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摘   要：【目的】利用 CRISPR/Cas9 系统构建稳定敲除 anxa6 基因的 Caco-2 细胞株，为研究大

肠杆菌 O157:H7 效应蛋白 EspF 与宿主膜联蛋白 A6 (ANXA6)相互作用及其致病机制奠定基础。

【方法】根据 CRISPR/Cas9 靶向原理设计并合成 3 个特异性识别 anxa6 基因的向导 RNA (single 
guide RNA, sgRNA)，基于 LentiCRISPRv2 载体构建 LentiCRISPRv2-sgRNA 重组质粒，转入 293T
细胞中，制备 sgRNA-Cas9 慢病毒，将慢病毒感染 Caco-2 细胞，经嘌呤霉素筛选阳性细胞，有限

稀释法分离培养单克隆细胞，提取单克隆细胞基因组 DNA，并对敲除位点附近的 DNA 片段进行

PCR 扩增，测序并进行脱靶效应评估；免疫印记法检测 ANXA6 蛋白表达情况，细胞计数试剂盒

8 (cell counting kit 8, CCK8)试剂盒检测细胞增殖能力，免疫荧光法检测细胞紧密连接分布情况。

【结果】Western blotting 及序列测序表明 anxa6 基因敲除单克隆细胞构建成功；脱靶效应评估结

果显示预测的 10 个脱靶位点均无脱靶现象；基因敲除对细胞增殖能力无明显影响；免疫荧光结
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果显示，Caco-2 及 Caco-2anxa6‒/‒细胞紧密连接蛋白 ZO-1 均沿细胞膜连续分布，结构完整，转染

EspF 质粒后出现分布不完整、缺口等现象。【结论】成功构建 anxa6 基因稳定敲除的 Caco-2 细

胞株，初步探索 ANXA6 蛋白在紧密连接分布中的作用，为进一步研究大肠杆菌 O157:H7 通过

EspF-ANXA6 互作介导宿主肠屏障损伤分子机制提供技术支撑。  

关键词：CRISPR/Cas9 系统；anxa6；EspF 蛋白；Caco-2 细胞；紧密连接  
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Abstract: [Objective] To study the interaction between Escherichia coli O157:H7 effector 
protein EspF and host ANXA6 protein and its pathogenic mechanism, we constructed a stable 
Caco-2 cell line with the knockout of anxa6 using CRISPR/Cas9 system. [Methods] We 
designed and synthesized three small guide RNA (sgRNA) which can specifically recognize 
anxa6 gene. We constructed Lenticrisprv2-sgRNA recombinant plasmid and transfected it into 
293T cells to prepare sgRNA-Cas9 lentivirus. Then we infected Caco-2 cells with lentivirus, 
and applied puromycin to screen the positive cells. We isolated the monoclonal cells by 
limiting dilution and sequenced the cells to evaluate the knock-out of gene anxa6 and the 
off-target effect. Western blotting was employed to detect the expression level of ANXA6, cell 
counting kit 8 (CCK8) assay to determine cell proliferation, and immunofluorescence to detect 
the distribution of tight junction protein ZO-1. [Results] The anxa6 gene in Caco-2 cell line 
was knocked out, and no off-target effect in the 10 predicted sites was found. The knockout of 
anxa6 had no significant effect on cell proliferation. ZO-1 of Caco-2 and Caco-2anxa6‒/‒ cells 
displayed continuous distribution along the cell membrane, with complete structure. After 
transfection with EspF plasmids, the distribution of tight junction was incomplete with clear 
gaps and crack-like appearance. [Conclusion] We successfully constructed the Caco-2 cell line 
with the knock-out of anxa6. The cell line was used to preliminarily explore the role of 
ANXA6 protein in distribution of tight junction protein. This study provides an effective tool 
for exploiting the molecular mechanism of O157:H7 in mediating intestinal barrier injury 
through EspF-ANXA6 interaction. 
Keywords: CRISPR/Cas9 system; anxa6; EspF proteins; Caco-2 cells; tight junction 
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膜联蛋白(annexins, ANXs)是一种对细胞

