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应用 CRISPR/Cas9系统构建MTHFD1基因敲除的 HEK-293细胞系 *
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摘要 目的：利用成簇的、规律间隔的短回文重复序列 /Cas9核酸酶（CRISPR/Cas9）基因编辑技术构建亚甲基四氢叶酸脱氢酶 1

（methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 1, MTHFD1）)基因敲除人胚肾(HEK-293)稳定细胞系。方法：利用在线软件筛选出评分最

高的 3条针对MTHFD1基因的单向导 RNA (sgRNA)，然后合成 sgRNA序列并将其插入到含有 GFP标签的质粒中；重组质粒转

染 HEK-293细胞后通过流式细胞仪分选出已被转入 sgRNA的单细胞，通过测序确认单克隆细胞系中MTHFD1的 DNA序列突

变状态；最后应用实时荧光定量多聚核苷酸链式反应 (real-time quantitative Polymerase Chain Reaction, RT-qPCR)和蛋白质印迹

（Western blot）方法检测单克隆细胞中MTHFD1的 mRNA和蛋白表达水平。结果：重组载体中含有正确的 sgRNA序列；测序结果

显示该细胞系中MTHFD1基因发生了单个碱基插入突变和 6个碱基的缺失突变；RT-qPCR结果显示单克隆细胞系中MTHFD1

在 mRNA水平显著降低；Western blot检测成功构建MTHFD1蛋白缺失的 HEK-293细胞。结论：本研究利用 CRISPR/Cas9技术

成功构建的MTHFD1敲除 HEK-293细胞系。
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Construction of MTHFD1 Gene Knockout HEK-293 Cell Line
by CRISPR/Cas9 Technology*

To construct a stable methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 1 (MTHFD1) gene knockout HEK-293 cell

line by clustered regularly interspersed short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR associated protein 9 (Cas9) technique.

Three high grade single-guided RNAs (sgRNAs) targeting MTHFD1 gene were screened by online software, then synthesized and

inserted into plasmids containing GFP tags. After transfection of recombinant plasmids into HEK-293 cells, monoclonal cells were

obtained by flow cytometry. The mutation status of MTHFD1 DNA sequence in monoclonal cell lines was confirmed by sequence

analysis. The mRNA and protein expressing levels of MTHFD1 in monoclonal cells were conducted by real-time quantitative Polymerase

Chain Reaction (RT-qPCR) and Western blot, respectively. The expected sgRNA sequence of the recombinant vector was

obtained in the HEK-293 cell. Sequencing results showed that MTHFD1 gene had a single base insertion and six base deletion mutations

in the cell line. RT-qPCR and Western blot results showed that the MTHFD1 mRNA expression level was significantly reduced and its

protein expression level wasn't detected in the cell line, respectively. The MTHFD1 gene knockout HEK-293 cell line was

successfully constructed by CRISPR/Cas9.

Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 1; CRISPR/Cas9; HEK-293 cell; Knockout

*基金项目：国家自然科学基金项目(31571324)

作者简介：解晓露(1989-)，博士研究生，主要研究方向：出生缺陷的机制研究，E-mail: xiaoluxie126@126.com

△ 通讯作者：张霆，E-mail: zhangtingcv@163.com；王珊，E-mail: wsaquarius@163.com

(收稿日期：2019-02-02 接受日期：2019-02-28)

