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摘要 目的：探究溶瘤单纯疱疹病毒（oHSV）和 CD19 CAR-T细胞联合治疗弥漫大 B细胞淋巴瘤的疗效以及 CD19 CAR-T细胞
是否为 oHSV的良好载体。方法：将 oHSV与 CD19 CAR-T细胞共培养，制备携带 oHSV的 CD19 CAR-T细胞（CD19 CAR-ToHSV

细胞）。通过细胞增殖实验、细胞杀伤实验以及重要指标如细胞因子、细胞亚群、耗竭表型的测定，评估体外 CD19 CAR-ToHSV细

胞相较于 CD19 CAR-T细胞的抗肿瘤效果和功能。构建弥漫大 B肿瘤细胞系小鼠模型，比较未转导 T细胞组、CD19 CAR-T细
胞组和 CD19 CAR-ToHSV细胞组小鼠瘤体变化和重要脏器指标，探究 CD19 CAR-ToHSV细胞在体内的安全性和有效性。结果：成功

制备出 CD19 CAR-ToHSV细胞。体外实验发现，与 CD19 CAR-T细胞相比，CD19 CAR-ToHSV细胞表现出更强的抗肿瘤效果（t24 h=
2.989，P<0.05；t48 h=8.525，P<0.01）。联合治疗促进了干扰素（IFN）-酌的分泌（t=4.578，P<0.05），并降低 CD19 CAR-T细胞表面
PD-1的表达（t=2.946，P<0.05）。在小鼠模型中，CD19 CAR-ToHSV只感染肿瘤，不影响其他脏器功能，显示出安全性。同时，CAR-
ToHSV细胞组瘤体质量显著小于 CD19 CAR-T细胞组（t=6.010，P<0.01）。免疫组化也发现，CD19 CAR-T细胞和 oHSV的联合治疗
促进了 CAR-T细胞向肿瘤的浸润（t=12.68，P<0.001）。结论：CD19 CAR-T细胞可以作为 oHSV的良好载体。CD19 CAR-ToHSV细

胞治疗可安全且有效提升弥漫大 B细胞淋巴瘤治疗效果。
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Abstract Objective：To explore the efficacy of combined treatment with oncolytic herpes simplex virus（oHSV）and CD19 CAR-T
cells in diffuse large B-cell lymphoma（DLBCL），and determine whether CD19 CAR-T cells can serve as a good carrier for oHSV.
Methods：CD19 CAR-T cells were co-cultured with oHSV to prepare CD19 CAR-T cells carrying oHSV（CD19 CAR-ToHSV cells）.
The anti-tumor effect and function of CD19 CAR-ToHSV cells were evaluated in vitro compared to CD19 CAR-T cells through cell
proliferation assays，cytotoxicity assays，and the determination of important indicators such as cytokines，cell subsets，and exhaus原
tion phenotypes. A mouse model of DLBCL was established to compare the tumor growth and important organ function in mice treat原
ed with non-transduced T cells，CD19 CAR-T cells，and CD19 CAR-ToHSV cells，and to investigate the safety and efficacy of
CD19 CAR-ToHSV cells in vivo. Results：CD19 CAR-ToHSV cells were successfully prepared. In vitro experiments showed that CD19
CAR-ToHSV cells exhibited stronger anti-tumor effects compared with CD19 CAR-T cells（t24 h=2.989，P<0.05；t48 h=8.525，P<0.01）.
The combined treatment promoted the secretion of interferon（IFN）-酌（t=4.578，P<0.05）and reduced the expression of PD-1 on
the surface of CD19 CAR-T cells（t=2.946，P<0.05）. In the mouse model，CD19 CAR-ToHSV cells showed safety by only infecting tu原
mors but not affecting the function of other organs，demonstrating safety. Additionally，the tumor weight in the CAR-ToHSV cells
group was significantly lower than that in the CD19 CAR-T cells group（t=6.010，P<0.01）. Immunohistochemistry also revealed that
the combined treatment of CD19 CAR-T cells and oHSV promoted the infiltration of CAR-T cells into tumors（t=12.68，P<0.001）.
Conclusion：CD19 CAR-T cells can serve as a good carrier for oHSV. The treatment with CD19 CAR-ToHSV cells can safely and ef原
fectively enhance the therapeutic effect on diffuse large B-cell lymphoma.
Key words oncolytic herpes simplex virus；CD19 CAR-T cells；B-cell lymphoma；diffuse large B-cell lymphoma；tumor microenviron原
ment
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嵌合抗原受体 T细胞（CAR-T细胞）免疫疗法
的出现，给众多难治复发血液恶性肿瘤患者带来希

