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利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术构建 ＦＡＭ５０Ａ基因敲除的
ＢｅｔａＴＣ６细胞系及 ＦＡＭ５０Ａ的多克隆抗体制备
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摘要　目的　利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术构建５０序列相似的家庭成员Ａ（ＦＡＭ５０Ａ）基因敲除的小鼠胰岛素瘤胰岛β细
胞系ＢｅｔａＴＣ６，并制备特异性识别ＦＡＭ５０Ａ的多克隆抗体。方法　设计２条靶向ＦＡＭ５０Ａ基因的向导ＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ），然后构
建表达亮蓝荧光蛋白（ＢＦＰ）的重组质粒用于基因敲除。将构建成功的重组质粒转染入ＢｅｔａＴＣ６细胞，并筛选出ＢＦＰ阳性单
细胞进行克隆扩增。对扩增后的单克隆细胞采用 Ｓａｎｇｅｒ测序进行基因型鉴定，并使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＦＡＭ５０Ａ蛋白的表
达。将纯化的人源ＦＡＭ５０Ａ重组蛋白免疫新西兰兔以制备多克隆抗体，并利用已构建的基因敲除细胞系验证其特异性。结
果　成功筛选并鉴定出１株ＦＡＭ５０Ａ基因敲除的单克隆细胞系，Ｓａｎｇｅｒ测序证实其靶向位点存在碱基缺失。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果显示，该细胞系中无ＦＡＭ５０Ａ蛋白表达。所制备的多克隆抗体能够识别野生型ＢｅｔａＴＣ６细胞中的鼠源ＦＡＭ５０Ａ蛋白及
ｈＴＥＲＴＲＰＥ１细胞中过表达的人源 ＦＡＭ５０ＡＧＦＰ融合蛋白，但在 ＦＡＭ５０Ａ敲除细胞中未检测到信号。结论　成功建立了
ＦＡＭ５０Ａ基因敲除的ＢｅｔａＴＣ６细胞模型，且成功制备了ＦＡＭ５０Ａ的多克隆抗体。这些成果为后续研究提供了有力工具。
关键词　ＦＡＭ５０Ａ；抗体制备；基因敲除；纤毛；胰腺；糖尿病
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　　糖尿病是一种严重的公共卫生问题，胰腺 β细
胞的功能障碍是其核心病因之一［１］。β细胞负责维
持血糖稳态，而其表面的初级纤毛在这一过程中起

着关键作用［２－４］。缺少β细胞初级纤毛的小鼠会出
现循环激素失衡、葡萄糖稳态受损及糖尿病症状，表

明初级纤毛在糖尿病的病理机制中扮演重要角

色［５－７］。研究与胰腺β细胞纤毛相关的转录调控因
子，对于揭示糖尿病的发病机制，为临床治疗提供理
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论依据具有重要意义。

　　５０序列相似的家庭成员Ａ（ｆａｍｉｌｙｗｉｔｈｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ５０ｍｅｍｂｅｒＡ，ＦＡＭ５０Ａ），又称Ｘ染色体相
关蛋白５，其编码基因位于Ｘ染色体上，是一类古老
保守的纤毛基因转录调控因子［８－９］。它不仅在单细

胞生物衣藻中调控纤毛基因表达，也在小鼠精子发

生中作为转录因子调控纤毛相关基因［１０－１１］。然而，

ＦＡＭ５０Ａ在胰腺β细胞纤毛功能及血糖调节中的具
体作用尚不明确。该研究利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术
构建了ＦＡＭ５０Ａ基因敲除的小鼠胰岛素瘤β细胞系
ＢｅｔａＴＣ６，旨在探索ＦＡＭ５０Ａ对β细胞纤毛功能的
影响，并制备 ＦＡＭ５０Ａ多克隆抗体，为深入研究其
分子机制和开发糖尿病治疗新策略提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞及载体　感受态细胞 ＤＨ５α（货号：
ＴＳＣＣ０１）购自北京擎科生物科技股份有限公司；感
受态细胞 ＢＬ２１（ＤＥ３）（货号：ＣＤ７０１０２）购自北京
全式金生物技术有限公司；质粒 ｐＧＥＸ６Ｐ１（货号：
Ｐ０３００）购自北京索莱宝科技有限公司；质粒 ｐＵ６
ｓｇＲＯＳＡ１＿ＣＢｈＣａｓ９Ｔ２ＡＢＦＰ（货号：＃６４２１６）购自
美 国 Ａｄｄｇｅｎｅ公 司；ＢｅｔａＴＣ６ 细 胞 （货 号：

