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［摘 要］ 目的：构建人锌转运体 8（zinc transporter 8，ZnT8）嵌合抗原受体（chimeric antigen receptor，CAR）的慢病毒表达载

体，为研究抗原特异性调节性T细胞（regulatory T cells，Tregs）在1型糖尿病（type 1 diabetes mellitus，T1DM）自身免疫中的调节

作用提供实验基础。方法：通过分子克隆及基因重组技术构建PLVX⁃EGFP⁃ZnT8 scfv慢病毒表达载体质粒，并制备ZnT8 scfv⁃
CAR慢病毒；利用ZnT8 scfv⁃CAR慢病毒感染Tregs，流式细胞术检测绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）的表达确定

慢病毒感染效率；细胞计数评估Tregs细胞增殖能力；流式细胞术检测增殖细胞中CD4、CD25、Foxp3和Helios的表达。结果：酶

切鉴定和基因测序结果显示PLVX⁃EGFP⁃ZnT8 scfv慢病毒表达载体构建成功；质粒共转染293T细胞后制备浓缩慢病毒滴度为

2.4×108 TU/μL；ZnT8 scfv⁃CAR慢病毒转染Tregs后GFP表达率为43.2% ± 4.1%；体外培养14 d后ZnT8特异性Tregs增殖（634.3
± 92.5）倍，且高表达Foxp3（60.4% ± 3.5%）和Helios（64.3% ± 4.8%）。结论：成功构建了包含CAR结构的PLVX⁃EGFP⁃ZnT8 scfv
慢病毒载体并包被ZnT8 scfv⁃CAR慢病毒；慢病毒转染后的CAR⁃Tregs体外扩增 14 d仍能够维持ZnT8⁃CAR结构表达；CAR⁃
Tregs为一群CD4+CD25+细胞且高表达Foxp3和Helios。
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［Abstract］ Objective：The aim of this study was to construct zinc transporter 8（ZnT8）chimeric antigen receptor（CAR）expression
vector，so as to provide experimental basis for studying the role of antigen⁃specific regulatory T cells（Tregs）in the autoimmunity of type
1 diabetes. Methods：PLVX⁃EGFP⁃ZnT8 scfv lentivector was constructed by molecular cloning technique to produce ZnT8 scfv⁃CAR
lentivirus；the expression of green fluorescent protein（GFP）in Tregs was detected by flow cytometry to determine the efficiency of
lentivirus；the proliferation of Tregs was evaluated by cell counting；the expression of CD4，CD25，Foxp3 and Helios in proliferated
cells were detected by flow cytometry. Results：The PLVX⁃EGFP ⁃ZnT8 scfv lentivector was successfully constructed. The titer of
concentrated ZnT8 scfv⁃CAR lentivirus was 2.4×108 TU/μL. The expression rate of GFP was 43.2% ± 4.1% in Tregs infected with
ZnT8 scfv⁃CAR lentivirus. After being cultured in vitro for 14 days，the ZnT8⁃specific Tregs proliferated（634.3 ± 92.5）times，along
with high expression of Foxp3（60.4% ± 3.5%）and Helios（64.3% ± 4.8%）. Conclusion：We obtained the PLVX⁃EGFP⁃ZnT8 scfv
lentivector and synthesized ZnT8 scfv⁃CAR lentivirus successfully；Tregs infected with ZnT8 scfv⁃CAR lentivirus could maintain the
CAR expression；CAR⁃Tregs were a group of CD4+CD25+ cells with high expression of Foxp3 and Helios.
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1型糖尿病（type 1 diabetes mellitus，T1DM）是一

