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目的
!

采用成簇的(规律间隔的短回文重复序列*核酸内切酶
"

!

>'(FI'

*

><0"

#基因组编辑技术

构建白细胞介素
#

!

(Q3#

#基因敲除结肠癌
F?!!!#

细胞系"探讨其对化疗药物顺铂!

>KKI

#的敏感性'方法
!

采用
>'(FI'

*

><0"

基因组编辑技术"构建
(Q3#

基因敲除的
F?!!!#

细胞系&

>>U34

法检测细胞增殖能力&流

式细胞术检测细胞周期及细胞凋亡&

?90D9:1T=+D

法检测细胞
(Q3#

(

8

G

8=,1E

(

[<\

(

[8=36

(

P

3FO7O.

和
FO7O.

表达'结果
!

成功构建了
(Q3#

%

*

g

F?!!!#

和
(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞系&

(Q3#

%

*

g

F?!!!#

和
(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细

胞与野生型
F?!!!#

细胞相比"其生长状态(细胞增殖能力(细胞周期及细胞凋亡率均无明显差异!

&

#

)-)$

#&

$CC+=

*

CQ>KKI

干预后"

(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞凋亡率明显增加(细胞增殖受到明显抑制(细胞内
[<\

表达明

显增高"

[8=36

(

P

3FO7O.

和
FO7O.

表达明显降低"差异均有统计学意义!

&

&

)-)$

#'结论
!

成功构建了对

>KKI

敏感"且生长增殖周期稳定的
(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞系"可为
(Q3#

介导的结肠癌化疗耐药机制研究提供

实验基础'
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结肠癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一#近年

来其发病率和病死率均呈上升趋势$虽然早期发现

和手术治疗可使很多患者得到根治#但
6$B

的病例在

初诊时已发生转移#且约
$)B

的患者最终发展成为不

能切除的转移病例+

!

,

$对于晚期或复发转移的结肠

癌患者#化疗是其主要的治疗手段$然而#化疗后中

位肿瘤进展时间!

OOI

"仍旧很短!

#

!

4

个月"#提示结

肠癌存在着内在耐药性或获得性耐药+

6

,

$结肠癌耐

药是影响化疗效果和患者预后的重要原因之一#因

此#研究结肠癌耐药的发生及其机制是化疗增敏或逆

转耐药的基础$白细胞介素
#

!

(Q3#

"是一种多细胞来

源并具有复杂生物学功能的单链糖蛋白细胞因子#相

对分子质量为
6#l!)

.

+

.

,

$

(Q3#

可参与炎症反应和急

性时相反应#调节多种细胞增殖分化#促进造血#并在

机体的免疫应答中发挥重要作用+

5

,

$

(Q3#

及其受体

的异常表达与多种肿瘤的发生&发展及转归关系密

切#包括乳腺癌+

$

,

&膀胱癌+

#

,

&头颈癌+

2

,

&肝癌+

4

,等$

有研究报道#

(Q3#

与结肠癌的发生&发展有着密切的

联系#血浆高水平的
(Q3#

往往提示预后不良+

"

,

$有研

究发现#

(Q3#

可能介导了乳腺癌的顺铂!

>KKI

"耐

药+

$

,

#靶向调节
(Q3#

极有可能成为逆转某些肿瘤耐药

的新靶点$目前#有关
(Q3#

介导结肠癌耐药的机制研

究报道不多$本研究采用短回文重复序列*核酸内切

酶
"

!

>'(FI'

*

><0"

"技术构建
(Q3#

基因敲除的结肠

癌
F?!!!#

细胞系并评价其生物学活性及探讨其对

化疗药物
>KKI

的敏感性#为
(Q3#

介导的结肠癌化

疗耐药机制研究提供实验基础$

!

!

材料与方法

!-!

!

材料

!-!-!

!

质粒与细胞株
!P

MV#30

N

'R7

骨架质粒购自

上海吉凯基因化学技术有限公司#

E-8+=,K@$m

感受

态购自天根生化科技有限公司#

F?!!!#

细胞株由本

实验室保存$

!-!-"

!

主要试剂
!

A=,

N

+

引物购自上海捷瑞生物工

程有限公司%

I:90D<,19*I:+D9,1Q<**9:

&限制性内切

酶
[0<[

"

购自
OM9:C+

公司%

/

9DI'(&E

+ 试剂购自

I+=

G

+=X0

公司%

O5KR7 Q,

N

<09

购自
S9:C91D<0

公

司%

O:

G

D+19

&

c9<0DE\D:<8D

和
7

N

<:I+Z*9:

购自
A_3

A(K

公司%

6lO<

f

I=X0&<0D9:&,\

购自
J<̂

G

C9

公

司%

7

N

<:+09

购自西格玛奥德里奇!上海"贸易有限公

司%琼脂糖凝胶
KR7

回收试剂盒&无内毒素质粒大提

试剂盒购自天根生化科技!北京"有限公司%碘化丙啶

!

