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EGFRvⅢ/CAR-T对EGFRvⅢ+U87胶质瘤细胞和裸鼠移植瘤的特异性

杀伤作用

郑岩，谢甲贝△，曹名波，张炳勇，李修岭，韩双印（郑州大学人民医院干细胞研究中心，河南郑州 450003）

[摘 要] 目的：制备靶向EGFRvⅢ的第三代CAR-T(EGFRvⅢ/3CAR-T)，检测其在体外和体内对EGFRvⅢ+ U87胶质瘤细胞的

特异性杀伤效应。方法：用磷酸钙沉淀法将三质粒共转染HEK293T细胞包装EGFRvⅢ/3CAR慢病毒（LV-EGFRvⅢ/3CAR），感

染健康人CD3+T细胞，Western blotting和流式细胞术检测T细胞中EGFRvⅢ/3CAR的表达水平，51Cr释放法检测EGFRvⅢ/3CAR-

T对EGFRvⅢ+ U87细胞的体外杀伤效应，ELISA法检测EGFRvⅢ/3CAR+ T的 IFN-γ分泌水平。构建裸鼠异种胶质瘤移植模型，

检测EGFRvⅢ/3CAR-T对移植瘤的体内杀伤活性。结果：EGFRvⅢ/3CAR慢病毒包装成功，滴度值为 5×106 TU/ml。Western

blotting在相对分子质量58 000处检测到EGFRvⅢ/3CAR表达，未转导组无相同分子量蛋白表达。流式细胞术检测结果显示EG-

FRvⅢ/3CAR转导效率平均为52.3%，51Cr释放法检测EGFRvⅢ/3CAR-T特异性杀伤作用与E∶T值（E∶T为4∶1、为8∶1、16∶1、32∶

1）呈正比关系。ELISA法检测到细胞因子 IFN-γ分泌量为(1 836±148.2) pg/ml，与NT T和GFP+ T细胞相比差异有统计学意义（P

＜0.01）。EGFRvⅢ/3CAR+ T细胞的特异性杀伤活性及 IFN-γ分泌均依赖于EGFRvⅢ在U87细胞中的表达水平。体内肿瘤生长

检测结果显示，注射后3周EGFRvⅢ/3CAR+ T组肿瘤体积较GFP+ T细胞和PBS组差异有统计学意义（P<0.01）。结论：EGFRvⅢ/

3CAR-T在体外和体内均能发挥靶向杀伤EGFRvⅢ+脑胶质瘤细胞的作用，为后续临床试验提供依据。
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Specific cytotioxicity of EGFRvⅢ oriented chimeric antigen receptor-engineered
T cells on EGFRvⅢ+ glioma U87 cells and the transplanted tumor in nude mice

ZHENG Yan, XIE Jiabei△, CAO Mingbo, ZHANG Bingyong, LI Xiuling, HAN Shuangyin (Stem Cell Research Center, People’s Hos-

pital Affiliated to Zhengzhou University, Zhengzhou 450003, Henan, China)

[Abstract] Objective:To prepare the third generation CAR-T cells targeting EGFRvⅢ (EGFRvⅢCAR-T) and to detect its specific

killing effect against EGFRvⅢ+ U87 cells in vitro and in vivo. Methods: Human CD3+ T cells were transfected with lentiviral EGFRv

Ⅲ/3CAR, which was generated by calcium phosphate co-precipitation of three plasmids. The expression of EGFRvⅢ/3CAR in T cells

was detected by Western blotting and flow cytometry. In vitro killing effect of EGFRvⅢ/3CAR-T cells on EGFRvⅢ+ U87 cells was de-

tected by 51Cr release assay. The secretion of cytokine IFN-γ of EGFRvⅢ/3CAR-T cells was detected by ELISA. Nude mouse xenograft

model was constructed to detect the in vivo cytotoxicity of EGFRvⅢ/3CAR-T cells on xenograft tumor. Results: The EGFRvⅢ/3CAR

lentivirus was successfully packaged with an average titer of 5×106 TU/ml. Western blotting showed that a protein band of approximate

58 000 molecular weight was observed in EGFRvⅢ/3CAR-T cells but absent in untransfected T cells. Flow cytometry indicated the av-

erage transduction efficiency of EGFRvⅢ/3CAR was 52.3%. 51Cr release assay showed that the specific killing effect of EGFRvⅢ/

