
DOI:10.13350/j.cjpb.250704 ·论著·

CRISPR/Cas9敲降FHL2基因及A549细胞系构建研究
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【摘要】 目的 了解流感B型病毒(Influenza
 

B
 

virus)和水泡型口炎病毒(Vesicular
 

Stomatitis
 

Virus)的感染试验FHL2
在细胞抗病毒活性作用。 方法 根据GenBank数据库中FHL2基因序列靶向设计sgRNA,合成并连接至慢病毒载体

构建重组质粒。进行慢病毒包装并感染A549细胞。利用 Western
 

blot和qPCR对单克隆阳性细胞进行验证。再通过

Western
 

blot和qPCR验证FHL2敲降对B型流感病毒复制的影响。 结果 成功构建了重组质粒LentiCRISPRv2,敲
降细胞系中FHL2的 mRNA转录水平和蛋白表达水平明显下降,且细胞活性与增殖均未受明显影响。病毒感染试验结

果显示FHL2敲降细胞的病变效应高于野生株细胞,流感病毒的增殖能力显著增强,IRF3的表达明显下降,表明敲降

FHL2降低了细胞的抗病毒能力。 结论 CRISPR/Cas9技术成功构建FHL2基因敲降的 A549细胞系,初步验证了

FHL2基因抗B型流感病毒感染和增殖的作用。
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A
 

preliminary
 

study
 

on
 

the
 

construction
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a
 

cell
 

line
 

based
 

on
 

CRISPR/Cas9
 

technology
 

to
 

knock
 

down
 

FHL2
 

gene
 

and
 

A549
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

FHL2
 

in
 

cellular
 

antiviral
 

activity
 

during
 

infection
 

with
 

Influenza
 

B
 

virus
 

and
 

Vesicular
 

stomatitis
 

virus. Methods Single-guide
 

sgRNA
 

targeting
 

the
 

FHL2
 

gene
 

were
 

designed
 

based
 

on
 

its
 

sequence
 

in
 

the
 

GenBank
 

database.
 

These
 

sgRNAs
 

were
 

synthesized
 

and
 

cloned
 

into
 

a
 

lentiviral
 

vector
 

to
 

generate
 

recombinant
 

LentiCRISPRv2
 

plasmids.
 

Lentiviral
 

particles
 

were
 

packaged
 

and
 

used
 

to
 

infect
 

A549
 

cells.
 

Monoclonal
 

positive
 

cell
 

lines
 

were
 

validated
 

via
 

Western
 

blotting
 

and
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR).
 

The
 

effect
 

of
 

FHL2
 

knockdown
 

on
 

IBV
 

replication
 

was
 

further
 

evaluated
 

using
 

Western
 

blotting
 

and
 

qPCR. Results The
 

LentiCRISPRv2
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

successfully
 

constructed.
 

In
 

FHL2-knockdown
 

cell
 

lines,both
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

FHL2
 

were
 

significantly
 

reduced,with
 

no
 

observable
 

impact
 

on
 

cell
 

viability
 

or
 

proliferation.
 

Viral
 

infection
 

assays
 

demonstrated
 

that
 

FHL2
 

knockdown
 

cells
 

exhibited
 

more
 

pronounced
 

cytopathic
 

effects
 

compared
 

to
 

wild-type
 

cells,accompanied
 

by
 

significantly
 

enhanced
 

IBV
 

replication
 

and
 

markedly
 

reduced
 

IRF3
 

expression.
 

These
 

results
 

indicate
 

that
 

FHL2
 

depletion
 

compromises
 

cellular
 

antiviral
 

responses. Conclusion A
 

stable
 

FHL2-knockdown
 

A549
 

cell
 

line
 

was
 

successfully
 

established
 

using
 

CRISPR/Cas9
 

technology.
 

This
 

study
 

provides
 

initial
 

evidence
 

for
 

the
 

antiviral
 

role
 

of
 

FHL2
 

in
 

inhibiting
 

IBV
 

infection
 

and
 

replication.
【Keywords】 CRISPR/Cas9

 

gene
 

editing
 

technology;FHL2;cell
 

lines;influenza
 

B
 

virus;

* FHL2也称为LIM 蛋白,是蛋白质相互作用中的

重要衔接蛋白和修饰蛋白[1]。它作为许多转录因子的

共激活因子发挥作用,例如β-catenin、激活蛋白1、

CRE蛋白、细胞外信号调节激酶2等[2]。由于其LIM
结构域蛋白特性,FHL2能够与各种蛋白质相互作用,
并在调节肌肉和心脏组织中的基因表达、细胞生长和
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信号转导中起着至关重要的作用。FHL2蛋白家族与

