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摘要      嵌合抗原受体T(chimeric antigen receptor-T, CAR-T)细胞治疗虽然在血液肿瘤治疗中

疗效显著, 但仍面临CAR-T细胞体内持续性短的问题, 后者与疗效密切相关。Regnase-1具有核糖

核酸酶作用, 负向调控免疫应答。该研究在脐血T(cord blood T)细胞上成功敲除Regnase-1, 制备Re-
gnase-1缺陷的靶向CD19的脐血CAR-T细胞Regnase-1– CAR-T, 发现敲除Regnase-1不影响脐血T细
胞表达CAR分子 , 也不影响CAR-T细胞体外增殖和分化 , 在CAR-T体外生长早期可显著抑制CD39
耗竭分子, 并且显著增强CAR-T特异性持续杀伤能力和扩增能力, 有助于改善脐血CAR-T细胞持续

性, 为CAR-T细胞药物的优化奠定基础。
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Abstract       Although CAR-T (chimeric antigen receptor-T) cell therapy is effective in the treatment of hemato-
logic tumors, it still faces the problem of short persistence of CAR-T cells in vivo, which is closely related to the clini-
cal efficacy. Regnase-1 has a ribonuclease effect and negatively regulates the immune response. In this study, regnase-
1-deficient CAR-T cells delivered from cord blood T cells were prepared. The Regnase-1 deletion did not affect either 
the expression of CAR molecules of cord blood T cells or the proliferation or the differentiation of CAR-T cells in 
vitro. CD39, an exhausted T cell marker, could be significantly inhibited at the early stage of CAR-T growth in vitro. 
Regnase-1 kncokout enhanced the specific killing ability and increased amplication of CAR-T, which helps to improve 
cord blood-derived CAR-T cell persistence and lays a foundation for the optimization of CAR-T cell drugs.
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嵌合抗原受体T(chimeric antigen receptor-T, 
CAR-T)细胞治疗[1-2]以T细胞为原料, 通过基因修饰

技术使T细胞表达CAR分子 , 使之无需MHC限制特

异性识别靶抗原 , 也无需第 2活化刺激信号而被直

接活化, 因此T细胞的杀伤靶细胞能力直接而高效。

虽然近年来CAR-T细胞治疗在白血病[3-5]和淋巴瘤

等B细胞恶性血液肿瘤[2-6]治疗中取得了令人瞩目的

疗效[7-8], 但疗效不能持久[9], 特别是对于实体瘤的治

疗[10-11], CAR-T细胞体内扩增能力弱, 抗肿瘤能力不

足。由于CAR-T细胞治疗的疗效与CAR-T细胞体

内的扩增能力及持续性密切相关, 因此, 如何利用

基因编辑及修饰技术改造CAR-T细胞的特性, 增强

其体内抗肿瘤活性, 是亟待解决的问题[12-13]。

单核细胞趋化蛋白诱导蛋白-1(monocyte che-
motactic protein-induced protein-1, MCPIP1, 也叫Re-
gnase-1)由ZC3H12A基因编码, 以核糖核酸酶依赖和

非依赖方式广泛降解多种蛋白(包括炎性因子和共

刺激分子)的mRNA, 严格调控免疫应答[14-15]。在T细
胞中, Regnase-1与Roquin相互依赖, 协同下调一系列

基因表达, 包括T细胞扩增所需的IL-2[16], 活化相关

的共刺激分子受体ICOS、TNFR2、OX40, T细胞活

化标志物CD44[17], 一些趋化因子CXCL1、CXCL2和
CXCL3[18], 因而Regnase-1可抑制T细胞活化[19]。WEI
等[20]利用CRISPR/Cas9突变技术筛选T细胞抗肿瘤

