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表达靶向癌胚抗原的嵌合受体的慢病毒载体构建及初步应用

余晓玲，杨　智，彭　维，钱　程　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院全军临床病理学研究所）

　　［摘要］　目的　构建表达靶向癌胚抗原（ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃａｎｔｉｇｅｎ，ＣＥＡ）的嵌合抗原受体（ｃｈｉｍｅｒｉｃ
ａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＡＲ）的慢病毒载体ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ，研究该载体感染Ｔ淋巴细胞后嵌合
抗原受体的表达以及对ＣＥＡ阳性肿瘤细胞系的杀伤作用。方法　 利用常规分子克隆技术从含靶向
ＣＥＡ的单链化抗体的载体上得到抗ＣＥＡ抗体的编码序列，通过测序鉴定，采用酶切将基因片段插入慢
病毒载体中。慢病毒载体感染 Ｔ淋巴细胞后，通过非变性非还原 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、流式细胞术检测 ＣＥＡ
ＣＡＲ在Ｔ淋巴细胞中的表达，体外杀伤实验检测对ＣＥＡ阳性肿瘤细胞系的杀伤效果。结果 　 测序结
果显示ＣＥＡＣＡＲ的序列正确，酶切结果显示慢病毒载体 ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ构建正确；感染
Ｔ淋巴细胞后ＣＥＡＣＡＲ阳性表达率为６２．８％；可有效杀伤ＣＥＡ阳性肿瘤细胞系（Ｐ＜０．０１）。结论 　
成功构建了表达靶向ＣＥＡ的嵌合抗原受体ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ的慢病毒载体，该嵌合抗原受
体可在Ｔ细胞中正确表达，并有效杀伤ＣＥＡ阳性肿瘤细胞。
　　［关键词］　 嵌合抗原受体；肿瘤免疫治疗；ＣＥＡ；慢病毒
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　　随着基因转导技术的应用，通过基因修饰技术可
以使Ｔ细胞在其表面稳定地表达抗体，赋予新的抗原
特异性［１］。嵌合抗原受体（ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＣＡＲ）由抗体（受体）结合域、铰链区和跨膜区及胞内
信号域组成，胞内信号域通常为ＣＤ３ζ链或ＦｃεＲＩγ，或
与一种或多种共刺激分子相连，如 ４１ＢＢ（ＣＤ１３７）、
ＣＤ２８、ＩＣＯＳ（ＣＤ２７８）［２－３］。肿瘤细胞表面的抗原（配
体）与嵌合抗原受体的抗体（受体）结合时，通过铰链

区和跨膜区将信号传递至胞内，胞内信号域将信号转

化为活化信号，激活效应细胞，效应细胞增殖、产生细

胞因子从而杀伤肿瘤细胞［４］。

　　癌胚抗原（ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃａｎｔｉｇｅｎ，ＣＥＡ）是一种
糖蛋白，相对分子质量为 ２００×１０３，最初由 Ｇｏｌｄ和
Ｆｒｅｅｄｍａｎ报道［５］，表达于上皮源性肿瘤中如结直肠

癌、胃癌、肺癌、子宫颈癌、胰腺癌［６］，目前广泛应用于

临床辅助诊断。ＢＷ４３１／２６是 ＣＥＡ特异性单克隆抗
体［７－８］，是制备嵌合抗原受体的理想抗体。

　　本研究构建了以ＢＷ４３１／２６单克隆抗体来源的抗
ＣＥＡ的单链抗体为抗体结合域的嵌合抗原受体的慢
病毒载体、慢病毒包装，研究该嵌合抗原受体感染人 Ｔ
淋巴细胞后在该细胞中的表达情况，为后续研究及治

