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利用单细胞PCR技术高效筛选鉴定CRISPR/Cas9
介导的lncRNA敲除克隆细胞株
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摘要      CRISPR/Cas9技术可简便、快捷、高效地实现基因的敲除。敲除长非编码RNA(long 
noncoding RNA, lncRNA)时需同时引入1对guide RNA, 将lncRNA基因组的全部或者大部分片段敲

除, 以实现目的基因功能的缺失。现有鉴定lncRNA敲除细胞株所用的方法一般需单细胞增殖至较

多数量, 敲除效率较低且筛选耗时耗力。LncRNA DANCR(differentiation antagonizing non-protein 
coding RNA)在干祖细胞的干性维持过程中起重要作用, 且与多种癌症的发生有关, 但其作用机

制仍未完全明确。作者针对DANCR基因组的3′及5′端设计sgRNA并同时转染到人红白血病细胞

系(K562)中。为建立一种高效筛选鉴定lncRNA敲除细胞株的方法, 他们先后采用了基因组DNA 
PCR、少量细胞PCR、单细胞PCR这3种方法来鉴定lncRNA DANCR的敲除情况, 系统比较了3种检

测方法的优缺点。该文成功建立了利用单细胞PCR技术高效筛选鉴定CRISPR/Cas9介导的lncRNA
敲除克隆细胞株的方法。这一方法适用于其他lncRNA敲除情况的鉴定, 有助于lncRNA的功能及

机制研究。
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Single Cell PCR Screens and Identifies LncRNA Knockout Cell Line 
Mediated by CRISPR/Cas9
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Abstract       CRISPR/Cas9 technology is applied to knocking out genes rapidly and efficiently nowadays. In 
order to knock out long noncoding RNA (lncRNA), a pair of guide RNAs should be used simultaneously. Common 
methods for identifying lncRNA knockout cell lines generally need a single cell proliferating to a large number 
of cells, which demands a relatively long period of time. LncRNA DANCR (differentiation antagonizing non-
protein coding RNA) plays an important role in stem and progenitor cells differentiation and is related to several 
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kinds of cancer, but the detailed function and mechanisms are still unknown. In this study, we designed two guide 
RNAs targeting to the DANCR 5′ end and 3′ end domains and  transfected them into K562 cell line simultaneously. 
To establish a more efficient method for screening and identifying the lncRNA knockout cell lines, we used the 
genomic DNA, lysate of a small amount of cell and single cell lysate as the templates of PCR, respectively. We 
successfully established several lncRNA knockout cell lines and compared the advantages and disadvantages of 
the three methods. We considered the single cell PCR could be used as an important tool for further study of the 
function of lncRNAs.

Keywords       CRISPR/Cas9; lncRNA; single cell PCR

1987年, 日本科学家Ishino等[1]在大肠埃希氏

菌中发现串联间隔重复序列。2002年, Jansen等[2]将

规律成簇的间隔短回文重复序列命名为串联间隔

短回文重复序列(clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats, CRISPR)。当病毒或外源质粒入

侵细菌时, 细菌的防御系统将外源的DNA片段整合

到CRISPR基因座处。CRISPR基因座转录后被加工

生成成熟的crRNA(CRISPR RNA)[3]。Cas(CRISPR-
associated)基因临近于CRISPR基因座, 编码的蛋白质

包含有可与核酸酶、聚合酶、解旋酶以及与核糖核

酸酶结合的结构域[4]。在菌体中, crRNA与外源DNA
互补配对从而启动Cas蛋白催化的DNA剪切[5-6]。利用

CRISPR/Cas系统这一特性可以实现基因组特定位点

的基因编辑。CRISPR/Cas系统根据Cas蛋白的不同可

分为I、II、III这3类, 其中II类中的Cas9单独作用时足

以实现基因的切割[7]。2012年, Jinek[8]首次改造了天然

CRISPR/Cas9系统, 设计了向导RNA(single-guide RNA, 
sgRNA)。切割后的DNA有2种修复方式: 非同源末

端连接(non-homologous end-joining, NHEJ)和同源重

组(homologous re-combination, HR)。无同源DNA时, 
断裂的DNA末端通过NHEJ彼此连接在一起, 连接过

程中会引起切割位点序列的碱基插入或缺失[9], 引发

移码突变, 以实现对目的基因的敲除。有同源DNA
时, 断裂的DNA末端通过HR实现精确的点突变、基

因修复、基因敲入、基因替换等[10]。与传统的锌指

核酸酶(zinc finger nucleases, ZFNs)和转录激活因子

样效应因子核酸酶(transcription activator-like effector 
nucleases, TALENs)基因编辑技术相比, CRISPR/Cas9
技术有很多优势, 它可简便、快捷、高效地实现基

