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靶向黏蛋白１嵌合抗原受体修饰的犑狌狉犽犪狋犜细胞特异杀伤肝癌细胞
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１．苏州大学医学部基础医学与生物科学学院细胞生物学系，苏州２１５１２３

２．第二军医大学东方肝胆外科医院生物治疗科，上海２００４３８

３．第二军医大学东方肝胆外科医院基因病毒治疗实验室，上海２００４３８

　　［摘要］　目的　探讨靶向黏蛋白１（ｍｕｃｉｎ１，ＭＵＣ１）的嵌合抗原受体（ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＡＲ）修饰的Ｔ细胞株

（ＣＡＲＴ）对 ＭＵＣ１高表达肝癌细胞的特异杀伤能力。方法　分别构建第１代与第３代靶向 ＭＵＣ１的ＣＡＲ基因表达框

（ＭＵＣ１ＣＡＲ与 Ｇ３ＭＵＣ１ＣＡＲ），并将其装入慢病毒载体，利用获得的重组慢病毒感染Ｊｕｒｋａｔ细胞，通过ＣＣＫ８法、ＥＬＩＳＡ

法、乳酸脱氢酶释放实验，分别检测在 ＭＵＣ１抗原存在条件下，ＣＡＲＴ细胞的增殖、ＩＬ２分泌量、杀伤作用。结果　成功构建

２种靶向 ＭＵＣ１嵌合抗原受体表达框的重组慢病毒ＪｕｒｋａｔＣＡＲＴ细胞株。两种ＪｕｒｋａｔＣＡＲＴ细胞均能特异识别 ＭＵＣ１分

子，杀伤 ＭＵＣ１高表达的肝癌细胞ＱＧＹ７７０１，而对 ＭＵＣ１低表达的正常肝细胞基本不杀伤；第３代ＣＡＲ修饰的ＪｕｒｋａｔＴ细

胞接触 ＭＵＣ１分子后，其增殖速度、ＩＬ２分泌量和杀伤效率均优于第１代 ＭＵＣ１修饰细胞（犘＜０．０５或 犘＜０．０１）。

结论　靶向 ＭＵＣ１的ＪｕｒｋａｔＣＡＲＴ细胞能特异杀伤 ＭＵＣ１高表达的肝癌细胞。

　　［关键词］　嵌合抗原受体；黏蛋白１；Ｊｕｒｋａｔ细胞；肝细胞癌
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ｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔ（犘＜０．０５ｏｒ０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅＭＵＣ１ｓｅｐｃｉｆｉｃＣＡＲｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄＪｕｒｋａｔＴｃｅｌｌｓｃａｎｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙｋｉｌｌＭＵＣ１

ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄＨＣＣｃｅｌｌｓ．

　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ；ｍｕｃｉｎ１；Ｊｕｒｋａｔｃｅｌｌｓ；ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（１１）：１１７７１１８２］

　　近年来，利用肿瘤浸润淋巴细胞（ｔｕｍｏｒｉｎｆｉｌｔｒａ

ｔｉｎｇｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＴＩＬ）开展的过继细胞治疗在黑素

瘤的治疗中取得令人振奋的临床效果［１］。然而对大

部分肿瘤而言，难以获得肿瘤特异性的ＴＩＬ细胞
［２］。

理想的替代方法就是对Ｔ细胞进行体外遗传操作，

使其具备肿瘤特异性的增殖和杀伤功能。

嵌合 抗 原 受 体 （ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＣＡＲ）由一个ｓｃＦｖ单链抗体（由抗体 ＶＨ 区氨基酸