ＳＴＣＣ２００４０Ｐ）购自武汉赛维尔生物科技有限公司；
ｈＴＥＲＴＲＰＥ１细胞 （货号：ＣＲＬ４０００）购自美国
ＡＴＣＣ公司。
１．１．２　实验动物　所有动物实验均经江汉大学伦
理委员会批准（编号：ＪＨＤＸＬＬ２０２４１２６）。实验动物
均饲养在江汉大学动物实验中心。新西兰兔４只，
雄性，体质量１．５～３．０ｋｇ，自由饮水、进食，室温（２２
±２）℃饲养，购自湖北逸挚诚生物科技有限公司，
动物许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０２１００２０。
１．１．３　主要试剂　氨苄青霉素（货号：Ａ４３０２５８）、
胶回收试剂盒（货号：Ｂ５１８１３１）、质粒小提试剂盒
（货号：Ｂ５１８１９１）、苯甲磺酰氟（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ
ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ；货号：Ａ６１０４２５）、琼脂粉（货号：
Ａ５０５２５５）购自上海生工生物有限公司；ＥｃｏＲⅠ（货
号：１０４０Ｓ）和ＢａｍＨⅠ（货号：１０１０Ｓ）限制性内切酶
购自北京Ｔａｋａｒａ生物技术有限公司；反转录试剂盒
（货号：Ｒ２１１）、点突变试剂盒（货号：Ｃ２１４０１）、同源
重组试剂盒（货号：Ｃ１１２）、溶菌酶（货号：ＤＥ１０３
０１）和细胞转染试剂（货号：Ｔ１０１０１）购自南京诺唯
赞生物科技有限公司；ＲＮＡ提取试剂盒（货号：
Ｙ１５２６）、基因组ＤＮＡ提取试剂盒（货号：ＤＰ３０４）购

自天根生化科技（北京）有限公司；异丙基βＤ硫代
半 乳 糖 苷 （ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβＤ１ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，
ＩＰＴＧ；货号：３６７９３１）购自上海麦克林生化科技股
份有限公司；还原型谷胱甘肽（货号：７０１８８）、
ＰＶＤＦ膜（货号：ＩＰＶＨ０００１０）、完全弗氏佐剂（货号：
Ｆ５８８１）和不完全弗氏佐剂（货号：Ｆ５５０６）购自 Ｓｉｇ
ｍａＡｌｄｒｉｃｈ（上海）贸易有限公司；ＲＩＰＡ裂解液（货
号：Ｐ００１３Ｂ）购自上海碧云天生物技术有限公司；蛋
白Ｍａｒｋｅｒ（货号：ＲＭ１９００１）购自武汉爱博泰克生物
科技有限公司；发光显影液 ＥＣＬ（货号：１７０５０６１）购
自ＢＩＯＲＡＤ生命医学产品（上海）有限公司；驴血
清（货号：ＳＬ０５０）购自北京索莱宝科技有限公司；
ＤＭＥＭ基础培养基（货号：１１９６５０９２）和胎牛血清
（货号：Ａ５２５６７０１）购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司；ａｎｔｉＦＡＭ５０Ａ（货号：ＨＰＡ００３５８５）购自 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ（上海）贸易有限公司；ａｎｔｉβａｃｔｉｎ（货号：
ＡＣ０３８）和ａｎｔｉＧＦＰ（货号：ＡＥ０７８）购自武汉爱博泰
克生物科技有限公司。

１．１．４　仪器　ＣＯ２细胞培养箱（货号：５１０３３５６４）、
超微量分光光度计（货号：８４０３１７５００）购自美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＧｅｎｅＰｕｌｓｅｒＸｃｅｌｌ电转
仪（货号：１６５２６６０）购自 ＢＩＯＲＡＤ生命医学产品
（上海）有限公司；卧式摇床（货号：ＫＢ１）购自海门
市其林贝尔仪器制造有限公司；恒温振荡箱（货号：

