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摘要 目的：为了减少单一检测方法的局限性，探讨形态学方法在嵌合抗原受体（CAR）-T细胞检测应用中的可行性。方法：分
析 106例应用 CAR-T免疫方法治疗的病例，比较形态学检测到的 CAR-T与输注物中和流式细胞分选获得的 CAR-T细胞形
态。通过流式细胞术（FCM）和形态学方法分别检测各个时间点外周血或骨髓标本 CAR-T比例，采用统计学方法对两种方法检
测结果进行比较，以评估形态学方法检测结果的可靠性。结果：形态学检测到的 CAR-T与上述两种 CAR-T形态特征一致。
Spearman相关性分析结果显示在各个检测时间点，外周血或骨髓标本通过 2种方法检测结果均具有相关性（rs跃0.3），其中除第
2天、第 28天外结果具有高度相关性（rs>0.8，P<0.01）；Wilcoxon秩和检验显示除第 2天、第 28天外其余检测时间点检测结果差
异无统计学意义（P>0.05）；选取扩增高峰的外周血标本进行一致性分析，结果示第 10天有 103组数据在 95%可信区间内，第
14天有 102组数据在 95%可信区间内，一致性较好；两种方法联合检测检出率为 99.06%，高于仅单一使用 FCM方法（检出率
81.13%），差异有统计学意义（字2=16.433，P<0.05）。结论：形态学方法在 CAR-T检测中应用是可行的，作为 FCM方法的补充方法
弥补了单一检测方法的不足。
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Feasibility analysis of morphological methods in the detection of chimeric antigen receptor-T cells
MA Li，JIANG Yanyu，ZHAO Mingfeng
（Department of Hematology，Tianjin First Central Hospital，Tianjin 300384，China）
Abstract Objective：To reduce the limitations of a single detection method，the feasibility of morphological methods in chimeric anti-
gen receptor（CAR）-T cell detection was investigated. Methods：A total of 106 cases treated with CAR-T immunotherapy were ana-
lyzed. The morphology of CAR-T cells detected by morphological methods with those in the infusion product and obtained through flow
cytometry sorting was compared. The proportion of CAR-T in peripheral blood or bone marrow samples at various time points was detect-
ed by flow cytometry（FCM）and morphological methods，and the results were compared by statistical methods to assess the reliability of
the morphological detection results. Results：The morphological characteristics of CAR-T detected by morphological methods were con原
sistent with those of the two types of CAR-T mentioned above. The Spearman correlation analysis results indicated that there was a cor原
relation between the detection results obtained by the two methods for peripheral blood or bone marrow samples at various time points
（rs跃0.3），and except for the results on the 2th day and on the 28th day，all other results had a high correlation（rs>0.8，P<0.01）；Wilcoxon
rank-sum test showed that there was no statistically significant difference in the detection results at the remaining time except for those on
the 2th day and on the 28th day（P>0.05）. The peripheral blood samples at the peak of amplification were selected for consistency analy原
sis，the results indicated that on the 10th day，103 sets of data were within the 95% confidence interval，and on the 14th day，102 sets of
data were within the 95% confidence interval，showing good consistency. The detection rate of the combination of the two methods was
99.06%，which was higher than that of the single FCM method（detection rate was 81.13%），and there was statistically significant differ-
ence（ 字2=16.433，P<0.05）. Conclusions：The application of morphological methods in CAR-T detection is feasible，and as a comple-
mentary method to FCM，it compensates for the shortcomings of a single detection method.
Key words chimeric antigen receptor-T cell；morphological methods；detection methods
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嵌合抗原受体修饰的 T细胞（chimeric antigen
receptor-T cell，CAR-T）免疫治疗方法为目前国际

上最前沿的肿瘤过继免疫治疗方法。应用 CD19
CAR-T免疫方法治疗复发/难治（relapsed or refrac原
tory，R/R）急性 B淋巴细胞白血病已取得重大成就，
完全缓解率高达 70%耀90%[1]。随着研究的不断进

