
基于HPLC-Q-ExactiveMS的补阳还五汤化学成分
快速识别及多成分含量测定

郑留燕，万浩芳，鲁一航，丁志山，李 畅，万海同

浙江中医药大学 浙江省中医脑病重点实验室，浙江 杭州 310053

[摘　要 ] 目的：建立一种基于高效液相色谱串联四极杆轨道阱质谱（HPLC-Q-
Exactive MS）的分析方法，对补阳还五汤中的化学成分进行快速鉴定，并以高效液相

色谱紫外检测（HPLC-UV）对其中含量较高的成分进行定量检测。方法：通过文献

检索建立补阳还五汤相关化合物数据库；使用HPLC-Q-Exactive MS系统在全扫描/
数据依赖性二级质谱（dd-MS2）负离子模式下采集质谱信息；借助 Compound
Discoverer 3.0软件分析推断补阳还五汤中的化学成分；进一步建立HPLC-UV含量

测定方法，对其芍药苷、没食子酸、羟基红花黄色素A、阿魏酸、毛蕊异黄酮苷、芒柄

花苷、毛蕊异黄酮、芒柄花素等8种活性成分进行定量分析。结果：通过定性分析，

共鉴定出补阳还五汤中178个化合物。HPLC-UV定量分析方法学考察结果显示，

8个主要成分在各自浓度范围内线性关系良好（R2≥0.9990），精密度和稳定性相对

标准偏差（RSD）均小于15%，加样回收率RSD为1.6%~2.4%。结论：本研究所建立

的方法体系实现了补阳还五汤中成分的快速识别和主要成分的精确定量，其中芍

药苷、羟基红花黄色素A和没食子酸含量较高，有望作为质控标志物。

[关键词 ] 补阳还五汤；化学成分；高效液相色谱法；高效液相色谱串联四极杆轨道

阱质谱；定量分析
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[Abstract ] Objective: To establish an analytical method for rapid identification of
chemical compositions and quantitative determination of major compositions in Buyang
Huanwu decoction (BYHWD) based on high performance liquid chromatography-
quadrupole orbitrap mass spectrometry (HPLC-Q-Exactive MS) and high performance
liquid chromatography-ultraviolet detection (HPLC-UV). Methods: The mass spectro-
metry information was collected in Full MS/dd-MS2 negative ion mode with HPLC-Q-
Exactive MS system; the chemical compositions of BYHWD were subsequently annotated
with Compound Discoverer 3.0 software and a self-built in-house compound library. Eight
major compositions (paeoniflorin, gallic acid, hydroxysafflor yellow A, ferulic acid,
calycosin-7-glucoside, ononin, calycosin, formononetin) were picked out and their
contents were quantitatively determined with HPLC-UV analysis. Results: A total of 178
compounds in BYHWD were tentatively identified. The results of HPLC-UV quantitative
analysis showed that 8 compositions had a good linear relationship in their respective
concentration range (R2≥0.9990), the relative standard deviations (RSD) of precision and
stability were all less than 15%, and the recovery rate RSD was between 1.6% and 2.4%.
Conclusions: The method established in this study can realize the rapid identification and
accurate quantification of the major compositions in BYHWD. Paeoniflorin, hydroxysafflor
yellow A and gallic acid may be used as quality control markers.
[Key words ] Buyang Huanwu decoction; Chemical composition; High performance
liquid chromatography; HPLC-Q-Exactive MS; Quantitative analysis

[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2022, 51(5): 534-543.]

