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长效抑制TIM-3表达增强ROR1嵌合抗原受体

修饰的T细胞的抗肿瘤免疫应答
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(1苏州恒康生命科学有限公司研发部, 苏州 215000; 2江苏师范大学生命科学学院, 徐州 221116; 
3武汉大学人民医院肿瘤中心, 武汉 430060; 4首都医科大学公共卫生学院, 北京 100069)

摘要      该文探讨了T细胞免疫球蛋白黏蛋白3(T cell immunoglobulin and mucin domain-con-
taining protein 3, TIM-3)基因沉默对靶向ROR1的嵌合抗原受体(ROR1-CAR)修饰的T细胞增殖和抗

肿瘤免疫应答的影响及其作用机制。通过短发夹RNA(short hairpin RNA, shRNA)基因沉默技术长

效抑制TIM-3在ROR1-CAR T细胞中的表达, 采用qRT-PCR和Western blot实验检测TIM-3在mRNA
和蛋白水平的表达情况; 采用ELISA实验验证TIM-3基因沉默的ROR1-CAR T细胞对靶细胞的杀伤

能力的影响; 流式细胞检测进一步评估抑制TIM-3表达对ROR1-CAR T细胞的靶向杀伤和抗原依赖

性的增殖能力的影响。结果显示 , shRNA可显著抑制TIM-3在ROR1-CAR T细胞中的表达 , 但不影

响ROR1-CAR T细胞的百分比和增殖活性; 通过检测发现ROR1阳性的人结肠癌细胞系SW620分泌

高水平的TIM-3配体—半乳凝素9(Galectin-9), 该配体可直接作用于ROR1-CAR T细胞而发挥免

疫负调控作用。另外, 长效抑制TIM-3的表达促进了ROR1-CAR T细胞的抗原依赖性的细胞因子释

放和增殖。总之 , 消除ROR1-CAR T细胞表面的TIM-3与肿瘤细胞来源的Galectin-9之间的相互作

用可有效增强ROR1-CAR T细胞的抗肿瘤活性。

关键词      TIM-3; 短发夹RNA; ROR1-CAR T细胞; 半乳凝素9; 抗肿瘤活性
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Abstract       This study aimed to investigate the effects of TIM-3 (T cell immunoglobulin and mucin domain-
containing protein 3) gene silencing on proliferation and antitumor immune responses of ROR1-CAR T cells and its 
mechanism. shRNA (short hairpin RNA) targeting TIM-3 was employed to knockdown TIM-3, and then the expres-
sion of TIM-3 was detected at the mRNA and protein levels by qRT-PCR and Western blot, respectively. ELISA 
experiments verified the effector cytokines production and cell killing effects of TIM-3-targeted ROR1-CAR T cells 
on target cells. Finally, antigen-dependent cell proliferation was validated by flow cytometry. The results showed 
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that TIM-3-targeting shRNA could significantly inhibit TIM-3 expression in ROR1-CAR T cells, while TIM-3 
knockdown did not affect the percentage and proliferation of ROR1-CAR T cells. ROR1-expressing SW620 cell, a 
human colon cancer cell line, secretes high levels of Galectin-9 which could directly inhibit the immune response 
of ROR1-CAR T cells. In addition, long-term inhibition of TIM-3 promoted ROR1-CAR T cell antigen-dependent 
cytokine production and proliferation. In conclusion, eliminating the interaction of tumor cell-derived Galectin-9 
with TIM-3 on the surface of ROR1-CAR T cells can enhance the antitumor activities of ROR1-CAR T cells.

Keywords        TIM-3; short hairpin RNA; ROR1-CAR T cell; Galectin-9; antitumor activity

CAR T细胞治疗是近些年开发出来的新型免疫

细胞疗法 , 在多种恶性血液瘤治疗中取得了巨大突

破 , 显著提高了各种血液肿瘤患者的完全缓解率及

长期生存率 , 被认为是最有前景的肿瘤治疗方式之

一 [1]。但是在实体肿瘤治疗中CAR T细胞的疗效仍

然不够理想 , 其中一个重要原因是没有合适的肿瘤

特异性抗原作为安全且有效的治疗靶点[2]。

受体酪氨酸激酶孤儿受体 1(receptor tyrosine 
kinase-like orphan receptor 1, ROR1)是受体酪氨酸家

族成员之一 , 它在胚胎组织中调控骨骼与神经的发

育 , 并在细胞的迁移过程中发挥重要作用 [3]。研究发

现, ROR1在多种恶性血液瘤和实体肿瘤中高表达, 而
在正常的成人器官和组织中几乎不表达 [4-7]。因此 , 
ROR1已经成为免疫治疗最热门的靶点之一 , 多种基

