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靶向 AML突变的 CRISPR/Cas9基因敲除文库构建 *
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摘要 目的：构建靶向约 200个 AML基因突变的 sgRNA基因敲除文库，为进一步探索诱发 AML的信号通路网络奠定基础。方

法：TCGA对 200名 AML病人进行了全基因组或全外显子组测序，鉴定出约 2000个 AML相关基因突变，从中选出了约 200个

突变两次或以上的基因作为靶向基因；接着，从 Brie文库中挑选出相应基因的 sgRNA序列，每个基因对应 4条 sgRNA；利用 Gib-

son组装酶连接到慢病毒载体内，得到 sgRNA文库；之后，采用 pSSA荧光素酶基因报告系统鉴定文库 sgRNA的切割活性；对文

库进行高通量测序鉴定；用慢病毒包装文库，并测定病毒滴度。结果：1、构建了一个靶向约 200个 AML突变的 sgRNA基因敲除

文库；2、pSSA荧光素酶基因报告系统鉴定文库 sgRNA具有切割活性；3、鉴定的 7个单克隆质粒序列完全正确；4、高通量测序鉴

定文库丰度和均一性符合要求；5、用慢病毒包装成病毒文库，测定病毒文库滴度为 4.4× 107符合后续实验要求。结论：成功构建

了靶向约 200个基因突变的 sgRNA敲除文库，可用于大规模地筛选诱发 AML的基因突变，为探索 AML发生、发展的分子机制

以及药物靶点奠定基础。
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Construction of a sgRNA Library Targeting AMLMutations*

In this research, we attempt to generate a sgRNA knockout library targeting approximately 200 AML genetic

alterations identified in human patients. This library will be a useful tool to decipher the functional signaling pathways that synergistically

induce AML. The TCGA database contains the genome sequences of 200 AML patients, from which around 2000 genetic alter-

ations were identified. We selected approximately 200 genetic alterations that occurred at least twice in this database for further study.

The sgRNAs were selected from the Brie library, 4 for each gene. A lentiviral library was constructed as a pool using Gibson assembly.

High-throughput sequencing was performed to evaluate the quality of the library. Then, the library was packaged into a pool of lentivirus

particles, and viral titer was measured. 1. A sgRNA knockout library targeting about 200 AML genetic alterations was generated.

2. The cleavage activity of representative sgRNAs in the library was confirmed using pSSA reporter assay. 3. Plasmids from 7 randomly

picked bacterial monoclones were prepared and verified by sequencing. 4. High-throughput sequencing demonstrated uniform distribu-

tion of sgRNA species in the library. 5. Lentiviral library was generated and viral titer (4.4× 107) was high enough for further study.

We generated a sgRNA knockout library targeting about 200 genetic mutations identified in AML patients, which can be used for

pooled screening of AML driver mutations. This may help us to study molecular mechanisms of AML and to develop targeted therapies.
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前言

大规模、高通量的功能缺失性筛选是研究基因功能的有力

工具[1]。最新发展的 CRISPR/Cas9技术能方便、高效地敲除靶

基因[2-6]，因此适用于建立大规模、功能缺失性筛选体系。目前，

人类[7-10]和小鼠[8-11]的 sgRNA全基因组敲除文库均已建立。其

中，John G. Doench等人设计的 sgRNA敲除文库大大提高了打

靶效率且最大限度地降低脱靶效应 [11]，同时多项利用
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CRISPR/Cas9全基因组敲除文库进行的体内、外筛选已经完

成[12-14]。然而，在充分了解研究背景的基础上，开发体量更小、针

对性更强的个性化文库，更易得到高质量的筛选结果[15]。

急性髓系白血病（acute myeloid leukemia，AML）是一类由

髓系造血干 /祖细胞发生恶性克隆性增殖的疾病[16,17]。其发病

率随着年龄增长而上升，中位发病年龄为 67岁[18]。AML病情

发展迅速，预后不良，严重威胁人类的健康。目前，AML的全基

因组已被测通[19,20]。其中，TCGA（The Cancer Genome Atlas）对

200名原发性 AML病人进行了全基因组或全外显子组测序，

其中有 200多个基因突变在两个或以上的病人中重复出现。本

研究拟构建一个靶向这 200多个 AML候选突变的基因敲除文

库，为筛选诱发 AML的信号通路网络，研发个体化的治疗方案

以及开发靶向药物提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验仪器 PCR仪（thermofiser，ProFlex 3× 32）；琼脂糖

