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[摘  要]  目的：通过向C57Bl/6J小鼠腹腔注射 IFN- γ 腺病毒（Ad-mIFN- γ）建立细胞因子释放综合征（CRS）的动物模型。

方法：构建Ad-mIFN-γ及对照Ad-lacZ腺病毒载体，分别以MOI=100体外转染小鼠腹腔巨噬细胞，流式细胞术检测其对细胞

mIFN-γ分泌的影响。将40只雌性C57Bl/6J小鼠按随机数字表法分为对照组、载体对照组、病毒低、中、高剂量组（每组8只），分

别向各组小鼠腹腔注射 PBS（200 μL）、Ad-lacZ（2×107 PFU/只）、Ad-mIFN- γ（5×106 PFU/只）、Ad-mIFN-γ（1.5×107 PFU/只）和

Ad-mIFN-γ（2×107 PFU /只）。每日观测小鼠的体质量及生存情况；第 3天时采用流式细胞术检测小鼠外周血和脾内单核细胞

（CD11b+）、巨噬细胞（CD11b+/CD86+）比例，免疫荧光染色法检测脾内CD11b+的单核细胞比例；第9天时采用流式细胞术检测小鼠

血清中细胞因子的分泌水平；第14 天，采用颈椎脱臼法处死小鼠，H-E 染色法观察小鼠肝、脾、肺和肾的病理和组织学变化。

结果： Ad-mIFN-γ体外感染小鼠腹腔巨噬细胞，在第3天检测到巨噬细胞分泌mIFN-γ达到峰值（118.34±2.90）pg/mL，并在一周内

持续高分泌mIFN-γ，Ad-lacZ对照组 IFN-γ分泌水平较低后，第3天时为（0.17±0.08）pg/mL。小鼠腹腔注射Ad-mIFN-γ后，在14 d

内病毒低、中剂量组无小鼠死亡，病毒高剂量组小鼠体质量持续减轻（P<0.001）；第3天，病毒高剂量组小鼠外周血和脾组织内单

核细胞、巨噬细胞比例较对照组和中剂量组均显著增加（P<0.05 或 P<0.01）；第 9 天，病毒低、中、高剂量组小鼠血清中mIFN-γ、

IL-6、单核细胞趋化蛋白-1（MCP-1）、IL-1、TNF-α等细胞因子的水平均显著升高（P<0.001）；10 d内病毒高剂量组小鼠死亡率达

100%。组织病理检测可见病毒高剂量组小鼠的肝、脾、肺、肾组织有明显损伤。结论： Ad-mIFN-γ体外感染小鼠原代腹腔巨噬

细胞后，可以快速分泌mIFN-γ；腹腔注射高剂量（2×107 PFU/只）Ad-mIFN-γ导致小鼠出现CRS典型表现，可作为CAR-T细胞治疗

诱发CRS的动物模型。
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[Abstract]  Objective: To establish an animal model of cytokine release syndrome (CRS) by intraperitoneal injection of mouse IFN-γ 

adenovirus (Ad-mIFN- γ) into C57Bl/6J mice. Methods: Ad-mIFN- γ and Ad-LacZ control adenoviral vectors were constructed, and 

mouse peritoneal macrophages were transfected with MOI=100 in vitro. The effect on mIFN-γ secretion levels of cells were detected by 

flow cytometry. Forty female C57Bl/6J mice were divided into the control group, the vector control group, and the low-, medium-, and 

high-dose virus groups (8 mice in each group) according to the random number table method. The mice were intraperitoneally injected 

with PBS (200 μL/piece), Ad-lacZ (2×107 PFU/piece), Ad-mIFN-γ (5×106 PFU/piece), Ad-mIFN-γ (1.5×107 PFU/piece) and Ad-mIFN-γ 

(2×107 PFU/piece), respectively. The body weight and survival of the mice were observed daily. On the third day, flow cytometry was 

used to detect the proportion of monocytes (CD11b+) and macrophages (CD11b+/CD86+) in the peripheral blood and the spleen, and the 
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proportion of CD11b+ monocytes in the spleen was detected by immunofluorescence staining. On the 9th day, flow cytometry was used 

to detect the secretion of cytokines in the serum of the mice. On the 14th day, the mice were sacrificed by cervical dislocation, and H-E 

staining was used to observe the pathological and histological changes of the liver, spleen, lungs and kidneys of the mice. Results: 

