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　　［摘要］　目的　研究靶向上皮细胞黏附分子（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＥｐＣＡＭ）的嵌合抗
原受体Ｔ细胞（ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒＴｃｅｌｌｓ，ＣＡＲＴ）在体外对数种肝癌细胞的杀伤效能。方法　采
用流式细胞术检测４种人肝癌细胞（ＳＫｈｅｐ１、ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７和ＢＥＬ７４０２）ＥｐＣＡＭ的表达情况；通过慢
病毒载体构建靶向 ＥｐＣＡＭ的 ＣＡＲＴ细胞；流式细胞术检测 ＣＡＲ分子的表达情况并分析 ＣＡＲＴ的
ＣＤ３／４／８表型；为分析杀伤效应，将效应细胞和靶细胞共培养后，收集上清液，通过乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）释放实验检测 ＬＤＨ释放情况，酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测细胞因子 ＩＦＮγ和 ＴＮＦα的释放情况。结果　ＥｐＣＡＭ在 ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７和 ＢＥＬ
７４０２中高表达，而在ＳＫｈｅｐ１中不表达。流式细胞术表明靶向ＥｐＣＡＭＣＡＲ在慢病毒感染后的 Ｔ细胞
中表达率高达４３．２１％。流式细胞术分析ＣＡＲＴ细胞ＣＤ３／４／８表型，高达９５．１％的外周血单个核细胞
（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）为ＣＤ３阳性，其中ＣＤ８＋Ｔ细胞占 ６１．４０％、ＣＤ４＋Ｔ细胞占
３２．１３％。ＬＤＨ释放实验提示ＣＡＲＴ对 ＥｐＣＡＭ阳性人肝癌细胞 ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７和 ＢＥＬ７４０２有更强的
直接杀伤能力（Ｐ＜０．０１）；ＥＬＩＳＡ实验提示 ＥｐＣＡＭ阳性人肝癌细胞 ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７和 ＢＥＬ７４０２诱导
ＣＡＲＴ细胞释放更多的ＩＦＮγ和ＴＮＦα（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），而对于ＥｐＣＡＭ阴性的ＳＫｈｅｐ１肿瘤细胞，
ＣＡＲＴ组与未转染Ｔ细胞对照组ＩＦＮγ和 ＴＮＦα的释放量无显著差异，此外，这２种细胞因子水平随
着Ｅ∶Ｔ比值的增加而增加。结论　相对未转染的Ｔ细胞，在体外，ＥｐＣＡＭＣＡＲＴ细胞对ＥｐＣＡＭ阳性的
肝癌细胞具有更强的杀伤能力，能使其释放出更多的ＬＤＨ、ＩＦＮγ和ＴＮＦα。
　　［关键词］　上皮细胞黏附分子；嵌合抗原受体Ｔ细胞；ＣＡＲＴ；肝癌
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　　原发性肝癌是最常见的恶性肿瘤之一，其中肝细
胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）占主体。ＨＣＣ是
全球第六大最常见的癌症，也是癌症死亡的第四大原

因［１］。由于大多数 ＨＣＣ恶性程度高，进展迅速，传统
的手术、放疗、化疗等治疗手段效果较差，因此急需寻

找新的治疗方法提高患者的生存期和生存质量。

　　近年来，过继细胞免疫治疗（ａｄｏｐｔｉｖｅｃｅｌｌｔｒａｎｓｆｅｒ
ｔｈｅｒａｐｙ，ＡＣＴ）作为一种新的肿瘤免疫疗法备受关
注［２］。ＡＣＴ是将大量免疫细胞在体外培养和扩增后
再注入体内以使癌症消退的一种免疫疗法。ＡＣＴ通
常使用具有抗肿瘤活性的天然宿主 Ｔ细胞、基因工程
化 Ｔ细胞受体或嵌合抗原受体（ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＡＲ）修饰而成的Ｔ细胞，其中嵌合抗原受体
Ｔ细胞（ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒＴｃｅｌｌ，ＣＡＲＴ）能够
特异性靶向清除肿瘤细胞，近年来已成为研究热点。

　　ＣＡＲ的结构主要由细胞外抗原结合区、铰链区、
跨膜区和一个或多个细胞内信号区组成［３］。近３０年
来，ＣＡＲ已发展出５代，第二代在临床上应用最多，第
三代到第五代目前还在研究阶段［４］。ＣＡＲＴ在临床
治疗血液恶性肿瘤中取得了显著的疗效，尤其是以

