
耐药性仍然是治愈癌症的主要限制因素，尽管

多种化疗药物早期对肿瘤的治疗效果很好，但随着

耐药性的产生，常导致癌症复发［1］，对肿瘤细胞耐药

机制的研究有助于更好地治疗癌症。RNA干扰技

术（RNA interference，RNAi）曾被应用于肿瘤细胞耐

药基因的筛选，但由于RNAi不能完全抑制基因表

达，而且存在广泛的脱靶效应，影响对基因功能的

判定。CRISPR⁃Cas9（clustered regularly interspaced
short palindromic repeats/Cas9）系统具有高效、便捷

等诸多优点，为肿瘤细胞耐药性分子机制的解析提

供了强大的工具［2］。
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［摘 要］ 目的：利用PiggyBac转座子系统，构建可诱导表达Cas9的稳定HeLa细胞系，并针对人核受体基因构建 sgRNA文

库，进行顺铂耐药性基因筛选。方法：构建PB⁃TRE⁃Cas9⁃NLS⁃IRES⁃hrGFP⁃Zeo载体，与PB⁃CAG⁃rtTA以及转座酶载体一同电转

到HeLa细胞中，通过药筛和挑选单克隆得到稳定细胞系；构建核受体基因 sgRNA病毒文库，并感染可诱导表达Cas9的HeLa
细胞系，筛选对顺铂具有抵抗性的克隆，并进行目的基因的测序鉴定。结果：挑选出可诱导表达Cas9的8E单克隆细胞株，在5
个基因位点上可以进行高效编辑；感染 sgRNA文库之后，挑选顺铂耐药的克隆，并鉴定出大部分克隆含有VDR sgRNA，经测序

发现这些克隆中的VDR基因发生突变。结论：利用PiggyBac转座子系统，构建了可诱导表达Cas9的稳定HeLa细胞系，利用这

个细胞系可以在多位点进行高效基因编辑，并可用于高通量文库筛选顺铂耐药性基因。
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［Abstract］ Objective：Taking advantage of the PiggyBac transposon system to generate a stable HeLa cell line that can inducibly
express Cas9，and to construct a sgRNA library for human nuclear receptor genes to screen for cisplatin resistance genes. Methods：PB
⁃TRE ⁃Cas9 ⁃NLS ⁃ IRES ⁃ hrGFP ⁃Zeo vector was constructed and transferred into HeLa cells together with PB ⁃CAG⁃ rtTA and the
transposase vectors. Stable cell lines were obtained by drug screening and picking up single clones. Constructed the sgRNA virus
library targeting nuclear receptor genes to infect the stable cell line，screened the clones resistant to cisplatin，and carried out the
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to cisplatin were obtained after infection of sgRNA library，and most clones harbored VDR sgRNA and mutant VDR gene. Conclusion：
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CRISPR⁃Cas系统是细菌和古细菌在长期演化

过程中形成的免疫防御系统，用以对抗入侵的病毒

及外源核酸［3］。目前，对Ⅱ类CRISPR⁃Cas系统中来

源于酿脓链球菌的 Streptococcus pyogenes Cas9（sp⁃
Cas9）研究最为深入，Cas9蛋白作为核酸内切酶，在

引导RNA的指导下识别目标DNA序列后激活Cas9
蛋白的酶切活性［4］。正是由于这种靶向功能，CRIS⁃
PR/Cas9系统已被广泛应用于多物种的基因编辑、

基因调控、定位成像、细胞谱系追踪、高通量文库筛

选以及病毒检测等领域［5］。目前该系统还存在诸多

缺点，如Cas9表达载体过大，不容易被转染进细胞；

Cas9载体长时间表达，会增加脱靶的风险［6］。因此，

有必要构建一个可诱导表达Cas9的稳定细胞系，用

以解决低效转染和因Cas9长时间表达而导致高脱

靶风险的问题。

慢病毒常被用于稳定细胞系的构建，但是需要

包装病毒颗粒，费时费力，并存在感染的风险，本研

究利用便捷的PiggyBac转座子系统，成功构建了可

诱导表达Cas9的稳定HeLa细胞系，并证明在多个

位点可以高效切割基因组；同时，我们针对人核受

体基因，设计了对应的 sgRNA文库，在这个细胞系

上进行了抗癌药物顺铂（Cisplatin）耐药性的筛选，

以期为顺铂耐药机制的解析打下基础。

1 材料和方法

1.1 材料

HEK293T和HeLa细胞购自美国模式培养物集

存库（American Type Culture Collection，ATCC）；高糖

DMEM（HyClone公司，美国），胎牛血清（FBS）（Gem⁃
ini公司，美国），青链霉素（Gibco公司，美国）；Lipo⁃
fectamine 2000（Invitrogen 公司，美国）；强力霉素

