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低温电转联合Sleeping beauty转座子系统

增强CAR-T修饰效率
赵军红   郑立群  傅雅娟  蔡少丽*

(1福建师范大学南方生物医学研究中心, 福州 350117; 2福建省天然免疫生物学重点实验室, 福州 350117)

摘要      嵌合抗原受体T淋巴细胞(chimeric antigen receptor T cells, CAR-T cells)在恶性B淋巴

细胞瘤治疗上取得了显著成效。CAR-T治疗通过分离病人外周血单个核细胞PBMC, 经适当的基

因编辑手段表达CAR结构, 令T细胞获得靶向肿瘤细胞的能力, 扩增后过继到体内完成对肿瘤的

杀伤。该文主要探索在低温状态将含有睡美人(Sleeping beauty)转座子/转座酶系统的质粒电转进

PBMC内表达CD19-CAR制备CAR-T细胞, 并添加特定细胞因子进行增殖, 并验证CAR表达、细

胞活性与杀伤能力。结果表明, 转染效率高达58.8%±4.1%, 增殖后的CAR-T细胞能够整合并表达

CAR基因, 在与靶细胞共培养后, 表现出与慢病毒制备的CD19-CAR相似的细胞活性和毒性。该文

确定了一种基于Sleeping beauty转座子/转座酶和电转制备CAR-T细胞的方法, 为临床CAR-T治疗提

供了新的思路。
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Low Temperature Electroporation Combined with Sleeping beauty Transpo-
son System Enhances CAR-T Modification Efficiency

ZHAO Junhong, ZHENG Liqun, FU Yajuan, CAI Shaoli*
(1Southern Biomedical Research Center, Fujian Normal University, Fuzhou 350117, China; 

2Fujian Key Laboratory of Innate Immune Biology, Fuzhou 350117, China)

Abstract       CAR-T cells (chimeric antigen receptor redirected T cells) have shown the beneficial effects in 
patients with B cell malignancies in clinical trials. The CAR-T cells were generated from patients’ blood using the 
PBMC and introduced in CAR constructs, then the genetically modified T cells will gain the anti-tumor ability and 
kill tumor cells. DNA electroporation could be more convenient and cost-effective, but this approach required to 
co-cultured CAR-T cells with artificial antigen-presenting cells for several rounds, which reduces the yield and ef-
ficiency. Thereby, a convenient, efficient and low-cost procedure for CAR-T cell production is urgently needed. In 
this study, we optimized a DNA electroporation procedure for making CAR-T cells by fresh PBMC, which includes 
using very high voltage to introduce the Sleeping beauty transposon/transposase system in the low temperature 
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condition to directly express a CD19-specific CAR and produce modified CAR-T cells in the presence of specific 
cytokines. We examined the CAR gene integration and expression in the T cells derived from PBMC after prolifera-
tion. Results showed that the cells display cyto-activity and cytotoxicity against the cancer cells in the co-culturing 
system, and the lentivirus transduced CAR-T cells have a comparable efficiency. In conclusion, we developed a 
systemic approach for producing CAR-T cells based on the Sleeping beauty transposon/transposase system and 
electroporation, which essentially provides an alternative method for CAR-T-based therapies in clinical setting.

Keywords       chimeric antigen receptor; CD19; electro-transfer to T lymphocytes; Sleeping beauty; lentivirus

近年来, 免疫细胞治疗受到广泛关注, 包括淋

巴因子激活杀伤细胞(lymphokine-activated killer 
cell, LAK)治疗[1]、肿瘤浸润淋巴细胞(tumor infil-
trating lymphocyte, TIL)治疗[2]、细胞因子诱导的杀