运动具有重要支架功能的蛋白家族，其模块化结

构域组织可以支持蛋白质-蛋白质和蛋白质-脂
质之间的相互作用[1-4]。ANXs 有一个共同的羧

基端膜结合结构域，由 70 个保守的氨基酸重复

序列循环排列而成[5-6]。该膜结合结构域具有轻

微弯曲的菱形，具有凸出的膜结合面，其中钙

(Ca2+)结合环暴露，凹面突出氨基端结构域。氨

基末端在大小上可变，被认为是 ANXs 功能特

异性的原因[3,5-7]。膜联蛋白 A6 (ANXA6)属于高

度保守的蛋白质家族，其特征在于与 Ca2+和磷

脂的依赖性结合[8]。ANXA6 是膜联蛋白家族中

最大的成员，在大多数组织中均高表达 [1-4]。

ANXA6 主要位于质膜和内吞体腔室，与多种蛋

白质和脂质相互作用，形成膜结构域、信号复

合物，介导瞬时膜-肌动蛋白相互作用，维持细胞

内胆固醇稳态[9-10]。ANXA6 被认为是脂筏的组织

者，负责调节胆固醇平衡、受体定位和信号转

导[11]。在一些细胞和动物模型中，ANXA6 和其

他一些膜联蛋白被证明对膜修复至关重要[12-14]。 
大肠杆菌 O157:H7 是一种食源性致病菌，

能在家禽肠道内定殖，通过食品感染人类，导

致出血性腹泻、出血性结肠炎、溶血性尿毒综

合征(hemolytic uremic syndrome, HUS)等[15]，严

重时危及生命。大肠杆菌 O157:H7 感染人体后，

通过消化道进入，并黏附于肠黏膜上皮细胞，

一方面产生志贺毒素 Stx1、Stx2[16]，破坏黏膜

上皮细胞，造成局部病变，是 HUS 发生的基础；

另一方面黏附到宿主肠上皮细胞，产生黏附-抹
去损伤 [17]，经三型分泌系统(type Ⅲ secretion 
system, TTSS)将一系列毒力蛋白注入宿主体

内，共同发挥致病作用。EspF 蛋白是经 TTSS
注入宿主细胞的一个多功能效应蛋白，能够靶

向结合细胞线粒体、核仁，使线粒体功能障碍，

并破坏核仁，与细胞内 N-WASP、SNX9、Abcf2、

CK18 等蛋白分子结合，破坏肠上皮细胞紧密连

接，抑制吞噬作用，导致肠上皮细胞紧密连接

破坏、微绒毛消失、细胞骨架发生重排、细胞

凋亡等[18]。前期，本课题组筛选并验证宿主蛋

白 ANXA6 与大肠杆菌 O157:H7 EspF 蛋白相互

作用[19]，发现 EspF 或 ANXA6 的组成型表达和

EspF-ANXA6 的共表达均可降低紧密连接(tight 
junction, TJ)蛋白 ZO-1 和 occludin 的水平，破

坏 ZO-1 的分布[20]。但 ANXA6 蛋白在紧密连接

破坏过程中的作用还不清楚。 
CRISPR/Cas9 系统是基于细菌或者古生菌的

获得性免疫系统而发展起来的一种快速、高效和

稳定的基因编辑技术[21]。利用 CRISPR/Cas9 系

统，借助慢病毒载体敲除 Caco-2 细胞株的 anxa6
基因，为深入研究 ANXA6 蛋白功能及其与 EspF
蛋白互作介导肠屏障损伤的作用机制奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

人结直肠腺癌细胞 Caco-2、人胚肾细胞

HEK293T 细胞(实验室保存)；LentiCRISPR-v2
质粒、慢病毒包装辅助载体 pCD、pVSVg 质粒

(由本实验室张宝教授惠赠)；质粒小中提试剂盒

(广州美基生物科技有限公司)；BsmB Ⅰ酶、T4
多聚核苷酸激酶、快速 T4 连接酶(NEB 公司)；
细胞基因组 DNA 提取试剂盒[天根生化科技(北
京)有限公司]；DMEM 培养基、胎牛血清(Gibco
公司)；聚凝胺(polybrene) [翌圣生物科技(上海)
股份有限公司]；RIPA 裂解液、嘌呤霉素、4%
多聚甲醛、抗荧光淬灭剂(上海碧云天生物科技

有限公司)；脂质体转染试剂(lipofectamine @ 
3000 transfection reagent，Invitrogen 公司)；
ANXA6 抗体、ZO-1 抗体(Abcam 公司)；β-actin、
Goat Anti-rabbit IgG 、 Goat Anti-Mouse IgG 
(Bioss 公司)；PVDF 膜(Millipore 公司)；ECL 化
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学发光液(Bioworld 公司)；CCK8 试剂盒(杭州弗

