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摘要：近年来，工程化 T 细胞治疗在肿瘤免疫治疗领域取得了重大进展。工程化 T 细胞治疗主要包括 T 细胞受体

基因工程 T 细胞 （T-cell receptor-engineered T cell， TCR-T） 疗法和嵌合抗原受体 T 细胞 （chimeric antigen receptor 
T cell， CAR-T） 疗法，其中，CAR-T 疗法在恶性血液肿瘤中展现出了巨大的潜力和应用价值，而 TCR-T 疗法则

在部分实体瘤中呈现出了较好的治疗效果。然而，针对大部分肿瘤，特别是实体肿瘤，当前工程化 T 细胞疗法还

存在效率低、安全性不足等问题。通过合成生物学手段使工程化 T 细胞克服当前限制，将为研制更安全、高效的

工程化 T 细胞带来新的机遇。本文将从工程化 T 细胞的结构和信号激活、靶点选择、亲和力优化、安全性改造以

及基因编辑改造等方面综述工程化 T 细胞的合成生物学改造策略，并探讨这些优化措施在肿瘤免疫治疗应用中的

最新进展。
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Abstract: In recent years, engineering T cell therapy has made great progress in tumor immunotherapy, which mainly 

includes T-cell receptor-engineered T cell (TCR-T) therapy and chimeric antigen receptor T cell (CAR-T) therapy. Due 

to their structure difference, TCR-T and CAR-T cells show different characteristics in signal activation and antigen 

recognition. CAR has scFv derived from antibody, containing CD3ζ and costimulatory domain(s), making engineered 

CAR able to recognize specific tumor associated antigens. Therefore, CAR has an ability to bind unprocessed tumor 

surface antigens without MHC processing, while TCR engages with both tumor intracellular and surface antigens 
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embedded in MHC. While CAR-T cell therapy has demonstrated a significant clinical effect against malignant blood 

tumors, TCR-T cell therapies have been tested in hematological and solid tumors. Even though clinical results are 

encouraging for both approaches, several major challenges have been identified, including: target antigen selection 

such as less tumor toxicity and antigen escape, T cell homing to the tumor, T cell infiltration into the tumor, T cell 

persistence, and local immunosuppression in the tumor microenvironment. Synthetic biology technologies have 

enabled flexible reprogramming of engineered T cells to overcome the aforementioned limitations, bringing new 

opportunities for improving their safety and effectiveness, but the choice of a suitable target antigen is still a key for 

success. Moreover, improved preclinical TCR/CAR screening is likely to enhance the safety of engineered T cell 

therapies, and additional T cell engineering to further enhance engineered T cells at various levels has generated 

promising results, including: (1) modulation of affinity, (2) safety control elements, and (3) targeting TME components. 

Future developments will likely harness combinatorial strategies to overcome challenges posed by the tumors. In this 

article, we address structure and signal activation, target selection, affinity optimization, safety modification and gene 

editing strategies for engineered T cells, and also review the potential synthetic biological approaches and latest 

progress of engineered T cell therapy in the application of tumor immunotherapy.

Keywords: synthetic biology; engineering T cell therapy; TCR-T; CAR-T; tumor immunotherapy

工程化T细胞疗法起源于过继性细胞（adoptive 

cell transfer， ACT）疗法。最早的 ACT 疗法是

20世纪80年代由Rosenberg团队［1］开发，从患者的肿

瘤原发灶获取肿瘤浸润淋巴细胞（tumor infiltrating 

lymphocyte， TIL），培养后回输治疗转移性黑色

素瘤并取得了成功。然而，TIL疗法并未得到广泛

应用，首先是由于TIL中大部分为不识别肿瘤抗原

的旁观者 T 细胞，只有少部分为肿瘤抗原特异性

T细胞，因此TIL细胞只有经过上千倍的体外扩增

培养，回输治疗才能产生较好的治疗效果。此外，目

前TIL疗法主要集中在黑色素瘤中，因为黑色素瘤中

的TIL含量较高，而在实际操作中大部分肿瘤无法成

功培养TIL，因此目前TIL治疗存在极大的技术瓶颈

和应用限制。随着基因工程技术和合成生物学等学科

的发展，当前ACT的研究方向逐渐转向具有肿瘤抗

原特异性的基因工程T细胞，主要包括T细胞受体工

程T细胞（T-cell receptor-engineered T cell， TCR-T）

疗法和嵌合抗原受体 T 细胞（chimeric antigen 
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receptor T cell， CAR-T）疗法。