（Sigma公司，美国）；Zeocin（Invitrogen公司，美国）；

嘌呤霉素（Merck公司，德国）；高保真酶PrimeSTAR
Max DNA Polymerase（TaKaRa公司，日本）；限制性

内切酶Bsa Ⅰ（NEB公司，美国）；Esp3 Ⅰ（Fermentas
公司，立陶宛）；多聚赖氨酸（Sigma 公司，美国）；

T7EN1（NEB公司，美国）；T载体（TaKaRa公司，日

本）。

1.2 方法

1.2.1 质粒构建

pST1374 ⁃NLS⁃Flag ⁃Cas9、pST1374 ⁃NLS⁃Flag ⁃
Cas9 ⁃NLS、pST1374⁃NLS⁃Flag ⁃Cas9 ⁃NP、pST1374⁃
Cas9⁃NLS和 pST1374⁃Cas9⁃SP改自 pST1374⁃NLS⁃
flag⁃linker⁃Cas9（Addgene公司，美国）［7］。用于构建

针对人RAG1基因的 sgRNA表达载体通过寡聚核苷

酸（oligo）在体外退火，利用 Bsa Ⅰ位点插入 pGL3⁃
U6⁃sgRNA⁃PGK⁃Puro载体（Addgene公司，美国）［7］，

所用 oligo 序列为 hRag1 ⁃U6⁃Up：5′ ⁃CCGGTGTCT⁃
GCTTTGATGGACA⁃3′；hRag1⁃U6⁃Down：5′⁃AAACT⁃
GTCCATCAAAGCAGACA⁃3′。

用于高通量构建 sgRNA的表达载体 pGL3⁃U6⁃
ccdB⁃PGK⁃Puro改自 pGL3⁃U6⁃sgRNA⁃PGK⁃Puro载
体。以 pGL3⁃U6⁃sgRNA⁃PGK⁃Puro为模板，利用前

向特异引物和共用反向引物扩增出 19N⁃sgRNA
backbone，通过 Esp3Ⅰ酶切位点，插入 pGL3 ⁃U6 ⁃
ccdB⁃PGK⁃Puro载体。用于构建 sgRNA文库的慢病

毒载体 pLKO.1⁃U6⁃ccdB⁃PGK⁃Puro改自 pGL3⁃U6⁃
ccdB⁃PGK⁃Puro。

针对47个核受体基因各设计2条 sgRNA（表1）。
共用的反向引物为 T7 gRNA Esp3I Rev：5′ ⁃ TTA⁃
CACCGTCTCGTTTATGCTTCCGGCTCGTATG⁃3′。

PiggyBac 转座子系统由刘澎涛教授惠赠［8］。

NLS ⁃ Flag ⁃ Cas9 ⁃NLS 和 Cas9 ⁃NLS 片段分别来自

pST1374⁃NLS⁃Flag⁃Cas9⁃NLS和pST1374⁃Cas9⁃NLS，
IRES⁃hrGFP片段扩增自 pShuttle⁃IRES⁃hrGFP（Agi⁃
lent Technologies公司，美国），Sv40 Pro⁃BleoR⁃pA片

段扩增自pcDNA3.1⁃Zeo载体，以上片段通过酶切位

点克隆至PiggyBac表达载体中，构建PB⁃TRE⁃NLS⁃
Flag⁃Cas9⁃NLS⁃IRES⁃hrGFP⁃Zeo 和 PB⁃TRE⁃Cas9⁃
NLS⁃IRES⁃hrGFP⁃Zeo载体。

1.2.2 细胞培养和转染

HEK293T 和 HeLa 细胞培养于高糖 DMEM，

10% FBS，1% 100×青链霉素中。

HEK293T细胞利用 Lipofectamine 2000进行转

染。在12孔板中，1 μg Cas9各载体和0.5 μg sgRNA
载体被共转染到HEK293T中，72 h之后收集细胞用

于下游分析。在 24孔板中，0.5 μg PB⁃TRE⁃NLS⁃
Flag⁃Cas9⁃NLS⁃IRES⁃hrGFP⁃Zeo和0.25 μg PB⁃CAG⁃
rtTA载体被共转染到HEK293T中，24 h之后加入强