望。CD19是参与 B细胞活化与增殖的重要膜抗原
之一，是 B细胞共有的表面标志，在 B细胞来源的
肿瘤细胞表面高表达。经过 CD19 CAR-T细胞治疗，
绝大多数急性 B淋巴细胞白血病患者可以获得临
床受益[1-2]。然而，对于弥漫大 B细胞淋巴瘤，CD19
CAR-T细胞治疗则表现出治疗效果上的不足[3-4]。这

可能与 B细胞淋巴瘤免疫抑制肿瘤微环境有关 [5]。

免疫检查点上调和非炎性淋巴瘤免疫环境，使得

CD19 CAR-T细胞无法有效浸润肿瘤，难以长期维
持抗肿瘤作用，这极大地限制了 CD19CAR-T细胞
的抗肿瘤效果[6-7]。

溶瘤病毒和 CD19 CAR-T细胞在机制上具有
相辅相成的效果。溶瘤病毒通过定向感染杀伤肿瘤

细胞，改变肿瘤微环境，诱导固有免疫应答和适应

性免疫应答以及破坏肿瘤血供，多种机制共同作

用，抑制肿瘤生长[8]。溶瘤病毒和 CD19 CAR-T细胞
的联合，或许可以更好地提升弥漫大 B细胞淋巴瘤
的疗效，并减少复发。

同时，为了避免溶瘤病毒被中和以及应对弥漫

大 B细胞淋巴瘤多位点累及的特点，笔者采用了一
种新的联合给药方式———将 CD19 CAR-T细胞作
为溶瘤单纯疱疹病毒（oHSV）的载体，携带溶瘤病毒
进行联合治疗（CD19 CAR-ToHSV细胞）。本研究对

CD19 CAR-ToHSV细胞制备的可行性、安全性以及有

效性进行探究。

1 材料与方法

1.1 细胞系 非洲绿猴肾细胞 Vero、人胚肾细胞
HEK293培养于含 10豫胎牛血清（FBS）的 Dulbecco
改良 Eagle 培养基（DMEM），弥漫大 B 细胞淋巴瘤
肿瘤细胞系 U2932细胞培养于含 10豫 FBS的 RP原
MI 1640培养基。培养基购自美国 Gibco公司。所有
细胞系均购于美国模式培养物集存库（ATCC），并在
37 益、5豫 CO2和 95豫湿度条件下培养。
1.2 CD19 CAR-T细胞的制备 CD19嵌合抗原受
体包括靶向 CD19的单链可变区 scFv、铰链区、跨膜
区、人 4-1BB和 CD3灼信号结构域 5个组成部分，
并将其装载到 pCDH-MSCV-MCS-EF1-T2A-Puro
载体中。三质粒系统 4 滋g目的质粒、3 滋g包装质粒
SPAX2 和 2 滋g 包装质粒MD2G 用于制备 CD19
CAR-T 细胞慢病毒。 HEK293T 细胞被应用于
CD19 CAR-T细胞慢病毒的生产。采用 CD3免疫磁
珠（德国 Miltenyi公司）从外周血单核细胞中分离出

CD3+T细胞。使用 CD3/CD28刺激磁珠和白细胞介
素（IL）-2（美国 Thermo Fisher公司），活化 T细胞。
将 1伊106活化的 T 细胞放置于 6 孔板中，加入抗
CD19 CAR基因的慢病毒质粒和促转染试剂，感染
复数为 5。在慢病毒转染 24 h后，更换新的 VIVO培
养基；慢病毒转染 48耀72 h后，检测 CD19 CAR-T细
胞转染率。