前言

叶酸代谢又被称为一碳代谢，是体内激活和转移一碳单位

用于嘌呤和胸苷生物合成的重要代谢过程[1]。大多数的细菌、酵

母和植物可以自身合成叶酸，但是动物只能从外界摄取叶酸。

在发育中的胎儿中，叶酸的缺乏会引发一种被称为神经管缺陷

的严重出生缺陷，每年全球约有 300,000个活产婴儿，不同地

区的发病率从 0.03到 20/1000婴儿不等[2]。这种缺陷是由于在

孕早期神经管闭合失败从而导致的无脑、脊柱裂、脑膨出及脑

积水等畸形，是一类非常严重的出生缺陷，给社会及家庭造成

了极大的社会负担[3-6]。在成年人中，叶酸摄取量不足是导致孕

期贫血的重要原因[7]。另外，由于叶酸在核酸合成中的重要作

用，抑制叶酸代谢可以阻滞细胞增殖。基于这一原理研发了大

量目前广泛使用的抗生素和化疗药物，包括抑制细菌叶酸合成
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和转换的磺胺甲恶唑、甲氨蝶呤和培美曲塞等[8]。同时，因叶酸

代谢也有助于同型半胱氨酸的重甲基化，从而影响表观遗传

学，其与心血管疾病和癌症也密切相关[9-11]。由亚甲基四氢叶酸

脱氢酶 1（methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 1，MTHFD1）

编码的 C1四氢叶酸（TetrahydrofolicAcid，THF）合成酶，通过其

甲酰 -THF合成酶 (FTHFS) 活性催化甲酸和 THF向 10-甲酰

-THF的转化，是一碳单位进入叶酸代谢的切入点 [12]。研究发

现 MTHFD1 的基因多态性不仅是神经管畸形和先天性心脏

病等出生缺陷的高风险因素 [13-15]，也与结直肠癌的发生密切

相关 [16，17]，然而，MTHFD1 在疾病中的具体机制尚不清楚。

同时，目前还未见到 MTHFD1 缺失细胞模型的相关研究报

道。本研究拟通过 CRISPR (clustered regularly interspersed

short palindromic repeats) / Cas9 ( CRISPR-associated 9 )基因编

辑技术构建敲除载体，转染人胚肾（HEK-293）细胞，构建

MTHFD1 敲除 HEK-293 单克隆细胞系，为下一步研究

MTHFD1在疾病发生中的机制研究奠定研究基础。

1 材料和方法

1.1材料

HEK-293细胞购自中国医学科学院基础医学研究所国家

实验细胞资源共享平台；0.05% EDTA-Trypsin、DMEM 培养

基、磷酸盐缓冲液及胎牛血清购自 Gibco；脂质体转染试剂

Lipofectamine 2000购自 Life Invitrogen公司；细胞培养瓶、培

养板及移液管等细胞培养耗材购自 Coring公司；细胞裂解液

购自 Merck Millibore公司；蛋白酶抑制剂 (Protease Inhibitor

Cocktail，PIC)购自 Roche公司；SDS-PAGE凝胶试剂盒及 2 ×

Loading Buffer购自索莱宝公司，BCA蛋白浓度定量试剂盒及

蛋白质Marker购自 Thermo Scientific公司；细胞组织 RNA提

取试剂盒购自 Qiagen公司；DNA提取试剂盒购自 TaKaRa公

司；BsmBⅠ限制性内切酶和 T4 DNA连接酶购自纽英伦生物

技术(北京)公司；一步法反转录试剂盒和 2× qPCR MIX购自

Abm公司；用于检测 CRISPR/Cas9基因敲除效率的 q-PCR引

物合成于上海生工生物工程有限公司。

1.2 材料与方法

1.2.1 引物设计与质粒构建 在 NCBI 数据库中，人的

MTHFD1基因的 Gene ID为 4522，对蛋白质序列进行分析后选

择第 1个外显子中保守序列区域进行靶点筛选，并在张峰课题

组开发的 CRISPR在线靶点设计网站上 (http：//crispr.mit.edu/)，

根据 Cas9靶点设计原则选择得分较高的作为 sgRNA备选序

列，后在其两端加入 BsmBⅠ位点切割后产生的互补黏端，设计
获得上下游 sgRNA序列，见表 1。将退火形成双链的 sgRNA

与酶切后的 pU6-GPF-backbone载体混合，在 T4 DNA连接酶

的作用下进行连接。载体构建完成后送至上海生工生物有限公

司进行测序鉴定。

Name Target site

H-MTHFD1-sgRNA-1 Forward 5'-ATCCGCGGAGATCTCCTTCCCGTTC-3'

