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摘要　目的　基于衔接蛋白 ＤＡＰ１２的多链嵌合抗原受体 Ｔ
细胞（ＣＡＲ-Ｔ）开发靶向 ＣＤ３０的 ＣＡＲ-Ｔ细胞药物，研究
ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ对霍奇金淋巴瘤肿瘤细胞的体外和体内临床前
药效。方法　通过基因合成和分子克隆技术，设计构建靶向
ＣＤ３０的ＣＡＲ质粒，进行慢病毒包装，将得到的慢病毒转染
Ｔ细胞，其中靶向 ＣＤ３０的多链 ＣＡＲ-Ｔ为 ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／
Ｄａｐ１２-ＢＢ组，单链二代 ＣＡＲ-Ｔ为 ＣＤ３０-４１ＢＢζ组，未做病毒
侵染的Ｔ细胞为ＮＴＤ组，利用流式细胞术检测ＣＡＲ阳性率
情况，通过乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放检测细胞的杀伤活性，采
用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测细胞因子干扰素 γ（ＩＦＮ-
γ）的分泌水平，进一步通过小鼠异种移植瘤模型检测 ＣＤ３０
ＣＡＲ-Ｔ在小鼠体内抗肿瘤活性。结果　靶向 ＣＤ３０的多链
ＣＡＲ-Ｔ和单链二代 ＣＡＲ-Ｔ进行对比，研究发现多链 ＣＡＲ-Ｔ
与单链 ＣＡＲ-Ｔ的杀瘤作用相似。但值得注意的是，多链
ＣＡＲ-Ｔ的ＩＦＮ-γ分泌水平更高（Ｐ＜０.００１）。更重要的是，
在小鼠的肿瘤模型实验中，多链 ＣＡＲ-Ｔ实现了肿瘤的完全
消退。结论　靶向ＣＤ３０的多链 ＣＡＲ-Ｔ在抗肿瘤活性方面
优于传统单链ＣＡＲ-Ｔ。
关键词　嵌合抗原受体修饰的 Ｔ细胞；ＣＤ３０；霍奇金淋巴
瘤；ＤＡＰ１２；过继性细胞疗法
中图分类号　Ｒ７３３.４
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２４）０４－０６６６－０５
ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２４．０４．０１７

　　霍奇金淋巴瘤主要来源于 Ｂ细胞谱系，包括两
种亚型，经典型霍奇金淋巴瘤和结节性淋巴细胞为

主的霍奇金淋巴瘤。霍奇金淋巴瘤是一种罕见的淋

巴瘤，经典型霍奇金淋巴瘤占所有霍奇金淋巴瘤病

例的近９５％［１］。霍奇金淋巴瘤具有双峰年龄分布，

峰值分别在２０～３０岁和５０～７０岁，偶尔会发生在
≥７５岁的患者中［２］。靶向ＣＤ３０的抗体偶联药物本
妥昔单抗治疗霍奇金淋巴瘤的客观缓解率能达到

７５％，完全缓解率为３４％［３］。然而，抗体疗法受限

于体内分布，临床获益是短暂的，因此必须探索其他

方法。过继性细胞疗法是治疗癌症的一种策略，近

年来展示出极大的应用前景［４－５］。对于霍奇金淋巴

瘤，ＣＤ３０是作为 ＣＡＲ-Ｔ细胞治疗靶点的极好候选
者，因为其在霍奇金淋巴瘤肿瘤细胞上的丰富和特

异性表达，但在正常组织上的表达有限［６－８］。因此，

该研究基于 ＤＡＰ１２的多链嵌合抗原受体开发靶向
ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ，研究ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ对霍奇金淋巴瘤肿
瘤细胞的体外和体内临床前药效。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　细胞及质粒　ＨＥＫ-２９３Ｔ细胞购自美国细
胞培养物收藏中心，由南京卡提医学科技有限公司

保存。Ｌ４２８人霍奇金淋巴瘤细胞保存于南京卡提
医学科技有限公司。Ｔ细胞来源于健康志愿者外周
血。慢病毒表达载体包装质粒 ｐＭＤＬｇ／ＰＲＲＥ、
ｐＲＳＶ-Ｒｅｖ、ｐＭＤ２．Ｇ购自湖南丰晖生物科技有限公
司。ＪＭ１０９感受态细胞购自上海唯地生物技术有限
公司。

