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摘要　 目的　 探讨靶向间皮素（ＭＳＬＮ）的嵌合抗原受体 ＮＫ⁃
９２（ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２）细胞对卵巢癌细胞的杀伤作用。 方法 　 通

过免疫组化分析法和免疫荧光法分别检测原发性卵巢癌组

织和卵巢癌细胞系 ＭＳＬＮ 的表达情况。 使用慢病毒转染的

方法构建靶向 ＭＳＬＮ 的 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞，流式细胞术检测

其转染效率，并在体内和体外验证 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 对卵巢癌的

杀伤作用。 结果　 ＭＳＬＮ 在原发性卵巢癌组织和卵巢癌细

胞系中高表达。 流式细胞术检测显示靶向 ＭＳＬＮ 的 ＣＡＲ⁃
ＮＫ⁃９２ 纯度为 ７０％ 左右。 体内和体外实验发现靶向 ＭＳＬＮ
的 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞具有较强抗卵巢癌作用，能释放更多的

细胞因子干扰素⁃γ 和肿瘤坏死因子⁃α。 结论 　 靶向 ＭＳＬＮ
的 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 具有较强的体内和体外抗卵巢癌作用，为卵

巢癌患者提供了潜在治疗方案。
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　 　 卵巢癌是妇科恶性肿瘤里致死率最高的肿瘤，
大多数患者确诊时已经处于疾病晚期 （ ＩＩＩ － ＩＶ
期） ［１］。 目前中晚期卵巢癌患者的治疗原则是以手

术治疗为主，辅以紫杉醇和铂类药物的化疗，但对于

晚期复发难治的卵巢癌患者疗效有限，仍然需要寻

求更有效的治疗方法［２］。 近年来，免疫细胞疗法的

出现为肿瘤治疗带来了新的方向，而嵌合抗原受体

修饰自然杀伤（ｃｈｉｍｅｒｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ⁃
ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ， ＣＡＲ⁃ＮＫ）细胞是免疫细胞疗法的新

突破。 这种特异性的基因改造使得 ＮＫ 细胞获得了

特异靶向杀伤肿瘤细胞的能力。 理想情况下，ＣＡＲ
靶点一般为肿瘤细胞表面特异性高表达而正常细胞

表面低表达的蛋白。 间皮素作为一种膜表面糖蛋

白，在卵巢癌中高表达，而在正常间皮组织中表达较

低［３］。 该研究构建了以间皮素为靶点的 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃
９２ 细胞，通过体内外实验分别验证 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细

胞对卵巢癌的杀伤作用。

１　 材料与方法

１． １　 组织样本来源和细胞系　 ２ 例正常卵巢组织

样本和 ２１ 例卵巢肿瘤组织样本均来自同济大学附

属第十人民医院妇产科，本研究经医院医学伦理委

员会批准，患者签署知情同意书。 ４ ～ ６ 周龄雌性

ＳＰＦ 级 ＮＣＧ 小鼠，１６ ～ １８ ｇ，共计 １２ 只，购自江苏集

萃药康生物科技有限公司，许可证号：ＳＹＸＫ（沪）
２０２１⁃００１２，合格证编号：ＮＯ． ２０２１４４３２２。 所有方案

均经同济大学动物护理和使用委员会批准进行。 人

卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３、ＯＶＣＡＲ３ 及 ＮＫ⁃９２ 细胞购自中

国科学院上海细胞库，保存于同济大学附属第十人民

医院妇产科。 ＯＶＣＡＲ３⁃ＬＵＣ 细胞是由荧光素酶慢病

毒 ｐＳＬｅｎｔｉ⁃ＥＦ１⁃Ｌｕｃ２⁃Ｆ２Ａ⁃Ｐｕｒｏ⁃ＣＭＶ⁃ＭＣＳ⁃ＷＰＲＥ 转

染 ＯＶＣＡＲ３ 细胞获得。
１． ２　 主要试剂和仪器　 马血清（ｈｏｒｓｅ ｓｅｒｕｍ， ＨＳ）
（货号：１６０５０⁃１２２）和胎牛血清（ ｆｏｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）（货号：１００９９⁃１４１）购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；重组

