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CRISPR/Cas9 敲除内源 TCR 增强 TCR-T 细胞对 HPV16 阳性宫颈癌

SiHa细胞的杀伤

冯娟，李佳涛，庄娜（重庆大学附属肿瘤医院 肿瘤转移与个体化诊治转化研究重庆市重点实验室，重庆

400030）

[摘 要] 目的：基于CRISPR/Cas9基因编辑技术制备无内源TCR的TCR-T细胞并鉴定其在体外杀伤HPV16阳性宫颈癌SiHa细

胞的功能。方法：培养健康志愿者外周血CD8+ T细胞和 Jurkat细胞，CRISPR/Cas9基因编辑技术敲除CD8+ T、Jurkat细胞的TCR基

因，制备过表达转基因TCR的重组慢病毒，在敲除内源性TCR的CD8+ T和Jurkat细胞中用慢病毒过表达转基因TCR制备TCR-T细

胞，多色FCM检测TCR-T细胞中TCR和CD3的表达水平，荧光素酶活性实验检测TCR-T细胞对HPV16阳性SiHa细胞的杀伤效率。

结果：CRIPSR/Cas9基因编辑技术高效地敲除了外周血CD8+ T细胞和 Jurkat细胞中的TRAC和TRBC基因，敲除效率分别为（81.4±

4.5）%、（98.5±0.07）%，制备的无内源TCR的TCR-T细胞高效表达转基因TCR，在外周血CD8+ T和Jurkat细胞中表达率为（66.0±17.8）%、

（97.3±2.6）%，敲除内源TRAC和TRBC 基因有效增强 CD8+ T 和 Jurkat细胞膜表达转基因TCR（均P<0.01），敲除内源TCR增强

TCR-T细胞特异性杀伤HPV16阳性的SiHa细胞[（71.4±1.0）% vs（35.1±2.0）%，P<0.01）]。结论：无内源TCR的TCR-T细胞显著增

强转基因TCR的表达和对HPV16阳性宫颈癌SiHa细胞的靶向杀伤能力，为提高TCR-T细胞的临床疗效提供了实验依据。
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CRISPR/Cas9-mediated endogenous TCR knockout enhances TCR-T cells targeted
killing HPV16-positive cervical cancer cells

FENG Juan, LI Jiatao, ZHUANG Na (Chongqing Key Laboratory of Translational Research for Cancer Metastasis and Individualized

Treatment, Chongqing University Cancer Hospital, Chongqing 400030, China)

[Abstract] Objective: To develop TCR-T cells with endogenous TCR knockout based on CRISPR/Cas9 gene editing technology, and

to identify their cytotoxicity against cancer cells in vitro. Methods: Jurkat cells and CD8+ T cells from the peripheral blood of healthy

volunteers were cultured in vitro, and endogenous TCR of the CD8+ T and Jurkat cells was knocked out by CRISPR/Cas9 gene editing

technique. Transgenic TCR overexpression lentivirus was prepared and transfected into the CD8+ T and Jurkat cells with endogenous

TCR knockout to prepare TCR-T cells. The expression levels of TCR and CD3 in TCR-T cells were detected by multi-color FCM. The

killing efficiency of TCR-T cells against HPV16 positive SiHa cells was determined by luciferase activity assay. Results: CRIPSR/

Cas9 gene editing technique effectively knocked out TRAC and TRBC genes in the peripheral blood CD8+ T and Jurkat cells, with a

knockout efficiency of (81.4±4.5)% , (98.5±0.07)% , respectively. The obtained TCR-T cells after transfections efficiently expressed

transgenic TCR, with an expression rate up to (66.0±17.8)% , (97.3±2.6)% . Knockout of endogenous TRAC and TRBC genes

effectively enhanced transgenic TCR expression on cell membrane of CD8+ T and Jurkat cells (both P<0.01). Knockout of endogenous

TCR enhanced the specific killing of TCR-T cells against HPV16-positive target cells ([71.4±1.0]% vs [35.1±2.0]% , P<0.01).

