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靶向CD19抗原的CAR-NK-92MI和CAR-CD19-T细胞对套细胞淋巴瘤

的体外杀伤
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[摘 要] 目的：探讨靶向CD19抗原的CAR-NK-92MI和CAR-CD19-T细胞对套细胞淋巴瘤（mantle cell lymphoma，MCL）的

体外杀伤作用。方法：利用近年来在B细胞急性淋巴细胞白血病（B-lineage acute lymphoblastic leukemia, B-ALL）临床试验中获

得的成功嵌合抗原受体基因修饰的T（CAR-T细胞）技术，针对MCL高表达CD19抗原的情况，分别构建了靶向CD19抗原的

CAR-CD19-T和CAR-NK-92MI细胞，运用LDH释放法检测两者对MCL细胞的体外杀伤作用，另外通过流式细胞术对其杀伤作

用进行了验证。结果：相对于对照，无论是CAR-NK-92MI细胞还是CAR-CD19-T细胞，都对MCL细胞具有极高的杀伤能力（均

P <0.01），都对K562-CD19细胞具有非常高的毒性（均P <0.01），而对K562细胞基本不起作用。CAR-NK-92MI细胞组MCL细胞

的死亡率比对照组高30%~40%，CAR-CD19-T细胞组MCL细胞的死亡率比对照组高40%~50%。结论：CAR-NK-92MI和CAR-

CD19-T细胞在体外对MCL细胞具有强的特异性杀伤作用。
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CAR-NK-92MI and CAR-CD19-T cells targeting CD19 antigen exhibit significant
in vitro killing activity on mantle cell lymphoma
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[Abstract] Objective: To investigate the in vitro cytotoxicity of the chimeric antigen receptor-modified T cells and NK-92MI cells

(CAR-NK-92MI cells) and CAR-CD19-T cells against mantle cell lymphoma (MCL). Methods: CAR-T cell technology, successfully

obtained in clinical trial of B-lineage acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) treatment, was used in this study. In the case of high ex-

pression of CD19 antigen in MCL, CAR- CD19-T cells and CAR- CD19-NK-92MI cells targeting CD19 antigen were generated, re-

spectively. Then, their cytotoxicity against MCL cell lines was detected by LDH release assay and the results were verified by flow cy-

tometry. Results: Compared with control group, both CAR-NK-92MI and CAR-CD19-T cells exhibited prominent killing effect against

MCL cells（all P<0.01）; in addition, the two CAR cells exhibited high cytotoxicity against K562-CD19 cells but not on K562 cells（all P

<0.01）. The death rate of MCL cells from CAR-NK-92MI group was 30%-40% more than that of control group, and the death rate of

MCL from CAR-CD19-T group was 40%-50% more than that of control group. Conclusion: Both CAR-NK-92MI and CAR-CD19-T

cells exhibited potent cytotoxicity against MCL cells in vitro.
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套细胞淋巴瘤（mantle cell lymphoma，MCL）约

占非霍奇金淋巴瘤（non-Hodgkin's lymphoma，NHL）

的6%[1-3]。临床上MCL难以治愈，多数患者的生存期

仅约 4年[4]。目前常用的一些信号通路抑制剂（如依

鲁替尼）疗效不乐观，仅有1/3的患者得到缓解，有1/3

的患者会出现耐药[5]。CAR-T/NK细胞治疗技术是依

据识别肿瘤表面相关抗原或特异性抗原，对T/NK细

胞进行基因修饰，对肿瘤细胞进行有效杀伤的技

术[6]。CAR结构中的 scFv赋予T/NK细胞选择性识别

肿瘤细胞的能力[7]，CD3ζ的 ITAM序列可以对T细胞

进行有效的激活而提高杀伤能力[8]。第一代CAR-T

细胞仅具有胞内CD3ζ，具有部分持续性和有限杀伤

能力[9]。第二代 CAR 增加了 1 个共刺激分子，如
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OX40（CD134）、CD28、4-1BB（CD137）、CD27 等[7，10-12]，

