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[摘 要] 目的：制备双特异性CAR-T（bsCAR-T）细胞，观察其对表达表皮生长因子Ⅲ型突变阳性（EGFRvⅢ+，简称vⅢ+）和CD133+

胶质瘤干细胞的靶向杀伤作用。方法：基于前期研制的vⅢ/CD133双特异性微抗体和二代CAR构建的双特异性CAR（bsCAR），制

备慢病毒载体转染人外周血T细胞，FCM和WB法检测bsCAR转染效率和表达水平。bsCAR-T细胞和vⅢ+/CD133+ U87胶质瘤干

细胞共培养，乳酸脱氢酶（LDH）释放实验、IFN-γ分泌实验检测其特异性杀伤作用和对 IFN-γ分泌的促进作用。制备裸鼠vⅢ+/

CD133+ U87干细胞移植瘤模型检测bsCAR-T细胞对移植瘤生长的抑制作用。结果：vⅢscFv和CD133scFv通过重叠PCR无缝连

接入二代CAR 表达框（S-vⅢscFv/CD133scFv-Hinge-TM-CD137-CD3z）中，然后克隆入pCDH-MSCV-MCS-EF1-copGFP载体的

EcoRⅠ和BamHⅠ位点（pbsCAR）。3种质粒（pVSV-G、pCMV-dR8.9和pbsCAR）共转染HEK293T细胞制备慢病毒载体，转染外周

血T细胞，FCM检测bsCAR表达率为71.1%，WB法结果显示bsCAR表达正确。bsCAR-T细胞和vⅢ+/CD133+ U87干细胞共培养检

测结果显示，bsCAR-T细胞对胶质瘤干细胞具有特异性杀伤作用，与效靶比呈正比；IFN-γ分泌量为（2 350.6±92）pg·mL-1，明显高于

对照组（P<0.01）。裸鼠移植瘤动物模型显示，bsCAR-T细胞在体内具有明显的移植瘤抑制作用（P<0.01）。结论：bsCAR-T细胞能

够特异性靶向杀伤vⅢ+/CD133+胶质瘤干细胞，实验结果为促进实体瘤的细胞免疫治疗提供了实验依据。
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[Abstract] Objective: To prepare bsCAR-T cells and observe its targeted killing effect on epidermal growth factor variant Ⅲ (EGFRvⅢ+,

simplified as vⅢ+) and CD133+ glioma stem cells. Methods: Based on the previously generated vⅢ/CD133 minibody and second-generation

CAR, bispecific CAR (bsCAR) was constructed. Lentiviral bsCAR were prepared for the transfection of human peripheral blood T cells.

Flow cytometry (FCM) and Western blot test were used to detect the transfection efficiency and expression of bsCAR. After bsCAR-T cells

were co-cultured with vⅢ+/CD133+ U87 glioma stem cells, their killing effects were detected by LDH release test and cytokine IFN-γ

secretion. vⅢ+/CD133+ U87 stem cell transplantation tumor model of nude mouse was established to test the inhibition of bsCAR-T cells

on transplanted tumors. Results: vⅢscFv and CD133scFv were joined seamlessly by over-lap PCR with CAR expression cassette (S-vⅢ/

CD133scFv-Hinge-TM-CD137-CD3z). The above bsCAR construct was then cloned into EcoRⅠ and BamHⅠ sites of pCDH-CMV-MCS-

EF1-copGFP (pbsCAR). Lentiviral bsCAR were prepared by co-transfection of three plasmid (pVSV-G, pCMV-dR8.9 and pbsCAR) into

HEK293T cells and later transfected human peripheral blood T cells. The expression of bsCAR detected by flow cytometry was 71.1%.