的代谢相关分子时, 发现Regnase-1是抗肿瘤效应的

主要负调控因子; Regnase-1敲除的T细胞呈现出较

高幼稚/记忆细胞相关的基因表型。随后, ZHENG
等[21]进一步在证实Regnase-1缺失促进同时具有记

忆型和耗竭型标志物表达的TCF-1+前体耗竭T细
胞(precursor exhausted T cells, TPEX)形成, 因而促进

CAR-T细胞记忆型细胞形成, 增强抗白血病肿瘤细

胞的清除能力。

然而, 脐血(umbilical cord blood, UCB) T细胞与

外周血T细胞在特性上有很大不同[22], 不仅具有干样

特性[23], 且幼稚型T细胞占比高达90%, 具有更强的

抗肿瘤活性[24]。Regnase-1在T细胞中的表达呈动态

变化, 广泛参与T细胞发育和功能发挥[15]。Regnase-1
敲除对于脐血T细胞的影响尚未见报道。前期本课

题组采用脐血T细胞成功制备了脐血CAR-T(cord 
blood-derived CAR-T)细胞 [25]。以往在Regnase-1对T
细胞生物学活性影响的研究中所采用的T细胞均为

健康成人T细胞[20-21], 对于偏干性的脐血T细胞, 特别

是脐血CAR-T细胞是否也能增强其增殖和杀伤作用, 
尚未见报道。本研究利用CRISPR/Cas9技术 , 敲除脐

血CAR-T细胞的Regnase-1, 探究Regnase-1缺陷对脐血

CAR-T细胞的CAR分子表达, CAR-T细胞增殖、分化、

耗竭以及多次靶细胞刺激的持久杀伤能力的影响, 为
今后脐血CAR-T细胞治疗提供新思路。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   质粒、菌种和细胞株      脐带血为成都医学

院第一附属医院健康产妇捐赠, 她们均签署了知情

同意书 , 伦理批准号为2018CYFYHEC-047-02。Jur-
kat细胞和293FT细胞 (人胚肾细胞 )购自美国ATCC; 
含荧光素酶的Namalwa(人Burkitt’s淋巴瘤细胞 )和
Nalm-6(人B-ALL急性淋巴细胞白血病细胞)购自

中国科学院细胞库, 经本实验室改造为HLA阴性细

胞作为本研究的靶细胞 ; 质粒 pLP1、pLP2、pLP-
VSVG及pHAGE-SFFV-GFP购自美国Addgene公司; 
pHAGE-SFFV-CAR19重组质粒为西部战区总医院

实验室保存; 靶向Regnase-1的gRNA序列为: 5′-AAC 
ACG GGA CAG CCA CCG AG-3′。
1.1.2   主要试剂      RPMI-1640购自美国Hyclone公
司; 胎牛血清购自澳大利亚Bovogen Biologicals公
司; 淋巴细胞分离液购自挪威Axis-shield公司; Lipo-
fectamine® 3000 Transfection Reagent购自美国Ther-
moFisher Scientific公司 ; CD4-Microbeads与CD8-
Microbeads购自德国MACS公司 ; 细胞因子 IL-7、
IL-15购自德国Cellgenix公司 ; 小鼠抗人CD3单抗、

小鼠抗人CD4单抗、小鼠抗人CD8单抗、小鼠抗人

CD39单抗、小鼠抗人CD69单抗等流式荧光抗体购

自美国Biolegend公司。

1.2   方法

1.2.1   分离T细胞      使用Lymphoprep淋巴分离液从

脐血中分离出单个核细胞 , 按MACS说明书用CD4
及CD8磁珠纯化脐血T细胞。

1.2.2   细胞培养      脐血T细胞在含5 ng/mL IL-7、5 ng/mL 
IL-15的RPMI-1640完全培养液 (10% FBS)中培养。

靶细胞HLA– Nalm-6和HLA– Namalwa细胞在RPMI-
1640完全培养基中培养。

1.2.3   Regnase-1的敲除      脐血T细胞经Dynabeads 
Human T-Activator CD3/CD28活化24 h, 将Cas9蛋白按

照11׃摩尔比与Regnase-1 gRNA混合, 室温放置15 min, 
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合成核糖核蛋白复合物 (ribonucleoprotein complex, 
RNP)。将1 μmol/L Regnase-1-RNP与1×106个脐血T
细胞混合, 在电压560 V、脉冲20 ms条件下进行电转, 
随即将电转后的细胞进行铺板培养。

