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　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨基于 ＣＲＩＳＰＲ / ｃａｓ９(Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ / ＣＲＩＳＰＲ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ９)文库筛选的慢病毒库包装优化条件ꎮ 方法　 采用 ＲＴ￣ＰＣＲ、酶
联免疫吸附试验 ( ＥＬＩＳＡ 法) 和免疫荧光法ꎬ对不同质粒配比、不同收毒时间以及不同量的

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ ｒｅａｇｅｎｔ 包装出的慢病毒滴度进行检测ꎬ最后通过高通量测序技术评价慢病毒库的

ｓｇＲＮＡ( ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡꎬ单链引导 ＲＮＡ) 覆盖度和 ｒｅａｄｓ 数分布ꎮ 结果 　 当质粒配比 ｐｓＰＡＸ２ ∶
ｐＭＤ２􀆰 ０Ｇ ∶Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｌｉｂｒａｒｙ＝ ２ ∶１ ∶１时ꎬ慢病毒滴度较高ꎻ当加入 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ ｒｅａｇｅｎｔ 的量为 １０
μｌ 时ꎬ慢病毒滴度较高ꎮ 两种情况ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ 法结果一致ꎮ 免疫荧光显示ꎬ收毒时间为 ６０ ｈ
时慢病毒滴度较高ꎮ 经 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 高通量测序ꎬ按照本研究的最优条件包装出的慢病毒库覆盖度达

９９􀆰 ３％ꎬｓｇＲＮＡ 的 ｒｅａｄｓ 数符合正态分布ꎮ 结论　 本研究探索了慢病毒库包装的优化条件ꎬ为下一步

ＣＲＩＳＰＲ / ｃａｓ９ 文库筛选提供保证ꎮ
【关键词】 　 ＣＲＩＳＰＲ / ｃａｓ９ 文库筛选ꎻ慢病毒库包装ꎻ高通量测序技术
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􀅰７０２􀅰中华实验和临床病毒学杂志 ２０１９ 年 ４ 月第 ３３ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｖｉｒｏｌꎬ Ａｐｒｉｌ　 ２０１９ꎬＶｏｌ􀆰 ３３ꎬＮｏ􀆰 ２



　 　 ＣＲＩＳＰＲ ( ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ
ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ / ＣＲＩＳＰＲ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ９)系统最早由日本科学家在细菌中发现[１]ꎮ
最近的报道揭示了其可以在真菌和古生菌中发挥固