疗表达ＣＥＡ抗原的实体肿瘤奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　大肠杆菌ＴＯＰ１０为本实验室保存，携带抗ＣＥＡ单
链抗体编码基因的质粒 ｐＣＤＮＡ３ｓｃＢＷ４３１／２６ｈＦｃ由
德国柏林 Ｈｕｍｂｏｌｄｔ大学的 ＧａｂｒｉｅｌｅＰｅｃｈｅｒ教授惠赠，
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（日本 ＴａＫａＲａ公司），质粒抽提试剂盒
（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），琼脂糖（上海生工生物公司），
引物（南京金斯瑞公司），ＫＯＤＦＸ酶（日本 ＴＯＹＯＢＯ公
司），ＰＣＲ仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司），限制性内切酶 Ｎｈｅ
Ⅰ、ＥｃｏＲⅤ（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司），离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），胶回收试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司），
Ｔ４连接酶体系（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司），５×非变性非还
原蛋白上样缓冲液（上海碧云天公司），慢病毒载体

ＬＶＥＦ１αＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＰＧＫＦＰ６３５ＷＰＲＥ、ＬｖＮａｎｏｇ２Ａ
ＧＦＰ由本实验室构建，抗 ＣＥＡ的单克隆抗体（英国
Ａｂｃａｍ公司），慢病毒包装细胞２９３Ｔ（ＡＴＣＣ），萤火虫
荧光检测试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司（ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＡｓｓａｙ
Ｓｙｓｔｅｍ，Ｅ４５５０）。稳定表达荧光素酶（ＦｉｒｅＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ）
和红色荧光蛋白 ＦＰ６３５的结直肠癌细胞系 ＳＷ４８０
ＬｕｃＦＰ６３５，ＨＴ２９ＬｕｃＦＰ６３５以及稳定表达荧光素酶
（ＦｉｒｅＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ）和红色荧光蛋白 ＦＰ６３５的肝癌细胞
系ＨｕＨ７ＬｕｃＦＰ６３５由实验室构建并保存，细胞培养

于含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基中。
１．２　重组慢病毒载体 ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ

的构建

１．２．１　ＰＣＲ扩增目的片段抗 ＣＥＡ抗体　　以
ｐＣＤＮＡ３ｓｃＢＷ４３１／２６ｈＦｃ质粒为模板设计引物，在其
５′、３′端分别加上 ＮｈｅⅠ、ＳａｌⅠ限制性内切酶位点，
ＣＥＡＵｐＮｈｅⅠ上游引物５′ＡＧＧＣＴＡＧＣＡＴＧＧＧＡＴＧＧ
ＡＧＣＴＧＴＡＴＣＡＴ３′，ＣＥＡＤｎＳａｌⅠ下游引物５′ＡＧＧＴＣ
ＧＡＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＡＡＧＣＴＴＴＧ３′，根据 ＫＯＤＦＸ说明
书２５μＬ体系进行加样，并设置阴性对照。ＰＣＲ反应
条件９５℃预变性 ５ｍｉｎ，９５℃变性 １０ｓ，６８℃退火
１５ｓ，７２℃ 延伸３０ｓ，３０个循环，扩增完成后取出２μＬ
样品加入１％琼脂糖凝胶电泳上样孔中，１２０Ｖ电泳
３０ｍｉｎ鉴定。目的片段约２０００ｂｐ，鉴定完成后，参照
美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司胶回收试剂盒进行样品回收。回收
后送南京金斯瑞公司测序。测序后用 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ软件
进行比对。

１．２．２　ＰＣＲ扩增目的片段ＣＤ３２ＡＧＦＰ　　以Ｎａｎｏｇ
２ＡＧＦＰ质粒为模板设计引物，在其３′加上 ＳａｌⅠ限制
性内 切 酶 位 点，上 游 引 物 ５′ＣＡＴＧＣＡＧＧＣＣＣＴ
ＧＣＣＣＣＣＴＣＧＣＧＧＡＡＧＣＧＧＡＧＣＴＡＣＴＡＡＣＴＴＣＡＧＣ３′，
下游 引 物 ５′ＡＴＴＧＴＣＧＡＣＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣ
ＣＡＴＧ３′，根据ＫＯＤＦＸ说明书２５μＬ体系进行加样，
并设置阴性对照。ＰＣＲ反应条件９５℃ 预变性５ｍｉｎ，
９５℃ 变性１０ｓ，６８℃ 退火１５ｓ，７２℃ 延伸３０ｓ，２５个
循环，扩增完成后取出２μＬ样品加入１％琼脂糖凝胶
电泳上样孔中，１２０Ｖ电泳３０ｍｉｎ鉴定。目的片段约
１１９１ｂｐ，鉴定完成后，参照美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司胶回收
试剂盒进行样品回收。回收后送南京金斯瑞公司测