1.2.4   CAR-T细胞制备      脐血T细胞或Regnase-1– T
细胞分别按特定感染复数加入慢病毒感染, 培养96 h, 
流式细胞仪检测表达CAR分子的T细胞比例。

1.2.5   脐血来源CAR-T细胞体外杀伤靶细胞      按
效靶比为13׃的比例将靶细胞HLA– Nalm-6、HLA–

Namalwa分别与CAR-T细胞和Regnase-1– CAR-T
细胞共孵育24 h, 流式绝对计数法检测效应细胞和

靶细胞数量。通过以下公式计算杀伤率: 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%。

1.2.6   数据处理及统计学分析      每组实验在相同

条件下重复3次, 用GraphPad Prism 7.0进行统计分

析处理, 数据以均数±标准差(x
_
±s)表示, 采用单因素

方差分析One-Way ANOVA和 t检验进行组间比较 ; 
P<0.05为差异具有统计学意义差异。

2   结果
2.1   成功敲除Regnase-1及敲除效率测定

经电转 Regnase-1敲除的细胞样本进行一代

测序 , 在线 (https://tide.nki.nl/#about)进行TIDE分
析 (tracking of indels by decomposition, TIDE), Reg-
nase-1阴性细胞所占比例为敲除效率。结果如图1所
示: 基因敲除后细胞培养6天的敲除效率为75.5%(图
1A), 培养22天后的敲除效率为76.5%(图1B), 二者

之间差异无统计学意义(P>0.05), 说明T细胞的Reg-
nase-1已成功被敲除, 并且Regnase-1敲除细胞的比

例在体外培养过程中经过多次增殖分化仍保持相对

稳定。后续实验均以此份脐血(敲除组和未敲除正

常组)为原材料进行研究。

2.2   Regnase-1敲除不影响CD19.CAR+的表达

CD19.CAR慢病毒感染 Regnase-1敲除的脐

血T细胞和模拟电穿孔脐血T细胞 , 将正常脐血T
细胞、未敲除组CAR-T细胞及敲除组Regnase-1–

CAR-T细胞体外培养7天, 流式细胞仪分别检测各组

脐血T细胞表面CD19.CAR分子的阳性表达率。重

复 3次感染实验 , 结果如图 2B所示 : 对于未敲除组

的正常脐血T细胞 , CD19.CAR慢病毒感染效率为

(64.37±4.09)%, Regnase-1敲除组CAR阳性T细胞比

例为(64.53±1.86)%, 与未敲除组相比, CD19.CAR阳
性表达的T细胞比例无显著差别(P=0.95), 结果提示

Regnase-1敲除并不影响CD19.CAR慢病毒感染以及

CD19.CAR分子的转导与表达。 

A: 第6天细胞的全基因组测序数据的TIDE分析; B: 第22天细胞的全基因组测序数据的TIDE分析。

A: TIDE with the sample at day 6; B: TIDE with the sample at day 22.
图1   CRISPR基因组编辑技术敲除Reganse-1的效率测定

Fig.1   The efficacy of Regnase-1 mutant by CRISPR genome editing 
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2.3   Regnase-1敲除不影响脐血来源CAR-T细胞

