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[摘 要] 目的：探讨应用CRISPR/Cas9 基因编辑系统敲除PD-1 基因对人T 细胞增殖及分泌 IFN-γ的影响。方法：设计靶向

PD-1基因的 sgRNA序列，应用T7 RNA聚合酶体外分别合成 PD-1-sgRNA和Cas9mRNA。利用核转染技术将 PD-1-sgRNA和

Cas9 mRNA混合物转入激活的人T淋巴细胞，测序确认基因敲除的效率。应用流式细胞术分析基因敲除后T淋巴细胞表型和

PD-1的表达情况,锥虫蓝活细胞计数法检测T细胞增殖活力,ELISA检测T细胞分泌 IFN-γ情况。结果：体外成功合成 PD-1-

sgRNA和Cas9 mRNA。将PD-1-sgRNA和Cas9 mRNA核转染T淋巴细胞，测序证实PD-1基因序列编辑效率为58.3%。CRISPR/

Cas9 系统成功下调T淋巴细胞表面PD-1分子的表达水平[（9.6±1.85）% vs（16.2±2.05）%，P<0.05]，PD-1基因敲除不影响T 细胞

的增殖活力和细胞表型(P>0.05)；但PD-1-sgRNA组的效应T细胞分泌 IFN-γ水平显著升高(P<0.01)。结论：CRISPR/Cas9基因

编辑系统成功敲除人T淋巴细胞PD-1基因，降低PD-1分子表达可阻断PD-1／PD-L1负性调控从而增强T细胞的免疫活性，且促

进效应T细胞分泌 IFN-γ。
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Effect of PD-1 knockout by CRISPR/Cas9 system on proliferation and IFN- γ
secretion in human T lymphocytes
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[Abstract] Objective:: To explore the effect of PD-1 gene knockout by CRISPR/Cas9 system on the proliferation and IFN-γ secretion

in human T cells. Methods:: The sequence of sgRNA targeting PD-1 was designed. The PD-1-sgRNA and Cas9 mRNA were synthe-

sized by T7 RNA polymerase in vitro, and then the mixture of PD-1-sgRNA and Cas9 mRNA was delivered into activated T cells by nu-

cleofection. The efficiency of gene knockout was confirmed by sequencing. The phenotypes of T lymphocytes and the expression of

PD-1 after gene knockout were analyzed by Flow cytometry. The proliferation of T lymphocytes was calculated by trypan blue count-

ing. The level of IFN-γ secreted by T lymphocytes was detected by ELISA. Results：：PD-1-sgRNA and Cas9 mRNA were successfully

synthesized in vitro and delivered into T cells by nucleofection. Sequencing technology confirmed that the PD-1 gene sequence was ed-

ited and the editing efficiency was 58.3%. The expression of PD-1 on T lymphocyte surface was down-regulated successfully by CRIS-

PR/Cas9 system [(9.6±1.85)% vs (16.2±2.05)%, P<0.05]. The knockout of PD-1 gene did not affect the proliferation and phenotype

of T lymphocytes(P<0.05); However, compared with the control group, the level of IFN -γ secreted by T lymphocytes in the PD-1-

sgRNA group was significantly increased (P<0.01). Conclusion:: CRISPR/Cas9 system can successfully ablate PD-1 gene in human T

lymphocytes, which could block the negative regulation of PD-1／PD-L1 and further promote the IFN-γ secretion in T cells.
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免疫治疗在肿瘤综合治疗中占有重要的地位，

