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摘  要 : CAR-T 细胞疗法通过靶向识别肿瘤细胞表面抗原，特异性杀伤肿瘤细胞，近年来已经成为肿瘤免疫疗法

的研究热点。通过基因工程方法构建靶向人类表皮生长因子受体 2 (HER2) 的 CAR 慢病毒表达质粒，以磷酸钙

沉淀辅助多质粒共转染 HEK293T 细胞包装，制备 CAR 慢病毒颗粒 lenti-car，感染人外周血单核细胞获得 HER2

靶向的 CAR-T 细胞，并分析其对 HER2 阳性和阴性肿瘤细胞的特异性抑制效果。研究结果表明，构建的 CAR-T

细胞可被 HER-2 阳性的肿瘤细胞特异性激活，分泌大量炎症性细胞因子 IFN-γ 和 IL-2。在同样效靶比等处理条

件下，构建的 HER2 靶向 CAR-T 细胞对 HER2 阳性的人卵巢癌细胞株 SK-OV-3 的生长抑制率为 (58.47±1.72)%，

显著高于对照组 (P<0.05)；而对 HER2 阴性的人慢性髓原白血病细胞株 K562 的生长抑制率为 (11.74±2.37)%，

与对照组无显著差异 (P>0.05)。进一步，在 K562 细胞中转染人 HER2 表达载体使其成为 HER2 阳性，则 HER2

靶向 CAR-T 细胞对其的生长抑制率上升为 (30.41±7.59)%，较 HER2 阴性 K562 具有明显差异 (P<0.05)。研究结

果表明，构建的 HER2 靶向的第二代 CAR-T 细胞可选择性地抑制高表达 HER2 蛋白的肿瘤细胞的生长，暗示了

其对 HER2 阳性肿瘤进行细胞免疫治疗的临床应用前景。 

关键词 : CAR-T 细胞，人类表皮生长因子受体 2 (HER2)，肿瘤，免疫治疗 
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Construction of HER2-specific CAR-T cells and in vitro 
analysis of their activity to suppress tumor cell growth 

Yongqiang Li1,2, Songyuan Yao1,2, Yansheng Li1,2, Mingkai Xu1, Huiwen Zhang1, and 
Chenggang Zhang1 

1 Institute of Applied Ecology, Chinese Academy of Sciences, Shenyang 110016, Liaoning, China 

2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 

Abstract:  CAR-T cell therapy that targets surface antigens to kill tumor cells specifically has recently become another 

cornerstone in tumor immunotherapy. In this study, a lentiviral expression plasmid of CAR targeting human epidermal growth 

factor receptor 2 (HER2) was constructed by genetic engineering. The recombinant plasmid was co-transfected with other 

packaging plasmids into HEK293T cells by calcium phosphate precipitation to generate lenti-car, which are CAR lentiviral 

particles. HER2-specific CAR-T cells were obtained by transducing human peripheral blood mononuclear cells with lenti-car. 

Their specific inhibitory effects on HER2-positive and HER2-negative tumor cells were analyzed in vitro. The constructed 

CAR-T cells were specifically activated by HER2-expressing tumor cells as indicated by secretion of IFN-γ and IL-2. The 

inhibitory rate on HER2-positive SK-OV-3 cell line was (58.47±1.72)%, significantly higher than that on the mock-treated 

control group (P<0.05). The inhibitory rate on HER2-negative K562 cell lines was (11.74±2.37)%, which was not significantly 

different from that on the control group (P>0.05). Furthermore, when we transfected a HER2-expressing vector into K562, the 

inhibitory rate increased to (30.41±7.59)%, which was higher than that on HER2-negative K562 (P<0.05). Thus, the 

constructed second-generation HER2-specific CAR-T cells specifically suppressed growth of tumor cells overexpressing 

HER2 protein, suggesting that HER2-specific CAR-T cells might prove useful for immunotherapy of HER2-positive cancer. 

