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CD7纳米抗体衍生的CAR-T细胞对CD7阳性急性髓系白血病细胞的杀

伤活性

范双双 1a，张亭亭 1a，王恬 1c，盛斌捷 1a，游凤涛 2，陈丹 1a，翟晓晨 1a，安钢力 1a，孟会敏 1a，杨林 1a,1b,1c，2（1.苏州大学

a. 医学部 唐仲英血液学研究中心；b. 血液协同创新中心；c. 放射医学与辐射防护国家重点实验室，江苏 苏州

215123；2. 博生吉医药科技（苏州）有限公司，江苏 苏州 215123）

[摘 要] 目的：针对CD7阳性的急性髓系白血病（acute myeloid leukemia，AML）细胞开发一种新型的CD7嵌合抗原受体修饰

的T细胞（CD7-CAR-T），观察其对CD7阳性AML细胞的杀伤作用。方法：基于CD7纳米抗体序列、CD28和4-1BB共刺激域序

列构建CD7-CAR慢病毒载体，包装病毒颗粒并与CD7蛋白阻断剂（protein expression blocker，PEBL）慢病毒共感染人T细胞，制

备CD7-CAR-T；应用实时无标记动态细胞分析技术（real time cellular analysis，RTCA）验证CD7-CAR-T对CD7过表达的293T细

胞的特异性杀伤能力，流式细胞术检测CD7-CAR-T对CD7高、中、低表达的AML细胞（KG-1、HEL、Kasumi-1细胞）的增殖和细

胞因子分泌的影响。结果：成功构建CD7-CAR-T 细胞并阻断其表面 CD7 的表达，与 T 细胞相比，CD7-CAR-T 细胞可以抑

制 CD7-293T 细胞的增殖并促进其分泌 TNF、Granzyme B 和 INF-γ，可显著促进 CD7 阳性的 KG-1 细胞和 HEL细胞的凋亡

（t=147.1、P＜0.01；t=23.57、P＜0.01）和细胞因子分泌（P＜0.05 或 P＜0.01），而对低表达 CD7 的 Kasumi-1 细胞无显著影响

（t=0.7058、P＞0.05）。结论：CD7-CAR-T细胞能够特异性杀伤CD7阳性的AML细胞。
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[Abstract] Objective: To develop a new type of CD7 chimeric antigen receptor modified T cell (CD7-CAR-T) for the treatment of

CD7 positive acute myeloid leukemia (AML), and to observe its killing effect on CD7 positive AML cells. Methods: The CD7-CAR

lentiviral vector was constructed based on the CD7 Nanobody sequence and costimulatory domain sequence of CD28 and 4-1BB. The

lentiviral particles were packaged and used to co-transfect human T cells with protein expression blocker (PEBL), so as to prepare CD7-

CAR-T cells. Real time cellular analysis (RTCA) was used to monitor the cytotoxicity of CD7-CAR-T cells on CD7 overexpressed

293T cells. Flow cytometry assay was used to detect the effect of CD7-CAR-T cells on proliferation and cytokine secretion of AML

cells with high, medium and low CD7 expressions (KG-1, HEL and Kasumi-1 cells, respectively). Results: CD7-CAR-T cell was

successfully constructed and its surface expression of CD7 was successfully blocked. Compared with T cells, CD7-CAR-T cells could

significantly inhibit the proliferation of CD7-293T cells and promote the release of TNF, Granzyme B and INF-γ; in addition, CD7-

CAR-T cells also significantly promoted the apoptosis (t=147.1, P<0.01; t=23.57, P<0.01) and cytokine release (P<0.05 or P<0.01) in
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CD7 positive KG-1 and HEL cells, but had little effect on Kasumi-1 cells that only expressed minimal CD7 antigen (t=0.7058, P>0.05).

Conclusion: CD7-CAR-T cells can specifically kill CD7-positive AML cells in vitro.