凝胶电泳仪（北京六一生物科技有限公司，DYCP-31F）；电转仪

（Bio-RAD，MicroPulser）；酶标仪（PerkinElmer）；分光光度计

（NanoDrop，55625500）。

1.1.2 实验试剂 sbfI酶（NEB，R0642L）；Esp3I（NEB，R0734L）；

RSAP（NEB，M0371S）；BM2000+ Marker（BioMed，MD102-01）；

BM15000 DNA Marker（BioMed，MD106-01）；NEB 10bets电转

感受态细胞（BioMed，BC401-01）；PCR纯化试剂盒（QiAquick，

28104）；Phusion Hot Start Flex 2X Master Mix（NEB，M0536S）；

dNTP 混合液（NEB，N0447V）；NAD（NEB，B9007S）；Phusion

DNA polymerase （NEB，M0530S）；Taq DNA ligase（NEB，

M0208V）；T5 exonuclease（NEB，M0663S）；引物合成及测序由

北京擎科生物科技有限公司完成；oligo pools 由美国 Twist

Bioscience公司合成；人胚肾上皮细胞 HEK 293T细胞（ATCC；

Virginia，USA）；PEI（Polysciences，24885-2）；lentiGuide-Puro（Ad

dgene，plasmid ID 52963）；psPAX2（Addgene，plasmid ID 12260）；

Pmd2.G（Addgene，plasmid ID 12259）；precut pUCA（Luc）质粒

（UCATM CRISPR/Cas9快速构建及活性检测试剂盒）。

Gibson assembly mix的配制：首先配制 3 mL 5× isothermal

Buffer：1 M Tris-HCl （pH=7.5），2 M MgCl2 150 滋L，100 mM

DGTP60滋L，100mMDATP60滋L，100mMDTTP60滋L，100mM
dCTP 60 滋L，1 M DTT 300 滋L，PEG-8000 1.5 g，100 mM NAD

300 滋L，ddH2O补足至 6 mL。接下来配制 Gibson assembly Mix：

5× isothermal Buffer 320 滋L，10 U/滋L T5 exonuclease 0.64 滋L，
2 U/滋L Phusion DNA Polymerase 20 滋L，40 U/滋L Taq DNA Lig-

ase 160 滋L，加 ddH2O至 1.2 mL。整个制备过程中要做到轻柔

充分混匀，将配制好的 Gibson assembly mix分装，存放至 -20℃

冰箱中备用，避免反复冻存。

1.2方法

1.2.1 扩增 oligo pool 首先，将合成的 oligo pool干粉溶解至

1 ng/滋L。接着，配制 50 滋L PCR反应体系：NEB Hot Smart PCR

Master Mix（2× ）25 滋L，oligo pool 1 滋L，oligo-F 2.5 滋L，oligo-R
2.5 滋L，ddH2O 19 滋L。 PCR 扩增的引物序列为 oligo-F：

5'-TAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTAT-ATATC-

TT-3'，oligo-R：5'-GTTGATAACGGACTAGCCTTATTTAAAC-

TTGCTATGCT-3'[21]。PCR反应条件为：98℃ 30 s，设置不同的

循环数 15、20 或 25（98 ℃ 30 s，63 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s），72 ℃

5 min，4℃ 肄。
1.2.2 Gibson组装 首先，按照制造商的使用说明，使用 I

内切酶对慢病毒载体 LentiGuide-eGFP进行酶切，37℃水浴中

孵育 1 h后，再加入 1 滋L rSAP酶继续孵育 30 min去磷。接着，

按照 PCR纯化试剂盒的使用说明分别对 oligo扩增产物和载

体的酶切产物进行纯化，并通过琼脂糖凝胶电泳鉴定条带大

小。最后，如表 1所示，分别设置实验组和空白对照组进行连接。

连接体系置于 50℃金属浴中反应 40 min后，放置冰上备用。

表 1 Gibson组装反应体系

Table 1 Gibson assembly reaction system

Component Experimental group Control group

sgRNA library insert 30 ng 0

Library plasmid backbone 100 ng 100 ng

Gibson assembly mix 15 滋L 15 滋L

ddH2O To 20 滋L To 20 滋L

1.2.3 电转法获得 sgRNA文库 取 1 滋L上述连接产物加入
到 25 滋L电转感受态细胞 10bets中，接着将 26 滋L混合液加入
到预冷的电转杯中，设置电转化程序为 25 VF 200欧 1800 V。

