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甲基化酶 ＤＮＭＴ３Ｂ基因敲除的
ＣＨＯＫ１细胞系构建
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摘要：构建敲除ＤＮＭＴ３Ｂ基因的细胞系，为重组蛋白药物生产使用的高效表达系统提供ＤＮＭＴ３Ｂ基因缺
失的稳定细胞株．采用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术，构建敲除 ＤＮＭＴ３Ｂ基因的质粒，并利用脂质体转染
ＣＨＯＫ１细胞进行基因编辑、Ｔ７Ｅ１核酸内酶切及筛选 ＤＮＭＴ３Ｂ基因敲除细胞，以及软琼脂法获得单克
隆．结果表明，通过对获得的单细胞克隆进行测序比对，确定ＤＮＭＴ３Ｂ基因第４个外显子处被编辑产生
移码突变．最终获得ＤＮＭＴ３Ｂ基因特异位点删除的ＣＨＯ细胞单克隆．
关键词：ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９；基因敲除；ＤＮＭＴ３Ｂ；表观遗传学；Ｔ７Ｅ１核酸内切酶
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　　ＤＮＡ甲基化转移酶 （ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＤＮ
ＭＴ）是在ＤＮＡ序列的ＣｐＧ二核苷酸的胞嘧啶残基上
加一个甲基的重要表观修饰酶，ＤＮＭＴ分为ＤＮＡ甲
基转移酶 ＤＮＭＴ１和从头甲基转移酶ＤＮＭＴ３Ａ、ＤＮ
ＭＴ３Ｂ［１］，ＤＮＡ甲基化修饰可在ＤＮＡ复制过程中经细

胞分裂并遗传给下一代，这种修饰通常与基因沉默有

关，被认为是构成性和兼性异染色质形成的重要因

素［２］．此外，ＤＮＡ高甲基化也被证明是用来维持基因
的永久沉默［３］．因此，ＤＮＡ甲基化被认为是转基因沉
默［４］的重要原因．近年来，ＣＨＯＫ１细胞越来越多地



用于重组蛋白药物的生产，以及克服转基因沉默等以

提高ＣＨＯＫ１高效表达的手段而备受关注．因而，获
得ＤＮＡ甲基化缺陷并稳定高效表达的ＣＨＯ细胞株已
成为产业界追求的目标．

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９是用于基因编辑的前沿方法，以
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９为基础的基因编辑技术在一系列基因
治疗的应用领域都展现出极大的应用前景．例如血
液病、肿瘤和其他遗传疾病．此外，该技术的成果
已应用于人类细胞、斑马鱼、小鼠以及细菌的基因

组精确修饰［５－６］．通过设计含有 ２０个核苷酸的
ｓｇＲＮＡ（ｓｍａｌｌｇｕｉｄｅＲＮＡ），并且ｓｇＲＮＡ与核苷酸序
列为 ＮＧＧ的ＰＡＭ序列相邻；ｓｇＲＮＡ和靶标ＤＮＡ之
间的互补碱基配对，ｓｇＲＮＡ引导Ｃａｓ９内切酶接近基
因组中的任意ＤＮＡ序列，Ｃａｓ９ＤＮＡ的相互作用以
及相关的构象变化驱动Ｒｌｏｏｐ的形成和在靶向基因
组ＤＮＡ中进行双链断裂 （ＤＳＢ）．双链断裂后ＤＮＡ
修复机制启动并催化非同源端连接 （ＮＨＥＪ）或同源
定向修复 （ＨＤＲ）．对于ＮＨＥＪ，丢失的序列可能无
法恢复，导致序列插入或缺失，以及基因功能丧失．
而对于ＨＤＲ，引入外源ＤＮＡ模板将填补ＤＳＢ，从而
进行基因敲入、删除、调整或突变［７－８］．

ＣＨＯ细胞主要包括 ＣＨＯｄｘｂ１１、ＣＨＯＫ１、
ＣＨＯｄｇ４４和 ＣＨＯｓ等多种细胞系［９－１１］．随着
ＣＨＯ细胞培养条件的不断改进优化，比如，改进
培养温度、驯化贴壁细胞悬浮培养、无胎牛血清培