德生物科技有限公司)；Triton X-100 (北京索莱宝

科技有限公司)；Goat anti-Rabbit IgG Alexa 594 
(Proteintech 公司)；DAPI (上海贝博科技有限公司)。 

1.2  向导 RNA (single guide RNA, sgRNA)靶
点选择及寡核苷酸链设计合成 

在 NCBI 网站上查找到 anxa6 基因的外显

子序列，根据 CRISPR/Cas9 靶向原理，利用

CRISPR 在线设计工具(http://crispr.mit.edu/)，选
择 3 条分数较高的针对 anxa6 外显子的 sgRNA
序列，在正义链模板的 5′端添加 CACC，反义

链模板的 5′端添加 AAAC，与 BsmB Ⅰ酶切后形

成的黏性末端互补。具体结果如表 1 所示。 

1.3  LentiCRISPRv2-sgRNA 载体构建 
LentiCRISPRv2-sgRNA 重组表达质粒构建

步骤：(1) sgRNA 的退火。将合成的 sgRNA 引

物粉末稀释成 100 μmol/L，每对引物的正、反

链各取 1 μL，并加入 T4 连接酶 0.5 μL，T4 缓

冲液(buffer) 1 μL 与 ddH2O 6.5 μL 按如下体系

进行退火处理：37 °C 30 min；95 ℃ 5 min；
5 ℃/min 梯度降温至 25 ℃，4 ℃保存。(2) 利
用 BsmB Ⅰ内切酶酶切 LentiCRISPRv2 载体。反

应体系如下：LentiCRISPRv2 载体 5 μg，BsmB Ⅰ 
0.5 μL，10×buffer 5 μL，FastAP 3 μL，DTT 0.6 μL，
加 ddH2O 至 50 μL。55 ℃酶切 1 h。转化回收酶

切片段。 (3) 酶切载体与 sgRNA 的连接。

LentiCRISPRv2 酶切产物 50 ng，2×快速连接反

应缓冲液 5 μL，退火 sgRNA 1 μL，加 ddH2O

至 10 μL，最后加入 1 μL 快速 T4 连接酶，室温

下孵育 10 min。(4) LentiCRISPRv2-sgRNA 连接

产物转化。将连接产物转化至 Stbl3 感受态细

胞，菌液 PCR 后经琼脂糖凝胶电泳验证，然后

小 提 质 粒 送 样 测 序 ( 测 序 引 物 ： pRNA-U6 
forward：5′-TACGATACAAGGCTGTTAGA-3′，
pRNA reverse：5′-ACATCACTTTCCCAGTTT 
AC-3′，由广州艾基生物技术有限公司完成)。 

1.4  293T 细胞培养与慢病毒制备 
将 293T 细胞用含 10%血清的 DMEM 培养

基常规培养，转染前细胞密度为 60%−80%。将

LentiCRISPRv2-sgRNA 质粒和慢病毒包装辅助

载体 pCD、pVSVg 质粒按照 LentiCRISPRv2- 
sgRNA:pCD:pVSVg 为 4:4:1 的比例混合，将混

合好的慢病毒表达系统按照 Lipofectamine @ 
3000 转染试剂说明书转入 293T 细胞内，转染

48−72 h 后收集细胞上清并保存于−80 ℃。 

1.5  Caco-2 细胞培养与慢病毒侵染 
Caco-2 细胞用含 10%血清的 DMEM 培养

基常规培养，侵染前将细胞接种至 6 孔板，当

细胞密度生长为 80%左右，每孔加入适量

sgRNA-Cas9 慢 病 毒 进 行 感 染 ， 同 时 加 入

polybrene 使 其 终 浓 度 为 8 μg/mL ， 侵 染   
56−72 h 后改换为 DMEM 培养基继续培养。 

1.6  anxa6 基因敲除细胞株的单克隆筛选 
sgRNA-Cas9 慢病毒侵染 Caco-2 细胞后，

更换含 10 μg/mL 嘌呤霉素的 DMEM 培养基连

续筛选 10−15 d，将带有抗性的细胞采用有限稀 
 
表 1  Homo-ANXA6-sg2 核酸片段 
Table 1  Homo-ANXA6-sg2 oligo 
Names Target sites (5′→3′) 
Homo-ANXA6-sg2-1 Forward 

