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摘   要：本研究分析了共表达白细胞介素-15 (interleukin-15, IL-15)和趋化因子配体 19 (C-C chemokine 
ligand 19, CCL19)的 EGFRvⅢ CAR-T 细胞的功能特性及其体外特异性杀伤效果，旨在优化 CAR-T
细胞多项功能，提高靶向 EGFRvⅢ 的 CAR-T 细胞对胶质母细胞瘤(glioblastoma, GBM)的治疗效

果。通过基因工程技术获得重组慢病毒质粒，转染 293T 细胞获得慢病毒并感染 T 细胞获得靶向

EGFRvⅢ的第四代 CAR-T 细胞(EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T)。利用流式细胞仪、细胞计数仪、趋

化小室、凋亡试剂盒等检测了第四代和第二代 CAR-T 细胞(EGFRvⅢ CAR-T)的 CAR 分子表达率、

增殖、趋化能力、体外特异性杀伤能力及抗凋亡能力等。结果表明，与 EGFRvⅢ CAR-T 细胞相比，

EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞能成功分泌 IL-15 和 CCL19，具有更强的体外增殖能力、趋化

能力以及抗凋亡能力(P 值均<0.05)，而体外特异性杀伤能力无显著差异。因此，靶向 EGFRvⅢ且

同时分泌 IL-15 和 CCL19 的 CAR-T 细胞有望提高胶质母细胞瘤的治疗效果，为临床试验提供一定

的参考依据。 
关键词：嵌合抗原受体修饰的 T 细胞；表皮生长因子受体突变体Ⅲ；胶质母细胞瘤；白细胞

介素-15；趋化因子配体 19 
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Abstract: The aim of this study was to investigate the functional characteristics and in vitro 
specific killing effect of EGFRvIII CAR-T cells co-expressing interleukin-15 and chemokine 
CCL19, in order to optimize the multiple functions of CAR-T cells and improve the therapeutic 
effect of CAR-T cells targeting EGFRvIII on glioblastoma (GBM). The recombinant lentivirus 
plasmid was obtained by genetic engineering, transfected into 293T cells to obtain lentivirus 
and infected T cells to obtain the fourth generation CAR-T cells targeting EGFRvIII 
(EGFRvIII-IL-15-CCL19 CAR-T). The expression rate of CAR molecules, proliferation, 
chemotactic ability, in vitro specific killing ability and anti-apoptotic ability of the fourth and 
second generation CAR-T cells (EGFRvIII CAR-T) were detected by flow cytometry, cell 
counter, chemotaxis chamber and apoptosis kit. The results showed that compared with 
EGFRvIII CAR-T cells, EGFRvIII-IL-15-CCL19 CAR-T cells successfully secreted IL-15 and 
CCL19, and had stronger proliferation, chemotactic ability and anti-apoptosis ability in vitro (all 
P<0.05), while there was no significant difference in killing ability in vitro. Therefore, CAR-T 
cells targeting EGFRvIII and secreting IL-15 and CCL19 are expected to improve the 
therapeutic effect of glioblastoma and provide an experimental basis for clinical trials. 
Keywords: chimeric antigen receptor T cell; the class III variant of the epidermal growth factor 
receptor; glioblastoma; interleukin-15; C-C chemokine ligand 19 

 
 

胶质母细胞瘤(glioblastoma, GBM)是成人

最常见、最具侵袭性的恶性脑肿瘤。目前的治疗

方案包括手术切除、放化疗和肿瘤电场疗法[1]。

尽管进行了最大限度的初始手术切除和多模式

治疗，约 70%的 GBM 患者在确诊后 1 年内会

出现疾病进展[2]，患者的 5 年生存率不到 5%[3]。

因此，基于目前 GBM 治疗方案易复发、治疗

效果差、生存期短等缺点，有必要探索新的治

疗手段。 
近年来，肿瘤免疫治疗成为肿瘤研究中最

热门领域。免疫治疗作为一种新的治疗方式，

通过改善或重建人体免疫系统对肿瘤细胞的识

别、杀伤发挥抗癌作用，如免疫检测点抗体[细
胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4 (cytotoxic T 
lymphocyte-associated antigen-4, CTLA-4)、程序

性死亡受体 1 (programmed death receptor 1, 
PD-1)和程序性死亡配体 1 (programmed death 
ligand 1, PD-L1)等单抗 ]和嵌合型抗原受体