于ROR1靶点开发的抗体药物和CAR T细胞药物已

经进入不同的研究阶段。西妥珠单抗 (Cirmtuzumab)
是一种靶向ROR1的人源化单克隆抗体药物 , 一项针

对慢性淋巴细胞白血病 (chronic lymphocytic leukemia, 
CLL)的 I期临床研究的数据显示 , Cirmtuzumab可阻断

Wnt5a信号通路, 抑制肿瘤细胞增殖、迁移和存活, 并
诱导肿瘤细胞分化 [8]。ROR1-CAR T细胞的抗肿瘤能

力也在多个实验模型中被评估。MICHAEL等 [9]在体

外构建了原发性肿瘤的微生理三维肺癌和乳腺癌模

型来模拟真实的体内肿瘤形态和环境 , 通过动态的培

养观察发现 , ROR1-CAR T细胞进入三维肿瘤模型结

构的动脉介质流并且贴附到肿瘤组织表面或浸润到

肿瘤组织中, 从而清除了三维结构中的多层肿瘤细胞, 
显示出了强大的抗肿瘤作用。ROR1-CAR T细胞在套

细胞淋巴瘤 (mantle cell lymphoma, MCL)和骨肉瘤动

物模型实验中同样能够显著抑制肿瘤的生长 , 延长荷

瘤小鼠的生存期[3]。此外, ROR1-CAR T细胞联合小分

子抑制剂、化疗药物或者免疫检验点抑制剂可以重

塑免疫肿瘤微环境 , 增强CAR T细胞的浸润和抗肿瘤

活性 , 为提高CAR T细胞在实体瘤治疗中的疗效提供

了重要的参考[10]。CAR T细胞的脱靶毒性一直是研究

人员最关心的安全问题 , 近期的一项研究发现ROR1
也在一些正常的内分泌器官组织中表达 [12]。ROR1基
因是高度保守的 , 人和类灵长类动物中的ROR1基因

高度同源且组织表达情况非常类似。为了验证ROR1-
CAR T细胞治疗的安全性, 美国西雅图Fred Hutchinson
癌症中心STANLEY实验室 [12]将制备的ROR1-CAR T
细胞输注到猕猴体内 , 发现实验猕猴的体重、全血球

计数、血清生化各项指标均在正常范围内 , 未观察到

ROR1-CAR T细胞所导致的明显的细胞毒性 , 也没有

观察到CAR T细胞在骨髓和淋巴结中的聚集 , 该研究

暗示ROR1-CAR T细胞的临床应用足够安全。

限制CAR T细胞在实体瘤中疗效的另外一个重

要的因素就是肿瘤微环境中存在大量免疫抑制性细

胞和分子 [13-15]。当CAR T细胞浸润到肿瘤组织中后 , 
一些免疫抑制性分子可能会直接与CAR T细胞表面

的免疫检验点分子结合, 诱导CAR T细胞失能甚至凋

亡。这其中就包括一种重要的抑制性免疫检验点分

子—T细胞免疫球蛋白黏蛋白3(T cell immunoglobu-
lin and mucin domain-containing protein 3, TIM-3), 它在

活化的CD4+和CD8+ T细胞中表达上调, 是T细胞耗竭

重要的标志分子之一 [16-17]。CAR T细胞在活化和扩

增过程中同样伴随着TIM-3分子的表达上调 , 那么在

肿瘤微环境中肿瘤细胞来源的TIM-3配体能否直接

对CAR T细胞进行免疫负调控, 抑制CAR T细胞表面

TIM-3的表达是否会影响CAR T细胞的细胞毒性、细

胞增殖以及抗肿瘤效应分子的分泌还不是很清楚。

因此 , 本研究通过重组慢病毒同时携带靶向TIM-3的
短发夹RNA(short hairpin RNA, shRNA)和ROR1-CAR
基因制备出TIM-3基因沉默的ROR1-CAR T细胞, 探究

了TIM-3受体缺失对CAR T细胞增殖、免疫应答和对

靶细胞杀伤能力的影响, 旨在为CAR T细胞临床应用

过程中如何克服肿瘤微环境中TIM-3介导的免疫抑制

作用提供有意义的参考。
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1   材料与方法 
1.1   材料 
1.1.1   细胞      人类胚胎肾细胞293T和293A、人结

肠癌细胞SW620、人非小细胞肺癌细胞A549、人

卵巢癌细胞 SKOV-3、人非小细胞肺癌细胞NCI-
H1975、人结肠癌细胞LoVo购自美国ATCC; 外周

血单个核细胞 (peripheral blood mononuclear cell, 
PBMC)来自上海力泉医院的健康捐献者。 
1.1.2   主要试剂      小鼠抗人GAPDH单克隆(ZG003)
抗体、FITC荧光标记的抗人TIM-3单克隆(1E3)抗体、

CellTrace™ CFSE细胞染料、转染试剂Lipofectamine 
3000、T细胞活化磁珠CD3/CD28 Dynabeads均购

自美国ThemoFisher公司 ; PE荧光标记的Protein L购
自北京义翘神州科技有限公司 ; PE荧光标记的抗人

ROR1单克隆抗体购自美国Biolegend公司 ; HRP标
记的山羊抗小鼠 IgG购自北京中杉金桥生物技术有

限公司 ; 重组人 IL-2购自北京同立海源生物科技有

限公司 ; 人 IL-2和 IFNγ酶联免疫吸附测定 (ELISA)试
剂盒购自杭州联科生物技术股份有限公司 ; 乳酸脱

氢酶细胞毒性检测 (LDH cytotoxicity assay)试剂盒购

自上海碧云天生物技术有限公司 ; NucleoSpin RNA
提取试剂盒购自德国MACHERY NAGEL公司 ; PCR
引物购自苏州泓迅生物科技股份有限公司 ; Prime-
Script RT Master Mix逆转录试剂盒、One Step TB 
Green PrimeScript实时荧光定量PCR试剂盒购自日

