
基因表达载体 平台 性能 细胞
存活率 易于使用 生物安全要求 单位反应

成本

慢病毒 Lipofectamine 3000试剂 ++++ +++ + +++ $$$

DNA Neon系统 +++ +++ +++ + $

mRNA Neon系统 ++++ +++ +++ + $$

图1. Neon转染系统的应用。(A)免疫细胞基因操纵实验的决策图。*使用的细胞模型：原代T细胞、
CD34+、Jurkat、K562、NK-92、Raji、SC-1和THP-1。(B)可选的基因表达载体导入方法以及影响实验
的不同因素。 
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免疫细胞转染方案
利用Invitrogen Neon转染系统实现免疫细胞研究

应用说明                                                                                                                                       ANEON转染系统

简介

血细胞的基因操纵是了解并开发各种疾病治疗方法的关键，

如白血病、实体瘤和HIV感染。癌症和传染病的免疫治疗方

面的最新进展以及诸如基因组编辑等技术的进步使血细胞实

验受到了越来越多的关注。但是，探索的道路并非是一帆风

顺的。尽管越来越多的研究人员寻求突破，但将分子导入这

些细胞的难度仍然是该领域快速发展的障碍[1]。

造血细胞和循环血液细胞的转染一般较为困难、耗时且昂

贵[1,2]。T淋巴细胞因为存在治疗前景尤其受到关注，但利

用标准试剂方法很难导入DNA和RNA；慢病毒转染是目前

最常用的将核酸导入T细胞的方法[3–7]。尽管现在已经开发

出了更高效的慢病毒技术，但关于人类治疗使用的安全性

问题尚未完全解决。研究人员正在探索其他物理导入方

法，如电穿孔[8–11]。

Invitrogen™ Neon™转染系统可将DNA、RNA和蛋白质导

入细胞内，同时避免了试剂和病毒方法存在的问题。通过

使用Neon系统优化电穿孔条件和细胞密度，我们可以在

各种血液细胞系及原代T细胞中获得超过80%的转染效率 

(图1)。我们还能使用Neon系统在多种血液细胞系中进行

CRISPR-Cas9系统进行基因组改造，在原代人T细胞中获

得超过90%的基因组剪切效率。
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电穿孔参数(10 μL吸头)

细胞系 细胞数量 转染效率 24孔优化实验方案(程序#)

原代T细胞 2 x 105 84% 1,600 V/10 ms/3个脉冲(#24)

Jurkat 2 x 105 86% 1,700 V/20 ms/1个脉冲(#5)

NK-92 2 x 105 52% 1,300 V/10 ms/3个脉冲(#21)

KG-1 2 x 105 82% 1,700 V/20 ms/1个脉冲(#5)

THP-1 2 x 105 42% 1,600 V/10 ms/3个脉冲(#24)

SC-1 2 x 105 54% 1,700 V/20 ms/1个脉冲(#5)

SC 2 x 105 70% 1,700 V/20 ms/1个脉冲(#5)
采用Ficoll-Paque™ PLUS培养基和Invitrogen™ Dynabeads™ Untouched™人T细胞试剂盒从来自健康供体的LeukoPak™血液制品中分离人原代T细胞。然后使用含有2%人血清的
Gibco™ OpTmizer™ CTS™ T细胞扩增培养基培养细胞，并利用Gibco™ Dynabeads™ 人源T细胞扩增产品CD3/CD28活化。活化后3天在Neon系统上进行转染实验。各细胞系均遵照
ATCC指南，采用Gibco™培养基、血清和生长因子维持。每10 μL吸头制备2 x 105个细胞，使用缓冲液R (Neon转染系统试剂盒中的组分)和1–1.5 μg编码GFP的DNA进行电穿孔。
使用10 μL Neon吸头进行24孔优化实验方案，将细胞分配至24孔板，每孔包含0.5 mL预热的培养基。转染后24小时，使用Invitrogen™ Attune™ NxT声波聚焦流式细胞仪分析细胞。

Neon转染系统

Neon转染系统简化了电穿孔过程，可提高转染效率，缩短操作时间。Neon系统的

吸头采用了创新设计，将样本置于更均匀的电场中，pH值变化很小，减少了离子

形成和热量产生，相比标准的比色皿型电穿孔系统具有更高的转染效率和细胞存

活率。

Neon转染系统具有以下特点：

• 体积小-台式设计，可放入组织培养通风橱内

• 灵活-可容纳1 x 104至5 x 106个细胞 /反应，样本 

 体积为10 μL或100 μL

• 使用简便-触摸屏用户界面，便于设定各项电穿孔参数

• 可定制-预设的24孔优化实验方案，可采用其他实 

 验方案的开放式平台

• 可成熟应用于免疫细胞-可在原代T细胞和免疫细 

 胞系中获得较高的DNA和RNA导入效率
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表2. 采用Neon转染系统进行mRNA和DNA导入的比较。

