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一种新的人源化抗 CD19嵌合抗原受体 NK细胞的制备
和对体外肿瘤细胞杀伤作用 *
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摘要 目的：构建人源化抗 CD19嵌合抗原受体 NK细胞（hCAR19-NK），并且在体外证明其对 CD19阳性血液病肿瘤细胞杀伤作

用。方法：构建人源化的第二代 CD19 CAR的逆转录病毒载体，使用辐照的 K562-4-1BBL-mIL21细胞刺激外周血来源的 NK细

胞，通过逆转录病毒转导 NK细胞获得 hCAR19-NK细胞；采用流式细胞术和Western blot检测转导效率；采用 4 h荧光杀伤实验

和 ELISA法检测 hCAR19-NK细胞对淋巴瘤细胞的杀伤能力和 IFN-酌释放水平；采用 CD107a脱颗粒实验评估淋巴瘤细胞对

hCAR19-NK细胞的特异性激活；比较对照组（Mock）和 hCAR19-NK组细胞扩增倍数。结果：流式细胞术和Western blot证明构建

的 CAR可以成功转导外周血来源的 NK细胞；4 h荧光杀伤实验证明随着效靶比例升高，hCAR19-NK对 Raji-GL杀伤率增加，明

显高于Mock组；ELISA法检测显示 Raji和K562-CD19作为靶细胞时，hCAR19-NK细胞的 IFN-酌释放明显高于Mock组（P<0.01）；
CD19+细胞（Raji 和 K562-CD19）可以特异性刺激 hCAR19-NK 细胞表达 CD107a，具有统计学意义（P<0.05）；Mock 组和

hCAR19-NK组细胞扩增倍数无显著差异。结论：成功构建了可以杀伤 CD19+肿瘤的人源化 scFv的第二代 hCAR19-NK细胞。
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Construction and Antitumor Activity of a New Humanized anti-CD19
Chimeric Antigen Receptor NK Cells *

Humanized anti-CD19 chimeric antigen receptor NK cells (hCAR19-NK) were constructed successfully

and proved to kill CD19 positive hematological tumor cells in vitro. The retroviral vector of humanized second-generation

CD19 chimeric antigen receptor was constructed. Irradiated K562-4-1BBL-mIL21 as feeder cells were used to stimulate peripheral blood

derived NK cells, and hCAR19-NK cells were obtained by retroviral transduction of NK cells; The transduction efficiency was detected

by flow cytometry and Western blot; The killing ability and IFN-酌 release level of hCAR19-NK cells on lymphoma cells were detected

by 4 h fluorescence killing test and ELISA; CD107a degranulation test was used to evaluate the specific activation of lymphoma cells to

hCAR19-NK cells; The cell expansion times of control group (Mock) and hCAR19-NK group were compared. Flow cytometry

and Western blot showed that the constructed CAR could successfully transduce NK cells from peripheral blood; The hCAR19-NK cells

exhibited good anti-tumor activity in vitro via killing Raji-GL cells after 4 hours co-culture; After co-culture of hCAR19-NK and differ-

ent CD19 positive cell lines, the IFN-酌 release was significantly higher than those in the Mock group (P<0.01); CD19+ cells (Raji and

K562-CD19) could specifically stimulate the expression of CD107a in hCAR19-NK cells and CD107a degranulation was significantly

higher than those in the Mock group (P<0.05); And the fold expansion of hCAR19-NK cells in vitro was similar to Mock cells.

The second-generation hCAR19-NK cells using humanized scFv have been successfully constructed for the effectively treatment of

CD19 positive cell lines.
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前言

