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［摘要］ 背景与目的：嵌合抗原受体T（chimeric antigen receptor T，CAR-T）细胞疗法对血液和淋巴系统肿瘤的治疗效

果显著，但对实体瘤效果较差，这与靶点选择的因素有关。针对尤因肉瘤（Ewing sarcoma，ES），CD99可作为CAR-T
细胞潜在的靶点。由于T细胞自身表达CD99蛋白，靶向CD99的CAR-T细胞存在体外扩增能力有限的问题。本研究旨在通

过增加CD99敲低的短发夹RNA（short hairpin RNA，shRNA）、优化慢病毒转导的感染复数（multiplicity of infection，
MOI）、筛选培养CAR-T细胞的培养基及培养容器，以获得CD99 CAR-T细胞制备的最优条件。方法：筛选shRNA序

列，提高CD99 CAR-T细胞的扩增能力。采用不同的MOI、培养基和培养容器，分别检测在不同条件下CAR-T细胞的转

导效率、细胞存活率、增殖能力、特异性杀伤能力及干扰素-γ（interferon-γ，IFN-γ）释放水平等，筛选出最优的细胞制

备条件。结果：通过shRNA敲低得到的KO-CD99 CAR-T细胞扩增水平显著高于CD99 CAR-T细胞［（16.40±0.40）vs
（6.33±1.53），P＜0.01］。转导MOI为0.25 ~ 1.0、培养基为OptiVitro时细胞的扩增效果最优。在透气瓶中培养的CAR-T细
胞扩增倍数显著高于在培养袋中培养的细胞［MOI=0.25：（50.23±3.32）vs（13.02±4.82）；MOI=0.50：（49.96±0.83）
vs（18.25±2.88）；MOI=1.00：（48.27±5.08）vs（13.16±6.26）；P＜0.01］，且细胞分型更优、特异性杀伤更高。结

论：通过shRNA技术得到的KO-CD99 CAR-T细胞可实现稳定扩增。从扩增条件优化结果看，MOI为0.25 ~ 1.00，培养基为

OptiVitro，培养容器为透气瓶的条件下，KO-CD99 CAR-T细胞可获得更优的扩增能力、更多比例的记忆T细胞，为后续开

展CD99 CAR-T细胞治疗ES的临床试验奠定了坚实基础。
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［Abstract］ Background and purpose: Chimeric antigen receptor T (CAR-T) cell therapy has shown remarkable efficacy in 
treating hematological and lymphatic system tumors, but its effectiveness in solid tumors is relatively poor, which is partly attributed 
to target selection. For Ewing sarcoma (ES), CD99 can be a potential target for CAR-T cells. However, due to T cells’ endogenous 
expression of CD99 protein, CAR-T cells targeting CD99 face limitations in their expansion capacity in vitro. This study aimed to 
identify the optimal conditions for preparing CD99 CAR-T cells by incorporating CD99 knockdown short hairpin RNA (shRNA), 
optimizing the multiplicity of infection (MOI) for lentiviral transduction, and screening for the best culture medium and container 
for CAR-T cell expansion. Methods: shRNA sequences were screened to enhance the expansion capacity of CD99 CAR-T cells. 
Different MOI, culture media, and containers were used to assess CAR-T cell transduction efficiency, cell viability, proliferation 
capacity, specific killing ability, and interferon-γ (IFN-γ) release levels under various conditions, in order to identify the optimal 
cell preparation conditions. Results: The expansion level of KO-CD99 CAR-T cells obtained through shRNA knockdown was 
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significantly higher than that of CD99 CAR-T cells ［(16.40±0.40) vs (6.33±1.53), P<0.01］. The optimal expansion effect was 
observed when the transduction MOI was between 0.25 and 1.0, and OptiVitro was used as the culture medium. CAR-T cells cultured 
in ventilated flasks exhibited significantly higher expansion rates compared to cells cultured in bags ［MOI=0.25: (50.23±3.32) 
vs (13.02±4.82); MOI=0.50: (49.96±0.83) vs (18.25±2.88); MOI=1.00: (48.27±5.08) vs (13.16±6.26); P<0.01］, with better cell 
phenotype and higher specific killing ability. Conclusion: KO-CD99 CAR-T cells obtained through shRNA technology can achieve 
stable expansion. Based on the optimization of expansion conditions, KO-CD99 CAR-T cells exhibit superior expansion capacity 
and a higher proportion of memory T cells when the MOI is between 0.25 and 1.00, OptiVitro is used as the culture medium, and 
ventilated flasks are used as the culture container. These findings lay a solid foundation for further clinical trials of CD99 CAR-T cell 
therapy for ES.
［Key words］ CD99; Chimeric antigen receptor T cell; Amplification optimization; KO-CD99