养等，可以获得不同表观遗传背景的细胞系用于提

高工业化生产中蛋白的表达量．虽然已有 ＣＨＯＫ１
中甲基化酶基因ＤＮＭＴ３Ａ、ＤＮＭＴ３Ｂ基因敲除后的
报道［１２－１６］，但是，可能存在因为基因敲除靶点的

区别、不同甲基化背景的ＣＨＯＫ１细胞甲基化酶基
因敲除后诱变条件的不同，导致表观遗传背景差

别，以及获得的细胞系高效表达的潜质完全不相

同，因此，筛选 ＤＮＭＴ３Ｂ基因特异位点敲除的特
异细胞系仍然很有必要．

本研究利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因修饰技术，通过
优化的软琼脂培养法对本实验室驯化培养的

ＣＨＯＫ１细胞进行靶向ｓｇＲＮＡ设计、细胞筛选和阳
性克隆鉴定等，以期得到具有高效表达潜力的ＤＮ
ＭＴ３Ｂ基因特异位点敲除的ＣＨＯＫ１细胞系．

１　材料与方法

１１　靶向ＤＮＭＴ３Ｂ基因的ｓｇＲＮＡｓ设计

根据 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９靶点设计原则［１７－１８］，设

计大于２０个核苷酸长度的 ｓｇＲＮＡｓ［１９］．同时选择
ＤＮＭＴ３Ｂ基因第４个外显子３个不同的靶点序列
（表１），通过体外实验，从中筛选出效率较高的
ｓｇＲＮＡ，以 增 加 成 功 率 和 增 强 敲 除 效 率［８］，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ基因敲除质粒构建示意图如图 １所
示．

表１　ｓｇＲＮＡ设计序列

ｓｇＲＮＡ名称 ｓｇＲＮＡ序列（５′３′）

ＤＮＭＴ３Ｂｐｌａｓｍｉｄ１Ｆ ＣＣＡＴＧＴＧＣＡＧＧＡＡＴＡＣＣＣＣＧＴＧＧ

ＤＮＭＴ３Ｂｐｌａｓｍｉｄ１Ｒ ＣＣＡＣＧＧＧＧＴＡＴＴＣＣＴＧＣＡＣＡＴＧＧ

ＤＮＭＴ３Ｂｐｌａｓｍｉｄ２Ｆ ＣＣＡＧＧＧＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＴＧＣＡＧＧ

ＤＮＭＴ３Ｂｐｌａｓｍｉｄ２Ｒ ＣＣＴＧＣＡＣＡＴＧＧＴＧＧＣＧＧＣＣＣＴＧＧ

ＤＮＭＴ３Ｂｐｌａｓｍｉｄ３Ｆ ＧＣＣＴＣＴＧＧＴＧＡＴＴＣＴＧＧＧＣＧＡＧＧ

ＤＮＭＴ３Ｂｐｌａｓｍｉｄ３Ｒ ＣＣＴＣＧＣＣＣＡＧＡＡＴＣＡＣＣＡＧＡＧＧＣ

图１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ基因敲除质粒构建示意图

１２　引物合成
根据实验要求设计 ＤＮＭＴ３Ｂ基因第４外显子

的检测引物 （表２），引物由上海生工生物工程有
限公司合成．

表２　引物序列

引物名称 引物序列（５′３′） 产物大小／ｂｐ

ＤＮＭＴ３ＢＦ ｃａｇｔｃａｃｃｔａａｇｇｃｃｃｔｇｔｇ ４８３

ＤＮＭＴ３ＢＲ ｇｇｔｃｔｃｃａｇｇａａａｃｔｇｇｃｔｃ ４８３

１３　转染及嘌呤霉素筛选
采用脂质体转染，转染前２ｄ，将２４孔板的培

养基换成不含抗生素的血清．当细胞汇合度达到
５０％～７０％，进行转染．转染效率最佳的为１０μＬ
体系，转染试剂３６μＬ，质粒１２μｇ．步骤如下：
加３６μＬ转染液到无抗生素培养基中，孵育
５ｍｉｎ；加１２μｇ的质粒到无抗生素培养基和转染
液中孵育２０ｍｉｎ；２４孔板换液４９０μＬ无抗生素培
养基；将孵育好的转染试剂和 ＤＮＡ转入细胞培养
基中轻柔混匀．设置３个重复和阴性对照，荧光显
微镜下观察３个重复转染效率相差不大，阴性对照
没有荧光．转染２４ｈ后加入１２μＬ的嘌呤霉素，培
养４ｄ．
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１４　单克隆筛选
本实验采用软琼脂法挑取单克隆．配置终质量

分数为 ０５％琼脂 ＋１０％ＦＢＳ＋１％三抗 ＋１×
ＤＭＥＭ的下层琼脂，以及终质量分数为０３５％琼
脂＋１０％ＦＢＳ＋１％三抗 ＋１×ＤＭＥＭ的上层琼脂铺
板到５ｃｍ的细胞培养皿中［２０］．细胞经过细胞筛过
滤以后，计数２００个细胞加入上层琼脂中．

通常铺板１４ｄ左右，肉眼可以观察到针尖样
的单克隆细胞团，细胞铺软琼脂期间每隔２～３ｄ，
往软琼脂中加入２００μＬ的培养基，避免软琼脂过
于干燥．当肉眼能看到单克隆细胞团时，用镊子挑
出单克隆到９６孔板中将细胞团吹散．
１５　ＴＥ１酶切
１５１　反应体系

Ｔ７Ｅ１核酸内切酶反应体系见表３．
表３　Ｔ７Ｅ１核酸内切酶反应体系

编号 １ ２ ３

突变体ＤＮＡＰＣＲ产物／μＬ ９０ ４５ ００

野生型ＤＮＡＰＣＲ产物／μＬ ００ ４５ ９０

阳性对照／μＬ ００ ００ ００

１０ＸＴ７Ｅ１Ｂｕｆｆｅｒ／μＬ １０ １０ １０

ｄｄｗ／μＬ ００ ００ ００

总体积／μＬ １００ １００ １００

１５２　酶切反应程序
９５℃ ５ｍｉｎ；９５～８５℃ －２℃／ｓ；８５～２５℃

－０１℃／ｓ；４℃；置于 ＰＣＲ仪中反应结束后，加
入０５μＬ的 Ｔ７Ｅ１内酶，严格冰上操作；加入
Ｔ７Ｅ１内切酶后，３７℃反应０５ｈ后，立刻跑电泳，
电泳槽ＴＡＥ每次换成新的．

２　结果与分析

２１　单克隆细胞中ＤＮＭＴ３Ｂ基因的鉴定
２１１　ＤＮＭＴ３Ｂ基因片段鉴定

经过转染ｓｇＲＮＡ的质粒，用嘌呤霉素筛选后，
通过对获得的瞬时转染的细胞进行软琼脂法筛选，

并对获得的单克隆进行 ＤＮＭＴ３Ｂ基因鉴定，扩增
片段大小为４８３ｂｐ（图２），确定为筛选引物扩增
的目的片段．
２１２　基因敲除阳性细胞筛选

为了确认获得的单克隆是否发生基因编辑，利

用Ｔ７Ｅ１酶切切割 ＤＮＭＴ３Ｂ基因，而 Ｔ７Ｅ１核酸内

切酶能够识别由于碱基缺失或改变造成不完全互补

配对的杂合双链 ＤＮＡ，进行 ＤＮＡ切割，对野生型
则不会产生切割．如图 ３所示，１号、２号为
ＤＮＭＴ３Ｂ１单克隆 Ｔ７Ｅ１酶切１号体系和２号体系
（表３）切开的条带，７号、８号为ＤＮＭＴ３Ｂ２单克
隆Ｔ７Ｅ１酶切的１号体系和２号体系 （表３）切开
的条带，均切开３条条带．