伤细胞(cytokine-induced killer, CIK)治疗[3]等, 这些

过继细胞免疫治疗(adoptive cellular immune-therapy, 
ACI)曾在黑色素瘤和肾细胞癌等恶性肿瘤的治疗上

取得了一定成效。然而由于肿瘤细胞的免疫逃逸、

MHC丢失、宿主细胞的免疫耐受等问题, 上述方法

仍然存在一定的局限性[2]。

为建立一种能长期缓解甚至治愈癌症的可行

方法, T细胞编辑修饰技术包括嵌合抗原受体CAR-T
技术快速发展。1989年 , Eshhar实验室 [4]首次提出了

嵌合抗原受体的概念 , 也是第一代CAR结构 , 指出

该结构由识别肿瘤表面抗原的单链抗体可变区片段

(single chain variable fragment, scFv)、跨膜区和胞内

区CD3ζ上的免疫受体酪氨酸激酶活化基序(immune 
receptor tyrosine-based activation motif, ITAM)组成。

scFv可特异性识别肿瘤相关抗原(tumor associated 
antigen, TAA), 将活化信号传导至胞内, 启动并活化

下游级联反应, 特异性杀伤肿瘤细胞[5]。但由于其修

饰的T细胞增殖能力较低、分泌细胞因子能力较弱, 
所以无法在体内提供持续的抗肿瘤效应。随后Carl 
June等[12]在此基础上引入CD28[6]、CD134(OX40)[7-8]、

CD137(4-1BB)[9]和DAP10[10]等共刺激分子(costimula-
tory molecule, CM)[11], 设计出以scFv-CM-ITAM嵌合

模式的第二代CARs(单共刺激分子)[6-8]和scFv-CM1-
CM2-ITAM第三代CARs(双共刺激分子)[10], 有效刺

激T细胞持久增殖, 提高T细胞肿瘤杀伤活性。这一

结构的改进在临床治疗上取得显著成效, 并于2011
年发表了应用CAR修饰T细胞成功治疗慢性淋巴细

胞白血病(chronic lymphocytic leukemia, CLL)的临床

研究报告, 表明CD19-CAR(scFvCD19-CD137-CD3ζ)
修饰的T细胞在CLL治疗方面取得重大突破[12-13]。 

目前, 慢病毒载体由于其在T细胞编辑修饰过

程中具有稳定性好、效率高、且能稳定遗传的特

点, 适合对不同批次的T细胞进行编辑, 因此成为构

建CAR-T细胞应用最广泛的载体[14-15]。但是慢病毒

包装过程耗时久、成本高、质控繁琐以及存在可能

会整合到基因组的安全性等问题[16], 限制了其推广

应用, 因此开发一种更加安全高效的新的T细胞编辑

方法尤为重要。因此, SINGH等[17-18]开发了基于转

座子载体睡美人(Sleeping beauty, SB)构建的CAR-T
表达系统, 该系统使用电转染的方法, 导入并制备了

CD19-CAR-T细胞, 在实验中降低了T细胞毒性。该

转座子系统包含编码转座子酶和携带目的基因及

其两端的反向重复序列(IR/DR)的两个质粒。CD19
在B淋巴瘤表面表达最多, 成为治疗B淋巴瘤的治疗

靶点[19]。然而, 转座子载体由于通过电穿孔的方法

导入载体, 其表达效率较差。本研究改进了睡美人

转座子表达系统, 通过对电转染条件的优化, 建立

了高效稳定的人外周血单个核细胞(peripheral blood 
mononuclear cell, PBMC)转染体系, 制备CD19-CAR-
T细胞, 并通过流式分析及细胞活性检测, 确立了一

