
近年来，肿瘤免疫学基础研究和生物技术研究

进展突进，为肿瘤免疫药物的研发提供了深厚的知

识沉淀和技术储备，促使肿瘤细胞免疫治疗出现爆

发式增长，成为与手术、化疗和放疗并驾齐驱的第

4种肿瘤治疗方法。截至 2019年 5月，全球共有细

胞疗法 1 011 项，其中 CAR⁃T 疗法有 568 项，占

56.2%，尤其是CAR⁃T细胞治疗血液肿瘤，取得了举

世瞩目的临床疗效。但在实体瘤治疗方面，由于存

在免疫抑制微环境、实体瘤靶点多数在正常组织也

有表达等因素，CAR⁃T细胞还未显示出明显的临床

疗效。国内外针对CAR⁃T细胞治疗实体瘤进行了

多方位的研究探索，取得了一些进展。本文就实体

瘤治疗方面CAR⁃T细胞技术的研究进展和未来发

展趋势进行评述。

1 通用细胞因子介导杀伤的重定向T细胞

在二代或三代CAR⁃T细胞的基础上，整合白介

素（interleukin，IL）⁃12，这种CAR⁃T细胞被称为通用

细胞因子介导杀伤的重定向 T细胞（T cell redirect⁃
ed for universal cytokine⁃mediated killing，TRUCK），

即第四代CAR⁃T细胞。TRUCK可增强 T细胞的活

化能力，杀灭抗原阳性癌细胞，也可以吸引并激活

先天性免疫细胞，进而消灭抗原阴性癌细胞。

TRUCK不但可以用于实体瘤治疗，还可以用于病毒

感染、代谢病与自身免疫病等领域。TRUCK的研发

将使CAR⁃T细胞的应用范围大大扩展。

研究发现，趋化因子 IL⁃7在促进T细胞增殖的

同时还能维持T细胞的稳定，CCL19具有募集外周
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T细胞及树突状细胞进入淋巴组织的作用，所以在

