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摘要： 基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑平台， 对仓鼠肾细胞 （ＢＨＫ－２１） 及猪睾丸细胞 （ＳＴ） 这 ２ 种细胞系实施 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因定向敲除， 为探究 Ｂ 细

胞淋巴瘤 ２ 类似蛋白 １ （Ｂｃｌ２ｌ１） 基因编码的 Ｂｃｌ－ｘＬ 蛋白在塞内卡病毒 Ａ （ＳＶＡ） 感染鼠源和猪源细胞中的作用及分子机制提供试验材料。 首先

设计并合成 ５ 条靶向 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因的 ｓｇＲＮＡ， 分别连接到慢病毒载体 Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ ｖ２ 上； 将构建好的慢病毒质粒转染至人胚胎肾细胞

（ＨＥＫ２９３Ｔ）， 获得重组慢病毒并感染 ＢＨＫ－２１ 和 ＳＴ 细胞； 再经嘌呤霉素筛选和有限稀释法获得 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因敲除的细胞株； 通过实时荧光定量

ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因的敲除情况； 通过 ＣＣＫ８ 法分别检测 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因敲除对 ＢＨＫ－２１ 和 ＳＴ 细胞活性的影响。 结果：
筛选得到 ５ 株 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因缺失的细胞系， 即 ３ 株 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因敲除鼠源细胞系 （Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＢＨＫ－２１） 和 ２ 株 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因敲除猪源细胞系 （Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －

ＳＴ）； ＲＴ－ｑＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 与野生型细胞系相比， Ｂｃｌ２ｌ１ 基因敲除细胞系的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ００１）； ＣＣＫ８
试验结果显示， Ｂｃｌ２ｌ１ 基因敲除的 ＢＨＫ－２１ 细胞系在增殖能力方面与野生型相比未出现明显变化。 在 ＳＴ 细胞系中， Ｂｃｌ２ｌ１ 基因的缺失导致了显著

的增殖能力下降， 与野生型 ＳＴ 细胞形成鲜明对比； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ－ｑＰＣＲ 试验均显示， Ｂｃｌ２ｌ１ 基因敲除后显著抑制了 ＳＶＡ 的增殖 （Ｐ ＜
０􀆰 ０００ １）。 综上， 本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统成功构建了敲除 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因的 ＢＨＫ－２１ 细胞系和 ＳＴ 细胞系， 并证实 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因在 ＳＶＡ 复制中发

挥着重要作用， 为深入研究 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因的功能提供了理想的细胞模型。
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　 　 塞内卡病毒 Ａ （Ｓｅｎｅｃａｖｉｒｕｓ Ａ， ＳＶＡ） 在分类学

上归属于微 ＲＮＡ 病毒科 （Ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ）， 其病毒粒

子呈二十面体对称结构且缺乏脂质包膜。 病毒基因组

为线性单链正链 ＲＮＡ （ ＋ｓｓＲＮＡ）， 全长约 ７􀆰 ３ ｋｂ，
具有典型微 ＲＮＡ 病毒基因组结构特征： ５′端非翻译

区 （５′－ＵＴＲ） 与 ３′端非翻译区 （３′－ＵＴＲ） 分别位于

基因组两端， ３′末端携带 ｐｏｌｙ （Ａ） 尾链， 中央区段

为单一开放阅读框 （ＯＲＦ）， 可编码翻译生成多聚蛋

白前体， 经病毒编码蛋白酶介导的逐级切割最终产生

１２ 种成熟功能蛋白 （符合 “Ｌ－４－３－４” 结构域划分

模式） ［１］。 由于 ＳＶＡ 在传播过程中持续发生遗传变

异［２－３］， 现有预防措施 （如疫苗开发） 和抗病毒治疗

方案的有效性受到严重挑战。 因此， 研究 ＳＶＡ 与宿

主的相互作用尤为重要。
Ｂ 细胞淋巴瘤 ２ 类似蛋白 １ （Ｂ－ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ ２－

ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １， Ｂｃｌ２ｌ１） 属于 Ｂｃｌ－２ 蛋白家族， 具有调

