
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201510304389.3

(22)申请日 2015.06.05

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 104910279 A

(43)申请公布日 2015.09.16

(73)专利权人 重庆精准生物技术有限公司

地址 400000 重庆市九龙坡区含谷镇含兴

路38号

(72)发明人 钱程　杨智　

(74)专利代理机构 北京同恒源知识产权代理有

限公司 11275

代理人 王贵君

(51)Int.Cl.

C07K 19/00(2006.01)

C12N 15/867(2006.01)

C12N 5/10(2006.01)

A61K 35/17(2015.01)

A61K 48/00(2006.01)

A61P 35/00(2006.01)

审查员 刘俊

 

 

(54)发明名称

靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体、慢病毒表达

载体及其制备方法和应用

(57)摘要

本发明公开了靶向癌胚抗原的嵌合抗原受

体、慢病毒表达载体及其制备方法和应用，靶向

癌胚抗原的嵌合抗原受体由前导肽、靶向癌胚抗

原的单链抗体、连接ScFv所用的铰链区、跨膜结

构域和免疫受体酪氨酸活化基序组成，将该嵌合

抗原受体构建成慢病毒表达载体，然后感染免疫

细胞，能够在免疫细胞表达靶向癌胚抗原的嵌合

抗原受体，通过识别肿瘤细胞表面的癌胚抗原，

从而杀死表达癌胚抗原的肿瘤，实现肿瘤治疗目

的，为肿瘤靶向治疗提供了新的工具。
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1.靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体，其特征在于：所述嵌合抗原受体依次由前导肽、靶向

癌胚抗原的单链抗体、连接ScFv所用的铰链区、跨膜结构域、免疫共刺激分子、免疫受体酪

氨酸活化基序组成；所述免疫共刺激分子由CD28、CD134/OX40、CD137/4-1BB、LCK、ICOS和

DAP10 胞内结构域中的一种或两种组成；

所述前导肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO .6所示；所述靶向癌胚抗原的单链抗体的氨基

酸序列如SEQ  ID  NO .4所示，所述连接ScFv所用的铰链区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO .8所

示，所述跨膜结构域的氨基酸序列如SEQ  ID  NO .10所示，所述免疫共刺激分子由CD28和

CD137胞内结构域组成，所述CD28胞内结构域氨基酸序列如SEQ  ID  NO.14所示，所述CD137

胞内结构域氨基酸序列如SEQ  ID  NO.16所示，所述免疫受体酪氨酸活化基序的氨基酸序列

如SEQ  ID  NO.12所示。

2.表达靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体的慢病毒表达载体，其特征在于：所述慢病毒载

体的启动子与终止子之间依次连有前导肽、靶向癌胚抗原的单链抗体、连接ScFv所用的铰

链区、跨膜结构域和免疫受体酪氨酸活化基序；所述前导肽位于所述启动子下游，所述靶向

癌胚抗原的单链抗体的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.4所示。

3.根据权利要求2所述表达靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体的慢病毒表达载体，其特征

在于：所述慢病毒载体的启动子与终止子之间依次前导肽、靶向癌胚抗原的单链抗体、连接

ScFv所用的铰链区、跨膜结构域、免疫共刺激分子和免疫受体酪氨酸活化基序；所述前导肽

位于所述启动子下游，所述靶向癌胚抗原的单链抗体的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.4所示，所

述免疫共刺激分子由CD28和CD137胞内结构域组成。

4.权利要求1任一项所述靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体或权利要求2~3任一项所述表

达靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体的慢病毒表达载体在制备表达靶向癌胚抗原嵌合抗原受

体的免疫细胞中的应用。

5.根据权利要求4所述的应用，其特征在于：所述免疫细胞为T细胞、B淋巴细胞，NK淋巴

细胞、CIK细胞、单核细胞或中性粒细胞。

6.利用权利要求1任一项所述靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体或权利要求4~5任一项所

述表达靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体的慢病毒表达载体制备的表达靶向癌胚抗原嵌合抗

原受体的免疫细胞。

7.权利要求1任一项所述靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体或权利要求4~5任一项所述表

达靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体的慢病毒表达载体在制备治疗表达CEA抗原肿瘤的药物中

的应用。

8.根据权利要求7所述的应用，其特征在于：所述表达CEA抗原肿瘤包括肺癌、结直肠

癌、乳腺癌、胃癌、卵巢癌、肝癌、胰腺癌、膀胱癌、宫颈癌、子宫内膜癌、前列腺癌、小肠腺癌、

口腔癌或鼻咽癌。
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靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体、慢病毒表达载体及其制备方

法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物领域，具体涉及靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体，还涉及表达靶向

