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［摘 要］ 目的：通过设计特异性引物，应用荧光定量PCR方法检测 c⁃Met CAR病毒感染T细胞的效率。方法：应用基因重组

技术构建 c⁃Met CAR（GFP）逆转录病毒质粒。应用病毒包装技术制备 c⁃Met CAR病毒与 c⁃Met CAR（GFP）病毒，感染T细胞制

备c⁃Met CAR⁃T细胞与c⁃Met CAR⁃T（GFP）细胞。Western blot检测c⁃Met CAR和c⁃Met CAR（GFP）在293T细胞中表达的外源性

CD3ζ蛋白。设计特异性引物应用荧光定量PCR检测CAR病毒对T细胞的感染效率，并与流式细胞术的检测结果进行比较。

结果：构建 c⁃Met CAR（GFP）质粒，荧光显微镜可观察到 c⁃Met CAR（GFP）质粒在293T细胞上表达绿色荧光蛋白。c⁃Met CAR
和c⁃Met CAR（GFP）病毒感染的293T细胞可表达外源性CD3ζ蛋白。荧光定量PCR检测c⁃Met CAR与c⁃Met CAR（GFP）的感染

效率分别为（52.1 ± 1.7）%、（55.9 ± 2.3）%。流式细胞术检测 c⁃Met CAR（GFP）病毒感染效率为（50.7 ± 3.6）%，两种检测方法比

较差异无统计学意义（P > 0.05）。结论：通过设计特异性引物，应用荧光定量PCR方法能够特异性检测 CAR病毒对T细胞的

感染效率，该检测方法结果准确、安全，对CAR⁃T细胞的临床应用具有实用价值。
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［Abstract］ Objective：To detect the efficiency of c⁃Met CAR infection in T cells by qRT⁃PCR using specific primers. Methods：
Gene recombination technology was introduced to construct c⁃Met CAR（GFP）retroviral plasmids. C⁃Met CAR and c⁃Met CAR（GFP）
viruses were prepared by viral packaging. C⁃Met CAR⁃T cells and c⁃Met CAR⁃T（GFP）cells were prepared by infection of T cells with
virus. The expression of c ⁃Met CAR and c ⁃Met CAR（GFP）virus infected 293T cells was tested by Western blot assay to express
exogenous CD3ζ protein. Specific primers were designed to detect the infection efficiency of T cells by qRT⁃PCR and compared with
flow cytometry. Results：c⁃Met CAR（GFP）plasmid was constructed，and the expression of c⁃Met CAR（GFP）plasmid on 293T cells
was observed by fluorescence microscope. The results showed that c ⁃ Met CAR and c ⁃Met CAR（GFP）virus infected 293T cells
expressed exogenous CD3ζ protein. The infection efficiency of c⁃Met CAR and c⁃Met CAR（GFP）virus were（55.9 ± 2.3）% and（52.1 ±
1.7）% by qRT⁃PCR. The efficiency of c ⁃Met CAR（GFP）infection was（50.7 ± 3.6）% by flow cytometry. There was no statistical
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嵌合抗原受体（chimeric antigen receptor，CAR）
T细胞免疫治疗是近年来迅速发展的一种细胞治疗