I(

"&

[>7

蛋白定量试剂盒和
>>U34

检测试剂盒购

自碧云天生物技术研究所%

7I>7119\,1J

凋亡检测

试剂盒!

7I> 7119\,1 J 7

P

+

P

D+0,0K9D98D,+1 U,D

Z,DMI(

"购自
[,+Q9

N

91*

公司%

(Q3#

&

>

G

8=,1E

&

[<\

&

[8=36

&

P

3FO7O.

&

FO7O.

和
L7IK@

抗体购自
>FO

公司$

!-"

!

方法

!-"-!

!

引物设计与
Q91D,3><0"30

N

'R73ELSI

表达

质粒构建
!

利用
>'(FI'

网络工具!

MDD

P

)**

8:,0

P

:-

C,D-9*X

"在人
(Q3#

基因的合适位点选择
0

N

'R7

的

靶向序列#设计
.

个不同的
0

N

'R7

#即
(Q3#0

N

'R7!3

.

$寡核苷酸序列如下#

0

N

'R7!

上游引物)

$i37>>

L>7>O7>O>O>777O>OLOO>3.i

#下游引物)

$i3777>L77>7L7OOOL7L7LO7LOL3.i

%

0

N

'R76

上游引物)

$i37>> LOO OLO >77 OO>

LOO>OL 77L3.i

#下游引物)

$i3777 >>O O>7

L77>L77OOL7>7773.i

#

0

N

'R7.

上游引物)

$i37>>LL77>7L7OOOL7L7LO7LOL3.i

#

下游引物)

$i3777>>7>O7>O>O>777O>OL

OO>3.i

$在每条
0

N

'R7

序列正义链的
$i

端添加

7>>L

#反义链的
$i

端添加
777>

#与经
[0<

"

酶切

后的
P

MV#30

N

'R7T<8̀T+19

表达质粒载体形成的黏

性末端互补#构建
Q91D,3><0"30

N

'R73ELSI

表达

质粒$

!-"-"

!

细胞转染
!

转染前将
F?!!!#

细胞接种至
#

孔板中进行培养#待细胞密度为
2)B

!

4)B

时#使用

转染试剂
/

9DI'(&E

+进行细胞转染!质粒终浓度为
!

*

N

*

CQ

"#以等量空白载体为阴性对照$

!-"-#

!

基因组
KR7

提取
!

细胞转染
54M

后#使用

细胞基因组提取试剂盒对各组
F?!!!#

细胞按照说

明书操作步骤提取细胞基因组$

!-"-$

!

错配酶法!

FX:;9

G

+:

"筛选高活性
0

N

'R7

!

使

用
e(7

f

X,8̀ I>'

P

X:,W,8<D,+1U,D

试剂盒进行
I>'

产物纯化#将回收的产物稀释至
6)C

N

*

Q

#按照
FX:3

;9

G

+:

分析试剂盒说明书步骤进行检测#

6B

琼脂糖凝

胶电泳进行分析$

!-"-B

!

(Q3#

基因敲除
F?!!!#

细胞株筛选
!

为了进

一步获得稳定敲除
(Q3#

的
F?!!!#

细胞株#将
Q91D,3

><0"30

N

'R73ELSI

质粒转染
F?!!!#

细胞株
54M

后#采用有限稀释法将细胞接种至
"#

孔板!保证单细

胞接种"$待细胞扩增至
#

孔板时#取部分细胞进行

传代及保种#剩余细胞提取蛋白质#

?90D9:1T=+D

检测

(Q3#

表达$

!-"-C

!

?90D9:1T=+D

法检测蛋白质表达
!

'(I7

裂

解液和
!B

的蛋白酶抑制剂混合液提取细胞总蛋白

质#采用
[>7

法测定蛋白质浓度后进行十二烷基硫

酸钠
3

聚丙烯酰胺凝胶电泳!

FKF3I7LE

"#蛋白质上样

质量为
$)

*

N

#电泳完成后#依次进行
IJKS

膜转膜&

$)

N

*

Q

牛奶封闭&洗膜!

!lO[FO

#

$C,1

#

.

次"&孵育

一抗!

5h

过夜"&洗膜&孵育二抗!室温
!M

"&洗膜!

!l

O[FO

#

$C,1

#

.

