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雷帕霉素对CAR-T细胞功能的影响
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(1川北医学院, 南充 637007; 2西部战区总医院, 成都 610083; 3成都医学院, 成都 610500)

摘要      为探索雷帕霉素对CAR-T细胞体外杀伤靶细胞、杀伤后的扩增及细胞因子分泌能力

的影响, 该研究在体外使用靶向CD19的CAR-T细胞与CD19+CD22+ Raji靶细胞的T细胞特异性杀伤

模型, 在不同效靶比、不同时相点、不同雷帕霉素浓度下, 通过流式细胞绝对计数检测细胞杀伤率, 
发现雷帕霉素不影响CAR-T细胞对靶细胞的杀伤能力。通过羟基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺脂

(CFSE)检测CAR-T细胞扩增能力, 发现雷帕霉素通过抑制CAR-T细胞增殖而非促进凋亡的方式降

低其活化后的扩增数量。通过流式细胞术微球阵列法(CBA)检测细胞因子分泌情况, 发现雷帕霉

素可显著性降低CAR-T细胞被靶细胞活化后的细胞因子分泌水平。综上所述, 雷帕霉素可在不影

响CAR-T细胞杀伤功能的前提下, 降低其炎性因子分泌水平。

关键词      嵌合抗原受体T细胞; 雷帕霉素; 细胞因子释放综合征

Effects of Rapamycin on the Function of CAR-T cells
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Abstract       To investigate the effects of rapamycin on the specific killing of CAR-T (chimeric antigen recep-
tor T) cells, the expansion and cytokine secretion of CAR-T cells in vitro. This study used a T cell specific killing 
model in which the effect cells were the CAR-T targeting CD19 and the target cells were CD19+CD22+ Raji cells. 
Under different effect-target ratio with various rapamycin concentration at various drug administration time, the 
specific killing rates of CAR-T were detected by flow cytometry absolute count and it was found that rapamycin did 
not affect the killing ability of CAR-T cells. Using CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) to detect 
the expansion ability of CAR-T cells, it was found that rapamycin could slow down the increase rate of CAR-T 
cells number by inhibiting their proliferation rather than promoting apoptosis. Using flow cytometry CBA (cytometric 
bead array) to detect cytokine secretion, it was found that rapamycin could significantly inhibited cytokines secre-
tion level of CAR-T cells after activation by target cells. In summary, rapamycin can reduce the secretion level of 
inflammatory cytokines without affecting the killing function of CAR-T cells.
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嵌合抗原受体T(chimeric antigen receptor T, 
CAR-T)细胞治疗是目前重要的肿瘤免疫治疗方法

之一。研究者利用CD8+ T细胞活化后分化为细胞

毒性T淋巴细胞 (cytotoxic T lymphocyte, CTL)的特

性 , 通过基因修饰技术将人工设计的嵌合抗原受体

CAR跨膜蛋白“装备”到CD8+T细胞上。表达跨膜蛋
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白CAR的T细胞被称为CAR-T细胞。CAR分子胞外区

部分是单链抗体结构 , 可特异性与靶抗原结合 , CAR
分子胞内区含CD3链和共刺激分子胞内区部分 , CAR
分子的存在使T细胞与靶抗原特异性结合后可直接

被活化 , 进而发挥细胞毒作用 , 从而达到高效清除靶

细胞的目的 [1]。由于CAR-T细胞的活化无需MHC限
制与第二刺激信号的参与 , 因此T细胞特异性杀伤肿

瘤细胞变得高效便捷 , 在血液肿瘤治疗及实体瘤的治

疗研究中取得了令人瞩目的疗效。现已有8款CAR-T
细胞产品上市, 主要用于治疗血液系统肿瘤[2-4]。与传

统治疗相比 , CAR-T疗法有较高的缓解率 [5], 2021年
初上市的Breyanzi在复发 /难治性弥漫大B细胞淋巴

瘤(relapsed/refractory diffuse large B-cell lymphoma, r/
r DLBCL)的治疗中获得了73%的客观缓解率 (objec-
tive response rate, ORR)以及53%的完全缓解率(com-
plete remission, CR)[6]。然而 , CAR-T细胞治疗在给

