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IL-12-CAR-T细胞诱发细胞因子释放综合征小鼠模型的建立及观察
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[摘 要] 目的：通过构建表达 IL-12的小鼠CAR-T细胞，探讨经尾静脉将其输注于小鼠体内建立细胞因子释放综合征（CRS）

模型的方法。方法：构建基于靶向鼠源CD19的CAR分子，包装逆转录病毒载体并感染小鼠T细胞构建mCD19-CAR-T、mCD19/

IL-12-CAR-T细胞。通过构建小鼠体内胰腺癌 Panc02-CD19细胞移植瘤模型，检测mCD19/IL-12-CAR-T细胞的抗肿瘤活性，

ELISA法检测两种CAR-T细胞 IL-12和 IFN-γ分泌水平；经小鼠尾静脉输注mCD19/IL-12-CAR-T 细胞构建CAR-T细胞CRS小鼠

模型，流式细胞术检测小鼠血清中 IL-6、MCP-1、IL-1、IL-10、TNF-α、IFN-γ等细胞因子的含量，H-E染色法观察荷瘤小鼠肝、脾、肺

和肾的病理组织学变化。结果：经过培养扩增的mCD19/IL-12-CAR-T细胞能有效分泌 IL-12，CAR阳性率达（56.9±5.4）%；与非

靶细胞Panc02或靶细胞Panc02-CD19共培养时，均能高分泌 IFN-γ。成功构建小鼠胰腺癌Panc02-CD19细胞移植瘤模型，经小鼠

尾静脉注射1×106个mCD19/IL-12-CAR-T细胞能显著抑制移植瘤的生长，但未能诱发严重CRS；输注2×106个mCD19/IL-12-CAR-T细

胞后，小鼠出现体质量减轻、血清炎性因子水平升高、组织损伤，最终导致死亡等一系列典型CRS表现。结论：成功构建 IL-12-

CAR-T细胞诱发的小鼠CRS模型，其稳定性好、重复性高，具有广泛的应用前景。
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cytokine release syndrome
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[Abstract] Objective：：To discuss the method of establishing a cytokine release syndrome (CRS) model by constructing murine-

oriented chimeric antigen receptor-modified T (CAR-T) cells expressing IL-12 and infusing them back into mice via the tail vein.

Methods: CAR molecules targeting murine-derived CD19 were constructed, in which the retroviral vectors were packaged, and then the

constructed molecules were used to infect mouse T cells to prepare mCD19-CAR-T and mCD19/IL-12-CAR-T cells. The anti-tumor

activity of mCD19/IL-12-CAR-T cells was measured by constructing pancreatic cancer Panc02-CD19 cell transplanted tumor model in

mice, and the levels of IL-12 and IFN-γ secreted by two CAR-T cells were detected by ELISA; CRS model was constructed by infusing

mCD19/IL-12-CAR-T cells back into the tail vein of the mice. The levels of IL-6, MCP-1, IL-1, IL-10, TNF- α, IFN- γ, and other

cytokines in the serum of mice were detected by flow cytometry, and the histopathological changes of liver, spleen, lung, and kidney of

the mice were observed by H-E staining. Results: After culture expansion, mCD19/IL-12-CAR-T cells could effectively secrete IL-12,

and the CAR positive rate reached (56.9±5.4)%; the modified T cells could efficiently secrete IFN-γ no matter co-cultured with non-

targeted Panc02 cells or targeted Panc02-CD19 cells. A mouse pancreatic cancer Panc02-CD19 cell transplanted tumor model was

successfully constructed, and the tail vein infusion of 1×106 mCD19/IL-12-CAR-T cells significantly inhibited the growth of the

transplanted tumor, but failed to induce severe CRS; after the infusion of 2×106 mCD19/IL-12-CAR-T cells, a series of typical CRS
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manifestations such as reduced body mass, elevated serum inflammatory factor levels, tissue damage and even death were observed in

the mice. Conclusion: The IL-12-CAR-T cell-induced CRS model in mice was successfully constructed, and it is stable and

reproducible with wide application prospects.

