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摘要： CAR-T细胞（Chimeric Antigen Receptor T Cells，CAR-T）是一种表达嵌合抗原受体的基因工程

T细胞，也称“活的药物”，可以增强基因工程T细胞的特异性，能够以MHC（主要组织相容性复合体，

Major Histocompatibility Complex，MHC）非依赖性的方式高度靶向肿瘤抗原，是治疗肿瘤的一种新手段。

最近，临床上使用CAR-T细胞治疗复发、难治性血液恶性肿瘤和多发性骨髓瘤取得了很好的疗效；同时，

采用CAR-T细胞治疗实体瘤的研发也在积极开展。根据所构建的CAR-T细胞不同的适应证和作用原理，

构建不同的动物肿瘤模型，研究CAR-T细胞在动物模型的抗肿瘤活性，可以对CAR-T细胞进行概念验证

性研究并证明其体内药效学活性，为临床研究提供有力的数据支持。
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Abstract:   Chimeric antigen receptor T (CAR-T) cells are genetically engineered T cells that express chimeric 
antigen receptors, also known as “living drugs”. CAR-T cells can enhance the specificity of genetically engineered 
T cell, highly target tumor antigens in a major histocompatibility complex (MHC)-independent manner and 
provide a new approach to the treatment of tumors. Recently, clinical use of CAR-T cells for the treatment of 
relapsed, refractory hematological malignancies and multiple myeloma has achieved good results; at the same 
time, CAR-T cells can also be used to treat solid tumors. According to the different indications and mechanism 
of action of CAR-T cells, different animal tumor models were constructed to study the anti-tumor activities of 
CAR-T cells in animal models. Proof-of-concept studies could be carried out and in vivo pharmacodynamic 
activity could be confirmed so as to provide supportive data for clinical study of CAR-T cells. 
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传统的放疗、化疗、手术、造血干细胞移植

