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稳定表达CD１９的非小细胞肺癌细胞系的构建
朱帅旗,张　帆,詹思建,段海潇,王　迪,胡　翰,汪　洋,刘滨磊

(湖北工业大学生物工程与食品学院,湖北 武汉４３００６８)

[摘　要]细胞系表达的CD１９可被靶向CD１９的嵌合抗原受体(CAR)特异性识别.为探究靶向 CD１９CARＧT抗

肿瘤疗效及机制提供可靠稳定的靶细胞系,运用Lipofectamine３０００TM脂质体转染法将pPBDPＧCD１９和pSPBT质

粒转入 A５４９细胞.嘌呤霉素(Puro)筛选,稳定细胞株 A５４９ＧCD１９单克隆细胞由有限稀释法得到;RTＧqPCR鉴定

A５４９ＧCD１９细胞系中CD１９mRNA的表达;流式细胞术检测 A５４９ＧCD１９中CD１９的表达;MTS法比较改造前后细

胞系的生长活性变化.经 Puro抗性筛选和挑取单克隆,得到４个 A５４９ＧCD１９单克隆细胞;RTＧqPCR鉴定 A５４９Ｇ
CD１９细胞系均有CD１９mRNA高表达;流式检测单克隆细胞系阳性率均达到９９％;MTS法检测发现 A５４９ＧCD１９
细胞系与亲本细胞 A５４９细胞具有一致的生长活性.运用 PiggyBac转座系统构建稳定表达 CD１９的 A５４９ＧCD１９
细胞系成功,为评估靶向CD１９实体瘤CARＧT疗效提供靶细胞,奠定CARＧT细胞抗实体瘤疗效机制研究基础.
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　　人CD１９是由胞外 N 末端、跨膜结构域与胞内

C末端组成的跨膜糖蛋白,其大小为９５kd,在多数B
细胞中极其保守,但在多数慢性和急性B淋巴细胞

白血病及B细胞淋巴瘤中过表达[１].CD１９作为关

键标记物已被用于白血病、淋巴瘤及免疫疾病的诊

断预后评判指标,也为治疗这些疾病提供了靶点[２].
多个靶向CD１９的双特异性抗体与 CARＧT细胞免

疫疗法已在临床试验中取得进展[３,临床实验也证

实其良好的疗效,但其在实体瘤组织中的疗效研究

较少.据SchmidtsA 等报道,CARＧT 抗实体瘤具

有可 行 性[４].此 外,ChaurasiyaS 等 人 发 现 J２R
CARＧT在肺癌模型中具有优异的抗肿瘤活性[５].
新英格兰杂志报道了 CARＧT细胞疗法治疗恶性胶

质瘤晚期患者案例,经多次输注CARＧT细胞后,患
者病症得到完全缓解,这启示了 CARＧT 疗法在实

体瘤具有可行性[６].限于CD１９大多表达在血液淋

巴瘤,而淋巴瘤细胞多存在于病人血液内,为研究

CARＧT的抗肿瘤机制带来了不便.而实体瘤细胞

具有体外易培养与体内易成瘤的特点,便于评估

CARＧT抗实体瘤疗效机制.人非小细胞肺癌 A５４９
细胞系作为常用肿瘤研究细胞模型,在肺癌研究中

最具代表性[７Ｇ８],因此本研究拟构建稳定表达 CD１９
的 NSCLC细胞系以便于后续 CARＧT抗实体瘤疗

效机制研究.此外,用于构建稳转细胞系的常见载

体有慢病毒载体和转座子载体,本研究采用的是实

验室前期开发的PiggyBac转座质粒系统.本研究

使用带有CD１９基因的转座质粒和表达转座酶的质

粒,将带有CD１９基因的转座序列转座至A５４９细胞

染色体上,实现细胞稳转.此外,绿色荧光蛋白

(Greenfluorescentprotein,GFP)具有探针的特性,
作为报告基因标记特定分子或细胞为科学研究提供

极大便利[１０].在本研究中,GFP作为荧光标记,在
细胞系筛选、单克隆挑选等步骤起重要作用.