近年来，嵌合抗原受体 T细胞（Chimeric antigen receptor，

CAR-T）在治疗血液系统恶性肿瘤中具有显著疗效，但由于其

引起的一些毒副作用而使用受限，其中最为常见的是细胞因子

释放综合征（Cytokine release syndrome，CRS）[1,2]，表现为发热、

412窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.3 FEB.2023

低血压和凝血功能障碍，严重者可导致血管不稳定、巨噬细胞

活化综合征和终末器官毒性。自然杀伤细胞（natural killer，NK）

作为天然免疫的效应细胞，具有很强的抗肿瘤能力，不会引起

较强的 CRS，也不会造成移植物抗宿主病（graft versus host dis-

ease，GVHD）[3,4]，因此，制备 CAR-NK细胞可以取自与患者无

关健康供体，还可以通过其天然的杀伤机制克服由于抗原逃逸

引起的复发[5]。有文献报道采用人源化单链抗体（single chain

antibody fragment，scFv）可以延长 CAR-T细胞在体内的存活进

而提高疗效[6]。因此，本研究初步构建了一种人源化 scFv的第

二代 CD19CAR的逆转录病毒载体，在体外制备 CAR-NK细

胞，经验证其具备体外扩增和杀伤 CD19+血液肿瘤细胞能力。

1 材料与方法

1.1 实验材料及试剂

K562、Raji 和 PG-13 细胞系购自 ATCC。K562-GL、Ra-

ji-GL、K562-CD19和 K562-4-1BBL-mIL21细胞由实验室构建，

方法参考[7]。所有细胞系支原体检测均为阴性。RPMI 1640培养

基和 DMEM培养基购自 Lonza公司。淋巴细胞分离液购自美

国MP公司。胎牛血清购自 Thermo公司。重组人白细胞介素 -2

购自双鹭药业。人 NK细胞分离试剂盒购自Miltenyi公司。逆

转录病毒质粒及包装体系均为本实验室保存。所有流式抗体均

购自美国 BD公司。IFN-酌 ELISA检测试剂盒购自美国 R&D

公司。D-虫荧光素钾盐购自桥生物。

1.2 实验方法

1.2.1 靶向 CD19人源化 scFv的第二代 CAR的逆转录病毒的

构建和包装 本实验室前期构建了MSGV-FMC63-28Z质粒[7]，

设计人源化 scFv对 CAR结构进行改造，采用 PG-13病毒包装

体系[6]制备逆转录病毒，高速离心后 -80℃保存。以空质粒包装

的逆转录病毒载体作为Mock组。

1.2.2 hCAR19-NK 细胞的制备 采集多位健康志愿者外周

血，使用人 NK 细胞分离试剂盒（Miltenyi Biotec）纯化

CD56+NK细胞，采用 100 cGy辐照的 K562-4-1BBL-mIL21细

胞作为饲养层细胞（feeder），在第 0天以 feeder: NK=1：1的比

例进行共培养，于第 6 天转导逆转录病毒 [3]，次日换含有

IL-2（400 IU/mL）的完全培养基进行 hCAR19-NK细胞扩增，

在转导后第 8 天采用流式细胞仪检测病毒转导效率，并用

Western blot验证是否表达外源性 CD3灼。
1.2.3 肿瘤细胞对 hCAR19-NK细胞的特异性激活 CD107a

脱颗粒实验：按照效靶比 5：1 将效应细胞 （Mock 和

hCAR19-NK）与肿瘤细胞（K562、Raji和 K562-CD19）共培养，

期间加入 1 滋L CD107a抗体和 1 滋L的 Golgi Stop，6 h后收集

细胞，再染色 CD56进行流式检测。

1.2.4 评估 hCAR19-NK细胞对肿瘤细胞的杀伤能力和细胞因

子释放能力 4 h共培养荧光杀伤实验：按照效靶比 10：1、5：

1、2.5：1、1：1将效应细胞（Mock和 hCAR19-NK）与肿瘤细胞

（Raji-GL和 K562-GL）共培养 4 h，加入 D-虫荧光素钾稀释至

150 滋g/mL，采用 Xenogen IVIS成像系统进行荧光拍照，杀伤

率基于孔中的肿瘤细胞的荧光值，计算公式：杀伤率 =100-（效

应细胞和靶细胞共培养荧光值 /靶细胞荧光值）× 100。ELISA

法检测 IFN-酌释放：按照效靶比 5：1 将效应细胞（Mock 和

hCAR19-NK）与肿瘤细胞（K562、Raji 和 K562-CD19）共培养

24h，收集上清离心后，用 ELISA标准方法检测 IFN-酌的分泌量。
1.2.5 比较Mock组和 hCAR19-NK组的细胞扩增倍数 在第

0天从外周血分离纯化 NK细胞，然后以 feeder: NK=1：1的比

例进行共培养，计数 Mock组和 hCAR19-NK组细胞在刺激（第

0天）、转导（第 6天）和扩增（第 14和 21天）的细胞数量，比较

细胞扩增倍数。

1.3 统计学处理

采用 GraphPad Prism 5软件进行数据统计，数据以均值±

标准误形式表示，每组实验至少独立重复三次。比较两组之间

的差异，使用 t检验分析，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 成功构建了靶向 CD19的人源化 scFv嵌合抗原受体的逆