[Key words] chimeric antigen receptor (CAR); IL-12; CAR-T cell therapy; cytokine release syndrome (CRS); pancreatic cancer cell

[Chin J Cancer Biother, 2023, 30(1): 28-34. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2023.01.004]

CAR-T细胞疗法开辟了肿瘤免疫治疗的新领域[1-2]，

虽然CAR-T细胞临床治疗效果显著，但同时也带来许

多不良反应[3]。其中，细胞因子释放综合征（cytokine

release syndrome，CRS）是最常见的一种严重并发症[4-5]，

是由于CAR-T细胞治疗过程中活化的免疫细胞释放过

量细胞因子而引起的超常免疫反应，表现为大量细胞

因子短暂显著地升高，严重的CRS可危及患者生命[6-7]。

建立合适的动物模型有助于探索预防或减轻CRS的有

效手段。负荷肿瘤的NSG小鼠通常用作CAR-T细胞

治疗的临床前模型，此外还有SCID-beige小鼠模型[8]、

CD20 CAR-T细胞引起的免疫激活级联反应的恒河猴

模型[9]等。但建立上述模型价格昂贵，实验成本高，不

便于大规模开展相关的实验研究。IL-12是一种具有强

大肿瘤抑制活性的促炎细胞因子，CAR-T细胞与 IL-12

的组合已被证明可增强包括白血病和卵巢癌在内的多

种肿瘤小鼠模型的抗肿瘤效应 [10-15]。然而，这些研

究均观察到全身性 IL-12 的耐受性较差，主要与其

诱发的 CRS 有关。因此，本研究尝试利用小鼠尾

静脉高剂量输注 mCD19/IL-12-CAR-T细胞的方式诱

发CRS，以建立一种新型的CRS小鼠模型。

1 材料与方法

1.1 细胞培养、实验动物及主要试剂

细胞及其培养：293T细胞在含 10%胎牛血清和

1% 青霉素-链霉素溶液的 DMEM 细胞培养基中培

养。小鼠胰腺癌细胞 Panc02与 Panc02-mCD19购自

南京北恒生物科技有限公司，其在含 10%胎牛血清

的DMEM培养基中培养。

实验动物：雌性、6~8周龄C57BL/6J小鼠购自斯贝

福（北京）生物技术有限公司[实验单位使用许可证编号：

SYXK（苏）2017-0069；实验动物使用许可证号：SCXK

（京）2019-0010]，饲养于南京中医药大学附属医院实验

动物中心。本实验研究设计获得江苏省中医院伦理委

员会批准（伦理批准号：2022DW-22-02）。

主要试剂：MSCV-mCD19-CAR、MSCV-mCD19-

CAR-IL-12质粒与辅助质粒pCL-Eco购自上海禾午生

物科技有限公司，X-tremeGENE HP DNA试剂（货号

06366236001）购自瑞士Roche公司，DynaBeads CD3/

CD28CTSTM（货号 40203D）购自美国 Thermo Fisher

Scientific 公司，RetroNectin（货号 T100A）购自日本

TaKaRa公司，生物素标记的山羊抗鼠IgG（H&L）（货号

