
浙江理工大学学报(自然科学版),第３７卷,第６期,２０１７年１１月

JournalofZhejiangSciＧTechUniversity(NaturalSciences)

Vol．３７,No．６,Nov．２０１７

DOI:１０．３９６９/j．issn．１６７３Ｇ３８５１．２０１７．１１．０２３　

收稿日期:２０１７－０３－０３　　网络出版日期:２０１７－１０－１０
基金项目:国家高技术研究发展计划项目(２０１２ZX０９１０２３０１Ｇ００９);浙江省自然科学基金项目(１３H０９００１５)

作者简介:白　静(１９９０－),女,河北沧州人,硕士研究生,主要从事细胞免疫疗法方面的研究.

通信作者:吕正兵,EＧmail:zhengbingl＠１２６．com

抗PDＧL１CAR基因的构建及CARＧT的功能活性研究

白　静a,b,张洁雯a,b,施炜星a,陈健a,b,吕正兵a,b
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　　摘　要:鉴于嵌合抗原受体T细胞(chimericantigenreceptorTcells,CARＧT)疗法应用于肿瘤治疗的临床试验

已取得很大突破,设计了程序性死亡配体Ｇ１(programmeddeathligandＧ１,PDＧL１)特异性 CARＧT 细胞以体外杀伤肺

癌细胞.通过克隆表达PDＧL１(７３Ｇ７３９),并纯化 PDＧL１蛋白以免疫 BALB/c小鼠制备获得 PDＧL１单克隆抗体;克隆

PDＧL１单克隆抗体单链可变区片段,与CD２８、４Ｇ１BB、CD３Ｇζ链的基因体外融合构建第三代CAR 基因,并克隆于慢

病毒载体pCDHＧCMVＧEF１ＧcopGFP上,包装成慢病毒.该慢病毒感染 CD８＋T细胞,扩增５d,测定 CAR的表达,表

达率可达到２２％以上.PDＧL１靶向的肿瘤细胞杀伤作用分析显示,抗PDＧL１CARＧT细胞有一定的体外杀伤活性.
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０　引　言

肿瘤,尤其是恶性肿瘤,是目前威胁人类生命健

康的最主要疾病之一.其中肺癌已成为比较常见的

恶性肿瘤.在我国,无论是肺癌的发病率还是死亡

率均高居首位[１].随着科学技术的发展,肿瘤治疗

的手段不断创新,免疫治疗已成为继手术、放疗、化
疗后的第四种行之有效的治疗手段,而它的临床试

验进展更令人瞩目,因此,肿瘤免疫治疗在２０１３年

被«Science»杂志评为年度十大科学突破第一位[２].

CARＧT 细 胞 治 疗,是 嵌 合 抗 原 受 体 (chimeric
antigenreceptors,CAR)修饰的 T 细胞治疗,是免

疫治疗一个重要方面,该技术是通过基因修饰的手

段,将患者的 T细胞在体外修饰,活化和扩增后,再
回输到患者体内[３].经过不断的研究与改进,CAR
基因已由第一代发展到第三代;第一代仅CD３复合

物(ζ链)胞内结构域融合形成嵌合受体[４Ｇ５],第二代

引入一个共刺激因子(如CD２８)[６],第三代CAR 又

增加 一 个 共 刺 激 因 子 引 入 (如 CD１３４(OX４０)、

CD１３７(４Ｇ１BB))[７].Zhao等[８]通过应用 CD２８和

CD１３７两个共刺激因子构建第三代CAR,第三代

CARＧT细胞展示出较强的杀肿瘤功能,并增强 T
细胞在体内作用的持久性.

