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稳定表达 Cas9蛋白的 SW620细胞株构建 *
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摘要目的：建立稳定表达 Cas9蛋白的 SW620人结肠癌细胞系的单克隆细胞株，提高基因编辑效率，为利用基于 CRISPR/Cas9技

术的高通量筛选结肠癌相关致病基因提供细胞工具。方法：用 Cas9慢病毒侵染 SW620细胞系，用致死剂量的 puro筛选 5-7天，

通过有限稀释法获得单克隆细胞株。提取单克隆细胞基因组进行 Sanger测序，筛选出含有 Cas9基因序列的单克隆细胞株。利用

基于 SSA修复荧光素酶的报告系统检测单克隆细胞株中 Cas9的编辑活性，并通过细胞增殖实验检测 Cas9蛋白的表达是否影响

细胞增殖。结果：获得了两个表达 Cas9蛋白的 SW620单克隆细胞株，并通过 Sanger测序验证了 Cas9序列；荧光素酶报告系统检

测显示单克隆细胞株的 Cas9蛋白有较高的编辑活性；细胞增殖实验显示 Cas9蛋白的表达对 SW620增殖活性影响不大。结论：本

研究利用慢病毒感染的方式，构建了稳定表达 Cas9蛋白的 SW620单克隆细胞株，为后续大规模筛选与人结肠癌相关的基因突变

提供了细胞工具。
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Construction of Monoclonal SW620 Stably Expressing Cas9*

Establish monoclonal SW620 cell lines stably expressing Cas9 to improve gene editing efficacy and provide

cellular tools for CRISPR/Cas9-based high-throughput screening. We used Cas9 lentivirus to infect the SW620 cell line and

used lethal doses of puromycin to screend the SW620 cell line for 5-7 days. The genomes of monoclonals were extracted for Sanger

sequencing to detect the Cas9 fragment. We determined the editing activity of Cas9 in monoclonals by the single strand annealing (SSA)

based luciferase reporter assay, and used the cell proliferation assay to determine whether Cas9 expression affected cell proliferation.

We obtained two monoclonals of SW620 expressing Cas9 and verified the Cas9 fragment by Sanger sequencing; the SSA based

reporter assay showed high editing activity of Cas9; and the cell proliferation assay showed that Cas9 expression had little effect on the

proliferation of SW620. In this study, we constructed a monoclonals of SW620 stably expressing Cas9 using lentiviral

infection, thus providing a cellular tool for subsequent large-scale screening of genetic mutations associated with human colon cancer.
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前言

成簇规律间隔的短回文重复序列 /相关蛋白 9（clustered

regularly interspaced short palindromic repeat/CRISPR-associated

protein9，CRISPR/Cas9）系统是一项能对基因组特定位点进行

精确编辑的技术[1-4]。该系统由两部分组成，一部分是核酸内切

酶 Cas9，另一部分是长度 20 bp左右的单链引导 RNA（guide

RNA，gRNA）。通过设计识别基因组特定序列的 gRNA，引导核

酸内切酶 Cas9对特定序列进行特异性切割，即能实现定向的

基因编辑[5]。近年来，CRISPR/Cas9技术迅速发展，已被广泛运

用于多个物种和包括高通量文库筛选在内的多个领域[6]。与传

统的 RNAi文库筛选相比，CRISPR/Cas9文库筛选基于更彻底

的基因敲除而非敲低，且脱靶效率更低[7，8]。2014年，Shalem等

设计了首个靶向人类全基因组 18080个基因的 CRISPR/Cas9

基因敲除文库 -GeCKO文库，并且在 A375黑色素瘤细胞系中

筛选出 BRAF抑制剂维莫菲尼（Vemurafenib）的耐药基因[8]。此

后，多个研究团队利用 CRISPR/Cas9文库进行了肿瘤相关基因

的筛选[9-11]。

结肠癌（colorectal cancer，CRC）是世界上发病率较高的癌

症之一[12]。CRC的发展是一个多步骤、多基因突变的过程，表现

为腺瘤性息肉逐步发展为不受控增殖和转移的恶性肿瘤；随着

时间的推移，出现多个原癌基因的激活和抑癌基因的缺失[13]。
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对病人样本测序发现多个基因突变，如 KRAS、TP53、SMAD4、