Keywords:  CAR-T cells, HER2, tumor, immunotherapy 

CAR-T 细胞疗法 (Chimeric antigen receptor 

T-cell immunotherapy) 全称为嵌合抗原受体 T 细

胞免疫疗法，是通过基因工程方法将识别肿瘤特

异性抗原的单链抗体基因与 T 细胞信号转导区基

因连接，再通过一定途径整合到 T 细胞中而获得。

CAR-T 细胞能够将抗体-抗原特异性结合能力以

及 T 细胞介导的肿瘤杀伤功能结合于一体，在不

依赖于主要组织相容性复合体的情况下，专一性

地识别肿瘤特异性抗原，将信号通过胞内信号转

导区传入 T 细胞，刺激 T 细胞增殖并杀伤肿瘤细

胞[1-4]。目前，CAR-T 细胞疗法已成为肿瘤免疫治

疗领域的研究热点，尤其以 CD19 为靶点的

CAR-T 细胞治疗淋巴细胞白血病方面疗效更为突

出[5-6]。2017 年，美国 FDA 分别于 8 月和 10 月连

续批准了诺华和吉利德旗下凯特公司的两款

CAR-T 产品应用于血液性肿瘤的临床治疗[7-8]。 

CD19 靶点多表达于如 B 细胞淋巴瘤等血液

性肿瘤细胞表面，而在其他类肿瘤如实体瘤细胞

表面并不显著高表达[9]。因此在实体瘤的免疫治

疗领域，CAR-T 进展较为缓慢，大多停留在临  

床实验阶段[10-11]。人表皮生长因子受体 2 (Human 

epidermal growth factor receptor 2，HER2) 是表皮

生长因子受体家族的第二位成员。作为一种典型

的肿瘤相关抗原，HER2 的过表达对于肿瘤的发

生、发展与转移起着关键性作用，也是肿瘤分级

和评估预后的重要标志之一[12]。研究表明，HER2

在人类正常机体组织中不表达或者微量表达，而

在 30%以上的肿瘤组织中会过量表达，且位于细

胞表面，易被抗体识别，可作为肿瘤特异性治疗

的理想靶点[13-14]。目前针对 HER2 开发的单克隆

抗体类药物，如曲妥珠、帕妥珠等，已经被美国

FDA 批准上市应用于乳腺癌等实体瘤的临床治
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疗，并获得显著疗效，这证明 HER2 作为肿瘤   