[Key words] chimeric antigen receptor gene modified-T lymphocytes (CAR-T); CD7; acute myeloid leukemia (AML); apoptosis
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急性髓系白血病（acute myeloid leukemia，AML）

是高度异质性的克隆性造血干细胞疾病，目前尚缺

乏有效的治疗手段，60岁以下的患者 5年总生存率

（OS）在40%左右，而对于占AML患者绝大多数的60

岁以上的患者来说，5年OS仅有 10%~20%[1-2]。嵌合

抗原受体基因修饰 T 淋巴细胞（chimeric antigen

receptor gene modified-T lymphocytes，CAR-T）技术

是近年来发展非常迅速的免疫治疗方法[3]，其中CAR

的分子结构主要包括胞外抗原结合区和胞内共刺激

区[4-6]。目前 AML 的 CAR-T 治疗中多以 CD123 和

CD33为靶点，但取得疗效的同时也伴随着较大的骨

髓毒性，所以寻找一个相对安全性较好的靶点至关

重要[7-10]。

CD7是一种穿膜糖蛋白，其阳性患者占AML的

30%左右[11]。CD7的正常表达主要局限于T细胞和

NK 细胞及其前体，粒细胞和成熟 B 淋巴细胞不表

达。另外，在CD7阳性的细胞群中均检测不到粒细

胞、红细胞、巨核细胞和巨噬细胞等[12-13]。因此，CD7

是一个安全性较好的靶点。CD7阳性的AML患者的

总生存率和无病生存率明显低于CD7阴性患者[14]，

并且CD7阳性AML患者肝肿大和中枢神经系统受

累也较为常见，对常规AML治疗方案的反应明显低

于 CD7 阴性的 AML 患者[15]。以上结果均显示 CD7

表达在 AML 诊断和治疗中的重要性，CD7 阳性的

AML的临床特征已逐渐成为一个独特的AML类别。

因此，研究CD7-CAR-T对AML细胞的杀伤作用可为

其临床转化奠定实验基础。

1 材料与方法

1.1 细胞系与主要试剂

AML细胞系来源：KG-1和Kasumi-1细胞系购自

ATCC，HEL、AML5、HL-60及THP-1细胞系由苏州大

学唐仲英血液学研究中心赵昀老师实验室馈赠；其

中 HEL 细胞和 Kasumi-1 细胞应用添加 10% FBS 的

RPMI 1640 培养基培养，KG-1 细胞应用添加 10%

FBS的 IMDM培养基培养。人肾上皮293T细胞系购

自ATCC，常规培养。

RPMI 1640 和 DMEM 培养基购自 Invitrogen 公

司，Tex-MACSTMGMP 培养基及 CD3/CD28 磁珠购

自美天旎生物技术有限公司，Fc 抗体、Cytometric

Bead Array（CBA）System相关试剂盒和Human Gran‐

zyme B、Human TNF、Human IL-2、Human IFN-γ细胞

因子试剂盒均购自BD公司，凋亡试剂盒Annexin V-

APC/7-AAD Apoptosis Kit 购自杭州联科生物公司，

羧荧光素琥珀酸亚胺酯（carboxyfluorescein succin‐

imidyl ester，CFSE）购自 Invitrogen公司。

1.2 T细胞的分离和培养

抽取正常人外周静脉血，Ficoll法提取PBMC，置

于 24 孔板中培养（1×106 个/孔），每孔添加 20 μl 的

CD3/CD28 磁珠激活 T 细胞，然后应用添加 IL-7和

IL-15的Tex-MACSTMGMP培养基培养。所有细胞

均在 5% CO2、37 °C饱和湿度的细胞培养箱中培养。

T细胞在体外激活 48 h后进行CD7-CAR病毒转染，

待细胞增殖至数目足够时进行体外毒性实验。

1.3 CD7-CAR载体构建

由苏州鸿讯生物技术有限公司进行 CAR 基

因合成，然后亚克隆到 pCAR-AT-Free 慢病毒载体

上。CD7-CAR 载体结构包括纳米抗体CD7序列、

人FC序列、共刺激分子CD28、4-1BB序列和CD3ζ序

列。蛋白阻断剂（protein expression blocker，PEBL）

载体结构包含anti-CD7纳米抗体和内质网滞留序列。

1.4 包装CD7-CAR和PEBL慢病毒并感染T细胞