ＣＤ１９为靶点的 ＣＡＲＴ研究已被大量报道［５］，越来越

多的学者开始进一步研究ＣＡＲＴ治疗实体瘤，其中针
对肝癌的临床前研究已取得了部分进展，目前研究

ＣＡＲＴ治疗肝癌的靶点主要聚焦在磷脂酰肌醇蛋白
聚糖３（Ｇｌｙｐｉｃａｎ３，ＧＰＣ３）［６］、黏蛋白 １（ｍｕｃｉｎ１）［７］、
甲胎蛋白（ａｌｐｈａｆｅｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）［８－９］上。
　　上皮细胞黏附分子（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＥｐＣＡＭ）是一种跨膜糖蛋白，在多种癌组织
中高表达，如肝癌、结肠癌等［１０－１１］，目前将 ＥｐＣＡＭ作
为ＣＡＲＴ治疗肝癌靶点的研究尚未见大量报道。本
研究将针对ＥｐＣＡＭ肿瘤抗原的第三代嵌合抗原受体
基因 ［ｓｃＦｖ（ａｎｔｉＥｐＣＡＭ）ＣＤ２８４１ＢＢＣＤ３ζ］，通过
慢病毒载体转染到Ｔ淋巴细胞获得ＥｐＣＡＭＣＡＲＴ细
胞，然后评价ＣＡＲＴ细胞在体外抗肝癌效果。该实验
为靶向ＥｐＣＡＭ的ＣＡＲＴ细胞治疗肝癌的体内实验及

临床应用奠定了实验基础。

１　材料与方法

１．１主要试剂及仪器
　　编码靶向ＥｐＣＡＭ的ＣＡＲ基因的慢病毒由四川大
学生物治疗国家重点实验室提供；ＳＫｈｅｐ１购自中国
武汉普诺赛生命科技有限公司；ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７和ＢＥＬ
７４０２均购自中国上海抚生实业有限公司；ＤＭＥＭ培养
基、胎牛血清和胰蛋白酶均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；ＸＶＩＶＯ
培养基购自美国 Ｌｏｎｚａ公司；青链霉素购自美国
Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ公司；Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离液购自美国
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；重组人白细胞介素２（ｒｈＩＬ２）购自
美国 ＢＤ公司；抗人 ＣＤ３／抗 ＣＤ２８磁珠购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；抗人 ＣＤ３抗体、抗人 ＣＤ８抗体、抗人
ＣＤ４流式实验抗体购自美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司；ＰＥ标记
的抗人 ＥｐＣＡＭ流式抗体购自美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司；ＰＥ
标记的山羊抗鼠 Ｆ（ａｂ’）２流式抗体购自美国 Ｊａｃｋｓｏｎ
ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ公司；ＩＦＮγＥＬＩＳＡ试剂盒、ＴＮＦα
ＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司；乳酸脱氢酶
（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）试剂盒购自中国南京建
成生物研究所公司。细胞计数板购自美国 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ
公司；孔板、培养皿、培养瓶购自美国 ＣＯＲＮＩＮＧ公司；
１５、５０ｍＬ离心管购自美国ＢＤ公司。摇床购自中国天
呈公司，电子数字天平购自中国普力斯特公司，超纯水

系统购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，－８０℃超低温冰箱购自
美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，生物安全柜购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，
普通冰箱购自中国Ｈａｉｅｒ公司，实时荧光定量 ＰＣＲ仪
购自美国ＢｉｏＲａｄ公司，生物显微镜购自德国Ｌｅｉｃａ公
司，ＣＯ２细胞培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，普通离心
机购自美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，超速离心机购自
Ｂｅｃｋｍａｎｎ公司，高速离心机购自美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
恒温水浴箱购自美国 ＰｏｌｙＳｃｉｅｎｃｅ，酶标仪购自美国
ＢｉｏＲａｄ公司，ＦＡＣＳＣｅｌｅｓｔａ流式细胞仪购自美国 ＢＤ
公司。
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１．２　细胞培养
　　４种人肝癌细胞 ＳＫｈｅｐ１、ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７、ＢＥＬ
７４０２用含５％胎牛血清、１％青链霉素的ＤＭＥＭ高糖完
全培养基培养，当细胞生长至８０％～９０％时，用０．２５％胰
蛋白酶消化并传代，置于 ３７℃、５％ ＣＯ２恒温培养箱
中培养，细胞均为贴壁细胞。

