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靶向人源 BCMA的嵌合抗原受体 T细胞构建及体外抗肿瘤活性研究 *
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摘要 目的：通过对 CAR结构的 ScFv单链可变区进行改造，构建并筛选具有更强杀伤肿瘤细胞功能的新型靶向人源 B细胞成熟

抗原（BCMA）的嵌合抗原受体 (CAR)-T细胞。方法：构建靶向人源 BCMA的 CAR分子，用逆转录病毒载体包装成功后转导健康

志愿者的 T细胞，制备 Anti-BCMA-CAR-T细胞。将 Anti-BCMA-CAR-T细胞作为观察组，普通 T细胞作为对照组，将其与 RP-

MI-8226细胞共培养，采用 CFSE染色的 T细胞增殖实验观察两组体外增殖能力。采用荧光素酶化学发光实验检测两组细胞在不

同效靶比（1:8、1:4、1:2、1:1、2:1、4:1）对 RPMI-8226细胞的杀伤效率，采用流式细胞术检测两组细胞在不同效靶比（1:4、1:2、1:1、2:

1、4:1）对 RPMI-8226细胞的杀伤效率。结果：CFSE检测结果显示，与对照组比较，观察组 FITC信号明显左移，表明 T细胞增殖能

力越强。流式细胞术检测结果显示,相同效靶比时，观察组对 RPMI-8226细胞的杀伤效率均高于对照组（P均 <0.05）；荧光素酶化

学发光实验结果显示，相同效靶比时，观察组对 RPMI-8226细胞的杀伤效率均高于对照组（P均 <0.05）。在效靶比为 4:1时，

CAR170-T（未经改造的传统的 ScFv）细胞和 CAR174-T（经改造的 ScFv）细胞的杀伤效率分别达到了 88.5± 0.3 %和 98.5± 0.7 %。

结论：通过对 CAR结构的 ScFv单链可变区进行改造后成功构建出的新型靶向 BCMA的 CAR-T细胞，它能保持较强的增殖活性

且具有更强的杀伤肿瘤细胞的能力。
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Construction of Chimeric Antigen Receptor T Cells Targeting
Human BCMA and its Antitumor Activity in Vitro*

To construct and screen the new type of chimeric antigen receptor CAR-T cell targeting human-derived B

cell maturation antigen(BCMA), By modifying the ScFv single-chain variable region of the CAR structure, a novel chimeric antigen

receptor (CAR)-T cell targeting human B-cell maturation antigen (BCMA) with a stronger ability to kill tumor cells was constructed and

screened. We constructed a CAR molecule targeting BCMA human ScFv, and after successful packaging with retroviral vector,

transducing T cells from healthy volunteers to prepare Anti-BCMA-CAR-T cells. Anti-BCMA-CAR-T cells were used as the observation

group and normal T cells were used as the control group, they were co-cultured with RPMI-8226 cells, and the proliferation ability of the

two groups in vitro was observed by the T cell proliferation experiment stained with CFSE. The killing efficiency of two groups of cells

on RPMI-8226 cells at different effect-to-target ratios (1:8, 1:4, 1:2, 1:1, 2:1, 4:1) was detected by luciferase chemiluminescence assay.

Flow cytometry was used to detect the killing efficiency of the two groups of cells on RPMI-8226 cells at different effect-to-target ratios

(1:4, 1:2, 1:1, 2:1, 4:1). CFSE detection results showed that compared with the control group, the FITC signal in the observation

group shifted significantly to the left, indicating that the T cell proliferation ability was stronger. The results of flow cytometry showed

that at the same effect target ratio, the killing efficiency of the observation group on RPMI-8226 cells was higher than that of the control

group (both P<0.05); the results of luciferase chemiluminescence experiment showed that the same effect target ratio, the killing efficiency
of RPMI-8226 cells in the observation group was higher than that in the control group (P<0.05). When the effect-to-target ratio was 4:1,

the killing efficiencies of CAR170-T (unmodified conventional ScFv) cells and CAR174-T (modified ScFv) cells reached 88.5± 0.3 %

and 98.5± 0.7%, respectively. We successfully constructed a novel type of BCMA-targeting CAR-T cells by modifying the

