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摘 要 
 

近年来，嵌合抗原受体 T 细胞（Chimeric Antigen Receptor-T cell，

CAR-T 细胞）在 B 细胞白血病治疗方面已经取得了巨大的成就，但在

B 细胞淋巴瘤和实体瘤的治疗方面仍存在一定的局限性。优化 CAR 的

结构从而提高 CAR-T 细胞的持续性和细胞毒性是 CAR-T 免疫治疗的

新焦点。共刺激信号域是 CAR-T 细胞的重要组成部分，整合了 CD28

共刺激分子的CAR-T细胞能够快速增殖，但持续性较差，而包含 4-1BB

共刺激分子的 CAR-T 细胞具有更强的持续性。所以，在目前 CAR 分

子的设计中，4-1BB 信号被整合到 CAR 分子中。在天然 T 细胞的活化

过程，4-1BB 信号独立于 TCR 信号而存在。然而，目前对于独立表达

的 4-1BB信号是否能够增强基于 28Z CAR-T细胞的持续性的研究尚不

明确。 

本研究以 CD20 作为靶点，在 2028Z 的二代 CAR 的基础上，添加

4-1BB 共刺激受体，以此来构建新型 CAR 分子结构。利用基因重组和

慢病毒感染的方式构建 CAR-T 细胞。在体外的扩大培养中，CAR-T

细胞经抗原定期刺激，通过统计细胞的数量，比较 CAR-T 细胞的增殖

能力。利用流式细胞术检测 CAR-T 细胞的分化及耗竭相关分子的表达，

说明 CAR-T 细胞的分化及耗竭情况。以肿瘤细胞的剩余量作为 CAR-T 

细胞体外抗肿瘤能力的评估指标。通过分析小鼠体内肿瘤负荷及小鼠

的生存期，来评估 CAR-T 细胞体内的抗肿瘤效果。 

实验结果表明，体外培养条件下，与 2028Z CAR-T 细胞相比，

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞显示多种优势包括：显著性增强的增殖能力

和抗肿瘤杀伤能力，以及更低的凋亡与耗竭；此外，2028Z CAR-T 细

胞在淋巴瘤小鼠肿瘤模型中，呈现出更强的持续性和肿瘤抑制效果。

进一步的机制研究，发现组成型 4-1BB 共刺激信号，增强了 NF-кB 信

号通路的活化水平，显著性降低了CAR-T细胞的凋亡和PD-1的表达，

从而增强了 CAR-T 细胞的增殖能力及抗肿瘤活性。 
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组成型 4-1BB 共刺激信号，增强了 CAR-T 细胞的持续性及抗肿

瘤活性。本研究为优化 CAR-T 细胞抗淋巴瘤的功能，提供了新的策

略。 

 

关键字：CAR-T，4-1BB，淋巴瘤，CD20，免疫治疗  
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ABSTRACT 
 

In recent years, Chimeric Antigen Receptor-T (CAR-T) cells have 

shown great success for the treatment of B cell leukemia, their efficacy 

appears to be compromised in B cell derived lymphoma and solid tumors.  

Optimization of CAR design to improve its persistence and cytotoxicity is 

a focus of current CAR-T study. Co-stimulatory molecules are crucial for 

the function of CAR-T cells. Co-stimulatory molecule CD28 confers 

CAR-T cells rapid tumor clearance, but the persistence is poor. Conversely, 

4-1BB-containing CAR-T cells have prolonged persistence. Hence, in the 

current CAR design, the 4-1BB signal is integrated into the CAR design. 

During the natural T cell activation course, the 4-1BB signal is separated to 

the TCR signal. Whether 28Z based CAR-T cells could benefit from an 

additional separated 4-1BB signal has not been investigated. 

In this study, we established a novel CAR structure by adding a 

constitutive 4-1BB co-stimulatory receptor to 2028Z second generation 

CAR structure targeting CD20. CAR-T cells were produced by the 

technology of genetic recombination and lentivirus infection. During 

culturing in vitro, CAR T cells were regularly stimulated by antigen to 

expand the culture, and the number of cells was counted to compare the 

proliferation capacity of CAR T cells. The differentiation and exhaustion 

of CAR-T cells were measured by related molecules expression analyzed 

by flow cytometry. The residual ratio of tumor cells was used to evaluate 

the anti-tumor ability of CAR-T cells in vitro. To evaluate the anti-tumor 

efficacy of CAR-T cells in vivo, tumor burden and survival rate in mouse 

model were analyzed. 

Our data indicated that, compared with 2028Z CAR-T cells, 

2028Z-4-1BB CAR-T cells showed multiple advantages in vitro culture 

including: enhanced proliferation and tumor killing capacity, as well as 

reduced apoptosis and exhaustion. Furthermore, 2028Z-4-1BB CAR-T 

cells showed improved persistence and tumor control in vivo in a 
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lymphoma xenograft mouse model. Through further mechanism research, 

it was found that constitutive 4-1BB co-stimulatory signal enhanced the 

activation level of NF-кB pathway, and significantly reduced the apoptosis 

of CAR-T cells and PD-1 expression, and then enhanced the proliferation 

and antitumor activity of CAR-T cells. 

Constitutive 4-1BB co-stimulatory signal enhanced the persistence 

and anti-tumor activity of CAR-T cells. This work provides evidence for a 

new strategy to optimize the function of CAR-T against lymphoma. 

 

 

KEY WORDS: CAR-T, 4-1BB, lymphoma, CD20, immunotherapy 
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第一章 前言 

随着国民经济和医疗技术水平的飞速发展，人均寿命得到了延长[1]。当机体

逐渐老化时，免疫功能发生衰弱，可能引起一些疾病的发生。近年来，肿瘤发病

率呈逐渐上升的趋势，严重影响人们的生活质量。肿瘤的传统治疗方案主要有手

术切除、放疗、化疗等，这些治疗方案对于肿瘤早期患者具有较好的治疗效果，

但对于肿瘤转移或复发患者的治疗存在许多挑战。为了减轻患者的痛苦，提高缓

解率，亟待开发更有效的治疗方案。经过科研工作者们多年的不懈努力，一种突

破性的治疗方案最终被开发出来，即“细胞免疫疗法”。而嵌合抗原受体 T 细胞

（Chimeric antigen receptors, CAR-T）免疫疗法是细胞免疫疗法中具有代表性的治

疗方案之一，由于其在临床上具有较好的治疗效果，特别是对血液肿瘤的治疗，

因而备受大家的关注，成为当今的研究热点之一。由于本课题主要对 CAR-T 细胞

的构建、抗肿瘤活性及机制进行研究，因此，本文就与该课题相关的 CAR-T 细胞

的研究背景进行介绍。 

1 CAR-T 细胞的特性 

1.1 CAR-T 细胞的结构及构建原理 

CAR 作为一种人工合成的融合蛋白，其基本结构主要由胞外抗原识别域、跨

膜域和胞内信号传导域组成，经典的结构如图 1 所示。抗原识别域由单链抗体

（signal-chain variable fragment, scFv）组成，通常来源于单克隆抗体的可变区。例

如，目前常用的 CD19 CAR-T 细胞的 scFv 就来源于 anti-CD19 抗体 FMC63 或

SJ25C1 的可变区[2]。T 细胞的完全活化需要双重信号的参与，T 细胞表面的受体

（T cell receptor, TCR）与抗原肽-MHC 分子复合物（pMHC）特异性结合产生 T

细胞活化的第一信号，T 细胞表面的共刺激分子与其配体的结合引发 T 细胞活化

的第二信号。scFv 的存在使得 CAR-T 细胞的活化能够突破 MHC 分子的限制，相

当于 T 细胞在抗体的引导下直接与抗原结合，从而引起 CAR-T 细胞的活化。跨膜

域通过铰链与抗原识别区相连，该结构域通常由同源或异源的二聚体膜蛋白充当，

例如 CD3、CD8 以及 CD28 等膜蛋白是目前较为常见的跨膜区结构[3]。CAR 的胞

内信号转导域通常由共刺激分子和 CD3δ 链构成，共刺激分子的添加极大的改善

了 CAR-T 细胞的功能。 
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图 1 CAR 分子的基本结构[4]

 

Figure 1 The basic structure of CAR
[4]

 

 

目前，CAR-T 细胞的构建主要通过基因工程的手段将胞外识别域序列、跨膜

域序列和胞内信号域序列在体外进行基因改造得到 CAR 表达质粒。然后，以慢病

毒感染的方式将 CAR 表达基因整合到自体或供体的 T 细胞内，表达 CAR 的 T 细

胞在体外定期经抗原刺激活化、增殖，从而得到大量的 CAR-T 细胞用于临床治疗。

CAR-T 细胞具体的构建原理及免疫治疗流程如图 2 所示。 

 
图 2 CAR-T 免疫治疗的流程[5]

 

Figure 2 The procedure of CAR-T immunotherapy
[5]

 

 

1.2 CAR-T 细胞的研究进程 

早在 1993 年，Eshhar 研究团队就提出了“嵌合抗原受体”的概念，该研究团

队还成功构建了仅以 TCR 的恒定区作为胞内信号传导域的嵌合抗原受体 T 细胞，
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即第一代 CAR-T 细胞，并证实了该 CAR-T 细胞能够以非依赖 MHC 分子的形式

识别靶细胞，从而引起CAR-T细胞的活化及细胞因子的分泌[6]。虽然第一代CAR-T

细胞具有一定的抗肿瘤活性，但在临床上的治疗效果欠佳。例如，Lamers 研究团

队构建的靶向 CAIX 的第一代 CAR-T 细胞能够识别靶细胞并发挥抗原特异性的

效应功能，但在临床上对于肾癌患者的治疗中存在严重的肝损伤且该 CAR-T 细胞

在患者体内存活持续的时间较短[7]。为了增强 CAR-T 细胞的安全性及功能，CAR

分子的结构在不断地改进。 

经历了近三十年的发展，在 CAR 分子的结构设计方面，已经历了四代的发展。

对于第一代 CAR-T 细胞在临床上治疗效果不理想的主要原因可能是 CAR-T 细胞

在体内并没有完全活化[8]。基于 T 细胞活化需要双重信号的参与的原则，在第一

代 CAR 分子的胞内域中加入一个共刺激分子，如 CD28、4-1BB 和 ICOS 等，以

此来增强 CAR-T 细胞的活化，这样便产生了第二代 CAR。第二代 CAR 分子相对

于第一代 CAR 分子而言, 不仅能够增强 CAR-T 细胞的活化能力，而且对其抗肿

瘤活性及持续性都有所增强。例如，Zhao 等[9]在 19z1 CAR 的基础上，分别添加

一个共刺激分子CD28、4-1BB到CAR分子的胞内域，即 1928z CAR和 19BBz CAR。

相比于 19z1 CAR-T 细胞而言，1928z CAR-T 细胞和 19BBz CAR-T 细胞不仅体外

的增殖能力有所增强，而且治疗后的小鼠的生存期得到了显著的延长。从临床治

疗试验来看，相比于第一代 CAR-T 细胞而言，第二代 CAR-T 细胞在体内的持续

性和抗肿瘤活性显著增加，治疗后患者的复发率显著降低[10, 11]。 

 

图 3 CAR 分子的优化历程[12]
 

Figure 3 The optimization procedure of CAR 
[12]
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为了进一步的提高 CAR-T 细胞的持续性及活性，在第二代 CAR 分子的基础

上添加两个或两个以上的共刺激分子，即产生了第三代 CAR、第四代 CAR。第三

代 CAR-T 细胞与第二代 CAR-T 细胞相比，虽然抗肿瘤能力并没有显著的差异，

但增殖能力以及持续性却有显著的提高[13, 14]。此外，第四代 CAR-T 细胞将第二代

CAR-T 的特性与更强的抗肿瘤能力相结合[12]，如细胞因子分泌能力，目前 IL-15
[15]

和 IL-12
[16]已经被运用于增强 CAR-T 细胞的抗肿瘤能力中。基于 CAR-T 细胞使

用的安全性和抗肿瘤活性的双重考虑，目前第二代 CAR-T 细胞在临床试验中的

使用仍然较为广泛。 

除了加入共刺激分子对 CAR 分子结构进行改造之外，科研工作者们还通过其

他的方式对其进行改造。例如，通过构建共表达趋化因子受体的 CAR 分子来提高

CAR-T 细胞的迁移能力[13]，以及在 CAR 分子的胞外域串连 CD19 和 CD20 的两

个靶点来提高 CAR-T 细胞对 B 细胞恶性肿瘤的疗效，并防止由于单个抗原丢失造

成的肿瘤逃逸[17]。最近报道显示[18]，研究者构建一种携带 CAR 基因的新型纳米

颗粒，该纳米颗粒能够被 T 细胞识别并吞噬，从而将 CAR 基因整合到 T 细胞染

色体上，使其表达 CAR 分子。这些改造极大的推动了 CAR-T 细胞构建的发展，

并为 CAR-T 免疫疗法提供了新的设计思路。 

1.3 共刺激分子与 CAR-T 细胞 

相比于内源性 T 细胞而言，CAR 分子的表达赋予了 T 细胞更多的功能[19]。

首先，CAR-T 细胞可以突破 MHC 分子参与的抗原呈递过程的限制[20]，在 scFv 的

引导下直接识别肿瘤抗原，极大的降低了肿瘤逃逸的可能性。其次，相比于内源

性的 TCR，CAR 分子能够识别更多形式的肿瘤抗原，如糖脂类和非蛋白类抗原，

扩大了 CAR-T 细胞的适用范围。更为重要的是，CAR 分子的可操纵性强，例如，

scFv 的选择、跨膜区的长短以及共刺激分子的种类和组合方式都将影响 CAR-T

细胞的功能。本节就常见的 CD28 和 4-1BB 共刺激分子对 CAR-T 细胞功能的影响

进行简要阐述。 

1.3.1 CD28 共刺激分子结构与功能  

仅仅依靠 T 细胞受体（T cell receptor, TCR）介导的第一活化信号不能够充分

致敏幼稚 T 细胞向效应 T 细胞、记忆 T 细胞的方向分化和扩增。为了产生有效的

免疫反应，T 细胞的活化还需要多对共刺激分子相互作用，例如 CD28 和 CD80、
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CD86，CD40L 和 CD40 等，产生的第二活化信号。人源的 CD28 基因位于 2 号染

色体的 q33 区，鼠源的 CD28 基因位于 1 号染色体的 ІC 区，二者的同源性达到了

77%
[21]。人源的 CD28 分子为 І 型跨膜糖蛋白，分子大小为 44KDa，由两条多肽

通过二硫键构成的同源二聚体[22]。CD28 分子广泛表达于多种细胞表面。在人的

外周血中，有 95%的 CD4
+ 

T 细胞和 50%的 CD8
+ 

T 细胞都表达 CD28 分子，同时

调节性 T 细胞、浆细胞、中心粒细胞、嗜酸性粒细胞以及 NK-T 细胞也表达该分

子[23-26]。CD28 分子由胞外的 V 样区、跨膜区和短小的胞内区三部分组成。胞外

的 V 样区包含一个高度保守的六聚体 MYPPPY，此六聚体对维持 CD28 分子的结

构稳定及功能至关重要。胞内域大约由 41 个氨基酸组成，含有高度保守的酪氨酸

基因序列，该序列能够在 TCR 或 CD28 刺激下磷酸化[27]。在 CD28 受体家族的成

员中，CD28和T细胞活化抗原4（cytotoxic lymphocyte associated antigen-4，CTLA4）

二者在氨基酸水平的同源性达到了 31%，且能竞争性结合 CD80（B7-1）和 CD86

（B7-2）[28]。虽然二者都能和 CD80 和 CD86 结合，但在结合能力以及结合后产

生的免疫反应方面，二者之间的差异较大。首先，在亲和力上，与 CD28 相比，

CTLA4 对于 CD80 和 CD86 配体具有更高的亲和力[27]。其次，当 CD80 或 CD86

与 CD28 结合后，能够上调免疫应答，如促进 T 细胞增殖及细胞因子的分泌、增

强细胞的黏附功能；而与 CTLA4 结合时，则产生免疫抑制作用[29]。 

在 CD28 的协同刺激作用下，表达在 T 淋巴细胞中的 PKC-θ 易位到细胞膜表

面，活化 JNK/AP-1，从而增强 IL-2 基因的转录和翻译[30]。此外，CD28 可以通过

c-REL 引起染色质结构的改变，使得 IL-2 的基因座得以进入，从而能够更快速的

引发T细胞的免疫反应[31, 32]。CD28共刺激分子通过上调细胞周期蛋白-D（cyclin-D）

来加快细胞周期进展，从而有助于细胞进展到 G1 期和 S 期[33]。CD28 共刺激分子

还能够通过激活 PI3K-AKT 信号通路来增强葡萄糖转运蛋白-1（Glucose transporter 

type 1，GLUT1）、mTOR 和 c-Myc 的表达[34-36]。这些蛋白表达上调有助于脂肪酸，

丙酮酸，谷氨酰胺进行有氧糖酵解，从而满足 T 细胞活化以及生物合成所需的相

关能量。PI3K-AKT 信号通路还能够上调抗凋亡蛋白 BCL-XL 的表达、抑制肿瘤

抑制蛋白 p73 和 FASL 的表达，以及降低 caspase-8 的活性，从而增强细胞的存活
[37, 38]。因此，CD28 不仅在启动 T 细胞活化的过程中是必要的，而且有助于 T 细