　　从外周静脉血提取出的人外周血单个核细胞
（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）用含有
２．５％ＡＢ型人血清、１００Ｕ／ｍＬＩＬ２的ＸＶＩＶＯ完全培
养基培养，置于３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱中培养，该
种细胞为悬浮细胞。

１．３　流式细胞术检测ＥｐＣＡＭ在肝癌细胞表面的表达
　　为了检测 ＥｐＣＡＭ在各肝癌细胞表面的表达情
况，收集１×１０６个肝癌细胞，用 ＰＢＳ缓冲液洗涤３次。
第３次洗涤后，用２００μＬＰＢＳ缓冲液重悬细胞。在试
管中加入１μＬＰＥ荧光偶联ＥｐＣＡＭ抗体，４℃避光孵
育染色３０ｍｉｎ。孵育结束后，用ＰＢＳ缓冲液洗涤２次，
用１００μＬＰＢＳ缓冲液重悬细胞，流式细胞术检测并分析。
１．４　人外周血单个核细胞的分离和提取
　　从重庆医科大学附属第一医院消化内科征集一位
健康志愿者，取１２ｍＬ健康志愿者的外周静脉血入肝
素抗凝管。先在１５ｍＬ离心管中加入６ｍＬ淋巴细胞
分离液，再贴壁加入６ｍＬ血液，在３２℃、１０００×ｇ、离
心加减速度均为２的条件下离心３０ｍｉｎ。离心后可见
其分为４层，将白膜层即单个核细胞层（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ
ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）吸入至５０ｍＬ离心管中。加
入２０ｍＬＸＶＩＶＯ培养基清洗，３００×ｇ离心 １０ｍｉｎ后
弃上清液，加入２０ｍＬ红细胞裂解缓冲液，裂解２ｍｉｎ
后３００×ｇ离心 ５ｍｉｎ。离心后弃上清，加入 ２０ｍＬ
ＸＶＩＶＯ培养基清洗，３００×ｇ离心 ５ｍｉｎ后弃上清，并
用含有抗人 ＣＤ３／ＣＤ２８抗体磁珠的 ＸＶＩＶＯ完全培
养基（磁珠∶细胞＝１∶１）进行活化、培养传代。本研究
经本院伦理委员会审批通过。

１．５　靶向ＥｐＣＡＭ的ＣＡＲＴ细胞的制备
　　用含有靶向ＥｐＣＡＭＣＡＲ基因的慢病毒转染Ｔ细
胞，从而制备出 ＣＡＲＴ细胞。先加 １ｍＬ纤维连接蛋
白（５０ｕｇ／ｍＬ）即ＲｅｔｒｏＮｅｃｔｉｎ于６孔板中，４℃封口过
夜。弃液后用２％ＢＳＡ溶液封闭３０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ缓冲
液洗涤２次。每孔加入０．５ｍＬＸＶＩＶＯ培养基，然后
加入含靶向 ＥｐＣＡＭＣＡＲ基因的慢病毒，１０００×ｇ、
３２℃条件下离心 ２ｈ。加入 ２×１０６个 Ｔ淋巴细胞，
３００×ｇ离心１０ｍｉｎ。最后将６孔板放入培养箱进行培
养，以便进行后续分析。

