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分泌PD-1抗体的EGFR-CAR-T细胞可明显抑制胃癌的进展
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[摘 要] 目的：探索分泌PD-1 scFv的CAR-T细胞对胃癌的抗瘤功效。方法：选择EGFR作为CAR-T细胞的靶标，构建二代

EGFR-CAR-T细胞（EGFR BB-z）和分泌PD-1 scFv的四代EGFR-CAR-T细胞（EGFR BB-z/E30），通过体外激活以及靶细胞长期

刺激检测其抗肿瘤活性，通过胃癌移植瘤小鼠模型检测其肿瘤抑制能力。结果：胃癌组织及细胞均高表达EGFR（均P<0.01）。

通过慢病毒感染的方式成功获得EGFR BB-z和EGFR BB-z/E30细胞。体外实验表明，与EGFR BB-z相比，EGFR BB-z/E30具有

更长效的增殖能力及更强的肿瘤杀伤活性（均P<0.01）。体内实验显示了EGFR BB-z/E30在胃癌细胞皮下移植瘤模型和胃癌人

源性肿瘤异种移植瘤（patient-derived tumor xenograft，PDX）模型中具有明显的肿瘤抑制能力（均P<0.01），并可显著增加肿瘤部

位T细胞的浸润（P<0.01），减少EGFR BB-z/E30细胞表面 PD-1的表达（P<0.01）和高分泌 IFN-γ的水平（P<0.05）。结论：分泌

PD-1 scFv的EGFR-CAR-T细胞EGFR BB-z/E30可对胃癌进展产生显著的抑制作用，为胃癌治疗提供一种潜在新策略。
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EGFR-CAR-T cells secreting PD-1 antibody significantly suppress the progression
of gastric cancer
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[Abstract] Objective:To explore the anti-tumor effect of CAR-T cells secreting PD-1 scFv on gastric cancer. Method: We selected

EGFR as the target of CAR-T cells and constructed second-generation EGFR-CAR-T cells (EGFR BB-z) and fourth-generation EGFR-

CAR-T cells secreting PD-1 scFv (EGFR BB-z/E30). The anti-tumor activity was examined after in vitro activation and long-term

stimulation, and its tumor suppression ability was validated through a mouse gastric cell xenograft model. Results: EGFR was highly

expressed in gastric cancer tissues and cells (all P<0.01). EGFR BB-z and EGFR BB-z/E30 cells were successfully obtained by

lentivirus infection. In vitro experiments showed that compared with EGFR BB-Z, EGFR BB-Z/E30 had longer long-term proliferation

ability and stronger tumor killing activity (all P<0.01). In vivo experiments also validated that EGFR BB-z/E30 had obvious tumor

inhibitory function in subcutaneous gastric tumor cell transplanted xenograft model and patient-derived tumor xenograft model (PDX)

(all P<0.01). It also significantly increased T cell infiltration in tumor site and decreased the expression level of PD-1 (P<0.01 or

P<0.05) on EGFR BB-z/E30 cell surface as well as the high secretion of IFN-γ (P<0.05). Conclusion: EGFR-CAR-T cell EGFR BB-z/

E30 secreting PD-1 scFv can significantly inhibit the progression of gastric cancer and provide a potential new strategy for the

treatment of gastric cancer.
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胃癌是全球癌症相关死亡数位居第3位的疾病，

每年新诊断病例约 100万[1-2]。尽管手术技术和新的

化疗方案有了显著进步，但晚期胃癌患者的5年生存

率仍为 5%～20%，中位总生存期（OS）约为 10个月。

因此，迫切需要研究延长患者生存时间的策略[3]。嵌

合抗原受体改造的T（CAR-T）细胞是一种颇具前途

的癌症治疗策略。经典的CAR结构包括细胞外靶向

肿瘤细胞的单链可变片段（scFv结构域）、短穿膜结

构域及具有细胞内T细胞信号转导功能的胞内共刺
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激域[4-5]。临床前研究[6-7]表明，靶向 HER2 的 CAR-T

