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摘  要 

 

人乳头状瘤病毒（HPV）是许多人类疾病甚至癌症的诱因，HPV18 是其中一种

高危亚型且其感染极易诱发宫颈癌，该病毒已经成为人类健康的一大威胁，而现

在临床还没有针对该病毒感染及相关病症的有效治疗手段。CRISPR-Cas9 基因编

辑系统以其优势为 HPV 的基因治疗提供了新思路。基于此，本课题以 HPV18

的致癌基因 E6 和 E7 为靶点，设计构建了针对这两个基因的 Cas9 载体 pX260-E6

和 pX260-E7，再将携带靶点的载体转染到天然被感染并且整合有 HPV18 基因组

的宫颈癌细胞株 HeLa。观察结果显示转入 E6、E7 靶向的 Cas9 载体一定程度抑

制了 HeLa 细胞的增殖，流式细胞术的检测也显示双靶点的共同作用影响了 HeLa

细胞的细胞周期，使停留在 S 期的细胞比例增加了一倍，将近 15%，并诱导了

这些细胞的凋亡。然而，PCR 扩增靶点位置序列后酶切和测序还没有检测到相

应的重组突变和基因大片段缺失。因此，靶向癌基因的 Cas9 核酸酶一定程度起

到了治疗 HPV18 感染和抑癌的效果，虽然其具体机制还有待验证，治疗效率还

有待提高，但本课题的研究已经揭示了这种新型基因编辑工具用于基因治疗

HPV 病毒及其相关疾病的可能。 
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Abstract 

 
Human papillomavirus (HPV) is the cause of many human diseases even cancers. 

HPV18 is one of the high-risk subtypes and its infection is prone to end in cervical 

cancer. This virus has become a huge threat to human health but effective therapy for 

its infection and associated diseases is still vacant. The clustered, regularly 

interspaced, short palindromic repeats associated nuclease (CRISPR-Cas9) system as 

a newly emerging gene editing tool provides an alternative for curing HPV with its 

advantages. In this case, oncogenes E6 and E7 were chosen as the targets and the 

vectors, pX260-E6 and pX260-E7, containing each of those targets and the Cas9 

system were designed and constructed. These vectors were transfected into HeLa cells 

which are derived from a cervical cancer sample and naturally infected and integrated 

by HPV18. Much slower proliferation of the cancer cells was observed in groups with 

Cas9 targeting oncogenes compared to others. The results of flow cytometry showed 

that cotransfection of the two vectors doubled the proportion of cells in S phase, 

which was increased by 15%, and led those cells to apoptosis. However, neither the 

digestion after genome PCR nor the sequencing detected the expected mutations or 

large-range deletion in the target regions. In conclusion, CRISPR-Cas9 targeting 

oncogenes cured the HPV18 and suppressed the cancer development to an extent. 

Although the mechanism still needs making out and the efficiency requires improving, 

this original exploration has unveiled the probability and feasibility of applying 

CRISPR-Cas9 in gene therapy for HPV and its associated diseases. 

 

Keywords, 

HPV18, CRISPR-Cas9, Gene Therapy, Cervical Cancer, Oncogene, HeLa 
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前言 

