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提供了产生分离的T细胞群体的方法，所述

方法包括在羟基柠檬酸和/或其盐存在下体外培

养分离的T细胞，其中所述盐是羟基柠檬酸钾或

羟基柠檬酸钠。还提供了相关的分离的细胞群

体、药物组合物以及治疗或预防哺乳动物中的癌

症的方法。
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1.产生分离的T细胞群体的方法，所述方法包括：

在包含羟基柠檬酸和/或其盐的培养基中体外培养T细胞，其中所述盐是羟基柠檬酸钾

或羟基柠檬酸钠；以及

在T细胞表达抗原特异性受体的条件下，将编码所述抗原特异性受体的核酸引入T细胞

中，

其中所述抗原特异性受体对癌症抗原具有抗原特异性。

2.如权利要求1所述的方法，其中所述方法包括在1 .0mM至10.0mM的羟基柠檬酸和/或

其盐存在下培养所述T细胞。

3.如权利要求1或2所述的方法，其中所述盐是羟基柠檬酸钾。

4.如权利要求1或2所述的方法，其中所述抗原特异性受体是T细胞受体(TCR)。

5.如权利要求1或2所述的方法，其中所述抗原特异性受体是嵌合抗原受体(CAR)。

6.如权利要求1或2所述的方法，其中所述方法包括在2.0mM至6.0mM的羟基柠檬酸和/

或其盐存在下培养所述T细胞。

7.如权利要求1或2所述的方法，其中所述方法包括在所述羟基柠檬酸和/或其盐存在

下非特异性地刺激所述T细胞。

8.如权利要求1或2所述的方法，其中所述方法包括在所述羟基柠檬酸和/或其盐存在

下特异性地刺激所述T细胞。

9.如权利要求1或2所述的方法，其中所述方法还包括在以下物质存在下扩增T细胞数

目：(i)所述羟基柠檬酸和/或其盐，以及(ii)(a)一种或多种细胞因子和(b)一种或多种非

特异性T细胞刺激物之一或两者。

10.如权利要求1或2所述的方法，其中与对照细胞相比，在所述羟基柠檬酸和/或其盐

存在下培养T细胞增加所述T细胞对CD62L、白细胞介素(IL)‑2和肿瘤坏死因子(TNF)中的一

种或多种的表达，其中除了所述对照细胞不在所述羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养之外，

所述对照细胞与在所述羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养的T细胞相同。

11.如权利要求1或2所述的方法，其中与对照细胞相比，在所述羟基柠檬酸和/或其盐

存在下培养的T细胞提供更强的持久性和更高的抗肿瘤活性中的一种或两种，其中除了所

述对照细胞不在所述羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养之外，所述对照细胞与在所述羟基

柠檬酸和/或其盐存在下培养的T细胞相同。

12.如权利要求1或2所述的方法，其中与对照细胞相比，在所述羟基柠檬酸和/或其盐

存在下培养的T细胞提供减少的凋亡，其中除了所述对照细胞不在所述羟基柠檬酸和/或其

盐存在下培养之外，所述对照细胞与在所述羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养的T细胞相

同。

13.如权利要求1或2所述的方法，其中所述方法还包括通过以下获得所述分离的T细

胞：

从获自哺乳动物的细胞中筛选对所述癌症抗原具有抗原特异性的T细胞；以及

从所述获自哺乳动物的细胞中分离对所述癌症抗原具有抗原特异性的T细胞。

14.制备用于治疗或预防哺乳动物的癌症的药物组合物的方法，所述方法包括：

按照权利要求1‑13中任一项所述的方法产生分离的T细胞群体；以及

将所述分离的T细胞群体和药学上可接受的载体组合。
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15.如权利要求14所述的方法，其中所述分离的T细胞群体是所述哺乳动物自体的。

16.如权利要求14所述的方法，其中所述分离的T细胞群体是所述哺乳动物同种异体

的。
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使用羟基柠檬酸和/或其盐产生T细胞群体的方法

相关申请的交叉引用

[0001] 本专利申请要求2018年4月24日提交的共同未决的美国临时专利申请第62/661 ,

941的权益，将该临时专利申请通过引用以其整体并入本文。

关于联邦赞助的研究和开发的声明

[0002] 本发明是在政府支持下由国立卫生研究院的国家癌症研究所完成，项目编号为

Z01ZIA  BC010763‑07。政府享有本发明的某些权利。

以电子方式提交的材料通过引用并入

[0003] 通过引用以其整体并入本文的是随本文同时提交的并且如下确定的计算机可读

的核苷酸/氨基酸序列表：名称为“742111_ST25.txt”，日期为2019年4月22日的一份739字

节ASCII(文本)文件。

发明背景

[0004] 使用癌症反应性T细胞的过继细胞疗法(ACT)可在一些癌症患者中产生积极的临

床反应。然而，ACT成功用于治疗癌症和其它病况仍然存在若干障碍。例如，在一些情况下，T

细胞的体内持久性、存活和抗肿瘤活性中的一种或多种可能在过继转移后降低。可选地或

另外地，在一些情况下，T细胞增加的凋亡可能对癌症和其它病况的治疗造成障碍。因此，需

要获得用于ACT的改进的分离的细胞群体的方法。

发明简述

[0005] 本发明的实施方案提供了产生分离的T细胞群体的方法，所述方法包括在羟基柠

檬酸和/或其盐存在下体外培养分离的T细胞，其中所述盐是羟基柠檬酸钾或羟基柠檬酸

钠。

[0006] 本发明的另一个实施方案提供了将T细胞施用至哺乳动物的方法，所述方法包括

在羟基柠檬酸和/或其盐存在下体外培养分离的T细胞，其中所述盐是羟基柠檬酸钾或羟基

柠檬酸钠；以及在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养细胞后，将T细胞施用至哺乳动物。

[0007] 本发明的其它实施方案提供了通过所述方法产生的分离的T细胞群体、相关的药

物组合物以及治疗或预防哺乳动物中的癌症的相关方法。

附图中若干视图的简述

[0008] 图1是线粒体和细胞质AcCoA池产生中涉及的分子途径、底物和相关酶的示意图。

ACLY(ATP‑柠檬酸裂解酶)、ACSS1(酰基‑CoA合成酶短链家族成员1)、ACSS2(酰基‑CoA合成

酶短链家族成员2)、CTP‑柠檬酸转运蛋白、羟基柠檬酸钾(羟基柠檬酸盐‑5mM)、乙酸盐

(5mM)。

[0009] 图2A和2B是显示在用阴性对照(a)或羟基柠檬酸钾(2‑HC)(b)处理的细胞中测量

的细胞质柠檬酸盐(图2A)和细胞质AcCoA(图2B)的定量(相对丰度)的图。在选择的相关比

较之间**P<0.01；****P<0.0001。

[0010] 图2C是显示在用阴性对照(a)或羟基柠檬酸钾(2‑HC)(b)处理的细胞中在IFN‑ γ
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基因座处H3K9Ac沉积的ChIP‑PCR定量(增强子富集百分比)的图。*P<0.05。

[0011] 图3A是显示用阴性对照(a)、羟基柠檬酸钾(2‑HC)(b)、或羟基柠檬酸钾和乙酸盐

(c)处理后表达CD62L的细胞百分比(最大值百分比)的图。

[0012] 图3B是显示在用阴性对照(a)、羟基柠檬酸钾(2‑HC)(b)、或羟基柠檬酸钾和乙酸

盐(c)处理后在CD62L阳性细胞(x103)中测量的平均荧光强度(MFI)的图。****P<0.0001。

[0013] 图4是显示在将用阴性对照(a)或羟基柠檬酸钾(2‑HC)(b)处理的T细胞转移至荷

瘤小鼠中后第7天转移的Ly5.1+CD8+T细胞的绝对数目(×106/脾脏)的图。**P<0.01。

[0014] 图5是显示将用阴性对照(a)或羟基柠檬酸钾(2‑HC)(b)处理的T细胞转移至荷瘤

小鼠中后测量的肿瘤面积(mm2)的图。用无T细胞(x)处理的小鼠作为另一对照。*P<0.05。

[0015] 图6是显示用阴性对照(a)或羟基柠檬酸钾(2‑HC)(b)处理的T细胞转移后荷瘤小

鼠的存活(％)的图。用无T细胞(虚线)处理的小鼠作为另一对照。

[0016] 图7A是对照或羟基柠檬酸钾(2‑HC)T细胞培养条件的示意图。

[0017] 图7B‑7C是显示在对照(a)或羟基柠檬酸钾(2‑HC)(5mM)(b)中培养的T细胞中

CD62L阳性细胞(CD8+细胞百分比)(图7B)和IFN‑ γ +产生(CD8+细胞百分比)(图7C)的定量

的图。中心值和误差条表示平均值±s.e.m。***P<0.001。

[0018] 图8是显示在对照或羟基柠檬酸钾(2‑HC)中培养的活的(膜联蛋白V‑PI‑)(a)、凋

亡的(膜联蛋白V+PI‑)(b)以及坏死群体(膜联蛋白V+PI+)(c)的百分比(亚群组成百分比)