因的敲除, 且CRISPR/Cas9技术花费较低, 靶向精确

性高[11]。CRISPR/Cas9系统已成功应用于人类细胞

基因敲除[12]和动物、植物模型建立[13-15]等基础研究

中。此外, CRISPR/Cas9技术还应用于单基因突变

疾病的基因治疗, 例如镰状细胞贫血[16]、β地中海贫

血[17]等。科研工作者也正在尝试用CRISPR/Cas9技
术治疗艾滋病(acquired immunodeficiency syndrome, 
AIDS)[18]和亨廷顿病(Huntington’s disease, HD)等[19]。

长非编码RNA(long non-coding RNA, lncRNA)
是长度大于200 bp的非编码RNA[20]。由PolII(RNA 
polymerase II)起始转录[21], 转录本中有类似于编码

蛋白质基因的转录产物的5′端帽结构[22], 60%以上

的lncRNA有Poly(A)尾[23]。LncRNA存在细胞、组

织特异性[24], 且物种间保守性较差[21]。LncRNA大

部分位于细胞核内[25], 分布于细胞质内的lncRNA可

结合在核糖体上或自由分布于细胞质中。LncRNA
是转录调控网络的重要组成部分, 以诱饵、向导和

增强子等方式[26], 参与转录起始阶段、转录中及转

录后的基因调控[27]。另有研究表明, lncRNA可与

mRNA和微小RNA(microRNA, miRNA)等联合作

用, 调控细胞周期、细胞增殖、凋亡、入侵、转

移和致瘤[28]。目前, 针对lncRNA功能研究主流技

术手段是敲减和过表达。LncRNA的敲减是利用

RNA干扰(RNA interference, RNAi)的方法, 即由小

干扰RNA(small interfering RNAs, siRNAs)和短发夹

RNA(short hairpin RNAs, shRNAs)介导的特异性降

解同源RNA。RNAi技术存在着严重的脱靶效应[29], 
针对同一靶基因的siRNAs或shRNAs的干扰效率

不同[30]。此外, 相当数量的lncRNA位于细胞核内, 
RNAi技术对核内RNA的敲低作用有限。 

CRISPR/Cas9介导的基因敲除技术是研究

lncRNA功能的有效手段。LncRNA主要通过一级序

列及二级结构发挥作用[31], 仅仅通过移码突变并不

一定能完全影响lncRNA的作用。因此, 通常需要引

入一对guide RNA, 将lncRNA基因组的全部或者大

部分片段敲除, 才有可能真正实现该基因功能的缺

失。利用CRISPR/Cas9系统敲除lncRNA时, 可以将
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Cas9和sgRNA分别构建重组载体, 同时导入到细胞

中[32], 也可以先实现Cas9蛋白在细胞中稳定表达, 之
后再导入sgRNA[33]。对于生殖细胞, 甚至可以将体

外转录的sgRNA以及Cas9 mRNA或蛋白质通过显微

注射的方式导入到细胞中[34]。在筛选鉴定敲除细胞

株时, 一般是在单细胞增殖到至少100 000个细胞后, 
提取基因组DNA进行PCR和测序。由于敲除效率较

低, 筛选敲除克隆时需要培养大量单细胞株, 这一过

程耗时耗力。除上述方法之外还可以同时将sgRNA
和带筛选标记基因和同源臂序列的供体(donor)共同

导入细胞, 通过同源重组的方式将筛选标记基因整

合到靶基因处, 从而实现目的基因的敲除[12]。该方

法可以在早期筛除大量非敲除细胞, 避免了细胞培

养过程中人力物力的浪费, 但是同源重组发生的概

率极低。现有lncRNA的敲除策略中缺少一个快速

高效鉴定lncRNA敲除克隆株的方法。

本研究利用CRISPR/Cas9系统敲除 lncRNA 
DANCR。DANCR(differentiation antagonizing non-
protein coding RNA)位于人类4号染色体, 包含3个外