 
人乳头状瘤病毒，简称 HPV，是无包膜的二十面体环状双链 DNA 病毒，感

染复层上皮细胞覆盖的表皮和粘膜[1]。它有超过 200 种亚型，亚型 16、18 为感

染中最为普遍的高危亚型[2, 3]。对于一些个体，感染 HPV 只会在皮肤等一些部位

产生良性的赘生物——疣，而对于一些个体，感染 HPV 会增加癌前期病变的风

险，并最终导致癌症[4, 5]。HPV 的致癌性源于其病毒基因组中的致癌基因 E6 和

E7，E7 表达的蛋白能够与细胞内 RB 蛋白结合使之降解，激活转录调控因子 E2F，

促使细胞周期不断前进，脱离细胞周期蛋白复合物（Cyclin/Cdk）的调控和抑制，

增强细胞的增殖活性；而 E6 表达的蛋白能介导抑癌的 p53 蛋白的降解，解除其

对 E7 引起的细胞周期改变的抑制，使恶性增殖的细胞摆脱凋亡途径，进而发展

为肿瘤[3-9]。研究表明，至少 99.7%的宫颈癌病例由 HPV 导致[10]，而每年全球范

围预计有 50 万例罹患宫颈癌的病例发生，并导致每年 28 万例因病死亡[4, 11]。同

时 HPV 的感染也会诱发其他阴道肿瘤以及食管癌、头颈癌、扁桃体癌等上皮组

织的癌症[1]。现在世界范围每年新增报道的 HPV 感染病例达到 550 万例[9]，使该

病毒成为威胁人类健康的一大杀手，急需有效的防治手段。 

现阶段应对 HPV 感染，已经用于临床的治疗手段基本没有[11]，仍然以预防

为主。早期的筛查是主要的预防手段之一[12]，临床采用巴氏涂片法[13]或液基细

胞学方法[14]来检测可能发展为肿瘤的非正常细胞，这样的筛查针对性小效率低，

只有很少部分的患者能够被及时检查出并加以预防，多数感染者或者是发现时就

已经是感染的晚期，或者就没有机会和条件进行这样的筛查。另外一种比较有效

的预防措施是接种 HPV 疫苗，发展上市比较成熟的疫苗有 Cervarix
[15]和

Gardasil
[16]，它们已经被应用于临床并且证明能够一定程度有效地预防由 HPV16

或 18 亚型引发的癌症风险[17-19]。这样的疫苗设计是基于病毒衣壳蛋白的保守性

制造的假病毒颗粒[1, 17]，但它依然不能保证完全有效预防，需要多次重复注射且

仅是对于年轻还没有接触过 HPV 的女性有效[11]。该疫苗在广大发展中国家并不

普及，且没有治疗意义。 

对于宫颈癌等由 HPV 所引发的癌症，临床主要还是以对待一般肿瘤的方法

进行治疗，如放疗、化疗、免疫治疗等[5]。这些方法有很多副作用，对于机体的
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损伤较大，难以有效抗癌，属于治标不治本的方法。因此高效特异地治疗 HPV

急需被实现[20]。由于 HPV 的致癌性取决于其 E6 和 E7 基因的作用，有研究利用

蛋白酶体和组蛋白去乙酰化酶抑制剂来特异性治疗 HPV 引发的肿瘤[21]，其设计

是基于阻断两个致癌基因的下游通路，但这不能从根本上解决问题。更多研究者

利用 RNAi 技术靶向 HPV16 或 18 的启动子和癌基因以降低 E6、E7 基因的表达

[22-33]，取得了一定的效果，但由于基因沉默效率不高、RNAi 又容易产生脱靶等

诸多问题[34, 35]，这种方法也难以向临床治疗发展。 

靶向的基因编辑技术能够高效特异地实现 DNA 双链的切割[36, 37]，锌指结构

核酸内切酶（ZFNs）和转录激活样效应物核酸内切酶（TALENs）[38]是其中的代

表，两者已经被广泛应用于各种研究领域[39, 40]甚至投入临床基因治疗的研究中

[41]。因此，利用 ZFNs 或 TALENs 靶向 HPV 的致癌基因就可能取得较好的基因

治疗的效果[42]，有课题组就利用 ZFNs 靶向 HPV18 的复制起始区，在体外抑制

了 HPV18 基因组的复制[43]。然而这两种基因编辑工具是蛋白介导的 DNA 特异

性序列识别，其效率和特异性势必会受到 DNA 表观修饰和序列结构本身的影响，

而且这两种核酸酶的构建过程都比较复杂，尽管不断有构建方法的优化[44-46]，但

依然是费时费力的工作。 

成簇有规律间隔的短回文重复结构及其相关核酸酶组成的基因编辑系统

（CRISPR-Cas）是一种 RNA 介导的核酸酶，它广泛存在于细菌中作为其获得性

免疫功能的一部分[47-51]，其中较为简单的一种 CRISPR-Cas9 系统被证明在原核

和真核细胞中都有活性[52-54]，Cas9-RNA 复合体与特定的 DNA 序列（PAM）识

别，而后其先导 RNA 部分与靶点 DNA 形成碱基互补配对的牢固结合，激活 Cas9

核酸酶活性，在 PAM 上游 2~3 bp 位置实现 DNA 双链的切割[55-58]。该系统构建

简单、切割高效特异[59]、较少受到 DNA 结构和修饰影响[60-62]，已经被广泛应用

于酵母[63]、果蝇[64, 65]、线虫[66]、斑马鱼[67-71]、鼠[71-79]、兔[80]、猪[81]甚至猴[82]等

多种模式生物的基因编辑研究，并且拓展应用到基因筛选[83-86]、转录调控[87-93]、

基因标记[60, 94]和 enCHIP
[95]，也已经在细胞和小鼠上证实了用于基因治疗的可行

性[96-98]。由于CRISPR-Cas9的优势，它可以高效特异实现DNA的双链断裂（DSB），

形成基因突变功能性敲除或大片段的基因缺失，将其靶向 HPV 的致癌基因，可

以削弱 HPV 的致病性，消除病毒和感染细胞，甚至起到治疗相关肿瘤的效果。 
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本论文选择 HPV18 病毒天然感染并整合的宫颈癌细胞株 HeLa
[99-101]作为研