序。测序后用ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ软件进行比对。
１．２．３　ＰＣＲ扩增目的片段 ＣＥＡＣＤ３２ＡＧＦＰ　　以
抗ＣＥＡ抗体、ＣＤ３２ＡＧＦＰ为模板，ＣＥＡＵｐＮｈｅⅠ、
ＣＥＡＤｎＳａｌⅠ为引物，根据 ＫＯＤＦＸ说明书２５μＬ体
系进行加样，并设置阴性对照。ＰＣＲ反应条件９５℃预
变性５ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，６８℃退火１５ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，３０个循环，扩增完成后取出２μＬ样品加入１％琼
脂糖凝胶电泳上样孔中，１２０Ｖ电泳３０ｍｉｎ鉴定。目的
片段约２６９０ｂｐ，鉴定完成后，参照美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司胶
回收试剂盒进行样品回收。回收后送南京金斯瑞公司

测序。测序后用ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ软件进行比对。
１．２．４　双酶切ＬＶＥＦ１αＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＰＧＫＦＰ６３５ＷＰＲＥ
载体、目的片段 ＣＥＡＣＤ３２ＡＧＦＰ　　载体酶切体系
为５０μＬ：１０×Ｇｒｅｅｎｂｕｆｆｅｒ５μＬ，载体３μＬ，ＮｈｅⅠ酶
１μＬ，ＳａｌⅠ酶１μＬ，Ｈ２Ｏ４０μＬ；目的片段酶切体系为
５０μＬ：１０×Ｇｒｅｅｎｂｕｆｆｅｒ５μＬ，目的片段回收产物
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２．５μＬ，ＮｈｅⅠ酶１μＬ，ＥｃｏＲⅤ酶１μＬ，Ｈ２Ｏ３９．５μＬ，
３７℃水浴锅３ｈ。酶切完成后取出２μＬ样品加入１％
琼脂糖凝胶电泳上样孔中，１２０Ｖ电泳３０ｍｉｎ鉴定。
参照美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司胶回收试剂盒进行相应样品回
收。回收后取出２μＬ样品加入１％琼脂糖凝胶电泳
上样孔中，１２０Ｖ电泳３０ｍｉｎ鉴定。
１．２．５　重组慢病毒载体 ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰ
ＷＰＲＥ连接、转化、抽提及酶切鉴定　　连接体系为
１０μＬ：Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ１０×ｂｕｆｆｅｒ１μＬ，载体片段２μＬ，
目的片段６μＬ，Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ１μＬ，连接过夜。将连
接产物取出５μＬ加入装有感受态细菌（冰水混合状
态）ＴＯＰ１０的１．５ｍＬＥＰ管中，冰浴３０ｍｉｎ，４２℃水浴
９０ｓ，冰浴３ｍｉｎ，加入８００μＬＬＢ液体培养基，３０℃，
２８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１ｈ；５０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃上
清，留２００μＬ吹打混匀后加入氨苄抗性的 ＬＢ固体培
养基上，用三角形玻璃棒涂匀，平板放入３０℃恒温箱
中培养过夜。挑取饱满的菌落于１∶１０００的氨苄 ＬＢ
液体培养基中，３０℃，２８０ｒ／ｍｉｎ，振荡培养１２ｈ。抽提
方法参照美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司质粒抽提试剂盒：①取
１ｍＬ在ＬＢ培养基中培养过夜的菌液，１２０００×ｇ离心
１ｍｉｎ，弃尽上清；②加２５０μＬｂｕｆｆｅｒＳ１悬浮细菌沉
淀，不应留有小的菌块（ｂｕｆｆｅｒＳ１中已加入 Ｒｎａｓｅ）；
③加２５０μＬｂｕｆｆｅｒＳ２温和充分上下翻转４～６次混合
均匀使菌体充分裂解，直至形成透亮溶液，不超过