细胞可诱导胃癌消退，这表明CAR-T细胞可作为胃

癌治疗的下一代疗法。

EGFR是穿膜糖蛋白，属于ERBB受体酪氨酸激

酶家族的成员[8]。由于EGFR基因扩增和/或突变导

致的EGFR过表达已在多种人类癌症中被观察到，并

且与肿瘤复发、血管新生和癌症转移密切相关[9]。在

肿瘤细胞表面过度表达的EGFR的胞外结构域是一

种理想的肿瘤特异性抗原，针对EGFR的治疗性单克

隆抗体在多种癌症（如肺癌、头颈癌等）的治疗中发

挥显著疗效[8,10-11]。因此，EGFR可能是过继细胞免疫

治疗的合适靶点。

尽管CAR-T细胞疗法在血液肿瘤中的疗效令人

兴奋，但其在实体瘤中的抗肿瘤效果未能取得同样

的成功，部分原因是实体瘤的肿瘤微环境抑制了

CAR-T细胞的抗肿瘤活性[12]，包括上调的抑制受体

与其同源配体反应而介导的内在抑制途径[13]。PD-1

是一种抑制性受体，在癌症患者静息T细胞中不表

达，但在功能耗竭的T细胞中高表达[14]。PD-L1已被

鉴定为PD-1的配体，它在抗原提呈细胞和肿瘤细胞

表面表达，特别是在局部炎症细胞因子（例如Ⅰ型和

Ⅱ型干扰素等）的刺激后会显著上调。PD-L1和PD-1

的结合可能导致T细胞凋亡、功能丧失和衰竭[15]；因

此，通过阻断PD-1和PD-L1的结合可以部分恢复其生

物学活性[16]。PD-1单抗 pembrolizumab和 nivolumab

在黑色素瘤[17]、NSCLC[18]、RCC[19]以及越来越多的实

体瘤中取得了令人满意的治疗效果。但是，有不少

患者在接受PD-1抗体治疗后并未完全反应，有些患

者甚至完全没有反应，这些结果表明需要更好地了解阻

断 PD-1/PD-L1通路的作用途径和潜在的分子机制[20]。

动物模型研究和许多临床试验表明，阻断 PD-1/PD-L1

通路可能会影响肿瘤微环境中的肿瘤浸润淋巴细胞

和其他免疫细胞[21]。考虑到PD-1/PD-L1通路参与T

细胞的抑制作用，本课题组推测携带PD-1抗体的

CAR-T细胞可以免于受免疫抑制的影响，从而增强

对实体瘤的抗肿瘤作用。

本研究检测到EGFR在很多胃癌组织中高表达，

但在癌旁组织中表达有限，因此采用靶向 EGFR的

CAR改造T细胞，构建二代EGFR-CAR-T细胞，同时

还构建了分泌PD-1 scFv的四代EGFR-CAR-T细胞以

阻断PD-1/PD-L1信号通路，旨在探讨阻断PD-1/PD-L1

通路是否会增强EGFR-CAR-T细胞在胃癌中的抗肿

瘤作用。

1 材料与方法

1.1 主要试剂、实验动物及临床标本

CD3/CD28激活磁珠和CD3+的分选磁珠购自德

国 Miltenyi Biotec 公 司 ，人 淋 巴 细 胞 分 离 液

（LymphoprepTM ）购 自 Axis-Shield 公司，N-乙酰基

L-半胱氨酸购自美国 Sigma 公司，IL-2 购自美国

