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CRISPR/Cas
 

9系统构建敲除FN表达的卵巢癌
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  [摘要] 目的 利用CRISPR/Cas
 

9系统在人卵巢癌细胞系OVCAR3中构建敲除纤维连接蛋白(FN)表

达的稳定表达细胞系。方法 检测4株卵巢癌细胞系FN表达情况。使用E-CRISP网站设计针对FN基因的

向导RNA(sgRNA)序列,将序列连接到lenti-CRISPR-V2质粒后转染高表达FN的 OVCAR3细胞。鉴定构

建的细胞系FN表达情况。结果 在4株细胞系中选择高表达FN的OVCAR3细胞转入测序结果正确的len-
ti-CRISPR-V2-FN-sgRNA重组 质 粒,q-PCR 和 Western

 

blot方 法 验 证 结 果 显 示,其 成 功 降 低 了 卵 巢 癌

OVCAR3细胞的FN的表达水平。结论 CRISPR/Cas
 

9系统能建立敲除FN表达的卵巢癌稳定表达细胞系。
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  [Abstract] Objective To

 

construct
 

a
 

stable
 

cell
 

line
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

with
 

fibronectin
 

(FN)
 

gene
 

knockout
 

in
 

human
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

line
 

OVCAR3
 

by
 

CRISPR/Cas
 

9
 

system.Methods The
 

expression
 

of
 

FN
 

in
 

four
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

lines
 

were
 

detected.The
 

small
 

guide
 

RNA(sgRNA)
 

sequences
 

for
 

FN
 

were
 

de-
signed

 

using
 

E-CRISP
 

website,and
 

the
 

sgRNA
 

sequences
 

were
 

linked
 

to
 

lenti-CRISPR-V2
 

plasmid
 

and
 

trans-
fected

 

into
 

OVCAR3
 

cell
 

line
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

FN.Then
 

the
 

expression
 

of
 

FN
 

in
 

the
 

constructed
 

cell
 

line
 

was
 

identified.Results OVCAR3
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

FN,was
 

selected
 

and
 

transfected
 

the
 

correct
 

lenti-CRISPR-V2-FN-sgRNA
 

plasmid.The
 

q-PCR
 

and
 

Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

FN
 

in
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

line
 

OVCAR3
 

was
 

reduced
 

as
 

expectably.Conclusion The
 

stable
 

cell
 

line
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

with
 

FN
 

gene
 

knockout
 

has
 

been
 

successfully
 

established
 

by
 

CRISPR/Cas
 

9
 

system.
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  卵巢癌是女性的三大恶性肿瘤之一,是恶性程度

最高的妇科癌症。据我国国家癌症中心2016年发布

的卵巢癌发病与死亡分析研究报告,2010年全国卵巢

癌新发病例约4.15万例,死亡病例约1.76万例。卵

巢癌发病率为6.47/10万,中国人口标化发病率为

5.22/10万,世界人口标化发病率为4.97/10万,累积

发病率(0~74岁)为0.53%[1]。由于卵巢位置居于

盆腔深部,且缺乏有效的早期诊断手段,在三大恶性

肿瘤中,虽发病率低于子宫内膜癌和宫颈癌,但病死

率却居首位,约有70%的患者在确诊时已经进入疾病

进展期[2],位于女性癌症相关死因的第5位[3]。
纤维连接蛋白(fibronectin,FN)是由基因FN编

码的大型糖蛋白。FN以可溶和不可溶两种形式存

在。可溶的血浆型FN主要由肝细胞分泌,是由二硫

键连接的同源二聚体,广泛分布在血浆及各种体液

中;而不可溶的细胞型FN主要由成纤维细胞及其他

细胞分泌,以二聚体或不溶的多聚纤维的形式分布于

细胞表面、基膜、细胞间及细胞外基质中[4-5]。
本文研究CRISPR/Cas9系统在人类卵巢癌细胞

系OVCAR3中敲除FN表达,建立低表达FN的稳定
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表达细胞系,为后续研究FN在卵巢癌发生、发展、治
疗中的作用提供前期基础。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 生物材料

卵巢癌细胞系A2780、OVCAR3、skov3、CAOV-
3均购自南京科佰生物科技有限公司;感受态细胞

DH5α(CB101)购自天根生化科技有限公司;lenti-
CRISPR-V2质粒、胚肾细胞293T为天津医科大学医

学检验学院实验室留存。实验中涉及的引物合成和

质粒测序由上海生工生物有限公司完成。
1.1.2 主要试剂

FastQuant
 

cDNA第一链合成试剂盒(KR106)、
SuperReal

 

PreMix
 

Plus(SYBR
 

Green)试 剂 盒

(FP205)、普 通 琼 脂 糖 凝 胶 DNA 回 收 试 剂 盒

(DP209)、无内毒素质粒大提试剂盒(DP117)均购自

天根生化科技有限公司;FN
 

ELISA
 

试剂盒(LH-
E10073HU)购自北京六合生物技术有限公司。T4

 