ＺＷＹＲ２００Ｄ）购自上海智城分析仪器制造有限公
司；电热恒温培养箱（货号：ＤＨＰ９０１２）购自上海一
恒科学仪器有限公司；ＰＣＲ仪（货号：４３７５３０５）购自
美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司；荧光显微镜（型号：
ＡｘｉｏＶｅｒｔ．Ａ１）购自德国Ｚｅｉｓｓ公司；电泳仪电源（型
号：ＤＹＹ７Ｃ）购自北京六一生物科技有限公司；化学
发光图像分析系统（型号：Ｔａｎｏｎ５２００）购自上海天
能生命科学有限公司。

１．２　方法
１．２．１　ＦＡＭ５０Ａ基因敲除重组质粒的构建　首先，
使用在线设计工具ＣＲＩＳＰｉｃｋ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｏｒｔａｌｓ．ｂｒｏａｄ
ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ．ｏｒｇ／ｇｐｐｘ／ｃｒｉｓｐｉｃｋ／ｐｕｂｌｉｃ） 预 测 靶 向

ＦＡＭ５０Ａ基因的ｓｇＲＮＡ序列，基于 ＣＲＩＳＰｉｃｋ工具提
供的评分结果及目标 ｓｇＲＮＡ在 ＦＡＭ５０Ａ基因组上
的位置分布，选择了两个高得分的 ｓｇＲＮＡ序列
（ｓｇＲＮＡ１：５′ＡＧＡＧＡＴＧＧＣＴＡＴＧＴＡＣＧＡＧＧ３′；ｓｇＲＮＡ２：
５′ＧＧＣＡＡＡＡＡＡＧＧＡＧＣＡＧＴＣＡＡ３′）进行后续实验
操作。随后，采用定点突变方法将上述选定的

ｓｇＲＮＡ序列整合至 Ｃａｓ９／ｓｇＲＮＡ共表达载体 ｐＵ６
ｓｇＲＯＳＡ１ＣＢｈＣａｓ９Ｔ２ＡＢＦＰ中。用于定点突变的
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引物由诺唯赞在线设计平台（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｒｍ．ｖａｚｙｍｅ．
ｃｏｍ／ｃｅｔｏｏｌ／ｓｉｎｇｌｅｐｏｉｎｔ．ｈｔｍｌ）设计（ｓｇＲＮＡ１Ｆ：５′
ＧＡＧＡＴＧＧＣＴＡＴＧＴＡＣＧＡＧＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡ
ＴＡＧＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡ３′，ｓｇＲＮＡ１Ｒ：５′ＣＴＣＧＴＡ
ＣＡＴＡＧＣＣＡＴＣＴＣＴＣＧＧＴＧＴＴＴＣＧＴＣＣＴＴＴＣＣＡＣ３′；
ｓｇＲＮＡ２Ｆ：５′ＧＧＣＡＡＡＡＡＡＧＧＡＧＣＡＧＴＣＡＡＧＴＴＴ
ＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡ３′，ｓｇＲＮＡ２
Ｒ：５′ＧＡＣＴＧＣＴＣＣＴＴＴＴＴＴＧＣＣＣＧＧＴＧＴＴＴＣＧＴＣＣＴ
ＴＴＣＣＡＣ３′），并由武汉生工生物有限公司合成。定
点突变实验按照点突变试剂盒的操作指南进行，将