序列和ＶＬ 区氨基酸序列经Ｌｉｎｋｅｒ连接而成），通过

铰链结构与源于ＴＣＲ复合体或者ＩｇＥ高亲和受体

的跨膜和胞内信号结构域（源自ＣＤ３ζ／ＦｃεＲＩγ免疫

受体酪氨酸活化基序、源自 ＣＤ２８／４１ＢＢ／ＯＸ４０／

ＩＣＯＳ／ＤＡＰ１０／ＬＣＫ共刺激信号分子胞内结构域）连

接构成［３］。经ＣＡＲ遗传修饰的 Ｔ细胞（ＣＡＲＴ），

能够高效识别和杀伤由于 ＭＨＣ分子或抗原加工相

关蛋白酶体低表达、逃逸ＴＣＲ介导免疫反应的肿瘤

细胞［４］。至目前为止，ＣＡＲ结构已发展至３代，涉

及肿瘤抗原包括ＣＤ１９、ＨＥＲ２、ＣＥＡ、ＰＳＣＡ等，已有

２９项ＣＡＲＴ进入临床试验
［５］，取得理想的临床疗

效。因此，本研究尝试应用ＣＡＲ修饰的Ｔ细胞株特

异杀伤高表达黏蛋白１（ｍｕｃｉｎ１，ＭＵＣ１）的肝癌细

胞，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　限制性内切酶购自ＮＥＢ公

司 （Ｎｅｗ ＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ）；细胞株 ＨＥＫ２９３Ｔ、

ＱＧＹ７７０１、Ｌ０２、Ｊｕｒｋａｔ及质粒ｐＭＤ．Ｇ（ＱＪ００５）、

ｐＣＭＶｄｅｌｔａ８．９１（ＱＪ００１）、ｐＬＶ１８０为本实验保存。

ＭＵＣ１单链抗体基因克隆于ＨＭＦＧ２，ＨＭＦＧ２ＶＨ：

ＡＭ７４７０４３，ＨＭＦＧ２ＶＬ：ＡＦ０４２１４３
［６］。载体质粒

结构设计主要参考Ｓａｄｅｌａｉｎ等
［７］设计的嵌合抗原受

体的结构。各个基因在ＧｅｎＢａｎｋ中的序列号如下：

犆犇８ａｈｉｎｇｅ＋ＴＭ 基因序列号为 ＡＹ０３９６６４．１，

犆犇２８基因序列号为ＸＭ＿００６７１２８６２．１，犆犇１３７基因

序 列 号 为 Ｕ０３３９７．１，犆犇３ξ 基 因 序 列 号 为

ＡＦ２２８３１２．１，质粒载体基因交由捷瑞（Ｇｅｎｅｒａｙ）公

司全基因合成。２ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，２×Ｈａｎｋ液由实验

室自配。ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（碧云天，产品编号

Ｃ００３７），乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒（碧云天，

产品编号Ｃ００１７），人ＩＬ２ＥＬＩＳＡｋｉｔ（上海依科赛公

司，货号 ＥＨ００２９６）。Ｈｕｍａｎ ＭＵＣ１Ａｌｌｏｐｈｙｃｏ

ｃｙａｎｉｎＭＡｂ（Ｃｌｏｎｅ６０４８０４）；ＭｏｕｓｅＩｇＧ２Ｂ、Ｍｏｕｓｅ

ＩｇＧ２ＢＡｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎＩｓｏｔｙｐｅＣｏｎｔｒｏｌ（同型对

照）均 购 自 Ｒ＆Ｄ 公 司。Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ

ＭＵＣ１Ｆｃ（Ｓｉｎｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ公司，１２１２３Ｈ０２Ｈ）；Ｐｕｒｉ

