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摘要 目的 构建靶向白细胞介素-13 受体 α（IL-13Rα）且胞内域整合可双重激活巨噬细

胞与 T 细胞的信号接头蛋白 OX40L 的嵌合抗原受体巨噬细胞（CAR-M）。方法 设计

并合成以 OX40L 为胞内信号域、靶向 IL-13Rα 的 CAR 分子（IL-13Rα-OX40L-CAR），

将其定向克隆至腺病毒表达载体。采用佛波酯诱导 THP-1 细胞分化为巨噬细胞

（THP-1-M）后，用重组腺病毒感染该细胞，构建稳定表达绿色荧光蛋白（GFP）标记

的 anti-IL-13Rα CAR 的 THP-1 巨噬细胞。通过流式细胞术监测 CAR 分子的表达效率；

以空载体组为阴性对照、CD3ζ 组为阳性对照、OX40L-CD3ζ 组为实验组，通过体外共

培养实验，检测各组巨噬细胞对 IL-13Rα 高表达胶质瘤细胞（U251）及低表达胶质瘤细

胞（T98G）的吞噬功能差异。结果 CAR 腺病毒高效率转染 THP-1-M，获得 anti-IL-13Rα 

CAR-M。与不同 IL-13Rα 表达水平的胶质瘤细胞共培养后，流式细胞术结果显示，对于

低表达 IL-13Rα 的 T98G 细胞，三组间差异无统计学意义；在与 IL-13Rα 高表达的 U251

细胞共培养后，与空载体组相比，CD3ζ 组表现出增强的吞噬作用（P<0.05），与 CD3ζ

组相比， OX40L-CD3ζ 组吞噬能力进一步增强（ P<0.05 ）。结论  通过构建

IL-13Rα-OX40L-CAR 腺病毒并转染经 PMA 诱导分化的 THP-1-M，成功构建了

anti-IL13Rα-OX40L-CAR-M，且其能通过特异性靶向吞噬高表达 IL-13Rα的胶质瘤细胞，

并表现出优于传统 CD3ζ 胞内域的激活。 
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Abstract Objective To construct a chimeric antigen receptor macrophage (CAR-M) targeting 

interleukin-13 receptor α (IL-13Rα) and intracellular domain integration, which can double 

activate the signal adaptor protein OX40 L of macrophages and T cells. Methods The CAR 

molecule targeting IL-13Rα (IL-13Rα-OX40L-CAR) with OX40L as the intracellular signal 

domain was designed and synthesized, and it was cloned into the adenovirus expression 

vector. After THP-1 cells were induced to differentiate into macrophages (THP-1-M) by 

phorbol ester, the cells were infected with recombinant adenovirus to construct THP-1 

macrophages stably expressing green fluorescent protein (GFP) labeled anti-IL-13RαCAR. 

The expression efficiency of CAR molecules was monitored by flow cytometry. The empty 

vector group was used as the negative control, the CD3ζ group was used as the positive 

control, and the CD3ζ-OX40L group was used as the experimental group. The phagocytic 

function of macrophages in each group on IL-13Rα high expression glioma cells (U251) and 

low expression glioma cells (T98G) was detected by in vitro co-culture experiments. Results 

CAR adenovirus was efficiently transfected into THP-1-M to obtain anti-IL-13RαCAR-M. 

After co-cultured with glioma cells with different expression levels of IL-13Rα, the results of 

flow cytometry showed that there was no significant difference among the three groups for 

T98G cells with low expression of IL-13Rα. After co-culture with U251 cells with high 

expression of IL-13Rα, the CD3ζ group showed enhanced phagocytosis compared with the 

empty vector group (P<0.05). Compared with the CD3ζ group, the phagocytosis ability of the 

CD3ζ-OX40L group was further enhanced (P<0.05). Conclusion 

Anti-IL13Rα-OX40L-CAR-M is successfully constructed by constructing 

IL-13Rα-OX40L-CAR adenovirus and transfecting PMA-induced differentiated THP-1-M. It 

can engulf glioma cells with high expression of IL-13Rα by specific targeting, and shows 

activation of intracellular domain superior to traditional CD3ζ. 

