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摘  要: 基于嵌合抗原受体修饰的 T 细胞 (CAR-T) 的过继免疫疗法已被证明是治疗恶性肿瘤最有希望的策略   

之一，但是目前其在实体瘤中的应用依然有限。研究表明磷脂酰肌醇蛋白聚糖 3 (GPC3) 对肝细胞癌来说是一种有

意义的诊断、治疗和预后生物标志物，且已有利用第二代/第三代 GPC3 靶向的 CAR-T 细胞治疗肝细胞癌的研究报

道。为了进一步提高治疗效果，构建同时表达 GPC3 CAR、人源 IL-7 和 CCL19 细胞因子的第四代慢病毒载体，转

染 293T 细胞包装慢病毒并感染人 T 淋巴细胞制备靶向 GPC3 的第四代 CAR-T 细胞 (GPC3-BBZ-7×19)。利用细胞

计数、趋化小室、荧光素酶生物发光法以及流式细胞术等比较其与第二代 GPC3 CAR-T 细胞 (GPC3-BBZ)在增殖、

迁移、杀伤以及亚型分布方面的区别，评估 GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞对免疫缺陷小鼠体内 GPC3 阳性的肝细胞

癌腹腔移植瘤生长的作用。结果表明与 GPC3-BBZ CAR-T 细胞相比，GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞具备更强的增殖

能力、趋化能力以及记忆干细胞 (Stem memory T cell，Tscm) 组成比 (P 值均<0.05)，而在体外特异性杀伤 GPC3

阳性的肝细胞癌细胞以及细胞因子分泌水平方面无显著差异。此外，GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞能够明显抑制

免疫缺陷小鼠体内的 GPC3 阳性肝细胞癌移植瘤模型。因此靶向 GPC3 的第四代 CAR-T 细胞 (分泌 IL-7 和 CCL19)

有望比第二代 GPC3 靶向的 CAR-T 细胞更持久有效地对抗肿瘤，并产生针对肿瘤的记忆功能，为以后的临床试验

提供了临床前研究基础。 

关键词: 磷脂酰肌醇蛋白聚糖 3，肝细胞癌，嵌合抗原受体修饰的 T 细胞，增殖，迁移，记忆干细胞  
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Construction and function of Glypican-3-targeted 
fourth-generation chimeric antigen receptor T cells (secreting 
IL-7 and CCL19) 

Wanli Huang, Yu Liu, Yaodi Hu, and Jimin Gao 

School of Laboratory Medicine and Life Science, Wenzhou Medical University, Wenzhou 325035, Zhejiang, China 

Abstract:  Adoptive immunotherapy based on chimeric antigen receptor-modified T cells (CAR-T) is one of the most 

promising strategies to treat malignant tumors, but its application in solid tumors is still limited. Glypican-3 (GPC3) is a 

meaningful diagnostic, therapeutic, and prognostic biomarker for hepatocellular carcinoma (HCC). The second/third 

generation GPC3-targeted CAR-T cells are generated to treat HCC. In order to improve the therapeutic effect, we constructed 

a fourth-generation lentiviral vector to express GPC3 CAR, human interleukin-7 (IL-7) and CCL19. Then the lentiviral vector 

and packaging plasmids were co-transfected into HEK293T cells to generate CAR lentiviral particles. Human T lymphocyte 

cells were transduced with CAR lentiviral to develop the fourth-generation GPC3-targeted CAR-T cells (GPC3-BBZ-7×19). In 

vitro, we used cell counting, transwell assay, luciferase bioluminescence assay and flow cytometry to compare the 

proliferation, chemotaxis, cytotoxicity and subtype distribution between GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells and the second 

generation GPC3-targeted CAR-T cells (GPC3-BBZ). In vivo, we established GPC3-positive HCC xenograft model in 

immunodeficient mice, then untransduced T cells (non-CAR-T) or GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells were injected. Tumor 

growth in mice was observed by bioluminescence imaging. Results showed that compared with GPC3-BBZ CAR-T, 

GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells had stronger proliferation, chemotactic ability, and higher composition of memory stem T cells 

(Tscm) (P values<0.05). However, there were no significant difference in cytotoxicity and cytokine secretion between them. In 

addition, GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells could significantly eliminate GPC3-positive HCC xenografts established in 

immunodeficient mice. Therefore, the fourth-generation GPC3-targeted CAR-T cells (secreting IL-7 and CCL19) are expected 

to be more durable and effective against HCC and produce tumor-specific memory, to provide a preclinical research basis for 

future clinical trials. 