癌胚抗原的嵌合抗原受体的慢病毒表达载体，以及慢病毒表达载体的制备方法和应用。

背景技术

[0002] 过继细胞治疗(adoptive  cell  therapy，ACT)是生物治疗技术的一种，对自体免

疫细胞(主要是T细胞)进行体外扩增，然后将其回输给肿瘤患者以达到治疗目的的方法，被

认为是继手术、放、化疗后的第4种治疗方式，在临床治疗中受到广泛应用。过继细胞治疗广

泛应用的主要是：淋巴因子活化的杀伤细胞(lymphokine  activated  killer  cell，LAK)，

与IL-2联合治疗晚期恶性肿瘤取得了一定疗效；肿瘤浸润淋巴细胞(tumor  infiltrating 

lymphocytes，TIL)，临床试验中治疗转移性黑色素瘤取得了较好的效果；细胞因子诱导的

杀伤细胞(cytokine  induced  killer  cell，CIK)，目前国内开展较多的临床试验，对肝癌、

肺癌等肿瘤取得了显著的效果。但是目前上述三种治疗方法均需活化T细胞，T细胞活化需

要两种活化信号，即T细胞表面的TCR-CD3与MHC-Ⅰ分子结合为活化的第一信号，决定T细胞

对肿瘤细胞的杀伤活性；T细胞表面的共刺激分子与相应配体结合为活化的第二信号，决定

T细胞增殖。但肿瘤细胞、肿瘤微环境可下调MHC、配体分子，从而抑制T细胞对肿瘤细胞的杀

伤活性。因此需要可进行基因改造，主要有两种方式：基因转导TCR(T  cell  receptor，TCR)

和嵌合抗原受体(chimeric  antigen  receptor，CAR)。

[0003] CAR是模拟TCR功能的人工受体，由抗原识别域、铰链区和跨膜区及胞内信号域依

次连接组成，胞内信号域通常为CD3ζ链或FcRγ，或与一种或多种共刺激分子相连，如4-1BB

(CD137) ,CD28,ICOS(CD278)。肿瘤细胞表面的抗原(受体)与嵌合抗原受体的抗体(配体)结

合时，通过铰链区和跨膜区将信号传递至胞内，胞内信号域将信号转化为活化信号，激活效

应细胞，效应细胞增殖、产生细胞因子从而杀伤肿瘤细胞。嵌合抗原受体较TCR改造更具优

势：(1)特异性：抗体(配体)特异性识别抗原(受体)；(2)效率高：不会出现转基因TCR与患者

内源性TCR发生错配；(3)非MHC-Ⅰ限制性：不需要与MHC-Ⅰ分子结合，可克服肿瘤细胞、肿瘤

微环境下调MHC-Ⅰ分子造成的免疫逃逸；(4)抗原选择范围广：抗原可以是糖类、脂类、蛋白

质。目前CAR修饰的免疫细胞治疗的临床试验大量开展，其中，抗CD19、CD20CAR修饰的T细胞

治疗B系肿瘤效果显著。实体肿瘤临床试验则有抗叶酸嵌合抗原受体治疗卵巢癌，抗碳酸酐

酶Ⅸ(CAⅨ)嵌合抗原受体治疗肾癌，抗二唾液酸神经节苷脂(GD2)嵌合抗原受体治疗经母

细胞瘤等。

[0004] 癌胚抗原(carcinoembryonic  antigen，CEA)是一种糖蛋白，属于免疫球蛋白超家

族，相对分子质量为200kDa，最初由Gold和Freedman报道，表达于上皮源性肿瘤中如结直肠

癌，胃癌、肺癌、子宫内膜腺癌、卵巢癌，目前广泛应用于临床辅助诊断。BW431/26是CEA特异

性人单克隆抗体，是制备嵌合抗原受体的理想抗体。
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发明内容

[0005] 有鉴于此，本发明的目的之一在于提供靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体，表达该嵌

合抗原受体的免疫细胞(T细胞、NK细胞、B细胞等)可有效杀伤癌胚抗原阳性的肿瘤细胞，而

对癌胚抗原阴性的细胞无毒副作用；本发明的目的之二在于提供表达靶向癌胚抗原的嵌合

抗原受体的慢病毒表达载体；本发明的目的之三在于提供靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体或

表达靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体的慢病毒表达载体在制备表达靶向癌胚抗原嵌合抗原

受体的免疫细胞中的应用；本发明的目的之四在于提供靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体或表

达靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体的慢病毒表达载体制备的表达靶向癌胚抗原嵌合抗原受

体的免疫细胞；本发明的目的之五在于提供靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体或表达靶向癌胚

抗原的嵌合抗原受体的慢病毒表达载体在制备治疗表达CEA抗原肿瘤的药物中的应用。

[0006] 为实现上述发明目的，经研究，本发明提供如下技术方案：

[0007] 1、靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体，所述嵌合抗原受体依次由前导肽、靶向癌胚抗