Key words chimeric antigen receptor; macrophages; glioma; phagocytosis effect; OX40L; 

immunotherapy 
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抗原嵌合受体巨噬细胞（chimeric antigen receptor-macrophage，CAR-M）是一种经过

CAR 基因工程改造的巨噬细胞，已经成为 CAR 免疫细胞治疗平台中的新兴疗法[1]。CAR 通

常由胞外抗原识别结构域、铰链/跨膜区及胞内信号结构域组成，可赋予巨噬细胞特异识别

肿瘤相关抗原的能力，并触发吞噬、促炎因子释放及抗原呈递等效应 [2]。 

白细胞介素 13 受体 α 亚基（interleukin-13 receptor subunit alpha，IL-13Rα）是 IL-13 的

高亲和力膜受体，在正常组织中低表达，在黑色素瘤、肾细胞癌、肾上腺皮质癌以及多种脑

肿瘤中过表达[3-4]。IL-13 与肿瘤细胞表面受体结合后可激活 AP-1、ERK 等信号通路，促进

肿瘤进展[5-6]。针对 IL-13R 目前已研发出多种靶向策略，例如重组免疫毒素[7-8]和单克隆抗

体用于特异杀伤[9]。统 CAR 多采用 CD3ζ 等 T 细胞相关信号域，在巨噬细胞体系中可能存

在信号适配不足等问题。OX40 配体（OX40 Ligand，OX40L）不仅能通过 OX40-OX40L 轴

增强 T 细胞的存活与杀伤功能，其胞内信号还可反向调控巨噬细胞，促进其向促炎 M1 表型

极化并增强吞噬活性[10]。基于此，本研究拟构建靶向 IL-13Rα 且整合 OX40L 胞内信号域的

CAR-M。通过在人单核细胞白血病（human monocytic leukemia cell line 1，THP-1）分化的

巨噬细胞中表达该受体，验证其对 IL-13Rα 高表达胶质瘤细胞的特异性吞噬效应，为胶质瘤

的免疫治疗提供新的策略。 

 

1 材料与方法 

1.1 材料 

人源单核细胞系 THP-1 和人源脑胶质瘤细胞系 U251、T98G 购自武汉普诺赛生命科技

有限公司；胰蛋白酶（货号：C100C1）购自苏州新赛美生物科技有限公司；青-链霉素溶液

（货号：PB180120）购自武汉普诺赛生命科技有限公司；RPMI-1640 培养基、MEM 培养基、

磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffered saline，PBS）缓冲液（货号：01-100-1ACS、01-026-1ACS、

B310KJ）购自上海源培生物科技股份有限公司；胎牛血清（fetal bovine serum，FBS，货号：

087-150）购自维森特生物技术（南京）有限公司；anti-human IL-13Rα 抗体（货号：756135）

购自美国 BD Pharmingen™公司；Cell TrackerTM Red CMTPX 荧光染料（货号：C34552）购



自美国 Invitrogen 公司。 

1.2 方法 

1.2.1 基于腺病毒构建 CAR 载体 

本研究构建包含 CD8α 信号肽、抗 IL-13Rα 的 scFv、CD8α 铰链跨膜区以及通过柔性连

接肽串联的 CD3ζ 或 OX40L 胞内信号域的全长 CAR 基因，经密码子优化后化学合成并引入

HindIII/XhoI 酶切位点。见图 1。 

 

 

 

 

 