显子和2个内含子。研究发现, lncRNA DANCR在干

祖细胞的干性维持过程中起重要作用[35], 且与多种

癌症的发生密切相关。本文将含有编码Cas9蛋白序

列和针对DANCR 3′及5′端的2个sgRNA序列的质粒

同时转到人红白血病细胞系(K562)中, 建立敲除细

胞株。在筛选鉴定时, 我们先后采用了传统的提取

基因组DNA PCR并测序, 单细胞PCR和使用少量细

胞(10个细胞左右)直接裂解进行PCR这3种方法来

鉴定DANCR的敲除情况, 我们成功构建了稳定敲除

DANCR的K562细胞株, 并且系统比较了3种检测敲

除方法的优缺点, 建立了针对不同情况下快速高效

鉴定lncRNA敲除克隆株的首选方法。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株和质粒      K562细胞、HEK293T细胞

购自ATCC。HEK293T细胞、pL-CRISPR-EFS-GFP
购自Addgene公司。pLKO5-EFS-tRFP购自Addgene
公司。质粒由本文作者之一—中国医学科学院(血
液学研究所)周家喜研究员课题组提供。

1.1.2   实验试剂      质粒小提试剂盒购于天根生化

科技有限公司。质粒中量提试剂盒、RNAsin、RQ1 
DNase Stop Solution、RQ1 DNase、T4 DNA ligase、

T4 DNA ligase Buffer、pGEM-T Easy Vector System购

自Promega公司。转染试剂Lipofectamine®3000、琼脂

糖购自Invitrogen公司。限制性内切酶BsmB I购自New 
England Biolabs公司。胶回收试剂盒Gel Extraction Kit
购自OMEGA Bio-Tek公司。RPMI-1640、胎牛血清

FBS购自Gibco公司。SURVEYOR分析试剂盒购自

Transgenomic公司。基因组试剂盒DNeasy Blood & 

Tissue Kit购自QIAGEN公司。蛋白酶K购自Beyotime
公司 ; KOD-Plus-Neo购自TOYOBO公司。Es Taq 
MasterMix购自CWBio公司。Trans Taq、Trans 5α感受

态购自北京全式金生物技术公司。SYBR、GeneJET 
Gel Extraction Kit购自Thermo Fisher Scientific公司。

1.1.3   引物寡核苷酸链信息      所有引物寡核苷酸

链均由深圳华大基因股份测序有限公司。

1.2   实验方法

1.2.1   设计和合成sgRNA寡核苷酸序列      我们针

对DANCR的5′端和3′端, 利用张锋实验室的sgRNA
设计网站(http://crispr.mit.edu), 设计敲除DANCR的
sgRNA。选取评分较高的sgRNA, 5′端和3′端sgRNA
分别命名为: sgRNA-1、sgRNA-2。在正义链和反

义链模板的5′端分别添加CACC和AAAC, 使其可与

BsmB I酶切后形成的黏性末端互补。sgRNA序列如

表1。根据靶点位置设计敲除鉴定引物, 分别为外侧

引物(outside primer)和内侧引物(inside primer), 引物

信息如表1。
1.2.2   载体构建      sgRNA-1、sgRNA-2寡核苷酸

单链退火形成双链。用BsmB I内切酶切割质粒pL-
CRISPR.EFS.GFP, pLKO5.sgRNA.EFS.tRFP(5 μg), 并

按照Gel Extraction Kit胶回收试剂盒切胶回收。分

别连入sgRNA-1、sgRNA-2。退火程序: 取浓度为

100 μmol/L的正义链和反义链各1 μL加水稀释至10 μL, 
95 °C退火5 min后, 以–5 °C/s降至25 °C(产物200倍稀

释), 使得sgRNA寡核苷酸单链形成双链; 连接体系: 
线性化质粒(100~200 ng); 退火产物, 1 μL; 10×T4 
DNA ligase Buffer 1 μL; T4 DNA ligase 1 μL; 加水

到10 μL, 室温连接2 h; 转化: 连接产物转化Trans 5α
感受态, 氨苄抗性平板筛选, 挑取单克隆, 送菌液进

行测序验证。测序成功后用Promega的质粒中量提

试剂盒提取目的质粒。我们将测序成功的质粒命名

为pL-sgRNA-1.CRISPR.EFS.GFP;pLKO5.sgRNA-2.
EFS.tRFP。
1.2.3   细胞培养和细胞转染      HEK293T细胞培
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养条件:  DMEM 高糖培养基 (含 10%胎牛血清 )、
1% L-glutamine、1%丙 酮 酸 钠。K562细 胞 培 养

