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摘要：嵌合抗原受体T细胞（CAR-T，Chimeric Antigen Receptor T Cell）已成为近年来癌症免疫疗法

领域的研究热点，由于其具有特异性高、选择性强等优点，在肿瘤治疗领域中具有巨大的潜力。同时，

CAR-T疗法可能带来特殊毒性风险，包括细胞因子释放综合征、神经毒性、B细胞减少和靶向与脱靶毒

性等。尽量在研发早期、在人体使用前获得CAR-T产品的有效性和安全性等非临床信息至关重要，选择

合适的动物模型进行上述相关研究可以大大提高对临床结果的预测性。目前，已用于CAR-T产品研究

和正处于探索阶段的动物模型主要包括同源小鼠模型、转基因小鼠、移植瘤小鼠模型、免疫系统重建人

源化小鼠以及灵长类动物模型。但是，由于CAR-T细胞产品的个性化程度高，人和动物免疫系统特性

存在差异，人源细胞在动物体内易受到免疫排斥等原因，人源产品在动物模型上的研究结果尚不能完全

反映其在人体内的作用情况。因此，需要根据产品特点和研究目的，构建或者选择适当的动物模型，为

CAR-T细胞治疗产品非临床研究提供有效的研究工具。
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Abstract:   Chimeric antigen receptor T cells (CAR-T) has become a research focus in the field of cancer 
immunotherapy in recent years. Because of its high specificity and strong selectivity, CAR-T has great potential 
in the field of cancer therapy. However, CAR-T therapy can have specific toxic risks, including cytokine release 
syndrome, neurotoxicity, B-cell reduction, as well as targeted and off-target toxicity. It is crucial to obtain non-
clinical information such as the effectiveness and safety of CAR-T products in the early stages of R&D prior 
to human use. Selecting appropriate animal models for these above-mentioned studies can greatly improve the 
predictability of clinical outcomes. At present, the animal models that have been used for CAR-T product research 
and still are in the exploratory stage mainly include including homologous mouse models, transgenic mice, 
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mouse models of transplanted tumors, humanized mouse with reconstructed immune system, and primate models. 
However, due to the high degree of personalization of CAR-T cell products, human-derived cells are susceptible 
to immune rejection in animals, and differences of biological characteristics and immune system between  humans 
and animals, etc., human-derived product studied in animal models could not fully reflect its role in the human 
body. Therefore, it is necessary to construct or select appropriate animal models based on product characteristics 
and research purposes, and to provide powerful tools for non-clinical study of CAR-T cell therapy products.
Keywords:    CAR-T; animal models; non-clinical study; effectiveness; safety evaluation; toxicity

