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CAR-T治疗诱导细胞因子释放综合征的机制及临床前安全性评价
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摘 要： 嵌合抗原受体T细胞（CAR-T）疗法极大地改变了癌症的治疗前景，细胞因子释放综合征（CRS）是病理性免疫

系统激活的严重全身炎症反应，也是CAR-T治疗过程中最常见且致命的毒性反应。目前CRS机制尚未完全阐明，临床前研

究的实验模型主要包括异种移植免疫缺陷小鼠模型、同源小鼠模型、转基因小鼠模型、人源化小鼠模型和非人灵长类动物

模型。由于种属差异且缺乏体外细胞模型，临床前预测CAR-T细胞引起CRS的风险仍是亟待解决的问题。从CRS的相关指

导原则及法规、机制及临床前安全性评价方法和模型 3个方面对CAR-T诱发的CRS进行综述，以期为CAR-T细胞治疗产品

的临床前安全性评价策略提供新的思路。
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Abstract: Chimeric antigen receptor T cell (CAR-T) therapy has greatly changed the prospects of cancer treatment. Cytokines 

release syndrome (CRS) is a severe systemic inflammatory response caused by pathological immune system activation, and is also 

the most common and lethal toxicity during CAR-T cell therapy. At present, the mechanism of CRS has not been fully clarified. 

Preclinical test models mainly include xenograft mouse model, syngeneic mouse model, transgenic mouse model, humanized mouse 

model and non-human primate animal model. Due to species differences and the lack of in vita cell models, preclinical prediction the 

risk of CAR-T cell causes CRS is still an urgent problem. This paper reviewed the relevant guidelines and regulations, mechanisms 

and preclinical safety evaluation methods and models of CRS in order to provide new ideas for preclinical safety evaluation 

strategies of CAR-T cell therapy products.
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随着分子生物学和基因修饰技术的飞速发展，

嵌合抗原受体T细胞（CAR-T）免疫疗法极大地改变

了目前肿瘤治疗的前景与发展方向，掀起了医药研

发的新浪潮。CAR-T细胞以非主要组织相容性复

合体（MHC）限制性的方式识别和杀伤肿瘤细胞，可

在患者体内增殖，可通过设计多种CAR结构，适应

多种肿瘤相关靶点［1］。2017年，美国食品药品监督

管理局（FDA）批准了CD19 CAR-T细胞疗法用于治

疗儿童和年轻人群的急性淋巴细胞白血病（ALL），

开启了CAR-T疗法新纪元。随着中国对CAR-T细
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胞疗法相关政策的推进，越来越多企业开展了