１．６　流式细胞术检测Ｔ细胞表面ＣＡＲ的表达
　　为了检测 ＥｐＣＡＭＣＡＲ在 Ｔ细胞表面的表达情
况，在慢病毒转染Ｔ细胞４８～７２ｈ，使用间接染色法进

行荧光染色。先分别收集 １×１０６个 ＣＡＲＴ细胞，用
ＰＢＳ缓冲液洗涤３次。第３次洗涤后，用２００μＬＰＢＳ
缓冲液重悬细胞。加入４μＬ生物素偶联 Ｆ（ａｂ’）２抗
体，４℃下孵育３０ｍｉｎ。用ＰＢＳ缓冲液洗涤２次，弃上
清液后用 ２００μＬＰＢＳ缓冲液重悬细胞。加入 ４μＬ
ＰＥ标记链霉亲和素，４℃避光孵育３０ｍｉｎ。用ＰＢＳ缓
冲液洗涤２次，弃上清液后用１００μＬＰＢＳ缓冲液重悬
细胞，以流式细胞术进行检测分析，未转染的普通Ｔ细
胞作为对照组，检测ＣＡＲＴ实验组的ＣＡＲ表达情况。
１．７　ＬＤＨ释放实验检测ＥｐＣＡＭＣＡＲＴ细胞杀伤能力
　　靶细胞ＳＫｈｅｐ１、ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７和 ＢＥＬ７４０２经细
胞培养、充分生长后被收集起来，３００×ｇ离心５ｍｉｎ洗
涤去除胎牛血清和培养基等，添加新鲜基础培养基于

离心沉淀中，调整细胞数为 １×１０５／ｍＬ。收集效应细
胞ＣＡＲＴ和活化 Ｔ细胞，３００×ｇ离心５ｍｉｎ洗涤去除
人血清和细胞因子等，添加新鲜基础培养基于离心沉

淀中，调整细胞数为２×１０５／ｍＬ。将效应细胞、靶细胞
分别加９６孔板中（２００μＬ／孔），效应细胞∶靶细胞＝
２∶１、１∶１。细胞放入 ＣＯ２培养箱，培养 ６ｈ。于孵育结
束前 １ｈ，在靶细胞最大 ＬＤＨ释放孔中加入 ２０μＬ
ｌｙｓｉｓ裂解液充分裂解细胞。孵育结束后 ３００×ｇ离心
５ｍｉｎ，转移上清液至新的９６孔板中以备 ＬＤＨ释放实
验。按照试剂说明书要求设置培养基背景孔、靶细胞

自发ＬＤＨ释放孔、效应细胞自发ＬＤＨ释放孔、靶细胞
最大ＬＤＨ释放孔、每种实验孔均设３个复孔。按照说
明书要求加入样本、ＬＤＨ试剂，最后加入终止液后，通
过酶标仪测定吸光度值［Ｄ（４５０）］。根据公式计算效
应细胞杀伤能力（溶细胞率）。

　　溶细胞率＝（实验组 Ｄ值－效应细胞自发释放孔
Ｄ值－靶细胞自发释放孔 Ｄ值）／（靶细胞最大释放孔
Ｄ值－靶细胞自发释放孔Ｄ值）×１００％
１．８　酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ

ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测ＩＦＮγ、ＴＮＦα的浓度
　　靶细胞即肝癌细胞与效应细胞即未转染的 Ｔ细
胞或ＣＡＲＴ细胞，以不同比例（１∶５／１∶１０）加入９６孔
板中，每组设３个复孔，放入３７℃、５％ＣＯ２培养箱中
共培养，每孔肝癌细胞数为１×１０４个。２０ｈ后，离心收
集上清液，使用 ＥＬＩＳＡ试剂盒分别测定 ＩＦＮγ和
ＴＮＦα浓度。在酶标仪上测定各孔 ４５０、５７０ｎｍ处的
吸光度值。根据标准品浓度与 Ｄ值的曲线关系，计算
出ＩＦＮγ和ＴＮＦα的浓度。
１．９　流式细胞术检测Ｔ细胞表面ＣＤ３／４／８的表达
　　ＣＡＲＴ细胞培养１０ｄ后，收集１×１０６个细胞，用
ＰＢＳ缓冲液洗涤３次。第３次洗涤后，用２００μＬＰＢＳ
缓冲液重悬细胞。相继加入 １μＬＡＰＣＡ７５０荧光偶
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联ＣＤ３抗体、１μＬＦＩＴＣ荧光偶联 ＣＤ４抗体和 １μＬ
ＰＥ荧光偶联ＣＤ８抗体，４℃避光孵育染色３０ｍｉｎ。染
色后，用ＰＢＳ缓冲液洗涤２次，１００μＬＰＢＳ缓冲液重
悬细胞，并以流式细胞仪检测分析。

１．１０　统计学分析
　　所有统计分析使用 ＳＰＳＳ２５．０和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ
８．０软件进行。细胞因子浓度数据、溶细胞率等定量
数据均用 珋ｘ±ｓ表示，用独立样本 ｔ检验分析两组样本

的均数。Ｐ＜０．０５认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＥｐＣＡＭ在人肝癌细胞系中的表达
　　采用流式细胞术检测 ４种人肝癌细胞表面
ＥｐＣＡＭ抗原的表达。ＳＫｈｅｐ１、ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７和 ＢＥＬ
７４０２细胞中ＥｐＣＡＭ的表达率分别为０．２５％（几乎不
表达）、９９．４６％、９１．１５％和９９．３３％（图１）。

!""