次"#化学发光法检测蛋白质印记

条带$

!-"-D

!

>>U34

法检测细胞增殖
!

消化处理对数期

F?!!!#

&

(Q3#

%

*

g

F?!!!#

&

(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞#约

.)))

个*孔接种至
"#

孔板#分别于
65

&

54

&

26M

更换

新鲜培养基#吸取
!)

*

Q>>U34

溶液于待测孔#置于

5")5
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培养箱中培养
6M

#设置酶标仪参数为
5$)1C

#检测

各孔光密度值!

08

5$)

"$

!-"-M

!

I(

染色检测细胞周期
!

培养
F?!!!#

&

(Q3

#

%

*

g

F?!!!#

&

(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞
54M

#胰酶消化

后离心#

I[F

清洗
6

次#

!CQ5h2$B

乙醇重悬#固

定
!6M

$

!))):

*

C,1

离心
$C,1

#弃上清液#

6))

*

Q

I[F

重悬细胞#加入
!$)

*

Q'1<09

#

.2h

孵育
5)C,1

后加入
6))

*

QI(

溶液#

5 h

孵育
6M

#流式细胞术

!

S>&

"检测细胞周期$

!-"-N

!

7I> 7119\,1J3I(

检测细胞凋亡
!

培养

F?!!!#

&

(Q3#

%

*

g

F?!!!#

&

(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞
54

M

#胰酶消化细胞后离心#

I[F

清洗
6

次#加入
!"$

*

Q

[,1*,1

N

TXWW9:

重悬细胞$加入
$

*

Q7I>7119\,1

J

混匀#再加入
!)

*

QI(

溶液#轻轻混匀$室温避光

孵育
!$C,1

#

S>&

检测细胞凋亡$

!-"-!O

!

药物敏感性试验
!

消化处理对数期

F?!!!#

&

(Q3#

%

*

g

F?!!!#

&

(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞#将

!l!)

5 个*孔细胞接种至
"#

孔板#待细胞贴壁后#更

换培养基#加入终浓度为
$CC+=

*

CQ

的
>KKI

#置于

恒温培养箱中继续培养$分别于
65

&

54

&

26M

更换新

鲜培养基#吸取
!)

*

Q>>U34

溶液于待测孔#置于培

养箱中培养
6M

#检测各孔
08

5$)

$

!-#

!

统计学处理
!

数据采用
FIFF!2-)

统计软件进

行分析#计量资料以
Gj#

表示#组间比较采用
<

检验%

检验水准
&

k)-)$

#以
&

&

)-)$

为差异有统计学

意义$

"

!

结
!!

果

"-!

!

(Q3#

基因敲除
F?!!!#

细胞株的建立与鉴定
!

根据
(Q3#

基因序列#合成
.

个
0

N

'R7

寡核苷酸序列

!

0

N

'R7!

&

0

N

'R76

&

0

N

'R7.

"#将合成的序列分别与

Q91D,3><0"30

N

'R73ELSI

质粒!图
!7

"进行重组#分

别得到
Q91D,3><0"3(Q3#30

N

'R73!3ELSI

质粒&

Q913

D,3><0"3(Q3#30

N

'R7363ELSI

质粒和
Q91D,3><0"3(Q3

#30

N

'R73.3ELSI

质粒$采用
e(7

f

X,8̀ I>'

P

X:,3

W,8<D,+1U,D

试剂盒进行
I>'

产物纯化#将回收产物

通过
O2E!

酶切后
6B

琼脂糖凝胶电泳结果显示针对

(Q3#30

N

'R73!

有较好的打靶效率!图
![

"$采用有限

稀释法将
Q91D,3><0"3(Q3#30

N

'R73!3ELSI

质粒转染

F?!!!#

细胞经过克隆化培养#筛选得到
5

株单克隆

细胞株#分别命名
>!

&

>6

&

>.

&

>5

#提取细胞蛋白进行

?90D9:1T=+D

检测单克隆细胞
(Q3#

表达量!图
!>

"#

结果显示与对照组!

R>

"相比#

>6

!

5

细胞株表达少量

(Q3#

#命名为
(Q3#

%

*

g

F?!!!#

细胞株#

>!

细胞株完全

不表达
(Q3#

#将其命名为
(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞株$

质粒转染
F?!!!#

细胞
54M

后#荧光显微镜下发现与

对照组!

R>

"相比#转染了
Q91D,3><0"30

N

'R73ELSI

质粒的
F?!!!#

细胞多表达绿色荧光#表明质粒转染

F?!!!#

细胞株成功!图
!K

"$

!!