条 件: RPMI-1640培 养 基(含10%胎 牛 血 清)、1% 
L-glutamine于37 °C恒温培养、5% CO2条件下培养。

转染前将HEK293T以4×105/ml接种至12孔板中培

养, 当至70%~90%汇合度时, 按照Lipofectamine® 3000
转染试剂说明书进行转染(质粒终浓度为0.5 μg/L), 转
染组合 : pL-sgRNA-1.CRISPR.EFS.GFP; pLKO5.
sgRNA-2.EFS.tRFP+pL-CRISPR.EFS.GFP, 分别以

pL-CRISPR.EFS.GFP、pLKO5.EFS.tRFP空载为

阴性对照。K562细胞转染时取1.0×105/mL接种至

10 cm皿中培养, 当至70%~90%汇合度时, 同样按

照Lipofectamine® 3000转染试剂说明进行转染。转

染组合 : pL-sgRNA-1.CRISPR.EFS.GFP和pLKO5.
sgRNA-2.EFS.tRFP质粒(质量比11׃)。
1.2.4   提取细胞基因组DNA      取一部分细胞进

行传代以及保种。另一部分按照DNeasy Blood & 
Tissue Kit试剂盒说明书操作步骤提取基因组DNA。

1.2.5   SURVEYOR试剂盒分析 sgRNA切割效

率      HEK293T基因组DNA PCR程序: 95 °C 5 min; 
95 °C 30 s, 56 °C 30 s, 72 °C 30 s, 共35个循环; 72 °C 
10 min。25 μL PCR体 系: 12.5 μL Trans Taq-T PCR 
SuperMix, 50 ng基因组DNA, 0.5 μL 鉴定引物, 补水

至25 μL。回收PCR扩增引物进行退火, 退火程序: 
95 °C 10 min, 95至85 °C每秒下降2 °C, 85 °C 1 min, 85
至4 °C每秒下降0.3 °C, 75 °C、65 °C 、55 °C、45 °C、

35 °C、25 °C时各保持1 min; 退火体系: 10×PCR缓冲

液2 μL, 纯化/回收后的PCR产物360 ng, 加水至20 μL。
取退火后的产物, 用SURVEYOR分析试剂

盒分析sgRNA切割效率。1.5%琼脂糖凝胶进行

电泳。随后用凝胶定量软件计算Indel率, 公式为: 

Indel(%)=100×(1– ), fcut=(b+c)/(a+b+c), a和
b表示切割产生的新条带的灰度值, c表示未被切割

条带的灰度值。

1.2.6   流式细胞术分选双阳细胞群体      K562细胞

转染后48 h, 300 ×g离心5 min收集细胞, 用含2%胎

牛血清的PBS重悬细胞。收集重悬的细胞, 过1次
200目滤膜; FACS Aria III流式细胞分选仪(BD公司)
进行单细胞分选, 将分选的细胞放入培养箱培养, 采
用FlowJo软件进行数据分析。

1.2.7   PCR检测DANCR敲除效率      基因组DNA 
PCR检测DANCR敲除效率: 待分选的单细胞扩增

至24孔板中时, 一半提取基因组DNA, 另一半继续

培养。提取的基因组DNA进行PCR, 25 μL PCR体
系 : 12.5 μL Es Taq Master Mix, outside primer、inside 
primer各0.5 μL, 1 μL模板, 余下用水补齐。程序: 95 °C 
5 min; 95 °C 30 s, 56 °C 1 min/30 s, 72 °C 1 min, 共35个
循环; 72 °C 10 min。