按照本实验室传统的方法[16]制备 CD7-CAR 和

PEBL 慢病毒。检测 CD7-CAR 慢病毒的滴度：将

293T细胞以 1×105个/孔接种于 24孔板，设两对照孔

和 4 个滴度检测孔，培养 24 h 后将病毒液分别以

0.01、0.1、10 μl的体积梯度加入到孔板中，48 h后向

滴度检测孔中补加1 ml培养基，72 h后重悬各孔中的

293T细胞至 1.5 ml的EP管中；其中一个对照孔加适

量 PBS直接等待流式检测，另外一个对照孔和四孔

滴度检测孔使用 100 μl/管 1∶1 000稀释后的Fc-APC

抗体，37 ℃孵育 20 min，再添加适量PBS重悬离心，

重复清洗两遍，使用过滤网过滤后将其转移到流式

细胞管中，通过流式细胞术来检测293T中Fc的阳性

率；最后根据流式细胞术检测数据计算出单位体积

中病毒颗粒的个数。T细胞激活48 h后置于48孔板

（5×105个/孔）中，加入MOI=30的CD7-CAR慢病毒和

15 μl的PEBL慢病毒液，终体系为100 μl，共培养15 h

后补加 1 000 μl Tex-MACSTMGMP 培养基进行

培养。

1.5 流式细胞术检测AML细胞表面CD7的表达和

CD7-CAR的转染率

AML 细胞 AML5、KG-1、HEL、HL-60、THP-1 和

Kasumi-1分别分为两组，其中一组细胞离心弃上清，
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pH 7.4的PBS清洗1次，用500 μl的PBS重悬细胞，为

Control组；另一组细胞离心弃上清，pH 7.4的PBS清

洗 1 次，应用 FITC-CD7 抗体（1∶100）孵育 20 min，

PBS清洗2次，用500 μl 的PBS重悬细胞，为实验组。

应用流式细胞术检测细胞表面CD7的表达。

取CD7-CAR-T细胞及T细胞各2×106个，PBS清

洗 1 次后应用 APC-FC 抗体（1∶1 000）孵育 30 min，

PBS 清洗 2 次，再应用 FITC-CD7 抗体（1∶100）孵育

20 min，PBS清洗 1次，应用 500 μl PBS重悬细胞，应

用流式细胞术检测细胞表面CD7-CAR的表达。

1.6 实时无标记动态细胞分析技术（real time cellu‐

lar analysis，RTCA）检测 CD7-CAR-T 对 CD7 阳性

293T细胞的特异性杀伤

第一天将浓度为1×104个/100 μl的293T和293T-

CD7细胞取 100 μl铺于RTCA 板中，第二天按 5∶1

和 10∶1 的效靶比将 T 细胞和 CD7-CAR-T 细胞依

次加入第一天所铺的 RTCA 板中，补液至 200 μ l，

每隔 15 min 监测一次细胞生长指数，绘制细胞生

长曲线。结束观察后，取细胞上清液检测细胞因子

的分泌水平。

1.7 流式细胞术检测CD7-CAR-T对AML细胞的凋

亡的影响

分别取 1×105个 KG-1、HEL 和 Kasumi-1 肿瘤细

胞离心后，肿瘤细胞应用CFSE孵育15 min，PBS清洗

2次后铺于24孔板中，按1∶1的效靶比分别加入T细

胞和CD7-CAR-T细胞，补液至 2 ml。48 h后按凋亡

检测试剂盒说明书操作，流式细胞仪检测肿瘤细胞

凋亡比例。

1.8 流式细胞术检测CD7-CAR-T对AML细胞分泌

细胞因子的影响

应用 Cytometric Bead Array（CBA）系统检测效

应细胞与肿瘤细胞共孵育 48 h 后细胞上清液中效

应细胞分泌的细胞因子水平。取50 μl细胞培养上

清液，应用Human Granzyme B CBA Flex Set D7 Kit、

Human TNF Flex Set D9 Kit、Human IL-2 Flex Set A4

Kit和Human IFN- γ CBA Flex Set E7 Kit 细胞因子

检测试剂盒处理后，流式细胞仪检测细胞因子分泌

水平。

1.9 统计学处理

采用GraphPad Prism5 软件分析，呈正态分布

的计量数据采用 x̄±s表示，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 成功筛选出CD7阳性的AML细胞株

