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基于颗粒酶Ｂ启动子的磁共振报告基因成像监测ＣＡＲＴ细胞激活状态
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　　［摘要］　目的　利用颗粒酶Ｂ（ｇｒａｎｚｙｍｅＢ，ＧＢ）启动子控制铁蛋白（ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，ＦＴＨ１）报
告基因表达，探讨通过磁共振成像（ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）监测嵌合抗原受体Ｔ细胞（ｃｈｉｍｅｒｉｃ
ａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒＴｃｅｌｌｓ，ＣＡＲＴ细胞）激活状态的可行性。方法　通过Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法以及流式
分选得到细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ＣＴＬｓ）。将ＧＢ启动子和ＦＴＨ１基因连接，连同
二唾液酸神经节苷脂（ｄｉｓｉａｌｏｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ２，ＧＤ２）嵌合抗原受体（ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＡＲ）以慢病
毒为载体转入ＣＴＬｓ，构建 ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１细胞，以ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶＦＴＨ１、ＧＤ２ＣＡＲＴ和 Ｔ细
胞为对照。ＣｙｔｏＴｏｘ９６＠非放射性细胞毒性检测各组细胞与人神经母细胞瘤细胞（ＳＫＮＳＨ）共培养后
的杀伤效果，ＥＬＩＳＡ检测共孵育因子以及ＧＢ分泌量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、普鲁士蓝染色、细胞ＭＲＩ检测共培养
后ＦＴＨ１基因的表达。结果　成功获得ＣＴＬｓ并构建ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１、ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶＦＴＨ１、
ＧＤ２ＣＡＲＴ细胞，３组细胞对肿瘤细胞杀伤效果、共孵育因子以及ＧＢ分泌量均显著高于 Ｔ细胞组，ＧＢ
表达水平在与ＳＫＮＳＨ细胞共培养后１ｄ最高，３ｄ和７ｄ依次降低。ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１组 ＦＴＨ１
相对表达量以及铁含量变化趋势与ＧＢ表达一致，ＭＲＩ信号呈逐渐升高趋势。ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶＦＴＨ１
组ＦＴＨ１相对表达量、铁含量及 ＭＲＩ信号在各时间点均无显著差异。ＧＤ２ＣＡＲＴ和 Ｔ细胞组无明显
ＦＴＨ１表达及聚铁效应。结论　基于ＧＢ启动子的ＭＲＩ报告基因成像可实时反映 ＣＡＲＴ细胞的 ＧＢ表
达水平和肿瘤杀伤作用，为ＣＡＲＴ治疗提供了一种监测细胞激活状态的可视化手段。
　　［关键词］　 颗粒酶Ｂ；铁蛋白；报告基因；磁共振成像；嵌合抗原受体Ｔ细胞；二唾液酸神经节苷脂
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　　嵌合抗原受体 Ｔ细胞（ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒＴ
ｃｅｌｌｓ，ＣＡＲＴ细胞）疗法作为一种新的治疗模式，在 Ｂ
细胞恶性血液系统肿瘤的治疗中表现出令人惊喜的临

床效果［１］。然而，在治疗实体瘤方面，目前 ＣＡＲＴ细
胞的疗效并不理想，可能是肿瘤微环境复杂及肿瘤细

胞异质性等因素导致 ＣＡＲＴ细胞不能持续激活［２－３］。

利用影像学手段对 ＣＡＲＴ细胞的激活状态进行动态
监测，将有助于无创、实时评估 ＣＡＲＴ细胞的疗效并
及时调整治疗方案，同时也将促进ＣＡＲＴ治疗实体瘤
的研究。

　　颗粒酶Ｂ（ｇｒａｎｚｙｍｅＢ，ＧＢ）是 Ｔ淋巴细胞颗粒中
的一种丝氨酸蛋白酶。当 ＣＡＲＴ细胞结合肿瘤特异
性抗原后，会释放大量 ＧＢ和其它细胞因子以杀伤肿
瘤细胞，因此，ＧＢ被视为免疫激活的标志物［４－５］。以

