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摘要　 目的　 探讨靶向闭合蛋白 １８ 亚型 ２（ＣＬＤＮ１８. ２）和

人类表皮生长因子受体 ２（ＨＥＲ２）的双受体嵌合抗原受体 Ｔ
（ＣＡＲ⁃Ｔ）细胞是否可以降低脱靶效应，并发挥抑制胃癌细胞

生长的作用。 方法　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和流式细胞术检测肿瘤细

胞中 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 的表达情况；慢病毒感染法构建过

表达 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 的肿瘤细胞系；慢病毒感染法构建

ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞；流式细胞术检测 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞的阳性率和亚型

分布；乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）法检测 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞对靶细胞的细

胞毒性；裸鼠移植瘤模型检测 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞的体内抑瘤效率；
免疫组化法检测肿瘤组织中 ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞的浸润情况。 结

果　 成功筛选得到高表达或不表达 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 的

胃癌细胞系，并构建得到 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 单独表达或同

时表达的胃癌细胞系；成功构建 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞 Ｃｚ、Ｈｂｂ 和 ＣＨ⁃
ｂｂｚ；Ｃｚ 和 ＣＨｂｂｚ 在 体 外 对 ＣＬＤＮ１８. ２ ＋ 和 ＣＬＤＮ１８. ２ ＋

ＨＥＲ２ ＋ 的肿瘤细胞系均具有特异性的剂量依赖的细胞毒性

（Ｐ ＜ ０. ００１）；在裸鼠移植瘤模型中，只有 ＣＨｂｂｚ 可以对 ＣＨ⁃
ＡＧＳ 的肿瘤细胞产生体内抑瘤活性及 Ｔ 细胞的肿瘤浸润（Ｐ
＜ ０. ０１），同时 ＣＨｂｂｚ 只对 ＣＬＤＮ１８. ２ ＋ ＨＥＲ２ ＋ 的肿瘤细胞

产生抑瘤活性及 Ｔ 细胞的肿瘤浸润（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论 　 靶

向 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 的双受体 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞可以降低脱靶

毒性发生的概率，并抑制胃癌的生长，是一种胃癌治疗的潜

在方法。
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　 　 胃癌是世界上第五大常见癌症［１ － ２］。 目前，手
术切除是胃癌根治的唯一方法［３］，迫切需要开发新

的治疗手段以应对这一难题。 基于嵌合抗原受体修

饰的 Ｔ 细胞的免疫治疗已经被证明是一种很有前

景的癌症治疗策略［４ － ５］。 由于在实体肿瘤中缺乏特

异性的肿瘤抗原，嵌合抗原受体 Ｔ（ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎ⁃
ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｔ，ＣＡＲ⁃Ｔ）细胞有可能造成严重的脱靶效

应［６］。 因此，发展限制潜在脱靶毒性的策略是必要

的。 研究人员利用“与”门逻辑，使得 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞只

有在同时识别两种肿瘤相关抗原时才可以被充分激

活［７］。 该研究通过构建双嵌合抗原受体 Ｔ 细胞，分
别靶向在胃癌中高表达的闭合蛋白 １８ 亚型 ２（ｃｌａｕ⁃
ｄｉｎ⁃１８ ｉｓｏｆｏｒｍ ２，ＣＬＤＮ１８. ２）和人类表皮生长因子受

体 ２ （ ｈｕｍａｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２，
ＨＥＲ２［８ － ９］），探讨这种 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞是否可以降低脱

靶效应，并发挥抑制胃癌细胞生长的作用。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料

１． １． １ 　 细胞系 　 胃癌细胞系 ＡＧＳ、ＭＧＣ８０３ 和

ＭＫＮ４５ 购自中科院上海细胞库，细胞培养于含有

１０％ 胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ
培养基中。
１． １． ２　 主要试剂　 Ｆｉｃｏｌｌ⁃Ｐａｑｕｅ 试剂购自北京索莱

宝生物科技有限公司；ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞分选磁珠购自德

国美天旎生物科技有限公司；人 ＣＤ３ ／ ＣＤ２８ 激活磁

珠购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ 购自美国 Ｓｉｇ⁃
ｍａ 公司；乳酸脱氢酶（ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）
细胞毒性检测试剂盒购自上海索莱宝生物科技有限