[缩略语 ] 高效液相色谱（high performance liquid chromatography，HPLC）；HPLC串联

四极杆轨道阱质谱（HPLC-quadrupole orbitrap mass spectrometry，HPLC-Q-Exactive
MS）；HPLC紫外检测（HPLC-ultraviolet detection，HPLC-UV）；数据依赖性二级质谱

（data-dependent secondary mass spectrometry，dd-MS2）；质荷比（mass-to-charge ratio，m/z）；
中药系统药理学数据库与分析平台（Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology
Database and Analysis Platform，TCMSP）；相对标准偏差（relative standard deviation，
RSD）

补阳还五汤出自清代王清任《医林改错》[1]，
为益气活血的经典代表方，由黄芪、当归、赤芍、红

花、川芎、桃仁、地龙等七味中药组成。临床常用于

气虚血瘀型中风患者。临床研究表明，补阳还五

汤对于脑卒中治疗有显著疗效[2-4]，基于补阳还五

汤研发的中成药脑心通胶囊等对缺血性脑卒中也

有显著疗效[5-6]。现代药理学研究表明，补阳还五

汤可以通过抗脑水肿、减少神经凋亡、促神经再

生、抗氧化应激、抗炎、促血管新生等多个途径发

挥防治缺血性脑卒中的作用[7]。
作为经典的益气活血类方药，补阳还五汤含

有丰富的化学成分，包括黄酮、皂苷、生物碱、多

糖、酚酸、苯酞等多类生物活性物质。对中药复方

进行定性和定量分析是保证其安全性和有效性的

重要手段。目前，国内外关于补阳还五汤有效成

分的定性[8]或定量[9]研究仅局限于少数成分，不
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能反映复方的整体功效。由于缺乏系统的定性分

析以及多指标成分含量的同时测定，补阳还五汤

的质量评价仍存在困难。近年来，HPLC和高分辨

质谱在中药分析中应用广泛，适用于大多数成分

的分析。本研究在前期研究的基础上 ，利用

HPLC-Q-Exactive MS对补阳还五汤进行定性分析，

全局性表征补阳还五汤中的化学成分；同时建立

HPLC-UV含量测定方法，对补阳还五汤中含量较

高的特征成分进行定量分析，以期完善补阳还五

汤的药效物质基础及质量控制评价。

1 材料与方法

1.1 药品、试剂与仪器

补阳还五汤浓缩颗粒（批号 200603）由陕西

步长制药有限公司提供；没食子酸、阿魏酸、芍药

苷为上海阿拉丁生化科技股份有限公司产品；毛

蕊异黄酮苷、芒柄花苷、毛蕊异黄酮、芒柄花素为

成都埃法生物科技有限公司产品；羟基红花黄色

素A为上海源叶生物科技有限公司产品。所有对

照品纯度均不低于98%。甲醇、乙腈（均为HPLC
级）为美国TEDIA公司产品；甲酸（88%，分析纯）

为国药集团试剂有限公司产品；去离子水取自

Milli-Q 超纯水仪（美国Millipore公司）。

CAPCELL PAK C18 MGⅡ色谱柱为日本Osaka
Soda公司产品；UltiMate 3000型液相色谱仪串联

Q-Exactive四级杆-高分辨质谱仪、高速冷冻离心

机为美国Thermo Fisher Scientific公司产品；Agilent
1260 Infinity Ⅱ高效液相色谱仪为美国Agilent
Technologies公司产品；微量分析天平为瑞士