展，CAR-T疗法已经涉及更多的血液肿瘤领域，如
淋巴瘤、急性 T淋巴细胞白血病以及急性髓系白血
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病（AML）等，并取得一定进展[2-3]。应用的嵌合抗原

受体（CAR）靶点也从最初应用于急性 B淋巴细胞
白血病的 CD19、CD20、CD22等，到目前研究应用于
髓系的 CD33、CD123、CLL-1、CD70、CD47 等[4-5]，甚

至是双靶点的联合应用（如 CD7/CLL-1双靶点），其
涉及的种类越来越多。检测 CAR-T在患者体内的
存在和扩增对于临床评价治疗效果非常必要[6]。目

前，CAR-T 检测方法主要为流式细胞术（flow cy原
tometry，FCM）和实时荧光定量 PCR方法，都是针对
特定的 CAR靶点或特定基因序列进行设计。随着
CAR-T研究的日益更新，在实际工作中单一方法逐
渐体现出检测的局限性，寻求多种方法联合检测成

为研究方向。目前，形态学直接应用于 CAR-T检测
少有报道，但是笔者在临床工作中发现 CAR-T形
态具有一定的特征性，可以进行归纳总结，如将其

作为其他检测方法的补充应用，其可行性值得进一

步研究。

1 对象与方法

1.1 研究对象 收集 2021 年 3 月—2024 年 3 月
天津市第一中心医院血液科收治的 106 例进行
CAR-T免疫治疗的患者作为研究对象，其中男 59
例，女 47例，中位年龄 35.50岁。均为复发/难治血
液系统恶性肿瘤患者，其中急性淋巴细胞白血病

（ALL）64 例（CD19 靶点 59 例，CD7 靶点 5 例）；淋
巴瘤 16例（CD19靶点 11例，CD20靶点 3例，CD7
靶点 2例）；AML26例（CD123靶点 10例，CLL-1靶
点 16例）。患者 CAR-T治疗生存期均超过 3个月。
本研究通过院伦理委员会审批（2020N212KY），研
究对象均签署知情同意书。

1.2 仪器与试剂 BD FACS Canto 流式细胞分析
仪、BD FACS Aria流式细胞分选仪及其相关流式检
测抗体（美国 BD公司）；OlympusBX-53显微镜；相应
CAR靶点检测抗体（相应临床试验公司提供）；红细
胞裂解液（北京索莱宝生物公司）；PBS缓冲液（美国
赛默飞公司）；瑞氏染料（上海化学试剂三厂），甲醇

（天津风船化学试剂厂），二者按 1 g：600 mL研磨配
制瑞氏染液。

1.3 研究方法

1.3.1 CAR-T形态的识别 无菌操作抽取健康供

者制备的 CAR-T 输注物 500 滋L，500 伊g 离心 3
min，弃去上清，取沉淀物吹打混匀后推片，瑞氏染
色后于镜下观察 CAR-T形态并进行识别。
1.3.2 标本收集 输注 CAR-T后第 2、4、7、10、14、
21、28天分别留取患者外周血标本，第 7、14天分别

留取骨髓标本，每一份标本同时收集 5 mL分别置
于 2管中，EDTA抗凝管用于形态学检测，肝素抗凝
管用于 FCM检测。
1.3.3 输注后患者 CAR-T形态学方法检测 将上