技术［1-2］。CAR⁃T细胞技术治疗血液系统肿瘤已取

得突破性进展［3-4］，针对实体瘤的治疗也处于临床研

究阶段［5］，成为继手术、放疗、化疗之后新一代的肿

瘤临床治疗技术［6-7］。CAR病毒感染T细胞的效率

对治疗效果有着重要的影响，因此对CAR病毒感染

T细胞效率的安全检测是CAR⁃T细胞治疗技术从实

验室研究向临床应用转化的重要控制因素之一，如何

采用准确、安全、有效的方法对CAR病毒感染T细胞

的效率进行检测，成为目前亟待解决的技术问题。

目前常用的检测方法为流式细胞术，主要通过

对单个细胞整合的病毒载体上所携带的绿色荧光

蛋白进行检测；或是通过单克隆抗体对单个细胞的

CAR分子胞外区进行检测［8］。前者因绿色荧光蛋白

（GFP）作为非人源蛋白具有免疫原性而不适用于临

床［9］，后者因正常人体内个别免疫细胞存在相似序列

而具有非特异性。因此，建立一种符合临床安全要求

和高度特异性的检测技术至关重要。本文以制备的c
⁃Met CAR⁃T细胞为研究对象，基于c⁃Met CAR序列，

设计特异性引物，通过荧光定量PCR检测c⁃Met CAR
病毒对T细胞的感染效率，并与流式细胞术的检测结

果进行比较来分析该方法的可行性。

1 材料和方法

1.1 材料

经基因改造后的 c⁃Met CAR、CD19 CAR逆转录

病毒质粒［10］、pCDH⁃CMV⁃MCS⁃EF1⁃CopGFP质粒、包

装质粒RD114、peqpam3、293T细胞由本实验室保存。

In ⁃ Fusion® HD Cloning Kit（Clontech 公司，美

国），SYBR Premix EX Taq试剂盒、RetroNectin、限制

性内切酶NcoⅠ和XhoⅠ（TaKaRa公司，日本），PEI
（Polyplus公司，法国），PEG 8000（Biofroxx公司，德

国），鼠抗人CD3ζ抗体（Santa Cruz公司，美国），淋巴

细胞分离液（Stem Cell 公司，美国），细胞基因组

DNA提取试剂盒（Tiangen公司，北京），DMEM培养

基、Opti⁃MEM培养基（Gibco公司，美国），抗人CD28

抗体、抗人CD3抗体，白介素⁃2（IL⁃2，PeproTech公

司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 c⁃Met CAR（GFP）质粒的构建及鉴定

本课题组在前期研究已构建 c⁃Met CAR。应用

In⁃Fusion PCR原理分别设计GFP、c⁃Met CAR片段

的扩增引物。以 pCDH⁃CMV⁃MCS⁃EF1⁃CopGFP质

粒为模板扩增GFP，使用限制性内切酶NcoⅠ、Xho

Ⅰ双酶切 c⁃Met CAR质粒获得线性化逆转录病毒载

体。运用 In⁃Fusion PCR将逆转录病毒载体与扩增

后的GFP片段及 c⁃Met CAR片段进行拼接，构建 c⁃
Met CAR（GFP）质粒。将获得质粒与PEI转染试剂混

合转染至293T细胞内，48 h后于荧光显微镜下观察。

1.2.2 CAR病毒的包装制备及鉴定

接种1×106个 293T细胞至10 cm的细胞培养皿

内，用 10% FBS的DMEM完全培养基培养，待细胞

汇合度达到 60%左右时，用于转染包装病毒，转染

前1 h更换细胞培养基。使用转染试剂PEI将 c⁃Met
CAR、c⁃Met CAR（GFP）以及CD19 CAR质粒及包装

质粒 peqpam3、RD114共转染 293T细胞，于转染后

48 h收集病毒上清液。使用0.45 μm滤膜过滤病毒

上清，加入 5×PEG 8 000对病毒进行浓缩，4 ℃放置

过夜。4 ℃离心，6 000 r/min，30 min，浓缩病毒，弃

上清，使用原体积1/100的DMEM培养基重悬沉淀，

获得病毒浓缩液。

将上述病毒浓缩液感染293T细胞，并取未感染

的 293T 细胞，经 RIPA 裂解液处理提取总蛋白，

Western blot 检测 CAR 结构中 CD3ζ分子的表达。

10%聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜后用5%脱脂奶粉封

闭 2 h，鼠抗人CD3ζ抗体（1∶1 000）孵育 2 h，HRP标

记的羊抗鼠 IgG二抗（1∶5 000）孵育1 h，加入ECL显

色液后于凝胶成像仪（Bio⁃Rad公司，美国）上曝光。

1.2.3 CAR⁃T细胞的制备

抽取 10 mL志愿者外周血，用淋巴细胞分离液

分离外周血单个核细胞，以 2×106个/孔加入预包被

抗CD3抗体和抗CD28抗体的 24孔培养板中培养，

次日补加 IL⁃2（200 U/mL）。使用RetroNectin预处理

difference between the two methods（P > 0.05）. Conclusion：Through the design of specific primers，the qRT⁃PCR can detect the
infection efficiency of c⁃Met CAR virus on T cells，which is accurate and security，and have value for the clinical application of CAR⁃T
cell therapy.
［Key words］ chimeric antigen receptor；c⁃Met；qRT⁃PCR
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非组织培养板，分别加入 c ⁃Met CAR、c ⁃Met CAR
（GFP）与CD19 CAR病毒温育 1 h，再加入培养至第