患者带来较高缓解率的同时, 也伴随着不良反应, 后
者严重时甚至危及患者生命 [2,7]。因此 , 临床上使用

CAR-T细胞进行治疗时 , 如何降低毒副反应是最为

关注的亟待解决的重要问题。

细胞因子释放综合征 (cytokine release syn-
drome, CRS)是CAR-T细胞治疗中最常见的不良反

应之一 [8]。CRS发生机制主要是因为CAR-T细胞被

肿瘤细胞刺激活化后分泌炎性因子 , 后者触发巨噬细

胞等天然免疫细胞分泌大量炎性因子 , 引发CRS[9-11]。

因此 , 《嵌合抗原受体T细胞疗法的免疫相关不良事

件管理 : ASCO指南》推荐使用抗白细胞介素6(anti-
interleukin-6, anti-IL-6)的托珠单抗、地塞米松及甲

基强的松龙激素用于临床治疗CRS[12]。但托珠单抗

较为昂贵 , 且对中重度CRS抑制效果有限 ; 激素对

CAR-T细胞有抑制作用, 虽能降低CRS反应能力但同

时也影响了CAR-T细胞抗肿瘤效力, 因此, 探寻既能

不影响CAR-T抗肿瘤作用又能降低CRS反应能力的

药物是目前正在积极开展的工作 [11,13-14], 其中列齐单

抗 [14]和芦可替尼 [15]处于实验室研究阶段 , 阿那滞白

素[16](临床注册号: NCT04359784)、司妥昔单抗[17](临
床注册号 : NCT04975555)正处于临床研究阶段。此

外 , 有研究筛选了52种FDA批准的激酶抑制剂对外

周血单个核细胞 (peripheral blood mononuclear cells, 
PBMCs)在CD3-CD22双抗存在情况下抗肿瘤细胞作

用的影响 , 发现mTOR抑制剂雷帕霉素、替西罗莫

司和依维莫司可降低PBMCs上清的细胞因子水平 , 

但不影响外周血T细胞的肿瘤杀伤能力[18]。

本研究进一步以CD19.CAR-T细胞为研究对象, 
在CAR-T细胞杀伤CD19+肿瘤细胞的模型中 , 探究

雷帕霉素对CAR-T细胞的杀伤能力和杀伤肿瘤细胞

后的CAR-T细胞持续扩增能力 , 以及细胞因子分泌

水平的影响 , 以期为临床CAR-T治疗时控制CRS提
供更好的药物选择。

1   材料与方法
1.1   细胞

人脐带血 T细胞来自成都医学院第一附属医

院产妇捐赠的健康新生儿脐带静脉血 (伦理批号为

2018CYFYHEC-047-02); Raji(人Burkitt’s淋巴瘤细

胞)、293T(人肾上皮细胞系)购于中国科学院细胞库。

1.2   主要试剂

Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28购自

Gibco公司 ; 细胞因子白介素 -2(interleukin-2, IL-2)、
IL-7、IL-15购自北京百普赛斯生物科技有限公司 ; 
PerCP/Cy5.5 anti-human CD8、Alexa Fluor®700 anti-
human CD4、Brilliant Violet 711 anti-human CD3、
APC anti-human CD19购自Biolegend公司 ; PE-
Labeled Human CD19购自Acro公司 ; PE/Cy7 anti-
human IL-2、APC anti-human IFN-γ、PE/D594 anti-
human GM-CSF购自Thermo Fisher Scientific公司 ; 
CD4、CD8磁珠及Vario MACS磁珠分选系统、分

离柱 (LS Column)均购自Miltenyi Biotec公司 ; Cell-
Trace™细胞增殖试剂盒购自Thermo Fisher Scientific
公司 ; 雷帕霉素购自美国MCE公司 ; PI+Annivx细
胞凋亡试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司 ; 
CBA试剂盒购自BD公司。

1.3   人脐带血T细胞的分离

采用Lymphoprep淋巴分离液分离脐带血中的

单个核细胞(cord blood mononuclear cell, CBMC), 按
MACS说明书用CD4及CD8磁珠分离出脐血T细胞。

1.4   细胞培养 
分离的T细胞用含 200 IU/mL IL-2、5 ng/mL 

IL-7、5 ng/mL IL-15的RPMI-1640完全培养液培养 ; 
Raji细胞用RPMI-1640完全培养液培养; 293T细胞用

含10%胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS)的DMEM
培养液培养。

1.5   慢病毒包装

pLVX-CMV-CAR19为本课题组前期构建保存 , 
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其构建方法参见2011年SONG等 [19]及KALOS等 [20]发

表的文献。采用Lipofectamine 3000试剂盒制备转染

体系 , P3000与pLP1、pLP2、pLP-VSVG以及pLVX-
CMV-CAR19四种质粒混合后再与Lipofectamine 3000
混匀, 加入适量Opti-MEM, 室温孵育15~20 min。将混