图 1 CAR 分子结构示意图 

Fig.1 Schematic diagram of CAR molecule structure 

1.2.2 腺病毒转染 THP-1 

THP-1 培养在 RPMI-1640 培养基中，其中添加 10% FBS 和 1%的青-链霉素溶液维

持细胞生长，待细胞密度长到 80%时可用于后续实验。首先将 THP-1 以 3×105 个/mL

的密度接种于 12 孔板内，然后在其中加入终浓度为 100 ng/mL 的佛波酯，孵育处理 48 h。

待细胞完全贴壁后更换新鲜培基继续培养 24 h，即可得到 M0 巨噬细胞。按照感染复数

（multiplicity of infection，MOI）=100 及相应病毒滴度加入病毒，培养 4 h 后更换完全培

养基继续培养 48 h。培养结束后，通过流式细胞术分析细胞内绿色荧光蛋白（green 

fluorescent protein，GFP）的表达情况来判断转染效率。 

1.2.3 IL-13Rαhigh 和 IL-13Rαlow 肿瘤细胞鉴定 

U251、T98G 细胞采用 MEM 培养基进行常规培养，培养基中添加 10% FBS 及 1%

青-链霉素溶液，并放于 37 ℃、含 5% CO2的培养箱中培养，等细胞密度长至 80%左右

时开始后续实验。采用 0.25%胰蛋白酶消化细胞以制备单细胞悬液，随后用 PBS 洗涤细



胞 2 次。洗涤后的细胞以 100 μL PBS 重悬，并在 4 ℃条件下与抗人 IL-13Rα 抗体共同

孵育 30 min。在 4 ℃条件下用抗人 IL-13Rα 抗体孵育 30 min，孵育结束后，再次使用

PBS 清洗细胞，最终以 300 μL PBS 重悬细胞。通过流式细胞术检测 U251、T98G 细胞

中 IL-13Rα 的表达。 

1.2.4 转染后的 THP-1M 分别与 IL-13RαhighU251 和 IL-13RαlowT98G 细胞共培养 

将 IL-13Rαhigh U251 和 IL-13Rαlow T98G 细胞用 PBS 洗涤细胞 2 次后，使用含有 Red 

CMTPX荧光染料的染色工作液重悬，在37 ℃培养箱孵育30 min后离心收集细胞，置于37 ℃

培养箱中孵育 30 min。随后离心收集细胞，再次以 PBS 洗涤 2 次，最终以 500 μL 无 FBS

的 MEM 培养基重悬。将构建成功的 CAR-THP-1 和 Red CMTPX 标记的 IL-13Rαhigh U251 和

IL-13Rαlow T98G 细胞在 37 ℃、5%CO2湿润环境中分组按 3:1 的比例共培养。共培养 4 h 后，

收集培养基，采用 0.25%胰蛋白酶消化共培养体系中的细胞，收集至 EP 管中，以 1 000 r/min

离心 5 min，沉淀以 PBS 重悬后，通过流式细胞术检测吞噬情况。 

1.3 统计学处理 

使用 GraphPad Prism 10 软件进行数据分析与作图。所有定量数据均以 sx  表示。对于

多组间数据的比较（如空载体组、CD3ζ 组与 OX40L-CD3ζ 组在同一细胞系中的比较），采

用单因素或双因素方差分析进行统计分析，P<0.05 为差异有统计学意义。 

 

2 结果 

2.1 CAR 腺病毒高效转染 THP-1 来源的巨噬细胞 

经同源重组、包装与纯化，成功构建并制备获得高滴度 IL-13Rα-CD3ζ CAR 腺病毒和

IL-13Rα-OX40L CAR 腺病毒。用 CAR 腺病毒（MOI=100）感染 PMA 诱导分化的 THP-1 巨

噬细胞，感染 48 h 后，通过流式细胞术评估 CAR 腺病毒的转染效率。结果显示，空载体、

IL-13Rα-CD3ζ CAR 和 IL-13Rα-OX40L CAR 腺病毒的转染效率均处于较高水平（图 2）。上

述结果表明，本研究采用的腺病毒载体可高效地将 CAR 基因递送至巨噬细胞。 



 

图 2 流式细胞术分析 CAR 腺病毒转染效果 

Fig.2 Analysis of CAR adenovirus transfection efficiency by flow cytometry 

2.2 筛选 IL-13Rαhigh and IL-13Rαlow 肿瘤细胞 

采用流式细胞术检测 U251、T98G 细胞表面 IL-13Rα 表达。结果显示，在 T98G 细胞系

中，IL-13Rα 表达比例较低；在 U251 细胞系中，IL-13Rα 表达比例远高于 T98G 细胞系（图

3）。 

 

图 3 流式细胞术检测 U251 与 T98G 细胞表面的 IL-13Rα 表达 

Fig.3 Detection of IL-13Rα expression on the surface of U251 and T98G cells by flow 