3天的T细胞。2 d后更换含有IL⁃2（100 U/mL）的完全

培养基，扩大培养至细胞总数达到2×108。荧光显微镜

观察c⁃Met CAR（GFP）病毒对T细胞的感染情况。

1.2.4 CAR⁃T细胞的全基因组DNA抽提

使用细胞基因组DNA提取试剂盒分别提取 c⁃
Met CAR⁃T、c⁃Met CAR⁃T（GFP）、CD19 CAR⁃T细胞的

全基因组 DNA。病毒感染 72 h 后收集 T 细胞至

1.5 mL EP管中，PBS清洗2次，计算细胞数量。1 500 g
离心 5 min，将细胞离心沉淀，加入 200 μL缓冲液

GA，震荡至彻底悬浮；加入 20 μL蛋白酶 K；加入

200 μL 缓冲液 GB，充分颠倒混匀后 70 ℃放置

10 min；加入200 μL无水乙醇，充分震荡15 s；将溶

液加入至吸附柱 CB3中，12 000 r/min离心 30 s，倒
掉废液；向吸附柱 CB3中加入 500 μL缓冲液GD，

12 000 r/min离心 30 s，倒掉废液；加入 600 μL漂洗

液，12 000 r/min离心 30 s，倒除废液，离心 2次；空

转 2次后加入洗脱液，室温放置5 min，12 000 r/min离
心 2 min，收集离心溶液，测定浓度并计算每μgDNA
所含的细胞数（个/μg）。
1.2.5 荧光定量PCR检测病毒拷贝数

参照c⁃Met CAR与CD19 CAR的基因序列，根据

CAR分子 scFv区段分别设计特异性引物，扩增产物

约 250 bp。将目的片段连接至 pMD18⁃T载体，测序

正确的载体提取质粒后，根据质粒浓度（ng/μL）和长

度计算拷贝数（copies/μL）。计算公式为：拷贝数＝

6.02×1023×核酸浓度÷（DNA长度×660），拷贝数的单

位为 copies/mL，核酸浓度单位为 g/mL。将质粒梯度

稀释至 109、108、107、106、105、104、103 copies/μL，完成

标准品的制备。

将样品及标准品进行荧光定量PCR检测，在反

应体系中，加入 10 μmol/L引物各 1 μL，SYBR Pre⁃
mix EX Taq 12.5 μL，DNA模板2 μL（<100 ng），剩余

体积用 ddH2O补足，总反应体系为 25 μL。荧光定

量PCR仪上反应：95 ℃ 5 min变性，95 ℃ 30 s，59 ℃
30 s，40个循环，59 ℃ 520 nm处检测荧光值。软件

分析荧光检测数据。绘制标准曲线后将样品检测

结果的Ct值代入标准曲线公式，计算出拷贝数（cop⁃
ies/μL），除以样本浓度（μg/μL），得到每μgDNA所

含的拷贝数（copies/μgDNA）。实验重复3次。

1.2.6 计算c⁃Met CAR⁃T细胞感染效率

通过荧光定量 PCR技术检测整合到细胞基因

组DNA中的病毒拷贝数，由于病毒感染细胞是随机

的，遵循 Poisson分布规律，计算病毒的感染效率。

根据病毒拷贝数与细胞数的比值计算该病毒的感

染效率：P（K）＝1-P（0），P（0）＝e⁃m，P（K）：被感染细

胞的百分率，P（0）：未被感染细胞的百分率，e：自然

常数，m 感染重数＝病毒拷贝数∶细胞数（copies/
μgDNA∶个/μgDNA）。
1.2.7 流式细胞术检测 c⁃Met CAR（GFP）⁃T细胞的

感染效率

荧光显微镜观察经 c⁃Met CAR（GFP）逆转录病

毒感染 2 d后的T细胞，用PBS洗涤，计数。分别取

1×106个/mL至流式检测管内，PBS洗涤后，留100 μL
重悬细胞。上机检测，流式细胞仪（BD FACS Cali⁃
bur，美国）检测表达GFP的T细胞比例。实验重复3
次。