此基础上可制备整合趋化因子表达 CAR⁃T细胞。

有学者将 IL⁃7和 CCL19基因转入 CAR⁃T细胞，制

备了 7×19 CAR⁃T细胞，希望在消灭肿瘤细胞的同

时，能够招募更多的T细胞以及树突状细胞进入肿

瘤组织，显著增强 CAR⁃T细胞的杀伤能力。实验

结果表明，应用 7×19 CAR⁃T细胞治疗接种实体瘤

的小鼠，其存活率接近 100%，且在 140 d观察期内

没有出现肿瘤复发的迹象，而应用常规 CAR⁃T细

胞治疗的小鼠存活率仅有 30%［1］。

2 通用型CAR⁃T细胞

尽管CAR⁃T细胞疗法拥有诸多优势，但其高度

个性化的特质使其不便于生产管理和进行大规模

临床应用，且治疗成本高昂。因此，第五代CAR⁃T
细胞即通用型CAR⁃T细胞的研发成为CAR⁃T细胞

治疗领域的必然趋势。

从健康捐献者获得 T细胞，敲除 T细胞的人类

白细胞抗原（human leukocyte antigen，HLA）基因及

T细胞受体（T cell receptor，TCR）基因，避免宿主对

输注的CAR⁃T细胞产生免疫排斥（或移植物抗宿主

病），即通用型CAR⁃T细胞，理论上可用于多个患者

的临床治疗［2-4］。美国 FDA已批准了 Servier、Pfizer
和 Cellectis 公司联合申请的通用型 CAR⁃T 疗法

UCART19 的研究性新药（investigational new drug，
IND）资格，可在美国进入临床研究，用于治疗复发/
难治性急性淋巴细胞白血病。

通用型CAR⁃T本质上是一种同种异体CAR⁃T
细胞疗法，将来的目标是研发出针对实体瘤的通用

型CAR⁃T细胞，只有实现这一目标，CAR⁃T细胞才

能从小众产品转变为大众产品，以便更好地用于恶

性肿瘤的临床治疗。

3 非病毒载体CAR⁃T细胞

有望探索一种制造CAR⁃T细胞的非病毒方法，

即基于转座子/转座酶的睡美人（sleeping beauty）系

统，使用电穿孔技术将DNA质粒中的基因转移到T
细胞。DNA质粒比目前制备CAR⁃T细胞所用的慢

病毒载体更方便，成本更低，而且睡美人系统可以

即时改造T细胞，而不需要等待慢病毒载体改造的

T细胞在培养瓶中生长。

4 SynNotch技术

Lim教授研发了一种 SynNotch技术。SynNotch

是一种合成的Notch受体，通过基因工程技术可在T
细胞表面永久性表达，其膜外结构也是抗体片段，

可识别并结合抗原A。A的结合引起SynNotch膜内

肽链被裂解，释放出连接的转录因子。转录因子进

入细胞核，特异性启动第 2个CAR的转录。第 2个
CAR表达后插入细胞膜，如果遇到第2个抗原B，则
会进一步激活下游信号，杀伤肿瘤细胞。SynNotch
技术使得CAR⁃T细胞只有在肿瘤细胞表达2种抗原

A和B的情况下，才会被激活杀伤肿瘤细胞［5-6］。动

物实验结果表明，小鼠左侧接种单抗原肿瘤，右侧

接种双抗原肿瘤，静脉注射人源SynNotch CAR⁃T 细

胞只对双抗原肿瘤有疗效［5］。

由于实体瘤的异质性，很少有实体瘤仅依靠一

个表面抗原就能被区分。 SynNotch CAR⁃T细胞的

优势是能够更精准地杀灭表达 2种抗原的肿瘤细

胞，而不伤害患者体内健康细胞或只表达 1种抗原

的组织。因此，识别双靶点的SynNotch CAR⁃T细胞

除可以减少不良反应外，还可以扩展CAR⁃T细胞的

靶向空间［5］。

5 SUPRA CAR技术

在SUPRA CAR系统中，CAR蛋白被分拆为2个
蛋白：zipCAR和 zipFv。 zipCAR是跨膜蛋白，其胞

外结构是一个亮氨酸拉链；zipFv是一个融合 scFv，
装有同源亮氨酸拉链，可与 zipCAR上的亮氨酸拉链

互补结合。其治疗模式是细胞治疗加蛋白治疗。

针对不同的肿瘤，只需一种 zipCAR⁃T细胞，但需要

更换不同的 zipFv。实验结果表明，单独输入 RR
zipCAR⁃T细胞并不能降低肿瘤负荷，只有同时输入

EE zipFv蛋白后，RR zipCAR T + EE zipFv（RR zip与
EE zip互补）才能有效抑制肿瘤，降低肿瘤负荷［7］。

SUPRA CAR系统将 CAR⁃T细胞模块化，给肿瘤临

床治疗带来了更大的灵活性。

6 可调控型CAR⁃T细胞

由于肿瘤组织的异质性，虽然肿瘤靶点分子在

肿瘤细胞高表达，但在其他一些正常组织细胞也有

低表达，CAR⁃T细胞在杀伤肿瘤细胞的同时，也会

损伤正常组织细胞。如果给CAR⁃T细胞安装一个

“调控开关”，降低CAR⁃T细胞对低表达非肿瘤组织

细胞的损伤，可以提高CAR⁃T细胞治疗的安全性。

CAR⁃T细胞的调控开关为一个基于抗体的双

功能开关，它由一个靶向肿瘤特异抗原的抗体Fab
段和一个新抗原肽组成。而CAR则设计为针对新
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抗原肽可调控的 CAR结构，称之为可调控型 CAR
（switchable CAR，sCAR）。新抗原肽来源于酵母转

录因子GCN4中的14⁃aa PNE序列，该序列不会出现

在人类蛋白质中，因此可与 sCAR形成唯一的配对

关系。有望通过这种设计来调控CAR⁃T细胞的活

性、归巢行为以及细胞因子分泌，以降低可能存在

的不良反应。

Raj等［8-9］设计了可调控靶向人类表皮生长因子

受 体 2（human epidermal growth factor receptor 2，
HER2）的CAR⁃T细胞来治疗胰腺导管腺癌。HER2
虽然在胰腺癌组织高表达，但是在肺和其他一些组