有免疫的作用[２￣３]ꎮ 基于这个功能ꎬＣＲＩＳＰＲ 系统被

运用在动物细胞和植物细胞的基因编辑上ꎬ从而诞

生了第三代基因编辑技术ꎬ即 ＣＲＩＳＰＲ / ｃａｓ９ 技术ꎬ
即通过人为设计单链向导 ＲＮＡ(ｓｇＲＮＡ)来引导具

有核酸内切酶活性的 Ｃａｓ９ 酶ꎬ靶向结合在目的基因

并引起双链断裂ꎬ并利用机体自我修复功能恢复双

链结构ꎮ 相对于 ＲＮＡ 干扰技术ꎬＣＲＩＳＰＲ / ｃａｓ９ 脱靶

率更低ꎬ基因敲除更彻底ꎬ而且可以实现基因的永久

敲除[４￣５]ꎮ 因此 ＣＲＩＳＰＲ / ｃａｓ９ 被广泛运用在基因敲

除细胞系、甚至基因敲除动物模型的建立ꎮ 以

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 为基础的文库筛选技术也获得广泛

应用并取得巨大进展ꎮ 该技术通过慢病毒包装技

术ꎬ将针对人体 １８ ０８０ 个基因的 ｓｇＲＮＡ 各自整合在

一个细胞中ꎬ通过加入药物、病毒等筛选因素ꎬ获得

与药物作用靶点、病毒感染受体等相关的宿主基

因[６￣７]ꎮ 在病毒感染领域ꎬ科学家们已经获得了诸

多研 究 成 果ꎮ 比 如ꎬ Ｓａｒａ Ｃｈｅｒｒｙ 和 Ｍｉｃｈａｅｌ Ｓ.
Ｄｉａｍａｎｄ 等通过该技术筛选出一组内质网相关信号

多肽复合物(ＳＰＣＳ)蛋白ꎬ这些宿主因子与黄病毒结

构蛋白(ｐｒＭ 和 Ｅ)的剪切相关ꎬ是黄病毒感染的关

键因子[８]ꎻＺｈａｎｇ 等[８] 利用该技术筛选出 ＥＭＣ２、
ＥＭＣ３、ＳＥＬ１Ｌ 等 ７ 个基因ꎬ这些基因都属于内质网

相关蛋白降解通路(ＥＲＡＤ)ꎬ且敲除后不会阻止西

尼罗病毒(ＷＮＶ)的复制ꎬ但会阻止该病毒所致的细

胞死亡[９]ꎮ 然而高质量的筛选依赖于慢病毒库中

ｓｇＲＮＡ 的高覆盖度和均一性ꎬ本研究对该筛选中慢

病毒包装条件进行优化研究ꎬ为后续 ＣＲＩＳＰＲ / ｃａｓ９
文库筛选奠定基础ꎬ可为本领域研究者提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 电转化法扩增质粒库 　 质粒库ꎬ即 Ｌｅｎｔｉ
ＣＲＩＳＰＲｖ２ ｈｕｍａｎ ｌｉｂｒａｒｙꎮ 其中ꎬ６ 万多条 ｓｇＲＮＡ 和

Ｃａｓ９ 酶编码序列被整合在慢病毒载体质粒中ꎬ通过

与慢病毒包装 ｈｅｌｐｅｒ 质粒即 ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ２.Ｇ 共转

染 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞(ＡＴＣＣꎻＶｉｒｇｉｎｉａꎬ ＵＳＡ)ꎬ包装出慢

病毒库ꎮ 该质粒库购自 Ａｄｄｇｅｎｅ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｏｒｓ 北京中

原 公 司ꎮ 利 用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 原 核 细 胞 电 转 仪

ＭｉｃｒｏＰｕｌｓｅｒꎬ将 ３ μｌ 质粒库在 ２􀆰 １ＫＶꎬＥｃ２ 条件下电

转化 ＳＳ３２０ 感受态细胞(Ｂｉｏｒｉｓｅꎬｃｃ０７３１ｐｋ)ꎮ ３７ ℃ꎬ

１ ０００×ｇꎬ复苏 １ ｈꎮ １５ ０００×ｇꎬ离心 ２ ｍｉｎꎬ吸去上

清ꎬ剩余 １００ μｌ 重悬菌液涂于氨苄霉素抗性的固体

培养皿ꎬ过夜培养后将菌落刮下并收集至 ＥＰ 管中ꎬ
利用 ＨｉＳｐｅｅｄ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｄｉ Ｋｉｔ(Ｑｉａｇｅｎꎬ１２６４３)大量

提取质粒ꎬ－８０ ℃保存ꎮ
１􀆰 ２　 质粒转染　 将 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞种进 ６ 孔板ꎬ待
细胞密度达到 ８０％时ꎬ吸掉细胞上清ꎬ加入１ ｍｌ 提前

温育的 ｏｐｔｉ￣ＭＥＭꎬ３７ ℃ ３０ ｍｉｎꎮ 利用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

３０００ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 试 剂 盒 ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ
Ｌ３００００１５)ꎬ将慢病毒包装 ｈｅｌｐｅｒ 质粒即 ｐｓＰＡＸ２、
ｐＭＤ２.Ｇ 和核心质粒即 ｓｇＲＮＡ 质粒库ꎬ按照三种质

粒的不同摩尔比例ꎬ每孔中加入不同 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００ ｒｅａｇｅｎｔ 量ꎬ转染 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞ꎮ
１􀆰 ３　 慢病毒收集　 分别在转染后 ２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈ
和 ６０ ｈ 收集转染后细胞上清ꎬ每次收集时ꎬ将上清