1.3 统计学方法

采用软件 SPSS20.0进行统计学分析。计量资

料用均数±标准差（x ± s）表示，多组间比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用 SNK⁃q检验，P ≤
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 c⁃Met CAR（GFP）质粒构建和鉴定

构建 c⁃Met CAR（GFP）质粒，其结构为 c⁃Met⁃
scFv⁃CH2CH3⁃CD28⁃CD137⁃CD3ζ⁃GFP。将质粒转

染至293T细胞，荧光显微镜下观察GFP的表达。结

果显示转染48 h后，c⁃Met CAR（GFP）质粒可在293T
细胞中表达GFP（图1）。

2.2 CAR病毒的包装

收集c⁃Met CAR、c⁃Met CAR（GFP）与CD19 CAR
病毒感染后的293T细胞及未感染的293T细胞并提

A：白光下观察转染 c⁃Met CAR（GFP）质粒的293T细胞（×200）；

B：荧光通道下观察转染c⁃Met CAR（GFP）质粒的293T细胞（×200）。
图1 荧光显微镜观察 c⁃Met CAR（GFP）质粒在293T细胞

中的表达情况

Figure 1 Detection of the c⁃Met CAR（GFP）plasmid ex⁃
pression on 293T cells by fluorescence micro⁃
scope
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取总蛋白，使用Western blot检测外源性CD3ζ蛋白

的表达。CAR外源性CD3ζ分子量约为 75 kDa。结

果表明感染 c ⁃Met CAR、c ⁃Met CAR（GFP）以及

CD19 CAR病毒的 293T细胞在 75 kDa左右均有目

的条带，与预期蛋白大小相符，而未感染的 293T细

胞未见表达（图2）。

2.3 CAR⁃T细胞的制备

使用制备好的 c⁃Met CAR、c⁃Met CAR（GFP）与

CD19 CAR病毒感染活化后的T细胞，将感染48 h后
的 c⁃Met CAR⁃T（GFP）细胞置于荧光显微镜下观察，

结果显示成功感染 c⁃Met CAR（GFP）病毒的 T细胞

能激发出绿色荧光（图3）。

2.4 CAR特异性引物的设计

针对 c⁃Met CAR胞外结构域上的基因序列设计

引物，c⁃Met CAR的胞外区为抗 c⁃Met scFv，由抗 c⁃
Met Fab抗体VH以及Vκ组成，其中VH 结构由重链

CDR1、2、3，以及FR1、2、3、4构成，将检测引物设计

在跨越胞外区 CDR3和 FR4、跨膜区 CH2CH3及胞

内区CD28，以保证该引物的特异性（图4）。

1 2 3 4
75 kDa

36 kDaGAPDH

CD3ζ

1：c⁃Met CAR病毒感染的293T细胞；2：c⁃Met CAR（GFP）病毒感

染的 293T细胞；3：CD19 CAR病毒感染的 293T细胞；4：未感染的

293T细胞。

图2 Western blot检测 c⁃Met CAR病毒在293T细胞的表达

Figure 2 Expression of the c ⁃ Met CAR virus on 293T
cells by Western blot

A：白光下观察感染 c⁃Met CAR（GFP）病毒的T细胞（×100）；B：
荧光通道下观察感染c⁃Met CAR（GFP）病毒的T细胞（×100）。
图3 荧光显微镜观察c⁃Met CAR（GFP）病毒感染的T细胞

Figure 3 Detection of c⁃Met CAR（GFP）virus infected T
cells by fluorescence microscope