种高效便捷的T细胞编辑方法, 该方法成本低、操作

便捷, 省去了复杂的质控, 且安全性更高, 有望用于

临床CAR-T治疗。

1   材料与方法 
1.1   细胞和质粒  

PBMC(人外周血单个核细胞 )取自 23~28岁健

康志愿者 , 获南方生物医学中心伦理审查批准以及

受试者知情同意 ; Jeko-1及K562细胞购自中国科学

院细胞库; 293T细胞来自本实验室库存; 澳洲胎牛

血 清购自Gibco公司; DMEM、RPMI-1640、PBS缓
冲液、Opti-MEM购自Hyclone公司; 绿色荧光蛋白

质粒pMax-GFP、X-VIVO15淋巴细胞无血清培养基

购自Lonza公司; 转座系统Sleeping beauty的两个质

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



2370 · 技术与方法 ·

粒pT2/SVneo和SB100X购自Addgene公司; 慢病毒

包装质粒PLP1、PLP2、VSV-G来自本实验室库存。

1.2   试剂与仪器  
Ficoll购自GE公司; 重组人白细胞介素2、小

鼠抗人CD3单克隆抗体购自Genecom公司; 小鼠抗

人CD28单克隆抗体购自北京同立海源公司; 电转

液、120 μL电转杯、电转仪购自Celetrix公司; CAR 
TEST-19检测试剂盒购自CytoCares公司 ; 人 IFN-γ 
ELISA试剂盒购自Neobioscience公司 ; CCK8检测

试剂盒购自北京全式金生物技术有限公司; IRDye 
680LT donkey anti-mouse IgG(H+L)、IRDye 800CW 
donkey anti-rabbit IgG(H+L)购自Odyssey公司 ; 
Fxiable Viability Stain 620、APC Mouse Anti-Human 
CD3、Percp-Cy™5.5 Mouse Anti-Human、 流 式 细

胞仪均购自BD公司; CD247 Rabbit Polyclonal anti-
body、GAPDH Mouse mAb购自Proteintech公司; PCR
引物由福州擎科生物公司合成; 琼脂糖、酵母提取

物、蛋白胨、琼脂粉购自生工生物工程上海股份有

限公司; 细胞培养箱购自Thermo公司。

1.3   实验方法

1.3.1   PBMC的分离培养      抽取人25 mL外周血, 
使用Ficoll密度梯度离心分离全血, 收集PBMC。用

X-VIVO15培养基重悬置于6孔板内, 密度1×106/mL, 
37 °C、5% CO2培养2 h, 让巨噬细胞和DC细胞贴壁, 
取出PBMC置于新6孔板, 加X-VIVO15(含500 U/mL 
rhIL-2、200 ng/mL human CD3/CD28)培养。

1.3.2   Sleeping beauty转座载体的构建      本文通过

同源重组的方式(LIC)进行目的载体的构建, 不依赖

连接酶。根据primer premier 6设计抗CD19-CAR的
LIC扩增引物(表1), 以合成的序列为模板, PCR扩增

得到目的片段, 电泳后切胶回收。EcoR V、Bstb I双
酶切pT2/SVneo载体, 将目的片段和酶切载体使用

LIC方法构建, 反应体系50 ng载体、50 ng目的片段、

1 μL Exonuclease III、1 μL 10× EXO III Buffer, 补水

到10 μL, 置于PCR仪上4 °C、60 min; 85 °C、5 min
连接反应后转化。阳性克隆由生工生物公司测序鉴

定。

1.3.3   pMax-GFP电转染PBMC      分离培养的PBMC
锥虫蓝染色计数后, 依照120 μL体系107个PMBC细
胞, 10 μg pMax-GFP质粒配制电转混合体系, 按设定

的电转参数进行电转(表2), 电转后的细胞接种到含

X-VIVO15(含500 U/mL human-IL-2、200 ng/mL CD3/
CD28、10% FBS)培养基的24孔板内培养。

1.3.4   低温状态下pMax-GFP电转染PBMC及扩增      
细胞处理及电转体系配置见1.3.3。将混合体系与电

转杯分别4 °C低温处理3~5 min后, 参照设置电压参

数进行电转(表3)。电转后将细胞接种于24孔板内, 
加入X-VIVO15培养基(含10% FBS、500 U/mL IL-2、
200 ng/mL CD3/CD28单克隆抗体 )置于37 °C、5% 
CO2培养箱培养。待细胞呈大规模聚团时, 每2~3天
用X-VIVO15培养基进行传代, 细胞密度1×106个/mL, 
以维持细胞正常生长和聚团。