本研究构建稳定表达CD１９的A５４９细胞系,旨
在为评估靶向 CD１９实体瘤 CARＧT疗效机制提供

理想靶细胞模型.

１　实验材料

从北京协和医院细胞中心获得 A５４９细胞;用
DME/FＧ１２(HyClone,USA)培养 A５４９细胞;于浙

江天杭生物购买FBS.从 ThermoFisherScientific
购买 Lipofectamine３０００TM 转染试剂盒;PiggyBac
DualPromoterＧCD１９重组质粒和SuperPiggyBac
Transposase(pSPBT)转座酶质粒由本实验室改造

并保 存.无 内 毒 素 质 粒 小 提 中 量 试 剂 盒 购 于

TIANGEN公司.嘌呤霉素(Puro)与 MTS分别购

于碧云天生物和Promega公司;大肠杆菌 DH５α感

受态由本团队自主制备.RNA 抽提和 RNA 逆转



录试 剂 盒 于 TIANGEN 和 Vazyme 购 买,SYBR
Green荧光染料于 TOYOBO 公司购买.PEAntiＧ
CD１９抗体于 Abcam 公司购买.流式细胞检测仪

(BD);体视荧光显微镜(Nikon 公司);荧光定量

PCR仪(ThermoFisherScientific),多功能酶标仪

(ThermoFisherScientific);北京东联哈尔二级生

物安全柜.

２　实验方法

２．１　质粒提取

于Ｇ８０℃超低温冰箱中取出甘油保存的PiggyＧ
Bac DualPromoterＧCD１９(即 pPBDPＧCD１９ 质 粒

菌,由实验室成功构建),将解冻菌液以１∶１０００的

比例接种至LB液体培养基中,加入 Amp使其终浓

度为１００μg/mL,３７℃,２００r/min摇菌１４h.使用

质粒试剂盒提取质粒并测浓度和纯度.

２．２　细胞对嘌呤霉素的敏感性实验

收集 A５４９细胞并离心(５００×g,５min),离心

后重悬细胞并计数.细胞铺２４孔板(１．５×１０５个/
孔),于３７℃,５％ CO２,湿润的培养箱培养１２h.次

日于细胞孔中加入梯度浓度的Puro,之后每天观察

细胞贴壁百分比并做记录,共计６d.期间每２d换

含Puro的新鲜培养基,在第４天确定 A５４９细胞的

最低致死浓度[１１].

２．３　细胞转染

转染前１天,用 EDTAＧ胰酶消化 A５４９细胞,
终止消化后收集细胞悬液至离心管,于５００×g下离

心５min后弃上清重悬计数.之后调整细胞密度,
接种至２４孔板,１．５×１０５个/孔,将细胞放入细胞培

养箱过夜培养.第２天当细胞汇合度达到７０％~
８０％时进行质粒转染:按 Lipofectamine３０００TM 转

染 试 剂 说 明 书 以 m (pPBDPＧCD１９ＧGFP) ∶m
(pSPBT)＝５∶１的质粒质量比转染 A５４９细胞[１２].
用体视荧光显微镜下观察转染４８h后细胞的 GFP
表达率.

２．４　抗性筛选与A５４９ＧCD１９单克隆细胞系挑选

A５４９细胞转染４８h后,按确定的最低致死浓

度筛选转染细胞.其间,每２天换一次含Puro的新

鲜培养基,待所剩细胞均表达 GFP时进行单克隆挑

选.将孔板内细胞消化后计数,根据计数的细胞密

度进行梯度稀释,稀释密度为５００个/mL.９６孔板

预加１００μL培养基,接种细胞,每孔２μL细胞悬

液.９６孔板放入细胞培养箱,２４h后记录单个细胞

孔.待细胞克隆形成后于体视荧光显微镜下判断表

达 GFP情况,筛选出表达 GFP细胞克隆并将其扩

大培养,依次扩培到２４孔板、１２孔板、６孔板、T２５

培养瓶中.