电转后快速将电击杯置于冰中，并加入 SOC 培养基补足至

1 mL。进行多次电转并将电转产物混合在一起以减少实验误

差。放入摇床中 37℃，220 rpm震荡 1 h。分别设置实验组、计数

组和空白对照组。从混合液中取 1 滋L稀释 10000倍，加 100 滋L
到 10 cm培养皿中作为计数组。剩余混合菌液全部涂布在多个

培养皿中作为实验组。将所有的培养皿置于 32℃恒温箱中培

养 14 h。收集实验组所有菌落至锥形瓶中，采用异丙醇沉淀法

提取文库质粒，将纯化后的质粒放于 -80℃冰箱中，方便长期

保存。

1.2.4 pSSA法检测 sgRNA的切割活性 利用基于单链退火

（single strand annealing, SSA）修复荧光素酶的报告系统 pSSA

（plasmid SSA）法检测 sgRNA的切割活性。将待测基因的靶位

点序列按照制造商的说明连入荧光素酶基因报告载体 precut

pUCA（Luc）质粒中构建成报告质粒。同时，将每个基因对应的

4 条 sgRNA 分别连入慢病毒载体 LentiGuide-eGFP 中构成

sgRNA表达载体。将 HEK 293T细胞铺至 96孔板中，按照制造

商的使用说明每孔用 0.3 滋L的转染试剂 PEI共转染 100 ng质
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粒。其中，报告质粒、sgRNA表达质粒和 cas9表达质粒转染比

例为 1:2:2。转染 48小时后，样品中加入荧光素酶底物孵育，然

后根据操作手册说明使用酶标仪检测荧光素酶活性。

1.2.5 sgRNA文库测序鉴定 从计数板上随机挑选几个单克

隆进行一代测序。接着，经过两步 PCR法扩增后进行高通量测

序。为了减少由于 PCR扩增而产生的文库 sgRNA偏倚，尽可

能减少循环数。第一步 PCR反应体系为：NEB Hot Smart PCR

Master Mix（2× ）25 滋L，文库质粒 50 ng，Oligo-F 2.5 滋L，Oli-
go-R 2.5 滋L，加 ddH2O至 50 滋L。我们分别设置了不同的循环
数（15、20、25），PCR反应条件为：98℃ 30 s，15、20或 25个循

环（98℃ 30 s，63℃ 30 s，72℃ 30 s），72℃ 5 min，4℃ 肄。第二
步 PCR给文库加上 barcode后，上机测序。

1.2.6 文库慢病毒包装及其滴度测定 将状态良好的 HEK

293T细胞接种到 10 cm培养皿中，细胞密度达到 70 %时，按照

制造商的使用说明，每个培养皿用 45 滋L的转染试剂 PEI共转

染 15 mg质粒，其中文库质粒、包装质粒 psPAX2和 Pmd2.G的

摩尔比为 8:6:3。为减少实验误差，同时包装多组。培养 48 h后

收集细胞上清液，将所有上清液混匀，用 0.45 滋m滤膜过滤后
分装，存放于 -80℃冰箱备用。

采用 puro 抗性筛选法测定病毒的滴度。将状态良好的

HEK 293T细胞接种到 12孔板中，每孔接种 3× 106个细胞（定

义为 "起始细胞数 "）。分别加入 0 滋L、25 滋L、50 滋L、100 滋L、
200 滋L、400 滋L慢病毒用离心法侵染细胞。33℃，1000× g离

心 2 h后，置于 37℃ 5 % CO2培养箱中培养 24 h。之后按照

4× 104个细胞 /孔接种到新的 12孔板中，分别设置 puro组和

空白对照组，加入 puro筛选 3-4天。当 puro组中未感染病毒的

细胞彻底死亡，而空白对照组中未感染病毒的细胞密度达到

80 %-90 %时，对各孔细胞进行计数。定义 puro组的细胞数为 "