公司；兔抗人 ＣＤ３ 抗体、兔抗人 ＨＥＲ２ 抗体和兔抗

人 ＣＬＤＮ１８. ２ 抗体购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司；ＦＩＴＣ
标记的鼠抗人 ＨＥＲ２ 抗体和 ＰＥ 标记的鼠抗人

ＣＬＤＮ１８. ２ 抗体以及 ＦＩＴＣ 标记的鼠抗人 ＣＤ４ 抗体

和 ＰＥ 标记的鼠抗人 ＣＤ８ 抗体购自美国 ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
公司；鼠抗人 ＧＡＰＤＨ 抗体和羊抗兔、羊抗鼠二抗购

自杭州联科生物科技有限公司；ＥＣＬ 发光试剂盒购

自上海翌圣生物科技有限公司；ＤＡＢ 显色试剂和苏

木精染色液购自武汉塞维尔生物科技有限公司；过
表达 ＣＬＤＮ１８. ２ 或 ＨＥＲ２ 的慢病毒及过表达 Ｃｚ 或

Ｈｂｂ 的慢病毒购自上海汉恒生物科技有限公司。
１． １． ３　 主要仪器 　 流式细胞仪（型号：ＦＡＣＳＣａｎｔｏ
ＩＩ） 购 自 Ｂｅｃｔｏｎ⁃Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ 公 司； 显 微 镜 （ 型 号：
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ＢＸ５３）购自奥林巴斯公司。
１． ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＥＲ２ 和 ＣＬＤＮ１８. ２ 的表

达　 分别取 １ × １０６ 个 ＡＧＳ、ＭＧＣ８０３ 和 ＭＫＮ４５ 细

胞，加入 ３００ μｌ 添加有蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 试剂，
冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，之后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心取上清液，
加入 ５ × ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 并煮沸变性，之后以每孔 ３０
μｇ 蛋白量进行上样，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳后，使用 ２００
ｍＡ 转膜条件转膜 ９０ ｍｉｎ，将 ＰＶＤＦ 膜在 ５％脱脂奶

粉中封闭 ２ ｈ，加入鼠抗人 ＧＡＰＤＨ 抗体（１ ∶ １ ０００）、
兔抗人 ＨＥＲ２ 抗体（１ ∶ ２ ０００）和兔抗人 ＣＬＤＮ１８. ２
抗体（１ ∶ ２ ０００），４ ℃孵育过夜，次日加入羊抗兔（１
∶ １０ ０００）、羊抗鼠（１ ∶ １０ ０００）二抗，室温孵育 １ ｈ，
之后在曝光液孵育后进行曝光。
１． ３ 　 慢病毒感染法构建过表达 ＣＬＤＮ１８. ２ 和

ＨＥＲ２ 的 ＡＧＳ 细胞系　 在 ６ 孔板中接种 ＡＧＳ 细胞

系，每孔 ３ × １０５ 个，次日待细胞汇合度达到 ７０％时，
分别加入 ５０ μｌ 过表达 ＣＬＤＮ１８. ２ 或（和）ＨＥＲ２ 的

慢病毒，并加入终浓度为 ６ μｇ ／ ｍｌ 的 ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ，在培

养箱中培养 １２ ｈ，更换新鲜的培养基，在感染 ３ ｄ 后

加入 １. ５ μｇ ／ ｍｌ 嘌呤霉素进行筛选培养，筛选 ５ ｄ
后即可得过表达 ＣＬＤＮ１８. ２、过表达 ＨＥＲ２ 以及同

时过表达 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 的 ＡＧＳ 细胞系，并分

别命为 Ｃ⁃ＡＧＳ、Ｈ⁃ＡＧＳ 及 ＣＨ⁃ＡＧＳ。
１． ４　 慢病毒感染法构建 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞 　 采集健康

志愿者的 １０ ｍｌ 外周血，采血流程经新疆医科大学

附 属 肿 瘤 医 院 伦 理 委 员 会 批 准 （ 审 批 号：
２０２１０３７５），且患者签署知情同意书。 按照制造商的

说明，使用 Ｆｉｃｏｌｌ⁃Ｐａｑｕｅ 试剂利用密度梯度离心法获

得外周血单核细胞，之后按照制造商的说明使用

ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞分选磁珠分离得到 ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞。 取 ３
× １０６ 个 Ｔ 细胞，加入 ７５ μｌ 人 ＣＤ３ ／ ＣＤ２８ 激活磁

