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揖摘要铱 摇 目的: 探讨利用 CRISPRi 下调 MDR1 基因表达增强肺腺癌 A549 / DDP 细胞对顺铂敏感性的作用。 方

法: 利用生物信息学技术预测 MDR1 基因启动子上潜在的 CRISPRi 干扰位点,设计干扰片段并构建重组载体,采
用 qRT鄄PCR、Western blot 方法检测各组细胞中 MDR1 基因 mRNA 以及蛋白表达水平,筛选干扰效率高的重组载体

进行后续实验。 将人肺癌 A549 / DDP 细胞分为 3 组,分别为 A549 / DDP、Scrambed、sgRNA鄄MDR1鄄1,每组设置 3 个复

孔。 将各载体转染细胞 48 h 后,流式细胞术检测各组细胞外排情况,MTT 法检测各组细胞的 IC50值,激光共聚焦显

微镜下观察各组细胞经顺铂处理后的细胞形态。 结果: 经测序比对,成功构建两种干扰 MDR1 基因转录的 CRISP鄄
Ri 重组载体。 转染 A549 / DDP 细胞后,各转染组细胞 MDR1 基因 mRNA 以及蛋白水平均显著降低(P< 0. 01),其
中 sgRNA鄄MDR1鄄1 的干扰效率最高,mRNA 和蛋白水平干扰效率分别达 60% 和 51% 。 与 Scrambed 组相比,转染

sgRNA鄄MDR1鄄1 组细胞的细胞外排能力降低(P<0. 01),细胞对顺铂的 IC50值显著降低(P<0. 01),细胞内染色质聚

集边缘化。 结论: 利用 CRISPRi 技术干扰 MDR1 基因表达能增强肺腺癌 A549 / DDP 细胞对顺铂的敏感性。
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揖ABSTRACT铱 Objective: To investigate the effects of down鄄regulating MDR1 gene expression by CRISPRi on enhancing the sensitiv鄄
ity of lung adenocarcinoma A549 / DDP cells to cisplatin. Methods: The potential CRISPRi interference sites on the MDR1 gene pro鄄
moter were predicted by bioinformatics software, and the interference fragments were designed and constructed. The mRNA and protein
expression levels of MDR1 gene in each group of cells were detected by qRT鄄PCR and Western blot methods, and the recombinant vec鄄
tors with high interference efficiency were screened. Human lung cancer A549 / DDP cells were divided into three groups: A549 / DDP,
Scrambed and sgRNA鄄MDR1鄄1, with three multiple holes in each group. After each vector was transfected into the cells for 48 h, the
efflux of cells in each group was detected by flow cytometry, the IC50 value of cells in each group was detected by MTT method, and the
cell morphology of cells treated with cisplatin was observed under laser confocal microscope. Results: After sequencing and compari鄄
son, two kinds of CRISPRi recombinant vectors interfering with MDR1 gene transcription were constructed successfully. After transfec鄄
tion of A549 / DDP cells, the mRNA and protein levels of MDR1 gene in all transfection groups were decreased significantly (P<
0. 01). Among them, the interference efficiency of sgRNA鄄MDR1鄄1 was the highest, and the interference efficiency of mRNA and pro鄄
tein was 60% and 51% , respectively. After transfection of sgRNA鄄MDR1鄄1 vector, compared with the control group, the efflux ability
of cells was decreased (P<0. 01), the IC50 value of cells to cisplatin was decreased significantly (P<0. 01), and the intracellular
chromatin gathered and marginalized, and apoptotic bodies appeared. Conclusion: CRISPRi interference with MDR1 gene in drug鄄re鄄
sistant A549 / DDP cells can significantly enhance the sensitivity to cisplatin.
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摇 摇 肺腺癌作为肺癌常见亚型之一,具有预后差,发 病率高等特点[1]。 化疗作为中晚期癌症患者的主

要治疗手段之一,治疗效果仍不理想[2]。 肺癌细胞

在长期的化疗作用下会产生多药耐药(multi鄄drug
resistance,MDR),即肿瘤细胞对不同的化疗药物产

生交叉抗药性。 因而 MDR 是肿瘤化疗成功的重要

障碍[3]。 多药耐药基因(MDR 1),又称 ABCB 1,其
过表达是获得性耐药的主要原因之一[4]。 研究表

明,MDR1 在许多肿瘤耐药细胞中表达过高[5],因此
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降低 MDR1 的表达,对于逆转肿瘤细胞对抗癌药物

