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减弱初始刺激助力过继T细胞克服抗原逃逸

李义然1，2，潘俊成1，施小山1，2

（1 中国科学院深圳先进技术研究院，合成生物学研究所，广东 深圳 518055； 2 中国科学院大学，北京 100049）

摘要：过继性 T 细胞疗法在肿瘤治疗中展现出巨大潜力，但仍面临持续高强度肿瘤抗原刺激引起的 T 细胞耗竭，

及肿瘤抗原低亲和力突变导致的免疫逃逸问题。传统的过继性 T 细胞生产工艺长期以来追求最大化 T 细胞受体

（TCR） 刺激强度以增强 T 细胞活化与扩增的策略，但该策略往往加速终末 T 细胞分化并导致不可逆的耗竭，同时

未能有效应对抗原突变逃逸的问题。本研究利用常用的小鼠 OT-1 T 细胞及人原代 T 细胞模型，包括识别实体瘤

A375 细胞的 1G4 TCR-T 细胞，系统探究了初始 T 细胞受体刺激强度在体外制备过程中对过继性 T 细胞状态及效应

功能的影响。结果表明，通过降低抗原肽浓度、采用低亲和力抗原或降低 CD3/CD28 抗体磁珠用量以适度减弱刺

激强度，可在不减弱 T 细胞充分活化与扩增的前提下，显著降低其 PD-1、LAG3 等抑制性受体的表达。在功能层

面，弱刺激强度制备的 T 细胞不仅在应对肿瘤细胞时分泌更多的 TNF-α、启动更迅速的杀伤效应，更对表达低亲

和力突变抗原肿瘤展现出更好的控制能力。综上，本研究揭示了适度减弱体外制备期初始刺激强度可显著提升过

继性 T 细胞的效能并有效应对肿瘤抗原突变逃逸，为过继性 T 细胞制备的工艺优化提供了一种易借鉴、低成本且

潜在普适的新思路。
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Attenuated initial stimulation confers adoptive T cell potency against 
antigen mutational escape
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Abstract: Adoptive T cell (ACT) therapy has revolutionized cancer immunotherapy with its targeted and durable 

anti-tumor potency, yet its broad clinical success, particularly against solid tumors, is severely compromised by two 

critical barriers: T cell exhaustion driven by persistent high-level T cell receptor (TCR) stimulation, and tumor immune 

escape via low-affinity mutations in tumor antigens. Conventional ACT manufacturing has long been guided by the 
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paradigm of maximizing TCR stimulation strength to boost T cell activation and expansion, but this strategy frequently 

accelerates terminal T cell differentiation and irreversible exhaustion, while failing to address antigen mutational 

escape, creating an urgent unmet need for optimized, clinically translatable manufacturing protocols. In this study, we 

systematically investigated how initial TCR stimulation strength during in vitro manufacturing shapes the phenotypic 

state and anti-tumor effector function of T cells, using the well-established murine OT-1 CD8+ T cell model and 

clinically relevant human primary T cells including the 1G4 TCR-T system for solid tumor A375 cell targeting, and 

attenuated TCR stimulation via three readily translatable approaches: titrating down cognate antigen peptide 

concentration, using low-affinity antigen variants, and reducing the dosage of CD3/CD28 antibody-coated stimulatory 

beads. Our results demonstrated that moderately attenuated initial stimulation supported robust T cell activation and 

expansion, while significantly downregulating the expression of exhaustion-associated inhibitory receptors including 

PD-1, LAG3 and TIGIT. Functionally, weakly stimulated T cells exhibited faster cytotoxic kinetics against tumor cells, 

higher TNF- α secretion, and most notably, superior and sustained control of tumors expressing low-affinity mutant 

antigens both in vitro across multiple effector-to-target ratios and in an in vivo immunocompromised mouse tumor 

model, with these core findings fully recapitulated in human primary T cells and the 1G4 TCR-T system where 

attenuated stimulation enhanced antigen-specific cytotoxicity and proliferative capacity. Collectively, this study reveals 

that fine-tuning and moderately reducing initial TCR stimulation strength during in vitro manufacturing could serve as 

a facile, cost-effective and potential universal strategy to generate high-potency T cells for ACT, which mitigates T cell 

exhaustion and effectively counteracts antigen mutational escape, providing a practical and translatable rationale to 

optimize ACT manufacturing protocols and improve clinical outcomes for patients with advanced malignancies.

Keywords: Adoptive T cell; Stimulation strength; Tumor immunity; T cell exhaustion; Antigen mutational escape

肿瘤免疫治疗是近年来肿瘤治疗领域最具革

命性的突破之一，其核心理念在于纠偏、重塑或

再造机体抗肿瘤免疫反应，实现持久且系统性的

抗肿瘤效应。在众多策略中，以T细胞为核心的疗

法因其强大的特异性杀伤能力而占据了举足轻重

的地位［1-6］。

T 细胞通过其表面 T 细胞受体（TCR），能够

精准识别肿瘤细胞表面Ⅰ型主要组织相容性复合物

（MHC-I）递呈的肿瘤特异抗原或肿瘤相关抗原，

进而启动T细胞靶向清除肿瘤的程序。具体而言，

当 TCR 识别抗原肽 -MHC 复合物（pMHC）后，

TCR复合物的信号亚基 CD3分子的酪氨酸激活基

序会被磷酸化，触发下游信号通路［7， 8］。该初始信

号在共刺激信号（如CD28、4-1BB信号等）、共抑
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制信号（如 PD-1、LAG3、TIGIT 信号等）、细胞