PNK、T4
 

Ligase、10×T4
 

Ligation
 

Buffer、10
 

mmol/L
 

ATP购自美国 New
 

England
 

Biolabs公司;FastDi-
gest

 

BsmBI、FastAP、10×FastDigest
 

Buffer购自加

拿大 Fermentas公司;DMEM 高糖培养基、RPMI-
1640培养基及胎牛血清购自美国 Gibco公司;鼠源

FN抗体、鼠源β-tublin抗体及相应二抗(工作浓度

1∶1
 

000)购自Affinity
 

Bioscience公司(中国)。
1.2 方法

1.2.1 sgRNA序列的设计

使用E-CRISP网站(http://www.e-crisp.org/
E-CRISP/)进行引物设计,选择物种后,输入在NCBI
搜索 得 到 的 FN 基 因transcript

 

variant
 

1(NM _
212482.2)的外显子的FASTA格式序列,在结果中

选取得分较高的两组单向导RNA(sgRNA)序列,在
正义 链 的 5'端 添 加 CACC,反 义 链 的 5'端 添 加

AAAC。
1.2.2 q-PCR及 Western

 

blot检测4株卵巢癌细胞

系的FN表达量

选取 A2780、OVCAR3、skov3、CAOV-3卵巢癌

细胞系,检测其基础表达FN的情况。使用 TRI-zol
法提取细胞系的总RNA,FastQuant

 

cDNA第一链合

成试剂盒逆转录为cDNA,利用SYBR
 

Green染料法

real-time
 

PCR进行半定量的FN 基因表达量检测。
具体操作按说明书进行,95

 

℃预变性15
 

min,95
 

℃变

性10
 

s,60
 

℃退火20
 

s并进行信号检测,72
 

℃延伸20
 

s,共40个循环。使用 Western
 

blot检测4株细胞系

基础表达FN蛋白量。去除细胞培养基后,PBS冲洗

细胞1次,用含有SDS的Loading
 

buffer裂解细胞,
功率30%超声,超声1

 

s,间隔1
 

s,超声30次后97
 

℃
变性5

 

min,十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)分离蛋白,再将蛋白转印至聚偏氟乙烯

(PVDF)膜后使用抗体检测蛋白表达情况。
1.2.3 lenti-CRISPR-V2-FN-sgRNA载体的构建

将两个oligo
 

sgRNA稀释至100
 

μmol/L,按正向

oligo
 

1
 

μL、反向oligo
 

1
 

μL、10×T4
 

Ligation
 

Buffer
 

1
 

μL、T4
 

polynucleotide
 

kinase
 

1
 

μL、ddH2O
 

6
 

μL配

制共10
 

μL的反应体系,在37
 

℃
 

30
 

min,95
 

℃
 

5
 

min,95
 

℃至25
 

℃每分钟降温3
 

℃的反应温度下进

行双链形成反应。反应后将产物用ddH2O进行200
倍稀释。将lenti-CRISPR-V2质粒使用BsmB

 

Ⅰ、Fa-
stAP进行酶切,反应条件为55

 

℃
 

1
 

h。琼脂糖凝胶

跑胶后回收条带。取回收后的产物50
 

ng和稀释的

sgRNA
 

1
 

μL混合后使用T4连接酶连接,16
 

℃反应

3
 

h,而后加入10
 

mmol/L
 

ATP
 

1.5
 

μL、ATP-de-
pendent

 

Plasmid
 

Safe
 

exonuclease
 

1
 

μL及10×Plas-
mid-Safe

 

buffer
 

1.5
 

μL,37
 

℃
 

30
 

min,70
 

℃
 

30
 

min
反应,将全部连接产物转入感受态细胞DH5α,涂板后

挑取菌落提取质粒后测序。
1.2.4 OVCAR3细胞FN低表达细胞系的获得及

鉴定

293T细胞铺板,待其细胞融合度约为80%时,将
lenti-CRISPR-V2-FN-sgRNA、psPAX2、pMD2.G 按

4∶3∶1比例混合后混入1
 

mL
 

Opti-MEM 培养基

中,室温孵育5
 

min。向上述混合物中加入30
 

μL
 

PEI
试剂,混合后室温孵育30

 

min。孵育后将混合物逐滴

加入293T细胞中,37
 

℃
 

5%
 

CO2 孵育6
 

h后将细胞

培养基换为低血清培养基(4%
 

FBS),48
 

h后收集培

养病毒包装上清液,0.45
 

μm滤膜过滤后-80
 

℃冻存

备用。
病毒转染前24

 

h将OVCAR3细胞铺板,感染时

使用含终浓度10
 

μg/mL的polybrene的病毒包装,
上清液与完全培养基按1∶1混合后替换原培养基。
37

 

