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[摘  要]  目的：制备低亲和力的CD117 CAR-T细胞，探讨其对急性髓系白血病（AML）细胞Kasumi-1的体外杀伤效应。方

法：调取CD117低亲和力抗体巴佐利单抗（barzolvolimab）和Fab-79D VH和VL序列，设计VH-(G4S)3-VL结构的单链抗体，分别

构建带 4-1BB共刺激分子的经典二代CAR分子，经基因合成后分别亚克隆至 pMFG逆转录病毒载体，获得CD117-79D CAR和

CD117-0159 CAR质粒。将两种CAR质粒分别包装制备逆转录病毒，检测其滴度合格后转导活化后的T细胞，构建CD117-79D 

CAR-T和CD117-0159 CAR-T细胞，采用流式细胞术检测两种CAR-T细胞的阳性率。将未转导T细胞与两种CAR-T细胞分别与

CD117+ Kasumi-1细胞共培养，通过流式细胞术检测Kasumi-1细胞凋亡率，以评估两种CAR-T细胞的抗肿瘤活性。结果：成功构

建CD117-79D CAR-T和CD117-0159 CAR-T细胞，其阳性率分别为（59.4 ± 2.6）%、（62.5 ± 1.2）%。未转导T细胞、CD117-79D 

CAR-T和CD117-0159 CAR-T细胞体外培养均能稳定增殖，且三者的增殖能力均无显著差异（均P > 0.05）。体外杀伤Kasumi-1

细胞结果显示，不同效靶比条件下，CD117-79D CAR-T和 CD117-0159 CAR-T细胞较未转导T细胞展现出显著增强的杀伤能力

（P < 0.05或P < 0.01），但两种CAR-T细胞的杀伤效率无显著差异（P > 0.05）。结论：成功构建低亲和力的CD117-79 CAR-T和

CD117-0159 CAR-T细胞，体外实验证实其可有效杀伤CD117+ Kasumi-1细胞，为AML的靶向治疗提供了实验依据。
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[Abstract]  Objective: To generate low-affinity CD117-targeting CAR-T cells and investigate their in vitro cytotoxic effects on acute 

myeloid leukemia (AML) Kasumi-1 cells. Methods: Low-affinity CD117-targeting monoclonal antibody (barzolvolimab) and Fab-79D 

VH and VL sequences were retrieved for the design of single-chain variable fragments (scFvs) with a VH-(G4S)₃-VL configuration. 

These scFvs were then integrated individually into canonical second-generation chimeric antigen receptor (CAR) constructs harboring 

the 4-1BB costimulatory domain. Subsequent to gene synthesis, the resultant CAR sequences were subcloned into the pMFG retroviral 

vectors, yielding the CD117-79D CAR and CD117-0159 CAR plasmids, respectively. The two CAR plasmids were subjected to 

separate retroviral packaging and production procedures. After validation of viral titers, the recombinant retroviruses were transduced 

into activated T cells to generate CD117-79D CAR-T and CD117-0159 CAR-T cell products. The CAR-positive fractions of the two 

CAR-T cell populations were quantified utilizing flow cytometry. Untransduced T cells and the two engineered CAR-T cells were 

co-cultured independently with CD117 ⁺ Kasumi-1 cells. Thereafter, the apoptotic rates of Kasumi-1 cells were detected via flow 

cytometry for the comparative evaluation of the anti-tumor activity of the two CAR-T cell products. Results: CD117-79D 

CAR-T and CD117-0159 CAR-T cells were successfully constructed, with positive rates of (59.4 ± 2.6)% and (62.5 ± 1.2)% , 
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respectively. Untransduced T cells, CD117-79D CAR-T cells, and CD117-0159 CAR-T cells all exhibited stable proliferation in in vitro 

cultivation, and no statistically significant difference was observed in their proliferative abilities (all P > 0.05). Results of the in vitro 

cytotoxicity assay against Kasumi-1 cells demonstrated that, in varying effector-to-target ratios, both CD117-79D CAR-T and 

CD117-0159 CAR-T cells exerted significantly enhanced cytotoxicity compared with untransduced T cells (P < 0.05 or P < 0.01). 

However, no statistically significant difference was detected in the killing efficiency between the two CAR-T cell products (P > 0.05). 

Conclusion: CD117-79D CAR-T and CD117-0159 CAR-T cells with low-affinity were successfully generated. In vitro experiments 

verified that these CAR-T cells could effectively eliminate CD117⁺ Kasumi-1 cells, thereby providing experimental evidence for the 

targeted therapy of AML.