合成生物学以工程化的策略为指导思想，以

DNA合成技术为基础，有目的地设计合成标准化

的生物元件，构建特定的基因回路，再组装成集

成系统，最后形成具有特定功能的生命系统。工

程化T细胞通过体外合成特异的能够识别肿瘤抗原

的TCR或CAR基因序列，借助病毒载体系统转导

入原代T细胞，构建工程化T细胞，大量扩增后回

输至患者体内，发挥抗肿瘤效果并达到治疗目的。

TCR 通常来源于经筛选能够特异性识别肿瘤抗原

的天然TCR，或经基因修饰后对靶抗原亲和力增强

的天然TCR；而CAR是一种合成嵌合受体，由抗体

的单链可变片段（single chain variable fragment， 

scFv）和 T 细胞信号结构域组成。由于 TCR 和

CAR结构的差异，TCR-T和CAR-T细胞在信号激

活传导和抗原识别方面均表现出不同的特征［2］：

TCR-T细胞的激活依赖于MHC分子介导的抗原呈

递，因此能够识别细胞内和细胞表面的抗原；而

CAR-T细胞删减了MHC抗原递呈的元件，只能识

别呈现在细胞表面的抗原。

目前，CAR-T疗法在恶性血液肿瘤治疗方面取

得了显著的进展［3］，特别是靶向CD19的CAR-T细

胞疗法对急性淋巴细胞白血病（acute lymphoblastic 

leukemia， ALL）和非霍奇金淋巴瘤（non-Hodgkin 

lymphoma， NHL）均表现出较好的临床效果［4-5］。

截至 2022 年 6 月，FDA 已批准 6 款 CAR-T 产品用

于不同的血液恶性肿瘤，分别是诺华的 Kymriah、

吉利德/KitePharma的 Yescarta和 Tecartus、BMS 的

Breyanzi和Abecma、传奇生物的Carvykti；中国目

前有 2 款 CAR-T 产品实现商业化，分别为复星凯

特阿基仑赛注射液（吉利德/KitePharma授权Yescarta

本地化生产）和药明巨诺的瑞基奥仑赛注射液［6］。

但是，一直以来，CAR-T细胞治疗实体肿瘤的临

床效果不佳，主要原因包括：①肿瘤抗原的选择。

现在已发现的CE2、HER2等靶点都有脱靶效应的

风险，研究更具特异性的靶点是未来的研究重点。

②CAR-T细胞难以归巢到肿瘤部位。CAR-T细胞

要杀伤肿瘤细胞，需要穿过细胞外基质，再克服

免疫抑制微环境，当CAR-T细胞到达肿瘤部位时，

数量和活性已经减低。为了提高CAR-T细胞的归

巢能力，可使CAR-T细胞高表达肝素酶等。③肿

瘤高度免疫抑制微环境。肿瘤细胞能够利用肿瘤抗原

缺失、共刺激信号异常、肿瘤分泌的免疫抑制因子

（IL-10、TGF-β、IL-33等）以及肿瘤微环境中各种

免疫抑制性细胞等多种途径抑制免疫细胞的活性。因

此，过继转移的CAR-T细胞需要克服免疫抑制，以

提供最佳的抗肿瘤反应［2，7］。④肿瘤细胞的异质性。

实体瘤是一群异质性的肿瘤细胞，不同突变肿瘤细胞

上的靶点不一样，单一靶点的CAR-T很难杀光全部

肿瘤细胞，需通过多靶向的CAR-T细胞解决［8］。

不同于 CAR-T 细胞只识别表面抗原，TCR-T

细胞可以识别所有能被MHC呈递的抗原，包括细

胞内和细胞表面的抗原，尤其是肿瘤细胞突变产

生的新抗原，这个特征使得 TCR-T治疗实体肿瘤

更具优势。在各种肿瘤抗原中，癌症/睾丸抗原

NY-ESO-1是TCR-T细胞疗法最常见的靶点，因为

它具有高度免疫原性，在多种肿瘤类型中广泛表

达，包括滑膜肉瘤、乳腺癌、膀胱癌、前列腺癌、

黑色素瘤、NSCLC、肝细胞癌以及卵巢癌等［9-10］。

尽管NY-ESO-1特异性TCR-T细胞治疗在包括滑膜

肉瘤在内的某些病例中表现出持久的抗肿瘤反应，

但大多数实体瘤患者仍然不能从 TCR-T治疗中获

益［11］，主要原因包括：①缺乏真正特异、稳定和

同质表达模式的肿瘤细胞靶抗原，包括NY-ESO-1

在内的肿瘤相关抗原（tumor associated antigen， 

TAA）不止在肿瘤组织中表达，还在部分正常组

织中表达，会导致非肿瘤靶向毒性，因此使用肿

瘤组织特异的肿瘤特异性抗原（tumor specific 

antigen， TSA）在疗效和安全性上更具优势。②由

于TCR对抗原识别的MHC限制性，患者既要表达

靶向抗原，还要表达相应的MHC分子，才能进行

治疗。这使得适合 TCR-T细胞治疗的患者数量大

大减少。③TCR-T和 CAR-T一样需要面对高度免

疫抑制的肿瘤微环境问题。

在本综述中，基于 TCR-T和 CAR-T细胞疗法

的结构和功能差异，以及上述提到的 TCR-T 和

CAR-T细胞在实体瘤应用方面的反应率低和安全性

差等问题，讨论了目前已开发的多种方法，包括：

靶点选择，亲和力优化，以及装载免疫检查点分子、

细胞因子、趋化因子等基因工程策略。这些方法可

提高抗肿瘤效率并减少全身不良事件，使得基因工

程T细胞可以更有效地在实体瘤中工作。
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1 工程化T细胞的结构和信号激活

工程化 T细胞是通过体外合成的 TCR或 CAR

转导入原代T细胞构建而成的。TCR通常来源于经

工程化改造的天然TCR，而CAR是一种合成嵌合

受体，CAR-T细胞和 TCR-T细胞最大的区别在于

前者不受MHC限制，只要 scFv与靶抗原结合即可

激活T细胞功能。

1.1 TCR 的基本结构和 TCR-T 细胞的信号激活

T细胞通过细胞膜表面的TCR识别抗原和传递

免疫应答信号。TCR由TCR α链和 β链组成异二聚

体，其胞外结构包含可变区和恒定区。可变区与

靶细胞上的抗原肽 - 主要组织相容性复合物

（peptide-major histocompatibility complex， pMHC）

结合使T细胞识别特异性的靶抗原。TCR的跨膜区

与 CD3 链（γ，δ，ε，ζ）结合形成功能性的 TCR

复合物（图 1）。初始 T细胞膜表面的 TCR与抗原

提呈细胞（antigen presenting cells， APC）表面的

同源 pMHC结合，完成抗原识别过程，这是启动T

细胞活化的第一信号，此外，必须有共刺激分子

提供的协同刺激信号（第二信号），T细胞才能被

激活。在共刺激信号的帮助下，许多基因包括编

码 IL-2的基因开始转录激活，促进获得抗原识别

信号的 T 细胞进一步进入增殖分化阶段（第三信

号）［12-13］（图 1）。第一和第二信号是T细胞活化所

必需的，共刺激信号相当于“信号扩增器”，可以

降低与 pMHC结合的TCR必要量，使得TCR在少

量抗原的刺激下实现级联激活。肿瘤细胞大多缺

乏提供共刺激信号的能力，甚至大量表达共抑制

分子与 T 细胞上的受体竞争性结合，实现免疫逃

逸［14］。当前TCR-T细胞治疗的一个关键难点就是

如何克服肿瘤免疫抑制性微环境，保证 TCR-T细

胞在肿瘤中有效存活并发挥抗肿瘤效应。

1.2 CAR 的基本结构和 CAR-T 细胞的信号激活

CAR是模块化合成受体，在 TCR的基础上对

T细胞激活信号进行了简化，不再依赖MHC的抗

原递呈。CAR主要由胞外结构域、跨膜结构域和

胞内结构域这三个功能域构成［15］。胞外结构域主

要包括 scFv和铰链区，其中 scFv是CAR特异性结

合肿瘤抗原的基础，由单克隆抗体的轻链和重链

通过多肽连接而成。目前临床上主要针对肿瘤相

关抗原（如 CD19、CD20、CD22、CD30、CD33、

BCMA等靶点）来开发CAR结构［16］。铰链区连接

scFv 和跨膜结构域，铰链区的长度取决于靶细胞

抗原表位的位置及暴露程度。跨膜结构域将 CAR

的胞外与胞内结构域连接，常用的跨膜结构域来

图图1　TCR复合物以及T细胞激活信号

Fig. 1　TCR complex and T cell activation
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源于CD4、CD8α、CD28和CD3ζ。胞内结构域由共