胞的增殖，细胞因子 IL-2 的分泌及记忆 T 细胞周期的完成。 

鉴于 CD28 共刺激分子对于启动 T 细胞的活化和记忆反应都有重要的作用。

因此，通过将 CD28 共刺激信号整合到 CAR 分子的策略中来扩增 CAR 的信号传

导、增强 T 细胞的增殖及杀伤能力具有可行性。 
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1.3.2 4-1BB 共刺激分子结构与功能 

4-1BB 是肿瘤坏死因子受体超家族（tumor necrosis factor receptor superfamily, 

TNFRSF）成员，其与该家族的其他成员在胞外域具有较高的相似性，而在胞内域

的相似性较小。4-1BB 最早由 Kwon
[39]等在活化的小鼠 T 细胞表面发现，其基因

位于小鼠 4 号染色体上。随后，研究者们在活化的人 T 细胞上发现与鼠源 4-1BB

的类似物，即淋巴细胞诱导激活受体（receptor induced by lymphocyte activation，

ILA），最后，确定为人源 4-1BB（human 4-1BB）受体，表达该受体的基因位于

染色体 1p36.1 区。1996 年，在 CD 分类的国际会议上，两者被命名为 CD137
[40]。

4-1BB 受体为 І 型跨膜蛋白，常以单体或二聚体形式存在于细胞膜表面，少数以

四聚体形式存在，其单体和二聚体的分子量大小分别为 30KDa 和 55KDa
[41]。4-1BB

胞外域有多个半胱氨酸残基，这些半胱氨酸残基是潜在的糖基化位点。其胞浆区

具有丰富的结构特点：如具有酪氨酸（Tyr）、苏氨酸（Thr）、色氨酸（Ser）磷酸

化位点，且含有多个连续的甘氨酸（Gly）[41]。 

4-1BB 是一种诱导型表达受体，经 CD3 单抗活化的 T 细胞表面可以检测到

4-1BB 的表达，而在静息状态下的 T 细胞表面则检测不到该受体的表达。已有的

研究表明，4-1BB 在 CD8
+和 CD4

+
 T 细胞上的表达水平相近，但其对二者的作用

机制不尽相同。目前，4-1BB 对 CD8
+ 

T 的调节作用的研究较多。Zhou 等[42]报道

4-1BB 通过 TRAF1，mTOR 和抗原依赖机制调节 CD8
+ 

T 细胞在肺组织的累积，

从而促进呼吸道感染中原位组织记忆 T 细胞的形成。Mihiko 等[43]发现 4-1BB 的表

达能够促进三阴性乳腺癌（Triple negative breast cancer, TNBC）中的 CD8
+
 肿瘤浸

润淋巴细胞（TIL）的增殖，当使用激动性 anti-4-1BB 抗体治疗后明显增强了 CD8
+
 

TIL 的细胞毒性，这一发现为 TNBC 的免疫治疗提供了新的途径。4-1BB 共刺激

信号对 CD4
+和 CD8

+
 T 细胞的增殖都有促进作用，但对 CD8

+
 T 细胞的增殖具有

偏好性[44]。研究报道，虽然在 4-1BB
-/-和 4-1BBL

-/-小鼠模型中，CD4
+
/CD8

+
 T 的

比例并没有显著的改变，但在 4-1BB
-/- 小鼠模型中，由于幼稚 T 细胞的增殖降低，

导致 CD8
+
 T 细胞的数量及免疫反应都有所降低[1]。目前，有关 4-1BB 共刺激分

子促进细胞增殖的作用机制，很多研究显示，其能够通过引起 p38、JNK 和 NF-кB

等信号通路的活化来促进细胞的活化与增殖 
[44-46]。4-1BB 共刺激分子不仅能够促

进 T 细胞的增殖，还能够诱导 T 细胞向中央记忆 T 细胞分化、缓解 T 细胞的无能

和衰竭[8, 19]。 

目前对所有非 T 细胞功能的研究中，有关 4-1BB 的表达对树突状细胞

（Dendritic cells, DC）的调节作用的研究最为广泛[47]。Srivastava 等[48]发现在头颈
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癌患者中，CD137 的活化能够增强西妥昔单抗（Cetuximab）介导的自然杀伤作用，

DC 细胞通过与 NK 细胞表面的 FcγRⅢa 发生交联，从而启动机体内的抗肿瘤免疫

反应。B 淋巴细胞在免疫调节中也起着重要的作用，其不仅能够分泌抗体还能引

起 T 细胞发生免疫反应[47]。十几年前，研究者们就发现在活化的 B 细胞上有 4-1BB

的转录发生，但对 4-1BB 在 B 细胞上的表达研究较少[47]。近年来，Zhang 等[49]

研究发现 4-1BB 表达于经 B 细胞受体（B cell receptor, BCR）活化的人 B 细胞上，

而不表达于小鼠 B 细胞上。与 CD137 表达于 T 细胞上类似，当 B 细胞活化 24 h

后，在其表面可以检测到 CD137 的表达，活化 72 h 后，其表达水平达到最高值[49]。

CD137 的表达促进 B 细胞的增殖，有利于 B 细胞的存活，引起 TNF-α 和 TNF-β

的分泌[49]。 

综上所述，在 CAR 分子中整合 4-1BB 共刺激信号是具有其独特的优势及可

行性。 

1.3.3 基于 CD28 和 4-1BB 的 CAR-T 细胞 

目前，研究者们不仅对作为天然受体的共刺激分子进行了深入的研究，而且

对其作为 CAR-T 细胞信号域的研究呈逐渐上升的趋势，整合 CD28 或 4-1BB 共

刺激分子的 CAR-T 细胞已经成为当今 CAR-T 免疫治疗的研究热点。CD28 或

4-1BB 作为天然共刺激分子与其在 CAR-T 细胞信号域发挥的功能不尽相同。在生

理状态下，细胞表面的共刺激分子的功能依赖于与一个或两个天然的配体的结合，

例如，4-1BB 依赖其配体 4-1BBL，当两者结合后，其下游 NF-кB 信号通路被激

活，从而促进细胞的增殖；CD28 依赖其配体 CD80 或 CD86，与配体结合后，上

调免疫应答，促进细胞增殖及细胞因子的分泌、增强细胞的黏附功能。而当 CD28

或 4-1BB 作为 CAR-T 细胞的信号域时，其功能受多方面的影响，比如 CAR 分子

和靶抗原的表达水平及其与抗原的亲和力等。例如，Sara 等[50]在 FMC63.BBz 

CAR-T 细胞基础上，构建了低亲和力的 CAT.BBz CAR-T 细胞，后者在体外的增

殖能力更强，在体内的持续性及抗肿瘤活性也显著增加，临床试验表明，CAT.BBz 

CAR-T 细胞具有更低的副作用，患者的总生存期达到了 63%。此外，4-1BB 受体

多以单体形式存在于细胞表面，但在 CAR 分子的设计中，其通常被设计成二聚

体形式整合到 CAR 分子中。作为诱导型表达受体，4-1BB 的表达依赖于细胞的活

化程度，且表达的持续时间较短[51]。然而，其作为 CAR-T 细胞的胞内信号域时，

4-1BB 随着 CAR 分子表达，持续时间较长，作用更强。 

相比于一代 CAR 而言，整合了 CD28 或 4-1BB 共刺激分子的二代 CAR，不
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仅增强了 CAR-T 细胞扩增能力，而且还增加了细胞因子的分泌水平。虽然基于

CD28和 4-1BB的CAR-T 细胞都能够促进Th1型细胞因子的分泌，如 IFN-γ，IL-2，

TNF-α，但基于 CD28 的 CAR-T 细胞诱导细胞因子分泌速度更快，特别是 IL-2

的分泌。IL-2 在细胞免疫治疗中起到至关重要的作用，其能够促进 T 细胞的增殖

以及维持效应功能的稳定[52]。然而，在血液肿瘤患者的外周血中往往有较多的调

节性 T 细胞（Regulatory T cell，Treg）的存在，抑制了 IL-2 分泌。基于 CD28 的

CAR-T 细胞能够削弱 Treg的抑制作用，从而降低抑制因子 IL-10 和 TGF-β 的分泌
[53]。CAR-T 细胞较差的持续性是其在临床上使用的主要障碍之一。虽然 CD28 和

4-1BB 共刺激分子都能增强 CAR-T 细胞的扩增能力，但 4-1BB 共刺激分子赋予

CAR-T 细胞体内更持久的持续性。例如，在慢性淋巴细胞白血病中，基于 CD28

的 CAR-T 细胞在体内持续时间仅一个月[54]，而基于 4-1BB 的 CAR-T 细胞在部

分患者体内持续时间长达 4 年[55]。因此，将 4-1BB 共刺激分子整合到 CAR 分子

中能够增强 CAR-T 细胞的持续性以及抗肿瘤活性。 

2 CAR-T 免疫治疗的应用及挑战 

2.1 CAR-T 免疫疗法的研究现状 

随着医学和生物学技术的飞速发展，癌症的治疗已经进入了一个全新的时代，

许多基于免疫学的治疗手段已经发展成为临床上的标准治疗方案。在众多的免疫

疗法中，以嵌合抗原受 T 细胞（Chimeric Antigen Receptor-T cell，CAR-T）为代

表的细胞免疫疗法已经成为当今的研究热点之一。根据美国癌症研究中心的统计

数据显示[56]，截止到 2018年5月，对全球接受细胞免疫疗法的癌症患者进行随访，

753 名患者中有 404 名患者应用的是 CAR-T 免疫疗法。接受 CAR-T 免疫疗法的

患者中，美国占 42%，中国占 38%，日本占 2%。目前，CAR-T 免疫治疗的临床

研究主要集中在血液肿瘤领域，由于实体瘤具有高度异质性以及肿瘤微环境等局

限性的存在，对 CAR-T 免疫疗法在该领域的临床研究提出了许多挑战。截至 2017

年，已有两款获得美国食品药品监督管理局（Food and Drug Administration, FDA）

批准上市的 CAR-T 治疗药物。其中一款为 Kite Pharma 的 axicabtagene ciloleucel

（Yescarta™），主要用于治疗成人 B 细胞淋巴瘤 [57] ，另一款为诺华的

tisagenlecleucel（Kymriah™），主要用于治疗儿童急性淋巴细胞白血病[58]。虽然这

两种药物对常见的血液恶性肿瘤具有一定的治疗效果，但也存在一定的局限及弊
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端。其中 axicabtagene ciloleucel 的使用会带来强烈的细胞因子释放综合征

（Cytokine Release Syndrome，CRS）和较大的神经毒性（Serious Neurotoxicity，

SNT）[59, 60]。因此，CAR 的结构需要不断的优化，如开发新的治疗靶点，这对提

高 CAR-T 免疫治疗的安全性和有效性至关重要。 

CAR-T 免疫疗法逐渐成为我国细胞免疫疗法的主导力量，越来越多的临床研

究正在进行中。截止到 2017 年 7 月[61]，我国已经有 121 项有关 CAR-T 免疫治疗

的临床研究项目，这些临床研究主要在北京，上海，广州，重庆等地区的主流医

院进行，现今也有许多企业参与。目前，我国的 CAR-T 免疫治疗的临床研究项目

主要还是基于二代 CAR，目前已知的有一项整合了 CD28 和 4-1BB 共刺激分子的

三代 CAR 的临床研究（NCT02186860）正在进行中。靶点决定适应症的方向，在

治疗靶点选择方面，我国的临床研究和国际趋势一致，仍然是 CD19 治疗靶点居

主导地位。虽然靶向 CD19 的 CAR-T 细胞在临床治疗中取得了史无前例的治疗效

果，但仍然面临许多挑战。在血液肿瘤的治疗中，CAR-T 细胞在部分患者体内持

续时间较短，治疗之后存在抗原丢失的现象[62]；在实体瘤的治疗中，由于实体瘤

的高度异质性以及肿瘤微环境的存在，限制了 CAR-T 细胞的治疗效果。 

此外，在我国许多其他的治疗靶点也处于临床研究中[61]。例如，在血液肿瘤

中有 CD20，CD123，CD30，CD33，BCMA 等靶点，在实体瘤中有 Claudin18.2，

PD-L1，NY-ESO-1，PSMA 等靶点。对于 CD123 和 CD33 治疗靶点，我国分别有

两项和三项临床研究正在顺利的进行中。与此同时，在美国也有四项关于 CD123

治疗靶点的临床研究，但一项（NCT02623582）已经停止研究，另外三项

（UCART123，NCT02159495，NCT03190278）处于无进展状态[61]。此外，在我

国不仅单靶点的 CAR-T 细胞处于火热的研究当中，双靶点和多靶点的 CAR-T 细

胞也处于临床研究中[61]。 

2.2 CAR-T 免疫疗法在血液肿瘤中的应用 

近年来，CAR-T 免疫疗法发展迅速，并在血液肿瘤的治疗中取得了历史性的

突破，引起了大家的高度重视。临床研究表明，CAR-T 免疫疗法不仅对初次治疗

的血液肿瘤患者有较高的完全缓解率，而且对复发以及多次化疗后耐受的患者也

有一定的治疗效果。 

继 FDA 批准上市的两款 CD19 CAR-T 抗肿瘤药物之后，陆续也有许多新型的

CD19 CAR-T 细胞被运用于临床研究。例如，Persis J. Amrolia 研究小组[50]构建的

低亲和力的 CAT BBz CAR-T 细胞，相比于传统的 FMC63 BBz CAR-T 细胞，其
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体外的扩增能力和抗肿瘤活性都有所增强。临床研究（NCT02443831）显示，在

14 例接受该低亲和力的 CAR-T 细胞治疗的 B-ALL 儿童患者中，12 例患者获得分

子缓解，与传统的 CD19 CAR-T 细胞治疗效果相比，整体无严重的 CRS 和 SNT

副作用，一年生存率达到了 63%。此外，Si-Yi Chen 研究团队[63]通过增加 CAR 分

子的跨膜区长度，构建出新型的 CD19-BBz(86) CAR-T 细胞。该新型 CAR-T 细胞

的 І 期临床研究（NCT02842138）结果显示，在 11 例接受治疗的 B 细胞淋巴瘤患

者中有 6 例患者获得完全缓解（Complete Response，CR）。更值得关注的是，有

25 例接受治疗的患者均无大于 1 级的 SNT 和 CRS 发生，并且患者血液中细胞因

子分泌水平并没有显著增加。 

在血液肿瘤的临床研究中，除了 CD19 这一靶点之外，还有其他治疗靶点，

例如 CD20，CD22，BCMA 等，处于研究当中。 Wang 等[64]使用构建的 CD20 BBδ 

CAR-T 细胞治疗 7 名化疗后难治愈弥漫性大 B 细胞淋巴瘤（Diffuse Large B-Cell 

lymphoma，DLBCL）患者后，2 例完全缓解维持 14 个月，3 例肿瘤消退可以达到

3-6 个月，而且治疗后副作用明显减缓。有关 CD20 CAR-T 细胞治疗后的缓解率

和毒副作用的研究还有更大样本的研究。Zhang 等[65]报道了 11 例接受 CD20 CAR

治疗的晚期淋巴瘤患者的治疗结果，整体反应率达到了 81.8%， CR 率达到 55%，

部分缓解（Partial Response，PR）率达到 27%，中位无进展生存期超过 6 个月，

治疗后患者均无明显的毒副作用。2019 年 Pan 等[66]报道了 CD22 CAR-T 细胞治疗

了 34 例 B-ALL 患者的治疗情况，这些患者均是经 CD19 CAR-T 细胞治疗后复发

患者，治疗一个月后，有 27 例患者达到 CR 或形态学完全缓解而血细胞计数未完

全恢复（CR with incomplete blood count recovery，CRi），在缓解的患者中， 有 11

例患者接受了移植治疗，1 年无疾病进展存活率达到了 71.6%。 

2.3 CAR-T 免疫疗法在实体瘤中的应用 

实体瘤的发生和发展机制十分复杂，传统的治疗手段主要有外科手术、化疗

和放疗。对于手术切除难度较大、多次化疗后产生耐药性以及晚期实体瘤患者的

治疗，我们需要寻找新的治疗方案。临床研究显示，CAR-T 免疫治疗对血液肿瘤

具有显著的治疗效果，因此，目前也有许多 CAR-T 免疫疗法在实体瘤治疗中的基

础研究和临床研究。 

胶质母细胞瘤（Glioblastoma，GBM）是最常见的脑瘤之一，致死率极高。传

统的治疗手段毒性大，容易对正常脑组织带来损伤，再加上血脑屏障的存在，给

GBM 的 治 疗 带 来 许 多 挑 战 。 Maus 等 [67] 研 究 人 员 构 建 的
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CART-EGFRvⅢ.BiTE-EGFR 细胞能够分泌双特异性 T 细胞衔接蛋白（Bispecific 

