
在微孔板读板机上使用成像和
免疫印迹检测法验证 CRISPER 编辑的细胞
简介
基因组编辑已被广泛应用于基因表达和蛋
白质功能的研究，但这些方法中有许多是
复杂的和不准确的[1]。CRISPR ( 成簇的规
律间隔的短回文重复序列 ) / Cas9 系统由于
其较高的准确性和易操作性，已经成为一
种非常流行的基因编辑工具[2]。它起源于
细菌和古细菌先天免疫系统的一部分，被
用来抵御外来的 DNA[3,4]。已知的外源 DNA 
短 序 列 被 表 达 为  C R I S P R  靶 向  R N A   
(crRNA)，引导 Cas9 酶切割任何含有类似
序列的外源 DNA。通过利用这一系统，研
究人员可以研究基因沉默和转录调控的效
果，并有可能减轻患病细胞的遗传疾病[5]。

一个与 crRNA 相似的向导 RNA (gRNA) 被
设计针对基因的某一段区域，Cas9 酶可以
在宿主细胞基因组的指定区间制造双链断
裂 ( 图 1 )。双链断裂后，细胞会经历两种
修复途径；非同源末端连接 (NHEJ) 途径
和同源定向重组 (HDR) 途径。NHEJ 途径
是通常被用于破坏基因，通过插入或删除 
( 位点 )，而 HDR 途径可以被用于敲除报
告基因或通过在两个相似或相同的序列之
间交换序列而编辑的序列[6]。

基因编辑的确认是必要的，为了确定引入
的变化是否破坏了感兴趣的基因。通常会
用染色体 PCR 和基因的测序来确认是否成
功的删除或插入，然而检测蛋白的表达是
基因敲除更好的检测方式，避免结构内删
除 / 突变[7]。

优势
• GFP 阳性细胞 Vs 未转染细胞精

确判断转染效率

• 使用免疫印迹分析蛋白条带方
式验证 CRISPR 介导基因敲除技
术

• 获得高质量 Western Blot 图像 

这里我们展示了如何利用 SpectraMax i3x 
多功能微孔板读板机和 ScanLater 免疫印迹
检测卡盒鉴定 CRISPR/Cas9 基因编辑。我
们使用 Origene 公司的 ATG5 人源基因敲
除试剂盒通过 CRISPR 试剂盒敲除 HEK293 
细胞中自噬相关的 ATG5 蛋白表达并插入
绿色荧光蛋白 (GFP) 和抗嘌呤霉素基因。
敲除是使用 ScanLater 免疫印迹鉴定。

APPLICATION NOTE

图 1   CRISPER/Cas9 机制。Cas9 酶被首先结合的向导 RNA 激活，然后结合到包含 3-核苷酸 PAM 序
列的匹配的基因上。Cas9 酶随后创建了一个双链断裂，通过 NHEJ 和 HDR 途径修复基因，生成一
个编辑后的基因序列。
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材料
• ATG5 Human CRISPR Knockout kit via 

CRISPR (Origene cat. #KN210563) 
• FUGENE HD Transfection Reagent 

(Promega cat. #E2311) 
• Opti-MEM Reduced Serum Media 

(ThermoFisher cat. #31985062) 
• Rabbit Polyclonal Antibody against 

ATG5 (Origene cat. #TA301481) 
• ATG5 HEK293T cell transient overex-

p r e s s i o n  l y s a t e  ( O r i g e n e  c a t .  
#LC401532) 

• p C a s - G u i d e - E F 1 a - G F P  P l a s m i d  
(Origene cat. #GE100018) 

• HEK293 细胞(ATCC cat. #CRL-1573) 
• SpectraMax® i3x 多功能微孔板读板机 

(Molecular Devices cat. #i3x) 
• ScanLater™ Western Blot 检测系统 

(Molecular Devices cat. #0200-7027) 
• SpectraMax® MiniMax™ 300 细胞成像

系 统  ( M o l e c u l a r  D e v i c e s  c a t .  
#5024062) 

• ScanLater: Eu-Streptavidin Evaluation 
Kit (Molecular Devices cat. #R8200) 

• ScanLater: Anti-Mouse Evaluation Kit 
(Molecular Devices cat. #R8201) 

• Pierce BCA Protein Assay Kit (Ther-
mofisher cat. #23225) 

• Puromycin (InvivoGen cat. #ant-pr) 
• TGX 12% SDS-PAGE Gel (Bio-Rad cat. 

#1620174) 
• TransBlot Turbo Mini-size LF PVDF 

membranes (Bio-Rad cat. #1620174) 
• Trans-Blot® Turbo™ system (Bio-Rad 

cat. #1704150)

图 2   CRISPER/Cas9 实验流程。HEK293 细胞被向导和供体载体转染。使用 1.0 µg/mL 嘌呤霉素
选择富集基因插入的细胞。在被选择的细胞里收集细胞的 DNA 和蛋白，基因组 PCR 和免疫印迹分
别用于鉴别基因的插入和敲除。
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方法
细胞转染
将 HEK293 细胞以每孔 300,000 个细胞的
密度种在 Costar 6 孔组织培养板中。细胞 
(1) 被向导载体 (AAGATGTGCTTCGAGAT-
GTG) 和包含嘌呤霉素抗性和 GFP 的供体
载 体 转 染 。 平 行 的 ， 三 个 孔 的 细 胞 被 
pCas-Guide-EF1a-GFP 载体转染，该载体
瞬时表达 GFP 作为转染控制。6 µL FUGENE 
HD 转染试剂和 2 µg 总 DNA (3:1) 用于转染
细胞。然后将细胞放置在 37℃ 孵育过
夜。表达 GFP 的被转染的细胞可以通过 
MiniMax cytometer 的绿色荧光通道鉴定
和计算。细胞的总数可以通过免染分析被
计算，转染效率可以通过 SoftMax Pro 软
件计算 GFP 阳性的细胞数与总细胞数的比
值。

