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急性髓系白血病（AML）是以髓系造血干祖细胞失控

性扩增为特征的异质性肿瘤，是最常见且病死率最高的成人

白血病。通过传统的化疗和造血干细胞移植治疗，60岁以

下成人患者的治愈率为35%～40%，而在年龄大于60岁的患

者中治愈率只有5%~15%［1］。近年来，对抗肿瘤的过继细胞

治疗逐步走向临床，主要包括：①肿瘤浸润性淋巴细胞的过

继免疫治疗；②体外树突细胞致敏后T细胞输注；③T细胞受

体（T-cell receptor, TCR）修饰的T细胞输注；④嵌合抗原受

体（chimeric antigen receptor, CAR）修饰的 T 细胞（CAR-T

细胞）输注等［2］。其中，CAR-T技术经过26年的发展获得了

举世瞩目的成就，几乎成为一种可治愈急、慢性淋巴细胞白

血病、弥漫大 B 细胞淋巴瘤等肿瘤的新方法［3- 5］。我们就

CAR的构成、原理、在AML中的临床应用以及CAR-T细胞

治疗的不良反应和对策作一综述。

一、CAR的构成和原理

CAR是人工合成的TCR，可重新定向和激活T细胞，从

而发挥杀伤靶细胞和促自我增殖的作用。CAR由胞外靶向

连接区、铰链区、跨膜区、胞内信号转导区4部分组成。胞外

靶向连接区通常由单链抗体（single chain variable fragment,

scFv），即识别肿瘤抗原的单克隆抗体的重链可变区（VH）

和轻链可变区（VL）通过连接肽（Linker）连接而成。此外，

某些配体和受体蛋白也被用作胞外靶向连接区，如 IL-13突

变蛋白、血管内皮细胞受体配体（VEGF）、抗整合素肽、自然

杀伤细胞受体（NKG2D）等［6］。铰链区往往采用CD4、CD8、

IgG4分子的铰链区或 IgG Fc段，灵活、适宜长度的铰链区是

scFv吸附靶抗原的必要条件。研究表明 IgG Fc段会与免疫

细胞表面Fc受体作用而激活CAR-T细胞造成引起过多细胞

因子释放、攻击自身单核细胞等脱靶效应（off-target）［7］，故前

三者更常用。另据报道不同的 scFv配合特定的铰链区，才

能发挥最大杀伤效应［8］。跨膜区由亲脂性的氨基酸序列组

成，主要由CD3、CD4、CD8或CD28等分子的跨膜区段组成。

胞内信号转导区的结构一直是CAR研究的重点，根据

其构造的不同可以大致分为 4 代。第 1 代 CAR 由 CD3ζ或

FcεRⅠγ单一结构域组成。第1代CAR-T细胞抗肿瘤作用有

限，因其不能产生足够的 IL-2，从而不能在体内持续增殖和

执行杀伤作用［9］。第2代CAR是在CD3ζ分子的近胞膜端加

入 1 个 共 刺 激 因 子 ，如 CD28、CD137（4- 1BB）、CD134

（OX40）、CD27、ICOS、CD244等。含有CD28的第2代CAR-

T细胞的 IL-2分泌增加了20倍，在体内有持续增殖、杀伤靶

细胞的能力［10］；含CD137的CAR-T细胞在体内具有不需靶

抗原刺激的自我增殖能力［11］；加入共刺激因子CD27或 ICOS

具有与 CD28、CD137 类似的增殖和杀伤靶细胞效应［12- 13］。

第3代CAR是指加入2个或2个以上共刺激因子。由于同时

激活了2个共刺激因子，第3代CAR具有更强的细胞因子分

泌能力和杀伤能力［14］，但在临床研究中并没有显示出更好的

疗效［15］。第4代CAR即通用细胞因子杀伤重定向T细胞（T-

cell redirected for universal cytokine killing, TRUCK），其原理

是在第 2代CAR的基础上加入了细胞因子序列（如 IL-12），

通过局部释放细胞因子调节微环境、募集效应免疫细胞，对

逃脱了CAR-T细胞识别的肿瘤细胞进行杀伤。TRUCK为

实体肿瘤的过继细胞治疗提供了新思路［16］。

二、CAR-T细胞在AML中的应用

目前，针对AML的CAR-T细胞治疗的研究主要集中在

以下6类抗原。

1. CD33：CD33是唾液酸结合的免疫球蛋白样凝集素，

属于髓系分化抗原。CD33主要表达于血液系统的髓系祖细

胞、各髓系集落形成单位、成熟粒细胞、单核细胞、树突细

胞［17］。85%~98%的AML细胞表达CD33分子，且AML细胞

表达 CD33 分子的密度显著高于 CD33 ＋正常细胞［17- 18］。

CD33是第一个被用来作为免疫靶向治疗AML的抗原。人

源化CD33单抗与卡齐霉素共轭的免疫药物——吉妥珠单

抗/奥佐米星（Gemtuzumab Ozogamicin）联合化疗能够提高

AML患者的生存期［19］。因此，CD33有望成为CAR-T细胞

的治疗靶点。迄今，有多个机构对CD33 CAR进行了研究。

意大利米兰大学研究组构建了抗CD33 CAR并分别修饰细

胞因子诱导的杀伤细胞（cytokine-induced killer cells, CIK）、

EBV特异性细胞毒T细胞、γ9δ2T，体外试验证实三类CAR

修饰淋巴细胞具有杀伤AML细胞的作用，但也有抑制正常

造血细胞集落形成效应［14,20］。他们通过AML小鼠模型，进一

步证实 CAR-T 细胞具有体内杀伤 AML 细胞系的作用［21］。

美国St. Jude 儿童研究医院构建的抗CD33 CAR-T经过细胞

实验和动物实验被证实具有良好的杀伤性，在 1∶20低效靶
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比下可杀灭AML细胞［22］。此外，美国Abramson癌症中心基