嵌合抗原受体T（chimeric antigen receptor 
T，CAR-T）细胞疗法是一种很有前景的免疫

疗法，已经获批在临床上用于治疗恶性肿瘤。

CAR-T细胞是通过反转录病毒或慢病毒将基因

工程技术改造的CAR基因序列插入T细胞基因组

中，进而可得到稳定表达CAR结构的T细胞。目

前批准的CAR-T细胞由单链可变片段（single-
chain fragment variable，ScFv）抗原识别结构

域、CD3来源的T细胞激活结构域（CD3z）和共

刺激结构域（CD28或4-1BB）组成 ［1］。然而，

CAR-T细胞并不是对所有类型的癌症都有效。

目前，CAR-T细胞治疗血液系统恶性肿瘤的效

果较好，例如，CD19 CAR-T细胞治疗难治性/
复发性B细胞急性淋巴细胞白血病（B-cell-acute 
lymphoblastic leukemia，B-ALL）效果显著 ［2］。

但对于实体瘤，CAR-T细胞疗法仍不太成功，这

与靶点选择的因素有关 ［3-4］。尤因肉瘤（Ewing 
sarcoma，ES）是儿童和年轻人群中第二常见的

骨肉瘤 ［5-7］。目前归类于骨和软组织的未分化小

圆细胞肉瘤 ［8］。近年来，局部治疗和多药辅助

化疗在治疗ES等局限性疾病方面取得了长足进

步，但其复发率仍很高。对于复发和难治性ES，
仍没有标准的治疗方法 ［9］。目前，针对包括ES
在内的实体肿瘤的CAR-T细胞疗法正在研究中。

ES样本中的CD99阳性率几乎为100%，临床上也

将CD99作为其诊断标志物 ［10-11］，可作为ES的潜

在治疗靶点。

为满足临床试验回输剂量，提高C D 9 9 
CAR-T细胞的记忆分型，本研究通过基因修饰

和优化培养方式完成CD99 CAR-T细胞的优化。

通过shRNA对CD99蛋白进行敲低，降低CD99 
CAR-T细胞表面CD99蛋白的表达水平，提高

CD99 CAR-T细胞的扩增能力。本研究进一步对

比了不同慢病毒转导的感染复数（multiplicity of 
infection，MOI）、培养基和培养容器对CAR-T
细胞扩增的影响，以制备出稳定且质量高的

CAR-T细胞，为CAR-T细胞生产工艺的稳定提供

保障，为临床试验的开展奠定基础。

1 材料和方法

1.1  材料

表达CD99 CAR慢病毒的穿梭质粒和CD99
检测蛋白为武汉波睿达生物科技有限公司赠予，

CD99 shRNA序列的引物由武汉擎科生物科技有

限公司合成，引物信息见表1。人横纹肌肉瘤细

胞A-673来自武汉科技大学，人原代T细胞从人外

周血中提取，人CD3磁珠和人T细胞TransAct购
自德国Miltenyi Biotec公司，转染试剂聚凝胺购

自上海翌圣生物科技有限公司，DMEM-Basic、
Gibco CTSTM OpTmizerTM T-Cell Expansion Basal 
Medium-L-Glutamine培养基及0.25% Trypsin-
EDTA购自美国Thermo Fisher Scientific公司， 
OptiVitro T细胞无血清培养基和OptiVitro UniEx 
T细胞无血清培养基均购自苏州依科赛生物科技

股份有限公司，胎牛血清购自上海吉泰依科赛生

物科技有限公司，T25、T75和T175细胞培养瓶

（透气瓶）购自康宁生命科学（吴江）有限公

司，MACS® GMP Cell Differentiation Bag购自德

国Miltenyi Biotec公司，INNOVEL® 220 mL Cell 
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Culture Immuno Vessel购自英诺维尔智能科技