成功构建的重组质粒通过热激法转化至ＤＨ５α大肠
埃希菌感受态细胞中。转化后的细菌被铺展于含有

氨苄青霉素（１００μｇ／ｍＬ）的溶菌肉汤（ｌｙｓｏｇｅｎｙ
ｂｒｏｔｈ，ＬＢ）固体平板上，置于３７℃恒温培养箱中过
夜培养。次日，挑选单个菌落接种至含有氨苄青霉

素（１００μｇ／ｍＬ）的ＬＢ液体培养基中，并在３７℃条
件下以２００ｒ／ｍｉｎ的速率振荡培养５～６ｈ。之后，
提取质粒并送往武汉生工生物科技有限公司进行测

序验证，测序反应采用通用引物 ｈＵ６Ｆ。经过测序
确认无误的阳性克隆被分别命名为ｐＵ６ｓｇＦＡＭ５０Ａ１
＿ＣＢｈＣａｓ９Ｔ２ＡＢＦＰ和 ｐＵ６ｓｇＦＡＭ５０Ａ２＿ＣＢｈＣａｓ９
Ｔ２ＡＢＦＰ（分别对应ｓｇＲＮＡ１和ｓｇＲＮＡ２）。
１．２．２　ＢｅｔａＴＣ６细胞的培养、重组质粒电转及阳
性细胞的筛选　ＢｅｔａＴＣ６细胞采用含有１５％胎牛
血清和１％青链霉素混合液的ＤＭＥＭ高糖培养基进
行培养，细胞汇合度达到７０％ ～８０％时进行传代。
传代的细胞汇合度达到 ８０％左右时进行电转，用
０２５％ ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ消化后加入ＯｐｔｉＭＥＭ重悬细
胞并使其细胞密度为４×１０６个／ｍＬ，吸取２５０μＬ细
胞悬液加入等质量比的重组质粒混合物轻轻混匀，

然后转入４ｍｍ电击杯中进行电转染。使用指数衰
减脉冲波（ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｄｅｃａｙｐｕｌｓｅ）进行电转，设置
参数为：电压２８０Ｖ，电容９５０μＦ。
　　完成电转染的细胞用含有 １５％胎牛血清
ＤＭＥＭ高糖培养基（不含抗生素）进行培养，２４ｈ后
用０２５％ ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ消化成单细胞，在荧光显微
镜下挑取表达亮蓝荧光蛋白（ｂｌｕｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＢＦＰ）的单细胞转入９６孔板进行克隆扩增。
１．２．３　ＦＡＭ５０Ａ敲除的单克隆细胞株基因型鉴定
　收集扩增培养的单克隆细胞株，提取基因组
ＤＮＡ。分别在 ｓｇＲＮＡ１和 ｓｇＲＮＡ２靶向的基因组序
列上下游设计引物 Ｐ１／Ｐ２（Ｐ１：５′ＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＧ
ＧＡＧＧＧＡＧＴＴ３′；Ｐ２：５′ＡＡＧＡＧＡＧＣＴＣＴＧＧＴＧＧＧＣ
Ｔ３′）和 Ｐ３／Ｐ４（Ｐ３：５′ＡＣＴＧＧＴＧＡＡＧＧＡＧＣＧＡＧＡＧ

３′；Ｐ４：５′ＴＧＴＧＡＧＧＧＧＡＧＡＧＣＴＧＣＴＧＡ３′），利用提
取的基因组ＤＮＡ进行基因型鉴定ＰＣＲ，ＰＣＲ产物经
电泳回收后进行Ｓａｎｇｅｒ测序。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＡＭ５０Ａ蛋白表达水平　
首先将 ＢｅｔａＴＣ６野生型细胞（ＷＴ）和阳性单克隆
细胞（ＫＯ）用含有蛋白酶抑制剂和磷酸化抑制剂的
ＲＩＰＡ缓冲液裂解，通过 ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，将凝胶
上的蛋白质湿转到 ＰＶＤＦ膜上，用５％脱脂奶粉室
温封闭１ｈ，一抗（商业化 ＦＡＭ５０Ａ抗体）４℃孵育
过夜，第２天常温孵育二抗１ｈ，加入ＥＣＬ发光液进
行曝光，以βａｃｔｉｎ作为内参。
１．２．５　ＦＡＭ５０Ａ基因片段的扩增　已有文献报道
ＦＡＭ５０Ａ蛋白在不同物种间高度同源［９］，因此选择