BRAF等基因影响了肿瘤的转移和预后，这些基因与 CRC的

发展和治疗预后密切相关，可能成为 CRC潜在的治疗靶点和

与转移相关的生物标志物[14，15]。目前，利用 CRISPR/Cas9文库

在人结肠癌细胞系的筛选已经展开[16，17]。在不久的将来，运用

CRISPR/Cas9介导的高通量筛选将成为探索 CRC相关致病基

因以及进而寻找新的治疗靶点的有力工具。

现阶段，常利用慢病毒载体将 CRISPR/Cas9筛选文库呈递

到细胞中。慢病毒是以 HIV-1为基础发展的一种载体，具有很

高的感染效率，并且可以在细胞基因组中整合目的基因，从而

实现目的基因长期稳定的表达。然而，由于 Cas9 蛋白长达

4kb，因此对于同时表达 Cas9和 gRNA的慢病毒载体，其病毒

包装效率和感染效率在一定程度会受到影响。而先构建稳定表

达 Cas9的细胞株，再利用 gRNA病毒文库感染该细胞株，能在

一定程度上提高文库的筛选效率。本研究将 Cas9基因通过慢

病毒感染进人结肠癌细胞系 SW620中，构建稳定表达 Cas9蛋

白的 SW620单克隆细胞株，并通过基于单链退火（single strand

annealing, SSA）修复荧光素酶的报告系统证实该单克隆细胞株

可以实现高效的基因编辑，为之后利用 gRNA文库筛选与结直

肠癌发生、发展相关的基因突变或耐药基因奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系和质粒 人胚胎肾细胞系 HEK293T、人结肠癌

细胞系 SW620由本实验室保存；PGK-Cas9-P2A-puroR由本实

验室保存、TP53-sgRNA1、TP53-sgRNA2由本实验室改造构建；

pMD2.G（Addgene，plasmid ID 12259）；psPAX2（Addgene，plas-

mid ID 12260）；precut pUCA(Luc)质粒（UCATM CRISPR/Cas9

快速构建及活性检测试剂盒）。

1.1.2 实验试剂 PEI（proteintech，B600070）；快速质粒小提试

剂盒（离心柱型）（TIANGEN，DP105-03）；Puromycin（Invivo-

Gen，ant-pr-1）；Polybrene （Biosharp，BL628A）；PacI （NEB，

R0547S）、ClaI （NEB，R0197S）；RSAP （NEB，M0371S）；

BM2000+ Marker （BioMed，MD102-01）；cck8 试剂（bimake，

B34304）；PCR lysis buffer（10 mM Tris-HCl、2 mM EDTA、2.5 %

Tween-20、2.5 % Triton-X 100、100 滋g/mL Proteinase K，PH =

8）；Tris （amresco，77-86-1）；EDTA （Macklin，E809068）；

Tween-20（Sigma，P1379）；Triton-X 100（Solarbio，T8200）；荧光

素酶反应液（18 滋L LBB + 1 滋L Luciferase）由本实验室配制；
DMEM高糖培养基（Gibco，C11995500BT）；胎牛血清（Gibco，

10099141）；PBS（Solarbio，P1010）；引物合成及一代测序由北京

六合华大基因科技有限公司完成。

1.1.3 实验仪器 琼脂糖凝胶电泳仪（北京六一生物有限公

司，DYCP-31F）；酶标仪（PerkinElmer）；分光光度计（Nan-

oDrop，55625500）；倒置光学显微镜（卡尔蔡司公司）；凝胶成像

仪及图像分析系统 (Molecular lmagery ChemiDocTM XRST，

Bio-Rad公司)；PCR仪（Thermofiser，ProFlex 3 x 32）。

1.2 方法

1.2.1 Cas9慢病毒的包装及其滴度测定 采用 PEI转染试剂

进行细胞转染，需转染的质粒和 PEI转染试剂的体积比为 1:

3，目的质粒 PGK-Cas9-P2A-puroR和包装质粒 psPAX2、pMD2.

