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·论著·
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【摘要】 目的  探讨血必净注射液对抗 CD19 嵌合抗原受体 T 细胞（CAR-T）体外肿瘤杀伤活性的影
响。方法  构建基于单链抗体（scFv）抗 CD19 靶点的 CAR 分子，将 CAR 基因装载于逆病毒载体质粒中，制
备逆病毒载体，转导健康人供体 T 细胞制备抗 CD19 CAR-T 细胞。以 CD19 阳性淋巴瘤细胞（Raji）、Raji- 荧 
光素酶（LUC）标记细胞为靶细胞，将未转导的 T 细胞、CD19 CAR-T 细胞分别与靶细胞按 1：2、1：4、1：8 的
效靶比共孵育 12 h 后，分别采用流式细胞术、荧光素酶报告基因检测法检测 CAR-T 细胞对靶细胞的杀伤效
果。将血必净注射液按 1 g/L 及 10 g/L 浓度加入 CD19 CAR-T 细胞共培养基，采用同样的方法检测不同浓度血
必净注射液处理的 CD19 CAR-T 细胞对肿瘤细胞的杀伤效率。结果  健康人群来源的 CD19 CAR-T 细胞经过 
14 d 培养后扩增良好，每 48 h 扩增倍数为 2～6 倍，阳性率 70.17%，提示 CD19 CAR-T 细胞制备成功。效靶比为 
1：2、1：4、1：8 时，CD19 CAR-T 细胞对 Raji 细胞和 Raji-LUC 细胞的杀伤效率均显著高于未转导 T 细胞〔效
靶比 1：2 时 Raji 细胞（65.57±2.93）% 比（13.17±0.69）%，Raji-LUC 细胞（49.23±2.11）% 比（14.04±2.68）%；
效靶比 1：4 时 Raji 细胞（44.40±0.80）% 比（10.06±2.44）%，Raji-LUC 细胞（29.97±1.77）% 比（8.60±0.71）%；
效靶比 1：8 时 Raji 细胞（27.39±1.70）% 比（9.05±1.13）%，Raji-LUC 细胞（25.40±0.57）% 比（7.09±0.44）%，
均 P＜0.001〕。在相应效靶比条件下，经 1 g/L 和 10 g/L 血必净注射液处理的 CD19 CAR-T 细胞对 Raji 细
胞和 Raji-LUC 细胞的杀伤效率均高于未经处理的 CD19 CAR-T 细胞，其中以经 1 g/L 血必净注射液处理 
的 CD19 CAR-T 细胞的杀伤效率升高最为显著〔效靶比 1：2 时 Raji 细胞（74.53±2.56）% 比（71.91±3.25）%、

（64.06±0.86）%，Raji-LUC 细胞（57.67±0.58）% 比（53.33±0.58）%、（49.00±2.00）%；效靶比 1：4 时 Raji 细
胞（63.96±3.23）% 比（50.84±5.54）%、（43.95±0.50）%，Raji-LUC 细 胞（43.33±0.58）% 比（40.00±1.00）%、