人ＦＡＭ５０Ａ蛋白序列进行抗原决定簇的预测（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＢｅｐｉＰｒｅｄ
３．０／），并最终确定人 ＦＡＭ５０Ａ蛋白用 Ｎ端６８１７３
ａａ序 列 作 为 抗 原 片 段 ｈＦＡＭ５０ＡＦｒａｇｍｅｎｔ
（ｈＦＡＭ５０ＡＦ）。选择 ｐＧＥＸ６Ｐ１载体酶切位点
ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ作为插入 ｈＦＡＭ５０ＡＦ的位点，利
用诺唯赞在线设计平台 ｈｔｔｐｓ：／／ｃｒｍ．ｖａｚｙｍｅ．ｃｏｍ／
ｃｅｔｏｏｌ／ｓｉｎｇｌｅｆｒａｇｍｅｎｔ．ｈｔｍｌ设计扩增 ｈＦＡＭ５０ＡＦ的
引物（Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＴＴＣＣＡＧＧＧＧＣＣＣＣＴＧＧＧＡＴＣＣＧＴ
ＧＡＣＣＣＴＧＡＡＴＧＡＣＡＴＧＡＡＧＧＣ３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＣＴＣ
ＧＡＧＴＣＧＡＣＣＣＧＧＧＡＡＴＴＣＴＣＡＣＴＣＡＣＧＧＴＣＴＣＧＡＴＣ
ＡＧＧＣＡＡ３′）并由武汉生工生物有限公司进行合
成。用ＲＮＡ提取试剂盒提取 ｈＴＥＲＴＲＰＥ１细胞总
ＲＮＡ，并用反转录试剂盒反转录。将反转录获得的
ｃＤＮＡ作为模板进行 ＰＣＲ扩增得到 ３６３ｂｐ的
ｈＦＡＭ５０ＡＦ目的片段。ＰＣＲ产物经电泳回收后进
行测序以确保目的片段序列的正确性。

１．２．６　原核表达载体 ｐＧＥＸ６Ｐ１ＦＡＭ５０Ａ的构建
与鉴定　大肠埃希菌表达载体ｐＧＥＸ６Ｐ１经 ＢａｍＨ
Ⅰ和ＥｃｏＲⅠ双酶切，琼脂糖电泳鉴定酶切产物后切
胶回收。将纯化后的 ｈＦＡＭ５０ＡＦＰＣＲ产物与酶切
后的线性化载体用同源重组试剂盒进行同源重组反

应。随后，将重组产物加入ＤＨ５α感受态细胞中，将
混合物置于冰上孵育２０ｍｉｎ，接着在４２℃水浴中进
行热激处理４５ｓ，并立即转移至冰上孵育２ｍｉｎ以
完成转化。加入 ２５０μＬ无抗生素 ＬＢ培养基，３７
℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１ｈ进行复苏。将复苏菌液
均匀涂布于含１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的 ＬＢ固体培
养基上，３７℃倒置培养１４ｈ。挑取单克隆菌落接种
至含１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的 ＬＢ液体培养基中，
３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养 ４ｈ至菌液浑浊。取 １
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ｍＬ菌液送武汉生工生物有限公司进行测序分析。
经序列比对验证正确的阳性克隆命名为 ｐＧＥＸ６Ｐ
１ＦＡＭ５０Ａ，保存于－８０℃备用。
１．２．７　抗原蛋白的制备　将 ｐＧＥＸ６Ｐ１ＦＡＭ５０Ａ
质粒转化至大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中，
构建重组表达菌株。将阳性克隆接种于含５０μｇ／
ｍＬ氨苄青霉素的 ＬＢ液体培养基中，于３７℃、２００
ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养。待菌液吸光度（６００ｎｍ）值
达到０７左右时，加入终浓度０３ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ，
在１６℃条件下诱导表达２０ｈ。收集菌液离心去上
清，用适量ＰＢＳ于冰上重悬后加入１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ
（蛋白酶抑制剂）和终浓度为１ｍｇ／ｍＬ的溶菌酶，冰
上孵育３０ｍｉｎ。利用超声破碎细胞，离心收集上清
菌液，将得到的上清菌液加入到含有 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ａｇａｒｏｓｅ的纯化柱中以充分结合 ＧＳＴ融合目的蛋白。
过柱完毕后，用含１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ洗涤层析
柱４次（每次５ｍＬ），以除去非特异性结合的杂蛋
白。最后，用 ２ｍＬ洗脱缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，ｐＨ９０，含１０ｍｍｏｌ／Ｌ还原型谷胱甘肽）洗脱
目的蛋白：首次加入洗脱缓冲液后孵育１０ｍｉｎ，收集
５００μＬ洗脱液；随后再孵育５ｍｉｎ，分别收集１ｍＬ
和５００μＬ洗脱液。所有操作均在 ４℃条件下进
行［１２－１３］。