当今肿瘤治疗手段与日俱增，除常规手术、

放疗和化疗之外，肿瘤免疫疗法作为癌症治疗的

“第四支柱”引起广泛关注，它将过去重复的症

状控制转为一次性的治疗甚至治愈，给生物医

学带来新的希望。其中，嵌合体抗原受体工程T

（CAR-T）细胞治疗是近年来发展非常迅速的一

种细胞治疗手段，即通过体外对T细胞修饰使其能

靶向肿瘤抗原并产生相应免疫反应，在多项临床

研究中取得了巨大的成功[1]。目前全球已有两款

药物相继获得FDA的批准上市，分别是Novartis的

Kymriah和Kite的Yescarta，极大地促进了CAR-T产

品的研发和应用热潮。

虽然CAR-T疗法取得了一些不错的成果，但

仍有不少问题亟待解决。从临床试验反馈得到的诸

如疗效、安全性的问题，需要通过临床前的基础研

究以及动物试验等进行改进和优化，再反馈回临床

以制定优化的治疗方案[2-5]。但是，CAR-T细胞作

为人源细胞产品，给予免疫功能正常的动物时会发

生免疫应答，导致人源细胞被清除或者出现免疫排

斥反应，从而无法获得对临床有充分预测意义的有

效性和安全性信息。因此，需要根据研究目的选择

适当的实验动物模型。目前，已用于CAR-T产品

研究和正处于探索阶段的动物模型主要包括同源小

鼠模型、转基因小鼠、移植瘤小鼠模型、免疫系统

重建人源化小鼠以及灵长类动物模型[6-8]。

1   同源小鼠模型（Syngeneic Mouse）
同源小鼠模型具有完整的免疫系统，可以负

荷鼠源肿瘤，并用以考察CAR-T产品对机体的活

性作用。以靶向CD19的CAR-T细胞为例，早期使

用同源小鼠模型进行的药效学研究表明，CAR-T

细胞回输后导致淋巴瘤消除的效果比使用抗CD19

单克隆抗体更为显著，且未出现明显的细胞毒性。

同时，同源小鼠模型的组织也可能表达低水平的靶

抗原，鼠源CAR-T细胞可以靶向性地与其体内鼠

肿瘤相关抗原（Tumor Associated Antigen，TAA）

结合。因此，可以更好地用于检测靶向和脱靶毒

性[9]，但是仅限用于研究鼠源细胞制备的CAR-T产

品。小鼠品系不同也可能影响毒性反应的考察，

使用BALB/c小鼠进行研究发现，第一代CAR-T细

胞（T细胞受体胞内信号结构域无共刺激分子表

达) 通过特异性抗原识别肿瘤细胞并对肿瘤细胞进

行杀伤，但未见明显的副作用[10]。与之相比，第

二代CAR-T细胞（T细胞受体胞内信号结构域含共

刺激分子CD28表达）则会导致B细胞增生以及慢

性毒性，并伴随骨髓来源的抑制性细胞（Myeloid-

derived Suppressor Cells，MDSCs）增多，从而诱

发免疫抑制作用，且用CAR-T细胞治疗后血清

IFN-γ和TNF-α水平升高，提示治疗后可能诱发

细胞因子释放综合症（Cytokine Release Syndrome，

CRS）。在C3H或C7BL/6同源小鼠模型上进行同样

的研究并未观察到这些毒性[11]。因此，使用同源小

鼠模型开展非临床研究时，各种小鼠品系出现的毒

性反应可能各不相同。同时，同源小鼠模型的免

疫系统与人类的免疫系统不同，在很大程度上仍

无法模拟CAR-T诱发的CRS，且与人源CAR-T细胞

相比，鼠源CAR-T细胞在体内存活时间较短，易

发生活化诱导的细胞死亡，难以很好地揭示人源

CAR-T细胞体内生物学效应以及毒性反应[12]。

2   转基因小鼠（Transgenic Mouse）
转基因小鼠为免疫系统正常鼠，表达人TAA。

在研究针对不同TAA的CAR-T的同时可以保留宿

主免疫系统，但研究对象细胞需要为鼠源细胞[13]。

该模型适合用于CAR-T细胞的概念验证性研究，

由于大多数TAA不仅在肿瘤上表达，在健康组织中

也有较低水平的表达，因此，转基因小鼠是观察

CAR-T毒性作用的重要模型。在一项临床试验中

发现，CAR-T回输前，以环磷酰胺进行预处理，

能明显增强CAR-T的抗肿瘤效果，上述情况在异



中国药事  2018 年 7 月  第 32 卷  第 7 期888

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRS zhgysh

种移植瘤小鼠模型中并未发现，但在该转基因小

鼠模型中获得了证实[14]。然而，该转基因小鼠模

型对临床的毒副作用仍无法实现充分预测，也无

法提供人源CAR-T细胞的药效和安全性的直接证

据。有临床研究发现，以癌胚抗原CEA（Carcino-

embryonic Antigen）为靶点的CAR-T会诱导病人