使用肿瘤特异性 T 细胞的过继性细胞免疫疗法

（adoptive cell immunotherapy，ACI）是治疗恶性肿瘤

的重要策略之一。然而，有证据[1]表明，肿瘤反应性T

细胞可以通过受体传递负性调控信号，如细胞毒性T

淋巴细胞抗原 4（cytotoxic T lymphocyte antigen 4，

CTLA-4）、程序性死亡受体-1（programmed cell death

protein-1, PD-1）及其同源配体，抑制T细胞的免疫活

性，是肿瘤免疫逃逸的重要原因之一。CRISPR/Cas9

是细菌和古细菌的一种免疫防御系统，该系统是以

细菌降解入侵病毒DNA的免疫机制为基础开发出来

的一种新型基因编辑技术[2]。相较于传统的基因编

辑技术，CRISPR/Cas9具有设计简便、操作简单、编辑

效率高等优点，近年来成为基因编辑的主要工具之

一，已经被广泛应用于疾病的诊断和治疗研究[3-5]。

本研究利用CRISPR/Cas9基因编辑技术敲除人T细

胞中PD-1基因，降低PD-1分子的表达以阻断PD-1/

PD-L1负性调控，从而增强T细胞的免疫活性，为T

细胞过继免疫治疗的临床应用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及仪器

CRISPR/Cas9质粒pCAG-T7 购自北京唯尚立德

公司，EnGen sgRNA Synthesis Kit、HiScribe T7 AR-

CA mRNA Kit和T7核酸内切酶Ⅰ购自NEB公司，P3

Primary Cell、4D-Nucleofector X Unit 试剂盒购自

Lonza公司，IFN-γ ELISA Kit购自武汉博士德公司，

PD-1-FITC抗体购自 eBiosicence公司，CD3单抗购自

Biogems公司，rhGM-CSF、rhIL-4、IFN-γ及TNF-α均

购自 Peprotech公司，GT-T551 H3培养基购自北京宝

日医生物技术有限公司。核转染仪购自广州基因有

限公司，流式细胞仪及其T细胞表型所用的抗体均购

自Beckman Coulter公司。

1.2 靶向PD-1基因 sgRNA的设计与体外合成

靶向PD-1基因的 sgRNA的设计，根据CRISPR/

Cas9靶点设计原则，首先应用在线工具（http：//crispr.