（苏州）有限公司。

流式抗体7-AAD Viability Staining Solution、
APC anti-His Tag Antibody、FITC Mouse IgG1,k 
Isotype Ctrl（FC）、FITC anti-human CD3、
PE Mouse anti-human CD99、PE Mouse IgG2a,k 
Isotype Control、PE anti-human CCR7、BV421 
anti-human CD45RA Antibody、BV650 anti-
human CD45RO Antibody、PE anti-human CD25 
Antibody、BV421 anti-human CD69 Antibody、
BV650 anti-human CD71 Antibody和凋亡检测试剂

盒均购自美国Biolegend公司，钙黄绿素购自上海

阿拉丁生化科技股份有限公司，Human 干扰素-γ
（interferon-γ，IFN-γ）precoated ELISA kit （Cat: 
1110002）试剂盒购自上海达科为生物科技有限

公司。

表1  靶向CD99的shRNA序列信息

Tab. 1  shRNA sequence information targeting CD99

shRNA Sequence

shRNA-1 Forward: 5’-CGGATGGTGGTTTCGATTTATCTCGA
GATAAATCGAAACCACCATCCGTTTTTT-3’

Reverse: 5’-AAAAAACGGATGGTGGTTTCGATTT
ATCTCGAGATAAATCGAAACCACCATCCG-3’

shRNA-2 Forward: 5’-CCAGCTGTTCAGCGTACTCTTCTCG
AGAAGAGTACGCTGAACAGCTGGTTTTTT-3’

Reverse: 5’-AAAAAACCAGCTGTTCAGCGTACTC
TTCTCGAGAAGAGTACGCTGAACAGCTGG-3’

shRNA-
control

Forward: 5’-CAACACAGATGATAGAGCACCAATT
GGTGCTCTATCATCTGTGTTGTTTTT-3’

Reverse: 5’-AAAAACAACACAGATGATAGAGCAC
CAATTGGTGCTCTATCATCTGTGTTG-3’

1.2  方法

1.2.1  KO-CD99 CAR-T细胞的构建及制备

将由上述引物退火得到的shRNA片段导入

RNA Pol Ⅲ启动子后，插入PLVX-EF1α-CD99 
CAR载体的上游，重组质粒经武汉擎科生物科

技有限公司鉴定和美国国家生物技术信息中心

（National Center for Biotechnology Information，
NCBI）比对验证。DNA回收采用日本Takara
公司的琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒，并采用

NanoDrop微量紫外分光光度计定量。

1.2.2  人原代T细胞的分离

将健康供者来源的外周血缓慢加入到装有 
20 mL淋巴细胞分离液的50 mL离心管中，700×g
离心15 min，离心机升降参数调至3，离心后将

环状乳白色淋巴细胞层用移液器吸出，得到单个

核细胞，进行单个核细胞计数。以10 μL/2×107

个细胞的比例加入人CD3磁珠，并用4倍体积的

分选缓冲液重悬后室温温育30 min，再用5 mL分

选缓冲液重悬，将悬液通过磁力柱，T细胞会通

过磁珠被吸附到柱子上，用2 mL分选缓冲液洗 
2遍柱子后，在柱子中加入5 mL分选缓冲液，用

力快速推动柱子上的活塞将T细胞冲洗下来，收

集冲洗下来的细胞。

1.2.3  慢病毒转染T细胞

取所需数目的生长状况良好的原代T细胞于

6孔板中，采用相应MOI对T细胞进行转染，转染

时补加聚凝胺使其终浓度为5 µg/mL。转染后持

续监测CAR-T细胞的增殖情况，采用流式细胞术

检测转染效率和细胞存活率。

1.2.4  流式细胞术检测

收集大于5×105个CAR-T细胞于流式管中，

向每管中加入1 mL流式缓冲液，300×g离心

5  min，去掉上清液，重复洗2遍，用50 µL流式

缓冲液重悬细胞，加入相应量的CD99蛋白或抗

体进行染色标记，4 ℃避光染色30 min后，加入1 
mL流式缓冲液终止染色，300×g离心5 min，去

掉上清液，重复洗2遍，用250 µL流式缓冲液重

悬细胞后加入2.5 µL 7-AAD抗体，染色10 min，
采用流式细胞术分析检测。

1.2.5  采用钙黄绿素释放法检测CD99 CAR-T细

胞的细胞毒性

选取A-673细胞作为阳性靶细胞，效应细胞

为CD99 CAR-T细胞。将经钙黄绿素标记、浓度

为5×104个/mL的靶细胞接种于U底96孔培养板

中，100 µL/孔。按不同效应细胞与靶细胞比例

（25︰1、5︰1、1︰1）加入各组效应细胞，体

积为100 µL/孔。设置阳性对照组（加入裂解液）

和阴性对照组（加入1×磷酸缓冲盐溶液）。

各组均设4个复孔，在37 ℃生化培养箱中温育

3.5 h后将96孔板300×g离心10 min，从各孔吸取 
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150 µL上清液对应转移到预先标记好的新的平底