节细胞凋亡， 即程序性细胞死亡， 促进细胞存活的功

能［４］。 Ｂｃｌ－２ 家族的蛋白质通过抑制或促进凋亡来影

响细胞的生死， 在细胞增殖、 分化以及病毒复制过程

中发挥关键作用。 可促进分化胰腺细胞与人多能干细

胞的存活［５］， 而且 Ｂｃｌ２ｌ１ 对病毒增殖有一定的影响，
不同的病毒及宿主细胞也会有不同的效果， 如乙型肝

炎病毒 （ＨＢＶ） ［６］、 丙型肝炎病毒 （ＨＣＶ） ［７－８］、 人类

免疫缺陷病毒 （ＨＩＶ） ［９］、 甲型流感病毒 （ ＩＡＶ） ［１０－１１］

和冠状病毒 （ＣｏＶ） ［１２］ 等。 本实验室前期研究发现，
通过筛选得到的抗 ＳＶＡ 药物在抑制 ＳＶＡ 增殖复制

中， 均会使 Ｂｃｌ２ｌ１ 表达下调， 猜想在 ＳＶＡ 复制中，
Ｂｃｌ２ｌ１ 可能发挥某些作用。

本研究基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑平台， 构建

了 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因敲除的仓鼠肾细胞 （ＢＨＫ－２１） 和猪睾

丸细胞 （ ＳＴ） 两种哺乳动物细胞系， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ、 实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 对 ＳＶＡ 感染

Ｂｃｌ２ｌ１ 敲除细胞后病毒蛋白的表达水平与病毒基因组

的复制水平进行系统性评估。 研究结果为深入研究

Ｂｃｌ２ｌ１ 基因的功能机制奠定重要基础， 并且提供可靠

的试验平台， 为深入阐明 ＳＶＡ 的增殖过程及与宿主

细胞的关系奠定基础， 对深入解析 ＳＶＡ 的致病机理

和宿主抗病毒防御机制具有重要的科学价值。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试验材料

ＢＨＫ － ２１、 ＳＴ、 人 类 胚 胎 肾 脏 细 胞 （ ＨＥＫ
２９３Ｔ）、 Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ ｖ２ 质粒均由本实验室保存；
ＳＶＡ ＶＰ１ 蛋白单克隆抗体由本实验室制备； ＳＶＡ 毒

株 ＳＶＶ－ＣＨ－ＳＤ （ＧｅｎＢａｎｋ： ＭＨ７７９６１１） 为本实验室

分离。 Ｂｃｌ－ ｘＬ、 ａｃｔｉｎ、 不同种属的二抗均购自 Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； ＤＨ５α 购自吐露港生物科技股份有限

公司； Ｔ４ ＰＮＫ、 ＢｓｍＢｉ 购自 ＮＥＢ 公司； Ｔ４ ＤＮＡ 连接

酶购自赛默飞世尔科技； 胶回收、 质粒提取试剂盒购

自康为世纪生物科技股份有限公司； ＤＮＡ 提取试剂

盒购自 Ｏｍｅｇａ 公司； ＰＥＩ 购自翌圣生物科技 （上海）
股份有限公司； ＣＣＫ－８ 试剂盒购自碧云天生物科技

股份有限公司； ＲＮＡ 提取试剂盒、 ２ × Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ２ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ｑ ＲＴ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 和 ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 均购自诺唯赞生物科技股份有限公司； ＤＭＥＭ 培

养基和胎牛血清均购自 Ｇｉｂｃｏ 公司。
１􀆰 ２　 慢病毒质粒 （Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ－Ｂｃｌ２ｌ１－ｓｇＲＮＡ）
构建

１􀆰 ２􀆰 １　 设计 ｓｇＲＮＡ 序列

在 ＮＣＢＩ 网站上查找仓鼠 （Ｇｅｎｅ ＩＤ： １０１８３４６８２）
和猪 （Ｇｅｎｅ ＩＤ： ３９７５３６） Ｂｃｌ２ｌ１ 基因编码区 （ＣＤＳ）
序列； 通过 Ｂｅｎｃｈｌｉｎｇ 网站（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｅｎｃｈｌｉｎｇ． ｃｏｍ ／ ）
输入 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因的 ＣＤＳ 序列， 设计靶向 Ｂｃｌ２ｌ１ 的

ｓｇＲＮＡ， 根据 ｓｇＲＮＡ 序列加入酶切位点， 形成最终引

物序列， 详见表 １。 引物由金斯瑞生物科技股份有限

公司负责合成。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｓｇＲＮＡ 退火

退火体系为： Ｂｃｌ２ｌ１－ＣＲＩＳＰＲ 上下游引物 （１００
μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 １􀆰 ２５ μＬ， １０×Ｔ４ Ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ， Ｔ４
ＰＮＫ （ＮＥＢ） ０􀆰 ５ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ １５ μＬ。 体系涡旋瞬离