cytometry 

2.3 Anti-IL-13RαCAR-M 与不同 IL-13Rα 表达水平的胶质瘤细胞共培养后的吞

噬结果 

将空载体，anti-IL-13Rα-CD3ζ-CAR-M（CD3ζ 组）和 IL-13RαCAR-M（OX40L-CD3ζ

组）分别与 U251/T98G 共培养 4 h 后，使用流式细胞术检测各组 CAR 巨噬细胞的吞噬情况。



结果显示，空载体THP-1与 IL-13Rαhigh U251和 IL-13Rαlow T98G细胞共培养后，空载体THP-1

对 IL-13Rαhigh U251 细胞吞噬比例为（11.93±0.24）%，空载体 THP-1 和 IL-13Rαlow T98G 细

胞吞噬比例为（14.38±0.37）%。空载体组对 IL13Rαhigh U251 和 IL13Rαlow T98G 细胞的吞

噬结果差异无统计学意义。CD3ζ 组与 IL-13Rαhigh U251 和 IL-13Rαlow T98G 细胞共培养后，

CD3ζ CAR-M 对 IL-13Rαhigh U251 细胞吞噬比例为（23.49±3.27）%，CD3ζ CAR-M 对

IL-13Rαlow T98G 细胞吞噬比例为（13.28±0.29）%。CD3ζ CAR-M 对 IL-13Rαhigh U251 和

IL-13Rαlow T98G 细胞的吞噬结果差异有统计学意义（P=0.030 5）。OX40L-CD3ζ 组与

IL-13Rαhigh U251 和 IL-13Rαlow T98G 细胞共培养后，OX40L CAR-M 对 IL-13Rαhigh U251 细

胞吞噬比例为（30.49±0.54）%，OX40L CAR-M 对 IL-13Rαlow T98G 细胞吞噬比例为（13.89

±0.33）%。OX40L CAR-M 对 IL-13Rαhigh U251 和 IL-13Rαlow T98G 细胞的吞噬结果差异有

统计学意义（P=0.003 7）。此外，CD3ζ 组与 OX40L-CD3ζ 组对 IL-13Rαhigh U251 细胞的吞

噬差异有统计学意义（P=0.006 4）（图 4），这表明增加的 OX40L 的胞内域能够增强 CD3ζ

的吞噬活性。 

 

图 4 流式细胞术检测 CAR-M 对 U251 和 T98G 细胞的吞噬情况 

Fig.4 Phagocytosis of U251 and T98G cells by CAR-M macrophages detected by flow 

cytometry 

注：a: Empty control; b: IL-13Rα-CD3ζ-CAR-M; c: IL-13Rα-OX40L-CAR-M; *P<0.05, 

**P<0.01 vs T98G group; ##P<0.01 vs U251 group. 

2.4 Anti-IL-13Rα CAR-M 与胶质瘤细胞共培养后的杀伤结果 



将空载体，anti-IL-13Rα-CD3ζ-CAR-M（CD3ζ 组）和 IL-13RαCAR-M（OX40L-CD3ζ

组）分别与 U251 共培养 24 h 后，使用流式细胞术检测各组 CAR 巨噬细胞的吞噬情况。结

果显示，与空载体组相比， IL-13Rα-CD3ζ-CAR-M 组 U251 细胞存活率显著降低，

anti-IL13Rα-OX40L-CAR-M 组 U251 细 胞 存 活 率 存 活 率 最 低 ， 且 显 著 低 于

IL-13Rα-CD3ζ-CAR-M 组。此外，CD3ζ 组与 OX40L-CD3ζ 组对细胞的杀伤差异有统计学意

义（P=0.0203）（图 4），这表明 OX40L 的加入能够增强 CD3ζ 的杀伤活性。 

 

图 5 流式细胞术检测 CAR-M 对 U251 细胞的杀伤情况 

Fig.5 Flow cytometric analysis of CAR-M-mediated killing of U251 cells 

注：a: Empty control; b: anti-IL13Rα-CD3ζ-CAR-M; c: anti-IL13Rα-OX40L-CAR-M; 

***P<0.001 vs Empty control; *P<0.05 vs Empty control. 

 

3 讨论 

目前 CAR-T 疗法已经在血液系统恶性肿瘤的治疗中广泛应用，但是仍有局限性。巨噬

细胞具有强大的吞噬能力、抗原呈递能力和自然浸润肿瘤微环境能力，基于巨噬细胞改造的

CAR-M 疗法让细胞具有更强大的抗肿瘤能力，弥补了 CAR-T 疗法的缺陷[11-12]。与 CAR-T

疗法相比，除了独特的吞噬能力之外，CAR-M 还能改善抗原呈递，促进 T 细胞产生更强的

细胞毒性反应，展现出卓越的杀肿瘤能力，在实体瘤中具有治疗潜力。 

IL-13Rα 在胶质母细胞瘤中高水平表达，而在正常组织中低表达。该靶点的肿瘤限制性

表达模式是 CAR 细胞疗法的理想靶点的关键，能够最大限度的降低非肿瘤靶向毒性。目前，

已经有靶向 IL-13Rα 的单抗被开发，可以精准作用于胶质瘤细胞，减少对正常细胞的毒副作

用[13]。此外，IL-13Rα 可直接参与胶质瘤的病理过程，IL-13 通过与配体结合，激活 AP/TGF



的信号通路参与肿瘤的侵袭、迁移和免疫逃逸等过程。 

OX40L 在多种抗原呈递细胞表面都有表达，比如巨噬细胞。有研究
[14]

