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靶向CD74的嵌合抗原受体T细胞的抗白血病细胞作用研究
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摘 要：嵌合抗原受体T细胞（chimeric antigen receptor T cell，CAR-T）疗法目前已应用于血液肿瘤的治疗，前期研究发现

CD74在白血病患者白血病干细胞中高表达，为了探索其对白血病细胞的杀伤作用，通过CD74 CAR表达载体的构建、慢

病毒载体的包装及T细胞的感染，制备CD74 CAR-T细胞。利用体外杀伤实验及细胞因子的释放检测确定CAR-T细胞对

CD74+的白血病细胞的特异性杀伤作用。结果显示，CD74 CAR-T分别与CD74+的THP-1及CD74-的K562白血病细胞共培

养时，THP-1细胞可被清除，而对CD74-的K562细胞无明显杀伤作用。CD74 CAR-T细胞可被CD74+的THP-1细胞有效激

活，通过细胞因子释放途径有效杀伤白血病细胞。研究成功构建了靶向CD74+的白血病细胞的 CAR-T细胞，为白血病的

免疫治疗提供了新的靶点和免疫治疗策略。
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Anti-leukemia Effect of Chimeric Antigen Receptor T Cells Targeting CD74 
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Abstract：Chimeric antigen receptor T cell （CAR-T） therapy has been used in treatment of hematological malignancy. The previ⁃
ous study has found that CD74 is highly expressed in leukemia stem cells. In order to explore its killing effect on leukemia cells， 
CD74 CAR-T cells were prepared by constructing CD74 CAR expression vector， packing lentivirus and infecting T cells. The spe⁃
cific killing effect of CAR-T cells on CD74 positive leukemia cells was determined by killing experiment in vitro and cytokine re⁃
lease detection. The results showed that when CD74 CAR-T was co-cultured with CD74+ THP-1 or CD74- K562 leukemia cells， 
THP-1 cells could be eliminated， but there was no obvious killing effect on CD74- K562 cells. CD74+ THP-1 cells could effective⁃
ly activate CAR-T cells， and activated anti-CD74 CAR-T cells could effectively leukemia cells through cytotoxicity pathways. 
The study successfully established CAR-T cells targeting CD74+ leukemia cells，thus providing new target and immunotherapy 
strategy for leukemia immunotherapy.
Key words：chimeric antigen receptor T cell； CD74； acute myeloid leukemia； leukemia stem cell

白血病干细胞（leukemia stem cell，LSC）是白

血病复发难治的重要根源之一，其作为少数具有

自我更新潜能并抵抗化疗的一群白血病细胞，长

期的自我更新能力可驱动克隆生长。LSC表现出
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特定的表型，特别是在治疗应激反应中，介导治疗

耐药性［1］。对 LSC 生物学特征进行深入探究，从

而对其进行靶向治疗，能够改善治疗预后。

为了探究LSC静息、耐受化疗等干性特征的机

制，本课题组前期研究发现CD74在静息的LSC中

表达上调。正常生理状态下，CD74表达于MHC Ⅱ
阳性细胞表面，包括树突状细胞（dendritic cell，
DC）、单核细胞/巨噬细胞、朗格汉斯细胞等［2］。此

外，CD74 也在多种恶性细胞中高表达［3-5］。基于

前期发现CD74是部分AML白血病干细胞的表面

标志，本研究构建靶向CD74的嵌合抗原受体T细

胞（chimeric antigen receptor T，CAR-T），探索其是

否可以特异性杀伤 CD74+的白血病细胞。利用

CD74单克隆抗体的轻链可变区和重链可变区序

列（克隆号 LL1）［6］，应用重组方法构建了 CD74 
CAR 表达载体，以验证靶向 CD74 CAR-T 的抗白

血病作用；将慢病毒载体制备成病毒，感染人T淋

巴细胞，将CD74 CAR-T细胞与CD74+白血病细胞

系共培养，从杀伤效果、细胞因子释放水平验证了

CD74 CAR-T可以特异性杀伤CD74+白血病细胞。

随着免疫治疗技术研究的进步，免疫治疗在

肿瘤尤其是血液肿瘤的治疗取得了重大进展，白

血病细胞新靶点的发现以及靶向新靶点的 CAR-

T 治疗可有效改善血液肿瘤的预后［7］，本研究构

建 CD74 CAR-T 可以特异性杀伤 CD74+白血病细

胞，将为白血病的免疫治疗提供新的策略。

1　材料与方法

1.1　试验材料

K562、THP-1 细胞系在本实验室长期保存培

养；人T淋巴细胞来自健康成人供者外周血，取自

天津市血液中心。实验所用抗体均购自Biolegend；
流式细胞仪购自美国安捷伦公司；FACSAriaIII流
式细胞仪购自美国 BD 公司；细胞因子（IFN-γ、
TNF-α，Il-6）联合检测试剂盒购自杭州赛基生物