3CAR-T cells was positively correlated with E/T ratio (E∶T=4∶1, 8∶1, 16∶1, 32∶1). ELISA showed that cytokine IFN-γ secretion was

(1 836±148.2) pg/ml, which was significantly different from that of NT T and GFP+ T cells (P<0.01). The specific killing activity of EG-

FRvⅢ/3CAR-T cells and IFN-γ secretion were both dependent on the expression level of EGFRvⅢ in U87 cells. The tumor growth
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monitoring results showed that the tumor volume of EGFRvⅢ/3CAR-T cell group was significantly different from that of GFP+ T cell

group and PBS group around 3 weeks after injection (P<0.01). Conclusion: EGFRvⅢ/3CAR-T cells demonstrated specific antitumor

effect against EGFRvⅢ+ U87 cells both in vitro and in vivo, providing basis for immunotherapy of glioma in future clinical use.

[Key words] EGFRvⅢ; chimeric antigen receptor; glioma; U87 cell; immunotherapy

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(4): 334-339. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.04.003]

嵌合抗原受体修饰 T 细胞（chimeric antigen re-

ceptor engineered T cells，CAR-T）是一种新兴的肿瘤

免疫治疗技术，展现出良好的靶向性、杀伤性、持久

性[1]。靶向CD19的CAR-T在B细胞恶性肿瘤中表现

出显著的抗肿瘤活性，取得了惊人的治疗效果[2-3]。

CAR-T治疗在血液肿瘤中的成功激励着研究者在实

体瘤治疗中积极探索[4-6]。表皮生长因子受体Ⅲ型突

变体（EGFRvⅢ）由EGFR胞外段外显子 2～7缺失突

变产生，是脑胶质瘤和其他恶性肿瘤中表达率很高

的肿瘤特异性抗原，是肿瘤治疗的理想靶点[7]。近期

一项靶向EGFRvⅢ的脑成胶质细胞瘤Ⅰ期研究[8]中，

CAR-T治疗展现出良好的耐受性和安全性，值得进

一步探讨。本研究基于课题组前期构建的第三代嵌

合抗原受体EGFRvⅢ scFv-CD28-CD137-CD3ζ表达

载体[9]，利用慢病毒修饰 T 淋巴细胞制备 EGFRvⅢ

CAR-T，观察其对脑成胶质细胞瘤U87细胞和裸鼠移

植瘤的作用，为靶向EGFRvⅢ的CAR-T的临床应用

提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料及试剂

人神经胶质瘤细胞系U87、HEK293T细胞、EG-

FRvⅢ+ U87细胞株（Neomycin抗性，由作者建立于斯

坦福大学Albert Wong教授实验室[10]）均由本实验室

保存。6周龄雌性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)。Ficoll淋巴细胞分离液购自 Solar-