Mettler Toledo公司产品；KQ-300DE数控超声波清

洗器为昆山市超声仪器有限公司产品。

1.2 供试品溶液和对照品溶液制备

1.2.1 供试品溶液的制备 取补阳还五汤浓缩

颗粒约0.5 g溶于2 mL去离子水。45 ℃、40 kHz、
200 W超声60 min，13 800×g离心10 min，收集上清

液待测。

1.2.2 对照品溶液的制备 分别精密称取各对

照品适量于 5 mL容量瓶中，以甲醇为溶剂定容，

配 制 成 以 下 浓 度 对 照 品 储 备 液 ： 没 食 子 酸

（2.8 mg/mL）、阿魏酸（2.8 mg/mL）、毛蕊异黄酮苷

（0 .56 mg/mL）、芍药苷（5 .6 mg/mL）、芒柄花苷

（0.56 mg/mL）、毛蕊异黄酮（0.56 mg/mL）、芒柄花

素（0.56 mg/mL）、羟基红花黄色素A（2.8 mg/mL）。

混合对照品溶液均由各对照品储备液配制而成，

对照品储备液与混合对照品溶液均置于4 ℃避光

保存。

1.3 采用HPLC-Q-Exactive MS进行定性分析

1.3.1 色谱条件 CAPCELL PAK C18 MGⅡ色谱

柱（4.6 mm× 150 mm， 3 μm）， 流动相：0.5%甲酸水

（A）与甲醇-乙腈（B）1∶1（v /v），梯度洗脱（0~
10 min，2%B；10~35 min，2%~10%B；35~50 min，
10%~15%B；50~80 min，15%~25%B；80~100 min，
25%~60%B；100~110 min，60%~90%B；110~
120 min，90%B），流速为0.4 mL/min，柱温30 ℃，进

样量10 μL。检测波长为254 nm。

1.3.2 质谱条件 采用配备加热电喷雾电离的

Q-Exactive质谱，数据采集使用全扫描/dd-MS2负离

子模式。全扫描参数：扫描范围（100~1500 m/z），
分辨率70 000，自动增益控制为3×106；dd-MS2参
数：分辨率17 500，自动增益控制为1×105。鞘气

流量50 psi，辅助气流量14 psi，吹扫气流量3psi，喷
雾电压2.5 kV， 毛细管温度300 ℃，S-lens RF水平

55，辅助加热器温度500 ℃。

1.3.3 化学成分数据库的建立及数据处理 补

阳还五汤供试品溶液按1.3.1和1.3.2进行数据采

集，并通过Compound Discoverer 3.0软件进行化合

物鉴定。首先，通过中国知网和Web of Science等
数据库查阅相关文献[10-24]或搜索TCMSP（https://
old.tcmsp-e.com/tcmsp.php）[25]、HERB（http://herb.
ac.cn/）[26]等平台收集化合物信息，建立补阳还五

汤中七味中药的化合物数据库。将数据库整合并

导入Compound Discoverer 3.0软件中，对先前采集

的数据文件进行分析。质量数误差设置为

–5×10–6~5×10–6。根据一级质谱图中的准分子离

子峰以及加合离子信息推测精确相对分子质量并

拟合相应分子式。将负离子模式下采集到的质谱

数据与自建库中的成分进行比对，结合二级碎片

信息进行成分鉴定。对于响应排名前三十但未与

数据库匹配成功的峰，根据其一级质谱图和二级质

谱图并结合SciFinder数据库自行鉴定。所有鉴定

结果通过E Venn网站（http://www.ehbio.com/test/
venn/）[27]作维恩图表示其来源。

1.4 采用HPLC-UV进行定量分析

Agilent 1260 Infinity Ⅱ高效液相色谱仪上进

行定量分析，色谱条件同1.3.1。将三份补阳还五

汤试药按1.2.1方法处理，并用1.3.1中的色谱条件
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分析。根据随行标准曲线和样品峰面积计算各成