96孔板中，置于酶标仪（参数设置：激发光波长

485/20；发射光波长530/25）扫描读取荧光值。

根据以下公式计算各组效应细胞的细胞毒性：特

异性裂解百分比（%） = （实验组荧光值-阴性对

照组荧光值）/（阳性对照组荧光值-阴性对照组

荧光值）×100%。实验重复3次。

1.2.6  采用ELISA法检测CD99 CAR-T细胞中

IFN- γ的分泌水平

取适量靶细胞 A - 6 7 3 细胞于 9 6 孔板中

（5×104个/孔，体积100 µL）作为阳性靶细胞

组，按照25∶1的效应细胞与靶细胞比例，加入T
细胞和CD99 CAR-T细胞（1.25×106个/孔，体积

100 µL）于对应的孔中，每个样品设3个复孔，

使用含10%胎牛血清的DMEM-Basic培养基作为

共培养体系。在37 ℃生化培养箱中温育24 h后，

将96孔板在常温下300×g离心10 min后收集120 
µL上清液，按酶联免疫吸附试剂盒的说明书常温

操作检测IFN-γ的分泌水平，在450 nm波长下检

测吸光度（D）值，并根据标准曲线计算各样本

细胞因子的含量（pg/mL）。

1.3  统计学处理

采用GraphPad Prism 9软件对数据进行统计

分析。实验数据以x±s表示，两组间比较采用t检
验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  靶向CD99的CAR-T细胞由于识别自身抗原

难以扩增

利用基因合成和分子克隆技术分别构建出

含有CD19 CAR片段、CD30 CAR片段和CD99 
CAR片段的质粒（图1A），除ScFv不同外，其

他组成原件均一致。用这3种质粒包装出的病毒

对新鲜分离出的T细胞进行转染。细胞扩增实验

结果表明，培养到第14天的CD99 CAR-T细胞的

扩增倍数（20.00±5.57）显著低于CD19 CAR-T
细胞和CD30 CAR-T细胞［（46.67±4.51）和

（40.33±1.53），P＜0.01，图1B］；在CAR-T
细胞培养到第7、14和21天时，分别采用流式细

胞术进行检测，结果显示，CD99 CAR-T细胞的

转染效率最高，接近100%，CD30 CAR-T细胞和

CD19 CAR-T细胞的转染效率则分别为70%和30%
左右（图1C）。

为了找出影响CD99 CAR-T细胞扩增的因

素，本实验对T细胞表面CD99抗原的表达进行

了检测，发现T细胞上CD99的抗原表达会随着T
细胞的激活时间逐渐增强，但其膜蛋白表达水

平比人横纹肌肉瘤细胞A-673低（图1D），这也

证明了CD99作为ES的潜在靶点的可能。本实验

对CD19 CAR-T细胞、CD30 CAR-T细胞和CD99 
CAR-T细胞进行了流式凋亡检测，发现CD99 
CAR-T细胞的早期凋亡细胞比例和坏死细胞比例