合液与293T细胞混匀, 37 °C孵箱培养, 48 h后1 000 ×g
离心10 min, 收集上清液。0.45 μm过滤器过滤上清

液 , 去除细胞碎片 , 再利用超滤管浓缩慢病毒上清

液。

1.6   CAR-T细胞制备

T细胞与Dynabeads Human T-Activator CD3/
CD28混合 , 37 °C孵箱培养 24 h。按特定感染复数

(multiplicity of infection, MOI)加入慢病毒感染, 96 h
后流式细胞术检测T细胞的CAR阳性率。CAR分子

为经典的第2代CAR分子结构 : 胞外区为抗CD19的
单链抗体, 铰链区和跨膜区为CD8分子跨膜区, 胞内

区为CD3和4-1BB胞内区部分 [21]。所获得的CAR-T
细胞冻存于液氮中备用。

1.7   流式检测CAR-T细胞杀伤实验中效应细胞

与靶细胞存活数量的变化

CAR-T细胞的体外特异性杀伤实验 : 效应细胞

为CD19.CAR-T, 靶细胞为CD19+ CD22+ Raji细胞, 单独

Raji细胞培养孔为空白组 , CD19.CAR-T与Raji细胞共

培养孔为实验组, 设不同效靶比(E:T=CD8+CD19.CAR-
T:Raji=1:3、1:9、1:27)实验组于37 °C、5% CO2培养箱

中共培养 , 分别于18 h、72 h取每孔细胞悬液 , CD22-
PE Cy5抗体染色 , 用流式绝对计数法检测各孔中剩余

的靶细胞数量 , 再通过以下公式计算不同效靶比下的

杀伤率 :杀伤率(%)=[(空白组靶细胞数–实验组靶细胞

数)/空白组靶细胞数]×100%。CAR-T细胞与靶细胞混

合时刻记为0 h。在此特异性杀伤模型基础上, 分别考

察了不同因素对CAR-T杀伤能力的影响, 包括-0.5 h雷
帕霉素加入的不同浓度 (810 ng/mL的3倍倍比稀释系

列浓度)和雷帕霉素加入的不同时相点(CAR-T与靶细

胞混合时刻记为0, 则考察了-0.5 h、-6 h、-12 h、-24 h、
0 h、24 h、48 h)。

在 -0.5 h雷帕霉素组1:3效靶比的杀伤模型上 , 
于72 h(3天 )、144 h(6天 )利用抗CD4、抗CD8和抗

CAR19荧光抗体染色 , 检测杀伤过程中CAR-T细胞

数。此外 , 在1:3效靶比的杀伤模型下 , 10 ng/mL雷
帕霉素分别于不同时刻 , -0.5、0、24、48、72 h加
入到CAR-T细胞与靶细胞共培养模型中 , 于第3天、

第6天流式检测CAR-T细胞数。

1.8   CFSE法检测CAR-T细胞的扩增

将CFSE标记的CAR-T细胞铺板, 于-0.5 h加入

10 ng/mL或100 ng/mL雷帕霉素, 以1:3效靶比共培养

72 h, 流式检测带CFSE荧光的CAR-T细胞数。无雷

帕霉素无Raji组CFSE荧光值为阴性对照; 无雷帕霉

素有Raji组CFSE荧光值为阳性对照; 有雷帕霉素有

Raji组为实验组。

1.9   PI+Annivx流式检测CAR-T细胞的凋亡情况

于 -0.5 h加入10 ng/mL或100 ng/mL雷帕霉素 , 
以1:3效靶比共培养 , 18 h取细胞悬液 , PI+Annivx双
染, 流式检测凋亡与死亡细胞比例。

1.10   流式检测CAR-T细胞的细胞因子胞内表达

及胞外分泌水平

于-0.5 h加入不同浓度雷帕霉素, 按1:3效靶比共培

养, 于18 h取培养上清液; 将10 ng/mL雷帕霉素按不同

时间加入CAR-T细胞中, 而后按1:3效靶比加入Raji细胞

共培养, 于18 h取培养上清液。采用流式CBA法检测上

述上清液中细胞因子含量。采用流式胞内荧光抗体染

色法, 检测CAR-T细胞胞内细胞因子表达水平。

1.11   数据处理及统计学分析

每组实验采用两种不同来源的脐带血制备的

CAR-T细胞在相同条件下重复并采用3复孔, 所得数

据采用GraphPad Prism 8统计软件进行分析, 数据以

均数±标准差(x
_
±s)表示, 采用One-Way ANOVA和t检

验进行差异分析, 以P<0.05为具有统计学差异。

2   结果
2.1   CAR-T细胞的成功制备

通过Ficoll密度梯度离心法以及磁珠分选成功

纯化获得T细胞(图1A~图1C), 将T细胞通过慢病毒

转导CAR-19, 96 h后流式细胞术检测CAR-19转导

效率为96.1%(图1D), 表明已成功制备较高纯度的

CD19.CAR-T细胞。

2.2   雷帕霉素对CAR-T细胞肿瘤杀伤能力的影响

2.2.1   不同浓度雷帕霉素对CAR-T细胞杀伤功能的

影响      于-0.5 h加入不同浓度雷帕霉素, 在1:3效靶

比情况下, 共培养18 h、72 h检测CAR-T细胞杀伤率, 
实验结果(图2A)显示: 18 h和72 h的杀伤率在不同浓

度雷帕霉素各组之间均无显著性差别(P>0.05)。比

较72 h各组杀伤率, 即便最高浓度810 ng/mL雷帕霉

素组的杀伤率(96.47±0.78)%与无药物实验组杀伤率
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(99.03±0.06)%之间也无显著性差异 (P>0.05)。结果