ScFv single-chain variable region of the CAR structure, which can maintain strong proliferative activity and have a stronger ability to kill

tumor cells.
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前言

近年来，血液肿瘤的发病率日益增高，血液肿瘤是指以急、

慢性白血病，骨髓增生异常综合征，淋巴瘤，多发性骨髓瘤等为

代表的骨髓恶性增殖性疾病。多发性骨髓瘤（multiple myeloma，

MM）是一种终末分化的浆细胞异常增殖的恶性肿瘤，是第二

大最常见的血液系统恶性肿瘤[1]，是仅次于非霍奇金淋巴瘤的

第二大血液系统恶性肿瘤，约占造血系统恶性肿瘤 10 %[2]。近

年来，我国MM的发病率迅速增加。随着新的治疗药物[3,4,22]如

蛋白酶体抑制剂和免疫调节剂的发展，患者的预后有了明显改

善，但是MM仍然是一种难治之症，几乎所有患者最终都会面

临复发和耐药的风险。因此，研究新的MM治疗方案是至关重

要的。以嵌合抗原受体 T（chimeric antigen receptor modified T

cell，CAR-T）细胞为代表的免疫疗法在血液系统恶性肿瘤中显

示出了良好的疗效，有望成为MM的新型有效治疗方法。

目前 CAR-T细胞治疗MM的靶点有很多种，包括 B细胞

成熟抗原（BCMA）、CD19、CD138、SLAMF7、免疫球蛋白 K轻

链等。BCMA蛋白属于肿瘤坏死因子受体（TNFR）超家族成员[5]，

表达于晚期记忆 B细胞和浆细胞表面，在 B细胞分化过程中

表达增强，在 MM细胞和人骨髓细胞系中表达，且表达量高于

正常浆细胞[6]，在造血干细胞和幼稚 B细胞上不表达，是治疗

MM的理想靶点[7]。因此本研究选取了 BCMA为靶点。在 CAR

的结构中，靶向肿瘤抗原的特异性及亲和力是 CAR-T疗法安

全有效性的基础，单链抗体可变片段（ScFv）决定着 CAR-T细

胞的特异性识别，是至关重要的结构域[8]。ScFv的亲和力特征

是一个重要的抗原结合结构域参数，并且决定着 CAR分子的

功能。因此本研究将 ScFv单链可变区进行改造，将传统的

VH-VL结构改造为亲和力更强的两个 VH结构的串联，旨在

筛选出杀伤效果更强的靶向 BCMA的 CAR。

1 材料与方法

1.1 细胞系、主要试剂

细胞系：包装细胞系 Pheonix ECO细胞、包装细胞系 PG13

细胞均购自于美国 ATCC公司；肿瘤细胞系人多发性骨髓瘤外

周血 B淋巴细胞系（RPMI-8226肿瘤细胞）、实验室前期已经使

用 RPMI-8226细胞构建出了携带（GFP）标签以及荧光素酶报

告基因(LUC)标签的 RPMI-GFP-LUC细胞系、人原髓细胞白血

病细胞（HL-60）、实验室前期已经使用 HL-60细胞构建出了携

带荧光素酶报告基因（LUC）标签的 HL-60-LUC细胞系。

主要试剂：RPMI 1640培养基、AIM-Ⅴ培养基、胎牛血清

（FBS）、Penicillin Streptomycin及 PBS缓冲液均购自美国 Gibco

公司，FuGene HD转染试剂购自美国 Promega公司，淋巴细胞

分离液均购自北京友谊中联生物科技有限公司，白细胞介素 2

（IL-2）、OKT-3购自北京义翘神州科技股份有限公司，Clon Ex-

press Ulter One Step Cloning Kit无缝克隆试剂盒、胶回收试剂

盒、无内毒素质粒大提试剂盒、质粒纯化试剂盒、Bright-LumiⅡ

萤火虫荧光素酶报告基因检测试剂盒、DH5琢 化学感受态细
胞、XhoⅠ /NotⅠ限制性内切酶、Annexin V-Alexa Flour 647/PI
凋亡检测试剂盒等购自北京兰博利德有限公司，PE anti-Myc、