原的单链抗体、连接ScFv所用的铰链区、跨膜结构域和免疫受体酪氨酸活化基序组成；所述

靶向癌胚抗原的单链抗体的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.4所示。

[0008] 本发明中CEA抗原CEA基因家族成员5，CEACAM5(CD66e)，其抗原结合结构域采用

CEA特异性人源化单克隆抗体，如BW431/26，ZCE-025，hMN14等；优选为BW431/26来源的抗体

结合结构域。

[0009] 本发明中嵌合抗原受体信号传导结构域可以为CD3ζ、FcεRIγ信号链，优选的，信

号传导结构域为CD3ζ信号链。

[0010] 作为更优选的，所述嵌合抗原受体依次由前导肽、靶向癌胚抗原的单链抗体、连接

ScFv所用的铰链区、跨膜结构域、免疫共刺激分子、免疫受体酪氨酸活化基序组成；所述免

疫共刺激分子由CD28、CD134/OX40、CD137/4-1BB、LCK、ICOS和DAP10胞内结构域的一种或两

种组成；更优选的，所述共刺激信号分子胞内为CD28和CD137结构域的组成。

[0011] 优选的，所述前导肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.6所示；所述连接ScFv所用的铰链

区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.8所示，所述跨膜结构域的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.10所示，

所述免疫共刺激分子由CD28和CD137胞内结构域组成，所述CD28胞内结构域氨基酸序列如

SEQ  ID  NO.14所示，所述CD137胞内结构域氨基酸序列如SEQ  ID  NO.16所示，所述免疫受体

酪氨酸活化基序的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.12所示；作为更优选的，CD28位于CD137上游。

[0012] 优选的，所述靶向癌胚抗原的单链抗体的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.3所示，所述前

导肽的核苷酸序列如SEQ  ID  NO .5所示；所述连接ScFv所用的铰链区的核苷酸序列如SEQ 

ID  NO.7所示，所述跨膜结构域的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.9所示，所述CD28胞内结构域的

核苷酸序列如SEQ  ID  NO.13所示，所述CD137胞内结构域的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.15所

示，所述免疫受体酪氨酸活化基序的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.11所示。

[0013] 2、表达靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体的慢病毒表达载体，所述慢病毒载体的启动

子与终止子之间依次连有前导肽、靶向癌胚抗原的单链抗体、连接ScFv所用的铰链区、跨膜

结构域和免疫受体酪氨酸活化基序；所述前导肽位于所述启动子下游，所述靶向癌胚抗原

的单链抗体的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.4所示。

[0014] 优选的，所述慢病毒载体的启动子与终止子之间依次前导肽、靶向癌胚抗原的单

链抗体、连接ScFv所用的铰链区、跨膜结构域、免疫共刺激分子和免疫受体酪氨酸活化基
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序；所述前导肽位于所述启动子下游，所述靶向癌胚抗原的单链抗体的氨基酸序列如SEQ 

ID  NO.4所示，所述免疫共刺激分子由CD28和CD137胞内结构域组成。

[0015] 3、所述靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体或所述表达靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体

的慢病毒表达载体在制备表达靶向癌胚抗原嵌合抗原受体的免疫细胞中的应用。

[0016] 本发明中免疫细胞可以为T细胞、B淋巴细胞，NK淋巴细胞，如CIK细胞、细胞毒性T

淋巴细胞(CTL)、单核细胞、中性粒细胞、调节T细胞，优选的所述免疫细胞为外周血来源的T

细胞。

[0017] 4、利用所述靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体或所述表达靶向癌胚抗原的嵌合抗原

受体的慢病毒表达载体制备的表达靶向癌胚抗原嵌合抗原受体的免疫细胞。

[0018] 本发明所述将载体导入免疫细胞的方法可以为基因枪法、电转法、病毒转导法，本

发明的一个实施方案中所述导入法为病毒转导法。

[0019] 5、所述靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体或所述表达靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体

