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摘要 目的 建立稳定敲除 G蛋白偶联受体 108( GPＲ108)
基因的人单核细胞白血病细胞系( THP-1) ，并初步研究其功
能。方法 根据人 GPＲ108 基因序列设计，合成可应用于成
簇有规律的间隔短回文重复序列及其相关蛋白 9 ( CＲISPＲ /
Cas9) 的单链引导 ＲNA( sgＲNA1 和 sgＲNA2) 对应的 DNA，利
用分子克隆技术在 pL-CＲISPＲ． EFS． GFP慢病毒载体中插入
sgＲNA1 和 sgＲNA2 序列，构建重组载体( pL-CＲISPＲ． EFS．
GFP-sgＲNA1 和 pL-CＲISPＲ． EFS． GFP-sgＲNA2 ) 。将测序正
确的重组体与包装质粒( pMD2. G 和 psPAX2 ) 共转染 293T
细胞进行病毒包装，收集病毒液并感染 THP-1 细胞。利用流
式细胞分选技术分离 GFP +细胞于 96 孔培养板中，培养获
得单细胞克隆。利用聚合酶链式反应( PCＲ) 和蛋白免疫印
迹法( Western blot) 检测 THP-1 细胞中 GPＲ108 是否敲除成
功。应用脂多糖( LPS ) 刺激 GPＲ108 － / － 和 GPＲ108 + / + 的

THP-1 细胞，Western blot法检测细胞内白细胞介素-8 ( IL-8)
的表达，流式微球技术( CBA) 检测细胞培养上清液中的 IL-8
浓度。结果 成功构建重组慢病毒载体 pL-CＲISPＲ． EFS．
GFP-sgＲNA，转染 THP-1 细胞后通过流式细胞仪分选获得单
细胞 克 隆 F9。 PCＲ 和 Western blot 法 均 证 实 F9 是
GPＲ108 － / － THP-1 单细胞克隆。LPS 刺激 GPＲ108 － / － 和