人类肿瘤的发生和发生密切相关,其在肿瘤组织中下

调并通过限制细胞增殖来有效抑制肿瘤发展,从而起

到抑癌基因的作用,并通过在肿瘤组织中上调并与多

种转录因子结合来作为癌蛋白,抑制细胞凋亡,刺激细

胞增殖和迁移,促进肿瘤进展。
在细菌和古细菌中发现的成簇规则间隔短回文重

复序列(CRISPR/Cas9)是适应性免疫系统的一部

分[3-5],以及随后在人类细胞和其他真核生物中对基因

编辑的适应,彻底改变了分子生物学领域[6-8]。与其他

基因编辑技术相比,如锌指核酸酶(ZFN)和转录激活

因子样效应核酸酶(TALENS)[9],它们需要为每个新

的基因组靶标设计和生成新的蛋白质DNA结合结构

域,而 CRISPR/Cas9 系 统 需 CRISPR 相 关 蛋 白 9
(Cas9)和RNA(sgRNA)两个组分,使CRISPR/Cas9
系统成为更方便、更具成本效益和灵活的基因编辑工

具。质粒递送的有效替代方案是病毒,其在细胞内递

送核酸的天然能力可用于将sgRNA和/或Cas9引入

细胞[10-13]。腺相关病毒(AAV)、腺病毒(AV)和慢病

毒(LV)通常用作哺乳动物细胞系和体内基因编辑的

CRISPR/Cas9递送工具。

FHL2基因参与细胞的凋亡,分化及肿瘤的发展,
其基因也可以调节细胞免疫来抑制病毒的繁殖,本研

究旨 在 利 用 CRISPR/Cas9 技 术 构 建 FHL2 敲 降

A549细胞系,初步验证FHL2基因对抗流感病毒感

染和增殖的作用,为进一步研究FHL2基因的作用与

机制提供细胞模型。

材料与方法

1 材料

人非小细胞肺癌细胞(A549)、构建存在EGFP的

LentiCRISPRv2质粒、质粒psPAX2、pMD2.G以及B
型流感病毒毒株均由本实验室保存。所有关于B型

流感病毒的试验均在P2实验室进行。DMEM 培养

基、Opti-MEM 培养基、胎牛血清购自 Gibco公司;

12.5%PAGE凝胶快速制备试剂盒购自上海雅酶生物

医药科技有限公司;IP裂解液塞维尔生物科技公司;

CCK-8细 胞 活 性 测 试 试 剂 盒 购 自 碧 云 天 公 司;

qPCRMasterMix购自美国Promega公司;重组Anti-
FHL2抗体购自英国abcam 公司;betaActin抗体、

alphaTubulin抗体购自美国GeneTex公司。

2 方法

2.1 重组质粒设计 靶向sgRNA设计通过NCBI网

站搜索人FHL2基因组序列,使CRISPR/Cas9在线

设计网站设计sgRNA,使其与BbSI酶切后形成的粘

性末端互补。设计引物序列如表1所示,设计的引物

交由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。

表
 

1 引物序列

Table
 

1 Primer
 

sequences
引物名称 序列(5'-3')

sgRNA-FHL2-1 CACCGGGAAGGGACCCCAGAGGTGT
sgRNA-FHL2-2 CACCGGCTCGAGCTGAGCATTCGTA

LentiCRISPRv2GFP-FHL2Q
LentiCRISPRv2GFP-FHL2H

CACCGGGAAGGGACCCCAGAGGTGTNGG
CACCGGCTCGAGCTGAGCATTCGTANGG

2.2 重组质粒的构建 将合成后的单链DNA稀释

后各取10
 

μL,进行程序性退火。Oligo双链DNA与

酶切后LentiCRISPRv2GF
 

P载体连接并转化至感受

态细胞,经过含氨苄青霉素的LB平板筛选后,挑取单

克隆菌落扩大培养后提取质粒送至生工生物工程股份

有限公司测序,获得重组质粒

2.3 慢病毒包装及感染 将 LentiCRISPRv2GFP-
sgRNA重组质粒辅助质粒psPAX2和pMD2.G按比

例与转染试剂混匀转入293T细胞中,培养12
 

h后继

续培养48~72
 

h后,荧光显微镜下观察,收集细胞,反
复冻融3次,并保存,将病毒液按体积比1∶1混合后

加入A549细胞中,继续培养48
 

h后,荧光显微镜观察

慢病毒感染效率。

2.4 单克隆细胞筛选 稀释细胞于96孔板中,每孔

加入培养细胞悬液150
 

μL有且只有一个细胞,继续培

养7~14
 

d,观察细胞状态并在荧光显微镜下标记,14
 

d后挑取单个细胞团的细胞转移到12孔板继续培养。
通过 Western

 

blot及实时荧光定量PCR检验,筛选出

敲降效率高的候选细胞株,连续亚克隆3代。

2.5 单克隆阳性细胞系实时荧光定量PCR鉴定 使

用RNA提取试剂盒提取细胞总RNA,测量浓度后再

根据逆转录反应体系逆转录成cDNA,反转录体系为:

28
 

μL
 

RNA和2
 

μL
 

Primer9,1
 

μL
 

M-MLV
 

Mixture
 

Transcriptase,6
 

μL
 

Recombinant
 

RNase
 

Inhibito,10
 

μL
 

5×MLV
 

buffer,6
 

μL
 

dNTP
 

Mixture,加水补足至

50
 

μL。反转录条件为:RNA与Primer9先混合75
 

℃
 

5
 

min,冰浴8
 

min。加入其余下反应体系42
 

℃
 

90
 

min,75
 

℃
 

15
 

min。获得cDNA 后进行qPCR反应

qPCR体系为2
 

μL
 

cDNA,上下游引物各0.2
 

μL,5
 

μL
 

qPCRMix,加水补足至10
 

μL。qPCR96孔板中,
设置为3个重复样本,放入荧光定量PCR检测仪器

中。反应结束后,根据所得Ct值,按照2-ΔΔCt计算每个

基因的相对表达量。

2.6 单克隆阳性细胞系 Western
 

blot鉴定 将候选

细胞株铺板并培养后裂解细胞后,BCA蛋白定量并使

用12%胶板进行SDS电泳,转膜,封闭,使用重组

Anti-FHL2抗体4
 

℃过夜孵育,使用一抗相对应的

HRP二抗进行孵育,洗膜3次并显影分析其蛋白表
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达,并命名为kd-A549。

2.7 细胞增殖活性检测 将kd-A549与 A549细胞

分别接种在3个96孔板中,培养12
 

h、24
 

h、48
 

h,使
用CCK-8试剂盒进行细胞活性检测,每孔加入10

 

μL
 

CCK-8溶液后放入培养箱中避光孵育1
 

h。用酶标仪

测定在450
 

nm处的吸光度。

2.8 下游蛋白IRF3
 

Western
 

blot检测 参照方法

2.6进行 Western
 

blot检测IRF3蛋白。

2.9 病毒增殖检测 将kd-A549细胞与 A549细胞

分别接种于24孔板中,将B型流感病毒和VSV病毒

以1MOL/孔接种至kd-A549细胞与A549细胞中,在

24
 

h和36
 

h后观察细胞状态。另将B型流感病毒接

种至kd-A549细胞与A549细胞中,在24
 

h、48
 

h收取

细胞,通过qPCR和 Western
 

blot检测FHL2敲降对

病毒增殖的影响。

3 统计学分析

采用GraphPadPrism8软件进行数据统计、分析

及图表绘制,组间数据差异性分析采用t 检验,P<
0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 FHL2基因组敲降鉴定

本研 究 构 建 的 重 组 质 粒 LentiCRISPRv2GFP-
sgRNA-Q 和 LentiCRISPRv2GFP-sgRNA-H,见 图

1A图1B。酶切载体质粒见图2。将退火后的双联

sgRNA连接至LentiCRISPRv2慢病毒载体构建重组

质粒,测序结果正确。

2 慢病毒包装和感染

重组质粒LentiCRISPRv2GFP-sgRNA和辅助质

粒转染293T细胞包装慢病毒见图3所示,在细胞转

染48
 

h后,慢病毒重组质粒中EGFP荧光基因成功表

达,两种慢病毒混匀后感染 A549细胞观察荧光见图

4,感染48
 

h后观察到EGFP荧光信号,慢病毒成功感

染细胞。

3 单克隆细胞的筛选与敲降效果验证

候选的8株单克隆A549细胞 Weatern
 

blot结果

见图5A,kd-b1和kd-b3细胞敲降效果理想。kd-b3
进行后续亚克隆和传代培养,亚克隆3代后的单克隆

细胞株中FHL2蛋白的表达水平见图5B,单克隆阳性

kd-A549细 胞 株 中 FHL2 蛋 白 表 达 量 明 显 降 低。

FHL2基因敲降的A549细胞系CCK8细胞增殖结果

见图5C,单克隆细胞株kd-A549在不同时间段与野生

型细胞相比其活性差异不显著。

4 FHL2敲降细胞系感染病毒后的病变观察

相较于野生型细胞,FHL2敲降细胞接种不同病

毒后细胞皱缩变成球形见图6,抗B型流感病毒和

VSV病毒感染能力下降。FHL2敲降细胞系对B型

流感病毒增殖研究实时荧光定量PCR结果见图7,在

kd-A549细胞中,病毒RNA水平48
 

h(t=4.520,P=
0.0039)显著高于对照组细胞中的病毒RNA水平。

  A 重组质粒LentiCRISPRv2GFP-sgRNA-Q B 重组质粒

LentiCRISPRv2GFP-sgRNA-H
图

 