究对象，通过构建靶向癌基因的 CRISPR-Cas9 载体 pX260，转染 HeLa 细胞并实

现其在细胞中的表达，对 HeLa 细胞中 HPV18 的致癌基因 E6 和 E7 的特定位点

进行切割，造成双链断裂（DSB），诱发存在错误修复的非同源末端连接[102, 103]，

实现对癌基因的功能突变敲除或基因缺失，伴随致癌基因 E6、E7 的失活和基因

组损伤，被病毒感染的 HeLa 细胞会发生凋亡，实现治疗效果。在基因组 DNA

水平利用 PCR 技术检测 CRISPR-Cas9 是否切割和引发基因突变重组，在细胞水

平检测细胞增殖活性的变化，利用流式细胞术检测细胞周期的变化以及细胞是否

发生凋亡。虽然在基因组上并没有探测到预期位置的突变和重组，但引入 Cas9

系统却一定程度抑制了 HeLa 细胞的生长，尤其是双靶点共同作用时，影响到了

其细胞周期并促使其发生了凋亡。 
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材料与方法 

 
1 材料 

1.1 细胞 

HeLa 细胞，实验室保种。 

1.2 载体与宿主菌 

1.2.1  载体 

1.2.1.1  pX260-U6-DR-BB-DR-Cbh-NLS-hSpCas9-NLS-H1-shorttracr- 

-PGK-puro 载体，购自 Addgene。 

1.2.1.2  pMD18-T 载体，购自 TaKaRa。 

1.2.2  宿主菌 

DH5α感受态大肠杆菌，实验室自制。 

2 试剂 

2.1 LB 培养基 

组成 LB 液体培养基（1 L） LB 固体培养基（1 L） 

Tryptone 10 g 10 g 

Yeast Extract 5 g 5 g 

NaCl 10 g 10 g 

Agar ― 15 g 

加水定容至 1000 mL 1000 mL 

灭菌条件：121 ℃，高压湿热，20 min。 

氨苄抗性培养基在灭菌后加入氨苄青霉素混匀至浓度为 0.1% 

2.2 50×TAE 凝胶电泳缓冲液 

组成  

Tris 242 g 

Na2EDTA·2H2O 37.2 g 

冰醋酸 57.1 mL 

加水定容至 1000 mL 

调节 pH 至 8.0 

2.3 琼脂糖 DNA 电泳凝胶 

组成 1% 琼脂糖凝胶 
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琼脂糖 1 g 

1×TAE 缓冲液 100 mL 

热熔 2 min 后加入 5 μL 溴化乙锭（EB）混匀 

2.4 HeLa 细胞培养液 

组成 体积配比 

DMEM high-glucose（HyClone） 96.5% 

胎牛血清 FBS（HyClone） 2.5% 

100 U/mL 青霉素 1% 

100 μg/mL 链霉素 1% 

2.5 PBS 缓冲液 

组成  

NaCl 8 g 

KCl 0.2 g 

Na2HPO4 1.44 g 

KH2PO4 0.24 g 

加水定容至 1000 mL 

调节 pH 至 7.4 

灭菌条件：121℃，高压湿热，20 min。 

2.6 转染试剂 

2.6.1  OptiMEM（GIBCO） 

2.6.2  聚乙烯亚胺溶液（PEI），实验室配制，pH 6.5~7.43 

2.7 普通质粒小提试剂盒（TIANGEN） 

2.8 血液/细胞/组织基因组 DNA 提取试剂盒（TIANGEN） 

2.9 琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒（TIANGEN） 

2.10 AnnexinⅤ,FITC 细胞凋亡检测试剂盒（DOJINDO） 

2.11 细胞周期检测试剂 

2.11.1 碘化丙啶（PI） 50 mg/μL（BIOTIUM） 

2.11.2 RNase A 10 mg/μL（TIANGEN） 

3 实验仪器 

3.1 peqSTAR PCR 仪（peQLab） 

3.2 琼脂糖凝胶电泳仪（TANON） 

3.3 荧光显微镜（Nikon） 
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3.4 FACS Calibur 流式细胞仪（BD） 

4 实验软件 

4.1 Vector NTI Advance 11.5.1 软件组合 

4.2 流式细胞仪数据分析软件 

4.3 NCBI BLAST 在线程序（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi） 

5 实验方法 

5.1 CRISPR-Cas9 靶点的选择 

5.1.1 依照文献报道，长度为 20 bp的先导RNA即能有效特异地介导Cas9

蛋白的作用[104]。因此，在 HPV18 的 E6、E7 基因的正义链和反义

链上寻找 Cas9 蛋白识别位点（PAM）的序列 NGG，并取紧挨着

PAM 序列 5’端的 20 个核苷酸，连同 NGG 全长 23 bp，作为备选靶

点库。 

5.1.2 将所有 23 bp 的靶点核苷酸序列输入 NCBI 的 BLAST 软件，在线

与人体基因组比对，如果其 3’端连同 NGG 的 9~15 bp 序列与人体

基因组同源性高，就剔除这样的靶点。因为根据研究，这样的靶点

容易在人体基因组上发生脱靶[61, 62, 105, 106]，即产生非特异的结合和

切割。在余下靶点中选取与人体基因组同源性低、不产生二级结构

的靶点序列，E6 和 E7 基因上各一个，取其不含 NGG 的 20 bp 作

为构建载体所需的序列。 

5.2 携带靶点的 pX260 质粒构建 

5.2.1 pX260 空载体质粒酶切，体系置于 37 ℃维持 4~6 小时。 

pX260 1 μg 

10×NEB Buffer 2 2 μL 

BbsⅠ 0.5 μL 

ddH2O X μL 

总计 20 μL 

5.2.2 酶切体系全部上样琼脂糖凝胶电泳，切胶回收被消化过的 pX260

载体骨架。（使用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒） 

5.2.3 合成 20 bp 的靶点寡核苷酸链且带有合适的粘性末端序列。（由生

工生物工程公司合成，大写字母为靶点序列） 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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E6 正链：5’ – aaacCTGCTGGATTCAACGGTTTCgt – 3’ 

E6 负链：   3’ – GACGACCTAAGTTGCCAAAGcaaaat – 5’ 

E7 正链：5’ – aaacCACAACATTGTGTGACGTTGgt – 3’ 

E7 负链：   3’ – GTGTTGTAACACACTGCAACcaaaat – 5’ 