（29.67±2.08）%；效靶比 1：8 时 Raji 细胞（41.79±3.58）% 比（33.79±1.15）%、（27.62±2.07）%，Raji-LUC 细
胞（36.20±0.53）% 比（31.90±0.66）%、（23.13±1.06）%，均 P＜0.05〕。结论  CD19 CAR-T 细胞能有效杀伤
CD19 阳性肿瘤细胞，血必净注射液可有效提高 CD19 CAR-T 细胞对肿瘤细胞的杀伤能力。
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【Abstract】 Objective  To explore the influence of Xuebijing injection on the killing activity of CD19 chimeric 
antigen  receptor  T  cells  (CAR-T)  against  tumor  in vitro.  Methods  A  CAR  molecule  was  constructed  based  on  a  
single-chain antibody (scFv) to against CD19 (human originated) target, the CAR gene was packaged into a retrovirus carrier 
vector  to  prepare  retrovirus  vector,  then  the  healthy  human  donor  T  cell  was  transduced  to  prepare  anti-CD19 CAR-T 
cells. The CD19-positive lymphoma cells (Raji) and Raji-luciferase (LUC) labeled cells were used as target cells, the un-
transduced T cells and CD19 CAR-T cells were respectively co-incubated with target cells for 12 hours at an effector: target 
ratios (E/T) of 1 : 2, 1 : 4, and 1 : 8, then the flow cytometry and luciferase were used respectively to report the killing effect 
of CAR-T cells on target cells found by gene detection method. The Xuebijing injection was added to CD19 CAR-T cell 
co-culture medium at the concentrations of 1 g/L and 10 g/L, and the same method was used to detect the killing efficiency 
of CD19 CAR-T cell  treated by different  concentrations  of Xuebijing  injection on  tumor  cells.  Results  After 14-day 
incubation, the CD19 CAR-T cells donated by healthy human donors amplified well, about 2-6 times per 48 hours, with 
a positive rate of 70.17%, indicating successful preparation of CD19 CAR-T cells. When the E/T were 1 : 2, 1 : 4 and 1 
: 8,  the killing efficiencies of  transduced CD19 CAR-T cells against Raji cells and Raji-LUC cells respectively were all 
significantly higher than those of non-transduced T cells [E/T 1 : 2: Raji cells (65.57±2.93)% vs. (13.17±0.69)%, E/T 1 : 4:  
Raji cells (44.40±0.80)% vs. (10.06±2.44)%, E/T 1 : 8: Raji cells (27.39±1.70)% vs. (9.05±1.13)%], Raji-LUC cells 
[E/T 1 : 2: (49.23±2.11)% vs. (14.04±2.68)%, E/T 1 : 4: Raji-LUC cells (29.97±1.77)% vs. (8.60±0.71)%, E/T 1 : 8: 
Raji-LUC cells (25.40±0.57)% vs. (7.09±0.44)%, all P < 0.001]. Under the same as above mentioned E/T conditions, the 
killing rates of CD19 CAR-T cells treated with 1 g/L and 10 g/L Xuebijing injection to against Raji cells and Raji-LUC cells 
were higher  than  those of CD19 CAR-T cells without being  treated by Xuebijing,  the killing efficiency of CD19 CAR-T 
cells treated with 1 g/L Xuebijing injection was the most significant [E/T 1 : 2: Raji cells (74.53±2.56)% vs. (71.91±3.25)%, 
(64.06±0.86)%, Raji-LUC cells (57.67±0.58)% vs. (53.33±0.58)%, (49.00±2.00)%; E/T 1 : 4: Raji cells (63.96±3.23)% 
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  恶性肿瘤治愈率低、病死率高，已成为危害全