[Key words]  CD117 antigen；chimeric antigen receptor (CAR)；T lymphocyte；single-chain variable fragment (scFv)；immunotherapy

[Chin J Cancer Biother, 2026, 33(1): 45-50. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2026.01.006]

急性髓系白血病（acute myeloid leukemia, AML）

是一种造血干细胞和祖细胞（hematopoietic stem and 

progenitor cell, HSPC）异常增殖引发的恶性血液肿

瘤，以骨髓正常造血功能受损为主要特征[1-2]，预后普

遍较差（60岁以上患者治愈率仅 5%~15%）[3-4]。细胞

免疫治疗的兴起为血液肿瘤带来新希望，其中CAR-

T细胞疗法成效突出，已有多款靶向CD19、BCMA的

产品上市，但针对AML的理想治疗靶点仍十分有限。

CD117 作为关键穿膜酪氨酸激酶受体[5-7]，在约 80%

的AML患者的髓细胞中过表达[8]，是极具潜力的治

疗 靶 点 ，已 有 靶 向 CD117 的 布 利 奎 利 单 抗

（briquilimab）进入临床研究阶段（NCT04429191），且

其Ⅰ期临床结果显示出积极的疗效。但CD117也表

达于正常HSPC中，有潜在的脱靶风险[9-10]。基于此，

推测采用低亲和力单链抗体（scFv）构建 CAR-T 细

胞，有望在维持其抗肿瘤活性的同时，有效降低

CAR-T细胞对正常血细胞的杀伤毒性[11]。因此，本研

究采用靶向CD117的低亲和力结合结构域D4、D5[12]

的巴佐利单抗（barzolvolimab）和Fab-79D抗体[13-14]来

源的 scFv构建新型低亲和力CD117 CAR-T细胞，并

通过体外功能实验初步评估其对AML细胞的抗肿瘤

活性，探索低亲和力CD117 CAR-T细胞治疗AML的

可行性，为后续系统性评价CD117 CAR-T细胞治疗

AML的安全性与有效性奠定实验基础。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

逆转录病毒包装细胞 Phoenix-ECO、PG13 细胞

和白血病细胞Kasumi-1均购自美国ATCC。

RPMI 1640培养基、DMEM培养基、AIM-Ⅴ培养

基、胎牛血清（FBS）、PBS缓冲液、胰酶、青链霉素均

购自美国Gibco公司，FuGene HD转染试剂购自美国 

Promega公司，淋巴细胞分离液购自北京友谊中联生

物科技有限公司，白细胞介素2（IL-2）、OKT-3抗体购

自北京义翘神州科技股份有限公司，DH5α化学感受

态细胞、T4 DNA连接酶、XhoⅠ酶、NotⅠ酶、质粒提

取试剂盒均购自北京兰博利德科技有限公司，胶回

收试剂盒购自上海优宁维公司，偶联物（G4S-APC）

等抗体均购自美国BD公司。

1.2  CD117-79D CAR和CD117-0159 CAR分子构建

分别获取 barzolvolimab（CDX-0159）和 Fab-79D

的序列[13-14]后，调取二者的重链可变区（VH）序列和轻

链可变区（VL）序列（表 1），在VH和VL序列中插入

柔性连接肽（Gly4Ser）3，组装成结构为VH-linker-VL

的 scFv[VH-（G4S)3-VL]。随后，将信号肽序列、MYC

标签序列、scFv、CD8α 铰链区和穿膜区、胞内区

4-1BB与胞内区CD3ζ依次串联，在对其密码子进行

优化后在起始密码子 ATG 上游添加 Kozak 序列

（GCCACC），并在序列两端分别加入XhoⅠ和NotⅠ

酶切位点序列。此后，由北京擎科生物科技有限公

司进行基因合成，分别构建 CD117-79D CAR 和

CD117-0159 CAR分子（图1）。

表1  Barzolvolimab（（CDX-0159））和Fab-79D（（KIT））VL和VH序列

Barzolvolimab VH序列

Barzolvolimab VL序列

Fab-79D（KIT）VH序列

Fab-79D（KIT）VL序列

QVQLVQSGAEVKKPGASVKLSCKASGYTFTDYYINWVRQAPGKGLEWIARIYPGSGNTYYN

EKFKGRATLTADKSTSTAYMQLSSLRSEDTAVYFCARGVYYFDYWGQGTTVTVSS

DIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVRTNVAWYQQKPGKAPKALIYSASYRYSGVPDRFT

GSGSGTDFTLTISSLQPEDFADYFCQQYNSYPRTFGGGTKVEIK

SEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNISVYMMHWVRQAPGKGLEWVASIYPYSGYTYY

ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARYVYHALDYWGQGTLVTVSS

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQRGLRNVAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASSLYSGVPSRF

SGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQWAVHSLITFGQGTKVEIKRTVAA
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1.3  pMFG-MYC-CD117-CAR质粒载体构建

CD117-79D CAR和CD117-0159 CAR序列合成

后，分别将 CAR 序列与逆转录病毒载体由 XhoⅠ/ 

NotⅠ双酶切，以凝胶电泳的方式回收酶切后的目的

片段与载体并纯化，16 ℃条件下将纯化后的目的片

段与载体用T4连接酶连接1 h。随后取DH5α感受态

细胞进行质粒转化，挑单克隆接种于含氨苄青霉素

的LB培养基中，37 ℃摇床培养 12~16 h。提取质粒

DNA，酶切鉴定正确后进行测序，测序正确的质粒载

体 分 别 被 命 名 为 pMFG-MYC-CD117-79D CAR、

pMFG-MYC-CD117-0159 CAR。

1.4  逆转录病毒包装及滴度检测

分别使用CD117-79D CAR和CD117-0159 CAR

质粒通过转染Phoenix-ECO细胞进行逆转录病毒载

体的包装。随后，分别对其物理滴度和生物滴度进

行检测。

物理滴度检测：将标准品CD117-CAR质粒进行

梯度稀释，作为标准曲线样本。将收集到的不同天

数的逆转录病毒载体进行RNA提取实验、RNA逆转

录为 cDNA实验，随后进行 qPCR实验，分析绘制标

准曲线，并依据待测病毒载体的CT值，计算出相应

的病毒载体所含有的拷贝数。

生物滴度检测：将收集到的不同天数的逆转录

病毒载体（H1~H4）进行混合后并过滤，设置不同梯度

病毒载体转导PG13细胞，后通过流式细胞术检测不

同梯度病毒载体的转导效率，从而计算出相应的病

毒载体滴度。计算公式：病毒滴度（TU/mL） = 被感

染时细胞数 × 阳性细胞百分比/加入病毒体积。计算

时，选取阳性率为 10%~30%时的病毒用量做感染复

数（multiplicity of infection, MOI）线性计算。

1.5  人原代外周血单个核细胞（PBMC）分离

抽取3位健康志愿者外周血各20 mL，采用Ficoll

密度梯度离心法分离 PBMC。将 PBMC 重悬于

AIM-Ⅴ完全培养基，同时加入终浓度为 100 ng/mL 

OKT-3抗体和 100 U/mL IL-2，将细胞置入 37 ℃、

5% CO2细胞培养箱中培养。此后，每隔 48 h 用含

100 U/mL IL-2的AIM-Ⅴ完全培养基传代。

1.6  CD117-79D CAR-T和CD117-0159 CAR-T细胞

制备

收集培养 48 h 后的 T 细胞，分别用 CD117-79D 

CAR和CD117-0159 CAR逆转录病毒转导T细胞，构

建CD117-79D CAR-T细胞和CD117-0159 CAR-T细

胞。在转导 48 h后，分别收集一定量的CD117-79D 

CAR-T和CD117-0159 CAR-T细胞及未转导T细胞，

用APC标记的抗G4S Linker抗体对三者进行标记，

通过流式细胞术检测G4S阳性细胞占比（G4S阳性细

胞占比 = G4S-APC 阳性细胞数/总活细胞数 × 

100%），即为CAR-T细胞阳性率。

1.7  流式细胞术检测CD117-79D CAR-T和CD117-

0159 CAR-T细胞对Kasumi-1细胞的杀伤能力

选用高表达 CD117 的 Kasumi-1 细胞作为靶细

胞 ，未 转 导 T、CD117-79D CAR-T、CD117-0159 

CAR-T 细胞作为效应细胞，设置 2∶1、1∶1、1∶2、1∶4、

1∶8五个效靶比，将含有效应细胞与靶细胞的孔作为

实验孔，只含有靶细胞的孔设置为阴性对照孔，每

组设置3个复孔。分别将相应数量的效应细胞与

2 × 104个靶细胞共培养12 h后，以300 × g离心5 min

收集细胞，使用含 10% FBS的PBS缓冲液清洗 1次，

加入CD117抗体 4 ℃处理 1 h，离心去上清液，加入

Annexin Ⅴ-FITC缓冲液重悬细胞，作用 45 min后终

止染色。通过流式细胞仪检测靶细胞凋亡情况，将

其中同时表达CD117（靶细胞特异性标志物）和FITC

（凋亡特异性标志物）的双阳性细胞群定义为凋亡细

胞，按照公式“细胞凋亡率（%） = （最大释放孔细胞

数 - 实验孔细胞数）/最大释放孔细胞数 × 100%”计

算细胞凋亡率。

1.8  统计学处理

使 用 FlowJo 10 进 行 流 式 结 果 分 析 ，采 用

GraphPad Prism 8软件处理数据。符合正态分布的计

量资料以 x̄ ± s 表示，两组间比较采用 t检验（如杀伤

实验进行多重非配对 t 检验），多组间比较采用单因

素方差分析（如杀伤实验进行多重非配对 t 检验）。

以P < 0.05或P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  成功构建CD117-79D CAR和CD117-0159 CAR

分子

成功构建了两种靶向 CD117 的 CAR 分子：

CD117-79D CAR和CD117-0159 CAR。两者均为经

典的二代CAR分子结构，包含：信号肽、MYC标签、

CD117 scFv、CD8α铰链区和穿膜区、4-1BB共刺激分

子和CD3ζ信号转导分子（图1）。

2.2  成功制备高滴度 CD117-79D CAR 和 CD117-

0159 CAR逆转录病毒

使用 qPCR法和流式法分别对CD117-79D CAR

和CD117-0159 CAR逆转录病毒滴度进行检测。物

理滴度计算标准曲线见图2A，检测结果（图2B）显示，

CD117-79D CAR与CD117-0159 CAR逆转录病毒滴

度均达到107拷贝/mL，且最高值都超过6 × 107拷贝/mL，

表明成功制备了高滴度的病毒载体。生物活性滴

度检测结果（ 图 2C）显 示 ，CD117-79D CAR 和

CD117-0159 CAR逆转录病毒滴度均达到4 × 105 TU/mL，
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且CD117-79D CAR逆转录病毒载体的生物滴度显著