的图。中心值和误差条表示平均值±s.e.m。***P<0.001。

[0019] 图9是显示在对照(a)或羟基柠檬酸钾(2‑HC)(b)中培养过程(培养天数)中定量的

绝对CD8+T细胞数目(106/ml)的图。中心值和误差条表示平均值±s.e.m。**P<0.01；***P<

0.001。

[0020] 图10是显示过继转移的对照(a)或羟基柠檬酸钾(2‑HC)(b)的T细胞对CD8+Ly5.1+

设门的定量(细胞×105mL‑1)的图。中心值和误差条表示平均值±s.e.m。***P<0.001。

[0021] 图11是显示用对照(n＝10)(a)或羟基柠檬酸钾(2‑HC)(n＝10)(b)处理的T细胞处

理后14天定量的每个肺中的B16‑F10转移性结节的数量的图。中心值和误差条表示平均值

±s.e.m。**P<0.01。

[0022] 图12A显示了通过在指定的条件下使用流式细胞术测量GFP信号的损失和mCherry

的积聚而产生的自噬流(autophagy  flux)的代表性流式细胞术的图。2‑HC＝羟基柠檬酸

钾。

[0023] 图12B是显示通过在用对照(a)、羟基柠檬酸钾(2‑HC)(b)、对照‑G120A(c)或羟基

柠檬酸钾G120A(d)处理后使用流式细胞术测量GFP信号的损失和mCherry的积聚来定量自

噬流的图。中心值和误差条表示平均值±s.e.m。****P<0.0001。

[0024] 图13是显示在用羟基柠檬酸钾(2‑HC)和乙酸盐的组合、仅羟基柠檬酸钾或对照

(既不是羟基柠檬酸钾也不是乙酸盐)处理后IFN‑ γ 阳性的CD8阳性细胞的百分比的图。中

心值和误差条表示平均值±s.e.m。****P<0.0001。

[0025] 图14是显示用羟基柠檬酸钾(2‑HC)和乙酸盐的组合、仅羟基柠檬酸钾或对照(既

不是羟基柠檬酸钾也不是乙酸盐)处理后细胞质AcCoA的定量的图。中心值和误差条表示平

均值±s.e.m。***P<0.001；****P<0.0001。

[0026] 图15是对照/羟基柠檬酸钾/柠檬酸盐T细胞培养条件和过继性T细胞转移至携带
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B16‑mhgp100肿瘤的小鼠中的示意图。

[0027] 图16是显示在对照(a)、柠檬酸盐(b)或羟基柠檬酸钾(2‑HC)(c)中培养的T细胞过

继转移后10天，脾脏中持续存在的CD8+45.1+细胞(x106)的定量的图。中心值和误差条表示

平均值±s.e.m。**P<0.01。**P<0.01。

[0028] 图17A‑17C是显示用在对照(n＝10)((ii)；图17a)或羟基柠檬酸钾(2‑HC)(n＝10)

((ii)；图17b)或柠檬酸盐(n＝10)((ii)；图17C)中培养的Pmel‑1  T细胞处理后在指定的天

数携带B16‑mhgp100的小鼠中肿瘤大小(mm2)的图。未处理的小鼠(i)用作对照。

[0029] 图18A‑18B呈现了来自供体1‑3的人TIL的代表性荧光激活细胞分选(FACS)数据，

所述人TIL在没有刺激(No‑Stim)的情况下(图18A)、在媒介物(Veh)中(图18A)、或在羟基柠

檬酸钾(2‑HC)(2.5或5mM)(图18B)中培养。分析细胞中肿瘤坏死因子(TNF)和IL‑2的表达。

象限中的数字表示具有以下表型的细胞的数目：IL‑2+/TNF+(右上象限)、IL‑2‑/TNF‑(左下

象限)、IL‑2+/TNF‑(左上象限)和IL‑2‑/TNF+(右下象限)。

[0030] 图19A‑19B呈现了来自供体1‑3的人TIL的代表性FACS数据，所述人TIL在没有刺激

(No‑Stim)的情况下(图19A)、在媒介物(Veh)(图19A)、或在羟基柠檬酸钾(2‑HC)(2 .5或

5mM)(图19B)中培养。分析细胞中TNF和IL‑2的表达。象限中的数字表示具有以下表型的细

胞的数目：IL‑2+/TNF+(右上象限)、IL‑2‑/TNF‑(左下象限)、IL‑2+/TNF‑(左上象限)和IL‑

2‑/TNF+(右下象限)。

[0031] 图20呈现了人TIL的代表性FACS数据，其显示了与对照TIL相比，在羟基柠檬酸培

养的TIL在TIL扩增期间，淋巴样归巢标志物CD62L的相对较高的表达。

[0032] 图21是显示用阴性对照或羟基柠檬酸钾处理后表达CD62L的细胞的百分比(％的

最大值)的图。

[0033] 图22A和22B显示了图21中所示的数据针对CD45RO+CD62L+的定量。阴性对照和羟基

柠檬酸钾柱条显示在图22A(对于患者A)和图22B(针对患者B)中。

发明详述

[0034] 已经发现在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养的T细胞可以提供多种优点中的任

何一种或多种。这些优点可以包括，例如，与对照T细胞相比，更强的持久性、更高的抗肿瘤

活性、减少的凋亡和减少的分化中的任何一种或多种，其中除了对照T细胞不在羟基柠檬酸

和/或其盐存在下培养以外，对照T细胞与在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养的T细胞相

同。

[0035] 本发明的实施方案提供了产生分离的T细胞群体的方法。所述方法可以包括在羟

基柠檬酸和/或其盐存在下体外培养分离的T细胞。羟基柠檬酸盐可以是，例如，羟基柠檬酸

钾或羟基柠檬酸钠。在优选的实施方案中，羟基柠檬酸盐是羟基柠檬酸钾。培养T细胞可以

包括在包含羟基柠檬酸和/或其盐的任何细胞培养基中培养T细胞。可用于本发明方法的细

胞培养基的实例包括通常用于培养T细胞的那些，并且可以包括例如Roswell  Park 

Memorial  Institute(RPMI)1640培养基、AIM  V培养基(ThermoFisher  Scientific ,

Waltham,MA)或它们的组合(例如Aim  V:RPMI(50:50)培养基)。此类可商购获得的细胞培养

基(即“现成的(off  the  shelf)”培养基)可能缺乏羟基柠檬酸和羟基柠檬酸盐。所述方法

可以包括将羟基柠檬酸和/或羟基柠檬酸盐加入到缺乏羟基柠檬酸和羟基柠檬酸盐的细胞
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培养基中以用于本发明的方法中。缺乏羟基柠檬酸和羟基柠檬酸盐的细胞培养基在本文中