球公众健康的主要原因［1］。在中国，恶性肿瘤病死率

为 168/10 万，居世界较高水平［2］。传统治疗以化疗

为主，辅助放疗，存在严重的不良反应，对传统治疗

产生耐药或复发的患者预后差，亟需个性化治疗方

案［3］。嵌合抗原受体 T 细胞（CAR-T）疗法作为细

胞免疫治疗的一大手段，其对于恶性肿瘤的治疗优

势日益突显，目前靶向 CD19 的 CAR-T 疗法在 B 细

胞淋巴瘤、非霍奇金淋巴瘤、急性 B 淋巴细胞白血

病、慢性淋巴细胞白血病的治疗中都得到应用［4-8］， 

但 CAR-T 治疗有明显细胞毒性，如细胞因子释放综

合征（CRS）和神经毒性，给这种革命性的治疗手段

带来了巨大的挑战［9-11］。

  血必净注射液是治疗全身炎症反应综合征

（SIRS）的中药二类新药，主要由红花、赤芍、川芎、

丹参和当归组成［12］。研究表明，血必净注射液的多

种活性成分对 T 淋巴细胞免疫功能有调节作用，可

通过促进 CD4+CD25+ 调节性 T 细胞（Treg）凋亡、

介导辅助性 T 细胞 2（Th2）向辅助性 T 细胞 1（Th1）

漂移，从而平衡炎症反应，调节免疫功能紊乱［13-15］。

本研究制备 CD19 CAR-T 细胞并验证其在体外对肿

瘤细胞的杀伤能力，探讨血必净注射液对 CAR-T 细

胞增殖及其体外抗肿瘤活性的影响，现报告如下。

1 材料与方法 

1.1  伦理学：本研究符合医学伦理学标准，并经北

京中医药大学医学与实验动物伦理委员会批准（审

批号：2019-6-12）。

1.2  细胞株与主要试剂：淋巴瘤细胞（Raji）购自美

国 ATCC 细胞库，Raji- 荧光素酶（LUC）标记细胞购

自北京维通达公司，外周血单个核细胞（PBMC）由健

康志愿者提供。DMEM 培养基、RPMI 1640 培养基、

AIMV 培养基以及胎牛血清（FBS）购自美国 Gibco 公

司；膜联蛋白 - 异硫氰酸荧光素 / 碘化丙啶（Annexin-

FITC/PI）细胞凋亡检测试剂盒购自北京金普来生物

科技有限公司；别藻蓝蛋白荧光素（APC）-CD19、 

APC-CD3、FITC-CD19 抗体均购自北京 BioLegend

公司；ONE-GloTM 荧光素酶检测试剂盒购自美国

Promeqa 公司；血必净注射液由天津红日药业提供。

1.3  细胞培养：Raji、Raji-LUC 细胞用含 10% FBS

的RPMI 1640培养基培养，PBMC细胞用含10% FBS 

的 AIMV培养基培养，培养条件均为37 ℃、5% CO2。 

1.4  质粒构建：合成SP-myc-anti CD19-CD8-CD28-CD3ζ 

的碱基序列（上海生工生物），5’端和3’端分别加酶切

点 XhoⅠ、NotⅠ，酶切连接将 SP-myc-anti CD19-CD8- 

CD28-CD3ζ 片段克隆到逆转录病毒载体 MFG 中。

1.5  逆病毒包装与滴度检测：用包装细胞进行病毒

载体制备；实时荧光定量聚合酶链反应（qPCR）测定 

病毒滴度，选取滴度最高的收获载体用来转导T细胞。

1.6  CD19 CAR-T 细胞制备扩增及鉴定：采集健康

志愿者外周血，用 Ficoll 密度梯度离心法分离获得

PBMC。将 PBMC 重悬于含有 10% FBS 的 AIMV 培

养基中，加入 CD3 单克隆抗体（OKT3）、白细胞介

素 -2（IL-2），激活 T 细胞。体外培养 48 h 后进行逆

病毒转导。转导 48 h 后用 PE-c-Myc 抗体标记 CAR

分子，使用流式细胞术分析测定 CAR 转导阳性率。

1.7  流式细胞术检测效应细胞对靶细胞 Raji 的杀

伤效果：用 APC-CD3 抗体、Annexin-FITC/PI 凋亡检

测试剂盒进行肿瘤靶细胞凋亡效率检测。将 CD19 

CAR-T 细胞与密度为 8×105/mL 的靶细胞按 1：2、 

1：4、1：8 比例共孵育 12 h 后行流式细胞术分析，用

未转导 T 细胞作为对照效应细胞，APC 阴性和 FITC 

阳性标记凋亡靶细胞表示效应细胞的细胞毒性。

1.8  荧光素酶报告基因检测法检测效应细胞对靶

细胞 Raji-LUC 的杀伤效果：将各组效应细胞与密度

为 8×105/mL 的靶细胞按 1：2、1：4、1：8 的比例在

96 孔培养板中共孵育 12 h。共孵育结束后，向培养

孔中加入 100 μL 荧光素酶底物，等待 3 min 完成细

胞裂解，使用多功能酶标仪检测荧光强度（D）。根

据下列公式计算不同效靶比水平下的细胞毒性：细

胞毒性＝〔1－（实验组D－培养基D）/（靶细胞D－ 

培养基 D）〕×100%。

1.9  血必净注射液对 CD19 CAR-T 杀伤肿瘤细胞

的影响：在 CD19 CAR-T 细胞培养体系中，分别加

入 1 g/L 和 10 g/L 的血必净注射液，对照组加入相应

浓度的磷酸盐缓冲液（PBS），培养 4 h 后移去上清，

洗涤细胞并计数。将与血必净注射液共孵育后的

vs.  (50.84±5.54)%,  (43.95±0.50)%, Raji-LUC  cells  (43.33±0.58)%  vs.  (40.00±1.00)%,  (29.67±2.08)%; E/T  1  :  8: 
Raji  cells  (41.79±3.58)%  vs.  (33.79±1.15)%,  (27.62±2.07)%,  Raji-LUC  cells  (36.20±0.53)%  vs.  (31.90±0.66)%, 
(23.13±1.06)%,  all P  <  0.05].  Conclusion  CD19  CAR-T  cells  can  effectively  kill  CD19  positive  tumor  cells  and 
Xuebijing injection can significantly enhance killing ability of CD19 CAR-T cells to against the tumor cells in vitro.