1.3 oHSV 的制备 选择感染谱广且安全性高的

oHSV作为 CD19 CAR-T细胞的联用对象。为了降
低病毒毒力，提高对肿瘤的定向感染，选择 HSV-1
（F株）中的单纯疱疹病毒，使用 CRISPR/Cas9基因
编辑技术敲除基因组中双拷贝 ICP34.5和 ICP47基
因。添加 GFP荧光序列，获得 oHSV-GFP。将 oHSV-
GFP置于不含血清的 DMEM培养基中以感染复数
0.01感染 Vero细胞。2 h后更换添加含 1% FBS的
DMEM培养基。48 h后，待细胞呈现圆形不贴壁状
态时，3 000 r/min、在 4益条件下离心 10 min，收集所
有离心后的上层清液，使用 0.45 滋m的无菌滤器过
滤后，纯化oHSV。放置于-80益冰箱进行储存，用于
后续研究。

1.4 CD19 CAR-ToHSV细胞的制备 将 oHSV-GFP
以高感染复数与 CD19 CAR-T细胞共培养在 37益、
5豫 CO2和 95豫湿度条件 24 h。3 000 r/min，4益离
心 3 min，获取携带 oHSV的CD19 CAR-T细胞。使
用流式细胞术和 qPCR进行验证。
1.5 实时定量基因扩增荧光检测 使用细胞裂解

缓冲液（TRIzol）裂解 CD19CAR-ToHSV细胞和小鼠脏

器，并提取 RNA。使用 HiScript R域 Q RT SuperMix
for qPCR（+gDNA wiper）逆转录RNA合成 cDNA。使
用 ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix（Q711）
对所得 cDNA进行 qPCR分析。oHSV上下引物序列
gd FW：5忆-TACAACCTGACCATCGCTTG-3忆；gd RV：
5忆-GCCCCCAGAGACTTGTTGTA-3忆. 根据说明书配
制反应体系，循环参数：95益预变性 30 s；95益 10 s、
60益 10 s，共 40 个循环；95益 15 s、60益 60 、95益
15 s熔解曲线。GAPDH为内参指标。
1.6 细胞增殖实验 通过 CCK8法，将 CD19CAR-T
细胞作为对照组，与携 CAR-ToHSV细胞群进行比较，评

估 24 h的细胞增殖情况。将 CD19 CAR-T 细胞和
CD19 CAR-ToHSV置于 96孔板中。每个孔放置 1伊105

个细胞/100 滋L培养基。培养基为含有 10%FBS和
IL-2（250 IU/mL）的RPMI-1640。24h后，向每个孔中
加入 10滋LCCK8，用波长为 450 nm的酶谱仪测量吸
光度。
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1.7 细胞杀伤实验 选择高表达 CD19的弥漫大 B
细胞淋巴瘤细胞系 U2932作为靶细胞系，用于评估
CD19 CAR-ToHSV与 CD19 CAR-T 细胞抗肿瘤效果
的变化。杀伤实验分为 3组，分别为对照组、CD19
CAR-T细胞组以及 CD19 CAR-ToHSV细胞组。每组

加入 1伊105的 U2932细胞。在 CD19 CAR-T细胞组
和 CD19 CAR-ToHSV细胞组中，以肿瘤细胞和 CAR-
T 细胞 1 颐 1 的比例，分别加入 1伊105 细胞数的

CD19CAR-ToHSV细胞和 CD19 CAR-T细胞。在 24、
48 h，分别对对照组、CD19 CAR-T细胞组和 CD19
CAR-ToHSV 细胞组进行流式细胞仪计数。CD19
CAR-T细胞组和 CD19 CAR-ToHSV细胞组剩余肿瘤