活细胞数 "，空白对照组的细胞数为 "对照细胞数 "。病毒滴度

计算公式为：滴度（IFU/mL）=（活细胞数× 起始细胞数）衣（对照
细胞数× 毫升病毒体积）。

1.3 统计学处理

采用 GraphPad Prism 8.0对实验数据进行统计学分析，实

验数据均采用平均值± 标准差（mean± SD）的方式表示。两组

间差异性比较，采用独立样本 t检验进行分析。P<0.05表示差
异有统计学意义。

2 结果

2.1 sgRNA的挑选及 oligo pool的合成

为了提高文库的针对性，本研究从 TCGA的 2000个 AML

突变基因中筛选出发生两次或以上的突变基因，并根据 MGI

（Mouse Genome Informatics，http://www.informatics.jax.org/）数

据库，将人类基因替换为同源的小鼠基因，最终确定了 231个

小鼠基因作为靶向基因。接着，从 John G. Doench等人构建的

sgRNA敲除文库 Brie中挑选出相应的 sgRNA，其中每个基因

包含 4条 sgRNA，最终形成了含有 924条 sgRNA的文库。oligo

pool 由美国 Twist Bioscience 公司合成，oligo 长度为 100bp

（图1）。

图 1 Oligo pool扩增示意图

Fig.1 Oligo pool amplification

注：sgRNA scaffold序列改造的部分用绿色表示。

Note: green-colored codons highlight the modified sgRNA scaffold.

2.2 sgRNA文库骨架质粒的构建

以 lentiGuide-Puro（Addgene 52963）为骨架载体，首先根据

Baohui Chen等的研究改造了 sgRNA scaffold序列，使其具有

更高的打靶效率以及较低的脱靶效应 [22]（图 1）。然后在元件

puroR 后加入 P2A-eGFP，使其在表达 puroR 的同时表达

eGFP，方便后续利用流式细胞仪检测感染了 sgRNA的细胞。

接 着 ， 我 们 用 新 构 建 的 慢 病 毒 载 体 hU6-gR-

NA-EF1a-puroR-eGFP（简称 LentiGuide-eGFP）侵染 HEK 293T

细胞，48小时后于荧光显微镜下观察，发现绿色荧光能正常

表达。

2.3 sgRNA文库质粒的构建

由图 1可见 PCR扩增 oligo pool，扩增后的长度为 140bp。

经琼脂糖凝胶电泳鉴定，选取 20个循环的 PCR产物进行文库

构建（图 2A）。LentiGuide-eGFP质粒经 3I酶切后（图 2B），

利用 Gibson组装体系与 PCR扩增的 oligo pool连接。然后将

连接产物进行电转。对实验组进行了 5次电转，混合后过夜培
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养，最终收集的菌落数约为 2.5× 105个，平均每个 sgRNA对应

大约 250个克隆。最后，用异丙醇沉淀法提取文库质粒，纯化后

的质粒可放在 -80℃长期保存。

2.4 验证文库 sgRNA具有切割活性

从文库中随机挑选了三个基因 Trp53、Tet2、Dnmt3a，利用

pSSA法检测它们对应的 4条 sgRNA的切割活性[23]。结果发现，

三个基因对应的 4条 sgRNA的切割活性与阴性对照相比，均

提高了 2倍或以上，其中，有几条 sgRNA的切割活性甚至高于

阳性对照（图 3）。

图 2 sgRNA文库构建

Fig.2 Construction of the sgRNA library

注：（A）PCR扩增 oligo pool。15、20、25分别代表 PCR扩增 15、20、25个循环。（B）载体酶切。1：原质粒，2：酶切后线性化质粒。

Note : (A) PCR amplification of oligo pool. 15, 20 and 25 indicate the number of PCR cycles. (B) Restriction digest of plasmid backbone. 1: whole

plasmid, 2: linearized plasmid after digestion.

图 3 文库 sgRNA的切割活性检测

Fig.3 Detection of sgRNA cleavage activity

注：利用 pSSA荧光素酶报告系统检测基因（A）TrpP53（B）Tet2（C）Dnmt3a分别对应的 4条 sgRNA的切割活性。NC为阴性对照，PC为阳性对

照。n=3。***P<0.001。
Note: The pSSA assay was used to detect the clevage activity of 4 sgRNAs targeting (A) Trp53 or (B) Tet2 or (C) Dnmt3a. NC: negative control,

PC: positive control. Data were expressed as mean± SD,n = 3. ***P<0.001.