ｆｉｅｄ Ｍｏｕｓｅ ＡｎｔｉＨｕｍａｎ ＣＤ３ξ（ＢＤ 公 司，货 号

５５１０３３）。

１．２　质粒的构建与鉴定　将全基因合成的 Ａｎｔｉ

ＭＵＣ１（ＶＨＶＬ）ＣＤ３ζＦ２ＡｈｒＧＦＰ和ＣＤ２８ＣＤ１３７

ＣＤ３ζＦ２ＡｈｒＧＦＰ基因通过基础分子克隆技术装入

慢病毒载体，分别构建ｐＬＶ１８０ＭＵＣ１ＣＡＲＦ２Ａ

ｈｒＧＦＰ与 ｐＬＶ１８０Ｇ３ＭＵＣ１ＣＡＲＦ２ＡｈｒＧＦＰ，以

及不含ＣＡＲ基因的对照载体ｐＬＶ１８０ｈｒＧＦＰ。

１．３　慢病毒包装　将 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞４×１０
６／孔

的密度铺于１００ｍｍ培养皿中，用含１０％胎牛血清

的ＤＭＥＭ 培养液于３７℃、５％ ＣＯ２ 孵箱培养至

６０％～８０％融合度时，换８ｍＬ无血清ＤＭＥＭ 培养

液于３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱培养。２ｈ后，用三质粒磷

酸钙法包装慢病毒，具体步骤如下：在１个１０ｍＬ离

心管中加慢病毒载体质粒３０μｇ，ｐＣＭＶｄｅｌｔａ８．９１

（ＱＪ００１）２０μｇ，ｐＭＤ．Ｇ（ＱＪ００５）１０μｇ，２ｍｏｌ／Ｌ

ＣａＣｌ２１２４μＬ，加双蒸水补全至１ｍＬ，再加１ｍＬ２×

Ｈａｎｋ，充分混匀，室温静置２０ｍｉｎ，然后逐滴加入到

上述１００ｍｍ 培养皿中，３７℃、３％ ＣＯ２ 孵箱培养，

６～８ｈ后，换新鲜含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 于

３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱培养培养。４８ｈ和７２ｈ后分别

收集１００ｍｍ 培养皿中含病毒的上清液，离心去除

细胞碎片，０．４５μｍ 滤膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）过滤后，将病毒

上清液移入 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ浓缩柱，离心３０ｍｉｎ，浓缩至

１００～２００μＬ，将浓缩的病毒液移入ＥＰ管，－８０℃冰

箱中保存。

１．４　慢病毒感染Ｊｕｒｋａｔ细胞　将生长状态良好的
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Ｊｕｒｋａｔ细胞以５×１０５／孔的密度接种于６孔板中，加

无血清ＲＰＭＩ１６４０培养基至２ｍＬ，加入２μＬ８μｇ／

ｍＬＰｏｌｙｂｒｅｎｅ，加入１００μＬ纯化病毒液，混匀，于

３７℃、５％ ＣＯ２ 孵箱培养，８ｈ后换成１０％ＦＢＳ的

ＲＰＭＩ１６４０培养，４８ｈ后观察绿色荧光。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＣＡＲ表达　离心收集生长