7

)质粒
Q9D,3><0"3(Q3#30

N

'R73ELSI

结构示意图%

[

)

FX:;9

G

+:

法检测
0

N

'R7

活性%

>

)

?90D9:1T=+D

检测
(Q3#

表达%

K

)质粒转染
F?!!!#

细

胞!荧光下视野#

l!)

"

图
!

!!

(Q3#

基因敲除
F?!!!#

细胞株的建立与鉴定

$")5

重庆医学
6)!4

年
!!

月第
52

卷第
.6

期



!!

7

)

>>U34

检测细胞增殖%

[

)显微镜下观察细胞状态!

l6))

"%

>

)

I(

染色检测细胞周期%

K

)

S>&

检测细胞凋亡

图
6

!!

.

组细胞增殖)周期和凋亡结果

"-"

!

(Q3#

%

*

g

F?!!!#

&

(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞增殖&

周期和凋亡检测结果
!

与对照组
F?!!!#

细胞比较#

(Q3#

%

*

g

F?!!!#

&

(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞增殖无明显

差别!图
67

"%镜下观察三种细胞状态基本一致#生长

良好!图
6[

"$细胞周期检测结果显示#

F?!!!#

细

胞&

(Q3#

%

*

%

F?!!!#

和
(Q3#

%

*

g

F?!!!#

细胞各期

!

L

!

&

F

&

L

6

期"细胞数量均无明显差异!图
6>

"%细胞

凋亡结果显示
(Q3#

基因敲除后#

F?!!!#

&

(Q3#

%

*

g

F?!!!#

&

(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞的凋亡率均无明显差

异!图
6K

"$

?90D9:1T=+D

结果显示细胞周期蛋白质

>

G

8=,1 E

在
F?!!!#

&

(Q3#

%

*

g

F?!!!#

&

(Q3#

%

*

%

F?!!!#

三种细胞中的表达量比较#差异无统计学意

义!

&

#

)-)$

"#见图
.

$

图
.

!!

?90D9:1T=+D

检测
>

G

8=,1E

表达及定量分析

!!

7

)显微镜下观察细胞状态!

l6))

"%

[

)

S>&

检测细胞凋亡%

>

)

>>U34

法检测细胞增殖%

K

)

?90D9:1T=+D

检测
[<\

及
[8=36

等表达%

E

)

[<\

及

[8=36

等表达定量分析%

<

)

&

&

)-)$

#

T

)

&

&

)-)!

#与
F?!!!#

比较%

8

)

&

&

)-)!

#与
(Q3#

%

*

%

F?!!!#

比较

图
5

!!

>KKI

干预对
(Q3#

%

'

%

F?!!!#

细胞增殖及细胞内
[<\

等表达的影响

"-#

!

>KKI

干预对
(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞增殖及细 胞内
[<\

等表达的影响
!

与
F?!!!#

细胞相比#终浓

#")5

重庆医学
6)!4

年
!!

月第
52

卷第
.6

期



度为
$CC+=

*

CQ>KKI

作用
(Q3#

%

*

g

F?!!!#

和
(Q3

#

%

*

%

F?!!!#

细胞
26M

后#

(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞生

长状态明显变差!图
57

"#细胞凋亡率增加!图
5[

"#细

胞增殖受到明显抑制!图
5>

"$

?90D9:1T=+D

结果显

示
(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞胞内
[<\

表达显著增高#

[8=3

6

&

P

3FO7O.

和
FO7O.

表达显著降低#见图
5K

&

E

$

#

!

讨
!!

论

!!

>'(FI'

*

><0"

系统是新近发展起来的&广泛应

用于细菌&酵母&动物和植物中的基因组定点编辑技

术#具有精确的靶向功能$本研究采用
Q91D,3><0"3

0

N

'R73ELSI

骨架质粒构建得到
Q91D,3><0"3(Q3#3

0

N

'R73!3ELSI

&

Q91D,3><0"3(Q3#30

N

'R7363ELSI

和

Q91D,3><0"3(Q3#30

N

'R73.3ELSI

重组质粒#并通过

转染结肠癌
F?!!!#

细胞#经筛选鉴定得到一株
(Q3#

基因全敲除和
(Q3#

基因部分敲除的结肠癌细胞系)

(Q3#

%

*

g

F?!!!#

和
(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞$该两种细

胞除
(Q3#

表达受到影响外#其细胞生长状况&细胞增

殖能力及细胞周期变化均于野生型
F?!!!#

无明显

差异!