公司；细胞因子 IFN-γ购自R&D公司；

1.2　试验方法

1.2.1　pCDH-CD74-BB-CD3ζ-GFP 载体构建 根

据实验室前期构建的 pCDH-CD19-BB-CD3ζ-GFP 
载体序列，通过限制性内切酶酶切获得除抗原结

合区之外的载体序列。通过 PCR 技术扩增人

CD74scFv 成熟肽序列，作为该 CAR 结构的抗原

结合区。将载体片段及抗原结合区片段通过重组连

接、转化、挑菌、鉴定、测序，留取测序正确的克隆，文

章中皆命名为CD74 CAR。对照载体为保存在实

验室的 PCDH-T2A-GFP载体，本文命名为VEC。

1.2.2　慢病毒包装和浓缩　将目的质粒CD74 CAR
或空载体 VEC 与包装质粒 psPAX2、PMD2.G按比

例混合后，加入 PEI，转染 HEK293T 细胞，收集病

毒上清并浓缩。将载体包装成病毒，感染人原代

T细胞72 h，检测感染效率。

1.2.3　T 细胞的培养与激活　复苏正常供者 T细

胞，用 T细胞完全培养基（KBM581+5% FBS+rhIL-

250 IU·mL-1）重悬计数，按1×106·孔-1的细胞密度，

将 T细胞铺于 24孔板中；取出 CD3/CD28磁珠，按

照T细胞：CD3/CD28磁珠比例1∶1加入磁珠，磁珠

加入之前先用无血清的 T 细胞培养基洗涤 3 遍，

用完全培养基按 100 μL·孔-1重悬磁珠，铺于 24孔

板中；用完全培养基将每孔体积补充至1 mL。
1.2.4　靶细胞的制备　IFN-γ诱导THP-1，THP-1细
胞悬液离心计数，将细胞密度调成 1×106·mL-1；取

24孔板，每孔加入200 μL细胞悬液，加入100 U·mL-1

的 IFN- γ，添加培养基将细胞体系补齐 1 mL
（RPM1640+10%N 血清），共孵育 72 h，检测 CD74
的表达。

1.2.5　CD74 CAR-T 细胞杀伤功能的检测　以感

染后第 7 天的 VEC-T 和 CD74 CAR-T 细胞作为效

应 T细胞，以白血病细胞系K562、IFN-γ诱导后的

THP-1 细胞作为靶细胞，24 孔板每孔加入 100 uL 
VEC-T或者CD74 CAR-T细胞悬液（1×105·孔-1）；按

照效靶比1∶1分别加入不同数量的靶细胞；用培养

基（KBM581+5% FBS）将培养体系补齐至1 mL。分

别在24、48 h检测残留靶细胞；48 h检测因子释放。

1.2.6　统计方法　应用 Graphpad Prism 9.0 软件

对所有数据进行统计处理，结果以 Mean±SD 表

示，采用 t 检验及单（双）因素方差分析进行统计

学分析，P<0.05认为差异有显著的统计学意义。

2　结果与分析

2.1　CD74 CAR-T细胞的制备

CD74 CAR-T 载体结构示意图如图 1A 所示，

感染活化 24 h 后的健康供者 T 细胞，在细胞感染

72 h后，检测感染阳性率，Fab抗体标记CD74scFv
在 T 细胞表面的表达，图 1B 为检测 VEC-T 及
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CAR-T细胞感染效率的流式分析图。其中，VEC-