珠，培养 ４８ ｈ 后，以 １ × １０６ 个 Ｔ 细胞为基准，分别

加入 Ｃｚ 或（和）Ｈｂｂ 过表达慢病毒，并加入终浓度

为 ８ μｇ ／ ｍｌ 的 ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ，４ ３００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ６０ ｍｉｎ，静
置培养 ２４ ｈ 后更换新鲜的培养基。 培养 ３ ｄ 后使用

流式细胞术检测感染阳性率，ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞结构分别

命名为 Ｃｚ、Ｈｂｂ 和 ＣＨｂｂｚ。
１． ５　 流式细胞术检测慢病毒感染效率和 Ｔ 细胞亚

型的比例　 分别取 ６ × １０５ 个 Ｃ⁃ＡＧＳ、Ｈ⁃ＡＧＳ 及 ＣＨ⁃
ＡＧＳ 细胞，均分为 ２ 份，一份加入同型对照抗体，另
一份加入 ５ μｌ 的 ＦＩＴＣ⁃ＨＥＲ２ 和 ＰＥ⁃ ＣＬＤＮ１８. ２ 抗

体，４ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗 ３ 次后，使用流

式细胞仪进行分析。
　 　 分别取 ３ × １０５ 个 Ｃｚ、Ｈｂｂ 和 ＣＨｂｂｚ 细胞，ＰＢＳ

清洗 ３ 次后，使用流式细胞仪检测细胞中 ｅＧＦＰ 和

ｍＣｈｅｒｒｙ 的表达情况。
　 　 分别取 ３ × １０５ 个 Ｃｚ、Ｈｂｂ 和 ＣＨｂｂｚ 细胞，加入

５ μｌ 的 ＦＩＴＣ⁃ＣＤ４ 和 ＰＥ⁃ ＣＤ８ 抗体，４ ℃避光孵育 ３０
ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗 ３ 次后，使用流式细胞仪进行检测。
所有数据使用 Ｆｌｏｗｊｏ Ｖ１０ 进行分析。
１． ６　 ＬＤＨ 法检测 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞对靶细胞的细胞毒

性　 取 １ × １０４ 个 ＭＧＣ８０３、ＭＫＮ４５、ＡＧＳ、Ｃ⁃ＡＧＳ、Ｈ⁃
ＡＧＳ 及 ＣＨ⁃ＡＧＳ 细胞置于 ９６ 孔板中，待细胞贴壁

后，按照 １ ∶ ３、１ ∶ １ 及 ３ ∶ １ 的效靶比分别加入未感

染的 Ｔ 细胞 （Ｕｎｔｒａｎｓｄｕｃｅｄ）、Ｃｚ、Ｈｂｂ 和 ＣＨｂｂｚ 细

胞，共孵育 ２４ ｈ，２ ６００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，吸取上清

液，按照制造商的说明书使用 ＬＤＨ 细胞毒性检测试

剂盒检测上清液中 ＬＤＨ 的含量。 细胞毒性的计算

公式为：细胞毒性 （％ ） ＝ （处理样品吸光度 － 样品

对照孔吸光度） ／ （细胞最大酶活性的吸光度 － 样品

对照孔吸光度） × １００％ 。
１． ７　 裸鼠移植瘤模型检测 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞的体内抑

瘤效果　 ６ 周龄左右的裸鼠（２０ ｇ 左右）购自新疆医

科大学实验动物中心，所有的动物实验均通过新疆

医科大学附属肿瘤医院伦理委员会批准（审批号：
２０２１０３９７），动物饲养在 ＳＰＦ 环境中，自由进食饮

水。
　 　 取 ５ × １０６ 个 ＣＨ⁃ＡＧＳ 细胞重悬于 １００ μｌ ＰＢＳ
中，接种于裸鼠背部皮下，待肿瘤长至 ８０ ｍｍ３ 时，
分别通过尾静脉回输 １ × １０７ 个 Ｕｎｔｒａｎｓｄｕｃｅｄ、Ｃｚ、
Ｈｂｂ 和 ＣＨｂｂｚ 细胞。
　 　 分别取 ５ × １０６ 个 ＡＧＳ、Ｃ⁃ＡＧＳ、Ｈ⁃ＡＧＳ 及 ＣＨ⁃
ＡＧＳ 细胞重悬于 １００ μｌ ＰＢＳ 中，接种于裸鼠背部皮