(chimeric antigen receptor, CAR)修饰的 T 细胞

(CAR-T)在临床上取得了较大进展 [4]。其中

CAR-T 细胞疗法在血液肿瘤临床治疗中取得了

显著疗效[5-7]。 
CAR 分子由 1 个能够识别肿瘤相关抗原的

单链抗体(single chain antibody fragment, scFv)，
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1 个或多个共刺激分子以及 1 个 TCR-derived 
CD3ζ 组成。从 CAR 分子的结构可看出，CAR-T
细胞对肿瘤细胞的杀伤不依赖于主要组织相容

性复合体(major histocompatibility complex, MHC)
识别，而是通过 scFv 和肿瘤相关抗原的结合直

接介导 T 细胞对肿瘤细胞的识别及杀伤，有效

解决了肿瘤细胞低表达 MHC 分子造成的免疫

逃逸[8]。目前临床上主流的 CAR-T 细胞属于第

二代 CAR-T 细胞，即含有 TCR-derived CD3ζ
的同时增加了 1 个共刺激分子，常用的有 CD28、
4-1BB (CD137)等。虽然 CAR-T 疗法在血液肿

瘤中取得了进展，但对实体瘤的治疗效果欠佳。

主要原因可能有：(1) 实体瘤成分复杂，异质性

强，缺少肿瘤特异性抗原作为靶标；(2) 通过静

脉注射，CAR-T 细胞能否有效地归巢并浸润于

肿瘤局部；(3) 实体瘤内的肿瘤微环境是呈现免

疫抑制性的，微环境中存在许多机制和因素抑

制 CAR-T 细胞的存活和正常功能的执行[9]。目

前 CAR-T 细胞已发展到了第四代，即在第二代

CAR-T 细胞基础上增加了细胞因子、趋化因子

或自杀基因等，以提高 CAR-T 细胞疗法在实体

瘤治疗中的有效性和安全性。 
据研究报道，在 GBM 患者中大多存在表皮

生长因子受体(epidermal growth factor receptor, 
EGFR)基因扩增，且其中超过 50%为表皮生长

因子受体突变体Ⅲ (the class III variant of the 
epidermal growth factor receptor, EGFRvⅢ)[10-12]。

有研究表明，EGFRvⅢ在 GBM 和神经胶质肉

瘤中的表达率为 60%–70%[13]。由此可见，GBM
高表达 EGFRvⅢ这一肿瘤相关抗原。EGFRvⅢ
是 EGFR 最常见的突变体，它是 EGFR (801 bp, 
267 aa)的胞外段 2−7 外显子缺失，导致外显子 1
和 8 融合，并于融合处产生了 1 个新的氨基酸，