刺激域和信号转导结构域构成，共刺激域通常来自

CD28受体家族（CD28、ICOS）或肿瘤坏死因子受

体家族（4-1BB、OX40、CD27），可协同共刺激分

子和细胞内信号的双重活化，使T细胞持续增殖并

释放细胞因子，提高T细胞的抗肿瘤能力。信号转

导结构域通常为T细胞受体TCR/CD3ζ链或免疫球

蛋白Fc受体FcεRIγ链，含有免疫受体酪氨酸激活活

化基序（immunoreceptor tyrosine-based activation 

motif，ITAM），发挥T细胞信号转导功能［17］。

第一代CAR分子的信号通路结构域中仅含有

CD3ζ信号，T细胞不能充分活化，导致其应用效

果不佳。在此基础上学者们对CAR分子的结构做

了进一步的改进，引入一个或两个协同共刺激分

子，分别形成了二代和三代CAR分子。近年来又

演化出了四代CAR分子，除传统CAR分子元件之

外还引入了能够诱发T细胞分泌细胞因子或者表达

自杀基因的结构。另外，基因编辑敲除TCR α链和

β 链的通用型 CAR-T 细胞避免了移植物抗宿主病

（graft-versus-host disease， GVHD）的发生，将进

一步促进CAR-T的规模化生产和治疗，目前正处于

研发阶段，被称之为第五代CAR-T技术（图2）。

2 工程化T细胞靶点的选择

作为一种人工合成分子，CAR嵌合了多个特

殊的结构域，已经能实现强大的信号转导功能，

在识别抗原时不需要MHC的参与。但实际上，只

有不到 10%的抗原蛋白会在细胞表面表达，因此，

CAR-T 的抗原选择范围有限。相反的，TCR-T 识

别 pMHC 复合物，不受表面抗原限制，不仅能够

靶向细胞表面蛋白，还可以靶向胞内蛋白质，靶

点选择范围更为广泛。

2.1 TCR-T 细胞靶点的选择

高效的 TCR筛选及靶点选择是这个领域共同

的挑战［18］。人类肿瘤抗原主要分为两大类：肿瘤

相关抗原TAAs（癌-睾丸抗原、过表达抗原、分化

抗原等），以及肿瘤特异性抗原 TSAs（肿瘤新抗

原、肿瘤病毒抗原等）［18-21］。虽然TCR-T可以针对

所有肿瘤抗原，但目前已证明安全有效的靶点仍

然非常有限。

大部分 TCR-T 临床试验针对的靶点是 TAAs

（包括 NY-ESO-1、MAGE、MART-1、 gp100 等）

和肿瘤相关病毒抗原（包括 HPV-16 E6、EBV

等）［22-25］。然而，TAAs不仅在肿瘤中高表达，在部

分正常组织中也会有表达，因此无法避免靶向

TAAs的TCR-T细胞对正常组织的毒副作用［26］。靶

向CEA、MAGE-A3的TCR-T临床试验均出现患者

死亡的情况，最终由于严重的不良反应导致试验

被迫终止［24，27］。而来源于肿瘤细胞随机突变的

TSAs 则具有更高的免疫原性和肿瘤组织特异性，

因此靶向TSAs在疗效和安全性上更具优势。但是

每个患者肿瘤细胞产生的突变各不相同，靶向

TSAs 的 TCR-T 只能进行个性化治疗，而传统的

TCR-T 细胞研制流程周期长、效率低，不适用于

个性化治疗。本团队从鉴定肿瘤抗原特异性T细胞

图图2　CAR的结构以及发展过程

Fig. 2　CAR structure and develoment process
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的分子标志物出发，实现了从肿瘤组织中准确分

离肿瘤抗原特异性T细胞，并快速克隆其TCR，建

立了不依赖于靶抗原鉴定的个性化 TCR-T技术平

台，并开展了 IIT（investigator intitate trial）临床

试验（NCT03891706），有望为大部分实体肿瘤患

者提供疗效更好、安全性更高的个性化 TCR-T细

胞治疗［26］。

2.2 CAR-T 细胞靶点的选择

CAR-T细胞在血液肿瘤中的成功，与CD19靶

点的选择密不可分。然而，CAR-T细胞疗法并不限

于 CD19靶点，B细胞成熟抗原（B-cell maturation 

antigen， BCMA）就是另一个在血液肿瘤中获得

成功的靶点。基于BCMA的CAR-T细胞疗法（施

贵宝和 Bluebird 共同研发的 CAR-T 细胞治疗产品

Abecma®）于2021年正式被FDA批准上市，用于治

疗之前至少接受过 3种治疗（免疫调节剂、蛋白酶

体抑制剂和抗CD38抗体）的复发或难治性多发性

骨髓瘤（multiple myeloma， MM）成人患者［28］。

越来越多的临床试验开始尝试将CAR-T细胞疗

法用于实体瘤，靶点的选择仍然是关键。CAR-T与

靶抗原的高亲和力使得其安全风险增高。传统的

抗体药物针对的靶点只具备肿瘤特异性，而缺乏

肿瘤专一性，因此不适用于CAR-T细胞治疗。由

于肿瘤细胞来自正常细胞，很难找到只在肿瘤细

胞表达而在正常细胞完全不表达的靶点。目前常见

的 CAR-T 实体瘤靶点包括 CEA［29］、MUC-1［30］、

EGFRvⅢ［31］和 Claudin 18.2［32］等。EGFRvⅢ是一

种肿瘤特异性的突变蛋白，虽然正常细胞不表达，但

表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor， 

EGFR）与 EGFRvⅢ的交叉活性反应不能完全避

免。提高安全性的主要策略是筛选对 EGFRvⅢ高

亲和力同时对 EGFR 低亲和力的 scFv［31］。Claudin 

18.2在所有胃癌患者中的阳性率可以达到近 60%，

靶向它的CAR-T具有更广泛的应用前景，因此大

量的临床试验正在开展中［32］。

此外，由于 CAR-T只能识别表面抗原，在实

体瘤治疗过程中，极易发生耐药，主要包括以下

几个方面：靶抗原丢失（指CAR分子从肿瘤细胞

上移除目标抗原，并将其内化，使得肿瘤细胞上

的抗原密度降低）；靶抗原的基因突变导致靶标不

能被有效识别；靶抗原表位被遮蔽。为了防止发

生耐药，可以设计多靶向的CAR分子来增强CAR-

T 细胞靶向实体肿瘤的特异性，也可以尝试提高

scFv与靶抗原的亲和力，可能有助于 CAR-T细胞

识别低密度的靶抗原，但同时有产生更强烈的细

胞因子风暴的风险［33］。

3 工程化T细胞的亲和力优化

CAR-T 和 TCR-T 的不同原理，使得二者对抗

原的亲和力及敏感性也有所不同。CAR-T在结合

抗原方面比 TCR-T亲和力更高。而在抗原敏感性

方面，TCR-T更胜一筹。综合考虑CAR-T和TCR-

T的不同毒副作用，在对二者亲和力的优化上也遵

循不同的策略。

3.1 TCR-T 细胞亲和力的优化

TCR 亲和力是指在细胞非依赖性条件下 TCR

对同源 pMHC的物理结合强度［34］。与靶向病毒或

新抗原的TCR相比，经过胸腺选择的天然TCR通

常对自身 TAA 具有较低亲和力，亲和力处于 1～

100 μmol/L 的 TCR 会被胸腺筛选并留下来［35-36］。

靶向 TAA 的低亲和力 TCR 显示出更安全的特性，

但其抗肿瘤反应较弱［37-39］。此外，肿瘤细胞通过下

调细胞表面MHC的表达进一步影响这种低亲和力

TCR-T细胞的抗肿瘤效果。增强 TCR对靶抗原的

亲和力是提高 TCR-T 细胞识别 TAA 的方法之

一［35］。几项研究测试了 TCR 亲和力的最大阈值，

以及相应的抗肿瘤免疫反应，显示 TCR 在 Kd 5～

10 μmol/L时抗肿瘤效果最佳［40-41］。进一步提高阈

值（Kd < 1 μmol/L）并不能增强T细胞功能，而超

生 理 的 TCR 亲 和 力 可 能 导 致 严 重 的 不 良 反

应［24，27］，据报道，使用 MAGE-A3 TCR-T 细胞治

疗的患者曾出现致命的心脏毒性［24］，表明开发新

的 TCR-T细胞需要考虑最佳亲和力，受体亲和力

能够决定TCR-T细胞治疗的安全性和有效性。

TCR 亲和力可以通过工程化修饰 TCR 与同源

pMHC结合的互补决定区（complementary determining 

region， CDR）来调节。已开发多种方法来筛选高
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亲和力 TCR，包括酵母或噬菌体展示［42-44］、计算