的体外增殖能力

Regnase-1敲除后体外培养7天, 每天流式绝对

计数监测Regnase-1敲除组与未敲除对照组的细胞

增殖数量倍增情况 , 发现两组数据即便在第 7天也

未达到统计学意义的显著差异 (1 143.63±172.24) vs 
(1 345.93±111.94)(P=0.21, 图3), 提示Regnase-1敲除

不影响脐血来源CAR-T细胞的体外增殖能力。

2.4   Regnase-1敲除不影响脐血来源CAR-T细胞

的活化及分化亚群比例

CD69是T细胞活化后最早表达的细胞表面分子, 
可作为T淋巴细胞早期活化的标志; 而CD25则是T淋巴

细胞中期活化的表面分子, 活化的T淋巴细胞大量表

达CD69和CD25。脐血T细胞经CD3/CD28磁珠刺激活

化24 h后流式细胞仪检测脐血T细胞中CD69+CD25+

细胞比例, 未活化空白组的CD69+CD25+细胞比例为

(0.15±0.11)%, 经刺激活化的敲除组与非敲除组的

CD25和CD69阳性表达率比例分别为 (81.43±8.65)%

和 (82.81±8.57)%, 两组无显著差别 (P=0.85), 提示

Regnase-1敲除并不影响脐血 CAR-T细胞的活化

(图4A和图4B)。体外培养9天 , 流式检测各组初始T
细胞 (naïve T cell, TN), 即 (CD45RO−/CD62L+)细胞比

例、中央记忆型T细胞(central memory T cell, TCM), 即
(CD45RO+ CD62L+)细胞比例和效应性T细胞亚群(ef-
fector memory T cell, TEM), 即(CD45RO+/CD62L−)细胞

比例。结果显示 : TN细胞亚群比例在未刺激活化组

中为 (61.29±14.65)%, 在刺激活化的未敲除组与Re-
gnase-1敲除组CAR-T细胞中分别为 (39.99±1.27)%
和 (39.87±4.31)%, 两者无显著性差异 (P>0.05); TCM

细胞亚群比例在未刺激活化组中为 (11.46±6.53)%, 
在刺激活化的未敲除组和Regnase-1敲除组中分别

为 (59.07±1.47)%和 (59.02±4.31)%, 两者无显著性差

异 (P>0.05); TEM细胞亚群比例在未刺激活化组中为

(6.02±5.19)%, 在刺激活化的未敲除组和Regnase-1
敲除组中分别为(0.32±0.15)%和(0.22±0.04)%, 两者

无显著性差异 (P>0.05), 可见Regnase-1缺陷对于脐

A: 各组CAR19阳性细胞比例; B: 流式数据统计结果。n=3, ns: P>0.05。
A: the proportion of CAR19 positive cells in groups; B: FCM data statistics results. n=3, ns: P>0.05.

图2   Regnase-1敲除对CAR-T细胞CAR分子表达的影响

Fig.2   Effect of Regnase-1 knockout on the expression of CAR molecular in CAR-T cells
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图3   Regnase-1缺陷对脐血CAR-T细胞体外增殖的影响

Fig.3   Effect of Regnase-1 deficiency on the proliferation of cord blood-derived CAR-T cells in vitro
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血来源的CAR-T细胞活化后第9天的TN、TCM、TEM

各亚群分化比例均未产生显著性影响(图4C和图

4D), 提示Regnase-1缺陷对于脐血CAR-T细胞的活化

及其分化状态并无影响。可见, Regnase-1敲除所获

得的Regnase-1缺陷型CAR-T细胞在活化后的分化发

育与脐血来源的正常CAR-T细胞中无异(图4), 仍保

持了脐血CAR-T分化后产生较高TCM比例的特性。

2.5   Regnase-1敲除抑制脐血CAR-T细胞耗竭分

子的表达

将Regnase-1– CAR-T细胞和CAR-T细胞分别体

外培养, 于第7天和第14天时用流式细胞仪检测各

组CAR-T细胞耗竭分子(包括CD39、TIM-3、PD-1、
CTLA-4、TIGIT、LAG3)表达比例。结果显示在

体外培养第7天时, Regnase-1– CAR-T细胞和CAR-T
细胞的CD39阳性细胞比例分别为(18.06±1.09)%和

(24.45±0.22)%, 敲除组显著低于对照组(P=0.001 7, 
图5B), 其他耗竭分子在两组中的表达比例无显著差

异(P>0.05); 在体外培养第14天时, TIGIT阳性表达

细胞比例在Regnase-1– CAR-T组显著低于CAR-T组
[(0.62±0.08)% vs (1.55±0.24)%, P=0.010 6, 图5B)], 
其他耗竭分子, 包括CD39, 两组相比差异无统计学