免疫治疗靶点的重要价值 [15]。而以 HER2 为靶  

点的 CAR-T 细胞免疫治疗策略，目前仅有少量Ⅰ

期和Ⅱ期的临床报道 [16]，尚无被 FDA 批准的   

产品。 

本文以抗 HER2 单链抗体为靶向分子，以第

三代慢病毒为载体，构建靶向 HER2 的第二代

CAR-T 细胞，并分析其在体外对 HER2 阳性和阴

性肿瘤细胞的特异性抑制效果，以评估其对

HER2 阳性肿瘤进行细胞免疫治疗的临床应用  

前景。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料 

抗 HER2 单链抗体 (anti-HER2-scFv) 表达

质粒由加利福尼亚大学旧金山分校的 James 

Marks 教授惠赠并由本实验室保存[12]；CD28 质

粒购自 Genecopoeia 公司；CD3ζ 质粒由美国国立

儿童健康与人类发育研究所的 Allan Weissman 博

士通过 Addgene 分享(#11507)[17]；慢病毒表达载

体 pCDH-CMV-EF1-GFP+Puro 质粒(本文中简称

为 pCDH)购自 System Biosciences 公司；其他慢

病 毒 包 装 质 粒 pMD2.G 、 pMDL-G/P-RRE 和

pRSV-REV 均由瑞士洛桑联邦理工学院的 Didier 

Trono 博士通过 Addgene 分享 (#12259、#12251、

#12253)[18]；HER2 表达质粒 perbB2-EGFP 由奥地

利因斯布鲁克医科大学的 Offterdinger 博士通过

Addgene 分享 (#39321)[19]；外周血单核细胞采集

于健康志愿者；HEK293T 细胞株、肿瘤细胞株

SK-BR-3 (人乳腺腺癌细胞)、SK-OV-3(人卵巢癌

细胞)、HepG2 (人肝癌细胞)、HT-29 (人结肠癌细

胞)、Jurkat (人 T 淋巴细胞白血病细胞)、K562 (人

慢性髓原白血病细胞 ) 购自中国科学院上海细 

胞库。 

1.1.2  实验试剂 

Taq DNA 聚合酶、核酸限制性内切酶 NheⅠ、

NotⅠ、BamHⅠ、T4 DNA 连接酶和 DL2000 DNA

分子量 Marker 购自 TaKaRa 大连公司；DNA 分子

量 marker 购自 Invitrogen 公司；1640 细胞培养基、

DMEM (高糖) 细胞培养基、胰蛋白酶购自 HyClone

公司；胎牛血清购自 CAPRICORN 公司；酵母提取

物、胰蛋白胨购自 OXOID 公司；NaCl、CaCl2 购自

Sigma 公司；无内毒素质粒中量试剂盒购自

AXYGEN 公司；BCA 蛋白含量检测试剂盒购自康

为世纪公司；兔抗人 HER2 多克隆抗体、羊抗兔多

克隆抗体、IL-2 和抗人 CD3 抗体均为 Abcam 公司

产品；人 IFN-γ ELISA 检测试剂盒、人 IL-2 ELISA

检测试剂盒、人淋巴细胞分离液均购自达科为公

司；聚凝胺购自 Millipore 公司；MTS 购自 Promega

公司；大肠杆菌 stbl3 由本实验室保存。 

1.2  方法 

1.2.1  HER2 CAR 慢病毒表达载体的构建 

分别以含 CD28、CD3ζ 和 anti-HER2-scFv 的

质粒为模板，设计 PCR 引物 (表 1) 并进行 PCR

扩增。将纯化后的 PCR 扩增产物 CD28 和 CD3ζ

稀释 100 倍后，按照摩尔比 1∶1 混合，以 CD28-F、

CD3ζ-R 为引物，再进行第二轮 PCR 扩增，获得

PCR 产物 CD28-CD3ζ。然后将纯化后的 PCR 产

物 CD28-CD3ζ 用 NotⅠ和 BamHⅠ内切酶进行双

酶切，将 PCR 产物 anti-HER2-scFv 用 NheⅠ和

NotⅠ内切酶进行双酶切，将慢病毒载体质粒

pCDH 用 NheⅠ和 BamHⅠ内切酶进行双酶切。将

上述 3 种双酶切产物按照片段∶片段∶载体摩尔

比为 3∶3∶1 的比例混合，在 T4 DNA 连接酶作

用下过夜连接形成 CAR 的慢病毒表达质粒

pCDH-car，并将连接产物全部转化大肠杆菌 stbl3

感受态细胞，用含 50 μg/mL 氨苄霉素的 LB 固  

体培养基筛选阳性克隆，并将阳性克隆进行测序

鉴定。 
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表 1  构建质粒 pCDH-car 所用的 PCR 引物序列 

Table 1  Primer sequence for plasmid pCDH-car construction 
Primer name Primer sequence (5ʹ–3ʹ) 

scFv-F TTAGCTAGCATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCT 

scFv-R TTCTGCGGCCGCACCTAGGACGGTGACCTTGGTC 

CD28-F AGGCGGCCGCAATTGAAGTTATGTATC 

CD28-R *TGCGCTCCTGCTGAACTTCACTCTGGAGCGATAGGCTGCGAAGTCGCG 

CD3ζ-F *AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCA 

CD3ζ-R AAGGATCCTGGCTGTTAGCGAGG 

*Underlined letters are the complementary region. 
 

1.2.2  慢病毒颗粒的包装制备 

将汇合度达到 90%的 HEK293T 细胞传代于

10 mm 细胞培养皿中，加入含 10%胎牛血清的

DMEM 高糖培养基，置于 37 ℃、5% CO2 条件下

培养 24 h。待细胞汇合度达到 30%−40%时，更换

新鲜含血清培养基，继续培养 2 h 后，将 3 种包装

质粒 pMD2.G (3.24 μg)、pMDL-G/P-RRE (4.5 μg)、

pRSV-REV (2.25 μg) 和 CAR 慢病毒表达质粒

pCDH-car (11.52 μg) 或 空 载 体 对 照 质 粒

pCDH-blank(11.52 μg)通过磷酸钙沉淀法共转染

HEK293T 细胞，包装 CAR 慢病毒颗粒 lenti-car

以及对照慢病毒颗粒 lenti-blank。继续培养 16 h

后，更换新鲜培养基。24 h 后在荧光显微镜下观

察 HEK293T 细胞的 GFP 表达情况，48 h 后收集

上清，并用 0.45 μm 滤头过滤除去细胞碎片。过

滤后的上清在超高速离心机中以 20 000 r/min、

4 ℃离心 3 h，收集病毒颗粒沉淀，用无血清 1640

培养基重悬分装，保存于–70 ℃冰箱备用。 

1.2.3  慢病毒颗粒的滴度测定 

将 HEK293T 细胞以 5×103 cells/孔的密度接

种于 96 孔板中，每孔含 100 μL 10%胎牛血清的

DMEM 高糖培养基，置于 37 ℃、5% CO2 条件下

培养过夜。分别吸取 40 μL 的 lenti-car 和 lenti- 

blank 慢病毒储液，加入 360 μL 含终浓度 8 μg/mL

的聚凝胺的 DMEM 高糖培养基 (含 10%胎牛血

清)[20]。并以此 10 倍梯度稀释。小心从上述接种

了 HEK293T 细胞的 96 孔板中吸除 90 μL 培养基

上清，随后每孔加入上述梯度稀释的病毒颗粒溶

液 90 μL，每个稀释度 3 孔重复。继续培养 24 h，

吸除干净各孔培养基，并更换不含任何病毒颗粒

的新鲜培养基，继续培养 24 h，在倒置荧光显微

镜下观察 GFP 信号。以能观察到荧光信号的最低

稀释度为止，记录该孔中荧光细胞的个数，并以

如下公式计算慢病毒储液滴度： 

慢病毒储液滴度(TU/μL)=N/9×10(n-1) 