GPＲ108 + / + THP-1 细胞，Western blot 和 CBA 的结果均显示
敲除 GPＲ108 的 THP-1 细胞中 IL-8 的合成和分泌明显减少。
结论 成功建立 GPＲ108 缺失的 THP-1 细胞株; 缺失
GPＲ108 的 THP-1 细胞在受到 LPS 刺激时产生的趋化因子
IL-8 显著降低。为后续研究 GPＲ108 在免疫炎症中的作用
奠定了基础。
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G蛋白偶联受体 108( G protein-coupled receptor
108，GPＲ108) 是一种包含有 7 次跨膜的受体。早在
2007 年被发现并获得 cDNA 克隆，序列分析它属于
G蛋白偶联受体超家族［1］。GPＲ108 分布广泛，包
括脊索动物、非脊椎动物、植物和真菌［1］。人的
GPＲ108 基因定位在 19 号染色体上( chr19p13. 3 ) ，
编码的蛋白质含有 543 个氨基酸，主要分布在高尔
基体、囊泡和内质网等亚细胞器膜上，在生理条件下
表达较低。有关 GPＲ108 功能的研究较少，最近的
研究［2］提示 GPＲ108 是高度保守的腺相关病毒感染
细胞所需要的重要介导分子。从 cDNA文库筛选显
示 GPＲ108 可能是潜在的 NF-κB 激活剂，提示
GPＲ108 可能参与炎症反应［3］。前期研究［3］表明
GPＲ108 在 Toll 样受体( Toll-like receptor，TLＲ) 介
导的信号通路中具有负调控作用。为进一步探讨
GPＲ108 在免疫细胞中对炎症反应的影响，拟以人
单核细胞白血病细胞系( THP-1 ) 为细胞模型，运用
成簇有规律的间隔短回文重复序列及其相关蛋白 9
［clustered regularly interspaced short palindromic re-
peats ( CＲISPＲ ) /CＲISPＲ-associated protein 9
( Cas9) ］技术，建立稳定敲除 GPＲ108 的 THP-1 细
胞系，并探讨在 TLＲ4 激动剂脂多糖( lipopolysaccha-
ride，LPS) 作用下，NF-κB 下游趋化因子白介素-8
( interleukin 8，IL-8) 的表达变化。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 细胞株、菌株与载体 THP-1 与 293T 细胞
由实验室保存; Top10 感受态细胞购自北京擎科生
物科技有限公司; pL-CＲISPＲ． EFS． GFP 慢病毒载
体、pMD2. G质粒和 psPAX2 质粒由实验室保存。
1． 1． 2 抗体及主要试剂 2 × Taq Master Mix ( 货
号: P112-02) 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公
司; 质粒提取试剂盒( 货号: DP103-03 ) 购自北京天
根生物科技有限公司; 胎牛血清 ( FBS ) ( 货号:
16000-044) 购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司;
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ＲPMI-1640 培养基( 货号: SH30809. 01B) 及 DMEM
高糖培养基( 货号: SH30022. 01B) 购自美国 Hyclone
公司; LPS( 货号: L4391-1MG) 购自美国 Sigma 公司;
兔抗 IL-8 抗体( 货号: 27095-1-AP) 购自武汉 Protein-
tech公司; 兔抗 GAPDH抗体( 货号: AB010301) 购自
安徽朵能生物科技有限公司; HＲP 标记的羊抗兔二
抗( 货号: 7074S) 购自美国 Cell Signaling Technology
公司; Polybrene( 货号: BL628A) 及 ＲIPA 裂解液( 货
号: BL504A) 购自合肥 Biosharp 公司; I'maFect 转染
试剂( 货号: IMA201101S) 购自北京 IMAGEN 公司;
苯甲基黄酰氟( 货号: P8340 ) 购自北京 Solarbio 公
司; 细胞因子流式微球技术( cytometric bead array，
CBA) 试剂盒( 货号: P010041) 购自杭州赛基生物科
技有限公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 CＲISPＲ /Cas9 重组载体的构建 在 Ensem-
bl网站查询 GPＲ108 基因的外显子序列，并在线设
计两个靶向 GPＲ108 外显子 1 号和外显子 13 号的
单链引导 ＲNA ( single guide ＲNA，sgＲNA) ( 表 1 ) 。
在该序列 5'端添加 CACC 碱基; 在其互补序列 5'端
加入 AAAC碱基，同时在 3'端加入 C 碱基，以保证
该粘性末端可以连接至载体。将设计好的序列送公
司合成。BsmBⅠ酶切 pL-CＲISPＲ． EFS． GFP 慢病毒
载体，将 sgＲNA1 和 sgＲNA2 通过 T4DNA 连接酶分
别连接在慢病毒载体上。得到连接产物后，将其转
化到 Top10 感受态细胞中，均匀涂布在氨苄青霉素
LB平板上，37 ℃培养后挑取单克隆菌落扩增，用质
粒提取试剂盒提取质粒，测序验证。

表 1 sgＲNA及检测引物序列

名称 序列( 5'-3')
sgＲNA1 F: CACCGCTCACCAGACTACGGGGAAC

Ｒ: AAACGTTCCCCGTAGTCTGGTGAGC
sgＲNA2 F: CACCGGGACAGCACCGGTTCCGAA

Ｒ: AAACTTCGGAACCGGTGCTGTCCC
detection primer F: AGCCTGGGGTCATAGGTCAT

Ｒ: AGGGCAGAGAGGCCAGATAA

1． 2． 2 病毒包装和制备 转染前 1 h 将细胞培养
基更换为新鲜 DMEM 培养基。取成功构建的重组
慢病毒质粒( pL-CＲISPＲ． EFS． GFP-sgＲNA1 和 pL-
CＲISPＲ． EFS． GFP-sgＲNA2 ) 分 别 与 包 装 质 粒
( pMD2. G和 psPAX2) 共转染 293T细胞，6 h后更换
新鲜 DMEM完全培养基，24 h后在倒置荧光显微镜
观察转染效率，转染后 48、72 和 96 h 收集含有病毒
的培养上清液，1 000 r /min 离心 5 min，0. 45 μm 滤