1.3.5   流式细胞检测      将电转后的细胞悬液计数, 
取2×105个PBMC细胞1 000 r/min, 离心5 min, 弃上

清。加入300 μL PBS和对应染料/抗体避光常温孵育

30 min, PBS清洗后进行流式上机操作。

1.3.6   Western blot检测CD3ζ蛋白水平      Sleep-
ing beauty转座子系统电转制备SB-CD19-CAR-T细
胞, 14天后取细胞用预冷PBS洗涤, 加入细胞裂解

液(含1% PMSF)裂解细胞提取蛋白。SDS-PAGE电
泳, 转膜印迹到PVDF膜, 5% BSA封闭1 h, 加入一抗

CD3ζ(1000 1׃) 4 °C过夜孵育。TBST洗涤3次, 每次7 
min。加入荧光标记的二抗(1000 10׃)室温避光孵育

1 h, 使用Odyssey荧光显色。

1.3.7   PCR检测aCD19-CAR的表达      Sleeping beauty
转座子系统电转制备SB-CD19-CAR-T细胞, 14天后

表1   抗CD19 CAR的LIC扩增引物

Table 1   Anti-CD19 CAR primer designed for LIC
引物

primer
序列

Sequence
产物大小

Product length

SVneo-aCD19-GFP-F        ggg agc ttg gat atc ATG GCC TTA CCA GTG     2 364 bp

SVneo-aCD19-GFP-R      gtc ggt cat ttc gaa TTA GAA TTC CTT GTA     2 364 bp

SVneo-aCD19-F      ggg agc ttg gat atc ATG GCC TTA CCA GTG     1 656 bp

SVneo-aCD19-R      gtc ggt cat ttc gaa TTA GCG AGG GGG CAG     1 656 bp

*小写字母部分为同源臂, 大写字母部分为目的序列结合部。

*The lowercase part is the homologous arm, and the uppercase part is the binding part of the target sequence.
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取细胞用购自天根公司基因组提取试剂盒提取基因

组DNA, 将模板稀释至30 ng/μL再进行PCR。反应

条件为98 °C 5 min; 98 °C 10 s, 59 °C 5 s, 72 °C 10 s, 
32 个循环; 72 °C 10 min。1.5%琼脂糖电泳检测。

1.3.8   慢病毒载体pCDH-CAR-T细胞构建      首
先进行慢病毒包装, 使用PLP1׃PLP2׃VSVG׃pNL-
GFP/pLvx-CAR质粒按照 2转染׃1׃1׃2 293T, (pNL-
GFP慢病毒荧光质粒为对照, pCDH-GFP为连接有

CD19-CAR的慢病毒质粒), 转染后24 h收集培养

上清, 25 000 r/min离心, 2 h浓缩病毒。然后感染

PBMC, 加X-VIVO15培养基置于37 °C培养箱培养。

1.3.9   细胞活性及杀伤能力检测      将CAR-T细胞

分别与靶细胞Jeko-1和对照细胞K562混合培养16 h
后, 取培养上清分别用ELISA和CCK8检测试剂盒检

测IFN-γ的释放情况及CAR-T细胞的杀伤能力。

1.4   统计学方法

  实验数据采用GraphPad Prism 8.0软件分析，进行

独立样品t检验，分析显著性差异。P<0.05具有统

计学差异。

2   结果
2.1   成功构建pSVneo-CD19和pSVneo-CD19-T2A- 
GFP载体

以合成的序列为模板, 通过PCR分别得到转座

质粒pFMC63-4-1bb-CD3ζ和pFMC63-4-1bb-CD3ζ-
T2A-eGFP, 二者都包含有表达4-1bb-CD3ζ的CAR结
构, 后者还表达绿色荧光蛋白(green fluorescent pro-
teine, GFP), 可通过T2A位点切割后与CAR分离。1%
琼脂糖凝胶电泳后, 可见1 656 bp和2 364 bp特异性