被称为“对照细胞培养基(control  cell  culture  medium)”或“对照细胞培养基(control 

cell  culture  media)”。

[0036] 在本发明的实施方案中，所述方法包括在约1 .0mM至约10.0mM的羟基柠檬酸盐存

在下培养T细胞。例如，T细胞可以在约1 .0mM、约1 .5mM、约2 .0mM、约2 .5mM、约3 .0mM、约

3 .5mM、约4 .0mM、约4 .5mM、约5 .0mM、约5 .5mM、约6 .0mM、约6 .5mM、约7 .0mM、约7 .5mM、约

8.0mM、约8.5mM、约9.0mM、约9.5mM、约10.0mM、或由上述端点中的任何两个限定的任何浓度

的存在下培养。在优选的实施方案中，所述方法包括在约2.0mM至约6.0mM的羟基柠檬酸盐

存在下培养T细胞。

[0037] 在本发明的实施方案中，所述方法包括在约1 .0mM至约10.0mM的羟基柠檬酸存在

下培养T细胞。例如，T细胞可以在约1.0mM、约1.5mM、约2.0mM、约2.5mM、约3.0mM、约3.5mM、

约4 .0mM、约4 .5mM、约5 .0mM、约5 .5mM、约6 .0mM、约6 .5mM、约7 .0mM、约7 .5mM、约8.0mM、约

8.5mM、约9.0mM、约9.5mM、约10.0mM、或由上述端点中的任何两个限定的任何浓度的存在下

培养。在优选的实施方案中，所述方法包括在约2.0mM至约6.0mM的羟基柠檬酸存在下培养T

细胞。

[0038] T细胞可以在羟基柠檬酸和/或其盐(即钠盐或钾盐)存在下培养。羟基柠檬酸盐可

以以一元盐、二元盐或三元盐的形式存在。例如，羟基柠檬酸盐可以是羟基柠檬酸单钾盐、

羟基柠檬酸二钾盐、羟基柠檬酸三钾盐、羟基柠檬酸单钠盐、羟基柠檬酸二钠盐或羟基柠檬

酸三钠盐。在某些实施方案中，羟基柠檬酸盐是其水合物。

[0039] 细胞培养基还可以包含多种添加剂中的任何一种。例如，细胞培养基还可以包含

一种或多种抗体和/或一种或多种细胞因子。

[0040] 所述方法还可以包括通过本领域已知的任何合适的方法从哺乳动物中分离细胞。

例如，可以通过抽血或白细胞去除术(leukapheresis)从哺乳动物获得细胞。在本发明的实

施方案中，细胞包含外周血单核细胞(PBMC)。优选地，细胞包含T细胞。在这点上，所述方法

还可以包括从哺乳动物中分离T细胞。可选地或另外地，T细胞可以从取自哺乳动物的肿瘤

样品获得。在这点上，T细胞可以是肿瘤浸润性淋巴细胞(TIL)。

[0041] T细胞群体可以包括任何类型的T细胞。例如，T细胞可以是培养的T细胞，例如原代

T细胞；或来自培养的T细胞系，例如Jurkat、SupT1等的T细胞；或从哺乳动物获得的T细胞。

如果从哺乳动物获得，则T细胞可以从多种来源获得，包括但不限于血液、骨髓、淋巴结、胸

腺、肿瘤或者其它组织或流体。T细胞也可以被富集或纯化。T细胞可以是人T细胞。T细胞可

以是任何类型的T细胞，并且可以处于任何发育阶段，包括但不限于CD4+/CD8+双阳性T细胞、

CD4+T细胞(例如Th1和Th2细胞)、CD8+T细胞(例如细胞毒性T细胞)、Th9细胞、TIL、记忆T细

胞、天然T细胞等。T细胞可以是CD8+T细胞或CD4+T细胞。在优选的实施方案中，T细胞是TIL。

[0042] 除非另有说明，否则本文所用的术语“哺乳动物”是指任何哺乳动物，包括但不限

于Logomorpha目的哺乳动物，如兔；食肉目，包括猫科动物(猫)和犬科动物(狗)；偶蹄目，包

括牛科动物(牛)和猪科动物(猪)；或奇蹄目，包括马科动物(马)。优选哺乳动物是非人灵长

类动物，例如灵长目、Ceboids或Simoids(猴)或者类人目(人和猿)。在一些实施方案中，哺

乳动物可以是啮齿目的哺乳动物，如小鼠和仓鼠。在其它实施方案中，哺乳动物不是小鼠。

优选地，哺乳动物是非人灵长类动物或人。尤其优选的哺乳动物是人。
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[0043] 在本发明的实施方案中，所述方法包括在(a)羟基柠檬酸和/或其盐以及(b)细胞

因子存在下培养细胞，所述细胞因子诸如例如白细胞介素‑2(IL‑2)、白细胞介素‑7(IL‑7)、

白细胞介素‑15(IL‑15)、白细胞介素‑12(IL‑12)或者两种或更多种上述细胞因子的组合。

[0044] 在本发明的实施方案中，T细胞对癌症抗原具有抗原特异性。本文所用的术语“癌

症抗原”是指仅由或主要由肿瘤细胞或癌细胞表达或过表达的任何分子(例如蛋白质、多

肽、肽、脂质、碳水化合物等)，使得抗原与肿瘤或癌症相关。癌症抗原可以另外由正常的非

肿瘤或非癌细胞表达。然而，在这种情况下，正常的非肿瘤或非癌细胞的癌症抗原表达不如

肿瘤或癌细胞的表达稳健。在这点上，与正常的非肿瘤或非癌细胞表达抗原相比，肿瘤或癌

细胞可以过表达抗原或以显著较高的水平表达抗原。此外，癌症抗原可以另外由不同发育

或成熟状态的细胞表达。例如，癌症抗原可以另外由胚胎或胎儿期的细胞表达，这些细胞通

常在成年宿主中不存在。可选地，癌症抗原可以另外由干细胞或前体细胞表达，这些细胞通

常在成年宿主中不存在。

[0045] 癌症抗原可以是由任何癌症或肿瘤(包括本文所述的癌症和肿瘤)的任何细胞表

达的抗原。所述癌症抗原可以是仅一种类型的癌症或肿瘤的癌症抗原，使得癌症抗原仅与

一种类型的癌症或肿瘤相关或者仅是一种类型的癌症或肿瘤的特征。可选地，癌症抗原可

以是一种以上类型的癌症或肿瘤的癌症抗原(例如，可以是特征性的)。例如，癌症抗原可以

由乳腺癌细胞和前列腺癌细胞表达，而完全不由正常的非肿瘤或非癌细胞表达。癌症抗原

是本领域已知的，包括例如CXorf61、间皮素、CD19、CD22、CD276(B7H3)、gp100、MART‑1、表皮

生长因子受体变体III(EGFRVIII)、TRP‑1、TRP‑2、酪氨酸酶、NY‑ESO‑1(也称为CAG‑3)、

MAGE‑1、MAGE‑3等。

[0046] 癌症可以是任何癌症，包括急性淋巴细胞癌、急性髓样白血病、腺泡状横纹肌肉

瘤、骨癌、脑癌、乳腺癌、肛门癌、肛管癌或肛门直肠癌、眼癌、肝内胆管癌、关节癌、颈癌、胆

囊癌或胸膜癌、鼻癌、鼻腔癌或中耳癌、口腔癌，外阴癌，慢性淋巴细胞性白血病，慢性髓样

癌，胆管癌，结肠癌，食道癌，宫颈癌，胃肠类癌瘤，霍奇金淋巴瘤，下咽癌，肾癌，喉癌，肝癌，

肺癌，恶性间皮瘤，黑色素瘤，多发性骨髓瘤，鼻咽癌，非霍奇金淋巴瘤、卵巢癌、胰腺癌、腹

膜癌、网膜癌和肠系膜癌、咽癌、前列腺癌、直肠癌、肾癌(例如，肾细胞癌(RCC))、小肠癌、软

组织癌、胃癌、睾丸癌、甲状腺癌、输尿管癌和膀胱癌。在某些优选的实施方案中，抗原特异

性受体对黑色素瘤抗原具有特异性。在某些优选的实施方案中，抗原特异性受体对乳腺癌

症抗原具有特异性。

[0047] 在本发明的实施方案中，癌症抗原是癌症新抗原。癌症新抗原是由癌症特异性突

变编码的免疫原性突变的氨基酸序列。癌症新抗原不由正常的非癌细胞表达，并且可以是

患者特有的。用对癌症新抗原具有抗原特异性的T细胞进行ACT可以为患者提供“个性化”治

疗。

[0048] 因此，在本发明的实施方案中，所述方法还可以包括通过筛选从哺乳动物获得的T

细胞中对癌症新抗原具有抗原特异性的T细胞来获得分离的T细胞。筛选可以在羟基柠檬酸

和/或其盐存在或不存在下进行。所述方法还可以包括从哺乳动物获得的细胞中分离对癌

症新抗原具有抗原特异性的T细胞。T细胞的分离可以在羟基柠檬酸和/或其盐存在或不存

在下进行。以这种方式获得的T细胞然后可以在如本文关于本发明的其它方面所述的羟基

柠檬酸和/或其盐存在下培养。在例如美国专利申请公开号2017/0218042和2017/0224800
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以及Tran等人,Science,344(9):641‑645(2014)中描述了筛选和分离对癌症新抗原具有抗

原特异性的T细胞的方法。

[0049] T细胞可以包含并表达抗原特异性受体。本文所用的短语“抗原特异的”和“抗原特

异性”意指抗原特异性受体能够特异性结合并免疫学上识别抗原或其表位，使得抗原特异

性受体与抗原或其表位的结合引发免疫应答。优选地，抗原特异性受体对癌症抗原(也称为

肿瘤抗原或肿瘤相关抗原)具有抗原特异性。

[0050] 在本发明的实施方案中，抗原特异性受体是T细胞受体(TCR)。TCR通常包含两条多

肽(即多肽链)，如TCR的α链、TCR的β链、TCR的 γ 链、TCR的δ链、或它们的组合。TCR的此类多

肽链是本领域已知的。抗原特异性TCR可以包含任何氨基酸序列，条件是TCR能够特异性结

合并免疫学上识别抗原，如癌症抗原或其表位。

[0051] T细胞可以包含并表达内源性TCR，即对于T细胞是内源性的或天然的(天然存在于

细胞上)TCR。在这种情况下，包含内源性TCR的T细胞可以是从已知表达特定癌症抗原的哺

乳动物中分离的T细胞。在某些实施方案中，T细胞是从患有癌症的哺乳动物中分离的原代T

细胞。在一些实施方案中，细胞是从人癌症患者中分离的TIL或T细胞。

[0052] 在一些实施方案中，用癌症抗原或癌症特异性抗原免疫从中分离细胞的哺乳动

物。哺乳动物可以在从所述哺乳动物获得细胞之前进行免疫。以这种方式，分离的细胞可以

包括被诱导以对要治疗的癌症具有特异性的T细胞，或者可以包括较高比例的对癌症具有

特异性的细胞。

[0053] 可选地，包含和表达内源性抗原特异性TCR的T细胞可以是从哺乳动物中分离的混

合细胞群体内的T细胞，并且混合的群体可以暴露于在体外培养时被内源性TCR识别的抗

原。以这种方式，包含识别癌症抗原的TCR的T细胞在体外扩增或增殖，从而增加了具有内源

性抗原特异性TCR的T细胞的数目。

[0054] 包含内源性抗原特异性TCR的细胞也可以被修饰以表达编码外源性(例如重组)抗

原特异性受体的一种或多种核酸。此类外源性抗原特异性受体，例如外源性TCR和嵌合抗原

受体(CAR)(下文更详细描述的)，可以赋予T细胞对超出内源性TCR天然特异性的抗原的另

外抗原的特异性。这可以但不必须导致产生具有双重抗原特异性的T细胞。

[0055] 在本发明的实施方案中，所述方法还包括在细胞表达外源性TCR的条件下将编码

外源性TCR的核酸引入细胞。“外源性”意指TCR不是细胞天然的(天然存在于细胞上)。外源

性TCR可以是重组TCR。重组TCR是通过重组表达一种或多种外源性TCRα‑、β‑、γ ‑和/或δ‑链
编码基因而产生的TCR。重组TCR可以包含完全衍生自单一哺乳动物物种的多肽链，或者抗