细胞的数目除以对照组肿瘤细胞数为肿瘤细胞杀

伤率，用于评估实验组肿瘤清除能力的差异。

1.8 流式细胞术 用抗 FMC63 抗体标记 CAR-T
细胞，评估CD19嵌合抗原受体在 T细胞的表达。使
用抗 CD62L-APC 和 CD45RO-PE-Vio770 抗人单
克隆抗体检测 CAR-T细胞的分化情况。使用程序
性死亡受体 1（PD-1）-BV421、TIM3-BV510、CT原
LA4-BV785人单克隆抗体评估 CD19 CAR-T细胞
耗竭情况。

1.9 细胞因子测定 杀伤试验 24 h后，取一定体
积的共培养体系，3 000 r/min，24益，离心 3 min，获
取 CD19 CAR-T组和 CD19 CAR-ToHSV细胞组共培

养体系上清液。使用十二因子细胞因子试剂盒（北

京指真生物公司）对 CAR-T细胞杀伤过程中 IL-2、
IL-12P70、干扰素（IFN）-酌、IFN-琢、IL-4、IL-6、IL-
10、肿瘤坏死因子-琢、IL-17、IL-1茁、IL-5、IL-8的分
泌情况进行检测。

1.10 小鼠肿瘤模型构建 使用 U2392细胞系构建
淋巴瘤小鼠异种移植物模型。9只 6耀8周龄的雄性
NSG小鼠购自斯贝福（北京）生物技术有限公司，动
物生产许可证号：SCXK（京）2019-0010，动物批号
110324241100662463，动物伦理批号为 2024SYD原
WLL000127。使用简单随机分组法，将小鼠分为 3
组，每组 3只，分别为未转导 T细胞（UT细胞）组、
CD19 CAR-T细胞组及 CD19 CAR-ToHSV细胞组。通

过在小鼠右腹部皮下注射 1伊106 U2932细胞，构建
弥漫大 B肿瘤细胞系模型。在注射肿瘤细胞后第 14
天，小鼠肿瘤体积约为 100耀200 mm3，分别向 3组小
鼠尾静脉注入 5伊106 CD19 CAR-ToHSV 细胞、CD19
CAR-T细胞和未转导 T细胞进行治疗，每隔 72 h
记录小鼠体重和肿瘤体积。并在肿瘤体积接近伦理

阈值 2 000 mm3时，统一处死所有小鼠，结束体内实

验。取小鼠血液、肝脏、脾脏、心脏、肾脏以及肿瘤。

比较不同分组小鼠瘤体和脾脏大小。取小鼠血液样

本，检测血常规和肝肾功能指标。对小鼠血液、肝

脏、脾脏、心脏、肾脏以及肿瘤进行 qPCR，评估病毒
扩增情况。反应条件和引物序列同上文。对小鼠肝、

脾和肾进行 HE染色，评估小鼠主要脏器病理学改
变。并使用抗 CD3抗体标记小鼠肿瘤组织，使用免
疫组织化学特征观察 T细胞对肿瘤的浸润作用。
1.11 统计学处理 使用 GraphPad Prism进行统计
学分析。符合正态分布的数据以 x依s 表示，两组间
均数比较采用独立样本 t检验，多组间均数比较采
用单因素方差分析。对于不符合正态分布的数据以

中位数（四分位数间距）进行统计描述，多组间差异

比较采用 Kruskal-Wallis 检验。实验重复 3次。P约
0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 CD19 CAR-ToHSV细胞的制备和评估 流式细

胞术显示，经过 24 h oHSV和 CD19CAR-T细胞共培
养，（12.24依3.94）%的 CD19 CAR-T细胞显示荧光，
即表示携带 OHSV（图 1A）。并通过 qPCR进行进一
步验证（图 1B）。

CCK8 结果显示，OHSV 对于 CD19 CAR-T 细
胞的细胞活力并不会产生统计学意义上的影响（t=
1.08，P=0.31）。对细胞活化指标、细胞亚群和细胞因
子测定结果进行分析，差异没有统计学意义（t=1.11，
P=0.92）。
2.2 CD19 CAR-ToHSV细胞体外细胞株抗肿瘤效果