5.2.4 E6、E7 靶点寡核苷酸链退火 

正链 1 μL 

负链 1 μL 

10×T4 Ligation Buffer 1 μL 

T4 PNK 0.5 μL 

ddH2O 6.5 μL 

总计 10 μL 

体系置于 PCR 仪进行如下程序： 

37 ℃ 30 min 

95 ℃ 5 min 

每分钟下降 1 ℃直到 25 ℃ 

25 ℃ 维持 

5.2.5 寡核苷酸链靶点连接 pX260 载体 

插入片段 2 μL 

pX260 载体骨架 2.5 μL 

10×T4 Ligation Buffer 1 μL 

T4 Ligase 0.5 μL 

ddH2O 4 μL 

总计 10 μL 

体系于室温放置 2~4 小时。 

5.2.6 连接体系转化 DH5α感受态大肠杆菌，涂板于氨苄青霉素抗性的平

板，于 37 ℃过夜培养。 

5.2.7 挑取大肠杆菌单克隆菌落于氨苄青霉素抗性的液体培养基，于 37 ℃

摇菌过夜，扩大培养。 

5.2.8 收集获得的菌液，小提质粒 pX260-E6、pX260-E7。（使用普通质粒

小提试剂盒） 

5.2.9 酶切质粒鉴定插入片段，并且测序鉴定所构建的质粒。（由生工生

物工程公司测序） 
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5.3 细胞培养 

用 HeLa 细胞培养液培养 HeLa 细胞于 37 ℃、5% CO2 培养箱，2~3 天传

代一次。 

5.4 转染 

5.4.1 转染前一天种 HeLa 细胞于 24 孔板，密度为每孔 4×10
4 个。 

5.4.2 转染时每孔加入 1.2 μL转染试剂 PEI 和 800 ng DNA。 

5.4.3 分别将 PEI 和 DNA 与一定量 OptiMEM 混匀放置 5 分钟。 

5.4.4 再将两者混匀放置 20 分钟。 

5.4.5 将 24 孔板中的培养基换为无血清培养基后，加入 PEI 和 DNA 的

OptiMEM 混合液。 

5.4.6 将 24 孔板置于细胞培养箱孵育 4~6 小时，之后再将培养液换为正

常 HeLa 细胞培养液。 

5.4.7 转染时，针对每一种检测方法的每一个时相点，均设置 Mock 组（即

不转染的阴性对照组）、空载体 pX260 组、pX260-E6 组、pX260-E7

组、pX260-E6+E7 组（即两种质粒共转染）和 Fugw 绿色荧光表达

质粒组，转染效率通过 Fugw 组绿色荧光表达量来体现。 

5.4.8 转染后 24 小时、48 小时、72 小时均用荧光显微镜观察各组细胞的

数目和形态，初步评估转染效率以及细胞增殖和凋亡的情况。 

5.5 基因组 PCR 和 T7E1 酶切鉴定 

5.5.1 分别在转染后 24 小时、48 小时、72 小时收取各组细胞，并提取基

因组，冻存备用。 

5.5.2 设计并合成引物，扩增 E6E7 基因包括靶点位置。（由由生工生物

工程公司合成） 

上游引物 F3：5’ – ATGGCGCGCTTTGAGGATCC – 3’ 

下游引物 R3：5’ – TGCACACCACGGACACACAA – 3’ 

扩增片段长度为 791 bp。 

5.5.3 PCR 扩增各组目的片段并用 DNA 凝胶电泳成像查看扩增结果。 

5.5.4 割胶回收扩增得到的目的片段（使用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒）。 

5.5.5 对胶回收的扩增片段进行 T7E1 酶切鉴定。 
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胶回收片段 9.7 μL（﹥100 ng）  