下，待肿瘤长至 ８０ ｍｍ３ 时，分别通过尾静脉回输 １
× １０７ 个 ＣＨｂｂｚ。 回输后每 ２ ｄ 检测一次肿瘤体积，
体积计算公式为：体积 ＝ 瘤长（ｍｍ） × 瘤宽（ｍｍ） ２ ／
２。 待实验结束后，剖出肿瘤，进行称重。
１． ８　 免疫组化检测肿瘤组织中 ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞的含

量　 取 ５０ ｍｇ 新鲜的肿瘤组织，使用多聚甲醛固定

液固定 ４８ ｈ，之后经过脱水包埋，将组织切成 ５ μｍ
的薄片，脱蜡复水后滴加 １００ μｌ 兔抗人 ＣＤ３ 抗体（１
∶ １００），４ ℃孵育过夜，次日滴加 １００ μｌ 羊抗兔二抗

（１ ∶ １ ０００），室温孵育 １ ｈ 后，使用 ＤＡＢ 显色液进行

显色，之后用苏木精染液复染，盖玻片封片后在显微

镜下进行拍照观察。
１． ９　 统计学处理 　 所有实验数据采用 ＳＰＳＳ １９. ０
进行统计学处理。 计量数据采用平均数 ± 标准差

（�ｘ ± ｓ）表示，组间样本比较采用 Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 检
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验，组间多重比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０. ０５ 认为

差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 胃癌细胞中 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 的表达 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ（图 １Ａ）以及流式细胞术（图 １Ｂ）检测

结果表明，胃癌细胞系 ＭＫＮ４５ 和 ＭＧＣ８０３ 高表达

ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２，然而 ＡＧＳ 细胞系均不表达这

两种蛋白。 此外，利用流式细胞术检测慢病毒感染

后的 ＡＧＳ 细胞系，证明分别过表达 ＣＬＤＮ１８. ２ 或

ＨＥＲ２ 以及同时过表达 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 的 ＡＧＳ
细胞系构建成功（图 １Ｃ）。
２． ２　 双受体 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞的构建以及表型分析 　
两种嵌合抗原受体的结构见图 ２Ａ 所示。 流式细胞

术检测结果表明，Ｃｚ 的阳性率为 （９８ ± ０. ５）％ ，Ｈｂｂ
的阳性率为（７９ ± ２. １）％ ，双受体的 ＣＨｂｂｚ 的阳性

率为（６４ ± １. ３）％ （图 ２Ｂ）。 同时检测了各类 ＣＡＲ⁃
Ｔ 细胞中 ＣＤ４ ＋ 和 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞的比例，流式细胞术

检测结果表明，各类 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞中 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞占

比超过（８０ ± ３. ８）％ ，具备良好的肿瘤杀伤潜力（图
２Ｃ、２Ｄ）。

２． ３　 Ｃｚ 和 ＣＨｂｂｚ 在体外特异性杀伤 ＣＬＤＮ１８. ２ ＋

及 ＣＬＤＮ１８. ２ ＋ ＨＥＲ２ ＋ 的肿瘤细胞 　 将不同的

ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞分别与不同种类的肿瘤细胞共孵育，细
胞毒性实验结果表明，Ｃｚ 和 ＣＨｂｂｚ 对于靶细胞为

ＣＬＤＮ１８. ２ ＋ 的 Ｃ⁃ＡＧＳ 及 ＣＬＤＮ１８. ２ ＋ ＨＥＲ２ ＋ 的 ＣＨ⁃
ＡＧＳ、ＭＧＣ８０３ 和 ＭＫＮ４５ 均具有剂量依赖的杀伤活

性，对于 ＣＬＤＮ１８. ２⁃ＨＥＲ２⁃的 ＡＧＳ 及 ＣＬＤＮ１８. ２⁃
ＨＥＲ２ ＋ 的 Ｈ⁃ＡＧＳ 则没有细胞毒性，而 Ｈｂｂ 对各种

靶细胞均无细胞毒性（ＦＣ － ＡＧＳ １：１ ＝ １３. ７２， ＦＣ － ＡＧＳ ３：１

＝ ２１. ８３， ＦＣＨ － ＡＧＳ １：１ ＝ １０. ９１， ＦＣＨ － ＡＧＳ ３：１ ＝ ３０. ３７，
ＦＭＧＣ８０３ １：１ ＝ １５. ５７， ＦＭＧＣ８０３ ３：１ ＝ ２２. ７１， ＦＭＫＮ４５ １：１ ＝
１０. ２２， ＦＭＫＮ４５ ３：１ ＝ １９. ５２，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ３。
２． ４　 ＣＨｂｂｚ 可以有效抑制胃癌细胞 ＣＨ⁃ＡＧＳ 的