原特异性TCR可以是包含从来自两种不同哺乳动物物种的TCR衍生的氨基酸序列的嵌合或

杂合TCR。例如，外源性抗原特异性TCR可以包含衍生自人TCR的可变区和小鼠TCR的恒定区，

使得TCR被“鼠源化(murinized)”。重组TCR及其制备方法是本领域已知的。参见，例如，美国

专利7,820,174；7,915,036；8,088,379；8,216,565；8,785,601；9,345,748；9,487,573；9,

879,065；9,822,162；美国专利申请公开号2014/0378389和2017/0145070。

[0056] 在本发明的实施方案中，所述方法还包括在细胞表达CAR的条件下将编码CAR的核

酸引入细胞。通常，CAR包含抗体的抗原结合结构域(例如单链可变片段(scFv))，其与TCR的

跨膜和细胞内结构域融合。因此，CAR的抗原特异性可以由特异性结合抗原或其表位的scFv

编码。CAR及其制备方法是本领域已知的。参见，例如，美国专利8,465,743；9,266,960；9,
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868,774；9 ,765 ,342；9,359,447；9,790 ,282；以及美国专利申请公开号2015/0299317和

2016/0333422。

[0057] 可以使用编码抗原特异性受体的任何合适的核酸。由核酸编码的抗原特异性受体

可以是任何合适的形式，包括例如单链TCR、单链CAR、或者与其它蛋白质或多肽(例如，但不

限于共刺激分子)的融合物。尽管将编码抗原特异性受体的核酸引入细胞可以在对照细胞

培养基中进行，但在优选的实施方案中，将编码抗原特异性受体的核酸引入细胞可以在羟

基柠檬酸和/或其盐存在下进行。

[0058] 可以使用任何合适的方法，例如转染、转导或电穿孔将核酸引入细胞。例如，可以

使用病毒(例如逆转录病毒或慢病毒)用病毒载体转导细胞，并且可以使用电穿孔用转座子

载体转导细胞。

[0059] 本文所用的术语“核酸”和“多核苷酸”是指任何长度的核苷酸(核糖核苷酸(RNA)

或者脱氧核糖核苷酸(DNA))的聚合形式。这些术语是指分子的一级结构，因此包括双链和

单链DNA、双链和单链RNA以及双链DNA‑RNA杂交体。该术语包括由核苷酸类似物和修饰的多

核苷酸制备的RNA或DNA的类似物作为等效物，所述修饰的多核苷酸例如但不限于甲基化的

和/或加帽的多核苷酸。在本发明的实施方案中，核酸是互补DNA(cDNA)。

[0060] 本文所用的术语“核苷酸”是指由杂环碱基、糖和一个或多个磷酸基团组成的多核

苷酸的单体亚基。天然存在的碱基(鸟嘌呤(G)、腺嘌呤(A)、胞嘧啶(C)、胸腺嘧啶(T)和尿嘧

啶(U))通常是嘌呤或嘧啶的衍生物，尽管本发明包括使用天然和非天然存在的碱基类似

物。天然存在的糖是戊糖(五碳糖)脱氧核糖(其形成DNA)或核糖(其形成RNA)，尽管本发明

包括使用天然和非天然存在的糖类似物。核酸通常通过磷酸键连接以形成核酸或多核苷

酸，尽管许多其它连键是本领域已知的(例如，硫代磷酸酯(phosphorothioate)、硼烷磷酸

酯(boranophosphate)等)。制备多核苷酸的方法在本领域普通技术范围内(Green和

Sambrook ,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual ,(第4版)Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press,New  York(2012))。

[0061] 本文所述的核酸可以掺入重组表达载体中。为了本文的目的，术语“重组表达载

体”意指遗传修饰的寡核苷酸或多核苷酸构建体，当该构建体包含编码mRNA、蛋白质、多肽

或肽的核苷酸序列，并且在载体足以使所述mRNA、蛋白质、多肽或肽在细胞内表达的条件下

与细胞接触时，允许宿主细胞表达mRNA、蛋白质、多肽或肽。载体可以不是整体天然存在的。

然而，载体的一部分可以是天然存在的。重组表达载体可以包含任何类型的核苷酸，包括但

不限于DNA和RNA，其可以是单链或双链的，合成的或部分从天然来源获得的，并且其可以含

有天然的、非天然的或改变的核苷酸。重组表达载体可以包含天然存在的或非天然存在的

核苷酸间连键、或者这两种类型的连键。优选地，非天然存在的或改变的核苷酸或核苷酸间

连键不会阻碍载体的转录或复制。可用于本发明方法的重组表达载体的实例包括但不限于

质粒、病毒载体(逆转录病毒载体、γ ‑逆转录病毒载体或慢病毒载体)和转座子。然后，可以

通过任何合适的技术将载体继而引入细胞，所述技术诸如例如基因编辑、转染、转化或转

导，如例如Green和Sambrook ,Molecular  Cloning:ALaboratory  Manual(4th  Ed .) ,Cold 

Spring  Harbor  Laboratory  Press(2012)中所述的。许多转染技术是本领域已知的，并且

包括，例如，磷酸钙DNA共沉淀；DEAE‑葡聚糖；电穿孔；阳离子脂质体介导的转染；钨颗粒促

进的微粒轰击；磷酸锶DNA共沉淀。噬菌体或病毒载体可以在合适的包装细胞中生长感染性
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颗粒后引入宿主细胞，许多所述包装细胞是可商购获得的。

[0062] 尽管细胞可以在羟基柠檬酸和/或其盐存在下在体外间歇地培养，但在本发明的

优选实施方案中，细胞在羟基柠檬酸和/或其盐存在下在体外培养的整个持续时间内进行

培养，包括在细胞数目扩增期间和在将编码抗原特异性T细胞受体或嵌合抗原受体的核酸

向细胞中任何引入期间。

[0063] 在本发明的实施方案中，所述方法还包括在以下物质存在下扩增细胞的数目：(i)

羟基柠檬酸和/或其盐以及(ii)(a)和(b)之一或两者，其中(a)一种或多种细胞因子和(b)

一种或多种非特异性T细胞刺激物。非特异性T细胞刺激物的实例包括但不限于辐照的同种

异体饲养细胞、辐照的自体饲养细胞、抗CD3抗体(例如OKT3抗体)、抗4‑1BB抗体和抗CD28抗

体中的一种或多种。在优选的实施方案中，非特异性T细胞刺激物可以是与珠粒缀合的抗

CD3抗体和抗CD28抗体。在本发明的方法中可以使用任何一种或多种细胞因子。可用于扩增

细胞数目的示例性细胞因子包括白细胞介素(IL)‑2、IL‑7、IL‑21和IL‑15。

[0064] 细胞数目的扩增可以通过本领域已知的许多方法中的任何一种来实现，如例如美

国专利8,034,334；美国专利8,383,099；和美国专利申请公开号2012/0244133中所述。在本

发明的实施方案中，在羟基柠檬酸和/或其盐存在下，通过使细胞与一种或多种非特异性T

细胞刺激物以及一种或多种细胞因子物理接触来扩增细胞的数目。例如，可以通过在羟基

柠檬酸和/或其盐存在下将细胞与OKT3抗体、IL‑2和饲养PBMC(例如，辐照的同种异体PBMC)

一起培养来进行细胞数目的扩增。在本发明的实施方案中，在羟基柠檬酸和/或其盐存在下

扩增细胞的数目包括在羟基柠檬酸和/或其盐存在下将细胞培养至少约14天。

[0065] 在本发明的实施方案中，所述方法包括在羟基柠檬酸和/或其盐存在下非特异性

地刺激T细胞。非特异性刺激可以通过使T细胞与本文关于本发明的其它方面描述的任何一

种或多种非特异性T细胞刺激物接触来进行。

[0066] 在本发明的实施方案中，所述方法包括在羟基柠檬酸和/或其盐存在下特异性地

刺激T细胞。特异性刺激可以通过使T细胞与癌症抗原接触来进行，所述T细胞对所述癌症抗

原抗原特异性。例如，T细胞可以与表达癌症抗原的抗原呈递细胞(APC)共培养，例如(i)已

经用癌症抗原脉冲的APC或(ii)已经引入编码癌症抗原的核苷酸序列的APC。

[0067] 本发明的实施方案还提供了通过本文所述的本发明方法中的任一种产生的分离

的或纯化的T细胞群体。通过本发明方法产生的T细胞群体可以提供许多优点。例如，与施用

对照细胞相比，将在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养的T细胞施用至哺乳动物可以提供更

强的持久性、更高的抗肿瘤活性、减少的凋亡和减少的分化中的任何一种或多种，其中除了

对照细胞不在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养以外，对照细胞与在羟基柠檬酸和/或其盐

存在下培养的细胞相同。

[0068] 在本发明的实施方案中，与对照细胞相比，在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养T

细胞增加了T细胞对CD62L、IL‑2和肿瘤坏死因子(TNF)中的一种或多种的表达，其中除了对

照细胞不在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养以外，对照细胞与在羟基柠檬酸和/或其盐存

在下培养的细胞相同。

[0069] 在本发明的实施方案中，与对照细胞相比，已经在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培

养的细胞可以较低分化，其中除了对照细胞不在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养以外，对

照细胞与在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养的细胞相同。根据本发明方法产生的较低分
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化的羟基柠檬酸和/或其盐培养的T细胞群体可以有利地减少或避免具有终末分化表型的T