表明，OX40L 过

表达 M1 巨噬细胞外泌体能富集在肿瘤组织中，参与细胞间信息传导，将 M2 样巨噬细胞重

编程为 M1 样巨噬细胞。过表达 OX40L 的 M1 巨噬细胞还可以协同 CD8+T 细胞激活适应性

免疫。OX40L⁺ M1-exos 可以与 T 细胞表面的 OX40 结合，激活 OX40/OX40L 通路，促进

CD8+ T 细胞的活化。同时 CD8+T 细胞还能分泌干扰素 γ 来促进 M2 样巨噬细胞向 M1 样巨

噬细胞的转化。与传统 CAR-M 相比，OX40L-CAR-M 不通过驱动巨噬细胞自身的活化，而

是通过 T 细胞间接发挥作用，启动和放大 T 细胞介导的抗肿瘤免疫。综上所述，OX40L 可

能通过增强巨噬细胞自身功能和对适应性免疫的激活来增强抗肿瘤免疫。 

靶向 IL-13Rα 的 OX40L-CAR-M 利用了巨噬细胞浸润肿瘤组织的特点，通过特异性靶

点 IL-13Rα、高效载体和多功能胞内域的组合，精准契合胶质瘤的病理特征和治疗需求。本

研究结果表明，基于 OX40L 胞内域激活的 CAR-M 能够高效识别并吞噬高表达 IL-13Rα 的

胶质瘤细胞，其效果优于传统的 CD3ζ，其潜在机制可能是因为 CD3ζ 主要依赖免疫受体酪

氨酸激活基序介导的激酶级联反应，更契合 T 细胞的核心激活信号。在 CAR-M 中，CD3ζ

主要通过 Syk/PI3K 通路激活巨噬细胞，但其缺乏共刺激信号，单一的 CD3ζ 可能不足以维

持巨噬细胞的持续活化，易导致免疫细胞耗竭或功能不全。而 OX40L 与 T 细胞表面的 OX40

结合，提供共刺激信号可能通过与肿瘤坏死因子受体相关因子适配蛋白激活核因子 κB、

MAPK 等多条信号通路，通路不仅增强巨噬细胞自身的活化、存活和吞噬能力，还能促进

抗原呈递和免疫记忆形成。其次，OX40L 可诱导巨噬细胞向 M1 型极化，增强其吞噬、抗

原呈递和促炎因子分泌能力。而 CD3ζ 信号则缺乏对巨噬细胞极化的明确调控作用。最后，

OX40L 是 T 细胞表面 OX40 的配体。OX40L-CAR-M 不仅自己吞噬肿瘤，其表面的 OX40L

结构域还能与周围 T 细胞表面的 OX40 结合，激活 CD8+ T 细胞[14]。活化后的 T 细胞会分泌

干扰素-γ，泌干扰素-γ 是诱导巨噬细胞向 M1 型极化和增强其吞噬功能的最强效细胞因子之

一。这种巨噬细胞激活 T 细胞，T 细胞反过来进一步激活巨噬细胞的正向反馈回路，是 CD3ζ

胞内域所不具备的。 

本研究创新性地引入了 OX40L 胞内域。本实验数据表明，在同等条件下，OX40L 胞内

域驱动的 CAR-M 在吞噬和杀伤高表达 IL-13Rα 胶质瘤细胞的能力上均显著优于 CD3ζ 组，

证明了该信号域更适配巨噬细胞的生物学特性，能有效增强其效应功能。然而本研究主要利

用 THP-1 细胞系诱导分化的巨噬细胞作为体外模型，其生物学特性与人体内来源的某些原



代巨噬细胞仍存在差异。未来研究需进一步在原代人源巨噬细胞中验证该 CAR 分子的表达

效率及功能，以提高临床转化的参考价值。 
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