本TaKaRa公司 ; ECL化学发光检测试剂盒购自美国

Biological Industries公司 ; pLL3.7质粒购自北京英茂

盛业生物科技有限公司; DMEM高糖培养基、RPMI-
1640培养基、胎牛血清购自美国Hyclone公司 ; 淋巴

细胞分离液Ficoll-Paque gradient centrifugation购自美

国GE Healthcare公司 ; 小干扰RNA、shRNA以及相

关引物均由苏州金唯智生物科技有限公司合成。

1.2   方法 
1.2.1   细胞培养      复苏人结肠癌细胞SW620和人

胚胎肾细胞293T或293A, 用含有10% FBS和1%青–
链霉素的DMEM培养基培养, 人卵巢癌细胞SKOV-3
用含10% FBS和1%青–链霉素的McCoy’s 5A培养基

培养 , 人卵巢癌细胞LoVo用含10% FBS和1%青–链
霉素的Hank’s F12K培养基培养 , 人肺癌细胞NCI-
H1975用含10% FBS和1%青–链霉素的RPMI-1640
培养基培养 , 人肺癌细胞A549用含10% FBS和1%
青–链霉素的F12K培养基培养 , 当细胞密度达到约

80%时 , 用胰酶消化 3传代׃1 , , 置于37 °C、5% CO2

的恒温培养箱中孵育。 
1.2.2   CAR载体的制备      为了制备靶向ROR1的
CAR, 我们通过噬菌体展示技术筛选获得全人源

的抗人ROR1单链抗体 (ScFV)序列。然后将科扎

克 (kozak)序列、CD8信号肽序列、ROR1 ScFV序

列、CD8铰链区序列、CD28跨膜区和胞内区序列、

CD3ζ序列依次连接在一起获得ROR1-CAR结构。

通过EF1a启动子控制CAR基因表达。为了靶向沉

默TIM-3表达 , 我们设计并合成了靶向TIM-3基因不

同编码区域的 shRNA, 并将其插入到EF1a启动子上

游。shRNA的表达是通过载体中的U6启动子控制

的。将靶向TIM-3的 shRNA和ROR1-CAR基因片段

克隆至pLL3.7-U6-EF1a-MCS慢病毒载体质粒中。

1.2.3   细胞转染      将293T或293A细胞以2×106个/mL
的密度接种至10 cm细胞培养皿, 待细胞密度达到70%
左右时进行转染。按照Lipofectamine 3000说明书步骤

转染质粒或siRNA。转染6 h更换为新鲜的完全培养基, 
转染24 h或48 h后收集上清或细胞进行后续实验。 
1.2.4   慢病毒包装      为了制备ROR1-CAR T、
TIM-3沉默ROR1-CAR T细胞以及对照CAR(Mock 
CAR) T细胞 , 用重组慢病毒载体质粒与慢病毒包装

质粒pMD2.G、psPAX2共转染293T细胞。分别收取

转染48 h和72 h后含重组慢病毒颗粒的培养上清, 通
过70 000 r/min超速离心2 h浓缩病毒。慢病毒滴度检

测方法为: 用梯度稀释的病毒原液感染HT1080细胞, 
通过流式细胞实验检测CAR阳性情况 , 选取CAR阳
性比例在10%~30%的病毒稀释样本计算病毒滴度。

具体计算公式为 : 滴度=(HT1080细胞数×CAR阳性

率)/加入病毒样本的体积(TU/mL)。将病毒分装保存

于–80 °C冰箱备用。

1.2.5   CAR T细胞制备      通过密度梯度离心分离健

康捐献者的PBMC细胞 , 然后通过CD3/CD28磁珠分

选和活化T细胞。将结合了CD3/CD28磁珠的T细胞转

移至含CAR T细胞培养基 (含10% FBS、1%青–链霉

素和300 U/mL重组人白介素2的RPMI-1640)的培养瓶

中, 并放置于37 °C、5% CO2的培养箱中孵育24 h。然后, 
用浓缩的重组慢病毒按照病毒感染复数为5转导活化

的T细胞。为了使细胞密度维持在1×106个 /mL, 需要

每隔1~2天补加新鲜的培养基。

1.2.6   流式细胞分析      收集肿瘤细胞或活化的T细
胞或慢病毒转导的T细胞, 再将细胞与荧光标记抗体
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于4 °C孵育30 min, 用染色缓冲液洗涤2次后, 通过贝

克曼流式细胞仪CytoFLEX收集数据。数据的分析

通过FlowJo软件完成。所有样本均设计3个重复, 数
据来源于3次独立重复实验。

1.2.7   细胞因子和乳酸脱氢酶释放量检测      将T细
胞、ROR1-CAR T或TIM-3-sh3 ROR1-CAR T细胞与

SW620或Galectin-9基因敲除的SW620(SW620ΔGal-9)
细胞按照51׃的比例接种至96孔板中 , 放置于37 °C、
5% CO2的培养箱中孵育24 h。按照ELISA试剂盒和

乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase, LDH)细胞毒性检

测试剂盒说明书中的操作步骤进行样品检测 , 通过

酶标仪读取吸光度(D)值 , 并且通过标准曲线计算出

上清中的IL-2和IFNγ浓度。根据LDH试剂盒检测获

得的D值 , 通过公式 : 裂解率 (%)=(样品孔D值–最小

裂解孔D值)/最大裂解孔D值×100%计算出效应细胞

对靶细胞的裂解率。

1.2.8   靶细胞杀伤实验      根据CellTrace™ CFSE
细胞染料说明书中的操作步骤标记对数生长期的

SW620细胞, 再分别将T细胞、ROR1-CAR T和TIM-3-
sh3 ROR1-CAR T细胞与CFSE标记的SW620按照11׃
接种于96孔板中 , 放置于37 °C、5% CO2的培养箱中

孵育。24 h后收集细胞进行PI染色和流式检测 , 首先

通过流式细胞仪的FL1通道分析CFSE标记的SW620
细胞 , 进而在CFSE阳性细胞群中分析PI阳性细胞

(CFSE/PI双阳性细胞)所占的比例, 该比例即为杀伤细

胞所占的百分比。

1.2.9   体外细胞增殖检测      按照CellTrace™ CFSE
细胞染料说明书中的操作步骤对ROR1-CAR T或
TIM-3-sh3 ROR1-CAR T细胞进行染色 , 再将CSFE
标记的ROR1-CAR T或TIM-3-sh3 ROR1-CAR T细
胞与SW620或SW620ΔROR1细胞按照11׃的比例接种

至96孔板中 , 培养基中不含 IL-2, 放置于37 °C、5% 
CO2的培养箱中孵育72 h。收获CSFE标记的CAR T

细胞样品通过流式细胞仪收集数据 , 分析CAR T细
胞的抗原依赖性增殖情况。

1.2.10   qRT-PCR分析      收集不同肿瘤细胞或通过

流式分选后扩增的CAR阳性的T细胞, 用NucleoSpin 
RNA试剂盒提取总RNA, 按照逆转录试剂盒Prime-
Script RT Master Mix说明书中的操作步骤将 1 μg 
RNA逆转录成 cDNA, 用One Step TB Green Prime-
Script试剂盒说明中的 qRT-PCR反应程序 (95 °C变
性5 s, 60 °C退火和延伸共30 s, 重复40个循环)检测

Galectin-9和TIM-3的mRNA水平 , 以GAPDH作为内

参。引物序列见表1。
1.2.11   Western blot分析      收集细胞, 加入100 μL裂
解液提取蛋白质, BCA法检测蛋白质的浓度, 取50 μg
总蛋白 , 加入5× 蛋白上样缓冲液 , 100 °C煮沸5 min, 
于10% SDS-PAGE凝胶中分离蛋白 , 然后在210 mA
恒流条件下进行转膜 , 将蛋白转移至PVDF膜上 , 用
5%脱脂奶粉室温封闭2 h后加入1000 2׃稀释的一抗 , 
在4 °C孵育过夜, 第2天用TBST洗涤3次, 每次10 min
以去除游离抗体 , 加入1000 20׃稀释的HRP标记的二

抗, 室温孵育1 h; 再用TBST洗涤3次, 每次10 min, 用
ECL化学发光法进行显色。

1.3   统计学分析

两样本均值之间的比较选用 t检验 , 多样本均值

之间的比较选用单因素方差分析。所有统计分析使

用GraphPad Prism 9.0.0软件 (GraphPad Software, Inc., 
San Diego, USA)进行处理。所有实验均独立重复3次, 
P<0.05表示具有显著性差异。

2   结果
2.1   筛选抑制TIM-3表达效果最佳的siRNA序列

制备TIM-3沉默的ROR1-CAR T细胞

为了消除TIM-3介导的免疫耐受, 制备TIM-3基
因沉默的ROR1-CAR T细胞。我们首先设计并合成

表1   qRT-PCR引物序列

Table 1   Primer sequences for qRT-PCR
基因名称

Gene name
引物序列(5ʹ→3ʹ)
Primer sequences (5ʹ→3ʹ)

TIM-3 F: GAA GTG GAG GAG CCC AAT GA 
R: ATG GCA TTG CAA AGC GAC AA

Galectin-9 F: CTT TCA TCA CCA CCA TTC TG 
R: ATG TGG AAC CTC TGA GCA CTG

GAPDH F: CTG ATG CCC CCA TGT TCG TG 
R: CAG GAG GCA TTG CTG ATG A
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了三种靶向TIM-3的 siRNA(TIM-3-siRNA1/2/3), 同
时合成对照siRNA(siRNA-NC)(表2)。通过脂质体转