都明显高于CD19 CAR-T细胞和CD30 CAR-T细胞

（图1E）。由此推断CD99 CAR-T细胞自身表达

的CD99蛋白会对自身产生不良影响。

2.2  CAR-T细胞表面CD99蛋白表达的降低提高

了CD99 CAR-T细胞扩增能力

为了降低细胞表面CD99蛋白的表达，提高

CD99 CAR-T细胞的扩增。本实验采用shRNA技

术降低CD99 CAR-T细胞表面CD99抗原的表达。

首先选取了两段不同的shRNA序列，在Jurkat人
类T细胞白血病细胞系上进行shRNA筛选，以获

得最优的敲低效率，从细胞表面CD99抗原的表

达情况可以看到，shRNA-1的敲低效果最优，敲

低效率接近其同型对照组（isotype），如图2A
所 示。

将筛选出的shRNA构建到CD99 CAR的质粒

上，慢病毒包装及转染T细胞后获得KO-CD99 
CAR-T细胞。在确保培养条件均一致的情况下，

发现第14天的KO-CD99 CAR-T细胞的扩增倍数

显著高于CD99 CAR-T细胞［（16.40±0.40）vs
（6.33±1.53），P＜0.01，图2B］。为了确保

KO-CD99 CAR-T细胞的功能没有因基因敲低而受

到影响，本实验对比了KO-CD99 CAR-T细胞和

CD99 CAR-T细胞的转染效率、特异性杀伤效果

和IFN-γ释放水平等检测结果，发现这两种CAR-T
细胞均无显著差异（P＞0.05，图2C~2E）。上述

结果提示，通过敲低T细胞表面的CD99抗原可以

实现CD99 CAR-T细胞的稳定扩 增。
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图1  CD99 CAR-T细胞存在扩增问题

Fig. 1  The CD99 CAR-T cells exhibit proliferation challenges

A: Structure diagram of CD19-CAR, CD30-CAR and CD99-CAR; B:Fold expansion of CD19 CAR-T cells, CD30 CAR-T cells and CD99 CAR-T 
cells; C: Transduction efficiency of CD19 CAR-T cells, CD30 CAR-T cells and CD99 CAR-T cells; D: Expression of CD99 protein on T cells and A-673 
cells; E: The flow apoptosis diagram of CD19 CAR-T cells, CD30 CAR-T cells and CD99 CAR-T cells. **: P＜0.01, compared with CD99 CAR-T 
cells.
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2.3  不同MOI对KO-CD99 CAR-T细胞扩增效

果的影响

为了使KO-CD99 CAR-T细胞的扩增效果

更好，本实验首先优化了MOI，MOI可能会

影响CAR-T细胞的扩增。参考本课题组前期

研究  ［12］，分别采用MOI = 0.25、0.50、1.00、
1.50和2.00对健康人外周血来源的新鲜T细胞

进行转导。通过流式细胞术检测不同MOI对
KO-CD99 CAR-T细胞转染效率的影响，结果

显示，不同MOI对KO-CD99 CAR-T细胞的转

染效率均为9 0 %左右，组间差异无统计学意

义 ［（89.50±4.77）%、（91.17±4.53）%、

（ 9 1 . 5± 4 . 5 8）%、（ 9 1 . 3 3± 4 . 6 4）%和

（78.50±21.55）%，P＞0.05，图3A］；同时在

细胞培养的第7、12、14和18天时分别进行细胞

存活率流式细胞术检测，发现这4个不同时间点

各个实验组之间的细胞存活率差异无统计学意义

（P ＞ 0.05，图3B）。

不同MOI对KO-CD99 CAR-T细胞增殖能

力具有显著影响。实验结果显示，MOI为0.25
和0.50的细胞扩增倍数与MOI为1.50的细胞扩

增倍数均存在显著差异［（21.55±6.5）  vs 
（8.70±2.09），P＜0.05；（18.48±2.08） vs 
（8.70±2.09），P＜0.01，图3C］，MOI为1.00
的细胞扩增倍数优于MOI为1.50和2.00的细胞扩

增倍数，但差异无统计学意义（P＞0.05）。除

此之外，本实验还探究了由不同MOI转染得到

的CAR-T细胞的特异性杀伤活性和IFN-γ释放水

平，结果显示，在3组不同的效应细胞与靶细胞

比例下不同MOI实验组之间的细胞特异性杀伤

活性差异无统计学意义（P＞0.05，图3D）。

从IFN-γ释放水平来看，不同时间点MOI为2.00

0
-103

0
-103

0
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的释放水平与MOI为0.25 ~ 1.50的释放水平均存

在显著差异［第15天：（3 353.00±469.52）vs
（1 765.00±299.81）、（1 806.00±16.97）、

（1 818.50±481.54）、（2 114.5±16.26），

P＜0.01；第19天：（2 470.50±335.88）vs
（1 321.00±193.75）、（1 493.50±72.83）、

（1 461.00±5.66）、（1 750.50±152.03），

P ＜0.05，图3E］。

综上所述，发现MOI对KO-CD99 CAR-T细

胞的转染效率、特异性杀伤活性等均无影响，

但当MOI为0.25 ~ 1.00时转染得到的KO-CD99 
CAR-T细胞的扩增效果最佳。

2.4  不同培养基对KO-CD99 CRA-T细胞扩增

效果的影响

培养基的选择可能对KO-CD99 CAR-T细胞

的扩增产生影响。本实验选用了3种GMP级别的

T细胞培养基，分别是Gibco CTSTM OpTmizerTM 
T-Cell Expansion Basal Medium-L-Glutamine培
养基、OptiVitro T细胞无血清培养基和OptiVitro 
UniEx T细胞无血清培养基。采用流式细胞术