５ｍｉｎ；④加３５０μＬｂｕｆｆｅｒＳ３温和充分上下翻转６～
８次，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ；⑤吸取步骤４中的上清
转移到制备管（置于２ｍＬ离心管中），１２０００×ｇ离心
１ｍｉｎ，弃滤液；⑥将制备管置回离心管，加 ５００μＬ
ｂｕｆｆｅｒＷ１，１２０００×ｇ离心１ｍｉｎ，弃滤液；⑦将制备管
置回离心管，加 ７００μＬｂｕｆｆｅｒＷ２，１２０００×ｇ离心
１ｍｉｎ，弃滤液，洗涤 ２次；⑧制备管置回离心管中，
１２０００×ｇ离心１ｍｉｎ；⑨将制备管移入新的１．５ｍＬ
离心管中（试剂盒中提供），在制备膜中央加４０μＬ去
离子水（去离子水加热至 ６５℃），室温静置 １ｍｉｎ，
１２０００×ｇ离心１ｍｉｎ。抽提完成后取出２μＬ样品加
入１％琼脂糖凝胶电泳上样孔中，１２０Ｖ电泳３０ｍｉｎ
鉴定，选取大小与重组慢病毒载体相近的质粒进行酶

切鉴定，体系 ２０μＬ：１０×Ｇｒｅｅｎｂｕｆｆｅｒ２μＬ，质粒
０．５μＬ，ＨｉｎｄⅢ酶１μＬ，Ｈ２Ｏ１６．５μＬ，３７℃水浴３ｈ，
酶切完成后取出２μＬ样品加入１％琼脂糖凝胶电泳
上样孔中，１２０Ｖ电泳３０ｍｉｎ鉴定。
１．３　慢病毒载体的制备及感染Ｔ淋巴细胞
１．３．１　病毒包装　　将２９３Ｔ细胞以１×１０５／ｃｍ２的
密度传至１个７５ｃｍ２的 Ｆｌａｓｋ中，细胞培养过夜。病
毒包装前用预热的２％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基给前１ｄ

细胞换液，继续度培养 ２ｈ。将 １００μＬ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＣａＣｌ２，２０ μｇＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ 质 粒，
ｐＭＤ２．Ｇ１０μｇ、ｐＭＤＬｇ／ｐＲＲＥ质粒 ２０μｇ、ｐＲＳＶＲｅｖ
质粒２０μｇ，Ｈ２Ｏ６８０μＬ混合于一个１５ｍＬ离心管中，
混合均匀。向混合液中缓慢滴加入２×ＨＢＳ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＥＰＥＳ，１．５ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，２８０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
１０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１２ｍｍｏｌ／Ｌｓｕｃｒｏｓｅ），用２００μＬ移液
器逐滴加入至ＣａＣｌ２混合液中，同时１５ｍＬ离心管中液
体用１０ｍＬ移液器不停混匀吹打。混匀后室温下静置
１５ｍｉｎ并将混合液加入细胞。细胞转染４８ｈ和７２ｈ
分别收集培养上清并通过ＰＥＧ６０００离心纯化。
１．３．２　Ｔ淋巴细胞感染　　人外周血来源的单个核
细胞 ＰＢＭＣ培养在含１０％ ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０完全培
养基中，通过抗 ＣＤ３单克隆抗体活化 ２ｄ后，加入
２０ＭＯＩ的慢病毒载体，２４ｈ后更换含有５００ＩＵ／ｍＬ的
重组人ＩＬ２的ＲＰＭＩ１６４０完全培养基中继续培养１０ｄ。
１．４　非变性非还原 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抗 ＣＥＡ抗体在