ＧＢ启动子驱动磁共振 （ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＭＲ）报告
基因表达，有望实现利用磁共振成像 （ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）监测 ＧＢ表达，从而间接反映
ＣＡＲＴ细胞的激活状态。
　　本研究针对神经母细胞瘤（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＮＢ），以
肿瘤特异性抗原二唾液酸神经节苷脂（ｄｉｓｉａｌｏｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ
２，ＧＤ２）为靶标，设计 ＧＤ２ＣＡＲＴ细胞，并引入 ＧＢ启
动子驱动的ＭＲ报告基因铁蛋白（ｐＧＢＦＴＨ１），构建诊
疗一体化的 ＣＡＲＴ细胞，在 ＣＡＲＴ细胞治疗人神经
母细胞瘤细胞过程中，利用铁蛋白 （ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙ

ｃｈａｉｎ，ＦＴＨ１）表达产生 ＭＲＩ信号变化来反映 ＣＡＲＴ
细胞的激活状态，为ＣＡＲＴ细胞治疗的实时监测提供
一种可视化手段。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　　Ｔ淋巴细胞由重庆医科大学附属儿
童医院健康成人志愿者捐献，经过重庆医科大学附属

儿童医院伦理委员会批准 （许可证号：ＣＨＣＭＵ
ＩＡＣＵＣ２０２４０１１１０１０）。人神经母细胞瘤（ＳＫＮＳＨ）细胞
系由儿童神经发育与认知障碍重庆市重点实验室保存。

１．１．２　质粒及慢病毒　　颗粒酶 Ｂ启动子、ＦＴＨ１报
告基因、嵌合抗原受体（ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＣＡＲ）慢病毒载体包装系统均由上海吉凯基因构建。
１．１．３　主要试剂　　胎牛血清、ＭＥＭ培养基购自
Ｇｉｂｃｏ公司；外周血淋巴细胞分离液购自天津灏洋公
司；枸橼酸铁铵溶液（ｆｅｒｒｉｃａｍｍｏｎｉｕｍｃｉｔｒａｔｅ，ＦＡＣ）购
自 Ｓｉｇｍａ公司；Ｔ淋巴细胞激活试剂（ＴＣｅｌｌＴｒａｎｓＡｃｔ，
Ｈｕｍａｎ）、Ｔ淋巴细胞培养基（ＴｅｘＭＡＣＳＧＭＰＭｅｄｉｕｍ）
均购自美天旎公司；白介素 ２（ＩＬ２，Ｈｕｍａｎ）购自
ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司；流式细胞术检测所需 ＰＥＣＤ３、ＡＰＣ
ＣＤ４、ＦＩＴＣＣＤ８ａ、ＢＶ４２１ＣＤ２５、ＰＥ／Ｃｙ７ＣＤ６９、ＡＰＣ
Ｉｓｏｔｙｐｅ、ＦＩＴＣＩｓｏｔｙｐｅ、ＢＶ４２１Ｉｓｏｔｙｐｅ和 ＰＥ／Ｃｙ７Ｉｓｏｔｙｐｅ
均购自 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司；细胞增殖示踪荧光探针
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（ＣＦＤＡＳＥ）购自大连美仑生物技术有限公司；Ｆｅｒｒｉｔｉｎ
ＨｅａｖｙＣｈａｉｎＲａｂｂｉｔｐＡｂ、ＧＡＰＤＨＭｏｕｓｅｍＡｂ（ＨＲＰ）、
ＧｏａｔＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧＨ＆Ｌ（ＨＲＰ）均购自正能生物技术
有限公司；ＣｙｔｏＴｏｘ９６＠非放射性细胞毒性检测试剂盒
购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＨｕｍａｎＧＺＭＢ（ＧｒａｎｚｙｍｅＢ）
ＥＬＩＳＡＫｉｔ购自武汉菲恩生物科技有限公司；人 ＩＬ２、
ＩＦＮγＥＬＩＳＡ试剂盒购自欣博盛公司。
１．２　方法
１．２．１　慢病毒载体构建及鉴定　　采用限制性内切
酶消化获得线性化载体，并行ＰＣＲ扩增制备目的基因
片段，以同源重组方式将目的基因的ＰＣＲ产物分别连
接入线性化慢病毒载体中的多克隆位点中，获得ｐＬＶ／
ＧＤ２ＣＡＲｐＧＢＦＴＨ１ＥＧＦＰｐｕｒｏ、ｐＬＶ／ＧＤ２ＣＡＲｐＣＭＶ
ＦＴＨ１ＥＧＦＰｐｕｒｏ和 ｐＬＶ／ＧＤ２ＣＡＲＥＧＦＰｐｕｒｏ３种重
组慢病毒载体质粒，并经测序鉴定。