PDＧL１分子,亦称 B７ＧH１、CD２７４[９Ｇ１０],是 PDＧ１
的主要配体,并在很多恶性肿瘤中高表达[１１Ｇ１７],在免

疫应答负调控中发挥重要作用.PDＧ１/PDＧL１信号

通路的激活,有助于形成肿瘤微环境,使肿瘤细胞逃

避机体的免疫监视和杀伤,而阻断该信号通路,可以

促进肿瘤抗原特异性 T细胞的增殖,发挥杀伤肿瘤

细胞的作用[１８].PDＧ１单克隆抗体与 CARＧT 技术

结合,在免疫缺陷小鼠体内进行试验,验证该联合疗

法消除肿瘤的可行性[１９].PDＧL１是 PDＧ１的配体,

PDＧL１单克隆抗体优势也比较明显,如特异性强,
副作用低,肿瘤控制时间长等,它已成为治疗非小细

胞肺癌(NSCLC)有效手段,并在临床试验中取得突

破性进展[２０Ｇ２２].本文设想将PDＧL１作为CARＧT治

疗的靶抗原,抗PDＧL１CARＧT既能阻断PDＧ１/PDＧ
L１信号通路,提高 T细胞介导的肿瘤免疫治疗,又
可以直接特异性地杀死肿瘤细胞,而且构建的第三

代CAR 基因可以增加 T 细胞在体内的存活时间,



增强T细胞的杀伤活性和持久性.本文提出把PDＧ
L１作为CARＧT细胞的靶点,验证抗PDＧL１CARＧT
细胞在体外对肿瘤细胞有杀伤活性,为后续的体内

试验研究和临床试验提供理论依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

菌种 TG１、BL２１(DE３),质粒pcDAN３．１ＧPDＧ
L１(７３Ｇ７３９)、pETduetＧHisＧSUMO、pCDHＧCMVＧMCSＧ
EF１ＧcopGFP、pLP１、pLP２、pLPＧVSVG,细 胞 株

２９３T、A５４９、NCLＧH１０４８及小鼠骨髓瘤细胞SP２/０
均由本实验室提供;小鼠采用SPF级BALB/c雌性

小鼠(购于上海斯莱克实验动物有限责任公司);生
物分 子 试 剂 非 特 殊 说 明 均 购 于 Takara;蛋 白

Marker(Thermo);AntiＧHis６ 抗体 (Roche);BCA
蛋白定量试剂盒(Biomiga);TMB 单组份显色液

(Solarbio);弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂、HAT、

HT、四 甲 基 联 苯 胺、PEG、８ＧNＧ鸟 嘌 呤 均 购 于

Sigma;CD８＋ T 细胞分选磁珠(Miltenyi);培养基

RPMIＧ１６４０、DMEM,FBS,ILＧ２,均 购 于 Gibco;

FicollＧPaque PREMIUM sterile solution (GE
healthcare)、IFNＧγ检测试剂盒(Lifetechnologies).

１．２　pETduetＧHisＧSUMOＧPDＧL１(７３Ｇ７３９)重组质粒

的构建及PDＧL１蛋白的表达与纯化

１．２．１　pETduetＧHisＧSUMOＧPDＧL１(７３Ｇ７３９)重组质

粒的构建

　　通过限制性内切酶 EcoRI和 NotI对含有

pcDNA３．１ＧPDＧL１(７３Ｇ７３９)基 因 的 质 粒 和 pETduetＧ
HisＧSUMO 载体分别进行双酶切获得PDＧL１(７３Ｇ７３９)

基 因 片 段 和 载 体 片 段,采 用 凝 胶 回 收 试 剂 盒

(Axygen)回收目的片段,通过 T４DNALigase将回

收的酶切产物于１６~２４℃连接,并转化至大肠杆菌

TG１感受态;转化菌液均匀涂布于含Amp的LB固

体培养基上,３７℃培养箱,倒置培养１０h.挑选单

斑菌落,继续扩大培养１０h,提取重组质粒,双酶切

鉴定获得 pETduetＧPDＧL１(７３Ｇ７３９),并送至上海生工

生物工程有限公司测序验证.

１．２．２　PDＧL１蛋白的表达与纯化

将 pETduetＧPDＧL１(７３Ｇ７３９) 重 组 质 粒 转 化 到

BL２１(DE３)感受态细胞中,１mmol/LIPTG诱导表

达,使用蛋白割胶回收试剂盒(Sangon)纯化,SDSＧ
PAGE凝胶电泳检测目的蛋白,浓缩胶浓度为５％,
分离胶浓度为１５％,电泳时间１．５h,考马斯亮蓝溶

液染色２．０h,脱色至目的条带清晰后拍照记录.

