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本发明涉及免疫细胞领域，尤其涉及CAR‑T

细胞冻存液及其应用。本发明的CAR‑T细胞冻存

液包括培养基和添加在培养基中的二甲酸钾、吡

格列酮等成分。其中，二甲酸钾能够显著抑制冻

存过程中冰晶生成尺寸，从而能够减少由于冰晶

的生成对CAR‑T细胞造成的损伤；吡格列酮则能

够更好地保护CAR‑T细胞的活率。CAR‑T细胞增殖

试验、杀伤试验说明了本发明的冻存液对细胞增

殖速度的影响小、冻存12个月CAR‑T细胞仍具有

高杀伤活性。因此本发明的冻存液适用于CAR‑T

细胞的冻存。
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1.一种CAR‑T细胞冻存液，其特征在于，包括培养基和添加在培养基中的以下成分：二

甲酸钾、吡格列酮、精氨酸、肝素钠、右旋糖酐。

2.如权利要求1所述的CAR‑T细胞冻存液，其特征在于，所述二甲酸钾、吡格列酮、精氨

酸、肝素钠、右旋糖酐在培养基中的添加量为：二甲酸钾25~38μg/mL，吡格列酮7~15ng/mL，

精氨酸20~35μg/mL，肝素钠3~17μg/mL，右旋糖酐30~50μg/mL。
3.如权利要求1所述的CAR‑T细胞冻存液，其特征在于，所述培养基为RPMI1640培养基。

4.一种CAR‑T细胞冻存液的应用，其特征在于，所述应用具体为，将待冻存的CAR‑T细胞

加入权利要求1~3任一项所述的冻存液中，获得细胞悬液，分装至冻存管中，将装有细胞悬

液的冻存管进行程序性降温，降温至‑75~‑80℃后将冻存管转移至液氮中保存。

5.如权利要求4所述的CAR‑T细胞冻存液的应用，其特征在于，细胞悬液中细胞的浓度

为1×106~2×107个/mL。
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CAR‑T细胞冻存液及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫细胞领域，尤其涉及CAR‑T细胞冻存液及其应用。

