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南京 中 医药大学硕士学位论文
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摘 要

随着当代肿瘤免疫疗法的发展 ， 靶向 ＣＤ １ ９ 的嵌合抗原受体 Ｔ 细胞 （ ＣＡＲ－Ｔ ） 疗法在

晚期 Ｂ 细胞血液系统恶性肿瘤的治疗中取得了显著的成效 。 然而 ， 这种疗法在实际应用 中面

临着
一

些挑战 ， 包括抗原阴性复发导致的缓解时间缩短 ， 以及 鼠源性抗体引 发的免疫反应等

问题 ， 这些都限制 了ＣＡＲ－Ｔ 疗法的长期效果 。 为了克服这些障碍 ， 研宄者们迫切需要开发

出新型的人源化抗体和多靶点联合 ＣＡＲ－Ｔ 疗法。

在本研宄中 ， 我们采用 了
一

种创新的方法 ， 通过人源化抗体库筛选出人源化的 ＣＤ １ ９ 单

链可变片段 （ ｓｃＦｖ ） 和 ＢＡＦＦＲ 单域重链抗体 （ＶＨＨ ） ， 并将这些片段改造成基于第二代

４－

１ ＢＢ －ＣＤ３
； 结构的双靶点 ＣＡＲ 结构 。 这种结构设计 旨在提高 ＣＡＲ －Ｔ 细胞对肿瘤的杀伤 ，

同时减少 鼠源抗体导致免疫反应的风险 。

在体外实验中 ， 我们观察到 ， 串联结构 （ Ｔａｎ ５Ｈ －７８ＨＬ ） 和并联结构 （Ｂ Ｉ ＣＡＲ ） 的 ＣＡＲ－Ｔ

细胞在阳性靶细胞刺激后 ， 其 ＣＤ １ ０ ７ａ 、 ＣＤ２５ 和 ＣＤ６９ 的表达水平均显著上调 ， 这些标志

物的增加表明 ＣＡＲ－Ｔ 细胞可 以被特异性激活 。 随后 ， 在肿瘤细胞杀伤试验中我们观察到 ，

ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞在对抗肿瘤细胞方面表现出 比单靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞更强的

杀伤能力 。 此外 ， Ｂ Ｉ ＣＡＲ－Ｔ 细胞在 ＩＬ －

２ 和 ＴＮＦ－ａ 的分泌能力上优于 Ｔａｎ ５Ｈ － ７ ８ＨＬ ＣＡＲ －Ｔ

细胞 ， 这表明 Ｂ ＩＣＡＲ－Ｔ 细胞在免疫反应中可能具有更高的活性 。 在抗原重复刺激的实验中 ，

与 Ｍｏｃｋ Ｔ 细胞相 比 ， ＣＡＲ－Ｔ 细胞均显示出特异性增殖的能力 ， 这表明它们能够在持续的抗

原刺激下在体外特异性扩增 。 值得注意 的是 ， Ｂ Ｉ ＣＡＲ－Ｔ 细胞在两轮抗原刺激后表现 出 比

ＣＤ １ ９ ＣＡＲ－Ｔ 细胞更少的耗竭表型 ， 这意味着 Ｂ Ｉ ＣＡＲ－Ｔ 细胞在长期治疗中可能具有更好的

持久性 。

在 Ｊｅｋｏ－

１ 小 鼠异种移植模型中 ， Ｂ Ｉ ＣＡＲ －Ｔ 细胞显示出 比 Ｔａｎ ５Ｈ－７８ＨＬ ＣＡＲ－Ｔ 细胞更

有效的抗肿瘤效果和更高的扩增倍数 。 这
一

点在模拟抗原丢失的混合肿瘤模型中得到 了更好

的体现 ， Ｔａｎ ５Ｈ－７ ８ＨＬ ＣＡＲ－Ｔ 细胞很快就失去了对混合肿瘤模型的抑制效果 ， 而 Ｂ Ｉ ＣＡＲ－Ｔ

细胞通过持续的体 内扩增
一

直保持着 良好的抑瘤效果 。 这
一

发现为 ＣＡＲ－Ｔ 疗法在治疗 Ｂ 细

胞来源的血液系统恶性肿瘤方面提供了新的希望 ， 通过这种新型的双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞 ， 研

究者们有望克服抗原阴性复发和抗鼠源免疫反应的 问题 ， 从而提高患者的生存率和生活质量 。

总结来说 ， 本研究提出 了
一

种基于人源化 ｓｃＦｖ 和 ＶＨＨ 组合的新型 ＣＡＲ－Ｔ 疗法 。 通

过体外和体内实验 ， 我们验证了ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞在治疗 Ｂ 细胞血液系统

恶性肿瘤方面的潜力 。 这种疗法不仅提高了ＣＡＲ－Ｔ 细胞的抗肿瘤能力 ， 还减少 了潜在的副

Ｉ





作用 ， 为未来的临床应用奠定 了坚实的基础 。 随着进
一

步的研宄和临床试验 ， 这种新型 ＣＡＲ－Ｔ

疗法有望成为治疗 Ｂ 细胞血液系统恶性肿瘤的有效手段 ， 为患者带来新的希望 。

关键词 ： 血液系统恶性肿瘤 ， ＣＤ １ ９ ， ＢＡＦＦＲ ， 细胞免疫治疗 ， 临床前研究

Ｉ Ｉ
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第
一章 绪论

１ ． １ 血液系统肿瘤的免疫治疗

近年来随着化疗 、 放疗和靶向治疗的不断进步 ， 血液肿瘤患者的总体缓解率 （ ＯＲＲ ）

显著提高 ， 但这些方法往往伴随着严重的副作用 ， 且 由于血液恶性肿瘤的分子特征具有高

度异质性 ， 有不少患者因复发和耐药而面临治疗失败 。 因此 ， 血液肿瘤治疗急需具有新型

作用机制 的治疗方法来改变现状 。 随着对肿瘤免疫学和免疫调节机制的深入研宄 ， 免疫疗

法作为
一

种新兴的治疗策略 ， 己经在血液系统肿瘤的治疗领域 引起了人们的广泛关注 。 免

疫疗法的核心思想是利用患者 自 身 的免疫系统来识别和清除肿瘤细胞 ， 这不仅有望提高治

疗效果 ， 还能减少对正常细胞的损害 ， 从而降低治疗的副作用 。 在过去的几十年中 ， 免疫

疗法的研究已经取得了 显著的进展 ， 尤其是在血液系统肿瘤的治疗中 ， 免疫疗法己经成为

传统疗法最有希望的替代或补充 ［
１

１

在血液系统肿瘤治疗领域 ， 免疫治疗主要涉及干细胞移植 、 靶向抗体 、 免疫检查点抑

制剂 （ ＩＣ Ｉｓ ） 和过继细胞疗法 （ＡＣＴ ） 等 。 其中 ＡＣＴ 是难治或复发性血液系统恶性肿瘤

患者最常用 的免疫疗法 ， 例如 ＴＣＲ－Ｔ（ Ｔ细胞受体工程化Ｔ ） 细胞 ［
２

］

、 ＣＡＲ－Ｔ（嵌合抗原受

体Ｔ ） 细胞 ［
３

］

、 ＣＡＲ －ＮＫ（嵌合抗原受体 自然杀伤 ） 细胞 ［
４

］

、 ＣＡＲ －Ｍ（嵌合抗原受体巨噬 ）

细胞 ［
５

］

、 ＣＡＲ－

Ｙ５Ｔ
［？ 和 ＣＡＲ－ＮＫＴ（ 嵌合抗原受体 自 然杀伤Ｔ ） 细胞ｍ疗法 。 目 前 ， 过继细

胞治疗仍处于第
一

代 ， 主要依靠基因转导技术使某些免疫细胞表达识别肿瘤相关抗原 以杀

死肿瘤细胞的受体 。 第二代 ＡＣＴ 可 以结合两种类型的 ＣＡＲ 工程免疫细胞 ， 并表现出更

好的抗肿瘤作用 。 而下
一

代 ＡＣＴ 可 以充分利用每种类型的免疫细胞的独特特性 ， 通过逻

辑组合它们 以模拟健康的免疫协调系统 ， 并人为地创建正免疫通路 （ 图 １ ． １ ） 。 在过继细胞

疗法中 ， 目 前应用最为广泛的当为 ＣＡＲ－Ｔ 细胞疗法 。

ＦｒｅｄＨｕｔｃｈｉｓｏｎ 癌症研究所于２００８年首次使用 ＣＡＲ－Ｔ 细胞治疗 Ｂ 细胞淋巴瘤并证

明其安全性 。 随后在２０ １ ０年 ， 两名慢性淋巴细胞 白血病患者首次接受了ＣＡＲ－Ｔ 细胞治疗

并达到 ＣＲ（完全缓解 ） ， 且随访 １ ０年后体 内仍能检测到 ＣＡＲ－Ｔ 细胞 ［
８

］

。 ２０ １ ２年 ， 美国 Ｂ

细胞急性淋巴细胞 白血病 （ Ｂ －ＡＬＬ ） 患者 Ｅｍ ｉ ｌｙ 接受 ＣＡＲ－Ｔ 治疗并痊愈 。 到现在为止 ，

她已经近 １ ２年没有复发 。 由于这些令人鼓舞的成功案例 ， ２０ １ ７年美国食品药品监督管理局

（ ＦＤＡ ） 批准了首个 ＣＡＲ－Ｔ 细胞产 品 Ｋｙｍｒｉａｈ 上市 ， 这极大地推动了ＣＡＲ－Ｔ 疗法的

发展 ， 从此开启 了ＣＡＲ－Ｔ 细胞的商业化发展时代 ［
９

］

。 目 前 ， ＣＡＲ－Ｔ 疗法在难治 ／复发性

急性淋巴细胞 白血病 （ Ｒ／Ｒ ＡＬＬ ） ［
１ Ｇ

］

、 慢性淋巴细胞 白血病 （ ＣＬＬ ） ［
１ １

］

、 非霍奇金淋巴瘤

（ＮＨＬ ） ［
１ ２

］和多发性骨髓瘤 （ＭＭ ） ［
１ ３

］等血液肿瘤治疗方面均取得 了显著的效果 。

１





第
一

章 绪论


ｎ
 ＾ ｆｙ ｆ

ｙ

＇ ，

？
＇

１
ｓ ｔ

ｇ ｅ ｎ ｅ ｒａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｒｇ 〇 ｒ ．

鑛…〇 ｒ

＿Ｊ
ｏ ｒ

ＴＣ Ｒ －Ｔ ＣＡＲ －Ｔ ＣＡＲ －Ｎ Ｋ ＣＡＲ －Ｍ ＣＡＲ －

ｙＳＴ ＣＡＲ －Ｎ Ｋ Ｔ

ｒ’＾Ｎ
￣

 ？ｆ？

▲▲＼▲
１

２
ｎ ｄ

ｇ ｅ ｎｅ ｒａ ｔ ｉ ｏｎ＋ ｏ ｒ＋ｏ ｒ＋

Ｃ ＡＲ －Ｔ



ＣＡＲ －Ｔ ＼
＾
Ｃ Ｒ －Ｔ ｏ ｒ ＣＡＲ －Ｔ



ＣＡＲ －Ｎ Ｋ／ＣＡＲ －Ｔ


Ｃ ＡＲ －Ｍ

／
＊

＊
ｙ
ｎＮｏ ？ｃｈ ＣＡＲ

（
＇

 、


？
ｙ
ｎＮｏ ｔｃｈ ＣＡＲ

 Ｒｅｐ ｒｏｇｎ
ｌｍ

’‘
Ｒ ｅ ｐ

ｒｏｇ
ｒａｍ Ｉ

Ｉ？

＇

／
．

２ Ｉ

Ｉ
？ ｍ ｆｔｏｍｍａ ｔｏ ｒ

ｙ ｌ  ｉＫＢ
＇

？
 ？ ： 

Ｉｎ ｌ ｌａｎＭｎ ａ ｔ ｏ ｒ
ｙ ？

？
Ｔ

－

 ｃ ｙ ｔｏ ｋ ｌ ｉｗｓ
＾ ＼ ． ｃ ｙ ｔ ｏｋ ｉｎ ＊＊

Ｉ ＼Ｍ
—

Ｏ ｆ

 ７ Ｃｏ ？ ｔ ，ｍ Ｌ Ｉ

￣￣

ａａ＞  ？？？： 〇 Ｓ—

ｇ？ ｍｈｃ ｄ

Ｉ＾＊

‘

Ｃ ｈ— 、 ５
：

； Ｉ

＼ ｘ Ｃ ｈ ｅｍｏ ｋ ｉ ｎｅ？

ｌ Ｌ： １
３ｇ ｅｎｅ ｒａ ｔ ｉ ｏｎ

＼Ｅ ｎｇ ｉ ｎｅｅ ｒｅ ｄ Ｍ ＜ｐ Ｅ ｎ ｇ ｉ ｎｅｅ ｒｅ ｄ ＤＣ
－■
—＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿—＿＿＿＿＿＿ 

^

＋

，


、

？ＣＡＲ ＣＡＲ ＣＡＲ ＣＡＲ ＼

屬

ＣＲ Ｃｏｓ ｌ ｉ ｍＲ ＣＲ Ｃｏｓ ｔ ｉｍＲ Ｃ Ｒ Ｃｏ ＊ Ｕ ｍ Ｒ Ｃ Ｒ Ｃ ｏｓ ｔ ｌｍＲ ＊

參
。 ｗ

Ｖ ｜

、
Ｅｎｇ ｉ ｎｅｅ ｒｅｄ Ｔ Ｅ ｎ ｇ ｉ ｎ ｅ ｅ ｒｅｄ ＮＫ Ｅ ｎ ｇ ｉ ｎ ｅｅ ｒｅｄ

ｙ６Ｔ Ｅｎ ｇ ｉ ｎ ｅｅ ｒｅｄ ＮＫＴＪ

图 １ ． １ＡＣＴ在癌症治疗中的当前和未来策略％ ］

。

Ｍ ， 巨噬细胞 ；
ＤＣ ， 树突状细胞 ； Ｃ ｏ ｓ ｔ ｉｍＬ ， 共刺激配体 ；

Ｃ ｏ ｓ ｔ ｉｍＲ ， 共刺激受体 ；
ＣＲ ，

趋化因子受体

１ ．２ＣＡＲ －Ｔ 细胞疗法的发展历程

ＣＡＲ －Ｔ 细胞疗法作为
一

种新兴的癌症免疫治疗方法 ， 通过改造 Ｔ 细胞的受体 ， 使其

能够识别并攻击肿瘤细胞 。 ＣＡＲ －Ｔ 疗法于 ２０世纪 ８０年代首次提出 １

１ ５
］

， 经过多年的研究和

发展 ， 如今 已成为引 人注 目 的前沿生物技术 。

ＣＡＲ －Ｔ 由嵌合抗原受体 （ ＣＡＲ ，

一

种 旨在将Ｔ细胞靶向癌细胞的工程蛋 白 ） 和 Ｔ 细

胞组成 。 ＣＡＲ 由三个功能域组成 ： 细胞外结构域 、 跨膜结构域和细胞 内 结构域 （ 图 １ ． ２ ） 。

细胞外结构域
一

般 由 负责识别和结合抗原的单克隆抗体的单链可变片段 （ ｓｃＦｖ ） 构成 。 跨

膜结构域 （ Ｔｒａｎ ｓｍ ｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａ ｉｎ ， ＴＭ ） 连接胞外结构域和胞 内结构域 ， 并锚定到细胞膜

上 ， 它通常来源于跨膜受体蛋 白 ， 如 ＣＤ ８ ｏｔＴＭ 或 ＣＤ２ ８ＴＭ ［
１ ６

］

。 细胞 内 结构域 由共刺激域

和信号传导域组成 。 其 中 ， 共刺激域 ， 如 ４ －

ｌ ＢＢ ［
１ ７

，
１ ８

］或ＣＤ２ ８
［

１ ９
，
２ Ｇ

】

， 提供额外的刺激信号 ，

２
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促进 ＣＡＲ －Ｔ 细胞的增殖和持久性 ； 信号传导域 ， 如 ＣＤ ３Ｐ
１

］

， 则激活 Ｔ 细胞 内 的信号

传导通路 ， 引 发细胞毒性反应 。
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图 １ ． ２ＣＡＲ结构示意图 Ｉ

２ ２
！

根据 ＣＡＲ －Ｔ 发展的历程 ， 大致可 以分为五代 （ 图 １ ．３ ） 。 第
一

代 ＣＡＲ －Ｔ 包含
一

个特

异性 ｓ ｃ Ｆｖ 以及
一

个胞 内 ＣＤ ３
（ 片段

［

２ ３
， 叫

。 然而 ， 由于缺乏共刺激信号 ， Ｔ 细胞迅速耗尽 ，

导致第
一

代 ＣＡＲ －Ｔ 的治疗效果并不理想 ［

２５
］

。 第二代 ＣＡＲ －Ｔ 在先前的基础上加入 了
一

个

共刺激域 。 共刺激域的 引 入大大延长 了ＣＡＲ －Ｔ 的存续时 间 ， ＣＡＲ －Ｔ 细胞在体 内 的持续

存在促进 了 肿瘤细胞的长期监测和消 除 ［
２ ６

＿

２ ８
］

。 因此 ， 目 前商业化 ＣＡＲ －Ｔ 产品大都属于第

二代的 ＣＡＲ －Ｔ 疗法 。 第三代 ＣＡＲ －Ｔ 同时 引 入 了两个共刺激域 ， 这有可能提高 ＣＡＲ －Ｔ

的增殖能力 同时减少耗竭 ， 从而增强 ＣＡＲ －Ｔ 的体 内 功能 ［
２ ９

，
３ Ｇ

］

， 但过高的细胞因子水平也

可能会 引 起严重的细胞因子释放综合征 。 第 四代 ＣＡＲ －Ｔ 经过研究人员 的改造 ， 可 以产生

额外的蛋 白 质分子 （ 如细胞因子 ） 或拥有额外的受体 （ 如共刺激配体 ） 。 这些改造增强 了

ＣＡＲ －Ｔ的 功能 ， 因 此这些ＣＡＲ －Ｔ也被称 为ＴＲＵＣＫ Ｓ（ Ｔｃ ｅ ｌ ｌ ｓＲｅｄ ｉ ｒｅｃ ｔｅｄｆｏｒＵｎ ｉｖｅｒｓａ ｌ

Ｃｙｔｏｋ ｉ ｎ ｅＫ ｉ ｌ ｌ ｉｎｇ
） ［

３ １
］

。 第五代 ＣＡＲ －Ｔ 为通用性 ＣＡＲ －Ｔ 细胞 ， 通过敲除从健康供体获得

的Ｔ细胞的人类 白细胞抗原和 ＴＣＲ 基因％３ ４
１

， 以避免宿主对输注 的 ＣＡＲ －Ｔ 细胞的免疫

排斥或移植物抗宿主疾病 ， 同时对胞 内信号受体进行改造来増强 Ｔ 细胞的激活和增殖 ［
３ ５

］

。

３
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综上所述 ， ＣＡＲ －Ｔ 疗法作为
一

种新兴的抗癌疗法 ， 其发展历程经历 了 多个阶段 ， 从第
一

代到第五代不断进行改 良和创新 。
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图 １ ．３ 不同代次ＣＡＲ －Ｔ细胞结构设计 ［
３ ６

］

１ ． ３ＣＡＲ－Ｔ 细胞疗法的优势与限制

ＣＡＲ－Ｔ 细胞疗法在
一

些血液系统恶性肿瘤治疗中 已取得 了 显著成果 ， 而且相较于传

统治疗方法具有许多优势 。

首先 ， ＣＡＲ－Ｔ 细胞具有高度的特异性和靶 向性 。 ＣＡＲ －Ｔ 细胞通过 自 身携带的特异性

抗原识别结构与肿瘤细胞表面的特定抗原结合 ， 从而实现对肿瘤细胞的非 ＭＨＣ（ 主要组

织相容性复合体 ） 依赖性高度选择性杀伤 ［
３ ７

］

。 相 比传统的化疗和放疗方法 ， ＣＡＲ －Ｔ 疗法

一

定程度上减少 了对正常细胞的毒性 ， 降低 了 治疗的副作用 。

其次 ， ＣＡＲ －Ｔ 细胞具备 良好的 自 我增殖潜能 ， 这是传统药物无法做到 的 。 经过体外

扩增后 的 ＣＡＲ －Ｔ 细胞可 以在体 内持续增殖 ， 从而持久地发挥其杀伤作用 。 这为 ＣＡＲ －Ｔ

疗法的治疗效果提供了持久性 ， 使其较传统抗肿瘤治疗方法具有更显著的长期疗效 ［
３ ８４ （）

］

。

此外 ，

一

种 ＣＡＲ－Ｔ 疗法还可以 同时覆盖多种肿瘤 。 由于其结构的可复制性和不 同肿

瘤抗原 的重复性 ， 可 以根据 不 同肿瘤对 ＣＡＲ 的抗原识别结 构进行微调或者使用
一

种

ＣＡＲ 治疗多种肿瘤 ， 比如 目 前的 ＣＤ １ ９ ＣＡＲ－Ｔ 细胞疗法 ［
４Ｍ３

］

。 这
一

点增加 了ＣＡＲ －Ｔ 疗

法对于恶性肿瘤的覆盖范围 ， 并减少 了开发的成本 。

尽管 ＣＡＲ －Ｔ 疗法具有许多优点 ， 但也存在
一

些不可忽视的 问题 。 首先 ， ＣＡＲ －Ｔ 疗

法的开发和制备过程比较繁琐 。 ＣＡＲ －Ｔ 细胞的治疗需要先采集患者的 自 体 Ｔ 细胞 ， 然后

４
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通过基因工程技术对其进行修饰 ， 最后再重新注入患者体内 。 这
一过程需要大量的时间和