等治疗手段延长了部分肿瘤患者的生存时间，但

是复发性、难治性肿瘤患者的生存率依然很低，

且部分患者对标准治疗方法产生了耐药，其治

疗面临巨大挑战，亟需开发新的治疗手段。2006

年，研究者[1]首次发表了基因修饰T细胞自体回输

临床试验结果，同年，另一项研究报道了使用自

体表达嵌合抗原受体T细胞（CAR-T细胞）治疗转

移性卵巢癌的Ⅰ期临床试验，该疗法取得了较好

的结果[2]。之后全世界范围内开展了CAR-T细胞针

对不同靶点、不同肿瘤的多项临床试验。临床试

验结果显示，抗CD19 CAR-T细胞对多种B细胞淋

巴瘤有很强的抗肿瘤活性，包括弥漫性大B细胞淋

巴瘤、滤泡淋巴瘤、套细胞淋巴瘤等。CAR-T细

胞疗法治疗血液系统疾病的巨大成功使得免疫疗

法治疗肿瘤成为近年来的研究热点。

CAR-T细胞治疗产品对肿瘤的特异性杀伤是

治疗肿瘤的基础，通过体内外非临床药效学研究可

以初步探讨CAR-T细胞对靶细胞的特异性杀伤活

性。体外研究主要评价CAR-T细胞与靶抗原的特

异性结合及亲和力、靶抗原在组织中的表达分布、

特异性杀伤活性、细胞因子分泌、CAR-T细胞增

殖等。体内研究主要采用荷瘤鼠模型评价CAR-T

细胞在体内的抗肿瘤活性，如肿瘤负荷清除情况及

动物生存情况等[3]。动物模型的选择、实验设计、

检测方法等是评价CAR-T细胞抗肿瘤活性的关键

点。本文简要论述CAR-T细胞体内药效学研究的

关注点。

1   动物种属的选择
CAR-T细胞作为人源化细胞产品，进入体内

会被免疫系统识别，出现异种物种间排斥，导致人

源细胞被清除，因此，需要使用特殊的动物模型进

行CAR-T细胞的研究。近几年，应用于CAR-T细

胞产品研究的动物模型包括同源小鼠模型、转基因

小鼠模型、移植瘤小鼠模型、免疫系统重建人源化

小鼠模型及灵长类动物模型[4-5]。上述动物模型各

有优缺点，采用不同的模型进行不同目的和不同类

型的非临床研究，可以获得更多的有效性信息。

同源小鼠模型和转基因小鼠模型具备完整

的免疫系统，在已建立与人源肿瘤相匹配的鼠源

肿瘤模型的基础上，可在一定程度上反映宿主对

CAR-T细胞的免疫反应，这两种模型适合开展概

念验证性研究，其受试物均需要是鼠源产品。

移植瘤小鼠模型研究是目前常用的研究CAR-T

细胞对肿瘤抑制作用的模型。正常啮齿类小鼠免疫

系统对CAR-T细胞有排斥，若使用该类小鼠（如

BALB/c等），在给予CAR-T细胞前，需要配合使

用免疫抑制剂或者放射线照射，抑制小鼠体内正

常的免疫系统，增加CAR-T细胞在体内的存活时

间。在一项使用BALB/c小鼠的研究[6]中，给药前13

天小鼠腹腔注射150～200 mg·kg-1的环磷酰胺，

给药前12天尾静脉注射A20luc细胞，给药前1天

6 Gy低剂量照射，随后尾静脉注射鼠源CAR-T细

胞。随着免疫缺陷鼠的不断被研究和应用，使用

免疫缺陷鼠构建小鼠移植瘤模型，逐渐成为研究

CAR-T细胞效能的重要工具鼠。研究中用到过的免

疫缺陷鼠有SCID-Beige小鼠[7]、NOD/SCID小鼠[8]、

NSG小鼠[9]等。其中，NSG小鼠为IL2rg基因敲除的

重度免疫缺陷小鼠，体内缺乏成熟的T和B细胞，

也无功能性NK细胞，细胞因子信号传递功能缺

失，是目前国际公认的免疫缺陷程度最高的小鼠，

对人源细胞和组织几乎没有排斥反应，是适合人源

细胞或者组织移植的工具鼠。

免疫系统重建人源化小鼠通常是在对免疫缺

陷鼠进行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）或者人源化组织构

建而成[10]。该动物模型能在动物体内相对精确地重

建人的免疫系统，通过移植人源肿瘤细胞，能够很

好地模拟人免疫系统与肿瘤的相互作用，在临床

前CAR-T细胞抗肿瘤评价体系中具有独特优势。

Oliveira 等[11]研究者使用3～7天新生NSG小鼠用1.50 

Gy的亚致死剂量全身照射，第二天每只小鼠肝内

注射3×105 脐带血来源的人CD34+细胞，建立人源

化小鼠模型，并在人源化小鼠模型皮下注射1×106 

Raji细胞，随后移植CAR-T细胞，通过测量肿瘤

大小来评估CAR-T细胞对肿瘤的杀伤作用。2017

年，美国FDA批准上市的诺华CAR-T细胞治疗产

品，就是使用人免疫系统重建小鼠进行了CAR-T

细胞毒性和生物分布的研究[12]。

2   疾病动物模型的建立
根据研究靶点和CAR-T细胞治疗产品适应证

的不同，可建立不同的动物疾病模型。血液系统肿

瘤和实体瘤有不同的建立方法，使用的肿瘤细胞
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系、注射的肿瘤细胞剂量、评价标准等各不相同。