#""

$%"

"

$"

&

$%

!

$%

'

$%

(

)%

*

+,-./ 0+!.

数
量

!""

&""

$""

"

$"

&

$"

!

$"

'

$"

(

$"

*

+,-./ 0+!.

数
量

!""

&""

$""

"

$"

&

$"

!

$"

'

$"

(

$"

*

+,-./ 0+!.

数
量

12!34,$

.

!%%

&%%

$%%

%

$%

&

$%

!

$%

'

$%

(

$%

*

+,-./ 0+!.

数
量

'%%

&%%

%

$%

&

$%

!

$%

'

$%

(

$%

*

+,-./ 0+!.

数
量

'%%

&%%

%

$%

&

$%

!

$%

'

$%

(

$%

*

+,-./ 0+!.

数
量

34,!5&

6

'7%

&%%

%

% $%

&

$%

!

$%

'

$%

(

$%

*

+,-./ 0+!.

数
量

&%%

$%%

%

+,-./ 0+!.

数
量

'%%

&%%

%

$%

&

$%

!

$%

'

$%

(

$%

*

+,-./ 0+!.

数
量

898:

-

% $%

&

$%

!

$%

'

$%

(

$%

*

!%%

&%%

$%%

%

% $%

&

$%

!

$%

'

$%

(

$%

*

+,-./ 0+!.

数
量

!%%

&%%

$%%

%

+,-./ 0+!.

数
量

!%%

&%%

$%%

%

$%

&

$%

!

$%

'

$%

(

$%

*

+,-./ 0+!.

数
量

6+;!:'%&

<

% $%

&

$%

!

$%

'

$%

(

$%

*

-=>?@=A

+,-./

-=>?@=A

+,-./

-=>?@=A

+,-./

-=>?@=A

+,-./

Ａ～Ｄ：分别为ＳＫｈｅｐ１、ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７和ＢＥＬ７４０２肝癌细胞

图１　流式细胞术检测４种人肝癌细胞系表面ＥｐＣＡＭ抗原的表达
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２．２　转染后Ｔ细胞表面ＣＡＲ的表达
　　采用编码靶向ＥｐＣＡＭＣＡＲ的慢病毒转染Ｔ细胞
来构建ＣＡＲＴ细胞。慢病毒转染Ｔ细胞４８～７２ｈ后，
流式细胞术检测转染效率，其中 Ｃｏｎｔｒｏｌ组代表未转染
的Ｔ细胞组，ＣＡＲＴ组为慢病毒转染的 Ｔ细胞组。结
果显示，高达４３．２１％的 Ｔ细胞表面表达了 ＣＡＲ分子
（图２，Ｍ２值），表明成功构建了稳定高表达的靶向
ＥｐＣＡＭ的ＣＡＲＴ细胞。
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图２　流式细胞术检测Ｔ细胞表面ＣＡＲ的表达

２．３　ＣＡＲＴ细胞的体外杀伤能力
　　乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）在胞质内含量丰富，正常时并
不能通过细胞膜，在细胞受损或死亡时才释放到细胞

外，此时培养基中ＬＤＨ的活性与受损或死亡细胞数量
成正比。ＬＤＨ释放实验结果显示：以未转染 Ｔ细胞与
ＳＫｈｅｐ１肝癌细胞共培养组为对照组，与对照组相比，

在效靶比（Ｅ∶Ｔ）为２∶１时，ＥｐＣＡＭＣＡＲＴ细胞分别与
３种 ＥｐＣＡＭ阳性细胞即 ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７和 ＢＥＬ７４０２
肝癌细胞共培养时有更多量的 ＬＤＨ释放（Ｐ＜０．０１，
图３）。
　　Ｔ细胞要发挥抗肿瘤作用，除了与靶细胞特异性
结合直接杀伤靶细胞外，还同时释放大量的细胞因子，