出现严重自身免疫，但在3项CEA转基因小鼠研究

中，至少有2项没有观察到动物出现明显自身免疫

反应[15]，原因可能在于胰腺癌患者的结肠黏膜皱褶

减少，使得肠道内的CAR-T细胞以及细菌菌落增

多，进而导致免疫细胞功能亢进，而小鼠虽表达了

高水平的人类CEA，病理条件下的免疫功能亢进却

无法在转基因小鼠中复制，因此无法获得全面的对

临床有预测价值的信息。此外，临床试验发现，

给予高剂量抗HER2的CAR-T细胞后，患者发生死

亡，而在HER2的4个转基因小鼠模型中，有3个并

未观察到致死性反应[3]。由此可见，通过转基因方

式移植人TAA并不能再现许多天然肿瘤的性质，而

能够产生自发肿瘤的转基因模型小鼠可能会更好地

模拟人类癌症的临床进展并进行肿瘤靶向以及脱靶

毒性的预测。

3   移植瘤小鼠模型（Human Xenograft 
Mouse）	

当前肿瘤学研究主要依赖免疫缺陷小鼠的荷

瘤模型，即在免疫缺陷小鼠中移植人源肿瘤，用来

研究人源CAR-T细胞对人源肿瘤的作用，属于一

种更加直接的概念验证性研究。

早在1966年，科学家们就构建了T淋巴细胞发

育不全的裸鼠模型。随后，通过SCID缺陷小鼠与

非肥胖糖尿病NOD小鼠回交，产生了NOD/SCID小

鼠，该小鼠既有先天免疫缺陷，又有T和B淋巴细

胞缺乏。各种肿瘤细胞可以植入，且较少发生排

斥反应及移植物抗宿主病（GVHD），因此，NOD/

SCID 小鼠一度被认为是用于血液学肿瘤研究最理

想的模型动物[16-17]。但人们逐渐发现，由于SCID小

鼠的 NK 细胞对外源细胞的排斥作用，制约了人源

肿瘤细胞的植入能力，使得该模型的使用受到限

制。21世纪初，随着 IL-2 受体伽玛链（IL-2Rγ）

缺陷小鼠的引入，使移植瘤小鼠模型的构建水平获

得较大提升[18]。作为细胞因子 IL-2、IL-4、IL-7、

IL-9、IL-15、IL-21 等信号传递所共同需要的受

体成分，IL-2 Rγ的缺陷将直接导致T、B细胞发育

受损，NK细胞缺失，由此构建出的NSG等几种重

度联合免疫缺陷小鼠均克服了残存NK细胞对外源

性细胞的限制性问题，使得它们成为当前肿瘤移植

最为理想的模型小鼠。通过对荷载淋巴瘤的小鼠注

射CAR-T细胞，可观察人源CAR-T细胞的抗肿瘤

作用，对其有效性评估具有重要意义[19-20]。

移植瘤小鼠模型负荷肿瘤细胞后，还可在研

发早期阶段用于测试和验证不同设计类型的CAR

（例如引入不同的信号分子或者细胞因子）的药

效以及靶向或脱靶效应。例如，有研究使用NSG小

鼠来测试嵌合组合抗原的CAR细胞的靶向性，以减

少其脱靶毒性，该CAR-T细胞需同时靶向前列腺

特异膜抗原以及前列腺干细胞抗原，即T细胞只有

在两者都被识别时才被激活，而只表达其中1种抗

原的靶细胞则不会被CAR-T细胞清除[21]。另一项研

究使用了针对CD19和CD20的双特异性CAR-T来减

少CD19呈阴性的白血病中的抗原逃逸。与只针对

CD19的CAR-T细胞相比，双特异性CAR-T细胞能

够有效清除NSG中混合表达CD19和/或CD20的白血

病细胞群[22]。此外，应用移植瘤小鼠模型可测试引

入不同人源细胞因子的CAR-T的抗肿瘤效果，有

研究发现包括IL-2、IL-7、IL-15和IL-21在内的多

个细胞因子均能改善CAR-T细胞治疗产品的肿瘤

杀伤能力，但诱导的机制以及肿瘤清除程度有所不

同[23]。

移植瘤小鼠模型在免疫缺陷小鼠中移植人源

肿瘤，也可以作为疾病动物模型对毒性指标进行

观察，但其缺点是没有宿主免疫系统，不能完全

模拟人体中出现的CRS带来的级联反应，也无法

观察CAR-T细胞与体内其他免疫细胞或组织的相

互作用，无法检测脱靶作用。非荷瘤免疫缺陷鼠

由于缺乏免疫细胞，不会产生免疫排斥反应，可

使CAR-T细胞在其体内存活较长时间，更适合对

CAR-T细胞制剂的非靶点安全性风险以及成瘤性/

致瘤性进行研究。

4   免疫系统重建人源化小鼠（HIS小鼠， 
Humanized Immune System Mice, HIS Mice）

免疫系统重建人源化小鼠模型是通过向免疫

缺陷鼠移植人源免疫细胞制备得来，在一定程度上

具有人类天然或适应性免疫系统，在此基础上植入

人源肿瘤细胞或肿瘤组织，可用于研究人类免疫

系统环境下肿瘤的生长情况，评估CAR-T细胞抗
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肿瘤治疗效果及相关毒性作用机制[24-26]。它们对人