且其他读码框不变，故在细胞膜外形成了 1 个

新的抗原决定簇，这种突变体只出现在肿瘤细

胞中，正常组织中不表达[14]，属于肿瘤特异性

抗原。 
国内外已有针对 EGFRvⅢ靶点的二代或 

三代 CAR-T 细胞，并在动物实验和临床试验中

看到了一些疗效，但依然出现了肿瘤的复发[15-17]。

虽然临床上已经证实，通过静脉注射，有一定

比例的 CAR-T 细胞可通过血脑屏障，进入肿瘤

部位[18]，但进入肿瘤局部中的 CAR-T 细胞比

例、存活率、增殖情况、对肿瘤细胞的特异性杀

伤能力、与肿瘤微环境抗衡的能力等有待更多

临床试验来探究。目前仍有 2 项靶向 EGFRvⅢ
的 CAR-T 细胞治疗 GBM 的Ⅰ期临床试验正在进

行中[19]。 
本研究构建了同时表达 CAR 分子、细胞介

素 -15 (interleukin-15, IL-15)和趋化因子配体

CCL19 (C-C chemokine ligand 19, CCL19)的第

四代 CAR-T 细胞。其中，IL-15 作为一种生长

因子，通过上调抗凋亡因子和下调促凋亡因子

阻止细胞凋亡，促进 T、B 和自然杀伤(natural 
killer, NK)细胞的存活[20]。同时，IL-15 在 T、

NK 和 NK-T 细胞的发育、稳态和功能中起着至

关重要的作用[21]，不仅参与初始 T 细胞、效应

T 细胞和记忆 T 细胞的维持，还影响了 T 细胞

的产生和重新激活[22]。CCL19 是 T 细胞和树突

状细胞(dendritic cell, DC)的趋化因子[23-24]，可

以募集 T 细胞和 DC 迁移至肿瘤组织。本研究

通过对比第四代 CAR-T 细胞(EGFRvⅢ-IL-15- 
CCL19 CAR-T 细胞 )和第二代 CAR-T 细胞

(EGFRvⅢ CAR-T 细胞)的功能特性和体外特异

性杀伤能力，旨在优化 EGFRvⅢ CAR-T 细胞

的功能，增强其对 GBM 的治疗效果。 

1  材料与方法 
1.1  细胞株和主要试剂 

293T 细胞由福州拓新天成生物科技有限
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公司保存，EGFRvⅢ+ U87 MG 细胞获赠于加利

福尼亚大学 Ludwig 研究所，T 细胞来源于健康

志愿者外周血。慢病毒表达载体、二代慢病毒

包装质粒 psPAX2 质粒和 pMD2.G 质粒由福建

拓新天成生物科技限公司保存。主要试剂：

TransStbl3 感受态购自北京全式金生物技术有

限公司；QIA quick 琼脂糖凝胶回收试剂盒购自

QIAGEN 公司；T4 DNA 连接酶和限制性内切

酶购自 New England BioLabs 公司；去内毒素质

粒抽提试剂盒购自南京诺维赞生物科技有限公

司；磷酸钙法细胞转染试剂盒购自上海碧云天

生物技术有限公司；Ficoll 分离液购自 GE 公司；

T 细胞激活试剂 (T Cell TransAct、Annexin 
V-FITC kit)购自 Miltenyi Biotec 公司；人 IL-2
购自 PeproTech 公司；PE 标记的人 EGFRvⅢ蛋

白购自 Acro Biosystems 公司；人 IL-15 细胞因

子检测试剂盒购自杭州联科生物技术股份有限

公司；人 CCL19 细胞因子检测试剂盒购自欣博

盛生物科技有限公司；6.5 mm transwell (5.0 µm)
聚碳酸酯膜小室购自 CORING 公司；7-AAD 试

剂购自 BD 公司。 

1.2  EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR 慢病毒

表达载体构建及包装 
IL-15 和 CCL19 基因序列来源于 NCBI，

GenBank 序 列 号 分 别 为 NM_000585.5 和

NM_006274.3。IL-15 和 CCL19 基因序列由 P2A
连接，前后加上 sfi Ⅰ和 Mlu Ⅰ酶切位点后由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成。通过双酶切

(sfi Ⅰ+Mlu Ⅰ)将 IL-15-CCL19 片段插入 EGFRvⅢ 
CAR慢病毒载体中构建 EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 
CAR 慢病毒表达载体。采用第二代慢病毒包装系

统进行病毒包装：将 293T 细胞培养于直径为  
100 mm 的培养皿中，待汇合度达到 80%−90%
时进行转染；转染前 1 h 给 293T 细胞换新鲜不

含抗生素的培养基；将目的质粒和 2 个包装质粒

加入至 0.5 mL 氯化钙溶液中，混匀；把质粒-氯化

钙溶液加入至 0.5 mL 硼酸盐缓冲溶液(borate 
buffer solution, BBS)溶液中，立即轻柔混匀，室

温放置 15 min 后均匀滴加到培养皿上；继续培

养 6−8 h 后换液。换液后的 48 h 和 72 h 收取上

清，过 0.45 μm 滤膜后，4 ℃、70 000×g 离心 2 h。
轻柔弃去上清，每管加入 200 μL 1640 培养基重

悬病毒。 

1.3  CAR-T 细胞的制备和鉴定 
利用 Ficoll 分离液进行密度梯度离心得到

人外周血单核细胞，加入 1640 培养基(含 10%
胎牛血清、2 mmol/L L-谷氨酰胺和 30 IU/mL 
IL-2)。按照 1:100 的比例加入 T Cell TransAct 激
活 T 细胞，置于培养箱培养，记为 day 0。24 h
后(day 1)，进行细胞计数，按照 1×106 个 /孔   
(24 孔板，终体积 1 mL)、感染复数(multiplicity 
of infection, MOI) 10 加入不同病毒浓缩液进行