电穿孔参数(10 μL吸头)

细胞系 细胞数量
mRNA
转染效率 

DNA
转染效率

mRNA 24孔优化实验方案
(程序#)

原代T细胞 2 x 105 96% 84% 1,600 V/10 ms/3个脉冲(#24)

Jurkat 2 x 105 95% 86% 1,400 V/20 ms/2个脉冲(#16)

NK-92 2 x 105 98% 52% 1,300 V/10 ms/3个脉冲(#21)

KG-1  2 x 105 95% 82% 1,600 V/20 ms/1个脉冲(#4)

THP-1  1.5 x 105 88% 42% 1,400 V/20 ms/2个脉冲(#16)

SC-1 2 x 105 78% 54% 1,700 V/20 ms/1个脉冲(#5)

SC 2 x 105 89% 70% 1,600 V/20 ms/1个脉冲(#4)

J774A.1 2 x 105 85% ND 1,700 V/20 ms/1个脉冲(#5)

采用Ficoll-Paque PLUS培养基和Invitrogen Dynabeads Untouched人T细胞试剂盒从来自健康供体的LeukoPak血液制品中分离人原代T细胞。然后使用含有2%人血清的OpTmizer 
CTS T细胞扩增培养基培养细胞，并利用Dynabeads人源T细胞扩增产品CD3/CD28活化。活化后3天在Neon系统上进行转染实验。各细胞系均遵照ATCC指南，采用Gibco培养
基、血清和生长因子维持。每10 μL吸头制备1.5–2.0 x 105个细胞，使用缓冲液R (Neon转染系统试剂盒中的组分)和1–1.5 μg编码GFP的mRNA进行电穿孔。使用10 μL Neon吸头
进行24孔优化实验方案，将细胞分配至24孔板，每孔包含0.5 mL预热的培养基。转染后24小时，使用Attune NxT声波聚焦流式细胞仪分析细胞。ND =无法确定。

mRNA转染

在操作难以处理的细胞模型时，mRNA的独特特性使之比DNA更适用于转染(表1)。

由于mRNA导入后无需入核，因此转染效率一般更高。其他优点包括mRNA转染是

瞬时转染，蛋白表达的时间快于DNA。下列结果显示了将mRNA用于难以转染的免

疫细胞模型的基因表达实验的优点(表2)。
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嵌合抗原受体T细胞 (CAR-T)治疗主要是将癌症患者体内的T细胞转变为个性化的抗癌药

物。CAR-T治疗包括分离和活化患者的T细胞，导入编码目的CAR的病毒、DNA或mRNA，并在

体外进行细胞扩增。然后将表达CAR的细胞回输至患者体内进行治疗。CAR-T临床试验的阳性

结果推动了更多新合作以及数十亿美元的投资，其相关研究正在以前所未有的速度发展。

图2. 采用Neon转染系统进行电穿孔，转染人原代T细胞。使用Neon程序#24 (1,600 V/10 ms/3个脉冲)和使用缓冲液R，将GFP DNA或mRNA (1 μg)导入
至2 x 105个细胞/10 μL吸头中。电穿孔后24小时，采用(A) Invitrogen™ EVOS™细胞成像系统和(B) Invitrogen™ Attune™ NxT声波聚焦流式细胞仪分析细
胞。
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原代T细胞中的mRNA和DNA导入

转染原代T细胞的能力是进一步了解这些细胞及其功能的关键。优化的T细胞导入

在临床研究的新领域中亦发挥了重要作用，如嵌合抗原受体T细胞(CAR-T)癌症治

疗。采用Neon系统，输送mRNA和DNA至原代T细胞，转染效率分别超过90%和

80% (图2)。
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表3. 利用Neon转染系统可以获得更佳的Cas9/gRNA复合体导入结果。

电穿孔参数(10 μL吸头)