10×NEB Buffer 2 1.1 μL 

体系于 PCR 仪进行退火程序 

95 ℃ 10 min 

每秒下降 1 ℃至 85 ℃ 

每秒下降 0.1 ℃至 25 ℃ 

维持在 25 ℃ 

加入 T7E1 0.2 μL 

恒温水浴 

37 ℃ 30 min 

总计 11 μL 

酶切体系用 DNA 凝胶电泳成像查看结果。 

5.6 测序和测序结果分析 

5.6.1 胶回收产物连接 pMD18-T 载体 

胶回收片段 4.5 μL 

pMD18-T 0.5 μL 

SolutionⅠ 5 μL 

总计 10 μL 

5.6.2 连接体系转化 DH5α感受态大肠杆菌，涂板于氨苄青霉素抗性的平

板，于 37 ℃过夜培养。 

5.6.3 挑取大肠杆菌单克隆菌落于氨苄青霉素抗性的液体培养基，于 37 ℃

摇菌过夜，菌液送生工生物工程公司抽质粒测序。 

5.6.4 测序结果用 Vector NTI 和 AlignX 软件分析。将扩增片段的测序结

果和野生型进行比对。 

5.7 细胞凋亡检测（使用 AnnexinⅤ,FITC 细胞凋亡检测试剂盒） 

5.7.1 分别在转染后 24 小时、48 小时、72 小时和 96 小时收取各组细胞，

依照试剂盒的说明操作，用 1×AnnexinⅤ Binding Solution 制成每毫

升 1×10
6 个细胞的细胞悬液。 

5.7.2 取100 μL细胞悬液，加入 5 μL AnnexinⅤ,FITC和5 μL PI Solution。 

5.7.3 样品室温避光孵育 15 分钟后，加入 400 μL 1×AnnexinⅤ Binding 

Solution 结束孵育。 



12 
 

5.7.4 加样到流式细胞仪进行检测。AnnexinⅤ（+）且 PI（-）的细胞认

为是早期凋亡的细胞，AnnexinⅤ（+）且 PI（+）的细胞认为是已

死亡细胞，两者的数目都被用作统计比较。 

5.8 细胞周期和亚二倍体检测 

5.8.1 分别在转染后 24 小时、48 小时、72 小时和 96 小时收取各组细胞，

用 PBS 缓冲液清洗 2 遍。 

5.8.2 用 1 mL 预冷的 70%乙醇重悬细胞，置于 4 ℃固定 12 小时以上。 

5.8.3 用PBS缓冲液清洗除去乙醇，并重悬细胞于500 μL PBS缓冲液中。 

5.8.4 向细胞悬液样品中加入 PI 和 RNase A 至终浓度为 50 ng/μL。 

5.8.5 样品避光于 37 ℃孵育 30 分钟。 

5.8.6 加样到流式细胞仪进行检测。通道值小于 200（即 2 倍体峰位置）

的信号是亚二倍体信号，可以被认为是发生凋亡细胞的信号，其数

目被用作统计比较。 

5.8.7 利用流式细胞分析软件分析测得的数据和峰图，拟合计算处于不同

细胞周期的细胞比例，其数值被用于统计比较。 
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结果 

 
1 HPV18 基因组上 CRISPR-Cas9 靶点的确定 

为了选择高效安全的靶点，根据 CRISPR-Cas9 的作用特点利用软件程序进行

筛选，得到两个特异性比较高的作用靶点，分别位于 E6、E7 两个基因的反

义链上。 

分别是：E6：CTGCTGGATTCAACGGTTTC TGG 

        E7：CACAACATTGTGTGACGTTG TGG 

如图 1 所示，两个靶点切割位置相距 327 bp。 

 

图 1. CRISPR-Cas9 靶点在 E6、E7 基因上的位置。E6、E7 基因和针对 E6、E7 基因的

靶点均如图所示。F3 为上游引物，R3 为下游引物。 

2 携带靶点的 pX260 载体质粒构建 

为了实现 CRISPR-Cas9 系统在人体细胞中的切割，将靶点寡核苷酸片段连接

到可以真核表达CRISPR-Cas9系统的pX260载体骨架上，获得了pX260-E6、

pX260-E7 两个携带靶点的质粒，如图 2 所示。 

 

图 2. 携带靶点的 pX260 质粒构建。pX260 载体上 CRISPR-Cas9 系统各部分的组成如

图所示。靶点序列中大写字母为具体靶点。 
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3 靶向 E6、E7 的 CRISPR-Cas9 有效地抑制了 HeLa 细胞的增殖 

为了观察携带靶点的 CRISPR-Cas9 对 HeLa 细胞生长情况的影响，在转染后

的 24、48 和 72 小时均在荧光显微镜下，对各实验组随机选取视野拍照。如

图 3A 所示，转染效率在 30~60%。对比实验组、空载体组和阴性对照，如

图 3B 所示，含靶点的 CRISPR-Cas9 的引入比较明显地阻碍了 HeLa 细胞的

增殖，不论是双靶点还是单一靶点。在 24 小时的时候组间细胞数目的差别

还不明显，但到 72 小时，所有三个实验组中的细胞数目均明显少于空载体

和阴性对照，表示细胞的正常增殖受到了抑制。 
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图 3. 靶向 E6、E7 的 CRISPR-Cas9 抑制了 HeLa 细胞的生长。A. Fugw 组转染后 24

小时 40 倍镜下随机选取视野拍摄的 HeLa 细胞的生长情况，以荧光细胞数比总细胞数

代表转染效率。B. 转染后各时相点在 40 倍镜下随机选取视野拍摄的各组 HeLa 细胞的

生长情况。 

4 同时靶向 E6、E7 的 CRISPR-Cas9 促进了 HeLa 细胞的凋亡 

为了探究靶向 E6、E7 的 CRISPR-Cas9 对于 HeLa 细胞生长的抑制是不是由

于诱导细胞凋亡所致，即可能的由 CRISPR-Cas9 造成的特异性基因组损伤是

否诱导了 HeLa 细胞凋亡。分别在转染后 24、48、72、96 小时收集各组细胞，

凋亡检测试剂盒染色后进行流式细胞仪检测，流式细胞仪实验结果见图 4A。

以早期凋亡细胞比例的高低代表是否有明显被诱导凋亡的现象。如图 4B 所

示，在 24 和 48 小时，各组的早期凋亡细胞比例均没有明显差异，而到了 72

和 96 小时，双靶点组的早期凋亡比例要比其他组明显多出许多，尤其是转

染后第 4 天，其他组的早期凋亡比例均没有超过 15%，而 E6、E7 双靶点组

的早期凋亡比例已经要达到 30%，是其他组别的 2 倍还要多。由此认为，双

靶点同时针对 E6、E7 的 CRISPR-Cas9 的作用，即引发 E6、E7 基因的大片

段缺失，可能有效地抑制了 E6、E7 癌基因的活性，其造成的基因损伤一定

程度地诱导了 HeLa 细胞的凋亡，而单一靶点的作用没有明显地诱导癌细胞

的凋亡。 

 



16 
 

 