１．２．８　多克隆抗体制备和抗体特异性检测　将纯
化的抗原蛋白作为抗原免疫成年新西兰白兔，共免

疫４次。首次免疫（第１天）取１ｍｇ抗原蛋白与等
体积弗氏完全佐剂充分乳化，采用背部皮下多点注

射（６～８点）进行免疫。２１ｄ后进行第２次免疫，取
５００μｇ抗原蛋白与等体积弗氏不完全佐剂乳化后
注射。第３６天和第５０天分别进行第３、４次免疫，
免疫剂量和方法与第２次相同。末次免疫７ｄ后，
通过颈动脉采血法收集全血。将血样于４℃条件下
静置过夜以使其充分凝固。随后于４℃、３０００ｒ／
ｍｉｎ的条件下离心１５ｍｉｎ，小心吸取上清液，即为抗
ＦＡＭ５０Ａ血清，分装后于 －８０℃保存备用。为全面
评估自制抗 ＦＡＭ５０Ａ血清的特异性及物种交叉反
应性，使用两种独立的细胞验证模型。首先，在 Ｂｅ
ｔａＴＣ６小鼠细胞中，通过比较 ＷＴ与 ＦＡＭ５０ＡＫＯ
细胞，验证抗体对内源性靶点的识别能力。其次，检

测了过表达ＦＡＭ５０ＡＧＦＰ融合蛋白的ｈＴＥＲＴＲＰＥ１
人源细胞，验证抗体能否识别蛋白分子量因 ＧＦＰ标
签而增大的人源 ＦＡＭ５０Ａ融合蛋白。上述 ２组实
验的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ流程均参照方法１．２．４部分，一抗
统一使用自制抗 ＦＡＭ５０Ａ血清。所有实验均以 β

ａｃｔｉｎ为内参，确保蛋白上样量一致。抗体特异性的
判断标准为：在ＢｅｔａＴＣ６ＫＯ细胞中ＦＡＭ５０Ａ条带
消失；在ｈＴＥＲＴＲＰＥ１过表达细胞中，能检测到一条
分子量更大的 ＦＡＭ５０ＡＧＦＰ特异性条带，且此条带
位置与抗ＧＦＰ抗体检测到的条带位置相同。

２　结果

２．１　靶向 ＦＡＭ５０Ａ基因的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９重组质
粒的构建与鉴定　为构建 ＦＡＭ５０Ａ基因敲除系统，
本研究设计并构建了 ｐＵ６ｓｇＦＡＭ５０Ａ１＿ＣＢｈＣａｓ９
Ｔ２ＡＢＦＰ和 ｐＵ６ｓｇＦＡＭ５０Ａ２＿ＣＢｈＣａｓ９Ｔ２ＡＢＦＰ
两种重组质粒。通过通用引物进行测序分析，结果

显示两种重组质粒的序列与预期完全一致，其中

ｓｇＲＮＡ１和 ｓｇＲＮＡ２均正确插入到载体中（图 １）。
测序结果证实重组质粒构建成功，为后续基因敲除

实验奠定了基础。

图１　重组质粒的测序图谱

Ｆｉｇ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

　　Ｔｈｅｒｅｄｌｉｎｅ：ＭａｒｋｉｎｇｔｈｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｉｎｓｅｒｔｅｄＦＡＭ５０ＡｓｇＲＮＡｓｅ

ｑｕｅｎｃｅ

２．２　ＦＡＭ５０Ａ基因敲除细胞系的构建与鉴定　通
过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对获得的单克隆株进行蛋白表达水
平的筛选鉴定，结果显示，其中１株单克隆细胞（命
名为 ＫＯ）中未检测到 ＦＡＭ５０Ａ蛋白的表达（图
２Ａ）。琼脂糖凝胶电泳结果显示，与 ＷＴ细胞相比，
ＫＯ细胞株的 ＰＣＲ产物大小变小了（图２Ｂ）。对该
ＰＣＲ产物进行 Ｓａｎｇｅｒ测序，结果进一步证实，在
ｓｇＲＮＡ１和ｓｇＲＮＡ２的靶向位点附近，均发生了一个
１２ｂｐ的碱基缺失（图２Ｃ）。此外，序列分析表明，
此１２ｂｐ的缺失为框内缺失（ｉｎｆｒａｍｅｄｅｌｅｔｉｏｎ），不
会引起蛋白质翻译的阅读框转移或提前终止。