T细胞感染效率在 80%左右，CD74 CAR-T细胞感

染效率在 70%左右，表明CD74 CAR成功表达于T
细胞表面。

2.2　白血病细胞系表面CD74的表达

为检测构建的 CD74 CAR-T对白血病细胞的

杀伤功能，研究以人急性髓系白血病细胞系 IFN-γ
诱导的 THP-1和 K562分别作为 CD74+及 CD74-的

靶细胞，检测 2个细胞系的CD74表达水平。如图

2所示，流式细胞术检测 THP-1细胞和 K562细胞

CD74 表达水平，2 种细胞系 CD74 表达阳性率分

别为 33.02% 和 0.06%，表明 THP-1 在 IFN-γ 诱导

下可表达 CD74，可作为验证 CD74 CAR-T 杀伤功

能的CD74+的靶细胞。

2.3　CD74 CAR-T 细胞对 CD74+的白血病细胞

的特异性杀伤

为 了 证 实 CD74 CAR-T 可 以 特 异 性 清 除

CD74+AML 细胞，研究将CD74 CAR-T或VEC-T分

别与K562、THP-1按照效靶比 1∶1进行共培养，利

用流式细胞术检测残留靶细胞的数量。实验结果

如图 3 所示，当细胞共培养 48 h 后，CD74 CAR-T
可以有效地杀伤CD74+的THP-1，而VEC-T细胞对

THP-1 细胞无明显杀伤。同时，CD74 CAR-T 对

CD74-的K562无明显杀伤作用，表明CD74 CAR-T
对白血病细胞的杀伤具有特异性。

2.4　CD74 CAR-T 细胞与靶细胞共培养后的细

胞因子分泌

细胞因子分泌也是参与T细胞杀伤的方式之

一，Th1 类细胞因子分泌 IFN-γ、TNF-α 可以促进

细胞免疫应答，而 IL-6与细胞的激活有关。研究

收集了 CD74 CAR-T 或 VEC-T 和靶细胞共培养

48 h的上清，检测细胞因子的分泌情况，如图 4显

A：CD74 CAR-T结构图；B：CD74 CAR-T和VEC-T细胞感染效率流式图及统计图；scFv—单链抗体可变区；GFP—绿色荧光蛋白

图1　CD74 CAR-T细胞的建立

Fig. 1　Preparation of CD74 CAR-T cells

图2　IFN-γ诱导的THP-1细胞和K562细胞表面CD74的表达

Fig. 2　The expression of CD74 in THP-1 and K562 cells
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示，与 THP-1 细胞共培养后，和 VEC-T 组相比，

CD74 CAR-T组 IFN-γ、TNF-α、IL-6细胞因子分泌

显著升高；而与K562共培养后，CD74 CAR-T细胞

产生的 TNF-α 及 IL-6与 VEC-T 组无显著性差异。

研究结果进一步表明CD74 CAR-T细胞的激活具

有特异性。

3　讨论

药物化疗以及同种异体干细胞移植可在一定

程度上提高 AML 患者的生存率。靶向治疗和不

同类别治疗药物的组合可有效改善治疗的耐药

性［8］。近几年随着对肿瘤细胞表面抗原的深入研

究，许多高表达于肿瘤细胞表面，且在正常组织中

不表达或低表达的抗原被发现可以作为肿瘤

CAR-T治疗的靶点［9-10］，CAR-T免疫疗法的出现进

一步提高了白血病的治疗效果。

CD74在多种恶性肿瘤中高表达，包括B细胞

肿瘤［11］、多发性骨髓瘤［12］、非小细胞肺癌［13］和胃

癌［14］，加上 CD74 在与抗体或配体结合时发生快

速内化，使其成为这些肿瘤疾病的一个有吸引力

的靶点。

目前，研究发现人源化抗 CD74 单克隆抗体

LL1 是一种有效的治疗剂，可能对治疗多发性骨

髓瘤等 B 细胞恶性肿瘤具有重要价值［15］。CD74
在肿瘤细胞上的快速内化和相对较高的表达是用

作偶联化疗剂或放射性药物载体的决定性因素。

例如，放射性同位素［16］、阿霉素［17］和两栖动物胞质

核糖核酸酶 ranpirnase［18］，当与人源化抗 CD74 单

克隆抗体LL1联合使用时，存活率显著提高，并且

在临床前研究的小鼠和非人灵长类动物模型中耐

受性度好［19］。目前，用于临床的 hLL1的开发也正

在进行中。

基于以上研究背景，本文构建了靶向 CD74
的嵌合抗原受体。体外实验证实CD74 CAR-T被

CD74+的肿瘤细胞激活，同时分泌 IFN-γ，TNF-α等

细胞因子特异性杀伤肿瘤细胞。未来研究计划将

在体内实验中进一步验证CD74 CAR-T治疗AML
肿瘤细胞的有效性。

综上所述，本研究成功构建的靶向 CD74 抗

原的第二代 CAR-T 细胞具有特异性的抗肿瘤作

注：**和****分别表示在P<0.01和P<0.000 1水平上具有统计学意义。

图3　CD74 CAR-T细胞与靶细胞共培养24、48 h后相对残留靶细胞比例

Fig. 3　Relative proportion of residual target cells after co culturing of CD74 CAR-T cells with target cell for 24 and 48 h

注：*、**、***分别表示在P<0.05、P<0.01、P<0.001水平上具有统计学意义；ns表示无统计学意义。

图4　CD74 CAR-T或VEC-T 和靶细胞共培养上清中各类细胞因子分泌水平

Fig. 4　Production of cytokines by VEC-T or CD74 CAR-T cells after co-culturing with target cells for 48 h
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用，研究结果提示CD74是治疗CD74+肿瘤细胞的

有效靶点，CD74 CAR-T的研究可为肿瘤免疫治疗

的发展提供新思路。
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