CAR-T 细胞治疗产品的研发。目前，已有两款

CD19 CAR-T获国家药品监督管理局批准上市，用

于治疗成人复发性或难治性大B细胞淋巴瘤。2022

年，南京传奇生物科技有限公司研发的靶向B细胞

成熟抗原（BCMA）的CAR-T获得FDA批准上市，中

国有望在短时间内实现技术飞跃［2］。目前全球共有

6家公司研制了 8款 CAR-T细胞产品获批上市，包

括诺华公司的 Kymriah、吉利德公司的 Yescarta 和

Tecartus、百时美施贵宝的Breyanzi和Abecma、复星

凯特公司的阿基仑赛、药明巨诺公司的倍诺达和南

京传奇公司的Carvykti。CAR-T细胞产品在B细胞

淋巴瘤、多发性骨髓瘤、慢性淋巴细胞白血病、神经

母细胞瘤等其他血液肿瘤中以及实体瘤的临床试

验中表现出较好疗效［3］。随着 CAR-T 细胞免疫疗

法在肿瘤治疗上的成功，研究者越来越重视其安

全性。

细胞因子释放综合征（CRS）是免疫治疗产品治

疗过程中出现的常见的、严重威胁生命的毒性作

用，是由T淋巴细胞、自然杀伤细胞（NK）、单核细胞

和巨噬细胞等介导的全身炎症反应，细胞分泌大量

细胞因子如 γ 干扰素（IFN- γ）、肿瘤坏死因子 -

α（TNF-α）、白细胞介素-2（IL-2）、白细胞介素-6（IL-

6）、白细胞介素-8（IL-8）、白细胞介素-10（IL-10）。

细胞因子引发炎症反应并诱发血管内皮和器官损

伤，临床通常表现为发热、头痛、恶心、心动过速、低

血压、血流动力学改变、毛细血管渗漏、凝血功能障

碍和器官功能障碍等，严重威胁患者的生命安

全［4-5］。CRS引起研究者广泛关注是由于TGN1412

灾难事件，TGN1412抗体作为 CD28超级激动剂拟

用于治疗自身免疫疾病和白血病，在给药 90 min内

试验组 6名健康男性志愿者出现严重的细胞因子炎

症反应，并相继出现不同程度的器官衰竭和凝血障

碍，引起研究者及药品监管机构的重视［6］。CAR-T

细胞进入人体后快速增殖而增强机体免疫力，在多

项临床试验中发生CRS的患者比例普遍较高，且通

常 发 生 在 治 疗 后 的 第 1 周［7］。 在 Kymriah 的

ELIANA、JULIET 临床试验中，患者 CRS 发生率均

在 50% 以上，且在 JULIET 试验中 23% 的患者出现

了 3至 4级CRS［8-10］，其他临床试验中显示 93%的患

者发生 CRS［11］。CRS 引起的严重不良反应逐渐引

起各国的重视。因此，深入了解CAR-T细胞治疗产

品诱发CRS的机制，将有助于开发新的模型方法以

预测毒性、减少毒性。本文简要讨论相关指导原则

及法规、CAR-T治疗产品引起CRS的机制和临床前

安全性评价方法模型等，以期为该类产品安全使用

提供依据。

1　相关的指导原则及法规

生物技术药物在抗肿瘤、风湿类疾病等自身免

疫性疾病、呼吸系统疾病、抗感染等方面发挥重要

作用，生物技术药物在高速发展的同时也对临床前

安全性评价提出更高的要求以及更大的挑战。目

前，国内外陆续颁布了一系列指导原则及法规，用

于指导生物技术药物的安全性评价和 CRS 机制

研究。

1.1　国内的指导原则及法规

中国在细胞治疗产品的监管上一直实行双轨

制。一方面，细胞疗法作为一种医疗技术由卫生部

门进行监管，医疗机构按照第三类医疗技术的路

径，在省级卫计委备案并通过医院的伦理委员会进

行临床试验；另一方面，细胞治疗产品作为一种药

品，由药品监管部门进行监管。

细胞免疫疗法发展历程大致经历了 3个阶段：

由 2016 年以前的全面开放、秩序混乱到 2016 年魏

则西事件爆发，免疫细胞治疗技术短暂停滞。2017

年至今，随着中国对免疫细胞治疗产品认知的深

入，2019年中华人民共和国国家卫生健康委员会颁

布了《生物医学新技术临床应用管理条例（征求意

见稿）》［12］、《体细胞治疗临床研究和转化应用管理

办法（试行）（征求意见稿）》［13］等指导性文件，细胞

治疗产品研究项目有序开展，步入正轨。

CAR-T细胞治疗产品临床疗效显著，但其安全

性仍是亟待解决的问题。CRS 是治疗过程中最普

遍且严重威胁生命的毒性反应，也是大批CAR-T细

胞治疗产品临床试验失败的原因之一，这也对中国

非临床安全性评价相关法规及指导原则提出了挑

战。2017年原国家药品监督管理局颁布的《细胞治