意义(P>0.05), 提示Regnase-1敲除对于脐血CAR-T
早期主要抑制耗竭分子CD39的表达, 后期主要抑制

耗竭分子TIGIT的表达(图5)。 
2.6   Regnase-1敲除增强脐血CAR-T细胞的持久

增殖能力

为考察 Regnase-1敲除对脐血CAR-T细胞在

靶细胞多次刺激下的增殖影响, 以不同效靶比31׃、
3将靶细胞HLA– Nalm-6、HLA– Namalwa分׃1、1׃1
别与Regnase-1– CAR-T细胞和CAR-T细胞混合培

养, 6天后每3天各组持续按恒定效靶比添加靶细胞, 
检测效靶细胞剩余数量, 考察杀伤率随时间的变化

情况。效靶比31׃时, 第12天靶细胞HLA– Nalm-6和
HLA– Namalwa中的Regnase-1– CAR-T细胞增殖倍

数分别为62.3±2.4和25.0±2.6, 显著高于CAR-T细胞

增殖倍数 (23.7±4.3和16.9±1.0), 均具有显著性差异

(P<0.000 1, 图6A)。当效靶比11׃时 , 不同靶细胞组

的Regnase-1敲除组细胞增殖倍数也显著高于未敲除

组[Nalm-6: (204.3±39.8) vs (90.3±9.6), P=0.008 5和Na-
malwa: (287.3±44.1) vs (162.7±8.3), P=0.008 6, 图6B]。
加大靶细胞比例至效靶比为13׃时 , 不同靶细胞组的

Regnase-1敲除组细胞增殖倍数也显著高于未敲除组

A: 流式散点图—各组活化细胞CD25+CD69+ T细胞比例; B: 柱状图—各组活化细胞CD25+CD69+ T细胞比例; C: 流式散点图—各组分化

亚群细胞比例; D: 柱状图—各组分化亚群细胞比例。n=3, ns: P>0.05。
A: flow cytometry scatter plot: the ratio of CD25+CD69+ T cells to total T cells; B: bar chart of FCM data statistics results: the ratio of CD25+CD69+ T 
cells to total T cells; C: flow cytometry scatter plot: the percentage of TN, TCM, TEM subsets cells; D: bar chart of FCM data statistics results: percent-
age of TN, TCM, TEM subsets cells. n=3, ns: P>0.05.  

图4   Regnase-1敲除对脐血CAR-T细胞活化及分化亚群比例的影响

Fig.4   Effect of Regnase-1 knockout on the activation and differentiation of cord blood-derived CAR-T cells
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A、B:  CAR-T和Regnase-1– CAR-T培养7天和14天时的耗竭表型细胞比例差异(A: 流式散点图; B: 柱状图)。n=3, **P<0.01。
A,B: exhausted phenotypes of CAR-T cell and Regnase-1– CAR-T cells were analyzed by FACS after 7 days or 14 days of culture (A: flow cytometry 
scatter dots; B: bar chart of flow cytometry data). n=3, **P<0.01.

图5   Regnase-1敲除对脐血CAR-T细胞耗竭分子表达的影响

Fig.5   Effect of Regnase-1 knockout on the molecular signatures of cord blood-derived CAR-T cells exhaustion 

(A)