因子信号（如 IL-2信号等）及营养代谢信号的精

密协同下，共同决定了T细胞的活化、增殖、分化

与效应［9］。对这些信号的工程化重编程，直接催

生了当今的T细胞免疫疗法，包括免疫检查点阻断

（ICB）、CAR-T、TCR-T及TIL细胞疗法［2，6，10-11］。

长期以来，过继性T细胞疗法的研发策略普遍

基于一种“直觉”：增强肿瘤抗原的刺激强度，或

者提高TCR/CAR与肿瘤抗原的亲和力，能够帮助

T细胞更有效地识别和杀伤肿瘤细胞。这一观点驱

动了大量的研究工作，旨在通过体内外筛选或工

程改造来获取高亲合力的 TCR/CAR，以提升 T细

胞免疫治疗效果［12-17］。然而，这种“高强度刺激”

策略在临床转化中正面临严峻的挑战。一方面，

持续或高强度的抗原刺激信号容易驱动T细胞进入

耗竭状态，具体表现为：持续上调多种抑制性受

体的表达，并逐渐失去效应活性和抗肿瘤功

能［18-20］。T细胞耗竭是肿瘤耐受或逃逸免疫检查点

阻断治疗或过继性T细胞治疗的重要原因［21-23］。另

一方面，在免疫选择压力下，肿瘤常通过抗原突

变（降低亲和力）或下调抗原表达丰度来实现免

疫逃逸，导致 T 细胞无法有效维持长期的肿瘤控

制［24-26］。这一矛盾表明，对抗原刺激强度的优化对

过继性T细胞疗法至关重要。

本研究以小鼠OT-1 TCR转基因模型及人外周

血原代T细胞为研究对象，探究了在过继性T细胞

的体外制备过程中，优化初始抗原刺激强度对其

后续表型及抗肿瘤功能的影响。本研究发现，适

度减弱 TCR刺激强度（如降低刺激抗原肽浓度或

亲和力），可在不减弱T细胞充分活化与扩增的前

提下，显著降低多种抑制性受体的表达，赋予T细

胞更强效的抗肿瘤功能，并应对肿瘤抗原突变逃

逸。本研究的发现为优化 TCR-T 等过继性 T 细胞

的体外制备工艺、提升体内免疫功能及克服肿瘤

逃逸提供了新的潜在策略。

1 材料与方法

1.1 实验材料

本研究所用大肠杆菌DH5α感受态购自翌圣生

物，HEK-293T、MC38、A375细胞系来自本实验

室，OT-1、BALB/c-Nude 小鼠购自药康生物，人

外周血单核细胞购自妙顺生物；所用DNA序列片

段与引物由擎科生物合成；所用质粒小提试剂盒

购自天根生化，DNA回收试剂盒购自诺唯赞生物；

所用OVA-N4/G4表达质粒均构建于 pHAGE-fEF1a-

IRES-mCherry 载 体 ， 并 与 慢 病 毒 包 装 质 粒

psPAX2、 pMD2. G 共 转 以 构 建 稳 转 细 胞 系 ；

Lipofectamine 3000、胰酶、青霉素/链霉素混合液、

DMEM培养基及 RPMI 1640培养基、LIVE/DEAD

细胞活力试剂盒购自 Thermo Fisher公司，胎牛血

清购自 Excell 公司、GemCell Human Serum AB 购

自 Gemini 公 司 、 OVA （257-264） 肽 段 购 自

GenScript公司，IL-2购自 PeproTech公司，β-巯基

乙醇、氨苄青霉素购自 Sigma 公司，ELISA MAX 

Deluxe Set Mouse IFN-γ、TNF-α、Granzyme B 购

自Biolegend公司。

1.2 主要抗体和酶

APC/Cyanine7 anti-mouse CD3（17A2）（稀释

比1∶100）、PE anti-mouse CD8a（53-6.7）（稀释比

1∶ 200）、 PE/Cyanine7 anti-mouse PD-1 （RMP1-

30）（稀释比1∶50）、APC anti-mouse TIGIT（1G9）

（稀释比 1∶ 100）、 PerCP/Cyanine5.5 anti-mouse 

LAG3（C9B7W）（稀释比 1∶50）、PE anti-human 

LAG3 （11C3C65）（ 稀 释 比 1∶ 100）、 PE/

Cyanine7 anti-human PD-1（EH12.2H7）（稀释比 1∶

100）、APC anti-human CD25（BC96）（稀释比 1∶

100）均购自Biolegend公司，用于T细胞扩增和活

化 的 人 CD3/CD28 抗 体 交 联 Dynabeads 购 自

Thermo Fisher公司。限制性核酸内切酶及T4 DNA

连接酶购自 NEB 公司，DNA 高保真聚合酶 2×

Phanta Flash Master Mix（Dye Plus）及 2×Taq Mix

购自诺唯赞生物。

1.3 OVA-MC38 稳转细胞系的构建

HEK-293T细胞于 60–80%培养密度时，采用

Lipofectamine 3000 （Thermo Fisher Scientific）进

行转染。简要而言，将包装质粒 psPAX2、pMD2.