资源 ， 并且需要具备高水平的实验技术 。 因此 ， ＣＡＲ－Ｔ 疗法的应用受到了制约 ［
４４

］

。

其次 ， ＣＡＲ－Ｔ 疗法存在治疗效果的不可预测性问题 。 由于 ＣＡＲ－Ｔ 细胞治疗的机制

复杂且与肿瘤细胞的特点相关 ， 每个患者对 ＣＡＲ－Ｔ 疗法的反应可能存在较大的差异 。 这

使得预测和评估治疗效果变得具有挑战性 ， 有时可能导致治疗的失败或效果不理想 ［
４５

］

。

最后 ， ＣＡＲ－Ｔ 疗法在临床应用 中也存在
一

些安全性 问题 。 由于 ＣＡＲ－Ｔ 细胞具有高

度的杀伤活性 ， 可能导致不可逆的毒副作用 ， 如细胞因子释放综合征和神经毒性等 ［
４６

，
４力

。

这些不 良反应给患者带来了额外的风险 ， 并且限制 了ＣＡＲ－Ｔ 疗法的广泛应用 。

综上所述 ， ＣＡＲ－Ｔ 疗法作为
一

种新兴的免疫细胞治疗方法 ， 具备高度的特异性 、 良

好的增殖潜能 以及覆盖种类多的优点 。 然而 ， ＣＡＲ－Ｔ 疗法的开发与制备繁琐 ， 治疗效果

的可预测性问题以及治疗安全性等方面的缺点 ， 仍需要进
一

步的研宄和改进 。 对于 ＣＡＲ＿Ｔ

疗法的未来发展 ， 我们需要持续努力 以提高其治疗效果和安全性 ， 为恶性肿瘤患者带来更

好的临床效果。

１ ．４ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 与血液系统肿瘤的关联

ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 是两个与血液系统恶性肿瘤相关的关键分子 ， 在 ＣＡＲ－Ｔ 细胞疗法

中起着重要的作用 。 ＣＤ １ ９ 是 Ｂ 细胞表面标志物 ， 广泛表达于 Ｂ 淋巴细胞恶性肿瘤细胞

上 ［
４ ８

］

。 ＢＡＦＦＲ 是 ＢＡＦＦ（ Ｂ细胞活化因子 ） 的受体 ， ＢＡＦＦ 信号通过 ＢＡＦＦＲ 激活 Ｂ 淋

巴细胞并促进其生存与增殖 ［
４９

］

。 这两个分子的异常表达与多种血液系统恶性肿瘤的发生和

发展密切相关 。

ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 的功能与恶性肿瘤关联的研宄主要集中在两个方面 ：

一

方面是它们

在肿瘤细胞增殖和生存中 的重要作用 ， 另
一

方面是它们在 ＣＡＲ－Ｔ 细胞疗法中 的应用潜力 。

ＣＤ １ ９ 作为 Ｂ 细胞肿瘤 的特异性标志物 ， 在恶性肿瘤细胞中高度表达 ， 被广泛应用于

ＣＡＲ－Ｔ 细胞治疗中 ［
５Ｇ

］

。 ＣＤ １ ９ ＣＡＲ－Ｔ 细胞通过重新编程 Ｔ 细胞 ， 使其表达特异性抗原受

体 ， ＣＡＲ 上的抗原结合结构域可以特异性结合 ＣＤ １ ９ ， 激活 Ｔ 细胞并诱导其杀伤靶向细

胞 。 大量研宄己经证实 ， ＣＤ １ ９ ＣＡＲ－Ｔ 细胞疗法在治疗 Ｂ 细胞急性淋巴细胞 白血病和复

发／难治性非霍奇金淋巴瘤等恶性肿瘤中显示出显著的疗效 ［
５ １

＿

５３
］

。

另
一

方面 ， ＢＡＦＦＲ 在 Ｂ 淋巴细胞的生存与增殖中的作用 同样重要 ， 其异常表达与恶

性肿瘤的发生和进展密切相关 ［
５４

］

。 研究表明 ， ＢＡＦＦＲ 在多种血液系统恶性肿瘤中高表达 ，

包括套细胞淋巴瘤 、 滤泡性淋巴瘤 、 边缘区淋巴瘤 、 慢性淋巴细胞白血病 、 毛细胞白血病

和弥漫性大 Ｂ 细胞淋巴瘤等 （表１ ． １ ） 。

５
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表１ ． １淋巴增生性疾病ＢＡＦＦＲ表达 ［
５５

］

ＢＡＦＦＲ－ｐｏ ｓ ｉ ｔｉｖｅＴｏｔａｌ

ＢＡＦＦＲ－ｐｏｓ ｉｔｉｖｅｂｙ

Ｌｙｍｐｈｏｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔｉｖｅｄ ｉｓｏｒｄｅｒ ｂｙ
ｆｌｏｗＢＡＦＦＲ－ｐｏｓ ｉ ｔｉｖｅ

ｉｍｍｕｎｏｈ ｉ ｓｔｏｃｈｅｍｉ ｓｔｒｙ



ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
 （

％
｝

Ｐｒｅ
－Ｂｌｙｍｐｈｏｂ ｌａｓｔｉｃ

０／６ ０／２ ０ ／８
（
０
）

ｌｅｕｋｅｍ ｉａ／ｌｙｍｐｈｏｍａ

Ｈａｉｒｙ
ｃｅ ｌ ｌｌｅｕｋｅｍｉａ ９／９ １ ／ １ １ ０／ １ ０

（
１ ００

）

Ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔ ｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ／

１ ２／ １ ２ ９／９ ２ １ ／２ １
（

１ ００
）

ｓｍａｌ ｌｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃｌｙｍｐｈｏｍａ

Ｍａｎｔｌｅｃｅ ｌ ｌｌｙｍｐｈｏｍａ ６／６ １ ／ １ ７／７
（

１ ００
）

Ｆｏｌ ｌ ｉｃｕ ｌａｒｌｙｍｐｈｏｍａ １ １ ／ １ ３ ２／３ １ ３ ／ １ ６
（
８ １

）

Ｄ ｉｆｆｕｓｅｌａｒｇｅＢ －

ｃｅ ｌ ｌｌｙｍｐｈｏｍａ １ ３ ／ １ ７ １ ／ １ １ ４／ １ ８
（
７８

）

Ｍａｒｇｉｎａｌｚｏｎｅ ｌｙｍｐｈｏｍａ９／ １ ０ １ ／ １ １ ０ ／ １ １
（
９ １

）

Ｂｕｒｋｉｔｔ ｌｙｍｐｈｏｍａ ０／ １ ０ ０／ １ ０
（
０

）

Ｌｙｍｐｈｏｐ ｌａｓｍａｃｙｔ ｉ ｃｌｙｍｐｈｏｍａ２／３ ０／ １ ２／４
（
５０

）

Ｍｕ ｌｔｉｐ ｌｅｍｙｅ ｌｏｍａ ０／６ ０／６
（
０
）

Ｈｏｄｇｋｉｎｌｙｍｐｈｏｍａ
，
ｃ ｌａｓｓ ｉｃａｌ

０／ １ ４ ０／ １ ４
（
０

）

ｔｙｐｅ

ＮＬＰＨＬ ０／５ ０／５
（
０
）

Ｐｒｅ－Ｔｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃ

０／７ ０ ／７
（
０
）

ｌｅｕｋｅｍｉａ／ｌｙｍｐｈｏｍａ

Ａｎｇ ｉｏ ｉｍｍｕｎｏｂ ｌａｓｔｉｃ ｌｙｍｐｈｏｍａ０／７ ０／７
（
０
）

Ｔ－ｃｅ ｌ ｌｌｅｕｋｅｍｉａ／ｌｙｍｐｈｏｍａ
，

０／６ ０／２ ０／８
（
０
）

ＮＯＳ

ＡＬＣＬ ０／７ ０／７
（
０

）

ＡｄｕｌｔＴ－

ｃｅ ｌ ｌ

０／２ ０／２
（
０
）

ｌｅｕｋｅｍｉａ／ｌｙｍｐｈｏｍａ


己有研究人员尝试将 ＢＡＦＦＲ 作为 ＣＡＲ 的靶点 ， 设计 出 ＢＡＦＦＲ ＣＡＲ－Ｔ 细胞 以对

抗 Ｂ 细胞恶性肿瘤 ［
５６

］

。 研究结果表明 ， ＢＡＦＦＲ ＣＡＲ－Ｔ 细胞可 以有效针对 ＢＡＦＦＲ 高表

达的恶性肿瘤细胞 ， 并显示出较高的肿瘤清除能力 ， 而且没有出现安全性相关的 问题 ［
５ ７

］

。

综上所述 ， ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 作为血液系统恶性肿瘤相关的关键分子 ， 在 ＣＡＲ－Ｔ 细

胞疗法中具有重要的应用前景 。 它们的异常表达与恶性肿瘤的发生和发展密切相关 ， 因此 ，

将 ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 作为双靶点进行靶向治疗 ， 有望提高治疗效果并减少耐药发生 。

６
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１ ． ５ ＣＡＲ－Ｔ 目 前的研究进展与局限性

在近年来的研究 中 ， ＣＡＲ －Ｔ 治疗作为
一

种创新的免疫治疗策略 ， 己经在临床上展现

出显著的治疗潜力 。 尽管 己有多个成功 的 临床案例 ， ＣＡＲ －Ｔ 疗法在 目 前 的应用 中仍面临

诸多挑战和局限性 。

目 前大部分 ＣＡＲ －Ｔ 疗法主要针对 ＣＤ １ ９ 抗原 ， 但 ＣＤ １ ９ 在部分患者 中 的表达降低

或丢失可能影响治疗效果 。 研究表 明 ， 在接受 ＣＤ １ ９ 靶向治疗后复发的患者中 ， 有较高 比

例 出现 了ＣＤ １ ９ 抗原表达的 降低或缺失 ［
５ ８

＿

６ （ ）
］

。 为 了提高 ＣＤ １ ９ ＣＡＲ －Ｔ 疗法的疗效并降低

复发率 ， 研 究者们 己经开始探索将 ＣＤ １ ９ 与其他靶点结合到双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 细胞中 ， 如

ＣＤ２ 〇 ｌ

６ Ｕ ６２
］

、 ＣＤ ２ ２
［

６ ３ ￣ ６４
］等 。 然而 ， 这些双靶点 ＣＡＲ 构建体大多采用两种单链可变片段 （ ｓ

ｃＦｖ ） 的组合 ， 且部分 ｓｃＦｖ 为 鼠源性 ， 可能 引 发免疫反应 ， 导致抗药抗体的产生 ， 从而影

响 ＣＡＲ －Ｔ 细胞的疗效叫 ６６
］

。 此外 ， 串联 ｓｃＦｖ 可能导致蛋 白 质折叠不正确 ， 影响其抗原

结合能力

鉴 于这些原 因 ， 已经 出 现 了 利 用 单域重链抗体 （ ＶＨＨ ） 作 为抗原 识 别域 的 新 型

ＣＡＲ －Ｔ＿
６ ９

］

。 ＶＨＨ ， 也被称为纳米抗体 ， 源 自 重链抗体的可变结构域 ， 经过人源化处理后 ，

可用于 ＣＡ Ｒ 的抗原结合域 （ 图 １ ．４ ） 。 与传统的 鼠源性 ｓ ｃＦｖ 相 比 ， 人源化的 ＶＨＨ 不会

导致抗药抗体的产生 ， 从而增强 了ＣＡＲ －Ｔ 细胞的体 内持久性 ［

？
］

。 此外 ， ＶＨＨ 的 紧凑尺

寸和长互补决定 区 ３（ ＣＤＲ３ ） 有助于结合隐藏的抗原表位 ， 这对于具有隐藏抗原表达的肿

瘤具有重要意义 ［
７ １

，
７ ２

］

。 同时 ， 用 ＶＨＨ 代替 ｓｃＦｖ 可显著缩短 ＣＡＲ 片段的长度 ， 从而提

高转导效率并简化制造工艺＾ １

。 这些进展有助于提高 ＣＡ Ｒ －Ｔ 疗法未来临床应用 的可行性 。



－

８ ｎｍ


１

．


．
１？…－

、

ｒ ＼ ／＼

； Ｖ Ｍ
＊

． ；ＶＨ Ｈ ＞

ｌＶ
ｔ ： ＼／

Ｖ ．

／
Ｃ ｕ ｉ

？

 ｒ
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ｃ， １
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？
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？
？
？

、
？

、
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？
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？

？
？？

？

？

、
．

． ｃ
，ａ ： ｉ ｉ＼

卜尸 、 （ ３
［

、 ．＂ ？ ）

＼
Ｖ

ｉ

 ．
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ｃ

ｌ
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

Ｈ ｕｍ ａ ｎ ＩｇＧ ｓｃ ＦｖＬ ｌ ａｍ ａ Ｉ
ｇ
Ｇ ＶＨＨ

（

－
１ ５０ｋＤａ

）卜 
３５ （

？
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１ ５ｋＤａ
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图 １ ．４ｓｃＦｖ和ＶＨＨ 比较的 图示 ［

７４
］

７





第
一

章 绪论


然而 ， 由于技术限制 ， 获取单域重链抗体并非易事 。 缺乏轻链辅助的单域重链可能在

特异性和稳定性上存在不足 ［
７５

］

， 尤其是针对结构复杂的蛋 白 ， 例如 ＣＤ １ ９ 。 在之前的研宄

中 ， 我们的合作伙伴南京驯鹿公司分别获得 了人源化的 ＣＤ １ ９ ｓｃＦｖＷ 和 ＢＡＦＦＲ ＶＨＨ ［
７７

］

。

基于这些成果 ， 本研究决定采用人源化 ｓｃＦｖ 和 ＶＨＨ 的组合来构建 ＣＤ Ｉ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶

点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞 ， 以期克服现有疗法的局限性 。

１ ．６ 本课题研究方案

实验设计是科研工作中非常重要的
一

部分 ， 它直接决定 了实验的可行性和实验结果的

可靠性 。 本研宄 旨在开发和临床前研究 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 全人源双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞 。 为了

实现这
一

目 标 ， 我们按照 以下步骤进行实验设计 。

首先 ， 我们需要确定 目 标细胞 ， 即 ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 在血液系统恶性肿瘤中 的表达

情况 。 通过文献综述 ， 我们可 以 了解到 ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 在多种血液系统恶性肿瘤中 的

高表达情况 ， 因此选择这两个抗原高表达的肿瘤细胞作为靶细胞 ， 然后选择不表达 ＣＤ １ ９

和 ＢＡＦＦＲ 的细胞作为对照 ， 同时使用基因敲除构建ＣＤ １ ９或ＢＡＦＦＲ单阳细胞株 。

其次 ， 我们需要设计合适的 ＣＡＲ 结构 。 ＣＡＲ 是
一

个重要的组成部分 ， 它 由抗原识

别域 、 共刺激信号域和激活信号域组成 。 在设计 ＣＡＲ 时 ， 我们需要选择适合的结构 ， 以

确保对 ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 的高度特异性识别 。

接下来 ， 我们需要构建相应的 ＣＡＲ 质粒 。 ＣＡＲ 质粒是用于转染 Ｔ 细胞以表达 ＣＡＲ

的关键工具 。 在构建 ＣＡＲ 质粒时 ， 我们需要将 ＣＡＲ 结构与适当的载体进行连接 ， 接着

进行扩增 以及质粒抽提 。

然后 ， 我们需要制备 ＣＡＲ－Ｔ 细胞 。 这
一

步包括从供体中分离 Ｔ 细胞 、 慢病毒包装 、

转染 ＣＡＲ－Ｔ 、 扩增转染细胞 ， 并用流式细胞仪对细胞表面 ＣＡＲ 的表达进行检测与鉴定 。

同时 ， 我们还需要进行细胞培养和细胞扩增 ， 以获得足够数量的 ＣＡＲ－Ｔ 细胞进行后续实

验 。

最后 ， 我们需要设计合适的实验方案 。 根据研究 目 的 ， 我们计划进行体外和体内两部

分实验 。 体外实验主要包括抗原结合实验 、 细胞毒性实验以及抗原反复刺激和细胞耗竭标

志物检测 ．

， 体内实验则需要在小 鼠肿瘤模型 中检验 ＣＡＲ－Ｔ 的疗效和安全性 。 这些实验将

帮助我们评估 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 全人源双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞的功能和效果 。

综上所述 ， 本文设计了
一

系列实验步骤 ， 包括 目 标细胞筛选、 ＣＡＲ 结构设计 、 ＣＡＲ 质

粒构建 、 ＣＡＲ－Ｔ 细胞制备与鉴定 以及功能研宄 （ 图 １ ．５ ） 。 通过这些实验 ， 我们期望能够

深入了解 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 全人源双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞的功能 ， 并为进
一

步的临床研宄提供

有力支持。

８
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ｆ
调查文献寻找合适的靶细胞

§

－

ＣＲ ＩＳＰＲ ／Ｃａｓ９构建敲除细胞系

＾？ 流式检测肿瘤抗原表达情况

设计ＣＡ唯构

「 合成质粒

质粒油提

２９３Ｔ铺板

？

－ 四质粒体系包毒

？
４８ｈ浓缩病毒

＾ 病毒滴度检测

广
ＰＢＭＣ分选Ｔ细胞

＾ 病毒转染ＣＡＲ －Ｔ

－ 第 ７天检测转染效率以及抗原结合能力

〔 第 １ ２天收获冻存ＣＡＲ －Ｔ细胞

ＣＤ １０７ａ检测

激活标志物检测

肿瘤细胞杀伤实验

细胞因子检测

反复刺激验证ＣＡＲ －Ｔ细胞增殖能力流式检测耗竭标志物

＾

■ 免疫缺陷鼠造模

＾第 ３天回输ＣＡＲ －Ｔ细胞
■

＇－ 定期成像
， 采血 ，

监测生命体征

■ 小鼠外周血检测

图 １ ． ５ 本研宄技术路线图

９
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第二章 肿瘤细胞 ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 的表达以及敲除细胞株的构建

２ ． １ 引言

ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 是两种与人体免疫系统相关的蛋 白质 ， 它们在 Ｂ 细胞的发育和功

能中起着重要作用 。 ＣＤ １ ９ 是
一

种跨膜蛋 白 ， 主要表达在 Ｂ 细胞的表面 ， 它是 Ｂ 细胞抗

原受体 （ＢＣＲ ） 信号传导复合体的
一

部分 ， 对于 Ｂ 细胞的激活 、 增殖和分化至关重要 ［１

ＣＤ １ ９ 通过调节 ＢＣＲ 信号的强度和持续时间 ， 帮助 Ｂ 细胞识别并响应抗原 ｔＭ
。 此外 ，

ＣＤ １ ９ 还参与调节 Ｂ 细胞的存活和 自 身耐受 。 在 Ｂ 细胞相关的疾病 ， 如某些类型的 白血

病和淋巴瘤中 ， ＣＤ １ ９ 通常存在高表达的情况 ［
８０

］

。

ＢＡＦＦＲ（ Ｂ细胞活化因子受体 ） 是
一

种属于肿瘤坏死因子受体家族的膜结合蛋 白 。 它

同样主要在 Ｂ 细胞表面表达 ， 与 ＢＡＦＦ 结合 ， 这是
一

种重要的 Ｂ 细胞生存因子 ［
８ １

］

。

ＢＡＦＦＲ 的激活对于 Ｂ 细胞的成熟 、 存活和免疫反应的调节至关重要 。 ＢＡＦＦＲ 信号传导

可以促进 Ｂ 细胞的增殖和分化 ， 增强抗体的产生 【
８２

］

。 在 自 身免疫性疾病中 ， ＢＡＦＦＲ 的过

度活化可能导致 Ｂ 细胞的异常活化和 自 身抗体的产生 ， 从而加剧疾病 ［
８３

］

。 与 ＣＤ １ ９
—

样 ，

ＢＡＦＦＲ 在某些 Ｂ 细胞相关的肿瘤中也是高表达的 。 同时 ， 这两种蛋 白质在 Ｂ 细胞生物

学中的作用是互补的 ， 它们共 同维持着 Ｂ 细胞的平衡和功能 这为研宄和开发同时针

对 ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 的靶向治疗策略来治疗 Ｂ 细胞相关的肿瘤提供了理论支持 。

本部分研究基于前期文献中 的报道 ， 从 Ｂ 细胞肿瘤中挑选 出天然高表达 ＣＤ １ ９ 和

ＢＡＦＦＲ 的细胞系作为本实验的双阳性靶细胞 ， 同时选择不表达 ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 的细

胞系作为阴性对照 。 至于 ＣＤ １ ９ 或 ＢＡＦＦＲ 单阳细胞株则通过 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ 技术从双