细胞挑选
转染的细胞被培养在含有 1.0 µg/mL 嘌呤
霉素的培养基当中以挑选插入嘌呤霉素抗
性基因的细胞。然后，裂解细胞，收集基
因组 DNA 和总蛋白。基因组 DNA 被送去 
GENEWIZ 做 PCR 分析鉴定基因插入的正
确性，使用 Pierce BCA 实验在 Spectra-
Max i3x 读板机上定量蛋白浓度，并使用 
SoftMax Pro 软件中的一个预置模板分析
结果。

免疫印迹
在 Laemmli 样品缓冲液中稀释细胞裂解
物，在 100℃ 下煮沸 10 分钟，从 CRISPER 
编辑的细胞和未被编辑的细胞中收集 5 µg 
和 10 µg 的总蛋白。上样品至 4-20% 的预制
凝胶上，做 SDS-PAGE。然后使用 Trans- 
Blot Turbo 的半干法，将蛋白转移至 PVDF 
膜上。
将膜放在 ScanLater 封闭缓冲液中室温孵
育 1 小时。膜上的对照，参比和 ATG5 条带
被剪切成独立片放在各自的一抗 ( 见表 1 ) 
中 4℃ 孵育过夜。用 ScanLater 清洗缓冲
液洗三遍以后，再放入 ScanLater Eu 标记
的二抗溶液中室温孵育 1 小时。对应的抗
体和稀释见表 1。
二抗孵育过后，用 ScanLater 清洗缓冲液
洗 3 遍，干燥，重新拼接后用 ScanLater 
免疫印迹检测系统读板。

图 5   ATG5 蛋白相对表达。图 4 中的免疫印迹图片被导出到 Image J 软件中，分析条带亮度。ATG5 
蛋白条带的亮度标准化到他们各自的上样对照。CRISPER 编辑的细胞中的 ATG5 表达一致低于非编辑
细胞。

图 3   细胞转染图像。HEK293 细胞被 pCas-Guide-EF1a-GFP 载体和 CRISPR/Cas9 平行转染来计算转
染效率。MiniMax cytometer 用于在明场通道 (A) 和绿色荧光通道 (B) 获取细胞的图像。SoftMax Pro 
软件在两通道内鉴定和计算 ( C 和 D )，通过计算 GFP 阳性细胞与总细胞数的比值算出转染效率为 
13%。

图 4   ATG5 免疫印迹实验。ATG5 蛋白在 CRISPER 编辑细胞内的表达表达明显低于非编辑细胞。10 
µg 和 5 µg 样本被上样到 SDS-PAGE 胶上计算过量 / 低量样本。Vinculin 作为对照上样使不同的样本
上样量标准化。免疫印迹图片被导出到 Image J 软件计算条带的亮度。
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数据分析
数据从 SoftMax Pro 软件中导出至 Image J 
软件，通过条带亮度定量 ATG5 蛋白的相
对表达。Vinculin 是一种 117-kDa 的细胞
骨架蛋白，与细胞-细胞和细胞-基质连接
有关。该蛋白作为上样对照使样品上样差
异标准化。

结果
MiniMax cytometer 获取转染和非转染细
胞的高质量的图片，SoftMax Pro 软件可
以定量 GFP 阳性的细胞数量和总的细胞数
量。计算得出 13% 的转染效率 ( 图 3 )。
P C R  分 析 基 因 组  D N A  样 品 表 明 ， 在  
HEK293 细胞基因组的 ATG5 区域进行了
正确大小的插入 ( 数据未显示 )。
在免疫印迹图像中，CRISPER 编辑的细胞
与非编辑的细胞 ( 阴性对照 ) 样品在 ATG5 
区域显示出明显较弱的条带亮度 ( 图 4 )。
使用 Image J 软件计算蛋白条带的亮度，
与非编辑的细胞相比，CRISPER 编辑的细
胞的 ATG5 蛋白表达下调 60% ( 图 5 )。

总结
CRISPER 基因编辑技术需要对整个过程进
行细致的监控以确保实验结果。Spectra-
Max i3x 多功能微孔板读板机为结果的分析
提供了完整的解决方案。从最初的转染到
蛋白敲除的确认。使用 MiniMax cytome-
ter，研究人员可以通过比对未标记的细胞
总数和表达荧光的转染细胞数评估转染效
率。ScanLater 免疫印迹检测系统可以对对
照蛋白和 CRISPER 编辑的细胞进行敏感检
测和定量分析。

一抗 一抗
样品 1:2500 rabbit anti-ATG5 1:10000 Goat Anti-Rabbit

对照 1:10000 rabbit anti-Vinculin 1:10000 Goat Anti-Rabbit

ScanLater 免疫印迹蛋白 Ladder 1:10000 Eu-Streptavidin
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