图 4. 靶向 E6、E7 的 CRISPR-Cas9 诱导 HeLa 细胞凋亡的流式细胞术检测结果。A. 转

染后 96 小时各组细胞凋亡试剂盒染色后的流式细胞仪检测结果图。左下区为正常生长

细胞；上半区为死亡细胞；右下区为发生早期凋亡的细胞。B. 转染后各时相点各组细

胞凋亡染色流式细胞仪检测结果中发生早期凋亡的细胞所占比例的柱形图。*代表该数

据与同组别其他有显著性差异，p﹤0.05。 

5 同时靶向 E6、E7 的 CRISPR-Cas9 影响了 HeLa 细胞的细胞周期 

为了进一步验证 CRISPR-Cas9 在双靶点介导时能够诱导 HeLa 细胞的凋亡，

同时探究其中的原因，在转染细胞后 96 小时收集细胞乙醇固定后进行 PI 染

色，通过流式细胞仪检测细胞周期。如图 5A 所示，亚二倍体的部分可以表

示破碎的染色体，即包含了凋亡细胞的信号。如图 5B，可以发现，对照组

和单靶点组亚二倍体峰信号所占的比例均在 10%左右，而双靶点组亚二倍体

峰信号的比例则超过了 20%，远高于其他组别，这个结果和凋亡试剂盒的检

测结果一致，说明了双靶点组的 CRISPR-Cas9 诱导了 HeLa 细胞凋亡。用流

式细胞分析软件分析峰图，拟合计算得到各组处于不同细胞周期的细胞比例，

如图 5C 所示。比较各组的细胞周期数据，如图 5D，可以发现各组细胞 G2

期的比例相近，而双靶点组相对于其他 4 组有更多的细胞处在 S 期而不是

G1 期，其 S 期的细胞比例几乎是其他组的 2 倍，高出了 15%。这与细胞凋

亡检测反映的比例结果一致，双靶点组与其他组别间存在显著性差异。所以，

同时针对 E6、E7 的 CRISPR-Cas9 不仅诱导了 HeLa 的凋亡，也影响了其细

胞周期，使更多的细胞停留在了 S 期，而单一靶点的作用似乎没有影响。 
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图 5. 靶向 E6、E7 的 CRISPR-Cas9 对 HeLa 细胞细胞周期的影响。A. 转染后 96 小时

各组细胞 PI 染色后的流式细胞仪检测结果图。M1 区为亚二倍体信号，M2 区为处在正

常细胞周期中的染色体的倍体信号。B. 流式细胞仪检测结果中各组亚二倍体区信号所

占比例的柱形图。C. 软件计算拟合的各组细胞的细胞周期峰图。从左向右第一个峰代

表 G1 期信号，中间平台代表 S 期信号，第二个峰代表 G2 期信号。D. 软件拟合结果中

处在各个细胞周期的各组细胞比例分布的柱形图。*代表该数据与同组别其他有显著性

差异，p﹤0.05。 

6 没有检测到靶向 E6、E7 的 CRISPR-Cas9 引起的基因突变和大片段基因敲除 

6.1 为了检测 CRISPR-Cas9 在 HeLa 细胞中对靶点位置的切割，在细胞被

转入含靶点的 CRISPR-Cas9 系统 2 天后，提取了细胞的基因组，利用

PCR 技术扩增了靶点位置，如图 6.1 所示。可以看出，各组中 791 bp

的目标片段均被有效地扩增了，而双靶点组如果存在高效的同时切割，

将从目的基因上切除一段约为 327 bp 的 DNA 片段，因而能够扩增出稍

短的 464 bp 的条带，然而从电泳图上并没有看到这条带。 
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图 6.1. 各组细胞 E6、E7 基因的 PCR 扩增结果的琼脂糖凝胶电泳分析。泳道 1，

Mock 组；泳道 2，空载体 pX260 组；泳道 3，E6 靶点组；泳道 4，E7 靶点组；

泳道 5，E6+E7 双靶点组；泳道 6，阴性对照组水；泳道 7，DNA Marker，各条

带大小如图所示。 

6.2 将 PCR 产物，即含有 E6、E7 基因的目的片段割胶回收后，进行 T7E1

的酶切鉴定。如果 E6、E7 基因中发生了重组突变，T7E1 酶能够在重

组突变的位置切割，从而将原有的单一长片段切断，得到 2 条较短的

小片段，且两者大小之和接近原来的片段长度。如图 6.2 所示，酶切后

的电泳图只呈现了非特异切割造成的弥散条带，并没有出现预期的特

异切割产生的较短条带。 

 

图 6.2. 各组 E6、E7 基因扩增回收后由 T7E1 酶切结果的琼脂糖凝胶电泳分析。

泳道 1，DNA Marker，各条带大小如图所示；泳道 2，Mock 组；泳道 3，空载体

pX260 组；泳道 4，E6 靶点组；泳道 5，E7 靶点组；泳道 6，E6+E7 双靶点组。 

6.3 将割胶回收的目的片段连接 T 载体，构建被转染的 HeLa 细胞 E6、E7

基因的克隆文库。从克隆文库中随机挑选单克隆的基因序列进行测序，

单靶点和双靶点组均各挑取了 4 个克隆，而 pX260 对照组挑取了 2 个

克隆。测序结果如图 6.3 所示，除去测序不成功和没有连接到目的基因

的空载体，所有基因序列均和野生型的 E6、E7 基因一致，虽有个别位

点呈现多态性，但也不影响 E6、E7 编码的蛋白的表达。而设计的靶点

位置，没有出现预期的突变和重组，双靶点组也没有出现基因切除导

致的大片段缺失。 
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图 6.3. 各组 E6、E7 基因的测序结果。A. E6 靶点位置的测序结果；B. E7 靶点位