２．５　RTＧqPCR 检测 A５４９ＧCD１９ 单克隆细胞系

CD１９mRNA的表达

从 NCBI数据库获取 GAPDH 和CD１９基因转

录 mRNA序列并设计SYBR荧光染料定量PCR引

物,送 基 因 公 司 合 成 备 用.分 别 取 A５４９ＧCD１９、

A５４９细胞铺６孔板,６×１０５个/孔,培养箱培养过

夜.第二天RNA抽提和逆转录试剂盒提取 RNA,
并将 mRNA 逆转录cDNA.以cDNA 为模板进行

相对 RTＧqPCR,GAPDH 作为内参,检测 CD１９转

录水平的相对表达,使用２－ΔΔCt法[ΔΔCt＝(Ct样品

－CtGAPDH)－(Ct对照 －CtGAPDH)]进行数据处理分

析[１３].其中 CD１９ 的定量引物为:F:ACTＧGACＧ
CATCATCAAGGA,R:ACCACCGTAGTAATAＧ
ATGTT;GAPDH 的 定 量 引 物 为:F:CTCTGGＧ
TAAAGTGGATATTGT, R: GGTGGAATＧ
CATATTGGAACA.

２．６　流式细胞术检测 A５４９ＧCD１９单克隆细胞系

CD１９的表达

准备约１０６个的 A５４９ＧCD１９和 A５４９细胞上机

进行流式细胞检测,其中 A５４９作为对照细胞.胰

酶消化并用完全培养基终止消化,将细胞悬液收集

到１．５mLEP管中,于５００×g下离心５min,弃上

清并用PBS重悬细胞.使用PBS清洗细胞１次,最
后用５００μLPBS重悬,此时细胞密度约２×１０６个/

mL.之后加入偶联PE的CD１９抗体与细胞避光孵

育３０min,孵育完成后使用PBS清洗细胞３次,重
悬细胞[１４].细胞悬液经细胞滤网过滤,同时设置流

式细胞仪检测通道为 GFP和PE双通道、设置细胞

上样的上限数为５×１０５个.最后将细胞悬液上机

检测,收集数据.PE的相对荧光强度作为CD１９表

达的量化指标.

２．７　MTS法检测A５４９ＧCD１９细胞系增殖活性

选取表达较高的 A５４９ＧCD１９Ｇ３细胞系进行增

殖活性测定.取一定量的A５４９与A５４９ＧCD１９Ｇ３细

胞,计数后铺９６孔板,每个孔板接种对应细胞悬液

１００μL(２×１０４个),每种细胞三个复孔,铺５块９６
孔板.培养过夜按０h计,分别于０,２４,４８,７２,９６h
后测定细胞活性.MTS检测步骤如下:于空白培养

基和细胞所在孔中分别加入 MTS溶液２０μL,包裹

锡纸于细胞培养箱中避光孵育４h.４h后多功能

酶标仪待测样品孔４９０nm 波长下的吸光度.

３　实验结果

３．１　A５４９ＧCD１９细胞系构建

pPBDPＧCD１９ＧGFP质粒构建如图１所示.其
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中CD１９cDNA全长１６７１bp,并且受上游CMV 启

动子转录调控.抗性基因 PuroR和标记基因 GFP
之间通过 T２A序列连接并受EF１α启动子调控.

图１　CD１９转座质粒系统

３．２　A５４９细胞对嘌呤霉素敏感性分析

图２展示的是 A５４９细胞在 Puro(１~１０μg/

mL)作用下的致死曲线.结果表明,经Puro处理４
d后,４μg/mL的剂量即可观察到细胞完全死亡,因
此后续筛选转染细胞的浓度确定为４μg/mL.