表明无论雷帕霉素存在与否 , 甚至在其达到超临床

使用剂量数倍浓度下 , 也并不影响CAR-T细胞的肿

瘤杀伤效率。

2.2.2   不同效靶比时雷帕霉素对CAR-T细胞杀伤

能力的影响      根据以上实验结果 , 选定雷帕霉素

临床有效血药浓度为 10 ng/mL, -0.5 h将雷帕霉素

加入到CAR-T细胞中 , 在不同效靶比情况下 , 测定

共培养18 h、72 h CAR-T细胞的杀伤率(图2B)。结

果显示 , 1:3效靶比时 , 雷帕霉素组与无药实验组

的CAR-T细胞 72 h杀伤率分别为 (93.93±0.21)%和

(97.73±0.31)%, 两者间无显著性差异 (P >0.05); 1:9
效靶比时 , 两组72 h杀伤率分别为 (54.63±2.40)%和

(62.97±1.99)%, 两者间无显著性差异 (P>0.05); 1:27
效靶比时 , 两组72 h杀伤率分别为 (67.47±1.90)%和

(73.03±2.39)%, 两者间无显著性差异 (P>0.05)。结

果表明 , 无论在高效靶比情况下还是低效靶比情况

下 , 10 ng/mL雷帕霉素均不影响CAR-T细胞的杀伤

效率。

2.2.3   雷帕霉素不同施加时机对CAR-T杀伤功能的

影响      为考察雷帕霉素作用于CAR-T细胞静止态、

活化态和杀伤态的不同状态时, 其对CAR-T杀伤作

用的影响是否存在差异 , 在1:3效靶比杀伤模型基础

上, 于刺激CAR-T细胞前不同时间、刺激同时以及杀

伤中不同时间加入10 ng/mL雷帕霉素 , 检测了18 h、
72 h的CAR-T杀伤率 (图2C)。结果显示 , 无药实验

组72 h杀伤率为(98.13±0.21)%, -24 h和-0.5 h实验组

分别为 (94.17±1.72)%和 (92.80±1.59)%, 刺激前不同

时间组之间无统计学差异 (P>0.05), 表明刺激前雷

帕霉素与CAR-T细胞的接触时长对于CAR-T的杀伤

能力无影响。刺激前雷帕霉素组分别与无药实验组

相比 , 均无显著性差别(P>0.05), 表明在CAR-T细胞

刺激前是否使用雷帕霉素并不影响其杀伤能力。刺

激时同时暴露于药物环境的CAR-T细胞 , 其72 h的
杀伤率为 (92.03±0.35)%, 与无药实验组之间无显著

性差异 (P>0.05), 表明当同时存在药物与靶细胞时 , 
CAR-T的活化及杀伤并未受药物影响。当CAR-T
细胞与靶细胞接触 , 刺激活化后24 h再暴露于药物

环境中时, 72 h的杀伤率为(95.37±0.35)%, 与无药实

验组组、雷帕霉素刺激前组之间均无显著性差异

(P>0.05), 表明当CAR-T细胞在活化扩增和杀伤攻

击靶细胞状态时 , 加入雷帕霉素并不影响其杀伤功

能的发挥。以上结果表明 , 无论在CAR-T细胞活化

前后哪个时机使用雷帕霉素 , 均不影响CAR-T细胞

的杀伤作用。

2.3   雷帕霉素对CAR-T细胞杀伤中CAR-T数量

变化的影响

 2.3.1   不同浓度雷帕霉素对 CAR-T细胞杀伤中

CAR-T数量的影响      CAR-T细胞在杀伤靶细胞过

程中不断损失 , 同时也在大量扩增 , 因此在杀伤不

同时相点采用流式检测CAR-T细胞的总体数量 , 可
间接反映了CAR-T细胞在杀伤靶细胞状态下的增

殖能力。我们于 -0.5 h加入不同浓度雷帕霉素 , 对
随后CAR-T细胞在靶细胞杀伤中的数量变化情况

进行检测 , 结果 (图3A)显示 , 第6天时 , 无药实验组

CD8+CAR-T细胞累计增加倍数为 3.59±0.32, 最低

A: Ficoll后的脐带血单个核细胞(CBMC)流式图; B: MACS磁珠分选前CBMC中CD45+CD4+及CD45+CD8+比例; C: MACS磁珠分选后CBMC中
CD45+CD4+及CD45+CD8+比例; D: T细胞经CAR19病毒转导后培养10天左右的感染率。

A: flow chart of cord blood mononuclear cells (CBMC) after Ficoll; B: CD45+CD4+ and CD45+CD8+ ratio in CBMC before MACS magnetic bead sort-
ing; C: CD45+CD4+ and CD45+CD8+ ratio in CBMC after MACS magnetic bead sorting; D: infection rate of T cells cultured for about 10 days after 
CAR19 virus transduction.

图1   CD19.CAR-T细胞制备

Fig.1   Preparation of CD19.CAR-T cells
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浓度为0.123 ng/mL雷帕霉素的CD8+CAR-T细胞的

累计增加倍数为2.35±0.16, 两者间具有统计学差异

(P<0.05), 表明最低浓度雷帕霉素便可抑制CAR-T细
胞杀伤中的数量增加。高浓度810 ng/mL雷帕霉素

的CD8+CAR-T细胞累计扩增倍数为1.83±0.07, 与无

药实验组相比有统计学差异 (P<0.05), 与最低浓度

组间无统计学差异 (P>0.05), 表明高于0.123 ng/mL
的雷帕霉素均能抑制CAR-T细胞杀伤中的总体数

量增加 , 但这种抑制作用不随浓度的增加而增强。

CD4+CAR-T细胞的扩增结果趋势与CD8+CAR-T大

体一致。结果表明 , -0.5 h加入的雷帕霉素会减弱

CAR-T细胞在杀伤中的增殖能力 , 这种阻碍作用的

趋势在CD4+CAR-T细胞CD8+CAR-T细胞上大体一

致, 均不随浓度的增加而增强, 与浓度无关。

2.3.2   雷帕霉素施加的不同时机对CAR-T细胞杀伤

中CAR-T数量的影响      根据以上实验结果, 选定雷

帕霉素临床有效血药浓度10 ng/mL, 进一步探索在

CAR-T细胞接触Raji细胞刺激活化前、活化时以及

活化后杀伤过程中不同时相点加入雷帕霉素 , 6天
内对各组CAR-T细胞数量变化的影响。结果(图3B)