N 为能观察到荧光信号的最低稀释度孔中荧

光细胞的个数，n 为稀释倍数。 

1.2.4  人外周血单核细胞(PBMC)的制备及慢病

毒感染制备 CAR-T 细胞 

采 集 健 康 志 愿 者 的 新 鲜 外 周 血 液 ， 以

Ficoll-hypaque (葡聚糖-泛影葡胺) 密度梯度离心

法分离得到 PBMC。用含 10%胎牛血清的 1640

培养基将 PBMC 重悬，按照 4×106 cells/孔铺于 6 孔

板中，加入终浓度为 200 U/mL 的 IL-2 和终浓度

为 50 ng/mL的抗 CD3抗体[21]，置于 37 ℃、5% CO2

条件下培养。培养过夜后，观察 PBMC 状态，向

6 孔板中分别加入 lenti-car 及 lenti-blank 慢病毒 

储液，并加入终浓度为 8 μg/mL 的聚凝胺[21]，将

6 孔板 2 500 r/min 离心 90 min，离心后继续培养。

12 h 后，2 500 r/min 离心 6 孔板 20 min，小心吸

走 1/2 上清，再加入等量的新鲜培养基。继续培

养 48 h 后，荧光显微镜下观察 GFP 表达情况，确
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定大部分 PBMC 被慢病毒感染，即为 CAR-T 细