１．２．２　慢病毒包装及生产　　将正确克隆菌液扩大
培养、抽提，获得高纯度质粒，用于下游病毒包装，后续

进行慢病毒收获、浓缩、纯化及质量检测。

１．２．３　细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，
ＣＴＬｓ）分离、鉴定及培养和 ＳＫＮＳＨ细胞培养　　
采用Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法分离人外周血单个核细
胞，加入ＰＥＣＤ３孵育 ３０ｍｉｎ鉴定并分选淋巴细胞，
加入ＡＰＣＣＤ４和 ＦＩＴＣＣＤ８ａ孵育３０ｍｉｎ鉴定并分选
出ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋的 ＣＴＬｓ。ＣＴＬｓ选用 ＴｅｘＭＡＣＳＧＭＰ
Ｍｅｄｉｕｍ完全培养基，ＳＫＮＳＨ细胞用含 １０％ 胎牛血
清的 ＭＥＭ 培养，两种细胞培养条件均为 ３７℃，
５％ＣＯ２。
１．２．４　ＣＴＬｓ的激活及检测　　ＣＴＬｓ中加入 ＣＤ３／
ＣＤ２８激活磁珠，激活 ２４ｈ。在激活后第 １、３、７天的
ＣＴＬｓ加入 ＰＥＣＤ３、ＡＰＣＣＤ４、ＦＩＴＣＣＤ８ａ、ＢＶ４２１
ＣＤ２５、ＰＥ／Ｃｙ７ＣＤ６９、ＡＰＣＩｓｏｔｙｐｅ、ＦＩＴＣＩｓｏｔｙｐｅ、ＢＶ４２１
Ｉｓｏｔｙｐｅ、ＰＥ／Ｃｙ７Ｉｓｏｔｙｐｅ孵育 ３０ｍｉｎ后行流式检测。
培养７ｄ后行细胞增殖检测，用细胞增殖示踪荧光探
针 （ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅ ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌｅｓｔｅｒ，
ＣＦＳＥ）实验进行淋巴细胞的增殖检测。所有流式分析
以及分选数据使用ＦｌｏｗＪｏ软件进行分析。
１．２．５　ＣＴＬｓ的慢病毒感染以及感染效率检测　　将激
活２４ｈ的 ＣＴＬｓ离心收集后，以 ＭＯＩ＝１０计算所需慢
病毒量，将细胞及慢病毒加入２４孔板，根据说明书加
入ＨｉｔｒａｎｓＧＰ助染剂，用平角转子离心机离心１０００×ｇ，
１ｈ，随后放入培养箱继续培养。１２～１６ｈ后离心收集
细胞去掉上清液后，更换为完全培养基，隔天加入ＩＬ２
（终浓度３００Ｕ／ｍＬ），感染４８ｈ后荧光显微镜下观察
绿色荧光蛋白表达情况，流式检测各组细胞的绿色荧