赋予CAR-T/NK细胞在体内生存与增殖的能力。有

研究[13]指出，在 B 细胞急性淋巴细胞白血病（B-lin-

eage acute lymphoblastic leukemia, B-ALL）的临床研

究中，靶向CD19抗原的第二代CAR取得了非常可观

的效果，CR高达 88%。第三代CAR是 2个共刺激分

子串连[14]，一般是CD28和CD137分子共存。人NK

细胞对体内的恶性细胞具有非常强的杀伤能力[15]，但

其在免疫治疗方面还存在诸多缺陷，如在体外难以

增殖[16]。NK-92MI是NK-92转入了人 IL-2 cDNA而

不依赖于额外 IL-2就能扩增的细胞系[17]，其体外增殖

能力要优于NK和NK-92细胞。本课题分别构建了

CAR-T/CAR-NK-92MI细胞，作为效应细胞，探讨其

对MCL细胞的杀伤能力。

1 材料与方法

1.1 细胞系、主要试剂

人套细胞淋巴瘤细胞系 MAVER-1 和 JeKo-1、

NK-92MI 以及 K562 细胞购自 ATCC。MEM-α、RP-

MI1640 和 DMEM 培养基购自 Invitrogen 公司，Tex-

MACSTMGMP 培养基、CD3/CD28磁珠购自美天旎生

物技术有限公司。Fc 抗体、CD8 抗体、CD3 抗体和

CD56抗体购自BD公司，LDH检测试剂盒购自 Sig-

ma公司。

1.2 细胞培养

NK-92MI细胞培养在含有2 mmol/L谷氨酰胺和

1.5 g/L 碳酸氢钠的 MEM-α培养基中，MAVER-1、

JeKo-1和K562细胞培养在RPMI1640培养基中，健

康人外周血 T 细胞培养在 TexMACSTMGMP 培养基

中，HEK293T细胞在DMEM培养基中培养。所有细

胞均在含有5% CO2、37 °C饱和湿度下培养。提取的

T细胞在体外激活48 h后进行转染，待细胞增殖数量

足够时进行毒性实验。HEK293T细胞长至80%时进

行分皿，至60%~70%汇合度时进行病毒包装。

1.3 CAR的构建

本研究构建的是第二代 CAR，即将相应的

CD19 - scFv 序列构建到慢病毒载体 pCDH-CMV-

MCS-EF1-CopPuro上，scFv前面是信号肽，后面依次

是人Fc序列、共刺激因子CD28序列和CD3ζ序列。

1.4 慢病毒的制备和对T/NK92-MI细胞的转染

慢病毒制备过程在本实验室以往的方法[18]操作。

NK-92MI细胞的转染过程：将NK-92MI细胞置于 48

孔板（1×106个/孔）中，然后加入量为 MOI=15 的病

毒，共培养 6 h，去上清后进行培养，72 h后染上抗人

Fc的抗体，在流式细胞分选仪上进行分选，然后进行

增殖培养。CAR-T细胞的构建：将健康人外周血和

等量的 PBS 混匀，然后贴壁缓慢加到适量的 Ficoll

中，600×g离心30 min，抽取单个核细胞（多数为T细

胞）置于24孔板中培养（1×106个/孔）中，体系为1 ml

培养基，每孔加入 10 μl抗CD3/CD28 磁珠对T细胞

进行激活，磁珠和T细胞的比例大约为3∶1。激活48

h后将T细胞转移到48孔板中，用浓缩后的病毒上清

（MOI=5）转染T细胞，每孔种 1×106个激活后的T细

胞，终体系为100 μl，转染15 h后去除上清，加入培养

基进行培养。T细胞从激活、转染后的培养都是在

TexMACSTMGMP培养基中进行的，整个T细胞培养

过程均加 IL-2，终活性浓度为40 IU/ml。

1.5 K562-CD19稳定细胞株的构建

在 NCBI 上查找相应的 CD19 抗原序列，应用

SignaIP 4.1 Server软件和Uniprot软件进行处理，然后

构建到pCDH-CMV-MCS-EF1-CopGFP载体上，包装

成慢病毒，对K562细胞进行转染，转染时间为6 h，体

外培养 3 d。构建后的K562-CD19细胞染上FITC标

记的CD19抗体后在流式细胞仪上分选，直至细胞阳

性率达到百分之百。

1.6 流式细胞术检测细胞的表型

收集 JeKo-1、MAVER-1、K562-CD19、K562等细

胞，离心弃上清，然后用 pH 为 7.4的 PBS洗一遍，转

染相应的抗体。JeKo-1、MAVER-1和K562-CD19细

胞转染带PE-cy5荧光的CD19抗体；转染的T细胞染

带APC荧光的 Fc抗体，检测阳性率；另外CAR-T细

胞转染带 FITC 荧光的 CD8 抗体和带 FITC 荧光的