疗产品研究与评价技术指导原则（试行）》［14］对细胞

治疗产品非临床安全性研究评价包括单次或重复

给药毒性、致癌性或致瘤性、生殖毒性等都提供了

规范指导，同时提出细胞治疗产品或细胞分泌产物

需要研究其潜在的免疫原性及诱导产生的免疫毒

性。而目前，国内仅有国家食品药品监督管理

局（NMPA）药品审评中心（CDE）于 2021 年颁布的

《药物免疫原性研究技术指导原则》［15］中针对 CRS

的非临床安全性评价方法提出了明确的要求，免疫

调节类药物需要整合体内毒性试验及体外试验中

细 胞 因 子 释 放 数 据 。 体 外 细 胞 因 子 释 放 试
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验（CRA）需遵循具体情况具体分析原则，根据细胞

因子释放的机制采用不同试验体系。细胞因子检

测种类、时间也根据机制的不同而有所差异。而

《药物免疫原性研究技术指导原则》未对CRA提出

统一的标准，且此指导原则提出的CRA试验方法主

要针对单抗等免疫调节类药物，还需进一步考虑

CAR-T等细胞治疗产品的体外试验方法，例如试验

体系中的细胞种类、细胞直接或间接共培养、检测

指标与时间点等。此外，此指导原则尚未对非临床

评估CRS的体内试验提出明确要求。目前，非临床

研究中尚无可直接评估人CAR-T细胞的CRS风险

的理想动物模型。《CAR-T细胞治疗产品质量控制

监测研究及非临床研究考虑要点》［16］中指出需对不

同动物模型的检测结果进行客观的分析，根据不同

CAR-T细胞治疗产品作用机制的不同在不同时间

点 通 过 流 式 细 胞 仪 珠 阵 列（CBA）、液 态 芯

片（luminex xMAP）、酶联免疫吸附法（ELISA）、电

化学发光分析技术（MSD）等方法检测细胞因子水

平。国内颁布的相关指导原则见表1。

1.2　国外相关指导原则及法规

美国FDA对细胞治疗产品实行风险分级，根据

已知或可能在受体体内导致毒副反应的危险程度

将细胞产品分为低危组和高危组，对低危组根据

《公共卫生服务法》（PHSA）［17］第 361条进行监管，对

高危组根据PHS第 351条进行管理。欧洲实行双轨

制进行监管，集中化评审和不上市的“医院豁免”的

产品［18-19］。FDA颁布的《研究性细胞和基因治疗产

品的临床前评估》［20］及《嵌合抗原受体（CAR）T细胞

产品开发的考虑》［21］对细胞产品的临床前研究动物

模型选择提供指导，CAR-T细胞通常在免疫缺陷动

物模型进行体内药效学实验，而免疫缺陷动物模型

由于缺乏正常的免疫系统从而无法提供 CRS风险

信息，转基因动物模型可研究靶向及非靶向毒性，

可为人CAR-T细胞测试提供信息。

欧洲药品管理局（EMA）颁布的《人体细胞医药

产品指南》［22］、《含有转基因细胞的药品的质量、非

临床和临床方面指南》［23］指出当细胞治疗产品或细

胞源性的药理活性物质可能诱发机体免疫反应从

而影响细胞治疗产品的疗效或细胞产品用于免疫

治疗时，需依据人用药品技术要求国际协调理事

会（ICH）S6考虑其免疫原性，可结合动物模型、体外

模型及计算机分析方法。针对CRA，FDA、EMA仅

提出CRA的基本概念，并未对CRS体外释放试验提

出详细要求，而国内对单抗CRA的细胞体系、孵育

方法、对照设置、基本观察指标都做了相对具体的

要求，可以在产品开发过程中提供更详细更具规范

性的指导，但在单抗CRA的验证方面仍存在不足，

例如需进一步明确验证的接受标准。此外国内与

美国对CAR-T细胞产品的非临床研究现有的动物

模型的特点及应用及选择都提出了指导意见，但都

未针对CAR-T细胞治疗产品的体外评估CRS风险

试验方法提出明确要求。表 2为美国部分法律法规

和指导原则，表 3 为 EMA 部分法律法规和指导

原则。

此外，CRS是CAR-T细胞产品等免疫调节药物

引起的免疫毒性，其临床前安全性评估试验需遵循

人用药品注册技术国际协调会议（ICH）S6（R1）及

ICH S8指导原则。

表 1　中国CAR-T细胞治疗产品及其安全性评价的指导原则

Table 1　Guidelines for CAR-T cell therapy products and their safety evaluation in China