光表达阳性率。

１．２．６　细胞毒性检测　　将３组感染慢病毒的ＣＡＲＴ
细胞及Ｔ细胞分别与靶细胞 ＳＫＮＳＨ以效靶比５∶１、
１∶１、１∶５共培养２４ｈ，然后用非放射性细胞毒性检测试
剂盒检测细胞裂解后释放的乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ），每组均设置３个复孔。细胞毒
性计算公式：细胞毒性＝（实验组自发释放－阴性对照
组自发释放）／阳性对照组自发释放×１００％。在共培
养的第２４、４８、７２、９６ｈ观察各组细胞状态。
１．２．７　共孵育因子和ＧＢ检测　　首先于２４孔板中
接种２．５×１０５／ｍＬ靶细胞，细胞贴壁后分别加入等量
的４组Ｔ细胞，常规共培养２４ｈ后收集上清，然后使
用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测各组 ＩＦＮγ和 ＩＬ２的浓度。分
别于 ＳＫＮＳＨ细胞共培养前和共培养后的第 １、３、７
天收集上清液，按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作步骤检
测ＧＢ含量。
１．２．８　蛋白质印记实验检测 ＦＴＨ１表达　　收集
ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１和 ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶＦＴＨ１
各时间点细胞，提取蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，经
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转至 ＰＶＤＦ上，５％脱脂奶粉封闭
１ｈ，ＧＡＰＤＨ一抗（１∶１０００）和 ＦＴＨ１一抗（１∶１０００）
孵育并 ４℃过夜，二抗孵育 １～２ｈ，最后利用 ＥＣＬ发
光试剂显影。

１．２．９　普鲁士蓝染色及铁含量测定　　细胞完全培
养基中均加入终浓度为 ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的枸橼酸铁铵
（ｆｅｒｒｉｃａｍｍｏｎｉｕｍｃｉｔｒａｔｅ，ＦＡＣ）溶液。与 ＳＫＮＳＨ细
胞共培养 ２４ｈ后收集各组细胞，ＰＢＳ洗涤 ３次后重
悬，使用普鲁士蓝（核固定法）染色试剂盒对细胞进行

染色，显微镜观察各组细胞染色情况；收集与ＳＫＮＳＨ
细胞共培养后第１、３、７天的各组细胞，按照铁含量测
定试剂盒说明书进行铁含量测定，酶标仪检测５９３ｎｍ
处各孔光密度值。

１．２．１０　细胞ＭＲＩ　　收集与ＳＫＮＳＨ细胞共培养后
第１、３、７天的 ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１和 ＧＤ２ＣＡＲＴ／
ｐＣＭＶＦＴＨ１细胞，ＰＢＳ洗涤 ３次，再用 ０．５ｍＬＰＢＳ
重悬约１×１０７个细胞于ＥＰ管中，采用３．０Ｔ临床 ＭＲ
成像仪（Ｐｈｉｌｉｐｓ）行 Ｔ２ＷＩ以及 Ｔ２ｍａｐｐｉｎｇ扫描，获得
Ｔ２ＷＩ和Ｔ２ｍａｐｐｉｎｇ图。Ｔ２ＷＩ扫描参数如下：ＴＲ＝
２４２４ｍｓ，ＴＥ＝１００ｍｓ，ＦＯＶ＝１００ｍｍ×１００ｍｍ，体素＝
０．６２０ｍｍ×０．６００ｍｍ，成像矩阵＝１６０×１５０，信噪比＝
１，扫描时间为１ｍｉｎ５６ｓ；Ｔ２ｍａｐｐｉｎｇ扫描参数如下：
ＴＲ＝２０００ｍｓ，ＴＥ１＝１３ｍｓ，△ＴＥ＝１３ｍｓ，ＴＥ８＝
１０４ｍｓ，ＦＯＶ＝１５０ｍｍ×９３ｍｍ，体素＝０．４２０ｍｍ×
０．５１４ｍｍ，成像矩阵＝３５６×１８１，信噪比＝１，扫描时间
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为６ｍｉｎ４８ｓ。
１．３　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳ２６．０统计软件对获得的数据进行处
理，数据以 珋ｘ±ｓ表示，不同处理组采用单因素方差分
析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　重组慢病毒鉴定
　　成功构建 ｐＬＶ／ＧＤ２ＣＡＲｐＧＢＦＴＨ１ＥＧＦＰｐｕｒｏ、
ｐＬＶ／ＧＤ２ＣＡＲｐＣＭＶＦＴＨ１ＥＧＦＰｐｕｒｏ和 ｐＬＶ／ＧＤ２
ＣＡＲＥＧＦＰｐｕｒｏ３种重组慢病毒载体质粒。ＰＣＲ转化
子的长度分别为 ４１５０、３４８１、２０７０ｂｐ（图 １Ａ～Ｃ）。
ＣＡＲ区域具体设计见图１Ｄ。
２．２　ＣＴＬｓ及其激活、增殖鉴定
２．２．１　ＣＴＬｓ分选鉴定　　人外周血淋巴细胞为圆形
悬浮细胞。流式细胞术检测 Ｔ淋巴细胞表面标志物
ＣＤ３，根据细胞的前向角散射光（细胞相对大小及其表