细胞系 细胞数量
24孔优化实验方案

(程序#) Cas9/gRNA
基因组

剪切效率**

原代T细胞 200 x 103 1,600 V/10ms/3个脉冲(#24) 1,000 ng/240 ng 93% ± 1%

Jurkat  200 x 103 1,700 V/20 ms/1个脉冲(#5)  1,500 ng/350 ng 94% ± 2%

K562 200 x 103 1,400 V/10 ms/3个脉冲(#22) 1,000 ng/250 ng 91% ± 1%

THP-1 200 x 103 1,600 V/10 ms/3个脉冲(#24) 1,000 ng/250 ng 31% ± 3%

SC-1 200 x 103 950 V/30 ms/2个脉冲(#18) 1,000 ng/250 ng 44% ± 2%

Raji 200 x 103 1,600 V/10 ms/3个脉冲(#24) 1,000 ng/250 ng 50% ± 5%

NK-92 200 x 103 1,400 V/10 ms/3个脉冲(#22) 2,000 ng/500 ng 31% ± 5%

CD34+* 200 x 103 1,100 V/20 ms/2个脉冲(#13) 1,000 ng/250 ng 24% ± 6%

* CD34+人脐带血细胞[13]。

** 平均值和标准差是基于最佳的三种24孔优化实验方案计算出来的。

采用Ficoll-Paque PLUS培养基和Invitrogen Dynabeads Untouched人T细胞试剂盒从来自健康供体的LeukoPak血液制品中分离人原代T细胞。然后使用含有2%人血清的OpTmizer 
CTS T细胞扩增培养基培养细胞，并利用Dynabeads人源T细胞扩增产品CD3/CD28活化。活化后3天在Neon系统上进行转染实验。各细胞系均遵照ATCC指南，采用培养基、血
清和生长因子维持。在缓冲液R中制备密度为2.0 x 105的细胞样品，使用标示量的靶向HPRT-1位点的Cas9/gRNA复合体进行电穿孔。使用10 μL Neon吸头和24孔优化实验方
案，将细胞分配至24孔板，每孔包含0.5 mL预热的培养基。48小时后收集细胞，按照Invitrogen™ GeneArt™基因组剪切检测试剂盒说明制备细胞。然后按照试剂盒实验方案分析
基因组剪切效率。

图3. CRISPR-Cas9系统的优点。

表4. 已发表文献中的剪切效率。

细胞系 靶位点 Neon实验方案 基因组剪切效率 参考文献

原代T细胞 CD45 1600 V/10 ms/3个脉冲(#24) 86% ± 2% 14

CD34+ CD45 1600 V/10 ms/3个脉冲(#24) 73% ± 16% 14

CD4+ T细胞 CXCR4 1600 V/10 ms/3个脉冲(#24) 55% 12

详细信息请参阅参考文献，包括有关细胞制备、培养条件、细胞数量的详情，以及各电穿孔实验所用的RNP量。

利用Neon转染系统和Cas9/gRNA复合体在免疫细胞中进

行基因组改造

近年来，利用电穿孔将Cas9蛋白和gRNA形成的核糖核蛋白

(RNP)复合体导入CD4+ T细胞中，简化了原代人T淋巴细胞的

基因组编辑，从而实现了HIV相关的CXCR4和PD-1基因的敲

除和嵌入修饰[12]。CRISPR蛋白无需细胞转录和翻译，简化

了细胞工程(图3)。利用电穿孔方法将Invitrogen™ GeneArt™ 

Platinum™ Cas9核酸酶和体外转录的gRNA转染至细胞内，

可以获得较高的基因组剪切效率，如表3所示。
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总结

找到将核酸和蛋白质导入血细胞的方法，拓展了科学家们对

前沿科学领域的研究能力。本文中的数据证明，Neon系统

可以高效转染各种血液细胞系和原代血细胞，同时提供了简

单优化的电穿孔条件。采用Neon转染系统导入mRNA时，可

以转染75–98%的细胞。此外，已发表文献中的数据显示，

利用电穿孔方法导入DNA、RNA和蛋白质进行基因组编辑，

可以在许多细胞系及原代T淋巴细胞中获得较高的基因组剪

切效率。与慢病毒转染相比，Neon系统更简单、更快速且

成本更低。对于原代T细胞，Neon系统与现有的导入方法相

比，具有更高的有效性。对于所有类型的血细胞，强烈推荐

使用Neon电转染系统替代常规的转染方法。

其他资源

请登录Neon网站了解实验方案、用户推荐及更多信息：

thermofisher.com/neon

请登录GeneArt Platinum Cas9核酸酶和Lipofectamine 

CRISPRMAX网站thermofisher.com/crisprprotein，了解有

关Cas9基因组编辑的更多信息和结果
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