T-cell Engager，BiTEs），从而招募更多 T 细胞进入颅腔内并聚集到病灶处，从而

增强免疫反应。小鼠体内实验结果表明，使用该新型 CAR-T 细胞治疗后，小鼠

的肿瘤安全消退率达到了 80%，并且无明显的毒作用。应用 CAR-T 细胞治疗 GBM

的研究不仅仅只是停留在小鼠模型，许多临床研究也在进行中[68, 69]。一项临床研

究结果显示，在 9 例接受 EGFRvⅢ-CAR-T 细胞治疗的复发的 EGFRvⅢ+胶质母细

胞瘤患者中，无明显的 CRS 发生，并且在病灶处有良好的 CAR-T 细胞浸润，表

明 CAR-T 细胞对于脑瘤的治疗是具有免疫活性和安全性[68]。 

近年来，关于 CAR-T 治疗实体瘤的其他治疗靶点的研究也陆续展开，例如

HER-2、GD2、CSPG-4 等靶点。Ahmed 等[70]人研究发现，在 17 例患者接受 CAR-T

治疗的 HER-2
+肉瘤患者中，2 例患者达到疾病稳定（Stable Disease，SD），15 例

患者获得疾病进展（Progressive Disease，PD），虽然该临床研究结果中并未有疾

病缓解患者，但与前人的报道结果相比，该研究结果仍有所进步。因此，提高 

CAR-T 免疫疗法对于实体瘤的治疗的效率是目前的主要任务之一。Gu 等[71]人通

过联合光热治疗来提高 CAR-T 细胞对实体瘤的治疗效率。该研究团队在接种人

源的黑色素瘤肿瘤小鼠模型中进行研究，首先将包裹了光热制剂的纳米颗粒进行

原位注射，然后进行定点加热使肿瘤处血管扩张促进血液循环，增强 CAR-T 细

胞在肿瘤处的富集。实验结果显示，治疗后小鼠体内人源的 IL-2、IFN-γ 以及鼠源

的 IL-6 都显著增加，并且有三分之一的小鼠在 20 天内肿瘤完全消退。 

2.4 CAR-T 免疫疗法面临的挑战及解决方法 

CAR-T 免疫疗法作为一种新型的肿瘤治疗方法，虽然已经取得了些历史性的

突破，但也有许多挑战等待攻克。对于血液肿瘤治疗方面主要面临的挑战：（1）

存在 CRS、SNT、肿瘤裂解综合征（Tumor-Lysis Syndrome，TLS）、脱靶效应等

副作用；（2）治疗靶点的丢失以及肿瘤的复发。对于实体瘤治疗方面主要面临的

挑战：（1）肿瘤微环境存在抑制作用，降低了 CAR-T 细胞抗肿瘤活性；（2）肿

瘤组织中，CAR-T 细胞浸润不充分；（3）肿瘤的异质性，治疗靶点选择困难。本

节就 CAR-T 免疫治疗面临的主要困难以及对策进行简要的介绍。 

2.4.1 CAR-T 细胞治疗血液肿瘤的挑战及对策 

据报道，CRS 和 SNT 是 CAR-T 细胞治疗血液肿瘤患者的两大主要的副作用
[4, 5, 12]。CRS 主要表现为患者体内细胞因子分泌水平急剧上升、发热、呼吸困难等
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症状。虽然在患有 CRS 副作用患者体内许多细胞因子分泌水平都有所上升，但目

前的研究认为该副作用主要与 IL-6 和 IL-1 细胞因子有关[15, 16]。对于 SNT 副作用

的起因目前尚不明确，其可能是由于机体的持续发热以及高度的炎症导致中枢神

经系统的代谢紊乱而引起的[72]。许多血液肿瘤患者在接受 CAR-T 细胞治疗后，疾

病缓解率较高，有些甚至可以达到完全缓解，但维持一段时间后容易复发且复发

后的患者更难治愈。目前认为疾病的复发可能与 CAR-T 细胞在体内的持续性较差

有关[73]。此外，在许多血液肿瘤疾病中，由于高表达在肿瘤细胞表面的靶抗原在

正常组织或细胞表面也会有表达。因而，在接受相应的 CAR-T 细胞治疗后，容易

引起脱靶效应。例如，由于 CD19 靶抗原在癌变的 B 细胞以和正常 B 细胞表面都

有表达。所以，几乎所有接受 CD19 CAR-T 细胞治疗的 B 细胞恶性肿瘤患者，都

存在脱靶效应[1]。 

目前，临床上对于 CRS 副作用进行了严格的分级评估，总共分为 4 级。对于

处于 1 级别和年轻的 2 级别的 CRS 患者的治疗策略是给予警惕性支持治疗，副作

用较严重者给予解热或镇痛的药物治疗。对于处于年老的 2 级别及以上级别的

CRS 患者的治疗策略是给予妥珠单抗或与糖皮质激素联合治疗来缓解 CRS 副作

用[74]。由于脱靶效应引起患者长期性的血球蛋白不足，故对于脱靶效应的应对策

略是通过注射丙球蛋白来减轻副作用；或者通过减少单次治疗时输入 CAR-T 细胞

的数量[75]，从而减轻副作用；或者在构建 CAR-T 细胞时整合一些自杀基因，减少

CAR-T 细胞在体内对正常组织或细胞的持续杀伤作用[1, 15]。对于治疗后疾病的复

发，目前主要通过优化 CAR 的结构来增强 CAR-T 细胞在体内的持续性[73]。 

2.4.2 CAR-T 细胞治疗实体瘤的挑战及对策 

相比于血液肿瘤的治疗，CAR-T 细胞对于实体瘤的治疗效率较低，面临的挑

战诸多。由于实体瘤拥有独立于机体的微型血液系统，加上肿瘤组织的障碍，使

得 CAR-T 细胞很难浸润到肿瘤组织中。在肿瘤微环境中[76]，存在许多抑制 CAR-T

细胞活性的因素：肿瘤细胞表面表达 T 细胞抑制性受体的配体，如 PD-L1、CD80

或 CD86 等，向 T 细胞传递抑制信号；肿瘤微环境的存在，有利于免疫抑制细胞

的产生，如未成熟的树突状细胞（immature dendritic cell，iDC）、肿瘤相关的巨噬

细胞（ Tumor associated macrophage, TAM ）、 Treg 、骨髓来源的抑制细胞

（Myeloid-derived suppressor cells， MDSC）等免疫抑制细胞的产生为肿瘤逃逸提

供了可能。实体瘤往往具有高度异质性的特性，相同基因型的肿瘤细胞却在表型

上存在差异，这给临床研究带来巨大的挑战。 
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CAR-T 细胞对于实体瘤治疗的主要任务是提高其治疗效率，这可以通过

CAR-T 免疫治疗联合其他的治疗手段提高其治疗效率。为了提高 CAR-T 细胞在

肿瘤中的浸润，可以联合光热治疗对病灶处进行定点加热，使血管扩张，促进血

液循环，增强 CAR-T 细胞的浸润[71]。使用抗体对免疫检查点进行封闭，阻断 T

细胞表面的抑制性受体与表达在肿瘤细胞表面的配体结合产生的抑制信号，如使

用 anti-PD-1 单抗阻断 PD-1 与 PD-L1 结合产生的抑制信号。对于免疫抑制细胞产

生的抑制作用，比如 Treg 细胞，可以通过在 CAR-T 细胞中整合 CD28 共刺激分

子来削弱其抑制作用[73]。对于肿瘤细胞存在的异质性，可以设计双靶点或多靶点

的 CAR-T 细胞来提高其治疗效率。 

3 课题研究的内容及目的 

CAR-T 免疫疗法发展迅速，对血液肿瘤具有显著的治疗效果，但仍有不足之

处。许多血液肿瘤患者在接受 CAR-T 细胞治疗后，疾病缓解率较高，有些甚至可

以达到完全缓解，但维持一段时间后容易复发且复发后更难治愈。目前认为疾病

的复发可能与 CAR-T 细胞在体内的持续性较低有关。因此，对于提高 CAR-T 细

胞的持续性的研究仍然是有必要的。已有的研究结果表明，基于 CD28 的 CAR-T

细胞具有快速活化和较强的肿瘤清除能力，但在体内的持续性较差。然而，4-1BB

共刺激分子赋予 CAR-T 细胞更强的持续性。因此，4-1BB 共刺激分子有望增强基

于 CD28 CAR-T 细胞的持续性。对于构建包含两个共刺激分子的 CAR-T 细胞，

最常见的方法是将二者进行串联，但由于共刺激分子的组合方式以及位置都将影

响 CAR-T 细胞的功能。因此，本研究将 4-1BB 共刺激分子分开表达在基于 CD28

的CAR-T细胞膜表面，以此来探究组成型4-1BB共刺激信号是否能够改善其功能。 

本课题以人源外周血T淋巴细胞为基础，构建靶向人源CD20的 2028Z CAR-T

细胞和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞，然后进行如下研究： 

1. CAR-T 细胞体外扩大培养时，比较二者的增殖能力。 

2. 检测 4-1BB 对 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的分化和耗竭等方面的影响。 

3. 通过与 CD20 阳性的淋巴瘤细胞共培养，比较两种 CAR-T 细胞在体外杀

伤能力的差异。 

4. 在淋巴瘤小鼠模型中比较两种 CAR-T 细胞抗肿瘤活性。 
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第二章 2028Z 或 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的构建及抗肿瘤

活性的研究 

引言 

本研究拟在 2028Z CAR-T 细胞上添加与 CAR 分子共表达的 4-1BB 共刺激受

体，主要探究组成型 4-1BB共刺激信号是否能够增强 2028Z CAR-T细胞的持续性。

为了开展本研究，我们需要构建一些必要的重组质粒和细胞系。首先，我们通过

基 因 工 程 的 手 段 分 别 构 建 pMSCV-αCD20-CD28-CD3zeta-P2A-4-1BB

（2028Z-4-1BB）和 pMSCV-αCD20-CD28-CD3zeta（2028Z）慢病毒表达质粒并生

产相关慢病毒。其次，通过慢病毒感染的方式生产 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T

细胞。并在体外和体内对两种 CAR-T 细胞的增殖、抗肿瘤活性等性质进行研究。 

目前，随着多种能够检测细胞表面及膜内蛋白的荧光抗体被开发出来，流式

细胞术实验技术发展成熟。此外，该实验技术不仅具有快速、简洁等优点，而且

只需少量的细胞数量就能够进行信号检测。因此该实验技术得到大家的青睐。本

研究采用流式细胞术检测：CAR-T 细胞的阳性率、记忆 T 细胞的亚型、细胞因子

的分泌量等。由于 4-1BB 共刺激分子可以通过活化 NF-кB 信号通路来促进细胞的

增殖，故我们采用 Western Blot 生物技术检测该信号通路中关键蛋白的表达变化。

体外杀伤实验中，将 CAR-T 细胞与肿瘤细胞共培养，以肿瘤细胞的剩余量作为

CAR-T 细胞杀伤能力的衡量指标。体内实验中，在雌性 NOD/SCID/γ
−/− 

(NSG)小

鼠的背景下构建 B 淋巴瘤动物模型，进而探究 CAR-T 细胞在体内的抗肿瘤作用及

活性。 

1 实验材料 

1.1 细胞系、质粒和菌株 
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表 1 细胞系、菌株及质粒信息 

Table 1 Information of cell lines, bacterial strains and plasmids 

细胞系、菌株及质粒名称 来源 

人外周血 T 淋巴细胞 上海隆耀生物科技有限公司 

HEK293X 本实验室保存 

Raji 中国科学院生化与细胞研究所 

NALM-6 中国科学院生化与细胞研究所 

NALM-6-hCD20 本实验室保存 

DH5α 感受态细胞（CB101） 天根生化科技（北京）有限公司 

pCDH-EF1-MSC System Bioscience (Palo Alto, CA, USA) 

1.2 主要试剂、耗材及仪器 

本研究所用主要试剂见表 2。 

 

表 2 主要试剂信息表 

Table 2 Information of main reagents 

试剂名称 生产公司 

UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water Invitrogen 公司 

2×ChamQ Universal SYBR Qpcr Master Mix* Vazyme 公司 

KOD 酶 NEB 公司 

限制性内切酶 NEB 公司 

KOD buffer NEB 公司 

T4 连接酶 NEB 公司 

1× Ligase buffer NEB 公司 

琼脂糖凝胶粉末 Thermofisher 公司 

 DL8000 DNA Marker 北京博奥龙免疫技术有限公司 

DNA Loading Buffer NEB 公司 

GelRed 核酸染料 笛医生物有限公司 

普通琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒（DP209） 天根生化科技（北京）有限公司 

无水乙醇 常熟市杨园化工有限公司 

LB 肉汤培养基粉末 上海生工生物工程有限公司 

LB 固态培养板粉末 上海生工生物工程有限公司 

氨苄青霉素 Amresco 公司 

质粒小提试剂盒（DP103） 天根生化科技（北京）有限公司 

中提试剂盒 macherey-Nagel 

胎牛血清 Gibco 公司 

RPMI 培养基 Gibco 公司 

DMEM 培养基 Gibco 公司 

胰酶消化液 Gibco 公司 

PBS 缓冲液 Gibco 公司 

生理盐水 Sigma 公司 

台盼蓝 Sigma 公司 
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续表 2 主要试剂信息表 

Table 2 Information of main reagents 

试剂名称 生产公司 

Penicillin/Streptomycin  

L-谷氨酸 

β-巯基乙醇 

Hyclone 公司 

Sigma-Aldrich 公司 

Sigma-Aldrich 公司 

Polybrene Sigma-Aldrich 公司 

Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent Thermofisher 公司 

Opti-MEM™ I Reduced Serum Medium Thermofisher 公司 

PrestainProtein Marker Sigma 公司 

人外周血淋巴细胞分离液 达科为生物技术股份有限公司 

本研究所用主要流式抗体见表 3。 

 

表 3 流式抗体信息表 

Table 3 Information of flow cytometry antibodies 

流式抗体名称（克隆号） 生产公司 

anti-human CD45RO-APC-A700 (UCHL1) Biolegend 

anti-human CD45RA-PB450 (HI100) Biolegend 

anti-human CD62L-FITC (DREG-56) Biolegend 

anti-human CCR-7-APC (552176) BD Bioscience 

anti-human CD4-PB450 (OKT4) Biolegend 

anti-human CD8α-APC-A750 (HIT8a) Biolegend 

anti-human PD-1-APC (eBioJ105) eBioscience 

anti-human TIM-3-PE (F35-2E2) eBioscience 

anti-human LAG-3-FITC (3DS223H) eBioscience 

anti-human CD19-FITC (HIB19) eBioscience 

anti-human CD3-FITC (OKT3) eBioscience 

anti-human CD45-APC (HI30) eBioscience 

anti-human CD19-FITC (HIB19) eBioscience 

anti-human CD3-FITC (OKT3) Biolegend 

anti-mouse CD45-PB450 (30-F11 ) Biolegend 

goat anti-mouse IgG, F(ab')2- FITC Jackson ImmunoResearch 

anti-human 4-1BB ligand-PE (5F4) Biolegend 

本研究所用主要耗材和仪器见表 4。 

 

表 4 主要耗材及仪器信息表 

Table 4 Information of main consumables and machines 

试剂名称 生产公司 

PCR 仪 Bio-rad 公司 

Q-PCR 仪 

水浴锅 

Takara 公司 

上海精宏实验设备有限公司 

琼脂凝胶电泳仪 上海天能科技有限公司 
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续表 4 主要耗材及仪器信息表 