细胞的产生，所述终末分化表型与降低的抗肿瘤活性和长期体内持久性能力差有关。

[0070] 在本发明的实施方案中，羟基柠檬酸和/或其盐培养的T细胞具有天然T细胞(TN)、

T记忆干细胞(TSCM)或中枢记忆T细胞(TCM)表型。可选地或另外地，羟基柠檬酸和/或其盐培

养的T细胞缺乏效应记忆T细胞(TEM)表型。例如，CCR7和CD62L由TN、TSCM和TCM细胞表达，但不

由TEM细胞表达。转录因子LEF1、FOXP1和KLF7由TN、TSCM和TCM细胞表达，但不由TEM细胞表达。

CD45RO和KLRG1不由TN或TSCM细胞表达，但由TEM细胞表达。Gattinoni等人,Nat.Rev.Cancer,

12:671‑84(2012)。在本发明的实施方案中，在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养的T细胞可

以是CD62L+、KLRG1‑、LEF1+、FOXP1+以及KLF7+、CCR7+、CD57+和CD45RO‑中的任何一种或多种。T

细胞可以是CD62L+。可选地或另外地，T细胞可以是CD8+。在尤其优选的实施方案中，在羟基

柠檬酸和/或其盐存在下培养的T细胞可以是较低分化的T细胞，其既是CD62L+的又是CD8+

的。

[0071] 在本发明的实施方案中，根据本发明方法产生的T细胞具有与TN、TSCM或TCM表型相

关的基因表达增加。例如，与对照T细胞相比，根据本发明方法在羟基柠檬酸和/或其盐存在

下培养的T细胞可以具有更高的CD27和/或CD28表达，其中除了对照T细胞不在羟基柠檬酸

和/或其盐存在下培养以外，对照T细胞与在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养的T细胞相

同。不受特定理论或机制的束缚，认为CD27和CD28与T细胞的增殖、体内持久性和较低分化

状态有关(认为T细胞增加的分化不利地影响T细胞在体内发挥功能的能力)。认为表达较高

水平的CD27的T细胞比CD27‑低细胞具有更好的抗肿瘤活性。

[0072] 本文所用的术语“分离的”意指已经从其天然环境中移出。本文所用的术语“纯化

的”意指纯度增加，其中“纯度”是相对术语，并且不一定解释为绝对纯度。例如，纯度可以是

至少约50％、可以是大于约60％、约70％或约80％，约90％或者可以是约100％。

[0073] 根据本发明方法，通过在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养细胞产生的细胞群体

可以是异质群体，其除至少一种其它细胞，例如非T细胞的细胞(例如B细胞、巨噬细胞、嗜中

性粒细胞、红细胞、肝细胞、内皮细胞、上皮细胞、肌细胞、脑细胞等)之外还包含本文所述的

细胞。可选地，通过本发明方法产生的细胞群体可以是基本上均质的群体，其中所述群体主

要包含例如本文所述的T细胞的细胞。该群体也可以是细胞的克隆群体，其中该群体的所有

细胞是单个细胞(例如T细胞)的克隆。在本发明的一个实施方案中，细胞群体是克隆群体，

其包含细胞，例如包含编码如本文所述的抗原特异性受体的重组表达载体的T细胞。

[0074] 根据本发明方法产生的本发明的分离的或纯化的细胞群体可以包含在组合物，如

药物组合物中。在这点上，本发明的实施方案提供了药物组合物，其包含本文所述的分离的

或纯化的细胞群体和药学上可接受的载体。

[0075] 优选地，载体是药学上可接受的载体。关于药物组合物，载体可以是常规用于施用

细胞的那些载体中的任何一种。此类药学上可接受的载体是本领域技术人员众所周知的，

并且是公众容易获得的。优选药学上可接受的载体是在使用条件下没有有害副作用或毒性

的载体。

[0076] 载体的选择将部分地由用于施用细胞群体的特定方法确定。因此，存在本发明的

药物组合物的多种合适的制剂。合适的制剂可包括用于肠胃外施用、皮下施用、静脉内施

用、肌内施用、动脉内施用、鞘内施用、瘤内施用或腹腔内施用的那些制剂中的任何一种。可
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以使用一种以上的途径来施用细胞群体，并且在某些情况下，特定的途径可以提供比另一

种途径更直接且更有效的应答。

[0077] 优选地，通过注射，例如静脉内注射施用细胞群体。用于注射的细胞的合适的药学

上可接受的载体可以包括任何等渗载体，诸如例如生理盐水(约0.90％w/v的NaCl水溶液、

约300mOsm/L  NaCl水溶液或约9 .0g  NaCl/升水)、NORMOSOL  R电解质溶液(Abbott ,

Chicago,IL)、PLASMA‑LYTE  A(Baxter,Deerfield ,IL)、约5％右旋糖水溶液或林格氏乳酸

盐(Ringer’s  lactate)。在实施方案中，药学上可接受的载体补充有人血清白蛋白。

[0078] 本发明的实施方案提供了将T细胞施用至哺乳动物的方法，所述方法包括在羟基

柠檬酸和/或其盐存在下体外培养分离的T细胞，其中所述盐是羟基柠檬酸钾或羟基柠檬酸

钠；以及在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养细胞后，将T细胞施用至哺乳动物。在羟基柠檬

酸和/或其盐存在下培养T细胞可以如本文关于本发明的其它方面所述进行。分离的细胞群

体可以在羟基柠檬酸和/或其盐存在下离体培养，然后直接转移至受癌症影响的哺乳动物

(优选人)中。此类细胞转移方法在本领域中被称为“过继细胞转移”或“过继细胞疗法”

(ACT)。在本发明的实施方案中，在将细胞施用至哺乳动物之前，从细胞中去除(例如洗涤)

羟基柠檬酸和/或其盐。在本发明的另一个实施方案中，在将细胞施用至哺乳动物之前不从

细胞中去除羟基柠檬酸和/或其盐。在本发明的实施方案中，所述方法包括将包含T细胞的

药物组合物施用至哺乳动物，其中所述药物组合物如本文关于本发明的其它方面所述。

[0079] 施用至哺乳动物的T细胞可以是哺乳动物同种异体的或自体的。在“自体”施用方

法中，将细胞从哺乳动物中移出、储存(和任选地修饰)并返回到同一哺乳动物中。在“同种

异体”施用方法中，哺乳动物接收来自遗传相似但不相同的供体的细胞。优选地，T细胞是哺

乳动物自体的。有利的是，自体细胞可以减少或避免不期望的免疫应答，所述免疫应答可以

靶向同种异体细胞，诸如例如移植物抗宿主病。

[0080] 在T细胞是哺乳动物自体的情况下，在从哺乳动物中分离细胞之前，哺乳动物可以

是免疫学上天然的、免疫的、患病的、或处于另一种状态。在一些情况下，所述方法优选包括

在从哺乳动物中分离T细胞之前用癌症抗原免疫哺乳动物，将核酸引入所述细胞，以及施用

所述T细胞或其组合物。如本文所讨论的，用癌症抗原免疫哺乳动物将允许具有与癌症抗原

反应的内源性TCR的T细胞群体数目增加，这将增加在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养获

得的T细胞具有期望的抗原特异性TCR的可能性。

[0081] 根据本发明的实施方案，患有癌症的哺乳动物可以用来自该癌症或与该癌症相关

的抗原治疗性地免疫，包括通过疫苗免疫。尽管不希望受任何特定理论或机制的束缚，但提

供疫苗或免疫原以增强哺乳动物对癌组织中存在的癌症抗原的免疫应答。此类治疗性免疫

包括但不限于使用重组或天然的癌蛋白、肽或其类似物，或者修饰的癌肽或其类似物，其可

以作为过继免疫疗法的一部分在治疗上用作疫苗。疫苗或免疫原可以是细胞、细胞裂解物

(例如，来自用重组表达载体转染的细胞)，重组表达载体、或抗原性蛋白或多肽。可选地，疫

苗或免疫原可以是部分或基本上纯化的重组癌蛋白、多肽、肽或其类似物，或者修饰的蛋

白、多肽、肽或其类似物。蛋白质、多肽或肽可以与脂蛋白缀合或者以脂质体形式施用或与

佐剂一起施用。优选地，疫苗包含以下中的一种或多种：(i)抗原特异性受体对其具有抗原

特异性的癌症抗原，(ii)抗原的表位和(iii)编码抗原或表位的载体。

[0082] 为了本发明的目的，施用的剂量，例如细胞数目应在合理的时间范围内足以在哺
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乳动物中实现例如治疗或预防应答。例如，施用的细胞数目应在从施用时起约2小时或更