随后利用 Westernblotting验证,将SDSＧPAGE凝

胶上的PDＧL１蛋白转移到PVDF膜上,经脱脂奶粉

封闭后,加入１∶５０００倍稀释的 AntiＧHis６,孵育

１．０h,TBST洗膜３次,每次１５min,用化学发光检

测系统采集图像.

１．３　PDＧL１单克隆抗体制备

１．３．１　动物免疫

实验方法参照文献[２３Ｇ２４]改进,１mg/mL的

PDＧL１纯化蛋白与等体积弗氏完全佐剂混匀免疫

BALB/c雌性小鼠,每隔两周进行一次免疫,进行腹

部或皮下注射,共免疫４次,一周后收集小鼠脾细胞.

１．３．２　细胞融合

将１×１０６ 个脾脏细胞和１×１０５ 的SP２/０细胞

充分混合,在１mL的３７℃预热PEG溶液(pH 值

为８．０~８．２)作用下融合１min,再加入RPMIＧ１６４０
培养基终止PEG作用,１０００rpm 离心３min,重复

洗涤 两 次,细 胞 接 种 密 度 调 至 ２．５×１０６/mL,

５０μL/孔并接种到９６孔细胞培养板中;３７ ℃,５％
CO２ 培养箱培养,４．０~６．０h后每孔加入５０μL
２×HAT培养基培养[２３].

１．３．３　杂交瘤细胞的筛选

细胞融合后生长１０d左右,检测克隆阳性孔,
对阳性克隆的杂交瘤细胞经过三轮有限稀释法进一

步筛选,获得５株杂交瘤细胞株,分别利用 PDＧL１
蛋白和经过固定处理 NCLＧH１０４８ 细胞 (高表达

PDＧL１蛋白)作为包被抗原,筛选获得一株最优杂

交瘤细胞株[２５].

１．３．４　腹水单克隆抗体制备与纯化

提前一周将４００μL弗氏不完全佐剂注射到小

鼠体内进行诱导,扩大培养杂交瘤细胞,调整细胞浓

度８×１０５ 个/mL,取１mL腹腔注射小鼠体内,一周

后,收取腹水,８０００rpm 离心１０min;ELISA法确定

单克隆抗体的亚型,二抗羊抗鼠分型二抗１∶５０００
稀释使用,确定抗体亚型,选择 ProteinG 填料(索
莱宝)纯化抗体,ELISA 法检测抗体效价,Western
blotting技术鉴定.

１．４　PDＧL１特异性CAR 基因的构建

通过RNA提取试剂盒(Roche)提取杂交瘤细胞

总 RNA,采用SMARTer􀆿 RACE试剂盒(Clontech)
合成第一链cDNA,PCR扩增获得单克隆抗体可变

区轻链和重链编码序列(PCR引物设计见表１),目
的产物纯化后,通过EcoRI和NotI限制性内切酶

消化,克隆到载体pcDNA３．１上,阳性克隆送至苏

州泓讯生物技术有限公司测序验证.
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表１　PCR引物设计

基因名称 上游引物 下游引物

AntiＧPDＧL１
Light

ATGTCAGAATTCAAGCAGTGGTATCA
ACGCAGAGTA

ACGTCAGCGGCCGCGTTAACTGCTC
ACTGGATGGTGGGAAGAT

AntiＧPDＧL１
Heavy

ATGTCAGAATTCAAGCAGTGGTATCA
ACGCAGAGTA

ATGTCAGCGGCCGCCCTCAGACTGCT
CATTTGCAGGTACAGGA

注:表中下划线部分为EcoRI和NotI.

　　将轻链(κ链)编码区和重链恒定区的序列由人

源IgG编码区轻链(κ链)和重链恒定区序列替换,
将人源化单克隆抗体基因与CD２８、４Ｇ１BB、CD３Ｇζ链

的基因序列组合.PDＧL１特异性CAR 基因载体结

构设计如图１所示,产生编码嵌合抗原受体的CAR
基因,由苏州泓讯生物技术有限公司合成,克隆到

pCDHＧCMVＧMCSＧEF１ＧcopGFP载体上.