背景技术

[0002] 免疫细胞治疗是一种通过激活患者自身的免疫系统来打败肿瘤的方法。CAR‑T疗

法是嵌合抗原受体T细胞免疫疗法，是一种治疗肿瘤的新型精准靶向疗法。

[0003] T细胞也称T淋巴细胞，是一种免疫细胞，它可以通过识别和攻击入侵的病原体和

异常细胞来保护人体免受疾病的侵害。在免疫细胞治疗中，通过提取患者自身的T细胞并将

其改造成能够攻击肿瘤细胞的细胞，这些改造后的T细胞成为CAR‑T细胞，它能够专门识别

体内肿瘤细胞，并通过免疫作用释放大量的多种效应因子，高效地杀灭肿瘤细胞，从而达到

治疗恶性肿瘤的目的。CAR‑T疗法具有治疗更精准、多靶向更精准、杀瘤范围更广、杀瘤效果

更持久等技术优势，从而备受关注。

[0004] CAR‑T疗法需要对CAR‑T细胞进行体外培养并大量扩增，然后将扩增好的CAR‑T细

胞输回肿瘤患者体内。因此，常需要将CAR‑T细胞进行冻存以实现细胞的保存。专利

202310441867.X公开了一种CAR‑T细胞的冻存液及冻存方法，在冻存液中添加了10~30%的

人血白蛋白注射液和5~15%的二甲基亚砜，增加了冻存液的成本以及安全隐患。因此，为解

决临床试验对于CAR‑T细胞的需求，亟需一种既安全又能够降低成本的CAR‑T细胞冻存液，

这对于免疫细胞治疗领域意义重大。

发明内容

[0005] 为了克服现有技术的不足，本发明的目的之一在于提供一种CAR‑T细胞冻存液，该

冻存液中未添加二甲基亚砜，且能够显著降低冻存过程中对CAR‑T细胞的损伤。

[0006] 本发明的目的之一采用如下技术方案实现：

一种CAR‑T细胞冻存液，包括培养基和添加在培养基中的以下成分：二甲酸钾、吡

格列酮、精氨酸、肝素钠、右旋糖酐。团队前期研究发现，二甲酸钾具有抑制冰晶生成的效

果，能够抑制冻存过程中对细胞的损伤，因此在冻存液中添加了二甲酸钾成分。

[0007] 优选地，所述二甲酸钾、吡格列酮、精氨酸、肝素钠、右旋糖酐在培养基中的添加量

为：二甲酸钾25~38μg/mL，吡格列酮7~15ng/mL，精氨酸20~35μg/mL，肝素钠3~17μg/mL，右旋

糖酐30~50μg/mL。
[0008] 优选地，所述培养基为RPMI1640培养基。

[0009] 本发明的目的之二在于提供一种CAR‑T细胞冻存液的应用。

[0010] 本发明的目的之二采用如下技术方案实现：

一种CAR‑T细胞冻存液的应用，所述应用具体为，将待冻存的CAR‑T细胞加入上述

冻存液中，获得细胞悬液，分装至冻存管中，将装有细胞悬液的冻存管进行程序性降温，降

温至‑75~‑80℃后将冻存管转移至液氮中保存。

[0011] 优选地，细胞悬液中细胞的浓度为1×106~2×107个/mL。
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[0012] 相比现有技术，本发明的有益效果在于：

本发明的CAR‑T细胞冻存液包括培养基和添加在培养基中的二甲酸钾、吡格列酮

等成分。其中，二甲酸钾能够显著抑制冻存过程中冰晶生成尺寸，从而能够减少由于冰晶的

生成对CAR‑T细胞造成的损伤；吡格列酮则能够更好地保护CAR‑T细胞的活率。CAR‑T细胞增

殖试验、杀伤试验说明了本发明的冻存液对细胞增殖速度的影响小、冻存12个月CAR‑T细胞

仍具有高杀伤活性。因此本发明的冻存液适用于CAR‑T细胞的冻存。

附图说明

[0013] 图1为实施例1~3、对比例1~4冻存液冻存的CAR‑T细胞复苏后的细胞活率情况图；

图2为实施例1~3、对比例1~4冻存液冻存6个月CAR‑T细胞复苏后的增殖情况图；

图3为实施例1~3、对比例1~4冻存液冻存12个月CAR‑T细胞复苏后的杀伤率情况

图。

具体实施方式

[0014] 下面结合附图以及具体实施方式，对本发明做进一步描述，需要说明的是，在不相

冲突的前提下，以下描述的各实施例之间或各技术特征之间可以任意组合形成新的实施

例。

[0015] 实施例中的CAR‑T细胞的制备方法参考现有技术，徐永前《共表达GITRL的嵌合抗

原受体T（CAR‑T）细胞的构建及其功能研究》制备得到。

[0016] 实施例1

实施例1提供一种CAR‑T细胞冻存液，该冻存液由RPMI1640培养基和添加在培养基

中的以下成分：二甲酸钾、吡格列酮、精氨酸、肝素钠、右旋糖酐组成。其中，二甲酸钾、吡格

列酮、精氨酸、肝素钠、右旋糖酐在RPMI1640培养基中的添加量为：二甲酸钾30μg/mL，吡格

列酮10ng/mL，精氨酸27μg/mL，肝素钠12μg/mL，右旋糖酐40μg/mL。
[0017] 一种CAR‑T细胞冻存液的应用，具体应用过程如下：

将待冻存的CAR‑T细胞加入上述培养基中，获得细胞悬液，细胞悬液中细胞的浓度

为2×106个/mL，分装至冻存管中，将装有细胞悬液的冻存管进行程序性降温（于‑25℃冻存

2h，再以3℃/h的速率降温至‑45℃冻存3h，再以5℃/h的速率降温至‑78℃冻存4h），降温至‑

78℃后将冻存管移至液氮中保存。

[0018] 实施例2

实施例2提供一种CAR‑T细胞冻存液，该冻存液由RPMI1640培养基和添加在培养基

中的以下成分：二甲酸钾、吡格列酮、精氨酸、肝素钠、右旋糖酐组成。其中，二甲酸钾、吡格

列酮、精氨酸、肝素钠、右旋糖酐在RPMI1640培养基中的添加量为：二甲酸钾25μg/mL，吡格

列酮7ng/mL，精氨酸20μg/mL，肝素钠3μg/mL，右旋糖酐30μg/mL。
[0019] 一种CAR‑T细胞冻存液的应用，具体应用过程如下：

将待冻存的CAR‑T细胞加入上述培养基中，获得细胞悬液，细胞悬液中细胞的浓度

为1×106个/mL，分装至冻存管中，将装有细胞悬液的冻存管进行程序性降温（于‑25℃冻存

2h，再以3℃/h的速率降温至‑45℃冻存3h，再以5℃/h的速率降温至‑75℃冻存4h），降温至‑

75℃后将冻存管移至液氮中保存。
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[0020] 实施例3

