
췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:吴龙俊云,赵立峰,兰翼君,等.基于CRISPR/Cas9技术构建SIRT6基因敲除的

A549肺腺癌细胞系[J].右江民族医学院学报,2023,45(2):253-258.
【论著与临床报道】

基于CRISPR/Cas9技术构建SIRT6

基因敲除的A549肺腺癌细胞系

吴龙俊云1,赵立峰2,兰翼君1,赵雯莉1,杨波3,李也鹏2

(1.右江民族医学院研究生学院,广西 百色 533000;

2.右江民族医学院附属医院,广西 百色 533000;

3.右江民族医学院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 应用CRISPR/Cas9技术构建SIRT6基因敲除的人肺腺癌A549稳转细胞系。方法 根据CRISPR/Cas9
技术靶点设计原则,通过生物信息学设计向导RNA(single-guideRNAsgRNA),构建sgRNA-SIRT6质粒并包装成慢病

毒感染 A549细胞,使用嘌呤霉素筛选SIRT6基因敲除的 A549细胞并行基因组测序鉴定,应用 WesternBlot检测

SIRT6基因的敲除情况。结果 DNA测序结果显示sgRNA-SIRT6重组质粒构建成功,WesternBlot结果显示,转染

sgRNA-SIRT6重组质粒的细胞无SIRT6表达。结论 通过CRISPR/Cas9技术成功构建了SIRT6基因敲除的A549细

胞系,为后续研究SIRT6基因在肺腺癌细胞中的作用机制和功能奠定了基础。
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  Abstract: Objective ToconstructA549lungadenocarcinomacelllineswithSIRT6knockoutby
CRISPR/Cas9technology. Methods BasedontheCRISPR/Cas9targetdesignprinciples,thesgRNA-SIRT6
plasmidwasconstructedbysingle-guideRNAandturnedintolentivirustoinfectA549cells.TheA549cells
withSIRT6geneknockoutwerescreenedoutbypuromycinandidentifiedbygenomesequencing,andthe
SIRT6geneknockoutwasdetectedbyWesternBlot. Results DNAsequencingresultsshowedthatsgRNA-
SIRT6recombinantplasmidwassuccessfullyconstructed,andWesternBlotresultsshowedthatSIRT6was
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notexpressedincellstransfectedwithsgRNA-SIRT6recombinantplasmid. Conclusion TheA549celllines
withSIRT6geneknockoutaresuccessfullyconstructedwithCRISPR/Cas9technology,whichlaysafounda-
tionforfurtherresearchonthemechanismandfunctionofSIRT6geneinlungadenocarcinomacells.
  Keywords: CRISPR/Cas9;SIRT6;geneknockout;lungadenocarcinoma