Reverse 5'-AAACGAACGGGAAGGAGATCTCCGC-3'

H-MTHFD1-sgRNA-2 Forward 5'-ATCCGCAGTTGAAGGAGCAAGTACC-3'

Reverse 5'-AAACGGTACTTGCTCCTTCAACTGC-3'

H-MTHFD1-sgRNA-3 Forward 5'-ATCCGCAATGCTATTGCACCCGAGA-3'

Reverse 5'- AAACTCTCGGGTGCAATAGCATTGC-3'

表 1人MTHFD1-sgRNA核酸片段

Table 1 Human MTHFD1-sgRNA Oligo

1.2.2 细胞转染 HEK293 细胞培养于含 10% 胎牛血清的

DMEM培养基中，自复苏后传代 2-3代，待细胞状态稳定后，在

6孔板每个孔中传 1× 105个细胞，24 h后，将三种质粒进行混

合后，取 2 滋g质粒混合物与 5 滋L Lipofectamine 2000混合后转

染细胞，继续培养 48 h。

1.2.3 流式分选及单克隆细胞的培养 用磷酸盐缓冲液洗

涤细胞 2 次后，加入 0.05% EDTA-Trypsin，37℃消化 2 min，

800 rpm，5 min，加入 1 mL DMEM培养基制成单细胞悬液。利

用贝克曼库尔特MoFlo XDP超速流式细胞分选系统进行单细

胞分选，分选的单克隆细胞接种至 96孔板中，每隔 2-3天进行

换液，待 96孔板长满后传代至 24孔板，依次扩大培养传至 6

孔板和 T25培养瓶中。

1.2.4 测序鉴定单细胞克隆 选取单克隆细胞按 1× 105个传

至 6孔板中，培养至细胞密度约 90%收获细胞，磷酸盐缓冲液

洗涤两遍后，按照细胞基因组抽提试剂盒说明书提取细胞

DNA，后设计上下游引物扩增特定片段，见表 2。PCR产物送至

上海生工生物科技有限责任公司测序鉴定外显子 1的碱基插

入或者缺失情况。

1.2.5 RT-qPCR鉴定 扩大培养细胞后收取细胞，按照细胞

组织 RNA提取试剂盒的说明书，提取 RNA并按照反转录试

剂盒的说明书进行反转录后获得 cDNA。按照试剂盒说明书进

行 qPCR 验证，qPCR 引物见表 3，qPCR 体系：SYBRGreen

Mix10 滋L，上下游引物各 0. 6 滋L，cDNA 2 滋L，ddH2O 6.8 滋L。
qPCR实验至少重复 3次，将 Ct值换算化 2-△ △ Ct作为相对表达量。

1.2.6 Western blot鉴定 收集单克隆细胞和 Wild Type(WT)

HEK-293细胞，磷酸盐缓冲液洗涤后加入含 PIC的蛋白裂解

液，室温裂解 5 min，然后 14000 rpm离心 5 min，取上清，测蛋

白浓度后加入等量 2× Loading Buffer，开水煮沸 5 min。然后取

配制好的 10% SDS-PAGE gel进行蛋白质电泳，使用天能全自

动化学发光成像分析系统对电泳结果进行拍照及分析。

1.3 统计学分析

计量资料数据应用 SPSS 24.0 软件进行两独立样本 t 检
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图 1人 sgRNA-MTHFD1- CRISPR/Cas9载体靶位点的鉴定

Fig. 1 Identification of the target sites of Human-sgRNA-MTHFD1-CRISPR/Cas9 vectors