PeproTech 公司，L-谷氨酰胺购自美国 Gibco 公司，

polybrane购自中国Yeasen Biotech公司，anti-EGFR-PE、

anti-CD4-PE 均购自 CA 公司，anti-CD3-FITC、anti-

Fab-FITC、anti-CD8-APC、anti-PD-1-PB450 和 anti-

IFN-γ-FITC均购自BD公司，乳酸脱氢酶（LDH）检测

试剂盒购自碧云天生物科技有限公司，ELISA试剂盒

购自杭州联科生物科技有限公司。

30只 5～7周龄的雌性NOD/SCID小鼠（体质量

23～29 g），购买并饲养于海南医学院实验动物研究

中心（动物合格证号：201833839；实验动物研究中心

动物饲养许可证号：SYXK2016-0012）。所有实验方

案均经儋州市人民医院动物护理和使用委员会批准

进行（批准文号：20190930c1000120）。

选取 2018年 3月至 2018年 9月期间在儋州市人

民医院 32例患者手术切除的胃癌组织标本，其中男

性21例、女性11例，年龄区间为32～71岁，同时选取

其中3例癌旁组织标本（距肿瘤边缘>5 cm处）作为对

照。所有取材标本的患者以及本研究中提供新鲜外

周血的健康志愿者均已签署知情同意书，并且得到

儋州市人民医院伦理委员会批准。

1.2 细胞培养与外周血T细胞的分离制备

采集儋州市人民医院血液科健康志愿者外周血

并肝素抗凝，使用LymphoprepTM通过梯度离心分离

获得外周血单个核细胞（PBMC），然后使用人T细胞

亚型CD3+的分选磁珠通过阳性筛选富集T细胞。分

离的T细胞在添加5%人AB血清、10 mmol/L N-乙酰

基 L-半胱氨酸和 300 U/ml人 IL-2的X-VIVO15培养

基中培养。

胃癌细胞MKN28、MGC-803、MKN7和MGC-27

获自美国典型培养物保藏中心（ATCC）。MKN28、

MKN7 细胞在 RPMI 1640 培养基中培养，MGC-803

和 MGC-27 细胞在 Dulbecco 改良的 Eagle 培养基

（DMEM）中培养，所有的肿瘤细胞培养基均补充有

10%胎牛血清、2 mmol/L L-谷氨酰胺、100 U/ml青霉

素和100 μg/ml链霉素。

1.3 胃癌细胞皮下移植瘤小鼠模型和人源胃癌组织

小鼠移植瘤模型的制备

胃癌细胞皮下移植瘤造模：将密度为5×106个胃

癌细胞MGC-803-Luc与基质胶混合后重悬于 100 µl

PBS中，取 0.1 ml的细胞悬液接种至小鼠左侧腋下，

观察小鼠一般情况及成瘤情况，肉眼可见移植瘤出

现后用游标卡尺测量移植瘤；当移植瘤体积达到
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80 mm3左右时（接种后约7 d）认为模型构建成功。