挑取各克隆中的单细胞进行PCR检测DANCR
敲除效率: 各克隆增长至几个细胞时, 挑取单细胞进

行PCR。单细胞PCR需先将细胞进行裂解, 裂解液

配比为16.75 μL H2O, 2 μL 10×KOD缓冲液, 0.25 μL蛋

表1   引物寡核苷酸序列  
Table 1   The oligo sequences 

引物名称

The oligo name                  
寡核苷酸序列

Sequence

sgRNA-1 F: 5′-GAG GGC ATC GAG GTT ACT CC-3′

sgRNA-2 F: 5′-GGT AAA ATG GCA ACG TGC TC-3′

5′-targeted primer F: 5′-ACT CCT ACC CTC CAG CTG ATT A-3′

R: 5′-CTG ACA AAG AGG CCT GCG-3′

3′-targeted primer F: 5′-CCA TGA TCT TGT CAC CGT GC-3′

R: 5′-ATG GTG GGA ACT AAG GTG GAC-3′

Outside primer F: 5′-TTT TTG GTT TCC CTT CCT GCT C-3′

R: 5′-CTA CAA AAG GTC AAG CAC CTG-3′

Inside primer F: 5′-CAA AGC ACC CTT TCC TGT GCC-3′

Actin primer

DANCR primer

R: 5′-GCC TGT CCC TAA CAG AAT CCA C-3′
F: 5′-CTC TTC CAG CCT TCC TTC CT-3′
R: 5′-AGC ACT GTG TGT TGG CGT ACA G-3′
F: 5′-GCC ACT ATG TAG CGG GTT TC-3′
R: 5′-ACC TGC GCT AAG AAC TGA GG-3′
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白酶K。裂解程序: 55 °C 45 min, 94 °C 5 min, 4 °C
保持。将裂解产物平分为2份, 分别加到事先配好的

单细胞PCR MIX1/2中, MIX1/2配比为0.5 μL KOD酶、

0.75 μL outside primer/inside primer、1.5 μL 10×KOD 
缓冲液、2.5 μL 10×KOD dNTP、2 μL KOD MgSO4。

PCR程序1/2: 94 °C 5 min, 94 °C 15 s, 61/62 °C 1 min, 
68 °C 1 min/40 s, 共40个循环, 68 °C 10 min。

挑取各克隆中的少量细胞进行PCR检测DANCR
敲除效率: 待分选的单细胞扩增至500个细胞左右

时, 每孔吸取1 μL细胞。用裂解单细胞的裂解液配比

裂解并进行PCR。PCR MIX1/2同单细胞PCR MIX。

PCR程序1/2: 94 °C 5 min, 94 °C 15 s, 61/62 °C 1 min, 
68 °C 1 min/40 s, 共35个循环, 68 °C 10 min。
1.2.8   纯合和杂合敲除株测序      为进一步确定基

因组PCR得到的纯合和杂合株, 将纯合和杂合株基

因组outside primer PCR产物连接T载体, 并送深圳华

大基因股份测序有限公司测序。

1.2.9   qRT-PCR检测纯合和杂合敲除株DANCR表达

水平      我们对基因组PCR得到的纯合和杂合株进行

了qRT-PCR检测, 以验证DANCR的表达情况。收集

细胞, 使用Trizol法提取纯合和杂合株的RNA。将得

到的RNA逆转录, 逆转录体系及程序: (1)1 μg RNA、

0.5 μL RNasin、1 μL RQ1 DNase、1 μL 5×First Strand 
Buffer、6.5 μL H2O, 37 °C 30 min。(2)混合物中加

入1 μL RQ1 DNase Stop Solution, 65 °C、10 min。
(3)加入1 μL随机引物和1 μL dNTP, 65 °C 5 min, 后
置于冰上。(4)混合物中加入6.5 μL RNasin、3 μL 
First Strand Buffer、2 μL 0.1 mol/L DTT、0.8 μL 
25 mmol/L MgCl2、0.7 μL H2O, 25 °C 5 min, 42 °C 
2 min。(5)向混合物中加入 SuperScript®II RNase 
Transcriptase, 42 °C 50 min, 70 °C 15 min。实时荧

光定量PCR(qRT-PCR)实验每个样品做3个复孔, 反
应体系及条件参照Thermo Fisher Scientific公司

SYBR试剂说明书。内参基因为Actin, 目的基因为

DANCR。

2   结果
2.1   合成sgRNA寡核苷酸序列并构建载体 

我们针对DANCR 3′及5′端分别设计sgRNA, 
挑选评分较高, 脱靶位点少的sgRNA并命名为

sgRNA-1、sgRNA-2(图1A)。然后送深圳华大基因

股份测序有限公司合成寡核苷酸链。合成后退火得

到双链, 分别连入BsmB I酶切回收后的pL-CRISPR.
EFS.GFP和pLKO5.sgRNA.EFS.tRFP质 粒 载 体 中。

质粒送深圳华大基因股份测序有限公司进行测序, 
获得了连入sgRNA的pL-sgRNA-1.CRISPR.EFS.GFP
和pLKO5.sgRNA-2.EFS.tRFP质粒。质粒送深圳华