A: 不同浓度雷帕霉素下, CAR-T细胞18 h、72 h的杀伤率(在1:3效靶比条件下, -0.5 h加入10 ng/mL雷帕霉素); B: 不同效靶比下CAR-T细胞18 h、
72 h的杀伤率(-0.5 h加入10 ng/mL雷帕霉素); C: 不同活化时相点加入雷帕霉素, CAR-T细胞第18 h、72 h的杀伤率(1:3的效靶比, 10 ng/mL的雷

帕霉素浓度)。n=3; ns: P>0.05。
A: fix the effect target ratio 1:3, and the time as -0.5 h to explore the effect of pretreatment with different concentrations of rapamycin on the specific 
lysis of CAR-T cells at 18th hour and 72th hour; B: fix the rapamycin concentration as 10 ng/mL, and the time as -0.5 h, comparison the specific lysis 
of CAR-T cells at 18th hour and 72th hour pretreated with rapamycin at different ratio of effect to target; C: fix the effect target ratio 1:3, and rapamycin 
concentration as 10 ng/mL, explore the effect of rapamycin treatment at different activation time points of CAR-T cells on the specific lysis of CAR-T 
cells at 18th hour and 72th hour. n=3; ns: P>0.05.

图2   雷帕霉素对CAR-T细胞体外杀伤能力的影响

Fig.2   Effect of rapamycin on the cytotoxicity of CAR-T cells in vitro
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显示, 无药实验组CD8+CAR-T细胞累计扩增倍数为

6.65±0.21; -0.5 h雷帕霉素组CD8+CAR-T累计扩增倍

数为3.75±0.21, 两者间具有统计学差异(P<0.05), 表
明-0.5 h加入的10 ng/mL雷帕霉素可抑制CAR-T细胞

的数量增加。CAR-T细胞同时暴露于靶细胞和雷帕

霉素组的累计扩增倍数为3.65±0.35, 与无药实验组

间有显著性差别(P<0.05), 表明当同时存在药物与靶

细胞时, 雷帕霉素可抑制CAR-T细胞数量增加; 但与

刺激前组相比, 两者间无显著性差别(P>0.05), 表明

CAR-T细胞活化前或活化时暴露于雷帕霉素均能抑

制其杀伤靶细胞时的自身数量增加。当CAR-T细胞

与靶细胞共培养24 h、72 h时, CAR-T细胞已处于不

断活化增殖同时不断杀伤靶细胞的状态, 此时再暴

露于药物环境中, 第6天的CD8+CAR-T细胞累计扩增

倍数分别为5.00±0.14(24 h组)、4.95±0.07(72 h组), 与
空白组、刺激前组之间均具有显著性差别(P<0.05), 
结果表明, 在CAR-T细胞杀伤阶段加入雷帕霉素会

抑制CAR-T细胞数量的增加, 但其抑制作用弱于

CAR-T细胞刚接触靶细胞活化时加入以及刺激前加

入的雷帕霉素组。第6天CAR-T细胞杀伤过程中的

CD4+CAR-T细胞数量变化趋势与CD8+CAR-T大体

一致。以上结果表明, 雷帕霉素能显著抑制CAR-T
细胞在杀伤过程中累计数量的增加, CAR-T细胞在

活化前以及活化时暴露于雷帕霉素, 其抑制作用最

A: 不同浓度雷帕霉素对CAR-T细胞活化后扩增的影响(在1:3效靶比条件下, -0.5 h加入雷帕霉素); B: 不同活化时相点加入雷帕霉素对CAR-T细
胞活化后扩增的影响(在1:3效靶比条件下, 加入10 ng/mL的雷帕霉素)。n=3; ****P<0.000 1; ns: P>0.05。
A: fix the effect target ratio 1:3, and the time as -0.5 h, explore the effect of pretreatment with different concentrations of rapamycin on the expansion 
of CAR-T cells after activation; B: fix the effect target ratio 1:3, and rapamycin concentration as 10 ng/mL, explore the effect of Rapamycin at different 
activation time points of CAR-T cells on the expansion of CAR-T cells after activation. n=3; ****P<0.000 1; ns: P>0.05.

图3   雷帕霉素对CAR-T细胞杀伤后扩增能力的影响

Fig.3   Effect of rapamycin on the expansion ability of CAR-T cells after killing
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强。

2.4   雷帕霉素抑制CAR-T细胞扩增机制初探

2.4.1   雷帕霉素可抑制CAR-T细胞活化后的扩增      
采用CFSE法, 检测-0.5 h加入10 ng/mL或100 ng/mL雷
帕霉素组CAR-T细胞的增殖情况, 结果(图4A)显示, 
加入10 ng/mL以及100 ng/mL雷帕霉素的CAR-T细胞, 
其CFSE荧光强度较未刺激组明显低, 较无药实验组

