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[摘  要]  目的：构建靶向CD38和CD138分子抗原的双靶点嵌合抗原受体基因修饰T淋巴细胞（CD38/CD138 CAR-T细胞），

探讨其对多发性骨髓瘤（MM）细胞的体外杀伤作用。方法：利用CAR-T细胞技术，基于MM细胞高表达CD38和CD138抗原，分

别构建靶向CD38、CD138的CD38 CAR-T与CD138 CAR-T细胞，以及同时靶向CD38与CD138的CD38/CD138 CAR-T细胞，实

验分为未处理T、CD38 CAR-T、CD138 CAR-T和CD38/CD138 CAR-T细胞组。采用流式细胞术检测CAR-T细胞的表型，利用

LDH释放法检测各种CAR-T细胞对MM细胞RPMI8226和U266的体外杀伤作用。结果：成功构建CD38 CAR-T、CD138 CAR-T

和CD38/CD138 CAR-T细胞。CD38/CD138 CAR-T细胞倾向于向记忆表型分化，表达较高水平的增殖分子（CD25）、激活分子

（CD27）和较低水平的耗竭分子（PD-1、CTLA-4、TIM-3）（均P < 0.001），而且CD38/CD138 CAR-T细胞不易于耗竭和衰老，且表达

较低水平的 r-H2AX、p-p53、p21 和 p16 蛋白（均 P < 0.01）。在不同效靶比条件下，CD38/CD138 CAR-T 细胞较 CD38 CAR-T、

CD138 CAR-T细胞对RPMI8226和U266细胞具有更强的杀伤作用（均 P < 0.001）。结论：靶向CD38和CD138治疗MM的

CD38/CD138 CAR-T 细胞在体外具有较优表型及较强的抗肿瘤功能。
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[Abstract]  Objective: To construct dual-targeting (CD38 and CD138) chimeric antigen receptor (CAR) gene-modified T cells (CD38/

CD138 CAR-T cells) and explore their in vitro cytotoxicity against multiple myeloma (MM) cells. Methods: Based on the high 

expression of CD38 and CD138 antigens in MM cells, CD38 CAR-T cells and CD138 CAR-T cells targeting CD38 and CD138 

respectively, and CD38/CD138 dual-targeted CAR-T cells targeting both CD38 and CD138 were constructed using CAR-T cell 

technology. The experimental groups included untreated T cells, CD38 CAR-T, CD138 CAR-T, and CD38/CD138 CAR-T cells. The 

phenotype of CAR-T cells was detected by flow cytometry. The cytotoxicity of various CAR-T cells against MM cells (RPMI8226 and 

U266) was assessed using the LDH release assay. Results: Three types of CAR-T cells, CD38 CAR-T, CD138 CAR-T, and CD38/

CD138 CAR-T cells, were successfully constructed. The CD38/CD138 CAR-T cells tended to differentiate into a memory phenotype, 

expressing higher levels of proliferation marker (CD25), activation marker (CD27), and lower levels of exhaustion markers (PD-1, 

CTLA-4, TIM-3) (all P < 0.001). Moreover, CD38/CD138 CAR-T cells were less prone to exhaustion and senescence, and expressed 

lower levels of r-H2AX, p-p53, p21, and p16 proteins (all P < 0.01). Under different effector-to-target cell ratios, CD38/CD138 CAR-T 
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cells exhibited stronger cytotoxic effects against RPMI8226 and U266 cells compared to CD38 CAR-T and CD138 CAR-T cells (all 

P < 0.001). Conclusion: CD38/CD138 CAR-T cells targeting both CD38 and CD138 demonstrate an optimal phenotype and enhanced 

anti-tumor activity in vitro, offering promising potential for immunotherapy in multiple myeloma.

[Key words]  multiple myeloma (MM); chimeric antigen receptor gene-modified T lymphocyte (CAR-T cell); CD38/CD138 CAR-T 

cell; immunotherapy
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多发性骨髓瘤（multiple myeloma, MM）是一种