Western blot analysis showed correct expression of bsCAR. The co-culture assay of bsCAR-T cells and vⅢ+/CD133+ U87 stem cells showed

that bsCAR-T cells had specific killing effect on glioma stem cells, which was proportional to the effector-target ratio. IFN-γ secretion was

(2 350.6±92) pg•mL-1, which was significantly higher than that of the control group (P<0.01). Nude mice transplantation tumor model

demonstrated the transplantation tumor inhibition effect of bsCAR-T cells in vivo (P<0.01). Conclusion: bsCAR-T cells can kill specifically

vⅢ+/CD133+ glioma stem cells, which provides experimental basis for cell immunotherapy of solid tumors.

[Key words] epidermal growth factor variant Ⅲ; CD133; bispecific CAR; vⅢ+/CD133+ U87 glioma stem cell; cancer stem cell
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近年来，以CAR-T细胞为代表的肿瘤免疫治疗

新方法发展迅速，其在血液肿瘤中表现出的颠覆性

治疗效果，为肿瘤患者带来新的希望[1-2]。然而，

CAR-T细胞在实体瘤中仍面临极大挑战，肿瘤异质

性、免疫抑制微环境等限制了其在实体瘤中的应

用[3]。研究者一方面优化CAR结构，增强其杀伤性和

可调控性；另一方面选择更有效的分子靶点，以实现

对肿瘤细胞的精准杀伤[4]。肿瘤干细胞具有高度的

自我更新、分化潜能和致瘤能力，在肿瘤发生发展、

放化疗抵抗、转移和复发中的作用受到广泛关注和

深入研究[5]。CD133是肿瘤干细胞的标志物，在脑胶

质瘤、乳腺癌等许多肿瘤中得到证实[6]。表皮生长因

子Ⅲ型突变体（epidermal groth factor variant Ⅲ ，

EGFRvⅢ，简称 vⅢ）是为数不多的肿瘤特异性抗原

之一[7]，在多种实体瘤中表达，而表达 vⅢ/CD133的

肿瘤干细胞在脑胶质瘤中早已被发现[8]。本研究基

于课题组前期研制的 vⅢ/CD133双特异性微抗体[9]