面积），侧向角散射光（细胞颗粒度及细胞核相对复杂

性）选出淋巴细胞区域为 ８８．４％（图 ２Ａ）。通过流式
分选仪选择ＣＤ３＋细胞群（图２Ｂ），通过设逻辑门分析
ＣＤ３＋细胞群中 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋细胞群并得到其占比（图
２Ｄ），ＣＤ４－ＣＤ８－（图２Ｃ）为阴性对照。
２．２．２　ＣＴＬｓ激活流式检测　　淋巴细胞只有在
ＣＤ３／ＣＤ２８磁珠激活后才能刺激其增殖，维持其生存，
进行感染等后续实验操作。提取后的细胞行流式分

析，得到结果后行 ＦｌｏｗＪｏ软件分析，显示细胞毒性
Ｔ淋巴细胞中ＣＤ２５、ＣＤ６９呈阳性，证明细胞激活（图
２Ｅ～Ｈ）。对细胞激活后 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋细胞群中 ＣＤ２５＋

ＣＤ６９＋细胞进行激活状态分析，发现随着激活时间的
延长，ＣＤ２５＋ＣＤ６９＋细胞群占比逐渐减少（图２Ｉ～Ｎ）。
２．２．３　ＣＴＬｓ增殖检测　　细胞激活后 ＣＦＳＥ染色，
７ｄ后流式分析结果显示，未使用 ＣＤ３／ＣＤ２８磁珠激
活的细胞无增殖（图 ２Ｏ），而使用 ＣＤ３／ＣＤ２８磁珠激
活的细胞出现增殖（图２Ｐ）。
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Ａ：ｐＬＶ／ＧＤ２ＣＡＲｐＧＢＦＴＨ１ＥＧＦＰｐｕｒｏ重组质粒酶切产物；Ｂ：ｐＬＶ／ＧＤ２ＣＡＲｐＣＭＶＦＴＨ１ＥＧＦＰｐｕｒｏ重组质

粒酶切产物；Ｃ：ｐＬＶ／ＧＤ２ＣＡＲＥＧＦＰｐｕｒｏ重组质粒酶切产物；Ｄ：３组慢病毒设计各区域示意图
图１　慢病毒设计以及鉴定示意图
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Ａ：Ｔ淋巴细胞提取流式分析；Ｂ：ＣＤ３＋细胞分群；Ｃ：对照组ＣＤ４－ＣＤ８－细胞分群；Ｄ：ＣＤ４＋、ＣＤ８＋细胞分群；Ｅ：ＣＤ４＋

细胞群中 ＣＤ２５＋ＣＤ６９＋；Ｆ：对照组 ＣＤ４＋ＣＤ２５－ＣＤ６９－；Ｇ：ＣＤ８＋细胞群中 ＣＤ２５＋ＣＤ６９＋；Ｈ：对照组 ＣＤ８＋ＣＤ２５＋

ＣＤ６９＋；Ｉ：１ｄＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ６９＋；Ｊ：３ｄＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ６９＋；Ｋ：７ｄＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ６９＋；Ｌ：１ｄＣＤ８＋ＣＤ２５＋ＣＤ６９＋；
Ｍ：３ｄＣＤ８＋ＣＤ２５＋ＣＤ６９＋；Ｎ：７ｄＣＤ８＋ＣＤ２５＋ＣＤ６９＋；Ｏ、Ｐ：ＣＦＳＥ实验检测阴性对照组、实验组的结果