状态良好的经慢病毒感染的５×１０５ 个Ｊｕｒｋａｔ细胞

株，用预冷的生理盐水清洗２遍，加入含蛋白酶抑制

剂的细胞裂解液１６０μＬ，放在冰盒中于摇床上轻微

摇晃，３０ｍｉｎ后加４０μＬ５×上样ｂｕｆｆｅｒ，然后在

１００℃水浴锅里煮沸１０ｍｉｎ，蛋白样品保存于－８０℃

冰箱或直接使用。配制好ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白胶，点

样，跑电泳，将蛋白转移到ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉

封闭２ｈ，加入稀释过的一抗，４℃冰箱过夜，取出膜

后，用ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ，加入稀释过的二

抗，孵育２ｈ，取出膜后，用 ＴＢＳＴ洗３次，每次１０

ｍｉｎ，加显色剂，最后在凝胶成像仪上拍照。

１．６　细胞增殖实验　用５μｇ／ｍＬＭＵＣ１抗原蛋白

包被９６孔板过夜，第２天，用ＰＢＳ洗１遍，每孔加入

２０００个Ｊｕｒｋａｔ细胞，补齐培液至１００μＬ，３７℃、５％

ＣＯ２ 孵箱孵育４８ｈ。每孔加１０μＬＣＣＫ８溶液，

３７℃、５％ＣＯ２ 培养９０ｍｉｎ，在４５０ｎｍ测定光密度值

（犇）。详细步骤参见ＣＣＫ８ｋｉｔ使用说明书。

１．７　肝癌细胞 ＭＵＣ１表达水平及ＩＬ２的测定　将

生长状态良好的 ＱＧＹ７７０１和Ｌ０２细胞消化下来，

离心收集，用ＰＢＳ清洗２遍，加入抗体，室温孵育３０

ｍｉｎ后，用ＰＢＳ洗２次，重悬浮，上样，经流式细胞仪

检测肝癌细胞 ＭＵＣ１表达水平。将５０００个Ｊｕｒ

ｋａｔＣＡＲ和５０００个 ＱＧＹ７７０１或Ｌ０２细胞在２４

孔板中共培养，４８ｈ后离心２ｍｉｎ，收取２００μＬ上

清，使用人ＩＬ２ＥＬＩＳＡｋｉｔ检测ＩＬ２含量，具体步

骤参见人ＩＬ２ＥＬＩＳＡｋｉｔ使用说明书。

１．８　杀伤实验　接种１００μＬ１×１０
４／孔的靶细胞

（ＱＧＹ７７０１或Ｌ０２）到９６孔细胞培养板中，按不同

效靶比（Ｅ／Ｔ值０．５∶１、１∶１、２∶１、４∶１、８∶１、

１６∶１）加入ＪｕｒｋａｔＣＡＲ细胞，补培养液至２００μＬ，

３７℃、５％ＣＯ２ 共培养２４ｈ。共培养２４ｈ后，从细胞

培养箱里取出细胞培养板，在只接种 ＱＧＹ７７０１或

Ｌ０２细胞的培养孔中加入试剂盒提供的乳酸脱氢酶

（ＬＤＨ）释放试剂，加入量为原有培养液体积的１０％

（２０μＬ）。加入ＬＤＨ释放试剂后，反复吹打数次混

匀，然后继续在细胞培养箱中孵育。１ｈ后，将细胞

培养板用多孔板离心机４００×犵离心５ｍｉｎ。分别取

各孔的上清液１２０μＬ，加入到一新的９６孔板相应孔

中，随即进行样品测定。各孔分别加入６０μＬＬＤＨ

检测工作液。混匀，室温（约２５℃）避光孵育３０ｍｉｎ

（可用铝箔包裹后置于水平摇床或侧摆摇床上缓慢

摇动）。然后在４９０ｎｍ处测定光密度值。详细步骤

参见乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒使用说明书。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行