的耐药性具有重要的作用。
CRISPRi 技术具有较强的靶向性以及针对性,

能够在不编辑 DNA 的情况下抑制靶基因的转录活

性,为肿瘤疾病的治疗提供新的靶点[6]。 如通过

CRISPRi 技术下调吟NP63 基因的表达可抑制肺鳞

癌细胞的生长[7];下调 lncGRS鄄1 基因表达能提高胶

质瘤细胞 对 放 射 性 治 疗 的 敏 感 性[8]。 但 利 用

CRISPRi 技术在非小细胞肺癌中抑制 MDR1 表达进

而逆转耐药性的研究尚未见报道。
本实验采用 CRISPRi 技术,下调 MDR1 基因,

检测人肺腺癌 A549 / DDP 细胞中的细胞对顺铂的敏

感性,为逆转肺癌细胞多药耐药提供理论依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 主要仪器与材料

人肺癌顺铂耐药株 A549 / DDP 细胞购自北京肿

瘤生物中心;质粒 pSPgRNA 购自 Genscript 公司;
RPMI鄄1640 培养基干粉购自美国 Gibco 公司;胎牛

血清购自以色列 BI 公司;E. coli DH5琢、质粒小量快

速提取试剂盒、qRT鄄PCR 试剂盒、OPTI、PEI、全蛋白

提取试剂盒均购自上海生工有限公司;顺铂购自南

通飞宇生物科技有限公司;Rho鄄123 购自于北京索

莱宝科技有限公司;MDR1(bs鄄0563R)、GAPDH(bs鄄
41373R)一抗购自北京博奥森生物技术有限公司;
二抗购自美国 LI鄄COR 有限公司;TCSSP8 激光共聚

焦显微镜(德国 Leica); 荧光定量 PCR 仪(德国 ep鄄
pendorf 公司);odyssey 双色红外激光扫描成像系统

(美国 LI鄄COR 有限公司)。
1. 2摇 MDR1 干扰表达载体的构建与鉴定

根据靶位点预测软件 ( http: / / zifit. partners.
org)对 MDR1 基因启动子区(鄄1010—鄄33) 进行预

测,在 NCBI 的 BLAST 界面上通过 Align 将靶位点

与启动子序列进行比对获得这些靶位点在启动子上

对应的位置,从中选出所含转录因子较多的靶位点,
最终 MDR1 基因选取 2 个靶位点。 根据 MDR1 基因

启动子序列设计干扰序列,靶位点的 5 '加上 Bbs I
酶切位点,序列送上海生工生物工程有限公司合成。
干扰 靶 序 列 如 下: MDR1鄄sgRNA1鄄F: CACCGTTG鄄
GCACCGTGGGACCAGA,MDR1鄄sgRNA1鄄R:AAACT鄄
TGGCACCGTGGGACCAGAC; MDR1鄄sgRNA2鄄F:
CACCGTAGCTCCTCCTCTGGTACT, MDR1鄄sgRNA2鄄
R:AAACAGTACCAGAGGAGGAGCTAC。 将合成的

sgRNA 寡核苷酸单链退火,与酶切后的 pSgRNA 载

体连接,并转化至 DH5琢 感受态细胞中,挑单克隆菌

落送 至 公 司 进 行 测 序 验 证, 空 载 体 组 命 名 为

Scrambed。
1. 3摇 细胞培养与转染

将人肺癌耐药细胞 A549 / DDP 用 RPMI鄄1640 培

养基培养(含 10%胎牛血清、100 U / ml 青霉素、 0. 1
mg / ml 链霉素),在 37益,5% CO2 以及饱和湿度的

环境中培养,待细胞密度长至 80% ~ 90% ,传代培

养。
转染前 1 d 将 5伊104 ~ 5伊105个细胞均匀接种到

6 孔板中,使细胞密度在转染时达到 70% ~ 80% 。
分别准备 EP 管 1 颐 100 滋l OPTI+8 滋l PEI;EP 管 2
颐 100 滋l OPTI+4 滋g 质粒各自孵育 5 min 后,将 EP
管 1 与 EP 管 2 混合共同孵育 15 min,多位置均匀加