人纤维蛋白（货号：ＧＭＰ⁃ＣＨ３８）购自苏州近岸蛋白

质科技股份有限公司；ＰＥ ａｎｔｉ⁃ＤＹＫＤＤＤＤＫ Ｔａｇ 抗体

购自美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司；抗间皮素 （ ｍｅｓｏｔｈｅｌｉｎ，
ＭＳＬＮ）抗体（货号：Ａ１４０９９）购自武汉爱博泰克生物

科技有限公司；乳酸脱氢酶（ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ）试剂盒（货号：Ｃ２０３０１）购自美国英杰生命技

术有限公司；干扰素 γ （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ， ＩＦＮ⁃γ）检测试

剂盒（货号：ＤＩＦ５０Ｃ）和肿瘤坏死因子 α （ｔｕｍｏｒ ｎｅｃ⁃
ｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ， ＴＮＦ⁃α） 检测试剂盒 （货号：ＤＴＡ００Ｄ）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司；Ｄ⁃荧光

素钾盐（货号：４０９０２ＥＳ０２）购自中国翌圣生物科技

股份有限公司。 ＦＡＣＳＣａｎｔｏ ＩＩ 流式细胞仪（美国 ＢＤ
公司）。
１． ３　 细胞培养 　 ＳＫＯＶ３、ＯＶＣＡＲ３ 培养于含 １０％
ＦＢＳ 的 １６４０ 培养基，ＮＫ⁃９２ 培养于添加 ０. ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
肌醇、０. １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃巯基乙醇、０. ０２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 叶酸、
２００ Ｕ ／ ｍｌ 白 细 胞 介 素⁃２ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃２， ＩＬ⁃２ ）、
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１２. ５％ＨＳ、１２. ５％ ＦＢＳ 和 １％ 青霉素链霉素溶液的

ＭＥＭα 培养基中。
１． ４　 方法　
１． ４． １　 ＣＡＲ 载体的构建 　 ａｎｔｉ⁃ＭＳＬＮ 的序列来自

ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＦ０３５６１７. １， ＣＡＲ 的结构包含了胞内

ＣＤ１３７ 和 ＣＤ３ζ 信号转导结构域，中间段 ＣＤ８ 的跨

膜区，胞外部分 ＣＤ８ 铰链区、Ａｎｔｉ⁃ＭＳＬＮ ｓｃＦｖ 和 Ｆｌａｇ
结构。 与此同时，构建含有 ＧＦＰ 荧光蛋白的空载体

作为对照。
１． ４． ２ 　 ＭＳＬＮ⁃ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 的 构 建 　 使用包装

ＭＳＬＮ⁃ＣＡＲ 载体的慢病毒转染 ＮＫ⁃９２ 细胞。 转染

前 １ ｄ，使用人纤维蛋白液包板 ２４ 孔板，４ ℃冰箱过

夜。 转染当天用生理盐水将包板洗 ２ 次，再向板内

加入感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ＭＯＩ）７０ 的

慢病毒悬液、ＮＫ⁃９２ 细胞及 ＭＥＭ 培养基，轻轻混匀，
放置培养箱 ５ ～ ６ ｈ 后补加含有 ＩＬ⁃２ 的培养基继续

培养；第 ２ 天１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，换液后继续培

养，第 ４ 天检测转染效率。
１． ４． ３　 流式细胞术检测 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞的构建效

率　 将 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 和 ＮＫ⁃９２ 细胞离心弃上清液，使
用 ３％牛血清蛋白（ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ， ＢＳＡ）重