bio公司，CD3MicroBeads购自Miltenyi Biotec公司，

CD3/CD28 Dynabeads 购自 Life Technologies公司。

PVDF 膜购自 Millipore 公司，PE标记的抗鼠 IgG F

(ab)2抗体购自 eBioscience公司，鼠抗人CD3ζ抗体、

HRP标记的羊抗鼠 IgG抗体均购自Santa Cruz公司。

ECL发光试剂盒购自碧云天公司。p24 ELISA试剂

盒购自Cell Biolabs公司，ELISA试剂盒购自R＆D公

司。

1.2 EGFRvⅢ/3CAR慢病毒包装及T淋巴细胞转导

EGFRvⅢ scFv从课题组前期制备的EGFRvⅢ特

异性重组抗体中分离，该抗体对EGFRvⅢ肽的亲和

力为 1.7×107 M-1 [10]。EGFRvⅢ scFv-CD28-CD137-

CD3ζ表达载体(pCDH-EGFRvⅢ/3CAR)前期已成功

构建。三质粒系统（pVSV-G，pCMV-dR8.9和 pCDH-

EGFRvⅢ/3CAR）用磷酸钙沉淀法共转染 HEK293T

细胞。48 h后收集上清过滤，浓缩后用p24 ELISA试

剂盒检测病毒滴度。采集健康人外周血10 ml，Ficoll

分离外周血单个核细胞（PBMC），CD3MicroBeads分

选CD3+ T细胞，CD3/CD28 Dynabeads激活T细胞（磁

珠∶细胞=1∶1）。激活后第二天以MOI为5的EGFRv

Ⅲ/3CAR 慢病毒感染 CD3+ T 细胞。 IL-2（30 units /

ml）存在下扩增14 d，用于后续实验。

1.3 Western blotting、流式细胞术检测 CD3+ T 细胞

表达EGFRvⅢ/3CAR的水平

Western blotting：LV-EGFRvⅢ/3CAR 感染 CD3+

T细胞 48 h后收集并裂解细胞，加热变性、离心取上

清、8%SDS-PAGE、电转移至 PVDF膜，鼠抗人CD3ζ

(1︰1 000) 为一抗、羊抗鼠 IgG/HRP(1︰5 000) 为二抗，

ECL化学发光法显色。对照组为未转染T淋巴细胞。

流式细胞术：收集3×105个细胞，PBS洗涤后加入

PE标记的抗鼠 IgG F(ab)2抗体 2 μl，室温避光孵育 20

min。PBS 洗涤，重悬于 500 μl FACS 缓冲液上机检

测。每个流式直方图至少包含10 000个事件数。未

转染T淋巴细胞用于设门。

1.4 51Cr释放法检测EGFRvⅢ/3CAR-T对U87细胞

的靶向杀伤活性

0.1 m Ci（3.7 MBq）51Cr标记 1×106个靶细胞、以

效应细胞：靶细胞（E∶T）为 4∶1、8∶1、16∶1和 32∶1的

比例混合。孵育 4 h后，收集上清液，WIZARD2γ计

数仪（PerkinElmer）测 cpm值。根据以下公式计算特

异性裂解百分比：（实验组 cpm-自发释放组 cpm）/（最

大释放组cpm-自发释放组cpm）×100%。效应细胞的

对照设为GFP+ T细胞和未转导（NT）T细胞。以EG-

FRvⅢ阴性U87细胞为对照。

1.5 ELISA法检测EGFRvⅢ/3CAR-T的 IFN-γ分泌

水平

效应细胞与靶细胞按E∶T=8∶1在96孔板中共培

养，24 h后，使用ELISA试剂盒测定上清液的 IFN-γ

分泌量。对照组与上述细胞毒性测定相同。

1.6 动物实验检测 EGFRvⅢ/3CAR-T 对 EGFRvIII+

U87细胞裸鼠移植瘤的体内杀伤作用

6周龄雌性BALB/cA裸鼠皮下接种5×106个EG-

FRvⅢ+ U87细胞，建立异种肿瘤移植裸鼠模型。在

肿瘤细胞接种后约 10～14 d 肿瘤负荷达到约 500

mm3时，将小鼠分为3组（每组4只），尾静脉注射不同
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T 细胞 1×107个/100 μl（EGFRvⅢ/3CAR-T 或 GFP+ T

细胞）和对照PBS。随后通过卡尺测量肿瘤生长，并

使用公式：1/2×长×（宽）2计算肿瘤体积。动物实验方

案通过郑州大学生物医学研究伦理审查。

1.7 统计学处理

采用SPSS 17.0软件进行统计学分析。计量资料

用 x̄±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组

间比较采用 t检验，以P<0.05或P<0.01表示差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 LV-EGFRvⅢ/3CAR慢病毒包装及感染效率检测

EGFRvⅢ/3CAR表达载体前期已构建，结构如图

1A所示：由EGFRvⅢscFv（726 bp）、铰链区和穿膜区

(213 bp)、CD28（123 bp）、CD137 胞内信号区（126

bp），CD3ζ链（336 bp）组成。三质粒(pCDH-EGFRv

Ⅲ/3CAR、pVSV-G、pDel8.9)用磷酸钙沉淀法共转染

HEK293T 细胞包装病毒。72 h后见大量荧光，绿色

荧光细胞达 95%以上(图 1B)，说明病毒包装效率较

高。p24 ELISA试剂盒测病毒滴度，结果为（2～8）×

106 TU /ml。流式细胞术检测CAR的转染效率可达

60% 以上（图 1C），平均转染效率为 52.3%（图 1D）。

Western blotting 检测结果（图 1E）显示，EGFRvⅢ/

3CAR转染的 T细胞检测到相对分子质量约 58 000

的蛋白表达(图1E泳道2)，与计算的相对分子质量一

致，空白对照未检测到此蛋白表达(图 1E泳道 1)，表

明嵌合抗原受体EGFRvⅢ/3CAR在T淋巴细胞表面

成功表达。

A:Schematic representation of EGFRvIII/3CAR construction; B:The GFP expression in HEK293T cells. a,White light; b, Fluorescent