检测不同培养基对KO-CD99 CAR-T细胞的影

响，结果显示，用3种培养基培养的CAR-T细

胞的细胞转染效率和细胞存活率差异均无统计

学意义（P＞0.05，图4A、4B）。从细胞扩增

效果看，用OptiVitro培养基培养的CAR-T细胞

扩增倍数高于Gibco培养基和OptiVitro UniEx培

养基［（36.79±23.02）vs（14.92±14.29）、

（31.36±21.54），图4C］。

本实验还探究了不同培养基对KO-CD99 

CAR-T细胞特异性杀伤效果的影响，结果显示，

第16天，用OptiVitro培养基培养的细胞杀伤效

果与用Gibco培养基培养的细胞差异无统计学

意义（P＞0.05），而用OptiVitro培养基培养的

细胞杀伤效果显著高于OptiVitro UniEx培养基

［（64.33±4.04）vs（49.67±3.51），P＜0.01，

图4D］。第22天，3种培养基培养的细胞杀伤

效果差异无统计学意义（P＞0.05，图4D），

但OptiVitro培养基培养的细胞杀伤效果仍高于

OptiVitro UniEx培养基。
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图2  通过shRNA技术提高 CD99 CAR-T细胞扩增

Fig. 2  Enhancement of CD99 CAR-T cell expansion by shRNA technology

A: Knockdown the expression of CD99 protein on the cell surface of different shRNA; B: Proliferation of CD99 CAR-T cells and KO-CD99 CAR-T 
cells; C: Transduction efficiency of CD99 CAR-T cells and KO-CD99 CAR-T cells; D: Killing effect of CD99 CAR-T cells and KO-CD99 CAR-T 
cells; E: IFN-γ release level of CD99 CAR-T cells and KO-CD99 CAR-T cells; **: P＜0.01, compared with CD99 CAR-T cells; NS: No significance.
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图4  不同培养基对KO-CD99 CAR-T 细胞的影响

Fig. 4  Effect of different culture media on KO-CD99 CAR-T cells

A: Transfection efficiency of KO-CD99 CAR-T cells in different medium; B: Cell viability of KO-CD99 CAR-T cells in different medium; C: Fold 
expansion of KO-CD99 CAR-T cells in different medium; D: Killing effect of KO-CD99 CAR-T cells in different medium. **: P＜0.01, compared 
with OptiVitro; NS: No significance.
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图3  不同MOI对sh-CD99 CAR-T细胞转染的影响

Fig. 3  Effects of different MOIs on sh-CD99 CAR-T cell transfection

A: Transfection efficiency of KO-CD99 CAR-T cells in each MOI; B: Cell viability of KO-CD99 CAR-T cells obtained from different MOI; C: Fold 
expansion of KO-CD99 CAR-T cells obtained from different MOI; D: Killing effect of KO-CD99 CAR-T cells obtained from different MOI; E: IFN- 
γ release level of KO-CD99 CAR-T cells obtained from different MOI. *: P＜0.05; **: P＜0.01; NS: No significance.
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图5  不同MOI和培养容器对KO-CD99 CAR-T 细胞的影响

Fig. 5  Effects of different MOIs and culture vessels on KO-CD99 CAR-T cells

A: Transfection efficiency of KO-CD99 CAR-T cells in each MOI and different culture containers; B: Cell viability of KO-CD99 CAR-T cells 
obtained from different MOI and different culture containers; C: Fold expansion of KO-CD99 CAR-T cells obtained from different MOI and different 
culture containers; D: Killing effect of KO-CD99 CAR-T cells obtained from different MOI and different culture container; E: IFN-γ release level of 
KO-CD99 CAR-T cells obtained from different MOI and different culture containers; F: Cluster of differentiation of KO-CD99 CAR-T cells obtained 
from different MOI and different culture containers; G: The expression level of CD25, CD69 and CD71 on KO-CD99 CAR-T cells obtained from 
different MOI and different culture containers. TEFF: Effector T cell; TEM: Effector memory T cell; TCM: Central memory T cell; TSCM: Stem cell 
memory T cell; TN: Naive T cell. **: P＜0.01; ***: P＜0.001.
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综上所述，在3种无血清培养基中， OptiVitro
培养基比Gibco培养基和OptiVitro UniEx培养基