分的含量。

1.5 定量分析的方法学考察

方法学考察参照《中华人民共和国药典

（2020版）》[28]。
1.5.1 线性关系考察 分别精密吸取对照品储

备液适量，逐级稀释成七个系列浓度的混合对照

品溶液。没食子酸和羟基红花黄色素A浓度为

0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7 mg/mL，阿魏酸浓度为

0.05、0.10、0.15、0.20、0.25、0.30、0.35 mg/mL，毛蕊

异黄酮苷、芒柄花苷、毛蕊异黄酮浓度为 0 .02、
0.04、0.06、0.08、0.10、0.12、0.14 mg/mL，芍药苷浓

度为0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4 mg/mL，芒柄花

素浓度为0.002、0.004、0.006、0.008、0.010、0.012、
0.014 mg/mL。按1.3.1中的色谱条件进样分析，以

峰面积为纵坐标（Y），浓度作为横坐标（X）做线性

回归，计算回归方程及线性相关系数R 2。参照

《中华人民共和国药典（2020版）》分析方法验证

指导原则中的检测限测定方法，基于响应值标准

偏差和标准曲线斜率计算检出限和定量限，以信

噪比=3为检出限，信噪比=10为定量限。

1.5.2 专属性试验 按1.2.1平行制备补阳还五

汤供试品溶液，分别将去离子水、8个成分混合对

照品溶液和供试品溶液按1.3.1中的色谱条件进样

检测，观察是否存在干扰峰。

1.5.3 精密度和稳定性试验 按1.2.1平行制备

六份补阳还五汤供试品溶液，按1.3.1中的色谱条

件进样检测，以八个成分的RSD评价重复性；不同

日期由另一分析人员进行相同实验操作，以12份
供试品溶液检测结果计算RSD，考察中间精密

度。另外，将同一供试品溶液置于4 ℃冰箱中保

存，分别于0、2、4、6、8、10 h时进样检测，以八个成

分在各个时间点的峰面积计算RSD，考察样品的

稳定性。

1.5.4 加样回收率试验 精密称取九份同批供

试品粉末，每份约0.25 g，每三份为一组，分别加入

八个成分混合对照品溶液（各成分加入量分别为

供试品相应成分含量的80%、100%和120%），按

1.2.1制备供试品溶液，计算八个成分在药液中的

含量，并计算三个浓度的平均回收率和RSD。

2 结 果

2.1 补阳还五汤定性分析结果

2.1.1 补阳还五汤样品中的成分 补阳还五汤

负离子模式下采集的基峰离子流图如图1所示。

用Compound Discoverer 3.0软件共鉴定出了178个
化合物，来源于黄芪、当归、赤芍、红花、川芎、桃

仁、地龙的成分分别有71、17、24、47、24、30、11个，

其中黄酮类30个，皂苷类27个，见图2和附表1。
2.1.2 补阳还五汤代表性成分质谱特征裂解过

程 黄酮类成分芒柄花苷的裂解过程见图3。在

负离子模式下，芒柄花苷分子被离子化，产生准分

子离子峰m/z 429.1188[M-H]–，该离子糖苷键断裂，

失去–C6H10O5，生成特征碎片m/z 267.0668[M-H]–，

该碎片丢失甲基（–CH3）生成m/z 252.0431[M-H]–。

没食子酰芍药苷裂解过程如图 4所示，没食子酰

芍药苷分子在负离子模式下生成准分子离子峰

m/z 631.1671[M-H]–，该离子失去–C19H20O7的碎片

后生成碎片离子m/z 271.0463[M-H]–（路径A），或

失去–C23H26O10碎片生成m/z 169.0136[M-H]–（路径
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图 1 补阳还五汤负离子模式下的基峰离子流图

Figure 1 Base peak ion flow chromatogram of Buyang Huanwu decoction in negative mode
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B）；准分子离子峰m/z 631.1671[M-H]–还可以丢失

一分子H2O生成碎片离子m/z 613.1567[M-H]–（路

径 C ） ，该离子有两种裂解方式 ，一种是丢失

–C10H14O5后生成m/z 399.0936[M-H]–，另一种是先

丢失一分子苯甲酸生成m/z 491.1201[M-H]–，继而

丢失–C10H10O3生成m/z 313.0570[M-H]–。

2.2 补阳还五汤主要成分定量分析结果

结合定性分析结果与色谱峰强度，发现补阳

还五汤中含量较高的八个主要成分分别为芍药

苷、羟基红花黄色素A、没食子酸、阿魏酸、毛蕊异

黄酮苷、芒柄花苷、毛蕊异黄酮、芒柄花素，其含量

测定结果见表1。
2.3 补阳还五汤主要成分定量分析方法学验证

2.3.1 线性关系 八个成分的标准曲线如表2所
示，R2均在0.9990及以上，表明线性关系良好且线

性范围均能满足检测要求。检出限为 0 .18~
4.66 μg/mL， 定量限为0.55~14.11 μg/mL。
2.3.2 专属性 溶剂、八个成分的混合对照品溶