建模［45-46］以及实验与算法相结合［47］。但是，修改

特定 TCR的 pMHC结合区可能导致对自身抗原的

严重的交叉反应，并可能导致出现对患者致命的

毒性［24，48］。因此，已经开发了新的更严格的临床

前筛选算法以及更多的临床前试验验证，以规避

工程 TCR在亲和力优化过程中产生的潜在脱靶毒

性［49］。有研究表明，在TCR可变区域的非抗原识

别位点上改变 3个氨基酸可以更安全地改善TCR-T

细胞的功能，经过该修饰的 TCR-T 细胞具有更强

的增殖能力、细胞因子产生以及细胞毒性，同时将触

发TCR-T细胞激活的肽浓度降低了3000倍。小鼠过

继治疗试验表明，修饰的TCR比野生型TCR可更

有效地控制肿瘤生长［50］。此外，在TCR-T细胞上

过表达特异性黏附分子有可能增强T细胞与靶细胞

的相互作用。例如，在黑色素瘤荷瘤小鼠中，过

表达CD62L的小鼠 TCR-T细胞具有更强更持久的

抗肿瘤功能［51］。内源性TCR与工程化TCR竞争有

限的 CD3信号链会降低工程化 TCR-T的功能，而

将 4条CD3链与转基因TCR一起转导可提高TCR-

T细胞的亲和力［52］。

3.2 CAR-T 细胞亲和力的优化

CAR 的抗原结合域由源自抗体的 scFv 组成，

比天然TCR具有更高的亲和力（KD值为1 nmol/L～

1 μmol/L）。在最佳条件下，CAR识别靶抗原的能

力是 TCR 的 100 倍［53-55］。CAR 的亲和力与功能之

间的关系尚未完全确定，一味地提高亲和力可能

导致严重的不良反应。最近的研究发现，简单地

修改CAR-T中 scFv的亲和力可以有效降低CAR-T

的非肿瘤靶向毒性，同时保持其杀伤能力［56-58］。这

为优化CAR-T细胞以克服非肿瘤靶向毒性提供了

一种重要的思路。

作为研究最多的 TAA之一，人表皮生长因子

受体 2（human epidermal growth factor receptor 2， 

HER2）在许多肿瘤中过表达，包括乳腺癌、卵巢

癌和多发性胶质母细胞瘤［56，59］。赫赛汀（曲妥珠

单抗）是一种特异性结合HER2的单抗，已被批准

用于治疗早期HER2阳性乳腺癌。研究表明，对赫

赛汀耐药的实体瘤如骨肉瘤和乳腺癌仍然可以通

过相同抗体结构域靶向的 CAR-T 细胞消除［60-61］。

但是，赫赛汀和 HER2 CAR-T 细胞均可诱导严重

的副作用，如心脏毒性和肺损伤，这与HER2低表

达于心肌细胞和肺上皮细胞有关［62］。2015年，Liu

等［56］发现赫赛汀（4D5，KD 0.30 nmol/L）的靶向突

变可产生3种 scFv亲和力降低的变体（KD表示药物

与受体的亲和力，其含义是引起最大效应一半时所

需的药剂量。KD越大，药物与受体的亲和力越小），

即4D5-7（KD 0.62 nmol/L）、4D5-5（KD 1.1 nmol/L）

和 4D5-3 （KD 4.4 nmol/L）。体外实验中， 4D5-

7 CAR-T对高表达和低表达HER2的肿瘤细胞均表现

出强烈的细胞毒性，而 4D5-5或 4D5-3 CAR-T细胞

仅对高表达HER2的细胞系敏感。此外，体内实验

表明 4D5-5 CAR-T可有效抑制高表达HER2的肿瘤

生长。因此，将HER2 scFv的亲和力从 0.30 nmol/L

降至4.4 nmol/L是消除非肿瘤靶向毒性的一种非常实

用的解决方案［56］。另一项研究在小鼠中构建了高表

达和低表达 HER2 的肝脏模型来评估不同亲和力

HER2 CAR-T细胞的非肿瘤靶向毒性［57］。他们发现

4D5 HER2 CAR-T细胞对高表达和低表达HER2的肝

脏都表现出较高的毒性，而 4D5-5 CAR-T 细胞对

HER2低表达肝脏的损伤减弱。

双唾液酸神经节苷脂（disialoganglioside， 

GD2）是一种表面糖脂抗原，在神经母细胞瘤、黑

色素瘤、视网膜母细胞瘤和肉瘤等肿瘤中高表达，

但在部分正常组织中低表达［63-64］。已经开发了几种

抗GD2单抗来靶向实体瘤，尤其是神经母细胞瘤，

但临床试验发现反应率有限，近一半的神经母细胞

癌患者会复发［65］。此外，抗GD2单抗 dinutuximab

可能会导致短暂性神经性疼痛样综合征［66］。而靶

向GD2的 CAR-T细胞已被证实比单克隆抗体有更

好的抗肿瘤作用［67］。Richman等［68］用 14G2a衍生

的 scFv（77 nmol/L）构建了GD2 CAR-T细胞，发

现其只在体外具有抗肿瘤活性，推测可能是 scFv

的亲和力太低，无法在体内引发强烈的抗肿瘤反

应。作者尝试将 scFv可变结构域之间的短肽（9个

氨基酸）延长至 20 个氨基酸，体外实验未发现

CAR-T细胞的细胞毒性有所改善［68］。随后，作者

将 E101K 点突变引入到 14G2a-scFv 中，以产生更

高亲和力的 GD2E101K CAR-T 细胞。在神经母细

胞瘤异种移植模型中，这些 GD2E101K CAR-T 细
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胞抗肿瘤活性增强，但是伴有严重的中枢神经系