Conclusion: The expression of transgenic TCR in TCR-T cells without endogenous TCR expression was significantly increased, and

the targeted killing ability of HPV16-positive cervical cancer SiHa cells was significantly enhanced, which provides experimental basis

for improving the clinical therapeutic effect of TCR-T cells.
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宫颈癌是常见女性生殖系统恶性肿瘤，传统治

疗对于进展期、转移以及复发性宫颈癌效果不佳，

5年生存率仅为 17.3%[1-2]。高危人乳头瘤病毒 16型

（HPV16）和18型（HPV18）的持续性感染能诱发宫颈

上皮内瘤样病变及宫颈癌[3-4]。TCR-T细胞疗法是当

前治疗实体瘤最具前景的新技术之一[5-12]，因其表达

特异靶向抗原的人工合成受体，T细胞能够高效识别

且杀伤靶细胞[13]。靶向HPV16 E6及E7抗原的TCR-T

细胞具有清除肿瘤细胞的活性[14-15]。然而传统HPV

相关TCR-T细胞只能介导部分宫颈癌患者的临床反

应，因此需要探索更安全有效的TCR-T细胞。目前，

TCR-T细胞面临内源性TCR与转基因TCR竞争结合

CD3的难题，且二者易错配形成混合型TCR二聚体

而引发移植物抗宿主病[16-17]。有报道[14, 18-21] 通过

CRISPR/Cas9敲除内源性TCR的α和β基因，能够有

效增强转基因TCR的表达，且几乎消除了TCR错配。

2020年报道了首个CRISPR编辑TCR-T细胞在难治

性癌症中的安全性和可行性的临床试验[22]。本研究

通过CRISPR/Cas9系统敲除人T细胞内源性TCR，制

备了特异靶向HPV16 E7抗原的新型TCR-T细胞，发

现外源 TCR 有效表达于 T 细胞膜表面 ，且对

HPV16 阳性宫颈癌细胞的杀伤能力明显增强。

本研究优化了针对 HPV16 E7 抗原的 TCR-T 细

胞 ，有利于宫颈癌的临床治疗。此外 ，通过

CRISPR/Cas9 技术敲除内源 TCR 同样适用于其他

恶性实体瘤的 TCR-T 细胞治疗，具有重要的临床

应用价值。

1 材料与方法

1.1 细胞、试剂与仪器

人外周血CD8+ T细胞来自健康志愿者，征得其

知情同意并签署知情同意书，研究计划已通过重

庆大学附属肿瘤医院伦理委员会审批（批准号：

CZLS2023082-A）。HPV16阳性 SiHa细胞、Jurkat细

胞和293T细胞购于中国科学院细胞库。鼠源PEcy7-

CD3、APC-TCRβ、PE-TCRα/β一抗均购自 Biolegend

公 司 ，Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28、

Lipofectamine®3000 转染试剂、Cas9 Nuclease 3NLS

（Cas9蛋白）均购自Thermo Fisher Scientific公司，质

粒无内毒素中提试剂盒购自 Qiagen 公司，高糖

DMEM和RPMI 1640购自Gibco公司，细胞因子 IL-2

购自 PeproTech公司，人CD8微磁珠（CD8+ T细胞分

离试剂盒）购自Miltenyi Biotec公司，Neon电穿孔仪

购自Thermo Fisher Scientific公司，Beckman CytoFlex

多色流式细胞仪（FCM）和 Beckman MoFlo Astrios

EQ分选仪器购自Beckman公司，合成靶向TCR分子

的向导RNA（guide RNA，gRNA）序列购自南京金斯

瑞公司。TRAC（TCRα）-gRNA 序列：5'-GGCAGA

CAGACTTGTCAC-3'；TRBC（TCRβ）-gRNA 序列：5'-

GCTCAAACACAGCGACCT-3'。

1.2 人外周血CD8+ T细胞的分离纯化与细胞培养

使用 Ficoll密度梯度离心外周血分离出外周血

单 个 核 细 胞（peripheral blood mononuclear cell，