【Key words】  CD19;  Chimeric antigen receptor;  Xuebijing injection;  T-lymphocytes
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Team Funding Project of China (1000041510155)
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CAR-T 细胞与对照组细胞分别按 1：2、1：4、1：8

的效靶比与肿瘤细胞共孵育，检测其杀伤能力。

1.10  统计学处理：对肿瘤细胞的杀伤效率检测实

验均重复 3 次。采用 SPSS 20.0 统计软件进行数据

分析，用 GraphPad Prism 7 分析数据。符合正态分

布的计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，两组间

比较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析。

P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  CD19 CAR-T 细胞制备成功：制备靶向 CD19

的 CAR 分子，其结构为经典的二代 CAR 分子结构，

将引导区、CD19 单链抗体可变区（scFv）、CD8 铰链

区和跨膜区、CD28 胞内区和 CD3ζ 胞内区依次串

联（图 1）。

注：scFv 为单链抗体可变区

图 1 CD19 嵌合抗原受体（CAR）分子设计示意图

  将上述分子包装成逆转录病毒，转染 T 细胞。

为验证体外条件下 CD19 CAR-T 细胞是否制备成

功，在转导 48 h 后对 CAR 转导效率进行分析。结

果显示，未转导 T 细胞组的 T 细胞表面 CAR 分子

表达阳性率极低，而 CD19 CAR-T 细胞表面的 CAR

分子表达阳性率达 70.17%（图 2A）。为验证制备的

CAR-T 细胞能否在体外正常增殖，连续记录 14 d 其

增殖情况，结果显示，每 48 h 扩增倍数为 2～6 倍，

CD19 CAR-T 细胞能够在体外长期增殖（图 2B）。

2.2  Raji、Raji-LUC 细胞 CD19 表达阳性率（图 3）：

为验证 CAR-T 细胞对 CD19 阳性肿瘤细胞的杀伤

能力，选择高表达 CD19 淋巴瘤细胞 Raji 细胞及带

有 Luciferase 基因的 Raji-LUC 细胞进行验证，检

测靶细胞 CD19 表达阳性率。结果显示，Raji 细胞

的 CD19 表达阳性率为 96.67%，Raji-LUC 细胞的

CD19 表达阳性率为 96.35%。

表 1 各组细胞对靶细胞 Raji 和 Raji-LUC 的 
杀伤效率比较（x±s）

组别
样本
数

不同效靶比下对 Raji 细胞杀伤效率（%）

1：2 1：4 1：8

未转导 T 细胞组 3 13.17±0.69 10.06±2.44   9.05±1.13
CD19 CAR-T 细胞组 3 65.57±2.93 a 44.40±0.80 a 27.39±1.70 a

组别
样本
数

不同效靶比下对 Raji-LUC 细胞杀伤效率（%）

1：2 1：4 1：8

未转导 T 细胞组 3 14.04±2.69   8.60±0.71   7.09±0.44
CD19 CAR-T 细胞组 3 49.23±2.11 a 29.97±1.77 a 25.40±0.57 a

注：Raji为淋巴瘤细胞，Raji-LUC为Raji-荧光素酶（LUC）标记细胞，
CAR-T 为嵌合抗原受体 T 细胞；与未转导 T 细胞组比较，aP＜0.001