大基因股份测序有限公司进行测序, 获得了连入

A: DANCR sgRNA的靶向识别位置及其周围的DNA序列; B: pL-CRISPR.EFS.GFP和pLKO5.sgRNA.EFS.tRFP质粒结构; C: SURVEYOR分析

sgRNA-1的有效性, 空载的pL-CRISPR.EFS.GFP为阴性对照, SURVEYOR分析sgRNA-2的有效性, 空载的pLKO5.EFS.tRFP为阴性对照; D: 建立

K562 lncRNA DANCR敲除细胞株示意图; E: 转染48 h荧光蛋白表达情况(10×); F: 转染48 h流式细胞术分选结果。

A: the sequence of sgRNAs and their protospacer adjacent motifs (PAM); B: the linear map of pL-CRISPR.EFS.GFP and pLKO5.sgRNA.EFS.tRFP; 
C: SURVEYOR assay for Cas9-mediated cleavage in 293T cells using single HEK293T targeting, pL-CRISPR.EFS.GFP and pLKO5..EFS.tRFP empty 
vector are used as control; D: schematic representation of the strategy of establishing DANCR knockout K562 cell line; E: expression of fluorescent 
protein 48 hours after transfection (10×); F: sorting GFP+/RFP+ single cells by flow cytometry 48 hours after transfection.

图1   利用CRISPR/Cas9系统建立lncRNA DANCR敲除的K562细胞系

Fig.1   Establishment of lncRNA DANCR knockout K562 cell line by CRISPR/Cas9
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sgRNA的pL-sgRNA-1.CRISPR.EFS.GFP和pLKO5.
sgRNA-2.EFS.tRFP质粒(图1B)。我们将测序正确的

质粒进行扩增, 用于下一步实验。

2.2   sgRNA可高效切割HEK293T基因组DNA
用构建好的 pL-sgRNA-1.CRISPR.EFS.GFP质

粒 , pLKO5.sgRNA-2.EFS.tRFP质粒 (不带有Cas9
基因 ,  只有在 Cas9存在时sgRNA才能发挥作用 , 
因此需同时转染 pL-CRISPR.EFS.GFP空载)转染

HEK293T细胞, 培养48 h, 提基因组DNA, PCR扩

增包含sgRNA靶位点在内的约500 bp序列。按照

SURVEYOR试剂盒操作步骤进行操作, 用1.5%琼脂

糖凝胶进行分析。随后用凝胶定量软件计算切割效

率发现, sgRNA-1和sgRNA-2均可成功切割目的片

段, Indel率分别为40.50%和41.31%(图1C)。
2.3   转染DANCR敲除质粒并分选双阳细胞

为了敲除 DANCR, 我们需要同时向 K562 中

转染 pL-sgRNA-1.CRISPR.EFS.GFP 和 pLKO5.
sgRNA-2.EFS.tRFP质粒, 分别带绿色、红色荧光(图
1D)。共转染48 h观察到, K562同时表达绿色、红色

荧光(图1E)。转染后48 h进行流式细胞术分选, 双阳

性率约0.121%(图1F)。
2.4   筛选稳定敲除DANCR的K562细胞株

2.4.1   提取基因组DNA进行PCR检测DANCR敲除

效率      第一批分选获得53株单细胞。分选后15 d
左右, 单细胞增殖到一定数量, 可提取基因组DNA

进行PCR。我们针对DANCR sgRNA-1和sgRNA-2
外侧的序列设计了外侧引物, 在DANCR基因内部设

计了内侧引物(图2A)。当DANCR的一个等位基因

(allele)被成功敲除时, 外侧引物PCR结果中, 有目的

条带, 同时内侧引物也能PCR出目的条带, 这样的细

胞株定义为杂合敲除株; 当DANCR的2个等位基因

(allele)同时被敲除时, 外侧引物PCR结果中, 有目的

条带, 但内侧引物PCR结果中, 没有目的条带, 这样

的细胞株定义为纯合敲除株; 当DANCR allele未被

删除时, 外侧引物和内侧引物PCR结果中, 均没有目

的条带。经鉴定, 我们成功获得了lncRNA DANCR
的纯合和杂合敲除K562细胞株(图2B)。53株克隆中

我们共获得DANCR敲除株17株(敲除率为32.08%), 
其中DANCR纯合敲除株4株(纯合率为7.55 %)。
2.4.2   纯合和杂合敲除株测序      将基因组DNA 
PCR确定纯合株 2–/–和杂合株 1+/–的 outside primer 
PCR产物连接T载体, 并送深圳华大基因股份测序