Reverse  
CACCGTACTGGACATAATCACCTCAGTTT 
AAACTGAGGTGATTATGTCCAGTACGGTG 

Homo-ANXA6-sg2-2 Forward  
Reverse  

CACCGTCTTTGGCATCACAATAGGCGTTT 
AAACGCCTATTGTGATGCCAAAGACGGTG 

Homo-ANXA6-sg2-3 Forward  
Reverse  

CACCGCTTTGTATGCTGCCACCAGCGTTT 
AAACGCTGGTGGCAGCATACAAAGCGGTG 
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释法接种至 96 孔板。具体操作步骤如下：0.25%
胰蛋白酶消化细胞并计数，采用梯度稀释法稀

释至每 100 μL 培养基含 1 个细胞，按每孔 100 μL
细胞稀释液铺于 96 孔板中。待细胞形成单克隆

集落后，用枪头吸取吹散于 24 孔板内，长满后

接种至 6 孔板培养。 

1.7  anxa6 基因敲除细胞株的鉴定及脱靶

验证 
将 6 孔板内细胞一部分保种，另一部分继

续培养，待长满后加入 RIPA 裂解液提取细胞

蛋白进行 SDS-PAGE电泳，结束后转移至 PVDF
膜，5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，ANXA6 抗体稀

释成适当浓度并于 4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜，

山羊抗兔(goat anti-rabbit) IgG 室温孵育 1 h，
TBST 洗膜，ECL 化学发光液进行显影、曝光。

经免疫印记检测，提取 ANXA6 蛋白未完全表

达的 Caco-2 细胞基因组 DNA，经 PCR 扩增后

将产物交付公司测序[由生工生物工程(上海)股
份有限公司完成]。 

根据已设计好的 sgRNA 序列，利用在线脱

靶效应评估工具 Off-Spotter (https://cm.je-fferson. 
edu/Off-Spotter/)[22]，获得 10 个潜在脱靶位点，

提取 Caco-2anxa6‒/‒细胞基因组 DNA，通过 PCR
扩增这 10 个位点序列后测序，再利用 BioEdit
软件将扩增的序列与野生型基因序列比对，验

证是否存在脱靶效应。 

1.8  CCK8 细胞增殖实验 
将 Caco-2 细胞和 Caco-2anxa6‒/‒细胞按正常

条件培养，长至合适密度时经胰酶消化后离心

计数，按每孔 100 μL 细胞悬液共计 2 000 个细

胞分别加入 96 孔板中，每组实验设计 5 个复孔，

在 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养，分别于

24、48、72 h 进行 CCK8 细胞增殖实验，每孔

加入 10 μL CCK8 试剂，于 37 ℃恒温培养箱中

孵育 2 h。使用多功能微孔板检测仪于 450 nm

波长处检测吸光度(OD450)，每个复孔测 3 次取

平均值，然后进行统计学分析。 

1.9  免疫荧光检测紧密连接结构分布情况 
将 Caco-2 细 胞 和 Caco-2anxa6‒/‒细 胞 以 

1×106 cell/孔接种于共聚焦皿，待细胞生长至合适

密度时进行转染，将质粒 pEGFP、pEGFP-EspF 
(课题组前期构建)[20]按照 Lipofectamine @ 3000
转染试剂说明书转入细胞内，转染 48 h 后弃去

旧培养基，PBS 洗后加入 4%多聚甲醛固定；用

含 0.5% Triton-100 的 PBS 进行通透；加入 10%
山羊血清进行封闭；去除封闭液，PBST 洗后加

入 anti-ZO-1 一抗，4 ℃孵育过夜；次日 PBST
洗后加入 Alexa Fluor 594 标记的荧光二抗，室

温孵育 30 min；PBST 洗后加入 DAPI，室温孵

育 5 min；PBST 洗后加入防荧光猝灭封片剂，

于共聚焦激光扫描显微镜采集图像(60×油镜)，
通过 ImageJ 软件分析荧光强度。 

1.10  统计学处理 
采用 SPSS 26.0 和 GraphPad Prism 8.0 软件

进行统计学分析，计量资料采用均数±标准差

(x±s)表示，组间比较采用独立样本ｔ检验，以

P<0.05 为差异具有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  sgRNA 靶点的选择及寡核苷酸链设计 