液及供试品溶液的色谱图如图5，八个定量成分在

254 nm的色谱峰分离度均大于1.5，色谱峰分离效

果理想，提取溶剂中不存在干扰峰，表明本研究建

立的检测方法专属性良好。

2.3.3 精密度和稳定性 八个主要成分的重复

性及中间精密度考察结果如表3所示，重复性RSD
为0.9%~4.3%，中间精密度为0.7%~5.0%，表明该

方法精密度良好。稳定性 R SD 除没食子酸

（12.7%）外，其他成分均小于5%，表明八个成分在

储存条件下稳定性良好。

2.3.4 加样回收率 芍药苷、羟基红花黄色素A、

没食子酸、阿魏酸、毛蕊异黄酮苷、芒柄花苷、毛蕊

异黄酮、芒柄花素的平均回收率分别为 98.7%、

101.9%、101.3%、98.8%、98.2%、101.8%、97.2%、

102.6%，其RSD值分别为1.6%、2.1%、1.7%、2.4%、

1.7%、1.6%、2.0%、1.9%，表明方法准确度良好。

3 讨 论

中药所含的化学成分是其发挥药效的基础，

地龙 

红花 

黄芪 

当归 

赤芍 

桃仁

川芎

每个小节点代表一个成分, 每个蓝色大节点表示一味

中药.

图 2 补阳还五汤中178种成分来源维恩图

Figure 2 The source of compositions in the qualitative
results of Buyang Huanwu decoction
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图 3 芒柄花苷的二级质谱图和可能的裂解过程

Figure 3 The mass spectrum and possible fragmentation pathway of ononin
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中药复方的物质基础研究对于揭示临床用药规律

至关重要。中药材来源不一，不同产地的中药在

化学成分组成和有效成分含量上可能差异较大，

且易受运输、储存、加工炮制等过程影响，因此中

药复方的质量控制存在许多困难[29]。面对中药产

品质量评价的问题，建立可靠的成分快速识别和

含量测定方法有助于质控物质的筛选。目前，关

于补阳还五汤成分分析的报道存在鉴定的成分不

够全面、定量分析的指标较少等问题。本研究采

用HPLC-Q-Exactive MS对补阳还五汤中化学成分

进行快速分析，通过条件优化，得到较好的灵敏

度、分离度及较高的质谱响应，定性鉴定出178种
成分。同时对其中八个主要活性成分进行定量分

析，所建立的HPLC-UV含量测定方法灵敏度、准

确度均符合实际需求，可用于补阳还五汤的质量

控制和评价，为其临床应用提供理论依据。

相
对
丰
度

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

m /z

[M-H]–m/z 169.0136

[M-H]–m/z 631.1671
[M-H]–m/z  271.0463

[M-H]–m/z 399.0936 [M-H]–m/z  613.1567

[M-H]–m/z 491.1201
[M-H]–m/z 313.0570

–C H O23 26 10

路径B
–C H O19 20 7

路径A

路
径

C

▶

▶

▶

▶ ▶ ▶
–C H O10 14 5 –Benzoyl –C H O10 10 3

-H
-H

-H

-H
-H

-H -H

HO
HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO
HO

HO
HO

HO

O
OO

O

O
O

OO

O

O

O

O

OH

OH

OH

OH

OH

H

OH

H

OH OH

OH OH
OH

O

O

O
O
O

O
O

O
O

O
OO

O
OO

O

O
O

O
O

O

O
O

OH

OH
H

H

OH

H

H H

–

169.0136
271.0463

313.0570

399.0936

491.1201

613.1567

图 4 没食子酰芍药苷的二级质谱图及可能的裂解过程

Figure 4 The mass spectrum and possible fragmentation pathway of galloylpaeoniflorin
表 1 补阳还五汤中八个主要成分的含量
Table 1 The content of 8 major compositions in Buyang

Huanwu decoction
(mg/g)