Keywords:  glypican-3, hepatocellular carcinoma, chimeric antigen receptor T cells, proliferation, chemotaxis, memory stem T 

cells 

 

肝细胞癌  (Hepatocelluar carcinoma，HCC) 

是一种侵略性癌症，也是全球范围内最常见的恶

性肿瘤，占原发性肝癌约 90%[1]。目前手术切除、

肝 移 植 和 肝 动 脉 化 疗 栓 塞 术  (Transarterial 

chemoembolization，TACE) 是治疗早期 HCC 患者

的主要策略[2-3]，但是大多数肝细胞癌患者确诊时

已是晚期，这些治疗并没有产生显著的效果。索

拉替尼、雷戈非尼、乐伐替尼等是美国食品药品

监管局 (Food and drug administration，FDA) 批

准的治疗晚期 HCC 的一线或二线药物，其临床疗

效存在一定的局限性[4-7]。因此迫切需要开发新的

策略治疗晚期 HCC 患者。 

嵌合抗原受体 (Chimeric antigen receptor，

CAR) 修饰的 T 细胞免疫疗法已被证实是一种非

常有希望的肿瘤治疗策略[8]，其可以特异性识别肿

瘤相关抗原，并以非主要组织相容复合物 (Major 

histocompatibility complex，MHC) 限制的方式消

除肿瘤细胞[9-10]。CAR 主要由识别并结合肿瘤细

胞表面抗原的胞外单链抗体可变片段  (Single 

chain antibody fragment，scFv)、跨膜段和胞内信

号转导/激活域组成。第二代/第三代 CAR-T 细胞

在第一代的基础之上加入一个 /两个共刺激分子

如 CD28、4-1BB 等从而增强了 CAR-T 细胞活化、

增殖和生存能力。第四代 CAR-T (又被称为

“TRUCK”) 则在传统的 CAR 载体上增加了编码

细胞因子的基因，其可以分泌 IL-12、IL-15 等细
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胞因子，从而改善 CAR-T 细胞的扩增和持久性，

提升其对于免疫抑制肿瘤微环境的抵抗力[11]。 

磷脂酰肌醇蛋白聚糖 3 (Glypican-3，GPC3)是

硫酸乙酰肝素蛋白聚糖 Glypican 家族成员的一种，

其通过糖基磷酰肌醇 (Glycosylphosphatidylinositol，

GPI) 锚定在细胞表面。GPC3 核心蛋白由 580 个氨

基酸组成，大小为 70 kDa。其已被证明在 HCC

中高表达，而在大多数健康的成年器官中无法检

测到[12-15]，GPC3 对于 HCC 来说是一种有意义的

诊断、治疗和预后评估的生物标志物。因此它可

以作为有希望的肿瘤相关抗原，用于构建靶向

HCC 的 CAR-T 细胞。事实上，已有研究者构建了

靶向 GPC3 的第二/三代 CAR-T 细胞，并在动物体

内验证了其对于细胞株或患者来源的 GPC3 阳性

肝细胞癌移植瘤的治疗效果[16-17]。 

虽然 CAR-T 疗法在治疗血液系统恶性肿瘤中

取得了重大突破，比如 2017 年靶向 CD19 的两种

CAR-T 细胞产品 Kymriah 和 Yescarta 被 FDA 分

别批准为治疗复发/难治性急性 B 淋巴细胞白血病

和难治性大 B 细胞淋巴瘤的首选治疗方式[18-19]，

但是目前 CAR-T 细胞对实体瘤的疗效依然有限。

原因是多方面的：实体瘤表面往往表达多种不同

的抗原，因此缺乏肿瘤特异性靶标；肿瘤免疫微

环境的存在可以抑制 CAR-T 细胞活性；CAR-T 

细胞体内的存活时间短等。 

本研究中我们构建了一种靶向 GPC3 的第四代

CAR-T 细胞 (分泌 IL-7 和 CCL19)。其中 IL-7 是

T 细胞稳态的主要调节因子，可以促进 T 细胞扩

增，对维持体内 T 细胞存活及持久性具有重要作

用[20-21]。CCL19 属于 CC 类趋化因子，可以募集

T 细胞和树突状细胞 (Dendritic cell，DC) 浸润到

肿瘤发生部位[22-23]。本研究通过体外比较第四代

GPC3 CAR-T 细胞 (GPC3-BBZ-7×19) 与第二代

GPC3 CAR-T 细胞 (GPC3-BBZ) 在增殖、迁移、

亚型和杀伤等功能方面的差异，以及体内观察

GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞对免疫缺陷小鼠体

内 HCC 移植瘤的作用效果，期望为 GPC3 阳性的

肝细胞癌提供新的治疗策略。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料 

慢病毒载体 pLenti-T2A-Luc-GFP、包装质粒

pLP1、pLP2 和 pMD2G 由本实验构建并保存。靶

向 GPC3 的单克隆抗体可变区 (4A11) 从专利[24]