指导原则名称

生物医学新技术临床应用管理条例（征求意见稿）

体细胞治疗临床研究和转化应用管理办法（试行）（征求意见稿）

细胞治疗产品研究与评价技术指导原则（试行）

CAR-T细胞治疗产品质量控制监测研究及非临床研究考虑要点

药物免疫原性研究技术指导原则

发布机构

国家卫生健康委员会

国家卫生健康委员会

NMPA

中国食品药品检定研究院

NMPA CDE

年份

2019

2019

2017

2018

2021

表 2　美国CAR-T细胞治疗产品及其安全性评价的相关法规和指导原则

Table 2　US regulations and guidelines for CAR-T cell therapy products and their safety evaluation

效力等级

法律

指导原则

文件名

公共卫生服务法

研究性细胞和基因治疗产品的临床前评估

嵌合抗原受体（CAR）T细胞产品开发的考虑

发布机构

美国国会

FDA

FDA

发布时间

1944年

2013年

2022年
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2　CRS的发病机制研究

CAR-T细胞治疗产品引起 CRS的机制尚未完

全阐明，CRS的严重程度与肿瘤负荷、淋巴细胞耗

竭程度以及 CAR-T 结构有关，不同类型的 CAR-T

引起细胞因子风暴的严重程度不同。

2.1　CRS中主要的效应细胞及细胞因子

单核细胞、巨噬细胞在CAR-T细胞引发的CRS

中发挥重要作用。已有研究表明CAR-T细胞激活

后，释放 IFN-γ、TNF-α、粒细胞-巨噬细胞集落刺激

因子（GM-CSF）等细胞因子可募集激活巨噬细胞，

巨噬细胞释放 IL-1、IL-6及NO，进一步激活CAR-T

细胞，促进CAR-T细胞分泌细胞因子，形成正反馈

循环，引发细胞因子风暴，机体出现发热、低血压等

症状。给予 IL-6 或 IL-1 受体阻断剂可通过相同机

制减少巨噬细胞释放NO，进而减轻CRS。此外，巨

噬细胞与 CAR-T 细胞可通过 CD40 与 CD40L 在肿

瘤微环境中发生相互作用，这种相互作用会加重

CRS［24］。单核细胞主要分泌产生 IL-6和 IL-1，且 IL-1

比 IL-6 的产生时间更早。IL-1 能够诱导 IL-6 和可

溶性 IL-6R的产生。采用 IL-6拮抗剂，可减弱或阻

断CRS，但无法减轻CAR-T细胞另一严重毒性作用

即神经毒性，而阻断 IL-1对神经毒性和CRS都有缓

解作用［25］。内皮细胞在 CRS发生发展中也发挥重

要作用。内皮细胞可产生炎症因子 IL-6。CRS患者

血清中内皮活化标志物促血管生成素因子2（Ang-2）和

血管性血友病因子（vWF）水平升高，内皮细胞活化

引起的血管功能障碍是CRS的主要表现之一，且与

CAR-T 细胞引起的神经毒性密切相关。 IL-6 是

CRS中起关键作用的一种促炎细胞因子，在各种急

性炎症性疾病中均发挥重要作用。快速产生的 IL-6

能够诱导肝脏中各细胞产生C反应蛋白（CRP）、血

小板生成素、补体成分等急性蛋白。IL-6直接或间

接的引起血管内皮损伤，导致血管渗漏。IL-6还可