(B) Day 7 Day 14
30

20

10

0

6

4

2

0

CAR-T

CD39 TIM3 PD-1

P
er

ce
n
t 

/%

P
er

ce
n
t 

/%

CTLA-4 TIGIT LAG3 CD39 TIM3 PD-1 CTLA-4 TIGIT LAG3

Regnase-1– CAR-T

CAR-T

CAR-T

**

**

Regnase-1– CAR-T

Regnase-1– CAR-T

17.51%  31.80%

  5.17% 45.52%

 24.32%    22.88%

  43.04% 9.76%

3.12% 2.45%

  56.23%38.20%

3.24%2.95%

22.09% 71.72%

0.16% 0.09%

22.04%  77.71%

0.41% 0.12%

 66.10%33.37%

5.20% 1.24%

56.81%36.75%   

2.13%5.07%

20.46% 72.34%

0.74% 1.84%

21.54% 75.88%

0.38% 0.38%

65.80%33.44%   

0.18% 0.15%

58.72%40.95%

0.15%0.04%

24.81% 75.00%

1.11% 3.10%

20.82% 74.97%

0.60% 0.90%

65.39%33.11%

0.25% 0.10%

58.83%40.82%

0.13%0.06%

24.63% 75.18%

2.04% 6.89%

20.49% 70.58%

1.36% 2.54%

63.47%32.63%

1.63% 3.01%

55.87%39.49%

2.51%0.52%

24.33% 72.64%

2.84% 10.28%

20.20% 66.68%

1.24% 2.00%

63.71%33.05%

0.00% 0.17%

57.44%42.39%  

0.07%0.02%

25.79% 74.12%

CAR-TRegnase-1– CAR-T CAR-TRegnase-1– CAR-T

D7

CD4 CD4 CD4

CD4CD4CD4

D14

D7

D14

D7

D14

D7

D14

D7

D14

C
D

3
9

T
IM

3

P
D

-1

C
T

L
A

-4

T
IG

IT

L
A

G
3

[Nalm-6: (825.7±119.9) vs (368.3±60.6), P=0.004 1和
Namalwa: (42.3±0.7) vs (9.7±2.9), P<0.000 1,  图6C]。
结果表明在不同效靶比组中, 靶细胞HLA– Nalm-6组
和HLA– Namalwa组, Regnase-1– CAR-T细胞的杀伤

率均显著高于CAR-T细胞(图6)。

3   讨论
本研究在脐血CAR-T细胞基因组上成功敲除

Regnase-1基因, 发现当CAR-T细胞Regnase-1蛋白表

达缺陷, 胞内无法参与广泛的多种蛋白mRNA降解

时, CAR-T细胞的生物学活性的增殖、活化和分化

状态并未受到显著影响, 但对于CAR-T耗竭表型表

达调控方面有一定的变化: 早期显著降低CD39的表

达, 晚期显著降低TIGIT的表达。我们特地设计了连

续添加靶细胞以维持恒定效靶比的特异性杀伤细胞

模型, 以更真实模拟体内肿瘤细胞持续存在情况下, 
考察Regnase-1− CAR-T细胞的持续性。结果发现无

论效靶比高还是低, 靶细胞是白血病肿瘤细胞还是

淋巴瘤细胞, Regnase-1− CAR-T细胞均表现出显著

增强的持续活化和杀伤力。Regnase-1– CAR-T细胞

在不断杀伤靶细胞、不断自我损失的情况下, 其细

胞数量仍能持续增加, 扩增倍数最高可达800倍(图
6C), 体现出强大的持续增殖能力和抗肿瘤作用。

Regnase-1的表达并非固有表达, 在各种感染、

炎性因子等刺激下短暂诱导性表达, 在不同的细胞中

通过其核糖核酸酶降解不同基因的mRNA以发挥调
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控作用[26]。在T细胞中, Regnase-1蛋白影响T细胞发

育分化[15], 通过降解c-Rel、OX40和IL-2限制T细胞活

化[27]。Regnase-1在CD45+CD34+造血干细胞, 包括多

潜能祖细胞中也广泛高表达, 有研究发现Regnase-1
敲除会导致造血干细胞分化异常[28]。脐血T细胞偏干

样特性, 在脐血CAR-T制备中T细胞遭受CD3/CD28
磁珠及电转刺激, Regnase-1是否会影响脐血T细胞

CAR分子的表达以及增殖和发育分化？ Regnase-1
对于CAR-T细胞的影响, 之前WEI等[20]及ZHENG
等[21]直接在小鼠肿瘤模型上考察小鼠T细胞制备的