述时间点留取的外周血或骨髓标本经瑞氏染色后

于显微镜下观察 CAR-T形态，由 2名临床工作 10
年以上的形态工作人员分别计数，结果平均后得出

CAR-T比例。
1.3.4 输注后患者 CAR-T 的 FCM 检测 将上述

时间点留取的外周血或骨髓标本进行 FCM 检测：
根据《流式细胞术在 CAR-T免疫治疗相关检验中
的应用与专家共识》[7]操作：取 200 滋L外周血或骨
髓标本加入流式管中，计数细胞浓度需达到 1伊106/L，
分别加入 10 滋LCD3-APC抗体和 10 滋L相应 CAR抗
体，避光孵育 15 min。加入红细胞裂解液，避光溶血
10 min。500伊g离心 5 min，弃去上清，加入 PBS清洗
1次。加入 300 滋L PBS重悬细胞，上流式细胞仪检
测 CD3+细胞比例，用相应 CAR 抗体设门，圈出
CAR-T细胞占 CD3+细胞的比例并计算得出 CAR-
T占全部有核细胞比例；骨髓标本需另取 200 滋L分
别检测相应靶点的表达以及 CD4、CD8 免疫表型
情况。

1.3.5 经流式细胞分选获得的 CAR-T 形态观察
选择 FCM检测扩增比例较高的标本进行流式细胞
分选，加相应 CAR抗体孵育、红细胞裂解、洗涤同
前步骤。调整好主液流参数后上流式细胞分选仪，

分选所需 CAR-T集落于收集管中。离心后取沉淀
物吹打混匀后推片，瑞氏染色后镜下观察 FCM检
测到的 CAR-T形态。
1.4 统计学处理 非正态分布计量资料以中位数

（四分位数间距）[M（P25，P75）]表示，采用 SPSS27.0统
计学软件进行 Spearman相关性分析，相关系数 rs>
0.3具有相关性，0.8耀1.0表示极强相关；组内数据采
用 Wilcoxon符号秩和检验，P>0.05为差异无统计学
意义；采用 Prism10.0进行 Bland-Altman一致性评
价；分别计算 2种方法的检出率以及联合使用 2种
方法检测的检出率，进行 字2检验，以 P<0.05为差异
有统计学意义。

2 结果

2.1 两种方法检测 CAR-T比例情况 在上述各个

检测时间点，106例患者外周血或者骨髓标本通过
两种方法检测 CAR-T比例，按疾病类型分类结果
如图（图 1），可以看出 ALL患者平均扩增比例最高；
外周血标本于第 10耀14天达到 CAR-T扩增高峰；
骨髓标本第 14天扩增比例较高。
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2.2 形态学方法检测 CAR-T情况 健康供者制备

的输注物中观察到的 CAR-T细胞形态特征明显，
与正常淋巴细胞、原始淋巴细胞不同，具有 3个主
要特点：胞体较大，核染色质粗糙；胞质嗜碱性较

强，可见多个明显的伪足突起；胞质内可见比较明

显的嗜天青颗粒。106例患者输注后通过形态学方
法检出 CAR-T共 95例，检出率为 89.62%。输注后
患者骨髓或外周血中形成的 CAR-T形态与输注物
中观察到的 CAR-T形态特征一致。另外，外周血相
对骨髓标本核形可见扭曲、异形，胞质中嗜天青颗

粒更加明显易见。选取 4例骨髓或外周血中典型
CAR-T形态如图 2。经流式细胞分选获得的CAR-
T形态也具有上述一致的形态特征，将三者形态比
较如图 3。
2.3 FCM方法检测 CAR-T情况 106例患者通过
FCM方法检出 CAR-T共 86例，检出率为 81.13%。
其免疫表型特点为治疗前相应高表达的 CAR靶点
治疗后检测表达为阴性或减弱，可以检测到相应靶

点的 CAR-T，并且以 CD8+CD3+细胞为主，是 CAR-T
流式表型特征。

2.4 统计学结果 在各个检测时间点 106例患者
外周血或骨髓标本通过两种方法检测 CAR-T结果
比较（表 1）。Spearman相关性分析结果显示全部 rs>
0.3，其中除第 2 天、第 28 天外其余检测时间点均
rs>0.8，P<0.01，相关性显著；Wilcoxon秩和检验结
果显示除第 2天、第 28天外其余时间点差异均无
统计学意义（P>0.05）。选取外周血标本扩增高峰第
10天、第 14天的数据进行 Bland-Altman一致性评
价（图 4），结果示第 10 天有 103 组数据在 95%可
信区间内，占总例数的 97.16%；第 14天有 102组数
据在 95%可信区间内，占总例数的 96.23%。2种方
法联合检测共检出 104例，检出率为 99.06%，高于
仅单一使用 FCM方法检出率 81.13%，（字2=16.433，
P<0.05）。

