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  [摘要] 目的 利用基因工程方法构建一种新型假包膜糖蛋白表达载体来提高慢病毒感染人T细胞的效

率。方法 采用分子克隆技术构建CD5-scFv-VSV-G质粒;慢病毒包装载体共转染293T细胞,包装慢病毒并

感染Jurkat细胞,流式细胞术检测转导率并计算其滴度;慢病毒包装载体共转染293T细胞,包装慢病毒感染健

康人
 

T
 

细胞获得嵌合抗原受体T细胞。结果 与野生型 WT
 

VSV-G慢病毒比较,CD5-scFv-VSV-G慢病毒

能够提高感染率1.5倍(10%的CD5-scFv-VSV-G慢病毒对Jurkat细胞的感染率为63.1%),而在293T细胞

中,不同比例CD5-scFv-VSV-G慢病毒的感染率都低于野生型 WT
 

VSV-G慢病毒。当感染复数(MOI)=5
时,与野生型 WT

 

VSV-G慢病毒比较,CD5-scFv-VSV-G慢病毒能够提高感染率1.6倍(33%的CD5-scFv-
VSV-G慢病毒对CD3+T细胞的感染率为44.1%);当 MOI=10时,与野生型 WT

 

VSV-G慢病毒比较,CD5-
scFv-VSV-G慢病毒也能够提高感染率1.5倍(33%的CD5-scFv-VSV-G慢病毒对CD3+T细胞的感染率为

78.8%)。结论 该研究成功构建了一种新型假包膜糖蛋白表达载体,与野生型慢病毒 WT
 

VSV-G比较,新型

假包膜糖蛋白包装的慢病毒可提高其转导人T细胞效率。
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  [Abstract] Objective To
 

use
 

the
 

genetic
 

engineering
 

method
 

to
 

construct
 

a
 

new
 

type
 

of
 

pseudo-enve-
lope

 

glycoprotein
 

expression
 

vector
 

to
 

improve
 

the
 

efficiency
 

of
 

lentivirus
 

infection
 

in
 

human
 

T
 

cells.
Methods The

 

CD5-scFv-VSV-G
 

plasmid
 

was
 

constructed
 

by
 

the
 

molecular
 

cloning
 

technology;the
 

lentiviral
 

packaging
 

vectors
 

co-transfected
 

293T
 

cells,packaged
 

the
 

lentivirus
 

and
 

infected
 

the
 

Jurkat
 

cells,the
 

flow
 

cy-
tometry

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

transduction
 

rate
 

and
 

calculate
 

the
 

titers;the
 

lentiviral
 

packaging
 

vectors
 

co-
transfected

 

with
 

293T
 

cells
 

to
 

obtain
 

the
 

chimeric
 

antigen
 

receptor
 

T
 

cells
 

from
 

lentiviral
 

infection
 

in
 

healthy
 

person.Results Compared
 

with
 

the
 

wild-type
  

WT
 

VSV-G
 

lentivirus,CD5-scFv-VSV-G
 

lentiviral
 

particles
 

could
 

increase
 

the
 

infection
 

rate
 

by
 

1.5
 

times
 

(the
 

infection
 

rate
 

of
 

10%
 

of
 

CD5-scFv-VSV-G
 

lentiviral
 

parti-
cles

 

on
 

CD5+Jurkat
 

cells
 

was
 

63.1%),while
 

in
 

293T
 

cells,the
 

infection
 

rates
 

of
 

viral
 

particles
 

produced
 

by
 

different
 

proportions
 

of
 

CD5-scFv-VSV-G
 

all
 

were
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

WT
 

VSV-G
 

lentivirus
 

particles.When
 

the
 

multiplicity
 

of
 

infection
 

(MOI)
 