light; C, D:Transduction efficiency of T cells was measured by flow cytometry; E: EGFRvⅢ/3CAR expression in T cells was detected

by Western blotting. 1, Nontransducted T cells(NT T); 2, Transducted T cells

图1 成功构建表达EGFRvⅢ/3CAR的CD3+T细胞

Fig.1 CD3+ T cells expressing EGFRvⅢ/3CAR were successfully constructed
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2.2 EGFRvⅢ/3CAR-T 体外靶向杀伤 EGFRvⅢ+

U87细胞

效应细胞与靶细胞共培养4 h后，检测效靶比为

4∶1、8∶1、16∶1、32∶1时，EGFRvⅢ/3CAR-T对EGFRv

Ⅲ阳性或阴性U87细胞的杀伤作用。结果（图2A）显

示，EGFRvⅢ/3CAR-T对EGFRvⅢ+ U87细胞的细胞

毒性随E∶T比例增加而增加，在E︰T比例为 4∶1时，

EGFRvⅢ/3CAR-T 的特异性杀伤能力与 GFP+ T 或

NT T细胞对照组比较差异有统计学意义（P<0.05），

在E∶T比例为 8∶1、16∶1、32∶1时，EGFRvⅢ/3CAR-T

的特异性杀伤能力与GFP+ T或NT T细胞对照组比

较差异显著（P<0.01，图 2A，左），且 E∶T 比例为 8∶1

时，杀伤活性超过50%。相比之下，3个不同组的T细

胞与 EGFRvⅢ- U87细胞共培养时没有发现明显的

杀伤活性（图 2A，右）。证明EGFRvⅢ/3CAR-T对表

达EGFRvⅢ+ U87细胞杀伤的特异性和有效性。

*P＜0.05，**P＜0.01 vs GFP+ T or NT T group

A: Target killing activity of EGFRvⅢ/3CAR-T cells on EGFRvⅢ+ U87 cells; B:Target killing activity of EGFRvⅢ/3CAR-T cells on

EGFRvⅢ- U87 cells; C: EGFRvⅢ/3CAR-T cells improved IFN-γ secretion of EGFRvⅢ+ U87 cells