阳细胞系中制备获得 。我们对 ＣＤ １ ９ 或 ＢＡＦＦＲ 敲除细胞株以及原代细胞系的生物学特

性进行了多方面比较 ， 结果表明单独敲除 ＣＤ １ ９ 或 ＢＡＦＦＲ 的其中
一

个对于肿瘤细胞的

体外生长和体 内致瘤性影响不大 ， 这使得后续各组之间的功能实验更加具有可比性 ， 为

后续实验做好准备 。

２ ．２ 材料与方法

２ ．２ ． １ 实验材料

细胞系

Ｊｅｋｏ－

１（套细胞淋巴瘤 ） 、 Ｎａｌｍ－６（急性前Ｂ淋巴细胞白血病 ） 和 Ｍｅｃ－

１（慢性淋巴

细胞 白 血病 ） 细胞系 是 ＣＤ １ ９＋ＢＡＦＦＲ＋ 。 Ｊｅｋｏ－

ｌ
－ＣＤ １ ９ 敲除细胞 （ Ｊｅｋｏ－

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ ，

１０
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ＣＤ １ ９ －

／ＢＡＦＦＲ＋ ） 和 Ｊｅｋｏ －

１
－ＢＡＦＦＲ敲除细 胞 （ Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＢＡＦＦＲＫＯ ， ＣＤ １ ９＋／ＢＡＦＦＲ－

） 通过

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ 技术导致 ＣＤ １ ９ 或 ＢＡＦＦＲ 基因缺失 。 ＮＣ Ｉ
－Ｈ９２ ９（ 多发性骨髓瘤 ） 细胞系

为ＣＤ １ ９ －ＢＡＦＦＲ－

。 为便于检测 ， 采用慢病毒用萤火虫荧光素酶转导 Ｊｅｋｏ －

１ 、 Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ 、

Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＢＡＦＦＲＫＯ 、 Ｎａｌｍ－６ 、 Ｍｅｃ

－

１ 和 ＮＣ． Ｉ
－Ｈ９２９ 细胞系 ， 通过有限稀释法生成稳定表达

荧光素酶的单克隆细胞株 。 所有细胞系均购于美 国 ＡＴＣＣ生物资源中心 ， 且在使用 前均经

过验证 。

实验动物

６
？

８周 、 雌性 、 ＮＫＧ小 鼠购 自赛业生物科技有限公司 （ 中 国苏州 ） ， 并在南京云桥璞

瑞生物科技有限公司 （ 中 国南京 ） 的动物设施 中饲养在无特定病 原体 （ ＳＰＦ ） 条件下 。 所

有动物研究均获得机构动物护理和使用协议 （ＡＰ －Ｃ ２ １ ０５ ０７ ． ９４ ） 的批准 。

主要仪器设备

本部分研究主要使用 的仪器设备见表２ ． １所示

表２ ． １ 主要仪器设备



仪器名称


ｒｍ


二氧化碳培养箱 ＥＳＣＯ ， 新加坡

液氮柜 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

超低温冰箱 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

恒温冰箱 Ｈａｉｅｒ ， 中 国

光学倒置显微镜Ｎｉｋｏｎ ， 日 本

生物安全柜 Ｈｅａ ｌＦｏｒｃｅ ， 中 国

电热恒温水浴锅精宏 ， 中 国

数显 电子恒温水浴锅常州 国华 电器 ， 中 国

单道微量可调移液器
ＲＡＮ ＩＮ

， 美 国
（ ２

ｊ

ｊ ．ＫＩ Ｏ
ｊ

ｉＫ２０
 ｊ

ｉＫ２００
ｊ

ｉｌ ＞１ ｍ ｌ ）

１ ２道手动移液器 （ ３ ００
０ ） ＲＡＮ ＩＮ ， 美 国

电动移液器 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

高速冷冻离心机 Ｔｈｅ ｒｍｏ ， 美 国

台式离心机 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

微量台式离心机 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

１ １
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焚光细胞计数仪 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ ， 中 国

流式细胞仪 美天旎 ， 德国

酶标仪 Ｂ ｉｏＴｅｋ ， 美国

电转仪 Ｃｅｌｅｔｒｉｘ ， 美国

电子天平 舜宇恒平 ， 中国

小动物活体成像仪Ｌｕｍｉｎａ ｌｌｌ ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ ， 美国

主要实验试剂

本部分研宄主要使用 的试剂见表２ ．２所示

表２ ．２ 主要实验试剂

＾ｒｍ


胎牛血清 Ｇｉｂｃｏ ， 美国

ＲＰＭＩ １ ６４０培养基 Ｇｉｂｃｏ ， 美国

ＩＭＤＭ培养基 Ｇｉｂｃｏ ， 美国

ＡＯ ／ＰＩ试剂 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ ， 中 国

病毒感染试剂吉凯基因 ， 中 国

磷酸盐缓冲液ＰＢＳＰＨ７ ．２源培 ， 中 国

ＤＰＢＳ 索莱宝 ， 中 国

Ｄ－虫荧光素钠 索莱宝 ， 中 国

嘌呤霉素 Ｇｉｂｉｃｏ ， 美国

Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ焚光底物及溶液 Ｐｒｏｍｅｇａ ， 美国

Ｃａｓ９蛋 白 悟佧生物 ， 中 国

ｓｇＲＮＡ金斯瑞 ， 中 国

Ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ Ｃｅｌｅｔｒｂｃ ， 美国

ＰＥ ｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－Ｈｕｍａｎ ＣＤ １ ９ Ｂ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＰＥ ｍｏｕｓｅａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ ＢＡＦＦＲ Ｂ ｉｏ ｌｅｇｅｎｄ ， 美国

主要实验耗材

本部分研究主要使用 的耗材见表２ ．３所示

１２
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表２ ．３ 主要使用的实验耗材



ｒｍ


１ ５ｍｌ离心管 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

５ ０ｍ ｌ离心管 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

１ ． ５ｍ ｌＥＰ管 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

细胞冻存管 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美 国

Ｔ２ ５细胞培养瓶 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

Ｔ７５细胞培养瓶 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

Ｕ底 ９６孔板 Ｃ ｏｍｉｎｇ ， 美国

９６孔板 （ 白色 ） Ｃｏｍｉｎｇ ， 美 国

平底 ９６孔板 Ｃ ｏｍｉｎｇ ， 美 国

２４孔板 Ｃ ｏｍｉｎｇ ， 美 国

６孔板 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

５０ｍ ｌ加样槽 Ｂ ＩＯＦ ＩＬ ， 中 国

灭菌盒装无菌枪头 ＲＡＮＩＮ ， 美国

细胞计数板 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ ， 中 国

２ ． ２ ． ２ 实验方法

细胞培养

Ｊｅｋｏ －

１ 、 Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ 、 Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＢＡＦＦＲＫＯ 、 Ｎａｌｍ－６和ＮＣ Ｉ

－Ｈ９２９细胞用含有 
１ ０％

胎牛血清 （ ＦＢＳ ） 的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基培养 。 Ｍｅｃ
－

１ 细胞在含有 １ ０％ ＦＢ Ｓ 的 ＩＭＤＭ 培

养基中培养 。 所有细胞置于 ３ ７

°

Ｃ ， ５％Ｃ０ ２恒温培养箱培养 。

细胞计数

吸取 １ ０
４细胞液到 １个新 １ ． ５ｍ ｌ离心管 中 ， 加入 １ ０

ｐ ｉＡＯ ／Ｐ Ｉ
，充分混匀后 ， 从 中取２０

ｐｉ

至细胞计数板 ， 插入细胞计数仪 ， 选择细胞类型 ， 选择槽位开始计数 。

荧光素酶稳定表达细胞株构建

１
）
感染前 ２４ｈ 取处于对数生长期 的细胞 ， 用 ５％ＦＢ Ｓ 的培养基稀释成 ｌ

ｘ
ｌ 〇

６
／ｍ ｌ 浓度 ， 铺

入 ２４ 孔板 中 ， ５ ０〇 Ｗ ／？Ｌ 。

２
） 感染前病毒于冰上融化 ， 加病毒 ３ ０

（

＾ １ ／孔 ， ２５ ｘ病毒感染试剂 ２０
（

＾ １ ／孔 。

１ ３
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

３
） 感染 １ ２

？

２４ｈ 后 ， 离心移除病毒培养基 ， 更换新鲜完全培养基培养 ２ 天 。

４
） 培养基中添加 １

ｔ
ｉｇ／ｍｌ 嘌呤霉素进行加压筛选 １ 周 ， 同时取等量未转病毒的细胞一起加

压作为对照 。

５
）１ 周后使用有限稀释法对细胞进行单克隆挑选 。

有限稀释法筛选荧光素酶稳定表达细胞株

１
） 取 ４ 个无菌 ＥＰ 管 ， 标上 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ ， 其中 ２ 、 ３ 、 ４ 管加 ９００

０ 培养基 ， ５０ｍｌ 离心管

中加好 １ ９ ． ８ｍｌ 培养基 。

２
） 计数 ， 取 １ Ｘ１ 〇

６细胞加到管 １ 中 ， 用培养基将管 １ 补足到 １ｍｌ ， 此时密度 １ Ｘ ｌ 〇
６
／ｍｌ 。

３
） 从管 １ 取 １ ００ 叫 加入管 ２ ， 此时密度 ｌ Ｘ １ ０

５
／ｍｌ 。

４
） 从管 ２ 取 １ ００ 叫 加入管 ３ ， 此时密度 Ｉ Ｘｌ 〇

４
／ｍｌ 。

５
） 从管 ３ 取 １ ００

０ 加入管 ４ ， 此时密度 Ｉ Ｘｌ 〇
３

／ｍｌ 。

６
） 从管 ４ 取 ２００ 叫 加入到 １ ９ ． ８ｍｌ 培养基中 ， 此时细胞密度 １ ０ 个 ／ｍｌ 。

７
） 将 ２０ｍｌ 细胞转移到 ５０ｍｌ 加样槽 ， 用排枪加到 ９６ 孔平底板中 ， １ ００

０ ／孔 ， 此时理论

上每孔 １ 个细胞。

８
） 用培养基将 ９６ 孔板补足到 ２００ ＾１ ／孔 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ ，５％Ｃ０２恒温培养箱培养 ７ －

１ ４ 天 。

９
）
显微镜下观察细胞 ， 单

一

团块细胞为单克隆 。

１ ０
） 挑选

一

个孔中 只有 １ 个单克隆团块的进行扩增培养 ， 从挑选出 的单克隆细胞系 中选取

细胞状态好 ， 发光值高的作为实验用细胞系 。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９制备
Ｊｅｋｏ－

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ和Ｊｅｋｏ

－

１
－ＢＡＦＦＲＫＯ细胞株

１
） 电转前计数细胞 ， 确认细胞状态 良好并处于对数生长期 。

２
） 取 ９ 吗 Ｃａｓ９ 和 ６

 ｆ
ｉｇ

ｓｇＲＮＡ 混合 （序列见表 ２ ．４ ） ， 室温放置 １ ０ｍｉｎ 。

表２ ．４ｓｇＲＮＡ序列

敲除蛋白


ｓｇＲＮＡ


ＣＤ １ ９ ＴＴＣＣＴＣＧＧＧＣＣＴＧＡＣＴＴＣＣＡ

ＢＡＦＦＲ


ＡＧＣＡＧＧＴＣＧＡＡＧＣＡＣＴＣＧＧＣ


３
） 将 １ ０

ｐｉ 电转液 Ａ 和 １ ０
ｎｌ 电转液 Ｂ 混合配置成电转液

４
） 取 Ｊｅｋｏ－

１ 细胞 ３ ｘ ｌ 〇
６个离心 ３００ｇ ，５ｍｉｎ ， 用 ２０

ｎｌ 电转液重悬加入 ２０ 屮 电转杯中 。

５
） 电转仪设置 ５４０Ｖ ， ２０ 毫秒电转 ， 之后将细胞快速转移到预热好的培养基中 。

６
） 培养

一

周待细胞状态恢复后 ， 使用有限稀释法挑选单克隆 ， 通过流式细胞术或测序检

测敲除水平 。

１４
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

动物预实验

１
）
取对数生长期的 Ｊｅｋｏ －

１ 、 Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ 或 Ｊｅｋｏ －

１
－ＢＡＦＦＲＫＯ 细胞计数离心 。

２
） 用预冷的 ＰＢ Ｓ 重悬细胞 ， 调整密度为 ５ ｘ

ｌ 〇
６
／ｍ ｌ 。

３
）６

？

８ 周大小的 ＮＫＧ 小 鼠 ， 通过尾静脉注射 ２００
ｐ ｉ（ ｌ

ｘ
ｌ 〇

６个 ） 肿瘤细胞 。

４
）３ 天之后 ， 通过生物发光成像系统 （ ＢＬ Ｉ ） 观测肿瘤生长情况 ， 每隔 ７ 天成像

一

次 。

小动物成像

１
） 按 １ ００ ＾ １ ／只 的量腹腔注射 Ｄ －虫荧光素钠 （ １ ０ｍｇ／ｍＬ ） 。

２
） １ ０ 分钟后使用活体成像仪器 自 带气体麻醉系统进行异氟烷气体麻醉 。

３
） 数分钟后待动物麻醉 ， 将其放置于活体成像仪下进行成像 ， 观察荧光 ， 保存数据 。

数据分析处理

流式数据使用ＭＡＣ Ｓ
ＱｕａｎｔＡｎａｌ

ｙｚｅｒ１ ０（Ｍ ｉ ｌ ｔｅｎｙ ｉＢ ｉｏ ｔｅｃ ） 采集 ， 并使用ＦｌｏｗＪｏ软件

版本 １ ０（ ＴｒｅｅＳ ｔａｒ ，ＵＳＡ ） 进行分析 。 图形和数据分析使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰ ｒｉ ｓｍ 软件版本 ９ ． ０ ． ０

进行处理 。 其中
一

些图片是从 Ｈｇｄｒａｗ 获得和修改的 。 除非另有说 明 ， 否则所有数据均代

表至少三个独立实验 。 除小 鼠肿瘤光子数 、 体重和小 鼠外周血数据 以平均值±标准误 （ ＳＥＭ ）

表示外 ， 所有数据均 以平均值±标准差 （ ＳＤ ） 表示 。 采用单因素方差分析 、 双因素方差分

析 、Ｍａｎｎ－Ｗｈｉ ｔｎｅｙ 检验或 ｌｏｇ
－

ｒａｎｋ检验分析差异 。 Ｐ值表示为无显著性差异 （ ｎｓ ） 、

＊
（ Ｐ＜０ ． ０５ ） 、

＊ ＊（ Ｐ＜０ ． ０ １ ） 、

＊ ＊ ＊
（ Ｐ０ ． ００ １ ） 或

＊ ＊ ＊ ＊
（ Ｐ＜０ ． ０００ １ ） 。

２ ． ３ 实验结果

２ ． ３ ． １ 原代肿瘤细胞以及敲除细胞抗原表达检测

我们根据文献报道 以及数据库调查挑选了本实验所用到的几种细胞系 ， 但各细胞具体

的抗原表达情况还不清楚 。 因此首先 ， 我们使用流式细胞术评估前期挑选的肿瘤细胞系上

ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 的 表 达 水 平 。 如 图 ２ ． １ 所 示 ， ＮＣ Ｉ
－Ｈ９２９ 细 胞 作 为 阴 性对 照 ， 为

ＣＤ １ ９ －

／ＢＡＦＦＲ－

， 而Ｊｅｋｏ －

１ 、 Ｎａ ｌｍ－

６和Ｍｅｃ
－

１是天然表达ＣＤ １ ９和ＢＡＦＦＲ的肿瘤细胞

系 。 其中 由于 Ｊｅｋｏ －

１ 细胞的 ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 阳性率最高 ， 因此我们选择它作为 ＣＤ １ ９

或 ＢＡＦＦＲ 敲 除 的 靶 细 胞 。 敲 除 细 胞 的 流 式 检 测 结 果 表 明 ， Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ 和

Ｊｅｋｏ －

１
－ＢＡＦＦＲＫＯ 细胞作为 ＢＡＦＦＲ 或 ＣＤ １ ９ 单阳靶细胞 ， 敲除效率基本达到 １ ００％ 。

１ ５
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

Ａ
Ｊｅ ｋｏ －

１ Ｎ ａ ｌｍ－６Ｍｅｃ
－

１ Ｊ ｅ ｋｏ
－

１
－ＣＤ １ ９ＫＯＪ ｅ ｋｏ－

１
－ＢＡＦ ＦＲＫＯＮＣ Ｉ

－Ｈ ９２９

ＣＯ ｉ ｇ＋ ＣＤ １ ９＊ Ｃ０ １ ９ ＊

 ＣＤ １ ９ ＊ ＣＤ １ ９ ＊

１ ００ ０ ＣＤ １ 屮

「
９９  ４ Ｉ ０  ７ ４ ｇｇ ｇ「

０ Ｓ １—

ｐｅ －ｃｄ １ ９

 ［

ｊ
］ｙ 图 ４］  ［｜ｊ ｄ

ＢＡＦ Ｆ Ｒ ＊ ＢＡＦ Ｆ Ｒ － ＢＡＦ ＦＲ ＊

 ＢＡ Ｆ Ｆ Ｒ ＊ ＢＡＦ Ｆ Ｒ ，

９ ７  ３ ＢＡＦ Ｆ Ｒ ＊

 ］

＂

５３ ９
￣￣

 ． ９０ ８ 〇 ５ ３ 「
Ｇ ４８—

ｊ

ｐｅ －ｂａｆ ｆｒ

ｉｊ
ｉ＾

ｒ

｝ ＼Ｉｍ ｉ
＾ ｊ

ｉ
ｉｌｊ

ＰＥ ？ ＰＥ ＊

 ＰＥ ＊

 ｐ￡ ＊^

０ ５５
托 ，

 ＾
￣

４  ４ ９

〇 ０ ４ ８
一

０ ５４


Ｃ〇ｎ ｔｒ〇 ＇


Ｊ

Ｈ
ｌ

｜
＿

ｊ

Ｊ

—


ｊｆ］ｌ ｜

＿＿

Ｂ
Ｊ ｅ ｋｏ

－

１ Ｎ ａ ｌｍ－６Ｍｅｃ －

１ Ｊ ｅ ｋｏ －

１
－ＣＤ １ ９ＫＯＪｅ ｋｏ －

１
－ＢＡＦ Ｆ ＲＫＯＮＣ Ｉ

－Ｈ ９２９

Ｍ Ｆ Ｉ

＝
９ １ ８Ｍ Ｆ Ｉ

＝ ３２ ． ９Ｍ Ｆ Ｉ

＝
１ ８ ． ９Ｍ Ｆ Ｉ

＝０ ． ２２ＭＦ Ｉ

＝７ ． ３ ３Ｍ Ｆ Ｉ

＝０ ．４ １

ＣＤ  １ ９ ｅ ｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ

ＢＢＡＦＦ Ｒ

＇■Ｃ ｔｒ ｌ

Ｍ Ｆ
Ｉ

＝
２ ４０Ｍ Ｆ Ｉ

＝ ２ ． ２ ９Ｍ Ｆ Ｉ

＝
１ ． ２８ＭＦ Ｉ

＝
１ ． ５６Ｍ Ｆ Ｉ

＝０ ．２４Ｍ Ｆ Ｉ

＝０ ．４０

ＢＡ Ｆ ＦＲ ｅ ｘ ｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ

图 ２ ． １ 靶细胞抗原流式检测结果 。

Ａ ． 流式细胞术散点 图显示 了本研究中使用 的肿瘤细胞的表面抗原检测 。 Ｂ ． 直方图表示 Ａ

中 ＣＤ １ ９（ 红色实线直方图 ） 和 ＢＡＦＦＲ（ 蓝色实线直方图 ） 与 同型对照 （ 灰色虚线直方图 ）

的 比较 。

２ ． ３ ． ２ 敲除细胞株生物学特征 比较

鉴于 ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 对 Ｂ 细胞的重要功能 ， 如果 ＣＤ １ ９ 或 ＢＡＦＦＲ 敲除对敲除

细胞系 的细胞活性造成较大损害将会影响后续功能试验 。 因此 ， 我们 随后对 Ｊｅｋｏ －

１ 、

Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ 和 Ｊ ｅｋｏ －

１
－ＢＡＦＦＲＫＯ 的体外增殖能力 、 细胞活力 以及体 内成瘤性做 了 比

较 。 如 图 ２ ． ２ 所示 ， ＣＤ １ ９ 或 ＢＡＦＦＲ 的敲除对 Ｊｅｋｏ －

１ 细胞的体外增殖 、 活力或体 内成

瘤性影响不大 ， 不影响后续实验 。

１ ６
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Ａ

Ｐ ｒｏ ｌ ｉｆｅ ｒａ ｔ ｉ ｏ ｎＦ ｏ ｌ ｄ ｓ Ｃｅ ｌ ｌ ｖ ｉ ａ ｂ ｉ ｌ ｉｔｙ （
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Ｊ ｅ ｋｏ
－

１

４ ０ ０ ０
－

 ｜
－ｍ－

Ｊ ｅ ｋｏ
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Ｂ Ｃ
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图 ２ ．２ＣＤ １ ９ 或 ＢＡＦＦＲ 敲除的 Ｊｅｋｏ －