条带(图1A)。EcoR V、Bstb I双酶切pT2/SVneo载体, 
电泳检测(图1B)。利用LIC法将目的片段分别和两

个转座质粒构建在一起, 挑选克隆后测序用Bioedit
比对(图1C), 片段大小和比对结果一致, 证明构建成

功。

2.2   不同条件对pMax-GFP电转染PBMC的影响

室温条件下, 通过不同参数将含有GFP的载体

表3   低温电转参数设置

Table 3   Electroporation setting with low temperature
电压/伏
Voltage /V

时间/毫秒

Time /ms
脉冲/个
Impulse /number

间隔时间/毫秒

Interval time /ms

1 120 20 1 0

1 150 20 1 0

1 180 20 1 0

1 210 20 1 0

1 240 20 1 0

表2   电转参数设置

Table 2   Electroporation setting
电压/伏
Voltage /V

时间/毫秒

Time /ms
脉冲/个
Impulse /number

间隔时间/毫秒

Interval time /ms

1 000 20 1 0

   820 30 1 0

   710 20 2 2

1 100 20 1 0

   900 30 1 0

   780 20 2 2

1 200 20 1 0

   980 30 1 0

   850 20 2 2

1 300 20 1 0

1 060 30 1 0

   920 20 2 2
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A: 目的片段PCR扩增后凝胶电泳结果, 左为pFMC63-4-1bb-CD3ζ序列, 右为pFMC63-4-1bb-CD3ζ-T2A-eGFP序列; B: pT2/SVneo双酶切产物凝

胶电泳结果, 1为pT2/SVneo质粒电泳结果, 2为pT2/SVneo双酶切电泳结果; C: pT2/SVneo测序结果: 连接有pFMC63-4-1bb-CD3ζ片段的重组质

粒, 连接有pFMC63-4-1bb-CD3ζ-T2A-eGFP片段的重组质粒。

A: the result of PAGE after PCR amplification of the target fragment: pFMC63-4-1bb-CD3 Zeta sequence on the left and pFMC63-4-1bb-CD3 Zeta-
T2A-eGFP sequence on the right; B: pT2/SVneo double enzyme digestion products; 1 is pT2/SVneo sequence; 2 is pT2/SVneo double enzyme diges-
tion products; C: pT2/SVneo sequencing results: recombinant plasmid ligating pFMC63-4-1bb-CD3ζ fragment, recombinant plasmid ligating pFMC63-
4-1bb-CD3ζ-T2A-eGFP fragment.

图1   Sleeping beauty转座质粒的构建

Fig.1   Construction of Sleeping beauty transposable plasmid
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1-7-2
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2-5-4
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2-5-4
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(C)

pMax-GFP电转PBMC, 12 h后在荧光显微镜下观察

记录GFP表达情况(图2A), 并对所有细胞进行流式分

析(图2B)。结果显示, 电流对细胞造成的损伤十分

显著。其中1 200 V 20 ms; 980 V 30 ms; 850 V 20 ms, 
2 pulse, 2 ms三个条件因电流过高, 无法取得活细胞

团而无法检测。室温条件下1 100 V 20 ms电转效率

最高。在1 200 V 20 ms下, 细胞几乎全部死亡, 说明

在室温条件下, 1 200 V已超过细胞能承受的电压极

限。在低温条件下, 在不同电压下进行pMax-GFP电
转PBMC, 12 h后观察并记录GFP表达情况(图3A), 并
对所有细胞进行流式分析(图3B)。结果显示, 低温处