PBMC），再通过CD8+ T细胞分离试剂盒的磁珠纯化

得到 CD8+ T 细胞。T 细胞置于含 50 ng/mL IL-2、

10% FBS、2 mmol/L L-谷氨酰胺和 50 mmol/L β-巯基

乙醇的 RPMI 1640 培养基培养，Jurkat 细胞置于含

10% FBS 的 RPMI 1640 培养基中培养，HPV16 阳性

SiHa细胞、293T细胞置于含10% FBS的DMEM培养

基中培养。

1.3 CRISPR/Cas9基因编辑技术敲除CD8+ T、Jurkat

细胞的内源TCR基因

T 细 胞 经 过 DynabeadsTM Human T-Activator

CD3/CD28 刺激活化 24 h 后，分别将 500 ng TRAC-

gRNA、TRBC-gRNA和 1 μg Caspase 9蛋白室温下处

理 20 min，形成核糖核蛋白复合物（ribonucleoprotein

complex，RNP），TRAC-RNP 、TRBC-RNP 分 别 与

2×105个 CD8+ T 细胞或 Jurkat 细胞混合后进行电转

染，电转染条件为1 600 V、脉冲时间为10 ms，重复 3 次

进行电穿孔后，细胞培养于新鲜完全培养基。

72 h 后，用相应 TCR 和 CD3 流式抗体在 4 °C 下

避光处理 30 min，多色 FCM 检测细胞表面 TCR

和CD3表达水平。

1.4 制备过表达转基因TCR的重组慢病毒载体

将pMDLg/RRE、pRSV-Rev、vsvg和pCDH-CMV-

TCR等4 种质粒混合于Opti-MEM液中室温下处理

15 min，然后与Lipofectamine 3000混合，室温下处理

20 min后滴加到 293T细胞中，置于 37 ℃、5% CO2培

养箱中培养过夜后换上完全培养基，36 h后收集含

慢病毒载体的上清液，用 0.45 μm 孔径的滤网过

滤上清液去除细胞碎片，用 PEG 6 000浓缩重组慢

病毒。

1.5 在敲除内源性TCR的CD8+ T、Jurkat细胞中转

染过表达转基因TCR慢病毒制备TCR-T细胞

T 细胞经过 Dynabeads Human T-Activator CD3/

CD28 刺激活化 24 h 后，电穿孔递送 TRAC-RNP、

TRBC-RNP，36 h 后通过 CD3 磁珠负向选择培养于

24孔板中，将 10 感染复数的转基因 TCR 慢病毒

或者阴性对照慢病毒加入到 T 细胞中，以 32 ℃、

1 500×g水平离心 2 h，慢病毒转导 72 h后用 FCM检

测细胞TCR阳性率。经过7 d扩增后，FCM分选GFP

和鼠APC-TCRβ双阳性的TCR-T细胞。
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1.6 多色FCM检测TCR-T细胞中TCR和CD3的表

达水平

离心收集转染后 T细胞，用 Zombie Green、anti-

CD3-PEcy7 、ant i -mouse TCRβ -APC、anti-human

TCRα/β-PE抗 体 液 重 悬 T 细 胞 ，冰上避光处理

30 min，用 MACS 溶液漂洗，600×g 离心收集荧光

抗体标记的 T 细胞，加入 300 μL MACS 溶液重

悬，多色 FCM 分析转染细胞中 TCR 和 CD3的表

达水平。

1.7 荧光素酶活性实验检测 TCR-T 细胞对 HPV16

阳性SiHa细胞的杀伤率

构建共表达HLA-A*02∶01和荧光素酶的HPV16

阳性SiHa细胞，将稳定表达转基因TCR-T细胞（效应

细胞）以效靶比5∶1和10∶1与SiHa靶细胞混合培养，

18 h后，每孔加入等体积的荧光素酶底物，1 000×g

室温下离心 20 min，取 100 μL 上清液于白板中测

定其相对光单位（relative light unit，RLU）。杀伤效率

=（1–靶细胞和效应细胞共培养孔RLU/靶细胞孔的

RLU）×100%。

1.8 统计学处理

各实验均独立重复3次。用GraphPad Prism 6统

计软件进行数据分析。符合正态分布的计量数据

用 x̄±s 表示，两组间比较采用独立样本 t 检验。以

P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功敲除CD8+ T细胞和 Jurkat细胞中TRAC和