BA

CDR1~3为重链抗原决定簇，FR1~4为骨架区域，CH2CH3为跨膜区，CD28为胞内区。

图4 引物的设计原理

Figure 4 Principle of primer design

CDR1FR1 CDR2FR2 CDR3FR3 CD28FR4 CH2CH3

Forward primer

Reverse primer
VH

c ⁃Met CAR 的上游引物为 F：5′ ⁃ GATAACT⁃
GGGGATTTGACTACTGGGGC⁃3′，下游引物为R：5′⁃
TGGTGGAGCGATAGGCTGCGAA⁃3′；CD19 CAR 的

上游引物为F：5′⁃CTGGAGTGGCTGGGAGTAAT⁃3′，
下游引物为R：5′⁃GCCCCAGTAGTCCATAGCAT⁃3′。
2.5 荧光定量PCR检测CAR⁃T细胞感染效率

分别提取 c⁃Met CAR⁃T、c⁃Met CAR⁃T（GFP）、

CD19 CAR⁃T以及未感染T细胞的基因组DNA，进行

荧光定量PCR检测，将Ct值代入标准曲线得出拷贝

数后计算其感染效率。检测结果表明，c⁃Met CAR⁃T
细胞、c⁃Met CAR⁃T（GFP）细胞的感染效率分别为

（55.9 ± 2.3）%、（52.1 ± 1.7）%，对照组CD19 CAR⁃T
细胞与未感染的T细胞因无法检测出拷贝数因而无

法计算病毒的感染效率（图5A）。

以同样原理设计CD19 CAR的特异性引物，对

样本再次进行检验，结果显示该引物可以检测出

CD19 CAR⁃T细胞的病毒拷贝数，感染效率为（55.3
± 3.3）%，该引物无法检测 c⁃Met CAR⁃T细胞以及未

感染T细胞的感染效率（图5B）。
2.6 比较荧光定量PCR法与流式细胞术所检测的

感染效率

本研究制备的 c⁃Met CAR（GFP）病毒携带有

GFP标签，所以被感染的 T细胞能够表达绿色荧

光。利用流式细胞术检测 c⁃Met CAR（GFP）病毒感

染T细胞72 h后的感染效率，结果显示，病毒感染率

为（50.7 ± 3.6）%（图 6）。荧光定量 PCR法检测 c⁃
Met CAR⁃T（GFP）细胞的感染效率为（52.1 ± 1.7）%，

两种检测方法比较差异无统计学意义（P > 0.05）。
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图5 荧光定量PCR检测c⁃Met CAR⁃T细胞感染效率

Figure 5 Detection of the efficiency of c ⁃Met CAR virus
infected cells by qRT⁃PCR
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3 讨 论