吸进 １􀆰 ５ ｍｌ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管中ꎬ１５ ０００×ｇꎬ离心 ５ ｍｉｎꎬ
４ ℃ꎮ 用 ０􀆰 ４５ μｍ 滤器过滤后分装冻存于－８０ ℃
备用ꎮ
１􀆰 ４　 慢病毒滴度检测　 先将慢病毒上清冰上解冻ꎬ
使用 ＱＩＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(Ｑｉａｇｅｎꎬ５２９０４)提
取慢 病 毒 ＲＮＡꎬ 使 用 Ｌｅｎｔｉ￣Ｐａｃ ＨＩＶ ｑＲＴ￣ＰＣＲ
Ｔｉｔｒａｔｉｏｎ Ｋｉｔ(ＲＴ￣ＰＣＲ)(ＧｅｎｅｃｏｐｏｅｉａꎬＨＰＲ￣ＬＴＫ￣０５０)
检测慢病毒 ＲＮＡ 滴度ꎻ同时使用慢病毒滴度(ＨＩＶ
Ｐ２４)ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒(ＢｉｏｄｒａｇｏｎꎬＢＦ０６２０３)检测

慢病毒 Ｐ２４ 抗原水平ꎻ利用免疫荧光法观察慢病毒

感染 ２９３Ｔ 细胞后的病毒密度ꎮ
１􀆰 ５　 高通量测序技术评价慢病毒库覆盖度和均一

性　 将本实验的最优条件包装出的慢病毒库ꎬ按照

ＭＯＩ 为 ０􀆰 ２ 感染 ＨｅＬａ 细胞ꎬ２４ ｈ 后换为新鲜维持

液ꎮ ４８ ｈ 后提取细胞基因组 ＤＮＡꎬ扩增慢病毒整合

段ꎬ所用上游引物:５′￣ＴＡＴＣＴＴＧＴＧＧＡＡＡＧＧＡＡＡＧ
ＧＡＣＧＡꎻ下游引物:５′￣ＧＧＴＧＴＴＴＣＧＴＣＣＴＴＴＣＣＡꎮ 然

后对 ＰＣＲ 产物进行纯化ꎬ加 ｂａｒｃｏｄｅꎬ利用 Ｅ￣ｇｅｌ 预
制琼脂糖凝胶电泳(Ｔｈｅｒｍｏ ＦｉｓｈｅｒꎬＧ５３０００１)后进行

片段分选ꎬ油包水 ＰＣＲꎬ ＩＳＰＳ 富集ꎬ最后通过 Ｉｏｎ
Ｔｏｒｒｅｎｔ 平台(Ｌｉｆｅꎬ Ａｍｅｒｉｃａ)上机测序ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 电化学转化法扩增质粒库和慢病毒库收集　
将固体培养皿扩增的菌落均匀刮下后ꎬ大量提取质

粒ꎬ经 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 微量分光光度计检测ꎬ质粒浓度为 １
５３０ ｎｇ / μｌꎮ 按照不同收集时间ꎬ将不同转染条件下

的慢病毒上清离心、过滤后ꎬ收集于 １５ ｍｌ 离心管ꎬ
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注: Ａ. 按照不同质粒配比ꎬ在不同收毒时间的慢病毒滴度变化ꎬ其中质粒配比依次为 ｐｓＰＡＸ２ ∶ｐＭＤ２􀆰 ０Ｇ ∶Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｌｉｂｒａｒｙꎻ
Ｂ 按照 ６ 孔板每孔加入不同 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ ｒｅａｇｅｎｔ 量ꎬ在不同收毒时间的慢病毒滴度变化

图 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ 法检测慢病毒在不同转染条件下的滴度变化

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐａｃｋａｇｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ￣ｐｏｉｎｔｓꎻ
Ｂ. Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ ｒｅａｇｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

Ｆｉｇ.１　 ＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图 ２　 ＥＬＩＳＡ 法检测慢病毒在不同转染条件下的滴度变化

Ｆｉｇ.２　 ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

同时取 ５００ μｌ 分装于 １􀆰 ５ ｍｌ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管中ꎬ冻存

于－８０ ℃ꎮ
２􀆰 ２　 不同转染条件下的慢病毒滴度比较　 将慢病

毒包装系统 ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ２􀆰 ０Ｇ、Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｌｉｂｒａｒｙ 质

粒ꎬ分别按照 １ ∶１ ∶１、 １ ∶１ ∶２、１ ∶２ ∶１、２ ∶１ ∶１ ４ 种配比

转染 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞ꎬ分别在转染后 ２４ ｈ、３６ ｈ、４８
ｈ、６０ ｈ 收集上清ꎮ 由于 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞在 ６ 孔板中