流式细胞术检测结果（图 1）显示，KG-1细胞表

面CD7表达率为97.61%（图1A），HEL细胞表面CD7

表达率为 69.32%（图 1B），THP-1细胞表面CD7表达

率为 3.36%（图 1C），HL-60 细胞表面 CD7 表达率为

1.19%（图1D），AML5细胞表面CD7表达率为0.50%

（图1E），Kasumi-1细胞表面CD7表达率为0.17%（图

1F）。因此选择 KG-1、HEL 和 Kasumi-1 细胞（CD7

高、中、低表达）进行后期实验。

2.2 成功构建CD7-CAR-T细胞并阻断其表面CD7

的表达

CD7-CAR 与 PEBL 的载体结构如图 2A 所示。

PEBL慢病毒感染T细胞后，PEBL病毒可以持续阻

断 T 细胞表面 CD7 的表达（图 2B）。应用不同量的

CD7-CAR病毒感染293T细胞后，流式细胞术检测其

表面CD7-CAR的阳性率，经计算，CD7-CAR的病毒

滴度约为 5×109 TU/ml（图 2C）。PEBL 和 CD7-CAR

病毒以MOI=30共感染T细胞后，CD7-CAR-T细胞的

阳性率检测为 31.97%，且 CD7-CAR T 细胞表面的

CD7被阻断（图2D）。

2.3 CD7-CAR-T细胞特异性杀伤CD7阳性AML细胞

应用RTCA监测肿瘤细胞生长曲线的变化96 h，

结果（图3A）显示，T细胞和CD7-CAR-T细胞对293T

细胞增殖的影响并没有明显的差异；而与T细胞相

比，CD7-CAR-T细胞可以明显抑制CD7-293T细胞的

增殖。收集各组细胞培养上清液，检测细胞因子分

泌水平，结果（图 3B）显示，CD7-CAR-T与 293T-CD7

细胞共孵育组的TNF、Granzyme B和 INF-γ明显高于

其他组，IL-2略高于其他组，趋势与肿瘤细胞生长曲

线图相吻合。

2.4 CD7-CAR-T细胞对CD7阳性AML细胞具有很

强的特异性杀伤能力

将T细胞和CD7-CAR-T细胞分别与KG-1细胞、

HEL细胞及Kasumi-1 细胞按 1∶1 的效靶比共孵育

48 h，应用流式细胞术检测其凋亡，结果（图 4A）

显示，与 T 细胞相比，与CD7-CAR-T细胞共孵育的

KG-1细胞和HEL细胞几乎全部凋亡，而Kasumi-1细

胞的凋亡 水 平 在 T 细 胞 组 和 CD7-CAR-T 组 中

无 显 著 差 异（KG-1 细 胞 ：t=147.1 、P ＜ 0.01 ；

HEL 细 胞 ：t=23.57、P＜0.01；Kasumi-1 细胞 ：t=

0.7058、P＞0.05）。

取共孵育后的细胞培养液上清，检测细胞因子

分泌情况，与杀伤实验结果一致，高表达和中度表达

CD7的肿瘤细胞共孵育的CD7-CAR-T细胞组的细胞

因子分泌量明显高于其他组（IL-2：t=4.042、P＜0.05；

INF- γ：t=52.72、P＜0.01；TNF：t=18.59、P＜0.01；

Granzyme B：t=103.3、P＜0.01；图4B）。
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A: KG-1 cell; B: HEL cell; C: THP-1 cell; D: HL60 cell; E: AML5 cell; F: Kasumi-1 cell

图1 六株AML细胞系表面CD7的表达

Fig.1 CD7 expression assay of AML cell lines

A: CD7-CAR and PEBL structure; B: PEBL blocking effect; C: CD7-CAR virus titer; D: Expression rate of CD7-CAR-T

图2 CD7-CAR-T细胞的构建和制备

Fig.2 Construction and preparation of CD7-CAR-T cells
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A: Growth curves of 293T cells and 293T-CD7 cells after adding T cells and CD7-CAR-T cells, respectively;