图2 EGFRvⅢ/3CAR-T靶向杀伤活性分析

Fig.2 Target killing activity analysis of EGFRvⅢ/3CAR-T

2.3 EGFRvⅢ/3CAR-T 促进 EGFRvⅢ+ U87 细胞

IFN-γ分泌

为了检测EGFRvⅢ/3CAR-T能否识别EGFRvⅢ+

U87细胞并获得效应细胞功能，ELISA法检测培养上

清中 IFN - γ 含量。结果（图 2B）显示，EGFRvⅢ/

3CAR-T与EGFRvⅢ+ U87细胞共培养 48 h后，IFN-γ

释放量为（1 836±148.2）pg/ml，显著高于 GFP+ T 和

NT T 细胞组（均 P<0.01）。IFN-γ释放在 EGFRvⅢ-

U87细胞组保持不变，表明EGFRvⅢ/3CAR-T以EG-

FRvⅢ依赖的方式发挥效应细胞功能。

2.4 EGFRvⅢ/3CAR-T 抑制 EGFRvⅢ+ U87 细胞裸

鼠移植瘤的生长

采用 BALB/cA 裸鼠皮下接种 EGFRvⅢ+ U87 细

胞建立异种肿瘤移植模型，裸鼠分别注射 1×107 EG-

FRvⅢ/3CAR-T、GFP+ T细胞和PBS。接受EGFRvⅢ/

3CAR-T的小鼠在注射 3周后肿瘤生长受到抑制，而

其他两组的肿瘤继续生长，根据动物伦理要求，小鼠

肿瘤体积大于 1 500 mm3时处死。肿瘤生长曲线结

果显示，EGFRvⅢ/3CAR-T组与对照组之间差异有显

著统计学意义（P<0.01，图 3），证实了 EGFRvⅢ/

3CAR-T在体内能够发挥抗肿瘤作用。同时，排除了

EGFRvⅢ/3CAR-T的抗肿瘤作用是由于其同种异体

作用引起的，因为接种的GFP+ T细胞对肿瘤生长没

有显示任何明显作用。

**P＜0.01 vs GFP+ T or NT T group

图3 EGFRvⅢ/3CAR-T显著抑制裸鼠移植瘤的生长

Fig.3 EGFRvⅢ/3CAR-T significantly inhibited the

growth of nude mice transplantation tumors in vivo

3 讨 论

过继性细胞治疗(adoptive cell therapy，ACT )是

肿瘤治疗研究的重点之一，近年以CAR修饰T细胞

为代表的免疫治疗新策略受到了国内外的广泛关

注[11-12]。CAR 将识别肿瘤相关抗原的单链抗体和 T

细胞的免疫活化基序相结合，通过基因转导赋予T细

胞非MHC依赖的肿瘤靶向杀伤能力。目前CAR-T

治疗主要应用于血液系统肿瘤，取得了令人振奋的

临床疗效，在实体瘤治疗方面也不断取得进展[13-15]。
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EGFRvⅢ是成胶质细胞瘤中最常见的突变，与

其恶性表型高度相关。作为肿瘤特异性抗原和理想

的分子靶点，多种靶向EGFRvⅢ的免疫疗法已经在

临床前和临床中展开，如多肽疫苗、树突状细胞疫

苗、治疗性抗体、CAR-T等，其中EGFRvⅢ CAR-T细

胞备受瞩目，包括本课题组在内的国内外多项研究

结果表明，靶向EGFRvⅢ CAR-T具有特异性杀伤胶

质瘤细胞的作用，是实现肿瘤长期抑制和脑成胶质

细胞瘤死亡率降低最有前景的治疗方法之一[16-19]。

CAR的功效可能受到许多因素影响，包括 scFv

亲和力、铰链区长度、胞内信号域等。近年来研究者

通过增加引入CAR结构中共刺激分子的数量及种类

来增强CAR-T的抗肿瘤能力。研究[20-23]显示，引入双

共刺激分子（CD28、CD137、ICOS）的第三代CAR能

进一步提高T细胞毒性，加快增殖和延长存活时间。

本研究以前期构建的第三代EGFRvⅢ CAR为基础，

制备EGFRvⅢ/3CAR-T，51Cr释放试验显示EGFRvⅢ/

3CAR-T能够特异性杀伤EGFRvⅢ阳性脑胶质瘤细

胞，随着效靶比的增加，杀伤能力增强。ELISA检测

到显著的细胞因子 IFN-γ分泌。裸鼠胶质瘤移植模

型显示EGFRvⅢ/3CAR-T具有明显的体内抗肿瘤活

性，实验组裸鼠观察 2个月余仍带瘤生存，对照组小

鼠瘤体生长迅速予以处死。本研究表明，增加共刺

激分子CD28和CD137提高了CAR-T杀伤恶性脑胶

质瘤细胞的有效性。

基于CAR的免疫治疗在很大程度上取决于有效

的T细胞基因转导。CAR-T治疗的大多数研究使用

逆转录病毒或慢病毒将目的基因导入T细胞中。与

逆转录病毒载体相比，慢病毒在转导非分裂细胞、承

载目的基因能力以及降低对转导基因沉默的易感性

方面具有优势[24]。本研究采用慢病毒感染T淋巴细

胞，流式细胞术检测转导效率可达 60%以上，West-

ern blotting检测显示在相对分子质量为 58 000处有

明显特异性条带出现，说明CAR分子已表达于T淋

巴细胞表面。

综上，本研究通过慢病毒转导方法，成功制备靶

向EGFRvⅢ的第三代CAR-T，体外和体内验证其抗

胶质瘤的特异性和有效性，为后续靶向 EGFRvⅢ

CAR-T的临床应用奠定基础。
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