后， 以 ３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ， ９５ ℃孵育 ５ ｍｉｎ， 随后以

５ ℃ ／ ｍｉｎ 速率冷却至 １０ ℃ 的程序在 ＰＣＲ 仪中进行

ｓｇＲＮＡ 退火。
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表 １　 引物信息

引物名称 引物序列 （５′ →３′）

ｍｕｓ－Ｂｃｌ２ｌ１－１＿ＣＲＩＳＰＲ－Ｆ ＣＡＣＣＧＴＣＡＧＡＧＣＡＡＣＣＧＧＧＡＧＣＴＡＧ

ｍｕｓ－Ｂｃｌ２ｌ１－１＿ＣＲＩＳＰＲ－Ｒ ＡＡＡＣＣＴＡＧＣＴＣＣＣＧＧＴＴＧＣＴＣＴＧＡＣ

ｍｕｓ－Ｂｃｌ２ｌ１－２＿ＣＲＩＳＰＲ－Ｆ ＣＡＣＣＧＧＡＧＴＣＧＧＡＴＴＧＣＡＡＧＴＴＧＧＡ

ｍｕｓ－Ｂｃｌ２ｌ１－２＿ＣＲＩＳＰＲ－Ｒ ＡＡＡＣＴＣＣＡＡＣＴＴＧＣＡＡＴＣＣＧＡＣＴＣＣ

ｍｕｓ－Ｂｃｌ２ｌ１－３＿ＣＲＩＳＰＲ－Ｆ ＣＡＣＣＧＣＣＡＴＣＡＡＴＧＧＣＡＡＣＣＣＡＴＣＣ

ｍｕｓ－Ｂｃｌ２ｌ１－３＿ＣＲＩＳＰＲ－Ｒ ＡＡＡＣＧＧＡＴＧＧＧＴＴＧＣＣＡＴＴＧＡＴＧＧＣ

ｓｕｓ－Ｂｃｌ２ｌ１－１＿ＣＲＩＳＰＲ－Ｆ ＣＡＣＣＧＧＡＡＡＧＴＣＡＡＣＣＡＣＣＡＧＣＴＣＣ

ｓｕｓ－Ｂｃｌ２ｌ１－１＿ＣＲＩＳＰＲ－Ｒ ＡＡＡＣＧＧＡＧＣＴＧＧＴＧＧＴＴＧＡＣＴＴＴＣＣ

ｓｕｓ－ Ｂｃｌ２ｌ１－２＿ＣＲＩＳＰＲ－Ｆ ＣＡＣＣＧＴＣＡＧＡＧＣＡＡＣＣＧＧＧＡＧＣＴＧＧ

ｓｕｓ－ Ｂｃｌ２ｌ１－２＿ＣＲＩＳＰＲ－Ｒ ＡＡＡＣＣＣＡＧＣＴＣＣＣＧＧＴＴＧＣＴＣＴＧＡＣ

Ｂｃｌ２ｌ１－Ｆ ＡＧＧＣＡＧＧＣＡＧＡＧＴＴＡＣＣＧＧＣ

Ｂｃｌ２ｌ１－Ｒ ＡＴＴＣＡＧＧＴＡＧＧＴＧＧＣＣＡＴＣＣ

１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ ｖ２ 载体线性化

使用 ＢｓｍＢｉ 高保真酶对载体进行酶切， 酶切体系

为： Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ ｖ２ 质粒 （１９ μＬ） ４ μｇ， ＢｓｍＢｉ 高保

真酶 １ μＬ， １０×ＮＥＢ Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ １６ μＬ。 ５５ ℃
酶切消化 ３ ｈ。 使用胶回收试剂盒对核酸电泳得到的

Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ ｖ２ 的胶块进行纯化回收。
１􀆰 ２􀆰 ４　 载体连接

连接反应体系如下： Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ ｖ２ 线性片段

２􀆰 ３ μＬ， ｓｇＲＮＡ 退火片段 ２ μＬ， １０×Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ
Ｂｕｆｆｅｒ １ μＬ， Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ３􀆰 ７ μＬ。 连

接反应完成后， 通过热激转化法将重组质粒导入

ＤＨ５α 感受态细胞， 随后均匀涂布于含氨苄青霉素

（Ａｍｐ） 的 ＬＢ 固体培养基平板， ３７ ℃孵育 １２～１６ ｈ。
挑取单克隆菌落进行扩大培养， 并采用菌落特异性

ＰＣＲ 扩增筛选策略， 对呈现预期扩增条带的候选菌

株进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序验证。 最终获得 ｓｇＲＮＡ 靶向序列

完全匹配的重组质粒， 按照种属的不同对其进行

命名。
１􀆰 ３　 慢病毒包装与收集纯化

使用 ｐｓＰＡＸ２、 Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ －Ｂｃｌ２ｌ１ － ｓｇＲＮＡ 和