数据分析，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　质粒的构建与鉴定　构建了第１代 ＣＡＲ

（ｐＬＶ１８０ＭＵＣ１ＣＡＲＦ２ＡｈｒＧＦＰ）和 第 ３ 代 ＣＡＲ

（ｐＬＶ１８０Ｇ３ＭＵＣ１ＣＡＲＦ２ＡｈｒＧＦＰ）慢病毒载体，

ＣＡＲ结构简图见图１。ｐＬＶ１８０Ｇ３ＭＵＣ１ＣＡＲＦ２Ａ

ｈｒＧＦＰ、ｐＬＶ１８０ＭＵＣ１ＣＡＲＦ２ＡｈｒＧＦＰ、ｐＬＶ１８０

ｈｒＧＦＰ质粒经３组酶切后经电泳鉴定正确（图２）。

图１　犆犃犚结构简图

犉犻犵１犛犮犺犲犿犪狋犻犮狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犆犃犚

图２　质粒电泳鉴定图

犉犻犵　２犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犱犻犵犲狊狋犲犱狆犾犪狊犿犻犱

Ａ：ｐＬＶ１８０Ｇ３ＭＵＣ１ＣＡＲＦ２ＡｈｒＧＦＰ．１：犖犺犲Ⅰ ＋ＳａⅡ

（２５００ｂｐ＋６３００ｂｐ），２：犆犾犪Ⅰ＋犖犺犲Ⅰ（５６０ｂｐ＋８３００

ｂｐ），３：犈犮狅ＲⅠ＋犡犫犪Ⅰ（１６００ｂｐ＋７２００ｂｐ）．Ｂ：ｐＬＶ１８０

ＭＵＣ１ＣＡＲＦ２ＡｈｒＧＦＰ．４：犆犾犪Ⅰ＋犖犺犲Ⅰ（５６０ｂｐ＋８１００

ｂｐ），５：犖犺犲Ⅰ＋犡犺狅Ⅰ（２２００ｂｐ＋６３００ｂｐ），６：犈犮狅ＲⅠ＋

犡犺狅Ⅰ（１４００ｂｐ＋７２００ｂｐ）；Ｃ：ｐＬＶ１８０ｈｒＧＦＰ．７：犆犾犪Ⅰ＋

犈犮狅ＲⅠ（５６０ｂｐ＋６６００ｂｐ），８：犈犮狅ＲⅠ ＋犅犪犿犎Ⅰ（７２０ｂｐ＋

６４００ｂｐ），９：犖犮狅Ⅰ（１８００ｂｐ＋５３００ｂｐ）．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ
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２．２　慢病毒包装及感染Ｊｕｒｋａｔ细胞结果　应用三

质粒磷酸钙法感染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，获取携带嵌合

抗原受体基因的重组慢病毒。感染２４ｈ后，在荧光

显微镜下表达绿色荧光的 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞达到

８０％以上，表明含绿色荧光基因的慢病毒载体质粒

在ＨＥＫ２９３Ｔ细胞能高效地包装携带嵌合抗原受

体基因的慢病毒。将得到的含慢病毒载体的上清经

离心纯化后，感染ＪｕｒｋａｔＴ细胞，传代培养３代后，

在荧光显微镜下观察表达绿色荧光的ＪｕｒｋａｔＴ细胞

达到９５％以上（图３），由此可以确定包装的慢病毒

滴度很高，可以有效感染ＪｕｒｋａｔＴ细胞株，构建携带

ＣＡＲ的ＪｕｒｋａｔＴ细胞株。

图３　慢病毒感染犑狌狉犽犪狋犜细胞荧光图

犉犻犵３　犑狌狉犽犪狋犜犮犲犾犾狊犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔犾犲狀狋犻狏犻狉狌狊

狌狀犱犲狉犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲

Ａ：ＪｕｒｋａｔＴｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｌｅｎｔｉＧ３ＭＵＣ１ＣＡＲＦ２ＡｈｒＧ

ＦＰ；Ｂ：ＪｕｒｋａｔＴｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｌｅｎｔｉＭＵＣ１ＣＡＲＦ２Ａ

ｈｒＧＦＰ；Ｃ：ＪｕｒｋａｔＴｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｌｅｎｔｉｈｒＧＦＰ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＣＡＲ在Ｊｕｒｋａｔ细胞中的表

达　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测结果（图４）表明：ＪｕｒｋａｔＴ细

胞高表达ＣＡＲ蛋白。

２．４　增殖实验结果　ＪｕｒｋａｔＣＡＲ 细胞在受到

５μｇ／ｍＬ浓度包被 ＭＵＣ１蛋白抗原刺激４８ｈ后比

ＪｕｒｋａｔＣＡＲ细胞单独培养增殖速度快（图５），其中

ＪｕｒｋａｔＧ３ＭＵＣ１ＣＡＲ细胞快６７％，ＪｕｒｋａｔＭＵＣ１

ＣＡＲ细胞速度快２３％。对照组为ＪｕｒｋａｔｈｒＧＦＰ细

胞，其是否接受 ＭＵＣ１蛋白抗原刺激增殖速度没有

明显差别。

图４　犑狌狉犽犪狋犆犃犚犜细胞裂解物的免疫印迹图

犉犻犵４　犐犿犿狌狀狅犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犑狌狉犽犪狋犆犃犚犜犮犲犾犾犾狔狊犪狋犲狊

