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[摘 要] 目的：探索一种特异性靶向 CD19 分子的嵌合抗原受体修饰的 CD19-CAR-T 的构建方法，并明确其体外杀伤

靶细胞的效果。方法：运用分子克隆技术，将 PCR 获得的 CD19-CAR 片段构建到 pCDH-GFP 慢病毒载体上，利用包装

的慢病毒颗粒转染供者 CD3+ T 细胞，通过流式细胞术及 PCR鉴定转染效率，并通过 7-AAD染色鉴定扩增得到的CD19-

CAR-T细胞体外杀伤CD19+ Ramos靶细胞的效果。结果：经慢病毒转染T细胞在体外培养 10 d 后，CD3+ T 扩增达（78.8±

23.2）倍，（58.3±5.4）%的 CD3+ T 细胞表达 GFP，CD19-CAR-T 体外杀伤 CD19+ Ramos 靶细胞在效靶比 5∶1时效率为（57.4±

9.3）%。结论：本实验成功建立了一种有效的体外构建及扩增CD19-CAR-T的方法，且具有明显靶向性，为CD19+ B细胞肿瘤临

床治疗提供实验依据。
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[Abstract] Objective: To establish a chimeric antigen receptor（CAR）modified T cells specifically targeting CD19 molecule (CD19-

CAR-T cells) and to testify their in vitro killing effect on target cells. Methods: CD19-CAR fragments yielded by PCR were construct-

ed into pCDH-GFP lentiviral vectors by molecular cloning technology. The packaged lentiviral particles were transducted into CD3+

T cells of donors. Transduction efficiency was measured by flow cytometry and PCR. The in vitro cytotoxicity of obtained CD19-

CAR-T cells against CD19+ Ramos cells was tested by 7-AAD staining. Results: The amplification folds of CD3+ T cells increased to

(78.8± 23.2) folds after in vitro culture for 10 days, and about (58.3±5.4)% cells expressing GFP. About (57.4±9.3)% CD19+Ramos cells

were specifically killed by the CD19-CAR-T cells in vitro at the E∶T ratio of 5∶1. Conclusion: This study successfully established an

effective method for constructing and amplifying CD19-CAR-T cells in vitro, which showed profound efficiency and specific cytotoxi-

ty against CD19+ Ramos cells. And this report might provide an experimental evidence for clinical treatment of CD19+ B cell neoplas-