转录病毒载体，并证明其可在外周血来源的 NK细胞稳定表达

采用人源化 CD19 scFv、CD8a 铰链区、CD28跨膜域和胞

内活化信号 CD28以及 CD3灼构建了逆转录病毒载体质粒，如
图 1A。采用制备的 hCAR19-NK逆转录病毒及对照组病毒转

染活化的 NK细胞，流式细胞仪检测转染效率分别为 1.04%和

23.8%，如图 1B。然后再次用Western blot检测转染细胞的人源

CD3灼的表达，结果显示与Mock组相比，hCAR19-NK组有明

显的外源性 CD3灼的表达，如图 1C。

2.2 CD19+肿瘤细胞可以特异性地刺激 hCAR19-NK 细胞脱

颗粒

按照效靶比 5：1将Mock组和 hCAR19-NK组分别同 3种

靶细胞 （CD19- 细胞系是 K562，CD19+ 细胞系是 Raji 和

K562-CD19） 共培养 6 h，流式细胞仪检测 Mock 组和

hCAR19-NK组的 CD107a的表达，结果显示与 Mock组共培

养相比，CD19+细胞系可以刺激 hCAR19-NK组表达 CD107a，

如图 2，具有统计学意义（P<0.05），见表 1。

2.3 hCAR19-NK细胞在体外可以特异性杀伤 CD19+肿瘤细

胞并释放 IFN-酌
按照不同效靶比（E:T）将 Mock组和 hCAR19-NK组分别

同 CD19-肿瘤细胞（K562-GL）或 CD19+肿瘤细胞（Raji-GL）共

培养 4 h，结果显示相比于 Mock组，hCAR19-NK组对 Raji-GL

的杀伤更强 （P<0.01），而 Mock 组和 hCAR19-NK 组对

K562-GL的杀伤基本无差异，如图 3A。在此选取效靶比 5：1进

行 24 h的共培养，收取培养上清进行 IFN-酌的 ELISA检测，结

果显示在靶细胞为 K562的共培养中，hCAR19-NK组（1078±

10.7）的 IFN-酌的释放与 Mock 组（1036± 132.7）无差异；在靶

细胞为 Raji的共培养中，hCAR19-NK组（1252± 77）的 IFN-酌
的释放明显高于 Mock 组 （586.1 ± 51.8），在靶细胞为

K562-CD19 的共培养中，hCAR19-NK 组 （790.2 ± 53.3）的

IFN-酌 的释放也明显高于 Mock组（4145± 94.7），并且具有统

计学意义（P<0.01），如图 3B。

2.4 体外 hCAR19-NK组与Mock组扩增细胞数量无明显差异

在第 0 天从外周血分离纯化 NK 细胞，然后以 feeder:

NK=1：1 的比例进行共培养，于第 6 天转导人源化 CAR 和

Mock组病毒，分别在第 0天、第 6天、第 14天和第 21天计算

扩增倍数，结果显示与Mock组相比，hCAR19-NK组的细胞扩

增倍数无显著差异，如图 4。
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图 1 hCAR19-NK的结构设计（A），然后分别采用流式细胞术（B）和蛋白质印记法（C）检测 hCAR19-NK细胞的 CAR表达

Fig.1 Schematic of anti-CD19 CAR. Single-chain (sc) Fv region that recognizes CD19 was derived from Humanized monoclonal antibody. CAR

contained a modified CD8a hinge, CD28 costimulatory domain and T-cell activation domain (A). CAR expression on hCAR19-NK cells surface was

detected with anti-Fab antibody by flow cytometry, control staining of Mock cells is also shown (B). Detection of NK cells retrovirally transduced with

CAR genes with an anti-CD3灼 mAb byWestern Immunoblot. Lane 1, Mock cells; Line 2, hCAR19-NK cells (C).

图 2 流式细胞术检测 CD19特异性刺激 hCAR19-NK细胞表达CD107a

Fig.2 CD107a degranulation by flow cytometry in the Mock cells and hCAR19-NK cells co-cultured with K562, Raji, or K562-CD19 cells for 6 h .

3 讨论

近年来，CAR-T细胞疗法已经成为一种强大的靶向免疫

疗法，在治疗复发性或难治性 B细胞恶性肿瘤方面具有良好的

疗效[8]，其中靶向 CD19的 CAR-T细胞治疗淋巴瘤的总体有效

率在 50%-82%之间[9]，但 CAR-T细胞疗法在实体瘤的治疗中

效果不佳[10]。由于存在 HLA限制，异体 CAR-T细胞还可能导

致 GVDH[11]，为了安全考虑会采用自体细胞制备 CAR-T 细

胞 [12]，但这些患者通常在接受 CAR-T细胞治疗前接受了大量

的其他治疗，其中许多患者的外周血 T细胞计数较低，导致无
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Note: The values are expressed as mean ± SE. P<0.05 was considered to indicate statistical significance. NS, not significant.

图 3 hCAR19-NK细胞特异性杀伤 CD19+细胞（A）并释放细胞因子

IFN-酌（B）
Fig.3 Cytotoxicity of Mock cells and hCAR19-NK cells after co-culture

with CD19+ cell line (Raji-GL) and CD19- cell line (K562-GL) at the

indicated E:T ratio for 4 h (A). IFN-酌 production of Mock cells and

hCAR19-NK cells after co-culture with CD19+ cell line (Raji and

K562-CD19) and CD19- cell line (K562) at E:T ratio 5:1 for 24 h (B).

Results are shown as mean± SE from three independent experiments.