悬后，孵育 ２０ ｍｉｎ。 使用 ＰＥ ａｎｔｉ⁃ＤＹＫＤＤＤＤＫ Ｔａｇ
流式抗体试剂进行细胞表面染色，孵育 ３０ ｍｉｎ，再用

ＰＢＳ 洗 ２ 次，上机检测。 所有样本在 ＦＡＣＳＣａｎｔｏ Ⅱ
流式细胞仪上进行操作，使用 ＦｌｏｗＪｏ 软件进行分

析。
１． ４． ４　 细胞毒性实验　 把 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２、ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ＧＦＰ
（ＧＦＰ 空载慢病毒转染的 ＮＫ⁃９２）与 ＯＶＣＡＲ３ 及 ＳＫ⁃
ＯＶ３ 按照效应细胞 ∶ 靶细胞为 ２ ∶ １ 和 １ ∶ １ 时共培

养 ４ ｈ，检测上清液中 ＬＤＨ 活性（反映细胞毒性）。
阳性对照组为加入 １０ μｌ 裂解液的卵巢癌细胞组，
靶细胞对照组为不做处理的卵巢癌细胞组，使用酶

标仪检测 ４９０ ｎｍ 处的吸光度判断各组中 ＬＤＨ 的活

性。 ＮＫ 细胞的毒性计算公式为：裂解率（％ ） ＝ （实
验组吸光度 －靶细胞对照组吸光度） ／ （靶细胞最大

裂解吸光度 －靶细胞对照组吸光度） × １００％ 。
１． ４． ５ 　 ＴＮＦ⁃α 及 ＩＦＮ⁃γ 的检测 　 将 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２、
ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ＧＦＰ（ ＧＦＰ 空载慢病毒转染的 ＮＫ⁃９２ ） 与

ＯＶＣＡＲ３ 及 ＳＫＯＶ３ 按照效应细胞 ∶ 靶细胞为 １０ ∶ １
共培养 ４ ｈ，使用 ＥＬＩＳＡ 法检测上清液中 ＴＮＦ⁃α 及

ＩＦＮ⁃γ 的表达。
１． ４． ６　 免疫组化分析　 将组织放入液体石蜡中，冷
冻包埋切片。 加山羊血清 ３７ ℃温箱中封闭 ４０ ｍｉｎ。
再加入抗 ＭＳＬＮ 抗体（１ ∶ １ ０００）孵育，４ ℃冰箱过