织细胞也有低表达，调控开关的存在可以降低CAR⁃
T细胞对低表达HER2的非肿瘤组织的损伤，提高

CAR⁃T细胞治疗的安全性。体内外试验研究表明，

HER2 sCAR⁃T细胞有较高的杀伤能力，只有在加入

带有PNE标签的抗HER2 Fab开关，sCAR⁃T细胞才

能被激活发挥杀伤胰腺癌细胞的作用。

7 双特异性CAR⁃T细胞

实体瘤肿瘤微环境的免疫负调控因素可抑制

CAR⁃T细胞对肿瘤细胞的杀伤作用，如程序性死亡

因 子 1 及 其 配 体（programmed death factor 1/pro⁃
grammed death factor ligand 1，PD⁃1/PD⁃L1）负调控信

号通路，这也是CAR⁃T细胞治疗实体瘤疗效不佳的

原因之一。因此，制备针对肿瘤靶点和PD⁃1或PD⁃
L1的双特异性CAR⁃T细胞，阻断PD⁃1和PD⁃L1的结

合，有望提高CAR⁃T细胞对实体瘤的杀伤作用。国

内有学者制备了双特异性 Trop2/PD⁃L1 CAR⁃T细

胞，分别识别肿瘤细胞表面的Trop2和PD⁃L1，用于

杀伤Trop2表达阳性的胃癌细胞。体内外实验结果

表明，双特异性 Trop2/PD⁃L1 CAR⁃T细胞对胃癌细

胞具有较强的杀伤能力，瘤内注射可显著抑制肿瘤

生长［10］。研究结果还表明，双特异性 Trop2/PD⁃L1
CAR⁃T细胞组的细胞因子γ干扰素（interferon γ，IFN
⁃γ）和 IL⁃2水平明显高于对照组。提示双特异性

Trop2/PD⁃L1 CAR⁃T细胞通过阻断肿瘤微环境PD⁃1/
PD⁃L1负调控信号通路，从而增强了CAR⁃T细胞对

实体瘤的杀伤作用［10］。

8 缩短CAR⁃T细胞的制备时间

目前，CAR⁃T细胞的制备是一个耗时的过程，

从 T细胞采集到 CAR⁃T细胞输注大概需要 2周左

右，在一定程度上影响了CAR⁃T细胞的临床应用。

可尝试将 IL⁃15整合在T细胞膜上，这种称为膜结合

IL⁃15（mbIL⁃15）可以促使T细胞快速重新编程，促进

T细胞增殖，可在2 d或更短的时间内进行回输［11］。通

过提供重组的mbIL⁃15，CAR⁃T细胞可以避免依赖

该细胞因子的天然产生来发挥功能，从而缩短CAR⁃
T从基因转染到输注的时间。

9 CAR⁃T细胞自动化生产

随着CAR⁃T细胞疗法进入临床治疗，一个重要

的发展趋势是通过自动化生产来提高CAR⁃T细胞

的制备效率，同时可以制备多个患者的 CAR⁃T细

胞。自动化不仅是用机器人取代人，而且是自动化

数据采集，并利用这些信息将样本移动到下一个流

程步骤。Miltenyi Biotec公司生产的符合cGMP标准

的仪器CliniMACS Prodigy，可以使用自动化工作流

程生产CAR⁃T细胞。该仪器是一个封闭系统，通过

消除多个设备之间不必要的操作员转移来降低污

染风险，大大提高了CAR⁃T细胞的制备效率。

10 展望

打造下一代2.0 CAR⁃T细胞，其目标是更高效、

更优化、更安全，未来将在以下方面有所创新：①考

虑到实体瘤的高度异质性，可联合应用针对多个靶

点的 CAR⁃T 细胞，可称为“Cocktail CAR⁃T细胞”。

Cocktail CAR⁃T细胞的应用有望提高实体瘤的疗效；

②可借鉴系统生物学/合成生物学的理论，改造CAR⁃
T细胞，引入传感器、逻辑门、逻辑电路等概念，把

CAR⁃T细胞打造成一个机器人或智能系统；③除恶性

肿瘤以外，CAR⁃T细胞在其他疾病的治疗领域也显示

了一定的潜力，可用于治疗一些现在还没有特效治疗

方法的感染性疾病，如艾滋病、肝炎、疟疾等。
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