图２　A５４９细胞对嘌呤霉素的敏感度曲线

３．３　pPBDPＧCD１９与pSPBT质粒共转A５４９细胞

pPBDPＧCD１９转座载体质粒与pSPBT 辅助质

粒转染 A５４９细胞４８h后,于体视荧光显微镜蓝色

激发光下可以观察到 GFP的表达,表明质粒转染表

达且效率在３０％左右(图３).

图３　荧光显微镜拍摄 GFP在 A５４９细胞中的表达

３．４　A５４９ＧCD１９细胞单克隆挑选

经过Puro抗性筛和单克隆细胞挑选并将细胞

培养４d后,得到４个表达GFP的A５４９ＧCD１９单克

隆细胞团.图４是于荧光显微镜明场和暗场下拍摄

的结果.

图４　GFP在 A５４９ＧCD１９单克隆细胞系中的表达

３．５　CD１９mRNA在A５４９ＧCD１９细胞系中高表达

收集单克隆细胞系并对其 CD１９mRNA 的转

录进行荧光相对定量.如图 ５ 所示,４ 个 A５４９Ｇ
CD１９单克隆细胞系相较于 A５４９细胞有２０００多倍

的表达,表明 CD１９mRNA 在 A５４９ＧCD１９单克隆

细胞系中高表达.

图５　A５４９ＧCD１９细胞系中的CD１９mRNA高表达

３．６　CD１９在A５４９ＧCD１９细胞系中具有高表达

以 A５４９ 细 胞 作 为 对 照,流 式 细 胞 术 检 测

A５４９ＧCD１９单克隆细胞系的纯度及CD１９在细胞膜

上的表达.如图６a所示,４个单克隆细胞系的 GFP
与 PEＧCD１９ 的 双 阳 率 均 高 于 ９９％,表 明 A５４９Ｇ
CD１９细胞系的纯度很高.另外,通过 PEＧCD１９单

通道的平均荧光强度即 MFI判断 CD１９的表达情

况(图６b),CD１９ＧPE 的 MFI均达到９９．９％,表明

CD１９在A５４９ＧCD１９细胞系中的表达丰度很高.综

上,A５４９ＧCD１９细胞系构建成功.

(a)A５４９ＧCD１９细胞系的纯度检测
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(b)A５４９ＧCD１９细胞系CD１９表达丰度检测

图６　流式检测 A５４９ＧCD１９单克隆细胞系CD１９的表达

３．７　A５４９ＧCD１９细胞系具有与亲本A５４９细胞一致

的生长活性

从 A５４９ＧCD１９Ｇ２和 A５４９ＧCD１９Ｇ３两个细胞系

中随机选取 A５４９ＧCD１９Ｇ３单克隆细胞系进行增殖

活性比较.如图７所示,根据 MTS溶液加入细胞４
h后的４９０nm 处吸光度值显示,A５４９ＧCD１９Ｇ３细胞

系在０、２４、４８、７２、９６h时间点的吸光度值与亲本细

胞的吸光度值差异无显著统计学意义(P＞０．５),

CD１９的表达对细胞增殖活性基本无影响.

图７　A５４９和 A５４９ＧCD１９细胞系的生长活性比较

４　结论与讨论

运 用 LipofectamineTM ３０００ 转 染 试 剂 共 转

pPBDPＧCD１９质粒与pSPBT质粒至 A５４９细胞中,
构建了表达CD１９的人非小细胞肺癌单克隆细胞系

即 A５４９ＧCD１９,而后运用 RTＧqPCR 和流式细胞术

成功检测到CD１９的转录表达.