B: Four cytokine secretions

图3 CD7-CAR-T特异性杀伤CD7阳性293T细胞

Fig.3 CD7-CAR-T specifically killed CD7 positive 293T cells

3 讨 论

AML是一种非常难治的侵袭性造血干细胞恶性

肿瘤[17]。近十几年来，随着一些新的治疗方法的出

现，AML患者的预期寿命虽然有所改善，但由于耐药

和难治性，AML 仍然是最致命最难治愈的癌症之

一[18-20]。因此，急需复发难治AML的探索新型的治

疗手段。开发AML的新型疗法，不仅需要关注其疗

效性，更重要的是其安全性及对患者本身的毒性作

用。

CAR-T作为一种新兴的免疫治疗手段，其在血

液肿瘤、实体肿瘤治疗中的应用都具有较好的前

景[21-22]。该治疗手段的基本原理是向T细胞中载入具

有特异性识别能力的嵌合抗原受体，其可以作用于

人体肿瘤细胞的表面抗原实现特异性识别。在

CAR-T治疗方法的发展进步过程之中，其信号分子

数量由 1 个发展到多个，初代 CAR 中只含有一个

CD3ζ分子，而现阶段使用较多的第二、三代CAR则

拥有多个信号分子[23-24]。

因为AML CAR-T治疗的大部分靶点在人体常

见的髓细胞中都具有不同程度的表达，如 CD33、

CD123，虽然具有一定的临床疗效潜力，但却不能避

免严重的造血系统毒副作用。因此寻找只在肿瘤细

胞中选择性表达，而在正常细胞中不表达或低表达

的抗原尤为重要。正常T细胞表面也会有CD7的表

达，为了避免CD7-CAR-T细胞互相残杀并杀伤正常

T细胞，因此需要阻断正常T细胞表面CD7的表达。

目前有两种阻断的方法：一种是基因敲除，另一种是

使用PEBL。研究[25]证明第二种抑制方法更好，不仅

可以抑制细胞表面CD7的表达，而且与基因敲除相
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比更加符合临床伦理，因此本研究也采用PEBL法。

本研究应用RTCA技术、肿瘤细胞凋亡检测和细胞因

子分泌检测等结果证明了CD7-CAR-T细胞可以特异

性杀伤CD7阳性的AML肿瘤细胞。在前期实验中，

本课题组先后应用 1∶5、1∶1和 5∶1三个效靶比细胞

共孵育 24 h，1∶2、1∶1和 2∶1三个效靶比共孵育 24 h

和 48 h，发现与 CD7-CAR-T 共孵育的 KG-1 细胞和

HEL 细胞几乎全部凋亡，与本研究结果相同，CD7-

CAR-T促AML细胞凋亡效果与肿瘤细胞表达CD7

抗原的强弱有关，对于不表达CD7抗原的AML细胞

没有特异性杀伤。本研究的体外数据初步证明CD7-

CAR-T细胞可高效杀伤CD7阳性的AML肿瘤细胞，

后续的动物体内的药效和安全性试验正在进行之

中。

虽然CD7-CAR-T细胞不会对造血干细胞产生毒

性，但是可能会对正常的CD7阳性的T细胞产生一

定的毒性作用。前期研究[26]显示大约有9%的正常T

细胞不表达CD7，这些CD7阴性的正常T细胞拥有

健全的T细胞活性功能，因此可以在CD7-CAR-T细

胞发挥作用后生存下来，从而为患者提供了一个基

本的免疫保护，能够最大程度减轻由于T细胞缺失而

引起的症状。

*P<0.05, **P<0.01

A: Apoptosis of AML cells after incubating effector cells and target cells at a 1∶1 effect target ratio for 48 h; B: Secretion of 4 cytokines

图4 CD7-CAR-T对CD7阳性的AML细胞具有较强的杀伤效果

Fig.4 CD7-CAR-T exhibited potent cytotoxicity against CD7 positive AML cells
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在未来可以尝试通过CAR-T技术与造血干细胞

移植（hematopoietic stem cell transplant，HSCT）联合

治疗AML。目前为止，唯一能够为AML患者提供长

期生存优势的治疗方式是HSTC，但要想获得较好的

疗效，患者必须在完全缓解及微小残留灶（minimal

residual disease，MRD）阴性的情况下进行移植。对

于复发难治的AML患者，传统的放化疗方法已经很

难使患者达到完全缓解，而CAR-T可以联合HSCT

应用，患者预先注射CAR-T，减少患者移植前的肿瘤

负荷，使患者在完全缓解的状态下接受移植，从而获

得更好的疗效及更长的生存期[27]。

目前，已有多个CAR-T产品被美国FDA批准上

市，CD19-CAR-T 在临床中已经取得了显著的疗

效[28-30]。CAR-T疗法无论是在血液瘤还是实体瘤的

治疗中都取得了巨大的进展，被认为是最有前景的

肿瘤治疗方式之一[31-33]。本研究所构建的CD7-CAR-

T在体外具有良好的特异性清除肿瘤细胞的效果，为

其将来进一步应用于临床提供了强有力的实验基

础，为复发难治的AML患者带来了新的希望。
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