G的摩尔比为 8:6:3，将目的质粒、包装质粒和 PEI转染试剂共

同转染至 HEK293T细胞中，包装成慢病毒。6-8 h后换液，48 h

后收集细胞上清液，离心：10000 rpm，10 min。之后用 0.45 滋M
的滤膜过滤细胞碎片并分装于 1.5 mL EP管中，存放于 -80℃

冰箱备用。

采用抗生素抗性筛选法测定病毒的滴度。将状态良好

的 HEK293T 细胞接种到 6 孔板中，每个孔接种 3伊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的 Cas9 慢病毒，并加入 8 滋g/mL的
Polybrene。在 32℃，1000伊g离心 90 min后放入 37℃培养箱中

培养。24 h后按照 5伊105个细胞 /孔接种于两个新的 6孔板中，

标记为加抗生素组和不加抗生素组。加入 0.3 滋g/mL浓度的
puro，筛选 5-7天后，puro组 0 滋L孔细胞全部死亡，不加抗生
素组中未感染病毒的细胞密度达到 70 %-80 %时，消化各孔进

行计数。定义加抗生素组的细胞为 "活细胞 "，不加抗生素组的

细胞为 "对照细胞 "。病毒滴度计算公式为：滴度（IFU/mL）=

（起始细胞数 伊活细胞数）÷ （对照细胞数 伊毫升病毒体积）。
1.2.2 Cas9单克隆细胞株的建立 将生长状态良好的 SW620

细胞按照 2伊106个细胞 /孔接种到 6孔板中，每孔加入 8 滋g/mL
的 Polybrene和 1 mL Cas9慢病毒，32℃，1000伊g离心 90 min，

放入 37℃培养箱中培养 24 h，随后转移至 10 cm培养皿中继

续培养 24 h。病毒侵染 48 h后加入致死剂量的 puro 1 滋g/mL，
同时用未侵染病毒的 SW620细胞作为对照，加入同样剂量的

puro，待对照细胞全部死亡后，初步筛出阳性细胞。对阳性细胞

进行计数，按照有限稀释法将细胞铺于 96孔板中，第二天在显

微镜下标记单克隆细胞孔，培养过程中时刻观察细胞生长情

况，标记生长状态良好的单克隆细胞株，5天左右换液继续培

养，两周后转移至 12孔板中，待细胞密度达到 75 %-85 %时，

一半细胞裂解提取细胞 DNA进行 PCR和测序，一半细胞转移

到 6孔板中继续培养。经测序鉴定后，将成功整合 Cas9基因的

单克隆细胞扩增培养，冻存后放液氮中保存。

1.2.3 Cas9单克隆细胞的鉴定 用细胞裂解液裂解 12孔板

中部分单克隆细胞，提取细胞基因组进行后续实验。裂解条件：

1.5-2伊105个细胞 /200 滋L细胞裂解液，在 37℃培养箱中放置

20 min，随后 50℃水浴 60 min，95℃水浴 15 min。使用 APE软

件在 Cas9基因序列上设计一对引物：引物长度设定在 20-25

bp之间，Tm值 =55-65℃，GC含量 =50-60 %，避免重复碱基，

且 3'端最后 5个碱基少于 2个 G/C。根据以上条件分别选取了

一条正向引物和一条反向引物：Cas9-F1/R1，能扩增出 258 bp

的条带，引物序列如表 1所示。扩增条件：95℃变性 5 min；95℃

解链 30 s，58℃复性 30 s，72℃延伸 35 s，以上步骤重复 35个循

环；72℃ 10 min，扩增体系见表 2。取 3-5 滋L PCR产物进行琼

脂糖凝胶电泳检测。取裂解后的细胞液送 Sanger测序，进一步

验证是否含有 Cas9基因序列。

1 .2 . 4 Cas9 活性检测 利用基于 SSA 修复荧光素酶的

UCATM报告系统法检测 Cas9的切割活性。通过 CRISPR靶

点设计网站(http：//crispr.mit.edu/)在 TP53基因外显子区域选取

了 2条评分较高的 sgRNA序列，构建 sgRNA质粒和相应的

pLUC报告质粒。TP53 sgRNA序列如表 3所示。

1042窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.6 MAR.2023

Name Sequence

Cas9-F1 5'-GGACATCGGCACCAACTCTG-3'

Cas9-R1 5'-GAACAGCTTGTCCACGTCGC-3'

表 1扩增 Cas9片段的引物

Table 1 Primers for amplification of Cas9 fragment

表 2 Cas9基因片段 PCR扩增体系

Table 2 PCR amplification system of Cas9 fragment

Component Quantity（滋L）

Template 2.0

ddH2O 31

High-fidelity KOD enzyme 1.0

Cas9-F（10 滋mol·L-1） 1.5

Cas9-R（10 滋mol·L-1） 1.5

dNTP 5.0

MgSO4 3.0

KOD Buffer (10 伊 ) 5

Total 50

Name Sequence

TP53-sgRNA1 5'-TCGACGCTAGGATCTGACTG-3'