APC anti-human CD269（BCMA）、CD3-APC等抗体均购自美国

BD公司。

1.2 靶向 BCMA的 CAR分子构建

本实验制备的 BCMA-CAR分子，为经典的二代 CAR分

子结构，将引导肽 SP、改造后的 BCMA ScFv、CD8铰链区和跨

膜区、4-1-BB胞内区结构域以及 CD3灼胞内区进行依次串联，
并在 SP引导肽和 BCMA ScFv结构之间加入了 Myc标签，以

便后续实验的流式检测。

实验室前期通过噬菌体展示技术筛选出亲和力较强的靶

向 BCMA的单链可变区（ScFv）[9]，使用 16VH、19VH代替传统

的 VH- (G4S)3-VL，作为改造后的 ScFv区，使用 VH-(G4S)

3-VH结构代替 VH-(G4S)3-VL结构，作为改造后的 ScFv区。

由此构建靶向人源 BCMA的 CAR分子，其结构为经典第二代

CAR分子结构，将 BCMA ScFv、CD8铰链区和跨膜区、4-1-BB

胞内区和 CD3灼胞内区依次串联，具体分子结构见图 1。

图 1 CAR分子结构图

Fig. 1 Molecular structure of CAR

1.3 靶向 BCMA的 CAR质粒构建

使用 PCR的方法获得了包含 BCMA-CAR的目的片段，然

后通过限制性内切酶酶切的方法获得载体片段，最后使用无缝

克隆的方法将目的片段与载体进行连接。用 DH5琢感受态进行
转化涂板，涂布菌液的平板在细菌培养箱中培养 14 h，观察菌

落的生长情况，有单克隆菌落长出，对其进行挑取。挑取单克隆

加入有氨苄抗性的 LB培养基中中进行扩大培养，6 h后进行

菌落 PCR反应。随后进行琼脂糖凝胶实验。将琼脂糖凝胶用照

胶仪进行紫外线照射后，并将发光条带大小与目的片段大小进

行比对，大小正确的单克隆菌落，继续 37℃摇床孵育 12～16 h，

用培养后的菌液进行质粒提取并送至测序公司测序。将测序正

确的质粒载体命名为 BCMA-CAR170、BCMA-CAR174。

1.4 T细胞的制备与分离

使用肝素抗凝管抽取 2位健康志愿者外周血各 10 mL，采

用 Ficoll密度梯度离心法分离单个核细胞（PBMC），重悬于

AIM-Ⅴ完全培养基（添加 10%FBS和 1%青 -链霉素溶液），同

时加入终浓度为 100 ng/mL OKT-3和 100 U/mL IL-2刺激 T细

胞增殖，37℃、5%CO2细胞培养箱中无菌培养。收集培养后的

细胞即为人原代 T细胞。

1.5 CAR-T细胞的制备

将培养 48 h后的原代 T细胞分为 BCMA-CAR170-T、BC

MA-CAR174-T，共两组。将测序正确的BCMA-CAR170、BCMA-
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CAR174质粒分别包装成逆转录病毒载体并转导人原代 T细