CAR⁃T细胞技术通过将识别肿瘤表面特异性

靶点的单链抗体与细胞内活化基序以及共刺激信

号分子构建在一起，再利用逆转录病毒等载体感染

T细胞，使得表达CAR的T细胞能够通过 scFv靶向

识别并结合肿瘤靶点，并且通过共刺激因子如CD28
和CD137来提高T细胞的增殖能力以及杀伤能力进

而消灭肿瘤细胞［11］。然而，病毒对T细胞的感染效

率制约着CAR⁃T细胞对靶细胞的结合效率和活化

效率，从而影响临床治疗效果，因此如何有效、准确

检测病毒感染效率，是CAR⁃T细胞技术临床应用的

重要关键点之一。

在已有的文献报道中，常用流式细胞术检测

CAR病毒感染 T细胞的效率，主要通过在逆转录

CAR病毒载体上添加标记蛋白如GFP，从而使感染

后的 T细胞发出荧光，有学者分别用此方法检测

GD2 CAR⁃T和GPC3 CAR⁃T细胞的感染效率［12-13］。

尽管使用细胞荧光对CAR⁃T细胞检测非常便捷并

具有高度的敏感性，但是由于此类蛋白作为非人源

蛋白，应用于人体具有免疫原性［14］，因此不利于在临

床治疗上使用，并且会影响质粒的转染效果。也有采

用流式细胞术检测CAR分子铰链区辅助scFv折叠的

IgG CH2CH3结构［15］，但是由于其在人体内具有一定

的同源性，检测的特异性欠佳。因此，选择一个更

加安全、准确的检测方法对CAR⁃T技术应用于临床

治疗尤为重要。

在病毒感染细胞的过程中，培养的细胞可能会

被不同数量的病毒感染，了解病毒在培养细胞上的

分布，即可了解病毒所感染细胞的比率。而受感染

的细胞比率取决于每个细胞所含有的病毒拷贝平

均数，由于病毒感染细胞是一种随机事件，遵循

Poisson分布规律［16］，P（n）= mnn! e⁃m，当计算未感染细

胞的比率时，P（0）= m00! e⁃m=e⁃m，因此病毒成功感染细

胞的比率P（K）=1-P（0）=1-e⁃m。通过荧光定量PCR
来检测其拷贝数从而可得知病毒的感染效率。

本实验以 c⁃Met CAR⁃T细胞作为研究对象，由

于每个抗原表位均不同，将上游引物设计于来自抗

c⁃Met scFv可变区的CDR3区域，该部位因其空间结

构的特殊性，可与抗原决定簇形成精密互补，以此

区域设计的引物具有高度的特异性。同时将跨膜

区CH2CH3以及胞内共刺激结构域CD28设计为下

游引物，保证了该引物的特异性，因此可准确地检

测出 c⁃Met CAR病毒感染T细胞的效率。该方法同

样可以对针对其他靶点的CAR进行检测。

本研究以前期制备的 c⁃Met CAR质粒为基础，

构建 c⁃Met CAR（GFP）质粒用以比较验证。CD19作
为CAR⁃T细胞技术研究最多的靶点，其对血液系统

图 6 流式细胞术检测 c⁃Met CAR（GFP）病毒感染T细胞

效率

Figure 6 Detection of the efficiency of c⁃Met CAR（GFP）
virus infected T cells by flow cytometry
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肿瘤的治疗作用已经得到广泛的验证，因此选用

CD19 CAR作为本实验的对照组。分别包装 c⁃Met
CAR、c⁃Met CAR（GFP）以及CD19 CAR病毒并感染

293T 细胞，结果提示制备的 CAR 病毒能够感染

293T细胞并能正确表达，并且由于 c⁃Met CAR与

CD19 CAR具有相同的胞内结构域，且荧光蛋白不

影响目的蛋白表达位置，因此 3种 CAR⁃T细胞的

CD3ζ分子量大小相同。荧光显微镜观察显示制备

的 c⁃Met CAR⁃T（GFP）细胞能产生绿色荧光。应用

荧光定量 PCR对 c⁃Met CAR与 c⁃Met CAR（GFP）病

毒感染的T细胞进行检测，两种病毒对T细胞的感

染效率相近，证明该检测方法可不依赖于绿色荧光

蛋白的表达。使用荧光定量 PCR法和流式细胞术

对 c⁃Met CAR⁃T（GFP）细胞的感染效率进行检测，感

染效率分别为（52.1 ± 1.7）%、（50.7 ± 3.6）%，结果表

明荧光定量 PCR法检测CAR病毒感染 T细胞的效

率与流式细胞术的检测结果没有差别，提示荧光定

量PCR法可用于检测CAR病毒感染T细胞的效率。

通过合成 c⁃Met特异性引物分别对 c⁃Met CAR⁃
T、c⁃Met CAR⁃T（GFP）与阴性对照组CD19 CAR⁃T细

胞以及空白对照组未感染的T细胞进行检测，结果

表明，本文设计的 c⁃Met CAR引物能够检测 c⁃Met
CAR⁃T与 c⁃Met CAR⁃T（GFP）细胞的感染效率，而无

法检测CD19 CAR⁃T与未感染的T细胞；同时针对抗

CD19 CAR所设计的引物仅能检测CD19 CAR⁃T细

胞的感染效率，验证了所设计引物的特异性。

本研究不依赖标记GFP的方法，通过设计特异

性引物，应用荧光定量PCR法检测CAR病毒感染T
细胞的效率。该方法还可监测CAR⁃T细胞在体内

的分布变化，明确CAR⁃T细胞在体内的增殖情况，

操作简便、精确、安全，有助于临床应用开展CAR⁃T
细胞治疗。
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