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[摘要] 目的 构建靶向人类巨细胞病毒(HCMV)表位肽pp65495-503(NLVPMVATV)的T细胞受体工程化

T细胞(TCR-T细胞),并评价其对 HCMV感染胶质母细胞瘤(GBM)细胞的体外杀伤作用。方法 通过流式细胞

术分选获得 HCMVpp65特异性T细胞,克隆其TCR序列并构建慢病毒载体,转导CD8+T细胞后,在多种细胞因

子刺激下扩增,制备得到 HCMVTCR-T细胞,并通过流式细胞术检测 HCMVTCR-T细胞中CD8+NLVPM-
VATV+细胞占比。将U-87MG细胞分为A、B两组,A组细胞不做任何处理,B组细胞加入 HCMVAD169病毒

株进行感染,48h后收集细胞并通过 WesternBlot(WB)实验检测两组细胞中pp65蛋白相对表达水平。将 HCMV
TCR-T细胞按照不同效应细胞∶靶细胞(E∶T)比例(50∶1、30∶1、20∶1、10∶1、5∶1和1∶1)分别与 A组和B
组靶细胞共同孵育12h和24h,并通过乳酸脱氢酶(LDH)法检测HCMVTCR-T细胞对两组靶细胞的体外杀伤作

用。结果 流式细胞术检测结果显示,扩增培养13d的 HCMVTCR-T细胞中CD3+CD8+ 细胞比例为86.15%,

CD8+NLVPMVATV+细胞比例为74.65%。WB实验结果显示,与A组相比,B组细胞中pp65蛋白相对表达水平

显著升高(t=19.01,P<0.01)。LDH法检测结果显示,在培养第12、24小时时,不同E∶T比例下,HCMVTCR-
T细胞对A组和B组细胞的杀伤率均有显著差异(F=3.37~112.30,P<0.05);与A组相比,各E∶T比例下HC-
MVTCR-T细胞对B组细胞的杀伤率均显著升高(F=19.54~428.97,P<0.05)。结论 本研究成功构建了靶向

HCMVpp65495-503的TCR-T细胞,该细胞对 HCMV感染GBM细胞具有高效且特异性体外杀伤作用。
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[ABSTRACT] Objective ToconstructTcellreceptor-engineeredT(TCR-T)cellstargetinghumancytomegalovirus(HC-

MV)pp65495-503,andtoevaluatetheirinvitrocytotoxicityagainstHCMV-infectedglioblastoma(GBM)cells. Methods Flow

cytometrysortingwasusedtoobtainHCMVpp65antigen-specificTcells,andHCMV-pp65-specificTCRα/βsequenceswere

clonedandconstructedintolentiviralexpressionvectors.Lentiviruswaspackagedin293TcellsandwereusedtotransfectCD8+ T

cells,whichwerethenexpandedunderstimulationwithvariouscytokines.HCMVTCR-Tcellswereprepared,andflowcytometry

wasusedtomeasuretheproportionofCD8+ NLVPMVATV+cellswithinHCMVTCR-Tcells.U-87MGcellsweredividedinto

groupA(notreatment)andgroupB(infectedwithHCMVAD169strain),andafter48hours,WesternBlotwasusedtomeasure

therelativeproteinexpressionlevelofpp65inbothgroups.HCMVTCR-Tcellswereco-culturedwiththetargetcellsfromgroups

AandBatdifferenteffector-to-target(E/T)ratios(50∶1,30∶1,20∶1,10∶1,5∶1,and1∶1)for12and24hours,andlac-

tatedehydrogenase(LDH)assaywasusedtoobservethecytotoxicityofHCMVTCR-Tcellsagainstthetwogroupsoftargetcells.

Results Flowcytometryshowedthatafter13daysofexpansion,CD3+CD8+cellsaccountedfor86.15%inHCMVTCR-Tcells,

andCD8+ NLVPMVATV+cellsaccountedfor74.65%.WesternBlotshowedthatcomparedwithgroupA,groupBhadasignifi-

cantincreaseintherelativeproteinexpressionlevelofpp65(t=19.01,P<0.01).LDHassayshowedthatafterco-culturefor12

and24hours,thereweresignificantdifferencesinthecytotoxicityrateofHCMVTCR-TcellsagainstthecellsingroupsAandB