如ＩＦＮγ、ＴＮＦα等，最终扩大和增强免疫应答。本课
题通过检测共培养的细胞因子浓度水平，能侧面印证

ＣＡＲＴ细胞对肝癌细胞的杀伤能力。
　　ＥＬＩＳＡ分别检测共培养细胞上清液中的细胞因子
ＩＦＮγ和 ＴＮＦα，以未转染 Ｔ细胞与肝癌细胞共培养
组为对照组。结果显示：与对照组相比，３种 ＥｐＣＡＭ
阳性靶细胞株即ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７和ＢＥＬ７４０２诱导靶向
ＥｐＣＡＭＣＡＲＴ细胞释放出更多的 ＩＦＮγ和 ＴＮＦα
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图 ４、５）。而对于 ＥｐＣＡＭ阴性的
ＳＫｈｅｐ１肿瘤细胞，ＥｐＣＡＭＣＡＲＴ实验组和对照组之
间ＩＦＮγ和ＴＮＦα的浓度没有显著的差异。此外，细
胞因子水平随着Ｅ∶Ｔ比值的增加而增加（图４、５）。
２．４　ＣＡＲＴ细胞的表型
　　通过流式细胞仪检测激活ＣＡＲＴ细胞的表型，高
达９５．１０％的ＰＢＭＣｓ为ＣＤ３阳性，说明均是人Ｔ淋巴
细胞，其中 ＣＤ８＋Ｔ细胞占 ６１．４０％、ＣＤ４＋Ｔ细胞占
３２．１３％（图 ６）。该结果表明在刺激扩增后的靶向
ＥｐＣＡＭ的 ＣＡＲＴ细胞中，ＣＤ８＋的 Ｔ细胞明显多于
ＣＤ４＋的Ｔ细胞，其具有更强的杀伤能力。
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ＳＫｈｅｐ１：ＥｐＣＡＭ阴性肝癌细胞；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：ＬＤＨ释放实验测定两种效应细胞与ＳＫｈｅｐ１、ｈｅｐＧ２分别共培养后的释放情况；Ｂ：ＬＤＨ释放实验测定两种效应细胞与
ＳＫｈｅｐ１、ＨｕＨ７分别共培养后的释放情况；Ｃ：ＬＤＨ释放实验测定两种效应细胞分别与ＳＫｈｅｐ１、ＢＥＬ７４０２分别共培养后的
释放情况

图３　ＬＤＨ释放实验检测ＣＡＲＴ细胞直接杀伤能力

１５９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１８）
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ＮＯＣＡＲ：未转染的Ｔ细胞对照组；ＥｐＣＡＭＣＡＲ：ＣＡＲＴ实验组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ～Ｄ：分别为ＳＫｈｅｐ１、ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７和ＢＥＬ７４０２与２种效应细胞分别共培养后效应细胞分泌的ＩＦＮγ水平

图４　ＥＬＩＳＡ实验测定共培养后细胞因子ＩＦＮγ释放水平
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Ａ～Ｄ：分别为ＳＫｈｅｐ１、ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７和ＢＥＬ７４０２与２种效应细胞分别共培养后效应细胞分泌的ＴＮＦα水平

图５　ＥＬＩＳＡ实验测定共培养后细胞因子ＴＮＦα释放水平
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图６　流式细胞术检测ＥｐＣＡＭ ＣＡＲＴ细胞的表型

３　讨论

　　Ｔ细胞是肿瘤细胞的天敌，在抗肿瘤的免疫反应
中发挥重要作用。基于 ＣＡＲＴ细胞的过继细胞免疫
治疗可以预防肿瘤的复发和进展［１２］。ＣＡＲＴ疗法已
经成为一种非常有前途的 ＡＣＴ。与传统的 ＡＣＴ相比，

ＣＡＲＴ治疗有以下优点：①它具有一定的抗原特异性；
②ＣＡＲＴ细胞不依赖于ＭＨＣ，直接识别肿瘤细胞［１３］。

　　目前，靶向 ＣＤ１９的 ＣＡＲＴ是临床实践中研究
最广泛的，实体瘤的 ＣＡＲＴ治疗也在进一步研究中，
研究的实体肿瘤靶点包括人表皮生长因子受体 ２
（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）［１４］、