染将设计的 siRNA递送到稳定表达TIM-3的293A细

胞 (293A-TIM-3)中 , 用以验证和对比不同 siRNA对

TIM-3表达的抑制效果。结果发现 , TIM-3-siRNA3
对 TIM-3的沉默效果最为明显 (图 1A)。因此 , 根
据TIM-3-siRNA3和 siRNA-NC的序列分别设计了

shRNA, 将其分别命名为TIM-3-sh3和 sh-NC(表3), 
并构建了靶向ROR1的CAR慢病毒载体 (图1B)。通

过慢病毒转导T细胞从而制备出表达 sh-NC和TIM-
3-sh3的ROR1-CAR T细胞。感染后第6天检测CAR
阳性T细胞的比例 , 发现表达 sh-NC的ROR1-CAR 
T细胞百分比达到了 35.1%, 而表达 TIM-3-sh3的
ROR1-CAR T细胞占比为40.4%, 多样本重复实验发

表2   小干扰RNA序列

Table 2   Sequence of siRNA
小干扰RNA
Small interfering RNA

序列(5ʹ→3ʹ)
Sequences (5ʹ→3ʹ)

siRNA-NC TTT GTA CTA CAC AAA AGT ACT G

TIM-3-siRNA1 GGA GCC TG TCC TGT GTT TGA ATT

TIM-3-siRNA2 GCC TCC CTG ATA TAA ATC TAA TT

TIM-3-siRNA3 GCA ACC ATC AGA ATA GGC ATC TAC A

A: 用靶向TIM-3的siRNA或对照siRNA转染293A-TIM-3细胞, 48 h后Western blot实验检测TIM-3蛋白表达水平变化; B: 表达TIM-3-sh3或对照

sh-NC的第二代ROR1-CAR的结构示意图; C: 流式细胞检测CAR阳性细胞比例; D: 细胞增殖曲线。ns: 无显著差异。

A: TIM-3-targeting siRNA or control siRNA were transfected into 293A-TIM-3 cells, Western blot experiment was taken to detect the changes of TIM-
3 protein expression levels; B: schematic representation of a second generation ROR1-CAR expressing TIM-3-sh3 or sh-NC; C: the proportion of CAR 
positive cells was detected by flow cytometry; D: cell proliferation curve. ns: no significant difference.

图1   TIM-3基因沉默的ROR1-CAR T细胞制备

Fig.1   Generation of ROR1-CAR T cells with TIM-3 gene silencing
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现两者没有统计学差异(图1C)。细胞增殖实验表明, 
表达sh-NC和TIM-3-sh3的ROR1-CAR T细胞和正常

T细胞的增殖速度没有明显区别 (图1D)。以上实验

结果表明, 抑制TIM-3表达不会影响ROR1-CAR T细
胞的比例及细胞增殖。

2.2   利用shRNA基因沉默技术可有效抑制TIM-3
在ROR1-CAR T细胞中的表达

TIM-3等抑制性免疫检查点分子往往在T细胞

活化之后表达开始上调。因此 , 我们检测了经过

CD3和CD28抗体偶联的磁珠活化的T细胞中TIM-3

的表达情况。结果发现 , T细胞活化6天后TIM-3阳
性比例达到88%以上 , 此后至活化后15天均维持在

最高水平 (图2A和图2B)。上述T细胞活化过程同样

是CAR T细胞制备的过程。因此, 为了评估TIM-3在
CAR T细胞表面的表达 , 我们用流式细胞实验检测

了制备第6天分别表达 sh-NC和TIM-3-sh3的ROR1-
CAR T细胞。结果显示 , 表达TIM-3-sh3的ROR1-
CAR T细胞中TIM-3的表达水平明显低于表达sh-NC
的ROR1-CAR T细胞 , 且表达TIM-3-sh3的ROR1-
CAR T中TIM-3阳性细胞的比例显著低于对照组细

A: 流式细胞检测活化后第6天的T细胞中TIM-3的表达情况; B: 活化后T细胞中TIM-3表达的动态变化; C: ROR1-CAR T和TIM-3-sh3 ROR1-
CAR T细胞中的TIM-3表达水平; D: ROR1-CAR T和TIM-3-sh3 ROR1-CAR T细胞中TIM-3阳性细胞的比例; E、F: qRT-PCR和Western blot实验

分别检测ROR1-CAR T和TIM-3-sh3 ROR1-CAR T细胞中TIM-3的mRNA转录水平和蛋白表达水平; ***P<0.001, 与ROR1-CAR T细胞组相比。

A: flow cytometry detection of TIM-3 expression in T cells on day 6 after activation; B: dynamic change of TIM-3 expression in T cells after activation; 
C: expression levels of TIM-3 in ROR1-CAR T and TIM-3-sh3 ROR1-CAR T cells; D: the proportion of TIM-3 positive cells within ROR1-CAR T or 
TIM-3-sh3 ROR1-CAR T cells; E,F: the transcription level and protein level of TIM-3 in ROR1-CAR T and TIM-3-sh3 ROR1-CAR T cells was evalu-
ated by qRT-PCR and Western blot, respectively. ***P<0.001 compared with ROR1-CAR T group.