对比 CAR-T细胞组和 CD19 CAR-ToHSV细胞组24、
48 h抗肿瘤效果，发现 CD19 CAR-ToHSV细胞组消除

CD19 阳性靶肿瘤细胞的能力明显优于 CAR-T 细
胞组（t24 h=2.99，P<0.05；t48 h=8.53，P<0.01，图 2A）。
与 CD19 CAR-T 细胞组相比，CD19 CAR-ToHSV

细胞组 IFN-酌的分泌量显著升高（t=4.58，P<0.05，
图 2B）。对于 CAR-T细胞 T细胞亚群，二者分化并
未显示出明显差异。而在对 CD19 CAR-T细胞耗竭
表型的评估中，结果显示，与 CD19 CAR-T细胞组
相比，CD19 CAR-ToHSV细胞组 PD-1 表达更低（t=
2.95，P<0.05，图 2C）。
2.3 CD19 CAR-ToHSV细胞体内安全性和有效性的

评估

2.3.1 体内 CAR-ToHSV安全性 截止到统一处死所

有小鼠时，3组中无 1只提前死亡。HE染色后镜下
显示并未发现 UT细胞组、CAR-T细胞组和 CAR-
ToHSV细胞组小鼠主要脏器具有明显形态学差异（图

刘纪乐，等.溶瘤单纯疱疹病毒联合 CD19CAR-T细胞提升弥漫大 B细胞淋巴瘤治疗效果 317



第 31卷天津医科大学学报

CD19 CAR-T细胞组
107

106

105

104

103

102

101

P3（0.02%）

1061030 104 105

FITC-A

CD19 CAR-ToHSV细胞组

107

106

105

104

103

102

101

P3（11.42%）

1061030 104 105

FITC-A

20

15

10

5

0

****BA
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图 1 CD19 CAR-ToHSV细胞制备

Fig.1 Preparation of CD19 CAR ToHSV cells
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注：A：24和 48 h CD19 CAR-T细胞和 CD19 CAR-ToHSV细胞抗肿瘤效果的差异；B：获取杀伤 24 h后共培养体系上清液，十二因子试剂盒

对 CAR-T细胞和 CD19 CAR-ToHSV细胞杀伤过程中细胞因子的分泌情况的检测结果；C：杀伤肿瘤细胞后，CAR-T细胞 PD-1表达情况；CAR-T
细胞：嵌合抗原受体 T细胞；oHSV：溶瘤单纯疱疹病毒；PD-1：程序性死亡受体 1；*P<0.05，**P<0.01

图 2 CD19 CAR-ToHSV细胞的体外评估

Fig.2 In vitro evaluation of CD19 CAR ToHSV cells

A B

**
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3A）。不同组小鼠脾脏长度未见明显差异（F 脾脏=
0.93，P>0.05，图 3B）。各组小鼠血常规和肝肾功能
的检测结果表明，输注CD19 CAR-T 细胞或 CD19
CAR-ToHSV细胞并不会加重小鼠的造血和主要脏器

负担（表 1、2）。同时，对小鼠血液、肝脏、脾脏、心
脏、肾脏以及肿瘤进行 qPCR，仅在肿瘤内发现溶
瘤病毒的扩增（图3C）。
2.3.2 体内 CD19 CAR-ToHSV细胞有效性 结果显
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表 1 不同组小鼠血常规指标测定结果（x依s）
Tab.1 Measurement results of blood routine indicators in different groups of mice（x依s）

组别 红细胞（伊1012/L） 血红蛋白（g/L） 白细胞（伊109/L） 血小板（伊109/L）

UT细胞组 5.53依0.12 92.33依2.08 3.56依0.55 392.33依33.83

CD19 CAR-T细胞组 5.57依0.85 91.67依1.53 4.93依0.69 507.00依139.46

CD19 CAR-ToHSV细胞组 6.23依1.04 104.00依15.71 5.39依0.40 570.33依63.17

F 1.25 1.71 8.72 2.98

P 0.35 0.26 0.02 0.13

表 2 不同组小鼠肝肾功能指标测定结果[M（P25，P75），x依s]
Tab.2 Measurement results of liver and kidney function indicators in different groups of mice[M（P25，P75），x依s]