１ 细胞株的生物学特征 。

Ａ ．Ｊｅｋｏ －

１ 、 Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ和Ｊｅｋｏ

－

１
－ＢＡＦＦＲＫＯ细胞在体外 的增殖和活力 。 Ｂ ．Ｊｅｋｏ －

１ 、

Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ 和 Ｊｅｋｏ －

１
－ＢＡＦＦＲＫＯ 细胞的体 内 成瘤性实验 。 每 只 小 鼠通过尾静脉注射

ｌ
ｘ

ｌ 〇
６ 个肿瘤细胞 。 使用生物发光成像系统 （ ＢＬ Ｉ ） 监测肿瘤生长 。 Ｃ ． 生物发光成像光子

数的定量分析 ， 结果展示平均值±ＳＥＭ（ ｎ
＝

５ ） 。

２ ．４ 总结讨论

肿瘤细胞表面抗原是肿瘤细胞表面的蛋 白质或糖蛋 白 ， 它们可 以作为肿瘤细胞的特征

标记 ， 帮助免疫系统识别并攻击这些异常细胞 。 ＣＡＲ －Ｔ 疗法通过将特定 的 ＣＡＲ 基因转

入 Ｔ 细胞 ， 使得这些 Ｔ 细胞能够识别并结合到肿瘤细胞表面的特定抗原 ， 进而对肿瘤细

胞发挥杀伤作用 。 因此 ， 抗原表达水平很大程度上影响 了ＣＡＲ －Ｔ 的治疗效果 。

１７





第二章 肿瘤细胞ＣＤ １９和ＢＡＦＦＲ的表达以及敲除细胞系的构建


本部分研究通过流式细胞术对 Ｊｅｋｏ－

１ 、 Ｎａｌｍ－６ 、 Ｍｅｃ
－

１ 和 ＮＣＩ
－Ｈ９２９ 表面的 ＣＤ １ ９

和 ＢＡＦＦＲ 抗原进行检测 ， 实验结果与文献调查的结果相符 ， Ｊｅｋｏ－

１ 、 Ｎａｌｍ－６ 、 Ｍｅｃ－ １ 均

为表达 ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 的肿瘤细胞系 ， ＮＣＩ
－Ｈ９２９ 细胞表面不表达 ＣＤ １ ９ 或 ＢＡＦＦＲ ，

其 中 Ｊｅｋｏ－

１ 的阳性率最高 。 为 了模拟 ＣＤ １ ９ 或 ＢＡＦＦＲ 抗原逃逸的情况 ， 我们通过

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ 技术分别构建了Ｊｅｋｏ－

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ 和 Ｊｅｋｏ－

１
－ＢＡＦＦＲＫＯ 细胞株作为单阳靶

细胞 。 对 Ｊｅｋｏ－

１ 以及敲除细胞系的进
一

步研宄证明 ＣＤ １ ９ 或 ＢＡＦＦＲ 单
一

靶点的敲除无

论是对细胞的体外增殖还是体内成瘤均未造成太大影响 ， 这里的其中
一

种原因可能是肿瘤

细胞可以通过其他信号通路补偿单
一

信号的缺失 ， 从而维持其生长和存活 。 这也与临床上

ＣＤ １ ９ 靶向治疗后患者发生 ＣＤ １ ９ 抗原阴性复发的情况相符 。 总之 ， 这部分 内容为后续的

体内外功能实验奠定了基础 。

１８
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

第三章 ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 的制备和鉴定

３ ． １ 引言

肿瘤细胞可以利用各种各样的机制来影响 ＣＡＲ－Ｔ 细胞治疗的效果 ， 比如肿瘤免疫抑

制微环境或下调表面抗原的表达 ［
８５

Ｊ

。 其中肿瘤抗原逃逸的存在是癌症治疗中的
一

个重要挑

战 ， 特别是在免疫治疗领域 。 为了克服这
一

问题 ， 研宄人员正在开发新的治疗策略 ， 比如

使用双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞疗法 。 该策略旨在同时靶向两种不同的肿瘤抗原 ， 使得肿瘤细胞

更难通过单
一

抗原的改变来逃避 ＣＡＲ－Ｔ 细胞的识别 ， 从而降低了肿瘤逃逸的可能性

然而 ， 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 疗法的研发和临床应用还面临
一

些挑战 ， 包括设计和制造的复杂性、

成本的増加以及可能的免疫原性问题 。 尽管如此 ， 这种疗法的潜力使其成为癌症免疫治疗

领域的
一

个研宄热点 。

在本研宄中 ， 我们准备将人源化 ＣＤ １ ９ ｓｃＦｖ 和 ＢＡＦＦＲ ＶＨＨ 构建成双靶点 ＣＡＲ－Ｔ ，

考虑到 ｓｃＦｖ 不同构象可能对功能有影响 ， 因此我们首先通过不同构象的 ＣＤ １ ９ 单 ＣＡＲ

的功能实验证明 ＶＨ 和 ＶＬ 的顺序不影响 ＣＤ １ ９ＣＡＲ 的功能 。 接着 ， 我们对并联结构的

双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 之间进行 了初步筛选 ， 挑选出
一

个 ＣＡＲ 来与 串联 ＣＡＲ 进行 比较 。 最后 ，

我们成功将四种 串联结构与
一

种并联结构 的 ＣＡＲ－Ｔ 细胞制备 出来并进行 了ＣＡＲ 阳性

率以及相应的抗原结合能力检测 。 最终 ， 在去掉与 ＣＤ １ ９ 结合能力下降的 Ｔａｎ ５Ｈ－ ７８ＬＨ

之后 ， 共有３个串联结构和 １个并联结构将进行后续的体 内外功能试验 。

３ ．２ 材料与方法

３ ．２ ． １ 实验材料

实验细胞

２９３Ｔ（人胚胎肾 ） 细胞用于病毒包装和滴度检测 。 来 自健康供体的人外周血单核细胞

（ ｈＰＢＭＣ ） 由Ｍｉ ｌｅｓｔｏｎｅＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（ 中国 ） 提供 。 在采集标本之前 ， 己获得所有捐献

者的适当知情同意 。

ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 特异性结构域

ＣＤ １ ９ 特异性 ７８号 ｓｃＦｖ ［
７６驻之前的

一

项研宄中从全人源 ｓｃＦｖ噬菌体展示抗体库 （ ＩＭＡ

ＲＳ
；南京驯鹿生物 ， 中 国 ） 中获得 ， ＢＡＦＦＲ 特异性 ５号 ＶＨＨ ［

７７
］在先前的

一

项研究中从全人

源重链噬菌体展示抗体库 ＯＭＡＲＳ
； 南京驯鹿生物 ， 中 国 ） 中获得 。

１９





第三章 ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ双靶点 ＣＡ Ｒ Ｔ的制备和鉴定


ＣＡＲ 质粒

将全人源 ＢＡＦＦＲ 特异性 ５ＶＨＨ 结构域和 ＣＤ １ ９ 特异性 ７ ８ ｓｃＦｖ 结构域构建为包

含 ＣＤ８ａ 铰链 、 ＣＤ ８ ｃｔ 跨膜区域 、 ４ －

１ ＢＢ 共刺激结构域和细胞 内 ＣＤ ３
〔 的第二代 ＣＡＲ 结

构 。 ＥＧＦＲ ｔ 通过 Ｔ２Ａ 序列与 ＣＡＲ 片段连接 ， 以方便 ＣＡＲ＋ 细胞的检须 ！
｜

。 在 串联 ＣＡＲ

载体构建中 ， 当 ＢＡＦＦＲ－

５ＶＨ（重链可变区 ） 与 ＣＤ １ ９ － ７ ８ ｓｃＦｖ 的 ＶＨ 连接时 ， 两个结构

域通过 （ ＧＧＧＧＳ ）ｘ２柔性连接子连接 ， 而 当 ＢＡＦＦＲ －

５ＶＨ 与 ＣＤ １ ９
－

７８ ｓｃＦｖ 的 ＶＬ（ 轻链

可变区 ） 连接时 ， 两个结构域通过 （ ＧＧＧＳ ）ｘ ２柔性连接子连接 。 并联 ＣＡＲ 结构包含两

个单独的 ＣＡＲ（ ＣＤ １ ９ ＣＡＲ ＢＢＺ 和 ＢＡＦＦＲ ＣＡＲ ＢＢ ｚ ） ， 这两者通过 Ｐ２Ａ 序列连接 ，

使 ＣＤ １ ９ＣＡＲ 和 ＢＡＦＦＲＣＡＲ 能够在单个 Ｔ 细胞表面 同时表达 。 后续质粒构建 、 抽提

工作 由南京驯鹿公司完成 。

慢病毒

采用 含有ｔｒａｎｓｆｅｒ质 粒 、 ＧＡＧ －ＰＯＬ质 粒ｐＭＤＬｇ／ｐＲＲＥ 、 ｒｅｖ质 粒ｐＲＳＶ－Ｒｅｖ和

Ｖ ＳＶ－Ｇ 质粒 ｐＭＤ２ ．Ｇ 的第 ３代系统包装慢病毒 。 使用 ２９ ３Ｔ 细胞检测包装慢病毒的滴度 ，

随后储存在 －

８０
°

Ｃ超低温冰箱 。

主要仪器设备

本部分研宄主要使用 的仪器设备见表３ ． １所示

表３ ． １ 主要仪器设备



仪器名称


ｒｍ


二氧化碳培养箱 ＥＳＣＯ ， 新加坡

液氮柜 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

超低温冰箱 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

恒温冰箱 Ｈａｉｅｒ ， 中 国

光学倒置显微镜 Ｎ ｉ ｋｏｎ ， 日 本

生物安全柜 Ｈｅａ ｌＦｏｒｃ ｅ ， 中 国

电热恒温水浴锅 精宏 ， 中 国

单道微量可调移液器
ＲＡＮ ＩＮ ， 美 国

（ ２
 ］

ａｌ 、 １ ０
ｐ ｉ 、 ２０

０ 、 ２００
叫 、 ｌ ｍ ｌ ）

１ ２道手动移液器 （ ３ ００
ｐ ｉ ） ＲＡＮ ＩＮ ， 美 国

电动移液器 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美国

２０
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

高速冷冻离心机 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美国

台式离心机 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美国

ＭＡＣＳＭｕｌｔｉＳｔａｎｄ磁力分选架美天旎 ， 德国

流式细胞仪 美天旎 ， 德国



酶标仪


Ｂ ｉｏＴｅｋ ， 美国

主要实验试剂

本部分研究主要使用 的试剂见表３ ．２所示

表３ ．２ 主要实验试剂



ｒｍ


胎牛血清 Ｇｉｂｃｏ ， 美国

ＤＭＥＭ培养基Ｇｉｂｃｏ ， 美国

ＡＯ／ＰＩ试剂 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ ， 中 国

病毒感染试剂 吉凯基因 ， 中 国

磷酸盐缓冲液ＰＢＳＰＨ７ ．２源培 ， 中 国

ＴｒｙｐｌｅＥｘｐｒｅｓｓＧｉｂｃｏ ， 美国

人ＣＤ３磁珠冻干粉美天旎 ， 德国

ＨｕｍａｎＴ－ＡｃｔｉｖａｏｒＣＤ３ ／ＣＤ２８ Ｔｈｅｒｍｏ ， 美国

ＭＡＣＳＢｕｆｆｅｒ 美天旎 ， 德国

ＣＴＳ培养基 Ｇｉｂｃｏ ， 美国

注射用重组人白介素－２双鹭药业 ， 中 国

１ ０〇ｘＧｌｕｔａＭＡＸ Ｇｉｂｃｏ ， 美国

Ｏｐｔｉ
－ＭＥＭ Ｇｉｂｃｏ ， 美国

Ｐｏｌｙｅｈｔｙ ｌｅｎｉｍｉｎｅ（ ＰＥＩ ） Ｐｏｌｙｓｃｉｎｅｃｅｓ ， 美国

莫能菌素 Ｂ ｉｏｌｅｇｎｅｄ ， 美国

Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ荧光底物及溶液 Ｐｒｏｍｅｇａ ， 美国

ＰＥ ｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－ＨｕｍａｎＥＧＦＲ Ｂ ｉｏ ｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＰＥ／ Ｃｙａｎｉｎｅ７ｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－Ｈｕｍａｎ ＣＤ １ ０７ａＢ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＢＶ４２ １ｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－ＨｕｍａｎＣＤ８ Ｂ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

２１
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ＡＰＣｍｏｕｓｅａｎｔ ｉ
－ＨｕｍａｎＥＧＦＲ Ｂ ｉｏ ｌｅｇｅｎｄ ， 美 国

ＰＥ －

ｌａｂｅ ｌｅｄｈｕｍａｎＣＤ １ ９
ｐｒｏ

ｔｅ ｉｎＡＣＲＯ ， 美 国

ＰＥ－

ｌａｂｅ ｌｅｄｈｕｍａｎＢＡＦＦＲ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎＡＣＲＯ ， 美 国

主要实验耗材

本部分研究主要使用 的耗材见表３ ．３所示

表３ ．３ 主要使用的实验耗材

＾ ｒｍ


１ ５ｍｌ离心管 Ｃｏｍｉｎ
ｇ ， 美国

５ ０ｍｌ离心管 Ｃｏｒｎｉｎｇ ， 美国

１ ． ５ｍ ｌＥＰ管 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

细胞冻存管 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美 国

Ｔ２５细胞培养瓶 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

Ｔ７５细胞培养瓶 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

１ ５ｃｍ培养皿 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美国

Ｕ底 ９ ６孔板 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

９６孔板 （ 白色 ） Ｃｏｍｉｎｇ ， 美 国

平底 ９６孔板 Ｃｏｍ ｉｎｇ ， 美 国

２４孔板 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

６孔板 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美 国

０ ．４ ５
ｐ

ｉｍ过滤器Ｍｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ ， 德国

１ ００ＫＤ超滤管Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ ， 德 国

慢病毒滴度快速检测卡博奥龙 ， 中 国

５０ｍ ｌ加样槽 Ｂ ＩＯＦ ＩＬ ， 中 国

灭菌盒装无菌枪头 ＲＡＮ ＩＮ ， 美 国

Ｌ Ｓ柱子 美天旎 ， 德国

３ ０ｍ ｌ注射器 康德莱 ， 中 国

细胞计数板 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ ， 中 国

２ ２
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３ ．２ ．２ 实验方法

本部分研宄承接上
一

部分 ， 重复的实验方法不再赘述 ， 在此只列出不同之处。

细胞培养

２９３Ｔ 细胞培养在含有 １ ０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基中 。 Ｔ 细胞使用 Ｔ 细胞完全培养

基培养 ： ＣＴＳ培养基＋ １ ０％ＦＢＳ＋ＩＬ－２２００ＩＵ／ｍｌ＋ ｌ ｘＧｌｕｔａＭＡＸ 。 所有细胞放在３ ７
°

Ｃ ， ５％Ｃ０２

的细胞培养箱中进行培养 。

慢病毒包装浓缩

１
） 转染前 ２４ 小时 ， 用 ＴｒｙｐｌｅＥｘｐｒｅｓｓ 消化对数生长期的 ２９３Ｔ 细胞 ， 将细胞计数 （确认细

胞活率大于 ９０％ ） 。 用 〇］＾ ］＾＋ １ ０
°
／＾８８ 培养基重悬细胞 ，

一

个 １ ５ 〇１１ 培养皿中加入

２ ｘ ｌ 〇
７个细胞 ， 保证 ２４ｈ 后细胞汇合度达到 ８０％－９０％ ， 以便用于转染 ， 在 ３ ７

°

Ｃ ，５％ Ｃ０２

恒温培养箱中培养细胞 。

２
） 转染当天 ， 显微镜下观察 ２９３Ｔ 细胞达到 ８５％融合率 。

３
） 转染混合液准备 ： 在 ５０ｍｌ 离心管中按表 ３ ．４ 准备转染混合液

表３ ．４ 转染混合液配比



成分


用量 （ ｌ
ｘ ｌ ５ｃｍ ｄｉｓｈ ）



浓度


Ｏｐｔｉ
－ＭＥＭ ３ｍｌ ／

ｐＭＤ２ ．Ｇ ２ ．２
 ｜

ｉｇ １ｍｇ／ｍｌ

ｐＲＳＶ
－Ｒｅｖ ７

 ｊ

ｉｇ １ｍｇ／ｍｌ



ｐＭＤＬｇ／ｐＲＲＥ


１ ．６
 ）

ｊ ，ｇ


１ｍｇ／ｍｌ

４
） 将包装质粒 Ｏｐｔｉ

－ＭＥＭ 转染混合液分装到 １ ５ｍｌ 无菌离心管中 ， 每管 ３ｍｌ 。 然后各加

入 ｔｒａｎｓｆｅｒ 质粒 ９ ．２
ｐｇ 并混句 。

５
） 接着每 ３ １１１１ 转染混合液加入 ７５ 叫 ？￡１ ， 轻轻地颠倒混匀 ， 室温孵育 ２０－２５ １１１１１１ 。

６
） 每个 １ ５ｃｍ 皿中加入 ３ｍｌ 转染混合液 ， 需要缓慢、 均匀加入 ； 前后左右轻轻摇匀 ， ３ ７

°

Ｃ ，

５％Ｃ０２恒温培养箱中培养 ４８ｈ 。

７
） 加入慢病毒质粒 ４８ｈ 后收集病毒上清 ， 使用慢病毒快速检测条检测结果 。

８
） 将收集到的病毒上清液倒入 ５０ １１１１ 离心管 ， ４１： ， ３５０ （＾ 离心 ２０〇１１１１ 去除细胞碎片 。

９
） 用 ３０ｍｌ 注射器通过 ４５

ｐｍ 滤器将上清过滤到新的 ５０ｍｌ 离心管中 ， 再转移至超滤浓缩

管中 ， 高速冷冻离心机 ４
°

Ｃ ， ４０００ｇ 离心 ２０ｍｉｎ 。

２３
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１ ０
） 倒去收集管下部液体 ， 继续补加病毒上清 ， ４

°

Ｃ ，３ ５ ００ｇ 离心 ， 根据浓缩情况 ， 调整离

心时 间 。

１ １
） 多次离心后 ， 尽量使浓缩病毒液体积为 ２０ ０ －

３ ００
０ ， 吸取浓缩病毒至冻存管 中 ， 可暂存

于 ４
°

Ｃ ， 也可保存于－８ ０

°

Ｃ 。

慢病毒滴度测定

１
） 用 Ｔ ｒｙｐ ｌｅＥｘｐｒｅ ｓ ｓ 消化对数生长期的 ２９３ Ｔ 细胞 ， 将细胞计数 （确认细胞活率大于 ９０％ ） 。

用 ＤＭＥＭ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ 培养基重悬细胞 ， 调整细胞密度为 ３ ｘ
ｌ 〇

５
／ｍ ｌ 。

２
）
用稀释后 的细胞悬液 ５ ０

＾１ ／孔接种到 ９６ 孔平底板上 ， 使每孔细胞数为 １ ５ ０００ 个 。 将 ９６

孔板放入温度 ３ ７±０ ． ５

°

Ｃ
，
５％ＣＯ ２ 的二氧化碳培养箱培养备用 。

３
） 根据病毒上清上样量浓度为 ２０

 ｊ

ｉ ｌ
，１ ０

）

１ １ ， ５
０ ， ２ ． ５

 ｜

ｉ ｌ ， １ ． ２５
Ｗ ，

０ ． ６２５
０ 六个浓度梯

度 ， 纯化样病毒浓度为０ ． ２
０ ， ０ ． １

ｊ
ｉｌ ， ０ ． ０５

叫 ， ０ ． ０２５
０ ， ０ ． ０ １ ２５

０ ， ０ ． ００６２５
０
六个梯

度进行准备病毒 。

４
） 取

一

块无菌的 ９６ 孔 Ｕ 底板 ， 取样病毒上清 ２００ 汕作为原液 １
，取 １ ００

＾ １ 新鲜培养基 ，

从原液 １ 中取 １ ００
４ 与培养基进行混合做梯度稀释 ， 后面依次进行 ２ 倍倍稀 ， 可得到

上清样品 ６ 个梯度 ； 取纯化样品 ２ 吣加入 １ ９ ８
ｐ ｉ 培养基 ， 将其作为原液 １

，按照上述步

骤进行 ２ 倍倍稀 ， 得到纯化样品 ６ 个梯度 。 为防止液体蒸发导致细胞状态差 ， 边缘孔

均不加样 。 病毒样品稀释详见表 ３ ．５ 。

表３ ．５ 病毒滴度测定稀释方法

ｒ ２
４ 纯化样品 ＋ １ ９８ 叫

２００
０ 上清原液 （

１
）



ＤＭＥＭ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ混匀 （
１
）

１ ００
 ）

ｉｌ
（
ｌ
）
＋ １ ００

＾１ＤＭＥＭ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ １ ００
 ｊ

ｉｌ
（
ｌ
）
＋ １ ００

＾
ｉ ｌＤＭＥＭ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ

混匀 （
２

）混匀
（
２

）

１ ００
 ｊ

ｘ ｌ
（
２

）
＋ １ ００

ｉ
ｌ ｌＤＭＥＭ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ １ ００

 ｜

＾１
（
２

）
＋ １ ００

 ｜

ｉ ｌＤＭＥＭ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ

混匀 （
３

）混匀 （
３
）

１ ００
＾ １

（
３
）
＋ １ ００

 ｊ

ａ ｌＤＭＥＭ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ １ ００
＾１

（
３

）
＋ １ ００

＾ １ＤＭＥＭ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ

混匀⑷混匀 （
４

）

１ ００
 ｜

ｉ ｌ
（
４

）
＋ １ ００

＾
ｉ ｌＤＭＥＭ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ １ ００

［
ｉ ｌ

（
４

）
＋ １ ００

＼
ｉ ＼ＤＭＥＭ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ

混勾 （
５

）混匀 （
５
）

１ ００
＾ １

（
５

）
＋ １ ００

＾
ｉ ｌＤＭＥＭ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ １ ００

＾
ｉｌ

（
５
）
＋ １ ００

＾
ｉ ｌＤＭＥＭ＋ １ ０％ＦＢ Ｓ



混匀 （
６

）


混匀 （
６
）


５
） 取病毒上清和纯化的各 ６ 个梯度的样品 ２０

４ 加入到铺好细胞的 ９６ 孔板中 ， 培养 ４ ８ｈ 。

２４
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６
）
显微镜下观察细胞状态 ， 转至生物安全柜中 ， 用 １ ２ 道排枪吸去全部培养基上清 。