图2   靶向TIM-3的shRNA可有效抑制ROR1-CAR T细胞中TIM-3的表达

Fig.2   Efficient TIM-3 inhibition in ROR1-CAR T cells by TIM-3-targeting shRNA 
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表3   靶向TIM-3的短发夹RNA序列

Table 3   Sequences of shRNA for targeting TIM-3
短发夹RNA
Short hairpin RNA

序列(5ʹ→3ʹ)
Sequences (5ʹ→3ʹ)

shRNA-NC F: TGG AAA GTT ATT AGG TCT ACC GTA GAT TCA AGA 
R: GAT CTA CGG TAG ACC TAA TAA CTT TCC TTT TTT

shRNA3 F: TGC AAC CAT CAG AAT AGG CAT CTA CAT TCA AGA 
R: GAT GTA GAT GCC TAT TCT GAT GGT TGC TTT TTT
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胞 (图2C和图2D)。qRT-PCR和Western blot实验结

果同样显示表达TIM-3-sh3的ROR1-CAR T细胞中

TIM-3的mRNA和蛋白水平均显著降低 (图 2E和图

2F)。以上结果证明 , 利用shRNA基因沉默技术成功

制备出了TIM-3敲降的ROR1-CAR T细胞。

2.3   筛选高表达ROR1和Galectin-9的肿瘤细胞

在验证抑制TIM-3表达是否影响ROR1-CAR T
细胞的免疫应答功能之前 , 我们对多种实体肿瘤细

胞系中ROR1和TIM-3相关配体的表达进行了检测。

流式细胞检测发现 , SW620、NCI-H1975、A549高
表达ROR1蛋白 , SKOV-3和LoVo表达中等水平的

ROR1蛋白 (图 3A)。TIM-3的配体是一种广泛表达

的可溶分子—Galectin-9, 其可结合TIM-3分子可

变区的寡聚糖从而介导T细胞的免疫耐受和耗竭[18]。

因此 , 下一步我们开始评估Galectin-9在ROR1阳性

肿瘤细胞系中的表达情况。通过收集不同ROR1阳
性肿瘤细胞培养上清进行ELISA检测发现 , SW620
细胞培养上清中的Galectin-9水平最高 , NCI-H1975

细胞次之 , LoVo、A549和SKOV-3细胞上清中Ga-
lectin-9的含量则低于检测下限 (图3B)。qRT-PCR检
测确认SW620细胞中Galectin-9的mRNA转录水平

明显高于其他细胞 (图3C)。综上所述 , SW620细胞

高表达ROR1和Galectin-9, 可作为理想的靶细胞用

于后续实验 , 有助于进一步探讨TIM-3信号通路对

ROR1-CAR T细胞抗肿瘤活性的影响。

2.4   阻断Galectin-9与TIM-3的相互作用增强了

ROR1-CAR T细胞的抗原依赖性免疫应答

为了验证肿瘤细胞来源的 Galectin-9是否可

直接对CAR T细胞的免疫应答进行负调控 , 我们

将ROR1-CAR T细胞分别与野生型SW620细胞和

Galectin-9基因敲除的SW620细胞 (SW620ΔGal-9)共培

养。ELISA检测细胞共培养上清中的效应分子 IL-2
和IFNγ的释放水平, 结果发现与对照组相比, ROR1-
CAR T细胞与SW620ΔGal-9细胞共培养后分泌的 IL-2
和IFNγ水平显著升高(图4A)。培养上清中的LDH释

放水平可以反映效应细胞对靶细胞的细胞毒性作

A: 流式细胞检测ROR1在不同肿瘤细胞中的表达水平; B: 不同肿瘤细胞按照2×105个/孔接种至6孔板中, 培养24 h后ELISA检测培养上清中Ga-
lectin-9的分泌水平; C: qRT-PCR检测不同肿瘤细胞中Galectin-9的mRNA转录水平。

A: expression level of ROR1 in different tumor cells was determined by flow cytometry; B: different tumor cells were seeded into 6-well plates at 
2×105 cells/well, and the secretion level of Galectin-9 in the supernatant was detected by ELISA after culture for 24 h; C: mRNA transcription levels 
of Galectin-9 in different tumor cells were detected by qRT-PCR. 

图3   SW620细胞高表达ROR1和Galectin-9 
Fig.3   ROR1 and Galectin-9 were highly expressed in SW620 cells
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SW620ΔGal-9细胞被ROR1-CAR T细胞裂解的百分比; C: 将T细胞、ROR1-CAR T或TIM-3-sh3 ROR1-CAR T细胞与SW620细胞按照51׃的比例共培养, 24 h
后用ELISA检测上清中的IL-2和IFNγ的释放水平; D: 评估T细胞、ROR1 CAR-T细胞和TIM-3-sh3 ROR1-CAR T细胞对SW620细胞的裂解能力; E: T细胞、

ROR1 CAR-T细胞和TIM-3-sh3 ROR1-CAR T细胞分别与CFSE标记的SW620细胞按照11׃的比例共培养24 h, 收集孔中靶细胞进行PI染色, 流式细胞检测

CFSE标记的靶细胞中PI阳性细胞所占的比例; F: 靶细胞杀伤比例统计分析; G: 将CFSE标记的ROR1-CAR T细胞和TIM-3-sh3 ROR1-CAR T细胞分别与