2.3  CD19 CAR-T 细胞对 Raji、Raji-LUC 细胞的杀

伤效果（表 1；图 4）：按 1：2、1：4、1：8 的效靶比，

将未转导的 T 细胞、CD19 CAR-T 细胞分别与靶细

胞 Raji 和 Raji-LUC 共孵育 12 h，之后分别采用流式

细胞术和荧光素酶检测系统检测对靶细胞的杀伤效

率。流式细胞术和荧光素酶检测系统检测结果均显

示，各效靶比水平下 CD19 CAR-T 细胞的杀伤效率

均显著高于未转导 T 细胞（P＜0.001）。同时，杀伤

效率与 CAR-T 细胞和靶细胞的比例有关。

注：Raji 为淋巴瘤细胞，Raji-LUC 为 Raji- 荧光素酶（LUC）标记 
细胞，APC 为别藻蓝蛋白荧光素，FITC 为异硫氰酸荧光素

图 3 靶细胞 Raji（3A）及 Raji-LUC（3B）的 
CD19 表达阳性率

注：CAR-T 为嵌合抗原受体 T 细胞

图 2 流式细胞仪检测转染 48 h 后 CD19 CAR-T 细胞 
CAR 分子表达率（2A）及 CD19 CAR-T 细胞 

体外增殖情况（2B）

注：Raji 为淋巴瘤细胞，Raji-LUC 为 Raji- 荧光素酶（LUC） 
标记细胞；与未转导 T 细胞组比较，aP＜0.001

图 4 未转导 T 细胞组和 CD19 CAR-T 细胞组对 
靶细胞 Raji（4A）及 Raji-LUC（4B）的杀伤作用

2.4  血必净注射液对 CAR-T 细胞增殖的影响：将

1 g/L血必净注射液与CD19 CAR-T细胞共孵育48 h， 

检测增殖情况，结果显示，与未用血必净注射液处

理的 CD19 CAR-T 对照组相比，1 g/L 血必净注射液

处理组的增殖倍数显著升高（增殖倍数：3.62±0.12

比 2.92±0.16，P＜0.01）。
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表 2 各组细胞对靶细胞 Raji 和 Raji-LUC 的 
杀伤效率比较（x±s）

组别
样本
数

不同效靶比下对 Raji 细胞杀伤效率（%）

1：2 1：4 1：8

CD19 CAR-T 对照组 3 64.06±0.86 43.95±0.50 27.62±2.07
1 g/L 血必净处理组 3 74.53±2.56 a 63.96±3.23 c 41.79±3.58 a

10 g/L 血必净处理组 3 71.91±3.25 b 50.84±5.54 33.79±1.15 b

组别
样本
数

不同效靶比下对 Raji-LUC 细胞杀伤效率（%）

1：2 1：4 1：8

CD19 CAR-T 对照组 3 49.00±2.00 29.67±2.08 23.13±1.06
1 g/L 血必净处理组 3 57.67±0.58 a 43.33±0.58 c 36.20±0.53 c

10 g/L 血必净处理组 3 53.33±0.58 b 40.00±1.00 a 31.90±0.66 c

注：Raji 为淋巴瘤细胞，Raji-LUC 为 Raji- 荧光素酶（LUC）标记
细胞，CAR-T 为嵌合抗原受体 T 细胞；与 CD19 CAR-T 对照组比较，
aP＜0.01，bP＜0.05，cP＜0.001