高, 但10 ng/mL与100 ng/mL组间的荧光强度几乎一

致。结果表明, 雷帕霉素能够抑制CAR-T细胞活化后

的扩增能力, 但与雷帕霉素的浓度相关性不大。

2.4.2   雷帕霉素不影响CAR-T细胞的凋亡      于-0.5 h

加入10 ng/mL或100 ng/mL雷帕霉素的CAR-T细胞

与靶细胞共培养18 h后, 用流式PI+Annivx双染法检

测CAR-T细胞凋亡情况(图4B)。结果显示, 未刺激

组的CAR-T细胞几乎不发生凋亡, 无药空白组的早

期凋亡率和晚期凋亡率与10 ng/mL以及100 ng/mL
雷帕霉素组的凋亡率相差不大。以上结果表明, 雷
帕霉素不会促进CAR-T细胞的凋亡。

2.5   雷帕霉素对CAR-T细胞杀伤过程中细胞因

子的表达及分泌的影响

2.5.1   雷帕霉素对CAR-T细胞杀伤过程中分泌细胞

因子水平的影响      10 ng/mL或100 ng/mL雷帕霉

A: 雷帕霉素抑制CAR-T细胞活化后的扩增; B: 雷帕霉素不影响CAR-T细胞的凋亡。n=3; ***P<0.001; ns: P>0.05。
A: rapamycin inhibits the expansion of CAR-T cells after activation; B: rapamycin did not affect the apoptosis of CAR-T cells. n=3; ***P<0.001; ns: 
P>0.05.

图4   雷帕霉素阻碍CAR-T细胞杀伤后扩增的机制初探

Fig.4   Preliminary study on the mechanism of rapamycin inhibiting the expansion of CAR-T cells after killing
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素于-0.5 h加入CAR-T细胞, 按1:3效靶比共培养18 h, 检
测上清中细胞因子浓度。结果(图5A)显示, 10 ng/mL以
及100 ng/mL组的细胞因子 IL-2、IL-4、IL-5、 IL-8、
IL-10、IL-13、γ干扰素 (interferon-γ, IFN-γ)、肿瘤坏

死因子α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、粒细胞–巨
噬细胞集落刺激因子 (granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor, GM-CSF)、人可溶性CD25(soluble 
interleukin-2 receptor, sIL-2R/sCD25)、血管内皮生

长因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF)、
趋化因子C-C基序配体 4(C-C motif chemokine li-
gand 4, CCL4)、颗粒溶解素 (granulysin)、颗粒酶

A(granzyme A)、颗粒酶B(granzyme B)等浓度分别与

无药组相比均显著性降低(P<0.05), 表明不同浓度的

雷帕霉素均能降低CAR-T细胞杀伤靶细胞过程中的

细胞因子分泌水平。关于药物加入的不同时机 , 其
结果显示: -24 h、-0.5 h组与活化时处理组(记为0 h)
的细胞因子水平均低于无药实验组 , 具有显著性差

异 (P<0.05), 表明雷帕霉素可显著降低细胞因子分

泌水平 ; 但不同时机加入雷帕霉素暴露组之间无显

著性差异 (P>0.05), 提示雷帕霉素预处理时长以及

CAR-T不同状态均不影响雷帕霉素对CAR-T细胞因

子分泌的抑制作用。结果表明 , CAR-T细胞活化前

和活化时加入雷帕霉素 , 均能显著降低CAR-T细胞

杀伤靶细胞过程中细胞因子分泌水平。

2.5.2   雷帕霉素可降低CAR-T细胞胞内细胞因子表

达量      10 ng/mL或100 ng/mL雷帕霉素于-0.5 h加入

CAR-T细胞 , 以1:3效靶比共培养18 h, 检测CAR-T细
胞胞内细胞因子表达量 (图5B)。结果显示 : 10 ng/mL
和100 ng/mL雷帕霉素组的CAR-T细胞胞内 IFN-γ、
GM-CSF以及 IL-2的表达量均显著低于无药实验组