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＭＵＣ１ＣＡＲ；３：Ｇ３ＭＵＣ１ＣＡＲ

图５　犑狌狉犽犪狋犆犃犚细胞株在５μ犵／犿犔浓度包被 犕犝犆１蛋白

抗原刺激４８犺后细胞增殖柱状图

犉犻犵５　犘狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犑狌狉犽犪狋犆犃犚犜犮犲犾犾狊４８犺犪犳狋犲狉

狊狋犻犿狌犾犪狋犻狅狀狅犳５μ犵／犿犔狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆狉狅狋犲犻狀犕犝犆１

＋：ＪｕｒｋａｔＴｃｅｌｌｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＭＵＣ１Ｆｃ，－：ＪｕｒｋａｔＴ

ｃｅｌｌｓａｌｏｎｅ；犘＜０．０１，狀＝３，珔狓±狊

２．５　ＩＬ２的检测结果　流式检测表明：肝癌细胞株

ＱＧＹ７７０１高量表达 ＭＵＣ１，而正常肝细胞 Ｌ０２

ＭＵＣ１表达量低。ＥＬＩＳＡ 检测ＪｕｒｋａｔＴ 细胞与

ＱＧＹ７７０１共培养上清中的ＩＬ２量。结果（图６）表

明：第３代和第１代 ＭＵＣ１ＣＡＲＪｕｒｋａｔＴ细胞与

７７０１共培养分泌ＩＬ２的量明显高于 ＭＵＣ１ＣＡＲＴ

细胞单独培养，第３代ＭＵＣ１ＣＡＲＴ细胞分泌ＩＬ２

的量明显高于第１代ＭＵＣ１ＣＡＲＪｕｒｋａｔＴ细胞；第

３代和第１代 ＭＵＣ１ＣＡＲＴ细胞与Ｌ０２共培养分

泌，只有第３代 ＭＵＣ１ＣＡＲＴ细胞分泌ＩＬ２的量

区别于第３代ＭＵＣ１ＣＡＲＴ细胞单独培养，其余都

无明显区别，Ｊｕｒｋａｔ分泌ＩＬ２的量都停留在本体

水平。
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第１１期．马宜冬，等．靶向黏蛋白１嵌合抗原受体修饰的ＪｕｒｋａｔＴ细胞特异杀伤肝癌细胞 ·１１８１　 ·

图６　犐犔２在不同犑狌狉犽犪狋犆犃犚细胞株中的表达量

犉犻犵　６　犈犔犐犛犃狉犲狊狌犾狋狊犳狅狉犐犔２狊犲犮狉犲狋犻狅狀狅犳

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犑狌狉犽犪狋犆犃犚犮犲犾犾狊

＋：ＪｕｒｋａｔＴｃｅｌｌｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＱＧＹ７７０１／Ｌ０２，－：Ｊｕｒ