表 2含人MTHFD1-sgRNA质粒的测序引物

Table 2 Suggested Sequencing Primers of H-MTHFD1-sgRNA-Plasmid

Primer Sequence

H-MTHFD1-sgRNA-1 Forward 5'-TTCTTGGGTAGTTTGCAG-3'

H-MTHFD1-sgRNA-1 Reverse 5'-GCGTACTTGGCATATGAT-3'

H-MTHFD1-sgRNA-2 Forward 5'-TTCTTGGGTAGTTTGCAG-3'

H-MTHFD1-sgRNA-2 Reverse 5'-GCGTACTTGGCATATGAT-3'

H-MTHFD1-sgRNA-3 Forward 5'-TTCTTGGGTAGTTTGCAG-3'

H-MTHFD1-sgRNA-3 Reverse 5'-GCGTACTTGGCATATGAT-3'

表 3人MTHFD1基因的 qPCR引物

Table 3 The qPCR primers for human MTHFD1

qPCR Primer Sequence

MTHFD1 Forward TTGTTGGCCCAGAAGGGTTT

Reverse CTGACAGTGGCAACAAGCAC

GAPDH Forward GTGTTTCCTCGTCCCGTAGA

Reverse AATCTCCACTTTGCCACTGC

验，以 p<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 人MTHFD1- CRISPR/Cas9表达载体的鉴定

重组载体构建完成后，对 sgRNA序列进行测序，测序结果

如图 1所示，本研究所构建 3个重组质粒正确插入 3条 Hu-

man-MTHFD1-sgRNA Oligo，载体构建成功。

2.2 sgRNA活性的鉴定显示在细胞MTHFD1基因位点的定向

插入或缺失

提取单克隆细胞系的 DNA进行 PCR扩增，对 PCR产物

测序后与野生型细胞株中 MTHFD1序列进行序列比对分析，

以检查插入或缺失突变。结果发现，在挑选的三株单克隆细胞

株中，敲除 MTHFD1 的细胞株 1 插入了单碱基 C；敲除

MTHFD1的细胞株 2缺失了 7个 bp碱基；而敲除MTHFD1的

细胞株 3并未出现碱基的插入和缺失，推测该细胞株可能对该

位点进行了错配修复，见图 2。结果说明我们所构建的 sgRNA

可以引导 Cas9对MTHFD1基因进行定向切割。

2.3 单克隆细胞系中MTHFD1的 mRNA水平明显降低

根据结果 2.2，我们扩大培养细胞株 1和 2并提取总 RNA

进行反转录，RT-qPCR结果显示敲除 MTHFD1的细胞株 1和

细胞株 2中MTHFD1的转录水平降低了 94%和 96%，结果说
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图 4在MTHFD1敲除的 HEK-293细胞中MTHFD1的蛋白水平