力霉素（Dox）至2 μg/mL，72 h之后用于表达分析。

HeLa细胞利用电转（BioRad Gene Pulser XL）转

染。4 μg PB⁃TRE⁃Cas9⁃NLS⁃IRES⁃hrGFP⁃Zeo、2 μg
PB⁃CAG⁃rtTA和2 μg转座酶载体被共电转到2×106个

HeLa细胞中，48 h之后，加入100 μg/mL Zeocin筛选

3代，然后用于单克隆的生长和挑选。对于挑出来

的稳定表达可诱导 Cas9 的细胞 株 ，电 转 2 μg
sgRNA 表达载体，24 h 后加入 Dox（2 μg/mL）和嘌

呤霉素（1 μg/mL），72 h后收集细胞并提取DNA。
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表1 构建 sgRNA表达载体所用引物

Table 1 Sequences of primers for constructing sgRNA expression vectors

01THRA
02THRA
03THRB
04THRB
05PPARa
06PPARa
07PPARb
08PPARb
09PPARg
10PPARg
11RARa
12RARa
13RARb
14RARb
15RARg
16RARg
17GR
18GR
19MR
20MR
21NR1H3
22NR1H3
23NR1H2
24NR1H2
25NR1H4
26NR1H4
27HNF4a
28HNF4a
29HNF4g
30HNF4g
31VDR
32VDR
33RXRa
34RXRa
35RXRb
36RXRb
37RXRg
38RXRg
39NR2C1
40NR2C1
41NR2C2
42NR2C2
43PGC
44PGC
45AR
46AR
47NR4A1
48NR4A1
49NR4A2
50NR4A2
51NR4A3
52NR4A3
53NR5A1
54NR5A1
55NR5A2
56NR5A2
57GCNF

atgCGTCTCaACCGGAGGTTCTTCTGGATTGTGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCTGTCATATTTGCAGGAATgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCTGTAAGGCCATTTTCTAAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGAATATTGAGCTAGTCCAAGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGACCACAGGATAAGTCACCGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGACTCCGTAATGATAGCCTGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGTGACAAAGCCACTGCCGTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTCACTGTCATCAAGTTCCAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCAGCCCTGAAAGATGCGGAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGCTCCATAAAGTCACCAAAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCTCTCAGAGCACTCGGGCTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTATTTGCCCAGCTGGCAGAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTTCACTGAATTTGTCCCAGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGATCTTAATAATGCACTTGGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGGCACCATCTCCTCTGAGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCAGTACTGGCAGCGATTCCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCTTACATCTGGTCTCATGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGAGCACACCAGGCAGAGTTTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTCAGACATAAATGATCTCAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGACACAGAGTTGATTCCAGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCGCTCCCTTGATGACGCTGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGACGCATGTAGGTGTCCATGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTTTCCGAATCTTCTTCTTCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTTCTTGAGCCGCTGTTAGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCGAGTATGGTTCCACTTCCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTTGGAATAATAGGATGACGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCTGTTGGGCGCGTTGAGGTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGTTCTTCCGCACGCTCCTCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTGGTATTCATACTTGTCTCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCCATCAAATGTGCTTCTTCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGATGCGGCAGTCCCCGTTGAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCAGTGGCGTCGGTTGTCCTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGATGTCCTCGCTGCTGCTGAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGAAGGAAGCCATGTTTCCTGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGAGGAGCTGTCTGGGCTTCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGAGGGACTCCCTGGGGAAGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGACTCGATATGGAGAGCCCAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCAACCAAGTTGATTCCTGGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGATCAAGTGCTGTCACAATCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTTGTAAGGAAAACTTTTCCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTCAGGATGAACTGCTGTTTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGAATATGAGTTGCTTGGCGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCCAAACAGGCACCAAGAGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCTGTCTCCAACCTTGCACCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTCCCTGGCAGTCTCCAAACgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGTGGAAAGTAATAGTCAATgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGCTGAGGACGAGGATGTGGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTCAGAGCCACTGGAGGACAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGCATTTGGTACAAGCAAGGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCGGCATCATCTCCTCAGACgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTGGTGATGGTGATGGTAGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGACTGCTTGAAGTACATGGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGATCTTGCAGCTCTGGCTCTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCATTTCTGGAAGCGGCAGAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGACACTTTATCTCCACACACgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCAAACCTTGCAGCTTTCACgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGTATATATTGGTAATGTGGgttttagagctagaaatagcaag