&

#

)-)$

"#提示
(Q3#

基因敲除可能并不影响结

肠癌细胞生长增殖$值得注意的是#当采用终浓度为

$CC+=

*

CQ >KKI

分别干预野生型
F?!!!#

&

(Q3

#

%

*

g

F?!!!#

和
(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞
26M

后#

(Q3

#

%

*

%

F?!!!#

细胞生长状态明显变差#细胞增殖能力

受到明显抑制#提示
(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞对
>KKI

敏感性增加$

?90D9:1T=+D

检测显示
>KKI

干预后#

(Q3#

%

*

%

F?!!!#

细胞凋亡相关蛋白
[<\

表达增加#抗

凋亡蛋白
[8=36

表达减低$

(Q3#

是一种多功能&多效性细胞因子#主要由位

于肿瘤微环境内的多种细胞类型产生#包括肿瘤浸润

免疫细胞&基质细胞和肿瘤细胞本身+

!)3!!

,

$

(Q3#

*

]7U

*

FO7O.

途径在多种实体肿瘤!如乳腺癌&结肠

癌&膀胱癌和头颈癌等"中过度活化#与肿瘤的发生&

发展及不良预后密切相关+

23!)

,

$在肿瘤微环境中#

(Q3

#

*

]7U

*

FO7O.

信号通路驱动肿瘤细胞增殖&存活&

侵袭和转移#且强烈抑制抗肿瘤免疫反应+

!6

,

$

(Q3#

直接作用于肿瘤细胞以诱导
FO7O.

靶基因的表达#

促进肿瘤增殖相关蛋白质!如
>

G

8=,1K!

#

>

G

8=,1E

"&

血管生成因子!如血管内皮生长因子"&侵袭转移相关

蛋白!如基质金属蛋白酶"和免疫抑制因子!如
(Q3!)

和转化生长因子
3

'

"表达+

!63!5

,

$

FO7O.

也可促进
(Q3

#

基因表达#从而形成自分泌反馈环+

!5

,

$

FO7O.

还

促进对常规化疗和放疗及靶向治疗!如西妥昔单抗"

的耐药性+

!$

,

$有研究显示通过正反馈回路激活

FO7O.

可能是药物处理的癌细胞耐药的主要机制#

结果显示外周血高水平
(Q3#

与结肠癌患者肿瘤大小&

分期和转移相关+

!5

#

!#

,

$作者所在课题组亦发现结肠

癌组织高表达
(Q3#

#且与肿瘤大小&分化程度&转移及

化疗耐药等密切相关!结果待报道"$

为了进一步探讨肿瘤源性
(Q3#

在结肠癌发生&发

展及耐药中的作用#本研究建立了稳定的
(Q3#

基因敲

除结肠癌细胞系#结果显示
(Q3#

基因敲除结肠癌细胞

系对化疗药物
>IIK

敏感性增加#且该过程可能与

FO7O.

信号通路受到抑制有关$

综上所述#本研究成功构建了对
>KKI

敏感#且

细胞生长&增殖&周期稳定的
(Q3#

基因敲除结肠癌

F?!!!#

细胞系#可为深入探索
(Q3#

介导的结肠癌化

疗耐药机制提供一定实验基础$
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跨膜运输及维持细胞的极性+

!6

,

$紧密连接包括
A83

8=X*,1

&周膜蛋白紧密连接蛋白家族和
>=<X*,1

跨膜蛋

白家族#

A88=X*,1

表达于细胞基侧膜顶端#与其他蛋

白构成紧密连接的基本结构#调控上皮细胞的跨上皮

电阻和膜转运功能+

!.

,

$

YA3!

则在连接
A88=X*,1

中

起桥梁作用#是
A88=X*,1

与细胞内骨架系统连接的关

键物质#对肠上皮起稳定作用+

!5

,

$紧密连接表达的改

变可能是胆汁淤积时肠黏膜屏障损伤的重要原因+

!$

,

$

本实验发现模型组大鼠的小肠组织中
A88=X*,1

和

YA3!

表达水平较对照组大鼠明显减少#

[8

干预后#大

鼠小肠组织中
A88=X*,1

和
YA3!

表达增加$紧密连接

是肠黏膜屏障完整的基础#这提示
[8

上调大鼠肠黏

膜紧密连接蛋白
A88=X*,1

和
YA3!

的表达可能是其改

善肠黏膜通透性#进而保护肝损伤的关键因素$

综上所述#

[8

可能通过改变肠黏膜通透性&增加

紧密连接蛋白表达进而通过肝肠轴对胆汁淤积大鼠

肝损伤产生保护作用#然而肝肠之间相互作用复杂#

[8

保护肝损伤的具体机制还有待进一步深入研究$
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