Statistical significance was set at P<0.05. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图 4 体外 hCAR19-NK和Mock细胞扩增倍数的比较

Fig.4 The fold expansion of hCAR19-NK and Mock were not significantly

different from day 21 of culture. Results are shown as mean± SE from

three independent experiments.

法生产出足量的 CAR-T细胞[13]。另外在靶向 CD19的 CAR-T

细胞治疗的 I期和 II期临床试验中，有 58-92%的患者发生了

不同级别的 CRS[14]。NK细胞作为天然杀伤细胞可以利用其自

身优势克服上述 T细胞的缺点，首先异基因 NK细胞输注既不

会产生 GVDH，也不会产生明显的毒副作用，相较于 CAR-T细

胞会更安全，也不会受限于自体细胞，在一项使用脐带血开发

的 HLA不匹配的 CAR-NK细胞疗法的试验中，11名患者中没

有一人出现 GVHD[3]。其次，除了通过 CAR依赖途径抑制肿瘤

细胞之外，CAR-NK细胞还可以通过 NK细胞受体依赖途径更

有效的杀伤残留的肿瘤细胞[15,16]，减少复发率。最后，NK细胞来

源多样化，可以从外周血（PB）、脐带血（UCB）、人胚胎干细胞

细胞（HESC）以及诱导多能干细胞（IPSC），甚至 NK-92细胞系

中产生[17]，因此，CAR-NK细胞疗法可以通过大规模生产制造 "

现成 "即用的 CAR-NK细胞，并随时给患者输注。

CAR-NK细胞免疫治疗的主要局限性之一是在没有细胞

因子的支持下，输注的细胞缺乏体内持久性，可能需要反复给

药才能实现持久的反应，这将会影响 CAR-NK细胞治疗的疗

效[18]，有研究表明鼠源 scFv的免疫原性可能会造成 CAR-T细

胞在体内产生排斥或引起过敏反应，导致细胞无法持续存活[19]，

影响治疗效果，而人源化的 scFv可以降低人体对 CAR产生的

免疫应答，有望延长 CAR-T细胞在体内的存活时间，因此我们

构建了 hCAR19-NK细胞，试图提高 CAR-NK细胞在体内的持

久性，从而提高疗效。

我们成功从外周血分离纯化出 NK细胞，并且在 100 cGy

辐照后的 K562-4-1BBL-mIL21细胞刺激下扩增，同时构建了

靶向 CD19的人源化的 CAR，经过逆转录病毒包装、转导和扩

增，获得了足够数量的 hCAR19-NK细胞，体外实验证明了这

种 hCAR19-NK细胞可以有效杀伤 CD19+肿瘤细胞并分泌大

量 IFN-酌，并且 CD19+肿瘤细胞可以特异性刺激 hCAR19-NK

细胞表达 CD107a，CD107a作为 NK细胞功能活性的标志物，

代表活化 NK细胞的脱颗粒能力，与 NK细胞介导的靶细胞密

切相关[20]，以上为接下来在体内的功能验证奠定了基础。

关于提高体内 NK细胞持久性的方法，研究较多的是在

CAR结构上添加 IL-15基因，不仅增强了 NK细胞的持久性，

提高了抗肿瘤活性，而且不会增加 IL-15的全身水平或高危淋

巴恶性肿瘤患者的毒性[3,21]。另外策略是采用细胞因子（IL-12、

IL-15和 IL-18）短暂地预激活 NK细胞，诱导它们分化为细胞

因子诱导的记忆样 NK细胞[22,23]，再转导 CD19CAR，增强了对

NK细胞耐受型的 B细胞淋巴瘤的杀伤作用[25]，因此我们可以

继续改进 CAR的结构，比如增加 4-1BB结构域[26]，联合 IL-15

和 IL-21 增强体内持久性 [27]，或通过多靶点激活如 CD19、

CD20、CD22、CD276、CD138、CD5、CS1、HER-2、NKG2D和GD2

等，增强 CAR-NK细胞对表面抗原的反应[22,28-31]，提高疗效，从

而降低疾病复发。

总之，我们采用外周血分离的 NK细胞构建了靶向 CD19

的人源化 CAR-NK细胞，并在体外验证了其可以特异性杀伤

表 1 CD19+细胞系刺激 hCAR19-NK组表达 CD107a情况（%，x± s）
Table 1 Comparison of CD107a+CD56+ between the Mock cells and hCAR19-NK cells co-cultured with K562, Raji, or K562-CD19 cells for 6 h

(%, x± s）

Variables Mock group (n=3) hCAR19-NK group (n=3) P value

K562 19.43± 1.667 14.33± 1.262 *

Raji 9.36± 0.9108 17.13± 3.277 *

K562-CD19 18.77± 1.736 27.8± 3.844 *
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淋巴瘤细胞，为进一步研究 CAR-NK细胞奠定了基础。
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