G 与转移质粒分别稀释于无血清 DMEM 培养基，

003



合成生物学 第 7 卷

与转染试剂室温孵育 15 min形成复合物后，加入

细胞培养皿。转染 48小时后收集上清，直接感染

MC38细胞。感染 24小时后更换培养基继续培养，

最后通过流式细胞仪分选出转染阳性水平一致的

OVA-N4及OVA-G4 MC38细胞。

1.4 OT-1 CTL 的体外制备及流式细胞术分析

取OT-1小鼠脾脏，经研磨及细胞筛网制备单

细胞悬液，红细胞裂解后重悬于完全RPMI 1640培

养基。以5×105/mL细胞密度接种于培养瓶，加入系

列浓度 OVA ₂ ₅ ₇ ₋ ₂ ₆ ₄肽段（OVA-N4）或其突变体

（OVA-G4）及 20 ng/mL IL-2、50 μM β-巯基乙醇。

刺激培养 2天后换液，第 5天收集细胞用于后续实

验。经LIVE/DEAD活性染料（1∶1000–1∶2000）

避光染色 15 min 后，使用抗 CD3、CD8α、PD-1、

LAG3 和 TIGIT 荧光抗体于 4 ℃避光孵育 30 min，

固定后进行流式细胞术分析。

1.5 OT-1 CTL 与 OVA-MC38 靶细胞共培养实

验与细胞因子检测

OVA-N4/G4 MC38 细胞以 300 μL 9×103 cells/

well接种于 96孔板，次日待贴壁后弃上清。按效

靶比 2∶1、1∶1或 1∶2加入活化的CTL细胞，更

换为含 IL-2 （20 ng/mL）的T细胞完全培养基，终

体积 300 μL。将培养板置于 Incucyte S3 系统，设

置扫描参数：10×物镜，每 2小时扫描一次，连续

监测 1天，实时监控CTL对靶细胞的杀伤情况。通

过肿瘤细胞表达的mCherry荧光面积定量肿瘤细胞

数，并以 0 h的数据为基准进行标准化，从而计算

相对肿瘤细胞存活情况。

24小时后收集效靶比为 2∶1处理组的上清液，

按照Biolegend ELISA MAX Deluxe Set试剂盒对共

培养产生的 TNF-α、 IFN-γ、Granzyme B 进行检

测，整个实验过程要求标准品和样品设置复孔，

并绘制标准曲线以确保定量准确性。

1.6 MC38 小鼠肿瘤的 T 细胞过继治疗模型

将 OVA-G4 MC38 肿瘤细胞（3×105 个细胞重

悬于100 μL PBS）皮下注射至8-12周雌性BALB/c-

Nude小鼠右侧背部。肿瘤接种后第五天，静脉注

射经不同条件激活扩增 5天的OT-1 CTL（5×106个

细胞重悬于 100 μL PBS，含 2.75 μg IL-2）。定期使

用游标卡尺测量肿瘤大小，并按公式计算肿瘤体

积：V =（长 × 宽 × 高）× 0.52，其中长、宽、高

分别代表肿瘤三维尺寸。每日观察小鼠状态，并

依据预设的人道终点评估存活情况，包括肿瘤体

积超过2000 mm³、出现肿瘤破溃或表现痛苦症状。

1.7 人原代 T 细胞的体外活化与表面标记物受体

分析

复苏冻存的人外周血单核细胞（PBMC），以1×

106 cells/well重悬于含5%人血清、IL-2（100 U/mL）

的 T 细胞完全培养基，接种 48 孔板。培养 6-12 h

后，按 PBMC：Beads=3∶ 1、 1∶ 1 或 1∶ 3 加入

CD3/CD28抗体交联磁珠刺激。刺激第 2天去除磁

珠，实验第 5天收集T细胞，进行CD25、PD-1及

LAG3 流式染色分析。每组设 3 个复孔，实验重

复3次。

1.8 人 源 1G4 TCR-T 细 胞 的 制 备 与 体 外 功 能

验证

刺激 48小时后的 T细胞感染包装 1G4 TCR以

及mCherry荧光蛋白序列的慢病毒，感染48小时后

更换培养基继续培养，最后利用流式细胞仪分选出

阳性率一致的1G4 TCR-T细胞。将稳定表达BFP蓝

色荧光蛋白A375细胞以100 μL 1×103 cells/well接种

于 96 孔板，次日待贴壁后弃上清，按照效靶比

1∶1 加入不同条件制备的 1G4 TCR-T，更换为含

IL-2 （20 ng/mL）的 T 细胞完全培养基，终体积

200 μL。48 小时后通过流式细胞仪检测肿瘤细胞

存活情况以及T细胞的增殖情况，并以 0小时的数

据为基准进行标准化。

1.9 统计分析方法

所有统计分析使用 GraphPad Prism（v9.0）完

成。两组比较采用双尾非配对Student’s t检验；多

组比较采用单因素方差分析（ANOVA）。肿瘤生

长曲线中组间差异的统计学显著性采用双因素方
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差分析，除了肿瘤生长曲线数据采用均值±标准误