Table 4 Information of main consumables and machines 

试剂名称 生产公司 

紫外凝胶成像仪 北京赛智创业科技有限公司 

Odyssey 红外激光成像系统 美国 LI-COR 公司 

YXQ-LS-100A 灭菌锅 上海博迅实业有限公司 

电热恒温鼓风干燥箱 上海精宏实验设备有限公司 

生物安全柜 Thermofisher 公司 

离心管 JET BIOFIL 公司 

分析天平 Startorius 公司 

普通电子天平 Startorius 公司 

Nanodrop2000 Thermofisher 公司 

细胞培养皿 JET BIOFIL 公司 

细胞 CO2 培养箱 ESCO 公司 

超净工作台 Thermofisher 公司 

IX2-SLP 正置显微镜 Olympus 公司 

微型离心机 Thermofisher 公司 

封口膜 Eppendorf 公司 

水平离心机 Eppendorf 公司 

4℃冰箱 海尔集团公司 

-20℃冰箱 Eppendorf 公司 

-80℃冰箱 Thermofisher 公司 

流式细胞仪 Thermofisher 公司 

超纯水净化器 Millipore 公司 

涡旋震荡仪 kylin-bell 公司 

1.3 主要试剂的配方及配置方法 

（1）LB 液体培养基 

①使用普通电子天平称取 20 g LB 肉汤培养基粉末于洁净的烧杯中，加入约

800 mL 的超纯水，置于磁力搅拌器上搅拌均匀。 

②将溶液转移至洁净的试剂瓶中，定容至 800 mL，盖上瓶盖（不要拧太紧），

贴上灭菌条。 

③121℃，高压灭菌 20 min，冷却后 4℃冰箱保存备用。 

（2）LB 固体平板 

①使用普通电子天平称取 6.4 g LB 固体培养基粉末于洁净的锥型瓶中，加入

200 mL 超纯水，至于磁力搅拌器上搅拌均匀。 

②使用锡箔纸将锥型瓶密封，贴上灭菌条，121℃，高压灭菌 20 min。 

③灭菌结束后，将培养基置于 56℃恒温水浴锅中，使培养基温度维持在 56℃



- 18 - 

 

左右。 

④加入 200 μL 浓度为 100 mg/mL 的氨苄青霉素，将培养基轻轻震荡混匀后，

依次倒入无菌的 10 cm 的培养皿中，每块培养皿中倒入约 18 mL 培养基。 

⑤当培养基凝固且表面无明显水分后，将培养皿收集起来，并使用保鲜膜包

裹倒置于 4℃冰箱保存备用。 

（3）50×TAE 母液配置 

①使用普通电子天平依次称取 48.4 g TrisBase 粉末、7.44 g Na2EDTA•2H2O 粉

末于洁净的烧杯中，加入 11.42 mL 乙酸，然后加入约 180 mL 超纯水溶解，置于

磁力搅拌器上搅拌均匀。 

②将溶液转移至洁净的试剂瓶中，定容至 200 mL，盖紧瓶盖，贴好标签，置

于试剂柜中保存。 

（4）1%琼脂糖凝胶 

①称取 0.3 g 琼脂糖粉末于洁净的锥型瓶中，加入 32 mL 1×TAE 溶液，轻微

摇动锥形瓶，使粉末完全悬浮于溶液中。将锥形瓶置于微波炉中反复加热，直到

粉末完全溶解。 

②室温冷却或使用自来水快速冷却到 50℃左右，按 1：10000 的体积比加入

核酸染料 GelRed（笛医生物有限公司），轻微晃匀锥形瓶。 

③将梳子固定在胶槽上，缓慢地将胶液倒入胶槽中，以免气泡的产生。 

④室温冷却 30 min 左右，将梳子水平拔出，以免损坏点样孔。 

（5）细胞培养基 

 

表 5 细胞培养基配方 

Table 5 Prescription of cell culture medium 

组分名称 剂量/mL 

DMEM basic（1×）或 RPMI Medium 1640 basic

（1×） 

500  

胎牛血清（Fetal Bovine serum，FBS） 50 

青霉素/链霉素（Penicillin/strmptomycin，P/S） 5  

各组份加完后，盖紧瓶盖，颠倒混匀，4℃冰箱保存备用。 

❉ FBS 使用前需 4000 rpm，离心 5 min，保留上清，其他组分直接加入。 

❉ 若配制 CAR-T 细胞培养基，还需要加入 IL-2 至终浓度为 200 IU/mL。 

（6）10×PBS 缓冲液 
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表 6 10×PBS 缓冲液配方 

Table 6 Prescription of 10×PBS buffer 

组分名称 剂量/g 

NaCl 70  

KCl 2  

NaHPO4·12H2O 29  

KH2PO4 2  

依次称取表 6 中的各固体组分于洁净的烧杯中，加入超纯水溶解，将溶液置

于磁力搅拌器上搅拌均匀，转移至试剂瓶中，定容到 1000 mL，贴好标签，4℃冰

箱保存备用。 

（7）FACS Buffer 

 

表 7 FACS Buffer 配方 

Table 7 Prescription of FACS buffer 

组份名称 剂量/mL 

10×PBS 100  

FBS 10 

400×NaN3 2.5  

依次量取表 7 中的各组份于洁净的烧杯中，用玻璃棒将溶液搅拌均匀，然后

转移至试剂瓶中，定容到 1000 mL，贴好标签，4℃冰箱保存备用。 

（8）10%聚丙烯酰胺凝胶 

 

表 8 分离胶（10%）5 mL 

Table 8 Prescription of 5 mL separating gel (10%) 

组分名称 体积/mL 

超纯水 1.9 

甲叉双丙烯酰胺 1.7 

1.5 M Tris-HCl pH 8.8 1.3 

10% SDS 0.05 

1%亚硫酸铵 0.05 

TEMED 0.02 

（9）浓缩胶（5%） 
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表 9 浓缩胶（5%）2 mL 

Table 9 Prescription of 2 mL stacking gel (5%) 

组分名称 体积/mL 

超纯水 1.4 

甲叉双丙烯酰胺 

1.5 M Tris-HCl pH 6.8 

0.33 

0.25 

10% SDS 0.05 

1%亚硫酸铵 0.05 

TEMED 0.02 

（10）10×Running Buffer 

 

表 10 10×Running Buffer 

Table 10 Prescription of 10×Running Buffer 

组份名称 质量/g 

Tris-Base 10 

甘氨酸 144 

SDS 10 

❉定容至 1 L,调节 pH 至 8.3 即可。使用时用超纯水稀释 10 倍 

（11）10×Transfer Buffer 

 

表 11 10×Transfer Buffer 

Table 11 Prescription of 10×Transfer Buffer 

组份名称 质量/g 

Tris-Base 29 

甘氨酸 145 

❉使用时取 100 mL 10×Transfer Buffer，260 mL 70%乙醇，定容至 1 L 即可。 

1.4 小鼠模型 

本研究所用小鼠模型：雌性，7-8 周，NOD/SCID/γ
−/− 

(NSG)免疫缺陷型小鼠，

购买于上海南方模式生物科技有限公司。所有小鼠委托上海交通大学动物中心饲

养。所有基于小鼠的实验均按照上海交通大学实验动物中心批准的方案进行。 

2 实验方法 

2.1 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR 质粒的构建 

2.1.1 目的片段 28Z 和 28Z-2A 的 PCR 扩增 
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根据本实验室保存的 28Z 和跨膜区的基因序列，设计相关的引物，如表 12

所示，下划线区域为酶切位点序列。 

 
表 12 引物信息表  

Table 12 Information of primers 

引物名称 碱基序列 

TMF AAAGCGGCGGCCGCAACTACAACTCCAGCTC 

TM28F CACTGGTTATCACCCTTTACTGCAGGAGTAAGAGGAGCAGGCTC 

TM28R GAGCCTGCTCCTCCTACTCCTGCAGTAAAGGGTGATAACCAGTG 

28ZF ACTTCGCAGCCTATCGCTCCAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGC 

28ZR GCTCCTGCTGAACTTCACTCTGGAGCGATAGGCTGCGAAGT 

ZetaR CCCTGCCCCCTCGGTAAGGATCCCGCTTT 

引物由苏州金唯智生物科技有限公司合成。使用前 14600 rpm，离心 15 s，使

粉末全部聚集到离心管底部，加入超纯水稀释到 10 μM 的工作浓度。 

本研究的 PCR 扩增体系如表 13 所示。 

 
表 13 PCR 扩增体系 

Table 13 Reaction system of polymerase chain reaction (PCR)  

组份名称 剂量/μL 

2 mM dNTP 2.5  

25 mM MgSO4 1.5  

Primer 1 0.75  

Primer 2 0.75  

Template cDNA：1 μL 或质粒：20 ng 

10×KOD Buffer 2.5 

KOD 酶 1  

超纯水 补齐到 25  

以上各成份添加完成后，震荡混匀，按如下程序进行 PCR 扩增。 

Step 1    95℃    3 min 

Step 2    98℃    10 s 

Step 3    58℃    10 s          32 cycles 

Step 4    68℃    30 s/Kb 

Step 5    68℃    5 min 

Step 6    4℃     5 min 

2.1.2 PCR 产物胶回收 

（1）PCR产物使用1%琼脂糖凝胶分离后，收集目的片段于1.5 mL离心管中，

称重，记为 A mg。 
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（2）按照质量-体积比为 1：1 的比例，加入 2A μL 的 PN buffer 于 1.5 mL 离

心管中，置于 55℃金属浴，使其完全溶解。 

（3）按照质量-体积比为 1：2 的比例，加入 A mL 的异丙醇，震荡混匀。 

（4）加入 500 μL BL 溶液平衡 DNA 结合柱，14600 rpm，离心 30 s，弃掉流

出液。 

（5）将（3）溶液转移至 DNA 结合柱中，14600 rpm，离心 30 s。 

（6）将流出液重复上柱一次，14600 rpm，离心 30 s，弃掉流出液。 

（7）使用 500 μL PW buffer 清洗结合柱，14600 rpm，离心 30 s，弃掉流出液。 

（8）重复步骤（7）。 

（9）空柱，14600 rpm，离心 2 min，弃掉流出液。 

（10）使用洁净的 1.5 mL 离心管承接离心柱，加入 30 μL TB buffer 洗脱 DNA，

静置 1 min，14600 rpm，离心 30 s，保存流出液。 

（11）流出液重复上柱，14600 rpm，离心 1 min，保存流出液。 

（12）将流出液混匀后，使用 Nanodrop2000 测量浓度，-20℃冰箱保存备用。 

2.1.3 pMSCV 载体及目的片段的双酶切 

使用限制性内切酶将 pMSCV 载体及目的片段进行双酶切，酶切体系如表 14

所示。 

 

表 14 双酶切体系 

Table 14 Reaction system of restriction enzyme digest ion 

组分名称 剂量 

FD green buffer 3 μL 

载体 质粒：2.5 μg 或 PCR 产物：600 ng 

内切酶 1 0.5 μL 

内切酶 2 0.5 μL 

mH2O 补齐到 30 μL 

以上各组分添加完成后，震荡混匀，将样品置于 37℃水浴锅中，酶切，酶切

结束后，将产物按 2.1.2 所示步骤回收。 

❉质粒载体双酶切时间为 4 h， PCR 产物双酶切时间为 2 h。 

2.1.4 DNA 连接与转化 

（1）将载体和目的基因按表 15 所示体系进行连接。 
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表 15 DNA 连接体系 

Table 15 Reaction system of DNA ligation 

组份名称 剂量 

10×ligase buffer 1 μL 

目的基因 载体的摩尔量的 3 倍 

载体 25 ng 

Ligase 1 μL 

超纯水 补齐到 10 μL 

（2）以上各组分添加完成后，震荡混匀，室温，孵育 30 min。 

（3）按 1：1 体积比稀释连接产物，震荡混匀。 

（4）冰上分装 DH5α 为 20 μL/管。取 1 μL 稀释的连接产物加入到 20 μL 的

DH5α 中，轻弹侧壁 4 次，立即置于冰上，孵育 30 min。 

（5）将连接产物置于 42℃金属浴，热激 42 s，置于冰上 3 min。 

（6）向连接产物中加入 180 μL LB 培养基，置于摇床中，37℃，200 rpm，

30 min。 

（7）取 100 μL 连接产物均匀涂布在含有氨苄青霉素的 LB 培养板上，倒置于

37℃培养箱中，培养 12-16 h。 

（8）挑取单克隆细菌于 2 mL 加有氨苄抗生素的 LB 培养基（氨苄：LB=1：

1000）中，将培养基置于摇床中，37℃，300 rpm，培养 12 h。 

2.1.5 细菌质粒小量提取（试剂盒法） 

（1）将菌液转移至 2 mL 离心管中，14600 rpm，离心 1 min，负压吸净上清。

向原来的摇菌管中加入 500 μL 含有氨苄抗生素的 LB 培养基，置于摇床中，37℃，

300 rpm，培养 2 h，待大量提取用。 

（2）加入 150 μL solution І（4℃保存），震荡混匀，直到无块状沉淀。 

（3）加入 150 μL solution Ⅱ，颠倒混匀。 

（4）加入 350 μL solution Ⅲ，颠倒混匀。 

（5）14600 rpm，离心 7 min，保留上清。 

（6）将上清转移至小提离心柱中，14600 rpm，离心 30 s，保留流出液。 

（7）将流出液重复上柱一次，14600 rpm，离心 1 min，弃掉流出液。 

（8）使用 350 μL PW buffer 清洗一遍，14600 rpm，离心 30 s，弃掉流出液。 

（9）重复步骤（8）。 

（10）空柱，14600 rpm，离心 2 min，弃掉流出液。 
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（11）使用洁净的 1.5 mL 离心管承接离心柱，加入 60 μL TB buffer 洗脱，室

温，静置 1 min，14600 rpm，离心 30 s，保存流出液。 

（12）流出液重复上柱，14600 rpm，离心 1 min，保存流出液。 

（13）将流出液混匀后，使用 Nanodrop2000 测量溶度。 

（14）将上述提取的质粒进行酶切鉴定，挑选 1-2 个酶切鉴定正确的目的质

粒进行测序，待测序正确后，将正确的质粒登记，-20℃冰箱保存备用。 

2.1.6 细菌质粒大量提取（试剂盒法，去内毒素） 

（1）将 2.1.5 中测序正确质粒的菌液扩大培养，取 200 μL 菌液接种到 200 mL

加有氨苄青霉素的 LB 培养基中。将培养基置于摇床中，37℃，280 rpm，培养 16-20 

h。 

（2）将 200 mL 菌液分装到 4 个 50 mL 离心管中，4000 rpm，离心 15 min，

负压吸净上清。 

（3）加入 16 mL RES-EF（4℃保存），震荡混匀，直到无块状沉淀。 

（4）加入 16 mL LYS-EF，颠倒混匀，室温静置 5 min。 

（5）加入 16 mL NEU-EF，颠倒混匀，置于冰上 20 min。 

（6）4000 rpm，离心 5 min。 

（7）使用 12 mL EQU-EF 平衡 DNA 结合柱（带有过滤器）。 

（8）将（6）中的上清转移至过滤器，滤液过滤到 DNA 结合柱，保留流出液。 

（9）将流出液二次上柱，使 DNA 的得率更大。 

（10）加入 5 mL FIL-EF，清洗 DNA 结合柱。 

（11）弃掉过滤器，使用 35 mL ENDO-EF 清洗 DNA 结合柱。 

（12）加入 12 mL WASH-EF 进行漂洗，同时将洗脱液 ELU-EF 置于 60℃水

浴锅中，进行预热。 

（13）先加入 10 mL 已预热的洗脱液 ELU-EF，进行洗脱。然后，使用

Nanodrop2000 分别测量DNA结合柱末梢最后一滴和承接液的浓度，分别记为 α，

β。若 α/β < 10，则停止洗脱，否则继续洗脱。 

（14）将大提质粒登记，-20℃冰箱保存备用。 

2.2 慢病毒的生产、浓缩及滴度测定 

2.2.1 慢病毒生产 
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（1）消化 HEK293X 细胞，按 1.8×10
7个/盘细胞数量接种到 15 cm 培养皿中，

每盘细胞需要加入 18 mL 完全培养基。 

（2）病毒包装体系如表 16 所示，其中包装质粒混合物包含 pMDG.2，

pMDlg/pRRE 和 pRSV-Rev 三种质粒。 

 