Ｔ淋巴细胞中的表达
　　１×１０６个慢病毒载体 ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰ
ＷＰＲＥ感染后的Ｔ细胞（实验组），３×１０６个未感染的
Ｔ淋巴细胞（对照组），分别加入１００μＬ、３００μＬ的蛋
白裂解液，冰上静置３０ｍｉｎ，期间５～６ｍｉｎ振荡１次，
４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上清，根据上清体
积加入 ５×非变性非还原蛋白上样缓冲液 ２５μＬ、
７５μＬ，两个样品分别吸出 ５μＬ、１０μＬ加入 １０％
ＰＡＧＥ分离胶上样孔中，电泳结束后将蛋白转移至 ＮＣ
膜上，转膜结束后５％脱脂牛奶封闭液封闭２ｈ，ＰＢＳＴ
洗涤３次，加入 ＧｏａｔＡｎｔｉＨｕｍａｎＩｇＧＦｃ（１∶１０００）孵
育１２ｈ，ＰＢＳＴ洗涤３次，加入辣根过氧化物酶兔抗羊
ＩｇＧ抗体（１∶１０００）孵育３ｈ，室温显像。
１．５　流式细胞术检测抗ＣＥＡ抗体在Ｔ细胞中的表达
　　感染病毒的 Ｔ细胞培养至第１４天，３００×ｇ离心
收集细胞，用含１％ＦＢＳ的 ＰＢＳ溶液重悬细胞并调整
为１×１０６／ｍＬ。将细胞分装成５管，每管１００μＬ，向细
胞中加入２０μＬＰＥ标记抗小鼠抗人ＣＤ４单克隆抗体
（ＢＤ公司 ＰＲＡＴ４克隆）、Ｐｅｒｃｅｐ标记小鼠抗人 ＣＤ８
单克隆抗体（ＢＤ公司 ＳＫ１克隆）抗体、ＡＰＣ标记小鼠
抗人ＣＤ５６单克隆抗体（ＢＤ公司 Ｂ１５９克隆），４℃ 孵
育３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗涤２次，用 ＢＤ公司 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ
流式细胞仪进行检测。

１．６　细胞杀伤实验检测嵌合抗原受体修饰的 Ｔ细胞
对ＣＥＡ阳性肿瘤细胞系的杀伤效果

　　ＣＥＡ阳性的靶细胞选取稳定表达荧光素酶（Ｆｉｒｅ
Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ）的结直肠癌细胞系 ＳＷ４８０、ＨＴ２９，ＣＥＡ阴性
的靶细胞选取稳定表达荧光素酶（ＦｉｒｅＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ）的肝
癌细胞系ＨｕＨ７。靶细胞以１×１０５／ｍＬ种植于９６孔板
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中，每孔１００μＬ。效应细胞为感染 ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２Ａ
ＧＦＰＷＰＲＥ病毒的Ｔ细胞以效靶比为１∶１的比例将效
应细胞加入靶细胞中，于３７℃培养箱中孵育２４ｈ。通
过Ｐｒｏｍｅｇａ公司的ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ（Ｅ４５５０）检测
孔板中剩余细胞内Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ的表达量计算杀伤效率。
　　细胞杀伤效率＝１－效应细胞靶细胞共培养孔荧
光强度／单独靶细胞孔荧光强度×１００％［９］

１．７　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行
方差分析及ｔ检验。

２　结果

２．１　重组慢病毒载体 ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ
构建与鉴定

　　ＰＣＲ扩增各个目的片段回收后送测序，测序结果
显示各个目的片段序列均正确，经酶切、连接等常规分

子克隆技术，重组慢病毒载体 ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰ
ＷＰＲＥ已构建，其大小为１０１０１ｂｐ。ＢａｍＨⅠ酶切鉴
定结果为８９８０、１１２１ｂｐ，酶切鉴定结果正确，成功获
得克隆（图１）。
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Ａ：嵌合抗原受体 ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ的结构示
意图；Ｂ：慢病毒载体ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ结构示
意图；Ｃ：ＢａｍＨⅠ酶切鉴定重组慢病毒载体ＬＶＥＦ１αＣＥＡ
２ＡＧＦＰＷＰＲＥ　Ｍ：λ／ＨｉｎｄⅢＤＮＡ标准；１：重组慢病毒载体
图１　重组慢病毒载体ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ

构建与鉴定

２．２　荧光显微镜观察慢病毒载体感染Ｔ淋巴细胞效果
　　感染 ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ慢病毒载体
的Ｔ细胞，显微镜下观察细胞形态及 ＧＦＰ的表达情
况，结果显示细胞成典型 Ｔ细胞聚集生长形态，且细
胞表达ＧＦＰ荧光（图２）。
２．３　非变性非还原 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抗 ＣＥＡ抗体在