器过滤，分装存放于 － 80 ℃备用。
1． 2． 3 THP-1 细胞的感染和单细胞克隆的建立
将状态良好的 THP-1 细胞接种于 6 cm培养皿中，培
养至密度约 3 × 105 /ml 时，取两种病毒液同时加入
培养基中，并添加 polybrene至终浓度为 5 μg /ml，轻
轻混匀培养基，24 h 后更换新鲜培养基，并在倒置
荧光显微镜下观察感染效率。72 h 后收集细胞。
通过流式分选仪( Moflo-XDP) 分选 GFP +细胞并接

种在 96 孔板中培养以获得单细胞克隆。
1． 2． 4 聚合酶链反应( PCＲ) 利用 PCＲ方法在基
因组水平鉴定 THP-1 细胞中敲除的 GPＲ108 基因。
裂解细胞，利用酚氯仿混合液去除蛋白质，提取细胞

基因组 DNA。以基因组 DNA为模板，扩增程序: 95
℃ 预变性 5 min、95 ℃变性 30 s、60 ℃退火 30 s、72
℃延伸 1 min，共 30 个循环，扩增 GPＲ108 基因片
段，引物序列见表 1。将 PCＲ产物进行测序。
1． 2． 5 细胞培养 293T 细胞培养条件为添加有
10% FBS的 DMEM 完全培养基。THP-1 细胞利用
10% FBS 的 ＲPMI-1640 完全培养基在 37 ℃、5%
CO2 培养箱中培养。为了观察 THP-1 细胞表达 IL-8
的水平，培养细胞中分别加入 2. 0、5. 0 μg /ml 的
LPS作用 5 h，再加入 1 μg /ml 的布雷菲德菌素 A
( Brefeldin A，BFA) 继续培养 3 h，以阻断 IL-8 的分
泌。对数生长期的 THP-1 细胞中加入终浓度为 1
μg /ml的 LPS作用 24 h，收集细胞培养的上清液。
1． 2． 6 Western blot 实验 根据参考文献［4］的方
法，提取细胞总蛋白。SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分
离蛋白，湿转法将蛋白转移至 PVDF 膜后，用含 5%
脱脂奶粉的封闭液，室温封闭 2 h，将膜放入相应的
一抗稀释液中 4 ℃过夜。次日将膜放入辣根过氧化
物酶标记的二抗，室温孵育 1 h，显影。
1． 2． 7 CBA 细胞因子检测 收集细胞培养上清
液，按照试剂盒说明书操作检测细胞上清液中 IL-8。
即离心去除残留细胞。将含有对应抗体的捕获微球
缓冲液加入待测样品避光室温孵育 1 h，再加入荧光
检测试剂避光室温孵育 2 h 后，PBS 洗涤并重悬微
球，流式细胞分析仪检测样品。
1． 3 统计学处理 实验数据用 GraphPad Prism 9. 0
软件进行分析，结果采用 �x ± s 表示，采用 t 检验分
析。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 成功构建 pL-CＲISPＲ． EFS． GFP-sgＲNA 重
组质粒 根据 GPＲ108 基因的 DNA 序列，设计的
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sgＲNA1 和 sgＲNA2 靶向外显子 1 和 13 号。将合成
sgＲNA1 和 sgＲNA2 对应的 DNA 进行复性和 BsmB
Ⅰ酶切，并与经 BsmBⅠ酶切后的 pL-CＲISPＲ． EFS．
GFP载体进行连接，形成重组载体( 图 1A) 。转化
Top10 感受态细胞，挑选单克隆菌后进行扩增，提取
质粒 DNA进行测序。测序结果显示，sgＲNA均成功
插入载体( 图 1B) 。
2． 2 pL-CＲISPＲ． EFS． GFP-sgＲNA 敲除效果验
证 在荧光显微镜下初步观察感染慢病毒的 THP-1
中有较多的绿色荧光细胞( 图 2A) 。利用流式细胞
分选仪分选 GFP + 的 THP-1 细胞，其比例达到
32. 5% ( 图 2B) 。将单个阳性细胞接种到 96 孔板
中培养，共获得 7 株单克隆细胞株。
将获得的 7 株单克隆细胞株胞扩大培养并提取