１．１．２　主要试剂　Ｔ４ＤＮＡ连接酶和限制性内切
酶购自ＮＥＢ（北京）有限公司，中提质粒抽提试剂盒
购自南京诺维赞生物科技有限公司，ＰＥＩ转染试剂
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细胞分选试剂盒（ＥａｓｙＳｅｐＴＭＨｕｍａｎＴ
ＣｅｌｌＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ）购自ＳＴＥＭＣＥＬＬＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ；Ｔ细
胞激活试剂（ＣＤ３／ＣＤ２８Ｄｙｎａｂｅａｄｓ）、Ｏｐｔｍｉｚｅｒ培养
基、ＤＭＥＭ培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清
（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自 Ｇｉｂｃｏ公司，Ｘ-ＶＩＶＯ
１５培养基购自 ＬＯＮＺＡ公司；人白介素-２（ｉｎｔｅｒｌｅｕ-
ｋｉｎ-２，ＩＬ-２）和干扰素-γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ-γ，ＩＦＮ-γ）细胞因
子检测试剂盒购自 Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司，无血清细胞
冻存液 ＣＳ１０购自 ＢｉｏＬｉｆｅ公司。抗人 ＣＤ３抗体
（ＦＩＴＣ）、抗人 ＣＤ３抗体（ＡＰＣ-Ｃｙ７）、链霉亲和素
（ＰＥ）、链霉亲和素（ＡＰＣ）和抗人 ＣＤ３０ａｎｔｉｂｏｄｙ
（ＡＰＣ）均购自ＢＤ公司；ＢｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄＨｕｍａｎＣＤ３０蛋
白购自 ＡｃｒｏＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　肿瘤细胞培养　Ｌ４２８细胞为人经典型霍奇
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金淋巴瘤细胞，用含有灭活的 １０％ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍｌ
青霉素和１００μｇ／ｍｌ链霉素的ＲＰＭＩ-１６４０培养基在
３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养，每隔２～３ｄ待细
胞长满后分瓶传代，将处于对数生长期的肿瘤细胞

用于体内肿瘤的接种。

１．２．２　ＣＡＲ慢病毒表达载体构建及包装　ＣＤ３０
ｓｃＦｖ委托上海生工生物工程有限公司合成含有
ＣＤ３０ｓｃＦｖ的ＤＮＡ片段。ＣＤ３０ｓｃＦｖ基因序列通过
双酶切将ＣＤ３０ｓｃＦｖ片段插入 ＣＡＲ慢病毒骨架载
体（ＫＩＲＳ２／ＤＡＰ１２-ＢＢ和ＢＢζ）中构建 ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／
Ｄａｐ１２-ＢＢ和ＣＤ３０-４１ＢＢζ慢病毒表达载体，选取筛
选得到的阳性克隆细菌进行摇菌并且抽提质粒小