为了能够敲除 anxa6 基因，针对 anxa6 基

因的外显子 4、5、6 分别设计 sgRNA (图 1)，
并在 5′端和 3′端添加相应碱基，送生工生物工

程(上海)股份有限公司进行寡核苷酸链合成。 

2.2  重组慢病毒表达载体 LentiCRISPRv2- 
sgRNA 的构建与鉴定 

LentiCRISPRv2 质粒经 BsmB I 酶切与设计

好的 sgRNA 双链连接，转化进 Stbl3 感受态细

胞中摇菌培养后进行菌液 PCR 反应，再用琼脂

糖凝胶电泳验证。由图 2A 所示，分别挑取转 
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图 1  靶向 anxa6 基因的 sgRNA 的设计   A：LentiCRISPRv2 质粒的结构. B：设计 3 条 sgRNA 分别

靶向外显子 4、5、6，识别相应的序列(PAM：前间隔序列邻近基序；Target：目标序列) 
Figure 1  Design of sgRNA targeting anxa6 gene. A: Structure of LentiCRISPRv2 plasmid. B: Recognition 
sequences targeting exons 4, 5 and 6 (PAM: Protospacer adjacent motif; Target: Target sequence). 
 
化进 3 组不同重组质粒的单克隆菌落验证皆出

现了阳性克隆。将设计好的 sgRNA 进行程序退

火形成双链，用 BsmB I 酶切 LentiCRISPRv2
质粒，T4 连接酶将 sgRNA 与酶切后的质粒连

接。连接产物经转化、挑菌、摇菌、进行菌液

PCR，用琼脂糖凝胶电泳验证，并小提质粒，

将质粒送往广州艾基生物技术有限公司进行

测序，结果显示 Homo-ANXA6-sg1、Homo- 
ANXA6-sg2、Homo-ANXA6-sg3 序列均正确插入

LentiCRISPRv2，插入序列的位置、方向及序列

与预期相符，表明 LentiCRISPRv2-sgRNA 表达

载体构建成功。 

2.3  免疫印迹法检测细胞内 ANXA6 蛋白

表达水平 
分 别 用 sgRNA1-Cas9 、 sgRNA2-Cas9 、

sgRNA3-Cas9 慢病毒侵染 Caco-2 细胞后，加入

10 μg/mL 嘌呤霉素连续筛选 10 d，结果在用

sgRNA1-Cas9 和 sgRNA2-Cas9 慢病毒侵染的

Caco-2 细胞中出现抗嘌呤霉素的阳性细胞，将

阳性细胞稀释至单克隆，取其中 4个经 sgRNA1- 
Cas9 慢病毒侵染的 Caco-2 单克隆细胞，用

Western blotting 印迹法检测 ANXA6 蛋白的表

达情况(图 3)，由图可见敲除 anxa6 基因后其相

应蛋白表达很少或几乎无表达。 
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图 2  LentiCRISPRv2-sgRNA 载体验证结果   A：含重组质粒的 Stbl3 菌液 PCR 琼脂糖凝胶验证. 
Marker：DL2000 DNA 分子量标准；R1-1‒R3-2 分别表示转化进了 3 种重组 LentiCRISPRv2-sgRNA 质

粒对应挑取的不同菌落克隆. B：Homo-ANXA6-sg1 测序鉴定结果. C：Homo-ANXA6-sg2 测序鉴定结果. 
D：Homo-ANXA6-sg3 测序鉴定结果 
Figure 2  LentiCRISPRv2-sgRNA vector validation results. A: PCR agarose gel validation of Stbl3 bacterial 
broth containing recombinant plasmids. Marker: DL2000 DNA molecular weight standard; R1-1‒R3-2 indicate 
different colony clones corresponding to the three recombinant LentiCRISPRv2-sgRNA plasmids were 
transformed into each of them. B−D: The sequence results of Homo-ANXA6-sg1, Homo-ANXA6-sg2 and 
Homo-ANXA6-sg3. 
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图 3  免疫印迹验证 ANXA6 蛋白表达情况   
1‒4：sgRNA1-Cas9 慢病毒侵染的 Caco-2 单克隆

细胞；WT：正常 Caco-2 细胞 
Figure 3  Western blotting to verify the expression 
of ANXA6 protein. Lane 1−4: sgRNA1-Cas9 
lentivirus-infected Caco-2 monoclonal cells; WT: 
Normal Caco-2 cells.  