获取。IL-7 和 CCL19 基因片段由苏州金唯智科技

有限公司合成。人肾上皮细胞系 HEK293T 和人

急性 T 细胞白血病细胞系 Jurkat 购于美国菌种保

藏中心 (American type culture collection，ATCC)。

人肝癌细胞系 Huh7、Hep3B 和 HepG2 由中国科

学 院 细 胞 库 提 供 。 无 特 定 病 原 体  (Specific 

pathogen-free，SPF) 级雄性、4–6 周龄的 NCG 

(NOD/ShiLtJGpt-Prkdcem26Cd52 Il2rgem26Cd22/Gpt)小

鼠购自南京集萃药康生物科技有限公司，动物生

产许可证号为 SCXK (苏) 2019-0009。小鼠饲养于

温州医科大学实验动物中心的 SPF 级实验室，动

物饲养许可证号为 SYXK (浙) 2015-0009。本研究

中动物实验严格按照温州医科大学医学实验动物

管理委员会制定的动物伦理条例进行相关操作。 

1.1.2  实验试剂 

TransStbl3 感受态购于上海桑尼生物技术公

司；DNA 胶回收试剂盒购于美国 Axygen 公司；

限制性内切酶购于美国 New England BioLabs 公

司；无缝克隆试剂盒购自南京诺唯赞生物科技公

司；质粒抽提试剂盒购自德国 QIAGEN 公司；PE

抗人 CD3 抗体、APC 抗人 CD45RA 抗体、FITC

抗人 CD45RO 抗体、PB 抗人 CD62L 抗体、APC

抗人 IFN-γ 抗体均购自美国 BioLegend 公司；鼠

抗人 GPC3 单克隆抗体和 FITC 标记的驴抗鼠 IgG 

(H+L) 抗体、PE 标记的链亲和素 (PE-SA) 购自

美国 Thermo Fisher 公司；生物素标记的 F(ab′)2

片段化羊抗人 IgG 购于美国 eBioscience 公司；
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FITC 标记的人 GPC3蛋白购自美国 AcroBiosystems

公司；IL-7 和 GM-CSF 细胞因子检测试剂盒购自

杭州联科生物技术有限公司；CCL19 细胞因子检

测试剂盒购自欣博盛生物科技有限公司；重组人

IL-2 购于美国 Prprotech 公司。D-(-)-荧光素购自

上海甄准生物科技有限公司；聚凝胺 (polybrene)

购自美国 Sigma 公司；聚乙酰亚胺 (Polyetherimide，

PEI) 购于美国 Sigma 公司。细胞培养基以及添加

剂均购于美国 Gibco 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  慢病毒表达载体的构建及其包装  