因此，在药效学评价中，也需要根据CAR-T细胞

的适应证，选择合适的动物种属以及合适的肿瘤细

胞系，建立评价针对不同细胞治疗产品的动物模

型。对于人源的CAR-T细胞，需要使用人源肿瘤

细胞建立肿瘤模型，同时，也可使用鼠源的肿瘤细

胞来评价鼠源的CAR-T细胞[6]，以此来评价细胞产

品对靶细胞的特异性杀伤作用。

血液系统恶性肿瘤主要包括急、慢性白血病，

多发性骨髓瘤，淋巴瘤和骨髓异常综合征等[13]。目

前，对血液系统肿瘤的研究最为深入，开发出了多

种治疗靶点。以下针对近几年研究较多的靶点，论

述小鼠疾病模型的构建。

2.1   抗CD19 CAR-T细胞淋巴瘤及淋巴细胞白血

病动物疾病模型

CD19抗原在B细胞和B细胞祖细胞表面高度表

达，并且广泛表达于源于B细胞系的肿瘤细胞表

面，包括大多数的淋巴瘤和淋巴细胞白血病，因

此，大多数研发者将CD19抗原作为最初的研究靶

点，已上市的2种CAR-T细胞产品均是靶向CD19

抗原。其中诺华公司开展了CAR-T细胞抗肿瘤

活性研究，研究中使用NOD-SCID-γc
-/- 或NOD-

SCID-β2
-/-小鼠，静脉注射人ALL（急性淋巴细胞

白血病）细胞，第35天注射表达不同CARs的T细

胞，以研究4种CART-19受体结构的体内效能[14]。

B细胞淋巴细胞白血病和淋巴细胞瘤有多种细胞

系，文献中常用的淋巴细胞白血病细胞系为Nalm-

6[15]，常用的淋巴细胞瘤为Raji[16-17]和Daudi[8]，但是

建立小鼠疾病模型使用的肿瘤细胞剂量不固定，

可通过实验自行摸索，文献中Raji细胞使用过的剂

量有5×104细胞/只[16]、5×105细胞/只[17-20]、2×105

细胞/只[21]等，最常用的剂量为5×105细胞/只；

Nalm-6细胞使用过的剂量有1×106细胞/只[7,22-23]。

建立该类小鼠模型，肿瘤细胞的注射方式并不固

定，可通过尾静脉注射肿瘤细胞建立系统的肿瘤模

型，也可通过腹腔注射，建立小鼠的局部肿瘤模

型。Syam Tammana等人[18]使用Daudi细胞腹腔注射

G射线照射过的NOD/SCID小鼠，建立局部肿瘤模

型，随后腹腔注射CAR-T细胞，研究中还采用Raji

细胞尾静脉注射G射线照射过的NOD/SCID小鼠，

建立系统肿瘤模型，尾静脉注射CAR-T细胞。两

种小鼠模型主要是为了研究含有不同刺激因子的

CAR-T细胞的抗肿瘤效果。

2.2   抗B细胞成熟抗原（B Cell  Maturation 
Antigen，BCMA）CAR-T细胞多发性骨髓瘤

（Multiple Myeloma，MM）动物疾病模型

BCMA是一种包含多发性骨髓瘤细胞在内的B

系细胞选择性表达的蛋白。近几年，随着CAR-T

细胞免疫疗法的兴起，BCMA逐渐成为过继性治

疗MM的热门靶点之一。Robert等[24]使用流式细胞

术、免疫组化等方法检测MM细胞和正常人组织