２．３　人ＦＡＭ５０Ａ基因片段表达载体的构建与鉴定
为构建人源ＦＡＭ５０Ａ的原核表达载体，首先通过ＰＣＲ
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图２　ＦＡＭ５０Ａ基因敲除细胞系的鉴定
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ａｎｄｋｎｏｃｋｏｕｔｃｅｌｌｓ，ｗｉｔｈβａｃｔｉｎｓｅｒｖｉｎｇａｓａｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｇｅｎｏｔｙ

ｐｉｎｇｏｆｔｈｅｇｅｎｏｍｉｃｌｏｃｉｔａｒｇｅｔｅｄｂｙｓｇＲＮＡ１（ｌｅｆｔ）ａｎｄｓｇＲＮＡ２（ｒｉｇｈｔ）

ｂｙＰＣＲ，ｓｈｏｗｉｎｇｓｍａｌｌｅｒＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｔｈｅＫＯｃｅｌｌｓ，Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｃ：

Ｓａｎｇｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｓ．Ｔｈｅｒｅｄｌｉｎｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅ

ｓｇＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ａｎｄｔｈｅｒｅｄｂｏｘｅｓｈｉｇｈｌｉｇｈｔｔｈｅ１２ｂｐｄｅｌｅｔｉｏｎｓｆｏｕｎｄ

ｉｎｔｈｅＫＯｃｌｏｎｅ．

技术从ｈＴＥＲＴＲＰＥ１细胞ｃＤＮＡ文库中扩增其编码
区序列。琼脂糖凝胶电泳结果显示，ＰＣＲ产物在
３６０ｂｐ附近有一条单一、清晰的条带，与ＦＡＭ５０Ａ目
的基因的预期大小相符（图３Ａ）。随后，将此纯化
后的ＰＣＲ产物克隆至经 ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切
处理的ｐＧＥＸ６Ｐ１载体中（图３Ｂ）。对筛选得到的
重组质粒进行Ｓａｎｇｅｒ测序，比对结果（图３Ｃ）证实，
插入的基因片段序列与人 ＦＡＭ５０Ａ的参考序列
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＭ＿００４６９９．４）完全一致，且插
入方向和阅读框均正确。上述结果表明，人源

ＦＡＭ５０Ａ的ＧＳＴ融合表达载体 ｐＧＥＸ６Ｐ１ＦＡＭ５０Ａ
已成功构建，可用于后续的蛋白表达与纯化研究。

２．４　人ＦＡＭ５０Ａ抗原蛋白的表达与纯化　对纯化

过程中关键节点的样品进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分离，并对
凝胶进行考马斯亮蓝染色，结果如图４所示。相较
于未诱导的对照菌株，经 ＩＰＴＧ诱导后的样品在约
３７ｋｕ处出现一条清晰、显著的蛋白条带，其分子量
与ＧＳＴＦＡＭ５０Ａ融合蛋白的理论值相符，表明目的
蛋白已成功表达。对裂解产物的上清液与沉淀组分

进行分析，可见该蛋白条带主要存在于可溶性组分

中。将此可溶性蛋白组分经Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ亲和层析纯
化后，最终的洗脱产物在凝胶上呈现为１条均一的
蛋白条带，无明显可见的杂蛋白污染。提示考马斯

亮蓝染色的凝胶结果直观地证实了人源 ＧＳＴ
ＦＡＭ５０Ａ重组蛋白已在Ｅ．ｃｏｌｉ中成功实现高效的可
溶性表达，并通过亲和层析方法得到了有效纯化，可

以满足后续实验要求。

２．５　ＦＡＭ５０Ａ多克隆抗体的特异性验证　利用基
因敲除和蛋白过表达２种细胞模型进行了 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ验证。在鼠源的ＢｅｔａＴＣ６细胞中，该抗体能够
识别ＷＴ细胞内１条约４０ｋｕ的蛋白条带，该分子
量与鼠源 ＦＡＭ５０Ａ的理论大小相符；而在 ＦＡＭ５０Ａ
基因ＫＯ细胞中，该特异性条带完全消失（图５Ａ）。
为进一步验证抗体对人源蛋白的识别能力，在稳定