种由T细胞介导的针对胰岛β细胞选择性破坏的自身

免疫性疾病。调节性T细胞（regulatory T cells，Tregs）
是一群 CD4+CD25+T细胞且特异性表达转录因子

Foxp3的免疫负调控细胞，在体内通过一系列机制维

持自身免疫耐受［1］。动物模型和临床研究都显示多

克隆Tregs可以起到治疗T1DM的作用，但是多克隆

Tregs治疗面临着所需细胞数量多、抗原非特异性、感

染和肿瘤风险增加等难题。因此，针对特定器官或抗

原的特异性免疫抑制才能在治疗的同时避免不良反应

的发生，抗原特异性Tregs是免疫调控治疗的关键。

人锌转运体 8（zinc transporter 8，ZnT8）是特异

性表达于胰岛β细胞胰岛素分泌囊泡膜的一种锌转

运蛋白，其生理功能是负责囊泡内的锌离子富集，

在胰岛素的合成与分泌过程中发挥重要作用［2］。

ZnT8不仅具有维持细胞内锌稳态的作用，也是体内

免疫系统针对胰岛β细胞的潜在靶标之一。深入研

究ZnT8特异性Tregs参与T1DM自身免疫反应的调

控作用，对于明确T1DM发病机制、寻找临床免疫治

疗靶点具有重要的临床价值和意义。

本课题组在前期研究中已建立了体外高效扩

增人调节性 T细胞技术［3］，并构建全人源型噬菌体

库，筛选、表达与鉴定了人源抗 ZnT8的单链抗体

（single chain fragment variable，scfv）［4］。本研究拟构

建ZnT8 scfv⁃CAR Tregs，评估其功能和表型，为进一

步研究抗原特异性 Tregs在 T1DM中的机制和免疫

治疗提供研究手段。

1 材料和方法

1.1 材料

健康人血液标本来源于江苏省血液中心献血

志愿者，均已签署“献血者科研用血知情同意书”。

E.coli stab3感受态细胞、人肾胚上皮细胞株293T由

南京医科大学细胞生物学系实验室保存。

琼脂糖凝胶回收试剂盒（上海索宝生物科技有

限公司），PCR引物（南京金斯瑞生物科技有限公

司），淋巴细胞分离液（Stem Cell公司，美国），CD4⁃
PerCP cy5.5抗体、流式细胞仪FACS Aria、FACSCali⁃
bur（BD公司，美国），CD127⁃PE抗体、CD25⁃APC抗

体、Helios⁃PE抗体、Foxp3⁃ Alexa Fluor 488抗体（Bio⁃
Legend 公司，美国），RPMI 1640、DMEM、人 CD3/
CD28 磁珠、胎牛血清、青链霉素、Opti ⁃MEM、PEI
（Gibco公司，美国），重组人白细胞介素2（IL⁃2，江苏

四环生物制药公司），X⁃Vivo无血清培养基（Lonza公

司，瑞士），限制性核酸内切酶Nde Ⅰ和Not Ⅰ（NEB
公司，美国）。CAR慢病毒载体PLVX⁃EGFP⁃YP7质
粒、病毒包装质粒 pSPAX.2与PMD2.G（南京医科大

学细胞生物学系实验室储存），含ZnT8⁃scfv质粒（本

实验室储存）。

1.2 方法

1.2.1 ZnT8 scfv⁃CAR慢病毒载体质粒的构建

根据载体酶切位点和 ZnT8特异性 scfv序列设

计引物，F：5′⁃CCAGGCCGGCGGCCGCTATGACCCA⁃
GTCTCCATCCTC ⁃ 3′，R：5′ ⁃GTGGTCATATGTGAG⁃
GAGACGGTGACCAGG⁃3′。以含 ZnT8 scfv的质粒

为模板，PCR扩增 ZnT8 scfv序列并回收目的条带，

反应体系与反应条件如下：5×ps buffer 10 μL、dNTP
4 μL、模板 1 μL、正向引物 1 μL、反向引物 1 μL、
primer star 0.5 μL、ddH2O 32.5 μL；扩增程序为：