中BCMA的表达，发现正常人组织并不能检测到

BCMA蛋白，在此基础上，该研究团队构建了抗

BCMA-CAR-T细胞，结果显示：抗BCMA-CAR转

导的T细胞能够识别并杀死原发性MM细胞。经典

的MM模型是Yaccoby等学者[25]建立起来的SCID-

hu MM小鼠，能够模拟MM的病理表现和临床症

状，该模型是将人胎儿骨移植到小鼠皮下，4～5

周后，将BCMA+细胞或者MM患者细胞注射到人骨

中，使MM细胞在人骨中生长，直到采用活体成

像的方法观察到或者ELISA方法检测到MM细胞。

另有研究者探索多发性骨髓瘤小鼠皮下移植瘤模

型的可行性[26]，Robert也使用NSG小鼠皮下注射

RPMI8226细胞建立人多发性骨髓瘤荷瘤小鼠。但

皮肤微环境与骨髓有很大的区别，故一项研究使

用静脉注射OPM-2细胞建立MM模型，该模型细胞

能够渗透到骨髓，同时也能更好地反映人骨髓瘤

的发病机制[27]。

2.3   针对CAR-T细胞的实体瘤动物模型

对于实体瘤，选择在肿瘤细胞高表达、正常

细胞不表达或者少量表达的抗原，构建靶向于不

同抗原的CAR-T细胞，如肺癌，目前已开展了抗

表皮生长因子受体（EGFR）CAR-T细胞、抗人类

表皮生长因子受体2 CAR-T细胞、抗间皮素CAR-T

细胞和抗癌胚抗原CAR-T细胞等的研究和临床试

验[28]。建立实体瘤小鼠模型时可根据每种疾病的特

点和针对的靶点，建立相对应的小鼠肿瘤模型。一

项研究将肿瘤细胞混悬在生理盐水中，在C56BL/6

小鼠麻醉状态下注射到小鼠肺部，建立原位小鼠

肺癌模型[29]。大部分的恶性肿瘤患者，在初次就诊

时就发现有肿瘤转移，约30%～50%肿瘤转移到肺

部，形成转移性肺癌。在一项抗EGFR CAR-T细胞

体内抗肿瘤活性研究中，NOD/SCID小鼠通过静脉

注射人非小细胞肺癌细胞系A549细胞建立肺转移
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癌模型[30]。贝勒医学院的细胞和基因治疗中心的

研究人员开发了一种新型的CAR-T细胞，用来治

疗胰腺癌，可以识别在胰腺肿瘤细胞表面过表达

的PSCA、TGF和IL4抗原，从而能够很好地区分正

常细胞和癌细胞，减少中靶/脱靶毒性。该研究团

队，使CAPAN-1（胰腺癌细胞系）细胞分别表达

PSCA和PSCA/TGFβ/IL4，在NSG小鼠双侧皮下分

别移植CAPAN-1 PSCA细胞和CAPAN-1 PSCA/IL4/

TGFβ细胞，建立双侧肿瘤动物模型，当肿瘤体积

达到80 mm3时，尾静脉注射GFP-firefly 荧光素酶标

记的CAR-T细胞，通过测量肿瘤体积的大小来评

估CAR-T细胞的抗肿瘤效应[31]。由于实体瘤复杂的

肿瘤微环境、免疫逃逸机制等因素，CAR-T细胞

难以达到肿瘤组织，需要寻找肿瘤特异性靶点，以

使CAR-T细胞精准靶向抗原，降低“脱靶效应”