体内生长 　 在接种有 ＣＨ⁃ＡＧＳ 的裸鼠移植瘤模型

中，只有回输 ＣＨｂｂｚ 的组别可以有效抑制胃癌细胞

的生长，而回输 Ｃｚ 和 Ｈｂｂ 均不能抑制肿瘤生长（Ｆ
＝ ２９. ３６， Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ ４４. ９０，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ４Ａ、
４Ｂ。 免疫组化结果表明，回输 ＣＨｂｂｚ 的肿瘤组织中

ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞产生浸润，而回输 Ｃｚ 和 Ｈｂｂ 的肿瘤组

织中几乎没有 Ｔ 细胞浸润，见图 ４Ｃ。

图 １　 ＣＬＤＮ１８． ２ 和 ＨＥＲ２ 在胃癌细胞中的表达

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＫＮ４５、ＡＧＳ 和 ＭＧＣ８０３ 中 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 的表达；Ｂ：流式细胞术检测 ＭＫＮ４５ 和 ＭＧＣ８０３ 中 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２
的表达；Ｃ：流式细胞术分析工程化的 ＡＧＳ 中 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 的表达
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图 ２　 不同工程化 Ｔ 细胞的性质

　 　 Ａ：Ｃｚ 和 Ｈｂｂ 的结构示意图；Ｂ：流式细胞术检测 Ｃｚ、Ｈｂｂ 和 ＣＨｂｂｚ 的阳性率；Ｃ：流式细胞术检测工程化 Ｔ 细胞中 ＣＤ８ ＋ 的表型；Ｄ：流式细

胞术检测工程化 Ｔ 细胞中 ＣＤ４ ＋ 的表型

２． ５　 ＣＨｂｂｚ 仅对 ＣＬＤＮ１８. ２ ＋ ＨＥＲ２ ＋ 的肿瘤生长

产生抑制作用　 分别建立接种 ＡＧＳ、Ｈ⁃ＡＧＳ、Ｃ⁃ＡＧＳ
和 ＣＨ⁃ＡＧＳ 的裸鼠移植瘤模型，回输 ＣＨｂｂｚ 后发现

其仅对 ＣＬＤＮ１８. ２ ＋ ＨＥＲ２ ＋ 的 ＣＨ⁃ＡＧＳ 的肿瘤产生

抑制活性，而对其他三种肿瘤均不能抑制其生长（Ｆ
＝ ５５. ０９，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ １９. ３８，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ５Ａ、
５Ｂ。 免疫组化结果表明，在接种 ＣＨ⁃ＡＧＳ 的肿瘤组

织中 Ｔ 细胞产生浸润，而对于其他三种肿瘤组织中

几乎没有 Ｔ 细胞浸润，见图 ５Ｃ。

３　 讨论

　 　 嵌合抗原受体 Ｔ 细胞是一种很有前途的癌症

治疗方法。 然而，ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞可能会因正常组织表

达靶抗原而造成正常组织受损［１０］。 有报道称，在回

输靶向 ＣＡＩＸ 的 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞后，由于胆管上皮表达

ＣＡＩＸ，造成了严重的肝脏毒性。 更严重的，在靶向

ＥｒｂＢ２ 的 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞回输后，已经观察到涉及患者

死亡的严重不良事件［１１］。 降低这种严重不良事件

的一种方法是将 ＣＡＲ 的胞内信号元件中的第一信

号激活域和第二共刺激域物理隔离，将它们置于两

个不同的 ＣＡＲ 中，这些 ＣＡＲ 针对两种不同的抗原，
因此，这种靶向两个抗原的 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞与靶向单一

抗原的 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞相比脱靶概率会低得多。
　 　 本研究使用了两种不同的 ＣＡＲ，分别靶向

ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２， 其 中 ＣＬＤＮ１８. ２ 负 责 调 控

ＣＤ３ζ 信号，ＨＥＲ２ 负责调控 ４ ／ １ＢＢ 信号。 之所以选
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图 ３　 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞在指定效靶比条件下对不同肿瘤细胞的细胞毒性

与 Ｕｎｔｒａｎｓｄｕｃｅｄ 比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ４　 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞对胃癌细胞的体内抗肿瘤活性