1 重组质粒

Fig.1 Recombinant
 

plasmid

  M DNA 分 子 量 标 准 1 线 性 化 LentiCRISPRv2GF 2 
psPAX2 3 pMD2.G

图
 

2 质粒构建

Fig.2 Plasmid
 

Construction

5 Western
 

blot鉴定B型流感病毒 N蛋白表达及下

游蛋白IRF3表达的检测
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Western
 

blot结果见图8A,在kd-A549细胞中,

N蛋白表达水平明显高于对照组细胞中的病毒蛋白表

达水平,FHL2的降低提高了病毒的增值能力。IRF3
表达水平显著下降见图8B,FHL2缺失影响IRF3的

表达。

图
 

3 慢病毒包装48
 

h后EGFP绿色荧光蛋白表达荧光图

Fig.3 Fluorescence
 

map
 

of
 

EGFP
 

green
 

fluorescent
 

protein
 

expression
after

 

48
 

h
 

of
 

lentivirus
 

packaging

图
 

4 慢病毒感染A549细胞荧光图

Fig.4 Fluorescence
 

map
 

of
 

lentivirus-infected
 

A549
 

cells

  A 不同单克隆细胞株FHL2蛋白表达水平 B 单克隆阳性细
胞FHL2表达 C CCK-8细胞活性检测(P>0.05)

Fig.5 Screening
 

and
 

validation
 

of
 

monoclonal
 

cells

讨 论

CRISPR/Cas9系统是一种有效的基因编辑方法,
也是哺乳细胞模型常见的工具[14],FHL2主要存在于

细胞核中或均匀分布在不同的细胞区室中,其表达模

式取决于它们表达的细胞类型、分化阶段或对刺激的

反应[15]。FHL2在控制信号通路中发挥重要作用。
研究表明,FHL2基因通过多种机制影响病毒复制,如
调控病毒基因表达、参与病毒组装和释放、调节宿主免

图
 

6 不同病毒接种细胞显微镜图(200×)
Fig.6 Microscopic

 

view
 

of
 

different
 

virus-inoculated
 

cells

图
 

7 qPCR鉴定B型流感病毒N蛋白 mRNA水平

Fig.7 qPCRanalysisofinfluenzaBvirusNproteinmRNAlevels

A B型流感病毒N蛋白表达病毒增殖图 B 单克隆阳性细胞株
图

 

8 Western
 

blot鉴定蛋白表达

Fig.8 Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

protein
 

expression

疫反应等。在流感 A病毒的研究中,A549细胞对于

敲降Cullin-2基因对病毒复制产生影响[16]且其他报

道显示FHL2基因为病毒传播的新型调节器,限制病

毒复制并支持肺部炎症[17],FHL2通过增强干扰素-β
(IFN-β)的表达来抑制SARS-CoV-2的复制[18]。

为了证明FHL2基因是否有抗B型流感病毒病

毒感染的作用,通过CRISPR/Cas9技术敲降了FHL2
基因,选择评分相似度较高的sgRNA敲降位点实现
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对A549细胞系的编辑。流感B型病毒与VSV病毒

感染后镜下观察,发现敲降FHL2的细胞系病变明显

而未敲降的细胞系没有明显变化,在B型流感病毒的

增殖实验中FHL2基因敲降的细胞系病毒增殖明显

高于野生型细胞。表明FHL2基因缺失降低了细胞

抗B型流感病毒感染和增殖能力。IRF-3的 Western
 

blot结果也表明FHL2是通过调控IRF3蛋白的表达

发挥其抑制病毒复制的功能的调控。
本研究利用CRISPR/Cas9技术构建了FHL2基

因敲降的A549细胞,筛选并获得FHL2基因敲降后

的A549细胞单克隆细胞株。发现了FHL2基因敲降

后使流感病毒的复制能力增强,为后面 继 续 研 究

FHL2基因对细胞免疫的机制提供细胞模型。
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