点,与 Cas9 一起转染到狨猴肾脏细胞中,测序结果

表明 Cas9 可以用于狨猴肾脏细胞编辑,狨猴肾脏细

胞可以用于基因修饰灵长类动物模型建立的基因

靶点切割活性的筛选,同时也为狨猴肾脏细胞系的

建立及永生化提供基础。。
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