名称 序列（5′-3′）
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HeLa8E 克隆细胞经扩增后加入 Dox，以诱导

Cas9的表达和对目标基因的编辑。分别加入 0.3、
0.9、1.5 μg/mL 顺铂处理细胞48 h，在对照细胞（未加

Dox）全部死亡之后，撤掉顺铂。由于0.3 μg/mL的顺

铂不能使对照细胞全部死亡，后续实验从0.9 μg/mL
和1.5 μg/mL两组中挑选单克隆进行。

1.2.3 免疫荧光染色

HEK293T细胞培养在包被了多聚赖氨酸的盖

玻片上，转染72 h之后，细胞直接用于拍照，或者用

4%的 PFA（paraformaldehyde）室温固定 15 min，PBS
洗 2次，用含 0.2% Triton 100的PBS处理 5 min以增

加细胞膜的渗透性，然后用标准羊血清（武汉博士

德公司）室温封闭 30 min。用加抗⁃Flag M2（Sigma
公司，美国）的封闭液室温孵育 2 h。PBS洗 2次后，

将cy3⁃conjugated⁃goat⁃抗⁃mouse IgG（Jackson Immuno⁃

Research公司，美国）二抗和Hoechst 33258（Sigma公
司，美国）加入PBS，并室温孵育细胞1 h，PBS洗 3次
后用 Vectashield Mounting medium（Vector Laborato⁃
ries公司，日本）进行封片。所有免疫荧光图片用

Olympus Flueview 1000 激光共聚焦显微镜拍摄。

1.2.4 T7EN1切割检测

收集的细胞用裂解液（10 μmol/L Tris⁃HCl，
0.4 mol/L NaCl，2 μmol/L EDTA，1% SDS，100 μg/mL
Proteinase K）在 58 ℃水浴锅中消化过夜，用酚氯仿

抽提裂解物，然后用乙醇沉淀得到DNA。目的DNA
片段通过PCR从基因组中扩增出，PCR产物用PCR
cleanup kit（Axygen公司，美国）纯化，吸取 200 ng纯
化后的PCR产物，在 20 μL的 1×NEBuffer 2（NEB公

司，美国）体系中退火，退火程序为95 ℃ 5 min；95 ℃~
85 ℃，每秒降低1 ℃；85 ℃~25 ℃，每秒降0.1 ℃；4 ℃

58GCNF
59NR0B1
60NR0B1
61NR0B2
62NR0B2
63NR2E1
64NR2E1
65NR2E3
66NR2E3
67NR1D1
68NR1D1
69NR1D2
70NR1D2
71NR2F1
72NR2F1
73NR2F2
74NR2F2
75NR2F6
76NR2F6
77RORA
78RORA
79RORB
80RORB
81RORg
82RORg
83PXR
84PXR
85CAR
86CAR
87ERb
88ERb
89ERRa
90ERRa
91ERRb
92ERRb
93ERRg
94ERRg

atgCGTCTCaACCGATCCAGGCTGCGAGCTTGTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCAGCGGTACAGGAGTGCCAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGCCGTGCCTCGGGCGCTGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCAGCTGCCAGAAGGATGGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCACCGCAGCCAGGGAGGGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGCCACTTGCTTGCGGATGGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCGGTGAAGAAGGCCGGCGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGAGCCACCAGGGACTCCGGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGTTTCAGCTGTTATAAGGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGAGCCGTCATCACTCAGGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCTCCCATTATAGAAGGAGGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGTCGCAGCTGTTCCTGGGCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGGAATCCGTTCTCCTCTCTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGCCCGAACCGGGCGGGCCCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTCGATGGGACAGTTCCTGTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCAGGGAAATATATCCGGACgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCCGAAGCGCGACGTGGGATgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGAGGAGGCGGCCACGGCACCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCGTCCGGCCGCCGCAGGGTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTCAGCGGCTCAGCCTCTCCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTGAAGTTCCGTCAGCCCGTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCTTCTGCACCTCAGCATACgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTTGTAATAACCCTCAGACTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGCTCCGGCGGAAGAAGCCCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCGCCAGGCATTTCTGCAGGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCATGGTTCCAGCTTTCTTTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGACATTGAAGTGATAGCCAGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCTTTGCTCGCCGCAATGCCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGTGCCCATGTGGCGGGTGTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGGCTTGTGGTCTGCCGACCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGATGGACCACTAAAGGAGAAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGTGGCCTGGGAGGCAGCGAGgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGAAGGCTTTGCAGGCCTCACgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGAGCATGTACTCGCACTTGAgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGCACACGAGGCACAGGCGCTgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGGCATGGCATAGATCTTCTCgttttagagctagaaatagcaag
atgCGTCTCaACCGATAACCACCAACTCTCGGTgttttagagctagaaatagcaag