７
） 各孔中加入 ５０ ＾

１ １
＇

１
３＾如 ６乂口比３３ ， （１ ；〇 ２ 培养箱中消化 ３

￣

５ １１１１１１ 。

８
）
显微镜下观察细胞变圆 ， 部分脱落后 ， 每孔中加入 ＤＭＥＭ 完全培养基 １ ００

０ 终止消化 ，

充分重悬之后转移到新的 ９６ 孔 Ｕ 底板中 。

９
）４００ｇ 离心 ５ｍｉｎ 后 ， 加 １ ５Ｏ ０ ＰＢＳ 重悬 ， ５００ｇ 离心 ５ｍｉｎ ， 弃去上清 ， 用 ＰＥ－ＥＧＦＲ 抗

体 （ ｌ ｐｌ 抗体／孔 ， ５〇 ｍ
１ＰＢＳ ／孔 ） 开始染色 ， ４ 度冰箱孵育 ２０ｍｉｎ 。

１ ０
） 孵育结束后 ， 每孔加入 １ ５０

ｎｌＰＢＳ 重悬 ， ５００ｇ 离心 ５ｍｉｎ ， 弃去上清 ， ＰＢＳ 再洗
一遍 ，

用 １ ００
Ｈ

ｌ ＰＢＳ 重悬细胞后流式上机检测 。

１ １
） 根据检测结果细胞阳性率计算慢病毒滴度 （滴度＝阳性率 Ｘ 细胞数 １ ５０００／病毒量 ） 。

磁珠分选 Ｔ 细胞

１
） 将 ＰＢＭＣ 从液氮罐中取出 ， 放入薄膜手套中 ， 放入水浴锅复苏 ， 轻轻晃动 ， 待溶解到

微小冰晶时 ， 生物安全柜中操作 。

２
） 准备 ５０ｍｌ 离心管 ， 加入 ４０ｍｌ ｌ Ｏ％血清的 ＰＢＳ ， 将冻存管中 ＰＢＭＣ 全部吸出加入离心

管混匀 ， 取 ２０ 叫 左右细胞 ＡＯ／ＰＩ 计数 。

３
） 将 ＰＢＭＣ 离心 ３００ｇ ， ｌ Ｏｍｉｎ ， 弃上清 ， 加 １ ０ｍｌＭＡＣＳｂｕｆｆｅｒ 轻柔重悬 ， 转移到 １ ５ｍｌ

离心管中 ， ３００ｇ 离心 ｌ Ｏｍｉｎ 。

４
） 根据之前的计数结果计算 ＣＤ３ 磁珠和 ＭＡＣＳｂｕｆｆｅｒ 用量 ： ＣＤ３ 磁珠 ２０

ｐｌ／ １ ０
７

，ＭＡＣＳ

ｂｕｆｆｅｒ８０
ｐｌ／ １ ０

７

， 孵育总体积不超过 ５００
０ ， 超过时可减少 ＭＡＣＳｂｕｆｆｅｒ 用量 。

５
） 依次加入磁珠和 ＭＡＣＳｂｕｆｆｅｒ 重悬 ， ４ 度冰箱孵育 １ ５ｍｉｎ 。 同时 ， 将磁力架 ， 磁铁 ，

ＬＳ 柱喷酒精后放入超净台照紫外 。

６
） 向孵育后的 ＰＢＭＣ 中加入 １ ０ｍｌＭＡＣＳｂｕｆｆｅｒ 洗去未结合的磁珠 ， ３００ｇ 离心 ｌ Ｏｍｉｎ ，

用１ｍｌＭＡＣＳｂｕｆｆｅｒ重悬 。

７
） 然后将 ＬＳ 柱子取出放在磁力架上 ， 取 ５０ｍｌ 离心管收集废液 ， 向 ＬＳ 柱子加 ２ｍｌＭＡＣＳ

ｂｕｆｆｅｒ 润洗 。 然后缓慢加入 ｌ ｍｌＰＢＭＣ ， 待柱子内液体滴完 ， 加 ３ｍｌＭＡＣＳｂｕｆｆｅｒ 洗

涤 ， 液体滴完后 ， 重复
一

次 。

８
） 待 ＬＳ 柱液体流尽后将其取下 ， 放置在 １ ５ｍｌ 离心管上 ， 向柱中加入 ３ｍｌＭＡＣＳｂｕｆｆｅｒ ，

用注射器将细胞打出 ， 重复
一

次 。 将获得的细胞混匀后取样计数 ， ４００ｇ 离心 ７ｍｉｎ ， 弃

上清 ， 按照 １ ０
０／１ Ｏ

６个细胞加入 ＣＤ３ ／ＣＤ２８ 人 Ｔ 细胞激活磁珠 ， 用 Ｔ 细胞完全培养基

调整 Ｔ 细胞密度至 ４
？

６ ｘ ｌ 〇
６
／ｍｌ ， 置于 ３ ７

°

Ｃ ， ５％Ｃ０２恒温培养箱培养 。

Ｔ 细胞慢病毒转染

１
）Ｔ 细胞激活 ２４ｈ 后转染 ， 计数之后取出所需的量 ， ４００ｇ 离心 ５ｍｉｎ ， 弃去上清 ， 用新鲜

Ｔ 细胞完全培养基调整密度为 ２ｘ ｌ 〇
６
／ｍｌ 。

２ ５
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第三章 ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ双靶点 ＣＡ Ｒ Ｔ的制备和鉴定


２
） 取 ２４ 孔板 ， 将重悬好的 Ｔ 细胞按每孔 ４００

０ 加好 ， 取融化好的慢病毒浓缩液 ， 按照 ２
？

５ 的 Ｍ〇ｒ添加病毒 ， 再加入适当 的病毒感染试剂 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ
， ５％Ｃ ＣＶ？温培养箱培养

（ＭＯ Ｉ
＝

（病毒体积 Ｘ 病毒滴度 ） ／Ｔ 细胞数 ） 。

３
） 感染 ２４ｈ 后 ， 离心移除病毒培养基 ， 更换新鲜完全培养基继续培养 。

ＣＡＲ 表达与抗原结合实验

１
） 转染第 ７ 天 Ｔ 细胞计数 ， 每孔取 ３ ｘ

ｌ 〇
５ 个细胞加至 ９６ 孔 Ｕ 底板 ，

一

式三份 。

２
）５ ００ｇ 离心 ５ｍ ｉｎ ，

ＰＢ Ｓ 清洗
一

遍 。 每种 ＣＡＲ－Ｔ 分别用 ＰＥ －ＥＧＦＲ 抗体 （ １ ４ 抗体 ／？Ｌ ，

５ ０ ＾
１ １ ？８ ８ ／孔 ） ， ？￡毛〇 １ ９ 抗原 （ ２ 叫 抗原 ／孔 ， ５ ０ 叫 ？８ ８ ／孔 ） 以及 ？￡ －８八？？尺 抗原

（ ２ ｐ ｌ 抗原 ／？Ｌ ， ５ Ｏ ０ＰＢ Ｓ ／孔 ） 染色 ， ４ 度冰箱孵育 ２０ｍ ｉｎ 。

３
） 孵育结束后 ， 每孔加入 １ ５０

 ｊ

ｉ ｌＰＢ Ｓ 重悬 ， ５ ００ｇ 离心 ５ｍｉｎ ， 弃去上清 ， ＰＢ Ｓ 再洗
一

遍 ，

用 １ ００
 ｜

ｉｌＰＢ Ｓ 重悬细胞后流式上机检测 。

ＣＤ １ ０ ７ａ 脱颗粒实验

１
） 效应细胞及靶细胞分别计数取样 ， 用 １ ０％ＦＢ Ｓ 的 ＲＰＭＩ

－

１ ６４０ 培养基分别调整密度为

５ ｘ ｌ 〇
５
／ｍ ｌ 。

２
） 取 ９６ 孔 Ｕ 底板 ， 每孔各加 １ ００

０ 效应细胞和靶细胞 。

３
）
配制 ＣＤ １ ０ ７ａ 抗体工作液 ： ５０

０ 培养基 ／孔＋ＰＥ ／Ｃｙａｎ ｉｎｅ７ －ＣＤ １ ０ ７ａ 抗体 （ １ ． ５
０ ／孔 ）

＋ｍｏｎｅｎｓ ｉｎ（ ０ ． ２
 （

〇！／孑Ｌ ）

４
） 每孔加 ５ ０

０ 抗体工作液 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ ， ５％ （：０ ２恒温培养箱孵育 ４ｈ 。

５
） 孵育结束后 ， ５ ００

ｇ 离心 ５ｍ ｉｎ ， ＰＢ Ｓ 洗两遍 ， ＢＶ４２ １
－ＣＤ ８ 及 ＡＰＣ －ＥＧＦＲ 抗体染色 （ １

Ｗ 抗体 ／孔 ， ５ Ｏ ０ＰＢ Ｓ ／？Ｌ ） ， ４ 度冰箱孵育 ２０ｍｉｎ 。

６
）ＰＢ Ｓ 洗涤两遍 ， 流式上机检测 （ ＣＤ ８

－ＥＧＦＲ －ＣＤ １ ０ ７ａ ）

基于荧光素酶的细胞毒性实验

１
） 靶细胞计数 ， 取出所需的量 ， 离心弃去上清 ， 用 １ ６４０ 完全培养基调整密度为 ４ ｘ

ｌ 〇
５

／ｍ ｌ ，

加至 白色 ９６ 孔板 ， 每孔 １ ００
０ 。

２
）ＣＡＲ －Ｔ 细胞计数 ， 取 出所需的量 ， 离心弃去上清 ， 用 １ ６４０ 完全培养基调整密度稀释 ，

按照效靶 比 （ Ｅ ：Ｔ ）１ ： １ 、 ０ ． ５ ： １ 、 ０ ． ２５ ： １ 、 ０ ． １ ２ ５ ： １ 、 添加Ｔ细胞 ， 每孔１ ００
０ ， 其中ｃｏｎｔｒｏ ｌ

组加培养基 ， 每个 比例三个复孔 （表 ３ ．６ ） 。

２６
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

表３ ．６ 细胞毒性实验排版

１ ： １ 三个复孔


０ ． ５ ： １ 三个复孔０ ．２ ５ ： １ 三个复孔０ ． １ ２ ５ ： １ 三个复孔

ＣＡＲ１ ＣＡＲ１ ＣＡＲ１ＣＡＲ１

ＣＡＲ２ＣＡＲ２ ＣＡＲ２ＣＡＲ２

ＣＡＲ３ ＣＡＲ３ ＣＡＲ ３ ＣＡＲ３

ＣＡＲ ４ＣＡＲ４ ＣＡＲ ４ ＣＡＲ４

ＭｏｃｋＴＭｏｃｋＴＭｏｃｋＴＭｏｃｋＴ

Ｃｏｎｔｒｏ ｌ ＣｏｎｔｒｏｌＣｏｎｔｒｏ ｌＣｏｎｔｒｏｌ

３
）
温箱孵育 ２４ｈ 后 ， 每孔添加 １ ０

０
ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅ 底物激发荧光 ， 避光孵育 ３ｍ ｉｎ 后酶标仪上

机检测发光值 。

４
） 根据发光值计算对应 ＣＡＲ－Ｔ 的杀伤度 （杀伤度＝

（ ｃｏｎｔｒｏ ｌ
－样本孔 ） ／ｃｏｎｔｒｏ ｌ ） 。

３ ．３ 实验结果

３ ． ３ ． １ＶＨ 和 ＶＬ 的顺序不影响 ＣＤ １ ９ 单 ＣＡＲ 的功能

在之前的研宄中 ， 我们成功获得了靶向 ＣＤ １ ９ 的人源化单链抗体片段 （ ７８ ｓｃ ｆＶ ） 和针

对 ＢＡＦＦＲ 的重链单域抗体 （ ５ＶＨＨ ） 。 但是在构建双靶点 ＣＡＲ 之前 ， 我们首先需要确

认 ＶＨ 和 ＶＬ 的序列顺序是否影响 ＣＤ １ ９ ＣＡＲ 的功能 。 如图 ３ ． １Ａ 所示 ， 我们分别构建

了７８ＨＬ 、 ７８ＬＨ 两种不 同构象 ＣＤ １ ９ 单 ＣＡＲ 与 ＦＭＣ ６３ 构建的 ＣＤ １ ９ ＣＡＲ 进行比较 。

这里我们主要比较了ＣＡＲ－Ｔ 的 ＣＤ １ ０７ａ 释放和杀伤能力 ， 如图 ３ ． １Ｂ
，
Ｃ 所示 ， ＶＨ 和 ＶＬ

的顺序对 ＣＤ １ ９ ＣＡＲ－Ｔ 的 ＣＤ １ ０７ａ 释放和杀伤几乎没有影响 （ ＣＤ １ ０７ａ 流式结果详见附

录补充图 １ ） ， 而且可以看出 ７８ ｓｃＦｖ 的功能与 ＦＭＣ６３ 的功能非常接近 。

２７
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第三章 ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ双靶点 ＣＡＲ Ｔ的制备和鉴定


Ａ

ｆｍｃ６ ３？＾ １ ８ ８ＣＤ３
；ｍＥＧ ＦＲｔ
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７８ ＬＨ （
ｃ？ｓ ）

３？４ １ ＢＢＣ Ｄ３
；ｍＥＧ ＦＲｔ

Ｂ
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＿
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？

丨 ：

ｌ ｆｉ Ｉ ｔ１ １ １
°

Ｉ Ｉ ＩＩ Ｉ ＩＩ Ｉ ＩＩ Ｉ Ｉ

＿＿“ ａ

Ｊｅｋｏ －

１ Ｎａ ｌｍ －

６Ｍｅ ｃ
－

１ Ｊｅ ｋｏ
－

１
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１
－ＢＡＦＦＲＫＯＮＣ Ｉ
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ｃ

Ｊ ｅｋｏ
－

１ Ｎ ａ ｌ ｍ －

６ Ｍｅ ｃ
－

１ Ｎ Ｃ Ｉ

． Ｈ ９２９

１ Ｗ
１？ ｉ ？

－

－
ＦＭＣ ６３

！ Ｉ
－ ｘ

 ：＝
Ｍ

Ｋ＾＂■

Ｋ＼Ｓ
＊

Ｍ 〇Ｃｋ Ｔ

ａ ．＼，Ｎ



——

、

、
一

＇

ｘ

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 —

Ｊ
， ： ｌ ：

—． ． ． ． ． ．

？
？

…

： ｌ ；
—

？

－ＪＮ＾＿

ｔ ｌ ＃ Ｊ ；
１ １ ２ １ｔ １ Ｊ ５ －

１

 １ ： １ ｄ ＆ ｌ （Ｕ Ｓ ｎ ０ １ ２ ５ ：
１ ｔ ｌ ０ ｉ ： １ ０ Ｊ ５ ： １ ＩＵ２ Ｓ １ ｔ ｌ ０划 ０ ！ ： １ ０ １ ２ ＆ １

ｔ Ｔ Ｅ ：Ｔ Ｅ ：Ｔ Ｅ Ｔ

图 ３ ． １７８ＨＬ 、 ７８ＬＨ 和 ＦＭＣ６３ 的功能比较 。

Ａ ．ＣＤ ］ ９ＣＡＲ 结构示意图 。 Ｂ ． 比较三种 ＣＡＲ 的脱颗粒功能试验 。 结果表示为三次实验的

平均值±标准差 ， ｎ ｓ ， 无显著性差异 ， 双因素方差分析 。 Ｃ ． 基于荧光素酶的细胞毒性测定 ，

在 以指定的效靶 比与靶细胞孵育 ２４ 小时后 ， 对肿瘤细胞进行细胞毒性测定 。 数据 以三个

独立实验的平均值±标准差表示 。

３ ． ３ ． ２ＣＡＲ 结构初筛

在确认 ＣＤ １ ９ 的抗原结合域不会受到 自 身 ＶＨ 和 ＶＬ 顺序影响之后 ， 我们就可 以对

ＣＤ １ ９ 和 ＢＡ Ｆ ＦＲ 抗原结合域进行各种组合 。 我们设计 了各种双靶点 ＣＡＲＳ 组合 ， 包括

串联 ＣＡＲ Ｓ 和并联 ＣＡＲ Ｓ 。 由于并联 ＣＡＲ ｓ 结构差异较小 ， 而且转导效率不高 ， 于是我

们 先对并联 ＣＡＲ Ｓ 之 间进行 了 比较 以 简化实验 内 容 。 这里我们主要 比较 ＣＡＲ－Ｔ 的

ＣＤ １ ０ ７ ａ 释放和杀伤能力 ， 如图 ３ ．２ 所示 ， 并联 ＣＡＲ ｓ 的 ＣＤ １ ０７ａ 释放和杀伤功能差异不

大 ， 因此 出 于实验可行性考虑我们从 中选择 了 转导 效率最高 的 ７ ８ＬＨ －Ｐ２Ａ－

５Ｈ 与 串 联

ＣＡＲ ｓ 进行后面的 比较 ， 我们称之为 Ｂ Ｉ ＣＡＲ（ Ｂ ｉ ｃ ｉ ｓｔｒｏｎ ｉ ｃ ＣＡＲ ） 。

２８
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图 ３ ．２ 四种并联 ＣＡＲ 的功能比较 。

Ａ ． 并联 ＣＡＲ 结构的示意 图 。 Ｂ ． 第 ７ 天并联 ＣＡＲ 的转导效率和抗原结合能力 。 Ｃ ． 显示

ＣＤ １ ０７ ａ 染色的代表性流式细胞术 图 （在 ＣＤ ８＋ ＥＧＦＲ＋细胞上设 门 ） 。 Ｄ ． 基于荧光素酶的

ＣＡＲ －Ｔ 细胞对表达 ＣＤ １ ９ 或 ＢＡＦＦＲ 的肿瘤细胞的细胞毒性测定 ， 与靶细胞按指定 比例孵

育 ２４ 小时 ， 进行 了三个独立的实验 。

２ ９





第三章 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦ Ｒ双靶点 ＣＡＲ Ｔ的制备和鉴定


在 串联 ＣＡＲ 结构 中 ， 为 了 防止 串联 ＣＡＲ 中 ５ＶＨＨ 和 ７ ８ ｓｃｆｖ 之间 的错误交联 ， 当

５ＶＨ 接近 ＶＬ 时 ， 我们使用 了截短连接子 （ ＧＧＧ Ｓ ） ＞＜ ２ ， 当 ５ＶＨ 接近 ＶＨ 时 ， 我们使

用 了 截短连接子 （ ＧＧＧＧ Ｓ ） ＞＜ ２ 连接子 。 我们将这些 串 联 ＣＡＲ －Ｔ 细胞分别称为 Ｔａｎ

５Ｈ －

７ ８Ｈ Ｌ 、Ｔａｎ ５Ｈ －

７ ８ＬＨ 、 Ｔａｎ ７ ８ＬＨ －

５Ｈ和Ｔａｎ ７ ８ＨＬ －

５Ｈ 。 这些ＣＡＲ的结构如 图３ ．３所

不 。
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图 ３ ．３ＣＡＲ 的结构 。

ＢＡＦＦＲＣＡＲ 、 ＣＤ １ ９ＣＡＲ 、 四个串联 ＣＡＲ 和 Ｂ ＩＣＡＲ 的结构示意 图 。

３ ． ３ ． ３ＣＤ  １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 双 革巴点 ＣＡＲ －Ｔ 细胞的制备与鉴定

这些 ＣＡＲ 在 Ｔ 细胞活化 ２４ 小时后通过慢病毒载体转导到 Ｔ 细胞中 ， 如 图 ３ ．４Ａ 所

示 。 病 毒 感 染第 ７ 天 时 ， 使 用 ＥＧＦＲ ｔ 抗体 和 重组 人 ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 蛋 白 评估

ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 的转导效率和相应的抗原结合能力 。 结果表 明 ， 不 同 的结构

排列确实对双靶点 ＣＡＲ ｓ 的抗原结合能力有显著影响 。 如图 ３ ．４Ｂ ， Ｃ 所示 ，
Ｔａｎ ５Ｈ －

７ ８ＬＨ

的 ＣＤ １ ９ 抗原结合能力受到显著影响 ， 而其余结构的抗原结合能力较为稳定 。 因此 ， 后续

实验我们 只关注其余三个串联 ＣＡＲ 和 Ｂ ＩＣＡＲ 。

３ ０
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图 ３ ．４ 双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 制备的示意图和转导效率 。

Ａ ． 本研究 中 ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦ ＦＲ 双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 制造示意 图 。 Ｂ ． 代表性的流式细胞术结果 ， 表