22.8325.00

20.00

15.00

10.00

5.00

0

流式形态

0.87
1.16

4.14
3.65

15.59
14.69

22.20
20.97

14.31 13.70

22.61
21.52

3.48
2.71

0.91
0.48

21.57

A

20.06

25.00

20.00

15.00

10.00

5.00

0

流式形态

0.58
1.00

3.38
2.98

10.81
9.85

15.50
14.65

12.00
11.57

16.44
15.56

3.25
2.600.63

0.35

18.65

B

12.73

16.00
14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00
2.00

0

流式形态

0.35
0.81

2.35
1.77

6.50
5.25

14.69
13.75

8.46
7.73

15.19
14.32

2.96
2.28

1.08
0.64

11.56

C

图 1 各个检测时间点通过两种方法检测 CAR-T平均比例按疾病
类型分类结果图

Fig.1 The graph of CAR-T average proportions detected by two
methods at various time points classified by disease type

注：A：64例 ALL患者；B：16例淋巴瘤患者；C：26例 AML患者；
ALL：急性淋巴细胞白血病；AML：急性髓系白血病；CAR-T：嵌合抗
原受体修饰的 T细胞

图 2 骨髓或外周血中典型 CAR-T形态（瑞氏染色 1 000 伊）
Fig.2 Typical cell morphology of CAR-T in bone marrow or peripheral blood（Wright忆s Stain 1 000 伊）

注：BM：骨髓；PB：外周血；CAR-T：嵌合抗原受体修饰的 T细胞
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3 讨论

目前，CAR-T检测方法主要为 FCM与 PCR，而
FCM成为临床工作中最普遍使用的方法。但是随着
CAR 结构复杂多变以及可能多次输入不同来源
CAR-T治疗，很难找到一种可以通用而且特异性高
的检测抗体来检测所有类型的 CAR-T。CAR表达
细胞结合抗体常见的有抗 scFv独特型的单链抗体、
重组蛋白 L、靶点融合蛋白抗体等[8]，其抗体的特异

性、结合稳定性、单链片段的物种来源等都会对

FCM检出率造成一定的影响。本文 106例患者主要
选择 PE、APC 等亮度较高的荧光素与相应靶点抗
体结合进行 FCM检测，仍有 20例未能检出 CAR-T
或检出比例极低，未检出原因主要与上述 CAR结
合抗体的特异性、稳定性等因素有关。这些未检出

标本中除 2例细胞溶解无法检测外，其余 18例标
本中 ALL有 6例，淋巴瘤有 3例，AML有 9例。AML
相对未检出例数较多可能与目前研究中的 CD123
CAR和 CLL-1 CAR的抗原识别区序列大多来源于

图 3 3种 CAR-T细胞形态比较（瑞氏染色，1 000伊）
Fig.3 Comparison of three types of CAR-T morphologies（Wright忆s stain，1 000伊）