的慢病毒表达载体在制备治疗表达CEA抗原肿瘤的药物中的应用。

[0020] 优选的，所述表达CEA抗原肿瘤包括肺癌、结直肠癌、乳腺癌、胃癌、卵巢癌、肝癌、

胰腺癌、膀胱癌、宫颈癌、子宫内膜癌、前列腺癌、小肠腺癌、口腔癌或鼻咽癌。

[0021] 本发明中术语“嵌合抗原受体”是人工改造受体，能够将识别肿瘤抗原的特异性分

子(如抗体)锚定在免疫细胞(如T细胞)上，使免疫细胞识别肿瘤抗原或病毒抗原和杀死肿

瘤细胞或病毒感染的细胞。

[0022] 本发明中术语“T细胞活化相关信号”是指与T细胞活化所需要两个信号，即T细胞

表面TCR-CD3复合体与抗原肽-MHC分子结合，提供T细胞活化的第一信号，决定T细胞的杀伤

特异性；

[0023] 本发明中术语“共刺激信号分子”(Co-stimulating  molecule)是指免疫细胞表面

的一些粘附分子，如CD28、CD134/OX40、CD137/4-1BB、CD40等，通过与其配体结合，激活免疫

细胞的第二信号，增强免疫细胞的增殖能力及细胞因子的分泌功能，延长活化免疫细胞的

存活时间。

[0024] 本发明中术语“免疫受体酪氨酸活化基序”(immunoreceptor  tyrosine-base 

activation  motifs，ITAM)是指免疫细胞活化相关受体(如BCR/Igα/Igβ，TCR/CD3、FcαR和

FcRγ等)胞浆区所共有的以酪氨酸残基(tyrosine ,Y)为基础的氨基酸序列基序，其特征

为：两个酪氨酸残基被大约13外其它氨酸残基隔开(…YXX[L/V]X  7-11YXX[L/V]…)，其中

酪氨酸是蛋白激酶磷酸化位点，被磷酸化后能够与信号转导途径下游的信号分子结合，导

致细胞的活化。

[0025] 发明中术语“肿瘤特异性抗原”(tumor  specific  antigen,TSA)是肿瘤细胞特有

的或只存在于某种肿瘤细胞而不存在于正常细胞的新抗原。

[0026] 发明中术语“肿瘤相关抗原”(tumor-associated  antigen,TAA)是指非肿瘤细胞

所特有的、正常细胞和其他组织上也存在的抗原，只是其含量在细胞癌变时明显增高的抗

原。

[0027] 发明中术语“单链抗体”(single-chain  antibody  variable  region  fragment,

scFv)是指由抗体VL区氨基酸序列和VH区氨基酸序列经Linker连接而成，具有结合抗原能

力的抗体片段。
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[0028] 本发明的有益效果在于：本发明公开了靶向癌胚抗原(carcinoembryonic 

antigen，CEA)的嵌合抗原受体(chimeric  antigen  receptor，CAR)，其包括前导肽、靶向癌

胚抗原的单链抗体((single-chain  antibody  variable  region  fragment,scFv))、连接

ScFv所用的铰链区、跨膜结构域、和免疫受体酪氨酸活化基序；将该嵌合抗原受体在免疫细

胞中表达后，可有效杀伤癌胚抗原阳性的肿瘤细胞，而对癌胚抗原阴性的细胞无毒副作用，

因此能够用于肿瘤的靶向治疗。

附图说明

[0029] 为了使本发明的目的、技术方案和有益效果更加清楚，本发明提供如下附图：

[0030] 图1是靶向CEA的嵌合抗原受体的结构示意图。

[0031] 图2是慢病毒表达载体(LV-EF1α-ScFv(CEA)-CD3-WPRE)的示意图(A)以及本发明

所述慢病毒表达质粒LV-EF1α-ScFv(CEA)-CD3-WPRE限制性内切酶HindIII酶切电泳鉴定图

[0032] (B)，其中，1泳道：DNA分子量标记(HindIII  Marker)；2泳道：HindIII酶切慢病毒

表达质粒LV-EF1α-ScFv(CEA)-CD3-WPRE，得到3341bp，3216bp，826bp，584bp，553bp，526bp，

313bp的片段。

[0033] 图3是慢病毒表达质粒LV-EF1α-ScFv(CEA)-CD3-WPRE修饰T细胞生长情况(A：细胞

生长形态，细胞有明显增殖克隆形成；B：细胞生长曲线)。

[0034] 图4是表达靶向CEA嵌合抗原受体的T细胞抗嵌合原受体表达通过Westernblot检

测结果。

[0035] 图5是表达靶向CEA嵌合抗原受体的T细胞经过14天的培养其细胞表型检测结果，

CD3阳性率为93.8％，CD3CD4双阳性细胞比率为51.6％，CD3CD8双阳性细胞比率为43.4％，

CD3CD56双阳性细胞比率为16.2％。

[0036] 图6是表达靶向CEA嵌合抗原受体的T细胞对CEA阳性和阴性肿瘤细胞的杀伤情况

(A：CAR-T细胞与CEA阳性的结直肠癌SW480细胞共培养24h后，CAR-T细胞与SW480细胞形成

葡萄状细胞团；B：CAR-T细胞与CEA阳性的结直肠癌HT29细胞共培养24h后，CAR-T细胞与

SW480细胞形成葡萄状细胞团；C：CAR-T细胞与CEA阴性的肝癌HuH7细胞共培养24h后，CAR-T

细胞与HuH7细胞无法形成葡萄状细胞团；D：统计CAR-T细胞对CEA阳性的SW480，HT29和CEA

阴性的HuH7细胞的杀伤效率)。

[0037] 图7是比较表达接入CD28CD137共刺激分子结构域的靶向癌胚抗原(CEA)的嵌合抗

原受体的T细胞与未接入CD28CD137共刺激分子结构域的靶向CEA抗原的嵌合抗原受体的T

淋巴细胞对CEA阳性肿瘤细胞的杀伤能力(A：不同效靶比下感染Lv-scFV(CEA)-CD3-WPRE和

感染Lv-scFV(CEA)-CD28-CD137CD3-WPRE病毒的T细胞对SW480细胞的杀伤效果；B：不同效

靶比下感染Lv-scFV(CEA)-CD3-WPRE和感染Lv-scFV(CEA)-CD28-CD137CD3-WPRE病毒的T细

胞对HT29细胞的杀伤效果)。

具体实施方式

[0038] 下面将结合附图，对本发明的优选实施例进行详细的描述。实施例中未注明具体

条件的实验方法，通常按照常规条件，例如分子克隆实验指南(第三版，J.萨姆布鲁克等著)