was
 

5,compared
 

with
 

the
 

wild
 

type
 

WT
 

VSV-G,the
 

CD5-scFv-VSV-G
 

lentivirus
 

particles
 

could
 

increase
 

the
 

infection
 

rate
 

by
 

1.6
 

times
 

(the
 

infection
 

rate
 

of
 

33%
 

of
 

CD5-scFv-VSV-
G

 

lentivirus
 

particles
 

on
 

the
 

CD3+T
 

cells
 

was
 

44.1%);when
 

MOI=10,the
 

CD5-scFv-VSV-G
 

lentivirus
 

parti-
cles

 

could
 

increase
 

the
 

infection
 

rate
 

by
 

1.5
 

times
 

(the
 

infection
 

rate
 

of
 

33%
 

of
 

CD5-scFv-VSV-G
 

lentivirus
 

particles
 

on
 

CD3+T
 

cells
 

was
 

78.8%).Conclusion This
 

study
 

successfully
 

constructs
 

a
 

new
 

type
 

pseudo-en-
velope

 

glycoprotein
 

expression
 

vector.Compared
 

with
 

the
 

wild-type
 

WT
 

VSV-G
 

lentivirus,the
 

new
 

type
 

pseu-
do-envelope

 

glycoprotein
 

packaged
 

lentivirus
 

could
 

increase
 

its
 

transduction
 

efficiency
 

of
 

human
 

T
 

cells.
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  基因治疗是随着DNA重组技术、基因克隆技术

的成熟而发展起来的革命性医疗技术之一,是以改变

人的遗传物质为基础的生物医学治疗手段[1]。基因

治疗根据载体的给药途径可分为离体和在体基因治

疗2种方式:
 

离体基因治疗是直接取异体正常细胞或

患者自身的病变细胞,在体外通过基因导入的方式修

饰细胞,将修饰后的细胞体外扩增后回输到患者体

内,从而达到治疗疾病的目的;在体基因治疗则是利

用非病毒或病毒载体直接将治疗基因递送到患者体

内来治疗疾病。在基因治疗环节中,应用的载体主要

有逆转录病毒载体和腺病毒载体,但腺病毒载体不能

整合至宿主细胞且免疫原性高。慢病毒载体作为一

类来源于逆转录病毒的载体,以其转染效率高,可感

染分裂期和非分裂期细胞,可容纳较大的基因片段等

优点,被广泛用于基因治疗、疫苗生产等科学研究领

域[2]。慢病毒载体系统的建立,经历了一个逐步完善

的过程,其主要目的是提高载体的生物安全性和感染

效率[3-4]。目前具有增强安全性的自灭活第三代慢病

毒载体系统在临床上应用已越来越广泛,有研究表

明,其在重症联合免疫缺陷症(SCID)的基因治疗和嵌

合抗原受体T细胞的肿瘤治疗中取得了成功[5-7]。
慢病毒载体可将其包膜蛋白经过改造,由水泡性

口炎病毒G(VSV-G)蛋白代替,VSV-G蛋白能够识

别低密度脂蛋白(LDL)受体,促进病毒内吞,使慢病

毒能轻松进入多种细胞中,同时可提高慢病毒滴度,
扩大慢病毒的适用范围[8]。VSV-G蛋白是通过信号

序列(signal
 

sequence,SS)定向内质网,在内质网里被

糖基化形成三聚体并整合到细胞膜中[9-10]。造血细胞

(包括原发性T细胞和淋巴瘤细胞)和一些上皮细胞

系的转导率较低,且需要使用高病毒感染复数(multi-
plicity

 