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＤＮＭＴ３Ｂ１，用 ＤＮＭＴ３Ｂ引物扩增；

２：ＤＮＭＴ３Ｂ２，用ＤＮＭＴ３Ｂ引物扩增．

图２　ＤＮＭＴ３Ｂ基因片段ＰＣＲ鉴定结果

图３　单克隆筛选酶切鉴定结果

随后，将Ｔ７Ｅ１酶切切开的ＰＣＲ产物纯化后进
行ＴＡ克隆，菌落ＰＣＲ，阳性菌落扩大培养后，小
提质粒，ＤＮＡ测序比对，确定该单克隆基因敲除
了２５ｂｐ（图４ａ）和敲除了１０ｂｐ（图４ｂ）成功，
并进一步通过比对，确定基因敲除位点发生在第４
外显子上 （图４ｃ）．
２２　ＤＮＭＴ３Ｂ基因特异位点的细胞筛选

基于上述基因鉴定结果，确定 ＤＮＭＴ３Ｂ基因
敲出背景清楚的单克隆，再通过有限稀释法对单克

隆进行重筛选．分别获得 ＤＮＭＴ３Ｂ第４个外显子
上删除２５ｂｐ和１０ｂｐ的特异的细胞株，普通显微
镜下显示细胞生长情况良好 （图５ａ）．为进一步确
定单克隆均一性，用倒置荧光显微镜进行分析其荧

光均一度 （图５ｂ）．
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图４　ＤＮＭＴ３Ｂ１、ＤＮＭＴ３Ｂ２单克隆测序结果
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图５　ＤＮＭＴ３Ｂ１、ＤＮＭＴ３Ｂ２单克隆细胞

３　讨论

ＤＮＭＴ３Ｂ基因由２３个外显子组成．本文通过
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因修饰技术，分别获得 ＤＮＭＴ３Ｂ
第４个外显子上删除２５ｂｐ和１０ｂｐ的特异的细胞
株．虽然已有利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因修饰技术，
将ＣＨＯＫ１甲基化酶基因 ＤＮＭＴ３Ｂ中第１个外显
子上的一部分片段的基因敲除的报道［１２］，但是该

文与本文的基因敲除靶点完全不同，并且敲除的片

段长度也不同，因而有可能对细胞的染色质三维结

构层面，如开放染色质、染色质环、或染色质结构

域［２１］等造成不同的影响，导致获得基因敲除细胞

的表观遗传背景可能完全不同．另外，不同甲基化
背景的ＣＨＯＫ１细胞经甲基化酶基因缺失后获得的
细胞表观遗传背景也可能有差别．由于不同的表观
遗传背景差异，不同的 ＤＮＭＴ３Ｂ基因敲除的细胞
系可能在筛选高效表达细胞系的潜质完全不相同．
因此，本研究获得的 ＤＮＭＴ３Ｂ基因特异位点敲除
的特异细胞系仍然具有一定的创新性．

本研究所采用的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９方法在单克隆
细胞的筛选上利用软琼脂法，不同于与已有报

道［１２－１５］的ＤＮＭＴ３Ｂ、ＤＮＭＴ３Ａ基因敲除研究中用
到的流式分选或者９６孔板稀释法．流式分选法的

优点是省时省力，但与其他单克隆筛选的方法相

比，费用较高，并且有容易污染、细胞膜容易受损

等缺点．有限稀释法作为传统筛选方法，优点是技
术成熟、操作简单、成本较低［２２］；缺点是单克隆

得率低．而软琼脂法操作简单、成本较低，并且得
到的单克隆细胞均质性更好，但是生长环境完全不

同于有限稀释法的９６孔板，因此对获得的细胞的
表观遗传背景也可能产生不同的影响．虽然获得的
ＤＮＭＴ３Ｂ基因缺陷的单克隆细胞已经过严格的测序
鉴定，并且荧光分析结果显示单克隆较为均一，但

是，仍然需要对其进行进一步鉴定，并在后续应用

于高效表达细胞筛选研究中对其表观遗传背景进行

深入分析．
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