提。质粒送上海生工进行测序。选择测序结果正确

的克隆进行摇菌，用去内毒素的质粒大提试剂盒提

取质粒。采用第三代慢病毒包装系统进行病毒包

装：将２９３Ｔ细胞培养于 Ｔ１５０培养瓶中，５％ＣＯ２、３７
℃培养，每４８ｈ进行换液传代及规模放大，最终放
大至８个Ｔ１５０方瓶。待汇合度达到 ８０％ ～９０％时
进行转染；将 ＣＡＲ质粒和３个包装质粒，通过 ＰＥＩ
转染，每个 Ｔ１５０瓶需要添加 １０.９μｇｐＭＤＬｇ／
ＰＲＲＥ、５.５μｇｐＲＳＶ-Ｒｅｖ、５.５μｇｐＭＤ２.Ｇ、２１.８μｇ
ＣＡＲ质粒。ＰＥＩ转染６ｈ换液，２４ｈ第一次收集慢
病毒悬液保存至４℃冰箱，４８ｈ第２次收集慢病毒
悬液，与第１次收集到的慢病毒悬液合并，用０.４５
μｍ的滤膜过滤去除细胞碎片，４℃、１２０００～２４０００
ｒ／ｍｉｎ离心过夜，离心后，倾倒全部上清液，每管加
入 ２００μｌＸ-ｖｉｖｏ１５培养基重悬，进行病毒分装，迅
速存放于－８０℃冰箱备用。
１．２．３　ＣＡＲ-Ｔ细胞的制备和鉴定　通过淋巴细胞
分离液提取外周血单个核细胞，磁珠分选 ＣＤ３＋ Ｔ
细胞。加入完全培养基（ｏｐｔｍｉｚｅｒ培养基 ＋１０％人
ＡＢ血清 ＋１００ＩＵ／ｍｌＩＬ-２＋２ｍｍｏｌ／ＬＧｌｕｔａｍａｘ＋
Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ）重悬，按数量比 ３∶１加入 ＣＤ３／ＣＤ２８
刺激磁珠。２４ｈ后，取所需量的 Ｔ细胞，以感染复
数ＭＯＩ＝３将Ｔ细胞与慢病毒混合铺入合适的培养
容器中，未转导（ｎｏｔｔｒａｎｓｄｕｃｅｄ，ＮＴＤ）组不加入慢病
毒，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱进行培养。每隔１～
２ｄ传代补液一次，培养至细胞处于静息状态，去除
ＣＤ３／ＣＤ２８磁珠后，将细胞冻存于液氮中，用于后续
细胞功能分析。制备的 ＣＡＲ-Ｔ细胞分别命名
ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢ组和 ＣＤ３０-４１ＢＢζ组，未做
病毒侵染的Ｔ细胞命名为ＮＴＤ组。
１．２．４　ＣＡＲ-Ｔ细胞体外杀伤能力的检测　用含
１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基常规培养 Ｌ４２８，收集细

胞，１×１０４细胞／孔接种于９６孔板中，按照效靶比
（Ｅ∶Ｔ）为０∶１、１∶１、５∶１、１０∶１将 ＣＡＲ-Ｔ细胞加
入到靶细胞中，以 ＮＴＤ作为阴性对照，置于３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中培养１８ｈ，根据乳酸脱氢酶（ｌａｃ-
ｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）检测ＣＡＲ-Ｔ细胞对靶细胞
杀伤作用。

１．２．５　ＣＡＲ-Ｔ细胞因子分泌试验　靶细胞培养：
Ｌ４２８用含１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基进行培养，
３７℃、５％ ＣＯ２进行培养。细胞因子释放试验在９６
孔板上通过共培养靶细胞与 ＣＡＲ-Ｔ共培养进行，
Ｅ∶Ｔ为２∶１，靶细胞接种１×１０４细胞／孔，共培养培
养基为２００μｌ含 １０％ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基。
共培养 ２４ｈ后，参考 ＩＦＮ-γ的 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明
书，检测上清液中ＩＦＮ-γ含量。
１．２．６　实验动物及伦理　实验所用动物的种属为
ＭｕｓＭｕｓｃｕｌｕｓ，品系为 ＮＣＧ，６～８周龄，性别为雌
性。动物级别为 ＳＰＦ级，体质量１８～２２ｇ，由江苏
集萃药康生物科技有限公司提供。动物试验设计和

实施符合赫尔辛基宣言、医学伦理道德标准及我国

的法律法规，并得到中山大学附属第七医院实验动

物伦理委员会的批准。许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０２３-
０００９。
１．２．７　肿瘤细胞的接种、分组及给药方案　将ＰＢＳ
重悬的Ｌ４２８肿瘤细胞接种于小鼠右侧胁肋部皮下，
５×１０５细胞／只，在肿瘤细胞注射接种２０ｄ后，根据
荷瘤小鼠肿瘤体积将其随机分为 ３组（ＮＴＤ组、
ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢ组和 ＣＤ３０-４１ＢＢζ组）进行
治疗（当天记为分组后０ｄ，Ｄ０），给药途径采用尾
静脉给药，每组５只。
１．３　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ９.０软件
进行统计学分析和作图。数据采用 �ｘ±ｓ表示，两两
比较采用 ｔ检验。以 Ｐ＜０.０５为差异有统计学意
义。