通过上调单核细胞中的组织因子或 IL-6-可溶性 IL-

6R复合物直接激活内皮细胞，释放IL-6、IL-8、MCP-1，

招募纤溶酶原激活物抑制物-1，促进凝血级联反应

激活，引起凝血功能障碍导致弥散性血管内凝血

等［26］。IFN-γ可由活化的T细胞和肿瘤细胞产生，通

过其抗肿瘤、抗增殖、免疫调节作用在宿主防御过

程中发挥效应。在CAR-T细胞回输治疗过程中，T

细胞和肿瘤细胞大量释放 IFN-γ 会触发 CRS 的发

展，激活巨噬细胞等其他免疫细胞，引起发热、头

晕、头疼等症状。CAR-T细胞进入体内，释放 GM-

CSF，可增加单核细胞、巨噬细胞的活化增殖。通过

GM-CSF 基因失活或者中和抗体降低 GM-CSF，则

可减少巨噬细胞依赖性分泌的 IL-6、IL-8、单核细胞

趋化蛋白1，从而进一步减轻CRS［27］。

2.2　肿瘤对CRS的影响

肿瘤负荷、肿瘤类型、肿瘤细胞焦亡在一定程

度上影响 CRS 的严重程度，且肿瘤细胞焦亡参与

CRS 的发生发展。通常认为肿瘤细胞焦亡是抗肿

瘤作用的基础，细胞焦亡由促孔蛋白（GSDM）介导，

GSDM 通过促炎细胞因子和免疫活性物质促进免

疫细胞活化和浸润。肿瘤类型不同，细胞焦亡中参

与的GSDM蛋白和途径不同。最新研究表明，肿瘤

细胞焦亡能够诱导强烈的炎症反应，参与CRS的发

生过程。CAR-T细胞可能通过两种途径引起细胞

焦亡，释放颗粒酶B激活靶细胞的半胱天冬酶 3切

割促孔蛋白E（GSDME）或释放颗粒酶A，直接裂解

促孔蛋白B（GSDMB）导致肿瘤细胞焦亡，肿瘤细胞

焦亡后释放半胱天冬酶 1 切割巨噬细胞上的

GSDME，促使巨噬细胞释放细胞因子，引起全身炎

症反应。GSDME 广泛存在于血液系统肿瘤中，

GSDMB 主要在消化道上皮组织及衍生肿瘤中表

达，如膀胱癌、皮肤癌等［28-29］。此外，通过结合损伤

相关分子模式（DAMPs）或病原体相关分子模

式（PAMPs），经半胱氨酸蛋白酶介导的成孔GSDM

蛋白活化致使焦亡细胞破裂。研究表明肿瘤细胞

损伤相关分子如高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）、

ATP等可以激动巨噬细胞释放细胞因子，引起内皮

细胞活化、功能改变，高水平的细胞因子可能引起

其他细胞坏死焦亡，进一步激活巨噬细胞释放，形

表 3　欧盟CAR-T细胞治疗产品的相关法规和指导原则

Table 3　European Union regulations and guidelines for CAR-T cell therapy products and their safety evaluation

效力等级

法规

法令

指导原则

文件名

条例（EC） No 1394/2007

2001/83/EC

人体细胞医药产品指南

含有转基因细胞的药品的质量、非临床和临床方面指南

发布机构

欧洲议会和理事会

欧洲议会和理事会

EMA

EMA

发布时间

2007年

2001年

2008年

2020年
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成恶性循环，加剧毒性［30-31］。高肿瘤负荷比低肿瘤