侵染。侵染 16 h 后离心换液。每隔 48 h 补充添

加 IL-2 至 30 IU/mL，T 细胞培养密度维持在

0.8×106 个/mL。制备的 CAR-T 细胞分别命名为

EGFRvⅢ CAR-T 细胞和 EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 
CAR-T 细胞，未做病毒侵染的 T 细胞命名为

none treated T 细胞。侵染 72 h (day 4)后，分别

取 2×105 个 T 细胞，用含有 1% FBS 的 PBS 洗

涤细胞 1 次；每管加入 0.2 μL PE 标记的人

EGFRvⅢ蛋白以检测 CAR 分子的表达，4 ℃避

光孵育 30 min。洗涤细胞 3 次后，上流式细胞

仪检测。用 none treated T 细胞同样染 PE 标记

的 EGFRvⅢ蛋白作为阴性对照管。 
1.4  检测 EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T
细胞分泌 IL-15 和 CCL19 的能力 

吸取 day 5 CAR-T 细胞和 T 细胞培养基，

4 ℃、13 000×g 离心 5 min 后取上清。按照酶联

免疫吸附法(enzyme linked immunosorbent assay, 
ELISA)试剂盒说明书方法检测 IL-15 和 CCL19
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的浓度。于 96 孔板中每孔加入 5×104 个效应细

胞(CAR-T 细胞和 T 细胞)，此时培养基中不含有

IL-2，每孔培养基体积为 100 µL；将 EGFRvⅢ+ 
U87 MG 细胞消化后，计数，加入培养基调整

细胞密度为 5×105 个/mL。向 96 孔板中每孔加

入 100 µL 细胞悬液，即每孔 5×104 个肿瘤细胞，

效靶细胞共培养 24 h。第 2 天吸取培养基，同

上步骤检测效靶细胞共培养后 CAR-T 细胞

IL-15 和 CCL19 的分泌量。 

1.5  CAR-T 细胞体外杀伤能力的检测 
消化 EGFRvⅢ+ U87 MG 细胞，用 PBS 洗

涤 1 次后计数。用 1 mL PBS 重悬细胞，加入羟

基 荧 光 素 二 醋 酸 盐 琥 珀 酰 亚 胺 脂

(5,6-carboxyfluorescein diacetate, CFSE) (工作

液浓度为 0.05 mmol/L) 11 µL，室温避光孵育  

5 min。用含有 10% FBS 的培养基洗涤细胞 3 次。

向 96 孔板(U 型底)中加入 EGFRvⅢ+ U87 MG

细胞，每孔 5×104个细胞，培养基体积为 100 µL。

向各孔加入效应细胞 (CAR-T 细胞和 none 

treated T 细胞)，用培养基进行倍半稀释，调整

效应细胞和靶细胞比例(效靶比)为 8:1、4:1、2:1、

1:1、0.5:1，每孔培养基体积为 100 µL。只有靶

细胞(有 CFSE 标记)的孔为对照组。加完细胞后，

200×g 离心 1 min，置于培养箱共孵育 10 h。将

96 孔板中细胞移入流式管后用流式细胞仪检测。

用没有 CFSE 标记的 EGFRvⅢ+ U87 MG 细胞调

节电压，待电压调节完毕后，每管加入 4ʹ,6-二

脒基 -2-苯基吲哚 (4ʹ,6-diamidino-2-phenylindole, 

DAPI) 0.1 µg，混匀后立即上机检测。用下列公

式计算 CAR-T 细胞的体外杀伤能力。其中，公

式中 experimental CFSE+DAPI+ cells 表示的是

效靶细胞共培养实验组死亡的 EGFRvⅢ+ U87 

MG 细胞数，control CFSE+DAPI+ cells 表示的是

对照组死亡的 EGFRvⅢ+ U87 MG 细胞数。 

CTL killing%=(experimental CFSE+DAPI+ 
cells−control CFSE+DAPI+ cells)/total CFSE+ 
cells×100% 
1.6  趋化实验检测 CAR-T 细胞的趋化能力 