atdifferentE/Tratios(F=3.37-112.30,P<0.05).ThecytotoxicityrateofHCMVTCR-TcellsagainstthecellsingroupBwas

significantlyincreasedcomparedwiththatingroupAatallE/Tratios(F=19.54-428.97,P<0.05). Conclusion TCR-Tcells

targetingHCMVpp65495-503aresuccessfullyconstructedinthisstudy,andthesecellsexhibitefficientandspecificinvitrocytoto-

xicityagainstHCMV-infectedGBMcells.
[KEYWORDS] Glioblastoma;Cytomegalovirusinfections;T-lymphocytes;Receptors,antigen,T-cell;Cell-andtissue-

   basedtherapy

  胶质母细胞瘤(glioblastoma,GBM)是成人中

最具侵袭性的原发性脑恶性肿瘤,患者中位生存期
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仅为15.4个月,5年生存率低于5%[1-2]。目前常规

治疗手段包括手术、放疗和化疗,但均难以根治,且
缺乏特异性,易损伤正常组织。近年来,免疫疗法如

嵌合抗原受体T细胞免疫疗法(CAR-T)、疫苗及免

疫检查点阻断等在GBM 治疗中取得一定进展,但
仍受血脑屏障穿透性差、肿瘤免疫抑制微环境及抗

原异质性等因素的影响,临床疗效有限[3-4]。人巨细

胞病毒(HCMV)虽未被认定为致癌病毒,但其与

GBM的恶性进展密切相关[5-6]。研究显示,HCMV
的即刻早期蛋白1/2和磷蛋白65(pp65)在GBM肿

瘤组织中特异性表达,且表达水平与肿瘤恶性程度

呈正相关,与患者生存率呈负相关[7-9]。其中,pp65
是HCMV最主要的免疫原性蛋白之一[10-11],其衍

生的表位肽pp65495-503(NLVPMVATV)可由 HLA-
A*02:01分子呈递,所形成的抗原肽-HLA分子复

合物能够被T细胞受体(TCR)特异性识别,从而激

活CD8+ T细胞并引发强烈的免疫应答[12-15]。因

此,该表位是理想的肿瘤免疫治疗靶点。TCR工程

化T细胞(TCR-T)疗法通过将特异性TCR 基因导

入患者T细胞,使其能够识别由 HLA分子递呈的

抗原肽,从而实现对肿瘤细胞的精准杀伤[16-18]。多

项研究证实,人脑星形胶质母细胞瘤细胞U-87MG
细胞系为 HLA-A*02:01阳性细胞系[19-20]。本研

究拟构建靶向HCMVpp65495-503的TCR-T细胞,并
以HCMV感染 U-87MG细胞作为靶细胞评估其

体外杀伤作用,为HCMV相关GBM的精准免疫治

疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

U-87MG细胞系和 HEK293T细胞系购买于

中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心。

HCMVAD169病毒株由本实验室保存。蛋白提取

试剂盒和总RNA提取试剂购自上海雅酶生物医药

科技有限公司,HCMVpp65抗体购自北京博奥森

生物技术有限公司,HLA-A2-PE抗体购于上海赛

默飞世尔科技(中国)有限公司,人外周血单个核细

胞(PBMC)购买于上海合佑生生物科技有限公司,

CD45-PC5.5抗体、CD3-FITC抗体、CD8-PE抗体、

CD8-FITC抗体、CD4-APC抗体购买于美国Biole-
gend公司,T-SelectHLA-A*02:01CMVpp65
Tetramer-NLVPMVATV-PE抗体购自广州妙博生

物技术有限公司,乳酸脱氢酶(LDH)检测试剂盒购

于碧云天生物科技有限公司。

1.2 HCMVTCR-T细胞的制备

利用流式细胞术从PBMC中分选出CD8-FITC
和T-SelectHLA-A*02:01CMVpp65Tetramer-
NLVPMVATV-PE双阳性细胞,获得HCMVpp65
抗原特异性T细胞。以其RNA作为模板,通过5'-
RACEPCR扩增TCRα与TCRβ链可变区(含互补