和二代CAR[10]，设计和构建双特异性CAR（bispecific

CAR，bsCAR），转染T细胞，检测其靶向杀伤作用，旨

在为bsCAR-T细胞在实体瘤中的应用提供实验依据

和研究基础。

1 材料与方法

1.1 动物、细胞与主要试剂

BALB/cA 裸鼠购自中国科学院上海实验动物

中心（实验动物合格证号：SCXK20160011）。vⅢ+U87、

CD133+U87、vⅢ+/CD133+ U87 等细胞均由本实验室

构建保存。限制性内切酶 EcoRⅠ及 BamHⅠ购自

BioLabs 公司，pVSV-G、pCMV-dR8.9、pCDH-MSCV-

MCS-EF1-copGFP 质粒均购自 Novagen 公司。人外

周血淋巴细胞分离液购自 TBD 公司，重组人源化

CD3单抗购自Novoprotein公司，鼠抗人CD3ζ抗体、

HRP标记羊抗鼠二抗购自 Santa Cruz公司，PE标记

的羊抗鼠二抗购自 Jackson Immunoresearch公司。乳

酸脱氢酶（LDH）释放检测试剂盒购自 Beyotime 公

司，ELISA 试剂盒购自 Neobioscience 公司。CD3 微

磁珠购自Miltenyi Biotec公司，CD3/CD28 免疫磁珠

购自Life Technologies 公司。

1.2 bsCAR表达载体构建

从前期构建的 vⅢ基因重组抗体[11]、vⅢ/CD133

微抗体[9]获得vⅢscFv（726 bp）、CD133scFv（741 bp），

重叠PCR将两者连接（vⅢ/CD133scFv，1 467 bp）；利用

无缝连接入先前构建的二代 CAR 中 [10]，表达框为

S-vⅢ/CD133scFv-Hinge-TM-CD137-CD3ζ（2142 bp）；

将该表达框克隆入 pCDH-MSCV-MCS-EF1-copGFP

质粒的 EcoRⅠ和 BamHⅠ位点，新载体命名为

pbsCAR（图 1A）。氨苄抗性LB平板筛选阳性菌落，

质粒 DNA 提取后限制性内切酶片段分析（酶切+

1%琼脂糖凝胶电泳）及核酸测序鉴定。载体构建所

用引物如表1所示，下划线者为限制性内切酶位点。

表1 pbsCAR载体构建所用引物

基因名称

vⅢscFv

CD133scFv

bsCAR

引物序列（5'~3'）

F：ATGGGATGGAGCTGTATCAT

R：TTTGATTTCCAGCTTGGTGCCA

F：GATGTTTTGATGACCCAAACT

R：CGCAGAGACAGTGACCAGAGT

F：GCGAATTCACCATGGGATGGAGCTGTATCAT

R：GCGGATCCTTAGCGAGGGGGCAGGGCCT

1.3 bsCAR-T细胞的制备

首先通过磷酸钙沉淀法将 pVSV-G、pCMV-

dR8.9和 pbsCAR质粒共转染HEK293T细胞，48 h后

收集上清，过滤、浓缩后检测病毒滴度，获得慢病毒

bsCAR（lentiviral bsCAR，LV-bsCAR）载体。健康人

外周血Ficoll密度梯度法获得单个核细胞，CD3微磁

珠分选CD3+ T细胞，CD3/CD28 免疫磁珠激活 T 细

胞（磁珠∶细胞=1∶1），激活后次日以感染复数为 5

的LV-bsCAR感染CD3+ T细胞获取 bsCAR-T 细胞，在

IL-2（30 U/mL）存在下扩增14 d，用于后续实验。

1.4 FCM和WB法检测感染后CD3+ T细胞中bsCAR

的表达

收集3×105个感染后CD3+ T细胞，PBS洗涤后加

PE标记的山羊抗小鼠 IgG F（ab）2抗体2 μL，室温避光处

理20 min。PBS洗涤后重悬于500 μL FACS缓冲液，

上机检测。未转染T淋巴细胞用于设门。WB 法

过程如下：LV-bsCAR感染CD3+ T细胞48 h后收集细

胞，裂解后加热变性、离心取上清液检测蛋白质含

量，8% SDS-PAGE分离蛋白质样本，半干转移法将蛋

白质样本转移至 PVDF膜，10%脱脂奶粉室温下封

闭2 h，加入鼠抗人CD3ζ一抗（1∶1 000）4 ℃下处理过

夜，加入HRP标记羊抗鼠二抗（1∶5 000）室温下处理

1 h，ECL化学发光法显色，采集图像，Image J软件分

析蛋白质条带灰度值。

1.5 LDH 释放实验检测 bsCAR-T 细胞对 v Ⅲ+/

CD133+ U87干细胞的特异性杀伤作用

将vⅢ/CD133+ U87靶细胞接种于96孔板（1×104

个/孔）中，按效靶比 5∶1、10∶1、20∶1、40∶1加入效应

细胞（bsCAR-T细胞），共培养24 h，加入LDH释放试

剂（培养液体积的 1/10），1 h后收上清液，加LDH工

作液 60 μL，室温避光处理 30 min 后上机检测。靶

细胞的阳性对照为 vⅢ+ U87和CD133+ U87细胞，阴
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性对照组为野生型U87细胞（WTU87）；效应细胞对