更适用于KO-CD99 CAR-T细胞的培养，因为 
KO-CD99 CAR-T细胞在OptiVitro培养基中的增殖

效果最优。这为KO-CD99 CAR-T细胞的培养奠定

了坚实基础。

2.5  培养容器对KO-CD99 CAR-T细胞转染扩

增的影响

在上述研究的基础上，得出MOI为0.25 ~ 1.00
的转导条件下，细胞扩增效果较好，考虑到培

养容器的选择对CAR-T细胞的扩增也有重要影

响，因此本实验选取了透气瓶和培养袋两种培养

容器进行比较。首先用3种不同的MOI（0.25、

0.50和1.00）对CAR-T细胞进行感染，并在细胞

扩增到一定体积后将细胞平均转移到不同的培

养容器中，进行后续培养。采用流式细胞术检

测不同培养容器对KO-CD99 CAR-T细胞转染效

率和细胞存活率的影响，结果显示，不同条件

下的KO-CD99 CAR-T细胞在转染第7、15和21天
的转染效率和细胞存活率差异均无统计学意义

（P ＞ 0.05，图5A、5B）。

比较不同条件下的第2 2天的细胞扩增水

平，结果显示，不同MOI（0.25、0.50和1.00）
感染的细胞在相同容器中无差别，但同一MOI在
不同容器中存在显著差异，在透气瓶中培养的

细胞扩增倍数明显高于在培养袋中培养的细胞

****
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［MOI=0.25：（50.23±3.32）vs（13.02±4.82）；

MOI=0.50：（49.96±0.83）vs（18.25±2.88）；

MOI=1.00：（48.27±5.08）vs（13.16±6.26）；

P＜0.01，图5C］。并且同一MOI的KO-CD99 
CAR-T细胞在效效应细胞与靶细胞比例为25∶1的
情况下，在透气瓶中培养的CAR-T细胞的杀伤效

果和IFN-γ释放水平均显著高于在培养袋中培养

的CAR-T细胞（P＜0.01，图5D、5E）。

同时本实验还评估了细胞的分化和激活水

平，从分化水平看，透气瓶培养的CAR-T细胞

中中央记忆T细胞占比较培养袋高（图5F）。

CAR-T细胞的激活程度可以根据CD25、CD69
和CD71的表达水平来判断。从激活水平看，

在检测的3种激活标志物中，透气瓶中细胞的

CD25、CD71表达水平显著高于培养袋中的细胞

（P ＜0.001，图5G）。上述结果提示，透气瓶更

适合KO-CD99 CAR-T细胞增殖。

3 讨  论

CAR-T细胞疗法是一种对血液和淋巴系统

肿瘤具有显著疗效的免疫疗法 ［13］。CAR-T细胞

可以直接结合靶细胞表位，分泌可以杀死肿瘤细

胞的细胞因子，并自我增殖以发挥持久的抗肿瘤

作用 ［14-16］。有研究发现，CD99蛋白在血液恶性

肿瘤、骨肉瘤、乳腺癌、胰腺癌及恶性胶质瘤

等肿瘤细胞中表达异常 ［17-21］。大量的临床前研

究数据 ［22-23］表明，CD99可以作为肿瘤的标志物

用于疾病的诊断和治疗。本课题组前期对CD99 
CAR-T细胞展开研究  ［24］，发现并解决了CD99 
CAR-T细胞的扩增问题。本研究通过对MOI、培

养基和培养容器等培养条件的探究，以寻找适合

CD99 CAR-T细胞扩增的最优条件，为ES的治疗

研究提供参考。

本课题组以往对CD99 CAR-T细胞治疗T细胞

急性淋巴细胞白血病（T-cell-acute lymphoblastic 
l eukemia，T-ALL）的研究  ［24］发现，靶向

CD99 CAR-T细胞可以有效地根除T-ALL，CD99 
CAR-T细胞的扩增倍数远低于CD19 CAR-T细

胞，但在转染3 d后分选出的CD99 CAR+细胞中

并未检测到CD99抗原的表达，并且分选后的

CD99 CAR+细胞与分选后的CD19 CAR+细胞扩

增倍数无显著性差异。由此，我们提出以CD99