胞或对照 T 细胞。 

1.2.5  HER2 阳性肿瘤细胞株筛选 

将实验室冻存肿瘤细胞株 SK-BR-3 (人乳腺

腺癌细胞)、SK-OV-3 (人卵巢癌细胞)、HepG2(人

肝癌细胞)、HT-29 (人结肠癌细胞)、Jurkat (人 T

淋巴细胞白血病细胞)、K562 (人慢性髓原白血病

细胞) 进行复苏、传代培养，待细胞状态良好、

汇合度达到 90%以上时，收集细胞于 1.5 mL 离心

管中，8 000 r/min 离心 3 min，弃上清。用预冷

PBS 洗涤 2 次，8 000 r/min 离心 3 min，弃尽上清。

加入 100 μL RIPA 细胞裂解液，反复吹打数次，

12 000 r/min 离心 10 min，小心吸取上清保存，用

BCA 试剂盒测定蛋白浓度。以 Western blotting 检

测各肿瘤细胞株的 HER2 蛋白表达量。经 10% 

SDS-PAGE 胶分离，转至 PVDF 膜，牛奶封闭 1 h

后，用兔抗人 HER2 抗体 (1∶5 000) 4 ℃孵育过

夜。次日用 TBST 洗膜 3 次，每次 3 min，再用

HRP 标记的羊抗兔 IgG (1∶2 000) 室温孵育 2 h，

之后用 TBST 洗膜 3 次，每次 3 min，去离子水洗

膜 2 次，每次 3 min。加入化学发光显色液后，在

凝胶成像仪上曝光显色。 

1.2.6  K562 HER2 阳性细胞株的构建 

将 HER2 阴性肿瘤细胞株 K562 接种于 6 孔

板中，以含 10%胎牛血清的 1640 培养基培养 24 h

后，将培养基更换为 opti-MEM 培养基。继续培

养 2 h后，将 24 μg的HER2表达质粒 perbB2-EGFP

和 72 μL 的转染试剂 lip2000 分别用 opti-MEM 培

养基稀释至 900 μL，室温静置 5 min 后，将质粒

稀释液逐滴加入转染试剂稀释液中，小心混匀，

室温静置。20 min 后，将混合液按照每孔 300 μL

混合液的量加入含 K562 的 6 孔板中。培养 6 h 后，

更换新鲜 1640 培养基 (含 10%胎牛血清)。继续

培养 24 h，荧光显微镜下观察 GFP 的表达情况，

初步判断转染效果。48 h 后，收集转染的 K562

细胞，一部分以 Western blotting 检测 HER2 表达

水平，另一部分用于抗肿瘤活性检测实验。 

1.2.7  HER2 CAR-T 细胞与肿瘤细胞共培养后

细胞因子 IL-2 和 IFN-γ 检测 

将感染了 lenti-car 慢病毒的 CAR-T 细胞和感

染了 lenti-blank 慢病毒的对照 T 细胞，分别以

4×105 cells/孔铺于 96 孔板中。将 HER2 阳性的

SK-OV-3 细胞、HER2 阴性的 K562 细胞、经转染

后的 HER2 阳性 K562 细胞分别以 1×104 cells/孔

加于各孔中。同时设置只加 T 细胞的阴性对照孔 

(加与实验孔等量的不经任何病毒感染的 T 细胞)。

每孔设置 3 个重复。铺板的 96 孔板于 37 ℃、5% 

CO2 条件下培养 24 h 后，吸取培养基上清液，以

1 500 r/min 离心 5 min 除去细胞及细胞碎片，小

心吸取上清液，按照 ELISA 试剂盒说明书方法检

测细胞因子 IFN-γ 和 IL-2 的含量。 

1.2.8  HER2 CAR-T 细胞体外抑制肿瘤细胞生

长活性的测定 

将感染了 lenti-car 慢病毒的 CAR-T 细胞和感

染了 lenti-blank 慢病毒的对照 T 细胞，分别以

4×105 cells/孔铺于 96 孔板中。将 HER2 阳性的

SK-OV-3 细胞、HER2 阴性的 K562 细胞、经转染

后的 HER2 阳性 K562 细胞分别以 1×104 cells/孔

加于各孔中。同时设置淋巴细胞本底释放孔 (加

与实验孔等量的 T 细胞)，肿瘤细胞对照孔(仅加

肿瘤细胞) 及空白对照孔  (仅加含 10%血清的

RPMI 1640)。每孔设置 3 个重复。将铺板后的 96 孔

板于 37 ℃、5% CO2 条件下培养 72 h，之后向每

孔加入 20 μL 浓度为 5 mg/mL 的 MTS，继续培养

4 h。培养结束后，用酶标仪以测定波长 490 nm

和参比波长 570 nm 测定各实验孔吸光度值 

(OD)。并以如下公式计算生长抑制率。 

生长抑制率＝100%−[(实验孔−淋巴细胞本底

释放孔)/(肿瘤细胞对照孔−空白对照孔)]×100%。 
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2  结果与分析 

2.1  HER2 CAR 慢病毒表达载体的构建 

本文所构建的 HER2 靶向第二代 CAR 分子

主要由 3 部分组成，分别是含 CD3ζ 的胞内区、

含 CD28 的跨膜区以及含 anti-HER2-scFv 的胞外

区  (图 1A)。本研究所设计的 CD28 的后引物

CD28-R与CD3ζ的前引物CD3ζ-F有互补区 (表1)，

所以可将 CD28 和 CD3ζ 的 PCR 产物等摩尔混合

后，用引物 CD28-F 和 CD3ζ-R 直接 PCR 扩增出

两个片段的连接产物，即 CD28-CD3ζ。PCR 产物

在琼脂糖凝胶电泳上显示的条带大小与预期值一

致 (图 1B 和 1C)。阳性克隆的 DNA 测序结果与

预期一致，表明 CAR 的慢病毒表达质粒 pCDH-car

构建正确。 

2.2  慢病毒颗粒的包装制备及滴度检测 

HEK293T 细胞在经过磷酸钙沉淀法共转染 40 h

后，可在荧光倒置显微镜下观察到明显的绿色荧光

信号 (图 2A)，约有 80%的 HEK293T 细胞明显表达

GFP 蛋白。在培养 48 h 时收集上清液，用 0.45 μm

滤头过滤除去细胞碎片，超高速离心收集 lenti-car

和 lenti-blank 慢病毒颗粒，重悬并分装病毒储液。 

以有限稀释法分析制备的慢病毒颗粒储液的

病毒滴度。慢病毒感染后 48 h，可在 HEK293T

细胞中观察到明显的绿色荧光信号，且随着稀释

度的增高，荧光细胞数量逐渐降低 (图 2B)。在第

6 稀释度，lenti-car 和 lenti-blank 慢病毒感染组都

可见明显可计数的荧光细胞。计算病毒滴度分别

为：lenti-car 慢病毒滴度 1.67×105；lenti-blank 慢

病毒滴度 3.56×105。 

 
 

 
 
 

图 1  靶向 HER2 CAR 慢病毒表达载体的构建 
Fig. 1  Construction of HER2-specific CAR lentivirus. (A) Schematic diagram of HER2-specific CAR. (B) CD28 and 
CD3ζ PCR analyzed by agarose gel electrophoresis. 1: CD3ζ; 2: CD28. (C) CD28-CD3ζ and anti-HER2-scFv PCR 
analyzed by agarose gel electrophoresis. 1: anti-HER2-scFv PCR without templates; 2: anti-HER2-scFv; 3: CD28-CD3ζ; 
4: CD28-CD3ζ PCR without templates. 
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图 2  慢病毒颗粒的包装制备及滴度检测 
Fig. 2  Preparation and titer determination of lentivirus. (A) Lentivirus produced by transfecting HEK293T cells. a: 
lenti-blank; b: lenti-car. (B) HEK293T cells infected by lentivirus with gradient dilution. a: HEK293T cells infected by 
lenti-blank; b: HEK293T cells infected by lenti-car. 
 