照设为未转染T细胞（NT-T）。对照组细胞毒性测定

方法与上述方法相同。

1.6 ELISA检测bsCAR-T细胞 IFN-γ的分泌水平

按效靶比=5∶1将靶细胞和效应细胞在24孔板中

共培养 24 h，ELISA测定上清液中 IFN-γ含量。靶细

胞的阳性对照与阴性对照、效应细胞的对照同1.5，对

照组细胞因子检测方法与上述相同。

1.7 裸鼠移植瘤实验检测 bsCAR-T 细胞对 vⅢ+/

CD133+ U87干细胞移植瘤的抑制作用

6周龄雌性 BALB/cA 裸鼠右侧大腿皮下接种

5×106个vⅢ+/CD133+ U87干细胞，建立移植瘤裸鼠模

型。在细胞接种后10～14 d肿瘤体积约500 mm3时，

按随机表法将小鼠随机分为4组（每组4只），尾静脉

注射细胞 1×107个/100 μL，设 bsCAR-T 细胞组、vⅢ

CAR-T细胞为阳性对照组，未转染T细胞（NT-T）组

和 PBS为阴性对照组。通过卡尺测量肿瘤生长，使

用公式[1/2×长×（宽）2]计算肿瘤体积。观察至第60天将

动物进行安乐死。动物实验方案已获郑州大学人民医

院伦理委员会审查批准（批准号：No. 20190410-02）。

1.8 统计学处理

所有实验均独立重复 3次。应用SPSS17.0统计

软件分析实验数据。符合正态分布的计量资料

以 x̄±s 表示，两组间比较采用 t 检验。以P<0.05或

P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建vⅢ/CD133 bsCAR载体

pbsCAR 载体通过以下三个步骤完成构建(图

1A)：vⅢ/CD133scFv和 S-vⅢ/CD133scFv-Hinge-TM-

CD137-CD3ζ -bsCAR 克 隆 入 pCDH-MSCV-MCS-

EF1-copGFP 质 粒 的 EcoR Ⅰ 和 BamH Ⅰ 位 点

（pbsCAR）。bsCAR结构如图 1B所示：胞外区（信号

肽、单链抗体、铰链）、穿膜区、胞内信号区（CD137、

CD3ζ）。pbsCAR全长9 683 bp，bsCAR表达框2 142 bp，

基础载体 7 541 bp，经 EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切和

1.2%琼脂糖凝胶电泳，图 1C右第 3泳道可见上下两

条带，上方为基础载体，下方为 bsCAR 表达框。经

DNA测序分析与设计序列完全一致，表明重组载体

pbsCAR构建成功。

A：bsCAR各基因片段连接步骤；B：bsCAR结构示意图；C：pbsCAR双酶切电泳鉴定，其中（a）重叠PCR，1泳道为DNA链长度

标志、2泳道为CD133scFv、3泳道为 vⅢscFv、4泳道为 vⅢ/CD133scFv连接后，（b）酶切电泳，1泳道为DNA链长度标志、2泳道

pbsCAR（无酶切）、3泳道为pbsCAR酶切后的基础载体和bsCAR

图1 pbsCAR的结构与鉴定

2.2 LV-bsCAR包装及感染效率检测

用磷酸钙沉淀法将 3 种质粒（pVSV-G、pCMV-

dR8.9、pbsCAR）共转染HEK293T细胞包装病毒，72 h

后绿色荧光细胞达95%以上（图2A）。用p24 ELISA

试剂盒测病毒滴度，结果为（2～9）×106 TU/ml。FCM

检测 LV-bsCAR的转染效率可达 70%以上（图 2B）。

WB法检测结果（图 2C）显示，LV-bsCAR转染的T细

胞检测到表达蛋白的分子质量约为8×104（图2C），与

计算的相对分子质量一致，空白对照未检测到相应

蛋白表达（图2C），表明bsCAR在T细胞中表达成功。
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A：LV-bsCAR在HEK293T细胞中呈现荧光（a白光下对照、b荧光镜下，×100）；B：LV-bsCAR转染T细胞效率（a设门、b在T细胞表