注：每组 3张图从左至右依次为：输注物中的 CAR-T、形态学方法检测的 CAR-T、流式细胞分选获得的 CAR-T；CAR-T：嵌合抗原受体修
饰的 T细胞

标本 形态（%） FCM（%） rs P Z P**

D2外周血 01.00（0.50，1.00） 0.32（0.02，0.87） 0.346 <0.01 -3.247 0.001
D4外周血 02.00（1.00，4.00） 1.64（0.87，4.78） 0.887 <0.01 -0.897 0.370
D7外周血 09.75（5.88，14.13） 9.73（5.04，13.57） 0.964 <0.01 -1.871 0.061
D10外周血 16.00（12.00，23.50） 16.53（11.78，22.59） 0.969 <0.01 -1.814 0.070
D14外周血 16.75（12.00，20.63） 16.40（11.19，21.92） 0.978 <0.01 -1.483 0.138
D21外周血 02.00（1.00，4.00） 1.94（0.98，4.06） 0.928 <0.01 -1.745 0.081
D28外周血 01.00（0.00，1.00） 0.25（0.00，0.56） 0.335 <0.01 -5.888 <0.001
D7骨髓 11.25（8.00，15.00） 10.89（7.63，14.43） 0.962 <0.01 -1.450 0.147
D14骨髓 16.25（12.00，22.13） 17.76（12.36，21.67） 0.967 <0.01 -0.225 0.822

表 1 外周血或骨髓标本各个检测时间点 2种方法检测 CAR-T结果比较 [M（P25，P75）]
Tab.1 Comparison of CAR-T results detected by two methods at various time points in peripheral blood or bone marrow samples [M（P25，P75）]

图 4 扩增高峰外周血标本 2种方法检测 CAR-T结果一致性分析
Fig.4 Consistency analysis of the results of detecting CAR-T by two methods in peripheral blood samples at the peak of amplification

注：A和 C分别为扩增第 10天 2种方法检测结果一致性分析；B和 D分别为扩增第 14天 2种方法检测结果一致性分析；C和D 3条虚线
从上到下依次为+1.96s、差值的均值、-1.96s；CAR-T：嵌合抗原受体修饰的 T细胞
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鼠源单克隆抗体[9]，其对 CAR-T与靶细胞结合亲和
力的影响会在 FCM检测时对抗体的识别有一定影
响 [10]。另外，对 CAR-T的研发不断更新也给临床
FCM检测带来一定困扰。在 1例应用新的 CAR结
构进行 CAR-T治疗的患者 FCM检测中，常规利用
CD3无法圈出 T细胞。在寻找原因过程中发现该
CAR结构专门针对 CLL-1和 CD7双靶点，应用膜
蛋白胞内滞留技术[11]，其携带的特异性蛋白可以将

CD3/TCR（T细胞抗原受体）复合物有效滞留在内质
网内，几乎不出现在细胞表面，所以常规利用 CD3
无法圈出 T细胞，只能选用 CD2替代，但由于其特
异性不强导致 T 细胞检出效果不佳，从而导致
CAR-T检测比例极低与实际不符。所以仅依靠一种
方法进行 CAR-T检测已不能满足临床需求，寻求
多种方法联合检测成为发展必然。形态学方法具有

快速、简洁、直观的特点，它是否可以应用到 CAR-T
检测值得进行探讨。

首先，本研究观察了健康供者制备的输注物中

CAR-T的形态，因为其不含有原始淋巴细胞，而且
转染率在 95%以上，那么输注物中观察到的这些细

胞应视为“真正的”CAR-T。而从流式细胞仪分选出
的针对相应靶点的细胞理论上也应视为“真正的”

CAR-T，在输注后患者骨髓或外周血中用形态学方
法检测到的细胞和这两类“真正的”CAR-T形态特
征一致，则证明形态学方法检测到的细胞确实是

CAR-T，为形态学检测 CAR-T提供了可行性基础。
研究中发现 CAR-T具备典型形态特征，是可以与
原始淋巴[12]、正常淋巴相区分而被识别的（表 2），尤
其是其胞质内颗粒性相比其他细胞（大颗粒淋巴细