2.3  PBMC 制备及 PBMC 的慢病毒转染 

新鲜制备的人 PBMC 细胞，先以抗 CD3 抗体

和 IL-2 处理培养过夜进行激活。IL-2 作为 T 细胞

生长因子，有利于 T 细胞在体外长期存活，并刺

激 T 细胞增殖；抗 CD3 抗体刺激 T 细胞活化，有

利于后续的慢病毒转染[18]。PBMC 激活后，加入

慢病毒进行感染。48 h 后，在荧光显微镜下可观

察到成团状的绿色荧光细胞存在  (图 3)，这是

PBMC 经抗 CD3 抗体及 IL-2 激活和慢病毒感染

后形成的 T 细胞增殖簇，暗示慢病毒载体携带的

CAR 基因已经成功整合入 T 细胞中，并形成

CAR-T 细胞簇。 
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图 3  慢病毒感染 PBMC 

Fig. 3  PBMC infected by lentivirus. (A) PBMC infected by lenti- blank. (B) PBMC infected by lenti-car. 
 

2.4  HER2阳性肿瘤细胞株筛选及K562 HER2

阳性细胞株的构建 

通过 Western blotting 检测 (图 4A) 可以看

出，6 株肿瘤细胞株中，有 4 株表达 HER2 蛋白，

另外 2 株不表达，其中 SK-OV-3 和 SK-BR-3 在

HER2 条带处显色较深，为高表达 HER2 肿瘤细

胞株，HepG2 和 HT-29 条带相对较浅，为中等程

度表达 HER2 细胞株，而 K562 和 Jurkat 在 HER2

蛋白处没有条带，为 HER2 阴性细胞株。借助于

转染试剂 lip2000 将 HER2 表达质粒 perbB2-EGFP

转染 K562 细胞后，荧光显微镜下可观察到大约

60%的 K562 细胞被转染带有荧光  (图 4B)；

Western blotting 检测显示，转染后的 K562 能够中

等程度表达 HER2 蛋白 (图 4C)。根据以上结果，

选择 HER2 阳性的 SK-OV-3、HER2 阴性的 K562

细胞以及经 perbB2-EGFP 转染的 K562 细胞，用

于肿瘤细胞生长抑制试验。 

2.5  HER2 CAR-T 细胞与肿瘤细胞共培养后

细胞因子 IL-2 和 IFN-γ检测 

分别将 lenti-car 慢病毒感染的 CAR-T 细胞和

lenti-blank 慢病毒感染的对照 T 细胞与不同 HER2

表达的肿瘤细胞共培养，以 ELISA 试剂盒方法检测

细胞因子 IFN-γ和 IL-2 的分泌水平 (图 5)。在不经

任何病毒感染和处理的 T 细胞阴性对照组中，上清

液中细胞因子 IFN-γ 和 IL-2 的含量低于相应的

ELISA 试剂盒检测限，未能检出。如图 5A 所示，在

与HER2阳性的SK-OV-3肿瘤细胞共培养时，CAR-T

细胞分泌 IFN-γ的量为 (4 373.3±547.9) pg/mL，对照

T 细胞分泌 IFN-γ的量为 (243.1±28.2) pg/mL，两者

具有显著差异(P<0.05)；与 HER2 阴性的 K562 肿瘤

细胞共培养时，CAR-T 细胞分泌 IFN-γ 的量为 

(204.3±15.5) pg/mL，对照 T 细胞的 IFN-γ 分泌量为 

(225.3±24.2) pg/mL，两者差异不显著 (P>0.05)；而与

表达HER2的K562共培养时，CAR-T细胞分泌 IFN-γ

的量为 (1 575.6±272.8) pg/mL，显著高于对照 T 细胞

的 IFN-γ分泌量 (157.7±28) pg/mL (P<0.05)。如图 5B

所示，在与 SK-OV-3 肿瘤细胞共培养时，CAR-T 细

胞分泌 IL-2 的量为 (1 673.3±138.1) pg/mL，对照 T

细胞分泌 IL-2 的量为 (143.3±28.2) pg/mL，两者

具有显著差异 (P<0.05)；与 HER2 阴性的 K562
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肿瘤细胞共培养时，CAR-T 细胞分泌 IL-2 的量为