表示，其余数据均以均值±标准差表示。各实验的

统计学检验方法及参数详见相应图例说明。

2 结果和分析

抗原肽为T细胞激活提供核心信号，其浓度与

亲和力可能是调控 CTL功能的关键。现今的过继

性 T 细胞疗法的体外扩增工艺，普遍采用 CD3/

CD28抗体偶联磁珠激活策略以模拟抗原递呈细胞

对 T 细胞的激活［27-28］。该策略虽能高效扩增 T 细

胞，却可能面临诱导早期耗竭的问题，从而导致

回输细胞在体内功能受损、持久性差。

2.1 OVA 抗原肽浓度对制备 OT-1 CTL 效能的

影响

为系统探究抗原浓度对其扩增的 CD8+ T细胞

的状态与功能的影响，我们选取来自OT-1转基因

小鼠的CD8+ T细胞作为实验模型。OT-1小鼠脾脏

CD8+ T 细胞可被卵清蛋白 OVA 的特异性抗原肽

（OVA257-264：SIINFEKL，以下简称 OVA-N4）激活

并大量扩增，该体系是过继性T细胞治疗的经典研

究模型。本研究首先以不同浓度OVA-N4激活OT-

1小鼠脾细胞，并对其扩增所得的细胞毒性T淋巴

细胞（CTL）的状态及效应功能进行了系统分析。

基于文献调研，本研究使用了激活T细胞的常规浓

度范围的 1 nM及 100 nM［29］，并进一步下探包含了

具有潜在功能区分度的 0.01 nM［30-31］。需要指出的

是，极低浓度的 OVA-N4（如 0.0001 nM）在预实

验中无法激活并扩增CTL。

刺激后第 5天的流式细胞术分析显示，以 100 

nM 组的 CTL 细胞数量为基准（100%）进行标准

化，三种浓度的OVA-N4刺激下，CTL的增殖数量

并无明显差异；同时刺激各组CTL（CD3+ CD8+ T

细胞）的比例均超过 95%，且无明显差异，表明

即使在 0.01 nM的低浓度下，OVA-N4仍能充分活

化并扩增CTL［图 1（a，b）］。与此相比，CTL表面

免疫检查点/耗竭相关标志物 （PD-1、 LAG3、

TIGIT）的表达呈现明显的浓度依赖性：0.01 nM

组中这三种标志物表达水平（阳性率与平均荧光

强度MFI）最低，1 nM组次之，而 100 nM组表达

水平最高［图 1（c-e）］。这些结果表明，相较于常

用高浓度多肽，较低浓度的 OVA-N4 在有效激活

CTL的同时，可以显著减轻其耗竭相关表型。

为进一步验证其抗肿瘤功能，我们将刺激后

第 5天的CTL与表达OVA-N4和mCherry荧光报告

蛋白的小鼠结肠腺癌细胞（OVA-N4 MC38），按三

种不同效靶比（2∶1、1∶1、1∶2）进行共培养，

并动态监测肿瘤细胞的存活曲线。MC38小鼠结肠

腺癌细胞是一种常用的实体肿瘤模型，广泛应用

于免疫治疗相关的临床前研究。结果显示，尽管

三种浓度 OVA-N4 刺激产生的 CTL 在各效靶比条

件下在 24小时终点时表现出相似的肿瘤控制能力，

但是 0.01 nM低浓度OVA-N4刺激产生的CTL可以

更快速地对靶细胞进行杀伤［图 1（f-h）］。此外，

对共培养后 CTL 分泌效应细胞因子的检测发现，

TNF-α分泌量存在显著浓度依赖性差异：0.01 nM

组分泌量最高，1 nM组次之，100 nM组最低。相

比之下，各组 IFN-γ 与 Granzyme B 的分泌水平则

无明显的浓度依赖性［图1（i-k）］。

综上所述，降低OVA-N4的刺激浓度，能够在

维持OT-1 CTL充分活化与扩增的基础上，显著减

轻其耗竭相关表型，并赋予其更优的效应功能。

2.2 低浓度 OVA-N4 刺激可增强 OT-1 CTL 对

低亲和力 OVA-G4 抗原肿瘤细胞的效应功能

肿瘤细胞可通过突变抗原表位，降低该 pMHC

与 TCR 的亲和力，从而逃避 T 细胞的识别与杀

伤［24-26］。基于上述“降低OVA-N4浓度可优化CTL

效应功能”的发现，我们进一步探究该策略是否

可以有效克服抗原突变引起的免疫逃逸。

为此，我们将OVA抗原野生型表位（N4）定

点突变为 TCR 亲和力较低的 G4 表位（OVA257-264：

SIIGFEKL，以下简称 OVA-G4），并构建 OVA-G4 

MC38小鼠结肠癌肿瘤细胞系。随后，将其与不同

浓度 OVA-N4刺激制备的 OT-1 CTL按不同效靶比

进行共培养，并实时检测肿瘤杀伤动态。结果显

示，OVA-G4 MC38 确实比 OVA-N4 MC38 更难被

OT-1 CTL清除。更重要地，0.01 nM OVA-N4处理

组的OT-1 CTL在所有效靶比（2∶1、1∶1、1∶2）

条件下，均表现出更迅速、更强效的肿瘤控制能
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图图1　低浓度OVA-N4刺激可制备高效能OT-1 CTL

（a）不同浓度卵清蛋白抗原OVA-N4（0.01 nM、1 nM、100 nM）刺激 5天后，CD3+CD8+ T细胞的相对数量，以 100 nM组细胞数为基准进

行标准化；（b）不同浓度OVA-N4（0.01 nM、1 nM、100 nM）刺激 5天后，CD3+CD8+ T细胞占细胞总数的比例定量；（c-e） 代表性流式

直方图及定量数据展示不同浓度 OVA-N4 刺激后细胞毒性 T 淋巴细胞（CTL）抑制性受体表达水平：（c） PD-1、（d） LAG3 及（e） 

TIGIT。数据展示了平均荧光强度（MFI）与阳性细胞百分比； （f-h） 不同效靶比下不同OT-1 CTL对OVA-N4 MC38小鼠结肠腺癌细胞的

体外细胞毒性：（f） 效靶比 2：1、（g） 效靶比 1：1及（h） 效靶比 1：2。相对肿瘤细胞数以 0 h数据为基准进行标准化，展示 24 h共培养

期间的动态变化； （i-k） OT-1 CTL与OVA-N4 MC38靶细胞按照 2：1的效靶比共培养 24 h后的细胞因子及效应分子分泌水平：（i） TNF-

α分泌水平、（j） IFN-γ分泌水平及（k） Granzyme B分泌水平；数据以均值±标准差表示（n=3），统计比较采用单因素方差分析（one-

way ANOVA）结合多重比较检验进行；*：p < 0.05；***：p < 0.001；****：p < 0.0001；ns：无统计学意义。

Fig. 1　Low-concentration OVA-N4 peptide stimulation generates potent OT-1 CTLs

(a) Relative number of CD3+CD8+ T cells after 5-day stimulation with the indicated Ovalbumin (OVA)-N4 concentrations (0.01 nM, 1 nM, 100 nM), 

normalized to the 100 nM group; (b) Quantification of CD3+CD8+ T cells among total cells following a 5-day stimulation with the indicated OVA-N4 

peptide concentrations (0.01 nM, 1 nM, 100 nM); (c-e) Representative flow cytometry histograms and quantification of inhibitory receptors on 