高于CD117-0159 CAR逆转录病毒（P < 0.05）。

2.3  成功制备高阳性率的 CD117-79D CAR-T 和

CD117-0159 CAR-T细胞 

流式细胞术检测结果（图3）显示，CD117-79D CAR-T

和CD117-0159 CAR-T细胞阳性率分别为（59.4 ± 2.6）%、

（62.5 ± 1.2）%。结果表明，成功构建了高阳性率

CD117-79D CAR-T细胞和CD117-0159 CAR-T细胞。

图1    CD117-79D CAR和CD117-0159 CAR分子结构图

A：CD117-79D CAR逆转录病毒滴度标准曲线；B、C：CD117-79D CAR和 CD117-0159 CAR逆转录病毒载体的

物理（B）与生物（C）滴度。*P < 0.05。

图2    CD117-79D CAR和CD117-0159 CAR逆转录病毒滴度分析

图3    流式细胞术检测CAR-T细胞阳性率

2.4  CD117-79D CAR-T 和 CD117-0159 CAR-T 细胞

杀伤活性评估

流式细胞术检测结果（图4）显示，在2∶1、1∶1、1∶2、

1∶4、1∶8 效 靶 比 条 件 下 ，CD117-79D CAR-T 和

CD117-0159 CAR-T细胞对靶细胞Kasumi-1细胞杀伤

能力均显著高于未转导T细胞（P < 0.05或P < 0.01），而

两组CAR-T细胞对靶细胞的杀伤效率无显著差异

（均 P > 0.05）。结果表明，所构建的 CD117-79D 

CAR-T 和 CD117-0159 CAR-T 细胞在体外对靶细胞

具有特异性、高效的杀伤活性，具备良好的抗肿瘤

潜能。

*P < 0.05，**P < 0.01。

图4    CD117-79D CAR-T和CD117-0159 CAR-T细胞对靶细

胞的杀伤活性评估
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3  讨  论

CAR-T细胞疗法作为最具应用前景的过继免疫

疗法，其在B细胞恶性肿瘤治疗中成果斐然，已有多

款靶向CD19的CAR-T细胞产品获美国食品药品管

理局（FDA）批准上市[15-18]。然而，该疗法在AML治疗

中仍未达理想效果[19-22]。关键瓶颈在于AML细胞与

正 常 造 血 祖 细 胞（hematopoietic progenitor cell, 

HPC）、分化髓系细胞高度共享表面抗原，导致多数潜

在靶点均伴随脱靶毒性风险，易引发髓系再生障碍

及造血重建受损[23]，这一问题已成为CAR-T细胞疗

法应用于AML治疗的主要障碍[24-29]。

CD117作为Ⅲ型受体酪氨酸激酶，不仅在肥大细

胞分化、HSPC稳态维持中发挥关键调控作用，更在

AML、胃肠道间质瘤等多种肿瘤细胞增殖与存活中

扮演核心角色[12,23, 30-31]。靶向CD117靶点的CAR-T细

胞能够对AML细胞进行精准杀伤，同时通过体内持

续性扩增形成长效免疫保护[32]。但不容忽视的是，

CD117在正常HSPC/HPC表面亦呈广泛表达，如何在

提升CAR-T细胞靶向肿瘤特异性的同时，降低其对