2.5  血必净注射液对 CD19 CAR-T 细胞杀伤 Raji、

Raji-LUC 细胞活性的影响（表 2；图 5）：为验证血必

净注射液对 CAR-T 细胞杀伤肿瘤细胞能力的影响，

在 CD19 CAR-T 细胞培养体系中，分别加入 1 g/L、 

10 g/L 的血必净注射液，培养 48 h 后移去上清，洗

涤细胞。将不同浓度血必净处理组细胞与对照组

细胞分别按 1：2、1：4、1：8 的效靶比与 Raji 细胞、 

Raji-LUC细胞共孵育12 h，分别采用流式细胞术、荧

光素酶报告基因检测法检测血必净注射液对 CD19 

CAR-T 细胞抗肿瘤活性的影响。流式细胞术检测

结果显示，1 g/L 血必净注射液在各效靶比下均可增

强 CD19 CAR-T 对 Raji 细胞的杀伤能力，而 10 g/L 

血必净注射液在 1：2 和 1：8 效靶比下可增强 CD19 

CAR-T 对 Raji 细胞的杀伤能力（均 P＜0.05）；荧光

素酶检测系统检测结果显示，1 g/L 和 10 g/L 血必净

注射液均可增强 CD19 CAR-T 细胞对 Raji-LUC 细

胞的杀伤能力（均 P＜0.05）。

3 讨 论 

  CAR-T 细胞是经过基因工程改造以表达重组

抗原受体的 T 细胞，重组抗原受体能够识别靶细胞

表面的特定抗原，触发独立于主要组织相容性复合

体（MHC）分子的 T 细胞活化，以激活 T 细胞发挥

特异性抗肿瘤作用［16］。随着 CAR-T 细胞疗法研究

的深入，越来越多的治疗靶点得到开发，抗 CD19、

CD22、CD123、BCMA 等靶点及其联合的双 CAR-T

的开发为恶性肿瘤的治疗提供了更多手段，也展现

出广阔的免疫治疗前景［17］。目前，靶向 CD19 的

CAR-T细胞疗法成为B系血液恶性肿瘤领域一种革

命性的免疫治疗方法［18］。然而，因 T 细胞本身及肿

瘤微环境的性质，其治疗过程常伴有不良反应，其中

最严重和威胁生命的不良反应是 CRS，这一毒性限

制了其应用与疗效［19］。现有研究表明，CRS 的发病

机制主要包含 2 个因素，一是由过度激活的免疫反

应和炎症反应失控，细胞因子〔如白细胞介素（IL-1、 

IL-6）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）〕过量产生导致

机体抗炎和促炎机制的平衡破坏［20］；二是血管内皮

激活、功能失调，CAR-T 细胞激活后释放炎性因子

刺激内皮细胞产生更多炎性因子，大量炎性因子形

成内皮细胞激活的恶性循环，导致功能失调［21-22］。 

研究表明，传统中药制剂含抗炎及免疫调节功能成

分［23］，采用中药制剂干预可能对 CRS 有治疗效果。

  血必净注射液是传统的化瘀解毒中药制剂，

有抗炎及血管内皮保护效应，临床上广泛用于治疗

SIRS、脓毒症和多器官功能障碍综合征（MODS）［24］， 

已经被《中国脓毒症 / 脓毒性休克急诊治疗指南

（2018）》 ［25］ 收录。越来越多的证据显示，血必净注射 

液可改善重症患者的临床结局，降低脓毒症患者28 d 

病死率。在最近的新型冠状病毒肺炎疫情中，血必

净注射液作为“三药三方”用于治疗 SIRS 的重型、

危重型患者，体现了中医方药的独特优势［26-27］。研

究表明，血必净注射液有抑制细胞因子风暴和调节

Tregs和 Th17细胞平衡的作用，并可介导Th2向 Th1

漂移［28］，同时有降低细胞氧化应激和炎症水平的作

用［29］。血必净注射液可调节免疫功能紊乱、阻断氧 

化应激，探究其对 CAR-T 细胞的作用是有意义的。

  CD19是免疫球蛋白超家族之一，在B细胞整个

发育成熟过程均有表达，且在 B 细胞恶性肿瘤中呈

高水平，使 CD19 成为 CAR-T 细胞免疫疗法在 B 细 

胞恶性肿瘤领域常用的靶标分子［18］。本研究成功制

备了靶向 CD19 的二代 CAR-T 细胞，并选用有代表

性的Raji 细胞验证CAR-T细胞功能，证明了CAR-T 

细胞在体外杀伤肿瘤细胞的可行性和有效性。将

血必净注射液加入到 CD19 CAR-T 细胞培养基孵育

后，CAR-T 细胞的增殖能力、对肿瘤细胞的杀伤能

力均显著增强，证明血必净注射液的免疫功能调节

注：Raji 为淋巴瘤细胞，Raji-LUC 为 Raji- 荧光素酶（LUC）标记 
细胞，CAR-T 为嵌合抗原受体 T 细胞；与 CD19 CAR-T 对照组 

比较，aP＜0.01，bP＜0.05，cP＜0.001
图 5 血必净注射液对 CD19 CAR-T 细胞杀伤 

Raji 细胞及 Raji-LUC 细胞活性的影响
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作用可提高 CAR-T 细胞杀伤肿瘤细胞能力。未来

拟探究血必净注射液增强 CAR-T 细胞增殖及抗肿

瘤活性的机制，为中药联合细胞免疫治疗提供新依

据，也对提高 CAR-T 细胞免疫治疗效果意义显著。
利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突
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