为靶点的CAR-T细胞可能由于自身细胞表面存在

CD99蛋白，会对自身产生不良影响。本实验采

用shRNA技术降低CD99 CAR-T细胞表面CD99抗
原的表达，以减少CD99 CAR-T细胞之间的相互

影响，使CD99 CAR-T细胞可以稳定扩增。

从MOI的优化结果来看，不同MOI的转染效

率一致，但MOI为0.25 ~ 1.00的KO-CD99 CAR-T
细胞扩增效果最佳。由于shRNA对CD99蛋白的

敲低，被慢病毒感染的T细胞表面CD99表达水平

降低，KO-CD99 CAR-T细胞会对培养体系中未

被感染的T细胞产生杀伤作用。因此由5种MOI转
染得到的CAR-T细胞转染效率无显著性差异，但

大量的病毒会对T细胞产生细胞毒性，影响其增

殖能力。

培养基是培养环境中的重要成分，因为它能

提供细胞生长所需要的营养物质、生长因子和激

素，并调节培养物的渗透压和pH值。由于GMP
标准化的要求以及在伦理和生态方面的考量，无

血清培养基更适合CAR-T细胞的GMP级别的生

产。然而，不同的无血清培养基提供了不同的培

养条件，且具有各自不同的特性。因此，亟需寻

找一款适合CD99 CAR-T细胞生长的培养基。本

研究结果显示，与其他2种无血清培养基相比， 
OptiVitro培养基更具有优势。

培养容器会影响细胞培养过程中培养物质

的分配和气体交换，之前已有多项研究 ［25-27］证

明透气容器在细胞培养方面具有优势。用透气瓶

培养的KO-CD99 CAR-T细胞的扩增水平、细胞

分型、特异性杀伤活性及IFN-γ释放水平都显著

优于用培养袋培养的KO-CD99 CAR-T细胞。透

气瓶的底部有一层平坦的透气性硅树脂膜 ［28］，

细胞会在重力作用下沉降在透气膜上，彼此靠

近，与外界进行高效的气体交换，这一点对于倾

向于集群生长的T细胞而言更为有利 ［29］，这可

能是细胞在透气瓶中的扩增比培养袋好的原因。

CD71已被证明与T细胞受体（T cell receptor，
TCR-CD3）复合物ζ链和ZAP70的磷酸化相关，
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并可能进一步参与TCR信号转导  ［30］，其在静

止淋巴细胞中的表达非常低，但激活后表达上

调，表明细胞进行铁依赖性增殖  ［31］。已有研

究  ［32-35］表明，CD71的表达与细胞增殖呈正相

关，与本实验结果一致，透气瓶中培养的细胞

CD71表达量比培养袋高。在透气瓶中培养的KO-
CD99 CAR-T细胞比在培养袋中培养的KO-CD99 
CAR-T细胞显示出更多的中央记忆T细胞亚群，

表明其具有长期抗肿瘤功能。已有研究 ［36-37］发

现，记忆T细胞的耗氧量更高，高溶解氧的环境

可能对耗氧量高的中央记忆T细胞群体扩增更有

利。T细胞激活后，信号驱动初始T细胞分化为

记忆T细胞或效应T细胞，记忆T细胞比效应T细

胞分化程度低，可持续介导抗肿瘤反应。除此

之外，透气瓶培养的KO-CD99 CAR-T细胞激活

程度高，具有更高的IFN-γ释放能力，表现出更

强的杀伤效果。本研究检测了两组细胞的CD25
表达水平，发现在透气瓶中培养的细胞CD25表
达比培养袋高。CD25蛋白被认为是细胞活化的

标志，在体外通过刺激TCR-CD3复合物或使用

phorbol酯激活后，其表达上调，常用CD25来表

征T细胞激活水平 ［38］。

综上所述，通过shRNA技术提高了CD99 
CAR-T细胞的扩增能力。MOI为0.25 ~ 1.00、培

养基为OptiVitro、培养容器为透气瓶时更适合

KO-CD99 CAR-T细胞的扩增，为后续开展CD99 
CAR-T细胞治疗ES的临床试验奠定了坚实基础。
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