中所述的条件，或按照制造厂商所建议的条件。
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[0039] 实施例1、表达靶向癌胚抗原(CEA)的嵌合抗原受体的慢病毒制备

[0040] (1)制备靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体的基因序列

[0041] 设计如下引物，并将其由南京金斯瑞生物科技公司合成，具体引物如下：

[0042] 引物1：5’-aggctagcatgggatggagctgtatcat-3’(SEQ  ID  NO.1)，下划线为NheI限

制性内切酶位点；

[0043] 引物2：5’-gattgtcgacttagcgagggggcagggcctgcatgtga-3’(SEQ  ID  NO.2)，下划

线为SalI限制性内切酶位点。

[0044] 合成依次含前导肽(又称信号肽)、抗人CEA抗原的单链抗体ScFv，hFc铰链区、跨膜

区和免疫受体酪氨酸活化基序的嵌合抗原受体序列，其结构如图1所示。其中前导肽的核苷

酸序列如SEQ  ID  NO.5所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO.6所示；抗人CEA抗原的单链抗体ScFv

的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.3所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO.4所示；hFc铰链区的核苷酸序

列如SEQ  ID  NO.7所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO.8；跨膜区的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.9所

示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO .10所示；免疫受体酪氨酸活化基序的核苷酸序列如SEQ  ID 

NO.11所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO.12所示。

[0045] 然后以SEQ  ID  NO.1和SEQ  ID  NO.2所示序列为引物，嵌合抗原受体序列为模板进

行PCR扩增，反应体系按KOD  FX  NEO  DNA聚合酶(购自TOYOBO公司)说明书加样，PCR反应条

件为95℃预变性5min；95℃变性10s，55℃退火15s，68℃延伸30s，30个循环。将扩增产物用

1％琼脂糖凝胶进行鉴定，结果显示，扩增获得约2000bp的DNA片段，然后用回收试剂盒

(Promega公司)进行DNA片段回收，具体方法见说明书，回收获得嵌合抗原受体，将DNA回收

片段送南京金斯瑞生物科技公司测序。

[0046] (2)构建表达嵌合抗原受体的慢病毒载体

[0047] 将克隆获得的编码嵌合抗原受体的基因序列用限制性内切酶NheI和SalI(购自

Th e r m o公司)双酶切，同时用限制性内切酶Nhe I和Sa l I酶切慢病毒表达载体

pRRLSIN.cPPT.EF1a-GFP.WPRE，酶切反应按说明书进行。酶切产物经琼脂糖凝胶电泳分离

后用琼脂糖凝胶DNA片段回收试剂盒进行DNA片段回收，然后将的目的片段和载体片段通过

T4连接酶(购自Promega公司)进行连接，获得表达嵌合抗原受体的慢病毒载体lv-EF1α-

scFv(CEA)-CD3-WPRE，结构如图2中A所示。将慢病毒载体lv-EF1α-scFv(CEA)-CD3-WPRE取5

μl转化大肠杆菌TOP10，30℃培养16h后挑取单克隆，挑取的单克隆在30℃条件下培养12h后

用质粒抽提试剂盒(Invitrogen公司)抽提质粒，具体方法见说明书。抽提的质粒经限制性

内切酶HindIII酶切电泳鉴定，结果如图2中B所示。

[0048] pRRLSIN.cPPT.EF1a-GFP.WPRE质粒由Trono实验室pRRLSIN.cPPT.PGK-GFP.WPRE

质粒(http://www.addgene.org/12252/)改造而来，具体改造方法如下：利用限制性内切酶

ClaI和SalI酶切pRRLSIN.cPPT.PGK-GFP.WPRE质粒，酶切产物经琼脂糖凝胶电泳分离后用

琼脂糖凝胶DNA片段回收试剂盒进行6078bp的DNA片段回收，然后将合成的带有CalI，NheI

和SalI酶切位点的EF1a序列片段(SEQ  ID  NO.17)，将SEQ  ID  NO.17所示序列用限制性内切

酶ClaI和SalI同时酶切后与上述回收得到的6078bp的DNA片段进行连接，即可获得

pRRLSIN.cPPT.EF1a-GFP.WPRE。

[0049] 按照如上述相同的方法构建Lv-EF1a-scFv(CEA)-CD28-CD137-CD3-WPRE，区别在

于合成依次含前导肽(又称信号肽)、抗人CEA抗原的单链抗体ScFv，hFc铰链区、跨膜区、免
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疫共刺激分子(CD28和CD137)和免疫受体酪氨酸活化基序的嵌合抗原受体序列。其中前导

肽的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.5所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO.6所示；抗人CEA抗原的单链

抗体ScFv的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.3所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO.4所示；hFc铰链区的

核苷酸序列如SEQ  ID  NO .7所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO .8；跨膜区的核苷酸序列如SEQ 

ID  NO.9所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO.10所示；所述CD28胞内结构域核苷酸序列如SEQ  ID 