实施例3提供一种CAR‑T细胞冻存液，该冻存液由RPMI1640培养基和添加在培养基

中的以下成分：二甲酸钾、吡格列酮、精氨酸、肝素钠、右旋糖酐组成。其中，二甲酸钾、吡格

列酮、精氨酸、肝素钠、右旋糖酐在RPMI1640培养基中的添加量为：二甲酸钾38μg/mL，吡格

列酮15ng/mL，精氨酸35μg/mL，肝素钠17μg/mL，右旋糖酐50μg/mL。
[0021] 一种CAR‑T细胞冻存液的应用，具体应用过程如下：

将待冻存的CAR‑T细胞加入上述培养基中，获得细胞悬液，细胞悬液中细胞的浓度

为2×107个/mL，分装至冻存管中，将装有细胞悬液的冻存管进行程序性降温（于‑25℃冻存

2h，再以3℃/h的速率降温至‑45℃冻存3h，再以5℃/h的速率降温至‑80℃冻存4h），降温至‑

80℃后将冻存管移至液氮中保存。

[0022] 对比例1

对比例1提供一种CAR‑T细胞冻存液，该冻存液由RPMI1640培养基和添加在培养基

中的以下成分：吡格列酮、精氨酸、肝素钠、右旋糖酐组成。其中，吡格列酮、精氨酸、肝素钠、

右旋糖酐在RPMI1640培养基中的添加量为：吡格列酮10ng/mL，精氨酸27μg/mL，肝素钠12μ
g/mL，右旋糖酐40μg/mL，其余与实施例1相同。

[0023] 对比例2

对比例2提供一种CAR‑T细胞冻存液，该冻存液由RPMI1640培养基和添加在培养基

中的以下成分：二甲酸钾、精氨酸、肝素钠、右旋糖酐组成。其中，二甲酸钾、精氨酸、肝素钠、

右旋糖酐在RPMI1640培养基中的添加量为：二甲酸钾30μg/mL，精氨酸27μg/mL，肝素钠12μ
g/mL，右旋糖酐40μg/mL，其余与实施例1相同。

[0024] 对比例3

对比例3提供一种CAR‑T细胞冻存液，该冻存液由RPMI1640培养基和添加在培养基

中的以下成分：精氨酸、肝素钠、右旋糖酐组成。其中，精氨酸、肝素钠、右旋糖酐在RPMI1640

培养基中的添加量为：精氨酸27μg/mL，肝素钠12μg/mL，右旋糖酐40μg/mL，其余与实施例1

相同。

[0025] 对比例4

对比例4提供一种CAR‑T细胞冻存液，与实施例1的不同之处是：未添加二甲酸钾、

吡格列酮两种成分，添加了体积分数为10%的DMSO，其余与实施例1相同。

[0026] 试验例1

试验例1探究实施例1~3、对比例1~3冻存液对冰晶生长尺寸的影响，具体如下：

取20μL实施例1~3、对比例1~3的冻存液在扫描探针显微镜的冷却台上冻结，并用

光学显微镜进行观察，采用图像分析软件（Olynpus  cellSens  Standard）分析观察到的图

像，记录冰晶尺寸，结果如表1所示。

[0027] 表1  实施例1~3、对比例1~3冻存液冰晶生长尺寸情况
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分析表1可知，实施例1~3冻存液冰晶生长尺寸与与对比例1、对比例3冻存液冰晶

生长尺寸差异显著。进一步地分析知，对比例1、对比例3的冻存液中由于未添加二甲酸钾成

分，冰晶生长的尺寸均较大。上述内容说明，二甲酸钾的加入能够显著抑制冻存过程中冰晶

生长的尺寸。

[0028] 试验例2

试验例2探究实施例1~3、对比例1~4经冻存后的CAR‑T细胞的活率情况，具体如下：

CAR‑T细胞复苏：将实施例1~3、对比例1~4分别冻存1个月、3个月、6个月、12个月的

1mL的细胞冻存管于37℃恒温水浴解冻，至细胞悬液完全融化，转移至15mL的离心管中，向

离心管中添加10mL  RPMI1640培养基，1500rpm离心8min，弃上清，添加1~2mL  RPMI1640培养

基重悬细胞，细胞浓度为1×104个/mL，获得复苏后的CAR‑T细胞。

[0029] 细胞活率检测：将复苏后的细胞与浓度0.4%的台盼蓝染液以9：1的比例混合均匀，

染色2min，显微镜下统计复苏后CAR‑T细胞的细胞活率（结果如表2、图1所示），细胞活率=

（总细胞数－死细胞数）/总细胞数×100%，活细胞无染色，死细胞被染上颜色。其中，冻存前

CAR‑T细胞活率为99.36%。

[0030] 表2  实施例1~3、对比例1~4冻存液冻存的CAR‑T细胞复苏后的细胞活率情况
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分析表2、图1可知，采用实施例1~3冻存液冻存的CAR‑T细胞复苏后细胞活率显著