夜。 将石蜡切片放入 ＰＢＳ 中洗涤后，孵育二抗（１ ∶
１０ ０００），３７ ℃ 温箱中放置 １ ｈ。 将石蜡切片放入

ＰＢＳ 洗涤后，加 ＳＡＢＣ 和显色剂，苏木精复染，使用

正置显微镜观察。 使用 ＩｍａｇｅＪ 软件对免疫组化结

果进行分析。
１． ４． ７ 　 免疫荧光实验 　 为了检测卵巢癌细胞系

ＯＶＣＡＲ３ 和 ＳＫＯＶ３ 上 ＭＳＬＮ 的表达，依次使用 ４％
ＰＦＡ 和 ０. ５％ ＰＢＳＴ 对 ＯＶＣＡＲ３ 和 ＳＫＯＶ３ 进行固定

和通透，使用 ３％ ＢＳＡ 封闭 ３０ ｍｉｎ，再使用 ａｎｔｉ⁃
ＭＳＬＮ 抗体孵育，放置 ４ ℃冰箱过夜，第 ２ 天使用红

色荧光 Ｃｙ３ 二抗和 ＤＡＰＩ 试剂避光染色。 使用激光

共聚焦显微镜观察 ＯＶＣＡＲ３ 和 ＳＫＯＶ３ 上 ＭＳＬＮ 的

表达。
１． ４． ８　 体内实验　 小鼠饲养在无菌环境中，每天观

察小鼠饮食及健康状况，每周记录一次小鼠体质量。
在第 ０ 天时，将荧光素酶基因标记的 ＯＶＣＡＲ３ 细胞

消化并用 ＰＢＳ 重悬成每毫升悬液中含 ２ × １０６ 个细

胞，在 ＮＣＧ 小鼠腹腔内注射细胞悬液 １００ μｌ。 在第

４ 天和第 １１ 天，分别向小鼠腹腔注射 １ × １０７ 个

ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞或者 ＮＫ⁃９２ 细胞。 在此期间，使用

活体成像仪观察小鼠腹腔内肿瘤生长情况。 活体成

像时，将小鼠放入麻醉箱中，使用异氟烷麻醉 ３ ｍｉｎ，
腹腔注射配置好的 １００ μｌ Ｄ⁃荧光素钾盐，底物注射

１０ ｍｉｎ 后进行活体成像检测。
１． ５　 统计学处理　 采用 Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件和 Ｅｘｃｅｌ 对
所有数据进行统计学处理。 实验数据均重复 ３ 次，
结果以均数 ± 标准差（ｍｅａｎ ± ＳＤ）表示。 两组数据

采用 ｔ 检验进行比较，Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计学

意义。

２　 结果

２． １　 原发性卵巢癌组织和卵巢癌细胞系 ＭＳＬＮ 的

表达　 免疫组化结果显示（图 １Ａ），ＭＳＬＮ 在正常卵

巢组织中呈低表达或者不表达，而在卵巢癌组织中

呈现高表达。 为了更好地评估 ＭＳＬＮ 在卵巢癌组织

中的表达情况，从每个样本随机选取一个视野，按照

ＭＳＬＮ 阳性和阴性区域所占百分比的高低绘制成柱

状图 （图 １Ｂ），发现 ＭＳＬＮ 阳性率平均占 （６３ ±
１８. ６）％ ，ＭＳＬＮ 阴性率平均占（３７ ± １８. ６）％ ，差异

有统计学意义（ ｔ ＝ ４. ３８９，Ｐ ＜ ０. ００１）。 这说明在原

发性卵巢癌组织中，ＭＳＬＮ 表达量较高。 免疫荧光

染色法检测 ＳＫＯＶ３ 和 ＯＶＣＡＲ３ 两种卵巢癌细胞系

上 ＭＳＬＮ 的表达情况，使用激光共聚焦显微镜观察

发现（图 １Ｃ），ＭＳＬＮ 在 ＳＫＯＶ３ 和 ＯＶＣＡＲ３ 两种细
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胞系表面呈现高表达。
２． ２ 　 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 的制备及体外作用研究 　 ＣＡＲ
结构 （图 ２Ａ） 包含了 Ｆｌａｇ 蛋白、 ａｎｔｉ⁃ＭＳＬＮ、 ＣＤ８
ｈｉｎｇｅ、跨膜域及细胞内信号域 ＣＤ１３７ 和 ＣＤ３ζ 序

列，其中 Ｆｌａｇ 蛋白作为标签蛋白用来鉴定 ＣＡＲ 的

表达效率。 使用 ＣＡＲ 慢病毒和 ＧＦＰ 空载慢病毒分

别转染 ＮＫ⁃９２ 细胞，构建 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ （ＣＡＲ）和 ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ⁃ＧＦＰ。 流式细胞术检测发现 Ｆｌａｇ 阳性的 ＣＡＲ⁃
ＮＫ⁃９２ 细胞占比 ７０％ 左右 （图 ２Ｂ），说明采用的

ＣＡＲ ＮＫ 转染体系可以达到较高的转染效率，获得

纯度较高的 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞。
　 　 体外杀伤实验结果显示 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２、 ｃｏｎｔｒｏｌ⁃
ＧＦＰ 与卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３ 和 ＯＶＣＡＲ３ 按照不同的

效靶比共培养时，ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞对靶细胞的裂解

率明显强于 ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ＧＦＰ 细胞，差异有统计学意义

（效靶比 ２ ∶ １：ｔ ＝ １６. ５２，Ｐ ＜ ０. ００１）（效靶比 １ ∶ １：
ｔ ＝ ３２. ０６，Ｐ ＜ ０. ００１） （图 ２Ｃ），说明 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细