正常造血组织的损伤，仍是亟待攻克的关键科学问

题。已有研究[33]证实，CD117胞外段D4、D5结构域

与其配体的结合亲和力显著低于其他区域，这为低

亲和力CAR-T细胞的设计提供了重要理论依据：靶

向该低亲和力区域的CAR-T细胞，有望通过亲和力

调控实现 “肿瘤细胞优先识别”，从而有效规避或显

著减轻对正常造血细胞的脱靶毒性。

通过文献检索及专利调研获得两款亲和力较低

的抗体，即 barzolvolimab和 Fab-79D，两者均高特异

性结合在CD117的膜远端结构域D4、D5区域。基于

此，本研究使用两个抗体来源的 scFv分别构建了含

4-1BB 共刺激分子的具有经典二代 CAR 结构的

CD117-79D CAR-T和CD117-0159 CAR-T细胞，并对

两者的体外抗肿瘤活性进行评估。体外杀伤实验结

果显示，CD117-79D CAR-T和CD117-0159 CAR-T细

胞的杀伤效率均显著高于未转导 T 细胞。虽然

CD117-79D CAR-T 细胞与 CD117-0159 CAR-T 细胞

的杀伤效率无显著性差异（P > 0.05），但在各效靶比

条件下CD117-79D CAR-T细胞均具有更强的杀伤活

性。后续将进一步研究两种CAR-T细胞对正常血细

胞的毒性作用。

本研究初步证明了低亲和力CD117 CAR-T细胞

治疗 AML 的可行性[9]，后续还需更多的研究探究

CD117 CAR-T细胞的有效性和安全性。在有效性方

面，本研究将在动物肿瘤模型进一步评估这两种低

亲和力抗体的抗肿瘤活性。在此基础上，后续研究

拟采取以下改进策略：（1）联合用药，已有研究[32]发

现，CAR-T细胞与酪氨酸激酶抑制剂依鲁替尼联用

可抑制CD117下游信号通路，增强CAR-T细胞对白

血病干细胞的杀伤；（2）优化治疗方案，先通过抑制

剂降低肿瘤负荷，再输注CAR-T细胞清除残留病灶，

并设计同时靶向 CD117 与 CD33、CD123 等 AML 相

关抗原的CAR-T细胞，减少抗原逃逸；（3）安全性方

面，将系统评估两种 CD117 CAR-T 细胞对正常

HSPC/HPC等的毒性作用[34]。

综上所述，本研究成功构建了基于barzolvolimab

及 Fab-79D scFv改造的两种低亲和力CAR-T细胞，

即CD117-79D CAR-T细胞与CD117-0159 CAR-T细

胞。体外实验结果表明，两种CAR-T 细胞均对AML

细胞展现出良好的抗肿瘤活性，初步证实了低亲和

力CD117 CAR-T细胞在治疗AML及其他血液肿瘤

中的应用潜力。然而，本研究尚存诸多有待完善之

处：一是尚未对CD117 CAR-T细胞治疗AML的安全

性展开系统评估，该细胞是否如理论预期般对正常

HSPC/HPC无毒性作用，目前仍未可知；二是其在动

物模型中的体内抗肿瘤活性亦有待进一步验证。基

于此，后续研究将在完成体外安全性评估的基础上，

深入开展CD117 CAR-T细胞的动物体内抗肿瘤功能

研究，以期为该疗法的临床转化提供坚实的实验

依据。
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