细胞基因组 DNA，利用表 1 中的引物进行 PCＲ 扩
增。根据设计引物位置，以野生型基因组 DNA为模
板进行 PCＲ 扩增后，可以获得的 PCＲ 产物大小为

6 453 bp，而成功敲除后的基因组 DNA 进行扩增获
得的产物为 700 bp左右。如图 3A所示，以 F9 细胞
克隆的基因组 DNA 为模板进行 PCＲ 扩增后，获得
700 bp的特异性 DNA带，提示成功敲除 GPＲ108; 但
是以野生型细胞基因组 DNA为模板进行 PCＲ 扩增
时，没有获得特异性 6 453 bp 的 DNA 带，其原因可
能与运行 PCＲ的延伸时间较短有关。
将获得的 PCＲ扩增产物进行测序，测序结果与

野生型 GPＲ108 基因序列比对，结果证实将 GPＲ108
的 1 ～ 13 号外显子成功敲除( 图 3B、D) 。将 F9 克
隆株提取细胞蛋白，Western blot结果显示蛋白浓度
较低，难以检测 GPＲ108 的表达( 图 3C) 。由此证实
F9 的单细胞克隆是 GPＲ108 基因敲除的 THP-1 细
胞株。
2． 3 GPＲ108 缺失抑制 IL-8 的合成和分泌 West-
ern blot检测 THP-1 细胞内 IL-8 的表达水平，结果
显示，利用2. 0、5. 0 μg /ml的 LPS刺激 THP-1细胞

图 1 重组质粒示意图及质粒测序结果
A: pL-CＲISPＲ． EFS． GFP-sgＲNA重组质粒模式图; B: 重组质粒测序结果

图 2 阳性单克隆株的获得
A: 病毒感染 THP-1 细胞 24 h荧光观察感染效率 × 40; B: 流式分选系统接种阳性细胞
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图 3 敲除 GPＲ108 的单细胞克隆 F9 的鉴定
A: 单个细胞克隆 F9 的基因组 PCＲ鉴定; B: F9 细胞克隆基因组 PCＲ扩增产物的测序结果; C: Western blot检测野生型 THP-1 细胞和 F9 单

细胞克隆 GPＲ108 蛋白表达水平; D: F9 细胞克隆基因组 PCＲ扩增产物的测序结果与野生型 GPＲ108 基因序列比对

5 h 后，GPＲ108 + / + THP-1 细胞中 IL-8 的表达增高
( t = 15. 31，P = 0. 000 1) ，GPＲ108 － / － THP-1 细胞中
IL-8 的表达也有增高( t = 3. 996，P = 0. 016 2 ) ，且
具有浓度依赖性; 但是在 GPＲ108 － / － THP1 细胞中
IL-8 的表达水平较对照组细胞降低( t = 5. 441，P =
0. 005 5; t = 4. 677，P = 0. 009 5; t = 16. 75，P ＜
0. 000 1) ( 图 4A、B) 。CBA方法检测 THP-1 细胞上
清液中分泌的 IL-8 水平，结果显示: 在无 LPS 刺激
时，GPＲ108 － / － THP-1 细胞分泌 IL-8 较 GPＲ108 + / +

THP-1 细胞组降低( t = 30. 13，P ＜ 0. 000 1) ; 在加入
或不加入 LPS 刺激的情况下，GPＲ108 + / + THP-1 细
胞分泌的 IL-8 差异无统计学意义( t = 0. 004 5，P ＞

0. 996 6 ) ; 与不受 LPS 刺激相比，GPＲ108 － / － THP-1
细胞在受到 LPS 刺激时分泌 IL-8 增加( t = 14. 09，
P = 0. 000 1) ，但较 LPS刺激 GPＲ108 + / + THP-1 细胞
分泌的 IL-8 减少( t = 9. 625，P = 0. 000 7) ( 图 4C) 。