ｐＭＤ２􀆰 Ｇ 质粒 （１ ∶ １ ∶ １） 与 ＰＥＩ 以 １ μｇ ∶ ３ μＬ 的比

例转染进 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞后， ４８ ｈ 后收集慢病毒，
－４０ ℃冻存备用。
１􀆰 ４　 ＢＨＫ－２１ 和 ＳＴ 细胞耐受嘌呤霉素最佳浓度的

筛选

　 　 将 １×１０５ 的 ＢＨＫ－２１ ／ ＳＴ 细胞铺入 １２ 孔板中，
置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２的培养箱内培养， 当 ＢＨＫ－２１ 细

胞和 ＳＴ 细胞的细胞密度达到 ７０％时， 分别加入含嘌

呤霉素的完全培养基 （浓度为 ０、 １、 ２、 ３、 ４、 ５、
６、 ７、 ８、 ９、 １０ μｇ ／ ｍＬ）。 ２４ ｈ 后， 将细胞死亡率高

于 ９５％时所使用的嘌呤霉素浓度作为最佳药物筛选

浓度。
１􀆰 ５　 慢病毒转导的 Ｂｃｌ２ｌ１ 稳定敲除的 ＢＨＫ－２１ 和

ＳＴ 细胞系构建

　 　 将经慢病毒载体转导的 ＢＨＫ－２１ ／ ＳＴ 细胞以适宜

密度接种于 ６ 孔培养板中， 同时设立未经病毒处理的

ＢＨＫ－２１ 和 ＳＴ 细胞作为平行对照。 转导 ２４ ｈ 后， 更

换添加有 ４ μｇ ／ ｍＬ 嘌呤霉素的完全培养基 （ＤＭＥＭ＋
１０％ ＦＢＳ）， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２条件下进行为期４８～
７２ ｈ 的药物筛选。 待对照组的细胞存活率降至零后，
对成功转导的 ＢＨＫ－２１ 和 ＳＴ 细胞进行常规传代操

作， 采用有限稀释法分离单克隆细胞群， 并将其转移

至 ９６ 孔板中进行单克隆扩增培养。 最终通过基因组

测序验证 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因编辑效率， 筛选获得基因敲除

效率达标的 ＢＨＫ－２１ ／ ＳＴ 细胞系， 并进行大规模扩增

以建立稳定的细胞系。
１􀆰 ６　 敲除 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因的 ＢＨＫ－２１ 和 ＳＴ 细胞系的

鉴定

１􀆰 ６􀆰 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

将 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ － ＢＨＫ－２１、 ＢＨＫ－２１、 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ － ＳＴ 和

ＳＴ 细胞按试验需求铺入 １２ 孔培养板中。 采用 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 分离制备蛋白样品， 电泳条件为 ８０ Ｖ ３０ ｍｉｎ，
１２０ Ｖ ９０ ｍｉｎ； 转膜条件为 ２３ Ｖ ４５ ｍｉｎ。 ＰＢＳＴ 溶液

稀释的 ５％脱脂乳室温封闭 ２ ｈ。 用 １ ∶ ５ ０００ 稀释的

Ｂｃｌ－ｘＬ 抗体 ４ ℃孵育过夜； 再用兔源二抗室温孵育

１ ｈ。 利用化学发光底物进行测定， 并借助高分辨率

成像设备对样本进行扫描和图像捕捉。
１􀆰 ６􀆰 ２　 ＲＴ－ｑＰＣＲ

在 ３７ ℃ 恒温、 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中， 分别接种

Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＢＨＫ－２１、 ＢＨＫ－２１、 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＳＴ 和 ＳＴ 细胞。
加入 ３５０ μＬ ＴＲＫ 溶液裂解细胞， 提取 ＲＮＡ 并进行反