示 ＣＤ Ｉ ９ ／ＢＡ Ｆ ＦＲ ＣＡＲ －Ｔ 细胞在第 ７ 天的转导效率和抗原结合能力 。 Ｃ ． 对 Ｂ 中得到的数据

进行量化和统计分析 。结果 以平均值±标准差 （ ｎ
＝

３ ）表示 ， 双因素方差分析 。

＊ ＊ ＊ ＊

ｐ

＜０ ． ０００ １ ，

ｎ ｓ ， 无显著性差异 。

３ ．４ 总结讨论

本研究 旨在开发
一

种双靶点 ＣＡＲ －Ｔ ， 针对 ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ 这两个在 Ｂ 细胞相关

肿瘤中起关键作用 的抗原 。 在实验初期 ， 我们对 比 了两种不同构象的 ＣＤ １ ９ ＣＡＲ －Ｔ 细胞 ，

发现它们在功能上几乎没有差异 ， 这为后续构建双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 提供 了坚实的基础 。 接着 ，

考虑到并联 ＣＡＲ 结构 的转导效率和结构相似性 ， 我们通过
一

系列功能实验先对并联结构

进行 了 初步筛选 ， 并最终选择 了转导效率最高的 Ｂ ＩＣＡＲ 结构与 串联结构进行 比较 ， 以简

化实验流程 。 最后 ， 通过慢病毒转染 ， 我们成功制备 了 四种 串联和
一

种并联的 ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ

３ １
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第三章 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ双靶点 ＣＡＲ Ｔ的制备和鉴定


双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞 。 然而 ， 在流式细胞术检测 ＣＡＲ＋ 和抗原结合能力评估中 ， 我们注

意到 Ｔａｎ ５Ｈ－

７８ＬＨ 结构的 ＣＤ １ ９ 抗原结合能力受到 了显著影响 。 基于本部分研究的发现 ，

我们筛选 出 了Ｔａｎ ５Ｈ－７８ＨＬ 、 Ｔａｎ ７８ＬＨ－

５Ｈ 、 Ｔａｎ ７８ＨＬ－

５Ｈ和ＢＩ ＣＡＲ这 四种双靶点

ＣＡＲ－Ｔ 细胞 ， 它们展现出 了 良好的抗原结合能力 ， 为后续的实验研宄奠定 了基础 。

３２
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第四章 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 体外功能研究

４ ．１ 引言

在癌症治疗领域 ， ＣＡＲ－Ｔ 疗法因其能够特异性地靶向并杀伤肿瘤细胞而备受关注 。

为了提高治疗效果并减少潜在的副作用 ， 开发能够同时识别两个肿瘤相关抗原的双靶点

ＣＡＲ－Ｔ 细胞成为了研宄的热点 ［
８ ７

１

。 然而 ， 构建双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 存在许多挑战 。 首先 ， 双

靶点 ＣＡＲ－Ｔ 的两个抗原识别域是否都能有效地结合各 自 的肿瘤抗原是
一

个问题。 其次 ，

即使相应的抗原都能有效结合 ， 也难以保证 ＣＡＲ－Ｔ 细胞能发挥相应的功能。 然后 ， 双靶

点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞可能会增加非特异性激活和脱靶效应的风险 ， 这可能导致不 良的副作用 。

最后 ， 尽管双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞可能在短期 内 显示出强大的抗肿瘤活性 ， 但其长期的疗效

和持久性仍需进
一

步研宄 ［
８８

］

。

在本部分研宄中 ， 我们首先探讨 了ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞在体外对肿瘤

细胞的特异性脱颗粒和激活能力 。 接着 ， 我们使用基于焚光素酶的细胞毒性实验来评估双

靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞的杀伤效果 。 同时 ， 我们还检测了这些 ＣＡＲ－Ｔ 细胞受到刺激后释放细

胞因子的能力 。 此外 ， 我们还研宄了ＣＡＲ－Ｔ 细胞在反复刺激后的增殖能力和耗竭标志物

的表达 。 这些研宄结果为进
一

步开发和优化双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 疗法提供了重要的实验依据 ，

也为接下来的动物实验奠定基础 。

４ ．２ 材料与方法

４ ．２ ． １ 实验材料

主要仪器设备

本部分研宄主要使用 的仪器设备见表４ ． １所示

表４ ．１ 主要仪器设备



仪器名称


ｒｍ


二氧化碳培养箱 ＥＳＣＯ ， 新加坡

超低温冰箱 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美国

恒温冰箱Ｈａｉｅｒ ， 中 国

光学倒置显微镜 Ｎ ｉｋｏｎ ， 日本

生物安全柜 ＨｅａｌＦｏｒｃｅ ， 中 国

３ ３
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－
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

电热恒温水浴锅 精宏 ， 中 国

单道微量可调移液器
ＲＡＮＩＮ ， 美 国

（ ２
）

ｉＫ１ ０
 （

ｉ ｌ ＞２ ０２００
 （

Ｊ ．Ｋ１ｍｌ ）

１ ２道手动移液器 （ ３ ００
ｐｉ ） ＲＡＮ ＩＮ ， 美国

电动移液器 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

高速冷冻离心机 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

台式离心机 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

微量台式离心机 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

焚光细胞计数仪 Ｃｏｕｎｔ ｓ ｔａｒ ， 中 国

流式细胞仪 美天旎 ， 德 国



酶标仪


Ｂ ｉ ｏＴｅｋ ， 美 国

主要实验试剂

本部分研宄主要使用 的试剂见表４ ．２所示

表４ ．２ 主要实验试剂



ｒｍ


胎牛血清 Ｇ ｉｂｃｏ ， 美 国

ＲＰＭＩ １ ６４０培养基 Ｇ ｉｂｃｏ ， 美国

ＩＭＤＭ培养基 Ｇ ｉｂｃｏ ， 美 国

ＡＯ ／Ｐ Ｉ试剂 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ ， 中 国

磷酸盐缓冲液ＰＢ ＳＰＨ７ ． ２源培 ， 中 国

ＣＴＳ培养基 Ｇ ｉｂｃｏ ， 美 国

注射用重组人 白介素 －２双鹭药业 ， 中 国

１ ０〇 ｘＧ ｌｕｔａＭＡＸ Ｇ ｉｂｃｏ ， 美 国

莫能菌素 Ｂ ｉｏ ｌｅｇｎｅｄ ， 美 国

丝裂霉素ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅ ｓｓ ， 美国

Ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅ荧光底物及溶液 Ｐｒｏｍｅｇａ ， 美 国

Ｈｕｍａｎｃｙｔｏｋｉｎｅｄｅｔｅｃ ｔ ｉｏｎｋ ｉｔｓ Ｃ ｉ ｓｂ ｉｏ ， 法国

ＰＥ／ Ｃｙａｎ ｉｎｅ７ｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－ＨｕｍａｎＣＤ １ ０ ７ａＢ ｉｏ ｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＢＶ４２ １ｍｏｕｓｅａｎｔ ｉ
－ＨｕｍａｎＣＤ ８ Ｂ ｉｏ ｌｅｇｅｎｄ ， 美国

３４
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

ＦＩＴＣｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－Ｈｕｍａｎ ＣＤ６９ Ｂ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＰＥ／ Ｃｙａｎｉｎｅ７ｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－Ｈｕｍａｎ ＣＤ２５Ｂ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＦＩＴＣｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－Ｈｕｍａｎ ＣＤ４ Ｂ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＦＩＴＣ ｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－ＨｕｍａｎＣＤ８ Ｂ ｉｏ ｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＰＥ／ Ｃｙａｎｉｎｅ７ｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－Ｈｕｍａｎ ＥＧＦＲＢ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＢＶ４２ １ｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－Ｈｕｍａｎ ＴＩＭ３ Ｂ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＡＰＣｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－Ｈｕｍａｎ ＬＡＧ３ Ｂ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＡＰＣ ｍｏｕｓｅａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ ＥＧＦＲ Ｂ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

主要实验耗材

本部分研究主要使用 的耗材见表４ ．３所示

表４ ．３ 主要使用的实验耗材
一

名称 厂家

１ ５ｍｌ离心管 Ｃｏｒｎｉｎｇ ， 美国

５０ｍｌ离心管 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

１ ．５ｍｌＥＰ管 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美国

细胞冻存管 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

Ｔ２５细胞培养瓶 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

Ｔ７５细胞培养瓶 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

Ｔ １ ７５细胞培养瓶 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

Ｕ底９６孔板 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

９６？Ｌ板 （ 白色 ） Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

２４孔板 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

６孔板 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

５０ｍｌ加样槽 ＢＩＯＦＩＬ ， 中国

灭菌盒装无菌枪头ＲＡＮＩＮ ， 美国

细胞计数板 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ ， 中国

４ ．２ ．２ 实验方法

３ ５
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

本部分研宄承接上
一

部分 ， 重复的实验方法不再赘述 ， 在此只 列 出不 同之处 。

激活标志物检测

１
）
效应细胞及靶细胞分别计数取样 ， 用 １ ０％ＦＢ Ｓ 的 ＲＰＭＩ

－

１ ６４０ 培养基分别调整密度为

３ ｘ ｌ 〇
６
／ｍＬ

２
） 取 ９６ 孔板 ， 每孔各加 １ ００ 叫 效应细胞和靶细胞 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ ， ５％Ｃ０ ２ 恒温培养箱孵育

２４ｈ 。

３
） 孵育结束后 ， ５ ００ｇ离心５ｍ ｉｎ ，

ＰＢ Ｓ洗两遍 ，
ＢＶ４２ １

－ＣＤ ８ 、 ＡＰＣ －ＥＧＦＲ 、 Ｆ ＩＴＣ －ＣＤ ６９ 、

ＰＥ ／ Ｃｙａｎｉｎｅ７ －ＣＤ２５ 抗体染色 （ ｌ ｐ ｌ 抗体 ／孔 ， ５ ０ ｐｌ ＰＢ Ｓ ／孔 ） ， ４ 度冰箱孵育 ２０ｍ ｉｎ 。

４
）ＰＢ Ｓ 洗涤两遍 ， 流式上机检测 （ ＣＤ ８

－ＥＧＦＲ－ＣＤ ２ ５ ／ＣＤ６９ ）

细胞因子检测

１
） 靶细胞和 ＣＡＲ－Ｔ 细胞计数 ， 取出所需的量 ， 离心弃去上清 ， 用新鲜 １ ６４０ 完全培养基

分别调整密度为 ４ ｘ ｌ ０
５

／ｍ ｌ ， 加至 ９６ 孔 Ｕ 底板板 ， 每孔 １ ００
４ 其 中 Ｔ ｏｎｌｙ 组 只加 Ｔ 细

胞和培养基 ， 每孔三个重复 。

２
）
温箱孵育 ２４ｈ 后 ， ４００ｇ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 留取上清待测 。

３
） 使用 Ｃ ｉ ｓｂ ｉｏ 均相时间分辨荧光 （ＨＴＲＦ ）人细胞因子检测试剂盒检测上清中 ＩＬ －２ 、 ＴＮＦ－

ｏｔ

和 ＩＦＮ－

Ｙ细胞因子水平 （具体实验步骤按说明书操作 ） 。

反复刺激与耗竭标志物检测

１
） 在第 ０ 天 ， 将 Ｊｅｋｏ －

１ 细胞接种在用丝裂霉素 Ｃ 处理的 ６ 孔板中 ， 丝裂霉素终浓度为

ｌ ｕｇ／ｍ ｌ 〇

２
） 在第 １ 天 ， 用 ＰＢ Ｓ 洗涤丝裂霉素 Ｃ 处理的 Ｊｅｋｏ

－

１ 细胞三次 ， 然后将 ４ ｘ
ｌ 〇

５ 个 Ｊｅｋｏ －

１ 细

胞在 ２４ 孔板中与 ８ ｘ ｌ 〇
５个 ＣＡＲ－Ｔ 细胞混合 ， 使用 Ｔ 细胞完全培养基补足体积至 １ｍｌ 。

３
）
在第 ３ 天 ， 将新的 Ｊｅｋｏ －

１ 细胞与第 ０ 天
一

样处理 。

４
） 在第 ４ 天 ， 对第 １ 天处理的 ＣＡＲ－Ｔ 细胞进行计数 ， 并将 ８ ｘ ｌ 〇

５ 个 ＣＡＲ－Ｔ 细胞与前
一

天的 ４ ＞＜
１ 〇

５ 个丝裂霉素 Ｃ 处理的 Ｊｅｋｏ －

１ 细胞重新混合到新的 ２４ 孔板中 ， 与第 １ 天
一

样

使用 Ｔ 细胞完全培养基补足体积至 １ｍ ｌ 。 重复这个过程五次 。

５
） 每次刺激后的扩增倍数计算为 （第 ４ 天 ＣＡＲ －Ｔ 细胞数 ） ／（ ８

ｘ
ｌ 〇

５

） ， 并使用 以下公式

计算累积扩增 ： 累积扩增倍数＝

（扩增倍数 １ ）ｘ（扩增倍数 ２ ）ｘ
． ． ．

ｘ（扩增倍数 ｎ ） 。

６
） 在第 ２ 轮刺激之后 ， 取部分剩余的 ＣＡＲ－Ｔ 细胞到 ９６ 孔板中 ， 用 ＰＢ Ｓ 清洗 １ 遍后 ， 染

抗体Ｆ ＩＴＣ －ＣＤ４ ／ＣＤ ８ ，
ＰＥ／Ｃｙａｎｉｎｅ７ －ＥＧＦＲ ， ＢＶ４２ １

－Ｔ ＩＭ３ ，ＡＰＣ －ＬＡＧ３（ １
叫 抗体 ／？Ｌ ，

５０
｜

ｉ ｌ ＰＢ Ｓ ／？Ｌ ） ， ４度冰箱孵育２０ｍ ｉｎ 。

７
）ＰＢ Ｓ 清洗两遍 ， 流式上机检测 （ ＣＤ４／ＣＤ ８ －ＥＧＦＲ －Ｔ ＩＭ３ ／ＬＡＧ３ ）

＇

 ３ ６
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４ ． ３ 实验结果

４ ． ３ ． １ＣＡＲ －Ｔ 细胞脱颗粒和激活能 力检测

脱颗粒是 ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 细胞在穿孔素介导 的肿瘤细胞杀伤中 的关键

步骤 ， 而 ＣＤ １ ０７ａ 主要存在于细胞的溶酶体膜上 ， 当细胞受到刺激时 ， ＣＤ １ ０７ａ 会从溶酶

体膜转移到细胞膜上 ， 这通常伴随着颗粒的释放 ， 即脱颗粒 。 因此 ， 我们将双靶点 ＣＡＲ －Ｔ

细胞与Ｊｅｋｏ －

１ 、 Ｎａ ｌｍ－

６ 、 Ｍｅｃ
－

１ 、 Ｊ ｅｋｏ －

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ 、 Ｊ ｅｋｏ －

１
－ＢＡＦＦＲＫＯ和ＮＣ Ｉ

－Ｈ９２９细胞

共培养 ， 并通过流式细胞术检测 ＣＤ １ ０ ７ａ 表面表达水平来评估细胞的脱颗粒能力 。 如 图

４ ． １Ａ ， Ｂ所示 ， 在Ｊｅｋｏ －

ｌ 、 Ｍ ｅｃ
－

ｌ和Ｊｅｋｏ －

１
－ＢＡＦＦＲＫＯ细胞刺激４小时后 ， 与Ｔａｎ ７ ８ＬＨ －

５Ｈ

和 Ｔａｎ ７ ８ＨＬ －

５Ｈ 相 比 ， Ｔａｎ ５Ｈ －

７ ８ＨＬ 和 Ｂ Ｉ ＣＡＲ 的 ＣＤ １ ０７ ａ 表达水平更 高 ， 而 用

Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ 细胞刺激时没有观察到显著差异 ， 这表明 ＣＤ １ ９ －

７ ８ ｓ ｃＦｖ 在距离胞膜较远

的位置会影响其脱颗粒释放能力 ， 而 ＢＡＦＦＲ －

５ＶＨＨ 的脱颗粒能力未受位置影响 。 因此 ，

后续我们保留 Ｔ ａｎ ５Ｈ －７ ８Ｈ Ｌ 和 Ｂ Ｉ ＣＡＲ 继续进行功能评估 。

Ａ ＢＡＦＦＲ ＣＡＲＣ Ｄ １ ９ ＣＡＲＴａｎ ７８ＬＨ － ５ＨＴ ａ ｎ ７ ８Ｈ Ｌ －５ＨＴａ ｎ ５Ｈ － ７８ Ｈ ＬＢ Ｉ ＣＡＲ

ＣＤ １ ０ ７ ａ ＊ＣＯ １ ０ ７？ ？Ｃ０ １ ０７ａ ？Ｃ〇 １ ０７ ａ ．ＣＤ １ ０ ７ ａ ＊Ｃ０ １ ０７ａ ＞

組組組姐姐纽
－

到姐画姐姐画一

００ １ ０ ７鐮 ＊ＣＯ １ ０ ７ ａ ＊Ｃ０ １ ０ ７ａ ？Ｃ０ １ ０７ａ ＊Ｃ０ １ ０ ７ ａ ＊ＣＤ Ｉ ０ ７？ ＊

山
６４ ２
 】［

８６ ６ １Ｊ：５ １ ８

 ｜
ｒ６２  ５ １ ｒ〇〇  〇 １ Ｃ〇 １

ｇｊｊ
ｌ
ｃｊ＾Ｊ

ｌ
ＢＪ

一

ＣＯ １ ０ ７ａ ＜Ｃ０ １ ０７ａ ＞ＣＯ １ ０ ７ ａ ＊ＣＯ １ ０ ７ａ ＋ＣＯ １ ０ ７ ａ ＊ＣＯ １ ０ ７ ａ ＞

Ｊ：６ １「
３ ３ ５

 １
５ ７ １ １Ｊ：

６２ ０ ＩＡ．
６０ ３ Ｉ－Ｌ ６ ２ ３ １

Ｉ Ｉｆｌ １ｕｐ Ｉｇｐ １Ｃ３ １ １ ３＾ １
ｊｅｋ〇－

ｉ
－ ｃ Ｄ ｉ ９Ｋ°

ＣＯ １ ０ ７ ＊ ？Ｃ０ １ ０ ７ ａ ？ＣＯ １ ０ ７ ａ ？Ｃ０ １ ０ ７ａ ＊ＣＯ １ ０ ７ａ ＊Ｃ０ １ ０ ７？ ＞

■ Ｊ

￣

 １ ６  ７ １ ｒ６８ ３ １Ｘｅ〇  Ｏ １＾
Ｓ８  ２

 ｜ ７７ ２ １￡ ＊２  ２ １

Ｏ １ １ＰＳｄ Ｉ（Ｂ １ｍ １
一一。

？
＂

ｉｎｒ ｉ ｉｒ  ｉ ｌｒ ｉ ｌｒ ｉ
一

ＣＯ １ ０ ７ａ ＊ＣＤ １ ０７ａ ？ＣＤ １ ０７ａ ＊ＣＤ １ ０７ａ ？ＣＤ １ ０７ ａ ？ ＣＸ ＞ １ ０７ａ ＊

—

Ｔ １ １ ８
 １「

２ Ｍ １＾
４ ０ ７ １ ｒ３ ３ １ １ Ｖ６ ７５ ｜ ９ ８２

丨少 丨 ｉ
ｆｌｎ ｉ

Ｅｎ ｉ
ｊｒｗｗ ｉ ｉ

一一

ＣＤ １ ０ ７ａ

Ｂ
傘 傘拿？拿傘 幸 拿 本

＊ｎｓ＊＊ ＊ｎｓ拿拿

■ＢＡＦ ＦＲ ＣＡＲ

１ 〇 〇

１．

 ｆ ｌ Ｔ２ Ｔ Ｔ
■ＣＤ １ ９ ＣＡＲ

ｕ ｉ ■ ｉ ■
￣

ｉ ■

Ｊｅ ｋｏ－ １Ｎａ ｌｍ－ ６Ｍｅｃ－

１Ｊｅｋｏ－

１
－ＣＤ １ ９ＫＯ Ｊ ｅｋｏ －

１
－ ＢＡＦ Ｆ ＲＫＯＮＣ Ｉ

－Ｈ ９２９Ｅ ｆｆｅｃｔｏ ｒ Ａ ｌ ｏｎｅ

图 ４ ． １ＣＡＲ＿Ｔ 细胞脱颗粒 ＣＤ １ ０７ａ 释放能力检测 。

３ ７





第 四 章 ＣＤ １ ９ ／ ＢＡＦＦＲ双靶点 ＣＡＲ Ｔ体外功能研 究 ：



Ａ ． 脱颗粒试验的代表性流式细胞术分析 。 Ｂ ． 对脱颗粒试验的数据进行量化和统计分析 。

结果显示为 ３ 次实验的平均值±标准差 ，

＊

ｐ

＜０ ． ０５ ，
＊ ＊

ｐ

＜０ ． ０ １
，＜０ ． ００ １ ，

＜０ ． ０００ １ ，

ｎ ｓ ， 无显著性差异 ， 双因素方差分析 。

接下来 ， 我们通过进
一

步实验检验 ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 的激活能力 。 我们

将 ＣＡＲ －Ｔ 细胞与 阳性靶细胞按 １ ： １ 的 比例在 ９６ 孔板中刺激 ２４ｈ ， 随后通过流式细胞术检

测 ＣＡＲ －Ｔ 细胞表面激活标志物 ＣＤ２ ５ 和 ＣＤ６９ 的表达 。 如 图 ４ ． ２ 所示 ， 与未受刺激的

ＣＡＲ －Ｔ细 胞相 比 ， ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ双靶 点ＣＡＲ －Ｔ细胞在Ｊｅｋｏ －