负荷更易引起CRS，且血液系统肿瘤比实体瘤更容

易出现CRS［32］。

2.3　CAR-T细胞结构对CRS的影响

CRS 的严重程度除了与肿瘤负荷有关，还与

CAR-T细胞结构有关。CAR-T细胞的肿瘤抗原亲

和力与共信号结构域决定了CAR-T细胞释放穿孔

素、颗粒酶 B 的能力［28］。穿孔素、颗粒酶 B 水平增

加，肿瘤细胞焦亡增多，释放半胱天冬酶 1，激活巨

噬细胞释放炎症细胞因子。因结构不同，CAR-T细

胞回输后引起CRS的发生时间及毒性也有所差异。

相比共刺激域为CD28的CAR-T细胞，共刺激域为

4-1BB的CAR-T细胞治疗后引起的CRS时间较晚，

且CRS毒性更弱。此外，CAR-T细胞的给药剂量也

会影响 CRS 的严重程度，但缺乏明确的剂量-反应

关系［3，33］。

2.4　细胞因子基因型、淋巴细胞清除对 CRS 的

影响

CRS严重程度与细胞因子基因型也有关系。1

项因 CAR-T 细胞治疗引发 CRS 的研究，通过对

PBMC 的 DNA 中 IL-6、IL-10、IFN-γ、TGF-β1、TNF-

α 5 种细胞因子的基因型进行分析，IL-6 基因型为

−174G/C；IL-10 基因型为−1082G、−819C、−592C；

TGF-β1基因型为 10T，25G，这 3种细胞因子的基因

型与较高的细胞因子水平有关，而 IFN-γ 与 TNF-α

的基因型与较低的细胞因子水平有关［34］。在CAR-T细

胞输注前，患者通常通过化疗进行淋巴细胞清除，

以延迟或阻止机体产生抗CAR-T细胞的免疫反应。

淋巴细胞清除情况可能影响CAR-T细胞回输后的

增殖能力。研究发现，患者经过化疗后血清中 IL-15

水平升高，而 IL-15是 T细胞生长因子，能够促进 T

细胞活化增殖，血清 IL-15水平与 CAR-T输注机体

后的早期快速扩增紧密相关［35］。CAR-T细胞数量

增多，可能增加CRS的严重程度。

目前通过改变 CAR-T细胞结构或与单抗联合

治疗等策略可使CAR-T细胞治疗更安全有效，例如

设计安全开关诱导型半胱天冬酶 CAR-T 细胞［36］。

此外，还可提前给予细胞因子拮抗剂、部分激酶抑

制剂以减少T细胞活化和细胞因子释放，如 Src/Ick

抑制剂［37］、CDK7阻断剂［38］。

3　临床前安全性评价方法和模型

根据 CDE 于 2021 年颁布的《药物免疫原性研

究技术指导原则》规定，对于免疫调节类药物，完整

的临床前评价需要整合所有可用的体内和体外试

验数据，即在常规的动物体内进行毒性试验和体外

细胞试验中均要进行细胞因子相关检测。

3.1　体内实验

在临床前的体内安全性研究中，常选用小鼠作

为动物模型，包括异种移植免疫缺陷小鼠模型、同

源小鼠模型、转基因小鼠和人源化小鼠模型。除小

鼠模型外，非人灵长类动物模型也是生物技术药物

常用的临床前动物模型。

3.1.1　异种移植免疫缺陷模型 免疫缺陷小鼠荷

瘤模型体内免疫功能低下，可为CAR-T细胞生长扩

增提供良好的环境基础，常用于CAR-T细胞的药效

学评价。目前，常用的小鼠异种移植模型为NSG小

鼠，NSG小鼠是先天性免疫功能受损的非肥胖糖尿

病小鼠（NOD）与严重联合免疫缺陷小鼠（SCID）杂

交并进一步使 IL-2受体 γ链突变获得的，缺乏适应

性免疫系统，且T 细胞、B细胞、NK细胞发育不良。

在这个实验系统中，可以准确观测到CAR-T细胞的

增殖，肿瘤的抑制或消退等指标，但由于免疫系统

的缺陷，其往往无法模拟CRS引起的级联反应。

3.1.2　同源小鼠模型 同源小鼠模型为免疫活性

动物模型，表达鼠肿瘤相关抗原（TAA），负荷鼠源

肿瘤，可用于研究鼠源CAR-T细胞的靶向毒性及脱

靶毒性。但由于种属差异性，鼠源CAR-T细胞与人

源CAR-T细胞在体内存活时间不同，小鼠免疫系统

与人免疫系统也存在较大差异，小鼠体内的CRS往

往与人体内的 CRS在细胞因子种类、反应时间、达

峰时间等方面都有所不同，且同源小鼠品系不同，

毒性反应也有所不同。

3.1.3　转基因小鼠模型 与同源小鼠模型相比，转

基因小鼠模型同样具有完整的免疫系统，研究对象

细胞也为鼠源细胞，而转基因小鼠模型表达人

TAA，可进行 CAR-T 细胞的概念验证研究（POC），

但由于种属差异性的存在，其无法直接反映人源

CAR-T细胞的安全性。此外，表达相同的肿瘤抗原

但是小鼠品系不同其研究结果也会有所差异，如

BALB/c小鼠高表达Rae-1蛋白以及 pan-NKG2D-配

体，BALB/c小鼠的T细胞体外功能性比C57BL/6 T

细胞更高，当给予抗NKG2D的CAR-T细胞治疗后

比 C57BL/6小鼠毒性更明显［39］。除转入人 TAA 基

因外，还可将转基因技术用于小鼠免疫系统的构建

中。有研究将人 CD34+ 造血干细胞/造血祖细

胞（HPSCs）移植入表达人干细胞因子、GM-CSF、IL-

3三重转基因NSG小鼠中，与人源化的NSG小鼠相

比免疫重建更快，具有更多的单核细胞和淋巴
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细胞［25］。