Ｔ细胞中的表达
　　收集慢病毒载体感染后的Ｔ细胞（实验组），提取
蛋白，通过非变性非还原 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抗 ＣＥＡ抗
体在Ｔ细胞中的表达，以未感染的 Ｔ细胞为对照组。
结果可见 ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ感染后的 Ｔ
细胞表达抗ＣＥＡ抗体，而未感染的Ｔ细胞不表达抗ＣＥＡ
抗体（图３）。
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Ｍ：标准；１：对照组（５μＬ）；２：实验组（５μＬ）；３：对照组
（１０μＬ）；４：实验组（１０μＬ）
图３　非变性非还原Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抗ＣＥＡ抗体在

Ｔ细胞中的表达

２．４　感染 ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ慢病毒载体
Ｔ细胞后抗ＣＥＡ抗体表达率及其细胞表型

　　流式细胞检测结果显示，感染 ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２Ａ
ＧＦＰＷＰＲＥ慢病毒载体的Ｔ细胞培养至１４ｄ后，Ｔ细
胞ＧＦＰ表达阳性率为 ６２．８％；ＧＦＰ＋ＣＤ４＋Ｔ细胞占
２５０％，ＧＦＰ＋ＣＤ８＋Ｔ细胞占３６．８％，ＧＦＰ＋ＣＤ５６＋Ｔ细
胞占６．０％（图４）。
２．５　重组慢病毒载体ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ感

染Ｔ细胞后对ＣＥＡ阳性肿瘤细胞系的杀伤效果
　　效应 Ｔ细胞与靶细胞共培养２４ｈ后通过荧光显
微镜观察细胞形态，结果显示 ＣＥＡ阳性的靶细胞
ＳＷ４８０和ＨＴ２９在与效应Ｔ细胞共培养后出现葡萄状
细胞团，该细胞团为表达绿色荧光的 Ｔ细胞包裹表达
红色荧光的靶细胞形成。而不表达 ＣＥＡ的靶细胞
ＨｕＨ７在与效应细胞共培养后无该现象出现（图５）。
通过检测荧光素酶的含量计算细胞杀伤效率后显示，

嵌合抗原受体修饰的Ｔ细胞在效靶比１∶１的情况下对

!

" #

Ａ：明场视野；Ｂ：荧光视野；Ｃ：荧光明场叠加视野
图２　荧光显微镜观察慢病毒载体感染Ｔ淋巴细胞效果　（×１００）
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Ａ：慢病毒载体感染 Ｔ细胞后 ＧＦＰ表达阳性率；Ｂ：ＧＦＰ＋ＣＤ４＋Ｔ细胞比例；Ｃ：ＧＦＰ＋ＣＤ８＋Ｔ细胞比例；Ｄ：ＧＦＰ＋

ＣＤ５６＋Ｔ细胞比例
图４　流式细胞术检测感染慢病毒载体Ｔ细胞后抗ＣＥＡ抗体表达率及Ｔ细胞ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ５６亚型的比例
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图５　荧光显微镜观察重组慢病毒载体感染Ｔ细胞后对ＣＥＡ阳性肿瘤细胞系的杀伤效果　（×１００）

ＳＷ４８０细胞杀伤效率为（７９．５３±２．４７）％，对ＨＴ２９细
胞杀伤效率为（７４．２０±０．２２）％，对 ＣＥＡ阴性细胞
ＨｕＨ７的杀伤效率为（９．２０±０．９９）％。结果显示嵌合
抗原受体修饰的 Ｔ细胞对 ＣＥＡ阳性的细胞具有特异
性的杀伤作用（Ｐ＜０．０１），而对 ＣＥＡ阴性的细胞几乎
无杀伤效果。

３　讨论

　　近年来嵌合抗原受体修饰的免疫细胞治疗技术发
展迅速，其原理是肿瘤细胞表面的抗原（配体）与嵌合

抗原受体的抗体（受体）特异性结合，通过铰链区和跨

膜区将信号传递至胞内，胞内信号域将信号转化为活

化信号，激活效应细胞，效应细胞增殖、产生细胞因子

从而杀伤肿瘤细胞［４］，其具有以下优势：①特异性，抗
体（受体）特异性识别抗原（配体）；②安全性好，靶向杀
伤肿瘤细胞；③效率高，非 ＭＨＣⅠ类分子限制性［１０］，