Ad-mIFN-γ infected mouse peritoneal macrophages in vitro, and the level of mIFN-γ secreted by macrophages was detected to reach a 

peak of (118.34±2.90) pg/mL on the third day, and the secretion level of mIFN-γ continued to be high for one week; while the Ad-lacZ 

control group secreted a lower level of IFN- γ, with a value of (0.17±0.08) pg/mL on the third day. After intraperitoneal injection of 

Ad-mIFN-γ, no mice died in the low- and medium-dose virus groups within 14 days, and the body weight of the mice in the high-dose 

virus group continued to decrease (P<0.001). On the third day, the proportions of monocytes and macrophages in the peripheral blood 

and spleen tissues of the mice in the high-dose virus group were significantly higher than those in the control group and the medium-

dose group (P<0.05 or P<0.01). On the 9th day, the serum levels of mIFN-γ, IL-6, monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), IL-1 and 

TNF-α in the low-, medium- and high-dose groups increased significantly (P<0.001). Within 10 days, the mortality rate of the mice in 

the high-dose virus group reached 100%. Histopathological examination showed significant damage in the liver, spleen, lung and 

kidney tissues of the mice in the high-dose virus group. Conclusion: Mouse primary peritoneal macrophages can rapidly secrete mIFN-γ 

after infection  with Ad-mIFN-γ in vitro. Intraperitoneal injection of high-dose Ad-mIFN-γ (2×107 PFU/piece) resulted in typical CRS 

manifestations in the mice, which can be used as an animal model for CAR-T cell therapy-induced CRS.

[Key words]  gamma-interferon (IFN-γ); adenovirus; macrophage; cytokine release syndrome (CRS); animal model; C57Bl/6J mice

[Chin J Cancer Biother, 2024, 31(2): 128-134. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2024.02.003]