3.1.4　人源化小鼠模型 通过向免疫缺陷鼠移植

人类免疫细胞重建免疫系统可获得人源化小鼠模

型，该模型移植人源肿瘤，给予人源CAR-T细胞，在

一定程度上具有人类免疫系统。HSPCs 常用于构

建人源化小鼠，在给予 NSG 小鼠 CAR-T 前移植

HSPC细胞可再生髓细胞和淋巴细胞，然而由于缺

乏胸腺，T细胞的发育并不完整。总之，与其他小鼠

模型相比，人源化小鼠模型可能提供与临床更相似

的环境，能反映肿瘤的异质性，可更好地观察临床

疗效，且在一定程度上模拟人体内CRS的反应［40］。

3.1.5　非人灵长类动物模型 非人灵长类动物模

型也会用于CAR-T细胞的临床前实验中，由于灵长

类动物与人的高度同源性，其能更好地模拟CAR-T

细胞在人体内的药动学、药效学、毒理学过程，在评

价免疫相关毒性和临床潜在致命毒性方面更具临

床相关性。但是其仍具有一些伦理及成本上的局

限性，而且也不能完全模拟人体内 CRS 的发生发

展，例如 TGN1412 失败案例。研究表明食蟹猴/恒

河猴的CD4+效应记忆T细胞都缺乏CD28表达可能

是TGN1412未能预测CRS的主要原因［41］。

目前为止，没有一种动物模型能完美地模拟人

体免疫系统与肿瘤微环境，动物与人体内CRS在细

胞因子种类、达峰时间、严重程度等方面均存在不

同程度的差异。临床前用于预测 CRS的体内模型

无论是啮齿类动物或非人灵长类动物的应用价值

都很小。

3.2　体外模型

根据 CDE 于 2021 年颁布的《药物免疫原性研

究技术指导原则》中指出，可采用人全血或人外周

血单个核细胞体外评价细胞活化和细胞因子的释

放，可在一定程度上模拟人体免疫激发过程。当体

内试验结果为阴性时，体外试验阳性结果可以提示

潜在临床安全风险。CRA是在充分考虑药物靶点

和作用机制的基础上，在体外评估候选药物诱发细

胞因子释放的风险，是临床前安全性评价的重要组

成部分。

然而，目前临床前缺乏成熟的用于体外评价

CAR-T细胞治疗产品诱导 CRS的细胞模型。人源

细胞模型缺少体内内环境的调控，所得结果不能完

全反映药物的在体情况和其实际疗效，但人源细胞

模型避免了动物模型的种属差异性问题，在一定程

度上弥补了因种属差异导致的动物模型无法完全

模拟人体免疫激发过程的缺陷，且影响因素可人为

控制，开发此类模型对于CAR-T新兴产品的临床转

化应用具有重要意义。有研究建立了“巨噬细胞-CAR-T

细胞-肿瘤细胞”细胞模型模拟 CAR-T细胞诱导细

胞因子释放，将巨噬细胞加入CAR-T细胞与肿瘤细

胞共培养体系，或暴露于共培养体系的上清液中，

都能使巨噬细胞活化并产生 CRS 相关细胞因子。

给予 IFN-γ抗体或敲除CAR-T细胞 IFN-γ，巨噬细胞