mas.
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应用CAR-T技术治疗B系淋巴细胞白血病及淋

巴瘤在国外临床上已经取得了令人瞩目的治疗效

果[1-3]。CAR-T疗法的核心机制是通过在T细胞表面

表达嵌合抗原受体，同时引入CD28和/或CD137（4-

1BB）等共刺激因子，形成具有靶向性、MHC非依赖

性和记忆性的新一代细胞治疗技术，其能够打破宿

主免疫耐受状态，克服肿瘤免疫逃逸，最终杀灭肿瘤

细胞，具有以往其他免疫细胞疗法所没有的卓越优

点[4-7]。国内近年才开始CAR-T技术领域的探索，但

目前仍缺乏规范的临床应用方案。本研究以临床应

用为基础，针对CD19+的血液系统恶性肿瘤设计了一

种可特异性识别CD19抗原的重组CD19-CAR-T，探

讨重组慢病毒转染健康供者来源T细胞的效果，建立

了安全有效的CD19-CAR-T的体外扩增方案，进一步

检测了其对靶细胞的体外杀伤作用，为CAR-T技术

在血液系统恶性肿瘤中的临床研究及应用提供实验

依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系和主要试剂

293T 及 Ramos 细胞系购自美国 ATCC 细胞库，

人外周血单个核细胞（PBMC）来源于江苏省中医院

健康供者，病毒包膜质粒 VSV-G 和包装质粒 ΔR、

REV 由苏州大学唐仲英血液研究中心杨林教授惠

赠。胎牛血清（FBS）购自美国Life Technology公司，

X-VIVO 15 培养基购自瑞士 Lonza 公司，鼠抗人

CD3-PerCP抗体、鼠抗人CD4-PE抗体、鼠抗人CD8-

APC - Cy7 抗体、鼠抗人 CCR7-APC 抗体、鼠抗人

CD45RA-PE 抗体以及鼠抗人同型对照 Isotype 抗体

均购自美国BD Bioscience公司，OKT3购自美国Bio-

legend公司，IL-2购自美国Peprotech公司，CD3磁珠、

MACS细胞分选缓冲液及LS纯化柱购自德国美天旎

公司。

1.2 构建pCDH-CD19-CAR重组质粒

由苏州金唯智生物科技有限公司合成 CD19

scFv序列FMC63，利用搭桥PCR技术将CD19-ScFv、

铰链区CH2-CH3、CD28穿膜区和信号区以及胞内传

递信号的CD3ζ片段依次串联，形成第二代CAR分子

结构的 CD19 - CAR，通过酶切位点 EcoRⅠ/Xba Ⅰ将

CD19 - CAR 连接到 pCDH -CMV-MCS-EF1-CopGFP

载体上获pCDH-CD19-CAR质粒，用于后续慢病毒包

装。

1.3 慢病毒制备与病毒滴度检测

将病毒包膜质粒VSV-G和包装质粒ΔR、REV与

pCDH-CD19-CAR共转染 293T细胞，收集含有包装

病毒的培养上清。通过超高速离心法浓缩上清中的

病毒颗粒，分装保存至-80℃冰箱。测定滴度前 1 d

将293T细胞接种于96孔板中，第2天感染前计数，并

加入病毒0.1 μl和1 μl。因为pCDH载体带有GFP融

合蛋白，感染72 h后，通过流式细胞术检测GFP阳性

水平并计算病毒感染效率，从而推算出一定体积中

病毒的颗粒数。选取感染效率为 5%~30%组进行病

毒滴度计算，计算公式：病毒滴度（TU/ml）=感染效

率×感染时细胞数×103/病毒悬液体积（μl）。

1.4 CD19-CAR-T的构建、扩增与鉴定

通过淋巴细胞分离液分离供者全血中的PBMC，

将 PBMC与CD3磁珠共孵育，其中表达CD3的T细

胞将会被吸附到 LS 吸附柱上。然后用分选专用

MACS缓冲液将吸附在磁柱上的细胞冲洗出，通过流

式细胞术检测 CD3+ T 细胞的百分比来鉴定分选效

率。分选完成后，将包装好的病毒加入CD3+ T细胞

培养体系中进行感染，感染后24、48及72 h分别通过

流式细胞术检测 GFP 的表达水平从而确定转染效

率。感染后的T细胞接种在经OKT3预包被的6孔板

上，在含500 U/ml IL-2的X-VIVO无血清培养液中连

续培养10 d，并在第4、7天更换含有 IL-2的新鲜培养

液，换液的同时进行细胞计数，取出2×105个细胞，通

过流式细胞术确定CD3+ T细胞纯度，计算CD3+ T细

胞的扩增倍数，同时通过流式细胞术检测表达GFP

的CD3+ T细胞的比例。第 10天时，提取T细胞基因

组DNA，通过PCR检测目的片段的插入效果，上游引

物序列：5'-TACATCCTCCCTGTCTGCCTCT-3'，下游

引物序列：5'-CCACTGCCACTGAACCTTGA-3'。

1.5 CD19+ Ramos靶细胞体外杀伤实验

Ramos细胞是表达CD19抗原的人淋巴瘤细胞，

因此实验以Ramos细胞为靶细胞，CD19-CAR-T为效

应细胞，按 5∶1效靶比将这两种细胞共培养，体外杀

伤 4 h后，通过 7-AAD染色确定死细胞百分比，其中

通过CD3标记去除T细胞，并通过CD19标记进一步

确定Ramos细胞，通过计算CD3- CD19+细胞中 7-AAD

阳性染色率确定杀伤效果。

1.6 统计学处理

流式细胞术数据应用 Flowjo 软件进行分析处

理，其他数据应用Graphpad软件进行统计学分析，数

据以 x̄±s表示，均数间比较采用 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 成功构建pCDH-CD19-CAR重组质粒

本研究CD19-CAR采用经典第二代CAR分子结

构，胞外识别区为CD19-scFv FMC63，铰链区为CH2-

CH3，共刺激信号为CD28，信号区为CD3ζ，通过PCR
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方法将以上片段依次串联形成CD19-CAR片段（图

1），将得到的CD19-CAR片段通过经典分子克隆方

法，利用双酶切位点EcoRⅠ和XbaⅠ构建到慢病毒载体

pCDH上。

2.2 pCDH-CD19-CAR病毒滴度检测

流式细胞术检测结果（图2）显示，0.1和1 μl浓缩

病毒转染 293-T的效率分别为 22.8%和 78.5%，由此

计算出浓缩后的病毒滴度为1.2×108 TU/ml。

图1 CD19-CAR重组质粒的构建

Fig. 1 The construction of recombinant plasmid

pCDH-CD19-CAR

图2 流式术检测病毒转染293-T细胞效果

Fig.2 Analysis of transfection efficiency of lentivirus in 293-T cells by FACS

2.3 病毒转染T细胞效率的鉴定

核酸电泳结果（图 3A）显示，未被基因修饰的T

细胞没有检测到目的片段，而被CD19-CAR基因修

饰的T细胞内检测出大小约500 bp左右的目的片段。

流式检测T细胞表达GFP的水平确定转染效率，

结果（图 3B）显示，转染 72 h后，约有 23.6%的T细胞

表达GFP。

2.4 体外扩增CD19-CAR-T

将转染了CD19-CAR的T细胞在含有 IL-2的培

养基中进行培养，10 d后流式检测T细胞表型，结果

显示细胞分群正常。在培养过程中细胞培养产物中

CD3+ T细胞的比例维持在90%以上。在培养第10天

时，约有（93.7±3.5）%的细胞表达CD3，CD3+ T细胞扩

增倍数为（78.8±23.2）（图4A），其中CD3+CD8+ T细胞

占比（69.4 ± 18.3）% ，CD3+ CD4+ T 细胞占比（21.8 ±

12.4）%。CCR7+CD45RA+的初始 T 细胞占比（13.8±

5.9）%，CCR7-CD45RA-的效应记忆T细胞占比（52.8±

10.2）%（图4B）。

A: Detection of CD19-CAR in transfected T cells by PCR; B: The frequency of GFP+ cells in CD3+ T cell;