胞对卵巢癌细胞起到较强的杀伤作用。

图 １　 原发性卵巢癌组织和卵巢癌细胞系上 ＭＳＬＮ 的表达

　 　 Ａ： 免疫组化检测卵巢癌 ＭＳＬＮ 的表达；ａ、ｂ：ＭＳＬＮ 在正常卵巢组织、卵巢癌组织中的表达 × ２００；ｃ、ｄ：分别是 ａ、ｂ 的局部放大图 × ５００； Ｂ：
ＭＳＬＮ 在卵巢癌组织中的表达量；与 ＭＳＬＮ 阴性区域比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；Ｃ： 激光共聚焦显微镜下观察卵巢癌细胞系 ＳＫＯＶ３ 和 ＯＶＣＡＲ３ 表面

ＭＳＬＮ 的表达 × ６３０；ＤＡＰＩ 标记细胞核呈蓝色荧光；Ｃｙ３ 标记 ＭＳＬＮ 呈红色荧光；Ｍｅｒｇｅ 为共定位
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图 ２　 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 的构建及体外作用分析

　 　 Ａ： ＭＳＬＮ⁃ＣＡＲ 结构示意图；Ｂ： 流式细胞术检测 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞所占的百分比；Ｃ： ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞在效应细胞与靶细胞比例为２ ∶ １ 和 １
∶ １ 时对卵巢癌细胞的细胞毒作用（ｎ ＝ ３）；Ｄ： ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞与卵巢癌细胞共培养后上清液中 ＩＦＮ⁃γ、ＴＮＦ⁃α 的含量（ｎ ＝ ３）；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ＧＦＰ
组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

　 　 细胞因子分泌结果显示，ＣＡＲ 组分泌的 ＩＦＮ⁃γ
平均值高于 ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ＧＦＰ 组分泌的平均值，在靶细胞

为 ＳＫＯＶ３ 时，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ３. ３１８， Ｐ ＜
０. ０５）。 同样，ＣＡＲ 组分泌的 ＴＮＦ⁃α 平均值也高于

ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ＧＦＰ 组分泌的平均值，在靶细胞为 ＯＶＣＡＲ３
时，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ２. ６， Ｐ ＜ ０. ０５）（图 ２Ｄ），
说明 ＣＡＲ ＮＫ 细胞可以分泌更多的细胞因子来发挥

抗肿瘤作用。
２． ３　 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 的体内抗肿瘤特性　 小鼠生物荧

光成像结果显示，与肿瘤组小鼠和 ＮＫ⁃９２ 组小鼠相

比，ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 组小鼠肿瘤生长较缓慢（图 ３Ａ）。
同时对生物发光成像 （ ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ，
ＢＬＩ）的数值统计显示，与 ＮＫ⁃９２ 组相比，ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃
９２ 组小鼠肿瘤生长速度较缓慢，差异有统计学意义

（ ｔ ＝ ３. ５４７， Ｐ ＜ ０. ００１） （图 ３Ｂ），说明 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２
具有较好的抗肿瘤作用。 对小鼠的体质量进行统计

分析显示，在肿瘤注射的第 ２１ 天后，肿瘤组小鼠和

ＮＫ⁃９２ 组小鼠出现了体质量增长缓慢的趋势，而
ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 组小鼠依然保持较稳定的体质量增长

速度（图 ３Ｃ），说明 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 有较强的抗肿瘤作

用，可以很好地维持小鼠的状态。

３　 讨论

　 　 卵巢癌是一种恶性侵袭性肿瘤，致死率较高，因

此探索新的卵巢癌治疗策略具有重要的临床意

义［４］。 ＭＳＬＮ 作为一种膜表面蛋白，在卵巢癌中特

异性高表达，因此可以成为卵巢癌免疫治疗的理想

靶点［５］。 在本研究中，卵巢癌组织中都检测出了

ＭＳＬＮ 阳性，而在正常卵巢组织中几乎没有 ＭＳＬＮ
的表达，同时在两种卵巢癌细胞系上也检测出了

ＭＳＬＮ 阳性，与之前的研究［６］ 一致。 本研究以间皮

素为靶点，使用慢病毒转染的方法构建了 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃
９２ 细胞，具有较强的抗肿瘤作用。 其中，ＣＡＲ 结构