名称 序列（5′-3′）
（续表1）
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保持。退火后的PCR产物用 0.5 μL T7EN1在 37 ℃
水浴锅中处理30 min，然后在2.5%的琼脂糖凝胶中

电泳。利用 Image J软件对凝胶电泳图片进行光密

度定量分析，采用之前报道的公式计算切割效率［9］，

公式如下：切割效率= æ
è
ç

ö
ø
÷1 - 1 - a + b

a + b + c ×100。a、b
代表被切割片段的光密度值，c代表未被切割片段

的光密度值，对于需要TA克隆和测序的样品，PCR
产物克隆进T载体，挑取阳性克隆用M13⁃47通用引

物测序。

PCR扩增引物hRAG1⁃For：5′⁃GTGAAAGCCAT⁃
CACAGGGAGAC⁃3′，hRAG1⁃Rev：5′⁃AGAATGCCT⁃
CCCAGCTCAAGC ⁃ 3′，扩增产物大小为 623 bp；
hERb lib⁃testF：5′⁃CTTCCTCCTACAACTGCAGTCAA⁃
3′，hERb lib⁃testR：5′⁃CGCAATCGTGCCATTATACT⁃
CCA⁃3′，扩增产物大小为656 bp；hERRa lib⁃testF：5′⁃
GCATTGAGCCTCTCTACATCAAG⁃3′，hERRa lib⁃tes⁃
tR：5′⁃GGTACCCTGAACTCACTCACATC⁃3′，扩增产

物大小为 522 bp；hERRb lib⁃testF：5′⁃GACTTCCC⁃
GATTTGTGTCCACAG⁃3′，hERRb lib ⁃ testR：5′ ⁃CT⁃
GTCCAGTGCCAGAATGAGAAG⁃3′，扩增产物大小为

609 bp；hERRg lib⁃testF：5′⁃CACTACAGGACAGAC⁃
GCTTCATT⁃3′，hERRg lib⁃testR：5′⁃CTCGTTAGCT⁃
TACACTGGCAGTA⁃3′，扩增产物大小为684 bp。
1.2.5 顺铂耐药克隆 sgRNA序列测定和目标基因

验证

顺铂耐药克隆 sgRNA序列扩增引物为 pGL3 to
PLKO Cla1 For：5′⁃CTCGACGGTATCGATCACGAG⁃
AC⁃3′，U6 array seq Rev⁃new：5′⁃CTGCCATTTGTCT⁃
CGAGGTCGAG⁃3′，扩增产物大小为 549 bp，利用

pGL3 to PLKO Cla1 For引物进行测序。VDR基因编

辑位点扩增引物为 hVDR lib⁃testF：5′⁃GCTGAAG⁃
CAGGAGGATTACTTGA⁃3′，hVDR lib⁃testR：5′⁃GA⁃
CACCAACACACAGATCCTCAA⁃3′，扩增产物大小为

717 bp，利用hVDR lib⁃testF引物进行测序。

1.3 统计学方法

实验数据利用GraphPad Prism 7.0统计分析，数

据以均数±标准差（x ± s）表示，采用单因素方差分

析，使用Tukey检验进行两组比较，P < 0.05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 可诱导表达Cas9载体的构建和验证

来自不同实验室的 Cas9载体各不相同，有的

NLS放置在Cas9的一端［10-11］，有的放置在两端［9］，有

的利用了不同的NLS序列［9，11］，密码子优化的规则

也各不相同［9-12］。我们将不同版本的Cas9和PGL3⁃
U6⁃Rag1⁃sgRNA转染HEK293T细胞，利用T7EN1酶
切来检测不同版本 Cas9的切割效率。结果显示，