表 16 病毒包装体系 

Table 16 System of lentivirus packaging 

组分名称 剂量 

目的质粒 8.6 μg 

OPTI-MEM 2 mL 

包装质粒混合物 7.6 μL 

转染试剂（1×） 62.5 μL 

（3）将包装质粒加入到 OPTI-MEM 中，震荡 30 s。 

（4）加入转移质粒，震荡 30 s。 

（5）加入转染试剂，震荡 20 s。 

（6）室温，孵育 25 min。 

（7）将病毒包装混合液逐滴加入，边加边晃动培养皿。 

（8）培养 16 h 后，换液。 

（9）收集 48 h 和 72 h 上清，2500 rpm，离心 5 min，保留上清。 

2.2.2 病毒浓缩 

（1）将病毒离心管依次使用次氯酸、70%酒精清洗。然后，在超净台内，使

用生理盐水润洗一遍，800 rpm，瞬间离心 30 s，负压吸净液体，紫外照射 30 min。 

（2）使用 0.22 μM 滤器过滤病毒上清，然后分装到洁净的超速离心管中，每

管体积不要超过 30 mL。 

（3）将离心管进行配平，4℃，22500 rpm，离心 2 h。 

（4）弃掉上清，800 rpm，瞬间离心 30 s，在超净台中操作，使用移液枪吸

净底部的液体，补加新鲜 T 细胞培养基（100 μL/管）。 

（5）使用封口膜将管口密封，4℃放置 3-16 h。 

（6）震荡混匀，800 rpm，短暂离心 30 s。 

（7）将病毒浓缩液收集到干净的 1.5 mL 离心管中，最后使用 200 μL 培养基

依次清洗离心管底部，将其和病毒浓缩液混合。 

（8）混匀的病毒浓缩液以 50 μL/管的体积分装，-80℃冰箱保存备用。 
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2.2.3 病毒滴度测定 

（1）消化 HEK293X 细胞，计数，将细胞密度调整至 4×10
5 个/mL，向细胞

悬液中加入 polybrene 至终浓度为 12 μg/mL，然后将细胞以 500 μL/孔的体积接种

到 24 孔板中。 

（2）病毒原液按 1：3 的等比例梯度进行稀释，每孔以 10 μL 的体积加入。

最终使用 DMEM 培养基将每孔体积补齐到 600 μL。 

（3）感染 16 h 后，换液，补加新培养基。 

（4）感染 48 h 后，消化细胞，流式检测感染效率。 

（5）病毒滴度计算：
1000

稀释倍数感染效率102
病毒滴度

5 
  

2.3 人外周血单核细胞（PBMCs）的分离 

（1）将真空采血管中的血液样本（大约 5 mL）转移至 15 mL 离心管中，按

1：2 的体积比，加入 10 mL 的 1×PBS 稀释血液样本，轻轻吹打混匀。 

（2）取 5 mL 稀释的血液样本于 15 mL 的离心管中，加入 4 mL 人外周血淋

巴细胞分离液（Ficoll-Paque）。 

（3）选择慢升慢降程序，400 g，离心 20 min。操作时，应使离心管保持水

平状态，轻拿轻放。 

（4）离心结束后，离心管中溶液分层如图 1 所示。为了操作方便，先使用 1 

mL 移液枪吸走 3 mL 血浆及 PBS 溶液层。然后，在吸取 1-2 mL 包含单核细胞层

的溶液于新的 15 mL 的离心管中，加入 1×PBS 溶液补齐到 10 mL，轻轻吹打混匀。 

（5）1500 rpm，离心 5 min，弃掉上清，再加入 5 mL 1×PBS 清洗一次。 

（6）将所得的细胞计数后，分装，冻存于液氮中保存备用。 

 
图 1 密度梯度离心示意图[77]

 

Figure 1 Schematic figure of a density gradient centrifugation
[77]
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2.4 T 淋巴细胞的活化  

（1）Anti-mFc 包被的孔板制备 

①使用 1×PBS 将 anti-mFc mAb 稀释成 2 μg/mL，以 100 μL/孔的体积量加入

96 孔平底板中。 

②用封口膜将孔板封闭，4℃冰箱保存过夜。 

（2）复苏 PBMCs 

①在本实验室的液氮细胞冻存信息表中，查询 PBMCs 的准确位置，快速将细

胞从液氮中取出，并登记。 

②在 37℃恒温水浴锅中，将细胞快速溶化后，转移至 15 mL 离心管中，使用

T 细胞培养基补齐到 5 mL。 

③1200 rpm，离心 5 min。弃掉上清，用 5 mL 培养基重悬，混匀后，取 10 μL

细胞悬液进行计数。 

④将细胞调整到密度为 1×10
6 个/mL，将 anti-human CD3 mAb 和 anti-human 

CD28 mAb 加入到细胞悬液中，至终浓度分别为 0.25 μg/mL，1 μg/mL。 

（3）使用 1×PBS 清洗前一天包被好的孔板，清洗三遍。 

（4）将细胞以 100 μL/孔的体积，接种于 96 孔板中。 

（5）将细胞置于培养箱中，活化 48-72 h。观察细胞聚团状态，判断细胞活

化状况，从而确定 T 细胞的活化所需时间。 

2.5 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的生产 

（1）将保存于-80℃冰箱中浓缩的 2028Z 和 2028Z-4-1BB 病毒液取出，置于

冰上融化。使用 T 细胞培养基将病毒液稀释成 1×10
7
 TU/mL，并使用 0.22 μm 滤

器过滤病毒液，置于冰上备用。 

（2）将 96 孔板中充分活化的 T 细胞转移至 15 mL 离心管中，并使用 CAR-T

细胞培养基将孔板清洗一遍。 

（3）1500 rpm，离心 5 min。弃掉上清，加入 5 mL T 细胞培养基重悬细胞。 

（4）按 2.3 中所述步骤进行密度梯度离心。 

（5）离心结束后，收集 1-2 mL 中间层细胞，使用 1×PBS 溶液补齐到 10 mL，

轻轻吹打混匀，取 10 μL 细胞悬液进行计数。 

（6）1500 rpm，离心 5 min，弃掉上清，根据（5）中的计数结果，加入适当
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体积 T 细胞培养基重悬细胞，混匀后，取 10 μL 细胞悬液进行计数。 

（7）将所得的 T 细胞调整到密度为 1×10
6 个/mL，以 100 μL/孔的体积接种到

96 孔平底培养板中。按 MOI = 10 的比例感染，每孔补加 100 μL 病毒稀释液，排

枪吹打混匀后，置于细胞培养箱中。 

（8）感染后第 4 天，流式细胞术检测 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的

阳性率。 

2.6 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的扩增 

2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞系构建成功以后，按图 2 所示流程，进行

体外培养。在体外长期培养过程中，使用辐照的 Raji（irradiated Raji, IR-Raji）细

胞对 CAR-T 细胞进行定期的刺激，促进其增殖。 

 
图 2 CAR-T 细胞长期培养示意图 

Figure 2 Schematic diagram of the long-term CAR-T expansion assay 

 

在 CAR-T 细胞体外培养的过程中，对细胞的绝对数量进行统计。IR-Raji 刺

激之后的第 4 天，使用流式细胞仪检测 CAR-T 细胞的阳性率、记忆 T 细胞的亚型

和活化等指标。 

2.7 体外杀伤实验 

（1）在 IR-Raji 刺激后的第 4 天，收集 CAR-T 细胞和靶细胞于 15 mL 的离心管中，

1500 rpm，离心 5 min，弃掉上清。 

（2）将 CAR-T 细胞的密度调整为 1×10
6 个/mL，以 100 μL/孔的体积接种到 96

孔板中。靶细胞的密度调整为 4×10
6 个/mL。 

（3）不同效应 T 细胞-靶细胞（E:T）比的体外杀伤实验，设计如表 17 所示，各

比例按总体积 200 μL/孔调整为一致。 
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表 17 体外杀伤实验设计表 

Table 17 Design of killing assay in vitro 

E:T CAR-T 细胞的体积（μL）/孔 靶细胞的体积（μL）/孔 

1:0.5 100 12.5 

1:1 100 25 

1:2 100 50 

（4）共培养 12 h 和 24 h 后，使用 anti-human CD19 和 anti-human CD3 荧光抗体

染色，流式细胞仪检测 CAR-T 细胞和靶细胞的所占比例。 

2.8 细胞因子检测 

（1）按表 17 所示的 E：T 比例，将 CAR-T 细胞和肿瘤细胞共培养 12 h。 

（2）吸取 100 μL 上清（含有少量的洗胞），1700 rpm，离心 3 min，保留上

清。 

（3）使用 FACS buffer 将上清稀释 2 倍，置于冰上备用。 

（4）配制标准品 

①将粉末状标准品（5 μg/瓶），1500 rpm，离心 5 min，使其全部聚集在试剂

瓶底部。 

②使用注射器吸取 1 mL 溶液，重悬标准品，使标准品溶液的最高浓度为 5 

μg/mL。 

③将标准品按 1：2 的等比例进行稀释，总共稀释 12 个浓度梯度。 

（5）1
st
 stain mixture 的配制，以单个样品为例： 

10 μL FACS buffer 

0.15 μL capture bead 

（6）将 1
st
 stain mixture 震荡混匀后，以 10 μL/sample 的体积加入到 96 孔板

中。 

（7）向加有 1
st
 stain mixture 孔板中，每孔加入 40 μL 标准品或待测样品，使

用排枪吹打混匀后，室温孵育 40 min。 

（8）每孔加入 150 μL 1×PBST，1700 rpm，离心 3 min，弃掉上清。 

（9）重复步骤（8）。 

（10）2
nd

 stain mixture 的配制，以单个样品为例：  

50 μL FACS buffer 

0.15 μL PE-Detection Ab 

（11）将 2
nd

 stain mixture 震荡混匀后，以 50 μL/sample 的体积加入到样品中，
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震荡混匀后，室温孵育 40 min。 

（12）每孔加入 150 μL 1×PBST，1700 rpm，离心 3 min，弃掉上清。 

（13）重复步骤（12）。 

（14）每孔加入 70 μL 的 1×PBST 重悬样品，然后，使用流式细胞仪检测。 

2.9 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞体内抗肿瘤作用及活性研究 

本研究 CAR-T 细胞体内抗肿瘤活性研究按图 3 所示流程进行。 

 
图 3 肿瘤模型的构建及 CAR-T 细胞治疗方案示意图 

Figure 3 A schematic diagram of in vivo xenograft tumor model and CAR-T treatment protocol 

 

（1）淋巴瘤小鼠模型构建 

①收集 Raji 细胞，1500 rpm，离心 5 min，弃掉上清。 

②使用 5 mL 1×PBS，清洗两遍，1500 rpm，离心 5 min，弃掉上清。 

③加入适当体积的 1×PBS 重悬细胞，吸取 10μL 细胞悬液进行计数。 

④调整细胞密度为 2.5×10
6 个/mL，混匀后，每只小鼠静脉注射 200 μL 细胞悬

液。 

（2）CAR-T 细胞治疗 

①复苏 CAR-T 细胞，并计数。加 1×PBS 10 mL，混匀后，吸取 10 μL 细胞悬

液进行计数。 

②使用 10 mL 1×PBS 清洗细胞， 1200 rpm，离心 5 min，弃掉上清。 

③使用 1×PBS，调整 CAR-T 细胞密度为 5×10
7 个/mL。治疗组，每只小鼠静

脉注射 200 μL 细胞悬液；对照组，每只小鼠静脉注射 200 μL 1×PBS。 

（3）检测 CAR-T 细胞和 Raji 细胞在小鼠外周血中的含量 

①在 15 mL 离心管中加入 5 mL 1×PBS 溶液，通过静脉采取 5 滴小鼠血液于

离心管中，快速颠倒混匀。加入 4 mL 人外周血淋巴细胞分离液（Ficoll-Paque）。 

②选择慢升慢降程序，400 g，离心 20 min。操作时，应使离心管保持水平状

态，轻拿轻放。 

③离心结束后，吸取 1-2 mL 细胞层的溶液于新的 15 mL 离心管中，加 1×PBS

溶液补齐到 10 mL，1500 rpm，离心 5 min，弃掉上清。 
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④加入 100 μL FACS buffer 重悬细胞，将细胞转移至 96 孔 U 型板中，平均分

成两组染色，分别检测 CAR-T 及 Raji 细胞含量。 

（4）检测 CAR-T 细胞和 Raji 细胞在小鼠骨髓和脾脏中的含量 

①将小鼠解剖后，取出脾脏和长骨。脾脏进行反复研磨，使用注射器吸取

1×PBS 溶液反复冲洗长骨骨骼。 

②使用 0.45 μm 过滤杂质，1500 rpm，离心 5 min，负压吸净上清。 

③依次加入 500 μL 1×ACK 裂解液，裂解 30 s，加入 5 mL 1×PBS 进行中和。 

④1500 rpm，离心 5 min，弃掉上清，加入 100 μL FACS buffer 重悬细胞，过

滤，将细胞转移至 96 孔 U 型板中，平均分成两组染色，分别检测 CAR-T 及 Raji

细胞含量。 

2.10 Q-PCR 

2.10.1 提取 CAR-T 细胞总 RNA 

（1）收集 5×10
6个 CAR-T 细胞，使用 1×PBS 清洗细胞，1500 rpm，离心 5 min，

负压吸净上清。 

（2）配置裂解液：600 μL TRK lysis buffer 和 12 μL β-巯基乙醇，震荡混匀。 

（3）加入 612 μL 裂解液将细胞重悬，并转移至洁净的 1.5 mL 离心管中。 

（4）使用 1 mL 注射器吹打混匀，至少 10 次，使其充分裂解。 

（5）按等体积比加入无菌的 70%乙醇溶液，震荡混匀。 

（6）将溶液转移至 RNA 结合柱中，14600 rpm，离心 1 min，勿弃掉流出液。 

（7）重复步骤（6），弃掉流出液。 

（8）加入 400 μL RNA wash buffer Ⅰ 清洗一遍，14600 rpm，离心 1 min，弃

掉流出液。 

（9）配制消化液：73.5 μL OBI DNase Digestion buffer 和 1.5 μL RNase-free 

DNase Ⅰ，轻弹管壁混匀。 

（10）向离心柱的中央加入 75 μL 消化液，室温，静置 20 min。 

（11）勿离心，直接加入 600 μL wash buffer Ⅰ，室温，静置 1 min。14600 rpm，

离心 1 min，弃掉流出液。 

（12）加入 500 μL wash buffer Ⅱ，14600 rpm，离心 1 min，弃掉流出液。 

（13）重复步骤（12）。 

（14）空柱，14600 rpm，离心 2 min。 
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（15）从此步骤开始，后续步骤均在超净台中操作。使用洁净的 1.5 mL 离心

管承接离心柱，加入 50-70 μL 提前预热到 70℃的 DEPC Water，洗脱，14600 rpm，

离心 1 min，勿弃掉流出液。 

（16）将流出液重复上柱，14600 rpm，离心 2 min。 

（17）将流出液混匀后，使用 Nanodrop2000 测量浓度，-80℃冰箱保存备用。 

2.10.2 逆转录合成 cDNA 

合成 cDNA 反应体系如表 18 所示 

 

表 18 cDNA 合成体系 

Table 18 System of cDNA synthesis 

组份名称 剂量 

RNA 2 μg 

10 μM OligodT20 0.5 μL 

5×RT buffer 4 μL 

10 mM dNTP 2 μL 

ReverTra Ace 1 μL 

mH2O 补齐到 20 μL 

以上各成份添加完成后，震荡混匀，按如下程序进行扩增。 

Step 1    42℃    60 min 

Step 2    99℃    5 min 

Step 3    4℃     5 min 

将上述合成的 cDNA 样品，按 1：3 的比例稀释后，-20℃保存备用。 

2.10.3 Q-PCR 扩增目的基因 

（1）Q-PCR 引物（5′> 3′）： 

GAPDH forward：GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT； 

GPADH reverse：GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG；  

Exogenous 4-1BB forward：CAGCCACCAAGGACACTACGA；  

Exogenous 4-1BB reverse：AAGTTGAGGACCAGCAACAGAGT；  

Endogenous 4-1BB forward：CGTTGCTCTTCCTGCTGTTCTTC；  

Endogenous 4-1BB reverse：TCACAGTTCACATCCTCCTTCTTCT； 

Bcl-2 forward：GGTGGGGTCATGTGTGTGG；  

Bcl-2 reverse：CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC。 

（2）Q-PCR 反应体系如表 19 所示，每种样品需 3 个副孔。 
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表 19 Q-PCR 反应体系 

Table 19 Reaction system of Q-PCR 

组份名称 剂量（μL） 

cDNA 0.5 

上、下游混合引物 0.6 

2×qPCR Master Mix 6.26 

mH2O 补齐到 12.5 

以上各成份添加完成后，贴好封口膜，震荡混匀，1700 rpm，离心 1 min。 

（3）按如下程序扩增目的基因 

Step 1    95℃      30 s 

Step 2    95℃      10 s 

Step 3    60℃      30 s 

Step 4  Go to Step 2  40 cycles 

Step 5    95℃      15 s 

Step 6    60℃      60 s 

Step 7    95℃      15 s 

2.11 NF-кB 信号通路活化水平研究 

2.11.1 CAR-T 细胞总蛋白提取 

（1）每种 CAR-T 细胞收集 5×10
 6 个细胞，使用 1×PBS 清洗细胞，1500 rpm，

离心 5 min，负压吸净上清。 

（2）加入 80 μL /sample RIPA 裂解液，将细胞悬液置于冰上，超声破碎 30 s，

冰上裂解 10 min。 

（3）4℃，21000 rpm，离心 15 min。 

（4）收集上清，即为 CAR-T 细胞总蛋白。 

2.11.2 BCA 法细胞总蛋白定量 

（1）使用 RIPA 裂解液配制浓度分别为 4 mg/mL、2 mg/mL、1 mg/mL、0.5 

mg/mL、0.25 mg/mL 和 0 mg/mL 的 BSA 标准品，同时用 RAPI 将 CAR-T 细胞总

蛋白稀释 5 倍。 

（2）将配制好的标准品和稀释后的蛋白样品分别取 5 μL 于平底 96 孔板中，

每孔加入 200 μL 工作液，用排枪吹打混匀。 
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（3）将 96 孔板置于 37℃恒温箱，反应 30 min。 