3 讨论

G蛋白偶联受体( GPCＲs) 又称为 7 跨膜受体( 7
TMＲs) ，是人类基因组中最庞大的细胞膜表面受体
家族，含有 800 多种蛋白质。其典型结构特征是有
7 个跨膜的 α-螺旋，另外含有 3 个胞内环，3 个胞外
环以及一个胞外氨基末端结构域和一个胞内羧基尾

等部分组成［5］。GPCＲs的主要功能是将细胞外的
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图 4 IL-8 分泌水平检测

A: Western blot检测 GPＲ108 + / +和 GPＲ108 － / － THP-1 细胞在不同浓度 LPS刺激 5 h后细胞内 IL-8 表达水平; B: 以 GAPDH为内参，IL-8 蛋

白相对定量分析; C: LPS刺激 GPＲ108 + / +和 GPＲ108 － / － THP-1 细胞24 h后，CBA法检测细胞培养上清液中 IL-8 表达水平; 与同组0 μg /ml LPS

组比较: ＆P ＜ 0. 05，＆＆＆P ＜ 0. 001; 与 Control组比较: ###P ＜ 0. 001; 与 GPＲ108 + / +组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

各种刺激转化为细胞内信号，调节多种生理活动，如

新陈代谢、细胞分化、细胞生长、感官与感知等［6 － 7］。
GPＲ108 是 GPCＲs 家族成员，具有与 GPCＲs 相似的
结构特征，因尚未发现其配体，属于 GPCＲs 中的孤
儿受体。在 cDNA文库筛选中发现 GPＲ108 可能作
为 NF-κB的激活剂，主要在 NF-κB激酶亚基 β抑制
剂和 NF-κB激酶调节亚基 γ 抑制剂上游起正向调
控作用［8］。前期研究［3］表明 GPＲ108 缺失小鼠的原
代胚胎成纤维细胞( MEF) 中包括 TLＲ4 在内的多种
TLＲs表达增加; GPＲ108 通过调节 MyD88 泛素化水
平，抑制 LPS刺激时 TLＲ4 启动的炎症反应，从而调
节下游的 NF-κB 信号通路和细胞因子的分泌。因
此，GPＲ108 缺失会增强细胞内 LPS 诱导的免疫反
应，但在不同类型的细胞中细胞因子的分泌也表现

出一定的差异。因此，GPＲ108 在不同类型的细胞
中的调控复杂性。

THP-1 细胞系是一种永生化的人急性髓系白血
病细胞系，具有巨噬细胞的部分特性，经常用于做人

单核细胞来源的巨噬细胞的细胞系模型［9］。研
究［10］证实 LPS刺激 THP-1 可以增加肿瘤坏死因子
的表达，这是依赖于激活 TLＲ4 /NF-κB 信号通路。
为了探讨 GPＲ108 在巨噬细胞中的功能，该研究利
用 CＲISPＲ /Cas9 基因编辑技术构建 GPＲ108 缺失的
THP-1 细胞株。通过 PCＲ 检测单细胞克隆的基因
组 DNA，并利用 Western blot 方法检测细胞总蛋白
的 GPＲ108，结果均证实获得的 F9 细胞克隆是
GPＲ108 缺失的 THP-1 细胞，成功敲除了 GPＲ108。
为了探讨 GPＲ108 缺失的 THP-1 细胞对于 LPS

刺激的反应性，利用 LPS 刺激 GPＲ108 － / －的 THP-1
细胞，通过提取细胞的总蛋白，对比 GPＲ108 + / +的

THP-1 细胞，Western blot 分析显示 GPＲ108 缺失导
致 IL-8 表达显著降低，且 CBA检测细胞上清液分泌

的 IL-8 也明显减低。特别是在没有 LPS 刺激的情
况下，GPＲ108 － / － THP-1 细胞分泌的 IL-8 也明显低
于 GPＲ108 + / + THP-1 细胞; 而 LPS 刺激 GPＲ108 + / +