２５９１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



双唾液酸神经节苷脂（ｄｉｓｉａｌｏｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ，ＧＤ２）［１５］、间
皮素（ｍｅｓｏｔｈｅｌｉｎ）［１６］、甲胎蛋白等。
　　肝癌是一种恶性程度很高的实体瘤，进展快，预后
差，目前 ＣＡＲＴ细胞治疗肝癌的研究相对较少，本课
题选择ＥｐＣＡＭ抗原作为ＣＡＲＴ治疗肝癌靶点。既往
研究表明，ＥｐＣＡＭ在肝癌、食管癌、胃癌、结直肠癌、卵
巢癌、前列腺癌等组织中过表达，而在正常组织中基本

不表达。循环肿瘤细胞和播散性肿瘤细胞被确定为潜

在的转移诱导细胞［１７］，而 ＥｐＣＡＭ是其标记物，此外
ＥｐＣＡＭ还是肿瘤干细胞的标记物。ＥｐＣＡＭ在化疗耐
药肿瘤患者中可能升高或降低表达［１８］。

３．１　４种肝癌细胞系唯有 ＳＫｈｅｐ１基本不表达靶抗
原ＥｐＣＡＭ

　　本研究采用流式细胞术检测了 ４种肝癌组织中
ＥｐＣＡＭ的表达。结果显示 ＥｐＣＡＭ在 ｈｅｐＧ２、ＨｕＨ７
和ＢＥＬ７４０２中高表达，而ＳＫｈｅｐ１基本不表达。靶向
ＥｐＣＡＭ的 ＣＡＲＴ细胞（即 ＥｐＣＡＭＣＡＲＴ）能够识别
肿瘤表面抗原ＥｐＣＡＭ，从而更有效地杀伤肿瘤细胞。
３．２　通过慢病毒转染成功制备高表达ＣＡＲ的ＣＡＲＴ
　　为了实现ＣＡＲ在Ｔ细胞上的稳定表达，既往研究
发现重组人纤维连接蛋白（ＲｅｔｒｏＮｅｃｔｉｎ）可以增强慢病
毒感染Ｔ细胞的效率。在本研究中，Ｒｅｔｒｏｎｅｃｔｉｎ法被
用来更有效地将编码ＣＡＲ的慢病毒转染到Ｔ细胞中，
慢病毒转染Ｔ细胞４８～７２ｈ后，用流式细胞仪检测转
染效率。结果表明，ＣＡＲ在转染的 Ｔ细胞表面的表达
率高达４３．２１％。
３．３　ＥｐＣＡＭＣＡＲＴ相对普通 Ｔ细胞具备更强的杀

伤能力

　　Ｔ细胞是通过直接破坏靶细胞膜而将靶细胞杀
伤，同时释放细胞因子增强免疫效应，所以 Ｔ细胞杀
伤靶细胞后，从靶细胞中释放出的ＬＤＨ程度能直观地
代表Ｔ细胞的直接杀伤能力，而从 Ｔ细胞释放出的细
胞因子的量也能一定程度上代表其杀伤能力。两种体

外杀伤实验里，ＬＤＨ释放实验表明 ＥｐＣＡＭＣＡＲＴ对
ＥｐＣＡＭ阳性肝癌细胞比对 ＥｐＣＡＭ阴性肝癌细胞具
有更强的直接杀伤能力，而且细胞因子释放实验表明

ＥｐＣＡＭＣＡＲＴ在肿瘤表面抗原 ＥｐＣＡＭ刺激下，对比
普通 Ｔ细胞，其可以释放更多量的细胞因子，包括
ＩＦＮγ、ＴＮＦα，激活和维持Ｔ细胞抗肿瘤活性，发挥更
强的杀伤效应。

　　综上所述，本研究通过含有靶向 ＥｐＣＡＭＣＡＲ基
因的慢病毒转染普通 Ｔ细胞，成功构建了稳定高表达
ＥｐＣＡＭＣＡＲ的ＣＡＲＴ细胞。在体外实验中，ＥｐＣＡＭ

ＣＡＲＴ对ＥｐＣＡＭ阳性肝癌细胞的杀伤能力强于其对
ＥｐＣＡＭ阴性肝癌细胞的杀伤能力，本研究为进一步开
展ＥｐＣＡＭＣＡＲＴ细胞治疗肝癌的临床研究奠定了一
定的实验基础。本研究尚存在不足之处，比如进一步

做体内动物实验验证ＣＡＲＴ在动物体内抗肝癌能力。
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