取 day 5 的 CAR-T 细胞和 T 细胞上清备用。

取激活 3 d 后的 T 细胞计数。细胞离心后用 1640
培养基重悬细胞，制成 5×106 个/mL 的细胞悬

液。将 transwell 小室放到 24 孔板中，上室加入

100 μL T 细胞悬液，下室分别加入 day 5 的

CAR-T 细胞和 T 细胞上清 600 μL。置于 37 ℃
培养箱中共孵育 24 h。细胞计数仪检测，计算

迁移到下室的 T 细胞数。 

1.7  CAR-T 细胞体外增殖能力的比较 
取 day 4 的 EGFRvⅢ CAR-T 细胞和

EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞，计数。将

二者的 CAR+细胞比例调成一致后铺在 96 孔板

中，每孔 1×105 个细胞，各设置 3 个复孔。培

养基为 1640 培养基(含 10%胎牛血清、2 mmol/L 
L-谷氨酰胺和 30 IU/mL IL-2，不含 IL-15)。于铺

板后第 2、4、6、8 天进行细胞计数。比较两组

CAR-T 细胞的增殖速度。 

1.8  CAR-T 细胞凋亡情况的检测 
收集正常体外培养第 11 天的 CAR-T 细胞

和 T 细胞(含 30 IU/mL IL-2)。细胞离心后，弃

上清液，用结合缓冲液洗涤细胞 1 次。弃上清

液后，每组细胞用 100 μL 结合缓冲液重悬，分

别加入 5 μL Annexin-V-FITC，2 μL 7-AAD，室

温避光孵育 15 min。结合缓冲液洗涤细胞 2 次

后，每管加入 200 μL 结合缓冲液，上机检测。 

1.9  统计学分析 
数据统计使用 Graph Pad Prism 6 软件进行

处理，计量资料以均数±标准差表示。两组间比

较采用独立样本 t 检验分析，多组间差异性分

析采用单因素或双因素方差分析，以 P<0.05 认

为差异具有统计学意义。 
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2  结果与分析 
2.1  成功构建 EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR
慢病毒表达载体及制备 CAR-T 细胞 

成功构建 EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR 慢

病毒表达载体(图 1)，经双酶切(sfi Ⅰ+Mlu Ⅰ)及测

序验证序列正确。将慢病毒表达载体与包装质

粒用磷酸钙法转染 293T 细胞进行慢病毒包装，

经超速离心浓缩后，EGFRvⅢ CAR 慢病毒和

EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR 慢病毒滴度分别

为 8.4×107 TU/mL 和 6.3×107 TU/mL。慢病毒包

装情况良好，满足下游实验要求。T 细胞激活   
24 h 后，以相同的 MOI 加入慢病毒进行侵染。

侵染 72 h 后，用 PE 标记的 EGFRvⅢ蛋白检测 T
细胞表面 CAR 分子的表达情况。结果显示，新

构建的 EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR 分子在 T 细

胞膜上成功表达，可与 EGFRvⅢ蛋白结合。2 种

CAR 分子的表达率分别为 56.8%和 26.0% (图 2)。 

2.2  EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞

成功分泌 IL-15 和 CCL19 
吸取 day 5 不同 CAR-T 细胞和 T 细胞培养

基，离心后取上清。按照 ELISA 试剂盒说明书

方法检测 IL-15 和 CCL19 的浓度；效靶细胞共

培养 24 h 后，吸取培养基，检测效靶细胞共培

养后 CAR-T 细胞 IL-15 和 CCL19 的分泌情况

(图 3)。结果表明，EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T
细胞培养基中可检测到 IL-15 和 CCL19 的分

泌，而 EGFRvⅢ CAR-T 细胞和 none treated T
细胞培养基中未检测到 IL-15 和 CCL19 的分

泌，差异具有统计学意义(P<0.000 1)。同样的

结果在效靶细胞共培养实验中得到验证，差异

具有统计学意义(P<0.000 1)。 

2.3  EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞

的体外杀伤能力和 EGFRvⅢ CAR-T 细胞

相当 
按照不同效靶比，效靶细胞共培养 10 h 后，

用流式细胞仪检测 CAR-T 细胞的体外杀伤能

力。设门及数据分析见图 4A，图中 Q2 象限表

示的是效应细胞杀伤靶细胞的比例。结果显示

(图 4B)，EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞和

EGFRvⅢ CAR-T 细胞一样均能特异性杀伤

EGFRvⅢ+ U87 MG 细胞，且体外杀伤能力没 
 

 
 
图 1  慢病毒载体 EGFRvⅢ CAR 和 EGFRvⅢ-IL15-CCL19 CAR 的质粒构建示意图 
Figure 1  Design diagram of lentiviral vector EGFRvⅢ CAR and EGFRvⅢ-IL15-CCL19 CAR. EGFRvⅢ 
CAR: The human EGFRvⅢ-targeted second generation CAR lentiviral vector; EGFRvⅢ-IL15-CCL19 CAR: 
The human EGFRvⅢ-targeted fourth generation CAR lentiviral vector which can express human 
interleukin-15 and chemokine CCL19. 
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图 2  流式细胞术检测 T 细胞上 CAR 分子的表达率 
Figure 2  Expression rate of the CAR molecules on T cells was analyzed by flow cytometry. EGFRvⅢ 
CAR-T cell and EGFRvⅢ-IL15-CCL19 CAR-T cell: The human T lymphocytes were transduced with 
lentivirus encoding EGFRvⅢ CAR-T or EGFRvⅢ-IL15-CCL19 CAR-T; None treated T cell: The human 
untransduced T lymphocytes as the negative control. 
 