CAR-T抗肿瘤作用， 并未报道Regnase-1对人脐血T
细胞在未受靶细胞刺激下的增殖影响。本研究成

功制备了Regnase-1敲除的CAR-T, 与未敲除的正

常CAR-T进行对比, 发现Regnase-1敲除后并不会

影响CD19.CAR分子的表达(图2); 虽然体外培养7
天的Regnase-1− CAR-T增殖曲线略高于CAR-T组, 
但不具有显著差异 (图 3), 说明Regnase-1敲除不影

响CAR-T的制备与产量。脐血T细胞富含初始T细
胞, 经CD3/CD28磁珠刺激24 h后, 检测其活化T细
胞CD25+CD69+T细胞比例, 发现Regnase-1敲除不影

响脐血T细胞的活化, 体外培养9天后, TN和TCM亚群

比例并不受Regnase-1缺陷的影响(图4)。延长体外

培养时间至14天, 观察脐血T细胞耗竭及相关抑制

分子的表达, 发现Regnase-1敲除可在早期(第7天)显

Regnase-1敲除对脐血CAR-T暴露于靶细胞Nalm-6或Namalwa下持久增殖能力的影响。A: 效靶比31׃, B: 效靶比11׃, C: 效靶比13׃, ****P<0.000 1。
Effect of Regnase-1 knockout on the sustained proliferation of CAR-T cells exposed to target cells (Nalm-6 cells or Namalwa cells) with different effec-
tor (E) to target (T) ratios. A: 31׃, B: 11׃, C: 31׃, ****P<0.000 1.

图6   Regnase-1敲除对脐血CAR-T细胞在靶细胞连续刺激下的持久增殖能力的影响

Fig.6   Effect of Regnase-1 knockout on the sustained proliferation of cord blood-derived CAR-T cells 
under continuous stimulation of target cells
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著下调耗竭标志物CD39表达的阳性细胞比例, 说明

Regnase-1在脐血T细胞生长分化早期促进更多细胞

表达耗竭分子CD39, 当培养再过7天时对CD39表达

的促进作用减弱, 与未敲除组相比虽然有所降低, 但
已变得无显著差异(图5B), 提示Regnase-1对于脐血

T细胞的长期增殖无显著影响。虽然第14天时, Re-
gnase-1敲除可显著下调TIGIT分子表达的阳性细胞

比例, 提示Regnase-1在脐血T细胞生长培养中可能

促进更多T细胞表达耗竭抑制性受体TIGIT, 但两组

的流式散点图检测值均很低, 有可能存在检测偏差, 
因此对于TIGIT分子表达的影响还需今后证实。

对于增殖失控快速的肿瘤细胞, CAR-T的持久

杀伤能力是决定CAR-T细胞治疗疗效的关键。本研

究在T细胞特异性杀伤模型基础上, 设计连续添加恒

定比例的靶细胞, 考察CAR-T在多次连续接触靶细

胞情况下的杀伤率。当CAR-T持续暴露于靶细胞中

时, CAR-T细胞不断被刺激活化而扩增, 同时也在不

断杀伤而损耗。流式绝对计数监测的各组各培养孔

中的CAR-T细胞数量, 其实是扩增数量减去损耗数

量的剩余CAR-T细胞数量, 这也反映了CAR-T持续

存在的能力。结果显示低效靶比情况下, Regnase-1
敲除均可显著增强脐血CAR-T的持续扩增能力, 有
望增强CAR-T在体内的持续性, 有助于CAR-T细胞

治疗疗效提升。

总之 , Regnase-1敲除不但影响脐血CAR-T细胞

的制备与产量, 而且可增加CAR-T细胞持续增殖能

力和靶细胞杀伤效率, 发挥更为有效的抗肿瘤作用, 
可望为新型的脐血CAR-T细胞药物研发奠定基础。
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