(P<0.05), 说明雷帕霉素可抑制CAR-T细胞在杀伤

靶细胞过程中的细胞因子表达。但不同浓度雷帕霉

素组的CAR-T细胞胞内细胞因子表达量之间无显著

性差异(P>0.05), 表明10 ng/mL雷帕霉素已足以降低

CAR-T细胞胞内细胞因子表达水平 , 高于此临床常

用血药浓度的雷帕霉素与此浓度的抑制作用一样。

3   讨论
本研究利用CD19.CAR-T与CD19+CD22+ Raji靶

细胞的特异性杀伤模型 , 首次探究了临床用的雷帕

霉素在CAR-T细胞杀靶细胞过程中 , 对CAR-T杀伤

力、扩增力及引起毒副作用CRS的细胞因子分泌的

影响。本研究发现雷帕霉素不影响CAR-T的杀伤能

力, 即便在1:27的超低效靶比情况下, CAR-T的杀伤

能力依旧不受影响 (图2B)。在杀伤过程中 , CAR-T
细胞数量的增加速度受到了雷帕霉素的部分抑制 , 
造成此现象的原因并非是CAR-T凋亡而数量增加

缓慢 (图4B), 而是部分抑制了CAR-T细胞活化后的

扩增 (图4A), 造成了杀伤模型中药物组CAR-T数量

增加缓慢 (图3A和图3B)。更重要的是 , 我们发现雷

帕霉素可显著降低CAR-T细胞杀伤靶细胞过程中分

泌的细胞因子水平, 降低水平在50%左右(图5A和图

5B)。雷帕霉素既不影响CAR-T的杀伤, 保障了临床

疗效的发挥 ; 又能显著抑制炎性细胞因子分泌水平 , 
降低了CRS发生风险 , 是用于预防或治疗CAR-T并
发症CRS的潜在理想药物。

雷帕霉素最初作为抗真菌抗生素从丝状放线

菌中分离获得 , 随后研究人员发现雷帕霉素具有免

疫抑制和抗肿瘤特性 [22]。由于雷帕霉素在免疫抑

制剂中的毒性较环孢霉素A(cyclosporin A, CsA)和
FK506低 , 且更能促进移植物存活 , 因此于1999年作

为免疫抑制药物被批准用于同种异体移植排斥反应

的治疗 [23]。虽然临床使用雷帕霉素多年 , 但其免疫

抑制作用机制近年来才逐渐被揭示。雷帕霉素与脯

氨酰异构酶FKBP12形成复合物, 后者与mTOR结合。

mTOR是一个高度保守的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 , 
与另外两个不同蛋白分别组成两个不同蛋白复合物: 
mTOR复合物1(mTOR complex 1, mTORC1)和mTOR
复合物2(mTOR complex 2, mTORC2), mTOR作为细

胞感知外界环境物质并对其作出相应反应的关键蛋

白, 与T细胞生长、代谢、分化密切相关[24]。雷帕霉

素不仅与mTORC1结合参与了骨髓早期T祖细胞的

细胞周期阻滞 [25]; 也参与了胸腺中T细胞阳性选择 , 
从而影响了αβ-T细胞的形成[26]; 而且还参与了外周T
细胞活化扩增中从G1到S期的细胞周期阻滞[27], 从而

也影响了T细胞活化后Th1、Th2和Th17等亚群的分

化[28]。

近年 , LECLERCQ等在 [18]体外药物筛选时发现

雷帕霉素可降低外周血上清中的细胞因子浓度 , 但
不影响外周血单核细胞中T细胞的肿瘤杀伤能力。

我们的研究发现, 雷帕霉素不影响CAR-T细胞对靶

细胞的杀伤, 这与LECLERCQ等[18]对T细胞研究结

果一致。CAR-T细胞通过CAR识别靶细胞, CAR分
子将结合信号传递到胞内, 直接将T细胞活化为CTL
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A: 共培养18 h的上清中细胞因子水平(1:3效靶比, -0.5 h加入不同浓度雷帕霉素; 以及1:3效靶比, 在-24 h、-0.5 h加入10 ng/mL雷帕霉素), CAR-
T(+) Raji(+) RAPA(-) pretreatment time(-0.5 h)作为对照组; B: 共培养18 h时CAR-T细胞的胞内细胞因子表达量(1:3效靶比, -0.5 h加入不同浓度

雷帕霉素)。n=3; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001, 与对照组比较; ns: P>0.05, 与对照组比较。

A: fix the effect target ratio 1:3, and the time as -0.5 h, detect the level of cytokines in the supernatant after different concentrations of rapamycin pre-
treatment at the 18th hour of killing. And fix the effect target ratio 1:3, and rapamycin concentration as 10 ng/mL, detect the level of cytokines in the 
supernatant after different activation time points of rapamycin pretreatment at the 18th hour of killing. CAR-T (+) Raji (+) RAPA (-) pretreatment time 
(-0.5) was used as the control group. B: fix the effect target ratio 1:3, and the time as -0.5 h, detect the expression of cytokines in CAR-T cells after pre-
treatment with different concentrations of rapamycin at the 18th hour of killing. n=3; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 compared with control group; 
ns: P>0.05 compared with control group.

图5   雷帕霉素可降低CAR-T细胞细胞因子的分泌

Fig.5   Rapamycin can reduce the secretion level of CAR-T cytokines
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细胞, 活化的CTL细胞分泌穿孔素和颗粒酶, 可杀伤