胞即为 BCMA-CAR170-T（对照组）、BCMA-CAR174-T（实验

组）。实验操作如下：首先需要使用 OKT3激活超过 48 h的人

原代 T 细胞。转导前一天，使用重组人纤维连接蛋白

（Retronectin）进行 12 孔非组织培养板的铺板，每孔加入

RetroNectin 10 滋L，再加入 1 mL PBS，避光放置到 4℃冰箱过

夜孵育。第二天把 12孔板从冰箱中取出弃掉孔内原有液体，加

入对应的逆转录病毒载体 1 mL。将 12孔板配平后放入离心机

离心 1 h，随后吸出逆转录病毒载体，加入经逆转录病毒载体重

悬的 T细胞（每孔 5× 105个），于 5%CO2、37℃的条件下孵育 2 h。

孵育结束后，将 12孔板内上清移至 1.5 mL离心管内，离心并

弃上清，用 1 mL对应的逆转录病毒载体进行细胞重悬后加入

到 12孔板内，放入离心机离心 1 h后，放回 37℃、5 % CO2培

养箱中孵育 2 h。孵育结束后，将 12孔板内上清移至 1.5 mL离

心管内，离心 5 min。弃上清，用 1 mL AIM-V完全培养基进行

细胞重悬后加入到 12孔板内，并加入 IL-2放回 37℃、5% CO2

培养箱中进行培养，48 h 后进行后用 PE anti-Myc 抗体通过

FCM检测 MYC抗原表达，计算转导效率（即 MYC表达率）。

转导效率 =MYC-PE阳性细胞数 /总活细胞数× 100%。

1.6 两组细胞对靶细胞的杀伤能力观察

1.6.1 流式检测肿瘤细胞 BCMA抗原的阳性表达率 采用流

式细胞术。本实验使用 BCMA 抗原表达阳性的 RPMI-

GFP-LUC细胞和 BCMA抗原表达阴性的 HL-60-LUC细胞，细

胞混匀后各取 500 滋L（分 2管：染色管与不染色阴性对照管），

向不染色的细胞管中加入 400 滋L染色缓冲液，重悬后过滤到
流式管中作为阴性对照管。染色管中加入染色缓冲液 48 滋L和
2.5 滋L的 APC anti-human CD269（BCMA），放到避光盒后放到

4℃冰箱孵育 1 h，孵育结束终止染色，进行流式检测。

1.6.2 荧光素酶报告基因检测法检测靶向 BCMA的 CAR-T细

胞对肿瘤细胞的杀伤效率 采用荧光素酶报告基因法。使用

携带荧光素酶报告基因的 RPMI-GFP-LUC肿瘤细胞作为靶细

胞，CAR-T细胞作为效应细胞、未转导的 PAN-T细胞作为对照

组细胞，分别按不同效靶比（1:4、1:2、1:1、2:1、4:1）与靶细胞 RP-

MI-GFP-LUC共孵育 12 h，加入荧光素酶底物后通过酶标仪读

数，来判断效应细胞杀伤肿瘤的情况。杀伤效率 =[1-（试验孔读

数数据 -空白孔读数空数据）/（最大释放孔读数数据 -空白孔

读数数据）]× 100 %。

1.6.3 荧光素酶报告基因检测法检测 CAR-T 细胞对表达

BCMA抗原的肿瘤细胞的特异性杀伤 采用荧光素酶报告基

因法。本实验使用表达 BCMA抗原的 RPMI-GFP-LUC肿瘤细

胞和不表达 BCMA抗原的 HL-60-LUC（携带荧光素酶报告基

因）肿瘤细胞分别作为靶细胞，CAR174-T细胞作为效应细胞、

未转导的 PAN-T细胞作为对照组细胞，分别按不同效靶比（1:

4、1:2、1:1、2:1、4:1）与靶细胞 RPMI-GFP-LUC、HL-60-LUC 共

孵育 12 h，使用 Annexin-V-Alexa Fluor 647凋亡试剂进行染色

后通过流式细胞术检测效应细胞杀伤肿瘤的情况。

1.6.4 流式细胞术检测靶向 BCMA的 CAR-T细胞对肿瘤细胞

的杀伤效率 采用流式细胞术。本实验使用 RPMI-GFP-LUC

肿瘤细胞作为靶细胞，CAR-T细胞作为效应细胞、未转导的

PAN-T细胞作为对照组细胞，分别按不同效靶比（1:4、1:2、1:1、

2:1、4:1）与靶细胞 RPMI-GFP-LUC共孵育 12 h，使用 Annex-

in-V-Alexa Fluor 647凋亡试剂进行染色后通过流式细胞术检

测效应细胞杀伤肿瘤的情况。

1.7 靶向 BCMA的 CAR-T细胞体外增殖功能验证

采用 CFSE染色的 T细胞增殖实验。使用 RPMI-8226肿瘤

细胞作为靶细胞，CAR-T细胞作为效应细胞、未转导的 PAN-T

细胞作为对照组细胞。将 RPMI-8226细胞用 AIM-Ⅴ完全培养

基（含 IL-2）稀释至 4× 104/100 滋L，取 100 滋L接种于 96孔板

实验孔。取两组细胞，采用 CFSE（用 AIM-Ⅴ培养基稀释成 10

滋mol/mL）37℃水浴避光染色处理；调整细胞密度为 1× 104/100

滋L，取 100 滋L加在铺有 RPMI-8226细胞的孔中，即效靶比为

1:4。放入培养箱中共培养 24 h，上流式细胞仪，CD3-APC染色

标记 T细胞，以 CFSE现染（0 h）的 T细胞作为阳性对照。通过

流式检测 CFSE信号强弱观察单独的 CAR-T细胞的增殖情况

以及效应细胞与肿瘤细胞共培养后的效应细胞的增殖情况，

CFSE信号越弱（左移越明显）表明其增殖能力越强。

1.8 统计学方法

采用 GraphPad Prism 8统计软件。计量资料以 x± s 表示，
组间比较采用 t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 流式细胞术检测靶向 BCMA的 CAR-T细胞的转导效率