于吉妥珠单抗制作的抗CD33 CAR-T细胞在体外和体内实

验证实可清除原代 AML 细胞和骨髓增生异常综合征

（MDS）原始细胞，但也具有对正常髓系造血干祖细胞、单核

细胞的毒性［8］。最近，我国解放军总医院对1例难治AML患

者进行了自体CAR-T细胞输注的临床试验，患者于输注后2

周骨髓内AML细胞由50%下降至6%，但在第5周出现复发

并死亡，治疗期间患者出现轻度的细胞因子释放综合征和胆

红素升高［23］。这提示患者对自体抗CD33 CAR-T细胞输注

是可以耐受的，需要临床试验进一步验证抗CD33 CAR-T细

胞的杀伤效应。

2. CD123：CD123 是 IL-3 受体α链，其功能是促进细胞

增殖和分化。CD123 在约 95%AML 细胞表面高表达。与

CD33不同，CD123在正常造血干细胞、髓系祖细胞、树突细

胞、部分B细胞、巨核细胞、单核细胞表面低表达［24-25］。

意大利研究组通过体外实验和体内试验对比了CD33、

CD123 CAR修饰CIK细胞对AML细胞的杀伤作用和正常

造血的损伤。结果显示两者具有类似的杀伤 AML 细胞效

应，但抗CD123 CAR对正常髓系造血损伤更小［26-27］。

与此同时，美国的两个研究机构［25,28］对另一克隆的抗

CD123 CAR-T细胞进行了类似的研究，同样证明在体外和

体内试验中抗CD123 CAR-T细胞具有有效杀伤原代AML

细胞的作用和显著的清髓效应。因此，他们认为该抗

CD123 CAR-T 细胞可用于造血干细胞移植前的预处理方

案。目前，FDA已批准开展抗CD123 CAR-T细胞用于治疗

难治复发且预期进行异基因造血干细胞移植AML患者的Ⅰ
期临床试验（NCT01259495）。

3. Lewis Y（LeY）：LeY是双岩藻糖基化寡糖，高表达于

多种上皮来源肿瘤细胞，如乳腺癌、卵巢癌、直肠癌、胰腺癌

等。约46%AML细胞表达LeY，正常组织几乎不表达［29-30］。

澳大利亚 Peter MacCallum 癌症中心最早报道抗 LeY

CAR-T 细胞对 LeY 阳性的上皮细胞肿瘤系可有效进行杀

伤，而对正常组织没有影响［31］。之后，他们发现多发性骨髓

瘤、AML细胞表达LeY，抗LeY CAR-T细胞可对其进行有效

杀伤［30］。2013年，该研究组对 4例AML患者进行了抗LeY

CAR-T细胞治疗的Ⅰ期临床试验，结果3例获得部分缓解后

复发（最长持续缓解 23个月），所有患者对抗LeY CAR-T细

胞耐受性很好。复发患者体内仍然存在抗LeY CAR-T细胞

和表达LeY的AML细胞，提示可能与AML细胞表达LeY的

密度低有关［29］。

4. NKG2D 配体：NKG2D 配体位于大多数实体肿瘤和

AML、慢性髓性白血病、多发性骨髓瘤等血液肿瘤细胞，以

及免疫抑制细胞、慢性炎症细胞表面。抗 NKG2D 配体的

CAR-T细胞治疗在多发性骨髓瘤、T细胞淋巴瘤、卵巢癌等

肿瘤中被证实有效［32］。最近的一项旨在评估抗NKG2D配

体的CAR-T细胞治疗安全性研究的Ⅰ期临床试验正在招募

AML、多发性骨髓瘤、MDS患者（NCT02203825）。

5. CD44v6：CD44v6是一种跨膜糖蛋白，与介导淋巴细

胞穿越血管壁、细胞的迁移运动等功能有关。CD44v6仅在

正常人上皮组织细胞中低表达，但在AML、多发性骨髓瘤、

弥漫大 B 细胞淋巴瘤等血液系统肿瘤细胞表面高表达［33］。

意大利San raffaele科学研究所根据比伐珠单抗（Bivatuzum-

ab）的序列构建了抗 CD44v6 第 2 代 CAR 序列，通过细胞实