(103.3±16.5) pg/mL，对照 T 细胞的 IL-2 分泌量为

(125.3±24.4) pg/mL，两者差异不显著 (P>0.05)；

而与表达 HER2 的 K562 共培养时，CAR-T 细胞

分泌 IL-2 的量为(742.3±117.4) pg/mL，显著高于

对照 T 细胞的 IL-2 分泌量 (137.6±8.1) pg/mL 

(P<0.05)。以上结果表明，HER2 CAR-T 细胞能够

被表达 HER-2 的肿瘤细胞特异性激活，分泌炎症

性细胞因子 IFN-γ 和 IL-2，并对 HER-2 阳性的肿

瘤细胞产生免疫毒性效应。 

 

 
 

图 4  HER2 阳性肿瘤细胞株筛选及 K562 HER2 阳性细胞株的构建 

Fig. 4  Selection of HER2 positive tumor cells and construction of HER2 positive K562. (A) HER2 expressing in 
tumor cells detected by Western blotting. 1: HT-29; 2: Jurkat; 3: K562; 4: SK-BR-3; 5: SK-OV-3; 6: HepG2. (B) K562 
transfected with HER2 plasmid. (C) HER2 expressing in transfected K562. 1: untransfected K562; 2: transfected K562. 
 
 

 
 
 

图 5  ELISA 检测 IFN-γ (A) 和 IL-2 (B) 

Fig. 5  Detection of IFN-γ and IL-2 by ELISA. (A) IFN-γ. (B) IL-2. 
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2.6  HER2 CAR-T 细胞体外抗肿瘤活性测定 

以 lenti-car 慢病毒感染的 CAR-T 细胞和

lenti-blank 慢病毒感染的对照 T 细胞为效应细胞，

通过 MTS 方法检测对不同 HER2 表达的肿瘤细胞

的生长抑制作用。结果如图 6 所示，对于 HER2

阳性的 SK-OV-3 肿瘤细胞，CAR-T 对其生长抑制

率为 (58.47±1.72)%，而对照 T 细胞的生长抑制

率 仅 为  (8.42±1.97)% ， 两 者 具 有 显 著 差 异

(P<0.05)；而对于 HER2 阴性的 K562 肿瘤细胞，

CAR-T 对其生长抑制率为 (11.74±2.37)%，对照 T

细胞的生长抑制率为 (9.79±0.23)%，两者无显著

差异  (P>0.05)。以上结果初步证明本文构建的

CAR-T 细胞对于 HER2 阳性肿瘤细胞可产生显著

增强的生长抑制效果，具有 HER2 靶向性。 

为了进一步证明本文 CAR-T 的肿瘤细胞生

长抑制效果是由肿瘤细胞 HER2 表达所决定的，

将 HER2 阴性的 K562 细胞转染 perbB2-EGFP 质

粒，使其表达 HER2。结果如图 6 所示，CAR-T

对表达 HER2 的 K562 细胞的生长抑制率为 

(30.41±7.59)%，显著高于对不表达 HER2 的 K562

的 (11.74±2.37)% (P<0.05)；对照 T 细胞对表   

达 H E R 2 的 K 5 6 2 细胞的生长抑制率仅为

(13.35±3.34)%，显著低于 CAR-T 生长抑制率 

 

 
 

图 6  CAR-T 细胞及对照组 T 细胞抗肿瘤活性 

Fig. 6  Antitumor activity of CAR-T cells and control T 
cells. 