of
 

infection,MOI)[11-12]。据报道,对慢病毒

VSV-G包膜进行基因修饰以用与特定抗原结合,是
增加接触时间和提高慢病毒摄取率的一种手段[13-14]。
全抗体或抗体片段可作为病毒和细胞膜之间的高亲

和力连接物,以提高转导效率[15]。T细胞介导过继性

细胞疗法的问世给很多癌症患者带来了希望,但过继

性细胞疗法中很多因素还需要优化,如特异性、亲和

力、分化水平和T细胞的转移数量等,这些因素会影

响其免疫活性和体内功能[16]。由于CD5分子在T淋

巴细胞表面广泛表达,笔者通过将CD5分子的单链抗

体片段和VSV-G蛋白串联从而达到增强病毒和细胞

膜之间的接触。
本研究成功构建了新型假包膜糖蛋白表达载体,

通过将野生 WT
 

VSV-G质粒和构建的CD5单链抗

体修饰的VSV-G(CD5-scFv-VSV-G)质粒混合,确定

了 WT
 

VSVG质粒与CD5-scFv-VSV-G质粒的最佳

混合比例,获得了高滴度的慢病毒制剂并提高转导效

率,这可能为T细胞介导过继性免疫疗法的进一步开

展奠定基础。
1 材料与方法

1.1 实验材料、试剂

  慢病毒载体pLenti-EF1α-lucgfp质粒、包装质粒

PLP1、PLP2与pMD2.G由本实验构建并保存;质粒

抽提试剂盒购自德国 Qiagen公司;限制性内切酶购

自美国New
 

England
 

Biolabs公司;胶回收试剂盒和

去内毒素质粒大提试剂盒购自美国 Axygen公司;
DNA连接酶购自日本TaKaRa公司;无缝克隆试剂

盒购自南京诺唯赞生物科技公司;PE抗人CD3抗体

购自美国BioLegend公司;琼脂糖购自生工生物工程
 

(上海)
 

股份有限公司;人肾上皮293T细胞系购自大

连宝生物工程有限公司;人T细胞白血病Jurkat细胞

株(CD5+)购自美国ATCC公司;胎牛血清(fetal
 

bo-
vine

 

serum,FBS)、细胞基础培养基 DMEM-MEM、
RPMI-1640及细胞培养其他成分

 

HEPES、D-PBS购

自美国Gibco公司;聚凝胺购自美国Sigma公司;磁
珠(DynabeadsTM

 

Human
 

T-Activator
 

CD3/CD28)购
自美国Gibco公司。
1.2 方法

1.2.1 质粒构建

  由苏州金唯智生物科技有限公司合成CD5-Lin-
ker-scFv序列,将载体pMD2G(本实验室保存)用
EcoRⅠ酶 切,重 叠 PCR 连 接 CD5-Linker-scFv和

VSV-G片段,利用无缝克隆技术将整个片段和酶切

pMD2G载体连接,在37
 

℃连接1
 

h后,转化涂于氨

苄抗性LB平板培养基上,通过挑取单克隆、扩大培

养、抽提质粒、酶切验证后测序鉴定重组载体 CD5-
scFv-VSV-G质 粒,用 于 包 装 不 同 比 例 CD5-scFv-
VSV-G 慢 病 毒。根 据 GenBank中 基 因 序 列 设 计

PCR
 

扩增引物,见表1。
1.2.2 慢病毒包装

  准备2个无菌的离心管a和b,分别加入5
 

mL的

PBS,在a管中加入一定比例的聚醚酰亚胺(PEI),在
 

b管中加入目的质粒(可以表达绿色荧光蛋白Zs-
green)和 包 装 质 粒[PLP1、PLP2和 pMD2-G(WT

 