同时可克服肿瘤微环境造成肿瘤细胞的免疫逃逸。

　　目前该技术开展的临床试验主要集中应用于血液
系统肿瘤的治疗，抗 ＣＤ１９、ＣＤ２０ＣＡＲ修饰的 Ｔ细胞
治疗 Ｂ系肿瘤效果显著［１１］。实体肿瘤临床试验有抗

叶酸嵌合抗原受体治疗卵巢癌［１２］，抗碳酸酐酶Ⅸ（ＣＡ
Ⅸ）嵌合抗原受体治疗肾癌［１３］，抗二唾液酸神经节苷

脂（ＧＤ２）嵌合抗原受体治疗经母细胞瘤［１４］等。ＣＥＡ
抗原是肿瘤相关抗原，广泛表达于上皮源性肿瘤

中［６］，对该抗原的嵌合受体修饰可广泛应用于上皮源

性肿瘤的治疗。

　　嵌合抗原受体修饰免疫细胞治疗技术的细胞载体
包括ＮＫ细胞和Ｔ细胞，由于肿瘤细胞表面 ＨＬＡⅠ类
分子和ＮＫ细胞受体靶向的配体的缺失，Ｔ细胞、ＮＫ
细胞的杀伤活性均会受到肿瘤微环境的抑制［１５］。在

嵌合抗原受体修饰的免疫细胞治疗技术应用中，ＮＫ
细胞在外周血淋巴细胞中含量少，转染效率不高［１６］，
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增殖能力弱［１７］；而ＮＫ９２细胞需要射线的照射以阻止
其复制［１８］，减少其成瘤风险。且嵌合抗原受体修饰的

Ｔ细胞治疗各种肿瘤的临床试验已大量开展，技术较
成熟。所以本研究将 Ｔ细胞作为嵌合抗原受体修饰
技术的细胞载体。但嵌合抗原受体修饰的 ＮＫ细胞释
放细胞因子少，毒副反应小［１６］，随着 ＮＫ细胞培养技
术的提高，ＮＫ细胞也可能作为新的细胞载体广泛应
用于嵌合抗原受体修饰技术中。

　　虽然嵌合抗原受体修饰免疫细胞治疗各种肿瘤取
得了令人振奋的效果，但仍存在部分问题：由于肿瘤

抗原特异性有限，虽然这些抗原在肿瘤组织中表达提

升，但其在正常组织中也有较弱的表达水平。因此，

ＣＡＲ修饰免疫细胞杀伤肿瘤细胞的同时也会损伤正
常组织，即脱靶（ｏｎｔａｒｇｅｔｏｆｆｔｕｍｏｒｔｏｘｉｃｉｔｙ）效应［１３，１９］；

修饰后的Ｔ细胞在识别靶细胞后将产生大量促炎因
子，如ＩＬ２、ＩＮＦγ等。这些因子大量聚集将带来严重
的副反应，如抗ＣＤ１９ＣＡＲ修饰的 Ｔ细胞治疗急慢性
淋巴细胞白血病观察到了肿瘤溶解综合征（ＴＬＳ）和细
胞因子释放风暴（ＣＲＳ）［１，２０］；异基因 ＣＡＲ修饰 Ｔ细
胞治疗时可能会发生移植物抗宿主病（ｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔ
ｄｉｓｅａｓｅＧＶＨＤ）［１１，２１］。这也是今后该治疗技术需要逐
步改进的内容。

　　本研究成功构建了表达靶向 ＣＥＡ的嵌合抗原受
体ＬＶＥＦ１αＣＥＡ２ＡＧＦＰＷＰＲＥ的慢病毒载体，该载
体导入 Ｔ细胞后可正确表达靶向 ＣＥＡ的嵌合抗原受
体。通过体外研究发现表达靶向 ＣＥＡ的嵌合抗原受
体的Ｔ细胞可有效杀伤ＣＥＡ阳性肿瘤细胞，为后续体
内研究及临床治疗奠定了坚实的基础。
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