　 　 Ａ：治疗后 ＣＨ⁃ＡＧＳ 肿瘤随时间的瘤体积变化；Ｂ：治疗结束后 ＣＨ⁃ＡＧＳ 肿瘤的肿瘤质量；Ｃ：免疫组化法检测肿瘤组织中 ＣＤ３ 的表达 ＳＰ ×
１００；与 Ｕｎｔｒａｎｓｄｕｃｅｄ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

择这种组合策略，是由于 ＣＬＤＮ１８. ２ 相较于 ＨＥＲ２，
其在胃癌中的表达特异性更强［８ － ９］，因此作为第一

信号域的控制因素，可以进一步增强肿瘤特异性。
在体外实验中，当靶细胞只表达 ＣＬＤＮ１８. ２ 或同时

表达 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 时，Ｃｚ 和 ＣＨｂｂｚ 都发挥剂

量依赖的细胞毒作用，且二者之间并无差异。 造成

这一结果的原因可能是在体外共孵育条件下，ＣＡＲ⁃
Ｔ 细胞和靶细胞直接接触，在较高的抗原密度下，
ＣＤ３ζ 信号足够强烈，已经可以发挥较强的肿瘤杀伤

效应，使得在短期的刺激过程中，Ｃｚ 和 ＣＨｂｂｚ 没能

表现出差异。 但在体内研究中，ＣＨｂｂｚ 具有抗肿瘤

活性，而Ｃｚ未能表现出足够的肿瘤抑制活性，这可
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图 ５　 ＣＨｂｂｚ 对 ＣＬＤＮ１８. ２ ＋ ＨＥＲ２ ＋ 肿瘤细胞具有肿瘤抑制活性

　 　 Ａ：治疗后各组肿瘤体积随时间的变化；Ｂ：治疗结束后各组的肿瘤质量；Ｃ：免疫组化法检测肿瘤组织中 ＣＤ３ 的表达　 ＳＰ × １００；与 ＡＧＳ 比

较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

能是由于在体内研究中，没有共刺激信号的 Ｃｚ 不能

有效扩增，因此不能有效抑制肿瘤生长。 同样的，先
前有研究［１２］表明，ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞在体内的抗肿瘤效果

和其在体内的扩增以及持续时间相关。 除此之外，
体内研究显示，ＣＨｂｂｚ 只有在肿瘤细胞同时表达

ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 时才可以发挥肿瘤抑制活性，
表明其发生脱靶的概率降低。
　 　 约 ５０％的胃癌患者高表达 ＨＥＲ２，是一个非常明

确的胃癌靶标，已经有靶向 ＨＥＲ２ 的 ＡＤＣ 药物获

ＦＤＡ 突破性药物资格，用于治疗胃癌［１３］。 ＣＬＤＮ１８. ２
是 ＣＬＤＮ⁃１８ 的胃特异性亚型。 ＣＬＤＮ１８. ２ 特异性人

鼠嵌合单克隆抗体 ＩＭＡＢ３６２ 的临床数据显示，其对

正常组织无毒性作用，且对胃癌患者的总体客观反

应约为 １０％ ［１３］。 这些数据表明，ＣＬＤＮ１８. ２ 是一个

非常有希望的治疗胃癌的靶点。 因此，以 ＣＬＤＮ１８. ２
和 ＨＥＲ２ 为靶点的双受体 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞是一个非常

理想的胃癌治疗组合。
　 　 双靶向 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞的抗肿瘤能力较差，推测

ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞的双靶向结构不是简单地分离两个信

号域。 一些未知因素也可能影响最终的治疗效果。
有研究［１４］表明，ｓｃＦｖ 的结构可能影响下游信号及其

最终的抗肿瘤活性。 因此后续仍需要继续优化双

ＣＡＲ 的结构，如更换 ｓｃＦｖ，来提高 ＣＨｂｂｚ 的肿瘤抑

制能力。 此外，由于目前还没有可以模拟人类

ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 表达的转基因小鼠模型，ＣＨｂｂｚ

的真实脱靶情形仍不能过早的下定论。 本研究只能

表明 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 特异性 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞对单

靶点组织的杀伤作用非常轻微，但真正的作用只能

在未来的临床试验中得到证实。
　 　 总之，本研究表明靶向 ＣＬＤＮ１８. ２ 和 ＨＥＲ２ 的

双受体 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞可以降低脱靶毒性发生的概率，
并抑制胃癌的生长，是一种胃癌治疗的潜在策略。
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