决定区3)。对产物测序后筛选出 HCMVpp65特

异性TCRα/β序列,经P2A 肽链连接构建 TCRα-
P2A-TCRβ表达框,并克隆至慢病毒载体。

使用PEI试剂将重组慢病毒质粒转染至 HEK
293T细胞,培养18h以后将培养基更换为含10%
胎牛血清的DMEM培养基,分别于转染后48h和

72h收集上清液。再采用Ficoll-Hypaque密度梯

度离心法分离PBMC,采用EasySepTM HumanCD8
TCellIsolationKit分选出CD8+T细胞。CD8+T
细胞在转导前1d接种于T175细胞培养瓶中(1×
109个/L),使用含10% AB血清和400kU/LIL-2
的X-VIVOTM-15培养基激活。次日以慢病毒(感
染复数30)感染CD8+ T细胞,3d后将培养基更换

为含有10% AB血清、30μg/LIL-7、50μg/LIL-
15、50μg/LIL-21和400kU/LIL-2的X-VIVOTM-
15培养基进行扩增。13d后,取20μL细胞悬液,
通过吖啶橙/碘化丙啶(AO/PI)染色法进行染色,而
后使用Countstar荧光细胞分析仪检测细胞密度与

活率。

1.3 靶细胞的制备

将U-87MG细胞接种于细胞培养皿中,使用

含10% 胎牛血清的DMEM 培养基并置于培养箱

(37℃、含体积分数0.05CO2)内静置培养。取处于

对数生长期的U-87MG细胞接种于6孔板中(5×
105个/L),分为 A组和B组,每组设置3个复孔。
在感染前使用含2%胎牛血清的DMEM 培养基饥

饿处理2h,而后B组细胞加入HCMVAD169病毒

株(感染复数5)进行感染,A组细胞不加入任何试

剂处理,2h后弃去原培养基,加入含10% 胎牛血

清的DMEM培养基继续培养48h后,收集细胞用

于后续实验。

1.4 流式细胞术检测HCMVTCR-T细胞表型

取扩增培养13d的HCMVTCR-T细胞,按照

各抗体说明书的推荐稀释比分别标记CD45-PC5.5、

CD3-FITC、CD8-PE、CD4-APC抗体和CD8-FITC、

T-SelectHLA-A*02:01CMVpp65Tetramer-
NLVPMVATV-PE抗体。孵育结束后,PBS清洗

并重悬细胞,使用贝克曼 CytoFLEX流式细胞仪
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(型号 A00-1-1102)检测,并使用CytExpert2.4软

件分析HCMVTCR-T细胞中CD3+、CD3+CD4+、

CD3+CD8+和CD8+NLVPMVATV+细胞比例。

1.5 WesternBlot(WB)实验检测靶细胞中pp65
蛋白相对表达水平

取A、B组 U-87MG细胞,使用RIPA裂解液

提取总蛋白,使用BCA蛋白浓度测定试剂盒检测蛋

白浓度,按照4∶1比例与5×SDS-PAGE蛋白上样

缓冲液混合后在100℃下加热10min,使蛋白变

性。进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,随后转移到

PVDF膜上,使用5%脱脂牛奶封闭1h,加入pp65
抗体(1∶1000稀释)和 GAPDH 抗体(1∶10000
稀释),室温孵育1h,TBST洗3次,然后加入 HRP
标记的二抗(1∶10000稀释),室温孵育1h,TBST
洗3次后,使用ECL超敏发光液显影,使用ImageJ
软件分析各蛋白条带灰度值,以GAPDH为内参计