图１　PDＧL１特异性CAR基因载体结构简图

注:pCMV为CMV启动子;pEF１为EF１启动子.

１．５　CARＧT细胞的制备

使用脂质体３０００将穿梭载体pCDHＧCMVＧMCSＧ
EF１ＧcopGFPＧCAR与pLP１、pLP２、pLPＧVSVG参照试

剂盒(Invitrogen)共转染至２９３T细胞,流式细胞仪检

测绿色荧光细胞百分比,转染后继续培养７２h,收集

上清液,PEG法浓缩并纯化慢病毒,感染２９３T细胞

进行滴度测定,滴度等于细胞数、感染率、稀释倍数的

乘积,病毒浓缩液按 MOI为１０感染CD８＋T细胞,细
胞培养基使用含１０％ FBS的RPMIＧ１６４０培养基(ILＧ
２为６０U/mL,ILＧ７为３０U/mL),培养５d后,利用流

式细胞仪检测CAR的表达率.

１．６　CARＧT细胞的体外杀伤活性检测

ELISA法检测毒性杀伤上清液中IFNＧγ的分

泌量:A５４９细胞作为阴性对照细胞,NCLＧH１０４８细

胞作为阳性靶细胞,实验组设计效靶细胞比为１∶１,
每个反应孔各１００μL,细胞浓度１×１０６/mL,细胞

板在３７℃孵育１０~２０h,１５００rpm 离心４min,检
测毒性杀伤后上清液中IFNＧγ的分泌量,可参照产

品使用说明书.

１．７　实验数据统计分析

使用 GraphPadPrism６．０软件进行统计分析.

p＜０．０５表示具有统计学意义,p＜０．００１表示存在

极显著差异.

２　结果与分析

２．１　构建的pETduetＧPDＧL１(７３Ｇ７３９)重组质粒进行

双酶切鉴定

　　将连接产物转化 TG１,涂板,挑选 pETduetＧ

PDＧL１(７３Ｇ７３９)单克隆菌落扩大培养后,提取质粒进

行双酶切鉴定.将酶切产物进行１％琼脂糖凝胶

电泳,结果如图２所示.从图２中可以看出,目的

条带大小与预期的一致,因此重组质粒pETduetＧ
PDＧL１(７３Ｇ７３９)构建成功.

图２　重组质粒的鉴定

注:M:DL１００００,泳道１:pETduetＧPDＧL１ 的双酶切产物.

２．２　HisＧPDＧL１融合蛋白纯化产物的鉴定

收集扩大培养的 pETduetＧPDＧL１(７３Ｇ７３９)菌体,
采用切胶回收的方法纯化 HisＧPDＧL１融合蛋白,并
对回收产物进行１５％ SDSＧPAGE凝胶电泳检测和

Westernblotting验证,结果如图３所示.从图３中

可以看出,目的条带与预期相符.

２．３　杂交瘤细胞的筛选

免疫后小鼠,分离脾细胞,与小鼠骨髓瘤细胞经

细胞融合技术获得杂交瘤细胞株,三轮有限稀释后,
共得到五株稳定表达PDＧL１单克隆抗体的细胞株,
分别为B１０Ｇ８、B４ＧF３、B４ＧE１、B１０ＧA４、A４ＧE６.ELISA
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图３　PDＧL１割胶回收产物鉴定

注:图(a)中电泳凝胶检测 M１:２６６１０marker,泳道１:割胶回

收的蛋白纯化产物;图(b)中鉴定 M２:２６６１６marker,泳道２:

蛋白纯化产物.

检测,结果如图４(a)中所示,B１０Ｇ８与B４ＧF３相对较

高,其他三种也显示相对较高的水平;图４(b)是利用

高表达PDＧL１的NCLＧH１０４８细胞株进行处理作包

被抗原,结果显示 B１０Ｇ８与 B１０ＧA４两株细胞株显

示出较高的水平.综上所述,选择细胞株 B１０Ｇ８进

行单克隆抗体腹水制备抗体.