SW620或SW620ΔROR1细胞按照11׃的比例共培养, 72 h后收集细胞并通过流式细胞实验检测细胞的分裂能力。*P<0.05, ***P<0.001。
A: ROR1-CAR T cells were co-cultured with SW620 or SW620ΔGal-9 cells at the ratio of 51׃ for 24 h, and then IL-2 and IFNγ in the supernatants was exam-
ined by ELISA; B: the percentage of SW620 and SW620ΔGal-9 cells lysed by ROR1-CAR T cells; C: T cells, ROR1-CAR T cells or TIM-3-sh3 ROR1-CAR 
T cells were co-cultured with SW620 cells at the ratio of 51׃ for 24 h, and then IL-2 and IFNγ in the supernatants was determined by ELISA; D: the lysis 
ability of T cells, ROR1-CAR T cells and TIM-3-sh3 ROR1-CAR T cells against SW620 cells were validated; E: T cells, ROR1-CAR T cells and TIM-3-
sh3 ROR1-CAR T cells were co-cultured with CFSE-labeled SW620 cells at a ratio of 11׃ for 24 h, then the target cells in the wells were collected for PI 
staining, and the percentage of CFSE+PI+ cells within CFSE+ cells was determined by flow cytometry; F: statistical analysis of target cell killing ratio; G: 
CSFE-labeled ROR1-CAR T cells and TIM-3-sh3 ROR1-CAR T cells were co-cultured with SW620 or SW620ΔROR1 cells at the ratio of 11׃ for 72 h, re-
spectively. Then, the ability of cell division were assessed by flow cytometry. *P<0.05, ***P<0.001.

图4   抑制TIM-3的表达增强了ROR1-CAR T细胞抗原依赖性的免疫应答和增殖活性

Fig.4   Antigen-dependent immune responses and proliferation of ROR1-CAR T cell were augmented by TIM-3 inhibition
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用, ROR1-CAR T细胞与SW620ΔGal-9细胞共培养上清

中的LDH水平显著高于ROR1-CAR T细胞与野生型

SW620细胞共培养上清中的LDH水平 (图4B)。以上

结果说明 , Galectin-9可直接抑制CAR T细胞的免疫

应答, 且其很可能是通过与CAR T细胞表面的TIM-3
受体结合而起免疫负调控作用。因此 , CAR T细胞

表面TIM-3缺失可能会避免肿瘤细胞来源的Galec-
tin-9对其的直接抑制作用。为了验证该推测 , 我们

将野生型SW620细胞分别与表达 sh-NC或TIM-3-
sh3的ROR1-CAR T细胞共培养。结果显示 , SW620
细胞与表达TIM-3-sh3的ROR1-CAR T细胞的共培

养上清液中的 IL-2、IFNγ以及LDH含量更高 (图4C
和图 4D)。为了进一步验证抑制TIM-3表达是否增

强ROR1-CAR T细胞对靶细胞的杀伤作用 , 我们将

CFSE标记的SW620细胞分别与表达sh-NC或TIM-3-
sh3的ROR1-CAR T细胞共培养后进行PI染色 , 结果

发现与表达TIM-3-sh3的ROR1-CAR T细胞共培养

后, CFSE和PI双阳性SW620细胞比例显著升高(图4E
和图4F)。有文献报道, 长效抑制PD-1的表达会损害

CAR T细胞的增殖活性 [19]。因此 , 紧接着我们验证

同样作为抑制性免疫检点分子的TIM-3, 长效抑制其

表达是否影响ROR1-CAR T细胞的抗原依赖性增殖

能力。我们将表达 sh-NC和表达TIM-3-sh3的ROR1-
CAR T细胞分别与野生型SW620细胞或ROR1基因

敲除的SW620细胞 (SW620ΔROR1)共培养。我们发现

与野生型SW620共培养时 , 表达TIM-3-sh3的ROR1-
CAR T细胞分裂能力明显强于表达 sh-NC的ROR1-
CAR T细胞 (图 4G)。无论是表达TIM-3-sh3还是

sh-NC的ROR1-CAR T细胞与SW620ΔROR1细胞共培养

均表现出细胞分裂停滞的状态 (图4G)。以上结果表

明, Galectin-9与TIM-3的相互作用可直接抑制CAR T
细胞免疫应答, 抑制CAR T细胞TIM-3表达可增强其

细胞毒性作用、效应细胞因子释放以及抗原依赖的

细胞增殖能力。

3   讨论
活化的 T细胞表达多种抑制性免疫检验点分

子, 包括PD-1、CTLA-4、LAG-3、TIM-3等, 它们均

为T细胞耗竭的标志物。这些免疫抑制性受体可与

其配体相互作用导致T细胞功能紊乱、耗竭甚至凋

亡。因此 , 阻断抑制性受体和配体的结合可有效恢

复T细胞的功能。依据该原理多种PD-1/PD-L1抑制

剂已经被成功开发和应用于临床 , 并在多种肿瘤的

治疗中展现出了显著的疗效 [20]。TIM-3是TIM家族

成员之一 , 最早被发现于分泌IFNγ的CD4+和CD8+ T
细胞中 [21-22]。通过对TIM-3功能的研究发现 , TIM-3
作为免疫抑制性受体在炎症调节、慢性病毒感染