 
 

图 3  EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞分泌 IL-15 (A)和 CCL19 (B)能力检测 
Figure 3  IL-15 (A) and CCL19 (B) secreted by EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T cells were detected by 
ELISA. D5 supernatant: The culture medium of different CAR-T cells and T cells of day 5; Co-incubation 
supernatant: The supernatant of 24 h co-culture of EGFRvⅢ+ U87 MG cells and EGFRvⅢ CAR-T cells or 
EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T cells. Data represent the x ±s of triplicates. ****: P<0.000 1, n=3. 
 
 

有显著差异(不同效靶比 P 值均大于 0.05)。以上

结果表明，EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞能

成功分泌 IL-15 和 CCL19 于细胞外，且其

anti-EGFRvⅢ的 scFv 与抗原特异性结合能力、体

外对肿瘤细胞的特异性杀伤能力没有受到影响。 

2.4  EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞

在体外实验中具有趋化能力 
在体外趋化实验中，将激活第 3 天的 T 细

胞置于 transwell 趋化小室的上室，下室加入不

同 CAR-T 细胞和 T 细胞培养上清。共孵育 24 h
后，对迁移到下室的 T 细胞进行计数。结果表明

(图 5)，EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞组迁

移至下室的 T 细胞数量比 EGFRvⅢ CAR-T 细

胞组更多，差异具有统计学意义(P<0.01)，说明

EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞分泌至上

清的 CCL19 对 T 细胞具有趋化作用。 
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图 4  CAR-T 细胞体外杀伤实验 
Figure 4  The cytolytic activities of CAR-T cells targeting EGFRvⅢ+ U87 MG cells. A: The flow result 
diagram of the cytolytic activities of EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T cells co-cultured with EGFRvⅢ+ U87 
MG cells at a ratio of 0.5:1. B: EGFRvⅢ CAR-T cells, EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T cells or none treated 
T cells were co-cultured with EGFRvⅢ+ U87 MG cells for 10 hours respectively. Data represent the x ±s of 
triplicates, n=3. 
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图 5  EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞体外

趋化能力检测 
Figure 5  Detection of chemotactic ability of 
EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T cells in vitro. 
Chemotactic ability of CCL19 secreted by 
EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T cells toward none 
treated T cells was examined by transwell assay. 
Data represent the x ±s of triplicates. **: P<0.01, 
n=3. 
 
2.5  EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞

在体外具有更强的增殖能力 
为了对比 2 种 CAR-T 细胞的增殖能力，将

两种 CAR-T 细胞以相同细胞数铺在 96 孔板

中，隔天用细胞计数仪计数。结果表明(图 6)，

从第 10 天开始，EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T

细胞的数量多于 EGFRvⅢ CAR-T 细胞，差异

具有统计学意义(P<0.05)，说明分泌 IL-15 的

EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞的体外增

殖能力强于 EGFRvⅢ CAR-T 细胞。 

2.6  EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞

在体外具有抗凋亡能力 
用凋亡试剂盒检测 T 细胞和 2 种 CAR-T 细

胞激活后第 11 天的凋亡情况。结果表明(图 7A)，
体外培养中，T 细胞和 CAR-T 细胞会发生不同 

 
 
图 6  EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞体外

增殖能力检测 
Figure 6  Proliferation ability detection of 
EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T cells in vitro. 
Absolute numbers of EGFRvⅢ CAR-T cells and 
EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T cells on day 6, 8, 
10, 12 were counted. Data represent the x ±s of 
triplicates. *: P<0.05, ***: P<0.001, n=3. 
 