图２　流式细胞术鉴定ＣＴＬｓ及其激活和增殖

２．３　ＣＡＲＴ构建及鉴定
　　３组慢病毒感染ＣＴＬｓ４８ｈ后，通过荧光显微镜拍
摄，如图３Ａ所示，Ｔ细胞组作为空白对照，未见明显绿
色荧光蛋白表达，其余３组均可见绿色荧光蛋白表达。
流式分析仪检测绿色荧光蛋白（ｅＧＦＰ）表达阳性细胞，
测得 ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１、ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶＦＴＨ１
和ＧＤ２ＣＡＲＴ３组的感染效率分为 １７．３％、１６．９％、
１６．７％（图３Ｂ）。

２．４　ＣＡＲＴ对ＳＫＮＳＨ细胞的体外杀伤效果
２．４．１　ＣｙｔｏＴｏｘ９６＠非放射性细胞毒性检测　　将各
组细胞与ＳＫＮＳＨ细胞共培养９６ｈ后，显微镜观察，
Ｔ细胞组 ＳＫＮＳＨ细胞增殖快且几乎没有死亡，ＧＤ２
ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１、ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶＦＴＨ１和 ＧＤ２
ＣＡＲＴ组ＳＫＮＳＨ细胞几乎全部死亡（图４Ａ）。ＬＤＨ
结果显示，各组细胞按照效靶比５∶１、１∶１、１∶５的２４ｈ
杀伤效率结果显示如图４Ｂ。
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Ａ：Ｔ细胞以及慢病毒感染３组ＣＡＲＴ细胞４８ｈ后各组绿色荧光表达情况；Ｂ：流式分析仪检测４组绿色荧光蛋
白表达阳性细胞

图３　荧光显微镜观察绿色荧光蛋白表达以及流式分析绿色荧光蛋白表达阳性率

２．４．２　共培养因子检测　　ＥＬＩＳＡ结果显示，各组细
胞与ＳＫＮＳＨ细胞共培养 ２４ｈ后，上清液中 ＩＬ２和
ＩＮＦγ在 ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１组、ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶ
ＦＴＨ１组和 ＧＤ２ＣＡＲＴ组均分别显著高于 Ｔ细胞组
（Ｐ＜０．０１，图４Ｃ、Ｄ）。各组细胞在与 ＳＫＮＳＨ细胞共
培养前第１、３、７天ＧＢ分泌量均低于与ＳＫＮＳＨ细胞
共培养后第１、３、７天的ＧＢ分泌量 （Ｐ＜０．０５，图４Ｅ）。
２．５　ＦＴＨ１表达及其转铁效应
２．５．１　ＦＴＨ１表达　　Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ结果显示，ＧＤ２
ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１组在与 ＳＫＮＳＨ细胞共培养后第
１、３、７天，ＦＴＨ１相对表达量呈逐渐减少趋势，各组间
比较均有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶ
ＦＴＨ１组在与 ＳＫＮＳＨ细胞共培养后第 １、３、７天
ＦＴＨ１相对表达量无明显变化，各组间无统计学差异
（图５Ａ、Ｂ）。
２．５．２　普鲁士蓝染色　　ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１组
和ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶＦＴＨ１组细胞铁染色结果如图