验和动物实验表明该抗CD44v6 CAR-T细胞对AML细胞系

及原代AML细胞均有显著的杀伤作用，其不良反应仅为单

核细胞减少，而对正常造血干/祖细胞和角质细胞没有影

响［34］。这提示CD44v6也是一个有希望的治疗AML的CAR

靶点。

6. 叶酸受体β（Folate receptor, FRβ）：FRβ属于叶酸连接

蛋白受体，通过糖基磷脂酰肌醇（GPI）锚链在髓系造血细

胞膜表面，在正常造血细胞中几乎不表达。大约 70%的

AML细胞表达FRβ，此外，全反式维甲酸（ATRA）可以上调

急性早幼粒细胞白血病细胞的 FRβ密度［35］。最近，Powell

等［35］构建了抗FRβ CAR，通过体外实验、AML细胞系和原代

AML构建的动物模型证实其具有良好的杀伤AML效应，而

对造血干细胞没有损伤。表明FRβ是个有前景的治疗靶点，

有待临床试验进一步揭示其抗AML疗效。

三、CAR-T细胞治疗的毒性作用和对策

1. 在靶/脱肿瘤毒性（on-target/off tumor toxicity）：是指

除肿瘤细胞外，正常组织细胞也表达CAR靶向的肿瘤相关

抗原，从而受到CAR-T细胞攻击而导致损伤。Rosenberg研

究组报道了1例晚期直肠癌患者在输注抗HER2/neu CAR-T

细胞后发生了严重的在靶/脱肿瘤毒性，最终患者并发急性

肺损伤而死亡［36］。因此，CAR设计时首先选择肿瘤表面高

表达而正常组织不表达或低表达的靶抗原；其次，严格控制

T细胞剂量，过多的CAR-T细胞受抗原刺激后会呈指数级递

增，更易引起在靶/脱肿瘤效应；再次，可引入自杀基因

（suicide gene），即在构建CAR时引入如单纯疱疹病毒胸腺

激酶（HSV-TK）或者凋亡通路关键基因 caspase 9等自杀基

因，当患者发生在靶/脱肿瘤毒性时，给予某种药物使CAR-T

细胞发生凋亡，减轻毒性［37-38］。另外，使用电穿孔转染方法

使T 细胞瞬时表达 CAR，执行一过性杀伤功能也是一个新

思路［8］。

2. 细胞因子释放综合征（cytokine release syndrome,

CRS）：B细胞肿瘤的CAR-T细胞治疗过程中易发生CRS，其

严重程度与输注CAR-T细胞数量、肿瘤细胞数量、肿瘤靶抗

原在正常组织表达的量有关。CRS诊断标准为：①连续 3 d

以上发热；②至少有 2种细胞因子呈 75倍以上增长，或 1种

细胞因子呈250倍以上增长；③至少有低血压、低氧血症、神

经系统症状其中 1项表现［39］。临床上常使用糖皮质激素联

合抗 IL-6R 单克隆抗体——托珠单抗（Tocilizumab）进行

治疗。

3. 基因突变：CAR片段常常采用逆转录病毒、慢病毒、

腺病毒载体来插入T细胞基因组，理论上如果基因片段插入

癌基因的突变热点区将有可能导致T细胞的恶性转化。尽

管如此，迄今没有出现过CAR修饰淋巴细胞的癌变报道［40］。
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CAR-T技术给肿瘤治疗带来了一个无可估量的前景，

使细胞免疫治疗领域迎来了一个新篇章。AML的治疗40多

年来没有很大的变化，近 10年来AML的 5年总生存率一直

为25.9%左右（http://seer.cancer.gov），难治复发性AML的治

疗非常棘手，我们希望不久的将来 CAR-T 细胞技术会给

AML患者的治疗带来革命性的改观。
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