TP53-sgRNA2 5'-GGCAGCTACGGTTTCCGTCT-3'

表 3 TP53 sgRNA序列

Table 3 TP53 sgRNA sequences

将生长状态良好的 SW620-Cas9单克隆细胞接种到 12孔

板中，每孔接种 1伊105个细胞。待细胞生长到 80 %左右时，将

sgRNA 质粒和相应的 pLUC 质粒按照 1000 滋g/ 孔瞬时转染

SW620-Cas9单克隆细胞株，6 h后换液，48 h后吸取 200 滋L上
清液转移到底部透明的黑色 96孔板中，每孔 30 滋L。加入荧光
素酶反应液后迅速放入酶标仪中读取数值。

1.2.5 细胞增殖活性检测 将 SW620-Cas9 单克隆细胞和

SW620细胞充分消化并计数，计数后将细胞接种到 96孔板

中，1伊104个细胞 /孔，每组设置 6个复孔，培养 48小时后，更

换含 10 % cck8 试剂的培养基，100 滋L/ 孔，37℃培养箱孵育
2-3小时后测定 OD450mm值。

1.3 统计学分析

采用 GraphPad Prism 8.0.1对实验数据进行统计学分析，

统计结果均采用平均值 依标准差（mean 依 SD）的方式表示。采
用独立样本 t检验对两组间差异性进行分析，P<0.05表示差异
有统计学意义。

2 结果

2.1 SW620-Cas9单克隆细胞株的构建及鉴定

为了获得表达 Cas9蛋白的 SW620单克隆细胞株，我们用

PGK-Cas9-P2A-puroR慢病毒侵染 SW620细胞系。慢病毒的滴

度用抗性筛选法测定，重复三次后取平均值，最终滴度为 1.6伊
107 TU/mL，说明病毒滴度较高，可以用于后续实验。Cas9慢病

毒侵染 SW620细胞系后，用致死剂量的 puro筛选 2天，待对

照组细胞全部死亡后，用同样剂量的 puro继续筛选 2天。将初

步筛出阳性细胞按照有限稀释法铺于 96孔板中，使得每孔的

细胞数量小于或等于 1个。在显微镜下标记单克隆细胞株。培

养两周后，选取生长状态较好的单克隆细胞株转移至 12孔板

中继续培养。待细胞密度达到 75 -85 %时，取一半细胞转移到 6

孔板中继续培养，另一半细胞则裂解并提取基因组 DNA，进行

PCR和和琼脂糖凝胶电泳。结果如图 1所示，在随机挑选的 5

株单克隆中有 2株出现了目的条带，说明这 2株单克隆细胞株

中整合了 Cas9基因。为了进一步验证 Cas9目的基因的整合，

将这 2个细胞株的基因组用引物 Cas9-F1进行测序，测序结果

显示 2个细胞株确实整合了 Cas9基因序列。将这 2个稳定表

达 Cas9 蛋 白 的 细 胞 株 分 别 命 名 为 SW620-Cas9-4 和

SW620-Cas9-5。

2.2 SW620-Cas9单克隆细胞株的 Cas9活性检测

为了验证我们构建的两个 SW620-Cas9 单克隆细胞株能

表达有功能的 Cas9蛋白，我们采用了基于 SSA修复荧光素酶

的报告系统 UCATM检测 Cas9的切割活性。除了使用已经验

证过活性的 sgRNA质粒和相应的 pLUC报告质粒作为阳性对

照，我们还构建了两个靶向基因组 TP53的 sgRNA质粒和相应

的 pLUC报告质粒。将三组质粒分别瞬转 SW620-Cas9-4和 -5
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图 1 Cas9基因片段

Fig. 1 Cas9 fragment

Note: 1-5: Cas9 fragments from monoclonal cell lines; M: Marker

图 2基于 SSA修复荧光素酶报告系统检测 Cas9的切割活性

Fig. 2 Detection of the cleavage activity of Cas9 based on SSA based luciferase reporter assay

Note: PC: positive control, NC: negative control,

CON: blank control, n = 6.