6910‑250）购自美国BioVision公司，APC标记的链霉亲

和素（货号 554067）购自美国 BD Pharmingen 公司，

Mouse IL-12 DuoSet ELISA Kit（货号DY419）、Mouse

IFN-gamma DuoSet ELISA Kit（货号DY485）购自美国

R&D Systems公司，复合微球的流式细胞仪免疫测定试

剂盒[MU Inflam Panel（13-plex）w/Vbp Multi-Analyte

Flow Assay Kit]购自美国Biolegend公司。

1.2 质粒构建

依次连接CD19 ScFv、BBZ的编码序列片段，并

在两端加入XhoⅠ/Eco RⅠ酶切位点。将片段克隆入

逆转录鼠干细胞病毒（murine stem cell virus，MSCV）

载体，获得 MSCV-mCD19-CAR 质粒，用于 mCD19-

CAR-T细胞的制备。T2A和 IL-12的编码片段克隆

入 MSCV-mCD19-CAR 载体 ，获得 MSCV-mCD19-

CAR-IL-12 质粒，用于 mCD19/IL-12-CAR-T 细胞的

制备。

1.3 逆转录病毒包装

将MSCV-mCD19-CAR、MSCV-mCD19-CAR-IL-12

质粒与辅助质粒pCL-Eco通过X-tremeGENE HP DNA

试剂共转染进293T细胞中，于37 ℃、5% CO2 条件下

培养过夜。在转染 72 h 后收集上清，2 000×g、4 ℃

离心10 min，获得逆转录病毒上清液。

1.4 mCD19-CAR-T、mCD19/IL-12-CAR-T细胞的制

备及鉴定

从 C57BL/6J 小鼠脾分离 T 淋巴细胞，并用

DynaBeads CD3/CD28CTSTM激活 1 d，在第 2 天将 T 细

胞接种至带有预先用RetroNectin包被的24孔板中过

夜 ，分 别 加 入 MSCV-mCD19-CAR 病 毒 、MSCV-

mCD19-CAR-IL-12病毒、完全培养基（阴性对照T细

胞，NT），2 000×g、32 ℃离心 2 h后，继续扩增培养。

隔天更换新鲜培养基，维持细胞密度在1×106个/mL，

病毒感染 3 d 后，即可获得 mCD19-CAR-T、mCD19/

IL-12-CAR-T细胞。每 2 d 利用锥虫蓝染色法计数，

根据计数结果计算CAR-T细胞的扩增倍数。加入以

生物素标记的山羊抗鼠 IgG为一抗，APC标记有链霉

亲合素作为二抗，染色后检查CAR-T细胞的阳性率。

1.5 ELISA 法检测 mCD19-CAR-T、mCD19/IL-12-

CAR-T细胞的 IL-12和 IFN-γ分泌水平

IL-12 检测 ：收集 CAR-T 细胞上清液 ，利用

Mouse IL-12 DuoSet ELISA试剂盒检测。

IFN-γ检测：以 Panc02细胞或 Panc02-mCD19细
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胞为靶细胞，mCD19-CAR-T、mCD19/IL-12-CAR-T、