(P<0.05)，且与对照 T细胞对不表达 HER2的 K562

细胞的抑制率(9.79±0.23)%相当 (P>0.05)。以上

结果表明，HER2 的表达是决定 CAR-T 产生肿瘤

细胞生长抑制作用的关键因素，本文构建的

CAR-T 表现出明确的 HER2 靶向性，并且能够产

生显著的肿瘤细胞生长抑制作用，具有进一步开

发成为对 HER2 阳性肿瘤进行免疫细胞临床治疗

的潜力。 

3  讨论 

CAR-T 细胞直接识别肿瘤表面特异性抗原，将信

号通过胞内信号转导区传入 T 细胞，刺激 T 细胞

增殖，并分泌穿孔素、颗粒酶及细胞因子等，发

挥杀伤肿瘤细胞的作用[3,22-23]。随着 2017 年两种

CAR-T 产品在美国获批[7-8]，这使得 CAR-T 细胞

技术在国内更加炙手可热，也使得肿瘤免疫治疗

成为世界医药界的焦点。 

CAR 主要由 3 部分构成，分别是识别肿瘤表

面抗原的胞外区、连接胞内区和胞外区的铰链跨

膜区以及负责传导激活 T 细胞信号的胞内信号转

导区[24]，其中胞外区主要来源于单克隆抗体的单

链可变区，跨膜区一般由二聚体膜蛋白如 CD28、

CD8 等组成，而胞内区主要由 T 细胞受体的 CD3ζ

链组成[25-27]。自 1989 年 CAR 概念提出以来，CAR

技术得到了不断改进与发展，目前已经发展到第

三代[28]。3 代 CAR 的区别主要在于胞内信号转导

区：第一代 CAR 胞内信号转导区仅含有 CD3ζ 或

FcRγ 单一信号分子，但因缺乏共刺激因子而不能

充分激活 T 细胞。第二代 CAR 胞内区在第一代

CAR 基础上增加了 1 种共刺激因子，能显著提高

T 细胞增殖能力和抗肿瘤效应。而第三代 CAR 则

引入了 2 种以上的共刺激因子，能使 T 细胞持续

增殖，对肿瘤杀伤能力更强[3-4,29]。第三代 CAR

相对于第二代，更容易被肿瘤特异抗原所激活，

反应强度更大，杀伤能力更强，但由于其过强的
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反应灵敏性，体内使用时容易造成脱靶效应，即

可被非靶点的正常组织细胞所激活，并造成非靶

向性的杀伤效应，产生副作用，临床治疗的风险

更高，因此目前临床上应用的主要是第二代

CAR[6,16,30]。本文构建的靶向 HER2 第二代 CAR-T

细胞，胞外区是 anti-HER2-scFv，跨膜区为 CD28，

而胞内区是 CD3ζ 和 CD28 两个刺激因子，用于

靶向杀伤高表达 HER2 蛋白的肿瘤细胞。 

本文通过 Western blotting 方法，确定 SK-OV-3

和 SK-BR-3 为高表达 HER2 蛋白的肿瘤细胞株，

而 HT-29 和 HepG2 为中等程度表达 HER2 蛋白细

胞株，不表达 HER2 蛋白的细胞株为 K562 和

Jurkat。为得出显著结果，故选择高表达和不表达

细胞株作为后续实验研究对象。根据预实验结果，

SK-OV-3 相对于 SK-BR-3 更易活化，且生长速度

快，更适合进行本研究的肿瘤细胞生长抑制实验，

所以选择 SK-OV-3 为后续实验中 HER2 阳性靶细

胞，而 K562 相对于 Jurkat 细胞体积更大，易计

数，易收集，所以选择 K562 作为后续实验 HER2

阴性靶细胞。为进一步验证本文构建 CAR-T 细胞

的作用靶点为 HER2，消除不同种类细胞株对

CAR-T 细胞毒性可能存在的敏感性差异，通过转

染 HER2 质粒进入 K562 细胞，构建了 HER2 阳

性 K562。但由于转染 K562 为瞬时转染，且转染效

率不高，所以 CAR-T 细胞对 HER2 阳性 K562 杀伤

作用提升程度有限，并低于 SK-OV-3，但仍显著高

于 CAR-T 细胞对 HER2 阴性 K562 杀伤作用。 

本文以实验室保存的抗 HER2 抗体基因为基

础，构建靶向 HER 的 CAR-T 细胞，该 CAR-T 细

胞可被 HER-2 阳性的肿瘤细胞所特异性激活，分

泌大量炎症性细胞因子 IFN-γ 和 IL-2。其对 HER2

阳性的人卵巢癌细胞株 SK-OV-3 的生长抑制率为

(58.47±1.72)%，显著高于对照组 (P<0.05)；对

HER2阴性的人慢性髓原白血病细胞株 K562的生

长抑制率为(11.74±2.37)%，与对照组无显著差异

(P>0.05)；对构建的 HER2 阳性细胞 K562 的生长

抑制率上升为(30.41±7.59)%，较 HER2 阴性 K562

具有明显差异(P<0.05)。结果表明，本文构建的

HER2 靶向的第二代 CAR-T 细胞可选择性地抑制

高表达 HER2 蛋白的肿瘤细胞的生长，具有靶向、

安全、有效的特点，暗示了其对 HER2 阳性肿瘤

进行细胞免疫治疗的临床应用前景。但该方法仍

需进一步的荷瘤动物实验模型加以验证，这也是

本研究团队未来工作的重点。 
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