长，例如12至24小时或更长的时间内足以结合癌症抗原，或者治疗或预防癌症。在某些实施

方案中，该时间段可以甚至更长。施用的细胞数目将通过例如待施用的特定细胞群体的功

效和动物(例如人)的状况以及待治疗的动物(例如人)的体重来确定。

[0083] 用于确定施用的细胞数目的许多测定是本领域已知的。为了本发明的目的，测定

可以用于确定施用至哺乳动物的起始数目，所述测定包括比较在将给定数目的此类细胞施

用至一组哺乳动物中的哺乳动物后靶细胞裂解或者分泌一种或多种细胞因子，诸如例如

IFN‑ γ 和IL‑2的程度，所述哺乳动物各自被给予不同数目的细胞，例如T细胞。可以通过本

领域已知的方法测定在施用一定数目后靶细胞裂解或分泌细胞因子诸如例如IFN‑ γ 和IL‑

2的程度。细胞因子诸如例如IL‑2的分泌也可以提供T细胞制备物的质量(例如表型和/或有

效性)的指示。

[0084] 施用的细胞数目也将由可能伴随施用特定细胞群体的任何不良副作用的存在、性

质和程度来确定。通常，主治医师将考虑各种因素，如年龄、体重、一般健康状况、饮食、性

别、施用途径和所治疗病况的严重程度，决定治疗每个个体患者的细胞数目。例如但不旨在

限制本发明，待施用的细胞例如T细胞的数目可以是每次输注约10×106至约10×1011个细

胞、每次输注约10×109至约10×1011个细胞、或每次输注10×107至约10×109个细胞。

[0085] 本文涉及通过在羟基柠檬酸和/或其盐存在下培养T细胞产生的T细胞群体可以用

于治疗或预防哺乳动物中的癌症的方法中。在这点上，本发明的实施方案提供了治疗或预

防哺乳动物中的癌症的方法，其包括(i)根据本文所述的任何方法将细胞施用至哺乳动物；

(ii)将根据本文所述的任何方法产生的细胞施用至哺乳动物；或(iii)将本文所述的分离

的细胞群体或药物组合物中的任何一种施用至哺乳动物，施用的量可有效治疗或预防哺乳

动物中的癌症。

[0086] 在本发明的实施方案中，治疗或预防癌症的方法可以包括将细胞或药物组合物以

有效减少哺乳动物中的转移的量施用至哺乳动物。例如，本发明的方法可以减少哺乳动物

中的转移性结节。

[0087] 可以将一种或多种另外的治疗剂共同施用至哺乳动物。“共同施用”意指在时间上

足够接近地施用一种或多种另外的治疗剂和分离的细胞群体，使得分离的细胞群体可以增

强一种或多种另外的治疗剂的效果，或者反之亦然。在这方面，可以首先施用分离的细胞群

体，然后可以施用一种或多种另外的治疗剂，或者反之亦然。可选地，可以同时施用分离的

细胞群体和一种或多种另外的治疗剂。可以增强分离的细胞群体的功能的另外的治疗剂可

以包括，例如，一种或多种细胞因子或者一种或多种抗体(例如，抑制PD‑1功能的抗体)。可

以与分离的细胞群体共同施用的示例性治疗剂是IL‑2。不受特定理论或机制的束缚，认为

IL‑2可以增强分离的细胞群体(例如T细胞)的治疗效果。

[0088] 本发明的实施方案还包括在施用分离的细胞群体之前对哺乳动物进行淋巴清除。

淋巴清除的实例包括但不限于非清髓性淋巴清除化疗、清髓性淋巴清除化疗、全身辐照等。

[0089] 本文所用的术语“治疗”和“预防”以及由其产生的词语不一定意味着100％或完全

的治疗或预防。相反，可以存在本领域普通技术人员认识到其具有潜在的益处或治疗效果

的不同程度的治疗或预防。在这方面，本发明的方法可以提供任何量或任何水平的哺乳动

物中癌症的治疗或预防。此外，由本发明方法提供的治疗或预防可以包括治疗或预防正被
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治疗或预防的疾病(例如癌症)的一种或多种病况或症状。此外，为了本文的目的，“预防”可

以涵盖延迟疾病或其症状或病况的发作或复发。

[0090] 关于本发明的方法，癌症可以是任何癌症，包括本文关于本发明的其它方面描述

的任何癌症。

[0091] 以下实施例进一步说明本发明，但当然不应解释为以任何方式限制其范围。

实施例

[0092] 在实施例1‑9描述的实验中使用以下材料和方法。

研究批准

[0093] 在国家癌症研究所(NCI)和国家关节炎与肌肉骨骼和皮肤病研究所(NIAMS)动物

使用和护理委员会的批准下进行动物实验。

T细胞的体外活化

[0094] 用1μM  hgp10025‑33肽体外刺激来自Pmel‑1小鼠的CD8+T细胞5天，用板结合的抗CD3

(1μg/ml；BD  Biosciences ,Franklin  Lakes ,NJ)和可溶性抗CD28(1μg/ml；BD 

Biosciences)进行二次再刺激，并在含有60IU  IL‑2的培养基中扩增。条件对照/羟基柠檬

酸钾(图7)在上述条件下活化总共10天。为了测量T细胞效应器功能，在指定的条件下，在布

雷菲德菌素A和莫能酶素(monesin)(BD  Biosciences)存在下，没有IL‑2的情况下，用抗CD3

和抗CD28在第10天刺激这些细胞5小时。

小鼠和细胞系

[0095] 除非另有说明，将6‑8周龄的C57BL/6小鼠(获自Charles  River,Frederick,MD)用

作过继转移的接受者宿主。将Pmel‑1  Ly5.1转基因小鼠用于过继细胞转移。为了获得Pmel‑

1  Ly5.1小鼠，将Pmel‑1(B6 .Cg‑/Cy  Tg[TcraTcrb]8Rest/J)小鼠与Ly5.1小鼠(B6 .SJL‑

PtprcaPepcb/BoyJ)杂交。将所有小鼠维持在无特定病原体的条件下。修饰的B16‑mhgp100

(H‑2Db)，即一种小鼠黑色素瘤细胞系，用作肿瘤模型，如先前所述转导上述细胞系以表达

在位置25‑27处具有人残基(EGS至KVP残基)的糖蛋白100(gp100)。将细胞系维持在含有

10％  FBS、1％谷氨酰胺和1％青霉素‑链霉素的完全培养基DMEM(Gibco,Waltham,MA)中。

细胞内细胞因子染色、Phosphoflow和流式细胞术

[0096] 对于所有流式细胞术实验，将T细胞用磷酸盐缓冲盐水(PBS)中的可固定的活/死

染色剂(Invitrogen,Waltham,MA)染色，随后在FACS缓冲液(含0.5％牛血清白蛋白(BSA)和

0.1％叠氮化钠的PBS)中进行表面抗体染色。对于细胞内细胞因子染色，在固定和透化(BD 

CYTOFIX/CYTOPERM固定/透化溶液试剂盒)后首先对细胞进行表面标志物染色，然后对细胞

内分子进行染色。对于磷染色 (phospho‑staining)，使用BD  PHOSFLOW试剂 (BD 

Biosciences)，并根据制造商的方案进行方案。洗涤后，将细胞用购自Cell  Signaling

(Danvers ,MA)的含磷抗体染色。用于表面染色和细胞内细胞因子染色的抗体购自BD 

Biosciences  and  e  Biosciences(San  Diego,CA)。所有实验在BD  FORTESSA流式细胞仪

(Becton  Dickinson,Downers  Grove,IL)上进行，并用FLOWJO软件(TreeStar,Ashland,OR)

分析。

过继细胞转移(ACT)和肿瘤免疫疗法

[0097] 对于免疫疗法研究，C57BL/6小鼠植入皮下黑色素瘤系B16‑mhgp100(5×105个细
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胞)。肿瘤植入后10天，对小鼠(对于所有组，n＝10)进行亚致死辐照(600cGy)，随机分组，静

脉注射5×105个用对照/羟基柠檬酸钾转导的Pmel‑1  Ly5.1  T细胞。T细胞转移后，小鼠在

细胞转移当天开始接受腹腔内注射在PBS(18×104IU/0 .5ml)中的IL‑2，每天一次，持续3

天。对T细胞转移和肿瘤测量进行编码并以盲法进行。转移后每2‑3天测量肿瘤，并根据肿瘤

的长度×宽度计算肿瘤面积。使具有接近400mm2的肿瘤的小鼠安乐死。在ACT后的指定时

间，肿瘤测量值表示为平均值±s .e .m。转移后，用牛痘rhgp100  1×107噬菌斑形成单位

(PFU)接种小鼠。在指定时间点通过下颌下静脉穿刺获得小鼠血液用于CD62L表型和绝对数

目的定量。

实验性转移

[0098] 为了理解过继转移的T细胞治愈确立的肺肿瘤结节或防止进一步定植的功效，使

用重组表达mhgp100的B16‑F10黑色素瘤细胞。将B16‑F10‑mhgp100(2x105)静脉内注射到亚

致死辐照(600cGy)的小鼠中。在第10天，将小鼠随机分组，并用在对照(n＝10)或羟基柠檬

酸钾(n＝10)条件中处理的1×105个Pmel‑1  Ly5.1  T细胞静脉内注射小鼠。两周后，使小鼠

安乐死，并收集肺以计数肺结节。

逆转录病毒转导

[0099] 在转染前1天，将铂‑E嗜亲性(PlatE)包装细胞(Cell  Biolabs,San  Diego,CA)以

每板6×106个细胞的浓度铺板在含完全培养基的聚‑d‑赖氨酸包被的10cm板(Corning ,

Corning,NY)上。在转染当天，用不含抗生素的培养基替换完全培养基。使用在OPTIMEM还原

血清培养基(Invitrogen)中的60μl  LIPOFECTAMINE  2000转染试剂，将包装细胞用编码

MSGV‑LC3‑mcherry‑eGFP‑Thy1.1、MSGV‑LC3G120A‑mcherry‑eGFP‑Thy1.1(G120A‑自噬无效

构建体)的20μg逆转录病毒质粒DNA以及12μg  pCL‑Eco质粒转染8小时。转染后8小时替换培

养基，细胞在完全培养基中再孵育48小时。为了捕获病毒颗粒用于有效转导，将逆转录病毒

上清液在24孔RETRONECTIN试剂(Takara  Bio,Shiga,Japan)包被的非组织培养处理板中在

32℃下以2,000g旋转2小时。

AcCoA和柠檬酸盐定量

[0100] 收集在对照或羟基柠檬酸钾条件下培养的T细胞(n＝3)，并在PBS中洗涤以进行总

的和细胞质AcCoA和柠檬酸盐水平。将样品在1％TRITON  X‑100非离子表面活性剂、20mM 

Tris‑HCl(pH＝7 .4)、150mM  NaCl中于冰上均质化10分钟(Sigma乙酰辅酶A测定试剂盒‑

MAK039)，或者照试剂盒中提供的说明在柠檬酸盐缓冲液(Sigma柠檬酸盐测定试剂盒‑

MAK057)(Sigma ,St.Louis,MO)中均质化。对于总AcCoA定量，使用80％甲醇或5％磺基水杨

酸与50M  DTT一起提取沉淀的细胞。在细胞裂解后，在测定之前用10kDa分子量截止(MWCO)