TRBC基因

分别在 TRAC 和 TRBC 的外显子上设计了

gRNA（图 1A），通过电穿孔同时递送 TRAC-RNP

和 TRBC-RNP 到外周血 CD8+ T 细胞和 Jurkat 细

胞，进而切割内源性 TCR 的 α 和 β 基因。 4 d 后

用多色 FCM 检测内源 TCR 敲除情况。结果表

明，CRIPSR/Cas9 技术能够高效敲除 Jurkat 细胞

[ 图 1B；（98.5±0.07）% vs（4.4±2.5）% ，P<0.01]和

CD8+ T 细胞 [图 1C；（81.4±4.5）% vs（ 3.1±1.1）%，

P<0.01]的 TCR，使其不表达 TCR。FCM结果显示，

CRIPSR/Cas9介导 Jurkat细胞（图 1B）和CD8+ T细胞

（图1C）内源TCR缺失抑制了CD3的表达。

2.2 成功制备无内源TCR的TCR-T细胞

成功构建了鼠源恒定区的转基因 TCR 慢病

毒载体且获得高滴度的病毒（图 2A），慢病毒感

染 Jurkat 和外周血 CD8+ T 细胞 72 h 后，用 FCM 检

测转基因 TCR 表达。结果表明，Jurkat（图 2B）和

外周血 CD8+ T 细胞（图 2C）膜上的 CD3 和 TCR

均能高表达，两组 Jurkat 细胞的 CD3 阳性率为

（97.3±2.6）% vs（3.5±2.1）%（P<0.01），两组 CD8+

T 细胞的 CD3 阳 性 率 为（ 66.0±17.8）% vs（3.1±

3.4）%（P<0.05）。结果说明 TCR-T 细胞制备完

成 ，且电穿孔 RNP 转导不影响转基因 TCR 的阳

性率。

2.3 敲除内源TRAC和TRBC基因有效增强T细胞

中TCR的表达

通过慢病毒将 9 个转基因 TCR分别导入到野

生型CD8+ T细胞和内源 TCR 敲除的 CD8+ T 细胞

中，FCM检测结果显示，敲除T 细胞内源 TCR 极大

地增强转基因 TCR 在膜上的表达（图3A）。荧光强

度分析证实敲除内源TRAC和TRBC基因能有效增

强T细胞表达转基因TCR[图3B；（5 749.8±3 790.6）vs

（2 163.8±1 914.0）RLU，P<0.01]。

2.4 敲除内源TCR有效增强TCR-T细胞对癌细胞

的特异性杀伤能力

荧光素酶活性实验结果（图4A）显示，HPV16 E7

TCR在野生型CD8+ T细胞膜表面低表达。在效靶

比 5∶1的情况下，用野生型CD8+ T细胞制备的TCR-

T细胞对靶细胞 SiHa-HLA-A*02︰01和对照组 SiHa-

Ctrl、SiHa-HLA-A*11︰01 的杀伤率分别为（26.7±

0.2）%、（24.4±0.9）%、（10.2±0.8）%（P>0.05）；在效靶

比 10∶1 的情况下的杀伤率分别为（35.1±2.0）%、

（16.5%±0.3）%、（23.1±1.0）%（P>0.05），表明制备的

TCR-T细胞具有微弱的特异性杀伤靶细胞功能。无

内源 TCR 的 CD8+ T 细胞毒性实验结果（图 4B）

显示，在效靶比 5∶1 的情况下，制备的 TCR-T 细

胞对靶细胞 SiHa-HLA-A*02︰01 和对照组 SiHa-

Ctrl、SiHa-HLA-A*11︰01 的杀伤率分别为（39.8±

13.6）%、（10.2±3.9）%、（9.9±2.7）%（P<0.01）；在效

靶比 10∶1 的情况下 ，其杀伤率分别是（71.4±

1.0）%、（6.3±1.1）%、（4.8±2.0）%（P<0.01），可见对靶

细胞的杀伤显著强于对照细胞。结果表明，通

过 CRISPR/Cas9 基因编辑技术敲除内源 TCR 的

TCR-T 细胞 ，能明显增强特异性识别并杀伤

HPV16 阳性的宫颈癌SiHa细胞。

3 讨 论

宫颈癌是最常见的女性生殖恶性肿瘤之一，高危

型HPV持续性感染是诱发宫颈上皮内瘤样病变及宫

颈癌发生发展的主要因素。传统手段（手术、放疗

及化疗等）仍是目前首选的治疗方案，但对于进展

期、转移以及复发性宫颈癌治疗效果不佳。因此，

探索安全有效的治疗模式在提高进展期、转移以

及复发性宫颈癌的术后生存率已成为近年来宫颈癌研

究领域中的重点之一。
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近年来，个体化免疫靶向治疗已成为治疗实体