GPC3 CAR 由靶向 GPC3 的 4A11 单克隆抗体

的单链可变区与人 CD8α、4-1BB 和 CD3ζ 组成。

设计引物 (表 1) 对 GPC3 CAR 片段和人源 IL-7- 

CCL19 片段进行 PCR，再通过重叠延伸 PCR 将

IL-7-CCL19 片段与 GPC3 CAR 片段连接 (3 个片

段中间以 2A 自剪切肽隔开)，以 MluⅠ和 EcoRⅠ限

制性酶切位点酶切慢病毒表达载体 pLenti-T2A- 

Luc-GFP，通过无缝克隆将 GPC3 CAR 片段和

GPC3 CAR-IL-7-CCL19 片段分别插入载体中构

建第二代 CAR 慢病毒载体 GPC3-BBZ 和第四代

CAR 慢病毒载体 GPC3-BBZ-7×19。 

质粒通过第三代慢病毒包装系统进行病毒包

装：准备 EP 管，并加入适量的 PBS，在第 1 管

PBS 中分别加入一定量的目的质粒 GPC3-BBZ/ 

GPC3-BBZ-7×19与包装质粒 pLP1、pLP2、pMD2G；

在第 2 管 PBS 中加入 PEI，室温孵育 5 min；将    

第 2 管混合物加入第 1 管中，轻柔混匀并室温孵

育 20 min，形成质粒-PEI 复合物；将该复合物加

入细胞密度为 70%–80%的 293T 细胞培养基中，

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 48 h 后收集上清，

用 0.45 μm 滤膜过滤病毒原液并超速离心获得病

毒浓缩液。 

1.2.2  健康人外周血 CAR-T 细胞的制备及鉴定  

利用外周血淋巴细胞分离液 Ficoll 提取健康人

外周血中单个核细胞 (Peripheral blood mononuclear 

cell，PBMC)，按照 T 细胞与磁珠数量之比为     

1︰1 加入 α-CD3/α-CD28 抗体包被的磁珠分离人

T 细胞，并置于含 10%血清和 100 μg/mL IL-2 的

AIM-V 培养基中培养。24 h 后，计数活化的人

CD3+T 细胞，于每个孔加入 0.1×106 个 T 细胞和

感染复数 (Multiplicity of infection，MOI)=10 的

病毒浓缩液 (GPC3-BBZ 或 GPC3-BBZ-7×19)，培

养基补齐至 200 μL，并于每孔加入聚凝胺     

(1︰2 000)，1 200 r/min 离心 90 min，然后置于细

胞培养箱中，4 h 后换液。离心换液后继续培养，

每隔 2–3 d 补充培养基或者传代。制备的 CAR-T 

细胞分别命名为 GPC3-BBZ CAR-T 细胞和 GPC3- 

BBZ-7×19 CAR-T 细胞，将未经病毒感染的人 T

细胞 (non-CAR-T) 作为阴性对照。 

取转导 5 d 后的 T 细胞，用 FACS (由 50 mL 

PBS 加 1 mL 胎牛血清配制而成) 洗涤细胞，离心

弃上清液；加入 100 μL FITC 标记的人 GPC3 蛋

白 (工作浓度为 3 μg/mL) 重悬细胞，4 ℃孵育  

60 min，然后用 FACS 洗涤 3 次，用流式细胞仪

检测 T 细胞表面 CAR 的表达情况。 

1.2.3  荧光素酶生物发光法检测 CAR-T 细胞的

体外杀伤活性  

使用鼠抗人 GPC3单克隆抗体和 FITC标记的

驴抗鼠 IgG (H＋L) 抗体 (二抗) 对实验室中 4 种 

 
表 1  质粒构建所需引物 
Table 1  Primer sequence for plasmid construction 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Size (bp) 

GPC3-F TAGCCCCGGGGAATTCACCGCCATGGCTTTACCCGT            36 

GPC3-R CCTGGGAGGCAGGGCTTGCATGTG                           24 

IL-7-F CACATGCAAGCCCTGCCTCCCAGGGGCAGCGGCGCCACCAACT 43 

CCL19-R TTGTTTAAACACGCGTTCAGGAG 23 
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肝癌细胞株 Sk-hep1、HepG2、Huh7 和 Hep3B 进

行染色。用流式细胞术检测其 GPC3 表达水平。

将 pLenti-T2A-Luc-GFP 慢病毒质粒转导上述 GPC3

表达阳性的细胞，然后通过流式分选 GFP 阳性细

胞，构建长久、稳定表达 GFP 和荧光素酶 

(Luciferase)，且表达率在 90%以上的细胞株来用

于后续的杀伤实验。在 96 孔细胞培养板中加入

0.01×106 个靶细胞使其贴壁，并按效靶比 2︰1、  

5︰1、10︰1 和 20︰1 加入效应 T 细胞，每组设

置 3 个复孔。另外再设置只加靶细胞与培养基的

阴性对照孔和用 ddH2O 重悬靶细胞的阳性对照

孔，每组 3 个复孔。靶细胞为人肝癌细胞 HepG2、

Huh7 和 Hep3B，效应细胞为 non-CAR-T、GPC3- 

BBZ CAR-T细胞和 GPC3-BBZ-7×19 CAR-T细胞，

杀伤所用培养基为 AIM-V T 细胞完全培养基。铺

板结束后，将 96 孔板置于 37 ℃、5% CO2 细胞培

养箱中培养 24 h，然后在上清中加入荧光素酶的

底物 D-(-)-荧光素，避光孵育 10 min, 使用酶标仪

检测荧光值，计算各组 CAR-T 细胞对肿瘤细胞的

体外裂解率。裂解率=(Max−V)/(Max−Min)×100%。 

(Max：只加靶细胞与培养基孔的荧光值；Min：

ddH2O 重悬靶细胞孔的荧光值；V：效靶细胞共

孵育孔测得的荧光值) 