人源性胃癌组织移植瘤（patient-derived tumor

xenograft，PDX）造模：将手术切除的肿瘤组织在生理

盐水中漂洗后，用眼科剪剪成约为 2 mm3的小块，通

过手术切开小鼠左侧腋下皮肤，将肿瘤组织埋植在

小鼠皮下，缝合伤口，直至肿瘤形成。待肿瘤大小长

至100 mm 3时认为PDX模型构建成功。

1.4 免疫组化染色检测胃癌和癌旁组织中EGFR的

表达

将组织标本用 4%多聚甲醛固定、石蜡包埋，切

成 4 μm厚的切片，通过二甲苯脱蜡以及梯度乙醇脱

水处理，使用 5% 山羊血清室温封闭 1 h，之后用

anti-MSLN抗体（1∶100）在 4 ℃下孵育过夜，次日使

用羊抗兔二抗（1∶1 000）室温避光孵育1 h，使用PBS

清洗 3 遍，进行显微拍照。EGFR 的染色强度通过

Image Pro Plus 5.0计算积分吸光度（IA）来表征，IA值

越大，代表EGFR阳性染色越强。

1.5 携EGFR BB-z和EGFR BB-z/E30重组慢病毒感

染T细胞构建二代和四代EGFR-CAR-T细胞

EGFR BB-z和EGFR BB-z/E30重组慢病毒的构

建由上海汉恒生物科技有限公司完成。重组慢病毒感染

前48 h，在T细胞培养基中以2∶1的磁珠与细胞比例

加入人CD3/CD28珠，激活分离T细胞。将激活的T

细胞分为 3 组，未感染病毒的 PBS 组、感染 EGFR

BB-z 病毒组和感染 EGFR BB-z/E30 病毒组，之后

以MOI值为8分别加入编码对应基因的慢病毒，并加

入终浓度为 7 µg/ml 的 polybrane，1 200×g 离心 60

min，在 37 ℃、5%CO2条件下孵育过夜。重组慢病毒

感染 5 d 后，收获修饰的 T 细胞，分别命名为 EGFR

BB-z（二代）和EGFR BB-z/E30（四代），通过流式细

胞仪检测感染后T细胞中CAR的表达情况。

1.6 流式细胞术检测肿瘤细胞EGFR表达、CAR-T

细胞表型及其 IFN-γ的分泌

EGFR检测：通过离心获得所有瘤细胞，用FACS洗

涤缓冲液（1×PBS：0.5%BSA和0.03%叠氮化钠）洗涤3次，

用100 µl PBS重悬细胞，加入anti-EGFR-PE的流式抗

体，避光孵育30 min，用PBS洗涤3次，上机检测。

CAR-T 细胞表型检测：阳性率检测用 anti-Fab-

FITC，其余表型分子使用 anti-CD3-FITC、anti-CD4-

PE、anti-CD8-APC 和 anti-PD-1-PB450 抗体检测，方

法同EGFR检测。

CAR-T 细胞分泌 IFN-γ检测：在经历表面染色

后，采用固定/破膜剂处理细胞 30 min，Perm/Wash溶

液洗涤 3 次，使用 anti-IFN-γ避光染色30 min，洗涤

3次，上机检测。

此外，用CD3-PerCP/CD4-FITC/CD8-PE TruCOUNT

试剂盒检测经过EGFR BB-z和EGFR BB-z/E30处理的

小鼠的外周血T细胞的数量，根据产品说明书操作方法

对CD4+和CD8+ T细胞进行定量。

1.7 ELISA实验检测CAR-T细胞对肿瘤细胞中 IL-2、

IFN-γ和TNF-α表达的影响

取1×104个靶细胞重悬于100 µl，将效靶细胞以3∶1

的比例在U形底 96孔板中混合后孵育 24 h，低速离

心 10 min收获上清液，并按照ELISA实验产品说明

书操作步骤测定释放的靶细胞中 IL-2、IFN-γ和

TNF-α水平。

1.8 效靶细胞共孵育实验检测CAR-T细胞的增殖

及其对肿瘤细胞的抑制能力

为了评估效应CAR-T细胞的细胞毒性及增值能

力，首先将MGC-803细胞以1×106个/孔铺在6孔组织

培养板中并添加完全培养基，4 d后分别将效应细胞

EGFR BB-z和EGFR BB-z/E30以效靶比为1∶40加入

孔中，不添加额外的外源性细胞因子，之后每 7 d收

集细胞并通过流式细胞术（CD3阳性）和细胞计数定

量 CAR-T细胞数量。在第5次刺激之前，用 5 µmol/L

cell trace dilution 染料预先将 EGFR BB-z 和 EGFR

BB-z/E30进行染色，然后以3∶1的效靶标比与MGC-803

细胞共培养96 h。通过流式细胞术测量每组中效应细胞的

荧光强度来表征CAR-T细胞的增殖情况。

1.9 回输CAR-T细胞检测其对小鼠移植瘤的抑制

作用

成功构建胃癌细胞MGC-803-luc皮下移植瘤模型

后，将PBS、EGFR BB-z和EGFR BB-z/E303组小鼠分

别通过尾静脉给予100 µl的PBS、1×107个的EGFR BB-z

和1×107个的EGFR BB-z/E30（n=4），之后通过Xenogen

IVIS Spectrum System测量生物发光，所有测量每7 d进

行1次。对表现出垂死状态的小鼠实施安乐死。同时

在PDX模型成功造模后，将肿瘤大小约为100 mm3的