成　分 样品1 样品2 样品3
芍药苷 2.636 2.616 2.561
羟基红花黄色素A 1.191 1.196 1.214
没食子酸 0.838 0.835 0.796
阿魏酸 0.345 0.349 0.331
毛蕊异黄酮苷 0.276 0.280 0.283
芒柄花苷 0.266 0.270 0.287
毛蕊异黄酮 0.184 0.186 0.188
芒柄花素 0.042 0.042 0.043
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研究前期考察了不同色谱柱对补阳还五汤成

分的分离效果，包括SunFire C18（4.6 mm×250 mm，

5 μm， 爱尔兰Waters公司）、Hypersil ODS C18
（4 .0 mm×250 mm，5 μm，美国 Agilent公司）、

CAPCELL PAK C18 MGⅡ （4.6 mm×150 mm，3 μm，

日本Osaka Soda公司）等，最终选择CAPCELL PAK
C18 MGⅡ色谱柱，因其具有良好的分离度和重现

性，灵敏度较高，目标分析物峰形较好。为了提高

补阳还五汤成分的提取效率，筛选了水、甲醇、

50%甲醇等不同的提取溶剂，发现用水作为提取

溶剂时没食子酸、羟基红花黄色素A等主要成分

的含量更高且与实际应用更加接近，故选择水作

为提取溶剂。

本研究定性检测结果发现补阳还五汤中主要

化学成分包括黄酮类、皂苷类、单萜糖苷类、酚酸

供试品溶液
混合对照品溶液
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16：没食子酸；41：羟基红花黄色素A； 57：芍药苷；64：阿魏酸；69：毛蕊异黄酮苷；87：芒柄花苷；104：毛蕊异黄酮；133：芒柄花素.

图 5 空白溶剂、混合对照品溶液、补阳还五汤供试品溶液的高效液相色谱图

Figure 5 High performance liquid chromatogram of solvent, mixed reference solution and Buyang Huanwu decoction
solution

表 3 补阳还五汤八个主要成分定量测定方法的精密度
和稳定性

Table 3 Relative standard deviation for the precision and
stability of quantitative determination method of 8
major compositions in Buyang Huanwu decoction

(%)

成　分
精密度

稳定性
重复性 (n=6) 中间精密度(n=12)

芍药苷 3.2 3.6 0.5
羟基红花黄色素A 1.5 3.7 2.2
没食子酸 1.7 2.0 12.7
阿魏酸 1.7 4.2 2.0
毛蕊异黄酮苷 1.6 1.3 1.0
芒柄花苷 1.5 2.8 2.5
毛蕊异黄酮 0.9 0.7 1.0
芒柄花素 4.3 5.0 0.4

表 2 补阳还五汤八个主要成分定量测定方法的线性、检出限和定量限
Table 2 Linearity, limit of detection and limit of quantitation of 8 major compositions in Buyang Huanwu decoction

成　分 回归方程 线性范围(mg/mL) R2 检出限(μg/mL) 定量限(μg/mL)
芍药苷 y = 3339.1x + 169 0.2~1.4 0.9990 4.66 14.11
羟基红花黄色素A y = 16255x–8.7 0.1~0.7 0.9995 1.28 3.88
没食子酸 y = 48823x + 135.14 0.1~0.7 0.9995 1.38 4.19
阿魏酸 y = 42804x + 41.5 0.05~0.35 0.9997 0.55 1.65
毛蕊异黄酮苷 y = 75349x–6.8286 0.02~0.14 0.9995 0.18 0.55
芒柄花苷 y = 38839x + 99.4 0.02~0.14 0.9990 0.45 1.38
毛蕊异黄酮 y = 103824x + 205.49 0.02~0.14 0.9991 0.75 2.28
芒柄花素 y = 143088x + 54.243 0.002~0.014 0.9991 0.19 0.57
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类、有机酸类、氨基酸类、核苷酸类成分。同类成分