理, 1 210 V、20 ms电转效率最高。1 240 V、20 ms其次。

但前者细胞形态更好, 活细胞聚团明显(图3A), 说明, 
低温对细胞具有明显的保护作用, 能提高细胞对高电

压的承受能力。因此确定低温处理, 1 210 V、20 ms
为最适电转条件。

2.3   Sleeping beauty转座子电转PBMC目的基因

表达和整合的鉴定

根据上述结果, 选择最佳参数1 210 V 20 ms
低温状态进行电转。结果显示, 在低温下将GFP与

SB-GFP质粒分别电转PBMC, 细胞数量随着培养

天数稳定增加, 活率恢复到80%以上(图4)。通过荧

光检测发现, 含有转座子Sleeping beauty系统的SB-
PBMC组, GFP表达量随着时间的增加而趋于稳定; 
而仅电转GFP质粒的PBMC组, GFP表达量随时间

的增加而不断降低, 第20天SB-PBMC组GFP的表

达量明显高于GFP-PBMC组(P<0.01)(图5A)。流

式分析发现, SB-PBMC组中CD4+T和CD8+T细胞中

GFP表达量随着培养天数不断增加(图5B和图5C)。
为了保证后续实验细胞的活性与状态, 我们选择在

第14天对目的基因的整合和表达进行检测。结果

显示, aCD19可以通过Sleeping beauty系统整合至

PBMC细胞基因组内, 并检测到CD3ζ蛋白的表达

(图6)。
2.4   低温处理SB-CAR-T细胞的构建及其活性与

毒性检测 
为了进一步验证Sleeping beauty转座子构建的

SB-CAR-T细胞的活性和杀伤靶细胞的能力, 我们

同时使用慢病毒载体构建pCDH-CAR-T细胞进行

对照, 比较电转制备的SB-CAR-T与慢病毒制备的
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A: 室温状态, 不同电转参数下GFP电转染PBMC后GFP表达情况; B: PBMC各电转参数流式分析。

A: expression of GFP after electro transfer of GFP with different electroporation parameters into PBMC at room temperature; B: PBMC electroporated 
by different conditions and analyzed by flow cytometry.

图2   不同电转参数下GFP表达情况

Fig.2   GFP expression in different electroporation conditions
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pCDH-CAR-T细胞CAR分子表达、IFN-γ释放及细

胞毒性, 以确定低温电转制备的CAR-T细胞是有功

能的。应用流式分析对修饰后T细胞表面CAR的
表达进行检测 , 证明SB-CAR-T细胞与pCDH-CAR-
T细胞的CD4和CD8亚群的T细胞中均能在细胞表

面表达所构建的CAR结构(图7)。以Jeko-1为靶细

胞, K562为对照细胞, 共培养24 h后SB-CAR-T细胞

IFN-γ释放量为2 317.73±1 335.57 pg/mL, 与pCDH-
CAR-T细胞相近, 且与正常PBMC和靶细胞培养结

果有明显差异(P<0.01)(图8)。将靶细胞和对照细胞

以不同的效靶比共培养, 当效靶比在101׃时, 可造成

50%以上的靶细胞裂解, 细胞毒性为61.76%±6.68% 
(n=4)(图9)。

3   讨论
本研究运用Sleeping beauty系统在低温状态

高电压电转制备CD19-CAR-T细胞, 电转效率在

58.8%±4.1%。电转后细胞可通过添加细胞因子激

活和增殖, 报告基因GFP及CAR结构稳定表达至20
天, 并能区分CD4和CD8细胞亚型。CD4和CD8的配
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比会影响T细胞杀伤能力, 这在早期构建嵌合体修