置的测序结果。由上而下各行依此是：1. 野生型基因；2-3. 空载体 pX260 组；

4-5. E6 靶点组；6-8. E7 靶点组；9. E6+E7 双靶点组；10. A. E6 靶点序列，B. E7

靶点序列。 
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讨论 

 
本课题将 CRISPR-Cas9 这个特异性的核酸内切酶工具引入了 HPV18 病毒整

合的宫颈癌细胞株 HeLa，靶向 HPV18 的致癌基因 E6、E7，虽然在基因组层面

上没有检测到 DNA 被切割造成的突变重组甚至大片段的基因缺失，但是对细胞

生长表型的观察和流式细胞仪的检测结果显示携带靶点的 CRISPR-Cas9 一定程

度上起到了抑制 HeLa 细胞生长的作用。单独靶向 E6 或者 E7 基因并没有取得很

好的抑癌效果，但同时转入这两个靶点能够影响 HeLa 的细胞周期，使更多的细

胞停留在 S 期，并诱导其凋亡，从而起到一定的治疗效果。 

之前的研究者使用 RNAi 的技术下调 HeLa 中 E6、E7 基因的表达，也起到

了类似的抑癌效果，并诱导了细胞的凋亡[24, 26, 31]，与本实验中的结果一致，这

表明了使用特异性核酸内切酶靶向致癌基因进行基因治疗的可行性。然而本实验

中并没有在基因组上检测到预期的突变，可能是受制于转染效率和切割效率，在

实验组中野生型的背景依然很大，难以有效扩增到突变型，而且发生切割导致基

因重组突变的 HeLa 细胞会进入凋亡程序，基因组破碎，因此更加难以检测到发

生突变的基因型。相反，表型上的不同会比较容易直观地得到。由于 CRISPR-Cas9

本身已是一种高效的基因切割工具，进一步的验证可能需要更高效的转染方式，

或者增加转入的 Cas9 核酸酶的表达量，以提高突变型的比例。此外，HPV18 的

基因在 HeLa 细胞中是随机整合的，且有多个拷贝[99, 101]，单一较少的突变会很

容易被野生型的基因以同源重组（HR）的方式完美修复，因此较难检测到。 

HPV18 基因的多拷贝随机整合也一定程度上解释了单一靶点可能没有效果

的原因，因为简单的 E6 或 E7 单基因的突变可以在野生型广泛存在的背景下被

比较容易地完美修复，虽然 CRISPR-Cas9 具有很高的切割活性和效率，但多个

拷贝的修复几率会大大降低其最终影响，而且，就算有个别突变未被修复，只要

还有没有被切割的野生型拷贝存在，癌基因就依然能够正常发挥其活性。这个和

RNAi 的原理不同，由于 RNAi 下调的是整个细胞中的转录水平，所以不受拷贝

数的影响，而本实验中对于基因组 DNA 的打击效率可能就受制于拷贝数。不仅

如此，单一靶点的切割引发的重组突变并不一定会导致癌基因失活，在不引入终

止子的情况下，E6、E7 编码的突变型蛋白依然会被表达出来，虽然 DNA 水平
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基因有变化，但可能不影响蛋白的正常结构功能，即使突变确实一定程度改变了

