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纽约食管鳞状上皮癌抗原 1（New York esophageal

squamous cell carcinoma 1，NY-ESO-1）是癌-睾丸抗原（CTA）

家族中的重要成员，能诱导细胞和体液免疫应答［1-3］。文献

报道抗NY-ESO-1 T细胞受体（TCR）1G4可识别HLA-A*02:

01限制性 p157-165肽段［4］。而目前NY-ESO-1特异性TCR

嵌合型T细胞在急性髓系白血病（AML）中的研究甚少，疗效

也不甚明确。

自然杀伤细胞活化型受体 2（NKG2D）主要表达于NK

细胞、CD8+T 细胞、γδT 细胞，特定的 CD4+T 细胞也有表

达［5-6］。在激活的CD8+ T细胞中，NKG2D可能提供共刺激功

能，尤其对于缺乏CD28（T细胞的传统共刺激受体）表达的

高度活化的CD8+ T细胞激活作用最为明显［7］。如 IL-15刺激

人的CD8+T细胞被有效激活后，在T细胞受体激活缺失的情

况下，NKG2D的参与足以触发靶细胞杀伤［8］。最近有研究

发现 NKG2D 的配体 NKG2DL 在白血病干细胞表面缺失

引起免疫逃逸，针对耐药的 AML 患者增强 NKG2DL 的表

达可提高免疫治疗与化疗效果，减少复发［9］。NKG2DL 主

要包括 MHC class I chain-related（MIC）基因家族的两个

成 员 MICA/MICB 和 UL16 结 合 蛋 白 家 族 6 个 成 员

（ULBP1～6）［10- 11］。我们构建并制备 NY-ESO-1 TCR-T 细

胞，观察其功能，并将其过表达NKG2D-CD3ζ，通过持续提

供刺激激活信号并结合肿瘤表面配体NKG2DL，观察是否

增强NY-ESO-1 TCR-T细胞对AML原代细胞的杀伤活性。

材料与方法

1. 细胞株及主要试剂：293T细胞购自美国模式培养物

集存库（ATCC）。T2 是 TB 杂交瘤细胞，稳定表达 A0201；

T2M1是稳定转染了ESO1 p157-165的T2细胞，该细胞株可

呈递被 TCR 识别的 ESO1 p157-165 肽。含有 TCRα/β以及

NY-ESO-1 p157-165序列的慢病毒制剂由上海吉凯公司提

供。T 淋巴细胞分离液购自上海碧云天生物技术有限公

司。Lenti-Pac™慢病毒颗粒包装试剂盒购自上海伯易生物科

技有限公司。CD3分选磁珠和CD3/CD28刺激磁珠购自上

海拜力生物科技有限公司。LDH 细胞毒性检测试剂盒、

ELISA 检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。

CD3-APC（Z6410048）、NKG2D-APC（130-111-846）和MICA/

MICB（130-118-830）流式抗体购自德国美天旎生物技术有

限公司，NYESO-1-APC（TB-M011-2）流式抗体购自上海拜

力生物科技有限公司。

2. 免疫组化：石蜡切片脱蜡后，3％双氧水中孵育10 min，

浸入 0.01 mol/L柠檬酸盐缓冲液（pH 6.0），高火加热至沸腾，

反复1 次，再进行封闭、一抗、二抗孵育，使用DAB显色试剂

盒显色，封片。采用丹吉尔电子有限公司生产的 P250

FLASH病理切片扫描仪对切片进行图像采集。阳性着色细

胞数评分：阳性细胞数＜5％为 0 分，5％～25％为 1 分，

26％～50％为 2分，51％～75％为 3分，76％～100％为 4分。

阳性着色强度评分：无色为 0 分，淡黄色为 1 分，棕黄色为

2 分，棕褐色为 3 分。两者计分相乘即为阳性等级：0分为

阴性，1～4分为弱阳性，5～8分为阳性，9～12分为强阳性。

3. 质粒转化、扩增、提取：NKG2D-CD3ζ过表达质粒和空

载质粒（pHBLV-CMV-MCS-T2A-Puro）购买于上海汉恒生物

公司。感受态细胞置于冰上解冻，加入NKG2D-CD3ζ或空

载质粒，冰中放置30 min，42 ℃放置30～60 s，再次置于冰中

2～3 min。加入37℃预温的SOC培养基，振荡培养。取适量

培养后的菌液，三区划菌，37 ℃过夜培养。挑取单个白色菌

落，放入SOC培养基中，37 ℃振荡培养。取500 μl培养后的

菌液加入SOC培养基中，37 ℃振荡培养。采用无内毒素质

粒提取试剂盒提取质粒后进行定量。

4. 慢病毒包装及滴度测试：转染前 48 h，在大皿中转染

1×107 293 T细胞，采用Lenti-Pac™慢病毒颗粒包装试剂盒包
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装慢病毒，72 h后用超速离心法离心浓缩病毒并检测滴度。