１ 、 Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ或

Ｊｅｋｏ －

１

－ＢＡＦＦＲＫＯ 细 胞刺 激后均 能表现 出 更高水平 的 Ｔ 细 胞活化标志物 ＣＤ２ ５ 和

ＣＤ ６９ 表达 （流式图片详见附录补充 图 ３ ） 。 以上这些结果表 明 ， Ｔ ａｎ ５Ｈ －

７ ８ＨＬ 和 Ｂ Ｉ ＣＡＲ

可 以被 ＣＤ １ ９ 或 ＢＡＦＦＲ 阳性细胞特异性激活并有效导致脱颗粒 。

ＣＤ２ ５ Ｃ Ｄ ６９

１ 〇 〇

１
１ 〇 〇

＂

｜■Ｊ ｅ ｋｏ －

１

＾８ ０
－

 ｉｉ＊＾８０
－，Ｍ．Ｊｅ ｋ〇 －

１
－ＣＤ １ ９ＫＯ

ｏ． 容 丄 ｌ ■■Ｊ ｅ ｋｏ －

１
－ＢＡＦ ＦＲＫＯ

ｉｌ ＩＪ ｉｉ ｌｌ丨

Ｕｋｒ
ＢＡ Ｆ ＦＲ ＣＡＲＣ Ｄ １ ９ ＣＡＲＴａ ｎ ５Ｈ －７８ Ｈ ＬＢ Ｉ ＣＡＲ ＢＡ Ｆ ＦＲ ＣＡＲＣＤ １ ９ ＣＡＲＴａ ｎ ５Ｈ －

７ ８Ｈ ＬＢ Ｉ ＣＡＲ

图 ４ ．２ＣＡＲ－Ｔ 细胞特异性激活能力检测 。

与 化 １〇＞ １ 、 化 １？）
－

１
－ £ 〇 １ ９反〇 或 兑 １？）

－

１七八？？１１］＜：０ 细胞孵育 ２４ 小时后 ， £ 人１１
－丁 细胞上 丁 细

胞活化标志物 ＣＤ２ ５ 和 ＣＤ６９ 的表达 。 在 ＣＤ ８＋ＥＧＦＲｔ＋细胞上设 门 。 数据代表 ３ 次实验的

平均值±标准差 。

４ ． ３ ． ２ 细胞毒性实验

接着 ， 为 了评估 ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 的细胞毒性 ， 我们进行 了基于荧光素

酶的细胞毒性测定 。 如图 ４ ．３ 所示 ， ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲｓ 对 ＣＤ １ ９＋ 或 ＢＡＦＦＲ＋ 肿

瘤细胞表现 出剂量依赖性细胞毒性 ， 但对 ＮＣ Ｉ
－Ｈ９２ ９ 细胞 （ ＣＤ １ ９

－ＢＡＦＦＲ －

） 基本没有细

胞毒性 ， 且双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 的细胞杀伤能力优于单靶 ＣＡＲ －Ｔ 。 这表明 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶

点 ＣＡＲ －Ｔ 细胞对抗原阳性的肿瘤细胞具有强大的杀伤能力 ， 而对于抗原阴性的细胞具有

很好的安全性 。

３ ８
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－

１
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－
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Ｍ ｅｃ
－
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－
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＇
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｜
５０
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５０

－＼
＊
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爸 ２５
■

卜＇

§２ ５
－ ＆２ ５ －

＊ Ｓ ， Ｃ

^
求
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３
５

ｎｔｘ ＾
＾ ４ ＇

金
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１ ： １０ ． ５ ： １０＾５ ： １ ０ ． １ ２ ５ ： １ １ ：
１０ ． ５ ： １０ ．２５ ： １ ０ ． １ ２ ５ ： １ １

： １０ ． ５ ： １０ ． ２ ５ ： １ ０ ． １ ２ ５ ： １

图 ４ ．３ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞的基于荧光素酶的细胞毒性测定 。

在共培养 ２４ 小时后通过荧光素酶检测测量靶细胞的特异性裂解 。 数据表示平均值±标准差

（ ｎ
＝
３ ）〇

４ ． ３ ． ３ 细胞因子检测

同时 ， 为 了 比较双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 细胞 白细胞介素 －２（ Ｉ Ｌ －２ ） 、 肿瘤坏死因子－

ｃｘ（ ＴＮＦ － ａ ）

和干扰素 －

Ｙ
（ Ｉ ＦＮ －

ｙ ） 的释放能力 ， 本研究 以 １ ： １ 的效靶比将双靶点 ＣＡＲ ｓ 与 阳性靶细胞共

培养 ２４ｈ 后 ， 使用 Ｃ ｉ ｓｂ ｉ ｏ 细胞因子检测试剂盒测定细胞培养上清液中 的细胞因子水平 。

结果显示 ， 与 Ｔａｎ ５Ｈ －

７ ８ＨＬ 相 比 ， Ｂ Ｉ ＣＡＲ 的 ＩＬ －２ 和 ＴＮＦ － ａ 释放水平更高 ， 而 ＩＦＮ－

ｙ 的

释放水平两者没有显著差异 （ 图 ４ ．４ ） 。

３ ９
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图 ４ ．４ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞的细胞因子检测 。

ＣＡＲ －Ｔ 细胞与 Ｊｅｋｏ －

１ 细胞 （ ＣＤ １ ９＋ＢＡＦＦＲ＋ ） 以 １ ： １ 的 比例孵育 ２４ 小时 ， 然后使用 均相

时间分辨荧光 （ＨＴＲＦ ） 技术定量上清液中 的细胞因子 。 结果显示为平均值±标准差 （ ｎ
＝
３ ） ，

＊ ＊

， ＜ ０ ． ００ １ ， ０ ． ０００ １ ，ｎ ｓ ， 无显著性差异 ， 单因素方差分析 。

４ ． ３ ． ４ 反复刺激和细胞耗竭实验

ＣＡＲ －Ｔ 细胞的增殖能力是影响治疗效果的关键因素 。 为 了评估这
一

点 ， 接下来我们

模拟了体 内抗原刺激的环境 ， 评估 了ＣＡＲ －Ｔ 细胞在体外多轮抗原刺激后 的增殖能力 以及

耗竭标志物表达 。 用丝裂霉素 Ｃ 处理过的 Ｊ ｅｋｏ －

ｌ 细胞进行 ５ 轮刺激后 ， ＣＡＲ －Ｔ 细胞的

增殖 明显高于 Ｍｏｃｋ Ｔ 细胞 （ 图 ４ ．５Ａ ） 。 同时 ， 为 了 比较 ＣＡＲ －Ｔ 细胞的耗竭水平 ， 我们

检测 了两轮刺激前后 ＣＡＲ －Ｔ 细胞耗竭标志物 ＬＡＧ －

３ 和 Ｔ ＩＭ－

３ 的表达水平 。 在 Ｊｅｋｏ
－

１

细胞第二轮刺激后 ， ＣＤ４＋ Ｂ ＩＣＡＲ －Ｔ 细胞上 ＬＡＧ －

３ 和 Ｔ ＩＭ－

３ 的表达水平低于 ＣＤ １ ９

ＣＡＲ ， ＣＤ ８＋ Ｂ Ｉ ＣＡＲ －Ｔ 细胞上 ＬＡＧ －

３ 的表达水平也低于 ＣＤ １ ９ ＣＡＲ（ 图 ４ ． ５Ｂ ， 流式结

果详见附录补充图 ４ ） 。 以上这些结果表 明 ， Ｂ ＩＣＡＲ 相较于 ＣＤ １ ９ＣＡＲ 可能具有更强大 、

更持久的功能 。

４０
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

Ａ ６

ｕ ｎｓ ｔ ｉ
ｍ ｕ ｌ ａ ｔｅｄ Ｃ Ｄ４ ｕ ｎｓ ｔ ｉｍ ｕ ｌａ ｔｅｄ ＣＤ ８

Ｋ

］？ＢＡＦ ＦＲ ＣＡＲ－

５０

］ ｜

＊

１ ■  ｌａｇｓ

？

Ｄ ｌ
４０

＇

Ａ 否 和
－

 ｔａｆＢ Ｔ ＴＭ ３

Ｉ 〕４ ．““ ｉ ｔ

＾
＋Ｍ ｏｃ ｋ Ｔ＆ ２  ｒｏ ｕ ｎ ｄｓ ｓ ｔ ｉｍｕ ｌａ ｔｅｄ ＣＤ４ ２  ｒｏｕ ｎｄｓ  ｓ ｔ ｉｍ ｕ ｌａ ｔ ｅ ｄ ＣＤ８

ｉｌｗｉｌｕ｛

Ｌ ｉｎｍ ｌ

？

／終， 感炉

图 ４ ．５ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞的扩增能力和耗竭标志物检测 。

Ａ ． ＣＡＲ －Ｔ／Ｔ 细胞在肿瘤细胞多轮刺激后 的扩增倍数 。 横轴表示共培养的天数 ， 箭头表示添

加丝裂霉素 －Ｃ 预处理 的 Ｊ ｅｋｏ －

１ 细胞 。 数据表示平均值±标准差 （ ｎ
＝
３ ） ，

＊ ＊ ＊ ＊

ｐ
＜ ０ ． ０００ １ ，

单因素方差分析 。 Ｂ ．ＬＡＧ －

３ 和 Ｔ ＩＭ－

３ 在用 Ｊｅｋｏ －

１ 细胞刺激两轮前后在 ＣＡＲ －Ｔ 细胞上的表

达水平 。 数据表示平均值±标准差 （ ｎ
＝
３ ） ，

＊

ｐ
＜０ ． ０５ ， 双因素方差分析 。

４ ．４ 总结讨论

本部分研宄通过体外实验 ， 成功构建并评估 了ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 细胞的

体外功能 。 首先 ， 我们通过流式细胞术来评估双靶点 ＣＡ Ｒ －Ｔ 细胞的特异性脱颗粒和激活

能力 。 实验结果表明 ， 只有 Ｔａｎ５Ｈ － ７ ８Ｈ Ｌ 和 Ｂ ＩＣＡＲ 的脱颗粒能力保持正常水平 ， 而 Ｔａｎ

７ ８ ＬＨ －

５Ｈ 和 Ｔａｎ ７ ８ＨＬ －

５Ｈ 的 ＣＤ １ ９ 特异性脱颗粒能力较为减弱 。 接下来 ， 我们通过荧光

素酶实验发现 了 双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 细胞不仅对阳性靶细胞表现出优于单靶 ＣＡＲ－Ｔ 的杀伤

能力 ， 而且对于 阴性靶细胞没有非特异性杀伤 。 于是 ， 我们接着评估 了这些 ＣＡＲ－Ｔ 的细

胞因子释放水平 。 实验结果表 明 ， 尽管它们的 ＩＦＮ －

ｙ 释放水平相似 ， 但是 Ｂ Ｉ ＣＡＲ 的 ＩＬ －２

和 ＴＮＦ －ａ 释放水平较高 ， 这似乎预示着 Ｂ ＩＣＡＲ 具有更好的扩增 以及杀伤能力 。 最后 ，

我们通过模拟体 内抗原刺激的环境检验双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 细胞的增殖和耗竭标志物的表达 。

双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 细胞均表现 出 良好的特异性扩增 ， 同时 ， Ｂ Ｉ ＣＡＲ 相较于 ＣＤ １ ９ ＣＡＲ 表

现出较少 的耗竭标志物 。 然而 ， 体外实验条件与体 内环境还是存在差异 ， 可能影响细胞行

为 。 因此 ， 接下来的 的研宄 中 ， 我们将在动物模型 中验证这些 ＣＡＲ－Ｔ 细胞的疗效和安全

性 。

４ １
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第五章 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 体内功能研究

５ ． １ 引言

在癌症治疗的不断进步中 ， ＣＡＲ－Ｔ 细胞疗法己经显示出其在靶向治疗肿瘤细胞方面

的潜力 。 但是 ， ＣＡＲ－Ｔ 细胞在体内 的长期稳定性和潜在的脱靶效应仍然是需要进
一

步研

究的 问题。 特别是 ， 针对两个抗原的双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞 ， 因其能够同时针对两个不同的

肿瘤相关抗原 ， 而尤为需要体内实验来验证其治疗效果和安全性。

在上
一

部分研宄中 ， 我们发现 Ｔａｎ５Ｈ－７８ＨＬ 和 ＢＩＣＡＲ 在体外对肿瘤细胞均具有强

大的杀伤能力 。 因此 ， 接下来我们想了解 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 在体 内是否仍具

有效果 。 于是 ， 我们首先在免疫缺陷小 鼠 中构建了Ｊｅｋｏ－

１ 小 鼠异种移植模型 ， 来探索

ＣＡＲ－Ｔ 的体内疗效和安全性 。 此外 ， 我们通过构建 Ｊｅｋｏ－

ｌ
－ＣＤ １９ＫＯ 和 Ｊｅｋｏ－

１
－ＢＡＦＦＲＫＯ

混合瘤模型模拟抗原丢失的情况 ， 进
一

步探索 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 的抗肿瘤抗

原逃逸能力 。

５ ．２ 材料与方法

５ ．２ ． １ 实验材料

实验动物

６
？

８周 、 雌性 、 ＮＫＧ小 鼠购 自 赛业生物科技有限公司 （ 中 国苏州 ） ， 并在南京云桥璞

瑞生物科技有限公司 （ 中 国南京 ） 的动物设施中饲养在无特定病原体 （ ＳＰＦ ） 条件下 。 所

有动物研宄均获得机构动物护理和使用协议 （ＡＰ －Ｃ２ １ ０５０７ ．９４ ） 的批准 。

主要仪器设备

本部分研究主要使用 的仪器设备见表５ ． １所示

表５ ． １ 主要仪器设备



仪器名称


ｒｍ


二氧化碳培养箱 ＥＳＣＯ ， 新加坡

液氮柜 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美国

液氮罐金凤 ， 中 国

超低温冰箱 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美国

恒温冰箱 Ｈａｉｅｒ ， 中 国

４２
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

生物安全柜 Ｈｅａ ｌＦｏｒｃｅ ， 中 国

电热恒温水浴锅 精宏 ， 中 国

单道微量可调移液器
ＲＡＮ ＩＮ ， 美 国

（ ２
ｉ

ｘＵ１ ０
ｎＫ２０２００

 ｊ

ｉＬ１ｍ ｌ ）

１ ２道手动移液器 （ ３ ００
 ）

ｉ ｌ ） ＲＡＮ ＩＮ ， 美 国

电动移液器 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

高速冷冻离心机 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

台式离心机 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

微量台式离心机 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美 国

焚光细胞计数仪 Ｃｏｕｎｔ ｓｔａｒ ， 中 国

５ ０ｍ ｌ磁力架 Ｔｈ ｅｒｍｏ ， 美 国

流式细胞仪美天旎 ， 德 国

电子天平 舜宇恒平 ， 中 国

小动物活体成像仪Ｌｕｍ ｉｎａＩ Ｉ Ｉ ＰｅｒｋｉｎＥ ｌｍｅｒ ， 美国

主要实验试剂

本部分研宄主要使用 的试剂见表５ ．２所示

表５ ．２ 主要实验试剂



ｒ？

胎牛血清 Ｇ ｉｂｃｏ ， 美 国

Ｃ Ｓ １ ０细胞冻存液 Ｂ ｉｏ ｌ ｉｆｅ ， 美 国

人血 白蛋 白双林生物 ， 中 国

复方 电解质 四药 ， 中 国

ＡＯ／Ｐ Ｉ试剂 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ ， 中 国

磷酸盐缓冲液ＰＢ ＳＰＨ ７ ． ２源培 ， 中 国

ＣＴＳ培养基 Ｇ ｉｂｃｏ ， 美 国

注射用重组人 白介素 －２双鹭药业 ， 中 国

１ ０〇 ｘ Ｇ ｌｕｔａＭＡＸ Ｇｉｂｃｏ ， 美国

红细胞裂解液 索莱宝 ， 中 国

４ ３
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异氟烷瑞沃德 ， 中 国

ＤＰＢＳ 索莱宝 ， 中 国

Ｄ－虫荧光素钠 索莱宝 ， 中 国

ＢＶ４２ １ｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－ＨｕｍａｎＣＤ １ ９Ｂ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＰＥ ｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－Ｈｕｍａｎ ＢＡＦＦＲ Ｂ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＭｏｕｓｅＢＤ ＦｃＢ ｌｏｃｋ
？ ＢＤｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ ， 美国

ＢＶ４２ １ｍｏｕｓｅａｎｔｉ
－Ｈｕｍａｎ ＣＤ３ Ｂ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

ＡＰＣ ｍｏｕｓｅａｎｔｉ－ＨｕｍａｎＥＧＦＲ Ｂ ｉｏｌｅｇｅｎｄ ， 美国

主要实验耗材

本部分研究主要使用 的耗材见表５ ．３所示

表５ ．３ 主要使用的实验耗材



ｒｍ


５０ｍｌ离心管 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

１ ． ５ｍｌＥＰ管 Ｔｈｅｒｍｏ ， 美国

ＥＤＴＡ－

１ ． ５ｍｌ离心管康健医疗 ， 中 国

细胞冻存管 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

Ｔ １ ７５细胞培养瓶 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

Ｕ底９６孔板 Ｃｏｍｉｎｇ ， 美国

１ ２道加样槽 ＢＩＯＦＩＬ ， 中 国

灭菌盒装无菌枪头 ＲＡＮＩＮ ， 美国

细胞计数板 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ ， 中 国 ．

ｌ ｍｌ注射器康德莱 ， 中 国



动物柳叶刀


Ｇｏ ｌｄｅｎｒｏｄ ， 美国


５ ．２ ．２ 实验方法

本部分研宄承接上
一

部分 ， 重复的实验方法不再赘述 ， 在此只列 出不同之处 。

ＣＡＲ－Ｔ 收获与冻存

４４
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

１
） 首先配置细胞冻存液 ： ７５％Ｃ Ｓ １ ０ 细胞冻存液 ＋２３ ． ５％复方 电解质 ＋ １ ． ５％人血 白 蛋 白

（ＨＳＡ ） 。

２
）ＣＡＲ－Ｔ 细胞转染后扩增第 １ ２ 天 ， 从 Ｔ １ ７５ 培养瓶中取出计数 。

３
）
取 ５０ｍ ｌ 离心管 ， 每次加 ４０ｍｌ 细胞 ， 然后置于 ５ ０ｍｌ 磁力架上静置 ５ｍ ｉｎ 去磁珠 。

４
） 用移液管悬空吸取细胞悬液 ， 不要碰到管壁 ， 转移到新的 ５ ０ｍｌ 离心管 中 ， 记录总体

积 。

５
）４００ｇ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 弃上清 ， 再离 ２ｍ ｉｍ 完全吸弃上清

６
）
用配置好的冻存液重悬 ， 调整密度为 ２ ｘ ｌ ０

７

ＣＡＲ －Ｔ 细胞 ／ｍ ｌ ， 分装到相应的冻存管中 。

７
） 冻存管放到冻存盒置于－

８ ０

°

Ｃ冰箱过夜 ， 然后转移到液氮中冻存 。

动物实验

１
） 取对数生长期的 Ｊｅｋｏ －

１ 、 Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ 或 Ｊｅｋｏ －

１
－ＢＡＦＦＲＫＯ 细胞计数离心 。

２
）
用预冷的 ＰＢ Ｓ 重悬细胞 ， 调整密度为 ５ ｘ ｌ 〇

６
／ｍ ｌ 。

３
）６

？

８ 周大小的 ＮＫＧ 小 鼠 ， 通过尾静脉注射 ２００
ｐ ｉ（ ｌ

ｘ
ｌ 〇

６个 ） 肿瘤细胞 。

４
）３ 天之后 ， 通过生物发光成像系统 （ ＢＬ Ｉ ） 观测肿瘤生长情况 ， 并进行随机分组 （ ５ 只 ／

组 ） 。

５
） 从液氮中取 出 ＣＡＲ －Ｔ 细胞 ， 用塑料手套包裹放到水浴锅 中来回晃动 ， 待融化完成时准

备回输 。

６
）
通过尾静脉注射 ２０〇 Ｗ（ ４ ｘ

ｌ 〇
６ 个 ） ＣＡＲ－Ｔ 细胞 ， 对照设置

一

个空 白组和 Ｍｏ ｃｋＴ 组 。

其中空 白组输注等量 ＰＢ Ｓ ， ＭｏｃｋＴ 组按照转效最低组输注等量 Ｔ 细胞 。

７
） 每隔 ７ 天成像 、 采血

一

次 ， 每 ３ 天记录
一

次体重变化 。

动物米血

１
） 准备相应数量的 ＥＤＴＡ－

１ ． ５ ｍｌ ＥＰ 管 ， 并做与动物编号对应标记 。

２
） 抓取动物 ， 使其面部皮毛紧凑 。

３
） 使用柳叶刀在眼角 ２＿ 处穿刺 。

４
）
血样从穿刺处流 出 ， 滴进与动物编号对应的 ＥＤＴＡ－

１ ． ５ ｍ ｌ ＥＰ 管 。

小鼠血检测

１
） 取小 鼠全血 ２００

 （

ｘｌ 加到 ＥＰ 管 中加红细胞裂解液 ７００
０／管 ， 上下颠倒混匀 ， 静置 ５ｍｉｎ 。

２
）４００§ 离心 ７１１１ １ １１ ， 吸去上清 ， 再加 ２００

４ 红细胞裂解液重悬 。

３
）４００ｇ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 吸弃上清 ，

２ＯＯ ０ ＰＢ Ｓ 重悬转移到 ９６ 孔 Ｕ 底板中 。

４
）５ ００ｇ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 弃上清 ， 加 Ｆｃ ｂ ｌｏｃｋ ，５ ０ ｐ ｌ／？Ｌ ， 封闭 ｌ Ｏｍｉｎ ， 封闭液按 １ ： ２００ 稀释 。