转录获得 ｃＤＮＡ。 通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测其 ｍＲＮＡ 水平

的变化， 得到的数据通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 进行

分析。 引物序列见表 ２。

表 ２　 ｑＰＣＲ 引物信息

引物名称 引物序列 （５′→３′）

ｍＢｃｌ２ｌ１－ｑ－Ｆ１ ＴＧＴＧＧＣＣＴＴＴＴＴＣＴＣＣＴＴＣＧ

ｍＢｃｌ２ｌ１－ｑ－Ｒ１ ＡＡＣＴＴＧＣＡＡＴＣＣＧＡＣＴＣＡＣＣ

ＳＶＡ ＶＰ１－ｑＰＣＲ－Ｆ ＣＡＣＣＧＡＣＡＡＣＧＣＣＧＡＧＡＣ

ＳＶＡ ＶＰ１－ｑＰＣＲ－Ｒ ＧＡＧＡＴＣＧＡＴＣＡＡＡＣＡＧＧＡＡＣＴＴＧＡＣ

ｓＢｃｌ２ｌ１－ｑ－Ｆ１ ＧＧＧＡＧＣＴＧＧＴＧＧＴＴＧＡＣＴＴＴ

ｓＢｃｌ２ｌ１－ｑ－Ｒ１ ＣＴＴＣＴＧＧＧＧＣＣＴＣＡＧＴＴＣＴＧ

·８１１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 １０



１􀆰 ７　 敲除 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因对 ＳＶＡ 复制的影响

１􀆰 ７􀆰 １　 病毒基因组拷贝数的测定

将感染比 （ＭＯＩ） ＝ ０􀆰 ０１ 的 ＳＶＡ 分别感染上述

细胞， 每组设置 ３ 个重复。 在感染 ２４ ｈ 后， 提取病

毒 ＲＮＡ 并进行逆转录反应， ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测计算病毒

基因拷贝数。 具体引物信息参见表 ２。
１􀆰 ７􀆰 ２　 病毒蛋白表达量的测定

将 ＭＯＩ＝ ０􀆰 ０１ 的 ＳＶＡ 分别感染上述细胞， 每组

设置 ３ 个重复， 在感染 ２４ ｈ 后， 对细胞进行裂解处

理。 将细胞裂解处理得到的样品进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，
分析 ＳＶＡ 结构蛋白 ＶＰ１ 的表达水平。
１􀆰 ８　 细胞活性检测

收集 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＢＨＫ－２１ 细胞、 野生型 ＢＨＫ－２１ 细

胞、 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＳＴ 细胞和野生型 ＳＴ 细胞， 以 １×１０４的

密度分别铺板至 ９６ 孔细胞培养板中进行培养， 应用

ＣＣＫ－８ 细胞增殖检测试剂盒连续 ３ ｄ 动态监测细胞增

殖活性， 每 ２４ ｈ 用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处 ＯＤ 值进行

定量分析。 分析数据， 计算细胞存活率， 通过细胞存

活率评价敲除 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因对 ＢＨＫ 细胞和 ＳＴ 细胞生长

的影响。

１􀆰 ９　 数据统计学和分析

所有试验均经过 ３ 次独立生物学重复验证， 数据

结果以 “平均数 ±标准差” 表示。 借助 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 软件对数据进行处理分析。 组间差异显

著性评估采用双尾 Ｓｔｕｄｅｎｔ􀆳ｓ ｔ 检验方法 （α＝ ０􀆰 ０５）。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ－Ｂｃｌ２ｌ１－ｓｇＲＮＡ 的构建与验证

将设计好的 ｓｇＲＮＡ 引物退火成双链， 与使用

ＢｓｍＢｉ 酶切得到的 Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ ｖ２ （图 １ Ａ） 在 １６ ℃
连接过夜， 之后进行转化涂板。 待琼脂平板内单克隆

菌落出现， 将其置于加入 Ａｍｐ 的 ＬＢ 培养基中， 摇床

培养 ６ ｈ， 通过 Ｕ６ 引物和设计得到的 ｓｇＲＮＡ 下游引

物进行菌液 ＰＣＲ 扩增检测目的片段大小。 核酸电泳

结果显示， 与预期的条带大小 （２５２ ｂｐ） 一致 （图 １
Ｂ）。 对提取的质粒进行测序鉴定， 目的基因正确，
将其按照种属进行命名， 鼠源为： Ｌ － ｍ － Ｂ － ｓｇ１、
Ｌ－ｍ－Ｂ－ｓｇ２ 和 Ｌ－ｍ－Ｂ－ｓｇ３； 猪源为 Ｌ－ｓ－Ｂ－ｓｇ１ 和

Ｌ－ｓ－Ｂ－ｓｇ２。

Ａ． Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ－ｖ２ 酶切， 其中： Ｍ 为 ＤＮＡ 分子量标准 （ＤＬ１５０００）， １ 为 Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＥＲ ｖ２ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ＢｓｍＢｉ， ２ 为 Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＥＲ －ｖ２ 空载；
Ｂ． ｓｇＲＮＡ ＰＣＲ 检测， 其中： Ｍ 为 ＤＮＡ 分子量标准 （ＤＬ２０００）， １～３ 分别为 Ｌ－ｍ－Ｂ－ｓｇ１～３， ４～５ 分别为 Ｌ－ｓ－Ｂ－ｓｇ１～２。