CAR-T细胞疗法为肿瘤免疫治疗，尤其是血液肿

瘤的治疗带来了变革性的影响，但同时也会引发严重

的细胞因子释放综合征（cytokine release syndrome，

CRS）[1-4]。发生CRS是由于CAR-T细胞输注入人体后

会被过度激活并快速增殖，大量释放 IFN-γ、IL-1、IL-2

等细胞因子激活单核 /巨噬细胞，导致 IL-6、TNF-α、

单核细胞趋化蛋白-1（monocyte chemotactic protein-1，

MCP-1）等细胞因子的级联释放[5-9]，引起患者高烧、低血

压、肌痛、凝血障碍、呼吸困难、终末器官障碍等临床表

现、甚至导致死亡[10-14]。建立稳定的CRS模型对于寻找

CRS有效的治疗药物以及控制疾病的发展具有重要意

义。目前，国际上报道过2种CAR-T相关CRS模型[15-16]，

但是这两种动物模型均使用CAR-T细胞造模，难度大、

不易重复。以往的研究中，笔者所在课题组已经成

功建立IL-12-CAR-T细胞诱发CRS的小鼠模型[17]，但其

是通过mCD19/IL-12-CAR-T细胞自分泌高水平 IL-12，

诱导T细胞表达IFN-γ实现自激活[18]。这与临床发生的

CRS有一定差异，以 IL-12 为中心，不能较好的模拟

CAR-T相关的CRS。因此，本研究拟通过腹腔注射小

鼠IFN-γ腺病毒（Ad-mIFN-γ），转染腹腔巨噬细胞，代替

过度激活的CAR-T细胞，持续释放高水平mIFN-γ，从

而诱导小鼠发生严重的CRS，建立CRS模型。

1  材料与方法

1.1  实验动物

40只 SPF级雌性C57Bl/6J小鼠、6~8周龄，体质

量18~22 g，购自斯贝福（北京）生物技术有限公司[实

验动物使用许可证号：SCXK（苏）2022-0006]，饲养于

南京中医药大学附属医院实验动物中心[实验单位使

用许可证编号：SYXK（苏）2017-0069]。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）。

1.2  主要试剂和仪器

表达小鼠IFN-γ基因的重组腺病毒（Ad-mIFN-γ）和

表达LacZ基因的重组腺病毒（Ad-lacZ）购自吉凯基因

公司，病毒滴度为1×1010PFU/mL。RPMI 1640培养基

购自Gibco公司，胎牛血清购自四季青公司，流式抗体

FITC-CD86/PE-CD11b购自BD Biosciencens公司，免疫

荧光抗体Anti-CD11b Rabbit pAb购自武汉赛维尔生物

有限公司公司，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，包埋机（JB-P5）和

冻台（JB-l5）均购自武汉俊杰电子有限公司，病理

切片机（RM2016）购自上海徕卡仪器有限公司，冰冻

切片机（CRYOSTAR NX50）购自赛默飞世尔科技（中国）

有限公司，正置荧光显微镜（Eclipse C1）购自日本尼康

公司，Pannoramic MIDI扫描仪购自3DHISTECH公司，

Beckman Coulter EPICS XL flow cytometer流式细胞仪

购自美国 Beckman Coulter公司。

1.3  小鼠腹腔巨噬细胞的制备

将C57Bl/6J小鼠脱颈椎处死，固定于解剖板上，

酒精消毒腹部，将下腹部皮肤剪开一小口，轻轻分离

皮层和腹部肌肉膜，暴露腹膜。向腹腔内注射 5 mL

提前预冷的 PBS（含 2 mmol/L EDTA 和 1% 胎牛血

清）。轻揉腹腔后用注射器收集腹腔内细胞悬液，移

入 15 mL 离心管中，300×g 离心 5 min，得到细胞沉

淀。PBS洗3遍，获得小鼠巨噬细胞。

1.4  Ad-mIFN-γ转染小鼠腹腔巨噬细胞

将上述获得的腹腔巨噬细胞用无血清的培养基

重悬，以 1×106个/孔加入 24孔板，在 37 ℃、5%CO2培

·· 129



   　                                                                                                                                中国肿瘤生物治疗杂志, 2024, 31(2)

养箱中培养2 h，待细胞贴壁后弃上清液，用PBS洗两

遍。以 MOI=100 加入 500 μL 滴度为 1×108 PFU 的

Ad-mIFN-γ，转染等量Ad-lacZ作为对照，继续培养，

每30 min轻摇一次使病毒与细胞充分接触。4 h后吸

弃上清液，加入 2 mL含有 10%FBS的RPMI 1640培

养基，继续培养，连续7 d收集培养上清液，按照基于

复合微球的流式细胞仪免疫测定试剂盒说明书检测

腹腔巨噬细胞分泌mIFN-γ的水平。

1.5  小鼠CRS模型建立及观察

将Ad-lacZ和Ad-mIFN-γ用PBS稀释成1×108 PFU/mL，

将6~8周龄的C57Bl/6J雌性小鼠按照随机数字表法分

为5组，每组8只。对照组：腹腔注射200 μL PBS；载体

对照组：腹腔注射Ad-lacZ（2×107 PFU/只）；病毒低剂量

组：腹腔注射Ad-mIFN-γ（5×106 PFU/只）；病毒中剂量

组：腹腔注射Ad-mIFN-γ（1.5×107 PFU/只）；病毒高剂量

组：腹腔注Ad-mIFN-γ（2×107 PFU/只）。每天观察小鼠

的情况，测量体质量，统计生存率。

1.6  流式细胞术检测小鼠外周血和脾中单核/巨噬

细胞的活化比例

在注射病毒的第 3天，采用摘眼球取血方法，取

Ad-lacZ组，Ad-mIFN-γ中、高剂量组小鼠的外周血。

将采集到的外周血移至EDTA抗凝管中，震荡混匀。

颈椎脱臼法处死小鼠，取出脾，于 40 μm孔径的尼龙

滤网上研磨，用 PBS溶液（含 2 mmol/L EDTA和 1%

胎牛血清）冲洗，制备脾单细胞悬液。分别取 50 μL

外周血和脾细胞悬液加入到 EP 管中，向各组样本

管加入 1 μL FITC-CD86 抗体（0.5 mg/mL）和 1 μL 

PE-CD11b 抗体（0.5 mg/mL），4 ℃下反应 30 min，

加入 500 μL红细胞裂解液。同方法取阴性对照

组小鼠外周血和脾并处理，但不加入抗体。最后加

入 1 mL预冷的 PBS清洗，4 ℃下 300×g离心 5 min，

弃去上清液，加入400 μL的缓冲液重悬细胞，装入流

式管内行流式细胞术检测。

1.7  免疫荧光染色测定小鼠腹腔注射Ad-mIFN-γ后

脾CD11b的表达情况

小鼠腹腔注射Ad-mIFN-γ 3 d后取脾，用 4%多

聚甲醛固定、石蜡包埋、制备切片。石蜡切片经脱

蜡、抗原修复、血清封闭后加入一抗CD11b（1∶500），

切片平放于湿盒内 4 ℃反应过夜，清洗后加入二抗

CY3（1∶300）避光、室温反应 50 min，清洗后加DAPI 

染液，避光、室温反应10 min，复染细胞核。使用抗荧

光淬灭剂封片，Pannoramic MIDI扫描仪扫描。

1.8  多重微球流式免疫荧光发光法检测小鼠血清中

细胞因子的水平

在第9天通过眼眶后静脉丛采血法取小鼠血液，

加入 2 mmol/L EDTA抗凝剂混匀，300×g离心 5 min

取上清液，放置于–80 ℃保存。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、 mIFN-γ等细胞因子的水