具有相似的裂解过程，芒柄花苷和没食子酰芍药苷

是补阳还五汤中含量较高且结构有代表性的成分，

本研究总结了芒柄花苷和没食子酰芍药苷的裂解

规律，可为补阳还五汤中同类成分的快速筛查提供

参考。芍药苷、羟基红花黄色素A和没食子酸在补

阳还五汤提取液中的含量较高，符合药典中赤芍和

红花的含量测定标准，已有许多药理学研究证实了

这三种化合物抗脑缺血的显著药效[30-32]，有望作为

补阳还五汤及相关方剂的质控物质。
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·学术动态·

黄河教授团队与刘明耀教授团队合作采用非病毒定点整合嵌合抗原
受体T细胞治疗复发/难治B细胞淋巴瘤患者获重大突破

浙江大学医学院附属第一医院黄河教授与上海邦耀生物科技有限公司和华东师范大学刘明耀教授团队合作报道了

一种新型嵌合抗原受体（CAR）T细胞制备策略：应用CRISPR/Cas9基因编辑技术精确敲除T淋巴细胞中的PD1位点、定点

插入针对肿瘤细胞的靶向CD19的CAR分子，构建全新的非病毒定点整合CAR-T细胞（PD1-19bbz），并已开展Ⅰ期临床试

验。研究成果以“Non-viral, specifically targeted CAR-T cells achieve high safety and efficacy in B-NHL”（DOI: 10.1038/
s41586-022-05140-y）为题，于2022年8月31日在线发表在《自然》（Nature）。

CAR-T细胞在难治复发恶性血液病治疗中取得突破，但传统CAR-T产品还存在着一些问题：用病毒转染方法制备

CAR-T细胞靶点随机插入导致CAR-T细胞质量良莠不齐；随机插入基因片段有导致肿瘤基因改变的风险；目前的CAR-T
细胞产品对复发/难治淋巴瘤的完全缓解率约为50%，疗效还有待提高；淋巴瘤治疗中由于肿瘤细胞的快速杀灭和细胞因

子释放易导致细胞因子释放综合征和免疫效应细胞相关的神经毒性综合征。CRISPR/Cas9介导的非病毒定点整合CAR-
T细胞技术可以有效解决使用病毒载体带来的几大难题：定点整合可以让每个CAR序列都精确地插入到基因组的特定位

点，能避免随机插入导致的致瘤风险，最大程度保证了CAR-T产品的安全性和有效性；只需一步制备，即可同时实现CAR
的持续性表达和T细胞内源基因的调控，大大缩短了整个CAR-T产品的制备时间，得以让更多患者受益；另外，使用非病

毒生产工艺还可以极大降低高昂成本。

研究者使用同源臂长度为800 bp的线性双链DNA作为模板，通过同源介导修复机制获得最多数量的CAR整合细胞；

PD1-19bbz CAR-T细胞在PD-L1高表达和低表达的肿瘤细胞中都显示出强大、持久的杀伤效果，小鼠存活率也显著提高。

临床研究表明，在接受治疗的患者中未观察到CAR-T治疗相关的神经毒性和2级以上细胞因子释放综合征，可见PD1-
19bbz CAR-T细胞的临床安全性较好。通过聚合酶链反应技术和流式细胞术发现，PD1-19bbz CAR-T细胞在患者体内可

快速扩增并长时间维持。在复发/难治B细胞淋巴瘤患者中，客观缓解率高达100%，完全缓解率达87.5%。单细胞测序研

究结果表明，PD1-19bbz CAR-T细胞产品中存在高比例的记忆性T细胞，体内PD1-19bbz CAR-T细胞具有更强的杀伤肿瘤

作用，长期存续的CAR-T细胞具有记忆性细胞的特征。该研究全面阐明了非病毒PD1定点整合CAR-T细胞优越的临床疗

效背后的作用机制。

这项工作的成功意味着全新CAR-T细胞技术平台的建立，也是迄今为止全球CAR-T细胞治疗难治复发淋巴瘤患者

获得高缓解率和低毒副作用的最好临床结果。

华东师范大学张楫钦副研究员、浙江大学医学院附属第一医院胡永仙主任医师和华东师范大学杨佳璇硕士研究生

为论文的共同第一作者。研究工作得到国家自然科学基金和浙江省重点研发计划等资助。
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