用无血清的DMEM培养基悬浮病毒沉淀，分装，-80 ℃保存。

5. 分离AML患者白血病细胞：选取1例复发/难治AML

患者骨髓标本，标本采集经我院伦理委员会批准，获研究对

象知情同意并签署知情同意书。该患者信息如下：受体限制

性配型为HLA-A*0201，并且组化检测显示存在NY-ESO-1

的表达，符合NY-ESO-1 TCR-T细胞的治疗范围。利用T淋

巴细胞分离液从该患者骨髓样本分离单个核细胞，再利用

CD33磁珠分选获得AML原代细胞进行扩增培养。

6. NY-ESO-1 TCR-T细胞的制备：单采复发/难治AML

患者外周血单个核细胞，T淋巴细胞分离液分离，利用CD3

的分选磁珠选出CD3+ T细胞。培养第4天接种慢病毒，将T

细胞按 107/ml 培养基重悬，加入含 TCRα/β以及 NY-ESO-1

p157-165 序列的慢病毒或含空载质粒（pCDH-EF1a-MCS-

T2A-copGFP）的慢病毒，37 ℃ CO2培养箱孵育30 min。孵育

完成后，加入培养基，控制细胞接种密度在 0.5×106/ml，加入

终浓度为 1 μg/ml 的 CD3/CD28 单抗进行培养。取（0.5～

1.0）×106 TCR-T细胞，加入抗Vβ13.1或HLA-A02:p157-165

Tetramer进行染色后，上流式细胞仪检测表达率。

7. NKG2D-CD3ζ的慢病毒质粒感染 NY-ESO-1 TCR-T

细胞：将NKG2D-CD3ζ慢病毒质粒按MOI为 20∶1的比例感

染对数生长期的 NY- ESO- 1 TCR- T 细胞，72 h 后加入

NKG2D的抗体，流式细胞术检测NKG2D-CD3ζ转染效率。

8. NY-ESO-1 TCR-T细胞与患者单个核细胞的混合培

养比例的选择：用CD33磁珠分选AML患者骨髓白血病原

代细胞作为靶细胞。将NY-ESO-1 TCR-T细胞与靶细胞按

照效靶比（E∶T）为10∶1、3∶1、1∶1、0.3∶1进行混合培养48 h，

吸取150 μl上清利用LDH释放检测方法进行测定。

9. 体外杀伤活性的检测：各处理组置于含 10％FBS的

RPMI 1640 培养基，37 ℃、饱和湿度、5％CO2 培养箱中培

养。ELISA 法检测 NY-ESO-1 TCR-T 细胞的 IL-2、TNFα和

IFNγ炎症因子释放水平。按LDH细胞毒性检测试剂盒说明

书进行操作，采用酶标仪检测 490 nm处吸光度（A）值，计算

其杀伤率。每组设3个复孔，实验重复3次。杀伤率（％）＝

（A 效应细胞自发释放−A 靶细胞自发释放）/（A效应细胞最大释放−A 靶细胞自发释放）×100％。

10. 细胞因子释放测定：将 NY-ESO-1 TCR-T 细胞用

DPBS清洗2次，按照20 000∶20 000与AML原代细胞混合培

养于含 2％ FBS 的 RPMI 1640 培养基 16～24 h，吸取 50～

