
目前全球已有9款  CAR T 細胞治療產品上市用於治療B細胞腫瘤。不同於傳統藥物，CAR T 

在 靜 脈 注 射 給 藥 後 會 分 佈 到 各 個 器 官 包 括 腫 瘤 組 織 ， 細 胞 濃 度 雖 然 會 在 短 時 間 內 下 降 ， 不
過  CAR T 與腫瘤靶點結合後會被啟動並增生，CAR T 細胞數量往往在注射2周後達到頂峰
， 之 後 根 據 個 體 差 異 呈 現 不 同 程 度 的 下 降 趨 勢 ， 有 的 患 者 會 長 期 監 測 仍 可 觀 察 到 一 定 數 量
的  CAR T 細胞，此與長期緩解病情有關。因此監測  CAR T 細胞在周邊血循環的藥物動力
學（Pharmacokinet ics，PK）對於臨床預後的判斷便至關重要。

目前實驗室常用的方法有  ddPCR,  qPCR 以及流式細胞儀(FACS)等，ddPCR 和  qPCR 均
是在監控基因拷貝數表現，而在醫院等實驗室很難獲得廠商販售的scFv序列，因此很難進
行 監 測 。FACS是 目 前 實 驗 室 最 常 用 的 檢 測 手 段 之 一 ， 不 管 是 科 研 單 位 還 是 醫 院FACS都 是
必需的的檢測儀器，因此利用此方法來監測  CAR T 細胞PK是最簡便且快速的方法，且同
時可以進行免疫細胞分型以及T細胞功能檢測。
這篇文章中研究人員以  CD19 CAR 為例，驗證商業化抗體  Rabbit  ant i -mouse FMC63 單
抗  R19M 檢測  CAR19 T 細胞的特異性、最低檢測限  LOD、最低定量線LLOQ以及精密度，
同時通過大量臨床樣品驗證了FCM和ddPCR方法學的相關性和一致性（準確度），具體資
訊已在表1和圖1中詳細闡明

CAR T  細胞藥代動力學的一般規律：FDA推薦推薦CAR T細胞相關PK參數包括：頂峰濃度
（C max）；達峰時間（T max）；部分曲線下面積（pAUC）；最後觀測濃度（T last）
；C last時間以及半衰期（ t  1/2）；

Agilent流式細胞分析儀檢測
CAR T藥物動力學的方法驗證



表1.  驗證設計方案以及資料統計評估

圖1.  整體驗證方案的工作流程圖



圖2.  Agi lent  NovoCyte流式細胞儀進行gating以及抗體特異性驗證

本研究中，對比了三種CAR檢測抗體 protein L、CD19 抗原蛋白以及抗CAR抗體R19M在
周邊血樣本中的特異性，通過圖2結果可見 protein L 的特異性較抗原蛋白和R19M抗體差
異 ， 而 重 組 抗 原 蛋 白 存 在 不 穩 定 性 ， 因 此 本 研 究 選 擇 特 異 性 和 穩 定 性 較 好 的 R 1 9 M 進 行
CAR T 藥代動力學的檢測。

01 特異性

流式細胞儀方法分析的靈敏度包括最低檢測限LOD也就是指信號值與背景值的區分能力，本研
究中根據 15 份不含 CAR19 T 細胞的 周邊血樣本的FACS檢測結果計算出 LOD（即平均值加三
倍 SD 值）。最終檢測出平均值為0.016%，而SD為0.00696%，因此LOD最終為0.03678%（
圖2B）。

基於LOD值，利用wild-type 293FT細胞序列稀釋陽性對照細胞293FT-CAR19，將CAR陽性比
例 的 最 低 理 論 值 設 置 在 0 . 0 5 % 。 根 據 圖 3 結 果 ， 7 個 稀 釋 梯 度 的 檢 測 值 與 理 論 值 線 性 相 關
R2=0.9999。且在最低稀釋比例組中，9個樣品的平均檢測值為0.048%，intra-CV為10.8%
，inter-CV為2.0%。結果表明，當採集足夠多的細胞時，透過R19M 抗體FACS檢測 CAR19 
陽性細胞的的 LLOQ 設為 0.05% 是安全的。

02 靈敏度



圖3.Agi lent  NovoCyte流式細胞儀進行序列稀釋293FT-CAR19細胞的線性檢測結果

圖4.  FACS和ddPCR檢測結果的相關性研究結果

本研究中通過ddPCR的方法來驗證準確度，並在兩種來源的陽性樣品（293FT-CAR19 細胞株
和188份 CAR19 T 細胞治療後的臨床周邊血樣本）進行了 FACS 和 ddPCR 的平行比較。根據
檢測結果分析 CAR T/Lym 和 copies/ug DNA 的相關性，在陽性細胞系上的結果表明二者的 
Spearman correlation 係數為1（圖4A），呈完全相關。而在臨床樣本資料中，188個樣本的
相關係數為0.6875呈強相關。

研究者發現在 CAR T/Lym<0.5%的樣品中，FACS 和 ddPCR 資料呈弱相關（r=0.3577）。當
只分析 CAR T/Lym>=0.5%的樣品，發現相關係數增加到了0.814，呈極強相關性。這些資料
共同表明在臨床檢測中，ddPCR 和 FACS 在監測 CAR19 T 細胞藥代動力學方面具有相對較好
的一致性，同步證明了 FACS 作為臨床上 CAR T 細胞PK檢測方法的準確性。

03 準確度



圖5.  FACS和ddPCR的精密度對比研究結果

使用 CAR19 陽性的 293FT 細胞株通過序列稀釋製備了標準樣本。每個樣本在三個獨立實驗中
進行處理和檢測，每個實驗有三重複，並測定FACS和ddPCR兩種方法的 inter-CV和 intra-CV
值。結果顯示所有結果中CV均不超過18%，表明兩種方法都能精確定量CAR19陽性細胞。然
而發現兩種方法的CV在CAR19表現下降時均會升高，表明兩種方法在定量低表現的CAR19時
精密度都會下降。

04 精密度

應用 FACS 檢測和定量人體內CAR19 T 細胞是一種可靠的方法，與 ddPCR 皆具有良好的一致
性。在檢測 CAR T 細胞表現較低的樣本時，ddPCR 和 FACS 的精確度都有所下降，導致兩種
技術的一致性降低。因此，同時採用ddPCR 和 FACS 兩種方法檢測 CAR T 細胞可為體內 CAR 
T 細胞動力學提供更可靠的結果。

本研究中FACS採用的是 安捷倫Novocyte系列智慧化流式細胞儀，Novocyte系列流式細胞儀
配備頂級的核心硬體，保證儀器的性能與靈敏度。可提供至多達 5 個雷射和最多 30 個螢光通
道的靈活選擇。軟體做到採集與分析為一體，同時內置多種資料分析模組。搭配自動化上樣系
統NovoSampler Q，可整合到不同的實驗室自動化平臺中，滿足tube、eppenforff以及多種
plate等。Novocyte系列流式細胞儀一直以來以其卓越的性能、高靈敏度以及操作簡便而深受
客戶的喜愛。

05 總結
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