使用 PE anti-Myc 抗体对 PAN-T 细胞、CAR170-T 细胞、

CAR174-T细胞细胞进行染色后 4℃避光孵育 1 h，以未转导的

PAN-T细胞作为对照组进行流式检测，检测结果如图 2所示，

CAR170-T 细胞的转导效率为 62.7%、CAR174-T 细胞的转导

效率为 45.1%。

2.2 检测肿瘤细胞表面 BCMA抗原表达

以未染色的 RPMI-8226细胞、HL-60细胞作为阴性对照，

使用 APC anti-human BCMA 抗体对 RPMI-8226 细胞、HL-60

细胞进行染色，流式细胞术检测肿瘤表面 BCMA抗原的表达

情况。结果显示：RPMI-8226细胞表达 BCMA抗原，HL-60细

胞不表达 BCMA抗原，BCMA的阳性率分别为 69.9%、0.84%。

2.3 荧光素酶报告基因检测法检测靶向 BCMA的 CAR-T细胞

对肿瘤细胞的杀伤效率

本实验使用了 RPMI-GFP-LUC 细胞作为靶细胞，PAN-T

细胞、CAR170-T细胞和 CAR174-T细胞作为效应细胞与靶细

胞共孵育 12 h后进行检测，实验结果如表 1和图 4，与对照组

PAN-T相比，在效靶比为 4:1时，CAR170-T细胞杀伤效率达到

了 88.5± 0.3 %，CAR-174杀伤效率达到了 98.5± 0.7 %。在设

置的全部效靶比中，改造后的 CAR174-T（ScFv结构为 16VH-

(G4S)3-19VH）细胞对 RPMI-GFP-LUC肿瘤细胞的杀伤效率要

高于具有传统的单链可变区 ScFv（16VH-(G4S)3-16VL）结构的

CAR-170T细胞的杀伤效率，且差异具有统计学意义。

2.4 荧光素酶报告基因检测法检测 CAR-T细胞对表达 BCMA

抗原的肿瘤细胞的特异性杀伤

本实验使用了 RPMI-GFP-LUC 细胞和 HL-60-LUC 细胞

作为靶细胞，PAN-T细胞、CAR174-T细胞作为效应细胞与靶

细胞共孵育 12 h后进行检测，如图 5所示，当靶细胞为表达

BCMA抗原的 RPMI-GFP-LUC细胞时，CAR-T细胞对其有明
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图 2 靶向 BCMA的 CAR-T细胞的转导效率

Fig. 2 Transduction efficiency of CAR-T cells targeting BCMA

Note: Blue represents the flow cytometry results of untransduced T cells stained with PE anti-Myc antibody, which is used as a negative control, and red

represents CAR-T cells transduced with different retroviral vectors, stained with PE Flow cytometry results after anti-Myc antibody staining.

图 3 肿瘤细胞表面 BCMA抗原检测

Fig.3 Detection of BCMA antigen on the surface of tumor cells

Note: Blue represents the results of flow cytometry of tumor cells not stained with APC anti-human BCMA antibody, which is used as a negative control,

and red represents the results of flow cytometry of tumor cells stained with APC anti-human BCMA antibody.

Note: CAR-T cells and PAN-T cells were statistically analyzed separately, and the values were kept to the last decimal point, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.
001, n=3.