NLS⁃Flag⁃Cas9⁃NLS和Cas9⁃NLS具有相对较高的切

割效率，光密度定量分析也得出一致的结果，但不

同Cas9版本之间的切割效率差异无统计学意义（图

1A、B）。我们选择NLS⁃Flag⁃Cas9⁃NLS和Cas9⁃NLS
这 2个版本的 Cas9进行 PiggyBac转座子载体的构

建，通过连接 IRES⁃hrGFP来指示Cas9的表达情况，

通过连接BleoR抗性基因，利用 Zeocin药筛来获得

稳定插入Cas9的细胞（图 1C）。在瞬时共转染 PB⁃
TRE ⁃ NLS ⁃ Flag ⁃ Cas9 ⁃ NLS 和 PB ⁃ CAG ⁃ rtTA 的

HEK293T细胞中加入Dox，可以成功诱导 hrGFP的

表达，而未加入Dox的对照组中未见阳性信号（图

1D）。为了进一步检测Cas9是否表达，我们利用 an⁃
ti⁃Flag抗体进行染色，结果显示GFP阳性的细胞，同

时也是Flag阳性的，并且Flag信号定位在细胞核中

（图 1E），说明Cas9蛋白成功表达和定位。有趣的

是，Flag染色结果显示Cas9蛋白在核仁中富集，这

和之前报道的现象一致［7］，最近的研究表明，Cas9含
有核仁定位信号，突变核仁定位信号会导致Cas9蛋
白均匀分布在细胞核中，但是其切割效率也会随之

降低［13］。

2.2 可诱导表达Cas9的稳定细胞系的构建和验证

为了提高转座效率，我们使用插入片段较小的

PB⁃TRE⁃Cas9⁃NLS⁃IRES⁃hrGFP⁃Zeo载体构建可诱

导表达Cas9的稳定细胞系。PiggyBac转座子载体、

PB⁃CAG⁃rtTA和转座酶载体共电转，加入 Zeocin传

代3次之后，挑选圆形的单克隆接种到96孔细胞板

中继续培养，加入Dox之后，在荧光显微镜下挑选

GFP阳性的克隆，共挑出 7个GFP信号较强的克隆

（1A、1G、2B、3G、5H、8E、10A）继续培养（图2A）。为

了挑选效率最高的细胞系，我们在这 7个细胞株中

电转了PGL3⁃U6⁃Rag1⁃sgRNA，PCR扩增目的片段并

进行T7EN1酶切，结果显示8E克隆具有较高的切割

效果（图 2A）。为了进一步检测切割效率，我们将

PCR产物进行了TA克隆并测序，在 17个成功测序

克隆中检测到 15个克隆含有突变，效率高达 88.2%
（15/17），其中 76.5%（13/17）的克隆发生了碱基缺

失，11.8%（2/17）的克隆同时发生了缺失和插入（图

2B），这些结果说明我们成功构建了可诱导表达

Cas9的稳定细胞系。
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TAAAcGAGACGgtg
ATTTgCTCTGCcac

Esp3l

CGTCTCcTAAATTCT
GCAGAGgATTTAAGA
Esp3l

ACCGgGAGACG
TGGCcCTCTGC

Esp3l
U6

19N

ccdB

sgRNA backboneatgCGTCTCaTAAA
tacGCAGAGtATTT

Esp3l

R1 R2 Ctrl R1 R2 Ctrl R1 R2 Ctrl R1 R2 Ctrl
ERRgERRbERRaERbC D

2 000-（bp）
1 000-750-
500-
250-
100-

1A 1G 2B 3G 5H 8E 10A GCTTTGGTGTCTGCTTTGATGGACATGGAAGAA
GCTTTGGTGTCTGCTTTGATGGACATGGAAGAA
GCTTTGGTGTCTGCTTTGATG∶ACATGGAAGAA
GCTTTGGTGTCTGCTTTGAT∶∶ACATGGAAGAA
GCTTTGGTGTCTGCTTTGA∶∶∶ACATGGAAGAA
GCTTTGGTGTCTGCTTTGA∶∶∶∶CATGGAAGAA
GCTTTGGTGTCTGCTTT∶∶t∶∶ACATGGAAGAA
GCTTTGGTGTCTGCTTTGATG∶∶∶∶∶∶GAAGAA
GCTTTGGTGTCTGCTTTG∶∶∶∶∶∶ATGGAAGAA
GCTTTGG∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶GACATGGAAGAA
G∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶∶GAA
GCTTTGGTGTCTGCTTTGATG∶∶CATGGAAGAA

tttgcttcttc

（ref）
（WT，x2）
（-1，x6）
（-2）
（-3）
（-4）
（-5，+1）
（-6）
（-6）
（-14）
（-29）
（-2，+11）

A B
2 000-（bp）
1 000-750-500-
250-
100-

A：7株单克隆细胞在RAG1基因上的切割效率；B：8E克隆中，RAG1⁃sgRNA切割效果的TA克隆测序结果。PAM（protospacer adjacent mo⁃
tif）序列用绿色加下划线表示；sgRNA作用靶点用红色表示；突变处用蓝色加小写字母表示；-代表碱基缺失，+代表碱基插入；×n代表TA克隆