４ ５





第五章 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ
－

Ｔ 体内功能研究


５
）
封闭结束后 ， 加抗体 ＢＶ４２ １

－ＣＤ３ 、 ＡＰＣ －ＥＧＦＲ 染色 （ １ ０ 抗体／孔 ， ５〇 ｎｌ ＰＢＳ ／孔 ） ， ４

度冰箱孵育 ２０ｍｉｎ 。

６
）ＰＢ Ｓ 洗涤两遍 ， 流式上机检测 （ ＣＤ３

－ＥＧＦＲ ）

５ ．３ 头验结果

５ ． ３ ． １ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞在体内表现出强大的抗肿瘤活性

接下来 ， 为了进
一

步评估 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞的体内功能 ， 我们通过

给 ６
？

８ 周龄 ＮＫＧ 小 鼠尾静脉注射 ｌ
ｘ

ｌ 〇
６个 Ｊｅｋｏ－

１ 荧光素酶稳转细胞来构建肿瘤异种移

植模型 ， 并在第 ３ 天给予 ４ ｘ ｌ 〇
６
ＣＡＲ－Ｔ 细胞治疗 （ ＣＡＲ－Ｔ 转效详见附录补充图 ５ ） 。 如

图 ５ ． １Ａ ， Ｂ 所示 ， 所有 ＣＡＲ－Ｔ 治疗组的荷瘤小 鼠均表现出延迟的肿瘤进展 ， 与 Ｍｏｃｋ Ｔ 组

相 比 ， ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞表现出强大的肿瘤抑制能力 。 然而 ， Ｂ Ｉ ＣＡＲ 显

示出 比 Ｔａｎ５Ｈ－７８ＨＬ 更好的抗肿瘤能力 。此外 ， 如图 ５． １Ｃ 所示 ， 与对照组相比 ， 用 ＣＡＲ－Ｔ

细胞治疗的小 鼠显示出生存时间的显著延长 。 更重要的是 ， 如图 ５ ． １Ｄ 所示 ， 在用 ＣＡＲ－Ｔ

细胞处理的小 鼠 中没有观察到体重的突然下降 ， 这说明所有的 ＣＡＲ－Ｔ 均保持了 良好的安

全性 。 最后 ， 如图 ５ ． １Ｅ 所示 ， 外周血的Ｍ式细胞术分析显示 （详细结果见附录补充图 ６Ａ ） ，

Ｂ ＩＣＡＲ 在第 ３ １ 天表现出最高的相对扩增 比例 。 总的来说 ， Ｊｅｋｏ －

１ 异种移植模型的结果表

明 ， ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞均能够抑制肿瘤的体 内生长 ， 并且表现出 良好的安

全性 ， 但是 Ｂ ＩＣＡＲ 表现出更好的肿瘤抑制作用和扩增能力 。

４６
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＋Ｂ 丨 ＣＡＲ
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Ｓ
＇

 Ｔａ ｎ ５Ｈ－７８ＨＬｇ
５
－

ｍ

１－

？
－

Ｂ Ｉ ＣＡＲ ＊ ＊ ＊

１ ２
＊

 Ｉ ｌ ． ｌ  〇
－ ｌ￣ －—

３ ６ ９ １ ２ １ ６ １ ９２ ３２ ６２ ９３２ Ｄ １ ０Ｄ １ ７Ｄ ２４０ ３ １

Ｄ ａ
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Ｐ ｏ ｓ ｔ  Ｉ ｎｏ ｃｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎ

（

ｄ
） Ｄ ａ

ｙ 
Ｐ ｏ ｓｔ  Ｉ ｎ ｏｃ ｕ ｌａ ｔ ｉ ｏ ｎ

（
ｄ

）

图 ５ ． １ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞在体 内 的抗肿瘤活性 。

Ａ ． 每隔 ７ 天使用生物发光成像监测肿瘤生长的照片 。 Ｂ ． 对 Ａ 中光子数的定量分析 。 数据

显示为平均值± ＳＥＭ（ ｎ
＝

５ ） ，

＊

ｐ
＜ ０ ． ０５ ，

＊ ＊

ｐ
＜０ ． ０ １ ， 双尾非配对Ｍａｎｎ

－Ｗｈ ｉ ｔｎｅｙ
检验 。 Ｃ ．

小 鼠总体 Ｋａｐ
ｌ ａｎ

－Ｍ ｅ ｉ ｅｒ 生存 曲线 。 使用 ｌ ｏｇ
－

ｒａｎｋ 检验 。 Ｄ ． 小 鼠体重 曲线 。 结果 以平均值表

示士ＳＥＭ（ ｎ
＝

５ ） 。 Ｅ ． 流式细胞术分析小 鼠第 １ ０ 、 １ ７ 、 ２４ 和 ３ １ 天外周血中 ＣＡＲ＋比例 。 在

ＣＤ ３＋ ＥＧＦＲ ｔ＋细胞上设 门 。 数据表示平均值± ＳＥＭ（ ｎ
＝

５ ） ，

＊ ＊ ＊

ｐ
＜ ０ ． ００ １ ， 双因素方差分

析 。

４７





第五章 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ Ｔ 体 内功能研宄


５ ．３ ．２ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 并联 ＣＡＲ－Ｔ 细胞在体内克服肿瘤抗原逃逸

最后 ， 为了评估双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞对抗原逃逸肿瘤细胞的体内疗效 ， 如图 ５ ．２Ａ 所示 ，

通过 以 １ ： １ 的 比例混合 Ｊｅｋｏ－

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ 和 Ｊｅｋｏ－

１
－ＢＡＦＦＲＫＯ 细胞 ， 通过尾静脉输注在

ＮＫＧ 小 鼠 中建立了混合肿瘤模型 。 治疗组中的每只小 鼠在第 ３ 天通过尾静脉输注 ４ｘ ｌ 〇
６个

ＣＡＲ－Ｔ 细胞 （ ＣＡＲ－Ｔ 转效详见附录补充图 ５ ） 。 出乎意料的是 ， Ｔａｎ ５Ｈ－

７８ＨＬ 和 ＢＩ ＣＡＲ

在体内对抗抗原逃逸肿瘤细胞的能力存在显著差异 。 如图 ５ ．２Ｂ ，Ｃ 所示 ， Ｂ ＩＣＡＲ 在混合

瘤模型中对肿瘤表现出 明显的抑制作用 ， 而 Ｔａｎ５Ｈ－７８ＨＬ 则显示出十分有限的疗效 。 同 ．

时 ， 我们评估了小 鼠体 内 ＣＡＲ－Ｔ 细胞的扩增 ， 在第 １ ０ 、 １ ７ 、 ２４ 和 ３ １ 天对小 鼠外周血进

行流式细胞术分析以确定外周血中 ＣＡＲ－Ｔ 细胞 （ ＣＤ３＋ＥＧＦＲ＋ ） 的百分比 。 如图 ５ ．２Ｄ 所

示 ， 在第 ３ １ 天 ， 与 Ｔａｎ ５Ｈ－７８ＨＬ 相 比 ， 接受 Ｂ Ｉ ＣＡＲ 治疗的小 鼠外周血中 ＣＡＲ＋ 细胞

的 比例 明显更高 （详细结果见附录补充图 ６Ｂ ） 。 这些流式细胞术结果表明 ， 与 Ｔａｎ５Ｈ－７ ８ＨＬ

相 比 ， Ｂ Ｉ ＣＡＲ 具有更优越的体内持续扩增能力 。 此外 ， 如图 ５ ．２Ｅ 所示 ， 与其余各组相 比 ，

Ｂ Ｉ ＣＡＲ 显著延长了混合肿瘤模型中小 鼠的存活时间 。 综上所述 ， 这些数据表明 ， Ｂ Ｉ ＣＡＲ

即使在体内对 ＣＤ １ ９ 或 ＢＡＦＦＲ 缺失的肿瘤也能保持显著而持久的抑制作用 。

４８
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图 ５ ． ２ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 并联 ＣＡＲ－Ｔ 细胞可对抗体内抗原逃逸 。

Ａ ． 流式细胞术分析显示混合肿瘤模型 中 Ｊｅｋｏ －

ｌ
－ＣＤ １ ９ＫＯ 和 Ｊｅｋｏ －

１
－ＢＡＦＦＲＫＯ 细胞按 １ ： １

的 比例混合输注 。 Ｂ ． 每隔 ７ 天使用生物发光成像系统监测肿瘤生长的照片 。 Ｃ ． 对 Ｂ 中光

子数的定量分析 。 平均值 ：ｉＳ ＥＭ （ ｎ
＝

５ ） ，

＊ ＊

ｐ
＜０ ． ０ １

， 双尾非配对 Ｍａｎｎ
－Ｗｈ ｉ ｔｎｅｙ 检验 。 Ｄ ． 流

式细胞术分析小 鼠第 １ ０ 、 １ ７ 、 ２４ 和 ３ １ 天外周血中 ＣＡＲ＋比例 。 在 ＣＤ３＋ ＥＧ ＦＲ ｔ＋细胞上设

门 。 数据表示平均值土ＳＥＭ（ ｎ
＝

５ ） ，＊ ＊ ＊

４ ＜ ０ ． ０００ １ ， 双 因 素方差分析 。 Ｅ ． 小 鼠 总体

Ｋａｐ
ｌ ａｎ

－Ｍｅ ｉ ｅｒ 生存 曲线 。 使用 ｌ ｏｇ
－

ｒａｎｋ 检验 。

４９





第五章 ＣＤ １９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ
－

Ｔ体内功能研究


５ ．４ 总结讨论

本部分研究 中 ， 我们首先通过构建异种移植模型 ， 评估 了ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点

ＣＡＲ－Ｔ 细胞在体内 的抗肿瘤活性 。 我们的实验结果表明 ， 与对照组相比 ， 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ

细胞不仅能够有效抑制肿瘤生长 ， 而且在整个动物实验中 ＣＡＲ－Ｔ 细胞组均保持了 良好的

安全性 。 不过 ， ＢＩ ＣＡＲ－Ｔ 细胞在抗肿瘤效果和扩增能力方面表现较 Ｔａｎ ５Ｈ－７８ＨＬ ＣＡＲ－Ｔ

细胞更为出色。 此外 ， 我们还探讨了双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞在应对肿瘤抗原逃逸方面的效能 ，

发现 ＢＩ ＣＡＲ－Ｔ 细胞在混合肿瘤模型中展现出显著的抑制效果 ， 这可能为治疗那些单
一

抗

原丢失的肿瘤细胞提供了新的策略 。 这些发现为 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞疗法

的临床应用提供了有力的科学依据 ， 并为未来的癌症治疗策略提供了新的视角 。

５０
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第六章 全文总结与讨论

６ ． １ 研究结果总结

尽管 ＣＤ １ ９ 嵌合抗原受体 Ｔ 细胞疗法在 Ｂ 细胞恶性肿瘤治疗 中显示 出 显著疗效 ，

但抗原逃逸和复发仍然是患者生存的重大挑战 。 此前 ， Ｇａｒｄｎｅｒ 等人报道了两例 Ｂ 细胞急

性淋巴细胞 白血病患者在 ＣＤ １ ９ ＣＡＲ－Ｔ 治疗后 出现 ＣＤ １ ９ 阴性复发 ［
８ ９

］

。 类似地 ， Ｐａｒｋ 等

人在 ５ ３ 例接受 ＣＤ １ ９ ＣＡＲ －Ｔ 治疗的复发 ／难治性 Ｂ －ＡＬＬ 成人患者 中 ， 观察到 ４ 例 ＣＤ １ ９

阴性复发 ［
９Ｑ

］

。 这些研宄凸显 了ＣＤ １ ９ 单靶点 ＣＡＲ－Ｔ 疗法的局限性 。 因此 ， 探索新的靶点

联合治疗 以提高 ＣＡＲ－Ｔ 疗效成为研宄的重要方 向 。

目 前广泛的双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 细胞的研宄 己经探索 了将 ＣＤ １ ９ 与其他靶标结合 ， 其中也

包括 ＢＡＦＦＲ ［
９ １

］

。 然而 ， 正如绪论中所述 ， 这些双靶点 ＣＡＲ 构建体中大多数采用两种 ｓｃＦｖ

的组合 ， 且其 中 不少 是小 鼠 来源 的 ， 存在诸 多 问 题 。 为 了 克服这些 问 题 ， 本研 宄在

ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦ Ｒ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 中应用 了人源化 ｓｃＦｖ 和 ＶＨＨ 的组合 。 为 了 防止串联结构

中可能的错误折叠导致抗原亲和力损失 ， 我们缩短 了ｓｃＦｖ 和 ＶＨＨ 之间 的连接子 。 事实

证明该策略是成功的 ， 因为除 了Ｔａｎ ５Ｈ － ７ ８ＬＨ 串联结构的 ＣＤ １ ９ 亲和力受损外 ， 其他结

构均保持了 相应的亲和力 。 在脱颗粒试验中 ， 我们发现 ５ＶＨＨ 无论在 ＣＡＲ 结构 中 的位

置如何 ， 都能保持稳定 的脱颗粒水平 ， 而 当 ７ ８ ｓｃＦｖ 放置在距离胞膜较远的位置时 ， 对应

于 ＣＤ １ ９ 的脱颗粒水平显著降低 。 这可能是 由 于 串联组合时 ｓｃＦｖ 和膜之间距离的改变影

响到 了它们的功能 ［
９２

］

。 然而 ， ＶＨＨ 受益于其高稳定性和高亲和力 Ｉ

７４
］

， 受到 的影响较小 。

在随后 的细胞毒性实验 中 ， Ｔａｎ５Ｈ － ７ ８ＨＬ 和 Ｂ ＩＣＡＲ 均表现 出 强大的杀伤能力和 良

好的安全性 。 此外 ， ＣＡＲ －Ｔ 的细胞因子释放检测结果显示 ， 与 Ｔａｎ５Ｈ－

７ ８ＨＬ 相 比 ， Ｂ ＩＣＡＲ

的 ＩＬ －２ 和 ＴＮＦ －

ｃｘ 分泌水平较高 。 ＩＬ － ２ 是 Ｔ 细胞的有效生长因子 ， 可促进其扩增并增强

细胞毒性活性％ ９４

卩 而 ＴＮＦ －ａ 促进 Ｔ 细胞活化 、 增殖和细胞毒性活性 ， 同时调节 Ｔ 细

胞存活和凋亡％ 。 因此 ， 我们猜测 Ｂ ＩＣＡＲ 可能具有更好的持久性 。 随后我们通过动物实

验证实 了这
一

猜测 ， 尽管双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞在 Ｊｅｋｏ －

１ 模型 中都抑制 了 肿瘤细胞的进展 ，

但是 Ｔａｎ ５Ｈ－７ ８ＨＬ 的抗肿瘤性能略逊于 Ｂ Ｉ ＣＡＲ ， 小 鼠外周血检测也显示 Ｂ Ｉ ＣＡＲ 表现

出更好的扩增 。 这在更具挑战性的混合肿瘤模型 中得到 了进
一

步强调 ， 其中具有更好持久

性的 Ｂ ＩＣＡＲ 始终保持有效的肿瘤抑制 ， 而 Ｔａｎ５Ｈ － ７ ８ＨＬ 迅速失去 了抗肿瘤能力 。 同时

小 鼠外周血的流式细胞术分析再次证明 了Ｂ ＩＣＡＲ 在体 内优越的扩增能力 。

总之 ， 我们证 明 了基于 ｓｃＦｖ 和 ＶＨＨ 组合构建 ＣＡＲ －Ｔ 细胞的可行性 ， 而且我们的

ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 为解决临床 ＣＤ １ ９ 抗原丢失复发提供了
一

种有效的策略 ，

为患者提供 了长期缓解的希望 。

５ １




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

６ ．２ 本研究的局限性与改进方向

本实验中 ， 尽管 Ｂ ＩＣＡＲ 表现出优异的治疗效果 ， 但与 串联 ＣＡＲ 相 比 ， 其转导效率

（ １ ５
－

３ ５％ ） 较低 ， 这主要是 由 于其基因结构尺寸较大 ［
７ ３

］

（ 并联 ＣＡＲ 比 串联 ＣＡＲ 长约

２２％ ） 。 为 了提高并联 ＣＡＲ 的转导效率 ， 后续可以去除 ＥＧＦＲｔ 片段 ， 这将会使长度减

少 １ ０ ７ １ ｂｐ （ 约为原始并联 ＣＡＲＤＮＡ 长度的 ２ ８％ ） 。 另外 ， 尽管我们观察到与 Ｔａｎ５Ｈ－７ ８ＨＬ

相 比 ，
Ｂ Ｉ ＣＡＲ 具有更持久的体 内抗肿瘤能力 ， 以及在体外更高水平的 ＩＬ －２ 和 ＴＮＦ－ａ 释

放 ， 但其潜在机制仍需进
一

步探索 。 此外 ， 人源化的 Ｂ ＩＣＡＲ 不会诱导抗药免疫反应 ， 但

由于动物模型 的局限性 ， 这种优势无法直接体现 。 最后 ， Ｂ ＩＣＡＲ 对不表达相应抗原 的细

胞表现出 良好的安全性 ， 而且在小 鼠 中没有观察到致命的毒性 ， 但其在人体中 的疗效和安

全性 尚不清楚 。

针对 以上局 限性 ， 我们可 以着眼于 以下方向进行改进 。 首先 ， 应尽可能改进工艺 、 优

化结构 以提高 Ｂ ＩＣＡＲ 的转导效率 ， 使其达到临床转化要求 。 其次 ， 应进
一

步完善动物实

验模型 ， 确保其更符合临床情况 ， 以更准确地评估 ＣＡＲ－Ｔ 细胞治疗策略的效果 。 同时 ，

应该加强对于免疫耐受性的研究 ， 以提高 ＣＡＲ－Ｔ 细胞治疗的安全性和持久性 。

６ ．３ 研究的启示与展望

ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 全人源双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞的开发和 临床前功能研究为我们探索细胞

免疫疗法在恶性肿瘤治疗 中 的应用提供了重要的启示和展望 。 本研究的结果对于 ＣＡＲ－Ｔ

细胞治疗的临床应用有着积极的意义 。

首先 ， 本研宄成功构建全人源 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞 ，为 ＣＡＲ－Ｔ 细胞治

疗的改进和优化提供了新的方向 。 目 前 己有的 ＣＡＲ－Ｔ 细胞治疗主要针对单
一

靶点 ， 而本

研宄的实验设计和构建的双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞能够同时识别 ＣＤ １ ９ 和 ＢＡＦＦＲ ， 能够更加

有效地消灭肿瘤细胞 。 这为进
一

步研究和开发具有多重靶 向能力 的 ＣＡＲ－Ｔ 细胞提供了新

的思路 。 其次 ， 本研宄的功能研究结果表明 ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞具有较高

的抗原结合活性 、 显著的细胞毒性 、 抗原刺激下强力 的扩增和较低的细胞耗竭水平 。 这些

结果为 ＣＡＲ －Ｔ 细胞治疗 的 临床应用 提供 了 有力 的支持 。 此外 ， 在动物实验模型 中 ，

ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞也展现出 了 良好的抗肿瘤效果 ， 对肿瘤的抑制率较高 ，

这进
一

步证实 了 该细胞治疗策略的潜力 。 尽管本研宄仍存在
一

定局 限性 ， 但是本研究为

ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 双靶点 ＣＡＲ －Ｔ 细胞治疗 Ｂ 细胞来源的血液系统恶性肿瘤的潜在临床应

用提供 了临床前基础 。

总之 ， 本研究成功地构建 了ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 全人源双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞 ， 并进行 了体

内外功能研宄 。 结果表明 ， ＣＤ １ ９ ／ＢＡＦＦＲ 全人源双靶点 ＣＡＲ－Ｔ 细胞具有潜在的临床应用

５ ２
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前景 ， 可作为
一

种有效 、 安全的治疗手段用于血液系统恶性肿瘤的治疗 。 进
一

步研宄和优

化 ＣＡＲ－Ｔ 细胞治疗策略 ， 并解决其面临的挑战 ， 将会进
一

步推动肿瘤治疗的进展 ， 为患

者提供更加有效和个性化 的治疗方案 。 希望本研究能为 ＣＤ １ ９／ＢＡＦＦＲ 全人源双靶点

ＣＡＲ－Ｔ 细胞的临床应用提供有益的参考和指导 。

５ ３
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补充图 ２ 动物实验 ＣＡＲ 慢病毒滴度测定结果 。

该流式图展示 了本研究中动物实验的 ４种ＣＡＲ的慢病毒滴度测定结果 ， 通过 以稀释为不同

浓度的慢病毒感染２ ９３Ｔ细胞４８ｈ后 ， 测定 ２９３Ｔ细胞的转染效率 ， 再通过公式来计算病毒滴
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