平，本实验所有步骤均根据制造商说明进行。将标

准品稀释成不同的浓度用于绘制标准曲线。将基

质、标准品/样品、捕获微球抗体、检测抗体各25 μL充

分混合后放入振荡器，避光、室温震荡 2 h，加入

25 μL SA-PE避光、震荡 30 min，加入 500 μL洗涤缓

冲液，涡旋数秒后300×g离心5 min，缓慢倾倒出液体

后将管倒扣于吸水纸上吸尽残液，向每管中加入 

150~300 μL洗涤缓冲液，上流式细胞仪检测。

1.9  H-E染色观察各组小鼠肝、脾、肺、肾组织病理

变化

第 14天，采用颈椎脱臼法处死小鼠，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。

1.10  统计学处理

上述主要实验均独立重复 3次，符合正态分布的

计量资料采用 x̄±s 表示。流式细胞术检测细胞表面

抗原结果数据用Kaluza Analysis流式细胞分析软件

处理，细胞因子检测数据用 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，两组多时间点比较采用方差分析，两

两比较采用 LSD-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  Ad-mIFN-γ转染小鼠原代腹腔巨噬细胞可快速

持分泌 IFN-γ

流式细胞术检测结果（图 1）显示，与Ad-lacZ组

相比，Ad-mIFN-γ组小鼠腹腔巨噬细胞转染后可以快

速、持续分泌 mIFN-γ（P<0.01）。Ad-mIFN-γ 组小鼠

腹腔巨噬细胞连续7 d高分泌mIFN-γ，并在第3天达

到峰值（120±5.03）pg/mL。

2.2  高剂量Ad-mIFN-γ可诱发小鼠严重的CRS并致

其死亡

注射腺病毒 14 d内，病毒低剂量组小鼠体质量

无明显变化，无小鼠死亡；病毒中剂量组小鼠体质量

连续减轻至第 8天后开始回升，无小鼠死亡；病毒高

剂量组小鼠出现发抖、精神萎靡、起毛等现象，表现

出严重的体质量减轻，最终全部死亡（图2）。

2.3  腹腔注射 Ad-mIFN-γ 诱导小鼠外周血和脾单

核/巨噬细胞比例升高

流式细胞术检测小鼠外周血及脾单核/巨噬细胞
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比例，结果显示，与载体对照组相比，随着Ad-mIFN-γ