CD3抗体检测表型；NK-92MI细胞转染带APC荧光

的Fc抗体检测阳性率，另外转染带APC荧光的CD56

抗体检测表型。所有细胞转染抗体后都是37℃孵育

20~25 min，用PBS清洗后，在流式细胞仪上检测分析

各细胞表面相应蛋白的表达率。实验重复3次。

1.7 LDH释放法检测CAR-T/CAR-NK-92MI细胞对

MCL细胞的体外杀伤能力

采用CytoTox 96®非放射性细胞毒性试验CBA法

进行体外杀伤检测，主要检测每组LDH释放量，设 4

组效靶比，分别为 0.25∶1、0.5∶1、1∶1和 2∶1。取靶细

胞4×105个于24孔板中，再加入相应数量的T细胞，

混匀，终体系为 1.5 ml。另外设立靶细胞组（不加效

应细胞）检测靶细胞LDH释放量和靶细胞完全裂解

后LDH的释放总量，设立效应细胞组（不加靶细胞）

和培养基组。CAR-NK-92MI细胞组培养 6 h，CAR-

CD19-T细胞组培养18 h后，用10×裂解液裂解靶细

胞，然后每组取上清 50 μl于 96孔板中，各加入 50 μl

检测试剂，室温避光孵育30 min，然后加入50 μl 终止

液，1 h后用酶标仪在 492 nm处检测光密度（D）值。

每组杀伤值按下列公式计算：杀伤效率（%）=（实验组
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D值－效应细胞自然死亡D值－靶细胞自然死亡率

D值）/（靶细胞完全死亡数D值－靶细胞自然死亡数

D值）×100%。

为进一步验证CAR-CD19-T细胞杀伤试验的可

靠性，采用课题组前期的另一种方法[18]，即取靶细胞

于15 ml离心管中，PBS重悬，加微量羧基荧光素琥珀

酰 亚 胺 酯（carboxy fluorescein succinimidyl ester，

CFSE）于 37 ℃孵育 10 min，后将靶细胞置于 24孔板

中（4×105个/孔），再加入相应数量的T细胞，混匀，终

体系为1.5 ml。效应细胞和靶细胞共培养18 h后，去

上清，适量PBS重悬，每组加入1 μl 7-AAD，然后在流

式细胞分析仪上进行检测。CSFE阳性细胞群为靶

细胞，该群中 7-AAD阳性的细胞群所占比例即为靶

细胞的死亡率。实验重复3次。

1.8 统计学处理

采用 GraphPad Prism5 和 Social Sciences 23.0

（SPSS Inc., USA）软件，计量数据以 x̄±s表示，两组间

比较用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 成功构建 CAR-NK-92MI 细胞和 CAR-CD19-T

细胞

将所构建的 CAR 插入到慢病毒载体 pCDH-

CMV-MCS-EF1-CopPuro 上，前后酶切位点依次是

Xba I 和 Not I（图 1A）。将 CAR 包装成慢病毒后对

NK-92MI和T细胞分别进行转染，CAR-NK-92MI经

过分选后阳性率达到了 100%，CAR-CD19-T细胞的

阳性率在40%~95%（图1B）。CAR-CD19-T细胞检测

结果（图1C）显示，CD8阳性细胞所占比例约为50%，

CAR-CD19-T细胞表面CD3蛋白的表达率为 87.6%

（图1D）；CAR-NK-92MI细胞表面CD56蛋白的表达

率为97.9%。

A: The construction of CAR; B: Expression rate of CARs; C, D: The phenotypes of CAR-NK-92MI and CAR-T cells

图1 CAR-NK-92MI和CAR-CD19-T细胞的构建

Fig. 1 Construction of CAR-NK-92MI and CAR-CD19-T cells

2.2 构建的靶细胞表面高表达CD19抗原

流式细胞术检测结果（图 2）显示，MAVER-1的

CD19抗原表达率为94%（图2A），JeKo-1的表达率为

76.6%（图 2B）。相较于CD19抗原阴性的K562细胞

（图 2D），K562-CD19细胞株稳定表达CD19抗原（图

2C）。
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A: MAVER-1 cells; B: JeKo-1 cells; C: K562-CD19 cells; D: K562 cells