cytotoxic T lymphocytes (CTLs) stimulated with varying OVA-N4 concentrations, including (c) PD-1, (d) LAG3 and (e) TIGIT. Data are presented 

as mean fluorescence intensity (MFI) and percentage of positive cells; (f-h) In vitro cytotoxicity of OT-1 CTLs against OVA-N4 MC38 murine colon 

adenocarcinoma cells at different effector-to-target (E:T) ratios, including (f) E:T = 2:1, (g) E:T = 1:1, and (h) E:T = 1:2. Relative tumor cell numbers 

normalized to 0 h are shown over a 24-h co-culture period; (i-k) Cytokine and effector molecule secretion by OT-1 CTLs following a 24-h co-culture 

with OVA-N4 MC38 target cells at an E:T ratio of 2:1, including (i) TNF-α secretion, (j) IFN-γ secretion and (k) Granzyme B secretion; Data are 

shown as mean ± SD (n=3). Statistical comparisons were performed using one-way ANOVA with multiple comparisons test. *: p < 0.05; ***: p < 

0.001; ****: p < 0.0001; ns: not significant.
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力［图 2（a-c）］。同样地，对共培养后CTL分泌的

效应细胞因子的进一步检测显示，0.01 nM 组CTL

的 TNF-α 分泌量显著高于 100 nM 组，而 IFN-γ 与

Granzyme B的分泌水平则保持相当，无显著差异

［图2（d-f）］。

因此，降低OVA-N4刺激浓度，可以显著提升

OT-1 CTL 对低亲和力突变抗原 OVA-G4 肿瘤的控

制能力，从而为克服肿瘤的抗原突变逃逸提供一

种有效的细胞制备优化潜在策略。此前研究表明，

过强或持续的抗原刺激会诱导过强的 TCR 信号，

从而过度激活NFAT结合至 PD-1、LAG3等耗竭相

关基因的增强子，过度诱导这些耗竭相关标志物/

免疫检查点分子的表达［20］。这些免疫检查点分子

将通过抑制 TCR 信号防止 T 细胞过度活化，但是

将导致 TCR信号再次启动的阈值被提高，效应能

力减弱，从而导致T细胞对弱抗原肿瘤细胞失去控

制能力。

2.3 OVA 抗原肽亲和力对制备 OT-1 CTL 效能的

影响

上述结果启发我们进一步探究：不同亲和力

的抗原肽刺激是否也会对 CTL的状态和效应功能

产生类似的影响。为此，我们统一采用 100 nM的

图图2　OVA-N4 CTL对OVA-G4 MC38靶细胞的效应功能分析

（a-c） 不同效靶比下不同 OVA-N4 浓度刺激制备的 OT-1 CTL 对 OVA-G4 MC38 小鼠结肠腺癌细胞的体外细胞毒性：（a） 效靶比 2：1、

（b） 效靶比 1：1及（c） 效靶比 1：2。相对肿瘤细胞数以 0 h数据为基准进行标准化，展示 24 h共培养期间的动态变化；（d-f） OVA-N4 

CTL与OVA-G4 MC38靶细胞按照 2：1的效靶比共培养 24 h后的细胞因子及效应分子分泌水平：（d） TNF-α分泌水平、（e） IFN-γ分泌水

平及（f） Granzyme B分泌水平；数据以均值±标准差表示（n=3），统计比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA）结合多重比较检验

进行。***：p < 0.001；ns：无统计学意义。

Fig. 2　Effector function of OVA-N4 CTLs against OVA-G4 MC38 target cells

(a – c) In vitro cytotoxicity of CTLs generated with the indicated OVA-N4 peptide concentrations against OVA-G4 MC38 murine colon 

adenocarcinoma cells at varying E:T ratios, including (a) E:T = 2:1, (b) E:T = 1:1, and (c) E:T = 1:2. Relative tumor cell numbers normalized to 0 h 

are shown over 24 h co-culture period; (d–f) Cytokine and effector molecule secretion by OVA-N4 CTLs following 24 h co-culture with OVA-G4 

MC38 target cells at an E:T of 2:1, including (d) TNF-α secretion, (e) IFN-γ secretion and (f) Granzyme B secretion; Data are shown as mean ± SD 

(n=3). Statistical comparisons were performed using one-way ANOVA with multiple comparisons test . ***: p < 0.001; ns: not significant.
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刺激浓度，分别用高亲和力的OVA-N4与低亲和力