活化减弱。该模型可在一定程度上模拟人体内

CRS的产生，评估阻断一种或多种细胞因子对CRS

的影响［42］。

除细胞模型以外，一些动力学模型及数学模型

在 CRS预测中也发挥了重要作用。研究者构建量

化 9种细胞因子的模型，通过敏感性分析、蒙特卡罗

模拟、主成分分析研究细胞因子的变化，预测细胞

因子阻断剂的作用。在双特异性抗体的 CRS研究

中研究者将对细胞因子释放的描述转为对 T 细胞

CD3-双特异性抗体-肿瘤细胞抗原 3分子突触的描

述，同时结合不同肿瘤类型对药物的CRS风险进行

评估［43-44］。

此外，有研究建立了胶质细胞瘤类器官，不同

于传统的类器官培养方法，研究者剪切新鲜胶质

瘤，获得微小团块进行培养，可短时间获得胶质细

胞瘤类器官，通过与CAR-T细胞共培养能快速反映

CAR-T细胞的治疗效果，或可进行细胞因子检测来

预测 CRS［45］。而且不同于传统的 2D 细胞模型，类

器官具有复杂的结构，更接近正常机体的细胞组成

和行为，为免疫细胞提供生理屏障，其毒性研究更

具临床指导意义。

4　结语

CAR-T 细胞治疗产品是目前癌症治疗领域的

研究热点之一，极大地改变了肿瘤的治疗前景，尤

其是CAR-T细胞治疗产品在血液系统肿瘤的治疗

上已取得重大成功，但在临床试验中表现出严重的

毒性作用如 CRS。因此全球各国不断改进或完善

相关指导原则及要求，研究人员也从各方面对其进

行改进，如改进CAR结构、设计安全开关、改进给药

剂量等以减轻靶向瘤内毒性。CAR-T细胞治疗产

品在临床前必须根据 ICH S6、ICH S8、《药物免疫原

性研究技术指导原则》等指导原则对药物诱发CRS

的风险进行严格评估。目前用于评价CAR-T细胞

的CRS风险主要为体内模型，包括异种移植免疫缺

陷小鼠模型、同源小鼠模型、转基因小鼠模型、人源

化小鼠模型和非人灵长类动物模型。但由于种属

差异性，动物模型不能完全模拟人体内CRS反应过
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程，且不同动物模型的选择也存在挑战。体外CRA

是评估CRS的重要方法，但目前缺乏成熟的体外细

胞模型用于CAR-T细胞治疗产品不良反应的预测。

CAR-T细胞结构、肿瘤负荷及类型、CAR-T细胞剂

量、免疫耗竭等方面的不同也会造成 CRS的差异，

选择合适的临床前评价 CRS模型，将体内、体外试

验结合阐明毒性反应特征，预测人体可能出现的不

良反应，并确定不良反应的临床检测指标，为制定

临床风险措施提供参考依据，也为临床试验给药途

径、给药剂量的选择提供科学保障。
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