浆细胞恶性肿瘤，其特征是浆细胞恶性增殖，伴有单

克隆免疫球蛋白的过量产生和终末器官的损伤[1]。

随着人们对MM发病机制认识的不断深入和新型治

疗药物的应用，MM患者的生存结局得到了极大的改

善[2]。但是由于耐药性的发生，大多数MM患者终因

为肿瘤复发而死亡。因此，迫切需要开发新的治疗

策略。近年来，多款自体靶向CD19的嵌合抗原受体

基因修饰T淋巴细胞（chimeric antigen receptor gene-

modified T lymphocyte, CAR-T 细胞）被批准用于治

疗B细胞恶性肿瘤[3]。然而，CAR-T细胞疗法目前仍

存在一定局限性，主要包括细胞因子释放综合征、脱

靶等[4]。针对因抗原丢失而引起的免疫逃逸现象，采

用多抗原靶向策略可在一定程度上有效克服这一挑

战[5]。CD38和CD138是MM细胞表面高表达的特异

性分子，目前针对这两个分子的MM治疗实验研究

较多；同时基于CD138 CAR-T细胞已被初步证实可

有效杀伤MM细胞的临床试验结果[6]，本实验室分别

构建了三种特异性靶向 MM 细胞的 CAR-T 细胞：

CD38 CAR-T 细胞、CAR CD138-T 细胞和双靶点

CD38/CD138 CAR-T 细胞，通过分析这三种 CAR-T

细胞的表型和对MM细胞的体外杀伤作用，为临床

治疗MM提供参考依据。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

人MM细胞RPMI8226和U266购于武汉尚恩生

物技术有限公司。RPMI 1640 培养基购自美国

Invitrogen 公司，X-VIVO 培养基购自瑞士 Lonza 公

司，CD3、CD38、CD138、CD25、CD27和 PD-1抗体均

购 自 美 国 BD 公 司 ，CTLA4、TIM-3 抗 体 购 自

Biolegend公司，乳酸脱氢酶（LDH）检测试剂盒购自

Sigma公司，人CD3/CD28激活磁珠购自STEMCELL

公司，CD3ζ、γ -H2AX、p16、p53 抗体购自美国 Cell 

signaling Technology 公司 ，p21、BCL-2、BCL-XL、

caspase-3、β-actin抗体和辣根过氧化物酶（HRP）标记

的兔抗人 IgG H&L均购自美国Proteintech公司。

1.2  靶细胞的培养

RPMI8226 和 U266 细胞在含有 10% FBS 的

RPMI 1640培养基中培养，待细胞抱团达到大小适合

时进行分皿。外周血T细胞在含有 50 U/mL IL-2的

X-VIVO 培养基中培养。所有细胞均在含有 5% 

CO2、37 ℃饱和湿度的培养箱中培养。

1.3  流式细胞术检测 RPMI8226 和 U266 细胞表面

CD38和CD138分子的表达

取密度为 1 × 106个RPMI8226和U266细胞，分

别与APC荧光标记的CD138抗体和 FITC荧光标记

的CD38抗体按照说明书比例混合，室温避光孵育

30 min。使用预冷的PBS清洗细胞3次，以去除未结

合的抗体，随即上流式细胞仪检测。设对照组，即未

经 CD138、CD38 抗体处理的 RPMI8226 和 U266 细

胞，以分析非特异性荧光表达情况。

1.4  CAR的构建

本研究构建的是第二代CAR，通过酶切酶联技

术将CD38及CD138的单链可变抗体（scFv）序列整

合至慢病毒载体 pCDH-CMV-MCS-EF1-CopGFP上。

在 scFv序列前添加信号肽，其后依次是人Fc序列、共

刺激因子CD28和CD3ζ序列，通过T2A序列将CD38

及CD138的 scFv序列串联，形成CD38/CD138 CAR。

1.5  利用密度梯度离心法获取T细胞

抽取健康志愿者外周血5~10 mL（事先均已告知

并签署知情同意书），将同体积的PBS加入抗凝外周

血中混匀。在新的离心管中加入Ficoll，然后将外周

血-PBS 混合物贴壁缓慢加入到 Ficoll 上方，避免与

Ficoll混合。以800 × g离心20 min，升速设为5，降速

保持0。吸取界面白膜层，即得到外周血单个核细胞

（PBMC）。最后，加入T cell TransAct激活试剂，培养

48 h后，获得的细胞即为T细胞。

1.6  CAR-T细胞的构建

采用吉凯公司包装的病毒对激活的T细胞进行

感染，使用CD3/CD28磁珠激活48 h即可对T细胞进

行感染。在48孔板中进行病毒感染，每孔接种 1 × 105

个T细胞，加入MOI为20的病毒。12 h后，每孔补加

200 μL X-VIVO 15培养基，继续培养 24 h。随后，浆

细胞转移至 6 cm培养皿中进行培养并进行扩增，得

到 CD38 CAR-T、CD138 CAR-T 和 CD38/CD138 

CAR-T细胞。通过绿色荧光蛋白（GFP）法、流式细胞

术及WB法检测各CAR-T细胞的阳性率。

1.7  流式细胞术检测CAR-T细胞表型

收集未处理T细胞和各组CAR-T细胞，以未处
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理T细胞为阴性对照组。将T细胞移至 1.5 mL离心