的 OVA-G4 激活 OT-1 小鼠脾细胞，并进一步对比

分析扩增的CTL的状态与效应功能。

刺激后第 5天的流式细胞术分析显示，刺激两

组 CTL 的比例均超过 95%，且无明显差异，表明

低亲和力的抗原也能充分活化与扩增 CTL［图 3

（a）］。然而，两组CTL表面耗竭相关标志物（PD-

1、LAG3、TIGIT）的表达水平却存在显著差异：

OVA-G4组的三种耗竭相关标志物表达量均显著低

于OVA-N4组［图 3（b-d）］。这一结果表明，较低

亲和力的 OVA-G4 可以在正常激活与制备 CTL 的

情况下，显著降低CTL的耗竭相关表型。

为了进一步评估不同亲和力抗原肽对 CTL 效

应功能的影响，我们将刺激后第 5天的CTL分别与

表达 OVA-N4、OVA-G4 MC38 肿瘤细胞进行共培

养，并动态监测肿瘤细胞的存活曲线。结果显示，

在面对表达高亲和力抗原的OVA-N4 MC38肿瘤细

胞时，低亲和力 OVA-G4 刺激产生的 CTL 在各效

靶比下不仅展现出更快速的早期杀伤动力学，其

在 24 小时终点的整体肿瘤清除效率也全面优于

OVA-N4组［图 3（e-g）］。更明显地，在面对表达

低亲和力突变抗原的OVA-G4 MC38靶细胞时，当

高亲和力 OVA-N4 组产生的 CTL 在所有效靶比下

几乎失去了控制肿瘤细胞能力的情况下，OVA-G4

组刺激产生的 CTL仍表现出显著的的肿瘤细胞杀

伤能力［图3（h-j）］。

与上述杀伤表型相呼应，CTL 效应细胞因子

的检测结果显示，在针对两种不同MC38肿瘤细胞

的共培养体系中，OVA-G4刺激产生的CTL可显著

地分泌更高水平的TNF-α［图3（k，l）］。

这些结果表明，降低刺激 OVA抗原的亲和力

与降低 OVA 抗原的浓度一样，能够在维持 OT-1 

CTL 有效活化与扩增的同时，显著减轻其耗竭相

关表型，从而全面提升CTL对高/低亲和力抗原肿

瘤的控制能力，有效应对肿瘤的抗原突变逃逸。

2.4 减弱刺激强度制备过继 T 细胞具有应用潜力

考虑到在临床实践中，直接改变天然抗原序

列进行体外刺激面临更高的定制成本和技术门槛，

而调节野生型抗原肽的浓度或抗体磁珠的比例是

更具普适性和转化潜力的工艺。我们首先在免疫

缺陷小鼠中构建了表达低亲和力抗原的 OVA-G4 

MC38皮下肿瘤模型，并在肿瘤接种后第 5天，经

尾静脉分别过继回输不同浓度（0.01 nM和 1 nM）

OVA-N4 肽刺激扩增所得的 OT-1 CTL，然后持续

监测肿瘤体积的动态变化［图4（a）］。

结果显示，未接受 CTL 过继治疗的对照组

（Control）肿瘤呈快速生长趋势；而两个CTL过继

治疗组均在不同程度上抑制肿瘤生长。更重要地，

0.01 nM低浓度抗原肽刺激组的CTL展现出更好的

体内肿瘤平均控制效果，可长期将肿瘤体积压制

在低水平。该体内结果与体外杀伤实验高度一致，

确认了低浓度（0.01 nM） OVA-N4 刺激产生的

CTL 在复杂的体内微环境中，仍能高效识别并控

制低亲和力突变抗原的肿瘤细胞［图4（b）］。

为了进一步评估该优化策略的应用潜力，我

们探究了其对人外周血单核细胞（PBMC）的影

响。我们模拟了临床过继性 T 细胞治疗的制备流

程，选取三个不同健康供体（Donor A、B、C）的

PBMC，通过加入不同比例的CD3/CD28抗体磁珠

（PBMC∶Beads = 3∶1、1∶1、1∶3）来构建体外

梯度刺激强度。刺激后第 5天的流式细胞术分析显

示，各供体（特别是供体 A 和供体 B）在弱刺激

（PBMC∶Beads=3∶1）条件下产生的 CTL数量最

多，在强刺激（PBMC：Beads=1∶3）条件下产生

的CTL数量最少［图 4（c）］。但各供体PBMC表面

代表T细胞活化的CD25分子均维持在较高表达水

平，说明减弱刺激在不影响人原代T细胞的活化水

平的情况下，提高了CTL的增殖能力［图 4（d）］。

同时，耗竭相关标志物检测则显示，在弱刺激

（PBMC：Beads = 3：1）下，各供体（特别是供体

B与C）的T细胞均表达更低的 PD-1或LAG3，展

现出更弱的耗竭相关表型［图 4（e，f）］。在个体分

析上，弱刺激可明显提升供体A来源过继性T细胞

的扩增数量，但对T细胞状态影响较小；对供体B

来源过继性T细胞的制备而言，弱刺激不仅提升T

细胞扩增数量，也改善T细胞状态；而对供体C而

言，弱刺激对T细胞扩增影响较小，但可改善T细

胞状态。

为契合临床过继性T细胞治疗的应用场景，我

们采用实体瘤 TCR-T 治疗的经典模型，表达 NY-
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ESO-1 抗原的 A375 人恶性黑色素瘤细胞与 1G4 

TCR-T细胞体系开展功能验证［图 4（g）］。我们取

3 名健康供体（Donor D、E、F）的 PBMC，分别

经弱、中刺激的CD3/CD28抗体交联磁珠活化，随

后构建 1G4 TCR-T 细胞，并将制备的 1G4 TCR-T

细胞与A375细胞以 1∶1效靶比共培养。共培养 48

 
图图3　低亲和力OVA-G4刺激可制备高效能OT-1 CTL

（a） 100 nM OVA-N4或OVA-G4肽段刺激5天后CD3⁺CD8⁺ T细胞的比例定量；（b–d） 代表性流式直方图及定量数据展示不同抗原刺激后

CTL抑制性受体表达水平：（b） PD-1、（c） LAG3及（d） TIGIT。数据展示了平均荧光强度（MFI）与阳性细胞百分比；（e–g） 不同效

靶比下不同OT-1 CTL对OVA-N4 MC38小鼠结肠腺癌细胞的体外细胞毒性：（e） 效靶比 2：1、（f） 效靶比 1：1及（g） 效靶比 1：2。相

对肿瘤细胞数以0 h数据为基准进行标准化，展示24 h共培养期间的动态变化；（h–j） 不同效靶比下不同OT-1 CTL对OVA-G4 MC38小鼠

结肠腺癌细胞的体外细胞毒性：（h） 效靶比 2：1、（i） 效靶比 1：1及（j） 效靶比 1：2；（k，l） OT-1 CTL与（k） OVA-N4 MC38或

（l） OVA-G4 MC38靶细胞按照 2：1的效靶比共培养后的 TNF-α分泌水平；数据以均值±标准差表示（n=3），统计比较采用双尾非配对

Student's t检验进行。***：p < 0.001；****：p < 0.0001。

Fig. 3　Low-affinity OVA-G4 peptide stimulation generates potent OT-1 CTLs

(a) Quantification of CD3 ⁺ CD8 ⁺ T cells among total cells following 5-day stimulation with 100 nM OVA-N4 or OVA-G4 peptide; (b – d) 