以及肿瘤的进展过程中扮演重要的角色 [23-25]。在

体内非小细胞肺癌的动物模型实验中 , 研究人员发

现对PD-1单抗治疗耐药的小鼠体内T细胞的TIM-3
表达上调 , 联合TIM-3抗体治疗能够克服PD-1抗体

的适应性耐药 , 从而显著抑制肿瘤的生长并延长小

鼠生存期 [26]。以上研究结果充分证明了TIM-3抑制

性免疫检验点分子的特性 , 因此基于阻断TIM-3信
号通路的策略开发抗肿瘤药物前景广阔。目前 , 针
对TIM-3及其配体开发的药物已经相继进入临床研

究阶段 , 其中TIM-3抑制剂的研发竞争最为激烈 , 使
TIM-3成为继PD-1后最受关注的免疫检验点分子 [27]。

然而 , 近期的临床试验结果和早前的一些临床前研

究表明TIM-3抑制剂的单药治疗效果甚微 [28]。其中

可能的原因是TIM-3有多种不同的配体 , 包括Galec-
tin-9、PtdSer(phosphatidylserine)、CEACAM1以及

HMGB1(high mobility group protein B1), 肿瘤微环境

中不排除存在多种TIM-3配体共同参与调节TIM-3阳
性T细胞的功能的情况 , 而TIM-3抑制性单抗药物同

时阻断上述四种配体与TIM-3的结合很难实现。研

究表明, 实验过程中表现出抗肿瘤免疫应答的TIM-3
抑制性单抗均无法阻断Galectin-9与TIM-3的结合[23]。

除了肿瘤微环境中TIM-3与其配体相互作用的复杂

性以外 , 在特定的组织环境中 , 每种配体的分布和表

达水平也可能决定了TIM-3的信号传递。本研究中

我们发现在体外活化和扩增6天的T细胞中 , TIM-3
阳性细胞比例超过88%以上 , 并且这一比例至少持

续至活化后第15天 (图2A和图2B)。因此 , 体外制备

的CAR T细胞很可能由于高表达TIM-3而受到肿瘤

微环境中TIM-3配体的免疫负调控, 导致其抗肿瘤能

力被削弱。SW620细胞是分泌高水平Galectin-9的
ROR1阳性细胞, 敲除SW620细胞中的Galectin-9基因

后则可以观察到ROR1-CAR T细胞的免疫应答和体

外杀伤能力显著增强(图4A和图4B)。该实验结果说

明了肿瘤细胞来源的Galectin-9可直接抑制CAR T细
胞的抗肿瘤免疫活性 , 也从侧面印证了特定肿瘤细

胞表达的TIM-3配体的水平可能对TIM-3信号起到决

定性的作用。
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到目前为止 , 仅仅Galectin-9与TIM-3相互作用

发挥抑制免疫应答的作用被大量研究所证实 , 其余

配体与 TIM-3结合对免疫应答产生的影响仍然不

太清楚 , 其中一些研究结论甚至截然相反。例如

CEACAM1配体是否通过与TIM-3结合而发挥相应

的免疫调节作用还不是那么确定 [23,29]。因此 , 基于

TIM-3配体开发的抗肿瘤药物 , 其作用机制更为复杂

且临床试验疗效更加不可预期。基于上述原因 , 我
们通过 shRNA基因沉默技术长效抑制ROR1-CAR T
细胞表面的TIM-3表达 , 可以同时阻断多种配体对

CAR T细胞的干扰, 尤其消除Galectin-9通过TIM-3介
导的免疫抑制, 从而增强CAR T细胞的免疫应答。之

前有文献报道 , 通过 shRNA抑制靶向间皮素 (meso-
thelin)的CAR(MSLN-CAR) T细胞中的PD-1和TIM-3
分子表达同样能够增强MSLN-CAR T细胞的免疫应

答[30-31]。这些结果表明, 抑制CAR T细胞表面免疫负

调控检验点分子的表达是一种有效抵御抑制性肿瘤

微环境的方法。然而也有研究发现 , 长效抑制PD-1
在CAR T细胞中的表达会导致CAR T细胞的增殖活

性受到抑制 , 从而破坏CAR T细胞的抗肿瘤功能 [19]。

本研究发现 , 抑制TIM-3的表达并不会影响CAR-T细
胞的增殖活性 , 反而会增强其抗原依赖性的增殖能

力(图4G)。因此, 在选择阻断某种抑制性受体信号通

路之前 , 我们还需要充分了解短暂阻断和长效阻断

该通路是否可对CAR T细胞的增殖活性和抗肿瘤活

性造成不利影响, 否则可能会适得其反。

总而言之 , 肿瘤微环境中的Galectin-9会通过

TIM-3对CAR T细胞产生免疫负调控。通过基因敲

除或敲降的方法阻断TIM-3信号通路可增强CAR T
细胞的抗肿瘤活性和抗原依赖性的增殖能力 , 这为

增强CAR T细胞针对实体肿瘤的临床疗效提供了新

的依据和思路。
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