VSV-G)]静置5
 

min后将a管中试剂加入b管中,轻
轻混合均匀。在转染过程中为了确定最佳的慢病毒

载体配比,用不同化学计量比的pMD2.G质粒(WT
 

VSV-G或CD5-scFv-VSV-G)来包装表达绿色荧光蛋

白Zsgreen的慢病毒颗粒。产生相关 产 量 并 具 有

10%、20%、33%和67%CD5-scFv-VSV-G的抗体靶

向病毒颗粒。转染后48
 

h换液,收取培养上清液,72
 

h后再次收取培养上清液,过0.45
  

μm
 

MILLEX-
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HP
 

针式滤器。将病毒原液4
 

℃、32
 

000
 

r/min超速

离心2
 

h,将沉淀溶解在X-VIVO培养液中。
1.2.3 滴度检测

  96孔尖底板每孔铺0.5×106 个Jurkat细胞,200
 

μL/孔,将浓缩的病毒液稀释100倍,各孔加入400
  

μL、40
  

μL和10
  

μL。32
 

℃、1
 

200×g离心90
 

min。4
 

h后用DPBS将细胞洗一次后铺于12孔板,转导48
 

h
后用流式细胞术检测。圈出阳性细胞群后,计算病毒

滴度(T),单位为TU/mL。T=(P×N)/(D×V),其
中P为流式阳性细胞比例,N为转导的细胞数,D为

稀释倍数,V为转导时的体积。

表1  PCR
 

扩增引物

引物名称 引物序列(5'-3') 产物大小(bp)

CD5正向 GTGAGATCTGAATTCATGTACAGGATGCAACTC 33

CD5反向 AGATCCGCCACCACCAGA 18

Linker-VSV-G正向 GGTGGTGGCGGATCTAAGTTCACCATAGTTTTTCCACAC 38

VSV-G正向 CTGGTGGGGTGAATTTTACTTTCCAAGTCGGTTCATCTCT 40

1.2.4 T细胞的制备和慢病毒转导

  利用外周血淋巴细胞分离液Ficoll
 

提取健康人

外周 血 中 单 核 细 胞(peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cell,PBMC),按照T细胞与磁珠数量之比为1︰1加

入
 

α-CD3/α-CD28
 

抗体包被的磁珠分离人T细胞,并
置于含10%血清和100

 

μg/mL
 

IL-2
 

的AIM-V培养

基中培养。24
 

h后,计数活化的人CD3+T细胞。于

每孔加入
 

0.1×106 个T细胞和感染复数
 

(Multiplic-
ity

 

of
 

infection,MOI)分别为5和10的病毒浓缩液,
培养基补齐至200

 

μL,并于每孔加入聚凝胺(1︰

2
 

000),32
 

℃,1
 

200
 

r/min离心90
 

min,结束后置于

37
 

℃细胞培养箱中,4
 

h后换液。离心换液后继续培

养,每隔2~3
 

d补充培养基或者传代。取转导5
 

d后

的T细胞,在DynaMagTM-5磁力架上将磁珠脱掉,2
 

500
 

r/min离心3
 

min收集细胞。用流式染色缓冲液

(由50
 

mL
 

PBS
 

加1
 

mL
 

FBS细胞配制而成)洗涤细

胞,离心弃上清液;再用FACS洗2遍,弃掉上清液,

200
 

μL流式染色缓冲液重悬细胞至流式管,用流式细

胞仪检测Zsgreen的表达情况。

1.3 统计学处理

  采用Graphpad
 

Prim
 

6.0软件进行数据统计分析

和图表制作,所有实验至少重复3次,计量资料以x±
s表示,统计分析使用非配对t检验,以P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结  果

2.1 表达载体的构建与鉴定

  为了整合一个识别CD5的单链抗体片段,本研究

设计了一种VSV-G融合蛋白,其包含信号序列(SS)、

CD5-scFv 片 段、Fusion
 

linker(GGGGSGGGGSS
 

GGGS)和全长的VSV-G(图1)。通过分子克隆技术,
成功构建了CD5-scFv-VSV-G重组质粒,并通过Bsa
Ⅰ酶进行酶切鉴定,结果得到2条条带,符合预期结