入到无血清细胞培养基中,转染 6 h 后换为完全培

养基进行培养,用于后续实验。
1. 4 摇 实时荧光定量 PCR 法检测细胞中 MDR1
mRNA 表达

利用 Trizol 法提取细胞中的总 RNA,并反转录

为 cDNA,以 cDNA 为模板, 茁鄄actin 为内参,使用

SYBR Green I Master Mix 进行 qRT鄄PCR 检测各转染

组细胞中 MDR1 基因 mRNA 的表达情况。 反应条

件为:扩增体系:10 滋l SYBR Green I Master Mix,
1. 0 滋l cDNA 模板,0. 4 滋l 上游 /下游引物,0. 4 滋l
Rox,7. 8 滋l ddH2O。 扩增条件为:95益 2 min,95益
15 s,60益 40 s,共 40 个循环。 MDR1鄄F:ATATCAG鄄
CAGCCCACATCAT, MDR1鄄R: GAAGCACTGGGAT鄄
GTCCGGT。 茁鄄actin鄄F: TGACGTGGACATCCG鄄
CAAAG, 茁鄄actin鄄R: CTGGAAGGTGGACAGCGAGG。
每孔设置 3 次重复,并利用 2 鄄吟吟 Ct公式计算 MDR1
基因的相对表达。
1. 5摇 Western blot 检测细胞中 MDR1 蛋白表达

利用蛋白裂解液提取各组细胞中的总蛋白,进
行 SDS鄄PAGE 凝胶电泳,并利用湿转法将蛋白电转

印到 PVDF 膜上。 5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h,将稀

释好的 MDR1、GAPDH(1 颐 500)一抗 4益孵育过夜,
PBST 洗 3 次(每次 15 min),室温避光孵育二抗 1 h,
PBST 洗 3 次(每次 15 min),利用 Odyssey IR 扫描蛋

白条带,并使用 Image J 软件检测各条带的灰度值,
目的蛋白条带灰度值与内参蛋白条带灰度值之比为

蛋白表达水平。
1. 6摇 流式细胞术 Rho鄄123 药物外排检测

将孔板中培养基移除,并用 PBS 清洗细胞。 用

胰酶将细胞消化收至 1. 5 EP 管中,1 200 r / min 离心

5 min,并将 Rho鄄123 用 PBS 按 1 颐 500 比例稀释。
每管加 500 滋l 的 Rho鄄123 工作液,避光孵育 30 min;
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离心后,PBS 洗涤两次,流式细胞仪上机检测。
1. 7摇 MTT 法检测药物敏感性

将对数生长期的 A549 / DDP 细胞按照 5 伊105

cells / well 的密度接种至 96 孔板中, 分别转 染

Scrambed 和 sgRNA鄄MDR1鄄1 重组载体作用 48 h,经
不同浓度的 0、20、40、60、80 和 100 滋mol / L 顺铂处

理各组细胞 24 h、48 h、72 h,每组设置 3 个复孔,每
孔加入 20 滋l 5 mg / ml MTT,37益继续孵育 4 h,吸去

培养基,每孔加入 180 滋l DMSO,490 nm 处测定光吸

收值,计算细胞存活率。
细胞的存活率=(实验组的平均活细胞数 /对照

组的平均活细胞数)伊100% 。
以顺铂不同质量浓度的负对数作为横坐标,抑

制率为纵坐标,作线性回归方程,计算半数抑制质量

浓度,即 IC50值。
1. 8摇 激光共聚焦显微镜下观察细胞形态

将细胞接种至含有盖玻片的 6 孔板中,并设置

A549 / DDP、Scrambed、sgRNA鄄MDR1鄄1 3 个实验组,
药物处理 48 h 后,用提前预冷的 PBS 洗涤细胞,用
甲醇固定后,每孔加入 200 滋l 吖啶橙,37益孵育 10
min 后,激光共聚焦显微镜下观察细胞形态并拍照。
1. 9摇 统计学处理

实验数据以均数依标准差(軃x依 s)来表示,利用

SPSS 22. 0 进行分析,组间比较采用 Student爷 s t test
检验,利用 Graphpad Prism5. 0 软件进行作图。

2摇 结果

2. 1摇 靶向 MDR1 基因 CRISPRi 干扰载体的构建

针对 MDR1 启动子序列,构建两个 CRISPRi 干
扰载体,经测序验证未出现碱基突变现象(图 1),表
明载体构建成功, 分别命名为 sgRNA鄄MDR1鄄1、
sgRNA鄄MDR1鄄2。