℃
 

5%
 

CO2 孵育12
 

h后换为完全培养基,继续培

养36
 

h后使用含0.2
 

μg/mL嘌呤霉素的完全培养基

行药敏筛选。上述包装及转染步骤同时使用lenti-
CRISPR-V2质粒行同样操作作为对照。q-PCR 及

Western
 

blot检测OVCAR3野生型细胞、转染lenti-
CRISPR-V2质 粒 细 胞、转 染lenti-CRISPR-V2-FN-
sgRNA质粒低表达FN细胞的核酸及蛋白表达情况。
1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism
 

6.0统计软件进行分析。
计量资料以x±s表示,组间比较采用one-way

 

ANO-
VA单因素方差分析。以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 sgRNA序列设计

选取得分较高的两组序列进行合成,完整序列见

表1。
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2.2 FN在人卵巢癌细胞系中的表达

FN在4株卵巢癌细胞系中的 mRNA表达差异

有统计学意义(F=970.7,P<0.000
 

1),其中以表达

量最低的A2780为标准,表达量最高为 OVCAR3细

胞,相对其他3组差异有统计学意义(P<0.000
 

1)。
Western

 

blot结果同q-PCR结果一致,OVCAR3细

胞FN 蛋 白 表 达 在 4 株 细 胞 系 中 最 高,故 选 用

OVCAR3细胞进行后续基因敲除实验,见图1、表2。
表1  FN

 

sgRNA寡核苷酸序列信息

名称 序列(5'-3') 产物大小(bp)

sgRNA-1-F CACCGCTCATAAGTGTCACCCACT 20
sgRNA-1-R AAACAGTGGGTGACACTTATGAGC
sgRNA-2-F CACCGTGCTGCACAGGGGGAGGAG 20
sgRNA-2-R AAACCTCCTCCCCCTGTGCAGCAC

表2  q-PCR引物序列

名称 序列(5'-3') 产物大小(bp)

FN-qPCR-F AGTGGGAGACCTCGAGAAG 168
FN-qPCR-R TCCCTCGGAACATCAGAAAC
GAPDH-qPCR-F GCACCGTCAAGGCTGAGAAC 138
GAPDH-qPCR-R TGGTGAAGACGCCAGTGGA
FN-验证-F ATCAACAGTGGGAGCGGACC 197
FN-验证-R CCCGATGCAGGTACAGTCCC

2.3 重组质粒lenti-CRISPR-V2-FN-sgRNA的测序

和转染

质粒构建后在大肠杆菌菌株DH5α中表达,提取

质粒后测序。图2分别为合成的两组序列插入后测

序结果,红色方框内为插入的序列,同表1设计序列

相同,可以看到序列插入的位置、核苷酸排列、方向均

正确,质粒构建成功。转染 OVCAR3
 

lenti-CRISPR-
V2-FN-sgRNA-1 和lenti-CRISPR-V2-FN-sgRNA-2
质粒,合成序列FN-sgRNA-1的细胞状态良好,建系

成功。
2.4 OVCAR3细胞FN低表达细胞系的鉴定

与 OVCAR3野生型细胞和转染空质粒lenti-
CRISPR-V2的细胞相比,转染lenti-CRISPR-V2-FN-
sgRNA-1的细胞系FN的mRNA表达和蛋白表达明

显降低(P<0.05),成功构建敲除FN表达的卵巢癌

稳定表达细胞系,见图3。

  A:q-PCR,以表达量最低的 A2780为标准,检测内参为GAPDH;

B:western
 

blot。

图1  FN在4株人卵巢癌细胞系中的表达

图2  质粒测序结果
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  A:q-PCR,以OVCAR3野生型细胞为标准,内参检测为GAPDH;

B:Western
 

blot;1:OVCAR3 野 生 型 细 胞;2:转 染 空 质 粒 lenti-
CRISPR-V2的细胞;3:转染lenti-CRISPR-V2-FN-sgRNA-1的细胞。