果,见图2。

  A:WT
 

VSV-G的分子结构;B:CD5-scFv-VSV-G的分子结构。

图1  分子结构示意图

图2  CD5-scFv-VSV-G重组质粒酶切鉴定结果

2.2 含单链抗体融合蛋白慢病毒的生产

  为了生产VSV-G假型慢病毒,293T细胞用含有

表达Zsgreen的慢病毒表达载体和其中3种编码

VSV-G
 

(pMD2G)包装质粒的4种质粒混合物瞬时转

染。用不同化学计量比的pMD2.G质粒(WT
 

VSV-
G或CD5-scFv-VSV-G)来包装表达Zsgreen的慢病

毒,具有10%、20%、33%和67%的CD5-scFv-VSV-G
的抗体靶向颗粒,见表2。
2.3 不同比例的CD5-scFv-VSV-G慢病毒对Jurkat
细胞和293T细胞的转导
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  首先通过流式细胞术检测Jurkat细胞和293T
细胞 表 面 CD5 分 子 的 表 达 率 分 别 为 98.7% 和

0.77%,见图3。在测试编码Zsgreen的抗体靶向病

毒颗粒感染Jurkat细胞和293T细胞的能力试验中,
与野生型慢病毒 WT

 

VSV-G比较,CD5-scFv-VSV-G

慢病毒能够提高感染率1.5倍(10%的 CD5-scFv-
VSV-G慢病毒对Jurkat细胞的感染率为63.1%),
100%的CD5-scFv-VSV-G慢病毒颗粒几乎无感染性

(图4A)。而在293T 细胞中,不同比例 CD5-scFv-
VSV-G慢病毒的感染率都低于 WT

 

VSV-G(图4B)。

  A:流式图;B:流式定量分析图。a:P<0.000
 

1,与空白对照比较。

图3  流式细胞术检测细胞CD5分子的表达

  A:不同比例的慢病毒转导Jurkat细胞的能力;B:不同比例的慢病毒转导293T细胞的能力。

图4  不同比例的慢病毒对Jurkat细胞、293T细胞的转导
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表2  6种不同配比表达Zsgreen的慢病毒的滴度

配比
WT

 

VSV-G
含量(%)

CD5-scFv-VSV-G
含量(%)

滴度

(TU/mL)

配比1 100 0 4.2×107

配比2 90 10 6.3×107

配比3 80 20 6.3×107

配比4 67 33 4.8×107

配比5 33 67 0.7×107

配比6 0 100 0.4×106

2.4 不同比例的CD5-scFv-VSV-G慢病毒对活化T
细胞的转导

  将抗体靶向 CD5-scFv-VSV-G 慢病毒感染人

CD3+T细胞,以未感染组作为对照组。当 MOI=5
时,与野 生 型 慢 病 毒 WT

 

VSV-G 比 较,CD5-scFv-
VSV-G慢病毒能够提高感染率1.6倍(33%的CD5-
scFv-VSV-G 慢 病 毒 对 CD3+

 

T 细 胞 的 感 染 率 为

44.1%);当 MOI=10时,CD5-scFv-VSV-G 慢病毒

也能够提高感染率1.5倍(33%的CD5-scFv-VSV-G
慢病毒对CD3+T细胞的感染率为78.8%),见图5。

  A:MOI=5时,不同比例的慢病毒转导CD3+T细胞的能力;B:MOI=10时,不同比例的慢病毒转导CD3+T细胞的能力。

图5  不同比例的慢病毒对CD3+T细胞的转导
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3 讨  论