100 μl上清，利用ELISA测定 IL-2、TNFα和 IFNγ炎症因子释

放水平。按ELISA检测试剂盒说明书进行操作，采用酶标仪

测定450 nm处A值。同样方法检测过表达NKG2D-CD3ζ的

NY-ESO-1 TCR-T细胞的细胞因子释放水平。

11. MICA/MICB表达的检测：利用流式细胞术检测过表

达NKG2D-CD3ζ的NY-ESO-1 TCR-T 细胞作用前后AML细

胞中MICA/MICB的表达水平。

12. 统计学处理：实验数据均采用SPSS 17.0软件进行统

计学分析，两两比较采用 t检验，双侧P＜0.05为差异有统计

学意义。

结 果

1. AML 患者骨髓标本 NY-ESO-1 的表达及 NY-ESO-1

TCR-T细胞转染效率：免疫组化结果显示加入NY-ESO-1抗

体后，AML患者骨髓标本胞质与胞核有棕黄色着色，阳性细

胞数在 76％～100％，积分为 8分，显示NY-ESO-1表达呈阳

性（图1）。

分别用含TCRα/β以及NY-ESO-1 p157-165序列或空载

体的慢病毒感染 AML 原代细胞 72 h 后，取（0.5～1.0）×106

TCR-T细胞，加入抗Vβ13.1或HLA-A02: p157-165 Tetramer

进行染色后，采用流式细胞术检测表达率。转染NY-ESO-1

TCR-T细胞中NY-ESO-1的表达率为70.37％（图2）。

2. NY-ESO-1 TCR-T 细胞对 AML 原代细胞的体外杀

伤：将 NY-ESO-1 TCR-T 细胞与 AML 原代细胞按 0.1∶1、

1∶1、3∶1和10∶1比例混合培养48 h，杀伤活性分别为1.37％、

4.9％、22.67％、37.27％。为了在其后的研究中比较过表达

NKG2D-CD3ζ与否的NY-ESO-1 TCR-T细胞对靶细胞杀伤

活性的差异，我们选择了3∶1的效靶比进行其后的实验。

3. NY-ESO-1 TCR-T细胞对不同靶细胞的炎症因子释

放水平：将NY-ESO-1 TCR-T细胞与靶细胞按照效靶比为3∶

1进行混合培养24 h，实验结果显示相比转染空载体的TCR-

T细胞与T2M1细胞株混合培养组，转染NY-ESO-1的TCR-

T细胞释放炎症因子的水平显著升高，差异具有统计学意义

（P＜0.001）（图3）。

4. 过表达NKG2D-CD3ζ的 NY-ESO-1 TCR-T细胞的杀

伤活性和炎症因子释放情况：将包装好的NKG2D-CD3ζ慢

A：阴性对照；B：AML患者骨髓标本

图1 免疫组化检测急性髓系白血病（AML）患骨髓标本者NY-ESO-1的表达（×400）
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病毒质粒按MOI为20∶1的比例感染对数生长期的NY-ESO-1