生长易出现发黄并脱落ꎬ本实验在第 ３６ ｈ 收集病毒

后ꎬ将上清更换为新鲜培养基ꎮ 结果显示ꎬ 当

ｐｓＰＡＸ２ ∶ｐＭＤ２􀆰 ０Ｇ ∶Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｌｉｂｒａｒｙ ＝ ２ ∶１ ∶１时ꎬ慢病

毒滴度较高ꎬ且在转染后 ６０ ｈ 慢病毒滴度较其他时

间点更高(图 １ Ａꎬ图 ２ Ａ)ꎮ
按照每孔加入 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ ｒｅａｇｅｎｔ 量为

６ μｌꎬ８ μｌꎬ１０ μｌꎬ１２ μｌ 进行转染ꎬ结果显示ꎬ当每孔

加入 １０ μｌ 的 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ ｒｅａｇｅｎｔ 时ꎬ慢病毒

滴度较高ꎬ且在转染后 ６０ ｈ 慢病毒滴度较其他时间

点更高(图 １ Ｂꎬ 图 ２ Ｂ)ꎮ
２􀆰 ３　 不同收毒时间的慢病毒滴度变化　 本研究在

质粒配比 ｐｓＰＡＸ２ ∶ｐＭＤ２􀆰 ０Ｇ ∶Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｌｉｂｒａｒｙ ＝ ２ ∶１

∶１ꎬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ ｒｅａｇｅｎｔ 量为 １０ μｌ 条件下ꎬ利
用荧光观察法ꎬ统计慢病毒库的感染率ꎬ结果显示当

收毒时间为 ６０ ｈ 时ꎬ慢病毒滴度最高ꎬ与前述结果

一致(图 ３)ꎮ

ｐｓＰＡＸ２ ∶ｐＭＤ２􀆰 ０Ｇ ∶Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｌｉｂｒａｒｙ ＝ ２ ∶１ ∶１ꎬ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ ｒｅａｇｅｎｔ 量为 １０ μｌ

图 ３　 不同收毒时间的慢病毒滴度变化

Ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ ｒｅａｇｅｎｔ ｗａｓ １０ μｌꎬ
ｐｓＰＡＸ２:ｐＭＤ２􀆰 ０Ｇ:Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｌｉｂｒａｒｙ ＝ ２ ∶１ ∶１

Ｆｉｇ.３　 Ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
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注:Ａ: Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＮＣ. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ１~６􀆰 ６ 个平行样本ꎻＢ: Ｒｅａｄ ｌｅｎｇｔｈ 代表测序读长

图 ４　 慢病毒整合片段的 ＰＣＲ 扩增和高通量测序后片段长度鉴定

Ｎｏｔｅ:Ａ: Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＮＣ. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ１~６􀆰 ６ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓꎻＢ: Ｒｅａｄ ｌｅｎｇｔｈ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｆｉｇ.４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ ＰＣＲ ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

注:Ａ. ｓｇＲＮＡ ｒｅａｄ 数分布的 ｈｉｓｇｒａｍ 图ꎻ Ｂ. ｓｇＲＮＡ ｒｅａｄ 数中位数的分布图

图 ５　 高通量测序检测慢病毒库 ｓｇＲＮＡ ｒｅａｄｓ 数分布

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔｓ ｉｎ ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓꎻ Ｂ. Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｄｉａｎ ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔｓ
Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｇＲＮＡｓ ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔｓ ｉｎ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｌｉｂｒａｒｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

２􀆰 ４　 慢病毒整合片段长度鉴定　 将收集的慢病毒

感染 ＨｅＬａ 细胞ꎬ４８ ｈ 后提取基因组 ＤＮＡꎬ扩增慢病

毒整合片段ꎬ并用琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ 产物长

度(图 ４ Ａ)ꎻ同时 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 高通量测序结果显示ꎬ
建库后的目的片段长度为 ２１０ ｂｐ 左右ꎬ与琼脂糖凝