  肺癌的发病率和死亡率在恶性肿瘤中高居首位,
并有继续上升的趋势[1]。其中非小细胞肺癌在肺癌中

占有很大的比重,达到80%~85%,而作为非小细胞

肺癌最常见的病理类型,肺腺癌近年来发病率持续上

升,早期即可出现远处转移,大部分患者在就诊时已是

中晚期,预后很差[2-3]。因此,探索肺腺癌新的分子靶

点,为肺腺癌患者制定新的治疗策略至关重要。作为

人肺腺癌上皮细胞系的一员,A549细胞与Ⅱ型肺泡细

胞非常相似,包括形态、结构和代谢产物组成。因此,

A549细胞被广泛应用于模拟Ⅱ型肺泡细胞反应的研

究[4-6]。Sirtuin家族是烟酰胺腺嘌呤二核苷酸依赖性

酶家族。已有研究表明,Sirtuin家族成员具有去乙酰

化修饰多种蛋白的功能,因此其能够调控基因转录,参
与细胞基因组稳定性、分化、衰老、凋亡、新陈代谢等多

种重要的病理、生理过程,进而影响多种肿瘤的形成和

发展过程[7-8]。Sirtuin6(SIRT6)是Sirtuin家族成员

之一,具有调控基因转录、新陈代谢、端粒的完整性和

维护基因组稳定性的作用,在糖尿病、肥胖、心脏病、衰
老和肿瘤的发生发展过程中扮演十分重要的角色[9]。

CRISPR/Cas9是一种精准高效的新型编辑技术,Cas9
可以对靶基因组进行剪切,形成 DNA 的双链断裂,

DNA修复过程中实现造成移码突变,使靶标基因失去

功能,从而实现基因敲除[10]。本实验通过CRISPR/

Cas9系统,借助慢病毒载体构建SIRT6基因敲除的

人肺腺癌A549细胞株,将为更深入探索SIRT6在肺

腺癌的功能机制提供基础条件。

1 材料与方法

1.1 生物材料 人肺腺癌细胞 A549,1640培养基

(biosharp)、DMEM 培养基(biosharp)、慢病毒(上海

吉凯基因医学科技股份有限公司)、Polybrene(上海吉

凯基因医学科技股份有限公司)、Primer(上海吉凯基

因医学科技股份有限公司)、Oligo引物(上海吉凯基

因医学科技股份有限公司)。

1.2 主要试剂 胎牛血清(biocell)、嘌呤霉素、胰酶、

SIRT6抗体、DNA试剂盒、PDVF膜、lip3000。

1.3 主要仪器 低速离心机(安徽中科中佳科学仪器

有限公司)、化学发光成像系统(杭州申花科技有限公

司)、37℃恒温培养箱(Thermo)、转膜系统(Bio-rad)、
电泳仪(Bio-rad)、倒置显微镜(Leica公司)、PCR仪器

(Biometra)、酶标仪(SpectraMax/iD5)。

1.4 实验方法

1.4.1 设计靶点的sgRNA 序列 利用 CRISPR-
Cas9靶点制作原理,设计3种不同并符合实验要求的

sgRNA-SIRT6 序 列 (sgRNA-SIRT6-27、sgRNA-
SIRT6-28、sgRNA-SIRT6-29),见 表 1。以 设 计 的

sgRNA序列为模板,在模板链的5′端添加碱基CAC-
Cg,互补链的3′端补加碱基C,5′端添加碱基aaac,确
保3种sgRNA-SIRT6都能与BbsⅠ酶切后的SIRT6
质粒形成的黏性末端互补,设计的寡核苷酸链合成序

列,见表2。SIRT6单链DNAOligo由上海吉凯基因

医学科技股份有限公司设计及合成。

表1 sgRNA序列

sgRNA编号 sgRNA序列

sgRNA-SIRT6-27 GTACGTCCGAGACACAGTCG
sgRNA-SIRT6-28 CCGGCTCTGCACCGTGGCTA
sgRNA-SIRT6-29 CTTCCACAAACATGTTCCCG

表2 sgRNAoligo序列

名称 5′ sgRNA合成序列 3′

sgRNA-SIRT6-27-a CACCg GTACGTCCGAGACACAGTCG
sgRNA-SIRT6-27-b aaac CGACTGTGTCTCGGACGTAC c
sgRNA-SIRT6-28-a CACCg CCGGCTCTGCACCGTGGCTA
sgRNA-SIRT6-28-b aaac TAGCCACGGTGCAGAGCCGG c
sgRNA-SIRT6-29-a CACCg CTTCCACAAACATGTTCCCG
sgRNA-SIRT6-29-b aaac CGGGAACATGTTTGTGGAAG c