剂量的升高，小鼠外周血和脾组织中的单核细胞

（CD11b+）、巨噬细胞（CD11b+/CD86+）比例都显著增

加（P<0.05或P<0.01，图 3）；免疫荧光染色法检测结

果可见小鼠脾组织中CD11b的表达随病毒剂量升高

而有增加趋势（图4）。

2.4  Ad-mIFN-γ显著升高小鼠血清中细胞因子水平

流式细胞术检测结果（图5）显示，腹腔注射后第

9天，与对照组和载体对照组相比，病毒低、中、高剂

量组小鼠血清中 mIFN-γ、IL-6、MCP-1、IL-1、TNF-α

等细胞因子的水平均显著升高（P<0.01或P<0.001），

且呈病毒剂量依赖性。
图1  小鼠腹腔巨噬细胞转染Ad-mIFN-γ和Ad-lacZ后分泌

mIFN-γ水平比较

A：各组小鼠生存曲线；B：注射病毒14 d内各组小鼠体质量变化。

图2  腹腔注射2×107 PFU/只Ad-mIFN-γ诱发小鼠CRS

2.5  高剂量的Ad-mIFN-γ导致小鼠肝、脾、肺、肾组

织损伤

H-E染色结果（图6）显示：（1）当腹腔注射低剂量

病毒时，小鼠肝组织可见少量静脉周围的肝细胞点

状坏死，伴有极少量的淋巴细胞浸润，间质无明显增

生，可见少量血管淤血；脾白髓内可见凋亡的淋巴细

胞，白髓与红髓的分界不清晰；肺组织多见肺泡壁轻

度增厚；肾组织间质无明显增生，可见少量血管淤

血。（2）当注射中剂量病毒时，肝组织少量汇管区可

见淋巴细胞浸润，成纤维细胞轻微增多；肺组织伴有

散在的粒细胞或淋巴细胞浸润，支气管黏膜上皮细

胞脱落；脾组织的白髓形状不规则，少量白髓边缘互

相融合，分界不清晰，白髓内多见凋亡的淋巴细胞；

肾组织可见肾小管轻度扩张，管腔不规则，少量肾小

管上皮细胞变性，胞质疏松淡染。（3）当注射高剂量

病毒时，肝组织结构异常，肝细胞结构疏松，可见部

分肝细胞水肿，水肿至气球样变，组织可见淋巴细胞

浸润；肺组织整体结构异常，肺泡结构不清晰，可见

较多肺泡萎缩塌陷，肺泡壁明显增厚，轻微实质化，

组织间质可见血管轻微充血扩张，组织可见炎症细

胞浸润；脾组织整体结构异常，组织可见脾小结明显

萎缩，可见明显多核巨细胞浸润；肾组织整体结构异

常，组织可见少量肾小管上皮细胞疏松水肿，组织间

质可见淤血。

3  讨  论

本研究通过腹腔注射Ad-mIFN-γ诱发小鼠CRS，

建立一种新的CRS动物模型。研究结果发现，在注

射低剂量病毒时，体质量无明显变化，无小鼠死亡，

外周血及脾单核/巨噬细胞相较于对照组无明显变

化，细胞因子升高不明显，表明未能诱发小鼠CRS；

当注射中剂量病毒时，体质量下降到第8天后开始回

升，无小鼠死亡，第3天可见小鼠外周血和脾单核/巨

噬细胞比例增加，第9天检测外周血细胞因子水平发

现水平升高，说明中剂量的病毒可诱发小鼠一定级

别的细胞因子风暴，但不至于死亡。当注射高剂量

病毒时，小鼠体质量持续降低，10 d 内全部死亡，第

3天检测外周血和脾单核/巨噬细胞比例发现显著升

高，第 9天检测细胞因子水平发现显著增加，组织病

理检查可见肝、脾、肺组织明显损伤，符合CRS的典

型表现，说明腹腔注射高剂量Ad-mIFN-γ可模拟严重

的CRS反应。相较于以往的CRS小鼠模型，本模型

使用的是普通品系的 C57Bl/6J 小鼠，经济、易于获

得，建模周期短、可重复性高。
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*P<0.05，**P<0.01,ns代表差异无统计学意义。

图3  腹腔注射Ad-mIFN-γ诱导小鼠外周血和脾内单核/巨噬细胞比例升高

以往研究[15-16]已经证实，巨噬细胞和单核细胞是

产生细胞因子的直接介质，而 IFN-γ是巨噬细胞强有

力的活化因子[19]。过量 IFN-γ可能会导致高炎症或免

疫介导疾病[20]，包括CRS[21]。因此，本研究设计在小

鼠体内持续表达 IFN-γ以激活单核/巨噬细胞。然而，

巨噬细胞属于分裂终末细胞[22]，逆转录难以进行基因

转染。腺病毒既能感染分裂细胞，又能感染非分裂

细胞，且易于大量培养[23-24]，并且与慢病毒相比，腺病

毒有价格低廉、不会整合到宿主细胞基因组中的优

点[25-26]，因此本研究选用腺病毒为载体来实现体内过

表达 IFN-γ。但本研究仅采用腹腔注射来实现体内

IFN-γ升高，主要激活的是腹腔巨噬细胞，进入体循

环的腺病毒有限，因而对单核细胞及其余器官的巨

噬细胞的激活作用较弱，这可能是高剂量腺病毒才

能诱导出CRS的原因之一。后续研究中会分离小鼠

脾T细胞，用 IFN-γ腺病毒转染 T 细胞后通过尾静

脉回输进入小鼠体内，从而激活全身的单核 /巨

噬细胞，释放大量细胞因子来诱导 CRS。这种方

法应能更好地模拟人体输注 CAR-T 细胞以后发生

CRS的过程。

综上所述，本实验研究报道了一种经济易获得

且能较好模拟CAR-T细胞治疗相关CRS反应机制的

小鼠模型的建立方法，为探索触发CRS相关免疫功

能障碍的机制提供了一种新工具。
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图4  腹腔注射Ad-mIFN-γ诱导小鼠脾组织中CD11b表达增加 （免疫荧光染色，×200）

**P<0.01，***P<0.001。

图5    腹腔注射Ad-mIFN-γ后小鼠血清中细胞因子水平显著升高

图6  腹腔注射Ad-mIFN-γ后小鼠肝、肺、脾、肾病理组织学改变（H-E染色，×200）
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