５Ｃ，２组细胞内可见蓝染颗粒，表明细胞内 ＦＴＨ１表达
后成功引起细胞内聚铁效应。

２．５．３　细胞内铁含量检测　　各组细胞与 ＳＫＮＳＨ
细胞共培养后的第１、３、７天３个时间点细胞铁含量测
定结果如图５Ｄ。Ｔ细胞组和 ＧＤ２ＣＡＲＴ组各时间点
铁含量均显著低于 ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１组和 ＧＤ２
ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶＦＴＨ１（Ｐ＜０．０５）。
２．６　细胞ＭＲＩ
　　ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１组细胞在与 ＳＫＮＳＨ细
胞共培养后第 １、３、７天的 Ｔ２ＷＩ信号逐渐升高（图
６Ａ），而 ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶＦＴＨ１组细胞在第 １、３、７
天Ｔ２信号无明显变化 （图６Ａ）。对２组细胞各时间
点Ｔ２值进行统计分析，ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１组与
ＳＫＮＳＨ细胞共培养后第１、３、７天Ｔ２值分别为（１６３．４３±
９．３９）、（１９５．１０±４．２０）、（２１７．４０±７．３７），各组间差异
均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶ
ＦＴＨ１组第１、３、７天Ｔ２值各组间差异无统计学意义。
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１：Ｔ细胞组；２：ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１组；３：ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶＦＴＨ１组；４：ＧＤ２ＣＡＲＴ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与 Ｔ细胞
组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，ｄ：Ｐ＜０．０００１，ｅ：Ｐ＜０．０５，与ＳＫＮＳＨ细胞共培养前同时间段比较
Ａ：显微镜下各时间段４组细胞共培养杀伤情况；Ｂ：ＬＤＨ杀伤实验；Ｃ：ＩＬ２分泌情况；Ｄ：ＩＮＦγ分泌情况；Ｅ：各组
效应细胞与ＳＫＮＳＨ细胞共培养前后颗粒酶Ｂ分泌情况

图４　体外杀伤以及分泌因子情况检测
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及表达量　ａ：Ｐ＜０．０５，与同组７ｄ比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与同组１ｄ比较；Ｃ：普鲁士蓝染色结果　箭头：示蓝染铁颗

粒，位于细胞内；Ｄ：各组３个时间点细胞内铁含量检测结果　ｃ：Ｐ＜０．０１，与同一时间点 Ｔ细胞组比较；ｄ：Ｐ＜

０．０１，与同一时间点ＧＤ２ＣＡＲＴ组比较

图５　ＦＴＨ１表达及其转铁效应
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ａ：Ｐ＜０．０５，与同组７ｄ比较；ｂ：Ｐ＜０，０１，与同组１ｄ比较

Ａ：ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１组以及ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶＦＴＨ１组Ｔ２ＷＩ图（左）以及ＮＩＨ彩图（右）；Ｂ：ＧＤ２ＣＡＲＴ／

ｐＧＢＦＴＨ１组以及ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶＦＴＨ１组Ｔ２值

图６　细胞磁共振扫描
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３　讨论

　　随着ＣＡＲＴ细胞技术的飞速进展，对细胞免疫治
疗效果的监测成为重要课题。尽管基于流式细胞术、

免疫组织化学和聚合酶链式反应的分析可以检测外周

血和组织样本中的ＣＡＲＴ细胞，但这些方法存在操作
复杂、有创、不能实时反映细胞状态等缺陷［６］。本研

究将ＧＢ启动子驱动的 ＭＲＩ报告基因成像与 ＣＡＲＴ
细胞疗法相结合，构建了一种诊疗一体化的ＣＡＲＴ细
胞，通过体外实验实现了利用ＭＲＩ报告基因成像对细
胞激活状态的显示，为进一步体内实验奠定了基础，有

望为实体瘤的 ＣＡＲＴ细胞治疗过程提供一种实时监
测免疫细胞激活状态的可视化手段。

　　组织特异性启动子能够调控外源基因在某些特定
细胞或组织中表达，通过基因工程技术将这种启动子

与报告基因相连接，可以实现报告基因的定点、定时和

定量表达，从而达到利用报告基因成像实时显示特异

性组织、细胞及其状态的目的［７］。ＧＢ在 ＣＡＲＴ细胞
激活时大量释放，是ＣＡＲＴ细胞激活的一种重要生物
学标志物［８］。本研究通过基因改造将 ＧＢ启动子置于
ＭＲＩ报告基因上游并控制其表达，主要目的是利用
ＭＲＩ报告基因成像对 ＣＡＲＴ细胞的激活状态进行成
像并定量分析。本研究结果显示，在 ＣＡＲＴ与 ＳＫＮ
ＳＨ细胞共培养前，ＧＢ的分泌量非常少，而在与 ＳＫＮ
ＳＨ细胞共培养后，ＧＢ分泌量显著增多，之后随着共培
养时间的延长而逐渐下降，与ＰＡＴＥＬ等［８］的研究结果

