


研 究 背 景 



HAND 

日常功能不受
影响，反应迟
钝，两项认知
领域低于同龄 

日常功能受损，
步态不稳，细
颤及手部精细
活动能力减退 

日常功能显著
受损，出现神
经病理学改变
如脑萎缩、白
质变性 

HIV相关痴呆症 轻度神经认知紊乱 无症状性神经认知损害 

患病率达74% 
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单核细胞 

神经毒性蛋白 

感染扩散 

受感染的胶质细胞分泌的毒性蛋白如gp120、Tat等引起神经元直接

损伤和炎症性损伤 

 

HIV-Tat可激活病毒的转录和翻译，促进病毒的进一步扩散，形成恶性循环 

外周受感染的单核细胞受到炎症诱导进入大脑是中枢神经系统感染HIV的

主要途径之一 

Hutat2:Fc 
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慢病毒感染介导外源基

因的多拷贝插入，可能

影响正常细胞的基因组

稳定性 

慢病毒感染介导外源性

基因的整合更易发生在

转录活跃区域，可能影

响正常基因的表达 





研 究 方 法 



Part Ⅰ 

Part Ⅱ 

Part Ⅲ 

构建CRISPR/Cas9介导Hutat2:Fc定点敲入的Hela，293T，U937和人原

代单核细胞，并评价其脱靶效率 

一、CRISPR/Cas9构建Hutat2:Fc基因敲入原代单核细胞 

二、转染细胞表达Hutat2:Fc 生物学活性的体外评估 

 验证转基因细胞表达的Hutat2结合Tat的能力，对小鼠神经元的保护作用，

对淋巴细胞的保护作用，对HIV感染抵抗作用以及维持免疫稳态的能力 

比较两种不同基因编辑方法对原代单核细胞的整合效率，对单核细胞

功能性分子的表达和分泌的影响，及对单核细胞跨膜能力的影响 

三、CRISPR和慢病毒转导单核细胞的效率和副作用比较 



研 究 结 果 



AAVS1位点 

Universal CRISPR Activity Assay T7 Endonuclease I Assay 





Scale bar=100μm 

Hela 

Monocyte 



RT-PCR 

WB WB 

ELISA 









 KI-M,CRISPR/Cas9-mediated Hutat2:Fc KI monocytes; LT-M, lentivirus-transfected monocytes; LT-MDM, lentivirus-transfected monocyte-derived macrophages. 
TEM Assay 



讨 论 
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编辑单核细胞 筛选 

分泌量 保持功能 

发挥单核细胞作为细胞载体的优势 

大片段基因敲入（1.5kb） 

单拷贝基因插入 

 

筛选过程的简化，提高了基于单核细胞

的细胞治疗的可行性 

敲入的单核细胞抗体分泌量较少，对局

部微环境的影响较小，增加安全性 

非病毒系统，最大限度的保存单核细胞

的正常功能，尤其是跨膜能力，提高了

单核细胞进入脑组织的可能性 



基因编辑效率仍需进一步提升 

由于细胞种属差异，未评估转基因单核

细胞在动物体内的迁徙及蛋白表达功能 

对于HIV感染者的单核细胞基因编辑效

率如何未进行测试 



结 论 



成功建立了利用CRISPR/Cas9技术将Hutat2:Fc基因敲入人原代
单核细胞AAVS1位点基因编辑方法 

基因修饰后的单核细胞可以表达并分泌Hutat2:Fc，并在上清中
积累至有效浓度 

上清中的Hutat2:Fc能够保护神经元，抑制HIV的复制和转录，并
且维持T细胞的稳态 

CRISPR/Cas9介导的基因修饰能够最大程度的保护单核细胞的正
常功能 

Wang B#, Kang W*, Sun Y*. Generation of Hutat2:Fc Knockin Primary Human Monocytes Using CRISPR/Cas9. 
Molecular Therapy: Nucleic Acids. 2018;6(11):130-141. [IF 5.66] 
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