达率）；C：WB法检测bsCAR的表达，N为未转染T细胞，T为LV-bsCAR转染T细胞

图2 LV-bsCAR的感染效率及bsCAR转染T细胞的鉴定

2.3 bsCAR-T细胞对vⅢ+/CD133+ U87干细胞的杀伤

效应细胞（bsCAR-T细胞）与靶细胞（vⅢ+/CD133+

U87干细胞）共培养24 h后，LDH释放试验检测效靶

比为5∶1、10∶1、20∶1、40∶1时bsCAR-T细胞的杀伤效

果，效应细胞和靶细胞均设阳性和阴性对照。检测

结果（图3）表明：（1）随着效靶比的升高，bsCAR-T细胞

对 vⅢ+/CD133+ U87干细胞的杀伤能力逐渐增强，与

对照组相比，差异均有统计学意义（均 P<0.05，图

3A）；（2）效应细胞对照组（vⅢ CAR-T 细胞，CD133

CAR-T 细胞）和靶细胞对照组（vⅢ+ U87、CD133+

U87、WTU87细胞）的杀伤实验也圴证明了bsCAR-T

细胞的特异性杀伤作用（均P<0.05，图 3B）。本研究

表明，bsCAR-T 细胞能特异识别并有效杀伤 vⅢ+/

CD133+ U87干细胞。

2.4 bsCAR-T细胞的 IFN-γ分泌量

为了进一步验证 bsCAR-T 细胞对 vⅢ+/CD133+

U87干细胞的选择性识别和杀伤作用，检测了细胞共

培养上清液中 IFN-γ水平。分组和对照组设定同上，

结果（图 3C）显示：bsCAR-T细胞与阳性对照组显示

一致的特异性杀伤，效应细胞与靶细胞共培养 24 h

后，IFN-γ分泌量为（2 350.6±92）pg·mL-1，与阴性对照

相比有显著差异（P<0.01），表明 bsCAR-T细胞可特

异性识别 vⅢ+/CD133+ U87 干细胞并分泌大量的

IFN-γ将其杀伤。

与NT-T细胞比较，*P<0.05，**P<0.01；与CD133 CAR-T细胞比较，△P<0.01，△△P<0.01；与vⅢCAR-T细胞比较，▲P<0.01，▲▲P<0.01

A：bsCAR-T细胞对EGFRvⅢ+/CD133+ U87干细胞杀伤活性；B：效应细胞和靶细胞的不同对照组显示特异性杀伤作用；

C: bsCAR-T细胞的 IFN-γ释放实验

图3 bsCAR-T细胞对EGFR vⅢⅢ+/CD133+ U87干细胞的特异性杀伤作用

2.5 bsCAR-T 细胞抑制 vⅢ+/CD133+ U87 干细胞裸

鼠移植瘤的生长

采用 BALB/cA 裸鼠皮下接种 vⅢ+/CD133+ U87

干细胞建立移植肿瘤模型，各组荷瘤裸鼠分别注射

1×107个bsCAR-T、vⅢ CAR-T细胞（阳性对照）、未转

染T细胞和PBS（阴性对照）。接受 bsCAR-T细胞和

vⅢCAR-T细胞注射的小鼠3周后移植瘤的生长受到

抑制，而阴性对照组移植瘤则继续生长。基于动物

伦理要求，小鼠移植瘤大于 1 500 mm3时被安乐死。

移植瘤生长曲线结果显示，bsCAR-T细胞组与阳性

对照之间差异无统计学意义（P>0.05、与阴性对照组

之间的差异具有显著统计学意义（P<0.01，图 4），说

明bsCAR-T细胞在体内能够发挥抗肿瘤作用。

3 讨 论

肿瘤免疫治疗经历了三十余年的风雨历程迎来

了新的跨越，CAR-T细胞免疫治疗所表现出的杀伤

性、靶向性和持久性，提高了临床治疗效果，在复发
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及难治性白血病和淋巴瘤等血液肿瘤中取得了可喜