98 ℃ 10 s、65 ℃ 5 s、72 ℃ 1 min，共40个循环，72 ℃
终延伸5 min。

将 scfv DNA在37 ℃下2 h进行Nde Ⅰ/Not Ⅰ双

酶切，回收酶切产物后16 ℃过夜连接到载体PLVX⁃
EGFP⁃CAR中。连接产物转化E.coli stab3感受态细

胞，挑选阳性克隆并测序分析，结果正确的 PLVX⁃
EGFP⁃ZnT8 scfv质粒用于包被慢病毒。

1.2.2 慢病毒制备并感染293T细胞

将 293T细胞接种至 10 cm培养皿中，待细胞密

度为 70%~80%时将PLVX⁃EGFP⁃ZnT8质粒（10 μg）
与 pMD2.G（5 μg）质粒、pSPAX2（7.5 μg）质粒通过

Opti⁃MEM（1 mL）与 PEI（67.5 μg）共转染至 293T细

胞。转染后8 h换液，24 h和48 h后分别收取培养上

清。将上清超速离心（4 ℃、20 000 r/min、2 h），沉淀

溶解在DMEM培养液中，分装于-80 ℃冻存备用。

293T细胞铺到 24孔板中（2×105个/孔），24 h后
分别加入1、2、5、10 μL ZnT8⁃CAR慢病毒。感染24 h
后换液，48 h后收取细胞流式检测绿色荧光蛋白

（green fluorescent protein，GFP）阳性细胞比例。

1.2.3 流式分选Tregs
淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞（pe⁃

ripheral blood mononuclear cell，PBMC），无菌 PBS溶

液重悬至细胞密度 1×108个/mL后加入 CD4⁃PerCP
cy5.5抗体、CD25⁃APC抗体、CD127⁃PE抗体，混匀后

4 ℃避光孵育 30 min。离心后弃上清，用含有 10%
胎牛血清的PBS溶液重悬细胞，流式分选收集CD4+

CD25+CD127lowT细胞，即Tregs。
1.2.4 ZnT8 scfv⁃CAR Tregs的构建与扩增

含10%胎牛血清、1%青链霉素的X⁃Vivo培养基

··946



重悬Tregs（1×106个/mL），按照细胞数∶磁珠数1∶1的
比例加入人CD3/CD28磁珠，并加入 IL⁃2（终浓度为

300 U/mL）100 μL/孔，将细胞接种于 96 孔板内。

37 ℃恒温培养24 h，实验组CAR⁃Tres以MOI=15加入

ZnT8 scfv⁃CAR慢病毒和硫酸鱼精蛋白（4 μg/mL），对照

组Tregs加入相同体积PBS溶液离心（4℃、1 000 r/min、
1 h、缓升缓降）。离心结束后放入培养箱静置 3 h，
实验组与对照组均补充 100 μL含 IL⁃2的X⁃Vivo培
养基，继续培养24 h后将96孔板内细胞转移至48孔
板。分别在转染后3 d、5 d进行离心换液，实验组在

病毒转染后 7 d收集细胞流式分选GFP+ Tregs，再次

按 1∶1比例加入人CD3/CD28磁珠，继续培养GFP+

Tregs，培养期间每次离心换液时对实验组和对照组

细胞进行计数以便评估两组细胞增殖能力。

1.2.5 ZnT8 scfv⁃CAR Tregs体外扩增后表型检测

收集扩增后Tregs，计数后用无菌PBS重悬细胞

（1×107个/mL）。每管加入100 μL细胞，用CD4⁃Per⁃
CP抗体、CD25⁃APC抗体进行表面染色，并于4 ℃避

光孵育 30 min。2 mL PBS洗涤细胞后离心弃上清。

1 mL破膜液重悬后 4 ℃破膜 1 h，加入 2 mL 洗涤液

1 500 r/min 5 min离心清洗 2遍。200 μL PBS重悬

后加入 Foxp3⁃Alexa Fluor 488抗体、Helios⁃PE抗体

进行核内染色，4 ℃避光孵育 30 min。离心后弃上

清，200 μL PBS重悬细胞后流式细胞仪检测。

1.3 统计学方法

运用SPSS23.0统计软件进行统计分析，结果以

均数±标准差（x ± s）表示，两组间比较采用 t检验。

采用 FlowJo 10.0制作流式图，GraphPad Prism7.0绘

制增殖曲线。实验均独立重复 3次。P < 0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 慢病毒载体的构建与鉴定