图４　杂交瘤细胞的筛选

２．４　单克隆抗体的制备与鉴定

将制备的杂交瘤细胞腹腔注射到小鼠体内,一
周后获得腹水,将腹水按１∶２００,１∶１０００,１∶５０００,

１∶１００００,１∶２００００,１∶６００００,１∶２４００００;用 PBS
等比例稀释后,测定抗体效价.结果如图５所示,

B１０Ｇ８的效价可达到１∶２４００００.

图５　PDＧL１单克隆抗体的腹水效价

利用ELISA,检测杂交瘤细胞上清液中的抗体

亚型,抗体使用羊抗鼠分型二抗,以及１∶５０００稀释

的兔抗羊 HRP,酶标仪测定 OD４５０nm 读数,结果如

图６所示.细胞株所分泌的单克隆抗体IgG２b亚

型,轻 链 为 κ 链,因 此 确 定 选 用 亲 和 层 析 填 料

ProteinG纯化抗体.

图６　B１０Ｇ８单克隆抗体的亚型分析

利用原核表达纯化的 PDＧL１蛋白与筛选得到

的单克隆抗体腹水进行 Westernblotting鉴定.样

品与PBS按１∶１００稀释,结果如图７所示,纯化后

的单克隆抗体与PDＧL１蛋白产生特异性反应,目的

条带的显示位置与预期相符.

图７　PDＧL１单克隆抗体 Westernblotting鉴定

注:M:２６６１６marker;泳道１:B１０Ｇ８单克隆抗体纯化产物.

２．５　病毒包装与滴度测定

将慢病毒质粒 pCDHＧCMVＧMCSＧEF１ＧcopGFPＧ
CAR 与PLP１、PLP２、PLPＧVSVG 四种质粒转染至
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２９３T细胞,培养３d后,收集细胞并通过流式细胞仪

测定绿色荧光细胞百分比,２９３T细胞的病毒感染率

如图８所示.从图８中可以看出,可达到９５．６６％
(R２区域所示),携带目的基因的穿梭载体对２９３T
细胞的转染率每板均能达到９０％以上,四质粒转染

２９３T细胞,满足慢病毒包装前提.
收集含有病毒上清液１００mL,经 PEG８０００浓

缩后得到病毒浓缩液３００μL,取适量病毒浓缩液,
梯度稀释至１０倍、１００倍、１０００倍、２０００倍用于感

染２９３T细胞,未感染的２９３T 细胞作为空白对照,
用于感染CD８＋T 细胞.病毒浓缩液稀释１０倍的

感染率为８８％,稀释１００倍感染率为７５．８８％,稀释

１０００倍感染率为４０．５３％,稀释２０００倍感染率为

２６．４５％(图９).浓缩后病毒滴度约为５×１０７TU/mL.

图８　２９３T细胞的病毒感染率

图９　梯度稀释病毒浓缩液对２９３T细胞的感染率

２．６　慢病毒感染 T细胞CAR的表达率

选取数目为０．５×１０６ 个 CD８＋T细胞,作为初

始细胞进行激活诱导,诱导１~２d后,加入病毒浓缩

液感染,４d后,测定感染率结果表明:表达率达到

２２％,随着T细胞的不断扩增,培养２０d后,CAR的

表达率仅达到不足１０％,分析原因,可能为未感染病

毒T细胞扩增速度较快,CARＧT细胞扩增速度相对

将慢,因此表达率有所降低.感染２０d后,对照组细

胞扩增近５０倍,实验组细胞扩增不足４０倍,原因可

能是在加入病毒感染后,病毒以及病毒液中混着的蛋

白杂质对T细胞的有影响,且在细胞培养过程中,尤

其在病毒感染４d后,换液处理时观察到CARＧT实

验组细胞有不同程度细胞死亡裂解存在.