统毒性，导致患者死亡［68］。因此，除了改变亲和

力，GD2 CAR的铰链域和共刺激域等其他组件也

需要优化。

EGFR与肿瘤复发、新生血管生成和代谢密切

相关，在乳腺癌和胶质母细胞瘤等肿瘤中高表

达［69］。EGFR CAR-T 细胞已在多个临床试验中证

明有效［70-71］，但无法避免对上皮细胞的非肿瘤靶向

毒性［72］。从两种FDA批准的抗EGFR人源化单抗中

制备了两种 CAR，其中西妥昔单抗（1.8 nmol/L）

和尼莫妥单抗（21 nmol/L）的治疗亲和力相差

10倍［58，73］。体外研究表明，无论 EGFR 表达情况

如何，西妥昔单抗CAR-T细胞都能杀死胶质瘤细

胞，而尼莫妥单抗 CAR-T 选择性地杀伤 EGFR 高

表达的细胞。在体内，西妥昔单抗和尼莫妥单抗

CAR-T 细胞都可以抑制 EGFR 高表达胶质瘤的生

长，而只有西妥昔单抗CAR-T细胞可以抑制EGFR

低表达胶质瘤的生长［58］。因此，尼莫妥单抗CAR-T

细胞能够区分具有不同EGFR表达丰度的细胞，并

且选择性地杀伤EGFR高表达的细胞，从而减少非

肿瘤靶向毒性。另一项研究也观察到了类似的

结果，该研究开发了一组具有不同亲和力的抗

EGFR scFv 的 CAR，包括 2224 （0.94 nmol/L）、

P2-4 （15.39 nmol/L）、 P3-5 （88.24 nmol/L） 和

C10（263.67 nmol/L）。高亲和力的 2224. BBZ 和

P2-4.BBZ CAR-T细胞对所有 EGFR+肿瘤均表现出

强大的抗肿瘤活性，无论EGFR表达水平如何。相

比之下，低亲和力的 P3-5.BBZ和C10.BBZ CAR-T

细胞对 EGFR 低表达的肿瘤细胞的杀伤反应比

EGFR高表达的肿瘤细胞要弱得多［56］。

总之，对靶向HER2、GD2或EGFR的CAR-T

细胞的研究表明，scFv 亲和力的适当降低可能不

会显著降低CAR-T的杀伤活性，但可以有效地减

轻非肿瘤靶向毒性。除GD2外，上述 scFv靶向抗

原的最佳亲和力通常在 10～5000 nmol/L 的范围

内。对于GD2 CAR-T细胞，仅调整亲和力是不够

的，还需要更多的策略来提升安全性和有效性。

4 工程化T细胞的安全性改造

上文描述了通过调整亲和力来增强 TCR-T 和

CAR-T 细胞的杀伤能力，降低非肿瘤靶向毒性。

工程化T细胞也可以通过基因工程的方法，将非肿

瘤靶向毒性的损害降至最低，以减轻危及生命的

毒性，并在实体肿瘤中取得成功。

最近，Rogelio等［74］开发了 synNotch系统，用

于区分不同抗原密度的肿瘤细胞［图 3（a）］。

synNotch 系统包含一种受体，该受体可以通过

scFv 识别特定的肿瘤抗原，然后激活融合转录因

子以诱导转基因的表达，如CAR基因。基于这个

“与”逻辑门，CAR-T细胞只能在两种肿瘤抗原都

存在的情况下被触发，从而提高CAR-T细胞的特

异性。Hernandez-Lopez等［75］利用 synNotch系统两

步识别机制，特异性识别并杀死高表达 HER-2的

癌细胞。Wendell Lim 教授团队同样使用 synNotch

调控系统两步法杀死胶质母细胞瘤。他们首先用

部分肿瘤细胞高度特异性表达的EGFRvⅢ使T细胞

靶向肿瘤位置；其次，当T细胞识别到EGFRvⅢ抗

原时，即启动杀伤抗原反应。CAR-T细胞能够识

别 EphA2 或 IL13Rα2 时才能激发 CAR-T 细胞并杀

死胶质母细胞瘤细胞。

此外，也可在TCR/CAR-T中转入控制基因序

列以控制其活化或凋亡，从而提高治疗的安全性，

这些控制基因序列包括单纯疱疹病毒胸苷激酶

（HSV-TK）自杀基因［图 3（b）］、诱导型半胱氨酸

蛋白酶9（iCasp9或 iC9）［图3（c）］以及细胞消除标

签（cellular elimination tags， CET）［图 3（d）］等。

通过基因工程表达HSV-TK的T细胞在给予前药更昔

洛韦（ganciclovir）后可被特异性消除。HSV-TK将

更昔洛韦转化为有毒性的代谢产物，干扰了DNA

合成，导致分裂期细胞凋亡。在部分临床研究中，

对造血干细胞异体移植（hematopoietic stem cell 

transplantation， HSCT）病人输注 HSV-TK改造后

的淋巴细胞，可以有效控制 GVHD 并同时增强移

植细胞抗白血病效果［76-78］。尽管使用HSV-TK自杀

基因存在作用缓慢（依赖于细胞分裂）、潜在的免

疫原性以及前药更昔洛韦的毒性等缺点，HSV-TK

仍是迄今为止临床研究最多的基因控制安全系统。

另一种安全、可靠并且更快速的基因控制安全系

统是药物诱导的 iC9安全系统。iC9是一个融合蛋

白，由一段修饰的 FK506结合蛋白（FKBP-F36V）

连接截短的Caspase 9组成［79］。惰性小分子AP1903
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插入融合蛋白二聚体，激活 Caspase 9，继而启动

Caspase 3 凋亡途径，使工程化 T 细胞发生凋亡。

iC9 的激活可以控制工程化 T 细胞的毒性，包括

HSCT 和工程化 T 细胞输注后 GVHD 的发展［80-81］。

此外，由截短标记蛋白（如 tEGFR、 tCD20 或

CD34-CD20融合RQR8）组成的CET通过抗体依赖

的细胞毒性实现对工程化T细胞安全性的控制［82-83］。

5 靶向肿瘤微环境的工程策略

肿瘤微环境（tumor microenvironment， TME），

即肿瘤细胞生活的环境，其中不仅包括了肿瘤细

胞本身，还包括其周围的成纤维细胞、免疫和炎

性细胞、胶质细胞等各种细胞，同时也包括附近

区域内的细胞间质、微血管以及浸润在其中的生

物分子［84］。在实体肿瘤中，输注的T细胞在TME

中需要克服多层挑战，是工程化T细胞临床有效率

低的主要原因［85］。首先，肿瘤间质主要由肿瘤相

关细胞组成，这道物理屏障可以有效阻止T细胞浸

润［86］。其次，TME中缺乏T细胞特异性归巢因子，

导致 T 细胞无法定向迁移，从而无法识别靶细

胞［87］。再次，TME缺乏共刺激配体和促免疫细胞

因子，这是 T 细胞完全激活并维持功能所必需的

（图 1）。最后，在TME中，T细胞抑制配体（免疫

检查点）被上调并与T细胞上表达的共抑制受体结

合，进而抑制T细胞的激活。具有免疫抑制功能的

细胞（如调节性T细胞、肿瘤相关巨噬细胞、髓源

性抑制细胞）浸润 TME，也能引起效应 T 细胞的

功能抑制［84］。

图图3　工程化T细胞的安全控制系统

Fig. 3　Safety control systems for engineered T cells
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在 CAR-T细胞治疗领域，学者们很早就意识