NO.13所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO.14所示；所述CD137胞内结构域核苷酸序列如SEQ  ID 

NO .15所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO .16所示；免疫受体酪氨酸活化基序的核苷酸序列如

SEQ  ID  NO.11所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO.12所示；

[0050] 实施例2、癌胚抗原的嵌合抗原受体修饰T细胞的制备

[0051] (1)慢病毒的包装

[0052] 本实施例包装慢病毒采用磷酸钙法，具体步骤如下：用含10％(wt)FBS的DMEM培养

基培养293T细胞，至较佳状态；然后将293T细胞以1×105/cm2的密度传至1个75cm2的培养瓶

中培养22h，保证转染时细胞汇合度为70-80％；再用预热的含2％(wt)FBS的DMEM培养基换

液，培养2h，备用；将680μl  ddH2O、20μg慢病毒载体lv-EF1α-scFv(CEA)-CD3-WPRE、20μg 

pMDLg/pRRE质粒、20μg  pRSV–Rev和10μg  pMD2.G质粒、100μl  2.5mM  CaCl2加入15ml离心管

中，混合均匀，混匀后用移液器向混合液中逐滴加入2×HBS，同时用10ml移液器吹打混匀，

混匀后室温静置15min，然后将混合液逐滴加入上述制备的细胞中，继续培养12-16h后，用

含10％FBS(wt)的DMEM培养基更换培液，继续培养48h、72h后分别收集细胞上清并用于病毒

纯化。

[0053] (2)慢病毒的纯化

[0054] 将病毒上清收集在50ml离心管中，3000r/min离心10min；然后用0.45μm过滤膜过

滤，滤液在3000r/min离心10min至新的50ml离心管；然后根据病毒上清量，分别加入质量分

数为50％的PEG6000和4M  NaCl，再用医用盐水定容至35mL，使PEG6000终浓度为8.5％，NaCl

终浓度为0.3M，定溶后于4℃冰箱静置90min，30min/次颠倒混匀；然后于4℃、5000r/min条

件下离心30min，弃尽上清，用200μl含10％FBS的DMEM培养基重悬病毒，1.5mlEP管分装，每

管40μl，-80℃保存备用。

[0055] (3)慢病毒滴度测定

[0056] 1)病毒感染293T细胞

[0057] 感染前将293T细胞以铺24孔板中，取已纯化的病毒1μl，用医用生理盐水稀释10

倍，再向每孔细胞中加入1μl  Polybrene溶液，然后将1μl和9μl稀释后的病毒液分别加到

293T细胞中，24h后用含10％FBS(wt)的DMEM培养基换液，感染72h后于1000r/min条件下离

心5min以收集细胞，抽提基因组。

[0058] 2)抽提基因组

[0059] 基因组抽提试剂盒为QIAamp  DNA  Blood  Mini  Kit购于Qiagen公司(货号

511004)，按试剂盒说明书操作，具体如下：将收集的细胞用PBS重悬，1000r/min离心5min，

弃尽上清，重复1次；再用200μL  PBS重悬细胞，并加入20μl蛋白酶K，200μl  AL裂解液，吹打

混匀，56℃孵育10min；然后加入200μl预冷的乙醇，上下颠倒混匀，将溶液转移至过滤柱中，

室温静置1min，8000r/min离心1min，弃尽上清；接着加入700μl  AW1溶液，8000r/min离心

1min，弃尽上清；再加入500μlAW2溶液，8000r/min离心1min，弃尽上清，将过滤柱转移至新
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的1.5mlEP管中，开盖静置1min以挥发乙醇；加入50μl灭菌ddH2O(60℃预热)，静置2min，