有限公司测序。测序结果显示, 我们成功获得了

DANCR的纯合和杂合敲除株(图2C)。
2.4.3   qRT-PCR检测纯合和杂合敲除株DANCR表达

水平      为进一步检测DANCR的敲除情况, 我们对

纯合株2–/–和杂合株1+/–进行了qRT-PCR检测(图2D)。
鉴定结果显示, 纯合株DANCR表达水平只有WT细
胞株的万分之一, 各个杂合株DANCR表达水平约为

50%。

A: 鉴定DANCR敲除情况外侧引物和内侧引物设计位点; B: 纯合和杂合敲除株outside primer和inside primer PCR产物条带大小; C: 杂合株1+/–、

纯合株2–/–测序结果; D: qRT-PCR检测各敲除株DANCR的表达水平。1: 杂合株1+/–; 2: 纯合株2–/–。**P<0.01, ***P<0.001, 与WT组比较。

A: schematic representation of outside primer and inside primer designed; B: the outside primer and inside primer PCR product size of DANCR 
heterozygous and homozygous knockout cell lines; C: sequencing results of heterozygous 1+/– and homozygous 2–/–; D: the expression of DANCR in 
heterozygous and homozygous knockout cell lines by qRT-PCR. 1: heterozygous 1+/–; 2: homozygous 2–/–. **P<0.01, ***P<0.001 vs WT group.

图2   lncRNA DANCR杂合和纯合敲除株DANCR表达情况及测序结果

Fig.2   The expression and sequencing of lncRNA DANCR in heterozygous and homozygous knockout cell lines
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2.4.4   单细胞PCR、少量细胞PCR、基因组DNA 
PCR鉴定DANCR敲除情况      取各克隆单细胞进行

PCR, 检测DANCR敲除效率: 重新获取20个单细胞

克隆并于96孔板中进行培养, 分选48 h后, 各克隆增

长至几个细胞时, 每个克隆中挑取1个细胞进行单细

胞PCR。单细胞PCR结果(图3)显示, DANCR的杂合

敲除株处于第3、10、16、17泳道, 共4株, 杂合敲除

率为21.05%(4/19), 纯合株处于第8、13泳道, 共2株, 
纯合敲除率为10.53%(2/19)。第9泳道未取得单细胞。

取各克隆的少量细胞进行PCR检测DANCR
敲除效率: 分选7 d后, 细胞株正常增殖并达到500
个细胞以上时, 取1 μL细胞, 这些少量细胞直接裂

解后进行PCR, 结果显示, DANCR杂合株处于第1、
3、6、10、12、16、17泳道, 共7株, 杂合敲除率为

35.00%(7/20); 纯合株处于第5、8、13泳道, 共3株, 
纯合敲除率为15.00%(3/20)(图3)。3种方法统计结果

见表2。
提 取 各 克 隆 的 基 因 组DNA进 行PCR检 测

DANCR敲除效率: 分选15 d后, 各克隆增至较多细

胞时, 各个克隆一半提基因组, 另一半继续培养。进

行基因组DNA PCR(图3)。DANCR的杂合敲除株

处于第3、10、16、17泳道, 共4株, 杂合敲除率为

21.00%(4/20), 纯合株处于第8、13泳道, 共2株, 纯合

敲除率为10.00%(2/20)。

3   讨论
本研究成功构建了lncRNA DANCR稳定敲除的

K562细胞株, 建立了单细胞PCR鉴定lncRNA敲除情

况的方法。我们先用传统提取基因组DNA PCR的
方法鉴定了53株克隆的DANCR敲除情况, 虽然也得

到了DANCR的纯合和杂合敲除株, 但耗时耗力, 实
验周期较长。为建立一种高效筛选鉴定lncRNA敲

除细胞株的方法, 我们重新获取了20个克隆分别进

行单细胞PCR、少量细胞PCR和基因组DNA PCR。
3种方法均可鉴定DANCR的敲除情况并各有优缺

点, 适用于不同情况下敲除株的鉴定。基因组DNA 

PCR类型

Types of PCR
纯合敲除株率                杂合敲除株率

Homozygous                   Heterozygous

Single cell PCR
Small amount of cells PCR                                                           
Genomic PCR