到共刺激分子的胞内段对过继转移的 CAR-T 细

胞的长期存活以及持久的抗肿瘤活性至关重

要［88-90］。此外，调节TME免疫抑制环境的治疗策

略，如使用免疫检查点抑制剂，已成为肿瘤免疫

治疗的重要手段，并正在积极研究与其他疗法的

组合策略［91］。在过去几年中，已经开发了各种协

同工程策略，目的是增强 TCR-T和CAR-T细胞的

肿瘤浸润和免疫活性，下面将讨论对 TCR-T 和

CAR-T 细胞的功能改造策略，以应对 TME 带来

的挑战。

5.1 改善工程化 T 细胞的归巢与肿瘤浸润

过继输注的 TCR-T或者 CAR-T细胞肿瘤浸润

率低是恶性实体肿瘤 ACT 治疗后复发的主要机

制［11］。已有研究尝试通过基因工程手段增强 T细

胞对肿瘤的定位和浸润能力。例如，Harlin 等［92］

研究发现，黑色素瘤 TME 中通常高表达 CXCL8/

IL-8，在工程化T细胞上过表达其匹配的趋化因子

受体CXCR2可以促进浸润。在人黑色素瘤异种移植

小鼠模型中，过表达 CXCR2 的 MAGE-A3 TCR-T

细胞肿瘤浸润能力更强［93］。此外，在恶性胸膜间

皮瘤、霍奇金淋巴瘤和神经母细胞瘤的小鼠模型

中，CAR-T 细胞中 CCR2 和 CCR4 的共表达也促

进了 CAR-T 细胞对肿瘤部位的归巢和抗肿瘤

功能［94-96］。

实体肿瘤的另一个挑战是肿瘤间质对肿瘤细

胞的物理屏蔽，肿瘤间质是肿瘤相关成纤维细胞

（cancer-associated fibroblasts， CAF）和细胞外基

质（extracellular matrix， ECM）等组成的异质混

合物。过表达 ECM降解酶可增强 T细胞向肿瘤组

织的渗透，用乙酰肝素酶（一种降解ECM 硫酸肝

素蛋白多糖的酶）改造的GD2 CAR-T细胞可以促进

人神经母细胞瘤异种移植小鼠中的CAR-T细胞浸润

和抗肿瘤功能［97］。另一项策略是靶向CAF上表达的

成纤维细胞活化蛋白-α（fibroblast activation protein-

α， FAP），以消除肿瘤基质从而使T细胞能够浸润

到肿瘤部位。在多种小鼠肿瘤模型中，使用靶向

FAP 的 CAR-T 细胞显著改善了 T 细胞浸润，抑制

了肿瘤生长 ［98-99］。

5.2 工程化 T 细胞表达共刺激分子

CAR结构中的共刺激结构域为CAR-T细胞提

供共刺激信号，是CAR-T细胞在体内产生效应的

重要结构。同样，为了解决过继输注的 TCR-T细

胞持续性有限的问题，可以设计T细胞装载共刺激

分子。转基因 TCR链可以工程化结合共刺激受体

CD28 的跨膜区和胞内域以及相连的 CD3ε 胞内

域［100］。这些CD28εTCRs能有效缓解错配，介导共

刺激信号并保护内源性 TCR 功能。尽管 CD28ε 

TCR-T 细胞对同源 pMHC 复合物的识别降低，但

在黑色素瘤小鼠模型中的体内扩增能力和持续性

都有所增强［101］。

另一种策略是将转基因TCR与共刺激CAR结

合（coCAR），coCAR以类似于CAR的方式设计，

但缺乏 CD3ζ 胞内结构域，对靶细胞无杀伤作

用［102-103］。只有当TCR靶向的 pMHC和 coCAR靶向

的细胞表面抗原都同时匹配时，T细胞才能完全活

化。目前正在开发的 coCAR 方法包括 CD19-

coCAR 和 CD38-coCAR，通过识别 CD19 或 CD38

谱系抗原时增加共刺激信号来增强工程化 TCR对

血液恶性肿瘤的靶向性［104］。CD19-coCAR增强了靶

向白血病的 survivin特异性TCR-T细胞的扩增能力、

持久性和抗肿瘤功能，CD38-coCAR 增强了 NY-

ESO-1特异性TCR-T细胞对MM的细胞毒性［104］。

此外，另一种简单而有效的策略是增加TCR-

T细胞中共刺激受体的组成性表达。过表达 4-1BB

增强了 TCR-T细胞的体外和体内抗肿瘤功能，增

加了 TCR-T细胞攻击肿瘤时细胞因子的产生，同

时增强了TCR-T细胞的扩增能力和持久性［105］。

5.3 工程化 T 细胞表达细胞因子信号

为了解决过继输注的工程化T细胞存活时间有

限的问题，研究者们将共刺激分子和细胞因子信

号串联到促血小板生成素受体（c-Mpl）上，然后

转导至TCR-T细胞中。该方法利用了 c-Mpl的天然

特性［106］，即促血小板生成素（thrombopoietin， 

TPO）是血液恶性肿瘤患者骨髓微环境中的可溶性

因子［107］，因此 c-Mpl+TCR-T细胞能够以微环境特

异性方式被TPO激活。此外，c-Mpl+TCR-T细胞也

可以使用临床上的 c-Mpl激动剂（eltrombopag）药
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理学激活。研究发现，TCR-T细胞中的 c-Mpl信号