数；C：高通量构建 sgRNA载体示意图，箭型代表Esp3Ⅰ内切酶的识别位点，蓝色虚线代表内切酶切割位点，19N代表 sgRNA识别位点；D：针对

每个基因设计2条 sgRNA，共同电转8E细胞株，PCR扩增之后可以检测到片段缺失，R1和R2代表重复2次。

图2 可诱导表达Cas9的稳定细胞系的构建和验证

Figure 2 Generation and verification of a stable HeLa cell line with inducible expression of Cas9

NLS⁃
Flag⁃

Cas9

NLS⁃
Flag⁃

Cas9
⁃NLS

NLS⁃
Flag⁃

Cas9
⁃NP
Cas9

⁃NLSCas9
⁃SP

15

10

5

0

切
割

效
率
（
%）

NLS⁃
Flag⁃

Cas9

NLS⁃
Flag⁃

Cas9
⁃NLS

NLS⁃
Flag⁃

Cas9
⁃NP

Cas9
⁃NLS

Cas9
⁃SP
Ctrl2 000-

（bp）
1 000-750-500-
250-
100-

Cas9⁃NLS

NLS⁃Flag⁃Cas9⁃NLS IRES⁃hrGFP pA pA BleoR Sv40 Pro 5LTRTRE3LTR

IRES⁃hrGFP pA pA BleoR Sv40 Pro 5LTRTRE3LTR

+D
ox

-D
ox

MergehrGFPA B D

C

A：不同版本Cas9在RAG1基因上的切割效率；B：对A图的光密度定量分析，数据以平均值±标准差呈现（n=3），组间差异无统计学意义；

C：载体构建示意图；D：HEK293T细胞中，转座子载体在Dox诱导下的GFP表达情况（×200），标尺：100 μm；E：PFA固定过的HEK293T细胞中，

Cas9和GFP的表达情况（×1 800），标尺：10 μm。

图1 可诱导表达Cas9载体的构建和验证

Figure 1 Construction and verification of inducible Cas9 expression vector

Flag hrGFP Hoechst MergeE
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为了检测HeLa 8E细胞株在其他基因位点的基