旋转过滤器对样品进行脱蛋白。使用荧光测定(Ex＝535，Em＝587)或通过质谱用AcCoA标准

品插补AcCoA浓度。使用比色测定(570nm)用柠檬酸盐标准品插补柠檬酸盐浓度。

ChIP‑seq和ChIP‑PCR

[0101] 用来自先前文献的验证抗体进行染色质免疫沉淀(Gray等人 ,Immunity ,46(4):

596‑608(2017)；Peng等人,Science,354(6311):481‑484(2016))，并根据通过CHIP‑IT表达

剪切试剂盒(Active  Motif ,Carlsbad ,CA)提供的制造说明书进行方案。简而言之，将CD8+

Pmel‑1细胞在摇动平台上用甲醛固定7分钟，并用1X甘氨酸淬灭。将细胞用苯甲基磺酰氟

(PMSF)和蛋白质抑制混合物沉淀，并在细胞裂解前储存在‑80。将解冻的细胞悬浮在冰冷的

说　明　书 13/18 页

16

CN 118726256 A

16



裂解缓冲液中以获得细胞核材料。通过在37℃下与酶混合物孵育15分钟来剪切细胞核材

料。将总共7 .5μg/样品的剪切的染色质与具有抗H3K27Ac(Abcam  Cat#ab4729)、H3k9Ac

(Abcam  Cat#ab4441)(Abcam,Cambridge,UK)和抗IgG的蛋白G磁珠在4℃孵育过夜。用缓冲

液洗涤磁珠以去除未结合的免疫复合物，并用150μl洗脱缓冲液洗脱。将获得的DNA反向交

联并通过酚氯仿纯化。用高灵敏DNA测定方案在Tape  Station上测量ChIP  DNA的浓度以使

DNA标准化。以每个样品约40M读取以单端模式用75bp读取在illumina  Next  seq系统

(Illumina,San  Diego,CA)上对样品进行测序。为了验证Chip测序结果，对Ifng基因座进行

ChIP‑PCR。使用ABI  SYBR  Green  PCR预混合物扩增试剂盒(Thermo  Fischer  Scientific,

Waltham,MA)通过qPCR进行Ifng基因座在不同处理条件中的Chip富集和效率。用稀释输入

DNA产生的标准曲线推测不同处理条件下的染色质富集。以下引物用于qPCR：Ifng启动子F:

5’‑ G G A G C C T T C G A T C A G G T A T A A A ‑ 3’( S E Q  I D  N O : 1 ) ，I f n g 启 动 子 R : 5’‑

CTCAAGTCAGAGGGTCCAAAG‑3’(SEQ  ID  NO:2)。

ChIP‑Seq和峰调用分析

[0102] 通过使用Illumina  Pipeline软件(Illumina)获得单端75bp的测序读取。修剪适

配子的测序读取，用Bowtie  v2与小鼠基因组(NCBI37/mm9)比对，并且只保留唯一映射的读

取。将Bowtie的输出转换为BAM文件，其代表每次读取的基因组坐标。使用RPKM将Bam文件标

准化，并使用deeptools(Command#BamCoverage‑b  Bam_File‑‑normalizeUsingRPKM‑‑

binSize  10‑‑smoothLength  30‑bl  mm9 .blacklist .bed‑‑centerReads‑‑

minMappingQuality  30‑o  Output_File.bw)将其转换为Big  Wig格式的覆盖轨迹。使用IGV

(Integrative  Genomics  Viewer)查看生成的轨迹。使用具有(#findPeaks  Tag_

directory‑i  Input‑region‑size  1000‑minDist  2500>Output.txt)的Homer软件来调用

峰，并且使用Deseq2在2个生物学重复上计算对照与测试条件之间富集的统计显著性。用

Log倍数变化对比从Desq2输出文件获得的P值绘制火山图(Volcano  plot)。

统计分析

[0103] 对于过继转移实验，在细胞转移之前将接受者小鼠随机化。将各数据点的肿瘤测

量绘制为平均值±s.e.m.，通过使用Wilcoxon秩和检验比较肿瘤处理图，并使用log‑rank

检验评估动物存活的分析。在所有情况下，P值小于0 .05被认为是显著的。使用GraphPad 

Prism  7软件(GraphPad  Software  Inc.,La  Jolla,CA)计算统计量。

实施例1

[0104] 本实施例显示了羟基柠檬酸钾暴露导致T细胞中柠檬酸盐积聚和细胞质AcCoA耗

尽。

[0105] 为了评价细胞质乙酰‑CoA(AcCoA)丰度对T细胞表型的影响，使用了AcCoA代谢和

相对丰度的操作。细胞质AcCoA可以通过三磷酸腺苷(ATP)柠檬酸裂解酶(ACLy)将柠檬酸盐

转化为AcCoA和草酰乙酸盐而产生。测试了ACLY抑制剂2‑羟基柠檬酸盐(羟基柠檬酸钾)对T

细胞成熟和功能的影响(图1)。

[0106] 在用羟基柠檬酸钾或阴性对照处理细胞后定量细胞质柠檬酸盐和细胞质AcCoA。

阴性对照是不含羟基柠檬酸钾的细胞培养基。结果显示在图2A‑2B中。与其中核质AcCoA浓

度决定T细胞功能的模型一致，发现羟基柠檬酸钾暴露导致柠檬酸盐积聚和细胞质AcCoA耗

尽(图2A‑2B)。
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实施例2

[0107] 本实施例显示了羟基柠檬酸钾处理减少了T细胞中IFN‑ γ 启动子处活化组蛋白标

志物。

[0108] 组蛋白乙酰化起到破坏DNA‑组蛋白盐桥的作用，允许常染色质结构组织和增加的

局部基因转录(Garcia‑Ramirez等人,J.Biol.Chem.,270:17923–17928(1995))。在用羟基

柠檬酸钾或阴性对照处理T细胞之后，进行组蛋白H3蛋白在残基9和27处赖氨酸(与转录诱

导相关的组蛋白标志物)乙酰化的染色质免疫沉淀测序和PCR(ChIP‑Seq和ChIP‑PCR)。

[0109] 结果显示在图2C中。ChIP‑PCR定量显示在羟基柠檬酸钾处理的细胞中在IFN‑ γ 基

因座处的H3K9Ac沉积减少。因此，在用羟基柠檬酸钾处理后，观察到在IFN‑ γ 启动子处活化

组蛋白标志物的减少(图2C)。

实施例3

[0110] 本实施例显示了对T细胞的羟基柠檬酸钾处理增强了自噬。

[0111] 用羟基柠檬酸钾或阴性对照处理T细胞。通过测量mCherry+群体中绿色荧光蛋白

(GFP)的损失来确定自噬流。为了评价活细胞中的自噬流，使用了一种动态荧光GFP‑

mCherry‑LC3b融合报告系统(Xu等人,Nat.Immunol.,15:1152–1161(2014))。由于自噬体与

溶酶体融合，使用这种构建体，通过mCherry+群体内GFP的损失来测量自噬流，表明通过自

噬降解消耗GFP‑LC3b或由于细胞器内pH低而损失GFP强度。在位置120(G120A)处具有甘氨

酸至丙氨酸取代的不能自噬的构建体起GFP损失的阴性对照的作用。

[0112] 通过流式细胞术测量GFP阳性或阴性的mCherry阳性细胞的百分比，并显示在表A

和图12A‑12B中。在羟基柠檬酸钾处理后观察到增强的自噬。

表A

  阴性对照 羟基柠檬酸钾

GFP+ 83.0 60.8

GFP‑ 12.1 33.2

实施例4

[0113] 本实施例显示了用羟基柠檬酸钾处理T细胞阻断效应器分化并减少凋亡。

[0114] 在5mM羟基柠檬酸钾存在下用mhgp100肽活化CD8+Pmel‑1  T细胞5天，随后用抗CD3

(1μg/ml)和抗CD28(1μg/ml)二次刺激(图7A)。在第10天分析细胞的表面标志物或细胞内细

胞因子。

[0115] 代表性流式细胞术分析以及在对照或2‑羟基柠檬酸盐(羟基柠檬酸钾(5mM))中培

养的T细胞中CD62L对比CD44阳性细胞的定量和IFN‑ γ +产生显示在表B以及图7A和7B中。

CD62L(也称为L‑选择素)是淋巴样归巢标志物和具有持久性能力的TMem群体的标志。具有所

示表型的细胞的百分比显示在表B中。

表B

  阴性对照 羟基柠檬酸钾

CD44+CD62L+ 3.5 30.7

IFN‑ γ + 59.3 14.2

[0116] 定义在对照或羟基柠檬酸钾中培养的活的(膜联蛋白V‑PI‑)、凋亡的(膜联蛋白V+

PI‑)和坏死群体(膜联蛋白V+PI+)的百分比的代表性FACS数据提供在表C和图8中。具有所
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示表型的细胞的百分比显示在表C中。