荷瘤小鼠随机分成对照组和治疗组（n=5），所有小鼠通

过尾静脉回输 100 µl 的密度为 1×108个/ml效应细胞，

每3 d测量一次肿瘤体积。当小鼠的体质量减轻大于

初始体质量的20%时或无法走动或者肿瘤在对照组中

发生溃烂时被处死。

1.10 流式细胞术检测荷瘤小鼠外周血中T细胞的数目

在上述相同的动物实验中，于接种肿瘤细胞后

第20天通过小鼠眼眶取血收集200 μl血液以测量体

内T细胞的水平和检测CD8+和CD4+T细胞的数目。

1.11 免疫荧光实验检测移植瘤组织中EGFR的表

达水平、浸润的CAR-T细胞水平

为了评估处理后的移植瘤组织中CAR-T细胞的

浸润情况，将肿瘤组织冰冻切片后使用5%山羊血清

室温封闭1 h，再用anti-CD3、anti-EGFR抗体（1∶150）在
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4℃下孵育过夜，次日使用羊抗兔及羊抗鼠荧光二

抗（1∶1 000）室温避光孵育 1 h，使用 PBS 清洗 3

遍，进行显微拍照。定量方法同 1.4，即通过 Image

Pro Plus 5.0计算积 IA值来表示荧光强度，IA值越大，

代表荧光越强。

1.12 统计学处理

上述相关实验均重复3次。采用SPSS 19.0软件

进行统计学分析，正态分布的计量数据以 x̄±s表示，

组间样本均数比较采用 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 胃癌组织和细胞中高表达EGFR

免疫组化染色分析结果（图1A、B）显示，与癌旁

组织相比，EGFR在人胃癌组织中高表达[(753 652.0±

275.0）vs（173 562.0±116.0），t=253.2，P<0.01，n=32]。

流式细胞术检测结果（图1C）显示，与MGC-27相比，在

胃癌MKN7 细胞 [（78.3±2.16）vs（6.53±1.02），t=12.56，

P＜0.01]、MKN28 细 胞 [（95.5±0.92） vs （6.53±

1.02），t=8.538，P<0.01] 及 MGC-803 细 胞 [（89.6±

1.56）vs（6.53±1.02），t=6.522，P<0.01]中 EGFR 的表

达水平均显著增加。因此，后续实验选择了这3种细

胞作为体外实验的靶细胞，以EGFR阴性的MGC-27

作为对照细胞。

A: Immunohistochemical detection of representative para-carcinoma (normal) tissues and gastric cancer tissues (×10);

B: Statistical analysis of EGFR expression; C: Flow cytometry detection of EGFR expression in gastric cancer cells

图1 胃癌组织和胃癌细胞系中EGFR表达的检测

Fig.1 Detection of EGFR expression in gastric tissues and cancer cell lines

2.2 成功制备 EGFR BB-z 和 EGFR BB-z/E30 两种

CAR-T细胞

在构建靶向EGFR的二代CAR序列（EGFR BB-z）、

CD3ζ介导T细胞激活和以4-1BB作为共刺激信号框

架的基础上，参考文献[22]方法成功构建了可以分泌

PD-1 scFv（clone 332.8H3）的四代 CAR 序列（EGFR

BB-z/E30）（图2A）。重组慢病毒感染T细胞后，利用

抗-Fab抗体通过流式细胞仪检测CAR的阳性率，发

现重组慢病毒有良好的感染效果（图2B）。与未感染

的T细胞（NT组）相比，构建的两种CAR-T细胞阳性

率稳定在 40% 左右（图 2C，均 P＜0.01），表明两种

CAR-T细胞被成功构建。

2.3 二代和四代CAR-T细胞呈现显著的剂量依赖

性细胞毒性及细胞因子高表达

将 4 种肿瘤细胞 MKN7、MKN28、MGC-803 和

MGC-27分别与制备的CAR-T细胞以3∶1、1∶1和1∶3

的效靶比共孵育，24 h后用LDH检测试剂盒检测上

清中LDH释放水平来表征细胞毒性，结果（图3A）表

明，随着效靶比增加，EGFR BB-z和EGFR BB-z/E30

对过表达EGFR的MKN28、MGC-803及MKN7细胞

表现出显著的剂量依赖性细胞毒作用（均P<0.01），而对

EGFR 阴性的 MGC-27 细胞则几乎没有细胞毒性。

ELISA检测结果（图 3B）显示，在和 EGFR 阳性胃

癌细胞存在下，EGFR BB-z 和 EGFR BB-z/E30 中的
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IL-2、IFN-γ和TNF-α的分泌水平明显高于未转染的