一致。ＧＢ启动子驱动的ＦＴＨ１表达与ＧＢ表达水平的
变化趋势基本一致，而对照组利用广谱ＣＭＶ启动子的
报告基因在各时间点的表达无显著差异。与 ＣＭＶ启
动子相比，ＧＢ启动子驱动的报告基因表达能够真实地
反映 ＣＡＲＴ细胞与 ＳＫＮＳＨ细胞共培养后激活状态
的动态变化，这种差异化表达产生相应的细胞聚铁效

应，从而引起不同激活状态细胞的ＭＲＩ信号差别。
　　本研究采用基因工程技术对Ｔ细胞进行了２部分
改造，ＧＤ２ＣＡＲ用于靶向和激活，ＦＴＨ１报告基因用于
成像。结果发现，无论是ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１、ＧＤ２
ＣＡＲＴ／ｐＣＭＶＦＴＨ１、ＧＤ２ＣＡＲＴ３组 ＣＡＲＴ细胞与
Ｔ细胞组，还是ＧＤ２ＣＡＲＴ／ｐＧＢＦＴＨ１和ＧＤ２ＣＡＲＴ／
ｐＣＭＶＦＴＨ１２组 ＦＴＨ１细胞与 ＧＤ２ＣＡＲＴ和 Ｔ细胞
２个对照组，各实验组 ＣＡＲＴ细胞及对照组 Ｔ细胞，
除了在特异性靶向、免疫细胞激活能力及成像结果功

能的不同，其他方面在各组细胞之间均无显著差异，说

明本研究所采用细胞工程化技术的安全性和可行性。

另一方面，为验证ＦＴＨ１表达所产生的转铁效应，在体
外实验部分采用了含铁的细胞培养基。之前有研究发

现，高浓度的铁离子可通过芬顿效应对细胞造成损伤，

导致细胞活力下降甚至死亡［９－１０］，出于细胞聚铁效应的

安全性考虑，本研究在体外培养液中使用了０．２ｍｍｏｌ／Ｌ
终浓度的ＦＡＣ。这一浓度的铁在之前肿瘤细胞［１１］及

间充质干细胞［１２］的研究中被证实是安全的。此外，报

告基因铁蛋白通过细胞膜的转铁蛋白受体将铁离子转

入细胞内，是一个依赖于铁蛋白表达的主动转运过程，

当Ｆｅ２＋进入细胞后，其通过氧化作用变为 Ｆｅ３＋并储存
于铁蛋白的铁核内，从而降低了细胞内游离铁离子的

浓度，减少了对细胞的损伤［１３－１４］。本研究结果显示，

ＣＡＲＴ细胞转铁后其抗原结合能力、细胞因子分泌功
能、肿瘤细胞杀伤作用等均与对照组无显著差异，提示

这一培养浓度的铁离子不仅可以满足报告基因成像所

需，还能保证细胞结构和功能不受影响。

　　本研究虽然初步证实了利用 ＭＲＩ报告基因成像
显示ＣＡＲＴ细胞激活状态的可行性，但未进行进一步
体内实验验证。与体外环境相比，体内环境更为复杂，

可能影响 ＣＡＲＴ细胞的抗原靶向、结合以及激活能
力；另外，体外基于报告基因的 ＭＲＩ成像需要加入外
源性铁，体内在仅依赖内源性铁的情况下，转铁量能否

满足成像的要求尚不可知。

　　总之，本研究成功构建了ＧＢ启动子驱动ＦＴＨ１报
告基因表达的ＣＡＲＴ细胞成像系统，该系统可以灵敏
响应ＣＡＲＴ激活状态，当细胞激活时，ＧＢ启动子启动
报告基因表达并产生相应的聚铁效应，进而引起 ＭＲＩ
信号变化。这一成像策略实现了 ＣＡＲＴ细胞激活状
态的可视化，有望为ＣＡＲＴ细胞治疗提供一种有潜力
的实时、安全的动态监测手段。
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