（4）待样品冷却至室温，将 96 孔板置于酶标仪中，562 nm 处检测吸光度，

并根据标准品的浓度计算样品的蛋白浓度。 

2.11.3 CAR-T 细胞总蛋白聚丙烯酰胺凝胶电泳 

（1）组装配胶模具，按表 8 所示配方，配制下层 10%分离胶，分离胶溶液加

至距玻璃短板上缘 2 cm 处，缓慢加入异丙醇液封。 

（2）待分离胶凝固后，倒出异丙醇，用吸水纸去除残余异丙醇后，缓慢加入

上层 5%浓缩胶，插入上样梳。此过程应避免气泡产生。 

（3）向细胞总蛋白样品中加入 0.2倍体积的 5×蛋白Loading buffer，置于 100℃

金属浴，变性 7 min。12000 rpm，离心 1 min，将上清转移至新的 1.5 mL 离心管

中。 

（4）待浓缩胶凝固后，将凝胶浸没于 SDS 电泳缓冲液中，小心拔出上样梳，

向第一泳道中加入 3.5 μL 蛋白 marker（#26616，Thermofisher 公司），然后依次加

入 50 μg 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞总蛋白样品。 

（5）设置恒压 80 V，电泳约 30 min，待蛋白样品电泳至浓缩胶与分离胶临

界面处（压缩为一条细线），将电压升至 120 V，最后电泳至 Loading buffer 刚好

移出凝胶最下缘，停止电泳。 

2.11.4 p65 和磷酸化 p65 蛋白的 Western Blot 鉴定 

（1）裁取 9 cm × 6 cm 的 NC 膜，待 CAR-T 细胞总蛋白聚丙烯酰胺凝胶电泳

结束后，小心取出凝胶，按照阴极-海绵垫-滤纸-凝胶-NC 膜-滤纸-海绵垫-阳极的

顺序制作 Western Blot 转膜三明治，三明治制作过程应严格排尽气泡。 

（2）设置恒压 100 V，将转膜装置置于冰水浴或 4℃冰箱中，转膜 90 min。 

（3）转膜结束后，将 NC 膜取出，浸没于 TBS 配制的 5% BSA 溶液中，置

于摇床上，室温封闭 1 h。 

（4）将 NC 膜取出后浸泡在 p65 抗体、p-p65 抗体或 GAPDH 抗体中，置于

摇床上，4℃过夜。 

（5）将 NC 膜取出，0.1% PBST 洗膜 3 遍，10 min/遍。 

（6）将 NC 膜浸泡在一抗对应的荧光标记二抗溶液中，置于摇床上，室温孵

育 2 h。 

（7）将 NC 膜取出，0.1% PBST 洗膜 3 遍，10 min/遍。 



- 35 - 

 

（8）将 NC 膜置于 Odyssey 红外激光成像系统中扫描成像。 

3 统计方法 

本研究采用 GraphPad Prism 6 对数据进行分析。采用未配对学生双尾 t 检验方

法（two-sided Student’s unpaired t-test）对体外实验数据进行显著性分析。采用对

数秩检验评估小鼠的存活率。p < 0.05 被认为具有显著性差异，*
 p < 0.05，**

 p < 0.01，
***

 p < 0.001。 

4 实验结果 

4.1 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的生产及特点  

4.1.1 包含 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR 的重组质粒的构建 

已有的研究表明 
[9, 11, 78, 79]，当 4-1BB 被整合到 CAR-T 细胞胞内域时，与基

于 28Z 构建的 CAR-T 细胞相比，CAR-T 细胞在体内的持续性更强。为了探究独

立的 4-1BB 共刺激信号是否能够赋予 CAR-T 细胞更强的持续性，我们首先构建了

两种靶向人源 CD20 的 CAR-T 细胞，如图 4A 所示，一种为 2028Z，另外一种为

2028Z-4-1BB。在 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中，独立表达的 4-1BB 共刺激分子通

过自剪切短肽 P2A（GSGATNFSLLKQAGDVEENPGP）连接到 CD3δ 末端。 
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图 4 2028Z 和 2028Z-4-1BB 重组质粒的构建 

A：两种靶向人源 CD20 的 CAR 分子结构示意图。靶向人源 CD20 的 scFv 与 CD28 和 CD3δ

连接构成 2028Z 的结构。4-1BB 通过 P2A 序列连接到 CD3δ 的末端。 

B：1. TM PCR 产物，2. CD3δ PCR 产物，3. 28Z PCR 产物。C：1. TM-CD28-CD3δ PCR 产物。

D：1. TM-CD28-CD3δ 的酶切产物。E：1. pMSCV-αCD20-9FC 的酶切产物，2. 
pMSCV-αCD20-4-1BB-CD3δ-P2A-4-1BB 的酶切产物。F：1-3. 2028Z 酶切鉴定，4. 

pMSCV-αCD20-9FC的酶切产物，5. TM-CD28-CD3δ的酶切产物，6-8. 2028Z-4-1BB酶切鉴定，

9. pMSCV-αCD20-4-1BB-CD3δ-P2A-4-1BB 的酶切产物。0. DNA marker。 

Figure 4 The construction of recombinant plasminds of 2028Z and 2028Z-4-1BB 

A. A schematic diagram of the CD20 targeting CAR constructs. An anti-human CD20 scFv was 

linked to CD28 and CD3δ to generate a 2028Z construct. 4-1BB was linked to CD3δ via a P2A 

sequence. B. 1. PCR product of TM, 2. PCR product of CD3δ, 3. PCR product of 28Z. C. 1. PCR 

product of TM-CD28-CD3δ. D. 1. Digested product of TM-CD28-CD3δ. E. 1. Digested product of 

pMSCV-αCD20-9FC, 2. Digested product of pMSCV-αCD20-4-1BB-CD3δ-P2A-4-1BB. F. 1-3. 

Digested identification of 2028Z, 4. Digested product of pMSCV-αCD20-9FC, 5. Digested product 

of TM-CD28-CD3δ, 6-7. Digested identification of 2028Z-4-1BB, 8. Digested product of 

pMSCV-αCD20-4-1BB-CD3δ-P2A-4-1BB. 0. DNA marker. 

 

以 本 课 题 组 保 存 的 重 组 质 粒 pMSCV-αCD20-4-1BB-CD3δ 和

pMSCV-αCD20-CD28-4-1BB-CD3δ作为模板，经PCR克隆得到胞内信号域CD3δ、

28Z 和跨膜区 TM。如图 4B 所示，PCR 产物分别位于 250 bp，400 bp 和 180 bp

处，与 TM（243 bp）、CD3δ（370 bp）、28Z（160 bp）目的片段的大小相一致。

然后，经重叠 PCR 得到 TM-CD28-CD3δ 片段，如图 4C 所示，重叠 PCR 产物位

于 750 bp 处，与实验设计相一致。 

使 用 Not І 、 BamH І 限 制 性 内 切 酶 ， 将 慢 病 毒 表 达 载 体
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pMSCV-αCD20-4-1BB-CD3δ-P2A-4-1BB 和 pMSCV-αCD20-9FC，以及目的片段

TM-CD28-CD3δ 进行酶切（图 4D-E）。然后，将慢病毒表达载体与 TM-CD28-CD3δ

片段进行连接，以构建重组质粒。选择 DH5α 作为宿主菌落，将重组质粒进行转

化，挑取单克隆菌落进行扩大培养，提取质粒进行酶切鉴定。酶切鉴定结果如图

4F示，1、2和 6、7号质粒酶切后，在 750bp处均有条带，与目的片段TM-CD28-CD3δ

的大小相近，这些质粒为可能构建正确的重组质粒。将 1、2 和 6、7 号质粒进行

测序鉴定。测序结果显示，重组质粒中的插入片段 TM-CD28-CD3δ 的序列与本实

验室保存的序列相一致，无碱基突变与缺失，该结果表明 TM-CD28-CD3δ 片段已

被成功插入到慢病毒表达载体中。 

以 上 结 果 表 明 ， 慢 病 毒 质 粒 pMSCV-αCD20-CD28-CD3δ-P2A-4-1BB

（2028Z-4-1BB）和 pMSCV-αCD20-CD28-CD3δ（2028Z）已经被成功构建。 

4.1.2 表达 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR 的慢病毒滴度测定 
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图 5 慢病毒滴度检测 

A：空白对照组测定。B：2028Z CAR 病毒滴度测定。C：2028Z-4-1BB CAR 病毒滴度测定。 

Figure 5 Detection of lentivirus titer 

A. Detection of blank control group. B. Detection of 2028Z CAR lentivirus titer. C. Detection of 

2028Z-4-1BB CAR lentivirus titer. 

 

本研究采用三质粒慢病毒包装体系感染 HEK293X 细胞生产病毒，感染 48 h

和 72 h 后，收集病毒上清进行浓缩。我们对表达 2028Z CAR 和 2028Z-4-1BB CAR

的病毒的滴度进行了检测，如图 5 所示。由流式检测结果得知，浓缩前病毒溶液

的滴度约为 2×10
3
 TU/μL，而且浓缩后病毒溶液的感染效率具有浓度梯度依赖性，

滴度约为 2×10
5
 TU/μL，表明病毒浓缩是成功的，病毒滴度提高了约 100 倍，病毒

回收率约为 42%。通过相应的换算公式（见 2.2.3 节）计算出浓缩后慢病毒的滴度，

汇总于表 20。 

 

表 20 慢病毒滴度测定 

Table 20 Titer determination of lentivirus 

名称 滴度（TU/μL） 

2028Z 2×10
5
 

2028Z-4-1BB 2.5×10
5
 

4.1.3 慢病毒感染 T 细胞 

将浓缩后的2028Z CAR和2028Z-4-1BB CAR慢病毒液，按MOI = 10的比例，

感染 T 细胞。感染 16h 后，更换培养基。感染后的第 4 天，流式细胞术检测感染

效率，检测结果如图 6A 所示， 2028Z CAR 和 2028Z-4-1BB CAR 的感染效率分

别为：25.3%，28%。为了探究 2A 短肽连接的 4-1BB 是否影响 CAR 分子对抗原

刺激响应以及下游的活化增值信号传递，我们先后将 CAR 分子克隆到三位供体来

源 T 细胞上，经三次抗原刺激后，检测 CAR 分子的表达量。检测结果如图 6B 所

示，在体外培养的过程中，2028Z CAR-T 细胞和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的阳性 
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图 6 CAR-T 细胞的制备 

A-D：流式检测 CAR-T 细胞阳性率（A-B）和 4-1BB 表达量（C-D）。E：Q-PCR 分析 2028Z

和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中内源性或外源性 4-1BB 在 mRNA 水平的表达量。B 和 D：重

复实验的 T 细胞来源三位供体。NS：无显著性差异，***
 p < 0.001，n = 3/组。 

Figure 6 Construction of CAR-T cells 

A-C. Flow cytometry analysis of CAR (A-B) and 4-1BB (C-D) expression on 2028Z and 

2028Z-4-1BB CAR-T cells. E. Q–PCR analysis of the mRNA levels of exogenous and endogenous 

4-1BB in 2028Z and 2028Z-4-1BB CAR-T cells. B&D. Experiments were repeated with T cells 

derived from three donors. NS, no significant;
***

 p < 0.001; n = 3/group. 
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率能够有效的增加，显示了抗原介导的特异性 CAR-T 细胞扩增，并且两种 CAR-T

细胞的阳性率并没有显著的差异，说明 2A 短肽连接的 4-1BB 没有影响 CAR 分子

信号传导功能。为了进一步探究外源性4-1BB共刺激受体是否能够在2028Z-4-1BB 

CAR-T 细胞中过表达，我们采用流式细胞术进行检测，检测结果如图 6C-D 所示，

几乎所有的 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞都表达 4-1BB，但只有少量的 2028Z CAR-T

细胞表达 4-1BB。最后，为了探究外源性 4-1BB 是否能够增强 2028Z-4-1BB CAR-T

细胞中内源性 4-1BB 的表达。我们在 mRNA 水平比较了 CAR-T 细胞中内源性或

外源性 4-1BB 的表达量，检测结果如图 6E 所示，内源性的 4-1BB 在两种 CAR-T

细胞中的表达量都很低，而外源性的 4-1BB 在 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中的表达

量显著性高于在 2028Z CAR-T 细胞中的表达量。因此，在 2028Z-4-1BB CAR-T

细胞中高表达的 4-1BB 主要为外源性的 4-1BB。 

4.1.4 4-1BB 共刺激分子活化 NF-кB 信号通路 

由于已有的研究结果表明 4-1BB 共刺激分子主要通过引起 p65 或 p50 蛋白的

磷酸化而激活 NF-кB 信号通路[45]，因此，我们对 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中 P2A

短肽连接的 4-1BB 共刺激受体是否仍然具有该生物特性进行了探究。在本研究中，

我们比较了 2028Z CAR-T 细胞和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中 p65 蛋白的磷酸化

水平，检测结果如图 7A-B 所示，相比于 2028Z CAR-T 细胞，在 2028Z-4-1BB 

CAR-T 细胞中 p65 蛋白的磷酸化水平显著增强。此外，我们还检测到 2028Z CAR-T

和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞表面均有 4-1BBL 的表达，如图 7C-D 所示，4-1BBL

的表达为 4-1BB 的信号通路的活化提供了刺激信号来源。 

以上结果表明，2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞已经成功构建。独立表达

的 4-1BB 共刺激受体并没有影响 CAR 分子的表达和信号传导，且 4-1BB 自身具 
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图 7 4-1BB 引起 NF-кB 信号通路的活化 

A-B：Western blot检测 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中 p65和 p-p65 的蛋白水平。

C-D：流式检测 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞表面 4-1BBL 的表达，重复实验的 T 细

胞来源三位供体。NS：无显著性差异，* 
p < 0.05，n = 3/组。 

Figure 8 4-1BB triggering the activation of NF-кB pathway 

A-B. Western blot analysis of phosphorylated p65 in 2028Z and 2028Z-4-1BB CAR-T cells. C-D. 

Flow cytometry analysis of 4-1BBL expression on 2028Z and 2028Z-4-1BB CAR-T cells, 

Experiments were repeated with T cells derived from three donors. NS, not significant; 
*
 p < 0.05; n 

= 3/group. 