mit.edu）筛选出特异性强的 sgRNA（靶点序列：GTC

TGGGCGGTGCTACAACT）。根据 sgRNA合成试剂

盒说明设计合成靶向特异性寡聚核苷酸链（F：5´-

TTCTAATACGACTCACTATAGTCTGGGCGGTGC

TACAACTGTTTTAGAGCTAGA-3´，R：5´-AAAAGC

ACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAAC

GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGC

TCTAAAAC-3´），退火延伸后用于体外合成 sgRNA。

按照EnGen sgRNA Synthesis Kit试剂盒说明在体外

利用T7 ＲNA 聚合酶合成 sgRNA，纯化的 sgRNA经

1%甲醛变性凝胶电泳鉴定，NanoDrop 2000c紫外分

光光度计检测 sgRNA的浓度。

1.3 T7 RNA聚合酶法体外合成Cas9 mRNA

Cas9表达质粒 pCAG-T7经MfeⅠ酶切线性化，回

收酶切后的线性化质粒,经酚氯仿抽提纯化后，溶于

无核酸酶的水中作为合成模板，利用 HiScribe T7

ARCA mRNA Kit 在体外应用 T7 RNA 聚合酶进

行 Cas9 mRNA 的体外合成，并采用 Licl 沉淀方法

进行 mRNA 纯化，纯化后的 mRNA 经 1%甲醛变

性凝胶电泳鉴定，NanoDrop 2000c分光光度计检测

mRNA的浓度。

1.4 T淋巴细胞的激活与培养

抽取新鲜健康人外周全血10 ml，肝素抗凝后经

淋巴分离液梯度离心，获取单个核细胞，用 RPMI

1640培养液悬浮细胞，离心洗涤细胞 3次后，将细胞

接种于培养瓶中，置 37 ℃、5％CO2培养箱孵育 120

min。收集非贴壁细胞，移入25 cm2培养瓶中，用GT-

T551 H3 培养基调整细胞密度至 1×106 个/ml，加入

IFN-γ 1 000 U/ml。第 2天加入CD3抗体 50 ng/ml和

rhIL-2 1 000 U/ml。每3 d补液1次（加入GT-T551 H3

培养基），同时补加 rhIL-2 500 U/ml。

在贴壁细胞中加入含 75 ng/ml GM-CSF 和 50

ng/ml rhIL-4的GT-T551H3培养基，每 3 d换液 1次。

第 4天按 50 μg/ml加入肿瘤细胞冻融抗原，第 5天加

入 50 ng/ml TNF-α，第 7天将成熟DC与Ｔ淋巴细胞

共同培养获得效应T细胞。

1.5 PD-1-sgRNA和Cas9 mRNA电转入T淋巴细胞

取激活 3 d后的T淋巴细胞 3×106个，经培养基

清洗后重悬于 100 μl 的电转缓冲液中，加入 1 μg

sgRNA和 2.5 μg Cas mRNA，在 P3 Primary Cell试剂

盒中进行电转，电转程序 EO115，电转后立即加入

500 μl预热的培养基，放入37 ℃、5%CO2培养箱孵育

10 min以上，然后将细胞悬液转移到6孔板中继续培

养扩增。激活的T淋巴细胞经 PD-1-sgRNA和Cas9

mRNA电转 72 h后提取细胞基因组总DNA，根据设

计好的引物进行PCR扩增。

1.6 PCR扩增及T7EN1酶切鉴定电转后T细胞基因

组总DNA

抽提细胞基因组DNA，设计PD-1基因上下游引

物（F：CCCTTCCGCTCACCTCCG，R：CCAGCCT-

GACCCGTCATTCTAC），对目的片段进行扩增，预期

长度 522 bp。取 100 ng 扩增产物在 NEB Buffer2 中

95 ℃变性、缓慢复性后，用T7EN1 37 ℃孵育30 min，

2%的琼脂糖凝胶电泳分离。T7EN1能够识别不完

全配对的双链DNA并进行切割，扩增产物以T7EN1

酶切鉴定,如果CRISPR/Cas9对靶点造成了突变，将
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能够被该酶识别，并造成双链 DNA断裂。因此，在

琼脂糖凝胶电泳中存在除 PCR 产物带之外的条

带，说明退火产物能够被 T7 核酸内切酶识别并

切割，表明靶点 DNA 序列可能存在突变。通过

T-A 克隆、测序进一步验证突变的存在以及突变

的状况。

1.7 流式细胞术检测T淋巴细胞表型及PD-1分子的

表达

将PD-1-sgRNA和Cas9 mRNA电转入T淋巴细

胞（PD-1-sgRNA），分别在电转后的第 5天和第 10天

取样，流式检测PD-1分子的表达情况。在电转后的

第 12天，流式检测T淋巴细胞表型。取样后将细胞

用 100 μl PBS重悬，加入 PD-1、CD3、CD4、CD8抗体

各10 μl，对照管分别加入对应的同型抗体10 μl，室温

避光孵育30 min后，分别加入1 ml PBS液重悬细胞，

400×g离心 5 min，洗涤 2次；弃上清液，2%多聚甲醛

400 μl重悬细胞，进行流式检测。

1.8 锥虫蓝染色细胞计数法检测T淋巴细胞的增殖

能力

分别在PD-1-sgRNA和Cas9 mRNA电转后的第

0、3、6、9、12天，于倒置显微镜下观察T淋巴细胞的生

长情况，并取样经锥虫蓝染色后用Countess全自动细

胞计数器进行细胞计数，并绘制生长曲线，计算各组

细胞的扩增倍数。

1.9 ELISA检测T细胞分泌 IFN-γ情况

应用 IFN-γ ELISA Kit检测效应T细胞培养液中的

IFN-γ的含量，具体操作步骤按照试剂盒说明书进行。

1.10 统计学处理

采用SPSS 19. 0统计软件，计量数据采用 x̄±s表

示，两组间的比较用 t检验，以P<0.05或P<0.01表示

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 体外成功合成PD-1-sgRNA和Cas9 mRNA

凝胶电泳结果（图 1）显示，PD-1-sgRNA和Cas9

mRNA合成片段大小分别为100 、4 200 bp，与预期大

小相符，表明体外成功合成 PD-1-sgRNA 和 Cas9

mRNA。

M：ssRNA Ladder；1：PD-1-sgRNA；2:Cas9 mRNA

图1 PD-1-sgRNA（（A））和Cas9 mRNA（（B））体外合成后的鉴定

Fig. 1 Identification of PD-1-sgRNA(A) and Cas9 mRNA(B)

synthesized in vitro

2.2 CRISPR/Cas9 系统能定点突变PD-1基因

T7ENⅠ酶切鉴定结果（图2）显示，PD-1基因片段

中含有不完全配对的DNA双链的突变位点，被T7核

酸内切酶Ⅰ（T7ENⅠ）切割成2条小片段，分别为100和

422 bp。将PCR产物经TA克隆并测序，证实PD-1基

因在靶点位置序列出现编辑情况，编辑效率为58.3%

（图3）。

M：DNA marker；1：PD-1-sgRNA T；2.Control T

图2 PD-1基因的PCR扩增产物（（A））及其T7ENⅠ酶切分析（（B））

Fig. 2 Polymerase chain amplification product (A) of PD-1

gene and its T7ENI enzyme digestion analysis (B)