管（1 × 106 个/管）中，后加入 1 μL 的流式抗体，在

37 ℃下避光孵育 15 min后，每管加入 500 μL PBS缓

冲液，以800 × g离心3 min，经3次洗涤和过滤后，以

CytoFlex流式细胞仪分析CAR-T细胞的表型。

1.8  WB法检测CAR-T细胞中衰老与凋亡相关蛋白

的表达

收集各组细胞，用PBS清洗后，用蛋白裂解液提

取细胞的总蛋白，BCA试剂测定蛋白浓度。加入蛋

白上样缓冲液，将样品在金属浴中 100 ℃煮沸10~

20 min。经过 SDS-PAGE电泳和转膜后，在 5%脱脂

牛奶液中封闭 1~2 h。接着，加入稀释至 1∶1 000的

H2AX、p21、p16、p53、p-p53、BCL-2、BCL-XL、

caspase-3，以及稀释至 1∶2 000 的 CD3 ζ 和稀释至

1∶5 000的 β-actin抗体，4 °C下处理 10~12 h。之后，

在稀释至1∶5 000的 HRP 标记的兔抗人 IgG中处理

2 h。清洗3遍后，使用化学发光成像系统显影，利用

Image J软件分析蛋白质条带的灰度值。

1.9  LDH释放法检测CAR-T细胞对MM细胞的体

外杀伤效率

采用CBA（CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity 

Assay）法对 CAR-T 细胞的杀伤能力进行评估。将

RPMI8226、U226细胞接种于24孔板（1 × 105个/孔）中，

根据设定的效靶比（1∶1 和 2∶1），向各孔内加入各组

CAR-T细胞或和未处理T细胞，轻轻吹打、混匀。同时，

设置仅含靶细胞和仅含效应细胞的单独孔，每孔的总

体积为1 mL，共培养18 h后收集细胞，离心后保留上清

液；弃掉靶细胞组上清液，保留细胞，加入裂解液处理

45 min以完全释放LDH，然后离心取上清作为母孔样

本。从每组样本取50 μL上清液加入到96孔板，再加入

50 μL检测试剂，避光作用30 min后，每孔加入50 μL终

止液。在1 h内，使用酶标仪检测490 nm波长处的光密

度（D）值。根据公式计算细胞杀伤率：杀伤率=（实验组

D值-效应细胞自然死亡D值 - 靶细胞自然死亡D值）/

（靶细胞完全死亡D值 - 靶细胞自然死亡D值） × 100%。

1.10  统计学处理

以上主要实验均独立重复 3次。采用GraphPad 

Prism5软件对实验数据进行分析。符合正态分布的

计量数据以 x̄ ± s表述，两组间比较采用Student′s 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  MM细胞表达较高水平的CD38和CD138分子

流式细胞术检测结果显示，经荧光抗体处理的

RPMI8226和U266细胞表面均高表达CD138，其阳性

表达率分别为95.1%和98.5%（图1A、B）；RPMI8226和

U266细胞表面的CD38阳性表达率分别为 98.5%和

14.2%（图1 C、D）。结果表明，MM细胞均表达CD138

和CD38分子，可作为该研究的靶细胞。

图1    流式细胞术检测RPM18226细胞（A、、C）和U266细胞（B、、D）表面CD138和CD38分子的表达

2.2  成功构建高表达CD138和CD38的CAR-T细胞

利用CD3/CD28激活磁珠对T细胞进行激活，成

功构建了靶向CD138及CD38分子的CAR（图 2A）；

通过慢病毒感染，获得表达 CD138、CD38、CD138/

CD38 分子的 3 组 CAR-T 细胞。 WB 法检测结果

（图2B）显示，各组 CAR-T 细胞均表达 CAR 融合蛋

白（70 kD左右），说明构建CAR-T细胞成功。流式细

胞术检测结果（图 2C）显示，3组CAR-T细胞阳性率
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均在 50%以上。结果表明，成功构建高表达CD138