1.2.4  ELISA 法检测 CAR-T 细胞分泌的 IL-7 和

CCL19 细胞因子水平 

取培养至 5 d 和 10 d 的 CAR-T 细胞培养上

清，300 r/min 离心 10 min 后去除沉淀物，根据细

胞因子检测试剂盒要求，采用双抗体夹心法检测

CAR-T 细胞分泌的人 IL-7 (Human IL-7) 和

CCL19 (Human CCL19) 细胞因子水平，底物显色

后，使用酶标仪在 450 nm 读取 OD 值，根据标准

曲线计算各样品中相应的细胞因子浓度。 

1.2.5  CAR-T 细胞活化水平检测 

将靶细胞与肿瘤细胞按 1︰1 的效靶比共孵

育 24 h，取上清 300 r/min 离心 10 min 后去除沉

淀物，采用双抗体夹心法检测 CAR-T 细胞分泌人

GM-CSF 的水平。底物显色后，使用酶标仪在   

450 nm 读取 OD 值，根据标准曲线计算各样品中

相应的细胞因子浓度。 

采用同样的方法将靶细胞与肿瘤细胞进行共

孵育，并在上清中加入高尔基体阻断剂 (美国 BD

公司)，6 h 以后取 T 细胞进行染色：先洗涤 T 细

胞，再用 PE 标记的抗人 CD3 抗体染色，方法同

上，之后按照胞内染色试剂盒的操作流程先固定

和裂解 T 细胞，再加入配制的 APC 抗人 IFN-γ 抗

体重悬 T 细胞，室温孵育 40 min，染色完成后用

FACS 洗涤细胞并用流式细胞仪检测 T 细胞的

IFN-γ 分泌水平。 

1.2.6  计数检测 CAR-T 细胞增殖水平 

将 按 相 同 MOI 转 导 病 毒 的 GPC3-BBZ 

CAR-T 细胞和 GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞铺在

96 孔板中，0.1×106 个/孔，每组设置 3 个复孔，

并于 3、5、7、9 d 计数细胞的绝对数量，绘制生

长曲线比较 GPC3-BBZ CAR-T 细胞和 GPC3- 

BBZ-7×19 CAR-T 细胞生长速度。 

1.2.7  Transwell 实验检测 CAR-T 细胞趋化功能 

取培养至第 5 天的 T 细胞上清备用，取

non-CAR-T 细胞置于 DynaMagTM-5 磁力架上脱

磁，1 500 r/min 离心 5 min，弃上清，将细胞用

BufferⅠ (50 mL PBS 中加入 250 μL 血清配制而

成)洗涤后重悬，并计数，用 5 μmol/L CFSE 重悬 

(1×106 个细胞加 100 μL CFSE)，避光孵育 10 min，

然后用 T 细胞完全培养基洗涤 3 次。将 transwell 

小室放到 24 孔板中，于下室中加入 400 μL 不同

的 CAR-T 细胞培养上清，上室中加入 CFSE 标记

的 T 细胞，0.2×106 个/100 μL，然后将 24 孔板置

于 37 ℃、5% CO2 培养箱培养，2 h 后取出 24 孔

板，荧光显微镜下拍照，并计数迁移到下室的 T

细胞数量。 

1.2.8  流式细胞术检测 CAR-T 细胞亚型分布 

取培养第 5 天的 CAR-T 细胞，用流式细胞仪

检测其亚型分布情况，操作方法同上，使用抗体为
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APC 抗人 CD45RA 抗体、FITC 抗人 CD45RO 抗