瘤最具有前景的新技术。HINRICHS课题组研究[15-16]

发现，靶向识别HPV16 E6及E7抗原相关的TCR制备

的TCR-T 细胞能够在体外及小鼠瘤荷模型中杀

伤肿瘤细胞，然而并不能彻底清除体内肿瘤。

进一步的临床试验表明，TCR-T 细胞仅介导部分

宫颈癌患者的临床反应。本研究也发现，外周血

CD8+ T细胞膜表面不能有效高表达转基因TCR，且

影响识别杀伤 HPV16 阳性的宫颈癌 SiHa 细胞。

因此研发安全有效的 TCR-T细胞以特异性靶向识

别且杀伤HPV16阳性的宫颈癌细胞，可为进展期、转

移以及复发性HPV病毒阳性宫颈癌患者提供有效的

治疗方案。

A：以CRIPSR/Cas9技术敲除TRAC和TRBC靶点的设计；B：FCM检测 Jurkat细胞膜上CD3和TCR的表达；

C：FCM检测人外周血CD8+ T细胞的内源CD3和TCR在膜上的表达水平

图1 采用CRIPSR/Cas9基因编辑技术敲除CD8+ T、Jurkat细胞的内源TCR基因
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A：转基因TCR载体构建示意图；B：FCM检测 Jurkat细胞中慢病毒转染效率及CD3和转基因TCR在细胞膜上的表达水平；

C：FCM检测外周血CD8+ T细胞中慢病毒感染效率及CD3和转基因TCR在细胞膜上的表达水平

图2 重组慢病毒感染制备无内源TCR的TCR-T细胞中转基因TCR和CD3的表达水平

为了优化转基因TCR的靶向识别和杀伤效应，

本研究采用CRISPR/Cas9基因编辑技术敲除内源性

TCR 的 α和 β基因，构建内源 TCR 不表达的 T 细

胞 ，避免内源性 TCR 与转基因 TCR 竞争结合

CD3，以及二者易错配形成非天然混合型 TCR 二

聚体。体外实验发现，CRISPR 基因编辑介导转

基因 TCR 有效表达于 T 细胞膜表面。此外，杀伤

实验结果显示，无内源 TCR 的 T 细胞制备的靶向

识别 HPV16 E7 抗原的 TCR-T 细胞能够高效特异

性识别杀伤HPV16阳性的宫颈癌SiHa细胞。

综 上 所 述 ，本 研 究 采 用 基 于 RNP 形 式 的

CRISPR/Cas9基因编辑技术制备无内源TCR表达的

TCR-T 细胞，可在体外实验中显著提高靶向识别

HPV16 E7抗原的TCR表达及增强TCR-T细胞特异

性靶向杀伤能力。本研究提供了高效靶向识别

HPV16 E7抗原的TCR-T细胞制作方法，有望为进展

期、转移及复发性宫颈癌患者提供更强治疗手段。

此外，CRISPR/Cas9 基因编辑技术敲除内源 TCR 策

略同样适用于其他恶性实体瘤的个体化TCR-T细

胞的研发，具有重要的临床应用前景。
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A：FCM检测9个转基因TCR在野生型CD8+ T细胞和内源TCR敲除的CD8+ T

细胞中表达水平；B：各组细胞中TRBC荧光强度统计图

图3 无内源TCR的TCR-T细胞膜表达TCR的水平

A：FCM检测野生型CD8+ T细胞中转基因HPV16 E7 TCR的膜表达水平和野生型TCR的TCR-T细胞对靶细胞的杀伤能力；

B：FCM检测CRISPR/Cas9技术介导无内源TCR的CD8+ T细胞中转基因HPV16 E7 TCR的膜表达水平及其对靶细胞的杀伤能力

图4 TCR-T细胞膜转基因TCR的表达水平和体外杀伤靶细胞的能力
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