的成功，商品化的 CAR-T 细胞治疗产品已得到批

准[12-13]。中国的抗肿瘤学者也在积极的探索之中，并

取得了可喜的成果，出台了新的细胞治疗技术规范，

众多临床试验正在进行之中[14-17]。

与NT-T细胞组或PBS组比较，**P<0.01

图4 bsCAR-T细胞抑制裸鼠移植瘤生长

肿瘤干细胞的发现使人们重新认识了肿瘤的起

源和本质，也为肿瘤治疗提供了新的思路，靶向肿瘤

干细胞成为肿瘤治疗的研究重点[18]。CD133是得到

广泛认可和研究较多的肿瘤干细胞标志物之一，

CD133+肿瘤细胞在体外能形成神经球样克隆，具有

很强的致瘤性、自我更新和分化能力[19]。EGFRvⅢ在

多种人类肿瘤中有很高的表达率（30%~89%），比如

脑胶质瘤、肝癌、肺癌、结肠癌等 [20-21]，其表达所导致

的信号通路组成型激活与肿瘤的恶性表型密切相

关，作为肿瘤治疗的分子靶点备受关注[20]。vⅢ/CD133

共表达的肿瘤干细胞在胶质瘤、乳腺癌中得到证实，

不断积累的研究表明其在肿瘤发生发展中的关键

作用[22]。

CD133+肿瘤干细胞特性和具有的细胞表面成分

使其受到肿瘤靶向治疗的青睐[23]。vⅢ是肿瘤特异性

抗原，各种靶向治疗策略中的热点靶标，靶向 vⅢ的

治疗性抗体、小分子药物等已在研究中[24-25]。本课题

组前期已制备 vⅢ基因重组抗体[11]、vⅢ/CD133微抗

体[9]、靶向vⅢ CAR[10]等，为制备vⅢ/CD133双特异性

CAR打下基础。靶向vⅢ CAR-T细胞在胶质瘤应用

已有多个临床试验正在进行中，初步的研究结果显

示 了 良 好 的 抗 肿 瘤 作 用[26]。 本 课 题 组 已 在

ClinicalTrials.gov 成功注册（NCT03941626），正在筛

选患者入组。双特异性抗体的设计，vⅢ scFv 和

CD133scFv之间采用（Gly4Ser）4串联（Tandem）连接，

该链接可以使两者互不影响。CAR以信号肽-胞外

区-铰链区-穿膜区-胞内信号区，该表达框在引导人

工合成受体的穿透细胞膜、穿膜锚定、T细胞激活、细

胞毒性、杀伤活性等方面表现良好。pCDH-MSCV-

MCS-EF1-copGFP是双启动子载体（MSCV，EF1），目

的基因和标识基因都能有效表达。本研究中FCM和

荧光显微镜观察显示 bsCAR和GFP的良好表达（图

2A、B），T细胞中可检测到 70%的 bsCAR表达。WB

法结果也提示bsCAR的表达正确（图2C）。

双特异性靶向策略为精准治疗提供了可能，目

前有 30余种双特异性抗体在临床试验中，双特异性

CAR-T细胞也正在体外和体内研究中，靶点有CD19/

CD20、BMCA/CD38、CD5/CD7和HER2/IL13Ra2等，

通过重定向T细胞、信号通路阻断、双靶点定位等方

式，提高治疗潜能[16-17,27-29]。本课题组研制的bsCAR-T

细胞旨在通过双特异性靶向肿瘤干细胞，bsCAR-T

细胞与vⅢ+/CD133+ U87干细胞共培养，通过LDH释

放试验和 IFN-γ分泌，证明了 bsCAR-T 细胞的杀伤

性，且随着效靶比的提高逐渐增强；通过对照组的设

置说明其靶向性。裸鼠动物模型试验也得到相似的

结果。然而，实体瘤存在分子异质性，vⅢ/CD133在

实体瘤的表达和体外培养细胞中存在差异，靶向杀

伤作用需要人源肿瘤移植、NOD/SCID小鼠模型进一

步验证。

CAR-T细胞免疫治疗为肿瘤治疗带来了新的机

遇，其在实体瘤中的应用仍面临诸多挑战，如分子靶

点选择、CAR结构优化、基因转导效率、T细胞亚群的

选择、细胞可调控性、输注方案等问题，本研究为双

特异性CAR-T细胞靶向肿瘤干细提供了实验基础，

相信随着分子肿瘤学研究的深入和细胞治疗技术的

进步，肿瘤免疫治疗必将为广大患者带来福祉。
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