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CRISPRCas9介导的非同源DNA敲入在多拷贝基因敲除中的应用。生物医学研究中，体外培养的
各种细胞系是研究人类基因功能的重要模型。但是，这些细胞系在筛选建立和适应培养条件的过
程中经常积累以至携带了大量的基因组异常，许多基因均呈现为三个拷贝甚至更多拷贝(图1)。
因此，在研究过程中，对体外细胞系中多拷贝基因进行基因编辑并完全敲除，经常存在一定难度
。

图1. LO2 细胞的双色荧光原位杂交 (Fluorescence in situ hybridization, FISH) 分析结果

原文 Figure. S1, Zhang et al. BMC Biology, 2018

之前的研究发现，由CRISPR/Cas9诱导的、经非同源末端连接路径(non-homology end joining,
NHEJ pathway)介导的DNA修复，可以用于大片段DNA(或基因)在基因组中的定点敲入。
该方法的敲入效率远远高于传统的、由同源依赖性DNA修复路径(homology-dependent repair,
HDR pathway)介导的敲入(He et al., Nucleic Acids Research 2016; Suzuki et al., Nature 2016; Zhou et al.,
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FEBS Letters 2016)。因此，该方法或可为多拷贝基因敲除提供了一个很好的工具。

最近，香港中文大学生物医学学院的冯波博士课题组(张辰子等)在BMC
Biology发表的最新研究工作，以LO2人类细胞系为模型，运用CRISPR/Cas9- NHEJ介导的方法， 
针对目的基因同时插入了两个不携带启动子的荧光报告基因(ires-GFP/ires-Tdomato)。这些报告基
因只有在以预先设计的方式插入目的基因后，才可通过目的基因启动子来表达报告荧光蛋白。随
后，通过流式细胞荧光分选技术(Fluorescence activated cell sorting, FACS)对样品进行分析，可以检
测并分选获得双阳性荧光细胞，以此，可一步达到同时阻断两个或者多个拷贝基因表达的目的。
运用这个方法，他们对LO2中的候选基因ULK1(4拷贝)，FAT10(3拷贝)进行基因敲除实验及检测(
图2)。

图2. 经CRIPSR/Cas9-
NHEJ介导，在ULK1和FAT10基因中同时插入双荧光报告基因进行目的基因敲除

原文Figure. 2A;Zhang et al. BMC Biology, 2018

在单克隆细胞系的分析中，基因组PCR验证了在ULK1和FAT10基因的剪切位点均插入了相应荧光
报告基因;mRNA、蛋白水平及功能性分析均验证了ULK1和FAT10蛋白在单克隆细胞系中的缺失(
以ULK1单克隆细胞为例，图3)。而且，总体实验结果证明，该方法确实可以大幅提高获得携带
目的基因敲除的单克隆细胞系的效率(原文Figure. 2D)。
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图3. 对ULK1敲除单克隆细胞系的分析

原文Figure. 2E~G;Zhang et al. BMC Biology, 2018

与此同时，该研究还运用同一方法对CTIP基因(2拷贝;图1)外显子进行了双荧光报告基因的插入
，并且意外地发现，在所获得的单克隆细胞系中，虽然基因组水平的PCR分析上已明确地检测到
了CTIP双等位基因中均插入了荧光报告基因，但在mRNA和蛋白水平仍然可以检测到CTIP转录
和蛋白的表达。

进一步对这些克隆细胞系中CTIP mRNA进行测序的结果显示，这些mRNA转录本确实来自报告
基因插入后的基因组，而且携带了各种不同的剪切印记。但是意外的是，所有这些异常CTIP
mRNA转录本均都保留了原有CTIP基因的阅读框架(in-frame aberrant transcripts)，(图4)。
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图4. CTIP敲除单克隆细胞系 (RT-PCR)测序分析结果

原文Figure. 3E, F;Zhang et al. BMC Biology, 2018

结论和意义

本研究利用CRISPR/Cas9诱导的NHEJ修复方式插入双荧光报告基因从而实现了体外细胞系中多拷
贝基因的敲除。该方法可利用双荧光流式分选来对多拷贝基因敲除细胞进行富集，简化和提高了
多拷贝基因敲除的效率。

另外，本研究通过对CTIP的基因编辑，发现细胞中所存在的多种DNA修复及RNA剪切机制会产
生各种不同的随机产物，这使得在生存压力下，细胞将有机会富集具有功能的基因产物，使得对
细胞生存起关键作用的必要基因免于被完全敲除。

这项研究进一步加深了对基因编辑过程中细胞反应的理解，同时，也对今后CRISPR/Cas9基因编
辑的应用提供了重要的指导意义。

更多 科学进展 请访问 https://www.iikx.com/news/progress/

本文版权归原作者所有，请勿用于商业用途，爱科学iikx.com转发

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                                                   4 / 4

https://www.iikx.com
http://www.tcpdf.org