1.4.2 重 组 质 粒 的 构 建 与 鉴 定  利 用 合 成 的

sgRNA-SIRT6Oligo经梯度降温PCR退火形成双链

sgRNA。95℃水浴15min,然后冷却至室温,经梯度

降温PCR退火形成带黏性末端的双链sgRNA,将退

火产物稀释200倍使用。由限制性内切酶BsmBI酶

切载 体 质 粒,取 Vectorplasmid1μL,10X Buffer
Tango2μL,DTT (20mM)1μL,BsmBI1μL,加

ddH2O补至20μL,经过37℃酶切3h得到线性化载

体DNA,通过琼脂糖凝胶电泳回收。取线性化的载体

DNA50ng/μL,退火的双链 DNA0.5μL,10×T4
Buffer1μL,EG40001μL,T4DNALigase1μL,加

ddH2O补至10μL,16℃连接3h获得酶切连接产

物。将酶切连接产物转至大肠杆菌TOP10感受态菌

体内,将其均匀地涂布在含氨苄西林(Amp)的固态培

养基上,24h后挑取单菌落进行PCR鉴定,得到阳性
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克隆后测序,得到序列正确的表达sgRNA的过表达

慢病毒质粒。扩增序列正确的克隆菌液,用中小量质

粒提取试剂盒[天根生化科技(北京)有限公司]提取质

粒,送检测序。

1.4.3 sgRNA-SIRT6慢病毒包装 用胰蛋白酶消

化对数生长期的293T细胞,以含10%胎牛血清的

DMEM培养基调整细胞密度约5.0×106 细胞/15
mL,接种于10cm细胞培养皿,37℃、5% CO2 培养

箱内 培 养24h,待 细 胞 密 度 达70%~80%时,取

SIRT6-sgRNA重组质粒 DNA溶液16μg和25μL
Lenti-EasyPackagingMix与相应体积的 Opti-MEM
混合均匀,总体积为1.5mL,室温下温育15min,将
混合液滴加入至293T细胞培养液中,于37℃、5%
CO2 培养箱内培养,孵育6h后弃去含有转染混和物

的培养基,缓慢加入含10%胎牛血清的DMEM 细胞

培养基20mL,于37℃、含5%CO2 培养箱内继续培

养48~72h。收集转染后48h的293T细胞上清液;
离心,加入病毒保存液,轻轻反复吹打重悬;离心后取

上清液获得病毒溶液,行滴度测试。

1.4.4 sgRNA-SIRT6慢病毒感染细胞及稳转株筛

选 将A549种于6孔板中,细胞量为105。24h后更

换培养基并加入慢病毒进行感染,设置阴性对照,6孔

板终体积为2mL,继续培养48h。加入嘌呤霉素筛选

细胞,待阴性对照细胞死完,转移细胞到6cm皿继续

筛选。取上述少量细胞,DNA提取试剂盒提取DNA
并测序,测序引物见表3。细胞正常胰酶消化,吹打成

单细胞,移入96,24/6孔板继续培养,并收取蛋白。

表3 Real-timePCR引物列表

Primer名称 引物序列(5′-3′)

SIRT627forpcrF CTTGGGCTCAGAGAGGTTGG
SIRT627forpcrR CAAGAGGGAGACACGCCC
SIRT628forpcrF AGCATCCCAGCCCGTTATTC
SIRT628forpcrR CAGACCTGCTGGCCTCATC
SIRT629forpcrF AGCATCCCAGCCCGTTATTC
SIRT629forpcrR CAGACCTGCTGGCCTCATC