显杀伤作用，杀伤强度随效靶比的升高而增强；当靶细胞为不

表达 BCMA抗原的 HL-60-LUC细胞时，CAR-T细胞对肿瘤细

胞不具有杀伤作用，PAN-T细胞在效靶比 1:8至 2:1时，对靶

细胞也没有杀伤作用。

表 1 荧光素酶报告基因检测法检测效应细胞对靶细胞的杀伤效果（%，x± s）
Table 1 Luciferase reporter gene detection method to detect the killing effect of cells on target cells（%, x± s）

1:8 1:4 1:2 1:1 2:1 4:1

PAN-T 4.1± 2.8 13.2± 1.4 20.5± 0.7 30± 2.8 49.5± 4.9 70.5± 0.7

CAR170-T 9.5± 0.7 14.1± 0.1 21.2± 2.8 36.5± 5.0 66.3± 1.4 88.5± 0.3***

CAR174-T 34.0± 0.5** 38.5± 7.8* 53± 5.7* 77.1± 1.4** 90.2± 1.4** 98.5± 0.7***
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Note: CAR-T cells and PAN-T cells were statistically analyzed separately, and the values were kept to the last decimal point(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.
001, n=3).

图 4 荧光素酶报告基因检测 CAR170-T细胞和 CAR174-T细胞对

RPMI-GFP-LUC细胞的杀伤能力

*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，n=3。
Fig. 4 Luciferase reporter gene detection of the killing ability of

CAR170-T cells and CAR174-T cells on RPMI-GFP-LUC cells (*P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001, n=3)

2.5 流式细胞术检测 CAR-T细胞对肿瘤细胞的杀伤

本实验使用了 RPMI-GFP-LUC 细胞作为靶细胞，使用

PAN-T 细胞、CAR170-T细胞、CAR174-T 细胞作为效应细胞

共孵育 12 h后进行检测，实验结果如表 2和图 6所示，与对照

组 PAN-T 相比，CAR174-T 细胞的杀伤效果较强，CAR170-T

细胞也具有杀伤肿瘤的能力，在效靶比为 4:1时，CAR170-T和

CAR174-T的杀伤效率分别达到了 19.9± 0.7 %、32.8± 0.9 %。

2.6 流式细胞术检测肿瘤细胞对 CFSE标记的 CAR-T细胞的

增殖影响

本实验使用了 RPMI-GFP-LUC 细胞作为靶细胞，使用

PAN-T 细胞、CAR170-T细胞、CAR174-T 细胞作为效应细胞

以效靶比为 1:1共孵育 24 h后进行流式检测，实验结果如图

7，可以观察到与 PAN-T 细胞相比，CAR-T 细胞的增值能力

较强。

图 5 荧光素酶报告基因检测法检测效应细胞对是否表达 BCMA抗原的靶细胞的杀伤能力

A:荧光素酶报告基因检测法检测效应细胞（PAN-T和 CAR174-T细胞）与 RPMI-GFP-LUC细胞共孵育 12 h的杀伤效率。B:荧光素酶报告基因

检测法检测效应细胞（PAN-T和 CAR174-T细胞）与 HL-60-LUC细胞共孵育 12 h的杀伤效率。（*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，n=3。）
Fig. 5 Luciferase reporter gene detection method to detect the killing ability of effector cells to target cells expressing BCMA antigen A: Luciferase

reporter gene detection method to detect effector cells (PAN-T and CAR174-T cells) Killing efficiency of LUC cells co-incubated for 12 h. B: The killing

efficiency of effector cells (PAN-T and CAR174-T cells) co-incubated with HL-60-LUC cells for 12 h was detected by luciferase reporter gene assay.

(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3)

表 2 流式细胞术检测效应细胞对靶细胞的杀伤效果（%，x± s）
Table 2 The killing effect of effector cells on target cells detected by flow cytometry（%, x± s）