Representative flow cytometry histograms and quantification of inhibitory receptors on CTLs stimulated with OVA-N4 or OVA-G4, including (b) 

PD-1, (c) LAG3 and (d) TIGIT. Data are presented as mean fluorescence intensity (MFI) and percentage of positive cells; (e–g) In vitro cytotoxicity 

of OT-1 CTLs against OVA-N4 MC38 murine colon adenocarcinoma cells at different E:T ratios, including (e) E:T = 2:1, (f) E:T = 1:1, and (g) E:T = 

1:2. Relative tumor cell numbers normalized to 0 h are shown over a 24-h co-culture period; (h–j) In vitro cytotoxicity of OT-1 CTLs against OVA-

G4 MC38 murine colon adenocarcinoma cells at different E:T ratios, including (h) E:T = 2:1, (i) E:T = 1:1, and (j) E:T = 1:2; (k,l) TNF-α secretion 

by OT-1 CTLs following a 24-h co-culture with (k) OVA-N4 MC38 or (l) OVA-G4 MC38 cells at an E:T ratio of 2:1; Data are shown as mean ± SD 

(n=3). Statistical comparisons were performed using two-tailed unpaired Student's t test . ***: p < 0.001; ****: p < 0.0001.
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小时后，流式细胞术检测结果显示，Donor E来源