高于对比例2~3，略高于对比例1的细胞活率，与对比例4细胞活率无显著差异。

[0031] 进一步地分析知，采用对比例1的冻存液冻存后CAR‑T细胞活率略有降低，是由于

对比例1的冻存液未添加二甲酸钾成分。采用对比例2~3冻存液冻存后CAR‑T细胞复苏后细

胞活率显著降低，是由于对比例2的冻存液未添加吡格列酮成分，对比例3的冻存液未添加

二甲酸钾、吡格列酮成分。分析上述内容可知，冻存液中缺少吡格列酮成分会显著影响细胞

活率。上述试验结果也说明了本发明冻存液中由于添加了吡格列酮成分，进而能够更好地

保护细胞的活率。

[0032] 试验例3

试验例3探究实施例1~3、对比例1~4冻存6个月复苏后CAR‑T细胞的增殖情况，具体

如下：

将复苏后的CAR‑T细胞接种至96孔培养板中，接种密度为1×105/mL，100μL/孔，加

入20μL/孔的MTS染液，于37℃、5%CO2培养箱中培养。采用酶标仪检测492nm处的吸光度OD

值，每次随机收集计算3个重复，连续3天绘制细胞增殖曲线，结果如图2所示。其中，对照组

为未冻存的CAR‑T细胞。

[0033] 分析图2可知，采用实施例1~3冻存液冻存6个月后CAR‑T细胞的增殖速度明显优于

对比例1~3，与对比例4冻存液无显著差异。由此可见，本发明提供的保存液对复苏后CAR‑T

细胞的增殖速度的影响较小。

[0034] 试验例4

试验例4探究实施例1~3、对比例1~4冻存12个月复苏后CAR‑T细胞的杀伤活性情

况，具体如下：

①靶细胞：以人淋巴瘤细胞Raji细胞（采用1μM的Calcein‑AM进行预染）为靶细胞，

细胞密度为2×104/mL；
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②效应细胞：实施例1~3、对比例1~4冻存12个月复苏后CAR‑T细胞为效应细胞，使

用RPMI1640培养基调整细胞密度；

③检测杀伤活性：按照效靶比2：1、5：1将靶细胞和效应细胞各150μL接种于96孔板

中，每组设置三个复孔，37℃、5%CO2的培养箱中培养24h，以1200rpm/min，离心3min，采用酶

标仪进行检测，结果如表3、图3所示。其中，最大释放孔加入2.5%的TritonX‑100，自发释放

孔加入PBS。杀伤率（%）=（试验组荧光值‑自发释放组荧光值）/（最大释放孔荧光值‑自发释

放组荧光值）×100%。

[0035] 表3  实施例1~3、对比例1~4冻存液冻存12个月CAR‑T细胞复苏后的杀伤率情况

分析表3、图3知，采用实施例1~3冻存液冻存12个月复苏后CAR‑T细胞的杀伤率明

显优于对比例1~3，与对比例4冻存液冻存后的细胞杀伤率无显著差异。上述试验结果说明，

本发明的冻存液能够使冻存后CAR‑T细胞仍具有高杀伤活性。可见，本发明提供的的冻存液

适用于CAR‑T细胞的冻存。

[0036] 综上，本发明的CAR‑T细胞冻存液包括培养基和添加在培养基中的二甲酸钾、吡格

列酮等成分。其中，二甲酸钾能够显著抑制冻存过程中冰晶生成尺寸，从而能够减少由于冰

晶的生成对CAR‑T细胞造成的损伤；吡格列酮则能够更好地保护CAR‑T细胞的活率。CAR‑T细

胞增殖试验、杀伤试验说明了本发明的冻存液对细胞增殖速度的影响小、冻存12个月CAR‑T

细胞仍具有高杀伤活性。因此本发明的冻存液适用于CAR‑T细胞的冻存。

[0037] 上述实施方式仅为本发明的优选实施方式，不能以此来限定本发明保护的范围，

本领域的技术人员在本发明的基础上所做的任何非实质性的变化及替换均属于本发明所

要求保护的范围。
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图 3
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