图１０　CAR的表达率
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２．７　CARＧT细胞体外毒性检测

通过ELISA检测效靶细胞上清液的IFNＧγ的分

泌量,分泌量越大,证明CARＧT细胞杀伤靶细胞作用

越明显.IFNＧγ的分泌量如图１１所示,从图中可以

看出,在各组效靶细胞的杀伤过程中释放的IFNＧγ量

有着很大的差距,其中以CARＧT细胞对 NCLＧH１０４８
细胞的杀伤中分泌的IFNＧγ量最大,证明杀伤力最

强;CARＧT对A５４９细胞显示一定杀伤活性,而 T细

胞对于两种靶细胞显示极微弱的杀伤活性,实验组与

对照组相比,两者的杀伤活性差异极其显著.

图１１　IFNＧγ的分泌量

注:∗∗∗,p＜０．００１.

３　讨　论

在肿瘤的免疫治疗中,解决肿瘤微环境免疫抑

制的难题也越来越引起关注,目前,阻断PDＧ１/PDＧ
L１途径的疗法已成为重要的手段,并取得一定的进

展,PDＧL１单克隆抗体在临床试验中治疗效果明

显,在 NSCLC 的治疗中表现出良好的耐受性,对

PDＧL１阳性病患治疗效果更显著[２１,２６].经大量研

究和临床数据显示,现阶段,PDＧL１仍为 PDＧ１/PDＧ
L１通路阻断剂类药物最有前景的生物标志物之一.
本文制备了PDＧL１单克隆抗体,制备单克隆抗体的

抗原选择多样,本文利用原核表达系统表达PDＧL１
蛋白作为免疫原,为提高融合蛋白的水溶性及表达

量,促进靶蛋白正确折叠等,在表达载体pETduet上

插入了SUMO标签[２７Ｇ２８],获得质量相对高的PDＧL１
蛋白.免疫小鼠后,利用细胞融合技术,融合小鼠B
淋巴细胞和骨髓瘤细胞,经克隆、筛选获得１株持续、
稳定分泌特异性抗人PDＧL１单克隆抗体的杂交瘤细