源CAR-T细胞具有较好的耐受性，并弥补了同源

小鼠模型以及移植瘤小鼠模型的缺陷。人源化小鼠

模型的构建通常是在免疫缺陷鼠如NSG小鼠等进行

CAR-T细胞治疗前移植人CD34+造血干细胞/祖细胞 

（Human CD34+ Hematopoietic Stem / Progenitor Cells, 

CD34+ HSPCs）。HSPCs可以再生少量髓系和部分

淋巴系细胞[16, 27]。向免疫缺陷鼠移植人的骨髓、

肝脏和胸腺的人源化BLT（Fetal Bone Marrow，

Liver，Thymus）小鼠模型，其构建更加复杂，是

目前最接近人免疫系统的动物模型[12]。

免疫人源化小鼠模型由于同时具有人的免疫

系统并可以移植人源肿瘤组织，能够真实模拟人免

疫系统与肿瘤相互作用的过程，在临床前CAR-T

细胞产品抗肿瘤评价体系中具有其独特优势。在临

床前药效学评价方面，有研究已经证明该小鼠模型

能够反映出肿瘤的异质性，在做临床预测时，更接

近真实的临床结果。患者中的肿瘤组织异质性强，

通过该评价系统可以较好地观察靶点被消除后肿瘤

是否复发，从而反映临床疗效。其次，在临床前安

全性评价方面，人源化小鼠为CAR-T治疗的安全

性评估提供了机会。CAR-T常见的副作用有细胞

因子风暴、神经系统毒性和B细胞发育不全等。T

细胞会攻击带有相同肿瘤抗原的正常细胞，诱发细

胞因子风暴。尽管CAR-T采取了多种改进策略，

但由于患者个体的差异等原因有些副作用仍无法避

免。通过将肿瘤组织移植到小鼠模型体内，注射患

者特异性的CAR-T细胞，监测CAR-T细胞的组织

分布，研究CAR-T细胞在体内存活时间以及肿瘤

生长情况、小鼠体重变化、细胞因子浓度等，评

估CAR-T的治疗靶标是否特异，是否存在脱靶毒

性，预测CAR-T实际临床应用时产生细胞因子风

暴的可能性以及严重性，从而进行临床治疗方案的

风险评估。

尽管HIS小鼠模型可以在动物体内较好地模拟

人免疫系统，在评价CAR-T细胞安全性方面颇具

前景。但该模型尚处于初期研究阶段，模型的统一

和标准化尚存在难点。例如，人源化免疫系统在小

鼠中并没有对宿主实现完全耐受，具有髓系细胞发

育不全、T细胞欠缺等缺点[28]；CD34+ HSPCs细胞的

来源包括多种途径，如成人骨髓、外周血、脐带血

和胎儿肝脏，而不同来源细胞产生的动物模型可能

对CAR-T细胞评价的结果产生影响；由于安全性

研究需要的动物数较多，而一份脐带血干细胞所能

用于重建的小鼠非常有限，往往同一实验需要使用

多个供体来源的CD34+ HSPCs细胞，重建后的小鼠

个体嵌合程度也可能不同，上述因素都可导致实验

系统个体差异程度增加；另外，人CD34+ HSPCs细

胞在小鼠体内分化的骨髓和淋巴细胞与在人体内分

化的同类细胞比较存在很大区别，由其建立的人免

疫系统尚不完善，随时间推移，其自发病的发生率

也比免疫缺陷小鼠更高。总之，目前人源化小鼠模

型在CAR-T细胞上的研究应用仍以探索性为主，

尚不能全面应用到非临床研究中。

5   灵长类模型（Primate）
一直以来，几乎所有的CAR-T临床前研究都

是在啮齿类动物身上进行。然而，小鼠TAA序列、

免疫系统以及生理学功能与人类生理存在显著差

异。灵长类动物的免疫系统与人类更相似，理论上

可交叉识别人和猴特异性抗原的CAR-T细胞，可

以模拟CRS和神经毒性等临床上发现的毒性反应。

灵长类动物最早曾被应用在以肿瘤相关抗

原ROR1（Receptor Tyrosine Kinase Like Orphan 

Receptor 1）为靶点的CAR-T研究中，ROR1在人

类和灵长类动物之间高度保守，且有相似的组织

表达模式，因此，灵长类动物模型能为CAR-T产

品的安全性提供较有价值的信息。研究者将经过

改造过的猕猴自体T细胞移植到2只猕猴体内，这

些CAR-T细胞迅速靶向含有大量ROR1+ B细胞的

区域，比如淋巴结和骨髓，使ROR1+ 前体B细胞

得以清除，即使在高剂量下，也仅观察到IFN-γ

和IL-6的一过性升高，且给药3天后血清细胞因子

水平恢复正常[29]。另一项有关L1细胞粘附分子的

CAR-T产品也使用了灵长类动物模型，该TAA在人

类和猕猴之间高度保守，研究使用的剂量为临床

剂量的100倍，试验发现2只猕猴的耐受性良好，只

有短暂的IFN-γ和IL-6血清细胞因子水平增加，

此外也没有观察到毒性，这可能与CAR-T细胞在

动物体内存续时间短，受体内免疫清除相关[30]。只

有在另一项以CD20为靶点的CAR-T细胞临床前研

究中，注射后CAR-T灵长类动物出现B细胞发育不

良、神经毒性和CRS症状，血清IL-6和IL-8显著升

高。上述毒性反应与临床中观察到的不良反应较为

吻合，即患者在注射1周后出现肢体震颤和行为异
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常等在内的神经毒性，在服用抗癫痫药物后不良反