２　结果

２．１　ＣＡＲ表达质粒构建及验证　通过上海生工生
物工程有限公司全基因合成 ＣＤ３０ｓｃＦｖ，在实验室
现有载体 ｐＷＣ０３２和 ｐＫＴ００４的基础上，通过酶切
连接的方法，分别构建 ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢＣＡＲ
质粒和ＣＤ３０-ＢＢζＣＡＲ质粒，对ＣＡＲ质粒进行双酶
切鉴定，ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢＣＡＲ质粒条带约为
７５６ｂｐ和８５８３ｂｐ，ＣＤ３０-４１ＢＢζＣＡＲ质粒条带约为
７５６ｂｐ和８４４９ｂｐ。载体示意图及酶切鉴定结果如
图１所示，两个ＣＡＲ质粒条带大小均正确。
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图１　ＣＡＲ质粒酶切电泳图

Ａ：ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢ质粒ＢａｍＨＩ／ＮｈｅＩ双酶切电泳图；Ｍ：

１５０００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ；泳道 １：ＣＡＲ质粒 ＢａｍＨＩ／ＮｈｅＩ双酶切；Ｂ：

ＣＤ３０-４１ＢＢζ质粒ＸｂａＩ／ＸｈｏＩ双酶切电泳图；泳道３：ＣＡＲ质粒 ＸｂａＩ／

ＸｈｏＩ双酶切

２．２　ＣＡＲ慢病毒及ＣＡＲ-Ｔ细胞制备　将ＣＡＲ表
达质粒与包装质粒用 ＰＥＩ转染 ２９３Ｔ细胞进行慢病
毒包装，经超速离心浓缩后，ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢ
ＣＡＲ慢病毒和 ＣＤ３０-４１ＢＢζＣＡＲ慢病毒滴度分别
为 ２.７×１０７ＴＵ／ｍｌ和 ４.６×１０７ＴＵ／ｍｌ。Ｔ细胞激
活 ２４ｈ后，以 ＭＯＩ＝３加入慢病毒进行感染，在细

胞收获冻存时检测ＣＡＲ阳性率，两种ＣＤ３０ＣＡＲ结
构示意图见图２Ａ，结果表明两种ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ细胞
均能较好表达 ＣＡＲ分子，ＣＡＲ表达都在５０％以上
（图２Ｂ）。
２．３　基于多链结构的ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ细胞体外功能
测试　为了检测 ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ细胞的杀伤活性，本
研究采用Ｌ４２８作为抗原阳性的靶细胞，流式细胞术
检测结果表明Ｌ４２８高表达ＣＤ３０抗原（图３Ａ）。

细胞杀伤实验结果表明两种ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ细胞
对靶细胞均有显著的杀伤作用，其中 ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／
Ｄａｐ１２-ＢＢ组杀伤作用优于 ＣＤ３０-４１ＢＢζ组（图
３Ｂ）。ＮＴＤ组没有展现出特异性杀伤作用，表明两
种ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ是依赖 ＣＤ３０抗原的特异性杀伤作
用，ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢ组抗肿瘤效果更好。

ＣＡＲ-Ｔ与靶细胞共培养的细胞因子分泌实验
结果表明，ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢ组分泌 ＩＦＮ-γ能
力最强，ＣＤ３０-４１ＢＢζ组分泌 ＩＦＮ-γ能力稍弱于
ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢ组，两种 ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ与抗
原阳性肿瘤细胞共培养均能产生显著的响应作用

（图３Ｃ）。

图２　ＣＡＲ结构设计及表达

Ａ：ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ结构示意图；Ｂ：ＣＤ３０ＣＡＲ表达流式图

图３　肿瘤细胞抗原表达及靶向ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ体外功能分析

Ａ：Ｌ４２８的ＣＤ３０表达情况；Ｂ：两种ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ杀伤情况（ｎ＝３）；与ＮＴＤ组比较：****Ｐ＜０.０００１；Ｃ：两种ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ细胞因子分泌

情况（ｎ＝３）；与ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢ组比较：***Ｐ＜０.００１；与ＮＴＤ组比较：＃＃＃＃Ｐ＜０.０００１
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２．４　基于多链结构的ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ细胞体内抗肿
瘤作用　为了研究 ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢＣＡＲ-Ｔ
的体内抗肿瘤活性，本研究用 Ｌ４２８细胞建立了
ＮＣＧ小鼠皮下移植瘤模型。２０ｄ后，待肿瘤体积大
小达到５０ｍｍ３时，将荷瘤小鼠随机分为３组，并且
尾静脉注射细胞进行治疗。结果表明，ＣＤ３０-
ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢ组和 ＣＤ３０-４１ＢＢζ组可以迅速实
现肿瘤消退，而ＮＴＤ组没有产生肿瘤抑制作用。结
果表明ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢ抗肿瘤效果更持久，
具备强大的靶向ＣＤ３０的抗肿瘤活性（图４）。