体、PB 抗人 CD62L 抗体、生物素标记的 F(ab′)2

片段化羊抗人 IgG 和 PE 标记的链亲和素(PE-SA)。 

1.2.9  小鼠肝细胞癌腹腔移植瘤实验检测 CAR-T

细胞治疗效果  

收集处于生长对数期的 Huh7-Luc-GFP 细胞，

接种于雄性 NCG 小鼠的腹腔，每只小鼠接种

1×106 个 Huh7-Luc-GFP 细胞。当肿瘤生长至     

第 5 天时，荷瘤小鼠被随机分成 2 组，3 只/组。

各组小鼠通过尾静脉分别注射相应数量的病毒感

染 9 d 的 CAR-T 细胞：8×106 个 non-CAR-T 细胞/

只小鼠  (对照组 )； 8×106 个 GPC3-BBZ-7×19 

CAR-T 细胞/只小鼠 (实验组)。每隔 5–7 d 通过生

物发光活体成像仪检测小鼠体内肿瘤生长情况和

小鼠体重；CAR-T 细胞注射后第 28 天采集小鼠

外周血，通过流式细胞术检测小鼠外周血 CD3+T

细胞和 CAR-T 细胞的生存情况。 

1.2.10  统计学方法  

采用 GraphPad Prism 6 软件进行统计学分析。

所有实验均独立重复 3 次，结果以均数±标准差

( x s )表示。两组间比较采用独立样本 t 检验；

多组间比较采用双因素或单因素方差分析。P<0.05

为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  成功构建慢病毒载体GPC3-BBZ和GPC3- 

BBZ-7×19 
如图 1 所示，GPC3-BBZ 载体的抗原识别片

段来自针对 GPC3 的抗体 4A11 的单链可变区，其

后连接人源的 CD8α (铰链区和跨膜段)、4-1BB 

(共刺激分子) 以及 CD3ζ (T 细胞活化基序)。

GPC3-BBZ-7×19 在 GPC3-BBZ 的基础上加上人源

IL-7 和 CCL19 分子，中间用 2A 自剪切肽隔开。以

上 2 个慢病毒载体构建完成后，经过 AflⅡ限制性内

切酶鉴定以及上海桑尼生物科技有限公司测序，并

与图谱比对，结果与预期一致，说明构建成功。 

2.2  成功制备GPC3-BBZ CAR-T细胞和GPC3- 

BBZ-7×19 CAR-T 细胞 

成功构建慢病毒载体质粒后，将其与包装质粒

共转染 293T 细胞进行慢病毒包装，获得编码

GPC3-BBZ 和 GPC3-BBZ-7×19 的慢病毒；然后以

相同的感染复数转导健康人外周血提取的 CD3+T

细胞，制备 GPC3-BBZ CAR-T 细胞和 GPC3-BBZ- 

7×19 CAR-T 细胞。培养第 5 天用 FITC 直接标记

的商品化 GPC3 蛋白来检测 T 细胞表面 CAR 的表

达情况，结果显示 CAR 成功表达于 GPC3-BBZ 

CAR-T 细胞和 GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞表面，

且两者之间无明显差异 (P>0.05，图 2A–B)，说

明两种 CAR 病毒对 T 细胞的感染能力相当。 

2.3  GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞成功分泌

IL-7 和 CCL19 并在体外表现出增殖、趋化、

亚型优势 

使用不添加 IL-7 的 AIM-V 培养基对 T 细胞

进行培养，并分别取第 5 天和第 10 天的 T 细胞培

养上清，用 ELISA 法检测上清中 IL-7 和 CCL19

的浓度 (图 3A)。结果表明，non-CAR-T 和 GPC3- 

BBZ CAR-T 细胞的培养上清中没有检测到这两种

细胞因子，而 GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞的培

养上清均检测到 IL-7 和 CCL19 的分泌，并且随

着培养天数增加，其浓度也有所上升，差异有统

计学意义 (P<0.000 1)。因此可以进行下一步相关

的功能验证。 

为比较两种 CAR-T 细胞的增殖能力，我们将

转导 GPC3-BBZ CAR 或 GPC3-BBZ-7×19 CAR 病

毒的 T 细胞以相同的数量铺在 96 孔板中，然后隔

天对 T 细胞进行计数。结果 (图 3B) 表明，从第    

7 天开始，GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞的数量明

显多于 GPC3-BBZ CAR-T 细胞，差异有统计学意

义 (P<0.05)。培养第 7 天镜下可见 GPC3-BBZ- 

7×19 CAR-T 细胞成团生长，说明细胞状态佳，且

密度大于 GPC3-BBZ CAR-T 和 Non-CAR-T 细胞，

说明分泌 IL-7 的第四代 GPC3-BBZ-7×19 CAR-T

细胞其增殖能力优于第二代。 
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图 1  慢病毒载体 GPC3-BBZ 和 GPC3-BBZ-7×19 的质粒构建示意图 
Fig. 1  Design diagram of lentiviral vector GPC3-BBZ and GPC3-BBZ-7×19. GPC3-BBZ: the human GPC3-targeted 
second generation CAR lentiviral vector; GPC3-BBZ-7×19: the human GPC3-targeted fourth generation CAR lentiviral 
vector which can express human interleukin-7 and chemokine CCL19. 

 

 
 
图 2  流式细胞术检测 CAR-T 细胞表面 CAR 的表达情况 
Fig. 2  Chimeric antigen receptor (CAR) expression in GPC3-BBZ CAR-T cells and GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells. (A) 
CAR expression was detected by FCM assay. Representative data from five independent experiments are shown. (B) 
Comparison of CAR expression between GPC3-BBZ CAR-T cells and GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells. Data represent 
the x s  of five independent experiments. GPC3-BBZ CAR-T and GPC3-BBZ-7×19 CAR-T: the human T 
lymphocytes were transduced with lentivirus encoding GPC3-BBZ or GPC3-BBZ-7×19; Non-CAR-T: the human 
untransduced T lymphocytes as the negative control.  
 

在趋化实验中，我们将 non-CAR-T 细胞标记

上 CFSE 染料，并通过荧光显微镜观察 GPC3- 

BBZ-7×19 CAR-T 细胞分泌至上清的 CCL19 对

non-CAR-T 细胞的趋化作用。结果 (图 3C) 表明，

加入 GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞培养上清的孔

中，其迁移到下室的 non-CAR-T 数量比另两个组

更多，差异有统计学意义 (P<0.000 1)。 

由于 T细胞亚型对于 CAR-T免疫治疗效果具

有重要作用，因此我们通过流式细胞术比较

CAR-T 细胞的亚型分布。结果 (图 3D) 表明，在

GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞中，其初始 T 细胞 

(Native) (CAR+CD62L+CD45RA+CD45RO–) 和 T 记

忆干细胞 (Tscm) (CAR+CD62L+CD45RA+CD45RO+) 