T 细胞（NT 组）（均 P<0.01），而在与 EGFR 阴性的

MGC-27细胞共培养的EGFR BB-z和EGFR BB-z/E30

中仅检测到相关细胞因子基础分泌水平；而EGFR BB-z

和EGFR BB-z/E30间的细胞毒性与细胞因子分泌水

平的差异无统计学意义（均 P>0.05）。以上结果表

明，所构建的 EGFR BB-z和 EGFR BB-z/E30在体外

显示出明显的抗原依赖的细胞毒性及较强的细胞因

子分泌功能。

**P<0.01 vs NT group

A: Schematic diagram of EGFR BB-z and EGFR BB-z/E30; B: On day 5 after T cell transfection, the positive rate of EGFR BB-z and

EGFR BB-z/E30 was detected by flow cytometry; C: Statistical analysis of EGFR BB-z and EGFR BB-z/E30 transfection efficiency

图2 两种CAR-T细胞构建的鉴定

Fig.2 Construction of two effector CAR-T cells

*P<0.05, **P<0.01 vs NT group

A: Cytotoxicity testing by LDH level; B: Expression of IFN-γ, IL-2, TNF-α supernatant by ELISA assay

图3 EGFR-CAR-T细胞体外细胞毒性及细胞因子分泌水平

Fig.3 Cytotoxicity and cytokine secretion of EGFR-CAR-T cells in vitro

2.4 PD-1 scFv可使四代 EGFR-CAR-T细胞具有长

效的增殖能力和较低的PD-1与较高的 IFN-γ水平

为了评估分泌 PD-1 scFv是否会在长期刺激后

对EGFR-CAR-T细胞活性产生影响，将MGC-803细

胞与效应细胞共孵育28 d后对T细胞计数，结果（图4A）

显示，在长期刺激后，EGFR BB-z/E30 较 EGFR BB-z

细胞的T细胞数目显著增多（t=11.97，P<0.01）。同时，

Cell Trace Dilution染料染色结果（图4B）也表明，PD-1
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scFv使得EGFR-CAR-T 细胞在体外长期刺激后增殖

能力更强[（50.23±5.68）% vs（41.26±3.37）%；t=8.263，

P<0.01]。流式细胞术法检测 EGFR BB-z 和 EGFR

BB-z/E30的表面PD-1表达及细胞因子 IFN-γ释放水

平，结果（图 4C、D）显示，在长期刺激的过程中，

EGFR BB-z/E30表面PD-1表达水平比 EGFR BB-z更

低（t=6.527，P<0.05），而分泌 IFN-γ的细胞数目又显

著高于 EGFR BB-z，反映出PD-1 scFv可以更好地维

持EGFR-CAR-T细胞的抗肿瘤活性（图 4E，t=3.192，P

<0.05）。综合以上结果表明，分泌PD-1 scFv可以使

得四代EGFR-CAR-T细胞在肿瘤细胞的长期刺激下

依旧可以保持良好的增殖活性和较低的PD-1表达水

平与较高的 IFN-γ分泌水平。

*P<0.05，**P<0.01 vs EGFR BB-z/E30 group or EGFR BB-z group

A: Co-incubation of effective target cells lasting 28 d, the arrow represents the addition of fresh tumor cells, and the T cells in the

system were counted every 7 d during the period, the arrow indicates adding fresh tumor cells; B: EGFR BB-z and EGFR BB-z/E30

after long-term stimulation with Cell Trace Dilution to test their proliferation ability; C: After incubation for 28 d, T cells were

collected and the expression of PD-1 on the surface of EGFR BB-z and EGFR BB-z/E30 was measured using flow cytometry;