及 CD38 分子的 3 组 CAR-T 细胞，可以进行后续

实验。

2.3  CD38/CD138 CAR-T细胞表达较高水平激活分子

CAR-T细胞的激活水平往往与CAR-T细胞功能

呈正相关关系。CD25是 IL-2受体链，CD27属于T细

胞共刺激分子家族，两者常被视为CAR-T细胞增殖

及激活的标志物[7]。通过抗原刺激后，流式细胞术检

测结果（图3）显示，与CD38 CAR-T和CD138 CAR-T

细胞相比，CD38/CD138 CAR-T细胞表达较高水平的

CD25、CD27分子（均P < 0.001）。结果说明，CD25与

CD27双靶点更易于激活CAR-T细胞。

A：CAR的结构示意图；B：WB法检测CAR融合蛋白的表达；C：流式细胞术检测CAR-T细胞GFP的表达。

图2    成功构建CD38 CAR-T、CD238 CAR-T、CD38/CD38 CAR-T细胞

***P<0.001；ns：差异无统计学意义。

图3    流式细胞术检测CAR-T细胞表面激活分子CD25（A）和CD27（B）的表达

2.4  CD38/CD138 CAR-T细胞不易于耗竭

慢病毒感染后10 d的CAR-T细胞与靶细胞共培

养后，流式细胞术检测结果（图4）显示，CD38/CD138 

CAR-T细胞表达较低水平的PD-1、CTLA-4和TIM-3

分子（均P < 0.001）。结果表明，双靶点CD38/CD138 

CAR-T细胞在抗原刺激下更不易于耗竭。
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*P < 0.05, ***P < 0.001。

图4    流式细胞术检测CAR-T细胞表面PD-1（A）、CTLA-4（B）和TIM-3（C）分子的表达

2.5  CD38/CD138 CAR-T细胞不易于衰老与凋亡

3组CAR-T细胞与靶细胞共培养后，WB法检测

结果显示，CD38/CD138 CAR-T细胞表达较低水平的

衰老相关分子 γ -H2AX、p53、p16 和 p21（图 5A，

P < 0.01），说明CD38/CD138 CAR-T细胞更不易于衰

老。在培养20 d左右时，WB法检测CAR-T细胞凋亡

相关分子，发现 CD38/CD138 CAR-T 细胞表达更高

水平的 BCL-2、BCL-XL，表达更低水平的 caspase-3

（图 5B，P < 0.01）。结果说明，CD38/CD138 CAR-T

细胞不易于凋亡。

与未处理T细胞组相比，*P < 0.05，**P < 0.01；与CD38 CAR-T细胞组相比，△P < 0.05，△△P < 0.01；

与CD138 CAR-T细胞组相比，▲P < 0.05，▲▲P < 0.01。

图5    WB法检测CAR-T细胞衰老（A）及凋亡（B）水平

2.6  CD38/CD138 CAR-T细胞体外对MM细胞具有

较强的杀伤效率

将各组效应细胞分别与靶细胞以效靶比 1∶1

与 2∶1 共培养 12 h 后，流式细胞术检测结果显示，

CD38/CD138 CAR-T 细胞对 RPMI8226 细胞体外杀

伤率显著高于其他 3 组细胞，其中 CD138 CAR-T

细胞的杀伤效率优于 CD38 CAR-T 细胞（图 6A，

P < 0.001）；CD38/CD138 CAR-T细胞对U266细胞的

杀伤率显著高于其他 3组细胞，而CD138 CAR-T细

胞的杀伤率约两倍于 CD38 CAR-T 细胞（图 6B，
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P < 0.001），这可能与U266细胞表面CD38分子低表