的比例高于 GPC3-BBZ CAR-T，记忆干细胞的差

异有统计学意义 (P<0.001)。 

2.4  GPC3-BBZ-7×19 CAR-T细胞和GPC3-BBZ 

CAR-T 细胞有相当的细胞因子分泌能力以及体

外杀伤毒性 

用流式细胞术检测实验室的肝细胞癌细胞系

SK-Hep1、Huh7、HepG2 和 Hep3B 细胞表面 GPC3

的表达水平，结果如图 4A 所示，Huh7 表面的

GPC3 抗原为高表达，HepG2 和 Hep3B 为中等表

达，而 SK-Hep1 则不表达。 

将 non-CAR-T 细胞、GPC3-BBZ CAR-T 细胞 
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图 3  GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞和 GPC3-BBZ CAR-T 细胞体外功能比较 
Fig. 3  Functional comparison of GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells and GPC3-BBZ CAR-T cells in vitro. (A) IL-7 and 
CCL19 secreted by GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells was detected on day 5 and 10 by ELISA. (B) Absolute numbers of 
GPC3-BBZ CAR-T and GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells on day 3, 5, 7, 9 counted. (C) Chemotactic capacity of CCL19 
secreted by GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells toward non-CAR-T was examined by transwell assay. (D) To analysis the 
phenotype of CAR-T cells, the expression of CD62L, CD45RO, and CD45RA were determined by FCM assay with the 
indicated antibodies. Data represent the x s  of triplicates. *: P<0.05, ***: P<0.001, ****: P<0.000 1, n=3. 
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和 GPC3-BBZ-7×19 CAR-T细胞与 Huh7 细胞按效

靶比 1︰1 共孵育 24 h，ELISA 法检测共孵育上清

液中 GM-CSF 的浓度，流式胞内染色法检测共孵

育 T 细胞 IFN-γ 的分泌情况。结果 (图 4B) 显示，

GPC3-BBZ CAR-T 细胞和 GPC3-BBZ-7×19 CAR-T

细胞分泌 GM-CSF 和 IFN-γ 水平无显著性差异 

(P>0.05)。 

在体外杀伤实验中，我们采用荧光素酶生物

发光法检测 C A R - T 细胞与肝细胞癌细胞系 

(Huh7、HepG2 和 Hep3B) 在不同效靶比 (2︰1、

5︰1、10︰1、20︰1) 下共孵育 24 h 后的体外杀

伤情况。结果显示，GPC3-BBZ CAR-T 细胞和

GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞均能够特异性杀伤

GPC3 阳性肿瘤细胞，且杀伤效果无明显差异   

(P 值均>0.05，图 4C)，其对于靶细胞的最大裂解

率与靶细胞表面 GPC3 表达阳性率相关。以上结 

 

 
 

图 4  GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞体外杀伤活性以及细胞因子分泌能力检测 
Fig. 4  Cytotoxicity and cytokine secretion detection of GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells in vitro. (A) The glypican-3 
(GPC3) expression on human hepatocellular carcinoma cell lines was detected by FCM assay. (B) GM-CSF and IFN-γ 
secretion of GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells co-cultured with GPC3 positive hepatocellular carcinoma cells were 
detected by ELISA and FCM assay. (C) Cytotoxicity of GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells in vitro was detected by 
luciferase bio-luminescence assay. GM-CSF: granulocyte-macrophage colony stimulating factor; IFN-γ: interferon-γ. 
Data represent the x s  of triplicates. ***: P<0.001, ****: P<0.000 1, n=3. 
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果表明，分泌 IL-7 和 CCL19 并没有对 CAR-T 细