D: Histogram of PD-1 expression on the surface of EGFR BB-z and EGFR BB-z/E30; E: After incubation for 28 d, T cells were

collected and flow cytometry was used to determine the expression of IFN-γ in EGFR BB-z and EGFR BB-z/E30 cells

图4 体外肿瘤细胞长期刺激下EGFR-CAR-T细胞增殖能力和PD-1与 IFN-γ水平检测

Fig.4 EGFR-CAR-T cell proliferative viability and expressions of PD-1 and IFN-γ were detected after long-term stimulation in vitro

2.5 自分泌 PD-1 scFv显著增强EGFR-CAR-T细胞

在胃癌细胞皮下移植瘤模型中的抗肿瘤能力

为了进一步比较EGFR BB-z和EGFR BB-z/E30

的体内抗肿瘤活性，本研究使用携带胃癌细胞皮下

移植瘤的NOD/SCID小鼠进行实验，检测活体成像移

植瘤的荧光强度，结果显示，EGFR BB-z 和 EGFR

BB-z/E30均可明显抑制肿瘤的生长（图 5A，t=12.72，

P＜0.05），但 EGFR BB-z/E30 较 EGFR BB-z 肿瘤抑

制得更加明显（图5B，t=18.33，P<0.01）。流式细胞术

检测结果（图 5C）显示，EGFR BB-z/E30在肿瘤组织

中浸润的数量远大于EGFR BB-z（t=32.53，P<0.01），

而浸润EGFR BB-z/E30的肿瘤表面PD-1的表达水平

较EGFR BB-z明显降低（t=8.175，P<0.05）。此外，在

整个体内实验过程中，小鼠体质量变化差异无统计

学意义（P>0.05，图5D）。皮下移植瘤实验结果表明，

EGFR BB-z与EGFR BB-z/E30对胃癌移植瘤均具有

明显的抑制作用，且EGFR BB-z/E30的抗肿瘤效果

更佳。

·· 1341



中国肿瘤生物治疗杂志, 2020, 27(12)

*P<0.05，**P<0.01 vs PBS group or EGFR BB-z group

A: In vivo imaging of MGC-803-Luc xenograft tumor model after treatment; B: Fluorescence intensity changed in mice xenograft

model after treatment; C: Changes in the body mass of mice; D: Flow cytometry analysis on EGFR BB-z and EGFR BB-z/E30

infiltrating in xenograft tumor tissues, and the expression level of PD-1

图5 EGFR BB-z和EGFR BB-z/E30在胃癌细胞皮下移植瘤模型中的抗肿瘤能力

Fig.5 Anti-tumor ability of EGFR BB-z and EGFR BB-z/E30 in a gastric cell xenograft tumor model