ｋａｔＴｃｅｌｌｓａｌｏｎｅ；犘＜０．０１，犘＜０．０５，狀＝３，珔狓±狊

２．６　杀伤实验结果　结果（图７）表明：随着Ｅ／Ｔ值

的升高，ＪｕｒｋａｔＴ 细胞杀伤 ＱＧＹ７７０１细胞能力逐

渐增强。其中，在 Ｅ／Ｔ＝１６时，ＪｕｒｋａｔＧ３ＭＵＣ１

ＣＡＲ 杀 伤 ＱＧＹ７７０１ 细 胞 达 到 ８８％，Ｊｕｒｋａｔ

ＭＵＣ１ＣＡＲ杀伤 ＱＧＹ７７０１细胞达到６５％，对照

组杀伤ＱＧＹ７７０１细胞达到５１％，可见经嵌合抗原

受体修饰的ＪｕｒｋａｔＴ细胞能有效杀伤 ＭＵＣ１高表

达的ＱＧＹ７７０１肝癌细胞。ＪｕｒｋａｔＴ细胞对Ｌ０２细

胞的杀伤作用无显著差异，表明 ＭＵＣ１ＣＡＲ 的修

饰未增强Ｊｕｒｋａｔ细胞对Ｌ０２的本底杀伤活性。

３　讨　论

原发性肝癌是我国最常见恶性肿瘤之一，预后

差、死亡率高。大多数患者发现时已处于中晚期，丧

失手术机会，且其对化疗敏感性差，因而亟需研发其

他治疗手段应用于肝癌，尤其是中晚期肝癌的临床

治疗。ＭＵＣ１是一种大分子跨膜糖蛋白，广泛高表

达于乳腺癌、卵巢癌、肺癌、前列腺癌、结肠癌、肝癌

和胰腺癌等恶性肿瘤，其胞外区主要由２０个氨基酸

（ＰＤＴＲＰＡＰＧＳＴＡＰＰＡＨＧＶＴＳＡ）的核心重复序列

组成，是 ＭＵＣ１蛋白糖基化修饰位点，且相对于正

常细胞，肿瘤细胞表面 ＭＵＣ１具有不同的糖基化结

构［８］。过表达和糖基化异常都使 ＭＵＣ１成为各种

免疫治疗的理想靶点。其中，根据 ＭＵＣ１核心重复

序列设计的脂质体癌症疫苗（ＬＢＬＰ２５）能高效激活

患者免疫反应，已进入Ⅲ期临床试验
［９］；抗 ＭＵＣ１

的抗体 Ｙｔｔｒｉｕｍ９０ｌａｂｅｌｅｄｍｕＨＭＦＧ联合化疗治

疗卵巢癌，已经进入Ⅲ期临床试验
［１０］。

图７　犑狌狉犽犪狋犆犃犚细胞株在不同效靶比时的杀伤效果折线图

犉犻犵７　犙犌犢７７０１犪狀犱犔０２犾狔狊犻狊犪狋犻狀犱犻犮犪狋犲犱

犲犳犳犲犮狋狅狉／狋犪狉犵犲狋狉犪狋犻狅狊狅犳犑狌狉犽犪狋犆犃犚犮犲犾犾狊

Ａ：ＱＧＹ７７０１；Ｂ：Ｌ０２．狀＝３，珔狓±狊

本研究应用肿瘤过继细胞治疗策略，将 ＭＵＣ１

作为靶点用于肝癌治疗。本研究克隆了抗原决定簇

位于 ＭＵＣ１蛋白异常糖基化位点的 ＭＵＣ１单链抗

体（ＨＭＦＧ２）基因，分别构建了针对 ＭＵＣ１分子的

第１代与第３代 ＭＵＣ１ 嵌合抗原受体（ＭＵＣ１

ＣＡＲ／Ｇ３ＭＵＣ１ＣＡＲ），并将其装载到慢病毒载体，

利用包装获得的重组慢病毒感染ＪｕｒｋａｔＴ 细胞，分

别构建了表达第１代和第３代 ＭＵＣ１特异性ＣＡＲ

的ＪｕｒｋａｔＴ细胞株，验证了该ＣＡＲＴ细胞对肝癌

细胞的杀伤功能与杀伤特异性。结果表明，相对于

对照，两种经 ＭＵＣ１嵌合抗原受体修饰的ＪｕｒｋａｔＴ

细胞均能特异识别 ＭＵＣ１分子，杀伤 ＭＵＣ１高表达
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的肝癌细胞 ＱＧＹ７７０１，而对 ＭＵＣ１低表达的正常

肝细胞基本不杀伤。此外，第３代ＣＡＲ（Ｇ３ＭＵＣ１

ＣＡＲ）修饰的ＪｕｒｋａｔＴ细胞接触 ＭＵＣ１分子后，其

增殖速度、ＩＬ２分泌量和杀伤效率均优于第１代

ＭＵＣ１修饰细胞（ＭＵＣ１ＣＡＲ）。本研究结果为应

用 ＭＵＣ１ＣＡＲ修饰的患者原代Ｔ细胞用于肝癌过

继性免疫细胞治疗的研究提供了实验依据。
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