 

有完整的生物学功能。表达在 CAR-T 细胞表面的 4-1BBL 为 4-1BB 信号通路的激

活提供了刺激信号来源。此外，我们推测 4-1BB 信号通路的激活可能有利于CAR-T 

细胞的活化与增殖。 

4.2 4-1BB 共刺激信号改变了 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的分化 

已有的研究结果表明，虽然 4-1BB 共刺激受体都能够促进 CD4
+和 CD8

+
 T 细

胞的增殖，但对于 CD8
+ 

T 细胞的增殖具有偏好性[44]。为了模拟 CAR-T 细胞在体

内长期处于抗原刺激的生理状态，我们制定了一种体外扩大培养的方案，如图 2

所示。由于 4-1BB 不仅能够促进 T 细胞的增殖，而且还能够影响 T 细胞的分化。

因此，在 CAR-T 细胞体外长期培养中，我们探究了组成型的 4-1BB 共刺激信号

是否能够影响 CAR-T 细胞的分化，例如 CD4
+和 CD8

+
 T 细胞的比例、记忆 T 细

胞的亚型以及 T 细胞表面免疫抑制性受体的表达等。 

首先，我们对 CD4
+和 CD8

+
 CAR-T 细胞的比例进行了检测，结果如图 8A 所

示：在培养的第一周内，2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中 CD8
+
 T 细胞的比例显著高

于 2028Z CAR-T细胞中的比例，该趋势在培养的第三周中依然存在。该结果表明，

相比于 CD4
+
 T 细胞而言，组成型的 4-1BB 共刺激信号主要促进了 CD8

+
 T 细胞的
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增殖或存活，这与未改造的 T 细胞表面的天然 4-1BB 受体功能一致。为了探究组

成型的 4-1BB 共刺激信号是否能够影响免疫抑制性受体的表达，我们分析了

CAR-T 细胞表面免疫抑制性受体 PD-1、TIM-3 和 LAG-3 的表达。检测结果如图

8B 所示，相比于 2028Z CAR-T 细胞，2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中 PD-1 的表达显

著降低。由于 4-1BB 共刺激信号有助于 T 细胞向中央记忆 T 细胞方向分化[35-37]，

因此，我们探究了新型 CAR 结构中的 4-1BB 共刺激信号是否影响记忆 T 细胞的

分化。如图 8C 所示，相比于 2028Z CAR-T 细胞，在 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中

中央记忆 T 细胞的比例轻微上升，而记忆效应 T 细胞的比例略有降低。 
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图 8 4-1BB 信号改变了 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的分化 

A：流式检测 CD4
+和 CD8

+
 CAR-T 细胞的比例。B：CAR-T 细胞经 IR-Raji 刺激之后，检测

细胞表面免疫抑制性受体 PD-1、TIM-3 和 LAG-3 的表达量。 C：在 2028Z 和 2028Z-4-1BB 

CAR-T 细胞中，幼稚 T 细胞（CD45RA
+
CD45RO

-
CCR7

+
, TN）、中央记忆 T 细胞

（CD45RA
-
CD45RO

+
CCR7

+
, TCM）、效应记忆 T 细胞（CD45RA

-
CD45RO

+
CCR7

-
, TEM）和

效应 T 细胞（CD45RA
+
CD45RO

-
CCR7

-
, TEFF）的比例。B-C，三次重复实验中，具有代表性

的实验结果。***
 p < 0.001，n = 3/组。 

Figure 8 4-1BB signal alters 2028Z-4-1BB CAR-T cells differentiation. 

A. The CD4
+
 and CD8

+
 CAR-T cell percentage in the long-term culture was analyzed by flow 

cytometry. B. The cell surface expression of exhausted markers PD-1, TIM-3, and LAG-3 was 

measured in CAR-T cells after stimulation with irradiated Raji cells at indicated time point. C. 

Relative proportion of Naive T (CD45RA
+
CD45RO

-
CCR7

+
, TN), central memory 

(CD45RA
-
CD45RO

+
CCR7

+
, TCM), effector memory (CD45RA

-
CD45RO

+
CCR7

-
, TEM) and T 

effector (CD45RA
+
CD45RO

-
CCR7

-
, TEFF) cells in 2028Z and 2028Z-4-1BB CAR-T cells at 

indicated time point. Representative results of one from three (B-C) repeated experiments are shown.  
***

 p < 0.001; n = 3/group. 

 

4.3 4-1BB 共刺激信号通过降低凋亡来促进 CAR-T 细胞体外增殖 

对于 CAR-T 细胞功能的优化而言，一个比较重要的方面是提高其增殖或存活 

能力。为了比较 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞体外增殖能力，在 CAR-T 细

胞体外的长期培养中，我们对两种 CAR-T 细胞的绝对数量进行统计，并绘制相对

增长曲线。如图 9A 所示，2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞在培养的前期，二

者的增殖能力并没有显著的差异。然而，在培养的后期，2028Z-4-1BB CAR-T 细 
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图 9 4-1BB 信号增强了 CAR-T 细胞体外增殖能力 

A，2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞培养过程中的总体扩增情况。实验采用三种供体来源

的T细胞进行重复。B，2028Z和2028Z-4-1BB CAR-T细胞凋亡的检测。通过对活化的Caspase-3

进行染色检测凋亡。C，对三种供体来源的 CAR-T 细胞中 Caspase-3 的染色结果进行统计。D，

Q-PCR 分析 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中 Bcl-2 在 mRNA 水平的表达量。C-D，三次

重复实验中，具有代表性的实验结果。*
 p < 0.05，**

 p < 0.01，***
 p < 0.001，n = 3/组。 

Figure 9 4-1BB signal improves in vitro proliferation of CAR-T cell. 

A. Overall expansion of CAR-T cells in 2028Z and 2028Z-4-1BB CAR-T cell cultures. 

Experiments were repeated with three different donor-derived T cells (n=3/group). B. Apoptosis 

analysis of 2028Z and 2028Z-4-1BB CAR-T cells. Apoptosis was detected by active Caspase-3 

staining. C. Summarized active Caspase-3 staining data from three different donors. D. Q-PCR 

analysis of the mRNA expression of Bcl-2 in 2028Z and 2028Z-4-1BB CAR-T cells. Representative 

results of one from three (C-D) repeated experiments are shown. 
*
 p < 0.05, 

**
 p < 0.01, and 

***
 p < 

0.001, n = 3/group. 

胞的增殖能力显著增强。为了进一步的探究 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞显著增强的

增殖能力是否是通过降低凋亡而达到的，在体外培养的过程中，我们对 2028Z 和

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的凋亡情况进行了比较。如图 9B-C 所示，与 2028Z 

CAR-T 细胞相比，在 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中活化 Caspase-3 的表达量显著

降低。与此相一致的结果，如图 9D 所示，在 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中抗凋亡

分子 Bcl-2 在 mRNA 水平的表达量显著高于在 2028Z CAR-T 中的表达量。 

以上研究结果表明，组成型 4-1BB 共刺激信号通过降低 2028Z-4-1BB CAR-T 

细胞的凋亡来增强其增殖能力。 

4.4 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞体外细胞毒性的研究 

细胞毒性是 CAR-T 细胞最重要的特性之一，与 CAR-T 细胞的抗肿瘤活性直

接相关。为了探究组成型 4-1BB 信号是否能够增强 CAR-T 细胞的抗肿瘤活性，我

们进行了 CAR-T 细胞体外杀伤实验。在体外杀伤实验中，我们将 CAR-T 细胞与

CD20
+的肿瘤细胞共培养，通过流式检测、分析 CAR-T 细胞对肿瘤的杀伤情况。

首先，为了比较 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞对白血病细胞的杀伤作用，我
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们在NALM-6细胞的背景上，构建了人源CD20过表达的NALM-6-hCD20细胞系。

通过流式检测该细胞系的阳性率，如图 10A 所示，NALM-6-hCD20 细胞系的 CD20

阳性率达到了 99.5%，表明该细胞系已经构建成功。将 CAR-T 细胞与 NALM-6

和 NALM-6-hCD20 细胞按效-靶比为 1：1、1：2 共培养 12 h 和 24 h。检测结果如

图 10B 所示，相比于 NALM-6 细胞，CAR-T 细胞对 NALM-6-hCD20 细胞的杀伤

效果更为显著，表明 2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞具有良好的靶向性；与

2028Z CAR-T 细胞相比，2028Z-4-1BB CAR-T 细胞对 NALM-6-hCD20 细胞的杀

伤能力显著增强。为了进一步验证 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞对淋巴瘤细胞是否具

有同样的杀伤能力。我们将 CAR-T 细胞与 Raji 细胞按效-靶比为 1：0.5、1：1 和

1：2 共培养 12 h 和 24 h。检测结果如图 10C 所示，2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的

杀伤效果显著强于 2028Z CAR-T 细胞。该结果表明，4-1BB 信号增强了 CAR-T

细胞对多种靶细胞的杀伤活性。 

已有的研究结果表明，细胞因子 TNF-α、IFN-γ 分泌量与 CAR-T 细胞的杀伤

效果具有一致性[50, 80]。因此，我们对共培养实验中细胞因子 TNF-α、IFN-γ 和 IL-2

的分泌水平进行了检测。检测结果如图 10D 所示，虽然 2028Z-4-1BB CAR-T 细

胞的杀伤效果显著强于 2028Z CAR-T 细胞，但其细胞因子的分泌水平却低于

2028Z CAR-T 细胞的分泌水平。由于颗粒酶 B（Granzyme B）也是判定 T 细胞毒

性的指标。于是，我们进一步检测了共培养实验中 CAR-T 细胞中颗粒酶 B 的表达

量。检测结果如图 10E 所示，2028Z-4-1BB CAR-T 细胞组 GzmB 阳性细胞率显著

高于 2028Z CAR-T 细胞组 GzmB 阳性细胞率，说明组成型 4-1BB 共刺激分子通过

增强 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞颗粒酶 B 的释放量来增强其抗肿瘤作用。 

以上结果表明，2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞都具有良好的靶向性； 组

成型 4-1BB 共刺激分子通过增强 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞颗粒酶 B 的释放量增

强其抗肿瘤能力。 
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图 10 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞体外细胞毒性研究 

A，流式检测 NALM-6 和 NALM-6-hCD20 细胞系人源 CD20 的表达。B-C，2028Z 和

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞与 NALM-6，NALM-6-hCD20（B）或 Raji（C）细胞按不同的效-

靶比共培养 12-24 h，通过流式检测剩余肿瘤细胞（CD3
-
CD19

+），计算相对细胞毒性。D，2028Z

和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞与 Raji 细胞共培养 12 h，CBA 检测细胞因子的分泌量。E，2028Z

和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞与 Raji 细胞共培养 12 h，通过流式检测 CAR-T 细胞中颗粒酶 B

的表达量。B-E，呈现的是三次重复实验中具有代表性的一次实验结果。*
 p < 0.05，**

 p < 0.01，
***

 p < 0.001，n = 3/组。 

Figure 10 Profile the cytotoxicity ability of 2028Z-4-1BB CAR-T cells in vitro. 

A. Human CD20 expression on NALM-6 and NALM-6-hCD20 cell lines was determined by flow 

cytometry. B-C. 2028Z and 2028Z-4-1BB CAR-T cells were co-cultured with NALM-6, 

NALM-6-hCD20 (B) or Raji (C) cells in triplicate at the different effector:target (E:T) ratios for 

12-24h. Relative cytotoxicity was calculated by analyzing the remaining tumor cells (CD3
-
CD19

+
) 

by flow cytometry. D. 2028Z and 2028Z-4-1BB CAR-T cells were co-cultured with Raji for 12h. 

Cytokines secreted by 2028Z and 2028Z-4-1BB CAR-T cells were determined by CBA. E. 2028Z 

and 2028Z-4-1BB CAR-T cells were co-cultured Raji cells for 12 h, and the expression of 

Granzyme B in CAR-T cells was analyzed by flow cytometry. Representative results of one from 

three (B-E) repeated experiments are shown. 
*
 p < 0.05, 

**
 p < 0.01, and 

***
 p < 0.001, n = 3/group. 

 

4.5 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞在体内具有更强的持续性及抗肿瘤效果 

体外的实验结果表明，相比于 2028Z CAR-T 细胞，2028Z-4-1BB CAR-T 细

胞的增殖能力及细胞毒性都有所增强。因此，我们进一步探究 2028Z-4-1BB CAR-T

细胞在体内的抗肿瘤活性。为了实现这一目标，我们制定了体内实验方案，在 NSG

小鼠的背景下，构建 Raji 肿瘤模型。CAR-T 免疫治疗之后，我们比较了 CAR-T

细胞在小鼠外周血、脾脏和骨髓中的含量，检测和分析结果如图 11A-C 所示，在

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞治疗组的外周血和脾脏中，CAR-T 细胞的比例显著高于

2028Z CAR-T 细胞治疗组。与 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞更好的持续性相一致，在

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞治疗组的小鼠外周血中，具有更低的肿瘤负荷。在小鼠

的骨髓中，所有 CAR-T 细胞治疗组具有相似的结果。在小鼠体内实验中，我们
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对小鼠的生存期进行了统计。如图 11D 所示，由于 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞在体

外的持续性和抗肿瘤活性显著增强，所以，相比于 2028Z CAR-T 细胞治疗组小鼠

的生存期，2028Z-4-1BB CAR-T 细胞治疗组小鼠总生存期显著增加。此外，所有

CAR-T 细胞治疗组小鼠的生存时间显著长于 PBS 治疗组。 
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图 11 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞在体内具有更强的持续性及抗肿瘤效果 

A-C，NSG 小鼠静脉接种 Raji 细胞（5×10
5
/只）。七天之后，分别使用 2028Z 或 2028Z-4-1BB 

CAR-T 细胞（1×10
7
/只）治疗。治疗七天之后，流式检测小鼠骨髓、脾脏（n = 3/组），和外

周血（n = 12/组）中，CAR-T 细胞（mCD45
-
hCD45

+
hCD3

+）的持续性及 Raji 肿瘤细胞

（mCD45
-
hCD45

+
hCD3

+）负荷。D，使用 Kaplan-Meier 方法分析小鼠生存期（n = 11/组）。

A-D，三次重复实验中具有代表性的一次实验结果。*
 p < 0.05，**

 p < 0.01，***
 p < 0.001。 

Figure 11 2028Z-4-1BB CAR-T cells show better persistence and anti-tumor effects in vivo. 

A-C. NSG mice were intravenously inoculated with 5×10
5 
Raji cells. Seven days later, tumor-bearing 

mice were treated with 1×10
7 
2028Z or 2028Z-4-1BB CAR-T cells. Seven days after the treatment, 

bone marrow, spleen (n = 3/group）and peripheral blood (n = 12/group) were collected for analysis of 

CAR-T cell (mCD45
-
hCD45

+
hCD3

+
) persistence and Raji (mCD45

-
hCD45

+
hCD19

+
) tumor cell 

burden. D. Kaplan-Meier analysis of survival of mice (one point represent one mice, n = 11/group). 

Representative results of one from three (A-C) repeated experiments are shown. 
*
 p < 0.05, 

**
 p < 

0.01, and 
***

 p < 0.001. 

 

以上结果表明，组成型 4-1BB 共刺激分子增强了 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞

的在体内的持续性，延长了小鼠的总生存期。 

5 讨论 

B 细胞来源的恶性肿瘤疾病种类繁多，包括各种类型的淋巴瘤和白血病[81]。

目前，使用利妥昔单抗联合化学疗法是对于该疾病常见的治疗方案 
[82, 83]。虽然该

治疗方案对于部分患者具有一定的疗效，但仍然有 30-60%的患者不响应或治疗之

后存在复发现象[84]。因此，寻找新的治疗方案是很有必要的。近年来，CAR-T 免

疫治疗在血液肿瘤治疗领域，特别是 B 细胞恶性肿瘤领域，取得了飞速的发展 
[79, 

85, 86]
 。研究表明，CD19

+复发或难治愈的 B 细胞白血病患者接受 CAR-T 细胞免疫

治疗后完全缓解率能够达到 80%左右 
[87]。然而，同样的治疗方案对于 B 细胞淋

巴瘤患者的完全缓解率却只有 30-60% 
[88]。因此，CAR-T 细胞免疫治疗对于 B 细

胞恶性肿瘤的治疗还存在一定的挑战。CAR-T 细胞在体内的低持续性是其在临床
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应用中面临的主要障碍之一。已有的研究表明，抗原识别域[50]、跨膜域[63]和共刺

激信号域[11]的改造对增强 CAR-T 细胞的功能和持续性都起到至关重要的作用。

为了增强 CAR-T 细胞的持续性，许多共刺激分子被整合到 CAR 分子的结构中，

例如 OX40、ICOS、4-1BB、CD28 等，其中最常用且研究较多的为 4-1BB 和 CD28

共刺激分子[10, 89]。相比于一代 CAR 而言，整合了 CD28 或 4-1BB 共刺激分子的

二代 CAR，不仅在抗肿瘤活性方面有所增强，而且增殖能力也有所提升。虽然整

合了 4-1BB 或 CD28 共刺激分子的 CAR-T 细胞增殖能力有所增强，但二者在增殖

动力方面存在差异[9]。整合了 CD28 共刺激分子的 CAR-T 细胞能够快速的活化增

殖但在体内的持续性差，这可能限制其长期的疗效。然而，4-1BB 共刺激分子不

仅能够增强 CAR-T 细胞的抗肿瘤活性，而且还能够赋予 CAR-T 细胞长期增殖的

能力。为了充分利用基于 CD28 共刺激分子 CAR-T 细胞快速增殖的能力并弥补其

持续性差的缺陷，我们在 2028Z CAR-T 细胞的基础上，共表达完整的 4-1BB 共刺

激受体来提高其持续性。 

经历了近三十年的发展，在 CAR 分子的结构设计方面，已经历了四代的发展。

基于 CAR-T 细胞使用的安全性和抗肿瘤活性的双重考虑，目前第二、三代 CAR-T 

细胞在临床试验中的使用范围较为广泛。在二代 CAR 结构的设计中，包含 CD28

或 4-1BB 的 CAR-T 细胞是最为常见的第二代 CAR-T 细胞。相比于包含 CD28 共

刺激分子的第二代 CAR-T 细胞而言，包含 4-1BB 共刺激分子的 CAR-T 细胞具有

更温和的活化和更强的持续性，这可能是其在临床前研究中呈现出体内更强的抗

肿瘤效果的主要原因[10, 90, 91]。然而，有文献报道将 CD28 和 4-1BB 两个共刺激分

子直接串联的第三代 CAR-T 细胞的治疗效果存在一定的争议[9, 11]。在本研究中，

我们在 2028Z CAR-T 细胞的基础上，将 4-1BB 共刺激受体分开表达，以此构建出

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞。与 2028Z CAR-T 细胞相比，后者的持续性和抗肿瘤活