PCR 扩增获得 ZnT8⁃scfv DNA 序列（图 1A），

Nde Ⅰ/Not Ⅰ双酶切鉴定成功筛选出阳性克隆（图

1B），基因测序结果与质粒图谱一致。

2.2 ZnT8 scfv⁃CAR慢病毒成功转染293T细胞

流式细胞术检测 ZnT8 scfv⁃CAR 慢病毒感染

293T后GFP表达。结果显示，随着加入病毒量的增

加GFP阳性率逐渐增高，ZnT8 scfv⁃CAR浓缩慢病毒

成功转染293T细胞（图2）。
2.3 ZnT8 scfv⁃CAR Tregs的鉴定

分离健康人外周血 PBMC 中的 CD4 + CD25 +

CD127lowT细胞亚群，纯度＞95%（图 3A、B）。转染

CAR慢病毒7 d后流式细胞术检测GFP荧光表达率

为 43.2% ± 4.1%（图 3C）。分选出的GFP+ Tregs（即

ZnT8 scfv⁃CAR Tregs）体外继续培养7 d后GFP阳性

率为 98.3%±1.2%（图 3D），证明慢病毒转染的CAR
结构能够随着Tregs增殖在细胞内稳定表达。

2.4 ZnT8 scfv⁃CAR Tregs能在体外高效扩增

体外扩增14 d后靶向ZnT8抗原的特异性CAR⁃

Marker 1 2 3 4 5 6 7 8

700 bp

ZnT8 scfvMarker

700 bp

A

B

A：PCR扩增ZnT8 scfv序列电泳图；B：目的基因与PLVX载体连

接后重组质粒PCR酶切鉴定图，1~8：重组质粒酶切产物，其中2、3、
5~8为阳性克隆。

图1 PLVX⁃EGFP⁃ZnT8 scfv慢病毒载体的构建

Figure 1 Integration of PLVX⁃EGFP⁃ZnT8 scfv lentivi⁃
ral vector
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图2 ZnT8 scfv⁃CAR慢病毒感染293T细胞

Figure 2 ZnT8 scfv⁃CAR lentivirus infects 293T cells
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Tregs扩增（634.3 ± 92.5）倍，对照组多克隆Tregs（未

转染慢病毒）扩增（643.7 ± 195.1）倍，两组细胞的增

殖能力无统计学差异（P > 0.05，图4A）。
流式检测扩增 14 d后 ZnT8特异性 CAR⁃Tregs

表型，结果显示：与对照组相比，CAR⁃Tregs为CD4+

CD25 +T 细胞同时高表达 Foxp3（60.4% ± 3.5% vs.
61.7% ± 5.5%，P > 0.05）和Helios（64.3% ± 4.8% vs.
65.3% ± 2.9%，P > 0.05）（图4B、C）。
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A：分选CD4+CD25+CD127low T细胞（Tregs）；B：Tregs分选纯度大于 95%（n=3）；C：病毒转染 7 d后检测CAR的阳性表达率（43.2% ± 4.1%）

（n=3）；D：体外培养14 d后，ZnT8特异性CAR⁃Tregs维持CAR高表达（98.3%±1.2%）（n=3）。
图3 ZnT8特异性CAR⁃Tregs的构建

Figure 3 Construction of ZnT8⁃specific CAR⁃Tregs
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后的对照多克隆Tregs为CD4+CD25+T细胞，并且高表达Foxp3（61.7%±5.5%）、Helios（65.3%±2.9%）（n=3）；C：体外培养14 d，扩增后的ZnT8特
异性CAR⁃Tregs为CD4+CD25+T细胞，并且高表达Foxp3（60.4%±3.5%）、Helios（64.3% ± 4.8%）（n=3）。

图4 ZnT8特异性CAR⁃Tregs的功能与表型

Figure 4 ZnT8⁃specific CAR⁃Tregs efficiently amplify and maintain the original phenotype of Tregs in vitro
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3 讨 论