指标 UT细胞组 CD19 CAR-T细胞组 CD19 CAR-ToHSV细胞组

总胆红素（滋mol/L） 7.37（5.74，8.81）0 6.31（5.85，9.06）0 04.62（3.70，14.13）0

谷丙转氨酶（U/L） 14.71（4.77，15.34）0 11.46（10.34，19.17) 14.48（9.75，15.09）0

谷草转氨酶（U/L） 60.27（59.74，74.42） 58.62（51.61，99.27） 86.79（66.59，94.00）

肌酐（滋mol/L） 7.95依1.95 8.55依1.48 8.02依0.74

尿酸（滋mol/L） 45.48依7.73 40.34依12.13 49.37依15.69

尿素（mmol/L） 3.55（3.07，3.96）0 2.22（2.21，2.79）0 3.72（2.41，5.29）0

F/H

0.62

0.09

1.69

0.15

0.41

4.36

P

0.83

0.99

0.51

0.87

0.68

0.13

UT细胞组 CD19 CAR-T细胞组 CD19 CAR-ToHSV细胞组

****500

400
300

200

100

0

A B

C

注：A：UT细胞组、CD19 CAR-T细胞组及 CD19 CAR-ToHSV细胞组肝、脾和肾 HE染色；B：未转导 T细胞组、CD19 CAR-T细胞组及 CD19
CAR-ToHSV细胞组脾脏长度；UT细胞：未转导 T细胞；CAR-T细胞：嵌合抗原受体 T细胞；oHSV：溶瘤单纯疱疹病毒

图 3 不同组小鼠肝、脾和肾 HE染色（20伊）和脾脏长度
Fig.3 HE staining（20伊）and spleen length of liver，spleen，and kidney in different groups of mice

示，输注等量未转导 T细胞的小鼠瘤体体积和体重
呈现明显增加趋势，明显快于 CD19 CAR-T 细胞组
和 CD19 CAR-ToHSV细胞组（t 体重=7.14，P<0.01；t 体积=
8.45，P<0.01）。CD19 CAR-ToHSV细胞组瘤体体积和

小鼠体重增长最慢（t 体积=7.13，P<0.01；t 体积=4.36，P<
0.05，图 4）。CD19 CAR-ToHSV细胞组瘤体重量显著

小于 CD19 CAR-T细胞组和 UT组，且相较于 CD19
CAR-T细胞组差异具有统计学意义（t=6.01，P<0.01，
图 5）。与 CD19 CAR-T细胞相比，CAR-ToHSV细胞组

抗肿瘤效果更好。肿瘤免疫组化显示，与 CD19 CAR-
T组和 UT组相比，CAR-ToHSV细胞组小鼠瘤体切片

有更多的 T细胞（t=12.68，P<0.001，图 6）。
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注：A：未转导 T细胞组、CD19 CAR-T细胞组及 CD19 CAR-ToHSV细胞组肿瘤体积变化；B：未转导 T细胞组、CD19 CAR-T细胞组及 CD19
CAR-ToHSV细胞组小鼠体重变化；UT细胞：未转导 T细胞；CAR-T细胞：嵌合抗原受体 T细胞；oHSV：溶瘤单纯疱疹病毒

图 4 不同组小鼠肿瘤体积和小鼠体重变化

Fig.4 Changes in tumor volume and body weight of mice in different groups
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注：UT细胞：未转导 T细胞；CAR-T细胞：嵌合抗原受体 T细胞；oHSV：溶瘤单纯疱疹病毒；**P<0.01

图 5 不同组小鼠瘤体大小和质量比较

Fig.5 Comparison of tumor size and massin different groups of mice

200

150

100

50

0
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注：UT细胞：未转导 T细胞；CAR-T细胞：嵌合抗原受体 T细胞；oHSV：溶瘤单纯疱疹病毒；***P<0.001
图 6 不同组小鼠瘤体 CD3阳性 T细胞的免疫组化结果（20伊）