应得到控制，这些临床中呈现的不良反应在灵长类

动物模型中得以预测，可能与环磷酰胺预处理或不

同CAR-T靶点的构造及特性相关[6]。

尽管灵长类动物模型显示的毒副作用可能与

临床试验较为相似，可在小鼠模型验证后进一步

提供有用的安全信息，并可做为临床前应用的最

后一步检测，但当前的模型仍存在很多亟待解决的

问题，其中一个重要局限性是在灵长类体内移植

人源肿瘤较为困难，当灵长类TAA无法被CAR识别

时，CAR-T细胞无法活化，在体内存续时间短；

同时，人源细胞在猴体内可能会被免疫排斥，无法

充分评价其药效或者无法长期评价其药效或者毒性

反应；为降低免疫排斥，可预先或同时给予动物免

疫抑制剂，但可对CAR-T的安全性研究结果产生

干扰；此外，该模型价格高、研究样本小，在临床

前应用中仍存在诸多挑战。

6   结语
CAR-T细胞治疗作为近年来被认为癌症治疗

领域最成功的方法之一，为肿瘤治疗带来巨大希望

的同时，也给临床前评价研究带来前所未有的挑

战。动物模型是生命科学研究中建立的能够模拟人

体内反应的动物材料，在CAR-T细胞产品的有效

性和安全性等研究中具有重要意义。由于生物体的

复杂性和种属特异性，目前尚未有任何一种动物模

型能完全模拟人类的免疫系统以及肿瘤微环境[31]。

在对CAR-T细胞产品进行临床前研究时，需根据

产品特性以及动物模型的优缺点，采用不同的模

型进行不同目的和不同类型的研究。表1总结了

CAR-T细胞产品临床前研究中不同动物模型的特

点和应用[6]。随着研究的不断深入以及各种新技术

的应用，人们将建立更为完善的动物模型，从而为

CAR-T细胞肿瘤免疫治疗提供更多更有价值的有

效性和安全性信息。

表 1   CAR-T 细胞临床前研究中不同动物模型的特点和应用

模型 构成 优点 缺点 应用

同源小鼠模型

（Syngeneic 

Mouse）

鼠源肿瘤、鼠源

CAR‐T 和鼠源

免疫系统

完整免疫系统；可以研

究靶向和脱靶毒性（小

鼠组织表达低水平的靶

抗原）

所有细胞必须是鼠源的；小鼠

生物学特性和免疫系统有别

于人、不能最大程度地反映

CRS、鼠源 CAR-T 细胞存活时

间短、易发生活化诱导的细胞

死亡

检测宿主免疫反应；

无法获得转基因鼠

的情况下评价 CAR

的安全性

移植小鼠模型

（Human 

Xenograft Mouse）

人源肿瘤和 

CAR‐T 

可以研究人源细胞

CAR-T 细胞对人源肿瘤

的作用；更加直接的概

念验证性研究

没有宿主免疫系统；不能进行

脱靶作用的研究

测试复杂 CAR 的设

计或药效验证性研

究；人源细胞因子

的应用性探索研究

转基因鼠

（Transgenic 

Mouse）

鼠源肿瘤、

CAR‐T 和带有

人肿瘤相关抗原

TAA 的免疫系统

可以研究人 TAA，同时

保留宿主免疫系统；特

别适合观察脱靶毒性作

用

不能获得所有类型的 TAAs；

细胞来源必须是鼠源

评价靶向和脱靶毒

性作用以及对宿主

免疫系统的影响

人源化转基因小

鼠（Humanized 

Mouse）

人肿瘤，CAR‐

T 和部分人免疫

系统

可以研究人源细胞，含

有部分免疫细胞，可以

模拟肿瘤微环境或者脱

靶作用

免疫系统人源化程度低；目前

研究很少

研究特定免疫细胞

对 CAR-T 作用的影

响

灵长类模型

（Primate）

猕猴 CAR‐T 和

免疫系统

免疫系统和生理学与人

接近；可以模拟临床毒

性（如 CRS 和神经毒性）

价格高；研究样本小；缺少移

植瘤模型检测药效（体内无肿

瘤细胞，无法活化 CAR-T 细胞，

细胞存活时间短）

在小鼠模型进行充

分验证后可进行安

全性研究；可做临

床前应用的最后一

步检测
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