图４　小鼠肿瘤体积变化情况（ｎ＝５）

与ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢ组比较：****Ｐ＜０.０００１

３　讨论

　　霍奇金淋巴瘤是一种影响跨越儿童和成人人群
的恶性淋巴瘤。虽然大多数霍奇金淋巴瘤患者通过

一线治疗治愈，但约１５％的患者要么是原发难治性
疾病，要么是在最初治疗有反应后复发［９］。ＣＡＲ-Ｔ
细胞是治疗复发或难治性血液系统恶性肿瘤（包括

淋巴瘤）的一种具有前景的新疗法［１０－１２］。ＣＤ３０是
一个高特异性的靶点，因为它在几乎所有的经典霍

奇金淋巴瘤、间变性大细胞淋巴瘤以及其他部分淋

巴瘤类型（包括皮肤Ｔ细胞淋巴瘤和弥漫性大 Ｂ细
胞淋巴瘤）中普遍表达［１３］。传统的 ＣＡＲ结构体系
普遍采用的是单链嵌合分子结构的设计，主要结构

包括抗原结合区、铰链区、跨膜区和细胞内信号

区［１４］，然而在生理状态下细胞的免疫受体通常是以

多链复合物的结构存在，例如包括配体结合链和免

疫酪氨酸活化序列［１５］。

本项目组根据免疫受体的这一生理特性设计了

独特的多链ＣＡＲ结构体系，以杀伤细胞免疫球蛋白
样受体（ＫＩＲ）和 ＤＡＰ１２为基础的多链体系。该
ＣＡＲ结构优点在于允许所有相关信号结构域位于

细胞膜附近［１６］。从研究结果可以看出，ＣＤ３０-
ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢＣＡＲ-Ｔ细胞与 ＣＤ３０-４１ＢＢζ组对
Ｌ４２８细胞体外杀瘤效应相当。ＥＬＩＳＡ法检测 ＩＦＮ-γ
分泌水平结果显示，在Ｌ４２８肿瘤细胞刺激下ＣＤ３０-
ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢ组较 ＣＤ３０-４１ＢＢζ组 ＩＦＮ-γ分泌
水平显著提高。分别将两种ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔ治疗ＮＣＧ
小鼠皮下移植瘤模型，结果显示 ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／
Ｄａｐ１２-ＢＢ组能够实现肿瘤完全消退且１００ｄ内肿
瘤没有复发。结果表明 ＣＤ３０-ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢ组
抗肿瘤效果更持久，具备强大的靶向 ＣＤ３０的抗肿
瘤活性。

本研究从体外杀伤、细胞因子分泌以及体内药

效等多个方面证明了多链 ＣＡＲ-Ｔ在抗肿瘤药效活
性方面优于传统二代 ＣＡＲ-Ｔ。尽管如此，ＣＡＲ-Ｔ的
临床治疗在开发高效抗肿瘤候选药物的同时需要考

虑到临床的安全性，高抗肿瘤活性可能带来更大的

临床毒副作用（如细胞因子释放综合征等），多链

ＣＡＲ-Ｔ虽然在临床前药效评估中具有一定的优势，
但细胞因子分泌水平更高可能会给临床的副作用处

理带来更大的挑战。
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Ｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅａｎｔｉ-ｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｏｆＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔｃｅｌｌｓｂａｓｅｄｏｎ
ｍｕｌｔｉ-ｃｈａｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ＳｏｎｇＹｕｊｉａ１，ＷａｎｇＣｈｅｎ２，ＷａｎｇＥｎｘｉｕ２，ＷａｎｇＢｏ１

（１ＤｅｐｔｏｆＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＴｈｅＳｅｖｅｎｔｈＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｕｎＹａｔ-ｓｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈｅｎｚｈｅｎ　５１８１０７；
２ＮａｎｊｉｎｇＫＡＴＩＭｅｄｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．Ｌｔｄ．，Ｎａｎｊｉｎｇ　２１００００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｄｅｖｅｌｏｐａＣＤ３０-ｔａｒｇｅｔｅｄＣＡＲ-Ｔｃｅｌｌｄｒｕｇｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｍｕｌｔｉ-ｃｈａｉｎｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎｒｅ-
ｃｅｐｔｏｒＴｃｅｌｌｓ（ＣＡＲ-Ｔ）ｏｆｔｈｅｂｒｉｄｇｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＤＡＰ１２，ａｎｄｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌｅｆｆｉｃａｃｙｏｆ
ＣＤ３０ＣＡＲ-ＴｏｎＨｏｄｇｋｉｎｌｙｍｐｈｏｍａｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｒｏｕｇｈｇｅｎｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇｔｅｃｈ-
ｎｉｑｕｅｓ，ａＣＡＲｐｌａｓｍｉｄｔａｒｇｅｔｉｎｇＣＤ３０ｗａｓｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｏｂｔａｉｎｅｄｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｗａｓｐａｃｋａｇｅｄ．
ＴｈｅＴｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ，ｗｈｅｒｅｔｈｅｍｕｌｔｉ-ｃｈａｉｎＣＡＲ-ＴｔａｒｇｅｔｉｎｇＣＤ３０ｗａｓｔｈｅＣＤ３０-
ＫＩＲＳ２／Ｄａｐ１２-ＢＢｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｉｎｇｌｅ-ｃｈａｉｎｓｅｃｏｎｄ-ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎＣＡＲ-ＴｗａｓｔｈｅＣＤ３０-４１ＢＢζｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅＴｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈｏｕｔｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｅｒｅｔｈｅＮＴＤｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＣＡＲｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃ-
ｉｔｙｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＬＤＨ）ｒｅｌｅａｓｅａｓｓａｙ，ｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎ-
ｔｅｒｆｅｒｏｎγ（ＩＦＮ-γ）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅ-ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ），ａｎｄｔｈｅａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ＣＤ３０ＣＡＲ-Ｔｉｎｍｉｃｅｗａｓｆｕｒｔｈｅｒｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙａｍｏｕｓｅｘｅｎｏｇｒａｆｔｔｕｍｏｒｍｏｄｅｌ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗａｓｍａｄｅ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍｕｌｔｉ-ｃｈａｉｎＣＡＲ-ＴｔａｒｇｅｔｉｎｇＣＤ３０ａｎｄｔｈｅｓｉｎｇｌｅ-ｃｈａｉｎｓｅｃｏｎｄ-ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎＣＡＲ-Ｔ．Ｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔ
ｔｈｅａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｍｕｌｔｉ-ｃｈａｉｎＣＡＲ-Ｔｗａｓｓｉｍｉｌａｒｔｏｔｈａｔｏｆｔｈｅｓｉｎｇｌｅ-ｃｈａｉｎＣＡＲ-Ｔ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｉｔｗａｓｗｏｒｔｈ
ｎｏｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅＩＦＮ-γｓｅｃｒｅｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅｍｕｌｔｉ-ｃｈａｉｎＣＡＲ-Ｔｗａｓｈｉｇｈｅｒ（Ｐ＜０．００１）．Ｍｏｒｅｉｍｐｏｒｔａｎｔｌｙ，ｉｎｔｈｅ
ｍｏｕｓｅｔｕｍｏｒｍｏｄｅｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅｍｕｌｔｉ-ｃｈａｉｎＣＡＲ-Ｔａｃｈｉｅｖｅｄｃｏｍｐｌｅｔｅｔｕｍｏｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅ
ｍｕｌｔｉ-ｃｈａｉｎＣＡＲ-ＴｔａｒｇｅｔｉｎｇＣＤ３０ｉｓｓｕｐｅｒｉｏｒｔｏｔｈｅｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｓｉｎｇｌｅ-ｃｈａｉｎＣＡＲ-Ｔｉｎｔｅｒｍｓｏｆａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｍｏｄｉｆｉｅｄＴｃｅｌｌｓ；ＣＤ３０；Ｈｏｄｇｋｉｎｌｙｍｐｈｏｍａ；ＤＡＰ１２；ａｄｏｐｔｉｖｅｃｅｌｌｔｈｅｒａ-
ｐｙ
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