2.4  稳定敲除 anxa6 基因的 Caco-2 细胞株

的鉴定 
将 1 号细胞株的细胞提取基因组 DNA，进

行 PCR 鉴定，PCR 产物测序，通过与 anxa6 基

因原序列比对发现，ANXA6-sgRNA1-1 出现了

5 个碱基的缺失突变，缺失位点与 Homo- 
ANXA6-sg1 的识别位点一致(图 4)，此突变能

改变 anxa6 基因编码的开放阅读框，进而终止

ANXA6 蛋白的翻译。结果表明稳定敲除 anxa6
基因的 Caco-2 细胞株(Caco-2anxa6‒/‒)构建成功。 

 

 
 
图 4  DNA 测序结果   A：正常 Caco-2 细胞的测序结果. B：ANXA6-sgRNA1-1 的测序结果. C：单克

隆细胞 anxa6 基因在 Caco-2 细胞中的缺失突变. 红色标记为初始设计的 sgRNA 序列，“–”为突变后缺

失的碱基 
Figure 4  DNA sequencing results. A: Sequencing results of normal Caco-2 cells. B: Sequencing results 
of ANXA6-sgRNA1-1. C: Deletion mutation of monoclonal cellular anxa6 gene in Caco-2 cells. Red 
markers are the initially designed sgRNA sequences; “–” represents the bases missing after mutation. 
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2.5  脱靶效应评估 
选择 Off-Spotter 预测的 10 个潜在脱靶位

点，提取 Caco-2anxa6‒/‒细胞基因组后进行 PCR
扩增，分别与野生型细胞基因组比对，结果显

示 10 个位点序列与野生型细胞基因序列完全

一致(表 2)，表明 sgRNA 没有产生脱靶效应。 

2.6  敲除 anxa6 基因的 Caco-2 细胞增殖能

力检测 
为了检测 anxa6 基因敲除后对 Caco-2 细胞

增殖的影响，运用 CCK8 试剂盒分别检测

Caco-2 细胞和 Caco-2anxa6‒/‒细胞的增殖情况。

结果显示，在相同的培养条件下，Caco-2 细胞

和 Caco-2anxa6‒/‒细胞生长速率在 0−48 h 之间几

乎没有差异，在 48−72 h 之间 Caco-2anxa6‒/‒细胞

较 Caco-2 细胞增殖稍快(图 5)，但差异无统计

学意义 (P>0.05)，表明 anxa6 基因敲除后对

Caco-2 细胞的生长无显著影响。 
2.7  免疫荧光检测紧密连接结构分布情况 

将融合蛋白真核表达载体 pEGFP (E)，
pEGFP-EspF (EE)转染 Caco-2 和 Caco-2anxa6‒/‒细 

 
表 2  脱靶效应评估 
Table 2  Evaluation of off-target effects 
ID Sequence alignment Chromosome Gene ID Position 
1 WT: CCTTACTGGACATATACACGTTAAG 