Fig. 4 The protein levels ofMTHFD1 inMTHFD1 knock out HEK-293 cells

图 2 sgRNA活性的鉴定

Fig. 2 Identification of sgRNA activity

图 3在MTHFD1敲除的 HEK-293细胞中MTHFD1的转录水平

Fig. 3 The mRNA levels ofMTHFD1 inMTHFD1 knock out HEK-293 cells

明我们构建的MTHFD1敲除细胞株在转录水平上几乎检测不

到MTHFD1，见图 3。

2.4 单克隆细胞株中未检测到MTHFD1的蛋白质表达

Western blot方法检测转染 H-MTHFD1-sgRNA 质粒后的

单克隆细胞株 1 和 2，结果显示野生型 HEK293 细胞中

MTHFD1表达正常，而 MTHFD1敲除的单克隆细胞株 1和 2

中并未检测到MTHFD1的表达，内参 GAPDH表达量正常且基

本一致，见图 4，说明本研究成功建立MTHFD1敲除细胞株。

3 讨论

自细菌限制性内切酶首次应用于 DNA重组以来，基因编

辑技术已有近 40年历史[18，19]。然而，直到开发出具有高性价比、

操作方便、基因编辑功能精确的工程核酸酶，该领域才取得重

大进展[20]。这些已经应用于临床的基因编辑核酸内切酶包括巨

核酸酶(Meganuclease, MNs)、锌指核酸酶(Zinefingernucleases,

ZNFs)、转录激活物样效应核酸酶 (Transcription activator-

like effector nuclease, TALENs)和 CRISPR/Cas9。其中，CRISPR/

Cas9系统以其高效、快速、多功能、易用、低成本等优点，在生

物医药领域得到了越来越广泛的应用，是目前在该领域应用最

广泛的基因编辑技术，成为“本世纪最重要的生物技术发现”[21]。

MTHFD1具有包括亚甲基四氢叶酸脱氢酶、甲基四氢叶酸

环水解酶和甲酰四氢叶酸合成酶在内的三种酶功能，是亚甲基

四氢叶酸生成的主要来源，直接参与调控胸苷的生物合成并影

响基因组的稳定性[22]。在叶酸缺乏时，MTHFD1入核以牺牲细

胞质中半胱氨酸的重甲基化为代价来保证胸苷的合成[23]。研究

表明在MTHFD1基因上插入基因捕获载体破坏其活性将导致

小鼠致死，可见该基因在发育中的重要性[24]。大量研究证实该

基因的多态性(G1958A)是神经管畸形的高危险因素[25-27]。研究

发现在中国汉族神经管畸形人类标本中，MTHFD1基因的多态

性(包括 SNP位点 rs1956545和 rs56811449)可以作为中国人群

神经管畸形发生的潜在指标，该位点的某些特定基因型可能具

有较低的发生神经管畸形的风险[27]。但是，该基因在神经管畸

形中的作用机制尚不清楚。因此，本研究采用 CRISPR/Cas9技

术构建了MTHFD1敲除细胞株，将有助于该发现的进一步研

究，对神经管畸形的诊断及预防具有重要意义。

HEK-293细胞是一种人胚肾细胞，上皮样，贴壁生长，因其

具有永生化、增殖周期短、转染效率高、培养条件简单方便等特

点，是目前应用最为广泛的基因编辑工具细胞[28，29]。文献报道

HEK-293细胞被一种抗 NF-M的单克隆抗体强烈而特异地染

色，NF-M是一种主要的神经丝亚单位，同时在基因芯片分析中

发现许多在神经干细胞和造血干细胞中大量表达的基因也在

HEK-293细胞中大量表达，说明 HEK-293细胞具有神经元谱

系细胞的特性，有助于我们进行神经管畸形的机制研究[30]。另

外，在人胚胎发育过程中MTHFD1蛋白在该细胞中表达量较

高 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4522#gene-expression)，敲

除后可以产生明显的生物学效应，是值得进一步进行机制研究

的细胞模型。

目前发现的 CRISPR/Cas系统根据组成成分和作用机制的

不同分三种类型：I型、II型和 III型，它们主要存在于约 90%已

测序的古细菌和 40%已测序的真细菌中。其中 II型的组成最

为简单，以 Cas9蛋白和向导 RNA(sgRNA)为核心组成，是目前

研究最深入的类型[31]。本研究利用 II型系统首先针对MTHFD1

外显子 1设计了 3条 sgRNA，并同时转染 HEK-293细胞，不仅

提高了 Cas9与 sgRNA系统的特异性，也减少了脱靶效应，再

利用流式单细胞分选技术根据 GFP标签筛选出特异性被基因

编辑的单细胞，避免了应用病毒载体，降低生物危害性，操作简

单方便，可以作为一种高效的构建敲除细胞系的方法。

4 结论

本研究利用 CRISPR/Cas9基因编辑技术首次成功构建了

MTHFD1敲除的 HEK-293细胞系，为进一步研究MTHFD1在

出生缺陷、肿瘤、心血管疾病中的作用及机制奠定了基础。
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