Fig. 1摇 DNA sequencing map in sgRNA# plasmid transfection
group

2. 2摇 sgRNA鄄MDR1 对 MDR1 基因 mRNA 表达的

影响

重组载体转染细胞后,qRT鄄PCR 法检测 MDR1
基因表达,结果表明,与 Scrambed 组相比,转染

MDR1 干扰载体后,MDR1 基因的 mRNA 表达水平

均显著降低,并且 sgRNA鄄MDR1鄄1 重组质粒的沉默

效果最显著(P<0. 01,表 1),干扰效率达 60% (P<
0. 01)。
2. 3 摇 sgRNA鄄MDR1 对 MDR1 基因蛋白表达的影

响

重组载体转染细胞后, Western blot 法检测

MDR1 基因表达,结果表明,与 Scrambed 组相比,转
染 MDR1 干扰载体后,MDR1 基因的蛋白表达水平

均显著降低,并且 sgRNA鄄MDR1鄄1 重组质粒的沉默

效果最显著(P<0. 01,图 2),干扰效率达 51 % (P<
0. 01)。 因此后续实验选用 sgRNA鄄MDR1鄄1。

Fig. 2 摇 The protein expressions of MDR1 gene in cells after
transfected with sgRNA鄄MDR1

Tab. 1摇 The expressions of MDR1 gene in cells after transfect鄄
ed with sgRNA鄄MDR1 (軃x依s, n=3)

Cell lines MDR1 mRNA levels MDR1 protein levels
A549 / DDP 1. 02依0. 01 1. 03依0. 05
Scrambed 0. 98依0. 02 0. 97依0. 02
sgRNA鄄MDR1鄄1 0. 40依0. 03** 0. 49依0. 04**

sgRNA鄄MDR1鄄2 0. 55依0. 02* 0. 65依0. 03**

摇 摇 *P<0. 05; **P<0. 01 vs scrambled cell

2. 4摇 sgRNA鄄MDR1鄄1 载体对 A549 / DDP 细胞药物

外排能力的影响

利用流式细胞术检测转染 sgRNA鄄MDR1鄄1 载体

后细胞内 Rho鄄123 潴留量,结果如图 3 所示,转染

Scrambed 后,细胞内潴留量及荧光强度无明显变

化。 转染 sgRNA鄄MDR1鄄1 后,A549 / DDP 细胞内潴

留量显著升高,相对荧光强度升高 1. 30 倍 ( P <
0. 01),即外排能力降低。

Fig. 3摇 The effects of sgRNA鄄MDR1鄄1 on fluorescent intensity
of Rho鄄123 in A549 / DDP cells
A: A549 / DDP; B: Scrambled; C: sgRNA鄄MDR1鄄1
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2. 5摇 sgRNA鄄MDR1鄄1 载体对各组细胞对顺铂敏感

性的变化

利用 MTT 法检测各组细胞对于顺铂的敏感性。
分别使用不同浓度顺铂(0 滋mol / L、20 滋mol / L、40
滋mol / L、60 滋mol / L、80 滋mol / L、100 滋mol / L)处理各

实验组细胞 24 h、48 h、72 h,并绘制增殖抑制曲线。
由图 4 可知,顺铂可显著抑制人肺癌细胞的生长,且
呈剂量依赖性。 由表 4 可知,在相同转染时间下,与
Scrambed 组相比转染 sgRNA鄄MDR1鄄1 后的细胞 IC50

值显著降低(P<0. 01),Scrambed 组与 A549 / DDP 组

无显著差异。 因此选择 40 滋mol / L 顺铂作用细胞

48 h 进行后续实验。

Fig. 4摇 Effects of cisplatin at different concentrations on the in鄄
hibition of each group cells (n=3)

Tab. 2摇 IC50 values of cells treated with cisplatin in different
experimental groups (滋mol / L, 軃x依s, n=3)

Cell lines 摇 摇 24 h 摇 摇 48 h 72 h
A549 / DDP 91. 69依1. 56 75. 29依1. 72 59. 47依3. 54
Scrambed 85. 31依2. 31 70. 99依2. 34 54. 45依2. 15
sgRNA鄄MDR1鄄1 49. 07依1. 98** 38. 95依2. 24** 29. 11依1. 23**

摇 摇 **P<0. 01 vs scrambled cell

2. 6摇 sgRNA鄄MDR1鄄1 载体对 A549 / DDP 细胞形态

的影响

在激光共聚焦显微镜下观察转染干扰载体后的

细胞形态,结果如图 5 所示,Scrambed 组细胞经 40
滋mol / L 顺铂处理,细胞结构清晰,包膜完整;而转染

sgRNA鄄MDR1鄄1 组经 40 滋mol / L 顺铂处理 48 h,细
胞出现明显的凋亡特征:部分细胞核裂解,染色质聚

集边缘化。

Fig. 5摇 Cell morphology of each group cells under a laser con鄄
focalmicrodcope (acridine orange 伊 200, Bar=10 滋m)
A: A549 / DDP; B: Scrambled; C: sgRNA鄄MDR1鄄1