的弱刺激制备的 TCR-T细胞具有更强的肿瘤细胞

杀伤能力［图 4（h）］；同时，Donor D来源的弱刺

激制备 TCR-T细胞具有更强的抗原特异性增殖能

力［图 4（i）］；而Donor F来源的弱刺激制备TCR-

T细胞没有在肿瘤控制过程中展示出杀伤与扩增能

力上的优势或劣势。这些人原代 T 细胞的结果表

明，弱刺激条件具有潜在的普适性，或提升过继

性T细胞的扩增，或改善T细胞的耗竭相关表型，

并提升其在应对肿瘤过程中的表现，但是具体效

果可能与不同供体PBMC的初始状态相关。

综上所述，无论在小鼠体内过继治疗模型中，

或在人原代T细胞的体外制备体系中，适度减弱刺

激，能在保障T细胞有效活化的前提上，显著减轻

T细胞的耗竭相关表型，并赋予其更优的表现。这

一发现可能为T细胞过继性治疗提供新的普适性优

化策略。

3 结论与讨论

本研究借助小鼠 OT-1 T 细胞模型及人原代 T

细胞模型，发现在过继性T细胞的体外制备阶段，

适度减弱 TCR刺激，可在充分维持活化与扩增水

平的基础上，显著下调多种抑制性受体的表达，

提升T细胞的抗肿瘤功能，特别是应对抗原低亲和

力突变而产生肿瘤免疫逃逸。该策略可能成为过

继性T细胞治疗的通用优化策略，因为其与近年来

TCR-T、TIL及CAR-T的前沿研究结论高度吻合。

在 TCR介导的过继细胞治疗体系中，已有研

究证实，短时间CD3/CD28抗体交联磁珠或人工抗

原递呈细胞刺激，可使T细胞维持干细胞样记忆表

型，获得更强的扩增能力，提升多种细胞因子分

泌效率［32-33］。同时，最新研究通过开发pMHC四聚

体衰变测定方法，实现不同亲合力T细胞亚群的制

备分离和功能鉴定，发现肿瘤浸润T细胞中的低亲

合力克隆是体内肿瘤控制的唯一介导者，它们响

应 ICB治疗，其肿瘤浸润水平与 ICB治疗获益正相

关；与之相对，高亲合力T细胞呈现更严重的耗竭

表型与免疫抑制特征［34］。本研究则在体外制备阶

段，通过抗原肽浓度与亲和力两个维度，与这些

研究相互印证补充，共同明确了适度减弱 TCR刺

激可以有效提升T细胞的抗肿瘤功能。

适度降低抗原受体信号强度的优化策略同样

反映在人造嵌合抗原受体CAR的前沿设计中，因

为 CAR 是基于 TCR 等免疫受体信号原理而设计

的，主要利用 scFv来识别靶标，并整合TCR的信

号元件来传递信号［4］。针对CAR激活信号强度的

优化，目前已形成三类成熟的策略：一是适度下

调 CAR的表达水平［35-37］；二是适度采用低亲和力

或低活性的CAR识别域［38-40］；三是适度减弱CAR

胞内段传递激活信号的能力［41-44］。这些策略均证明

通过理性设计以适度降低CAR活化信号，可以提

升T细胞抗肿瘤功能，然而却具有较高的定制成本

和技术门槛。本研究则提示，现阶段通过适度减

弱CAR-T细胞制备阶段的刺激，就可能提升其治

疗效果，这与近期认为CAR-T需要定制刺激强度

的相关研究一致［45］。

值得强调地，本研究发现适度减弱 TCR初始

刺激，可以显著提升T细胞控制递呈低亲和力突变

抗原肿瘤细胞的能力，这提示了一种防止肿瘤或

病毒抗原突变逃逸的新策略。此前，应对该逃逸

的策略主要包括增加T细胞中TCR或CAR的多样

性或者增加疫苗的抗原多样性来实现［46-48］。与本研

究推测相一致的是，初始免疫应答中的低亲合力T

细胞克隆，在再次感染中可灵活响应突变抗原表

位，并有效防止抗原突变逃逸［49］。因此，适当减

弱 TCR 刺激以培养扩增 T 细胞，或针对次优刺激

强度抗原表位来设计疫苗，有望应对肿瘤或病毒

的抗原突变逃逸［50］。

尽管本研究结果提示该优化策略具备一定的

临床转化潜力，但研究仍存在若干局限性，有待

后续实验进一步完善与验证。首先，目前体内实

验仅在免疫缺陷小鼠中开展，而人原代T细胞相关

实验仍集中于细胞表型与效应功能的体外分析，

尚未系统评估经该工艺制备的 CTL在免疫健全模

型体内的长期存续能力、记忆T细胞分化潜能及再

次免疫应答能力。近期研究确实发现，传递更弱

刺激信号的低亲合力T细胞具有更低的耗竭表型与

更强的干性记忆表型，可在体内发挥更持久的免

疫应答功能［34，49］。其次，在分子机制层面，本研

究未深入阐明适当弱刺激优化 CTL功能的核心分

子机制。如前所述，已有多个涉及TCR-T、TIL及
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图图4　弱刺激对鼠源及人源CTL表型与功能的影响

（a） 鼠源CTL过继治疗方案示意图；（b） 过继治疗后各组小鼠的肿瘤生长曲线；（c） 健康供体的人源外周血单核细胞（PBMC）经所示

比例CD3/CD28抗体磁珠（PBMC：Beads = 3：1、1：1、1：3）刺激后T细胞的相对数量。以PBMC：Beads = 1：1组的CTL数量作为参

照（设为 100%），计算相对CTL数量。（d-f） 健康供体的人源 PBMC经所示比例CD3/CD28抗体磁珠（PBMC：Beads = 3：1、1：1、1：

3）刺激后T细胞的标志受体表达水平：（d） CD25、（e） PD-1及（f） LAG3；（g-i） 1G4 T细胞受体工程化T细胞（TCR-T）细胞与NY-

ESO-1抗原阳性A375人恶性黑色素瘤细胞共培养实验：（g） 示意图；（h） 1：1效靶比下不同Beads比例刺激制备的 1G4 TCR-T细胞对

A375肿瘤细胞的体外细胞毒性；（i） 1：1效靶比下不同Beads比例刺激制备的 1G4 TCR-T细胞和A375肿瘤细胞共培养 48小时后的增殖情

况；所有图均展示均值 ± 标准差（mean ± SD）（n=3），除了（b）的数据以均值 ± 标准误（mean ± SEM）表示（n=5）。统计学显著性采用

双因素方差分析（b）、单因素方差分析（one-way ANOVA）结合多重比较检验（c-f），以及双尾非配对 Student's t检验进行（h-i）进行评

估。*：p < 0.05；**：p < 0.01；***： p < 0.001； ****： p < 0.0001。

Fig. 4　Impact of weak stimulation on murine and human CTLs

(a) Schematic diagram of the murine adoptive cell therapy regimen; (b) Tumor growth curves of mice in each treatment group following adoptive 

therapy; (c) Relative number of T cells from human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of healthy donors following stimulation with CD3/

CD28 antibody-conjugated magnetic beads at the indicated ratios (PBMC:Beads = 3:1, 1:1, 1:3); (d-f) Marker receptor expression levels in donor 

PBMCs stimulated with CD3/CD28 antibody-coated beads at the indicated ratios (PBMC:Beads = 3:1, 1:1, 1:3), including (d) CD25, (e) PD-1 and 

(f) LAG3; (g-i) Co-culture assay of 1G4 T cell receptor-engineered T (TCR-T) cells with NY-ESO-1 antigen-positive A375 human malignant 

melanoma cells; (g) Schematic diagram; (h) Quantification of relative tumor cell number after 48-hour co-culture of 1G4 TCR-T cells prepared under 

different stimulation intensities with A375 target cells at an effector-to-target (E:T) ratio of 1:1; (i) Quantification of relative live 1G4 TCR-T cell 

number after 48-hour co-culture, normalized to the cell number at the start of the culture (0 h). All graphs show mean ± SD (n=3), except for (b), in 

which data are shown as mean ± SEM (n=5). Statistical significance was evaluated using two-way ANOVA (b) and one-way ANOVA followed by 

multiple comparison tests (c–f), and two-tailed unpaired Student's t test (h-i). *: p < 0.05; **: p < 0.01,***: p < 0.001; ****: p < 0.0001.
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CAR-T的例子，共同阐述了“适度降低抗原受体

信号强度可优化 T细胞功能”；同时，T细胞耗竭

相关研究表明，弱抗原受体刺激可能仅触发NFAT

的生理性瞬时激活，并优先维持 TCF1、BCL6 等

干性相关转录因子的表达，从而在转录源头阻断T

细胞耗竭程序的启动，并保留 T 细胞的效应功

能［20，34］。但是，在抗原受体跨膜近端信号转导中，

不同抗原刺激信号强度到底如何导致不同抗原受

体信号区的翻译后修饰程序（如不同 ITAM磷酸化

的质与量）从而启动不同的远端信号程序仍有待

进一步深入研究。最后，本研究仅局限于两种过

继性T细胞模型与简单制备参数的探讨。目前，本

研究仅验证了靶向OVA抗原的小鼠OT-1 T细胞和

靶向 NY-ESO-1 抗原的人 1G4 TCR-T 细胞两种模

型。尽管这两种抗原特异的模型是T细胞肿瘤免疫

研究常用的，并且二者的结果趋势一致，但也确

实存在细节上的差异。因此，本研究的结论对靶

向其他肿瘤靶点的过继性T细胞是否具有普适性仍

有待确认。此外，本研究尚未探究刺激时长、IL-2

浓度等关键参数与刺激强度的协同优化，过继性T

细胞制备相关参数空间有待进一步系统拓展。

总体而言，适度减弱过继性T细胞体外制备阶

段的初始刺激，可有效扩增高效能细胞，显著提

升其抗肿瘤功能并应对抗原突变逃逸，为过继性T

细胞免疫疗法提供简便优化路径。
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