具有多种效果，包括增强T细胞增殖、细胞因子生

成、免疫突触形成、体外和体内的长期杀伤活性，

以及保持低分化的表型。

增强 TCR-T 细胞产生细胞因子的能力也是调

节局部免疫抑制性TME的一种重要策略，有利于

增强肿瘤特异性T细胞的持久性和抗肿瘤功能。已

经在 EBVST、TCR-T 和 TIL 细胞中探索了过表达

IL-12 对 T 细胞功能的调节作用［108-110］。过表达 IL-

12促进了 TCR-T细胞的抗肿瘤功能，但也导致了

一些毒性，利用活化T细胞核因子或四环素控制的

转录激活启动子，调控 IL-12的产生，则可以克服

这些毒性［110］。与过表达 IL-12的TCR-T细胞相比，

另一项在TCR-T细胞过表达 IL-18的研究显示出更

好的持久性和肿瘤控制效果［111］。此外，已经在

CAR-T 细胞中探索了其他细胞因子，包括 IL-15、

IL-21或组成活性 IL-7受体等信号的作用［112-113］。

5.4 逆转共抑制信号

在实体瘤的TME中，存在许多免疫抑制性细

胞因子，抑制性检查点配体以及免疫抑制性细胞

（如髓源性抑制细胞、肿瘤相关巨噬细胞和调节性

T 细胞）。共表达显性负受体（dominant negative 

receptors， DNR）既能抑制免疫抑制性细胞信号传

导，又能增强TME中的T细胞功能策略。DNR来

源于缺乏胞内信号结构域的截短免疫抑制受体，

并在T细胞上捕获抑制分子而不启动负调节信号。

在EBV相关淋巴瘤、前列腺癌或黑色素瘤模型中，

将截短的 TGF-β受体 2（TGFBR2）整合到天然或

转基因 TCR-T 细胞中，赋予了对 TGF-β 介导的免

疫抑制的抗性，并增强了 TCR-T细胞的增殖、细

胞因子产生和抗肿瘤功能［114-116］。基于截短 Fas 受

体的 DNR 能够减弱 TME 中高表达的促凋亡 FasL

信号。Fas DNR 的表达增强了黑色素瘤荷瘤小鼠

ACT后pmel-ⅠT细胞的持久性和抗肿瘤功能［117］。

另一种方法是针对TME细胞上表达的免疫抑制

配体设计新型嵌合受体。这些受体被称为嵌合开关

受体（chimeric switch receptors， CSR），可将T细

胞抑制信号转化为激活信号［118］。目前，已经评估了

CTLA-4［119］、PD-Ⅰ［120-121］、TIGIT［122］、CD200R［123］和

TGFBR2［124］这几种CSR。所有这些CSR都利用抑

制性受体的胞外结构域，并与共刺激性受体的胞

内结构域连接。基于CTLA-4（CTLA-4：CD28）的

CSR 促进小鼠 pmel-Ⅰ和 OT-1/2 T 细胞的 IFN-γ 和

IL-2 分泌，同时也增强了 pmel-Ⅰ和 OT-1/2 T 细胞

的体内抗肿瘤功能，但这一现象高度依赖于CD4+T

细胞的存在，并与它们的 IL-2 产生增加有关［119］。

基于 PD-1（PD1：CD28）的CSR增强了人MART-1

和 p53 TCR-T细胞激活时效应细胞因子产生，并在

人黑色素瘤小鼠异种移植模型中促进了转基因

TCR-T细胞的增殖和抗肿瘤功能［120］。但是，添加

4-1BB 作 为 第 二 共 刺 激 结 构 域 （PD-1：CD28-

4-1BB），并没有增强反而减少了 MART-1 TCR-T

细胞的细胞因子产生。使用 PD-1：CD28 CSR的研

究表明，其过表达对CD4+和CD8+T细胞同样有益，

并且可以提高人黑色素瘤异种移植模型中靶向酪

氨酸酶的TCR的亲和力［121］。在人黑色素瘤异种移

植小鼠模型中，在人MART-1 TCR-T细胞中表达基

于 TIGIT（TIGIT：CD28）的 CSR，也增强了 MART-1 

TCR-T 细胞体内抗肿瘤活性以及细胞因子产

生［122］。基于CD200R的CSR（CD200R：CD28）的

联合表达改善了白血病模型中 TCR-T 细胞的功

能［123］。最后，基于 TGFBR2 的 CSR 通过 4-1BB

（TGFBR2：4-1BB）发出信号，增强了CAR-T细胞

靶向前列腺癌的抗肿瘤功能［122］，以及 NY-ESO-1 

TCR-T细胞对黑色素瘤的抗肿瘤作用［124］。研究表

明，除TGFBR2外，大多数抑制性受体（CTLA4、

PD1、TIGIT 和 CD200R）单纯的信号结构域截短

的诱饵受体变体并未显著改善T细胞功能。

嵌合细胞因子受体（chimeric cytokine receptors， 

CCR）或开关受体可将一种细胞因子信号转换为

另一种细胞因子信号，目前正在积极探索如何利

用肿瘤或肿瘤相关细胞产生的免疫抑制细胞因子，

以向TCR-T或CAR-T细胞提供增殖信号。结合 IL-

4但激活 IL-7信号通路的 IL-4/IL-7开关受体可以使

PSCA-CAR-T 细胞在体外维持增殖能力，并提高

体内抗肿瘤活性［125］。在原位乳腺癌模型中，IL-4/

IL-7 开关受体也提高了第二代 MUC1-CAR-T 细胞

的抗肿瘤活性。并且，这些细胞能够通过 IL-4依

赖性的方式增殖，从而杀伤肿瘤细胞，并抑制远

端的肿瘤再生。在 EBV淋巴瘤异种移植小鼠模型
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中， IL-4/IL-7 CCR 使 EBVST 对 IL-4 信号产生抗

性，并大大增强了其肿瘤杀伤能力，使工程化T细

胞在TME中局部激活［126］。未来的研究可能会结合

几种信号转换模块，从而最大限度地增强工程化T

细胞在TME中的持久性和适应性。例如，通过组

合靶向前列腺癌的第一代 CAR （信号 1） 与

TGFBR2：4-1BB CSR （信号 2） 和 IL-4/7R CCR

（信号 3），使工程化T细胞以TME特异性方式分裂

增殖，从而实现在胰腺癌小鼠模型中抑制肿瘤

生长［127］。

6 工程化T细胞的基因编辑策略

目前，许多工程化T细胞仍使用病毒载体来递

送目的基因。逆转录病毒或慢病毒转导的缺点是

目的基因插入基因组的位置和拷贝数是随机的，

导致产生的工程化T细胞目的基因的表达水平不可

控，而精准基因编辑技术提供了将转基因精确整

合到特定基因位点的可能性［128-129］。基因编辑在工

程T细胞治疗领域的应用是多方面的，包括：①敲

除内源性TCR和MHC，产生同种异体的通用供体

T细胞［130］；②敲除内源性TCR可以增强转入的转

基因 TCR 的表达和功能，并避免交叉反应［131-132］；

③敲除免疫抑制受体以获得对免疫抑制信号的抗

性［133-134］；④将 CAR 或 TCR 精准插入到 TCR 基因

座，利用生理调节CAR或TCR基因的表达，同时

消除内源性TCR特异性［135-136］；⑤可编程基因线路

实现对 TCR-T/CAR-T的可控调节；⑥发现免疫工

程的新靶点［124，137］等。

6.1 核酸酶介导的内源性 TCR 敲除

敲除内源性TCR可以减少TCR-T的交叉反应，

增强 TCR-T的安全性。多种核酸酶被开发作为敲

除内源性TCR的编辑工具，通过诱导双链DNA断

裂或DNA修复来破坏内源性TCR位点。这些工具

酶包括归巢核酸内切酶、锌指核酸酶（zinc finger 

nuclease， ZFN）、转录激活因子样效应核酸酶 

（transcription activator-like effector nucleases， TALEN）、

megaTAL核酸酶以及CRISPR/Cas9等。

为了敲除内源性 TCR，Provasi 等［131］在慢病

毒转导WT-1 TCR基因的同时，使用 ZFN敲除了T

细胞内源性 TRAC、TRBC1和 TRBC2基因，发现

敲除内源 TRAC/TRBC的 TCR-T细胞亲和力提高，

抗肿瘤功能增强，并且非特异反应显著降低。这

项研究表明敲除内源性TRAC和TRBC位点可通过

避免 TCR错配，显著提高 TCR-T细胞安全性，并

增强 TCR-T 细胞的亲和力和抗肿瘤功能。随后，

该团队进一步研究证明，基于 ZFN 的 TRAC 单基

因敲除联合慢病毒转导外源 TCR足以产生安全且

有效的肿瘤靶向 TCR-T细胞，并且更适用于临床

转化［138］。TALEN、归巢核酸内切酶、megaTAL核

酸酶和 CRISPR/Cas9 系统也同样被用于敲除工程

化 TCR-T 的内源性 TRAC 和/或 TRBC 基因［139-141］。

此 外 ， 有 研 究 表 明 ， 使 用 CRISPR/Cas9 敲 除

TRBC1/2 的 γδ -TCR 细胞也具有更强的抗肿瘤

能力［142］。

6.2 基于 CRISPR/Cas9 的多重基因编辑技术

为了增强 TCR-T和 CAR-T细胞对免疫微环境

中PD-1等抑制信号的抗性，Ren等［143］开发了一种

基于CRISPR/Cas9的多重编辑方法［图 4（a）］，使

用CRISPR/Cas9同时敲除T细胞的TRAC、TRBC、

β2-微球蛋白和 PDCD1 基因，再慢病毒转导 CAR

基因，PD-1 的敲除进一步提高了临床前模型中

CAR-T细胞的抗肿瘤活性［143］。同样已有研究报道

在CAR-T细胞中敲除其他免疫检查点，包括单独

敲除 CTLA-4 或同时敲除 PD-1 与 LAG-3，均可以

增强CAR-T细胞的功能［143-144］。

另一项旨在治疗晚期难治性肉瘤和 MM 患者

的Ⅰ期临床实验使用了 CRISPR/Cas9 敲除 TRAC、

TRBC和PDCD1位点的NY-ESO-1特异性TCR-T细

胞［145］。该研究希望通过多基因编辑提高NY-ESO-1 

TCR-T细胞的安全性和有效性，并延缓NY-ESO-1 

TCR-T细胞的耗竭。研究发现，使用CRISPR/Cas9

对 TCR-T 细胞进行多基因编辑是安全且可行的，

多基因编辑后的 TCR-T 细胞比只转入 NY-ESO-1 

TCR的细胞持久性增强，且尚未观察到转入 Cas9

基因产生的脱靶相关副作用，但是，对其安全性

的评估还需要更长时间的随访以及更多的受

试者［145］。
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6.3 将外源 CAR/TCR 递送至内源 TCR 位点