KO: CCTTACTGGACATATACACGTTAAG 
sgRNA: ------TACTGGACATAATCACCTCA---- 

chr4 
 

7 363 UGT2B4 

2 WT: CCCTACTGGAGAAAATCACATAACC 
KO: CCCTACTGGAGAAAATCACATAACC 
sgRNA: ------TACTGGACATAATCACCTCA---- 

chrX 11 043 MID2 

3 WT: GAATCAGGTGATGAAGTTCAGTATG 
KO: GAATCAGGTGATGAAGTTCAGTATG 
sgRNA: ------TGAGGTGATTATGTCCAGTA---- 

chr4 23 022 PALLD 

4 WT: ATCTGACCTGGTAATGTCCAGTACG 
KO: ATCTGACCTGGTAATGTCCAGTACG 
sgRNA: ------TGAGGTGATTATGTCCAGTA---- 

chr1 
 

200 150 
 

PLD5 

5 WT: AAATGAAATGATGAAGTCCAGTAAG 
KO: AAATGAAATGATGAAGTCCAGTAAG 
sgRNA: ------TGAGGTGATTATGTCCAGTA----- 

chr4 80 333 KCNIP4 

6 WT: AAATGAGTTGACTCTGGCCAGTAGG 
KO: AAATGAGTTGACTCTGGCCAGTAGG 
sgRNA: ------TGAGGTGATTATGTCCAGTA---- 

chr1 24 ABCA4 

7 WT: TTCTGAGGAGTTAATGTACAGTATG 
KO: TTCTGAGGAGTTAATGTACAGTATG 
sgRNA: ------TGAGGTGATTATGTCCAGTA---- 

chrX 10 800 CYSLTR1 

8 WT: CCATACTGGACATAAACAGTTATGA 
KO: CCATACTGGACATAAACAGTTATGA 
sgRNA: ------TACTGGACATAATCACCTCA---- 

chr17 22 843 PPM1E 

9 WT: CCCTACTGAACATCATCACTTAGCC 
KO: CCCTACTGAACATCATCACTTAGCC 
sgRNA: ------TACTGGACATAATCACCTCA---- 

chr16 54 715 RBFOX1 

10 WT: TAAGCAGGTGGAGATGTCCAGTAGG 
KO: TAAGCAGGTGGAGATGTCCAGTAGG 
sgRNA: ------TGAGGTGATTATGTCCAGTA---- 

chr1 127 428 TCEANC2 

WT: Caco-2; KO: Caco-2anxa6‒/‒. 
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图 5  anxa6 基因敲除对 Caco-2 细胞增殖的影响 
Figure 5  Effect of anxa6 knockdown on the 
proliferation of Caco-2 cells. 
 