Fig.6 Immunohistochemical results of CD3 positive T cells in different groups of mouse tumors（20伊）

***

3 讨论

弥漫大 B细胞淋巴瘤是最常见的淋巴瘤亚型，
且具有全身性特点，极易累及多部位。在溶瘤病毒

的临床应用中，瘤内注射和静脉给药是最常见的两

种给药方式[9-10]。然而，这两种给药方式在血液肿瘤

领域均不适用。直接静脉注射溶瘤病毒往往会被体

内抗体中和，难以发挥应有的抗肿瘤效果。且难以

实现肿瘤处溶瘤病毒富集。瘤内注射技术要求高，

且局限于单一部位。在应对多部位发生的弥漫大 B
细胞淋巴瘤患者以及非实体性血液肿瘤如急性淋

**
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巴细胞白血病等时，并不能满足治疗需求。因此，溶

瘤病毒载体的开发是一个好的选择。将溶瘤病毒装

载到载体细胞上，由载体细胞携带着溶瘤病毒定向

运输到肿瘤部位，实现了全身给药，也避免了被中

和的风险，能够更好地在肿瘤发生部位发挥作用。

目前已经有研究人员尝试使用间充质干细胞、T细
胞以及神经干细胞作为溶瘤病毒的载体，进行运载

溶瘤病毒[11-13]。而在近期的实体瘤研究领域，有研究

者尝试使用 CAR-T细胞作为载体，并取得了较好
的效果[14-15]。VanSeggelen等[16]探索了装载低剂量溶

瘤病毒到 CAR-T细胞中的可能性。研究发现，与对
照组 CAR-T细胞相比，CAR-T细胞在装载了溶瘤
病毒后，嵌合抗原受体的表达以及 CAR-T细胞功
能并没有发生明显改变。Evign等[14]在免疫功能健全

小鼠模型中进一步证实，给予携带溶瘤呼肠孤病毒

或者溶瘤水疱性口炎病毒的 CAR-T细胞，相比于
对照组单一 CAR-T细胞给药，显著提升了抗黑色
素瘤和胶质瘤的效果。Zheng等[15]研究显示，被黏液

瘤病毒（MYXV）感染的 CAR-T细胞（CAR-TMYXV
细胞）和 TCR-T细胞（TCR-TMYXV细胞）能够系统
地将 MYXV传递到实体瘤中，避免了免疫原性带来
的影响。对于机制的探索发现，T细胞衍生的 IFN-
酌-蛋白激酶 B信号与 MYXV诱导的 M-T5SKP-1-
VPS34信号发生协同作用，这种协同作用有助于对
肿瘤细胞的清除[15]。

本研究基于弥漫大 B细胞淋巴瘤的临床特性，
采用将 CD19 CAR-T 细胞作为 OHSV 载体的全新
联合方式进行体内外抗肿瘤效果的验证。结果显

示，CD19 CAR-T 细胞可以作为溶瘤病毒的载体，
二者联合治疗显著增强对弥漫大 B细胞淋巴瘤细
胞系的杀伤功能。oHSV促进了 CAR-T细胞 IFN-酌
的分泌，降低了细胞表面 PD-1的表达，同时促进了
向肿瘤细胞的浸润。溶瘤病毒仅针对肿瘤，而不影响

其他脏器，也初步验证了该联合方式的安全性。本

研究为将来溶瘤病毒与 CAR-T细胞联合治疗急性
淋巴细胞白血病和急性髓系白血病等非实体肿瘤

奠定基础。同时，通过不断地改良溶瘤病毒，可以使

这种联合治疗在血液肿瘤领域发挥更积极地作用。

本研究仍存在不足：第一，没有在肿瘤原代细胞

和患者来源肿瘤异种移植模型（PDX模型）中对CAR-
ToHSV细胞的有效性和安全性进行验证。第二，未能

评估 CAR-ToHSV细胞对肿瘤微环境的影响。第三，暂

未对 CAR-ToHSV细胞抗肿瘤的相关机制进行探索。

在后续的研究中，需要对这些方面进行深入探讨。
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