-：Deletions；+：Insertions；n/n：N/N：Positive colonies out of total sequenced

图3 PD-1基因PCR产物T-A 克隆的DNA测序结果

Fig. 3 DNA sequencing results of T-A clone of PD-1 gene PCR product

2.3 CRISPR/Cas9 系统成功下调 T 淋巴细胞表面

PD-1分子的表达水平

流式细胞术检测结果（图 4）显示，PD-1-sgRNA

组T淋巴细胞表面PD-1分子的表达水平在电转后的
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第 10天明显下调[（16.2±2.05）% vs（9.6±1.85）%，P< 0.05]，表明CRISPR/Cas9系统可抑制PD-1表达。

图4 CRISPR/Cas9系统对T淋巴细胞表面PD-1分子表达的影响

Fig. 4 The effect of CRISPR/Cas9 system on the expression of PD-1 on T lymphocyte surface

2.4 T淋巴细胞的增殖能力和表型不受PD-1基因敲

除的影响

结果（图 5）显示，PD-1基因敲除对PD-1-sgRNA

组T淋巴细胞的增殖能力无明显影响（P>0.05）。在

电转后的第 12天，流式细胞术检测结果（图 6）显示，

PD-1基因敲除后T淋巴细胞表型也无明显影响（P>

0.05）。表明PD-1基因的敲除不会影响T淋巴细胞的

增殖能力和表型。

2.5 PD-1基因敲除后促进T淋巴细胞分泌 IFN-γ

ELISA检测结果（图7）显示，与对照组比较，PD-

1-sgRNA组的T淋巴细胞培养液上清中 IFN-γ 的含

量显著升高[（270.2±17.45）vs（387.6±13.61）pg/ml，P

<0.01]。表明PD-1基因的敲除能有效促进效应T淋

巴细胞分泌 IFN-γ。

图5 PD-1基因敲除对T淋巴细胞增殖能力的影响

Fig. 5 Effect of PD-1 gene knockout on proliferation of

T lymphocytes

图6 PD-1基因敲除对T淋巴细胞表型的影响

Fig. 6 Effect of PD-1 gene knockout on T lymphocyte phenotype
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**P<0.01 vs Control group