图 １　 Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ－Ｂｃｌ２ｌ１－ｓｇＲＮＡ 的电泳结果

２􀆰 ２　 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因 ｓｇＲＮＡ 载体敲除效果验证

２􀆰 ２􀆰 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

利用 ＰＥＩ 将 Ｌ－ｍ－Ｂ－ｓｇ１、 Ｌ－ｍ－Ｂ－ｓｇ２、 Ｌ－ｍ－Ｂ－
ｓｇ３、 Ｌ－ｓ－Ｂ－ｓｇ１ 和 Ｌ－ｓ－Ｂ－ｓｇ２ 表达质粒转染进 ＨＥＫ
２９３Ｔ 中， ４８ ｈ 后获得重组慢病毒， 分别感染 ＢＨＫ－
２１ ／ ＳＴ 细胞 １ ｄ， 之后使用 ４ μｇ ／ ｍＬ 嘌呤霉素进行筛

选。 对筛选得到的细胞进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证。 如图

２Ａ 所示， 与野生型 ＢＨＫ－２１ 细胞系和野生型 ＳＴ 细胞

系相比， 经慢病毒感染后的 ＢＨＫ－２１ 细胞和 ＳＴ 细胞

内， Ｂｃｌ２ｌ１ 基因编码的 Ｂｃｌ －ｘＬ 蛋白表达水平降低，
证明 Ｌ－ｍ－Ｂ－ｓｇ１、 Ｌ－ｍ－Ｂ－ｓｇ２、 Ｌ－ｍ－Ｂ－ｓｇ３、 Ｌ－ｓ－
Ｂ－ｓｇ１ 和 Ｌ－ｓ－Ｂ－ｓｇ２ 均发挥作用， 其中 Ｌ－ｍ－Ｂ－ｓｇ１

和 Ｌ－ｓ－Ｂ－ｓｇ１ 的敲降效果尤为明显。
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＲＴ－ｑＰＣＲ

选取 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统介导的 Ｌ－ｍ－Ｂ－ｓｇ１ 与

Ｌ－ｓ－Ｂ－ｓｇ１ 重组慢病毒转导组 （敲除效率最优组），
加入 ７００ μＬ ＴＲＫ 细胞裂解缓冲液进行样本前处理。
通过 ＲＮＡ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡ 并完成 ｃＤＮＡ 文库

构建。 采用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 技术检测靶基因 （Ｂｃｌ２ｌ１） 转

录本丰度变化。 如图 ２Ｂ 所示， 相较于野生型 ＢＨＫ－
２１ 与 ＳＴ 细胞对照组， 慢病毒转导组的 ＢＨＫ－２１ 细胞

内 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因转录水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， ＳＴ 细

胞内 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因转录水平极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０００ １），
证实上述 ｓｇＲＮＡ 组合可有效介导 ＢＨＫ－２１ 及 ＳＴ 细胞
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系中 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因的特异性敲除。

注： ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１， ∗∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０００ １， 下同。

图 ２　 ｓｇＲＮＡ 敲除 Ｂｃｌ２ｌ１ 后 ＢＨＫ－２１ ／ ＳＴ 细胞中 Ｂｃｌ－ｘＬ 蛋白 （Ａ） 和 Ｂｃｌ２ｌ１ ｍＲＮＡ （Ｂ） 表达水平

２􀆰 ３　 Ｂｃｌ２ｌ１ 敲除单克隆株的鉴定

对亚克隆筛选得到的 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ － ＢＨＫ－ ２１ 细胞和

ＢＨＫ－２１ 细胞分别进行裂解处理， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测细胞中 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因编码的 Ｂｃｌ－ｘＬ 蛋白表达水平。
结果显示， 挑取的 ５ 株 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＢＨＫ－２１ 单克隆细胞

株中均未检测到 Ｂｃｌ２ｌ１ 蛋白 （图 ３Ａ）。 进一步选取

Ｃ３ 单克隆株提取基因组 ＤＮＡ， 利用 Ｂｃｌ２ｌ１ － Ｆ 和

Ｂｃｌ２ｌ１－Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增， 经 Ｓａｎｇｅｒ 测序及序列比对

分析发现： Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＢＨＫ－２１ 细胞 Ｃ３ 株基因组靶向

区域插入了 １ 个碱基， 且有 １ 个碱基发生突变， 成功

获得了 １ 株 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因敲除鼠源细胞系 （图 ３Ｂ）。

Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ２ｌ１ 蛋白表达； Ｂ． Ｃ３ 细胞株基因测序。

图 ３　 Ｂｃｌ２ｌ１ 敲除细胞系的鉴定

２􀆰 ４　 ＢＨＫ－２１ 与 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＢＨＫ－２１、 ＳＴ 与 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －

ＳＴ 细胞增殖速度的比较

　 　 应用 ＣＣＫ－８ 细胞增殖检测试剂盒连续 ３ ｄ 动态

监测细胞增殖活性， 每 ２４ ｈ 测定 ＯＤ４５０ ｎｍ值进行定量

分析。 结果显示， Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ － ＢＨＫ － ２１ 细胞与野生型

ＢＨＫ－２１ 细胞的生长速度未观察到显著差异 （图

４Ａ）， 表明 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因敲除后未对 ＢＨＫ－２１ 细胞的正

常增殖功能产生显著影响。
与未经过基因改造的原始 ＳＴ 细胞系相比较， 经

Ｂｃｌ２ｌ１ 基因编辑处理的 ＳＴ 细胞系在体外培养过程中，
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其增殖动力学参数呈现出统计学意义上的显著差异。
具体而言， 通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 介导的靶向基因缺失

试验组， 单位时间内的细胞密度增幅亦未达到野生型

基准水平， 采用 ＣＣＫ－８ 法检测其细胞活性， 发现敲

除细胞活性低于 ６５％ （图 ４Ｂ）， 并且这种生长表型

的改变在连续传代培养中持续存在。 提示该基因的缺

失可能通过影响细胞周期调控网络， 导致 Ｇ１ ／ Ｓ 检测

点激活阈值发生根本性改变， 不宜进行后续试验。

Ａ． 野生型 ＢＨＫ－２１ 细胞与 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＢＨＫ－２１； Ｂ． 野生型 ＳＴ 细胞与 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＳＴ。

图 ４　 ＣＣＫ８ 细胞活力检测

２􀆰 ５　 检测敲除 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因对 ＳＶＡ 复制的影响

结果显示， 野生型 ＢＨＫ－２１ 细胞中 ＶＰ１ 蛋白表

达量明显高于 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＢＨＫ－２１ 细胞 （图 ５Ａ）， 并且

野生型 ＢＨＫ－２１ 细胞中 ＳＶＡ 基因组复制水平也显著

高于 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＢＨＫ－２１ 细胞 （图 ５Ｂ）。

Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测病毒蛋白 ＶＰ１ 的表达； Ｂ． ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测病毒 ＶＰ１ 基因 ｍＲＮＡ 水平。

图 ５　 敲除 Ｂｃｌ２ｌ１ 对 ＳＶＡ 增殖的影响

３　 讨论

Ｂｃｌ２ｌ１ 是 Ｂｃｌ－２ 蛋白家族的一员， Ｂｃｌ－２ 蛋白家

族是一组参与内源性细胞凋亡通路调节的分子。 Ｂｃｌ－
２ 家族有促凋亡因子和抗凋亡因子两类， Ｂｃｌ２ｌ１ 编码

的 Ｂｃｌ－ｘＬ 蛋白属于抗凋亡蛋白， Ｂｃｌ－ｘＬ 蛋白在病毒

复制中起着关键作用。 因此， 基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基

因编辑平台， 对 ＢＨＫ－２１ 及 ＳＴ 细胞系实施 Ｂｃｌ２ｌ１ 基

因定向敲除， 为探究 Ｂｃｌ－ｘＬ 蛋白在 ＳＶＡ 感染鼠源和

猪源细胞中的作用及分子机制提供重要物质基础。 借

助在线工具 Ｂｅｎｃｈｌｉｎｇ， 依据 ｓｇＲＮＡ 设计的基本原则，
分别设计了 ３ 条精准靶向鼠源 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因序列的

ｓｇＲＮＡ 和 ２ 条精准靶向猪源 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因序列的

ｓｇＲＮＡ。 对脱靶效应进行分析， 这 ５ 条 ｓｇＲＮＡ 无脱靶

现象， 表明其具有高度特异性， 确保了 Ｃａｓ９ 酶能够

精确靶向 Ｂｃｌ２ｌ１ 蛋白。 通过琼脂糖凝胶电泳、 测序

及 Ｂｃｌ－ｘＬ 蛋白表达水平检测， 成功筛选出一个稳定

遗传的 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因敲除细胞株， 并证实多次传代后

细胞增殖功能未受影响， 最终获得了 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因敲

除的 ＢＨＫ－２１ 细胞系。 这一成果为深入研究 ＳＶＡ 的

复制机制及其与宿主的相互作用提供了细胞模型。
有研究发现抑制 Ｂｃｌ－ｘＬ 蛋白功能会激活ｃａｓｐａｓｅ－

３ ／ ７， 诱导聚合酶－多聚腺苷酸核糖酶 （ＰＡＲＰ） 分

裂， 加速细胞死亡［１３］， 但同样能感染卡波氏肉瘤相
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关疱疹病毒 （ＫＳＨＶ） 的 ＢＣＢＬ－１ 细胞在敲除掉 Ｂｃｌ－
ｘＬ 后， 其存活率没有受到太大的影响［１３］。 这一发现