过表达人源ＦＡＭ５０ＡＧＦＰ融合蛋白的ｈＴＥＲＴＲＰＥ１
细胞中，该抗体成功检测到１条约６７ｋｕ的特异性
条带，与 ＦＡＭ５０ＡＧＦＰ融合蛋白的预测分子量一致
（图５Ｂ）。作为关键的阳性对照，ＧＦＰ抗体也在完全
相同的位置识别出该融合蛋白条带，从而进一步确

认了该信号的准确性。提示基因敲除实验证实了该

抗体对内源性鼠源 ＦＡＭ５０Ａ蛋白的高度特异性，而
过表达实验则证明其能有效识别人源 ＦＡＭ５０Ａ蛋
白。这些结果表明自主制备的 ＦＡＭ５０Ａ多克隆抗
体是一种有效的且可用于检测人、鼠两种属

ＦＡＭ５０Ａ蛋白的特异性工具。

３　讨论

　　本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术，首次成功构建
了ＦＡＭ５０Ａ基因敲除的 ＢｅｔａＴＣ６胰岛 β细胞系。
胰岛β细胞的初级纤毛是维持血糖稳态的关键细
胞器，其功能异常与糖代谢障碍密切相关［７］。既往

研究［１４－１７］多聚焦于纤毛的结构或信号蛋白，而上游

的转录调控机制仍是研究的薄弱环节。本研究将焦

点置于纤毛相关转录因子ＦＡＭ５０Ａ［１０－１１］，探索其在
胰岛β细胞这一全新背景下的功能，提供了关键的
细胞模型和新的研究视角。
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图３　ＦＡＭ５０Ａ原核表达载体的构建与鉴定
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图４　ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶考马斯亮蓝染色分析

ＧＳＴＦＡＭ５０Ａ融合蛋白表达与纯化结果

Ｆｉｇ．４　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＳＴＦＡＭ５０Ａｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
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７－９：ＥｌｕｔｅｄＧＳＴＦＡＭ５０Ａｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｒｅｅｗａｓｈｅｓ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｒｅｄａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｂａｎｄｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔＧＳＴＦＡＭ５０Ａ

ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎａｔａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ３７ｋｕ．

　　对所构建的敲除细胞模型进行的分子鉴定，从
蛋白和基因层面确证了 ＦＡＭ５０Ａ功能的完全缺失。
本研究采用了双ｓｇＲＮＡ策略进行基因编辑，但并未
导致２个靶点之间的大片段ＤＮＡ序列缺失。相反，

基因测序结果显示，２个 ｓｇＲＮＡ的靶向位点各自独
立地发生了１２ｂｐ的小片段缺失，从而造成了总计
２４ｂｐ的框内缺失突变。尽管此２４ｂｐ的缺失并未
引起下游阅读框的移码，但Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果仍证实
了ＦＡＭ５０Ａ蛋白的完全不表达。这有力地表明，该
复合缺失破坏了 ＦＡＭ５０Ａ蛋白某个关键的功能结
构域或稳定性元件，可能导致翻译产物被细胞内的

蛋白酶体系统迅速识别并降解。此外，ＦＡＭ５０Ａ基
因位于Ｘ染色体，确保了单克隆来源的 ＢｅｔａＴＣ６
细胞在单等位基因被编辑后无补偿性表达，从而实

现了功能的彻底敲除。因此，该细胞模型为后续功

能学研究提供了可靠的平台。

　　与细胞模型并行的，本研究另一项核心贡献是
成功制备并验证了高特异性的多克隆抗体。利用

ＦＡＭ５０Ａ敲除细胞作为理想的阴性对照，本研究证
实了该抗体无任何非特异性结合；同时，其能有效识

别人源 ＦＡＭ５０ＡＧＦＰ融合蛋白，表明其识别的抗原
表位在人、鼠物种间具有保守性。一个经过基因敲

除验证的特异性抗体，是研究目标蛋白最可靠的工

具之一［１２－１３］。该抗体不仅是本研究验证模型成功

与否的关键，更为未来的深入研究铺平了道路。如
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图５　自主制备的ＦＡＭ５０Ａ多克隆抗体的特异性验证
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ｃｅｌｌｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｈｕｍａｎＦＡＭ５０ＡＧＦＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ．

通过免疫荧光探究 ＦＡＭ５０Ａ在 β细胞内的亚细胞
定位，或利用免疫共沉淀技术筛选其相互作用蛋白，

进而揭示其调控网络。
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