2.5 测序验证 sgRNA文库

为了初步评估所构文库的质量，在稀释 10000倍的计数板

上随机挑选了 7个单克隆，进行一代测序。结果显示 7个样本

序列均正确，且分别对应 7条不同的 sgRNA。对 924条 sgRNA

进行编号，7个单克隆分别属于第 21、170、185、269、586、659、

921号 sgRNA（图 4A）。

为进一步检测文库的丰度，本研究对所构的文库用两步

PCR法克隆并进行深度测序。进行第一步 PCR时，仍尽可能减

少循环数，以减少由于 PCR扩增而产生结果的偏差。Illumina

测序结果显示建库后的目的片段长度为 140 bp左右，文库覆

盖率 >99.5 %。其中，sgRNA的 reads呈现正态分布（图 4B），90

%的 sgRNA的 reads小于或等于 2164，10 %的 sgRNA的 reads

小于或等于 710，相差 3.05倍（图 4C），说明所构文库的 sgRNA

分布比较均一。
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图 4 sgRNA文库测序验证

Fig. 4 Sequencing of the sgRNA library

注：（A）随机挑选的 7个单克隆质粒测序结果。（B）sgRNA的 reads呈柱状分布。（C）sgRNA的 reads累积分布图。10%和 90%的 sgRNA reads

由橙色虚线表示。

Note: (A) Sequencing results of 7 randomly selected single colonies. (B) Histogram of sgRNA representation. (C) Cumulative distribution of sequencing

reads. The number of sequencing reads for the 10th and 90th sgRNA percentile is indicated by the dashed orange lines and text labels.

2.6 文库的慢病毒包装及滴度测定

最后，我们将文库用慢病毒包装，并采用 puro抗性筛选法

测定病毒的滴度。重复测定三次，最终确定文库病毒滴度为

4.4× 107。

3 讨论

AML是血液系统常见的恶性肿瘤之一。目前，关于 AML

致病机制的研究进展迅速，新的靶向治疗不断涌现[24-28]，但是，

大多数 AML的治疗仍依赖于非选择性的化疗。而 AML患者

中大多数都是老年人，很多不符合化疗治疗的条件[29]，因此进

一步揭示不同突变如何协同作用诱发 AML，对了解 AML的发

病机制以及个体化治疗都有重要意义。

随着基因编辑技术的发展，锌指核酸酶（Zincfinger nucle-

ases，ZFNs）[30]、转录激活因子样效应核酸酶（Transcription acti-

vator-like effector nucleases，TALENs）[31,32]和 CRISPR/Cas9[33,34]等

人工核酸内切酶相继而生。其中，最新发展的 CRISPR/Cas9技

术由于 sgRNA文库构建快捷、操作简便、成本较低、基因调控

方式多样（敲除、插入、激活等）以及可以实现多个位点同时编

辑等优点，逐渐成为在哺乳动物中进行大规模基因分析的有力

工具。基于 CRISPR/Cas9的全基因组文库已在多种细胞系中被

广泛应用于多种疾病的研究。但是，全基因组文库通常包含数

万条 sgRNA，所需的细胞数量较多，且筛选过程及后续的数据

分析都需要投入大量的人力、物力。而针对特定疾病、特定组织

发育或其它生物学特点所设计的个性化文库能大大降低 sgRNA

数量，具有更强的针对性，更容易得到高质量的筛选结果。如：

Leanne Li等人利用一个靶向约 5000个可成药蛋白的 sgRNA

文库，筛选发现抑制二氢乳清酸脱氢酶（dihydroorotate dehydro-

genase，DHODH）能有效抑制小细胞肺癌的体内、外生长[35]。

本研究基于 CRISPR/Cas9技术构建了一个靶向约 200个

AML相关突变的 sgRNA基因敲除文库。本研究使用 lentiGu-
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ide-Puro质粒为基本骨架，该质粒不含元件 Cas9，使用 Hu6启

动子启动 sgRNA的表达；本研究还对骨架质粒进行了改造，在

元件 puroR后加入 P2A-eGFP，方便后续追踪感染了 sgRNA的

细胞；Gibson组装技术是一种简单、快速、高效的 DNA定向无

缝克隆技术，在文库构建过程中可以大大的提高连接效率[21,36]；

为减少 sgRNA文库发生偏倚，应尽可能减少 oligo pool扩增时

PCR循环数，并尽量减少电转后培养菌落的时间，以及降低培

养温度。文库质粒构建完成后，我们随机挑选了几个基因，利用

SSA荧光素酶基因报告系统验证了其对应 sgRNA的切割活

性；接着，我们采用深度测序来检测文库的丰度。最后，我们将

文库质粒用慢病毒包装，并进行了滴度测定。

本研究成功构建了一个靶向 200 多个 AML突变的 sgR-

NA敲除文库，初步验证了文库 sgRNA的切割活性，并进行了

慢病毒包装，为筛选诱发 AML的信号通路网络以及阐明 AML

的分子致病机制提供了强有力的工具。另外，本研究也为其他

个性化文库的构建提供了经验和参考方案。
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