**P<0.01.

图 3 Cas9蛋白的表达对细胞增殖活性的影响

Fig. 3 Effect of Cas9 expression on cell proliferation

Note: SW620: SW620 blank cell line, SW620-Cas9-4, -5: SW620-Cas9

monoclonal cell lines, n＝6

两个细胞株以及 SW620，使用无关 sgRNA作为阴性对照，48 h

后检测荧光素酶读值。结果如图 2 所示，SW620-Cas9-4 和

SW620-Cas9-5 两组的荧光素酶活性均高于阴性对照组，而

SW620 细胞株则不显示荧光素酶活性，这说明构建的两个

SW620-Cas9细胞株均可正常表达具有切割活性的 Cas9蛋白。

且从靶向 TP53基因的荧光素酶结果可以看出，TP53-sgRNA1

的荧光素酶活性较高，说明在稳定表达 Cas9的细胞系中，可以

检测出打靶相同基因的不同 sgRNA的活性，为筛选高活性的

sgRNA提供了便利。

2.3 SW620-Cas9单克隆细胞株的增殖活性检测

为了检测 Cas9蛋白的表达是否影响 SW620的增殖活性，

我们将相同数量的 SW620-Cas9-4、SW620-Cas9-5和 SW620细

胞培养 48小时后，采用 cck8试剂检测细胞增殖活性。结果如

图 3 显 示 ， 在 相 同 培 养 条 件 下 ，SW620-Cas9-4 和

SW620-Cas9-5的细胞数量与 SW620相差无几，说明 Cas9蛋

白在细胞中的稳定表达不影响 SW620细胞正常的增殖活性。

3 讨论

人类全基因组的成功测序为研究基因功能提供了有力图

谱，而进一步破解基因的功能，可以通过影响基因的正常表达

并分析相关表型来实现[18]。基因编辑技术是一项能对基因组特

定位点进行精确修饰的技术，通过调控基因组的表达，可以更

好地理解和探索特定基因的功能。随着基因编辑技术的发展，

CRISPR/Cas9技术以其高效率和高精度的特点，广泛应用于基

因治疗、遗传修饰等方面。CRISPR/Cas9属于Ⅱ型 CRISPR/Cas

系统，只需要 gRNA引导 Cas9蛋白即可实现特定基因的识别

和切割[19]。其中，基于 CRISPR/Cas9系统的 gRNA文库筛选可

以同时靶向多个基因组的多个位点，产生双等位基因或多基因

的突变[20, 21]，使得大规模筛选功能基因变得高效、快捷。gRNA

文库筛选的效率在一定程度上受 Cas9蛋白表达的影响，Cas9

蛋白在细胞系中稳定表达能够提高基因的敲除效率，并且
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Cas9的过表达不会对敲除效率产生反作用[22]，这一结论为本研

究构建稳定表达 Cas9的细胞系提供了思路。

多项研究证明运用 CRISPR/Cas9技术介导的高通量文库

筛选，是探索结肠癌发生、发展相关基因，以及进一步开发基因

治疗靶点的重要方式[23, 24]。目前，利用 CRISPR/Cas9文库在人

结肠癌细胞系 HT29、HCT116中已经筛选出与癌细胞增殖相

关的基因[16，17，25]。但在 SW620细胞系中的研究相对较少，本研

究为 CRISPR/Cas9文库在 SW620细胞系中的高效筛选提供了

工具。

慢病毒能够将外源基因高效地整合到细胞基因组中，在细

胞基因组中实现稳定表达。通过慢病毒构建稳定表达 Cas9蛋

白的结肠癌细胞株，可以更好地提高文库筛选效率。本研究正

是利用这一特点，将 Cas9载体包装成慢病毒后，侵染人结肠癌

细胞系 SW620，通过 puro筛选和有限稀释法得到单克隆细胞

株，运用 PCR和一代测序的方式筛选出稳定表达 Cas9的单克

隆细胞株 SW620-Cas9-4和 SW620-Cas9-5；随后采用基于 SSA

修复荧光素酶的报告系统对 Cas9 蛋白的切割活性进行了验

证；最后验证了细胞株的增殖活性不受 Cas9蛋白的影响。

综上所述，本研究成功构建了稳定表达 Cas9 蛋白的

SW620细胞株，初步验证了该细胞株具有基因编辑功能且增

殖能力和正常的 SW620细胞株无差别。该细胞株理论上可用

于筛选与结直肠癌发生发展相关的基因，为筛选诱发结肠癌的

基因和分子致病机制提供研究基础。
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