图3  FN低表达细胞系的鉴定

3 讨  论

  FN的分子结构复杂,具有多重的生物学功能。
FN在肿瘤细胞侵袭迁移[6-7]、增殖[8]、耐药[9]中也都

起着重要的作用。
在卵巢癌中,FN对肿瘤迁移、侵袭的作用,主要

是通过FN与肿瘤细胞表面的受体结合作用的。FN
与细胞膜上的整合素受体———α5β1结合,α5整合素

和受体酪氨酸激酶c-met直接关联,随后c-met与Src
作用,激活Src和粘着斑激酶,从而促进卵巢癌的侵

袭和转移[10]。YOUSIF[11]的研究表明FN是通过激

活,随后调节磷酸酰肌醇-3-激酶(PI3K)/蛋白激酶B
(Akt)通路促进卵巢癌细胞的迁移和侵袭。在FN和

整合素受体的作用中,也存在着影响其结合的基因。
张洁清等[12]与GOURLEY等[13]两组研究人员同年

发表论文,从不同方向阐述了 WWOX基因是通过调

节卵巢癌细胞与FN的相互作用,调节了肿瘤细胞的

黏附能力。WWOX基因表达与肿瘤细胞黏附性呈负

相关。有研究进一步证明,WWOX基因转染的细胞

在悬浮培养中凋亡增多,且细胞膜上整合素α3蛋白

表达减少,从而影响了纤维蛋白和整合素受体的结

合。FORD等[14]研究显示,FN和卵巢癌细胞的相互

作用,可以被 Wnt通路抑制蛋白———分泌型卷曲受体

蛋白4(secreted
 

frizzled
 

receptor
 

protein
 

4,SFRP4)
增强。

在卵巢癌的治疗中,针对已经不能手术的晚期患

者,或为了消除卵巢癌术后的残留肿瘤结节,常常需

要进行化疗。目前临床常用的卵巢癌化疗药物有顺

铂、紫衫醇等。在DURAN等[15]的研究中,通过对非

多重耐药(non-MDR)的耐紫衫醇卵巢癌细胞系和非

耐药细胞系的基因芯片分析,发现FN基因是卵巢癌

耐药的关键基因。有研究显示[16-17],FN/PI3K/Akt2
通路的激活会导致生存素蛋白表达,从而抵抗化疗药

物多西紫杉醇对卵巢癌细胞的凋亡作用。另一方面,

Akt2/survivin通路和凋亡信号调节激酶(ASK1)/

p38凋亡通路在多西紫杉醇的耐药中相互作用,生存

素的抗凋亡活性减少依赖于p38,细胞和FN之间的

黏附会导致p38活性下降。

FRANKE等[18]对211例卵巢癌患者的病历资料

和肿瘤组织进行了回顾性分析,用免疫组织化学对

FN的表达量进行了观察。FN 的表达和肿瘤分期

(P=0.002)、肿瘤生长分数(P=0.005)明显相关,

FN表达对总生存率有明显的不利影响(P=0.009)。
FN基因表达方面,CHANG等[19]研究显示,对

更具有侵袭性和转移性的细胞系SKOV3.ip1、亲代

的细胞系SKOV3、22例肿瘤组织、正常组织样品进行

了基因芯片检测,经筛选和分析发现FN表达和肿瘤

的组织学分级有关,在分级高的肿瘤组织中表达上

升。FN蛋白表达方面,DEMETERA等[20]使用免疫

印迹和光密度定量分析,检测了27例卵巢上皮性肿

瘤患者肿瘤标本中的FN,并对这些患者进行了随访,
发现同未复发的患者相比,复发卵巢癌和死亡患者的

卵巢癌组织中FN 表达量升高,差异有统计学意义

(P<0.05)。
FN在卵巢癌的发生、发展中可能存在促进作用,

但目前对于这些作用的研究还不是很充分,这主要是

由于FN是由2
 

240个氨基酸组成的大型糖蛋白,传
统的细胞工程技术在应用时存在一定局限。

CRISPR/Cas
 

9系统是一种新型的定向基因编辑

技术,能够快速有效完成各种生物基因组的编辑[21]。
通 过 使 用 模 拟 天 然 tracrRNA、crRNA 结 构 的

sgRNA,引导DNA核酸内切酶Cas9蛋白,在特定的

位点 切 断 DNA 双 链[22-23],引 起 DNA 双 链 断 裂

(double-strand
 

break,DSB)。随后细胞通过非同源

末端连接(nonhomologous
 

end
 

joining,NHEJ)或同

源重组(homology
 

directedrepair,HDR)进行修复,在
修复发生移位突变或随机插入或缺失,从而实现对目

的基因的编辑。CRISPR/Cas
 

9系统作为新兴的定向

基因编辑技术,近年来已在多种植物、动物和疾病研

究中得到应用。
本实验使用了目前应用广泛的Ⅱ型CRISPR/Cas

 

9系统,操作简便,脱靶效应低。使用lenti-CRISPR-
V2质粒作为载体,将针对FN基因的sgRNA序列插

入质粒载体,转染进入卵巢癌细胞系[24],通过使用嘌

呤霉素,筛选出了成功转染重组质粒的 OVCAR3细

胞,建立稳定低表达FN 的卵巢癌细胞系。通过q-
PCR和 Western

 

blot分别检测了稳定低表达细胞系

中FN的基因及蛋白表达情况。本次实验为今后研

究FN与卵巢癌的相互作用、FN在肿瘤进展中的作

用、耐药作用机制研究提供了工具,为卵巢癌治疗方

向提供了新的可能。
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