3摇 讨论

肺癌是最常见的恶性肿瘤之一[9]。 化疗是治

疗晚期肺癌患者的重要手段之一,但长期使用化疗

会对部分患者产生继发性多药耐药(multidrug re鄄

sistance, MDR),使治疗效果逐渐降低。 美国癌症

协会统计,每年死于癌症的患者中,其中有 33% 与

多药耐药的发生有关[10]。 多药耐药形成机制复杂,
其中 MDR1 基因过表达是多药耐药形成的主要原

因之一。 因此,沉默 MDR1 基因表达已成为降低肿

瘤细胞多药耐药的重要靶点之一。 如抑制 MDR1
基因的表达后,会增强抗癌药物紫杉醇对非小细胞

肺癌细胞的治疗效果[11],Bmi鄄1 通过下调 MDR1 的

表达,从而使 A549 / DDP 细胞凋亡[12],通过调节

AKT / NF鄄资B / MDR 1 通路,从而逆转肠癌细胞耐药,
为治疗大肠癌多药耐药提供潜在治疗靶点[13],因此

本实验通过下调 MDR1 基因,分析细胞对顺铂的敏

感性,为逆转肺癌细胞多药耐药提供理论依据。
CRISPR 相关蛋白 Cas9 是一种 RNA 引导的

DNA 内切酶,它利用 RNA鄄DNA 互补性来识别序列

特异性双链 DNA ( dsDNA) 切割的靶位点[14]。
CRISPRi 系统由 CRISPR / Cas9 技术改进而来, 相较

于 RNAi 技术,CRISPRi 技术能抑制指定基因的转录

起始,其拥有比 RNAi 更高的干扰效率和更低的脱

靶风险,通过 RNA鄄seq 实验表明 CRISPRi 在真核细

胞中介导的转录抑制具有高度特异性,通过抑制基

因的转录实现基因表达调控[15]。 如通过 CRISPRi
技术沉默 MTA1 基因的表达,会影响结肠癌细胞

HCT116 的侵袭以及迁移力[16],因此本实验针对

MDR1 基因启动子区,设计 2 个 CRISPRi 干扰片段,
构建重组载体后,将 sgRNA鄄MDR1鄄1、sgRNA鄄MDR1鄄
2 重组质粒转染至 A549 / DDP 耐药株细胞中,利用

qRT鄄PCR 以及 Western blot 技术检测 MDR1 基因表

达,筛选最佳干扰载体,结果表明转染后,MDR1 基

因的 mRNA 以及蛋白的表达水平均显著下降,并且

sgRNA鄄MDR1鄄1 载体干扰水平最高。
众所周知,MDR1 基因编码的 P鄄gp 蛋白分布于

细胞表面,能主动泵出细胞内的细胞毒药物。 本研

究用细胞毒药物的结构类似物 Rho鄄123 作为底物与

肺癌细胞作用,流式细胞术检测细胞内 Rho鄄123 荧

光强度。 结果表明转染 sgRNA鄄MDR1鄄1 载体后,
A549 / DDP 细胞 Rho鄄123 潴留量明显增加 ( P <
0. 01),外排能力减弱。

铂类、生物碱类抗癌药物是治疗癌症的常用药

物,人癌细胞对药物敏感性的体外检测是临床肿瘤

治疗的基础,具有十分重要的意义。 如化疗药物多

柔比星作用于人骨肉瘤 U2OS 细胞后,可显著升高

细胞增殖抑制率[17]。 利用迷迭香酸激活 MAPK 通

路会逆转非小细胞肺癌对顺铂的耐药性,从而诱导

细胞凋亡[18]。 苦参素与长春新碱联合处理后,可显
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著降低人结肠癌 HCT鄄8 / VCR 细胞的耐药性[19]。 利

用 MTT 法检测细胞 IC50值、在激光共聚焦显微镜下

观察细胞形态是反应肿瘤细胞是否对药物敏感的重

要手段。 本实验在干扰 MDR1 基因表达的基础上,
加入不同浓度的顺铂作用 24 h、48 h、72 h 后采用

MTT 法测定各组细胞的 IC50值,激光共聚焦显微镜

下观察细胞形态,结果显示转染 sgRNA鄄MDR1鄄1 后

的细胞 IC50值显著降低(P<0. 01),细胞产生凋亡小

体。 由此可见干扰 MDR1 基因表达后,A549 / DDP
细胞对顺铂药物敏感性增强。

综上所述, 本实验通过 CRISPRi 技术沉默

MDR1 基因的表达,提高 A549 / DDP 耐药株细胞对

顺铂的敏感性。
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