10.53%                            21.05%   
15.00%                            35.00% 
10.00%                            21.00%

(A)

(B)

(C)

Single cell PCR
Outside

Inside

Outside

Inside

Outside

Inside

Small amount

of cells PCR

Genomic PCR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

A: 单细胞外侧引物和内侧引物PCR产物, 第3、10、16、17泳道为杂合敲除株, 第8、13泳道为纯合敲除株, 第9泳道未取得单细胞; B: 少量细胞

外侧引物和内侧引物PCR产物, 第1、3、6、10、12、16、17泳道为杂合株; 第5、8、13泳道为纯合株; C: 基因组外侧引物和内侧引物PCR产物, 
第3、10、16、17泳道为杂合敲除株, 第8、13泳道为纯合敲除株。 
A: the outside primer and inside primer PCR product size of a single cell. Lane 3, 10, 16, 17 are heterozygous. Lane 8, 13 are homozygous, single 
cell is lacked as template in lane 9; B: the outside primer and inside primer PCR product size of a small amount cell lysate. Lane 1, 3, 6, 10, 12, 16, 
17 are heterozygous. lane 5, 8, 13 are homozygous. C: the outside primer and inside primer PCR product size of genome DNA. Lane 3, 10, 16, 17 are 
heterozygous. Lane 8, 13 are homozygous.

图3   单细胞PCR、多细胞PCR、基因组PCR鉴定DANCR敲除情况

Fig.3   Identifying the lncRNA DANCR knockout K562 cell line by single cell PCR, a small amount cell PCR and genomic PCR

表2   单细胞PCR、少量细胞PCR、基因组PCR鉴定DANCR敲除情况对比

Table 2   The statistics of single cell PCR, a small amount of cells PCR, genomic PCR
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PCR鉴定结果最为准确, 测序正确率100%, 但需细

胞扩增至较多时才能进行, 实验周期长, 工作量大。

少量细胞PCR取样方便快捷, 操作简单。可大幅缩

减实验时间。鉴定到的敲除株可覆盖后续基因组

DNA PCR确定的敲除株, 但存在一定的假阳性。少

量细胞PCR各泳道间条带亮度相差很大, 且非特异

带较多。其原因可能是取样时不能保证各个克隆株

间细胞量相同, 不同细胞数在相同裂解时间内裂解

情况不同。由于lncRNA敲除效率通常较低, 往往需

要大批量筛选, 我们可以使用少量细胞PCR进行粗

筛。

与少量细胞PCR相比, 单细胞PCR鉴定结果和

基因组PCR鉴定结果较一致, 所用细胞量少, 并且

在实验初期即可进行, 可以大大减少培养细胞的

工作量, 可快速高效筛选鉴定CRISPR/Cas9介导的

lncRNA敲除克隆细胞株。但从各克隆中获取单细

胞需要较为精密的操作, 并且偶尔会由于取样原因

漏检少数敲除株(如图3中单细胞PCR的第9泳道未

取到细胞)。现有的半自动取细胞仪可基本解决挑

取单细胞耗时的问题。随着技术的进步, 我们建立

的单细胞PCR体系不光可以鉴定lncRNA的敲除情

况, 也同样适用于样本量少的其他目的的鉴定。比

如胚胎发育早期疾病检测、癌前病变组织、微生物

耐药性等的相关鉴定。CRISPR/Cas9系统还面临着

很多问题, 比如脱靶效应[36]以及不同的细胞、组织

类型Cas9蛋白导入方法、效率差异[37]等。利用单细

胞PCR技术可初步鉴定Cas9蛋白起作用的情况, 便
于快速高效筛选lncRNA敲除克隆细胞株。

本研究成功建立了快速高效鉴定lncRNA敲除

情况的方法。这一方法可用于其他lncRNA的敲除

情况的鉴定, 有助于lncRNA的功能及机制研究。
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