表C

  阴性对照 羟基柠檬酸钾

PI+膜联蛋白+ 9.74 2.4

PI‑膜联蛋白‑ 71.0 95.2

PI‑膜联蛋白+ 18.1 1.6

[0117] 在培养过程中定量绝对CD8+T细胞数目。结果显示在图9中。

[0118] 结果显示在羟基柠檬酸钾存在下，效应器分化的阻断(表B和图7B‑7C)和细胞凋亡

的减少(表C和图8‑9)。

实施例5

[0119] 本实施例显示了T细胞的羟基柠檬酸钾处理逆转了TMem标志物的获得。

[0120] 用羟基柠檬酸钾和乙酸盐的组合、单独的羟基柠檬酸钾或阴性对照处理T细胞。通

过荧光激活细胞分选(FACS)测量CD62L的表达。结果显示在图3A‑3B中。FACS数据显示通过

在羟基柠檬酸钾处理的细胞中提供外部乙酸盐逆转CD62L表型。

[0121] 在用对照、单独的羟基柠檬酸钾或羟基柠檬酸钾和乙酸盐的组合处理后也通过

FACS测量IFN‑ γ 分泌(表D)，并对其进行定量(图13)。IFN‑ γ 阳性细胞的百分比显示在表D

中。

表D

[0122] 在用羟基柠檬酸钾和5mM乙酸钾的组合、仅羟基柠檬酸钾或对照(既不是羟基柠檬

酸钾也不是乙酸盐)处理后定量细胞质AcCoA(图14)。

[0123] 在用羟基柠檬酸钾和5mM乙酸盐的组合、仅羟基柠檬酸钾或对照(既不是羟基柠檬

酸钾也不是乙酸盐)处理后通过免疫印迹测量自噬的消融。β‑肌动蛋白用作对照。自噬流的

定量由LC3II/LC3I强度比表示。结果显示在表E中。

表E

羟基柠檬酸钾 ‑ + +

乙酸盐 ‑ ‑ +

LC3II/LC3I 0.7 2.1 0.4

[0124] 在羟基柠檬酸钾处理后，外源性乙酸盐的提供恢复了细胞质AcCoA水平(图14)，又

逆转了TMem标志物CD62L的获得，减少了自噬，并促进了效应器功能(图3A‑3B和表D‑E)。

实施例6

[0125] 本实施例显示了用羟基柠檬酸钾处理T细胞增强了过继转移后的体内持久性并改

善了抗肿瘤功效。

[0126] 在阴性对照(n＝10)或羟基柠檬酸钾(n＝10)中培养Pmel‑1  T细胞。将处理的细胞

转移至携带B16‑mhgp100肿瘤的小鼠中。在转移后第7天进行转移的Ly5.1+CD8+T细胞在荷

瘤小鼠中的流式细胞术分析和绝对数目定量。代表性的流式细胞术结果(Ly5.1+CD8+T细胞

百分比)显示在表F中。转移的Ly5.1+CD8+T细胞的绝对数目定量结果显示在图4。
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表F

  阴性对照 羟基柠檬酸钾

Ly5.1+CD8+T细胞 9.2 46.3

[0127] 测量抗肿瘤功效和存活率。结果显示在图5(抗肿瘤功效)和图6(存活)中。

[0128] 对CD8+Ly5.1+设门的过继转移的对照或羟基柠檬酸钾T细胞通过FACS分析(表G)

并定量(图10)。通过用牛痘rhgp100  1×107噬斑形成单位(PFU)攻击小鼠进行回忆应答

(recall  response)。代表性的FACS数据(具有所示表型的细胞百分比)显示在表G中。

表G

  阴性对照 羟基柠檬酸钾

Ly5.1+CD8+T细胞 7.8 25.9

[0129] 用对照(n＝10)或羟基柠檬酸钾(n＝10)处理的T细胞在处理后14天定量每个肺中

的B16‑F10肺转移性结节的数目。结果显示在图11中。

[0130] 在功能上，在过继转移后，羟基柠檬酸钾处理增强了体内持久性并改善了抗肿瘤

功效(图4‑6，表F‑G和图10‑11)。

实施例7

[0131] 本实施例显示了用羟基柠檬酸钾而不是柠檬酸盐处理T细胞改善了B16黑色素瘤

模型中的抗肿瘤功效。

[0132] 如图15所示，分离脾细胞，在对照(媒介物)、柠檬酸盐或羟基柠檬酸钾中培养，再

刺激，并转移至携带B16‑mhgp100肿瘤的小鼠中。在第10天分析脾脏中转移的T细胞的持久

性。通过FACS分析过继转移的对照或处理的细胞的CD45 .2和CD45 .1表达并定量(对CD8+

Ly5.1设门)(表H和图16)。代表性的FACS数据(CD45.1阳性/CD45.2阴性的细胞百分比)显示

在表H中。

表H

[0133] 在过继细胞转移后也测量了抗肿瘤功效。结果显示在图17A‑17C中。

[0134] 如表H、图16和图17A‑17C所示，用羟基柠檬酸钾而不是柠檬酸盐处理T细胞改善了

B16黑色素瘤模型中的抗肿瘤功效。

实施例8

[0135] 本实施例显示了羟基柠檬酸钾处理改善了人肿瘤浸润性淋巴细胞的多功能性。

[0136] 在没有刺激的情况下，在媒介物中或在羟基柠檬酸钾(2.5或5mM)中培养人TIL。分

析细胞中肿瘤坏死因子(TNF)和IL‑2的表达。代表性数据阐释在图18A‑18B和19A‑19B中。如

图18A‑18B和19A‑19B所示，羟基柠檬酸钾处理改善了人TIL的多功能性。

实施例9

[0137] 本实施例显示了用羟基柠檬酸钾处理T细胞增加乐CD62L的表达。

[0138] 在羟基柠檬酸钾(5mM)存在或不存在(对照)下培养来自多种组织学的人CD8+TIL。

简而言之，使用在补充有5％内部人血清、100μg/ml‑1链霉素和100μg/ml‑1青霉素、2mM  L‑谷

氨酰胺，10μgml‑1庆大霉素的RPMI  1640和AIM‑V中的3,000IU  ml‑1IL‑2中培养生长的辐照
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的外周血单核细胞(PBMC)，在30ng  ml‑1OKT3的情况下，使来自新鲜肿瘤消化物中的TIL经历

快速扩增方案(REP)，持续约14天。

[0139] 通过FACS测量CD62L的表达。结果显示在图20‑22B中。在TIL扩增过程中，向TIL提

供羟基柠檬酸钾维持了淋巴样归巢标志物CD62L的相对较高的表达。具体地，图20呈现了人

TIL的代表性FACS数据，其显示了在TIL扩增期间，与对照TIL相比的羟基柠檬酸钾培养的

TIL的淋巴样归巢标志物CD62L的相对较高的表达(56.2对比66.6，增加14％)。图21是显示

用阴性对照或羟基柠檬酸钾处理后表达CD62L的细胞的百分比(最大值百分比)的图。图22A

和22B显示了图21中所示的数据针对两个患者样品(患者A和患者B)的CD45RO+CD62L+的定

量。

[0140] 本文引用的所有参考文献，包括出版物、专利申请和专利在此通过引用并入，其程

度如同每份参考文献单独地和具体地表示为通过引用并入并且在本文以其整体示出。

[0141] 在描述本发明的上下文中(尤其是在以下权利要求的上下文中)使用的术语“一

个/一种(a)”、“一个/一种(an)”、“所述”、至少一种/一个以及类似的引用应被解释为涵盖

单数和复数，除非本文另外指明或与上下文明显矛盾。术语“至少一种/一个”之后一项或多

项列举(例如，“A和B中的至少一种/一个”)的使用应被解释为意指选自列出的项中的一项

(A或B)或者两个或更多个列出的项的组合(A和B)，除非本文另外指出或与上下文明显矛

盾。术语“包含”、“具有”、“包括”和“含有”应被解释为开放式的术语(即意指“包括，但不限

于”)，除非另外指明。本文叙述的值的范围仅旨在作为分别提及落入该范围内的每个单独

值的速记法，除非本文另外指明，并且将每一单独的值并入本说明书，如同本文对其单独叙

述。本文所述的所有方法可以任何合适的顺序进行，除非本文另外指出或与上下文明显矛

盾。使用的本文提供的任何以及全部实例或示例性语言(例如“诸如”)仅旨在更好地说明本

发明，并不对本发明的范围进行限制，除非另有声明。不应将本说明书中的语言解释为表明

任何未要求保护的元素对实施本发明是必要的。

[0142] 本文描述了本发明的优选实施方案，包括发明人已知的实施本发明最佳方式。通

过阅读前面的描述，这些优选实施方案的变化对本领域普通技术人员是显而易见的。发明

人期望技术人员适当地使用此类变型，并且发明人意欲以不同于本文具体描述的方式实施

本发明。因此，如适用法律所允许的，本发明包括所附权利要求中叙述的主题的所有修饰和

等同主题。此外，本发明涵盖上述元素以其所有可能的变体形式的任何组合，除非本文另外

指明或者与上下文明显矛盾。
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图4
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图5
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图6
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图7A
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图7B
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图7C
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图8
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图9

说　明　书　附　图 11/26 页

32

CN 118726256 A

32



图10

图11
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图12A
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图12B
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图13
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图15
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图22A
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