TCR-T细胞，72 h后加入NKG2D抗体，流式细胞术检测显示

其表达率为56.71％（图4）。

利用慢病毒转染的方法将NKG2D-CD3ζ过表达质粒或

空载质粒转染到 NY-ESO-1 TCR-T细胞，检测转染后的NY-

ESO-1 TCR-T细胞对AML患者原代细胞的杀伤活性和炎症

因子释放情况。实验结果显示，相比空白对照组，空载质粒

转染组的杀伤率为 24.17％，过表达质粒转染组的杀伤率明

显提高，为 47.3％，两组差异具有统计学意义（P＜0.001）。

同时，过表达质粒转染组分泌的 IL-2、TNFα 和 IFNγ 炎症因

子水平较空载质粒转染组提高 2～3倍，其中 IL-2和 IFNγ释

放的水平较高（图 5）。表明过表达 NKG2D-CD3ζ可增强

NY-ESO-1 TCR-T细胞的杀伤活性和炎症因子释放水平。

5. 过表达 NKG2D-CD3ζ对 AML 患者原代细胞 MICA/

MICB表达的影响：流式细胞术检测结果显示，AML患者原

代细胞与 NY-ESO-1 TCR-T 细胞混合培养 0 h 后，MICA/

MICB 的表达水平约为 1.45％；与过表达 NKG2D-CD3ζ的

NY-ESO-1 TCR-T细胞混合培养 48 h后，MICA/MICB表达

水平约为 22.44％。表明过表达 NKG2D-CD3ζ可增强患者

AML原代细胞MICA/MICB的表达。

图2 NY-ESO-1 TCR-T细胞中NY-ESO-1的表达率

1：转染空载体的TCR-T细胞与T2细胞混合培养组；2：转染空载体的TCR-T细胞与T2M1细胞混合培养组；3：转染NY-ESO-1的TCR-T细胞与

T2细胞混合培养组；4：转染NY-ESO-1的TCR-T细胞与T2M1细胞混合培养组

图3 NY-ESO-1 TCR-T细胞对不同细胞的炎症因子释放水平

图4 NKG2D-CD3ζ转染NY-ESO-1 TCR-T细胞后NKG2D的表达率
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图5 过表达NKG2D-CD3ζ的NY-ESO-1 TCR-T细胞的炎症因子释

放水平

讨 论

AML应用一线化疗方案取得了满意的疗效，但仍有约

20％的患者因耐药不能达到完全缓解；对一线疗法满意，而

未接受造血干细胞移植的患者，50％以上在2年内复发［12-13］。

急需新的疗法，针对复发/难治AML进行挽救治疗。

TCR-T细胞技术在血液病研究中越来越广泛，研究发现

高亲和力TCR可诱导产生更强的下游信号通路激活，更加

有效地清除肿瘤组织［14］。NY-ESO-1在骨髓瘤、神经母细胞

瘤、滑膜肉瘤、黑色素瘤等多种类型肿瘤中广泛表达［15-16］。

研究表明，HLA-A2限制性NY-ESO-1/LAGE-1转导的CD8+

T细胞过继性T细胞疗法改善了难治性黑色素瘤和滑膜细胞

肉瘤患者的临床缓解率和总体生存率［17］。NY-ESO-1特异性

TCR-T细胞在复发/难治多发性骨髓瘤的治疗中也取得了一

定成效［18］。

2014年Srivastava等［19］发现，HMA类药物地西他滨可通

过降低NY-ESO-1启动子区域甲基化，诱导AML细胞表达

NY-ESO-1抗原。同时证实地西他滨处理的AML原代细胞，

可诱导 NY-ESO-1 特异性 CD8+ T细胞的表达［20］。也有文献

提示，NY-ESO-1疫苗联合地西他滨可诱导MDS/AML患者

NY-ESO-1特异性体液反应，同时发现CD141高表达的DC

细胞的增加与 NY-ESO-1 特异性免疫应答相关［21］。目前，

NY-ESO-1 TCR-T 细胞治疗复发/难治 AML 尚未见临床报

道，本研究体外实验分析了NY-ESO-1 TCR-T细胞对复发/难

治AML患者的原代细胞是否具有杀伤活性，以及如何进一

步提高其杀伤效果。

NKG2D是固有免疫系统中一个重要的激活性受体，它

通过识别靶细胞表面的配体来传递活化信号并激活免疫系

统，从而对靶细胞发挥杀伤作用。目前已知的 NKG2D 配

体，包括MHCⅠ类配体MICA/MICB和UL16结合蛋白编码

的ULBPs配体。NKG2D受体/NKG2D配体对肿瘤的免疫调

节起着相当重要的作用，在肿瘤发生早期启动机体固有免

疫，起到免疫监视及清除作用［22-24］。文献报道在复发/难治

AML患者中白血病细胞表面NKG2D 配体的表达缺失，缺

失NKG2D 配体的AML患者缓解率和总生存期明显降低［9］。

也有文献显示，增强癌细胞表面不同配体的表达，可显著提

高NKG2D-CAR-T细胞的治疗效果［8］。NKG2D 配体的表达

可以调节肿瘤细胞，NKG2D-CD3ζ融合信号域使T细胞能够

识别天然的NKG2D 配体，发挥其杀伤肿瘤细胞的功能［25］。

我们的结果显示：过表达 NKG2D-CD3ζ的 NY-ESO-1

TCR-T细胞，可持续识别肿瘤细胞的NKG2D 配体，同时增

强了对 AML 原代细胞的杀伤活性，进而增强 NY-ESO-1

TCR-T细胞的疗效。我们下一步拟构建表达NY-ESO-1特

异性抗原和HLA0201有效片段的AML细胞株，验证上述结

论，并构建该细胞株的小鼠模型，观察体内疗效。
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