T1DM患者需要终身依赖外源性胰岛素治疗，

而长期的胰岛素治疗无法阻止糖尿病的进展和并

发症的发生。因此在疾病早期调控自身反应T细胞

对胰岛的杀伤并保护T1DM患者残存的胰岛功能成

为探索T1DM免疫新疗法的关键。Tregs是一类具有

免疫负调节功能的CD4+T细胞，国外已有临床试验证

明了多克隆Tregs回输治疗的有效性与安全性［5-6］。

NOD小鼠模型中的研究表明Tregs参与T1DM的发

病［7］；临床研究发现将体外扩增的多克隆Tregs回输

到 T1DM患者体内可使胰岛素使用剂量下降，C肽

水平上升［8］。NOD小鼠中的研究还显示用胰岛抗原

特异性肽段刺激生成的抗原特异性Tregs具有更好

的逆转T1DM进展的作用，提示抗原特异性Tregs比
多克隆Tregs具有更高的临床治疗价值［9］。因此，人

抗原特异性Tregs是研究免疫调控治疗临床自身免

疫性疾病的重要方向。

近年来利用CAR技术构建的肿瘤抗原特异性T
细胞在肿瘤治疗方面取得了重大进展［10］，CAR⁃T在

肿瘤方面的成功为构建抗原特异性Tregs提供了新

思路。已有研究证明HLA⁃A2特异性CAR⁃Tregs能
够在体外稳定扩增并保留了Foxp3表达和免疫抑制

功能，对移植排斥反应具有比多克隆Tregs更强的抑

制作用［11］。然而目前尚无胰岛抗原相关的人源性

Tregs的报道，因此利用 CAR技术构建 T1D特异性

的CAR⁃Tregs有助于进一步探索Tregs在T1DM自身

免疫应答中发挥的作用。

目前已知胰岛β细胞特异性抗原包括胰岛素抗

原 、谷 氨 酸 脱 羧 酶（glutamic acid decarboxylase，
GAD）、酪氨酸磷酸酶（tyrosine phosphatase，IA⁃2）和

ZnT8。80%初发 T1DM患者可检测到 ZnT8抗体的

存在［12］，研究报道 T1DM高危患者最早在 2岁时即

能检测到 ZnT8A，且抗体水平不断增加并维持到

T1DM确诊［13］，提示ZnT8与糖尿病的发病与进展相

关。ZnT8抗原还是一种在胰腺β细胞特异性高表达

的非分泌型抗原［14］，因此ZnT8是构建胰腺抗原特异

性Tregs，进而研究其对T1DM免疫调节功能的良好

靶标。在课题组的前期研究中，通过噬菌体展示技

术筛选并鉴定了一株靶向人ZnT8的单链抗体并证

明了该抗体能够特异性识别人ZnT8羧基端氨基端

融合蛋白和人胰岛β细胞［4］，为构建ZnT8⁃CAR Tregs
进而研究ZnT8的靶向治疗提供了研究基础。

CAR⁃Tregs的抗原特异性依赖于基因修饰，因

此基因修饰的稳定性决定了Tregs体外扩增后回输

治疗的效果。因此，使用染色体整合载体例如逆转

录病毒或慢病毒比DNA瞬时转染更适合对Tregs基
因组进行修饰。目前大多数CAR⁃T疗法中均使用

慢病毒进行基因修饰，一方面慢病毒可以对分裂状

态与非分裂状态的细胞均具有感染效果，另一方面

慢病毒比逆转录病毒具有更高的载体容量。本研

究使用含有41BB共刺激信号的第二代CAR慢病毒

载体，该载体中包含表达增强型GFP荧光信号的序

列，转染成功的细胞可通过流式检测GFP荧光信号

进行鉴定，同时载体中包含的CD8铰链区可确保与

之相连的 ZnT8 scfv片段在细胞膜上表达从而保证

抗原与抗体能够在细胞膜表面有效识别。

ZnT8 scfv⁃CAR慢病毒载体的成功构建为研究

靶向ZnT8抗原的Tregs奠定了实验基础。本研究初

步探索了 ZnT8 scfv⁃CAR慢病毒感染人 Tregs的效

率，评估了感染后Tregs的体外扩增能力以及扩增后

细胞表型，为进一步探索 T1DM的发病机制、研究

T1DM抗原特异性Tregs治疗奠定了实验基础。
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