中包含的 ＣＤ１３７ 和 ＣＤ３ζ 作为 ＮＫ 细胞上的重要分

子，对激活 ＮＫ 细胞起着重要的作用［７］；同时高效率

的转染提高了 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞的纯度，也进一步提

高了 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞的杀伤作用［８］。 此外，在本研

究中，ＣＡＲ 介导的杀伤作用伴随着更高水平的 ＩＦＮ⁃
γ 和 ＴＮＦ⁃α 的分泌，也进一步证实了 ＣＡＲ 能够介导

更强大的杀伤作用。 而在荷瘤小鼠实验中，ＣＡＲ 组

小鼠表现出了较缓慢的肿瘤生长速度，说明 ＣＡＲ⁃
ＮＫ⁃９２ 细胞在小鼠体内能够发挥较强的抗肿瘤作

用。
　 　 ＮＫ 细胞是一群先天毒性淋巴细胞，与 Ｔ 细胞

相比具有较低的免疫原性。 因此 ＣＡＲ ＮＫ 被认为更

有希望应用于肿瘤的临床治疗。 当前 ＣＡＲ ＮＫ 研究

中较常使用的 ＮＫ 细胞有外周血源 ＮＫ 细胞、脐带

血源 ＮＫ 细胞和 ＮＫ 细胞系。 本研究选用 ＮＫ⁃９２ 细
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图 ３　 小鼠体内实验验证 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 对卵巢癌的作用

　 　 Ａ： 小鼠活体成像图；Ｂ： 小鼠 ＢＬＩ 数值统计图（ｎ ＝ ４）；与肿瘤组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＮＫ⁃９２ 组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ；Ｃ： 小鼠体质量变化图（ｎ
＝ ４）

胞系作为研究对象，因为 ＮＫ⁃９２ 细胞在体外 ＩＬ⁃２ 刺

激下，能够大量扩增，并且在表型特征上不会发生较

大的改变［９］；与此同时，ＮＫ⁃９２ 细胞容易受慢病毒转

染，可以得到高纯度的 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞［８］。 因此，
ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞在肿瘤治疗领域具有良好的应用

前景。 当前已经有很多国家正在积极开展 ＣＡＲ⁃
ＮＫ⁃９２ 研究，并且已经取得不错的治疗效果［１０］。 但

是 ＮＫ⁃９２ 细胞来源特殊，在体内不能持续增殖，因
而发挥的抗肿瘤作用有限［１１］。 为了解决 ＣＡＲ ＮＫ
细胞在体内不能持续增殖的问题，Ｔｅｎｇ ｅｔ ａｌ［１２］研究

发现在 ＣＡＲ 序列中添加编码 ＩＬ１５ 序列可以显著提

高 ＰＳＣＡ⁃ＣＡＲ⁃ＮＫ 细胞在小鼠体内的存活时间，这
项研究为 ＣＡＲ ＮＫ 细胞在临床上的应用提供了新的

研究思路。
　 　 在本研究中，ＭＳＬＮ⁃ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃９２ 细胞表现出了

较强的抗卵巢癌作用，可以为卵巢癌患者提供较好

的治疗策略。 但本实验仍然存在不足之处，包括对

小鼠生存期周期的观察时间不足及缺少 ＣＡＲ⁃ＮＫ⁃
９２ 细胞在小鼠体内存活时间的研究。 因此在后续

的研究中，将进一步改进实验方案，真正建立卵巢癌

患者临床可用的、安全有效的 ＣＡＲ ＮＫ 细胞。
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