  病毒载体已经从大量病毒中衍生出来,由于其独

特的性质,这些病毒载体被转化为有效的工具,用于

将基因传递到感兴趣的细胞中。它们可以根据其是

否融入宿主细胞基因组的能力进行分类。腺相关病

毒和腺病毒[17]是非整合性的,而逆转录病毒,如泡沫

病毒[18]、鼠白血病病毒(MLV)或人类免疫缺陷病毒

(HIV)等是随机整合并稳定遗传的。最常用的载体

是由HIV衍生出来的慢病毒载体,其可以在哺乳动

物细胞中有效地进行基因转移,是影响造血系统的单

基因疾病最安全、最有效的治疗方法之一[19]。本研究

使用第三代慢病毒包装系统。据报道,第三代慢病毒

载体较二代安全性更高,因为第三代在第二代的基础

上删除了tat基因,该基因对野生型人类免疫缺陷病

毒1型(HIV-1)的复制至关重要。改变3'端的长末端

重复序列(LTR)使载体“自失活”,已防止整合基因被

重新包装,可稳定地将基因转移到哺乳动物细胞中。
与其他病毒载体系统不同,慢病毒转导的细胞表现出

应激信号途径的最小激活,因此可用于基于细胞的测

定、基因治疗和免疫治疗[20-21]。
目前,关于目标基因有效传递到靶细胞的最佳转

导条件存在很大争议[22]。特定细胞类型的成功转导

取决于许多因素,包括细胞密度、传代次数、慢病毒制

剂的纯度、病毒转滴度、MOI和促进转导的佐剂的存

在[23-24]。已知原代淋巴细胞、造血肿瘤细胞及淋巴系

细胞系难以被有效转导,在这些细胞类型中的基因转

移通常需要使用高 MOI[25],并且依赖于高滴度载体

制剂的生产。基因转移到原代细胞中的高转导率及

产生高滴度病毒颗粒用于提高大规模转导患者细胞

的能力,这是临床试验的先决条件。由于这些病毒的

大规模生产极其复杂和昂贵,慢病毒转导率的提高可

减少病毒的用量,从而降低临床试验成本。此外,降
低 MOI将阻止每个细胞插入多个慢病毒基因组拷

贝,从而降低插入突变的风险。
通过不同的策略可以实现更高的基因转导效率。

这些方法包括使用通过超速离心获得的浓缩病毒制

剂或通过超滤获得的浓缩病毒制剂。另一种替代策

略是通过添加促进转导的佐剂,如聚阳离子或阳离子

脂质体,来提高慢病毒基因转移速率。然而,这些辅

助治疗大多具有毒性作用,限制了它们的使用,尤其

是在原始来源的敏感靶细胞中。有研究设计出了一

种Lv,可以确保在体内给药时的选择性并稳定地将

基因传递到特定的T细胞亚型。Lv用含有CD8特

异性单链抗体的 MVH糖蛋白进行伪分型,使其能够

通过CD8表面分子作为受体,将目的基因特异性地传

递到CD8+T细胞。研究证明,与 VSV-G伪分型Lv
比较,CD8特异性Lv需要5~10倍的载体剂量才能

获得相同的转导效率[26]。该团队还设计了Lv载体

系统,该系统依赖于MVH糖蛋白与CD4特异性锚蛋

白重复蛋白的伪分型,创建了一个进入CD4+T细胞

的Lv特异性重定向。这种CD4-Lv有效靶向CD4+
 

T细胞,可在人外周血单核细胞(体外)和人小鼠模型

中进行基因传递(体内)[27]。本研究利用基因工程方

法构建一种新型假包膜糖蛋白表达载体,制备具有

10%、20%、33%和67%
 

CD5-scFv-VSV-G的抗体靶

向病毒。当 MOI=5时,与野生型 WT
 

VSV-G慢病

毒比较,CD5-scFv-VSV-G慢病毒能够明显提高感染

率1.6倍(33%的CD5-scFv-VSV-G慢病毒对CD3+

T细胞的感染率为44.1%);当 MOI=10时,CD5-
scFv-VSV-G慢病毒也能够明显提高感染率1.5倍

(33%的CD5-scFv-VSV-G慢病毒对CD3+T细胞的

感染率为78.8%)。
本研究成功构建了一种新型假包膜糖蛋白表达

载体,笔者通过 WT
 

VSV-G和添加CD5单链抗体修

饰VSV-G
 

混合物的慢病毒来提高T细胞转导率。在

转导活化人CD3+T细胞的实验中,添加33%比例的

CD5-scFv-VSV-G慢病毒获得最佳结果。
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