算pp65蛋白相对表达水平。

1.6 LDH法检测HCMVTCR-T细胞对靶细胞的

杀伤率

将A、B组细胞接种于96孔板中(1×104个/

L),使用含10%胎牛血清的 DMEM 培养基培养

12h后,按不同效应细胞∶靶细胞(E∶T)比例加入

HCMVTCR-T细胞(效应细胞),E∶T比例分别

为50∶1、30∶1、20∶1、10∶1、5∶1和1∶1。而后

置于培养箱中培养。分别在培养第12和24小时时

取出各组细胞,按照LDH 检测试剂盒说明书进行

操作,使用酶标仪检测490nm和600nm波长下各

细胞孔的吸光度值,并计算在不同 E∶T比例下

HCMVTCR-T对两组靶细胞的杀伤率。

1.7 统计学处理

采用GraphPadPrism10.1.2软件进行统计学

分析,定量资料以􀭺x±s表示,两组间比较采用独立

样本t检验,多组间比较采用双因素方差分析。以

P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结  果

2.1 HCMVTCR-T细胞的表型鉴定

流式细胞术检测结果显示,扩增培养第13天的

HCMVTCR-T细胞活率为87%,CD3+ 细胞比例

为93.66%,其中 CD3+CD4+ 细胞比例为1.76%,

CD3+CD8+ 细胞比例为86.15%;CD8+NLVPM-
VATV+细胞比例为74.65%。

2.2 两组靶细胞中pp65蛋白表达情况

WB实验结果显示,A组和B组细胞中pp65蛋

白相对表达水平分别为1.00±0.01和2.14±0.10,
与A组相比,B组细胞中pp65蛋白相对表达水平

显著升高(t=19.01,P<0.01)。

2.3 HCMVTCR-T细胞对两组靶细胞的杀伤率

比较

双因素方差分析结果显示,在培养第12、24小

时时,E∶T比例、靶细胞组别以及E∶T比例与靶

细胞组别的交互作用对于靶细胞的杀伤率均具有显

著影响(FE∶T比例=13.89、107.90,F靶细胞组别=258.40、

420.00,F交互=5.72、67.96,P<0.01);单独效应分

析结果显示,不同E∶T比例下,HCMVTCR-T细

胞对A组和B组细胞的杀伤率均具有显著性的差

异(F=3.37~112.30,P<0.05);与 A组相比,各

E∶T比例下HCMVTCR-T细胞对B组细胞的杀

伤率均显著升高(F=19.54~428.97,P<0.05)。见

表1、2。

3 讨  论

GBM是成人中最具侵袭性的原发性脑恶性肿

瘤,目前常规治疗难以根治,且缺乏特异性,导致患

者预后极差[1-2]。近年来,以靶向肿瘤相关抗原的免

疫疗法(如CAR-T)在GBM 治疗中展现出巨大潜

力,但也面临着靶点异质性、肿瘤免疫抑制微环境以

及脱靶毒性等挑战[3-4]。研究表明,HCMV的某些

表1 培养第12小时时不同E∶T比例下HCMVTCR-T对两组靶细胞的杀伤率(χ/%,n=4,􀭵x±s)

分组 50∶1 30∶1 20∶1 10∶1 5∶1 1∶1

A组 1.90±0.71 -1.23±0.58 0.68±0.78 -0.81±0.48 -0.55±0.55 -0.19±0.60
B组 7.20±0.46  6.41±0.37 5.19±0.26  3.77±0.13  2.78±0.32  2.58±0.42

表2 培养第24小时时不同E∶T比例下HCMVTCR-T对两组靶细胞的杀伤率(χ/%,n=4,􀭵x±s)

分组 50∶1 30∶1 20∶1 10∶1 5∶1 1∶1

A组 2.31±4.70 0.05±0.98 -4.08±1.19 -5.33±0.40 -4.41±0.34 -1.58±0.25
B组 55.60±4.42 15.01±1.78  7.64±1.41  7.76±1.03  3.40±0.62  2.14±0.25

·511·



精准医学杂志2026年04月第41卷第2期 JPrecisMed,April2026,Vol.41,No.2

抗原(如pp65)在GBM 组织中特异性表达,且与肿

瘤恶性程度呈正相关[7-9],为开发靶向病毒相关抗原

的免疫疗法提供了新思路。其中,pp65495-503表位肽

(NLVPMVATV)是理想的免疫治疗靶点,关键在

于它可被HLA-A*02:01分子呈递,并被TCR识

别,从而启动CD8+T细胞介导的免疫应答[12-13,21]。

TCR-T细胞疗法能够识别由 MHC分子递呈

的细胞内抗原,在靶向病毒抗原方面相较于CAR-T
更具优势[16,22-23]。因此,本文通过构建靶向 HCMV
pp65495-503的 TCR-T细胞(HCMVTCR-T细胞),
旨在评估其体外特异性杀伤 HCMV感染GBM 细

胞的效果,为HCMV相关GBM的免疫治疗提供实

验依据。既往研究证实,U-87MG细胞系为 HLA-
A*02:01阳性细胞系[19-20]。本研究利用 HCMV
AD169病毒株感染U-87MG细胞构建了用于评价