12000g/min离心1min。

[0060] 3)qRT-PCR测定病毒滴度

[0061] 反应体系如下： Premix  Ex  TaqTM  II(2×)10μl，上游引物(GAG  up)1μl，下

游引物(GAG  dn)1μl，抽提的基因组1μl，RNase-Free  dH2O  7μl，每个样品、标准品至少3个

重复孔。然后按如下程序进行扩增：95℃预变性30s，95℃变性5s，60℃退火30s，72℃延伸

30s，反应结束后，用分析软件分析数据，根据标准曲线计算病毒滴度。计算结果显示，病毒

滴度为1×108TU/ml。

[0062] (4)慢病毒感染T细胞及感染后细胞的扩增培养

[0063] 1)人外周血单核细胞的分离

[0064] 用加有抗凝剂的采血管采集外周血约60ml，分装于50ml离心管各30ml，加入7.5ml

羟乙基淀粉稀释；室温自然沉降约30min，收集上层血浆，将收集的上层血浆于1400rpm/min

条件下离心15min；然后用生理盐水重悬沉淀，约1:1加到淋巴细胞分离液上，梯度离心，

400g/min，离心机降速DEC为5，离心15min；离心后，离心管由上至下分为：第一层：血浆层；

第二层：环状乳白色淋巴细胞层；第三层：透明分离液层；第四层：红细胞层；取第二层白色

淋巴细胞层，并用生理盐水洗涤2次，第一次400g/min，离心10min，第二次1100rpm/min，离

心5min，生理盐水重悬细胞，加入含有10％FBS的RPMI  1640完全培养基培养，得人外周血单

核细胞。

[0065] 2)慢病毒载体感染T淋巴细胞

[0066] 用含10％胎牛血清的RPMI  1640完全培养基培养新制备的单个核细胞PBMC，第1天

加入抗CD3单克隆抗体活化；前3天进行慢病毒感染；加入20MOI的慢病毒载体lv-EF1α-scFv

(CEA)-CD3-WPRE，未感染的T淋巴细胞作为空白对照；24h后将培养基更换为含有500IU/ml

重组人IL-2的RPMI  1640完全培养基，继续培养10-20天，然后观察T淋巴细胞生长情况，结

果如图3所示。结果显示：细胞在感染lv-EF1α-scFv(CEA)-CD3-WPRE病毒后，依然能够形成

典型的增殖克隆团，通过对细胞进行计数，绘制细胞增殖曲线可见，细胞在19天的时间内增

殖了近3000倍。

[0067] 实施例3、靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体(CAR)表达检测

[0068] (1)Western  blot法检测CAR在T淋巴细胞中的表达

[0069] 1)细胞蛋白的提取

[0070] 将慢病毒载体感染的T淋巴细胞培养至约80％密度时，用移液器收集细胞至离心

管中，1000g/min离心5min，PBS溶液洗涤3次；将1×106个慢病毒载体慢病毒载体lv-EF1α-

scFv(CEA)-CD3-WPRE感染后的T细胞、3×106个未感染的T细胞转移至1 .5ml  Ep管中，

1000g/min离心5min，弃尽上清；根据蛋白裂解液说明书(M-PERTM  Mammalian  Protein 

Extraction  Reagent，Thermo  Scientific公司，货号78501)分别加入100μl/300μl裂解液

充分重悬细胞，冰上裂解30min，期间5～6min震荡1次；4℃、12,000g/min条件下离心10min

沉淀细胞碎片；将上清液转移至新的已标记的Ep管中，-80℃保存，备用。

[0071] 2)制胶

[0072] 玻璃板两面均用ddH2O洗净，37℃烘干；将玻璃板下缘对齐，放入制胶夹中卡紧，垂

直固定在制胶架上；
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[0073] 配制10％分离胶：

[0074]

[0075]

[0076] 立即混匀，迅速灌入玻璃板的间隙中，分离胶上层缓慢加入无水乙醇，隔绝空气，

使液面保持平整；室温静置30min，分离胶完全凝固，与上层无水乙醇交界清晰，弃上层液

体，并用滤纸吸干；

[0077] 配制5％浓缩胶：

[0078]

[0079] 立即混匀，迅速灌入玻璃板的间隙中，插入梳子；

[0080] 室温静置30min，浓缩胶凝固后，小心拔出梳子，取下玻璃板，立即使用或保鲜膜包

裹后4℃保存备用；

[0081] 3)BCA法测定蛋白浓度

[0082] BCA法测定蛋白浓度采用Thermo  Scientific公司的PierceTM  BCA  Protein  Assay 

Kit试剂盒，货号为23225，方法参照试剂盒说明书进行。制作标准曲线：用ddH2O溶解蛋白标

准品冻干粉，制备成2.0mg/ml蛋白标准溶液备用；根据说明书将蛋白标准溶液配制浓度分

别为2000μg/ml，1500μg/ml，1000μg/ml，750μg/ml，500μg/ml，250μg/ml，125μg/ml，25μg/ml

的溶液；将试剂盒中A液体积：试剂盒中B液体积等于50:1的倍数混匀；然后向96孔板中分别

加入25μl标准品、样品，每个样品3个重复孔；每孔加入BCA工作液200μl，混匀；37℃孵育

30min，检测562nm处OD值；根据蛋白浓度标准曲线，得到标准曲线方程，用于计算待检样本

蛋白浓度。

[0083] 4)Western  blot

[0084] 上样前准备：将胶置于电泳槽内，倒入电泳液(无SDS)，在电流为30mA下电泳

30min，以除尽胶孔中杂质；取出已制备的蛋白样品，根据已测浓度调平上样量(第2，3泳道

为5μl，第5，6泳道为10μl)；根据蛋白体积分别加入5×非还原非变性蛋白上样缓冲液(根据

蛋白上样缓冲液使用说明书)25μl/75μl,充分吹打混匀；然后使用微量进样器进行加样，并

记录加样顺序；上样后在电压为80V条件下电泳150min，至溴酚蓝全部跑出分离胶底时终

止；电泳结束后撬开玻璃板，切除浓缩胶；剪取与凝胶尺寸相同的NC膜和滤纸，浸入电转缓

冲液(无甲醛)中；按照“三层滤纸-凝胶-NC膜-三层滤纸”的顺序制作“三明治”,去除各层间

的气泡，放入凝胶转印装置中；在冰浴下，电流为30mA条件下转膜150min；转膜结束后，取出
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NC膜并标记；然后PBST洗膜1次，放入封闭液中，小型摇床室温封闭2h；然后将NC膜用PBST洗