达有关（图1D）。另外，在对两种靶细胞杀伤中，各组

CAR-T细胞杀伤效率随着效靶比增加而提高，尤以

CD38/CD138 CAR-T细胞的杀伤率最强。

**P < 0.01, ***P < 0.001。

图6    CAR-T细胞体外对MM细胞RPMI8226（A）和U266（B）杀伤效率

3  讨  论

MM是一种常见的血液系统恶性肿瘤，其特征是

异常免疫球蛋白的释放[8]。传统的化疗和放疗有较

大的缺点，而造血干细胞移植容易引发移植物抗宿

主病。尽管近年开发了一些免疫调节剂例如泊马度

胺（pomalidomide），但其耐受性问题仍然是不可忽略

的挑战[9]。CAR-T细胞疗法是一种新兴的免疫疗法，

大量临床试验[10-11]表明，CAR-T细胞疗法在治疗多种

血液系统肿瘤及实体瘤中具有令人瞩目的疗效。

CAR-T细胞疗法最具挑战性的局限性之一是，肿瘤

细胞对单抗原靶向CAR构建物的耐药性的问题，虽

然针对单一靶点的CAR-T细胞在临床上取得了显著

成果，但是依然有大部分患者因为肿瘤抗原丢失而

出现免疫逃逸，导致肿瘤复发。例如，尽管70%~90%

的复发和/或难治性急性淋巴细胞白血病（acute 

lymphoblastic leukemia, ALL）患者对靶向 CD19 的

CAR-T细胞治疗表现出持久的反应，但最近的随访

数据[12-13]表明，治疗后期常出现疾病抵抗机制，包括

30%~70%的复发性疾病患者在治疗后出现CD19抗

原的下调/缺失。同样，在接受靶向B细胞成熟抗原

（B cell maturation antigen, BCMA）的 CAR-T 细胞治

疗的 MM 患者中，也观察到 BCMA 表达下调或缺

失[14-16]。在实体瘤中也观察到类似的抗原逃逸抵抗

模式。例如，一篇针对胶质母细胞瘤中 IL13Ra2 的

CAR-T 细胞治疗病例报告[17] 表明，肿瘤复发时

IL13Ra2表达降低。为了降低CAR-T细胞治疗血液

系统恶性肿瘤和实体瘤的复发率，许多策略现在依

赖于靶向多种抗原。这些方法使用了双CAR结构或

串联 CAR，这是一种包含两个 scFv 的单个 CAR 结

构，以便同时靶向多个目标肿瘤抗原。在临床上，这

两种策略似乎都可能导致延长的持久缓解率，并且

有一些靶向 CD19 和 CD20 或 CD19 和 CD22 临床

试验[18]。

研究[19-20]显示，CD19/CD22 CAR-T细胞疗法对成

年 ALL 和弥漫性大B细胞淋巴瘤（diffuse large B-cell 

lymphoma, DLBCL）患者有很好的疗效。在实体瘤

中，几种串联CAR已经在临床前模型中进行了测试，

包括胶质母细胞瘤中的HER2和 IL13Ra2、乳腺癌中

的HER2和MUC1。在这两种情况下，与单靶点治疗

相比，双靶点治疗产生了更好的抗肿瘤反应[21] 。该项

研究说明了优化靶抗原选择的重要性，这不仅可以

提高抗肿瘤反应，还可以减少抗原逃逸机制，以防止

肿瘤复发。MM 细胞中除表达 BCMA 和 GPRC5D

外，还表达许多其他有吸引力的靶抗原，其中

CD138、CD38 和 SLAMF7/CS1 是最突出的，所有这

些抗原均在MM细胞上高表达。虽然SLAMF7的表

达可能随着肿瘤进展而略有降低，但CD38的表达在

不同疾病阶段通常不受影响，CD138在难治性和进

行性疾病患者的 MM 细胞中表达更高[22-24]，不同于

BCMA等分子，CD138分子在MM生长及增殖过程

中起到极其重要的作用。另有研究[25]表明，靶向

CD38分子治疗MM具有良好的治疗效果。然而，所

有这些抗原也在其他组织中表达。因此，可以通过

精心设计的靶向治疗来利用。这一点已经在靶向

CD38的达拉单抗和依沙妥昔单抗中得到证实，该抗

体在新诊断和复发/难治性MM患者中具有良好的耐

受性[26]。

本研究中，相较于单靶点 CAR-T 细胞，CD38/

CD138 CAR-T细胞由于是双靶点，通过双共刺激分

子刺激，导致 CD38/CD138 CAR-T 细胞表现更高的

激活水平。作为 T 细胞的经典免疫检查点分子，

PD-1、CTLA4与TIM-3严重限制T细胞的功能。研

究[27]发现，通过敲除 CAR-T 细胞 PD-1、CTLA4 或
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TIM-3，CAR-T细胞的抗肿瘤功能显著提高。本研究

结果显示，CD38/CD138 CAR-T细胞在抗原刺激下，

更不易于耗竭，这与临床上靶向 CD19 与 CD22 的

CD38/CD138 CAR-T 细胞的表型及效果吻合[28]。

CD38/CD138 CAR-T 细胞表达较低水平的 γ-H2AX

等分子，说明其衰老水平较低，这是目前首次检测

CAR-T细胞衰老的实验。CD38/CD138 CAR-T细胞

同时针对双靶点CD38和CD138，在与靶细胞作用时

能够发挥更强的杀伤作用。

本研究构建双靶点CD38/CD138 CAR-T细胞相

对于单靶点CAR-T细胞具有更易于激活、不易于耗

竭、衰老和凋亡的优势，在体外表现出比CD38 CAR-T

和CD138 CAR-T细胞更强的杀伤MM细胞的效率。

CAR-T细胞疗法和双特异性抗体在治疗MM治疗方

面显示出巨大的前景，两种疗法都已证明能够使一

些患者完全缓解，但这些反应的持续时间可能会有

所不同[29]。本研究的局限性在于未开展体内实验，但

值得肯定的是本研究成功地完成了 CD38/CD138 

CAR-T细胞对MM细胞的体外杀伤实验，此为临床

治疗MM提供了宝贵的参考依据，也为未来的研究

奠定了坚实的基础。
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