NT细胞为效应细胞，按 5∶1效靶比将这两种细胞共

培养 24 h后，收集培养物上清液，利用Mouse IFN-γ

DuoSet ELISA试剂盒检测。

1.6 小鼠肿瘤模型的建立及观察

在小鼠左前肢腋下部位经皮下接种5×105个胰腺

癌Panc02-mCD19 细胞，待肿瘤体积生长至100 mm3

时（约12 d），将小鼠按照随机数字表法随机分为3组

（6只/组），分别向各组小鼠尾静脉注射1×106个NT细胞、

1×106个mCD19-CAR-T细胞、1×106个mCD19/IL-12-

CAR-T细胞。在输注 CAR-T 细胞前 48 h，腹腔注射

200 mg/kg环磷酰胺（cyclophosphamide，CPA）预处理小

鼠。之后每天均用游标卡尺分别测量，计算小鼠肿瘤

体积，并监测小鼠的体质量的变化，在第37天时处死所

有小鼠。

1.7 小鼠CRS模型的建立及观察

小鼠按照随机数字表法随机分为3组，均腹腔注

射 200 mg/kg CPA 进行预处理，第 3 天分别从尾静

脉注射 2×106个 NT 细胞、2×106个 mCD19-CAR-T 细

胞、2×106个mCD19/IL-12-CAR-T细胞。每天观测小

鼠日常活动、体质量减轻及存活情况。第6天通过眼

眶采集血样，并在室温下凝固 30 min，离心分离血清

并储存在-80 ℃冰箱中。第 10天脱颈椎处死小鼠，

取肝、脾、肺、肾等组织标本，经 4%多聚甲醛溶液固

定、石蜡包埋、连续切片、H-E染色，在光学显微镜下

进行病理组织学观察。

1.8 流式细胞术检测荷瘤小鼠血清中 IL-6、MCP-1、

IL-1、IL-10、TNF-α、IFN-γ等细胞因子的含量

采用基于复合微球的流式细胞仪免疫测定试剂

盒检测小鼠血清中 IL-6、MCP-1、IL-1、IL-10、TNF-α、

IFN-γ等细胞因子的水平。

1.9 统计学处理

上述主要实验均独立重复 3次。本研究中流式

细胞术数据应用 Flowjo V10、BioLegend-LEGEND

plex 软件进行分析处理，其他数据应用 GraphPad

Prism7 软件进行统计分析，两组均数间比较采用

t 检验，以 P<0.05 或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 mCD19-CAR-T、mCD19/IL-12-CAR-T 细胞的成

功制备及活性鉴定

成功构建了靶向CD19的经典第二代CAR分子结

构，依次连接T2A和 IL-12的编码序列片段（图1A），以

及mCD19-CAR、mCD19/IL-12-CAR分子。将上述分子

包装逆转录病毒，使用逆转录病毒转染小鼠T细胞，得

到mCD19-CAR-T、mCD19/IL-12-CAR-T细胞。3 d后，

通过流式细胞术采用山羊抗鼠 IgG抗体检测病毒转染

效率，mCD19-CAR-T、mCD19/IL-12-CAR-T细胞的转

染效率分别为（65.1±7.3）%、（56.9±5.4）%（图1B）。经

过7 d扩增，细胞增殖达200倍左右。

图1 CAR分子结构示意图及制备细胞中CAR-T细胞阳性率

ELISA法检测结果（图 2A）显示，mCD19/IL-12-

CAR-T 细胞分泌 IL-12 的水平显著高于 NT 细胞和

mCD19-CAR-T 细胞（P<0.01）。将各组 CAR-T 细胞

与非靶细胞 Panc02 共培养，与 NT 组和 mCD19-

CAR-T组比较，mCD19/IL-12-CAR-T组细胞 IFN-γ的

分泌水平显著升高（P<0.01）；与靶细胞Panc02-CD19

共培养后，mCD19/IL-12-CAR-T组细胞分泌 IFN-γ水

平显著升高（P<0.01，图 2B）。实验结果表明 ，

mCD19/IL-12-CAR-T细胞大量分泌可特异性杀伤肿

瘤细胞的细胞因子。
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与NT组比较，**P<0.01；与mCD19-CAR-T组比较，△△P<0.01