胞活化后的细胞因子分泌能力以及杀伤的特异性

和有效性造成不利影响。 

2.5  GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞使小鼠体内

GPC3 阳性的肝细胞癌腹腔移植瘤消退 

首先建立 Huh7-Luc-GFP 细胞的腹腔移植瘤模

型，然后利用 GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞进行体

内治疗。由生物发光成像结果 (图 5A) 来看，与 non- 

CAR-T 组相比，GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞有效

使小鼠体内的肿瘤消退。此外，我们将小鼠体重作

为衡量 CAR-T 治疗的毒性指标之一，定期对小鼠

体质量进行称量。结果显示，各组小鼠的体重无明

显差异 (P>0.05，图 5B)，提示靶向 GPC3 的第四

代 CAR-T 细胞 (分泌 IL-7 和 CCL19)治疗小鼠体内

的肝细胞癌腹腔移植瘤时未出现明显的不良反应。 

为了解 CAR-T 细胞在外周血中的存活情况，

于 28 d 取小鼠外周血进行染色，通过流式检测外

周血中 T 细胞所占比率，结果表明 CAR-T 组小鼠

CD3+T 细胞占 25% (图 5C–D)，这其中 GPC3 CAR

表达阳性的 T 细胞占 50%，而对照组小鼠的外周

血 CD3+T 细胞只占 1%，这可能是由于实验组小

鼠体内的肿瘤细胞被 CAR-T 特异性识别并刺激

其增殖，而对照组中的 non-CAR-T 细胞不能特异

性识别肿瘤细胞而自然衰竭死亡。 

3  讨论 

基于 CAR-T 细胞的免疫过继疗法已被证明是

治疗 B 淋巴细胞恶性肿瘤的一项有效策略，目前

这种临床的成功性较难体现到实体瘤身上，由于实

体瘤异质性以及免疫微环境的存在，包括髓样来源

的抑制细胞  (Myeloid derived supressor cell，

MDSC)、调节性 T 细胞 (Regulatory cell，Treg)、

免疫抑制细胞因子 (例如 IL-10) 等[25-26]，这些因

素限制了 CAR-T 细胞在体内的增殖能力和持久

性，从而影响其抗肿瘤能力。 

先前的研究表明，T 区成纤维网状细胞产生

的 IL-7 和 CCL19 对于淋巴器官中 T 细胞区的形

成和维持至关重要[27-28]。为了提高靶向 GPC3 的

CAR-T 细胞对肝细胞癌的治疗效果，我们构建并

制备了靶向 GPC3 的第四代 CAR-T 细胞 (分泌

IL-7 和 CCL19)，与第二代 GPC3 CAR-T 相比，IL-7

和 CCL19 的分泌不影响 T 细胞表面 CAR 表达以

及 CAR-T 杀伤肝癌细胞的特异性和有效性。然而

在无外源性添加 IL-7 的培养过程中，GPC3- 

BBZ-7×19 CAR-T 细胞展现出了更为出色的增殖

能力，这将有利于其在体内的生存，提高其临床

活性。此外，CAR-T 表型已被证明是临床疗效的

一个关键因素[29-31]，相较于中央记忆型 T 细胞而

言，T 记忆干细胞分化程度低，具有更强的自我更

新以及分化生成所有记忆和效应 T 细胞子集的能

力，从而被认为具有更强的抗肿瘤活性和持久   

力[32]。已有研究表明 IL-7 趋向于诱导 CAR-T 细

胞分化生成 Naive、Tscm 等分化程度更低的细  

胞[33]。经亚型分析发现，GPC3-BBZ-7×19 CAR-T

中 Tscm 的比率确实高于二代 GPC3-BBZ CAR-T，

这有利于其在体内形成针对肿瘤的长效记忆功

能，从而更有效预防肿瘤复发。CCL19 是 T 细胞

和树突状细胞的趋化因子，我们于体外验证

GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞分泌的 CCL19 对

non-CAR-T 细胞具有促迁移作用，这有助于其在

体内募集外周血 T 细胞和树突状细胞协同对抗肿

瘤。此外针对 HCC 移植瘤模型的体内研究表明，

GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 能有效清除免疫缺陷小

鼠体内的 HCC 移植瘤模型，并且在观察期间小鼠

体重稳定，未发现不良反应，一个月之后在外周

血中仍然能够检测到部分存活的 CAR-T 细胞。 

传统的 CAR-T 细胞由于在体内生存时间不

够长，而且受到肿瘤微环境中各种免疫抑制因子

的影响，对肿瘤的浸润能力较差，本研究构建了

一种靶向 GPC3 的第四代 CAR-T 细胞 (分泌 IL-7

和 CCL19)，其生存能力、趋化能力和亚型分布均

优于第二代 GPC3 CAR-T 细胞，因此有望在体内

取得更好的抗肿瘤效果，并为之后的临床试验提

供临床前研究基础。 
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图 5  GPC3-BBZ-7×19 CAR-T 细胞对 NCG 小鼠体内肝细胞癌腹腔移植瘤的作用效果 
Fig. 5  Effect of GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells on the growth of GPC3-positive hepatocellular carcinoma xenograft in 
NCG mice. (A) NCG mice bearing Huh-7-Luc-GFP xenografts were intravenous injected with 8×106 non-CAR-T or 
GPC3-BBZ-7×19 CAR-T cells on day 5. Mice were imaged weekly. Tumor growth was assessed by total bioluminescence 
signals. (B) The weight curve of NCG mice after incubation with different CAR-T cells. (C) CD3+ human T cells in mice 
peripheral blood were detected by FCM assay. (D) CAR+ T cells in mice peripheral blood were detected by FCM assay. 
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