HCMVTCR-T 细胞体外杀伤功能的实验体系。

WB实验结果显示,HCMV感染能有效诱导 U-87
MG细胞表达pp65蛋白,与COBBS等[7]研究结果

一致,表明HCMVAD169病毒株感染U-87MG细

胞能够在体外模拟 HCMV相关GBM 的抗原表达

特征,可以作为评价 HCMVTCR-T细胞体外杀伤

功能的靶细胞。
在效应细胞方面,本研究通过将编码 HCMV

pp65特异性TCRα/β的基因序列克隆至慢病毒表

达载体,在 HEK293T细胞中包装并收集病毒;随
后,用该病毒感染CD8+ T细胞,并在IL-2、IL-7、

IL-15和IL-21等细胞因子刺激下进行体外扩增。
检测结果显示,上述制备得到的 HCMVTCR-T细

胞活率良好(87%),且其中CD3+CD8+细胞比例为

86.15%,HCMVpp65抗原特异性CD8+ 细胞占比

高达74.65%。CD3+CD8+细胞代表细胞毒性T淋

巴细胞(CTL),较高的CD3+CD8+细胞比例意味着

上述制备的 HCMVTCR-T细胞具有较强的肿瘤

杀伤能力;而其中较高比例的 HCMVpp65抗原特

异性CD8+细胞则保证了HCMVTCR-T细胞具备

较强的靶向识别潜能,其制备效率与SCHUB等[18]

报道的巨细胞病毒特异性TCR-T细胞研究结果相

当,表明本研究采用的 TCR序列筛选和慢病毒转

导体系是高效且可靠的。

LDH实验结果显示,在培养第12小时时,HC-
MVTCR-T细胞对 HCMV感染 U-87MG细胞表

现出显著的特异性杀伤效果;而在培养第24小时

时,HCMVTCR-T细胞对 HCMV感染 U-87MG
细胞的特异性杀伤效果进一步提高,E∶T比例为

50∶1时杀伤效果最为明显。上述结果提示 HC-
MVTCR-T细胞对靶细胞的杀伤作用具有明确的

效靶比(E∶T比例)依赖性和时间依赖性。这一现

象与CTL经典的杀伤机制相符,即更多的效应细胞

和更长的作用时间能导致更加充分的靶细胞裂

解[24-25]。这种剂量与时间依赖模式与 WILLS等[11]

关于pp65特异性CTL反应的研究结论一致,证明

了本模型中 HCMVTCR-T细胞功能的可靠性。
值得注意的是,本研究所采用的 TCR能够精准地

识别由 HLA-A*02:01递呈的pp65495-503表位,这
与REISER等[13]从结构生物学层面上证实该肽段

与HLA-A*02:01具有高亲和力的发现相互支持,
从功能层面印证了该靶点复合物的有效性。

本研究首次构建并且验证了靶向pp65495-503的

TCR-T细胞对HCMV感染 U-87MG细胞的体外

特异性杀伤作用,为HCMV相关GBM的治疗提供

了一种极具潜力的新策略。然而,本研究亦存在局

限性。首先,实验仅在体外对 HCMVTCR-T细胞

进行靶细胞杀伤作用评价,不能完全模拟GBM 患

者体内复杂的肿瘤微环境。该环境中的免疫抑制细

胞(如肿瘤相关巨噬细胞、调节性T细胞)和免疫抑

制因子可能会影响 HCMVTCR-T细胞的浸润与

功能持久性[26]。其次,本研究使用的体外细胞模型

属于HCMV急性感染模型,而 HMCV在GBM 患

者体内可能处于潜伏感染状态,抗原表达水平比较

低[27],HMCVTCR-T细胞对 HCMV潜伏感染细

胞的清除能力有待进一步评估。未来的研究需要在

GBM动物模型中验证 HMCVTCR-T细胞的体内

抗肿瘤活性及安全性。此外,为解决个体化TCR-T
疗法成本高、制备周期长的问题,需要进一步开发通

用型TCR-T或者通过CRISPR等基因编辑技术优

化TCR表达[28],以推动其临床转化。
综上所述,本研究首先成功构建了靶向 HCMV

pp65495-503的TCR-T细胞,而且该细胞对 HCMV感

染GBM细胞具有高效且特异性体外杀伤作用。本

研究有望为 HCMV相关GBM 的过继性免疫治疗

提供新的思路和坚实的实验基础。尽管其临床转化

仍面临挑战,但随着对肿瘤微环境相互作用机制的

深入理解及细胞制备技术的不断革新,TCR-T疗法

有望成为HCMV相关GBM的重要治疗手段。
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