表明， Ｂｃｌ２ｌ１ 基因可能具有细胞依赖性。 本研究探讨

了敲除 ＢＨＫ－２１ 或 ＳＴ 细胞中的 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因对细胞存

活的影响， 结果显示， Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＳＴ 细胞生长速度缓慢

及存活率较低， 而 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＢＨＫ－２１ 细胞的活性与正

常细胞相比， 没有显著变化。 这说明 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因存

在细胞依赖性， 可能源于不同细胞系中 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因

的功能特异性或其参与的调控网络的多样性。
研究发现， Ｂｃｌ２ｌ１ 基因编码的 Ｂｃｌ－ｘＬ 蛋白， 其

功能会根据病毒的不同产生不同的影响。 Ｋｏｎｇ 等［１４］

对 ＨＢＶ 阳性肝细胞癌 （ＨＣＣ） 的研究表明， 乙型肝

炎病毒的 Ｘ 蛋白 （ＨＢＸ） 可以通过白介素 ３４ （ ＩＬ－
３４） 诱导细胞外调节蛋白激酶 （ＥＲＫ） 以及信号转

导和转录激活因子 ３ （ＳＴＡＴ３） 通路的活性， 促进骨

髓细胞瘤癌基因 （ｃ－Ｍｙｃ） 和 Ｂｃｌ－ｘＬ 的表达。 Ｂｃｌ－
ｘＬ 的下调可能在细胞内 ＨＣＶ 感染和发病机制中起重

要作用［７］。 另一方面， Ｂｃｌ－ｘＬ 也可能对 ＨＣＶ 诱导的

肿瘤发生负有共同责任。 Ｇｕｏ 等［１５］ 对感染 ＨＣＶ 的人

胎儿干细胞 （ｈＦＬＳＣｓ） 进行的研究发现， 在感染后

期， Ｂｃｌ－ｘＬ 的上调可抵消 ＨＣＶ 诱导的细胞凋亡， 促

进细胞存活。 在筛选抗 ＳＶＡ 药物的过程中， 通过

ＲＮＡ 测序发现其在抑制 ＳＶＡ 复制中， 均会使 Ｂｃｌ２ｌ１
表达下调。 因此， Ｂｃｌ－ｘＬ 蛋白可能在 ＳＶＡ 复制中发

挥某些作用。
Ｂｃｌ－ｘＬ 一般抑制病毒的增殖， 但也存在 Ｂｃｌ－ｘＬ

与 ＨＣＶ 的 ＨＢＸ 蛋白共同作用影响细胞膜 Ｃａ２＋水平来

促进 ＨＣＶ 复制的方式。 本研究检测 ＳＶＡ 在 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －

ＢＨＫ－２１ 细胞与 ＢＨＫ－２１ 细胞中的增殖水平， 结果显

示敲除细胞系中胞内的 ＶＰ１ 蛋白表达量与基因拷贝

数均显著降低， 表明 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因的缺失抑制了 ＳＶＡ
的增殖， 这说明 ＳＶＡ 存在借助 Ｂｃｌ－ｘＬ 蛋白促进自身

复制的策略。
本研究基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑平台， 成功

构建了 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因敲除的 ＢＨＫ－２１ 细胞系， 为解析

Ｂｃｌ２ｌ１ 基因的功能奠定了坚实的细胞模型基础。 ＳＶＡ
感染 Ｂｃｌ２ｌ１－ ／ －ＢＨＫ－２１ 细胞系后， 通过检测病毒 ＶＰ１
ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平， 初步探究了 Ｂｃｌ２ｌ１ 对 ＳＶＡ
复制的影响， 但 Ｂｃｌ２ｌ１ 基因抑制 ＳＶＡ 感染的具体机

制还有待研究。 在今后的试验中， 将继续利用构建的

Ｂｃｌ２ｌ１ 敲除细胞系去研究 ＳＶＡ 的复制机制， 为 ＳＶＡ
感染的防治提供新思路。
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