胶电泳结果一致(图 ４Ｂ)ꎮ
２􀆰 ５　 慢病毒库的 ｓｇＲＮＡ 覆盖度和 ｒｅａｄｓ 数分布　
通过高通量测序ꎬ结果显示按照本实验的最优条件

包装的慢病毒库ꎬ其 ｓｇＲＮＡ 覆盖度达 ９９􀆰 ３％ꎬ即在

全部 ６３ ９５０ 种 ｓｇＲＮＡ 中ꎬ只有 ４５６ 种 ｓｇＲＮＡ 丢失ꎮ
ｓｇＲＮＡ 的 ｒｅａｄｓ 数呈现正态分布ꎬ且 ｒｅａｄｓ 数中位数

集中在 ３２ 条附近(图 ５)ꎮ

３　 讨论

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 文库包含针对人体 １９ ０５０ 个基
因的 ７３ １５０ 条 ｓｇＲＮＡ[１０]ꎬ在进行筛选前ꎬ需要保证

尽可能全部 ｓｇＲＮＡ 都能被包装成慢病毒ꎬ然后按照

一个细胞仅整合一个病毒的原则构建筛选细胞文

库ꎮ 在这个过程中ꎬ需要让慢病毒的滴度足够高ꎬ才
能使其中的 ｓｇＲＮＡ 种类全面而且覆盖度高ꎻ另外ꎬ
还需要慢病毒库中的 ｓｇＲＮＡ 具有一定均一性ꎬ避免

出现有些 ｓｇＲＮＡ 过多而有些 ｓｇＲＮＡ 过少所导致的

筛选偏差ꎮ 目前尚没有基于 ＣＲＩＳＰＲ / ｃａｓ９ 文库筛

选的慢病毒包装条件的报道ꎬ本研究通过在不同质

粒配比ꎬ不同 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ ｒｅａｇｅｎｔ 加入量以及

不同收毒时间检测慢病毒的滴度ꎬ探索了该包装技

术的最优条件ꎮ
本实验选择 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞包装慢病毒ꎬ在转

染质粒 ３６ ｈ 后ꎬ细胞上清已明显变黄ꎬ需及时更换

新鲜培养基来防止细胞脱落ꎮ 故选择在此时收集第

二次病毒上清ꎬ并更换新鲜培养基(含 ２％胎牛血清

的 ＤＭＥＭ)ꎬ这个原因可以解释转染 ４８ ｈ 后的慢病

毒滴度较 ３６ ｈ 明显减少ꎮ 本实验收集慢病毒的最

晚时间选择在 ６０ ｈꎬ原因是 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞在 ６ 孔

板中孵育 ６０ ｈ 过程中经历了 ３ 次收毒过程ꎬ由于反

复吸掉和加入液体ꎬ细胞已经出现不同程度的脱落
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现象ꎬ 不 能 继 续 维 持 产 毒 状 态ꎮ 另 外ꎬ 对

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ ｒｅａｇｅｎｔ 不同加入量包装出的慢

病毒滴度进行比较ꎬ发现在加入 １０ μｇ 时ꎬ慢病毒滴

度最高ꎬ而当加入 １２ μｇ 时慢病毒滴度反而下降ꎬ说
明过高的剂量可能会对细胞的毒性增强ꎬ从而影响

了转染效率ꎮ 为了验证包装出慢病毒库的覆盖度和

均一性ꎬ本研究并没有选择直接用慢病毒作为模板

进行 ＰＣＲꎬ而是先将慢病毒感染待筛选的细胞后ꎬ
提取细胞的基因组 ＤＮＡꎬＰＣＲ 扩增慢病毒整合段ꎬ
然后将 ＰＣＲ 产物进行高通量扩增子测序ꎮ 这样就

能直接反映被筛选的细胞中 ｓｇＲＮＡ 的种类ꎮ
由于将慢病毒感染 Ｈｅｌａ 细胞时ꎬ是通过较低的

ＭＯＩ 值来尽可能保证一个细胞中只被整合一种

ｓｇＲＮＡꎬ但这种方法并不能保证所有细胞中只进入

一种 ｓｇＲＮＡꎬ进而造成后期筛选结果的偏差ꎮ 另外ꎬ
本实验中使用了 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司的转染试剂ꎬ对于其

他厂家的转染试剂未做研究ꎬ下一步将对不同厂家

的转染试剂进行对比ꎬ以获得更为全面的优化条件ꎮ
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