1.4.5 单克隆细胞培养 细胞正常胰酶消化,200×g
离心5min后,吹打成单细胞,计数50个细胞,并将细

胞加入到10mL培养基中,吹打均匀,96孔板每孔加

入100μL细胞悬液,使每孔细胞0.5个左右。24h后

观察细胞贴壁情况及形态,在单克隆孔中补加100μL
培养基。细胞长满96孔板按此程序:经传代到24孔

板,6孔板到扩大培养,并收取蛋白样品做 WB,冻存

细胞。

1.4.6 WesternBlot检测细胞SIRT6蛋白表达 选

取对照A549细胞与过表达的 A549细胞,培养24h
后,PBS清洗后用RIPA裂解液提取细胞总蛋白并用

BCA法进行蛋白定量,每个样各取50μg总蛋白进行

SDS-PAGE电泳,电泳后转至 PVDF 膜,湿转120
min,5%BSA摇床封闭1h。一抗、二抗孵育,加入曝

光底物进行曝光。以GAPDH为内参,检测SIRT6蛋

白的表达水平。

2 结果

2.1 基因敲除表达载体的鉴定 重组质粒基因测序

结果显示在酶切位点之间插入的片段位置、方向及序

列分 别 与3个sgRNA(sgRNA-SIRT6-27、sgRNA-
SIRT6-28、sgRNA-SIRT6-29)序列一致,靶向 SIRT6
基因的sgRNA序列成功插入载体 ,证明过表达重组

质粒构建成功。见图1。

注:A.质粒sgRNA-SIRT6-27;B.质粒sgRNA-SIRT6-28;

C.质粒sgRNA-SIRT6-29。

图1 重组质粒测序图谱

2.2 SIRT6敲除的人肺腺癌A549细胞DNA测序鉴

定 嘌呤霉素筛选慢病毒感染后细胞,进行单克隆培

养,提取细胞基因组DNA,并对3个单克隆(SIRT6-
27、SIRT6-28、SIRT6-29)进行PCR和测序验证。测

序结果表明3个单克隆扩增的PCR片段大小约为

400bp左右,SIRT6-27和SIRT6-29扩增的PCR片

段与原始序列相比,未见碱基改变,而SIRT6-28的

PCR片段有明显的碱基突变,而且峰图显示突变点处

出现套峰。见图2。

2.3 SIRT6基因敲除后A549细胞内SIRT6蛋白表

达 将成功敲除SIRT6基因的A549细胞进行单克隆

培养,收取蛋白进行 WesternBlot检测SIRT6蛋白表

达,以未感染的 A549细胞系作为对照,WesternBlot
显示经SIRT6基因敲除后的 A549细胞内SIRT6蛋

白不表达,说明SIRT6基因敲除成功,见图3。
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注:SIRT6-28测序结果与原基因序列比对分析,“▲”表示

突变的碱基;“△”表示峰图出现套峰。

图2 SIRT6-28单克隆细胞测序结果

注:蛋白在第一次和第二次背景杂带多,第三次 WB结果正常。
图3 WesternBlot检测SIRT6蛋白表达

3 讨论

SIRT6是一种同时具有单 ADP核糖基转移酶、
脱脂酰化酶和去乙酰化酶的多功能蛋白质,这三种酶

促特性构成了SIRT6调节各种生理和病理过程的能

力的基础[11]。SIRT6可以通过调控人体诸多病理、生
理过程,从而影响肿瘤的发生和发展[10]。一些研究认

为,SIRT6是一种抑癌基因。一项在膀胱癌的研究发

现,T4分期与 T2相比,SIRT6的表达明显降低,低
SIRT6表达增加H3K9的乙酰化以及Glut1和PDK1
的水平,增强糖酵解,并增加肿瘤细胞的增殖能力[12]。
在鼻咽癌中,SIRT6过表达导致抗凋亡蛋白Bcl-2的