产生的几率。

3   CAR-T细胞药效学研究中的检测方法和
检测指标

CAR-T细胞药效学研究使用的检测方法主要

包括生物发光成像、流式细胞术等，并伴随相关毒

性指标的检测。

3.1   生物发光成像

生物发光成像（Bioluminescent Imaging，BLI）

是一种无创的成像方式，广泛应用于临床前分子和

细胞的检测，例如基因的表达，蛋白质的相互作

用，细胞的增殖、迁移、分化以及细胞在小动物体

内的分布等[32]，能够实时地检测肿瘤细胞的迁移和

扩增，同时也能够评价细胞治疗的毒性反应，是目

前评价CAR-T细胞产品体内药效作用的主要技术

之一，大多数药效学研究使用该方法[9,15-18]。

BLI是生物体内荧光素在荧光素酶的作用下产

生的可见光，许多低等动物拥有生物发光反应的

能力（包括细菌、真菌等种属，以及萤火虫等昆

虫）。萤火虫是最早被研究的生物发光物种，几十

年前，McElmy等[33]首次从北美萤火虫体内提纯萤

光素酶，并且确定了其晶体结构。在自然界，荧光

素酶是以D-荧光素（D-Luciferin）为天然底物。

D-荧光素作为天然底物有着良好的溶解性、高效

的反应速度和强烈的生物发光强度，是萤火虫生物

发光体系中主要的工具药。

BLI因其高灵敏度、低背景荧光和非侵入性等

特点，被广泛应用于疾病的监测，而萤火虫荧光素

酶基因通常作为报告基因用于动物肿瘤模型中。肿

瘤细胞移植前，体外转染荧光素酶基因，从而使肿

瘤细胞稳定表达荧光素酶，给予底物后，在ATP存

在下，氧化荧光素，将化学能转化为光能，产生黄

绿光，使用活体成像系统可检测到该黄绿光。

3.2   流式细胞术

除了BLI方法，还可使用流式细胞术检测组织

中CAR-T细胞和肿瘤细胞在体内的数量。Haso等

人在实验终点采用流式细胞术检测脾脏中CAR表

达和肿瘤细胞，并在另一个并行的药效学研究中

第12天检测荷瘤小鼠血液、骨髓和脾脏中的CAR表

达[34]，同时可检测血液中CD45+CD8+细胞[9]、血液

中CD3+细胞[22]以及血液、脾脏、肝脏、肺脏中的

CD3+CD4+、CD3+CD8+细胞[35]来代表人源T细胞在组

织中的增殖和分布情况。也有研究者使用流式方法

直接检测血液、骨髓和脾脏中的CAR-T细胞[36-38]。

但是由于目前CAR结构大部分为鼠源，使用该方法

检测极易出现假阳性的结果，因此，通常使用流式

方法检测带有标签的CAR-T细胞，如带有EGFR标

签的CAR-T细胞等。

3.3   CAR-T细胞药效学研究中伴随的毒性检测指标

CAR-T细胞在靶点存在的情况下，能够迅速

被活化，释放与效应相关的细胞因子，产生相应

的毒性，因此，疾病模型更适合CAR-T细胞安全性

评价，故通常会在药效学评价中增加相关毒性指

标的监测。如体重（体重下降＞10%呈现明显的毒

性）、移植物抗宿主病（Graft-versus-host Disease，

GVHD）以及脱毛、腹泻、活动减少等 [39-40]；

免疫毒性，使用流式细胞术、ELISA、MSD等免

疫学方法检测血清中细胞因子（如IL-2、IL-10、

TNF-α、INF-γ等[35,41]）的变化，也可间接反映

药效学结果；常规药理学或病理学方法检测肿瘤相

关参数（如瘤体积、瘤重、肿瘤发光信号等），病

理学检查可反映CAR-T细胞对小鼠组织产生的毒

性，确定其毒性靶器官。

4   CAR-T细胞药效学研究的试验设计
C A R - T 细 胞 药 效 学 研 究 要 包 含 对 照 组 和

CAR-T细胞不同的剂量组别以体现量效关系。一

般需要包括非治疗组即溶媒组作为对照组[25]，对比

给药组的荧光强度和/或动物的中位生存期来证明

CAR-T细胞的有效性。因未转染CAR的T细胞也可

能存在对肿瘤细胞的非特异性杀伤作用，故除了
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溶媒对照外，需设置T细胞对照组（未转导CAR的

T细胞[42]、模拟转导的T细胞[14]或者半抗原特异性

CAR-T细胞）。药效学研究的剂量设计，可通过

预试验来确定最低有效剂量和最高给药剂量。通常

将临床的等效剂量作为小鼠给药的最低剂量，中、

高剂量组可分别为等效剂量的2倍/2.5倍、5倍/10倍

或者更高倍数，但是由于试验中以CAR-T细胞数

为给药标准，因此，CAR-T细胞阳性率不同，给

药总细胞也不同，当阳性率较低时，给药总细胞数

就会高，此时就要考虑动物的耐受能力，防止动物

出现肺栓塞等问题。此外，建议设置不接种肿瘤的

溶媒对照组以便于结果分析。研究中可增加或者设

置卫星组用于细胞药代动力学（分布、迁移、归巢

及其存续和消亡特性）、细胞因子的检测以及其它

一些毒性指标的监测。

5   结语
经过二十多年的临床前和临床研究，CAR-T

细胞治疗技术的安全性和可行性已经基本确定，其

对多种血液肿瘤显示了非常好的临床效果，对实体

瘤治疗也表现出了非常大的潜力。非临床动物药

效学研究是开展临床试验的基础，对CAR-T细胞

结构、制备工艺、靶点等的研究，都需要在荷瘤

小鼠体内进行验证性的CAR-T细胞的效能研究。

但是，目前所有的非临床动物模型尚不能完全精准

地反映人体中CAR-T细胞与肿瘤细胞、与正常细

胞、与免疫系统的相互作用。因此，在进行药效学

研究时，应尽可能选择最适合的动物模型，并使用

正确的检测方法，保证实验结果的准确性。随着

CAR-T细胞研发工作的不断深入，CAR-T细胞非

临床动物实验研究方法将逐步完善，检测手段也将

不断进步，非临床研究也将会为临床试验提供更多

有价值的数据参考。
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