饰T细胞的工作中已有报道[20]。目前, CD4和CD8的
配比是CAR-T治疗在临床治疗回输阶段的一个重要

质控项目[21]。通常在回输前, CD4׃CD8的比值被控

制在11׃左右[22]。实验中, 在7天之后CD4׃CD8的比

值在1.01.5׃左右, 可以满足回输需求或者细胞杀伤

实验需求。本课题使用的是针对CD19抗原的CAR
结构, CD19在B淋巴肿瘤细胞表达时期最早、表达

量最多, 因此成为基因编辑T细胞治疗最普遍的靶

点, 也是在临床治疗上较为成熟的, 针对急性、慢性

B淋巴白血病和B细胞非霍奇金淋巴瘤的靶标。通

过对表达CD19的靶细胞 Jeko-1混合培养实验 , 证
明低温状态高电压电转制备的CAR-T细胞与慢病

毒制备的CAR-T具有相似的细胞活性和选择杀伤

性。由Th1细胞分泌的IFN-γ是在CAR-T相关实验

中一个重要的活性指标[23], 它对人体的免疫条件具

有诸多作用, 包括增强巨噬细胞、NK细胞的功能, 
增强免疫细胞表面抗原和抗体的表达, 增强肿瘤浸

A: 荧光显微镜下观察并记录GFP表达以及对应的明场; B: PBMC低温条件下各电转参数流式分析。

A: the expression of GFP under fluorescence microscope and the corresponding bright field; B: PBMC electroporated by different conditions with low 
temperature and analyzed by flow cytometry.

图3   低温处理下, 不同电转参数GFP电转PBMC 12 h后GFP的表达情况

Fig.3   Fluorescence expression of GFP after electro transfer of GFP with different electroporation parameters 
into PBMC under low temperature treatment
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A: 低温处理下, GFP与SB-GFP分别电转染PBMC后14天内, 细胞增殖数量; B: PBMC在14天内, 细胞活率检测。

A: cell proliferation was detected within 14 days after GFP and SB-GFP were electro transferred into PBMC respectively after low temperature 
treatment.; B: cell viability was detected within 14 days after GFP and SB-GFP were electro transferred into PBMC respectively after Low temperature 
treatment.

图4   Sleeping beauty转座子系统电转PBMC后细胞的增殖及活率检测

Fig.4   After being transferred into PBMC by Sleeping beauty transposition subsystem, 
the results of cell proliferation and cell viability were detected
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A: 低温处理下, GFP与SB-GFP电转PBMC后, 在第2、4、7、14、20天对PBMC中GFP表达荧光检测; B: 取电转后不同天数的PBMC流式分析, 
通过CD3-APC、CD8-percp-cy5.5抗体染色标记, Q1为CD4细胞亚群, Q2为CD8亚群, 以及对应亚群中GFP表达情况; C: 流式分析Q1中CD4细胞

GFP表达情况; Q2中CD8细胞GFP表达情况。

A: fluorescence detection of GFP in PBMCs on days 2, 4, 7, 14, 20 after GFP and SB-GFP electroporation in PBMC under low temperature conditions; B: 
flow cytometry analysis of PBMCs on different days after electroporation CD3-APC, CD8-percp-cy5.5 antibody staining marker, Q1 is CD4 cell subset, 
Q2 is CD8 subpopulation, and GFP expression in corresponding subpopulation; C: flow cytometry analysis of GFP expression of CD4 cells in Q1; GFP 
expression in CD8 cells in Q2.

图5   Sleeping beauty转座子系统电转PBMC后GFP表达

Fig.5   GFP expression after electroporation of PBMC in Sleeping beauty transposon system
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A: PCR检测aCD19-CAR的表达情况; B: Western blot鉴定CD3ζ亚基表达情况。两组电转体系内均含有SVneo-aCD19-T2A-GFP质粒, NSB-GFP
为在电转时无添加SB100X质粒的对照组。SB-GFP 4组分别为不同批次的, 在电转时添加SB100X质粒的实验组。

A: detection of aCD19-CAR expression by PCR; B: identification of CD3ζ subunit expression by Western blot. The two groups of electroporation sys-
tems contained SVneo-aCD19-T2A-GFP plasmid. NSB-GFP was the control group without SB100X plasmid during electroporation. SB-GFP 4 groups 
were treated with SB100X plasmid in different batches during electroporation.