因编辑效果，我们针对人ERb、ERRa、ERRb和ERRg
4个基因设计相应的 sgRNA，并检测切割效率。传

统的 sgRNA表达载体构建依赖 oligo的退火然后连

接到载体中，无法进行 sgRNA表达载体的高通量构

建，为了能在HeLa 8E细胞上进行高通量筛选，我们

将 sgRNA识别序列设计在前向引物上，以 sgRNA的

骨架为模板，和公共后向引物扩增出携带完整

sgRNA序列的片段，利用二类限制性内切酶Esp3Ⅰ
和T4 DNA连接酶，通过边切边连的方式，可以高通

量地构建 sgRNA表达载体（图 2C）。我们利用这种

方法一次性构建了 8条 sgRNA表达载体，针对每个

基因，等质量混合 2条 sgRNA载体，并电转HeLa 8E
细胞系，PCR扩增结果显示每个基因都出现了明显

的片段缺失（图 2D）。以上结果证明我们构建的可

诱导表达Cas9的稳定细胞系没有编辑位点的偏好

性，可以在多个基因位点进行高效基因编辑，为下一

步用于高通量sgRNA文库筛选打下了很好的基础。

2.3 顺铂耐药性核受体基因的筛选

顺铂是一种含铂的抗癌药物，对恶性上皮肿

瘤、淋巴瘤等都有治疗功效，长期使用这种药物会导

致人体产生耐药性，但是耐药机制仍存在争议［1］。核

受体超家族是配体激活的转录因子，共含有48个基

因，在细胞分化、增殖和代谢中发挥不同作用，参与

多种癌症的发生、发展［14］。核受体是重要的药物靶

点，阻断乳腺癌患者雌激素受体（ERa）作用的药物

或阻断前列腺癌患者雄激素受体（AR）作用的药物

显著改善了患者的生存，但也伴随着严重的药物耐

药性［14］。为了探究核受体超家族成员是否参与顺

铂耐药性的发生，我们针对目前鉴定的47个人类核

受体基因（由于HeLa细胞不表达ERa［15］，所以排除

此基因），设计了 94条 sgRNA，组成了一个小型的

sgRNA 文库（图 3A），包装成病毒颗粒之后感染

HeLa 8E细胞，利用嘌呤霉素筛选整合进 sgRNA载

体的细胞。在开始顺铂耐药性实验前 48 h，加入

Dox以诱导Cas9的表达和对目标基因的编辑。我们

设计了 3个顺铂浓度梯度，在对照细胞全部死亡之

后，撤掉顺铂。从 0.9 μg/mL和 1.5 μg/mL两组中共

长出 37个单克隆（图 3B），挑选每个单克隆并扩增

培养，提取基因组DNA之后PCR扩增包含 sgRNA的

序列，Sanger测序结果发现 21个克隆含有维生素D
受体（vitamin D3 receptor，VDR）sgRNA，2个克隆含

有维甲酸受体β（retinoic acid receptor beta，RARb）
sgRNA，含有视黄醇X受体（retinoid x receptor beta，

RXRb）和类固醇生成因子⁃1（nuclear receptor 5A1，
NR5A1）sgRNA各有 1个克隆（图 3C），剩下 12个克

隆 sgRNA 位点显示乱峰，无法确定具体是哪个

sgRNA。为了进一步验证目标基因是否被编辑，我

们对21个含有VDR sgRNA单克隆的VDR区域进行

了测序，结果显示20个克隆的 sgRNA识别区域发生

了突变（图3D）。
3 讨 论

本研究利用PiggyBac转座子系统，成功构建了

可诱导表达Cas9的稳定HeLa细胞系，并证明在多

个位点可以高效切割基因组。同时，我们针对人核

受体基因构建了 sgRNA文库，在这个细胞系上进行

了顺铂耐药性的筛选。之前有研究表明，PiggyBac
转座子在转座酶存在的情况下会发生再转座或者

丢失的现象［16］，为了防止这种情况的出现，我们转

座酶是瞬时表达的，不会持续性存在；同时，在培养

HeLa 8E细胞株的过程中，也会定期加上 Zeocin进

行药筛，以排除Cas9丢失和被沉默的可能。除了通

过诱导控制Cas9的表达，Cas9切口酶/双 sgRNA［7］、

截短 sgRNA［17］、高保真Cas9突变体［18-23］等策略也用

于降低CRISPR/Cas9的脱靶效应。另外，多个比 sp⁃
Cas9小的同系物如 saCas9［24］、Cpf1［25］等也被发现，一

定程度上解决了转导效率低的问题。关于Cas9在

核仁中富集，之前的研究表明，一旦表达 sgRNA，

Cas9会均匀分布在细胞核中［7］，这种现象是很难用

Cas9含有核仁定位信号来解释的［13］，可能是由于

Cas9/sgRNA复合体的溶解性更好，亦有可能是其他

机制导致，值得进一步的研究。

之前有文章报道核受体基因ERb的激动剂可

以调节胶质母细胞瘤细胞对顺铂的敏感性［14］，鼓励

我们去探究核受体超家族成员与顺铂耐药性的关

系。在筛选的过程中，由于含有 RARb、RXRb 和

NR5A1 sgRNA的克隆较少，我们没有进一步去验证

对应的基因是否被编辑，以及有12个克隆含有多个

sgRNA，也没有进一步去验证具体是哪些基因被编

辑，这些都值得继续探索。20个含有VDR sgRNA
克隆的测序结果显示，所有单克隆都携带相同的突

变，提示这 20个单克隆可能来源于同一个细胞，之

前有文章报道维生素D3及其受体VDR调控机体的

钙磷代谢稳态，对多种肿瘤细胞的增殖有抑制作

用。因此，突变VDR可能会使HeLa 8E细胞的增殖

加快，导致长出的克隆大部分含有VDR突变，当然，

这也可能是顺铂耐药性发生的原因，需要进一步通
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A：慢病毒 sgRNA文库示意图；B：Dox诱导后，感染 sgRNA文库的细胞会有抵抗顺铂的单克隆长出，未加Dox诱导的组无细胞存活（×50），

标尺：500 μm；C：单克隆细胞经测序鉴定出 sgRNA序列；D：对含有VDR⁃sgRNA的克隆进行目标基因的测序鉴定。sgRNA识别位点绿色下划

线标记，PAM序列红色下划线标记。

图3 顺铂耐药性核受体基因的筛选

Figure 3 Screening of cisplatin⁃resistant nuclear receptor genes
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过直接敲除或者过表达VDR进行正反验证，具体的

机制也值得我们深入去解析。
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