THP-1 细胞，分泌型 IL-8 没有明显的变化。其原因
是 LPS刺激 THP-1 细胞能促进 IL-8 的表达，但对于
IL-8 的成熟和分泌可能没有明显的作用。在
GPＲ108 缺失的情况下，IL-8 的合成和分泌均较对照
组细胞显著降低，这可能与 NF-κB 信号通路处于静
息状态有关，其机制有待后续进一步研究。GPＲ108
缺失的 THP-1 细胞在 LPS 刺激后，IL-8 的合成和分
泌有所增加，但仍然低于正常对照组，说明 GPＲ108
的缺失，导致 THP-1 细胞对 LPS 的反应性降低。而
GPＲ108 － / － THP-1 细胞中 IL-8 的表达与 LPS具有浓
度依赖性; GPＲ108 缺失的 THP-1 细胞，LPS 刺激伴
随 IL-8 分泌显著增加，这可能与 LPS 刺激后刺激
IL-8 的表达有关。
综上所述，利用 CＲISPＲ /Cas9 基因编辑技术在

THP-1 细胞中成功实现了 GPＲ108 基因的敲除，建
立了稳定敲除的细胞株。该细胞株在对 LPS 刺激
反应中，显示 GPＲ108 的缺失抑制了 THP-1 合成和
分泌趋化因子 IL-8，其机制可能与 TLＲ4 /NF-κB 信
号通路活化状态有关。这些研究结果，为后续深入
探讨 GPＲ108 在巨噬细胞参与的炎症反应中的作用
及其机制奠定了基础。
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Construction of THP-1 cell line with GPＲ108 gene deletion by
CＲISPＲ /Cas9 system and exploration of its function

Wang Wenwen1，Tu Zhenzhen1，Zang Dandan2，Wang Jing1，Zhang Yintao1，Zhou Haisheng1，2，3

( 1Dept of Biochemistry and Molecular Biology，2Center for Scientific Ｒesearch，
3 Institute of Dermatology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To establish a Tohoku hospital pediatrics-1 ( THP-1) cell line with G protein-coupled recep-
tor108 ( GPＲ108) deletion and explore its functions． Methods According to the requirements of the clustered reg-
ularly interspaced short palindromic repeats ( CＲISPＲ ) /CＲISPＲ-associated protein 9 ( Cas9 ) system，two single
guide ＲNAs ( sgＲNA1 and sgＲNA2) paring to the flanking fragments of human GPＲ108 gene were designed and
synthesized． The two oligonucleotides were inserted in the pL-CＲISPＲ． EFS． GFP vector to generate the new recom-
binant vectors ( pL-CＲISPＲ． EFS． GFP-sgＲNA1 and pL-CＲISPＲ． EFS． GFP-sgＲNA2 ) ． The recombinant vectors
and packaging plasmids ( pMD2. G and psPAX2) ，were co-transfected into 293T cells to generate virus for infecting
THP-1 cells． The GFP + cells were screened and isolated in 96-well culture plates by flow cytometry to obtain sin-
gle-cell clones． PCＲ and Western blot were used to detect whether GPＲ108 was successfully knocked out in THP-
1 cells． Both GPＲ108 + / + and GPＲ108 － / － THP-1 cells were treated with lipopolysaccharide ( LPS) ． Interleukin 8
( IL-8) derived from the THP-1 cells，which were treated by LPS，was detected with Western blot and cytometric
bead array ( CBA) analysis． Ｒesults The recombinant lentiviral vector pL-CＲISPＲ． EFS． GFP-sgＲNA was suc-
cessfully constructed and single-cell clone F9 was obtained by flow cytometric sorting after transfection of THP-1
cells． PCＲ and Western blot both confirmed that F9 was a GPＲ108 － / － THP-1 single-cell clone． LPS stimulated
GPＲ108 － / － and GPＲ108 + / + THP-1 cells，both Western blot and CBA results showed a significant decrease in IL-
8 synthesis and secretion in GPＲ108 － / － THP-1 cells． Conclusion The GPＲ108 － / － THP-1 cell clone is success-
fully obtained based on the CＲISPＲ /Cas9 system． GPＲ108 deletion in THP-1 cells treated by LPS leads to a de-
crease of IL-8 expression and secretion． It lays the foundation for further research on the molecular mechanisms of
GPＲ108 in the immune inflammatory response．
Key words GPＲ108; THP-1; CＲISPＲ /Cas9; IL-8
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