将CAR或者外源TCR转基因靶向插入到内源

性TCR位点，可以实现生理性的调节CAR/TCR表

达以增强反应性并防止耗竭。利用DNA同源重组

可以将外源CAR/TCR特异性插入到目标基因组位

点［146］。腺相关病毒 6（AAV6）转导基于 CRISPR

的 CD19 CAR 基因靶向整合到 TRAC 位点，可使

CAR表达更稳定，增强CAR-T细胞的体外和体内

抗肿瘤功能，同时消除内源性 TCR交叉反应［135］。

与组成性启动子相比，将CAR基因置于内源TCR

启动子的控制下，抗原刺激时CAR表达和转运会

更符合生理状态，从而延缓CAR-T细胞的耗竭［135］。

此外，MegaTAL 和 AAV6 介导的 CAR 插入 TRAC

或CCR5基因座也能产生相似的结果［147-148］。

CRISPR 技术还可用于设计人工T细胞信号通

路，利用特定信号通路的转录调节来增强抗肿瘤

T 细胞功能。例如，将 IL-12p70 插入 IL-2Rα 或

图图4　工程化T细胞的基因编辑策略

RES—白藜芦醇；β2M—β2-微球蛋白

Fig. 4　Genome editing strategies for engineered T cells

RES—Resveratrol; β2M—β2-microglobulin
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PDCD1基因位点，产生的 T细胞受抗原刺激后可

以产生 IL-12p70，从而增强抗肿瘤功能，且无明显

毒性［149］。因此，利用特定位点的转录调控系统可

以严格控制转入基因的表达，增强功能性 T 细胞

的安全性和特异性。

6.4 可编程基因线路实现对 TCR-T/CAR-T 的可

控调节

不可控性一直是CAR-T细胞治疗的一大风险。

CAR-T细胞不受控地增殖会触发细胞因子释放综

合征（cytokine release syndrome， CRS），这种炎

症因子在体内的大量释放会导致从轻度发烧到危

及生命的器官衰竭等多种毒性。合成生物学的优

势之一就是可编程的基因线路，小分子化合物、

生物大分子、光、热、磁等都可以作为开关，调

控CAR-T或者TCR-T细胞的激活。

近日，华东师范大学生命科学学院叶海峰教

授团队［150］在《美国科学院院刊》（PNAS）上刊

文，构建了一种白藜芦醇调控转基因表达的转录

调控系统，通过白藜芦醇调控 T细胞中 CAR的表

达与抑制，从而实现可控的CAR-T细胞免疫治疗

［图 4（b）］。叶海峰团队以白藜芦醇作为开关分子

设计了两种CAR-T细胞，分别包含可以控制CAR-

T细胞失活和激活的基因线路，对应两种不同的应

用场景。当 CAR-T 细胞在体内过度激活，产生

CRS 等副作用时，白藜芦醇可启动使细胞失活的

基因线路，将其沉默；反之，可以先注射失活的

CAR-T细胞，再通过白藜芦醇进行浓度依赖性的

激活［150］。另一项研究发现，将对紫外光敏感的小

分子与肿瘤靶向抗体偶联，可作为小分子特异性

CAR-T细胞的开关。在暴露于紫外线下时，小分

子被打开，激活CAR-T细胞介导的肿瘤细胞杀伤。

这 种 双 正 交 开 环 策 略 （biorthogonal open-loop 

strategy）可以实现对CAR-T细胞的肿瘤细胞杀伤

的时间和空间控制［151］。

6.5 新型工程靶点的筛选

维持过继转移的工程化T细胞在体内的持续存

活和功能仍然是当前工程化T细胞疗法的主要目标

之一。破坏T细胞的不同基因位点，可以发现未来

调控工程化T细胞在体内持续存活和功能的新型工

程靶点。

Nobles等［152］对输注至CLL患者的CD19 CAR-T

细胞的载体整合位点进行系统分析，发现应答者

与非应答者的CAR整合破坏的基因位点不同，其

中一位患者症状完全缓解，归因于CAR转基因的

插入导致其 TET2 基因座被破坏［153］。此外，基于

CRISPR的大规模基因敲除与体外杀伤试验的结合

揭示了大量增强 TCR-T 细胞抗肿瘤功能的基因，

包括已知基因（TCEB2、SOCS1和CBLB）和新调

控基因（RASA2）［154］。另一项研究基于工程化T细

胞的体内浸润程度筛选出一个新靶点Dhx37，并发

现敲除 TCR-T 细胞中 Dhx37 基因可以显著增强

TCR-T 细胞对三阴性乳腺癌小鼠模型的肿瘤抑

制［137］。使用 CRISPR 过表达文库可以筛选改善

TCR-T 细胞功能的基因，结合体外和体内实验验

证发现 TGFBR2-4-1BB 增强了人黑色素瘤异种移

植小鼠模型中 NY-ESO-1 TCR-T 细胞的抗肿瘤功

能［124］。因此，使用大规模 CRISPR 基因敲除文库

或过表达文库是未来筛选工程化T细胞新靶点的重

要研究手段。

7 结 语

近 5年的临床数据表明，工程化T细胞治疗进

入了黄金发展时期。基础免疫学的进步为合成免

疫学的发展提供了信息，提供了大量增强工程化T

细胞效能的改造策略。尽管工程化T细胞在实体瘤

治疗领域取得了一定的成功，但是在广泛用于实

体肿瘤治疗时，仍有大量问题亟待解决。

对于输注的工程化T细胞，必须考虑与质量、

数量等有关的基因修饰机制。增加工程化T细胞质

量的一个有效解决方案是扩增更明确的功能性细

胞亚群，如中央和/或效应记忆亚群、病毒特异性

T细胞，或来自干细胞前体的工程化T细胞。通过

输注少量工程化T细胞，可以产生更有效、更持久

的抗肿瘤活性［155-156］，这表明输注的细胞产品质量

而不是数量是有效抗肿瘤的关键因素。

选择合适的靶抗原和转基因TCR/CAR序列仍

然是成功的基础和关键，是研究的重点。用于

TCR-T 的有效且安全的肽抗原靶点非常有限。随
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着下一代测序技术的发展，特别是单细胞转录组

测序、TCR 测序和成熟的体外验证方法，以个性

化新抗原为靶点的 TCR-T免疫治疗在未来将成为

一种流行的癌症治疗方法。此外，新出现的 TAA

类别，也可能构成未来 TCR-T 细胞治疗的可行

靶标。

此外，如何克服肿瘤微环境中存在的抑制因

素（增强T细胞归巢、浸润、增殖、持久性、效应

功能和调节TME成分）；是否有可能提高体内肿瘤

部位的 TCR 工程化 T 细胞的寿命（增强记忆细胞

的产生）；能否识别出有效的TCR工程T细胞混合

物，包括针对不同抗原表位的不同类型的抗原特

异性T细胞（本课题组开发的多靶点个性化TCR-T

治疗），这些问题的解决将进一步促进工程化T细

胞在实体肿瘤领域的应用。

未来的发展可能会利用多疗法组合策略来克

服肿瘤带来的诸多挑战。随着基础免疫学和合成

生物学的发展，新的不同的工程化改造策略将为

泛实体肿瘤的工程化T细胞疗法带来重大突破。
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