涤3次，每次1～2min，去除封闭液；将一抗山羊抗人IgGFc用抗体稀释液按体积比为1：1000

稀释，充分混匀后加至NC膜上，膜完全被抗体覆盖，4℃孵育过夜；一抗孵育结束后，用PBST

洗膜3次，每次洗膜10～15min；然后将二抗(辣根过氧化物酶兔抗羊IgG抗体)用PBST按照1：

1000稀释，NC膜加入二抗中，小型摇床室温孵育2-4h；二抗孵育结束后再次用PBST溶液洗膜

3次，每次5-10min；最后加入显色液，凝胶成像仪自动曝光显影，结果如图4所示。由图4可

知，靶向癌胚抗原的嵌合抗原受体在T淋巴细胞中的成功表达。

[0085] (2)流式细胞术检测CAR在T细胞中的表达

[0086] 将培养至14天的已感染病毒的T细胞，300g/min，离心5min，弃尽上清以收集细胞；

用含有1％胎牛血清的PBS溶液重悬细胞，并将细胞调整密度为1×106个/ml；将收集的细胞

分装为6管，每管100μl，向每管细胞中加入20μl  PE标记抗小鼠抗人CD4单克隆抗体(BD公司

PRA-T4克隆)、Percep标记小鼠抗人CD8单克隆抗体(BD公司SK1克隆)抗体、APC标记小鼠抗

人CD56单克隆抗体(BD公司B159克隆)；2μl羊抗鼠Fab单克隆抗体(sigma公司)；4℃孵育

30min，PBS溶液洗涤2次，上流式细胞仪进行检测，结果如图5所示。结果显示经过14天的培

养，CAR-T细胞CD3阳性率为93.8％，CD3CD4双阳性细胞比率为51.6％，CD3CD8双阳性细胞比

率为43.4％，CD3CD56双阳性细胞比率为16.2％。

[0087] 实施例4、表达靶向CEA的嵌合抗原受体的T淋巴细胞抗肿瘤效果验证

[0088] 以稳定表达萤火虫荧光蛋白luciferase的CEA阳性结直肠细胞系W480、HT29作为

靶细胞，以稳定表达荧光素酶的CEA阴性的肝癌细胞系HuH7作为对照，效应细胞为慢病毒载

体lv-EF1α-scFv(CEA)-CD3-WPRE感染的T细胞；将靶细胞按照密度1×105个/ml接种96孔板

中，每孔100μl；按照1:1效靶比将效应细胞加入靶细胞，置于5％CO2、37℃培养箱培养24h；

利用荧光素酶检测系统试剂盒(E4550)检测孔板中剩余细胞内Luciferase含量，用下列公

式计算杀伤效率；

[0089]

[0090] 结果如图6所示。结果表明，表达靶向CEA抗原的嵌合抗原受体的T淋巴细胞对CEA

阳性肿瘤细胞具有杀伤作用，而对CEA阴性细胞无杀伤作用。

[0091] 最后说明的是，以上优选实施例仅用以说明本发明的技术方案而非限制，尽管通

过上述优选实施例已经对本发明进行了详细的描述，但本领域技术人员应当理解，可以在

形式上和细节上对其作出各种各样的改变，而不偏离本发明权利要求书所限定的范围。

[0092] 实施例5、表达接入CD28CD137共刺激分子结构域的靶向癌胚抗原(CEA)的嵌合抗

原受体的T淋巴细胞抗肿瘤效果验证

[0093] 以稳定表达萤火虫荧光蛋白luciferase的CEA阳性结直肠细胞系W480、HT29作为

靶细胞，分别用慢病毒载体lv-EF1α-scFv(CEA)-CD3-WPRE和Lv-EF1a-scFv(CEA)-CD28-

CD137-CD3-WPRE感染的T细胞制得效应细胞；将靶细胞按照密度2.5×105个/ml，5×105个/

ml，10×105个/ml的密度接种96孔板中，每孔100μl；按照10:1，5：1，2.5：1效靶比将效应细

胞加入靶细胞，置于5％CO2、37℃培养箱培养6h；利用荧光素酶检测系统试剂盒(E4550)检

测孔板中剩余细胞内Luciferase含量，用下列公式计算杀伤效率；
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[0094]

[0095] 结果如图7所示。结果表明，表达接入CD28CD137共刺激分子结构域的靶向癌胚抗

原(CEA)的嵌合抗原受体的T细胞较未接入CD28CD137共刺激分子结构域的靶向CEA抗原的

嵌合抗原受体的T淋巴细胞对CEA阳性肿瘤细胞具有更强杀伤作用。

[0096] 最后说明的是，以上优选实施例仅用以说明本发明的技术方案而非限制，尽管通

过上述优选实施例已经对本发明进行了详细的描述，但本领域技术人员应当理解，可以在

形式上和细节上对其作出各种各样的改变，而不偏离本发明权利要求书所限定的范围。
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