M: DNA maker; 1: T; 2：CD19-CAR-T

图3 流式术检测病毒转染T细胞效果

Fig. 3 Evaluation of transfection efficiency of lentivirus in T cells by FACS
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2.5 CD19-CAR-T体外高效杀伤Ramos细胞

流式细胞术检测结果（图 5）显示，Ramos细胞均

表达CD19。CD19-CAR-T杀伤Ramos细胞的效果显

著高于未经转染的 T 细胞 [（57.4±9.3）% vs（10.5±

3.9）%，P<0.01]。

2.6 体外扩增CD19-CAR-T质控合格

体外检测CD19-CAR-T中细菌、真菌、支原体和

衣原体均为阴性，内毒素水平<2 EU/ml。

3 讨 论

目前在美国、中国、欧洲、日本等国家和地区开展

的CAR-T临床治疗研究已经超过 100项，包括应用

CAR-T靶向CD19、CD20治疗淋巴瘤和白血病，靶向

CD138、BCMA治疗多发性骨髓瘤，靶向GD2治疗神

经母细胞瘤，靶向 CEA 治疗胃癌和大肠癌，靶向

HER2治疗乳腺癌等的临床治疗研究等，均取得了令

人振奋的治疗效果[8-13]。特别是靶向 CD19 分子的

CAR-T治疗取得了令人振奋的治疗效果，已治愈多

例复发性、难治性白血病患者和淋巴瘤患者[2-6]。

总体来说，中国在这个领域起步较晚，目前技术

有待完善，因此本研究探索了用慢病毒转染原代T细

胞，构建 CD19-CAR-T 的技术路线，并验证了重组

CD19-CAR-T体外杀伤靶细胞的效果[14-16]。通过反复

摸索，优化载体结构，最终确定的慢病毒转染体系在

人原代 T细胞中的转染效率在转染初期达到 11%~

23%，经扩增体系培养至5 d后，表达GFP的细胞在总

的 T 细胞中可达到 40% 以上。DAVILA 等[2]在 Sci

Transl Med上发表的论文中使用了γ-逆转录病毒对T

细胞进行转导，最终平均转染效率为 24%，并且在回

输患者后得到了显著的疗效，而本研究中的CAR分

子阳性率达到40%以上，故已达到临床应用的要求。

A: The growth curve of CD19-CAR-T cells;

B: The phenotype of CD19-CAR-T cells on Day 10

图4 CD19-CAR-T的扩增及表型检测

Fig. 4 CD19-CAR-T amplification and phenotype detection

A: CD19 expression on Ramos cells; B，C: Killing efficiency of CD19-CAR-T cells against CD19+ Ramos cells

图5 流式术检测CD19-CAR-T体外杀伤Ramos细胞的效果

Fig. 5 Cytotoxicity of CD19-CAR-T against CD19+ Ramos cells detected by FCM

经转染的T细胞在无血清培养体系中培养至第

10天，T细胞数量从初始的1×107个扩增到了8×108个

左右，达到了之前多篇报道中所回输的细胞数量[2-5]。

3次流式检测显示T细胞经CAR-T慢病毒感染、扩增

10 d后，CD3+T细胞含量高于98%。CD3+CD8+ T细胞

为效应T细胞，介导T细胞对靶细胞进行杀伤，其含

量越高，杀伤效果越好。将扩增得到的 T 细胞与

CD19+ Ramos细胞系共培养后，通过7-AAD染色检测
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细胞杀伤效果显示，CD19-CAR-T可特意向识别并杀

伤靶细胞，效靶比 5∶1 时体外杀伤效率可达（57.4±

9.3）%。曹韪凡等[17]使用CD19-CAR-T杀伤靶细胞杀

伤靶细胞CD19-K562，在效靶比为5∶1时其杀伤效率

仅为17%，BARBARA等报道[18]使用CD19-CAR-T杀

伤不同的靶细胞时，在 5∶1 效靶比下，杀伤 K562-

CD19的效率为 20%~50%。本研究的杀伤效率优于

此两者的报道，可能是由于本研究中所得到的CAR-

T的阳性率更高，并且CD8+T细胞比例较高。经微生

物学检测显示，经体外培养得到的重组T细胞无病原

体污染及内毒素残留，符合临床应用安全标准。

随着人们对肿瘤免疫治疗技术日渐深入，测序

技术的进步帮助人们进一步找到了一些肿瘤特异性

抗原[12,19-20]，也逐步拓展了嵌合抗原受体技术在除了

血液肿瘤以外的肿瘤类别中的应用，对CAR-T技术

的不断探索将为免疫治疗在临床恶性肿瘤治疗应用

中取得突破性进展提供更多可能。
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