图6   检测目的基因在SB-GFP PBMC细胞中的表达

Fig.6   Expression of target gene in SB-GFP PBMC cells
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润T细胞活性以及诱导刺激产生IL-2、TNF-α等与

免疫细胞增殖活化和肿瘤杀伤凋亡相关的细胞因

子[24]。SB-CD19-CAR-T与靶细胞Jeko-1共培养之

后IFN-γ释放量为2 317.73±1 335.57 pg/mL, 当效靶

比在101׃时, 可造成半数以上的靶细胞裂解, 细胞毒

性为61.76%±6.68%, 与慢病毒制备的CAR-T细胞相

似。低温电转制备的CAR-T细胞IFN-γ释放量相比

同类型转座子制备的抗CD19-CAR细胞略低[18], 可
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SB-CAR为Sleeping beauty系统制备的抗CD19-CAR-T细胞; pCDH-CAR为慢病毒制备的抗CD19-CAR-T细胞; Q1为CD4细胞亚群; Q2为CD8细
胞亚群。

Anti-CD19-CAR-T cells prepared by SB-CAR system; PCDH-CARis an anti-CD19-CAR-T cell prepared by lentivirus; Q1 is a subgroup of CD4 cells; 
Q2 is a subgroup of CD8 cells.

图7   Sleeping beauty转座子制备CAR-T细胞流式检测表面CAR分子表达

Fig.7   Flow cytometry for detecting the expression of CAR molecules on the surface of CAR-T cells prepared by transposon
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**P<0.01, 与PBMC+Jeko-1组比较。

**P<0.01 vs PBMC+Jeko-1 group.

图8   ELISA检测CAR-T细胞IFN-γ释放

Fig.8   CAR-T cells IFN-γ release after co-culture tested by ELISA

IFN-γ release after co-culture

PBMC

PBMC+K56
2

PBMC+Jek
o-1

PCDH-C
AR+Jek

o-1

SB-C
AR+Jek

o-1

IF
N

-γ
 /p

g∙
m

L–1

4 000

3 000

2 000

1 000

0

**

**

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



赵军红等: 低温电转联合Sleeping beauty转座子系统增强CAR-T修饰效率 2377

能的原因之一是需要将启动子更换为强启动子。在

Jurkat细胞系, PBMC细胞中, 常用的CMV启动子相

较于EF1α、SV40等会呈现甲基化的趋势。在后续

的实验设计中, 拟定将使用强启动子EF1α作为转座

质粒的启动子。

目前临床常用的方式是通过病毒转导将CAR
基因插入整合至宿主细胞, 原理简单易行。但临床

级病毒制备设施要求苛刻, 包装重组病毒成本较高、

周期较长、程序繁琐。重组病毒整合模式存在一定

的偏向性, 可能整合到与细胞正常代谢和功能有关

的活跃基因上, 存在潜在安全性风险。而转座子SB
系统的插入整合存在均一性, 不会对活跃的基因产

生偏好, 这表明在保持功能及活性上, SB系统存在

潜在优势[17]。最重要的是, 电转方法制备CAR-T细
胞在很大程度上解决了重组病毒的潜在风险, 降低

了病毒包装成本, 过程简单, 在实际应用和实验中提

供了病毒系统的有效替代。

电转是通过外加电场产生一定电脉冲, 诱导

细胞产生跨膜电位差。当外加电压大于细胞膜穿

孔电压临界值, 外源基因便可进入胞质内。若将细

胞视为单一质点, 则细胞直径越大, 在电压临界值

不变的情况下, 所需外加电压越小。通常刚分离的

PBMC直径在7~8 μm, 悬浮细胞系在12 μm。若要达

到较好的转染效率, 通常需要较高电压。常规电转

效率低, 且定向增殖需多轮刺激。本研究通过降低

温度的方式, 减小了对细胞的损伤, 实现了高电压对

PBMC的电转, 确定的电转条件还可用于CRISPR基
因编辑, 譬如PD-1敲除修饰, 或者RNA、蛋白质的

电转。
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