图2 肿瘤细胞表面CD19抗原的表达率

Fig. 2 Expression rates of CD19 antigen on the surface of tumor cells

2.3 CAR-NK-92MI细胞对MCL细胞有很强的特异

性杀伤能力

LDH 释放法检测结果（图 3）显示，CAR-NK-

92MI对MAVER-1细胞的杀伤能力要明显强于NK-

92MI 组。效靶比为 0.25∶1 时，CAR-NK-92MI 组

MAVER-1细胞的死亡率是NK-92MI组的 2倍；效靶

比 2∶1时，实验组靶细胞的凋亡率比NK-92MI组高

30%左右（E∶T=0.25∶1：t=5.54，P<0.01；E∶T=0.5∶1：t

=4.50，P<0.01；E∶T=1∶1: t=4.86，P<0.05；E∶T=2∶1: t=

4.28，P<0.01；图 3A）。CAR-NK-92MI对 JeKo-1细胞

的杀伤力要明显高于 NK-92MI 组（E∶T=0.25∶1：t=

4.98，P<0.01；E∶T=0.5∶1：t=4.22，P<0.01，P<0.01；E∶

T=1∶1：t=6.76，P<0.01；E∶T=2∶1：t=4.23，P<0.01；图

3B）。CAR-NK-92MI和NK-92MI细胞对K562细胞

的杀伤力比较差异无统计学意义（图 3D）；CAR-NK-

92MI细胞对靶细胞K562-CD19细胞的杀伤效率显

著高于NK-92MI细胞（E∶T=0.25∶1：t=3.21，P<0.05；

E∶T=0.5∶1：t=2.98，P<0.05；E∶T=1∶1：t=3.06，P<

0.05；E∶T=2∶1：t=3.53，P<0.05；图 3D）。结果说明

CAR-NK-92MI细胞对表达CD19抗原的MCL细胞

具有特异性杀伤能力。

2.4 LDH法检测显示CAR-CD19-T细胞对MCL细

胞具有极强的特异性杀伤能力

经过对杀伤时间的探索，CAR-CD19-T 细胞对

MCL杀伤时间定为 18 h。LDH释放结果（图 4A）所

示，CAR-CD19-T细胞对MAVER-1的毒性要高于T

细胞对照组，尤其是效靶比为 0.25∶1 时，CAR-T 对

MAVER-1的杀伤效率是对照组的5倍（E∶T=0.25∶1：t

=16.54，P<0.01；E∶T=0.5∶1：t=13.72，P<0.01；E∶T=1∶

1：t=14.57，P<0.01；E∶T=2∶1：t=7.85，P<0.01；图 4A）。

CAR-CD19-T细胞组 JeKo-1的杀伤率要明显高于T

细胞对照组，比如效靶比为 2∶1时，CAR-CD19-T细

胞组 JeKo-1的杀伤率高达80%，而T细胞组中 JeKo-1

细胞的杀伤效率不到 40%（E∶T=0.25∶1：t=3.13，P<

0.01；E∶T=0.5∶1：t=3.78，P<0.01；E∶T=1∶1：t=3.92，P<

0.01；E∶T=2∶1：t=7.82，P<0.01；图4B）。

CAR-CD19-T细胞对K562细胞的毒性和对照组

差异无统计学意义（P>0.05，图4D），CAR-CD19-T细

胞对K562-CD19细胞的杀伤能力要明显高于T细胞

对照组（E∶T=0.25∶1：t=8.55，P<0.01；E∶T=0.5∶1：t=

18.0，P<0.01；E∶T=1∶1：t=6.70，P<0.01，E∶T=2∶1：t=

4.69，P<0.01；图 4C）。结果表明，CAR-CD19-T细胞

对表达 CD19 抗原的 MCL 细胞具有特异性杀伤能

力。

2.5 流式细胞术检测证实 CAR-CD19-T 细胞对

MCL细胞具有强毒性

图5A、5B分别是CAR-CD19-T细胞对MAVER-

1和 JeKo-1的杀伤作用的CFSE/7-AAD流式细胞术

测图，上层为T细胞对照组，下层为CAR-CD19-T细

胞实验组。

流式细胞术检测结果显示，CAR-CD19-T细胞对

MAVER-1的杀伤能力远远强于未作修饰的T细胞

（E∶T=0.25∶1：t=106.75，P<0.01；E∶T=0.5∶1：t=104.93，P<

0.01；E∶T=1∶1：t=13.8，P<0.01；E∶T=2∶1：t=7.3，P<

0.01；图 5C）；CAR-CD19-T 细胞同样也对 JeKo-1 具

有非常强的毒性，明显高于对照组（E∶T=0.25∶1：t=

5.87，P<0.01；E∶T=0.5∶1：t=6.53，P<0.05；E∶T=1∶1：t

=20.95，P<0.01；E∶T=2∶1：t=12.98，P<0.01；图5D）。

·· 458



赵松柏,等 .靶向CD19抗原的CAR-NK-92MI和CAR-CD19-T细胞对套细胞淋巴瘤的体外杀伤

*P<0.05，**P<0.01 vs NK-92MI cells