性都显著的增强。由此，我们可以看出共刺激分子的活化方式可能对 CAR-T 细胞

的调节起到关键的作用。当共刺激分子整合到 CAR 分子的胞内作为共刺激信号域

时，其活化依赖于与肿瘤特异性抗原的结合，然后经 CD3 传递活化信号激活

CAR-T 细胞。而当共刺激分子独立表达在 CAR-T 细胞表面时，其活化依赖于与

其天然的配体结合。共刺激分子的配体在多种形式的细胞表面都有表达，并且表

达维持时间的长短与抗原刺激的强弱息息相关，因此，共刺激分子的配体为共刺

激受体提供了不同时空上的动态激活方式[92, 93]。我们所构建的新型 2028Z-4-1BB 

CAR-T 细胞，能够模拟未经改造的 T 细胞上天然共刺激分子的活化方式，从而为

CAR 结构的优化提供了新的设计思路。此外，由于不同的共刺激分子受体在不同
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类型和不同发育阶段的 T 细胞上的功能不尽相同[92, 93]，所以，采用本研究的方案

去检测其他共刺激分子在 CAR-T 细胞中的功能是具有科学研究意义的。 

CAR-T 细胞的阳性率对其抗肿瘤活性起到至关重要的作用。我们的研究表明，

在体外培养中两种 CAR-T 细胞经相同量的抗原刺激之后，二者的阳性率并没有显

著的差异，这与前人的研究相一致，共刺激分子的差异并没有造成 CAR-T 细胞阳

性率的差异[9, 36, 80]。由此表明，2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的阳性率主要

取决于特异性抗原的刺激，本研究中分开表达的 4-1BB 共刺激分子并没有影响

CAR 分子的表达。二者的 CAR 分子表达水平相当，避免了因阳性率的不同而带

来的差异，使得探究 4-1BB 共刺激信号对 CAR-T 细胞功能影响的实验结果更加准

确。许多研究结果表明，4-1BB 共刺激分子能够通过引起 p38、JNK 和 NF-кB 等

信号通路的活化来促进细胞的活化与增殖 
[44-46]。在本研究中，我们探讨了 4-1BB

共刺激分子对 CAR-T 细胞内 NF-кB 信号通路的激活情况。实验结果表明，相比

于 2028Z CAR-T 细胞而言，组成型 4-1BB 共刺激信号能够引起 2028Z-4-1BB 

CAR-T 细胞中 NF-кB信号通路中关键蛋白 p65 的磷酸化水平显著上升。由此可见，

分开表达的 4-1BB 共刺激分子在 CAR-T 细胞中是能够发挥生物学功能的。此外，

系统性分析p38、JNK和NF-кB等信号通路在不同发育阶段的 2028Z-4-1BB CAR-T

细胞中的活化，有助于我们充分理解新型 CAR-T 细胞中的激活机制。4-1BBL 的

表达给 4-1BB 共刺激信号的激活提供了刺激信号来源，已有的研究结果表明

4-1BBL 在多种细胞表面具有广泛的表达，例如在 APCs、DC、T 以及肿瘤细胞上

均有表达[44, 94, 95]。在本研究中我们在 CAR-T 细胞表面检测到了 4-1BBL 的表达，

由此表明我们所构建的新型的 CAR-T 细胞可以不依赖于肿瘤细胞表达的 4-1BBL

提供的激活信号，CAR-T 细胞相互之间也能激活，具有广泛的适用性。 

在 CAR-T 细胞免疫治疗中，不仅仅只有共刺激分子能够赋予其优良的抗肿

瘤的特性，靶点的选择也至关重要。目前，CD19 和 CD20 是治疗 B 细胞来源淋

巴瘤和白血病常用的靶点。CD20 广泛表达在 B 细胞发育的各个阶段，从前 B 细

胞阶段到记忆 B 细胞阶段均有表达[96]。由于 CD20 抗原表达的独特性，使得其成

为 B 细胞来源肿瘤的免疫治疗的理想靶点。临床研究表明靶向 CD20 的利妥昔单

抗（RTX）对于 B 细胞恶性肿瘤的治疗效果显著，毒副作用小[97]。许多 B 细胞恶

性肿瘤患者在接受靶向 CD19 的 CAR-T 细胞的治疗后，由于抗原的丢失，存在复

发的现象。因此，本研究所构建的靶向 CD20 新型 CAR-T 细胞，给 CD19 阴性或

RTX 免疫治疗后复发的淋巴瘤患者的患者提供了一种新的治疗选择。此外，探究

患者是否能够从 CD20和 CD19 双靶点的 CAR-T 细胞治疗中受益是具有科学研究
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意义的。 

在临床研究中，CAR-T 细胞的增殖能力及持续性是预测患者是否能够持续缓

解的重要指标[38, 98]，并且对于血液肿瘤患者的治疗，CAR-T 细胞的输入具有数量

的限制。在本研究中，相比于 2028Z CAR-T 细胞而言，2028Z-4-1BB CAR-T 细胞

在体外长期培养的后期，增殖能力显著增强。因此，显著增强的增殖能力，使得

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞在临床治疗中具有一定的优势。此外，使用增殖能力较

强的 CAR-T 细胞临床治疗时，可以减少 CAR-T 细胞治疗剂量，不仅可以降低

CAR-T 细胞治疗引起的脱靶副作用[75]，而且可以减少 CAR-T 细胞生产的成本和

时间。虽然4-1BB共刺激信号对CD4
+和CD8

+
 T细胞的增殖与活化都有促进作用，

但对 CD8
+
 T 细胞具有偏好性[44]。本研究中，我们采用全 T 细胞构建 CAR-T 细胞，

在体外培养中，对 CAR-T 细胞中 CD4
+和 CD8

+
 T 细胞的比例进行检测。相比于

2028Z CAR-T 细胞，在 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中 CD8
+
/CD4

+的比例显著增加，

这与天然 4-1BB 共刺激受体在未经改造的 T 细胞上的作用相一致。此结果暗示了

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞比 2028Z CAR-T 细胞具有更强的抗肿瘤能力。此外，

我们推测若使用纯化的 CD4
+或 CD8

+
 T 细胞构建 CAR-T 细胞，将有助于我们理解

4-1BB 共刺激信号对 CD4
+和 CD8

+
 T 造成的影响。已有的研究结果表明，4-1BB

共刺激信号能够缓解 T 细胞的无能和衰竭[8, 19]。与已有研究相一致，免疫抑制性

受体 PD-1 在 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中的表达量显著降低，表明我们所构建新

型的 CAR-T 细胞能够抵抗实体瘤的肿瘤微环境的免疫抑制性。因此，应用本研

究构建 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的策略去构建靶向实体瘤的 CAR-T 细胞并探究

其抗肿瘤活性是具有科学研究意义的。 

已有的研究结果表明，细胞因子 TNF-α、IFN-γ 分泌量与 CAR-T 细胞的杀伤

效果具有一致性 [50, 80]。然而，在本研究的体外共培养实验中，我们发现 

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞组细胞因子 TNF-α、IFN-γ 和 IL-2 的分泌水平比 2028Z 

CAR-T 细胞组分泌水平低，但颗粒酶 B 的释放量显著增加。对于这与已有研究相

反的结果，我们认为组成型 4-1BB 共刺激分子通过增强 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞

颗粒酶 B 的释放量来增强其抗肿瘤能力。。临床研究表明，细胞因子释放综合症是

CAR-T 免疫治疗的主要副作用之一[4, 5, 12]。由于 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的细胞

因子分泌水平更低但抗肿瘤能力显著的增强，因此，我们推测 2028Z-4-1BB CAR-T

细胞在临床前研究中具有更高的安全性。此外，在小鼠肿瘤模型中，监测

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞治疗后小鼠体内炎症因子的分泌水平及体重的变化，这

将有助于我们更加清楚的了解其安全性。有文献报道，持续性较强的 CAR-T 细
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胞往往伴随着中央记忆 T 细胞的比例较高[98]。类似的结果在本研究中也得到了验

证，在体外长期培养中，我们发现 2028Z-4-1BB CAR-T 中中央记忆 T 细胞的比

例高于 2028Z CAR-T 细胞中的比例。在对 CAR-T 细胞治疗组的小鼠外周血检测

发现， 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞在小鼠外周血中的比例显著增加，并且

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞治疗组的小鼠生存期得到了显著的延长，该结果表明我

们所构建的新型 CAR-T 细胞在体内具有更强的持续性，这也使得上述体外结果

得到了充分的验证。但我们所构建的新型 CAR-T 细胞仍有不足之处，在

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞治疗组中，虽然生存期得到了延长，但没有小鼠得到治

愈，说明体内的抗肿瘤效果有待提高。前人的研究显示，相比于高亲和力的 CAR-T

细胞，低亲和力的 CAR-T 细胞治疗后患者的缓解率显著提高，且在患者体内的

持续性显著增强，无明显的神经毒性。因此，在未来的研究中，我们可以对

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的抗原识别区进行改造，降低其亲和力，提高其对疾病

的缓解率，另外我们的新型 CAR 设计是否具有广泛的适用性，能否适用于其他的

靶点譬如 CD19，CLDN18.2 等，也需要进一步验证。 

综上所述，我们开发了一种 4-1BB 共刺激分子分开表达的 CAR 分子结构设

计方案。独立表达的 4-1BB 共刺激分子，以其在未经改造的 T 细胞中类似的作用

方式，赋予了 CAR-T 细胞一些独特的功能。相比于被广泛使用的基于 28Z 的

CAR-T 细胞而言，新型 CAR-T 细胞的增殖能力和效应功能得到了显著的增强。

这些特性增强了新型CAR-T细胞对各种B细胞来源的淋巴瘤和白血病在体内外的

抗肿瘤疗效。我们所设计的新型 CAR 分子结构能够被运用于靶向其他肿瘤模型的

CAR-T 细胞的设计中，并为提高 CAR-T 细胞的疗效提供了新的思路。 

6 小结 

（1）独立表达的 4-1BB 共刺激受体没有影响 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中

CAR 分子的表达。 

（2）组成型 4-1BB 共刺激信号通过激活 NF-кB 信号通路促进 2028Z-4-1BB 

CAR-T 细胞的增殖。 

（3）组成型 4-1BB 共刺激信号诱导 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞向中央记忆 T

细胞的方向分化，并降低免疫抑制性受体 PD-1 的表达。 

（4）2028Z-4-1BB CAR-T 细胞显著增强的增殖与存活能力赋予了其更强的抗

肿瘤活性。 
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（5）组成型 4-1BB 共刺激信号增强了 CAR-T 细胞在小鼠体内的持续性，且

显著性延长小鼠的生存期。 
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  第三章 总结与展望 

本研究先后构建了两种靶向人源CD20的CAR-T细胞2028Z和2028Z-4-1BB。

以 2028Z CAR-T 细胞作为对照，主要探究了组成型 4-1BB 共刺激受体对

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞抗 B 细胞来源恶性肿瘤的免疫活性，以及对

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的增殖、分化、耗竭等方面的影响。 

首先，我们从已有的研究结果了解到基于 CD28 共刺激分子的 CAR-T 细胞具

有快速活化和较强的肿瘤清除能力，但其在体内的持续性较差[9, 78, 79]。然而，4-1BB

共刺激分子能够赋予 CAR-T 细胞更强的持续性。因此，4-1BB 共刺激分子有望增

强基于 CD28 共刺激分子的 CAR-T 细胞的持续性[11, 99]。对于构建包含两个共刺激

分子的 CAR-T 细胞，最常见的方法是将二者进行串联，但串联后的 CAR-T 细胞

抗肿瘤效果存在争议[9, 11]。此外，共刺激分子的组合方式以及位置都将影响 CAR-T 

细胞的功能[8]。因此，为了提高基于 CD28 共刺激分子的 CAR-T 细胞的持续性，

我们设计了一种新型 CAR-T 细胞结构，在 2028Z CAR-T 细胞基础上，将自剪切

短肽 P2A（GSGATNFSLLKQAGDVEENPGP）连接的 4-1BB 共刺激分子与 CAR

分子共表达，即 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞。新型 CAR-T 细胞不仅具有基于 CD28

共刺激分子的 CAR-T 细胞快速增殖的能力，而且有望具有更强持续性的功能。 

随后，我们从人外周血中分离纯化出 T 细胞，通过慢病毒感染的方式构建

2028Z 和 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞。CAR-T 细胞在体外经抗原刺激扩大培养，在

体外培养的过程中，我们比较了两种 CAR-T 细胞的增殖能力，在体外培养的后期，

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的增殖能力显著性强于 2028Z CAR-T 细胞的增殖能力。

此外，与 2028Z CAR-T 细胞相比，在 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中活化 Caspase-3

的表达量显著降低。我们进一步分析了 CAR-T 细胞的分化，虽然在两种 CAR-T

细胞中记忆 T 细胞亚型的比例没有显著性差异，但与 2028Z CAR-T 细胞相比，

2028Z-4-1BB CAR-T细胞中CD8
+
 T细胞的比例显著增加，PD-1的表达显著降低。

为了探究组成型 4-1BB 共刺激信号是否能够增强 CAR-T 细胞的抗肿瘤能力，我们

进行了 CAR-T 细胞体外杀伤实验。实验结果表明 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞对肿

瘤细胞的清除能力显著强于 2028Z CAR-T 细胞。我们进一步探究了 2028Z-4-1BB 

CAR-T 细胞在体内的抗肿瘤活性。在 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞治疗组的外周血和

脾脏中，CAR-T 细胞的比例显著高于 2028Z CAR-T 细胞治疗组。此外，相比于

2028Z CAR-T 细胞治疗组小鼠的生存期，2028Z-4-1BB CAR-T 细胞治疗组小鼠总

生存期显著增加。 

综上所述，组成型 4-1BB 共刺激信号，增强了 NF-кB 信号通路的活化水平，
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显著性降低了 CAR-T 细胞的凋亡和 PD-1 的表达（如图 12 所示），从而增强了

CAR-T 细胞的增殖能力及抗肿瘤活性。在临床研究中，CAR-T 细胞的增殖能力及

持续性是预测患者是否能够持续缓解的重要指标[38, 98]。在我们的临床前研究模型

中，相比于 2028Z CAR-T 细胞，2028Z-4-1BB CAR-T 细胞增殖能力和持续性显著

增强，这预示着 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞在临床研究中可能更有效。此外，使用

增殖能力较强的 CAR-T 细胞临床治疗时，可以减少 CAR-T 细胞治疗剂量，不仅

可以降低 CAR-T 细胞治疗引起的脱靶副作用[75]，而且可以减少 CAR-T 细胞生产

的成本和时间。免疫抑制性受体 PD-1 在 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中的表达量显

著降低，表明我们所构建新型 CAR-T 细胞具有抵抗实体瘤肿瘤微环境的免疫抑

制性的潜力。在未来的研究中，设计能够靶向实体瘤且 4-1BB 分开表达的 CAR-T 

细胞，并在实体瘤模型中验证其抗肿瘤作用，这项研究是具有科学研究意义的。 

我们开发的新型 CAR-T 细胞结构设计方案为其他 CAR-T 细胞的优化提供了

新的思路，有利于 CAR-T 细胞免疫治疗的临床研究和转化应用。 

 
图 12 4-1BB 信号增强 2028Z CAR-T 细胞的抗肿瘤活性模式图 

2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中 NF-кB 信号通路的活化水平高于 2028Z CAR-T 细胞中的活化水

平。同时，在 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞中免疫抑制性受体 PD-1 和促凋亡蛋白 Caspase-3 的表

达量均降低。这些分子机制使得 2028Z-4-1BB CAR-T 细胞的增殖能力、细胞毒性以及抗肿瘤

活性显著增强。 

Figure 12 Proposed model of how 4-1BB signaling enhances the anti-tumor activity of 2028Z 

CAR-T cells. 

The NF-кB pathway is more active in 2028Z-4-1BB CAR-T cells than 2028Z CAR-T cells. 

While the expression of exhaustion marker PD-1 and pro-apoptotic active Caspase-3 is reduced in 

2028Z-4-1BB CAR-T cells compared with 2028Z CAR-T cells. These molecular mechanisms lead 

to enhanced proliferation, cytotoxicity ability and anti-tumor activity of 2028Z-4-1BB CAR-T cells. 
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