程度的凋亡。其中， EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 
CAR-T 细胞发生早期凋亡的细胞数明显低于

EGFRvⅢ CAR-T 细胞(图 7B)，差异具有统计学

意义 (P<0.01)。此结果说明 EGFRvⅢ-IL-15- 
CCL19 CAR-T 细胞在体外具有抗凋亡优势。 

3  讨论与结论 
基于目前 GBM 治疗手段的有限性以及

CAR-T 细胞疗法在实体瘤进展的缓慢性，本研

究构建了靶向 EGFRvⅢ的第四代 CAR-T 细胞

(EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞)，在表达

CAR 分子的同时成功分泌 IL-15 和 CCL19 于细

胞外，且不影响 CAR 分子和抗原的结合以及体

外特异性杀伤能力。在体外培养时(不含 IL-15)，
EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞表现出更

强的增殖和抗凋亡优势，这或许将有利于到达

肿瘤局部的 CAR-T 细胞的生存和增殖，一定程

度上克服第二代 CAR-T 细胞在肿瘤局部增殖

和持久性受限的问题[25-26]。CCL19 是 T 细胞和 
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图 7  EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞、EGFRvⅢ CAR-T 细胞和未经转导的 T 细胞在第 11 天的

早期凋亡情况 
Figure 7  Early apoptosis detection of EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T cells, EGFRvⅢ CAR-T cells and 
none treated T cells on day 11. A: The flow results diagram of the early apoptosis of CAR-T cells and T cells 
on day 11. The expression of annexin-Ⅴ and 7-ADD were determined by flow cytometry with the apoptosis 
detection kit. B: The number of the early apoptotic EGFRvIII-IL-15-CCL19 CAR-T cells was significantly 
lower than that of EGFRvIII CAR-T cells. Data represent the x ±s of triplicates. **: P<0.01, n=3. 

 
DCs 的趋化因子[23-24]，可以募集 T 细胞和 DCs
迁移至肿瘤组织。有研究表明，CCL19 可增强

肿瘤局部中免疫细胞的浸润[27]。本文在体外验

证了 EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 CAR-T 细胞分泌

的 CCL19 对未经转导的 T 细胞具有促进迁移作

用，这可能有利于趋化外周血液和淋巴结中的

T 细胞和 DCs 细胞至肿瘤组织，协同 CAR-T 细

胞发挥抗肿瘤作用。 
EGFRvⅢ作为肿瘤特异性抗原，不仅在

GBM 中高表达[13]，在乳腺癌[28]、非小细胞肺癌[29]

等恶性肿瘤中也有较高表达率。同时，EGFRvⅢ
已被证明可增加不同组织来源细胞的致瘤性，

包括 GBM[30]、乳腺癌[31]、肺癌[32]和卵巢癌[33]

等。由此可见，EGFRvⅢ致瘤性强，且在多种实
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体瘤中表达。因此，靶向 EGFRvⅢ的 CAR-T 细

胞具有广泛的应用性，而本研究研发的第四代

EGFRvⅢ CAR-T 细胞有望增强该靶点 CAR-T 细

胞与实体瘤的抗衡能力，提高治疗效果。 
综上所述，本研究构建的第四代 CAR-T 细

胞具有以下特点：(1) 改造过的第四代 CAR-T
细胞可在肿瘤局部分泌 IL-15 和 CCL19，这将

克服外源性细胞因子半衰期短、作用范围广，

容易引起自身免疫性疾病[34]以及肿瘤局部浓度

低等缺点。(2) IL-15 有抗凋亡和维持不同 T 细

胞亚型稳态的作用，可促进 CAR-T 细胞和自身

免疫细胞的存活[20-22,35]。(3) T、DCs 和某些肿

瘤细胞都表达 CCR7。因此，本研究构建的第

四代 CAR-T 细胞在肿瘤局部分泌的 CCL19 可

募集 T、DCs 等细胞到达肿瘤局部发挥抗肿瘤

作用。但本文只进行了体外实验，同时分泌

IL-15 和 CCL19 的 CAR-T 细胞在肿瘤组织中的

增殖、存活和分化情况以及在体外实验中未表

现出来的对肿瘤细胞特异性杀伤的优势能否在

体内实验得到体现，还需进一步开展动物实验

才能验证。 
总之，本研究构建了一种靶向 EGFRvⅢ的第

四代新型 CAR-T 细胞 (EGFRvⅢ-IL-15-CCL19 
CAR-T 细胞)，在体外实验中，其增殖、趋化和

抗凋亡能力均优于第二代 CAR-T 细胞，因此有

望提高靶向 EGFRvⅢ的 CAR-T 细胞的治疗效

果，并为临床试验提供一定实验依据。 
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