图2 ELISA法检测mCD19-CAR-T、mCD19/IL-12-CAR-T细胞中 IL-12和 IFN-γ的分泌水平

2.2 输注低剂量（1×106）mCD19/IL-12-CAR-T 细胞

能杀伤肿瘤细胞而未诱发严重CRS

成功建立小鼠胰腺癌Panc02-CD19细胞移植瘤

模型，与NT细胞和mCD19-CAR-T细胞处理组小鼠

相比，mCD19/IL-12-CAR-T细胞处理组小鼠肿瘤体

积明显减小（P<0.01，图 3A）；小鼠体质量在 CAR-T

细胞输注 1~2周时有下降趋势，但未出现脑炎表现，小

鼠未发生死亡，且在1周左右恢复正常；mCD19/IL-12-

CAR-T细胞处理组小鼠体质量与NT细胞和mCD19-

CAR-T细胞处理组比较差异无统计学意义（P>0.05，

图3B）。实验结果表明，低剂量输注的mCD19/IL-12-

CAR-T细胞对小鼠有一过性的毒副反应，但尚未发

生严重CRS，较多分泌的细胞因子可以增强CAR-T

细胞对肿瘤的抑制效果，可模拟CAR-T细胞体内杀

伤移植瘤细胞。

图3 mCD19/IL-12-CAR-T细胞显著抑制小鼠胰腺癌Panc02-CD19细胞移植瘤的生长

2.3 输注高剂量（2×106个）mCD19/IL-12-CAR-T 细

胞可诱发小鼠严重CRS并致其死亡

使用 200 mg/kg CPA预处理小鼠 2 d后，经尾静

脉输注2×106个CAR-T细胞，mCD19/IL-12-CAR-T组

小鼠出现发抖、不适、精神萎靡和起毛现象，表现出

严重的体质量减轻，最终死亡（图4A）；mCD19-CAR-T

组小鼠未出现体质量减轻，状态与NT组相比无明显

差异，小鼠均存活。mCD19/IL-12-CAR-T组小鼠在输

注第6天开始出现死亡，死亡率达80%（图4B）。

2.4 输注高剂量（2×106个）mCD19/IL-12-CAR-T 细

胞导致小鼠血清中细胞因子含量显著升高

在CAR-T 细胞输注 4 d 后，流式细胞术检测结

果（图 5）显示，与 NT 组和 mCD19-CAR-T 组相比，

mCD19/IL-12-CAR-T 组小鼠血清中 IFN-γ、MCP-1、

IL-6、TNF-α、IL-12、IL-1 和 IL-10 含量均显著升高（均

P<0.01）。实验结果表明，输注高剂量（2×106）mCD19/

IL-12-CAR-T细胞后，导致小鼠出现全身性CRS。

2.5 输注高剂量（2×106个）mCD19/IL-12-CAR-T 细

胞致使小鼠肝、脾、肺和肾组织损伤

在CAR-T细胞输注 8 d后，H-E染色结果（图 6）

显示，mCD19/IL-12-CAR-T组小鼠肝组织中可见弥

漫性肝细胞气球样变性，胞质空泡化，多处可见坏死

灶，伴淋巴细胞浸润和血管淤血；脾组织中可见大面

积淤血、淋巴细胞坏死，伴大量中性粒细胞浸润；肺

组织中可见弥漫性肺泡壁增厚，伴大量淋巴细胞以

及中性粒细胞浸润，大量血管周围水肿；肾间质多处
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可见淤血。mCD19-CAR-T组肾小管上皮细胞、肝细

胞出现少量水样变性，脾中性粒细胞增多；肺伴随淋

巴细胞浸润，病变程度明显轻于mCD19/IL-12-CAR-T

组，NT组未见明显病变。实验结果表明，输注高剂量

mCD19/IL-12-CAR-T 细胞后，致使实验组小鼠肝、

脾、肺和肾组织发生炎性细胞浸润甚至坏死、淤血等

病理学改变。

图4 高剂量mCD19/IL-12-CAR-T细胞诱发CRS的小鼠体质量（A）与生存曲线（B）

图5 输注高剂量mCD19/IL-12-CAR-T细胞后小鼠血清中细胞因子水平显著升高

图6 输注高剂量mCD19/IL-12-CAR-T细胞后小鼠肝、脾、肺和肾病理组织学变化（H-E染色，×200）

3 讨 论

为了更好地研究CRS发生的免疫机制，以及对

肿瘤免疫治疗药物的疗效进行评估，需要建立简单、

易于重复、便于大规模推广的CRS小鼠模型制备方

法。目前，已报道的常用CAR-T细胞相关CRS小鼠

模型有两种，但是均稳定性较差。第一种为 SCID-

beige小鼠模型，通过在 SCID-beige小鼠腹腔内注射

3×106个Raji-GFP-Flu白血病细胞，肿瘤生长3周后通

过生物发光成像评估肿瘤负荷，再腹腔注射3×107个

CD19.28z CAR-T 细胞，在 CAR-T 细胞输注 2～3 d

后小鼠发生CRS，其血清细胞因子升高，并最终导致
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死亡[8]。在前期研究中，本课题组曾尝试建立此种模