蛋白的构型，但如果没有影响到有活性的结构域或关键的基序，就依然不能遏制

癌基因的作用，因此单一靶点的作用难以发挥抑癌的功效。 

从实验结果中可以发现，当两个靶点同时作用时，CRISPR-Cas9 确是起到了

抑制癌细胞生长并诱导其凋亡的治疗效果。一方面，两个靶点同时切割，能够从

基因组中切除一段 DNA，这样大片段的基因缺失难以被正确修复，虽然没有检

测到，但可以预见其存在，而且这样的缺失极大地影响了 E6、E7 基因的正确表

达，使两者各自缺少了一部分。由于之前这两个癌基因的作用会推动细胞周期不

断越过检查点进入 S 期，开始 DNA 的复制，从而不断分裂以满足癌细胞增殖的

目的，现在 E6、E7 的表达减少使得细胞中的 p53 蛋白和 p21 蛋白水平得以恢复，

p21 与细胞周期相关蛋白复合物 Cyclin E/Cdk 结合使之失活，从而中止了细胞周

期前进[3, 5]，因此在检测细胞周期时，双靶点组会呈现 S 期增多的现象。进一步，

p53 蛋白增多会介导这些细胞周期异常的细胞进入凋亡程序，促使被双靶点作用

的 HeLa 细胞发生凋亡，实现治疗效果。另一方面，双靶点带来的 E6、E7 基因

损伤，也会激活细胞内部正常的损伤修复机制，在难以完成正确修复的情况下使

细胞进入凋亡程序，这样的过程只会发生在被 HPV18 感染或整合的细胞中，不

会影响正常不含有 HPV18 基因组的健康细胞，因此起到特异性治疗病症的作用。 

对于 CRISPR-Cas9 靶向介导被 HPV18 感染或整合的细胞凋亡的具体机制，

还需要更多的后续验证，不仅要求更高效的基因组水平检测方法，以探测基因被

切割后发生重组突变的情况，也需要更多地检测与中间过程相关的蛋白表达水平

的变化。其中，检测被诱导凋亡的细胞中的 p53 蛋白和 p21 蛋白水平是一种可行

的方法，如果 E6、E7 基因的缺失是以本实验所预计的方式影响到细胞周期并促

使了细胞凋亡，那么相对于对照组，实验组的 HeLa 细胞中的 p53 蛋白和 p21 蛋

白的量会在 CRISPR-Cas9 作用后显著增加，这将部分证明对于同时靶向 E6、E7

基因的 CRISPR-Cas9 特异性诱导 HeLa 凋亡机制的猜想。 

本实验选取的针对 HPV18 的靶点，是根据 CRISPR-Cas9 的作用原理，一定

程度上排除脱靶可能性后随机选取的，因而具有一定的偶然性。由于研究者发现，

CRISPR-Cas9 的切割效率会受到具体靶点序列差异的影响[72]，即使是针对同一

基因，不同靶点也存在效率差异。因此，本实验中选择的靶点也可能不是较高效
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的靶点，所以单靶点作用没有效果，而双靶点的切割效率也不高。随机广泛地选

取更多可行的靶点，比较它们之间的切割效率，可能可以找出效率更高更适用于

进一步研究和治疗使用的靶点，使检测突变更为容易，而且抑制癌细胞增殖和诱

导凋亡的效果更为显著。现有的研究显示CRISPR-Cas9也存在一定脱靶的可能[61, 

105-107]，但只要合理选择设计靶点，就能有效规避脱靶的风险[59]，实现高效特异

地切割，本实验中的靶点选择时就经过软件预测减小了脱靶的可能性，由于靶点

本身的切割效率就不高，可能的脱靶位点发生脱靶切割的可能性就更加微乎其微，

因此没有再对可能的脱靶位点进行扩增测序，检测是否发生脱靶。鉴于靶点的特

异性，可以预计应该没有可检测到的脱靶情况发生。 

本实验在 CRISPR-Cas9 用于基因治疗 HPV18 方面进行了初步的探索，在此

条件下，当 E6、E7 两个基因同时被切割时取得了一定的成效，但效率很低难以

继续深入探究。要让此高效的基因编辑工具发挥作用，甚至开展进一步的治疗

HPV 的研究，需要更高效的载体和导入机制。本实验中使用 PEI 作为转染试剂，

虽然对细胞毒性较小，比较符合治疗的标准，但转染效率也不高，一般在 30%~40%

左右，不能满足有效抑制肿瘤细胞生长和杀灭病毒的需要，因为多数没有转入

CRISPR-Cas9 的 HeLa 细胞会迅速生长弥补小部分被诱导凋亡带来的空缺，造成

结果检测上的困难。因此为了提高效率，可能需要更加高效而低毒的转染试剂，

甚至需要多次转染才能体现较好的效果[108]。除了转染方式的改进，CRISPR-Cas9

的载体选择也可以提高，为了提高切割效率且避免重复转染，可以用整合有先导

RNA 和 Cas9 序列的病毒载体感染靶细胞[83-85]，实现持续表达切割，但这样做要

避免病毒载体本身随机整合进入正常细胞带来的安全风险。除此之外，为了进一

步减少潜在的脱靶可能，可以组合使用突变后只能切割单链的 Cas9 核酸酶[104, 109, 

110]或者失去自身内切酶活性但融合了 FokⅠ结构域的 Cas9
[111, 112]，模拟 ZFNs 和

TALENs 构成特殊的异源二聚体组合进行切割，以提高准确性和特异性。 

相较于使用 RNAi 沉默 E6、E7 基因的研究，使用 CRISPR-Cas9 核酸酶系统

有更多的优势，可以向临床基因治疗研究方向发展。首先，CRISPR-Cas9 核酸酶

直接作用于基因组 DNA，能够彻底有效地治疗和修复问题基因，且效率更高；

其次，这个核酸内切酶系统特异性更高，保证了用于治疗需要的安全性，相比之

下，RNAi 则有较高的脱靶风险；第三，靶向性的 CRISPR-Cas9 的设计和构建更
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加简便，不仅优于 RNAi，作为 RNA 介导的核酸酶，更比蛋白介导的 ZFNs、

TALENs 的构建简便许多，不仅可以容纳多靶点同时作用，并且能够在研究过程

中容许靶点的筛选和比较，省时省力，作为特异性的核酸内切酶具有很高的可变

度和适应性。因此，可以将它拓展到更多基因治疗的研究领域。本实验仅是在

HPV18 感染的宫颈癌细胞模型 HeLa 上进行的初步的探索，如果要进一步进行基

因治疗 HPV18 可行性的探究，还需要在感染 HPV18 的原代上皮组织细胞以及小

鼠模型上进行体内的实验，而且也可以选择在 HPV 病毒间更加保守的序列作为

靶点，就可同时适用于不同亚型的病毒感染。 

综上所述，本实验利用 CRISPR-Cas9 系统同时靶向 HPV18 的 E6、E7 致癌

基因，取得了部分的抑癌效果，抑制了癌细胞增殖并诱导了其凋亡，揭示了 Cas9

核酸酶系统用于基因治疗 HPV18 感染及相关疾病甚至癌症的可能，但进一步的

探索仍需要大量的后续工作，才能充分验证其可行性和有效性。 
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