胞，以未处理的 Caco-2 和 Caco-2anxa6‒/‒细胞作为

对照，通过免疫荧光观察细胞中紧密连接蛋白

ZO-1 的定位和分布情况。免疫荧光结果显示，

未处理的 Caco-2 和 Caco-2anxa6‒/‒细胞的 ZO-1 蛋

白沿细胞膜连续分布，紧密连接结构完整；转染

pEGFP 质粒后的 Caco-2 和 Caco-2anxa6‒/‒细胞的

ZO-1 蛋白沿细胞膜连续分布，荧光强度稍弱，但

差异无统计学意义(P>0.05)；转染 EspF 质粒后

Caco-2 细胞和 Caco-2anxa6‒/‒细胞均出现不同程度的

紧密连接分布不完整现象，甚至出现缺口(图 6)。
表明EspF蛋白破坏细胞紧密连接的分布，ANXA6
蛋白的缺失表达对紧密连接的分布影响不大。 

3  讨论与结论 
大肠杆菌 O157:H7 是一种重要的食源性致

病菌，它可以导致宿主血性腹泻、出血性结肠

炎，严重者可导致溶血性尿毒综合征，甚至危

及生命。大肠杆菌 O157:H7 黏附于肠上皮细胞

刷状缘，利用 TTSS 将 41 个效应蛋白注入宿主

细胞[23]，感染宿主后通过其毒力蛋白与宿主蛋

白相互作用并发挥生物学效应，从而引起疾病

的发生。EspF 蛋白是大肠杆菌 O157:H7 最重要

的毒力因子之一。EspF 蛋白 N 端包含一个分泌

信号，帮助 EspF 蛋白分泌进入宿主细胞。在此

前的研究中，课题组通过荧光共振能量转移和免

疫共沉淀方法，验证了 EspF 蛋白通过其 C 端结

构域与宿主 ANXA6 蛋白相互作用[20]，降低紧

密连接蛋白的表达，破坏紧密连接的分布。紧密

连接是肠屏障重要的机械屏障[24]，紧密连接的破

坏是否会进一步导致肠屏障损伤及其机制还不

清楚，因此构建稳定敲除 anxa6 基因的 Caco-2
细胞株，对于后续研究 EspF 蛋白与 ANXA6 蛋

白互作在肠屏障损伤中的作用具有重要意义。 
CRISPR/Cas9 技术利用 sgRNA 引导 Cas9

核酸酶在靶位点进行 DNA 特异性剪切，从而实

现基因敲除[25]。该编辑系统相对于锌指核酸酶、

转录激活因子样效应核酸酶等传统基因编辑方

法具有设计简单，切割效率高，成本低等优点[26]，

已被研究人员广泛使用[27-28]。本研究中，我们

针对 anxa6 基因设计 sgRNA，构建 sgRNA-Cas9
慢病毒表达载体，收集病毒感染 Caco-2 细胞，

经筛选后得到具有抗嘌呤霉素的单克隆细胞

株，经测序发现 anxa6 基因发生了 5 个碱基的缺

失突变，免疫印迹鉴定结果也证实该细胞株中

ANXA6蛋白的表达缺失成功。针对CRISPR/Cas9
技术因脱靶效应而导致的错误位置基因编辑[29]，

我们对预测的 10 个脱靶效应位点进行测序，经

比对发现没有发生脱靶现象，表明该 sgRNA 对

其他基因没有影响。 
为明确 anxa6 基因敲除对 Caco-2 细胞生长

等方面的影响，我们运用 CCK8 实验检测了

Caco-2 细胞和 Caco-2anxa6‒/‒细胞的增殖情况，

结果表明 anxa6 基因对 Caco-2 细胞的生长影响

不大。我们还通过免疫荧光技术检测紧密连接

结构分布情况，发现转染 EspF 组相对于 NC 组

ZO-1 蛋白在细胞膜上的分布松散、断裂、出现

裂隙状，而 Caco-2anxa6‒/‒组 ZO-1 蛋白分布正常，

荧光强度略低，提示 anxa6 基因敲除后对 Caco-2 
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图 6  EspF 蛋白破坏紧密连接蛋白 ZO-1 分布图(60×油镜)   绿色为质粒所表达的荧光；红色为 ZO-1
蛋白；蓝色为 DAPI 染核. A：用 pEGFP (E)、pEGFP-EspF (EE)质粒转染 Caco-2 细胞后 ZO-1 分布图. B：

用 pEGFP (E)、pEGFP-EspF (EE)质粒转染稳定敲除 anxa6 基因的 Caco-2 细胞后 ZO-1 分布图. C：Caco-2
细胞 ZO-1 的荧光强度分析图. D：稳定敲除 anxa6 基因的 Caco-2 细胞 ZO-1 的荧光强度分析图 
Figure 6  Distribution of EspF protein disrupting tight junction protein ZO-1 (60×oil microscope). Green is 
the fluorescence expressed by plasmid, red is ZO-1 protein, blue is DAPI-stained nucleus. A: ZO-1 
distribution after transfection of Caco-2 cells with pEGFP (E) and pEGFP-EspF (EE) plasmids. B: ZO-1 
distribution of Caco-2 cells stably knocked down with pEGFP (E) and pEGFP-EspF (EE) plasmids after 
transfection with pEGFP (E) and pEGFP-EspF (EE) plasmids. C: Fluorescence intensity analysis of ZO-1 in 
Caco-2 cells. D: Fluorescence intensity analysis of ZO-1 in Caco-2 cells stably knocked down with anxa6 gene. 
Error bars represent means±SD from three independent experiments; Asterisks indicate P values (***: P<0.001). 
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细胞紧密连接的分布影响不大。前期研究中，课

题组证实 EspF-ANXA6 蛋白互作可降低紧密连

接蛋白表达水平，破坏紧密连接分布[20]，结合本

实验结果，表明在 EspF-ANXA6 互作中，对紧密

连接的破坏作用主要由 EspF 蛋白介导，ANXA6
蛋白可能与 EspF 蛋白互作后或被 EspF 蛋白激活

后才能发挥其作用，ANXA6 蛋白在破坏紧密连

接中的作用及对肠屏障的影响仍有待继续探究。 
同样的，Wang 等利用 CRISPR/Cas9 基因编

辑技术成功实现了对 Caco-2 细胞的基因编辑[30]。

Caco-2 细胞被认为是模拟单层肠上皮细胞的最

佳模型[31]，目前 anxa6 基因在其中的作用还未

见报道。ANXA6 是一个多功能支架蛋白，前期

研究中，课题组已证实大肠杆菌 O157:H7 关键

效应蛋白 EspF 可与 ANXA6 蛋白互作 [19]，

ANXA6 蛋白可能是大肠杆菌 O157:H7 与宿主

“对话”的关键分子。ANXA6 蛋白不仅在招募信

号蛋白，调节胆固醇和膜转运，调控肌动蛋白动

力学等方面起着关键作用，而且参与细胞增殖、

存活、分化、炎症，膜修复和病毒感染等生物学

过程[8]。近期，ANXA6 蛋白被检测出在结直肠

腺瘤患者的粪便中富集，可作为结直肠腺瘤和

结直肠癌早期无创筛查的潜在生物标记物[32]。 
总之，本研究利用 CRISPR/Cas9 系统构建稳

定敲除 anxa6 基因的 Caco-2 细胞株，不仅为进一

步研究 EspF-ANXA6 互作介导肠屏障损伤奠定

基础，而且为阐明 ANXA6 蛋白在结直肠癌细胞

中的作用及其潜在致瘤性提供细胞模型。  
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