B细胞抗原受体CD１９作为膜上免疫球蛋白共

受体的重要一员,在B细胞的各生长阶段基本都表

达,在大多急性/慢性 B淋巴细胞白血病和非霍奇

金淋巴瘤上可以鉴定.这些特性决定了CD１９是抗

B淋巴恶性肿瘤 CARＧT治疗的最佳靶点.根据已

有报道,CD１９CARＧT细胞具有靶向CD１９＋ 肿瘤细

胞的特异、有效且持久的杀伤效果[１５].因此,通过

建立稳定表达 CD１９ 的人肺癌 A５４９ 细胞系 (即

A５４９ＧCD１９)为后续评估 CARＧT 抗实体瘤疗效及

机制研究提供理想的靶细胞系.PiggyBac作为高

效的转座子系统之一,长期被用于体细胞诱导多能

干细胞工程,而且不改变原基因的结构和功能,可以

为人 T淋巴细胞提供持续的转基因表达[１６].因此,
使用PiggyBac转座子系统作为稳定遗传修饰的技

术平台,将pPBDPＧCD１９质粒与pSPBT 质粒导入

A５４９细胞,根据转染后成功表达CD１９的细胞对嘌

呤霉素的抗性筛选阳性细胞.选择表达CD１９的单

克隆细胞建立 A５４９ＧCD１９细胞系;转录水平的 RTＧ
qPCR反应 和 蛋 白 水 平 的 流 式 细 胞 术 检 测 证 实

CD１９整合到 A５４９基因组中并成功转录表达.根

据 MTS生长活性差异性比较,A５４９ＧCD１９细胞系

表现出与亲本细胞一致的生长增殖活性.
总之,在此构建的单克隆 A５４９ＧCD１９细胞系不

仅为体外评估 CD１９ＧCAR改造 T细胞抗实体瘤疗

效机制研究提供了靶细胞,同时也为后续 CARＧT
在动物模型体内浸润对抗实体瘤疗效研究奠定了

基础.
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ConstructionofA５４９CellLineStablyExpressingCD１９
UsingPiggyBacSystem

ZHUShuaiqi,ZHANGFan,ZHANSijian,DUAN Haixiao,
WANGDi,HU Han,WANGYang,LIUBinlei

(SchoolofBiologicalEngineeringandFoodScience,HubeiUniv．ofTech．,Wuhan４３００６８,China)
Abstract:Objective:NonＧsmallcelllungcancer(NSCLC)A５４９ＧCD１９celllinestablyexpressingCD１９was
constructedbyPiggyBactransposonsystem．TheCD１９expressedbythecelllinecanbespecificallyrecogＧ
nizedandboundbythechimericantigenreceptor(CAR)targetingCD１９,providingareliableandstable
targetcelllineforexploringtheantiＧtumorefficacyandmechanismofthetargetingCD１９CARＧT．MethＧ
ods:pPBDPＧCD１９andpSPBTplasmidsweretransferredintoA５４９cellsbyLipofectamine３０００TMlipoＧ
sometransfection,stablecelllineswerescreenedbypuromycin(Puro),A５４９CD１９monoclonalcellswere
obtainedbylimiteddilutionmethod,theexpressionofCD１９mRNAinA５４９CD１９celllinewasidentified
byRTqPCR,theexpressionofCD１９inA５４９CD１９wasdetectedbyflowcytometry,andthegrowthacＧ
tivityofcelllinebeforeandaftermodificationwascomparedbyMTSmethod．Results:AfterPuroresistＧ
ancescreeningandselectionofclones,fourA５４９CD１９monoclonalcellswereobtained;allA５４９CD１９cell
lineswereidentifiedbyRTqPCRtohavehighexpressionofCD１９mRNA;flowdetectionshowedthatthe
positiverateofmonoclonalcelllinesreached９９％ MTSmethod．Itwasfoundthatthegrowthandviability
ofA５４９CD１９celllinewasconsistentwiththatofparentcellA５４９．Conclusion:TheA５４９CD１９cellline
stablyexpressingCD１９issuccessfullyconstructed,whichprovidestargetcellsforevaluatingtheefficacy
ofCARTtargetingCD１９solidtumor,andlaysthefoundationforthestudyofthemechanismofCD１９
CARTcellantiＧsolidtumoreffect．
Keywords:A５４９cell;PiggyBac;CD１９;Greenfluorescentprotein
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