型，但是大部分小鼠接受治疗 5 d后就死亡，部分小

鼠因肿瘤负荷过大而死亡，且死亡时间不均一，CRS

治疗观察窗较窄，不利于实验研究。此外，实验中需

要大量人源CAR-T细胞，其制备费用昂贵、小鼠模型

建立过程繁琐，且 IFN-γ、IL-6等重要细胞因子及受体

无法跨物种识别，限制了该模型对人体CRS反应的

模拟程度。第二种为NSG小鼠模型，通过肝内注射

将人脐带血造血干细胞和祖细胞移植到亚致死剂量

照射的新生NSG小鼠，或者表达人类干细胞因子、粒

细胞-巨噬细胞集落刺激因子和 IL-3 的 NSG-SGM3

小鼠，重建淋巴造血系统，得到人源化 NSG 或者

SGM3小鼠[16]。这种模型对人CRS模拟程度更高，但

小鼠品系很难获得，国内尚未正式引进，造价昂贵，

不利于实验的常规广泛开展。上述两种小鼠模型的

应用目前已被多次报道，能较好地反映临床CAR-T

细胞致 CRS 的症状。另外，也有研究利用脂多糖

（LPS）诱发小鼠的 CRS，但不能完全反映 CAR-T 细

胞致CRS的病理特征和免疫学机制。现阶段尚缺乏

造价低廉、稳定、能降低小鼠肿瘤负荷的CAR-T细胞

致CRS模型。

本研究通过输注mCD19/IL-12-CAR-T细胞诱发

小鼠CRS，建立一种新的CRS模型。研究结果发现，

输注低剂量（1×106个）mCD19/IL-12-CAR-T 细胞未

能诱发小鼠严重CRS，但可以抑制胰腺癌细胞移植

瘤的生长，而输注高剂量（2×106 个）mCD19/IL-12-

CAR-T细胞则可诱发小鼠严重CRS反应。此模型使

用普通品系C57BL/6J小鼠及培养的小鼠CAR-T细

胞即可建立，CRS的产生不依赖于接种的肿瘤细胞，

避免了小鼠在实验期间因肿瘤生长速度的差异及负

荷过重而导致的不均一死亡，CRS发生时间主要在

CAR-T细胞输注后的 1~6 d，小鼠表现出典型的CRS

症状，如体质量减轻、血清细胞因子升高等，符合临

床CAR-T细胞诱发CRS的表征。本法构建的模型更

稳定、制作周期短，降低了实验成本且重复性高。临

床CAR-T细胞诱导的CRS主要是由于双特异性抗体

或者CAR-T细胞受体与其抗原结合，促使T细胞激

活或者免疫细胞溶解诱导释放 IFN-γ和TNF-a，导致

巨噬细胞、DC、内皮细胞及其他免疫细胞的活化，这

些细胞进一步释放过量的细胞因子，引起连锁反应，

形成激活炎症的循环[17]。而本研究利用 IL-12的分泌

域修饰 CAR 结构构建的 mCD19/IL-12-CAR-T 细胞

自分泌高水平 IL-12，同时 IL-12 通过激活 STAT4 信

号通路诱导调控T细胞IFN-γ的表达[18]。mCD19/IL-12-

CAR-T 细胞通过高分泌 IFN-γ实现自激活，与临床

CAR-T细胞诱发CRS的分子机制一致，但与临床前

发生的CRS有一定的差异性。

目前，CRS的治疗首选使用激素治疗，抗 IL-6受

体拮抗剂托珠单抗联合或者不联合皮质类固醇的给

药是主要的治疗方法[19]。托珠单抗干预的最佳时机

尚不清楚，其是目前正在进行的临床试验亟待解决

的问题[20]。本研究为CRS治疗药物的有效性、安全性

评估及药物筛选提供了合适的实验动物模型。

综上所述，本研究报道了一种直接输注mCD19/

IL-12-CAR-T细胞诱发小鼠CRS模型的构建方法，并

且证实该模型的可重复性和高效性，具有广泛的应

用前景。下一步课题组将进行CRS治疗药物的筛选

和临床前研究的准备。
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