胞株B１０Ｇ８,腹水纯化抗体效价达１∶２４００００,亚型分

析属IgG２b,轻链为κ链,并证实单克隆抗体与高表

达PDＧL１蛋白的肺癌细胞NCLＧH１０４８有较强的亲

和力.然而,随着临床应用的发展,鼠源单抗用于人

体治疗容易被人类免疫系统所识别,产生人抗鼠抗

体反应[２９],因此,本文将单克隆抗体的基因片段在

保留对特异抗原表位高亲和力的基础上实现了人源

化的改造,减少异源抗体的免疫原性,有效解决传统

杂交瘤技术所存在的问题.
随着免疫治疗策略的推进,大量研究表明,联合

疗法策略的开展为机体的抗肿瘤反应获得更好的疗

效[３０Ｇ３２].本文将 PDＧL１单克隆抗体免疫检查点抑

制剂技术与CARＧT疗法结合,应用于肺癌的治疗,
构建了PDＧL１特异性的CAR 基因,以CAR修饰 T
细胞增强了 T细胞的靶向性、杀伤性和持久性.该

基因中包含CD２８和CD１３７共刺激因子结构域,在
肿瘤微环境中,激活 T细胞的免疫反应,CD２８可以

使T细胞产生耐受,CD１３７可有效增强T细胞的繁

殖,进一步提高 T 细胞的增殖活性、细胞毒性和存

活时间等[７,３３].CARＧT细胞的制备过程中,需要将

抗体序列及 T 细胞受体信号途径的编码分子相关

的序列导入至 T细胞中,目前用于临床试验导入外

源基因的方式大致有逆转录病毒、慢病毒、mRNA
电转入等方式.逆转录病毒感染的主要是分裂期细

胞,对于非分裂细胞感染能力极弱.在此基础上发

展出的慢病毒,则对分裂和非分裂细胞均具有较好

的感染能力,采用传统直接转染的方式难以将外源

基因导入至 T 淋巴细胞中,因此绝大部分 CARＧT
细胞制备时,采用的慢病毒系统[３４].本文选用慢病

毒质粒pCDHＧCMVＧMCSＧEF１ＧcopGFP,转染效率达

到９５．６６％,转染效率很高.包装后获得慢病毒,感染

T细胞效率达到２２％,感染效率较低,在以后的研究

中,应对此改进,提高CAR靶点的密度.CD８＋T细

胞,主要分泌IFNＧγ等细胞因子,调节免疫功能,使 T
细胞分化成细胞毒性的 T细胞,经过ELISA检测效

靶细胞上清液的IFNＧγ的分泌量,结果显示CARＧT细

胞对 NCLＧH１０４８细胞杀伤活性最强,与对照组相比,
杀伤作用明显,进而说明,PDＧL１特异性的CARＧT细

胞对PDＧL１高表达的肿瘤细胞具有更强的杀伤力.

CARＧT疗法是当前过继性淋巴细胞回输治疗

最新的免疫技术,该技术受到广泛的关注和研究,并
从基础免疫研究发展为临床应用,有望成为彻底治

愈癌症的免疫新疗法.本文选择PDＧL１作为CARＧ
T细胞靶点可能会产生脱靶效应,因为PDＧL１虽在

肿瘤组织上高表达,但在一些正常组织上也有表达,
存在 T细胞在体内攻击正常组织的忧患.但随着

CARＧT研究的深入和技术的改进,比如控制回输

CARＧT细胞的数量,引进自杀基因,或在 PDＧL１
CAR 基因上引进另一种肿瘤抗原基因形成特异性

更强、无脱靶效应的双头 CARＧT 等[３５Ｇ３６],PDＧL１
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CARＧT细胞可能的副作用可以被控制或减少.本

文制备PDＧL１特异性的 CARＧT 细胞,可有效识别

并杀伤肺癌细胞,为 CARＧT 细胞疗法提供了很好

的细胞模型,但尚需进一步在动物模型中得到验证,
为肿瘤的治疗提供一种更有效的CARＧT细胞.

４　结　论

本文首先制备PDＧL１单克隆抗体,运用基因改

造技术合成PDＧL１特异性的第三代 CAR基因,并
制备PDＧL１特异性的CARＧT细胞.PDＧL１靶向的

肿瘤细胞杀伤作用分析显示,该 CARＧT 细胞能够

有效地识别并杀伤表达PDＧL１蛋白的 NCLＧH１０４８
肺癌细胞,为下一步构建肺癌实体瘤小鼠模型进行

体内杀伤实验奠定研究基础.
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ConstructionofPDＧL１CARGeneandResearchof
FunctionalActivityofCARTＧCells

BAIJinga,b,ZHANGJiewena,b,SHIWeixinga,CHENJiana,b,LÜZhengbinga,b

(a．CollegeofLifeScience;b．KeyLaboratoryofSilkwormBioreactorandBiomedicineof
ZhejiangProvince,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:InviewofthatgreatbreakthroughhasmadeinclinicalexperimentofapplyingChimeric
antigenreceptorTcells(CARＧT)therapy,programmeddeathligandＧ１(PDＧL１)specificCARＧTcellswere
designedtorealizekillinglungcancercellsinvitro．PDＧL１monoclonalantibodywasobtainedbycloning
andexpressionofPDＧL１(７３Ｇ７３９)andpurifyingPDＧL１protein withimmuneBALA/cmice;thevariable
regionfragmentationofPDＧL１monoclonalantibodywascloned,fusedwithgenesofCD２８,４Ｇ１BBand
CD３ＧζchainstoconstructthethirdgenerationofCARgene,andclonedontolentiviralvectorpCDHＧCMVＧ
EF１ＧcopGFPtopackageaslentivirus．ThelentiviruswasinfectedwithCD８＋ Tcells,amplifiedfor５days,
anddeterminedCARexpression(theexpressionratecanreachupto２２％)．Theanalysisofthefunctionof
PDＧL１targetofkillingtumorcellsshowedthatantiＧPDＧL１CARＧTcellsareofcertaininvitrocytotoxicity．
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