图7 PD-1基因敲除对T淋巴细胞分泌 IFN-γ的影响

Fig. 7 Effect of PD-1 gene knockout on IFN-γ secretion by T

lymphocytes

3 讨 论

肿瘤的过继性细胞免疫治疗包括肿瘤浸润淋巴

细胞和嵌合抗原受体T细胞治疗等，被认为是极有前

景的免疫治疗方法之一 [6]。基于T细胞的肿瘤免疫

治疗的主要策略是提高肿瘤特异性T细胞的活化和

抑制其负性（免疫检查点）调控作用。经过几十年的

发展，提高肿瘤特异性T细胞活化度的策略得到极大

的发展，而针对负性调控的免疫检查点抑制剂近几

年才得到重视，特别是以PD-1/PD-L1为主的信号通

路抑制剂，对几种难治性肿瘤显示有显著的抗肿瘤

效应[7]。有研究[8]表明，嵌合抗原受体T细胞也可获

得与PD-1表达增加相关的分化和耗竭表型。因此以

抑制T细胞负性调控的策略是T细胞过继免疫疗法

的关键。

研究[9]表明，使用抗PD-1或PD-L1抗体阻断PD-1/

PD-L1免疫抑制信号通路可以显著提高嵌合抗原受

体T细胞的抗癌效果。但由于要求患者持续、全身用

药，导致治疗费用昂贵，并且存在破坏免疫耐受而产

生毒副作用，限制其在临床的广泛应用。BORKNER

等[10]应用逆转录病毒介导的RNA干扰来阻断 PD-1

也可达到提高肿瘤特异性 T细胞功能的目的，但是存

在RNA干扰持续时间短、逆转录病毒制备复杂，且逆

转录病毒临床使用的安全性等还没有完全解决。

CRISPR/Cas9系统的作用机制是借助 sgRNA序

列靶向识别与其碱基互补配对的靶 DNA 序列，将

Cas9核酸酶引导至靶位点特异地识别及切割，在靶

点位置产生双链DNA断裂，触发细胞DNA修复，包

括非同源末端连接（non - homologous end joining，

NHEJ）或同源重组（homology directed repair，HDR）

的方式来进行修复。其中，NHEJ介导的DNA修复将

在靶位点产生随机插入或缺失突变。本研究首先设

计一条能特异靶向PD-1基因的 sgRNA序列，在体外

应用 RNA 合成试剂盒合成出 sgRNA，再与 Cas9

mRNA一同核转染人原代T淋巴细胞，成功敲除人Ｔ

细胞中PD-1基因，敲除效率约58.3%，显著降低Ｔ细

胞表面PD-1分子的表达水平。

PD-1是B7/CD28协同刺激分子超家族的重要成

员，主要表达于活化的T、B细胞表面，由 268个氨基

酸组成的穿膜糖蛋白，其胞质区包含免疫受体酪氨

酸抑制基序（immunoreceptor tyrosine-based inhibito-

ry motif，ITIM）和免疫受体酪氨酸转换基序（immu-

noreceptor tyrosine - based switch motif，ITSM）[11]。

PD-1与配体（PD-L1和PD-L2）结合后，导致 ITIM和

ITSM中的酪氨酸残基磷酸化，募集磷酸酶SHP-1和

SHP-2，进而引起下游PI3K蛋白激酶的去磷酸化，抑

制 mTOR、ERK2和AKT等通路的活化，最终抑制效

应 T细胞的增殖以及细胞因子（如 IFN-γ、TNF-α和

IL-2)的分泌，促进抗原特异性T细胞凋亡，负向调控

T细胞的免疫活性，在维持机体免疫耐受中发挥至关

重要的作用[12]。本研究利用DC具有抗原加工和递

呈的功能，在体外诱导T细胞的激活，使之成为效应

T细胞，经DC抗原特异性激活的效应T细胞可分泌

功能性的细胞因子，如 IL-2和 IFN-γ等，间接调节抗

肿瘤作用。迟晓云等[13]研究发现，PD-L1作为 PD-1

的主要配体之一，除了表达于肿瘤细胞外，也表达于

活化的T细胞、DC和巨噬细胞等，推测活化的淋巴细

胞上调表达PD-L1，与同时上调表达于活化的T淋巴

细胞上的PD-1结合，发挥负性调控作用，以达到内环

境稳定。本研究通过CRISPR/Cas9介导的PD-1基因

敲除后活化的T细胞被进一步激活，在DC刺激下增

殖并产生更高水平的 IFN-γ。本研究发现原代人T淋

巴细胞经PD-1基因敲除后，可以显著提高效应T细

胞分泌 IFN-γ的水平。

免疫细胞的基因转染一直是免疫学研究的一个

难题。针对原代T细胞的转染，目前主要的转染方法

有腺病毒载体、逆转录病毒载体及慢病毒载体，但是

出于生物安全的担心，有必要探索其他非病毒载体

转染方法。4D-nucleofector X Unit核转染技术综合

了传统的电穿孔技术及细胞特异性的核转染液，调

整优化转染程序，直接把外源基因导入细胞的细胞

核中，显著提高细胞的转染效率[14]。本实验利用4D-

nucleofector X Unit 核转染技术，成功将 sgRNA和

Cas9 mRNA混合物转染入T淋巴细胞，有效地对PD-1

基因进行了编辑。

利用 CRISPR-Cas9 系统进行基因编辑时，通过

慢病毒和腺病毒感染对 T 细胞的基因编辑效率较

低[15-16]。而采用质粒DNA转染，对T细胞的毒性是其
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应用的一大难题[17]。其次，Cas9核酸酶活性越长，如

在DNA转染过程中，越有机会产生靶外效应。而使

用 cas9 mRNA或 sgRNA的最大优点是易降解，且不

在细胞中持续，从而限制了Cas9核酸酶的靶外效应。

因此本实验采用 sgRNA和Cas9 mRNA转染方法，除

了可以减少质粒对T细胞的毒性外，还可以降低脱靶

率，这在将来的临床研究时尤其重要。

本研究通过体外合成方法扩增靶向PD-1基因的

sgRNA 和 Cas9mRNA。利用核转染技术将 PD-1 -

sgRNA和Cas9 mRNA混合物转入人T淋巴细胞，成

功敲除人T淋巴细胞的PD-1基因，增强细胞的免疫

应答。这为阻断PD-1/PD-L1免疫抑制信号来达到增

强效应T细胞的抗肿瘤活性提供了一个新的解决途

径 ，可以有效避免使用阻断抗体所带来的不利因素。

其次，核转染介导的内源性PD-1基因破坏不会影响

原代T淋巴细胞的表型和增殖能力。这种非病毒的

原代T细胞转染方法在临床应用上具有更加安全和

操作简便的优点。

综上所述，本研究利用CRISPR/Cas9基因编辑技

术敲除人Ｔ细胞中PD-1基因，降低PD-1分子的表达

以阻断PD-1/PD-L1负性调控，从而增强T细胞的免

疫活性，为T细胞过继免疫治疗的临床应用提供一种

更加安全有效的方法。
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