胞等除外）还是比较明显的。有研究发现 CAR-T回
输至体内与靶肿瘤细胞结合，释放穿孔素和颗粒

酶，在质膜上形成孔隙，导致颗粒酶进入靶细胞，触

发细胞溶解和大量促炎症因子释放，所以 CAR-T
“颗粒性强”这一特点和颗粒酶的释放可能存在一

定关系，这一观点还需进一步研究[13-14]。从 106例患
者骨髓或外周血标本中观察到 CAR-T形态与疾病
类型并无明显关联，特征比较一致；由于外周血涂

片推片更加均匀，细胞种类相对较少，CAR-T形态
特征较骨髓涂片更易观察。

其次，从实验结果可以看出，106例患者通过形

细胞类型 胞体 细胞形状 核染色质 核仁 胞浆 伪足突起 颗粒

CAR-T细胞 中等/大 类圆形或类梭形 较粗糙 一般无，少见 较丰富，灰蓝或浓蓝色 明显，可见多个伪足突起 可见

原始淋巴细胞 中等/小 类圆形 粗颗粒、细致均匀 部分可见 较少/中等 部分可见，不明显 少见

正常淋巴细胞 中等/小 类圆形 固缩浓集 无 相对较少 相对较少 少见

表 2 CAR-T与原始淋巴、正常淋巴形态的比较
Tab.2 Comparison in morphology among CAR-T，original lymphocytes and normal lymphocytes

态学方法检出率较高，且和 FCM检测出的 CAR-T
比例接近。Spearman 相关性分析结果显示两种方
法检测 CAR-T比例全部具有相关性，其中除第 2
天、第 28天扩增比例较低，在其他扩增比例较高的
时间点两种方法结果具有高度相关性。Wilcoxon秩
和检验结果说明除第 2天、第 28天以外在扩增比
例较高的时间点，外周血或骨髓标本形态学与 FCM
检测的结果差异无统计学意义。选取第 10天、第 14
天的外周血标本数据进行 Bland-A ltman 一致性评
价，结果显示外周血标本应用形态学方法同 FCM
方法相比，在扩增高峰检测出的结果具有较好的一

致性。两种方法联合检测检出率高于单一 FCM检
出率，说明形态学方法可以作为 FCM的有效补充
方法，联合检测可以提高检出效率。

另外，本次实验通过 FCM方法有 20例未能检
出或检出比例极低，除 2例因标本发生细胞溶解无
法检测，其余 18例形态学方法均可检出。而从治疗

效果来看，其中 4例未缓解无法评估，其余 14例均
达到完全缓解或部分缓解，也从侧面说明形态学方

法检测到的细胞是 CAR-T，其结果是可靠的。
随着 CAR结构的不断优化和更新，临床单一

应用 FCM方法检测会面临更多问题，肯定会增加
检测难度，势必要寻求多种方法联合检测。综上所

述，本研究认为形态学方法检测 CAR-T是可行的，
虽然其带有一定的主观性，尚未完全应用到 CAR-T
临床检测中，但形态学作为白血病诊断和分型的一

种方法必然有其存在的理由，如果能制定统一形态

标准并且将其作为其他检测方法的补充方法，势必

会提高 CAR-T的检出效率，这与孙增田等[15]观点一

致。AML相对 ALL、淋巴瘤等疾病应用 CAR-T治疗
研究相对较晚，本研究包含了 26例 AML患者应用
CAR-T治疗的情况，其检测到的 CAR-T也与之前
研究描述的形态特征一致，说明以目前已有研究观

察，CAR-T形态与疾病类型无明显关联，具有一定

马立，等.形态学方法应用在嵌合抗原受体-T细胞检测中的可行性分析

注：CAR-T：嵌合抗原受体修饰的 T细胞
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的特征性，可以进行归纳总结以制定统一标准。另

外，本研究发现应用外周血涂片在扩增高峰进行检

测时与 FCM检测的 CAR-T结果一致性较好，那么
实际工作中可以应用外周血涂片对 CAR-T扩增情
况进行早期预估，具有标本来源更加简便、结果观

察更加快速的优势。

目前，关于 CAR-T细胞形态的报道较少，本研
究展示了几例典型的细胞形态图，供大家相互交

流、积累经验。未来将形态学引入到 CAR-T检测
中，需要不断提高形态工作人员的认知水平，制定

CAR-T细胞形态学统一标准，将形态学方法和其他
检测方法相互结合会为 CAR-T检测提供新的视角
和思路。
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