1:4 1:2 1:1 2:1 4:1

PAN-T -0.17± 0.8 2.6± 0.4 6.2± 1.0 11.8± 1.1 16.6± 0.6

CAR170-T 0.2± 0.5 4.8± 0.3** 8.9± 0.1** 14.0± 0.8 19.9± 0.7**

CAR174-T 1.2± 0.7 7.8± 1.1*** 12.7± 1.5*** 20.2± 2.3** 32.8± 0.9***

3 讨论

多发性骨髓瘤是一种骨髓来源的难治性癌症，会导致贫

血、高钙血症、骨病变、免疫抑制伴重复感染和肾功能衰竭[10,21]。

它的特点是单克隆浆细胞大量增殖，最终可能导致肾功能衰

竭、贫血、溶骨性骨病和与免疫抑制相关的反复感染[11,19]。MM

在 65-74岁的人群中最常见，中位年龄为 69岁[12]，占所有癌症

类型的 1%，发病率为每 10万人 6-7例[13]。正在应用的治疗方

式包括免疫调节剂、自体造血干细胞移植和化疗，但由于骨髓

瘤的异质性分子和细胞遗传学畸变，该疾病仍然无法治愈[14,20]。

近十年来，靶向药物治疗已成为癌症治疗的缩影。例如，多种

BCMA靶向疗法，包括抗体 -药物偶联物（ADC）[15]、嵌合抗原

受体(CAR)-T细胞[16]和双特异性 T细胞接合物（BiTE）[17]，在复

发和难治性多发性骨髓瘤患者中取得了显著的临床疗效。各种

免疫疗法的开发研究正在进行中，但迄今为止，嵌合抗原受体

T细胞疗法（CAR-T）在临床开发方面取得了最大进展[18]。

目前全球上市的 CAR-T产品共有 9款，其中靶向 BCMA

的 CAR-T产品已有 3款，包括今年 6月 30日我国首个获批的
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图 7 CFSE流式细胞术检测 CAR-T细胞与 RPMI-8226细胞共培养时的体外增殖能力从下至上依次为 PAN-T细胞、CAR170-T细胞、CAR174-T

细胞。左图：CAR-T细胞与 RPMI-8226肿瘤细胞共培养 24 h后的流式检测结果；右图：仅 CAR-T细胞培养 24 h后的流式检测结果。CFSE-FITC

信号左移越明显，表明 T细胞增殖能力越强。

Fig. 7 CFSE flow cytometry detection of the in vitro proliferation ability of CAR-T cells and RPMI-8226 cells when co-cultured. From bottom to top, the

order is PAN-T cells, CAR170-T cells, and CAR174-T cells. Left panel: flow cytometry results of CAR-T cells co-cultured with RPMI-8226 tumor cells

for 24 h; right panel: flow cytometry results of only CAR-T cells cultured for 24 h. The more obvious the CFSE-FITC signal shifted to the left, the stronger

the proliferative ability of T cells.

图 6流式细胞术检测 CAR170-T细胞和 CAR174-T细胞对

RPMI-GFP-LUC细胞的杀伤能力（*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，

n=3）。

Fig. 6 The killing ability of CAR170-T cells and CAR174-T cells on

RPMI-GFP-LUC cells detected by flow cytometry (*P<0.05, **P<0.01,
*** P<0.001, n=3).

由信达生物与驯鹿生物共同开发的全球首款全人源靶向 BC-

MA的 CAR-T产品：伊基奥仑赛注射液（商品名：福可苏）。这

三款产品均以慢病毒为基因载体转染自体 T细胞，且仅有一款

产品为全人源靶向 BCMA。然而，目前关于靶向 BCMA 的

CAR-T细胞研究中，大多都是基于鼠源的靶向 BCMA ScFv的

CAR分子[23-25]，且包装方式为慢病毒载体。但是从 CAR-T产品

的工业化生产角度来看，逆转录病毒载体较慢病毒载体不管是

在产能及生产成本上都是具有一定优势的。比如，慢病毒载体[26]

的包装流程虽然简单，但因其包装质粒及包装细胞的需求量

大，导致批次之间的异度较大，这在一定程度上限制了生产规

模。逆转录病毒载体[27]包装流程虽复杂，但其能够形成稳定产

毒的细胞株，这在一定程度上是大大减少了包装质粒及包装细

胞的用量。此外，逆转录病毒载体工艺的 CAR-T产品成本低、

售价低，能更大程度的造福广大的癌症患者群体。

基于此，我们在本课题组前期实验基础上，对噬菌体展示

技术筛选出来的 CAR质粒结构中 ScFv的亲和力较高 VH结

构进行重组，从而代替传统的单链可变区（ScFv），并通过逆转

录病毒载体转导成功构建了一种新型的第二代靶向 BCMA的

CAR-T细胞，体外实验表明，该细胞能够有效且特异性杀伤人

BCMA阳性肿瘤细胞，下一步拟进行动物实验验证 anti-BC-

MA-CAR-T细胞在体内对肿瘤细胞的杀伤效果。
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