2.6 自分泌 PD-1 scFv明显增强EGFR-CAR-T细胞

在胃癌组织PDX模型中的抗肿瘤功能

本研究通过建立人胃癌小鼠PDX模型，进一步

比较了 EGFR BB-z 和 EGFR BB-z/E30 的抗肿瘤功

能。成功建模后通过小鼠尾静脉分别注射 PBS、

EGFR BB-z和EGFR BB-z/E30，检测结果（图 6A）显

示，EGFR BB-z 与 EGFR BB-z/E30 均可显著抑制肿

瘤的生长，而EGFR BB-z/E30对肿瘤的抑制率及抑

瘤时间都高于EGFR BB-z（均P<0.01）。各组移植瘤

体质量检测（图 6B）发现，EGFR BB-z/E30 较 EGFR

BB-z可以更加显著地抑制PDX模型中的移植瘤生长

（P<0.05，t=12.76）。免疫荧光检测结果（图6C）显示，

EGFR BB-z/E30 在 肿 瘤 组 织 中 浸 润 更 加 明 显

[（207.2±10.28）vs（83.33±2.108），P<0.01]，。出乎意

料的是，在回输效应细胞20 d后，外周血中EGFR BB-z/

E30比EGFR BB-z少（图 6D，t=5.363，P<0.05），分析

原因可能是EGFR BB-z和EGFR BB-z/E30存在固有

的增殖活性差异所致。结果表明，在胃癌PDX模型

中EGFR BB-z/E30较EGFR BB-z的抗肿瘤效果更佳。

3 讨 论

CAR-T细胞疗法已经在血液系统恶性肿瘤中取

得了卓越的临床效果，目前免疫细胞治疗的主要焦

点是推进CAR-T细胞用于治疗实体肿瘤[23]。由于几

种肿瘤抗原，包括EGFR、Her2、MSLN等在胃癌中广

泛过表达[24-25]，因此CAR-T细胞疗法在这些恶性肿瘤

中具有广泛的应用前景。然而CAR-T细胞在实体瘤

中往往表现出抗肿瘤活性不佳的状态，主要的一个

原因是肿瘤微环境对CAR-T细胞的抑制作用[26]。免

疫检查点，尤其是PD-1、PD-L1抗体带来的显著的临

床疗效，对克服CAR-T细胞在实体瘤中的抑制状态

带来希望[27]。传统的 PD-1 抗体与 CAR-T 细胞联用

已经在一些临床试验中取得了一定效果，但联合治

疗由于全身给药，往往会带来一定的不良反应，同时

富集至肿瘤组织的PD-1抗体数量有限，往往不能达

到最佳的免疫激活功效[28]。同时，联合治疗带来的高

昂费用也让很多患者望而却步，而让CAR-T细胞自

分泌PD-1抗体似乎可以解决这些问题。
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*P<0.05，**P<0.01 vs PBS group

A: Tumor volume data; B: Tumor mass data; C: Representative results of immunofluorescence analysis of EGFR BB-z and

EGFR BB-z/E30 infiltration in tumor tissues (×10); D: The number of CD4+ and CD8+ T cells in peripheral blood

图6 EGFR BB-z和EGFR BB-z/E30在胃癌组织PDX模型中的抗肿瘤效果

Fig.6 Antitumor effect of EGFR BB-z and EGFR BB-z / E30 in gastric tumor tissue PDX model

本研究通过筛选得到了过表达EGFR的胃癌细

胞，构建了靶向EGFR的二代CAR序列EGFR BB-z及可

以分泌PD-1 scFv的四代CAR序列EGFR BB-z/E30，期

望自分泌 PD-1 scFv 的 EGFR-CAR-T 细胞能发挥更

好的抗肿瘤活性。通过一系列实验发现，EGFR BB-z

及EGFR BB-z/E30都可以以抗原依赖的方式发挥细

胞毒作用，而EGFR BB-z/E30在长期刺激后较EGFR

BB-z拥有更强的增殖和杀伤肿瘤活性。通过建立小

鼠皮下胃癌细胞移植瘤和胃癌组织PDX模型，在体

内同样显示EGFR BB-z及EGFR BB-z/E30可以抑制

胃癌移植瘤，并且EGFR BB-z/E30抗肿瘤效果更佳。

本课题组今后将选择一些胃癌中其他潜在的靶

点，如MSLN、Her2等，拓宽这种自分泌PD-1 scFv的

CAR-T细胞在胃癌治疗中的应用。然而，有研究[29]

发现，靶向单个EGFR抗原的CAR-T细胞仍然存在

脱靶的风险。后续实验中可以考虑采用双受体

CAR-T 细胞策略，或者采用外源开关分子控制的

CAR-T细胞激活，从而减少其脱靶风险[30]。此外，由

于需要转染同时编码双受体CAR和 PD-1抗体的大

片段基因，后续会探索通过电转法高效构建CAR-T细

胞。总之，自分泌PD-1 scFv的EGFR-CAR-T细胞在

胃癌中发挥了显著的抗肿瘤功能，有希望为胃癌治

疗提供一种全新的治疗策略。
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