破解靶细胞的细胞毒性淋巴细胞。CAR-T细胞杀伤

肿瘤细胞主要利用了T细胞这一特性, CAR-T细胞

分泌的穿孔素和颗粒酶是清除肿瘤细胞的重要因

素。我们实验发现, CAR-T细胞先暴露于雷帕霉素

后30 min, 再接触靶细胞被活化, 18 h分泌的细胞因

子(图5)及颗粒酶(图6B)有显著下降。同时, 我们注

意到相同效靶比下, 18 h各浓度药物组的杀伤率也

有所差异, 但72 h时各组杀伤率已均无显著差异, 包
括无药对照组(图6A), 提示雷帕霉素影响了短时间

内的细胞因子及颗粒酶的分泌, 但对较长时间的总

体杀伤结果无影响。此外, 我们观测到雷帕霉素并

不是通过凋亡来减少CAR-T的增加速率, 而是通过

细胞周期阻滞, 导致增殖分裂减弱的, 雷帕霉素减缓

了CAR-T的扩增速率(图4), 这与以往对T细胞的研

究结果一致。可能因为CAR-T的扩增速率减缓, 所
以细胞因子分泌能力也随之减弱, 同时减弱了短时

间内的杀伤能力, 但根据稍长时间观测的结果看并

不影响总体杀伤情况(图6A)。本研究检测了72 h的
杀伤率, 但未检测72 h的颗粒酶分泌水平, 未来将进

一步观测不同效靶比和更长时间上颗粒酶及穿孔

素分泌水平的变化情况, 以进一步明确雷帕霉素对

CAR-T的全面影响。总之, 本研究提示: CAR-T整体

应答的波峰因细胞周期受到一定程度的阻滞而有所

降低, 但整体应答曲线拉长了, 曲线下的阴影面积不

变。这正是临床所需要的: 应答不能太剧烈以致毒

副作用较大, 患者无法承受, 同时保持彻底清除肿瘤

细胞这一最终疗效。

雷帕霉素可显著降低CAR-T细胞活化后的多

种炎性细胞因子的分泌水平 , 这对于临床上降低

CAR-T治疗引起的CRS并发症发生风险有积极意

义。CRS涉及多种细胞因子 , 肿瘤负荷越高 , CAR-T
细胞识别靶细胞后大量扩增 , 分泌的大量炎性细胞

因子进一步激活巨噬细胞等固有免疫细胞分泌更

多的促炎因子 , 形成CRS[29-30]。本研究发现雷帕霉

素可显著降低CAR-T细胞的多种促炎因子 , 如 IL-2、
IL-4、IL-5、IL-8、IL-10、IL-13、IFN-γ、TNF-α分
泌水平 , 趋化因子CCL4的表达水平 , 促进血管通透

性的细胞因子VEGF和单核–巨噬细胞活化的细胞因

子GM-CSF、sCD25的表达。巨噬细胞活化后分泌

大量 IL-6等促炎因子在CRS发展过程中具有重要作

用[9], 因此雷帕霉素降低CAR-T细胞的细胞因子分泌

水平 , 可降低巨噬细胞被活化的可能 , 从而降低CRS
反应严重程度。有报道表明 IFN-γ、IL-8、sCD25、
GM-CSF、CCL4(MIP1β)与重度CRS高度相关 [31], 而
雷帕霉素可明显降低CAR-T细胞分泌这类细胞因子

的水平 , 提示雷帕霉素可能会降低重度CRS的发生

率 , 使临床患者受益。托珠单抗是一种针对 IL-6R的

A: CAR-T细胞18 h、72 h杀伤率(1:3效靶比, -0.5 h加入不同浓度雷帕霉素); B: 共培养18 h上清中细胞因子水平(1:3效靶比, -0.5 h加入不同浓度

雷帕霉素; 1:3效靶比, 不同时间加入10 ng/mL雷帕霉素)。CAR-T(+) Raji(+) RAPA(-) pretreatment time(-0.5 h)作为对照组, n=3; ***P<0.001, 与
对照组比较; ns: P>0.05, 与对照组比较。

A: fix the effect target ratio 1:3, and the time as -0.5 h, detect the specific lysis at the 18th and 72th hour of killing; B: fix the effect target ratio 1:3, and 
the time as -0.5 h, detect the level of cytokines in the supernatant after different concentrations of rapamycin pretreatment at the 18th hour of killing. 
And fix the effect target ratio 1:3, and rapamycin concentration as 10 ng/mL, detect the level of cytokines in the supernatant after different activation 
time points of rapamycin pretreatment at the 18th hour of killing. CAR-T (+) Raji (+) RAPA (-) pretreatment time (-0.5) was used as the control group. 
n=3; ***P<0.001 compared with control group; ns: P>0.05 compared with control group.

图6   雷帕霉素降低CAR-T细胞杀伤相关的细胞因子水平

Fig.6   Rapamycin reduced the levels of cytokines related to CAR-T cell killing
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重组人源化单克隆抗体, 主要用于阻断IL-6途径来治

疗CRS, 而雷帕霉素作用广泛, 能够降低多种炎性细

胞因子的分泌, 并且与托珠单抗相比, 雷帕霉素具有

价格低廉的优势。临床经验表明, 糖皮质激素可有

效治疗CRS[32-33], 但糖皮质激素的应用对CAR-T细胞

治疗的影响尚存在争议。有文献报道长期大剂量(超
过1周)的糖皮质激素虽可迅速缓解CRS症状, 但对

CAR-T细胞在体内的扩增, 以及CAR-T细胞治疗的

临床结果带来了不利影响[34]。也有文献表明短期(平
均4天)使用糖皮质激素甚至大剂量糖皮质激素不影

响CAR-T细胞的治疗结果及其增殖和持续时间[35]。

同样的有文献表明糖皮质激素的较高累计剂量以及

长期和早期应用糖皮质激素与CAR-T细胞治疗较短

的中位无进展生存期(progression-free survival, PFS)
和/或中位生存期(overall survival, OS)有关[36]。虽

然本课题组制备的是人源CAR-T细胞, 雷帕霉素对

CRS的预防或治疗作用尚需临床试验验证, 但本课

题反复的实验结果均表明雷帕霉素不影响CAR-T细
胞的体外最终杀伤效果, 为今后雷帕霉素治疗CRS
的相关临床试验奠定了实验室基础。

综上所述, 本研究发现雷帕霉素可在不影响

CAR-T细胞抗肿瘤作用的情况下, 降低CAR-T细胞

杀伤靶细胞过程中分泌的多种细胞因子水平, 是临

床CAR-T治疗中控制CRS反应的潜在有效药物之

一。
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