A: MAVAR-1 cells; B: JeKo-1 cells；C: K562-CD19 cells; D:K562 cells

图3 CAR-NK-92MI细胞对靶细胞的杀伤情况

Fig. 3 The killing effect of CAR-NK-92MI cells towards target cells

*P<0.05，**P<0.01 vs T cells

A: MAVAR-1 cells; B: JeKo-1 cells；C: K562-CD19 cells; D:K562 cells

图4 CAR-CD19-T细胞对靶细胞的杀伤情况

Fig. 4 The killing effect of CAR-CD19-T cells towards target cells
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*P<0.05，**P<0.01 vs T cells

A: MAVER-1 cells; B: JeKo-1 cells

图5 流式检测CAR-CD19-T细胞对靶细胞的杀伤情况

Fig. 5 The killing effect of CAR- CD19-T cells toward target cells detected by flow cytometry

3 讨 论

MCL是一种B细胞起源的恶性血液肿瘤，高表

达CD19抗原[19]。基于此，本课题组构建了靶向CD19

抗原的CAR-NK-92MI和CAR-CD19-T细胞，在体外

对两种MCL细胞系MAVER-1和 JeKo-1进行杀伤验

证，结果显示两种CAR均对MCL细胞具有非常高的

杀伤能力，说明本研究的单链抗体对CD19抗原有着

非常强的亲和力。

目前尚未见到针对同一种抗原的 CAR-NK-

92MI 和 CAR-CD19-T 在研究的报道，本研究针对

MCL来构建两种CAR（CAR-NK-92MI和CAR-CD9-

T），并且均在体外进行了杀伤实验，其杀伤结果非常

理想。MAVER - 1 细胞 CD19 抗原的表达率高于

JeKo-1细胞，所以无论是CAR-NK-92MI还是CAR-

CD19-T细胞，在相同条件下，基本均是前者的凋亡率

高于后者。

本课题组前期的研究将 CAR-NK-92MI 的杀伤

时间定位6 h，实验前期的条件探索显示，杀伤时间为

8 h时，CAR-NK-92MI对靶细胞的杀伤效率基本不再

提高。CAR-CD19-T细胞杀伤时会释放多种毒性细

胞因子，比如穿孔素、颗粒酶等，这些细胞因子对靶

细胞的杀伤起着举足轻重的作用。前期研究还发

现，CAR-CD19-T细胞对MCL细胞的杀伤时间为 24

h，同 20 h相比，效靶比 2∶1和 1∶1组肿瘤细胞凋亡率

不再上升，而对照组肿瘤细胞凋亡率继续增加，因此

将杀伤时间定为18 h时这种情况则不再出现。

激活后的T细胞是CD3阳性的，其中起主要杀

伤作用的是CD8+ T细胞，CD4+ T细胞具有辅助作用，

同NK-92MI细胞相比，T细胞体外扩增相对复杂，增

殖速率慢，但是 CAR - T 回输宿主体内不会引起

GVHD，在体内扩增速率要高于体外，并且持续时间

久。NK-92MI细胞体外增殖速率快，扩增过程简单，

可以持续增殖，但是CAR-NK-92MI细胞回输体内会

导致一定的免疫排斥，生存时间有限。所以CAR-T

和 CAR - NK -92MI 各有优缺点，本研究在体外对

CAR-NK-92MI和CAR-CD19-T均进行的活性实验，

两者对MCL细胞都有着非常强的杀伤能力。

为了验证 CAR-NK-92MI 和 CAR-CD19-T 细胞

针对 CD19 抗原的特异性，本实验对 K562 细胞和

K562-CD19 细胞同时做了杀伤实验。对于 K562 细

胞，CAR-T/NK92MI组靶细胞凋亡率和对照组没有

显著差异，而CAR-T/NK-92MI对K562-CD19细胞的

杀伤非常明显，说明了本实验构建的 CAR-T/NK-

92MI细胞对CD19抗原具有特异性。同时为了验证

CAR-T细胞对MCL细胞的毒性，采用CFSE/7-AAD
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的流式细胞术检测方式进行了验证，杀伤趋势和

LDH释放检测方式一样，足以说明CAR-CD19-T细

胞对MCL细胞具有非常强的杀伤能力。本研究的一

个遗憾是没有进行体内试验，不过本研究成功地进

行了CAR-T/NK-92MI对MCL的体外杀伤试验，为临

床上治疗MCL提供了很好的参考依据。
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