水平降低,但增加裂解的半胱天冬酶-3和促凋亡蛋白

Bax的水平。高水平的SIRT6抑制 NF-κB信号传导

并促进鼻咽癌细胞的凋亡[13],而SIRT6在人胶质瘤

中也被认为是一种抗癌基因[14]。然而,在某些恶性肿

瘤中,SIRT6被证实是一种促癌基因。在骨肉瘤中,

SIRT6表达上调增加了肿瘤的复发风险和死亡风险,
是骨肉瘤患者预后不良因素[15]。而在甲状腺癌的研

究也显示,SIRT6上调与甲状腺癌患者的无复发生存

期差以及体外PTC细胞迁移和侵袭增强有关[16]。且

SIRT6除了在不同肿瘤中发挥不同的作用以外,还可

以在同一种肿瘤中发挥双重作用。有研究表明,在结

肠癌、肝癌、乳腺癌、胰腺癌、黑色素瘤、卵巢癌、前列腺

癌、肺癌和血液肿瘤中,SIRT6在肿瘤的不同发育阶

段或 不 同 细 胞 系 中 发 挥 着 相 反 的 作 用[11]。目 前,

SIRT6在非小细胞肺癌的研究比较广泛,但在肺腺癌

的研究比较少见。WANGJ等[17]的研究表明,放疗可

促进SIRT6蛋白介导的RBBP8脱乙酰化的发生,进
而提高吉非替尼的疗效。由此可见,SIRT6在肺腺癌

中可能是一种抑癌基因,但是,SIRT6在肺腺癌的作

用机制仍未明确。此外,SIRT6在诸多肿瘤中的研究

显示出相互矛盾的结果。因此,构建SIRT6基因敲除

的A549细胞系,对于进一步探索SIRT6在肺腺癌的

作用机制具有十分重要的意义。

CRISPR/Cas9是一种稳定、高效、简单且广泛使

用的新型基因编辑技术。CRISPR/Cas9在2013年被

成功应用于真核生物和细胞之后[18-19],该技术得到了

突飞猛进的发展,目前已被广泛用于农业[20]、生物材

料[21]、医学[22]等诸多领域。CRISPR/Cas9作为新兴

的基因编辑工具,具有操作简便、编辑高效、通用性广

等优势,因而被广泛应用于临床医学研究领域。有研

究表明,CRISPR/Cas9技术在恶性肿瘤[23]、心血管系

统疾病[24]、免疫系统疾病[25]、遗传性疾病[26]以及神经

系统疾病[27]等临床医学研究领域中取得快速的发展。
尤其在肿瘤诊断和治疗方面,CRISPR/Cas9可以进行

肿瘤模型构建、肿瘤演化机制研究、分子诊断、生物治

疗以及分子靶向药物的研发与筛选,为肿瘤的基础研

究和 临 床 应 用 提 供 新 的 技 术 保 障[28]。毫 无 疑 问,

CRISPR/Cas9被证明是一种革命性的工具,在诸多领

域的研究显示出显著的效果,但其也有自身的局限性。
在本实验中,根据CRISPR/Cas9技术靶点设计原则,
选择了3个sgRNA进行研究,但最终只有SIRT6-28
符合后续的研究,因此该技术的基因编辑效率有待提

高。而其他较为突出的问题是脱靶效应、脱氧核糖核

酸损伤毒性和免疫毒性[29],相信随着科学技术的发展

和自身不断的完善,CRISPR/Cas9技术的缺陷终将得

到改进。
本研究通过CRISPR/Cas9技术,设计并筛选了

针对SIRT6敲除的sgRNA,然后将sgRNA-SIRT6序

列与载体链接,成功构建重组质粒并包装,将重组质粒

转染入A549细胞中,筛选单克隆细胞进行鉴定。目

前鉴定细胞系基因成功敲除的主要方法有3种:①
DNA测序结果是否存在基因突变;②WesternBlot检

测蛋白是否表达;③实时荧光定量聚合酶链反应(real-
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timefluorescencequantitativepolymerasechainreac-
tion,RTFQ-PCR)检测细胞 mRNA是否表达。部分

学者采用单一方法进行验证基因敲除模型构建是否成

功[30],而更多学者选择其中多种 方 法 进 行 联 合 鉴

定[31-32]。本研究使用了DNA测序和 WesternBlot检

测蛋白两种方法联合鉴定。测序结果表明PCR片段

有明显的基因突变,而 WesternBlot结果显示敲除后

的A549细胞内无SIRT6蛋白表达,证明敲除SIRT6
基因的A549稳定细胞系构建成功。

综上所述,本研究成功构建了sgRNA-SIRT6重

组质粒,同时成功敲除了人肺腺癌 A549细胞系中的

SIRT6基因,为深入研究SIRT6在肺腺癌的作用机制

奠定了基础。
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